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第 1 章 序論  

 

 多糖類とは、数十以上の単糖がグリコシド結合によって重合した糖

の総称である。多糖類は生命体の支柱や被覆となるセルロース、ペク

チン、キチン、コンドロイチン硫酸、アルギン酸やフコイダンなどの

構造多糖や、エネルギー源となるデンプン、イヌリン、ラミナランや

グリコーゲンなどの貯蔵多糖として、自然界に幅広く存在する。多糖

の構造はそれを構成する単糖の種類こそさほど多くはないものの、糖

組成、配列、結合様式、アノマー配位および電荷密度において、極め

て変化に富んでいる。これらはその物理化学的・生理学的特性に影響

を及ぼす。  

 多糖類はその多様な特性が様々な分野で利用されている。例えば、

食品工業分野では、増粘安定剤としてカラギーナン、キサンタンガム、

ガラクトマンナンやローカストビーンガムなどが、ゲル化剤としてア

ガロース、ペクチン、ジェランガムやカードランなどが利用されてい

る  [国崎ら , 2001]。また、医薬品分野では血液凝固抑制剤としてヘパ

リン、人工皮膚の材料としてキチン、免疫賦活剤として β-グルカンな

どが利用されている  [岩瀬ら , 1994]。その他には、培地や電気泳動の

支持体としてアガロース、ゲルろ過剤としてアガロースの誘導体が用

いられている。  



 2

沖縄県は四方を海に囲まれまた亜熱帯気候に位置することから、多

種の海藻資源に恵まれている。そのため、沖縄県では以前よりその周

辺に自生していたオキナワモズク、イトモズク、フノリ、イバラノリ、

クビレオゴノリ、トゲキリンサイ、クビレズタやヒトエグサなどを食

材として利用してきた。近年では、オキナワモズク、イトモズク、ク

ビレズタやヒトエグサの養殖技術が確立し、安定的に市場へ供給され

ている。海藻は脂質や易消化性の糖質が少なく低カロリーであり、ま

た、食物繊維を多く含む  [山田 , 2000]。食物繊維は消化酵素によって

消化することが出来ない難消化性成分の総称で、主として植物、海藻

や菌類の細胞壁を構成している多糖類である。食物繊維は小腸内の余

分な糖分、コレステロールやナトリウムなどを吸着して体外に排出す

る働きがあり、糖尿病、動脈硬化、高脂血症や高血圧など生活習慣病

の予防効果や、大腸内の善玉菌を増殖させる事による腸内菌叢の改善

効果などが期待できる。したがって、海藻は健康を維持するという点

において大変優れた食材であるといえるだろう。  

海藻類からは様々な多糖が見出されている。特に代表的な海藻由来

の多糖として、緑藻類に含まれるキシロアラビノガラクタンやグルク

ロノキシロラムナン、紅藻類に含まれる寒天、カラギーナンやポルフ

ィラン、褐藻に含まれるフコイダンやアルギン酸などがある  [山田 , 

2000]。これまでに、沖縄県周辺に自生している様々な海藻に含まれて
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いる多糖についても研究が行われてきた。緑藻であるヒトエグサから

ラムナン硫酸  [山城ら , 2005] が分離・同定された。紅藻であるクビレ

オゴノリから寒天  [田幸 , 1994]、ユミガタオゴノリから高メトキシル

寒天  [Tako et al., 1999a]、イバラノリからκ-カラギーナン  [Qi et al., 

1997a and 1997b; Tako et al., 1998]、トゲキリンサイからι-カラギーナン  

[Lin et al., 2000 and 2001] が分離・同定された。褐藻であるヒジキから

フコイダンおよびアルギン酸  [Shiroma et al., 2003 and 2007] が、イト

モズクからもフコイダンおよびアルギン酸  [Tako et al., 1999b and 

2001] が分離・同定された。  

フコイダンは褐藻類の細胞壁間、ウニ卵子の卵外被やナマコ体壁中

に存在する硫酸化多糖の一種で、熱水や希塩酸で抽出することが出来

る。フコイダンは、1913 年に Killing によって褐藻から初めて分離さ

れた多糖で  [Killing, 1913]、Fucus (ヒバマタ属 ) がその名前の由来で

ある。フコイダンは一般的に、L-フコースを主構成糖とし、また硫酸

を置換基として有するが、その他に D-マンノース、D-ガラクトース、

D-キシロースや D-グルクロン酸などを有する場合もあり、その構造特

性は海藻の種類によって異なっている。フコイダンは藻体表面につい

た傷から微生物の侵入を防ぐことで、さらには、藻体が空気中に曝さ

れることによる乾燥を防ぐことで藻体を守るといった役割を担ってい

ると考えられている  [西沢ら , 1988]。  
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一方、フコイダンには多様な生理活性があることも知られており、

