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An　intestinal　bacterial　metabolite（M1）of

ginseng　Protopanaxadiol　saponins　inhibits
　　　　　　tumor－induced　neovascularization
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Abstract

　　　The　present　study　demonstrated　that　an　intestinal　bacterial　metabolite（M1）of　protopanaxadio1－

type　ginsenosides　significantly　inhibited　the　growth　of　implanted　tumor　and　the　intrahepatic　metastasis

by　the　implantation　of　a　small　fragment　of　colon26－L5tumor　into　the　liver　when　it　was　administered

orally．These　findingミindicates　that　Ml　was　effβctive　for　the　inhibition　of　the　growth　and　metastasis

of　colon26－L5cells　in　addition　to　lung　metastasis　of　Bl6－BL6melanoma　cells　as　have　been　reported

previously．The　conditioned　medium　of　colon26－L5cells（CM－L5）induced　in∂i！70tube　formation　of

hepatic　sinusoidal　endothelia1（HSE）cells　on　Matrige1－coated　substrates，which　is　considered　to　be　an

important　step　in　the　processes　of　tumor　angiogenesis．This　activity　of　CM－L5was　abrogated　by

noncytotoxic　concentrations　of　MI　in　a　concentration－dependent　mamer．Similarly，Ml　eliminatedthe

ability　of　CM－L5to　promote　the　migration　of　HSE　cells　concentration－dependently．These　findings

indicate　that　M1－induced　inhibition　of　tumor　growth　and　intrahepatic　rhetastasis　maybe　partly　related

to　the　suppression　of　tumor　angiogenic　responses　including　capillary　tube　formation　and　migration　of

HSE　cells．

　　　Key　words　翫襯κgins6ng，ginsenosides，intestinal　bacterial　metabolite，metastasis，angiogenesis，

hepatic　sinusoidal　endothelial　ce1L

Introduction

　　　Ginseng（the　root　of距欄κ8。ins6n8C．A．MEYER，

Araliaceae）has　been　used　in　traditional　medicine　in

China，Korea，Japan　and　other　Asian　countries　for　the

treatment　of　various　diseases，including　psychiatric

and　neurologic　diseases　as　well　as　diabetes　mellitus．

So　far，ginseng　saponins　（ginsenosides）　have　been

regarded　as　the　principal　components　responsible　for

the　pharmacological　activities　of　ginseng．　Gin－

senosides　are　glycosides　contailling　an　aglycone

（protopanaxadiol　or　protopanaxatrio1）with　a　dam一

marane　skeleton　and　have　been　shown　to　possess

various　biological　activites，　including　the　enhallce－

ment　of　cholesterol　biosynthesis，stimulation　of　semm

protein　synthesis，immunomodulatoryeffects，andanti一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユの
inflammatory　activity．　There　are　many　reports　on

antitumor　effects　of　various　ginsenosides，particularly
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヱの
the　inhibition　of　tumor　invasion　and　metastasis．

　　　Previously，it　has　been　reported　that　protopanax－

adiol－type　ginsenosides　such　as　Rbl，Rb2and　Rc　are

metabolized　by　intestinal　bacteria　after　oral　adminis－

tration　to　their　derivative20－O一β一D－91ucopyranosy1－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　D
20（S）一protopanaxadio1，whichisreferredto　as　Ml
　　　　　　　　　　　　　ラユニの
or　compound　K，　asshownin　Fig．1．When　Rbl　was
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administered　orally　into　C57BL6mice，MI　was　found
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
in　serum　for24h，but　Rbl　was　not　detectable．　Thus，

our　pharmacokinetic　and　antimetastatic　studies　demo－

nstrated　that　expression　of　the　in吻o　antimetastatic

effect　of　the　protopanaxadio1－type　ginsenosides　was

primarily　based　on　their　metabolite　Ml　resulted　from
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ　ゆ
the　orally　administered　ginsenosides．　　We　also

fomd　that　anti－proliferative　activity　of　MI　against

tumor　cells　was　partly　associated　with　the　induction
　　　　　　　　　　l6）
of　apoptosis．

　　　Tumor　angiogenesis　is　one　of　the　most　important
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17）
events　conceming　tumor　growth　and　metastasis．

