
Ⅰ. 諸言

センシンレン（Andrographis Paniculata）とは
東南アジアなどで栽培されているハーブであり、
何世紀もの間、病気治療などに使用されてきた。
その作用として、抗炎症作用1)、抗血栓作用2)お
よび抗腫瘍効果3)などが報告されている。センシ
ンレンの主成分は、アンドログラフォリド
(Andrographolide）であり、葉および幹に含まれ
ており、センシンレンから抽出されたアンドロ
グラフォリドの抗腫瘍作用も報告されている4)。

センシンレンについては、多くの薬理作用が報
告されているが、今回は由来の異なる白血病細
胞株を用い、センシンレンのエタノール抽出液
の添加による抗腫瘍効果を検討したので報告す
る。

Ⅱ. 材料および方法

1. 材料
センシンレン（AP：Andrographis Paniculata）

は、AGPセンシンレン原紛末を健康免疫研究所
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Summary Andrographis paniculata is traditionally used as an anti-cancer herb in Southeast Asian
countries like China and India.  Andrographis paniculata plant extract is known to possess a variety

of pharmacological activity.  We evaluated the anti-tumor activity of ethanol extract from Andrographis

Paniculata compared with the anti-cancer drug in leukemic cell lines.  After the treatment of ethanol

extract from Andrographis Paniculata in leukemic cell lines, the Annexin V positive rate and

Caspase-3 activity increased compared with untreated cells, DNA fragmentations were observed by

Wright-Giemsa staining and agarose gel electrophoresis, and the G1 phase in cell cycle was arrested.

These results strongly suggested that the ethanol extract from Andrographis Paniculata induces

apoptosis in leukemic line cells via Caspase-3 activation.
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より入手し、エタノールで溶解後、10,000 rpm、
１分間遠心後の上清を使用した。細胞浮遊液へ
の添加終濃度は0.5 mg/mLまたは1.0 mg/mLの２
濃度で行った。アポトーシス誘導の陽性対照と
して、抗がん剤であるシタラビン（Ara-C：代
謝拮抗剤　SIGMA）を添加終濃度1.0μg/mLで
使用した。
白血病細胞株はヒト由来の単球性白血病細胞
株（U937：EC85011440）、前骨髄球性白血病細
胞株（HL60：EC98070106）、慢性骨髄性白血病
細胞株（K562：EC89121407）、T細胞芽球性白
血病細胞株（Jurkat：EC88042803）、形質細胞腫
細胞株（H929：EC95050415）をDSファーマバ
イオメディカル株式会社より購入した。培養液
は、RPMI-1640（SIGMA：R8758）に10％ウシ
胎児血清（FBS：Fetal bovine serum）、抗生物質
であるペニシリン（100 U/mL：Gibco）および
ストレプトマイシン（100μg/mL：Gibco）を含
むものを使用した。細胞は、炭酸ガス培養装置
で５％CO2、37℃で培養した。

2. 方法
1) 抗腫瘍効果の測定方法
抗腫瘍効果の測定は、MEBCYTO-Apoptosis

Kit（MBL：Annexin V-FITC Kit）およびMTT
Cell Proliferation Assay Kit（Cayman）にて測定
した。
Annexin V-FITC Kitの測定原理は、細胞膜の

内 側 に あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
（Phosphatidylserine：PS）が、アポトーシスの初
期に細胞膜の外側に表出することで、PSと親和
性の高いFITCを結合したAnnexin Vと結合する。
また、プロピジウムイオダイド（Propidium
Iodide）は、核を染める色素であり、アポトー
シスの後期である細胞膜破壊を反映する。測定
は、各細胞をAP添加24時間前に24培養プレート
（FALCON）に1×105/mLで播種した。AP添加
後、24時間後に細胞を回収した。リン酸緩衝生
理食塩水（PBS：Phosphate buffered saline） で
細胞を１度洗浄後、キットに含まれるBinding
Buffer 85μLで懸濁した。その後、Annexin V-
FITC（10μL）とPropidium Iodide（５μL）を混
和後、室温、暗室で15分間反応させた。その
後、Binding Buffer 400μLを添加し、フローサ
イトメータであるFACS CaliburでAnnexin V陽性