これまでに抗腫瘍作用  [Itoh et al., 1993]、血液凝固抑制作用  [Nishino  

et al., 1991]、抗 HIV 作用  [McClure et al., 1992]、平滑筋細胞の増殖抑

制作用  [Religa et al., 2000] やリンパ腫由来細胞株へのアポトーシス

誘導作用  [Aisa et al., 2005] などが報告されている。すなわち、フコイ

ダンは食物繊維としての活性だけではなく多くの有用な生理活性が期

待されており、現在、健康食品や栄養補助食品として利用されている。

また、医薬品としての応用も検討されている。  

オキナワモズク (Cladosiphon okamuranus TOKIDA) は褐藻植物門

(Phaeophyta)、褐藻網  (Phaeophyceae)、ナガマツモ科  (Chordariaceae) に

属する海藻で、生息域は奄美大島を北限とし西表島を南限とする、琉

球列島特産種である。藻体は長さ 25～30 cm、幅 1～3.5mm で、枝が不

規則に分岐している。オキナワモズクは沖縄県の方言で「すぬい」と

称されており、酢の物、吸い物の具やてんぷらの具などとして食され

ている。かつては地域的、季節的に限られた食材であったが、1978 年

にはその養殖技術が確立し、大量に生産されるようになった。オキナ

ワモズクの養殖は種付けした養殖ネット  (1.5×20 m) を 11 月頃に干潮

時の水深約 2 m の海底に設置して行われ、翌年の 3 月から 6 月にかけ

て収穫される。収穫されたオキナワモズクは冷凍、塩蔵または乾燥し

た状態で、さらには調味液付きのパック詰め商品として日本全国に出
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荷されている。現在では、国内に流通するオキナワモズクのほとんど

が沖縄県産である。沖縄県におけるオキナワモズクの年間生産量は、

最盛期で 20,000 トンにも達した。しかし、最近では需要が減少し、市

場価格を維持する為に生産調整を迫られている。直近の年間生産量は

10,000 トン以下と、最盛期の半分以下にまで減少しており、需要拡大

が望まれている。  

これまでに、沖縄県で養殖されているオキナワモズクからアセチル

フコイダンが分離・同定された [田幸ら , 1996; Tako et al., 2000]。オ

キナワモズク由来アセチルフコイダン  (CAF) の収量は対湿潤藻体で

約 2.0％  (対乾燥藻体では約 40％ ) と極めて高い。また、一般的に、褐

藻類は多量のアルギン酸を有しているが、オキナワモズクはその含量

が比較的少なく、CAF の約 1/10 程度である。このことから、オキナワ

モズクでは純度の高い高品質な CAF を効率よく抽出することが比較

的容易である。したがって、フコイダンの工業的抽出の点において、

オキナワモズクは極めて優れた原材料であるといえよう。実際に、沖

縄県では 4 社が、他県では 2 社が CAF を工業的に抽出しており、その

生産物は健康食品や飲料、さらには化粧品の原材料として利用されて

いる。また、CAF は流動性に優れる特異なレオロジー特性を有してお

り  [Tako, 2003]、その応用にも期待が持たれる。  

CAF の基本構造は α-1,3-結合の L-フコース残基を主鎖とし、側鎖と
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して D-グルクロン酸残基が主鎖の L-フコース残基の C-2 に置換してい

る。また、硫酸基が D-グルクロン酸残基が置換していない主鎖の L-

フコース残基の C-4 に置換している  [Sakai et al., 2003]。さらに、CAF

はアセチル基が置換しているフコイダンとして初めて報告され、物質

特許が取得されている  [田幸 , 2002]。しかし、その置換位置について

はこれまでに明らかにされていない  [Nagaoka et al., 1999; Tako et al., 

2000; Sakai et al., 2003]。また、CAF には肝臓コレステロールの上昇抑

制作用  [上原ら , 1996]、Helicobacter pylori の胃細胞への接着防止作用  

[Shibata et al., 1999 and 2000] やマウスの慢性的大腸炎の治癒作用  

[Matsumoto et al., 2004] など、様々な生理活性が既に報告されており、

今後、さらなる未知の生理活性の発見も期待できるだろう。しかし、

CAF の詳細な構造特性や、その生理活性における分子レベルでの作用

機構については未解明な点が多くある。そのため、現在の所、CAF の

利用は健康食品、栄養補助食品や化粧品の原材料に限定されている。

したがって、CAF の構造特性を解析し、また、新たな生理活性を探索

してその作用機構を詳細に解明することは、CAF の新たな利用の創

出・拡大に繋がると考えられる。  

そこで、本研究では、CAF の構造特性と生理活性について検討する

こととした。ところで、多糖の有する硫酸基は血管新生阻害作用、血

液凝固抑制作用および細胞増殖阻害作用に対して、重要な働きをして
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いることが知られており、その硫酸化度と生理活性強度には相関性が