The　angiogenic　response　is　considered　to　be　composed

of　a　series　of　sequential　steps　that　endothelial　cells

degrade　the　surrounding　basement　membrane，

migrate　into　the　stroma，proliferate　and　finally　differ一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヱ　　
entiate　to　give　rise　to　new　capillary　vessels．　The

induction　of　tumor　angiogellesis　is　believed　to　reflect

a　balance　between　positive　and　negative　regulatory
　　　　　　l9）
factors．

　　　In　the　present　study，we　investigated　the　effect　of

Ml　onthesolitarytumorgrowth　at　the　implantedsite

and　intrahepatic　metastasis　by　the　implantation　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
colon26－L5tumor　fragment　into　the　liver．We　also

examined　whether　Ml　inhibited　tumor－induced

neovascularization　and　migration　of　hepatic

sinusoidal　endothelia1（HSE）cells初∂iヶo．

Materials　and　Methods

　　　Ch6／n加ls：Ginsenoside－Rbl　was　isolated　from

the　ginseng　extract　according　to　the　reported　proce一

dures，21）and　their　major　ihtestinal　bacterial

metabolite　MI　was　the　same　as　that　described　previ一
　　　　　　り
ously．　For　in∂i！70experiments，MI　was　dissolved

in　dimethyl　sulfoxide　at　a　concentration　of　lOO　mM　for

a　stock　solution　and　kept　at－200C　until　use．The

chemical　stmctures　of　ginsenoside－Rbl　and　its　meta・

bolic　compound　Ml　are　shown　in　Fig．1．

　　　　C6111ガn6：The　liver　metastatic　ce111ine　of　the

colon26carcinoma（colon26－L5）was　obtained　by　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

zn∂z∂o　selection　method．　Colon26－L5cells　were

maintained　as　monolayer　cultures　in　RPMH640sup．

plemented　with10％fetal　bovine　semm（FBS）andレ

gulutamine　at370C　in　a　humidified　atmosphere　of5％

CO2／95％air．Hepatic　sinusoidal　endothelia1（HSE）

cellswere　kindlyprovidedbyDr．G．L．Nicolson（M．D．

Anderson　Cancer　Center，USA）and　were　maintained

in　Dulbecco’s　Modified　Eagle　Medium（DMEM）／Fl2

supplemented　with5％FBS，L－glutamine，and　O．1mg／

ml　endothelial　mitogen　in　a　humidified　atmosphere　of

5％CO2at370C．
　　　〃i66：Specific　pathogen－free　female　BALB／c（5－

6weeks　old）mice　were　purchased　from　Japan　SLC

Inc．（Hamamatsu）．They　were　maintained　in　the

Laboratory　for　Animal　Experiments，Institute　of

Natural　Medicine，Toyama　Medical　and　Pharmaceuti－

cal　University，under　laminar　air－flow　conditions．

This　study　was　conducted　in　accordance　with　the

standards　established　by　the　Guideline　for　the　Care

and　Use　of　Laboratory　Animals　of　Toyama　Medical

and　Pharmaceutical　University．
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9ノ・o副h‘ゾ60／0％26－L5！z捌07＝A　fragment　of　colon

　　　　　　　　　　　　　　ま　　　Glc1－6Glc－0馬盟
　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　0H　　8

　　　　　　　　　　13　　　　　11　　　　2

　　　　19　　　　　　　　18　　1　　　　　　　　　　　　　　　　14

2　　　　　　　　　　　　9

　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　4G唇c1－2Glc・0　．
　　　　　　　　　　‘
　　　　　　　　　　o

0　　　　　8

6

邑

H

24

矯

卿

30

27

’η8es£’ηa，bθcfe〃a

Glc・0　　、
　　　　　3
0H　　　一

Ginsenoside－Rb1

7

昌

H

矯

■

o
■

M1

Fig。1Structure　ofgil／senosideRbl　and　its　metabolic　compound　ML　Ginsenoside　Rb、ishydrol－
　yzed　to　Ml　by　illtestillal　bacteria，particularly　P7・ωo！6110αnゴEzめω67ガ1〃12．Electron　micro－

　graph，a　thill　section　of　al／isolate　（Pノ・αフ（フ！6／／αoノ’ノss12）　（×60000）．

4



146 Joumal　of　Traditional　Medicines（Vol．17、No．42000）

26｛5tumor（～l　mm3）was　implanted　in　the　left　lobe

of　the　liver　of　BALB／c　mice　to　form　a　single　tumor

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
nodule　in　the　liver　as　described　previously．　Ml　was