率を測定した。
MTT Cell Proliferation Assay Kit（Cayman）は、
細胞増殖または死細胞の判定に使用される。生
細胞ではミトコンドリアの還元酵素により、テ
トラゾリウム塩がフォルマザンに還元されて青
色の色素が産生されるが、死細胞では色素は産
生されない。測定方法は、上に示したApoptosis
Kitでの測定と同様に細胞を播種し、さらに、
AP添加後に96培養プレート（FALCON）に細胞
浮遊液を100μL播種した。24時間後、MTT試薬
10μLを添加し、細胞培養装置内で３時間反応
させた。その後、上清85μLを除き、キットに
含まれる溶解液100μLを添加して混和後、細胞
に取り込まれた色素を溶解してマイクロプレー
トリーダー（Bio-Rad Benchmark）で550 nmにて
吸光度を測定した。

2) 細胞の形態学的変化
AP添加後の形態学的変化は、ライト・ギムザ
染色で観察した。アポトーシスの形態学的変化
として、細胞の縮小化と核の断片化があり、核
の断片化によるアポトーシス小体の確認を行っ
た。U937細胞（1×105/mL）にAPまたは陽性対
照としてAra-Cを24時間添加後、スライドガラス
にサイトスピン装置で750 rpm、10分間遠心して
細胞を塗付した。ライト液で３分固定後、リン
酸緩衝液（1/150M、pH 6.4）を添加し前染色を
行い、３分後に水洗した。その後、ギムザ染色
液（ギムザ原液１滴/リン酸緩衝液１mL）で10
分間の後染色を行い、水洗後、乾燥させた。

3) 細胞の核の断片化の検出
AP添加後の細胞核断片化の確認は、細胞核の
DNAを抽出して電気泳動で行った。アポトーシ
スの誘導により、最終的にカスパーゼ-3が活性
化されることで、DNaseの活性化がおこり、
DNAがヌクレオソームの単位で切断されて核の
断片化が検出される。
各細胞（1×106/５mL）にAP またはAra-C添

加24時間後に細胞を回収後、細胞溶解緩衝液
（1M Tris-HCl、0.5 M EDTA、10% Triton X-100）
で溶解した。15,000 rpm、20分遠心後、その上
清をRNase AおよびProteinase Kを添加して処理
後、5M NaClおよびイソプロパノールを添加し
て、-20℃で12時間処理した。その後、15,000
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rpm、15分間遠心後、上清を除去してDNAを抽
出して乾燥後、TE緩衝液（１M Tris-HCl、0.5M
EDTA）に溶解し、色素（BPB：Bromophenol
blue）を添加して２％アガロースゲル（エチジ
ウムブロマイド含む）にて100V、45分電気泳動
した。

4) アポトーシスの実行因子であるカスパーゼ-3
活性の測定およびその阻害剤による抑制効果
カスパーゼ-3活性の測定は、Caspase-Glo 3/7

Assay（Promega）を使用した。カスパーゼはシ
ステイン残基をもつタンパク分解酵素であり、
アポトーシスを誘導するシグナル伝達経路を形
成しており、最終的にカスパーゼ-3が活性化さ
れて核の断片化がおこる。
各細胞（1×105/mL）にAPまたはAra-C添加24
時間後、96培養プレート（FALCON）に細胞浮
遊液を100μL播種した。キットに含まれる基質
と緩衝液を等量混和後、その反応液100μLを細
胞浮遊液に添加した。測定は試薬添加1時間後に
ルミノールアッセイ（ARVOX：Perkin Elmer）
で発光を測定した。
アポトーシスの抑制効果は、カスパーゼ阻害
剤であるZ-VAD-FMK（Promega：20μM）を使
用した。各細胞（1×105/mL）を播種後、APを
添加する１時間前にカスパーゼ阻害剤を添加し、