administeredヵ．o．for　l4days，beginning　on　day　l　after

tumor　implantation．The　mice　implanted　with　colon

26－L5tumor　were　sacrificed　on　day　l5．The　tumor　in

the　liver　was　removed　and　weighted．Intrahepatic

metastasis　was　evaluated　by　comting　the　number　of

liver　tumor　colonies．The　results　represent　mean±

S．D．of　lO　mice　per　group．

　　　、P7のα観ガon6ゾ60n漉！ion64別64劾耀6ゾ6010n26－

L50611s（C〃一L5）：Colon26－L5cells（1×105／we11）

were　seeded　into6－well　plates　and　incubated　for24h．

The　medium　was　replaced　with　fresh　RPMI1640with

5％FBS　in　the　absence　or　presence　of　Ml．After24h

of　incubation，the　medium　was　harvested　and　filtered

through　a　O．2一μm　pore　membrane．

　　　、4S鰐力7in∂iケ0励6砂窺α！ion勿ESE6611S

inゴz♂664勿C〃」L5：HSE　cells（1×103／we11）were

incubated　for4h　on　48－well　plates　coated　with

Matrige1（Collaborative　Biochemical　Products，Inc．）

with50％CM－L5，which　was　prepared　in　the　absence

or　presence　of　M1（2．5，5，0r　lOμM），as　described
　　　　　　　　　の
previously．　The　cultures　were　fixed　with2．5％

glutarald6hyde　and　stained　with　hematoxylin　to

observe　nlorphological　changes．

　　　／1ss¢yノわ7　！h6　”zigノ’とz！ion　（ゾ酪E　6611s　in6h♂6（24　ゐツ

C〃一五5：The　migration　of　HSE　cells　was　assayed　in

Chemotaxicell　chamber　（Fig．4，Kurabo　Co．Ltd．，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こう　
Osaka，Japan）as　described　previously．　The　filters

（8．0μmporesize）ofthechamberwerecoatedwithlO

μg／50μ10f　gelatin　on　the　lower　surface，before　being

dried　at　room　temperature．HSE　cells（1×105／cham－

ber）were　added　to　the　upper　compartment　of　the

chamber　and　incubated　with　CM－L5treated　with

various　concentrations　of　Ml　in　the　lower　compart－

ments．After2－h　incubation，the　cells　that　had　migrat－

ed　to　the　lower　surface　were　determined　by　crystal

violet　staining．Each　assay　was　performed　in　triplicate

cultures．

　　　S如！魏i6α1αn4ysズs：The　statistical　significance　of

differences　between　the　groups　was　determined　by

applying　Student夕s　two－tailedたtest．Statistical　signif－

icance　was　defined　as1）＜0．05．

Results

聯o！　（ゾ　〃1　0n　ih6　gzo乱，！h　qプ　1h6　inoα41α！60～1z67noノ’

αn4　in！πzh〔4）αガ6　nz6孟αs如sis　の母67　！h6　才n¢／）∠‘zn如！ion　（ゾ

6010％26一、乙5伽n207ノ勉g郷6n！in孟o　！h召liz／67

　　　We　first　examined　the　effect　of　Ml　on　the　tumor

growth　and　metastasis　caused　by　intrahepatic　im－

plantation　of　a　small　fragment　of　colon26－L5tumor．

OraladministrationofMl（10r10mg／kg）for14days
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Fig．2Effect　of　oral　administration　of　MI　oll　the　growth　of　the　in（）culated　tumor　alld　intrahe－

　patic　metastasis　by　the　implantation　of　a　fragment　of　colon26－L5tumor．A　smaH　fragment　of

　colon26－L5tumorwasimplantedintheleftlobeoftheliverinfemaleBALB／cmice。MI　were
　given　orally　for14days．Mice　were　sacrificed　on　day15after　the　implalltation，alld　then　the

　weight　of　implanted　tumor　was　measured　and　the　number　of　tumor　colonies　ill　the　liver　were

　manually　counted．＊，ρ＜0．05；＊＊1！）＜0．Ol　compared　with　untreated　control　by　Studellt’s！一一test，
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resulted　in　a　significant　inhibition　of　the　growth　of

implanted　tumors　as　compared　with　untreated　control

（Fig．2）．Ml　at　the　dose　of10mg／kg　markedly　inhib－

ited　the　intrahepatic　metastasis．These　results　indi－

cate　that　oral　administration　of　Ml（or　ginsenosides）

was　effective　at　inhibiting　intrahepatic　metastasis　of

colon26－L5tumor　as　well　as　lung　metastasis　of　B16－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　14）BL6melanoma　as　had　been　reported　previously．

助6！φ〃10n励6カηnαiion勿認Eo611si雇膨4
々y　C〃一、乙5in　zノ露zo

　　We　examined　the　effect　of　Ml　on　the　formation

of　capillary－1ike　structures　by　endothelial　cells　乞盟

∂i！zo．The　incubation　of　HSE　cells　with50％CM－L5

in　Matrige1－coated　wells　caused　tube－1ike　formations

by　HSE　cells　within4h（Fig．3）．Addition　of　CM－L5

0btained　from　the　culture　of　colon26－L5cells　with
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Fig．3Effect　of　MI　on　tumor一一induced　morphological　change　of　HSE　cells．HSE　cells（1×103／

　well）were　seeded　into　Matrigel…coated48－well　plates　in　the　absence（A）or　presence（B　to　E）

　of50％CM－L5．B，control；C，2．5μM　ofM1；D，5μM　ofM1；and　E，10μM　ofML　After4h　of
　illcubation，the　plates　were　fixed　with　glutaraldehyde　and　stained　with　hematoxylin．Magnifica－
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　Filters　of　Chemotaxicell　chambers（left　pane1）were　pre－coated　with10μg　gelatill　on　their

　lower　surfaces．HSE　cells（1×105／well）in　O．1％BSA　medium　were　seeded　illto　the　upper

　compartment　alld　illcubated　with　or　without　CM－L50btained　from　the　culture　with　appropriate

　collcelltrations（）f　MI　in　the　lower　compartment．After　a2－h　illcubation，crystal　violet　stainillg

　was　performed．＊，／）＜0．05colllpared　with　ulltreated　control　by　Student7s！一test．
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variousconcentrationsofMl（2．5，5，0r10μM）for24h

resulted　in　a　dose－dependent　inhibition　of　the　tube

formation　by　HSE　cells．The　incubation　of　HSE　cells

withMl　attheconcentrationsusedinthisstudyfor24

h　did　not　affect　the　direct　cytotoxicity　against　HSE

cells，nor　the　formation　of　tube－1ike　stmctures（data

not　shown）．

雌6！（ゾ〃10n　ihθ窺i8フη！ion6ゾ酪E　o611s　in4z∫α34

1うv　C〃一L5in　z／i！70

　　　We　next　investigated　the　effect　of　Ml　on　the

migration　of　HSE　cells　in∂i！70．HSE　cells　in　the　upper

compartment　ofthe　chamber　was　incubatedwithCM－

L50btainedfromtheculturewithM1（5，100r20μM）

in　the　lower　compartment（Fig．4）．The　incubation

with　CM－L5markedly　enhanced　the　migration　of

HSE　cells　as　compared　with　untreated　contro1．CM－

L50btained　from　the　culture　of　colon26－L5cells　with

MI　resulted　in　a　concentration－dependent　decrease　of

CM－L5－enhancedmigration（Fig．4）．However，Ml　at

the　concentrations　used　in　this　study　did　not　directly

affect　the　inhibition　of　HSE　cell　migration（date　not

shOwn）．

Discussion

　　　V▽e　have　previously　reported　that　protopanax－

adiol｛ype　ginsenosides　and　their　major　metabolite

Ml　markedly　inhibited　the　lung　metastasis　of　B16－

BL6melanoma　cells　when　they　were　admillistered

ρ．o．into　mice．In　addition，the　ginsenosides　was　not

found　in　semm　after　the　oral　administration，but　only

Ml　was　detected　ill　serum　and　showed　the　inhibitory

effects　on　the　proliferation，migration　and　invasion　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
tumor　cells　zn罐70．　These　findings　clearly　indicat－

ed　that　M1，a　major　metabolite　resulted　from　orally

admillistered　ginsenosides，is　primarily　responsible　for

the　induction　of　the　in∂i∂o　allti－metastatic　effect．

　　　In　the　present　study，a　small　fragment　of　colon26－

L5tumor　was　directly　implanted　into　the　left　lobe　of

the　liver　to　form　a　single　tumor　nodule　in　the　liver　for

evaluation　of　antitumor　and　antiangiogenic　activities．

Oral　administration　of　MI　illhibited　the　growth　of

implanted　tumor　and　the　intrahepatic　metastasis　after

the　implantation　of　a　small　fragment　of　colon26－L5

tumor（Fig．2）．This　indicates　that　Ml　was　effective

at　inhibiting　tumor　growth　and　metastasis　of　colon26一

L5cells　as　well　as　melanoma　cells．However，the

detailed　mechanism　underlying　the　antitumor　and

antimetastatic　effects　of　MI　hasnotbeenfullymder－

stood　yet．

　　　Neovascularization　toward　and　into　tumor　is　a

cmcial　step　for　nutrient　delivery　to　tumor　and　for

hematogenous　metastasis　of　tumor　cells，and　it　con－

sists　of　proliferation，migration，and　capillary　tube
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　もの
formation　of　endothelial　cells．　　It　has　been　report－