その後、APを添加した。24時間後に細胞を回収
後、アポトーシスキット（Annexin V-FITC Kit）
にてAnnexin V陽性率を阻害剤添加の有無で測定
し、カスパーゼの関与をその抑制効果で検討し
た。

5) 細胞周期の解析
細胞周期への影響を確認するため、抗がん剤
の代謝拮抗剤であり、細胞周期のS期に作用す
るシラタビン（Ara-C）との比較を行った。
HL60細胞（1×106/5 mL）をAPまたはAra-C処
理後、細胞を回収してPBSで洗浄後、70％エタ
ノールで４時間以上固定した。その後、細胞を
PBSで洗浄後、リン酸-クエン酸緩衝液40μLに
浮遊させてDNAを抽出した。その後、RNase A
を添加して37℃、30分反応後、PBSで洗浄後に
PBSに浮遊させ、プロピジウムイオダイド
（Propidium Iodide）を添加して暗所で反応させ、
FACS Caliburで解析した。

Ⅲ. 結果

1. 抗腫瘍効果の測定
MEBCYTO-Apoptosis Kit（MBL：Annexin V-

FITC Kit）でのAnnexin V陽性率（３回測定の平
均値）をFig. 1に示す。各細胞株でのAP（0.5
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Fig. 1 Histogram of Annexin V positive proportion.
The ethanol extract from Andrographis Paniculata (0.5 mg/mL or 1.0 mg/mL)  was added in each leukemic cell lines
for 24 h.

より入手し、エタノールで溶解後、10,000 rpm、
１分間遠心後の上清を使用した。細胞浮遊液へ
の添加終濃度は0.5 mg/mLまたは1.0 mg/mLの２
濃度で行った。アポトーシス誘導の陽性対照と
して、抗がん剤であるシタラビン（Ara-C：代
謝拮抗剤　SIGMA）を添加終濃度1.0μg/mLで
使用した。
白血病細胞株はヒト由来の単球性白血病細胞
株（U937：EC85011440）、前骨髄球性白血病細
胞株（HL60：EC98070106）、慢性骨髄性白血病
細胞株（K562：EC89121407）、T細胞芽球性白
血病細胞株（Jurkat：EC88042803）、形質細胞腫
細胞株（H929：EC95050415）をDSファーマバ
イオメディカル株式会社より購入した。培養液
は、RPMI-1640（SIGMA：R8758）に10％ウシ
胎児血清（FBS：Fetal bovine serum）、抗生物質
であるペニシリン（100 U/mL：Gibco）および
ストレプトマイシン（100μg/mL：Gibco）を含
むものを使用した。細胞は、炭酸ガス培養装置
で５％CO2、37℃で培養した。

2. 方法
1) 抗腫瘍効果の測定方法
抗腫瘍効果の測定は、MEBCYTO-Apoptosis

Kit（MBL：Annexin V-FITC Kit）およびMTT
Cell Proliferation Assay Kit（Cayman）にて測定
した。
Annexin V-FITC Kitの測定原理は、細胞膜の

内 側 に あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン
（Phosphatidylserine：PS）が、アポトーシスの初
期に細胞膜の外側に表出することで、PSと親和
性の高いFITCを結合したAnnexin Vと結合する。
また、プロピジウムイオダイド（Propidium
Iodide）は、核を染める色素であり、アポトー
シスの後期である細胞膜破壊を反映する。測定
は、各細胞をAP添加24時間前に24培養プレート
（FALCON）に1×105/mLで播種した。AP添加
後、24時間後に細胞を回収した。リン酸緩衝生
理食塩水（PBS：Phosphate buffered saline） で
細胞を１度洗浄後、キットに含まれるBinding
Buffer 85μLで懸濁した。その後、Annexin V-
FITC（10μL）とPropidium Iodide（５μL）を混
和後、室温、暗室で15分間反応させた。その
後、Binding Buffer 400μLを添加し、フローサ
イトメータであるFACS CaliburでAnnexin V陽性

率を測定した。
MTT Cell Proliferation Assay Kit（Cayman）は、
細胞増殖または死細胞の判定に使用される。生
細胞ではミトコンドリアの還元酵素により、テ
トラゾリウム塩がフォルマザンに還元されて青
色の色素が産生されるが、死細胞では色素は産
生されない。測定方法は、上に示したApoptosis
Kitでの測定と同様に細胞を播種し、さらに、
AP添加後に96培養プレート（FALCON）に細胞
浮遊液を100μL播種した。24時間後、MTT試薬
10μLを添加し、細胞培養装置内で３時間反応
させた。その後、上清85μLを除き、キットに
含まれる溶解液100μLを添加して混和後、細胞
に取り込まれた色素を溶解してマイクロプレー
トリーダー（Bio-Rad Benchmark）で550 nmにて
吸光度を測定した。

2) 細胞の形態学的変化
AP添加後の形態学的変化は、ライト・ギムザ
染色で観察した。アポトーシスの形態学的変化
として、細胞の縮小化と核の断片化があり、核
の断片化によるアポトーシス小体の確認を行っ
た。U937細胞（1×105/mL）にAPまたは陽性対
照としてAra-Cを24時間添加後、スライドガラス
にサイトスピン装置で750 rpm、10分間遠心して
細胞を塗付した。ライト液で３分固定後、リン
酸緩衝液（1/150M、pH 6.4）を添加し前染色を
行い、３分後に水洗した。その後、ギムザ染色
液（ギムザ原液１滴/リン酸緩衝液１mL）で10
分間の後染色を行い、水洗後、乾燥させた。

3) 細胞の核の断片化の検出
AP添加後の細胞核断片化の確認は、細胞核の
DNAを抽出して電気泳動で行った。アポトーシ
スの誘導により、最終的にカスパーゼ-3が活性
化されることで、DNaseの活性化がおこり、
DNAがヌクレオソームの単位で切断されて核の
断片化が検出される。
各細胞（1×106/５mL）にAP またはAra-C添

加24時間後に細胞を回収後、細胞溶解緩衝液
（1M Tris-HCl、0.5 M EDTA、10% Triton X-100）
で溶解した。15,000 rpm、20分遠心後、その上
清をRNase AおよびProteinase Kを添加して処理
後、5M NaClおよびイソプロパノールを添加し
て、-20℃で12時間処理した。その後、15,000
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mg/mLまたは1.0 mg/mL）添加24時間後の
Annexin V陽性率（アポトーシスの初期および後
期を反映する）は、U937（25.5％、48.2％）、
HL60（33.1％、53.8％）、K562（15.5％、30.7％）、
Jurkat（38.0％、86.3％）、H929（65.0％、99.0％）
であり、濃度依存性に陽性率の増加が認められ
た。また、無添加時でのAnnexin V陽性率は、各
細胞株で2.4～7.5％であった。また、Fig. 2には、
U937測定時のドットプロット図を示すが、AP添
加濃度の増加による明らかなドットプロット数
の増加が確認された。

MTTによる生細胞に対する抑制効果を吸光度
（３回測定の平均値）でFig. 3に示す。各細胞株
での無添加細胞に対するAP（0.5 mg/mLまたは
1.0 mg/mL）添加24時間後の抑制率は、U937
（49.7％、76.6％）、HL60（52.2％、84.5％）、
K562（24.8％、35.2％）、Jurkat（31.4％、74.3％）、
H929（38.2％、73.3％）であり、濃度依存性に
細胞増殖の抑制が認められた。

2. 形態学的変化
U937細胞でのAP（1.0 mg/mL）または陽性対
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Fig. 2 The dot plots in flow cytometer.
The ethanol extract from Andrographis Paniculata (0.5 mg/mL or 1.0 mg/mL) was added in U937 cells for 24 h. The
X-axis indicates the proportion of Annexin V positive cells and the Y-axis indicates the proportion of Propidium
Iodide positive cells.