ed　that　some　angiogellesis－related　molecules，such　as

hepatocyte　growth　factor（HGF），VEGF　and　basic

fibroblast　growth　factor（bFGF）play　an　important

role　in　positively　regulating　the　formation　of　tumor
　　　　　　　　　　　　　　　　エ　り　の
neovascularization．　　　Recently，hepatic　sinusoidal

endothelia1　（HSE）　cells　have　been　reported　to　be

associated　with　tumor－induced　angiogenesis　in　the
　　　　　るう

Iiver．Wehave　also　shownthatvascularendothelial

growth　factor（VEGF）in　CM－L5is　related　to　the

stimulation　of　the　proliferation　and　tube　formation　of
　　　　　　　　　り　
HSE　cells．　The　coculture　with　noncytotoxic　concen－

tratiolls　of　MI　eliminated　the　ability　of　CM－L5to

illduce　the　capillary　tube　formation　and　the　migration

of　HSE　cells　in　a　concentration－dependent　manner

（Fig．3alld4）．Previously，wereportedthat　Ml　trans－

fers　immediately　from　the　blood　to　the　liver　after　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　　　　の
intravenous　adminlstratlon．　Our　preliminary　study

observes　that　orally　administered　M1（10mg／kg）

reached　the　maximum　level　ill　the　liver（7．1μg／g）2h

after　the　administration，andthatthe　Ml－1eve1（more

than10μM）required　for　inhibition　of　the　tube　forma・

tion　of　HSE　cells　in乙フiケo（Fig．3）was　sustained　for6

h（data　not　shown）．These　results　indicate　that　the

suppression　of　tumor－induced　neovascularization　by

Ml　may　be　partly　associated　with　the　down－regula．

tion　of　tube　formation　and　migration　of　HSE　cells，

and　consequently　lead　to　the　inhibition　of　intrahepatic

tumor　growth　and　metastasis．Further　study　will　be

IleededtoexamillehowMl　regulatestheformationof

capillary　tube－like　stmcturesinducedbyVEGFinCM－

L50r　directly　influences　the　function　of　HSE　cells．

　　　　On　the　other　hand，our　previous　study　has　shown

that　the　up－regulation　of　the　p27KiPI　and　down－regula－

tion　of　c－Myc　and　cyclin　Dl　by　MI　treatment　are

responsible　for　the　inductioll　of　apoptosis　in　B16－BL6

melanoma　cells，suggesting　the　importance　of　cell
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヱ　　
cycle－related　proteins　for　M1－induced　apoptosls．

、
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Therefore，in∂i∂o　antitumor　effect　of　Ml　may　be

associated　with　the　induction　of　apoptosis　in　tumor　as

well　as　angiogenesis．

　　In　conclusion，the　present　study　demonstrated

that　Ml　inhibited　the　intrahepatic　growth　and　metas．

tasis　of　colon26－L5cells　partially　through　the　inhibi－

tion　of　angiogenic　responses　such　as　capillary　tube

formation　and　migration　of　HSE　cells．
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和文抄録

　本研究では，薬用人参（距n砿gins6ng　C．A．MEYER）

のprotopanaxadio1－type　ginsenosidesの主要な腸内細

菌代謝物M1の経口投与は，マウス結腸癌colon26－L5

細胞の腫瘍小片を肝へ直接移植した後の移植部位での増

殖と肝内移転に対して有意に抑制効果を示すことを明ら

かにした。この結果は，B16－BL6メラノーマ細胞による

肺転移を抑制した以前の報告と同様に，colon26－L5細

胞に対しても有効であることが示された。肝類洞内皮細

胞　（HSE細胞）をマトリゲルをコートした基質上で，

colon26－L5細胞の培養上清（CM－L5）とともに培養す

ると，腫瘍血管新生の過程における重要なステップのひ

とつである，内皮細胞の菅腔形成を誘導した。CM－L5に

よる菅腔形成能は，細胞傷害性を示さない濃度範囲の

Mlにより，濃度依存的に抑制された。同様に，CM－L5

によるHSE細胞の移動能の九進を，Mlは濃度に依存し

て抑制した。

　以上，M1による結腸癌の肝における増殖及び肝内転

移の抑制は，内皮細胞の菅腔形成及び移動能を含む血管

新生反応の抑制と部分的に関係していることが示唆され

た。
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