Fig. 3 Measurement of MTT assay.
The ethanol extract from Andrographis Paniculata (0.5 mg/mL or 1.0 mg/mL) was added in each leukemic cell lines
for 24 h, and measured the optical density by MTT assay.



照として抗がん剤であるAra-C（1.0μg/mL）添
加24時間後のライト・ギムザ染色の結果をFig. 4
に示す。AP添加後では、抗がん剤でアポトーシ
スが誘導されるAra-C添加後と同様にアポトーシ
スを反映する特徴的な形態学的変化である細胞
の縮小化と核の断片化が認められた。

3. 電気泳動によるDNA断片化の検出
U937、HL60およびJurkat にAP（1.0 mg/mL）

またはAra-C（1.0μg/mL）添加後に細胞のDNA
を抽出し、電気泳動した結果をFig. 5に示す。陽
性対照であるAra-CではDNAの明らかな断片化
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Fig. 4 Morphological change.
The ethanol extract from Andrographis Paniculata (1.0 mg/mL) or Ara-C (1.0μg/mL) was added in U937 cells for
24 h, and the treated cells were stained by Wrigt-Giemsa staining method.

Fig. 5 Detection of DNA fragmentations by agarose gel electrophoresis.
DNA fragmentations were detected by agarose gel electrophoresis after 24 h with the treatment of ethanol extract
from Andrographis Paniculata (1.0 mg/mL) or Ara-C (1.0 μg/mL) in U937, HL60 or Jurkat cells. Lane 1 shows
a DNA size marker.
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for 24 h, and measured the optical density by MTT assay.



が認められるが、AP添加後にも同様にDNase の
活性化によるDNAの断片化を確認することがで
きた。

4. カスパーゼ-3活性とその阻害剤による抑制効果
各細胞株にAP（1.0mg/mL）またはAra-C（1.0

μg/mL）添加後のカスパーゼ-3の活性（３回測
定の平均値）をFig. 6に示す。各細胞株での無添
加に対するAPまたはAra-C添加後の比率は、
U937（2.89、6.53）、HL60（2.36、5.93）、K562
（1.76、0.84）、Jurkat（3.21、7.26）、H929（2.42、
1.65）であり、無添加細胞と比較して増加傾向
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Fig.7 The inhibition of Annexin V positive rate by caspase inhibitor treatment.
Annexin V positive rate was measured with the treatment of ethanol extract from Andrographis Paniculata with or
without caspase inhibitor (Z-VAD-FMK : 20μM) in each leukemic cell lines for 24 h.

Fig. 6 Measurement of Caspase-3 activity.
The Caspase-3 activity was measured with the treatment of ethanol extract from Andrographis Paniculata or Ara-
C in each leukemic cell lines for 24 h.



が確認された。U937、HL60およびJurkatでは、
AP添加後よりAra-C添加後の方が高値であった。
しかし、H929ではAra-CよりAP添加後が高値と
なった。また、K562のみ、Ara-C添加後が低値
であったが、これは24時間後では抗腫瘍効果が
低いためであると考えられる。
カスパーゼ阻害剤添加によるAnnexin V陽性率
の抑制効果をFig. 7に示す。各細胞株でのAP
（1.0 mg/mL）のみの添加に対して、阻害剤（20
μM）添加後にAP添加後のAnnexin V陽性率で
の抑制率は、U937（63.4％）、HL60（58.3％）、
K562（49.2％）、Jurkat（88.0％）、H929（65.9％）
であった。これらの結果より、AP添加による
Annexin V陽性率の増加については、アポトーシ
スを誘導するカスパーゼの関与が確認された。

5. 細胞周期の解析
HL60でのAP（1.0 mg/mL）またはAra-C（1.0

μg/mL）添加24時間後の細胞周期の解析結果を
Fig. 8に示す。AP添加後では、細胞周期のG1期
の増加とS期の低下が認められた。比較対照と
して使用したAra-Cは代謝拮抗剤であり、 細胞
周期のG1期の増加とS期の低下を認めるが、同

様な結果が確認され、細胞周期への作用が確認
された。

Ⅳ. 考察

AGPセンシンレン（AP：Androg r aph i s
Paniculata）のエタノール抽出液添加による抗腫
瘍効果は、今回使用した全ての白血病細胞株に
認められた。骨髄球系細胞株であるU937、
HL60およびK562と比較して、特にリンパ球系
細胞株であるJurkatおよびH929で高い抗腫瘍効
果が認められた。
今回の検討では、由来の異なる白血病細胞株
にて、AP添加後にアポトーシスを反映する
Annexin V陽性率の増加、MTTでの生細胞の増
殖抑制、細胞の縮小化と核の断片化をともなう
形態学的変化とDNAのラダーの検出、アポトー
シスの実行因子であるカスパーゼ-3活性の増加
およびその阻害剤による抑制効果、細胞周期G1
の増加とS期の低下が確認でき、その抗腫瘍効
果は、アポトーシスであることが確認された。
センシンレンの抗腫瘍効果作用の主成分はア
ンドログラフォリド（Andrographolide）であり、
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Fig. 8 Cell cycle analysis. 
The proportion of cell cycle was measured with the treatment of ethanol extract from Andrographis Paniculata or
Ara-C for 24 h in HL60 cells. The proportion of  G1 phase with the treatment of AP was similarly  increased with
the treatment of Ara-C.
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活性化によるDNAの断片化を確認することがで
きた。
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2.1％が含まれている（日本食品分析センターに
よる分析結果）。アンドログラフォリド
（Andrographolide）による白血病細胞株での抗腫
瘍効果として、前骨髄球性白血病細胞株（HL60）
などを使用してミトコンドリア由来のアポトー
シス誘導の報告はあるが5)、今回のような由来の
異なる白血病細胞株を同時に多種類使用した報
告はない。また、HL60を使用した報告では、細
胞周期G1期の増加が報告されており5)、今回行
った検討結果と同様な結果であった。
リンパ球系細胞株のなかでも形質細胞腫瘍細
胞株であるH929において、特に高い抗腫瘍効果
が認められた。最近、アンドログラフォリドに
よるNF-κBの抑制が報告されている6)。これは、
現在使用されている多発性骨髄腫の治療薬であ
るプロテアソーム阻害剤と同様な機序であり7)、
骨髄腫細胞株での抗腫瘍効果は興味深く、その
効果のメカニズムの解明を行う予定である。
さらに、フィラデルフィア染色体を有する慢
性骨髄性白血病細胞株であるK562でも抗腫瘍効
果が認められた。K562のキメラ遺伝子である
Bcr-Abl融合遺伝子は熱ショックタンパク質であ
るHSP90と複合体を形成している。HSP90と相
互作用するクライアントタンパク質には、がん
化に関する機能タンパク質などが含まれており、
HSP90を標的とする抗がん剤の開発が進んでい
る8)。最近、アンドログラフォリドによるBcr-
Abl融合遺伝子のHSP90の開裂が報告されてお
り9)、HSP90阻害剤としての新たな展開も期待さ
れる。
今回使用したAGPセンシンレンのエタノール
抽出液は、夾雑物質が含まれている。その抗腫
瘍効果は、2.1％含まれているアンドログラフォ
リド由来であると推測されるが、明らかではな
い。今後の検討として、アンドログラフォリド
製剤との比較検討を行い、その抗腫瘍効果を確
認する予定である。

Ⅴ. 結語

白血病細胞株にAGPセンシンレンのエタノー
ル抽出液添加による抗腫瘍効果を確認した。さ
らに、骨髄球系細胞株より、リンパ球系細胞株

で高い抗腫瘍効果が認められた。今後は、より
詳細に抗腫瘍効果のメカニズムを解析する予定
である。
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