ある  [Ferial et al., 2000; Koyanagi et al., 2003]。そこで、第 2 章では、

CAF とその脱硫酸化-脱アセチル化物をメチル化分析し、構造特性を解

析した。また、CAF の過硫酸化物  (過硫酸化 CAF) を調製し、その化

学特性についても検討した。  

第 3 章では、ヒトリンパ腫由来細胞株である U937 を用いて、過硫

酸化 CAF の細胞傷害活性とその作用機構について検討した。  

第 4 章では、マウス由来マクロファージ様細胞株である RAW 264.7

を用いて、CAF のマクロファージ活性化作用とその作用機構について

検討した。  
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第 2 章 オキナワモズク由来アセチルフコイダンの構造特性

とその過硫酸化物の調製  

 

2.1 緒言  

先 に 、 沖 縄 県 で 養 殖 さ れ て い る オ キ ナ ワ モ ズ ク  (Cladosiphon 

okamuranus TOKIDA) からアセチルフコイダンが分離・同定された  [田

幸ら , 1996; Tako et al., 2000]。オキナワモズク由来アセチルフコイダン  

(CAF) は α-1,3-結合の L-フコース残基を主鎖とし、側鎖として主鎖の

L-フコース残基の C-2 に D-グルクロン酸残基が置換している。また、

硫酸基が D-グルクロン酸残基が置換していない主鎖の L-フコース残

基の C-4 に置換している  [Sakai et al., 2003]。さらに、CAF にはアセチ

ル基が置換していることが分かっているが、その置換位置については

これまで明らかにされていない  [Nagaoka et al., 1999; Tako et al., 2000; 

Sakai et al., 2003]。  

近年、多糖の有する硫酸基は血管新生抑制作用、血液凝固抑制作用

および細胞増殖阻害作用に対して重要な働きをしており、その硫酸化

度と生理活性強度には相関性があることが報告された  [Ferial et al., 

2000; Koyanagi et al., 2003]。これら 2 つの報告は、硫酸基を化学的に

導入することによって、多糖の性質や生理活性が制御可能であること

を示している。CAF は、硫酸基が主鎖の L-フコース 2 残基に 1 残基の
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割合でその C-4 に置換している程度で、その硫酸化度は他の海藻に由

来するフコイダンと比較して高くはない  [Patankar et al., 1993; Tako et 

al., 1999b; Sakai et al., 2003: Shiroma et al., 2003]。すなわち、CAF を過

硫酸化することで、その生理活性を容易に制御出来るのではないかと

考えた。  

そこで、本章ではまず CAF の構造特性を解析した。次に、過硫酸化

CAF を調製し、その化学特性についても検討した。  

 

2.2 材料および実験方法  

 

2.2.1 材料および試薬  

オキナワモズクは沖縄県南城市知念で 2003 年に養殖されたものを

用いた。藻体は湿潤状態で冷凍保存し  (-18℃ )、抽出前に解凍した。

本実験に用いた試薬はすべて特級品を使用した。  

 

2.2.2 オキナワモズクから CAF の調製  

オキナワモズクから CAF を抽出する方法は Tako らの方法に従って

行った  [Tako et al., 2000]。まず、藻体 100 g をミキサーで 5 分間粉砕

し、全量が 500 mL になるように 0.05 M HCl を加え、室温で 3 時間撹

拌した。懸濁液を吸引ろ過し、ろ液を 0.05 M 水酸化ナトリウムで中
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和した後、セライト 545 層に通した。ろ液を濃縮して 2 倍量エタノー

ルを加え、沈殿物を得た。得られた沈殿物は数回エタノールで脱水し、

減圧乾燥して粗 CAF を得た。得られた粗 CAF は 0.1 M 塩化カルシウ

ム水溶液に溶解し、それを吸引ろ過して、ろ液を一晩透析した。その

内液を陽イオン交換樹脂  (Dowex 50W×4, Dow Chemical Co., MI, USA) 

に通して陽イオン交換し、0.05 M 水酸化ナトリウムで中和して、透析

した。この透析内液を凍結乾燥し、精製 CAF を得た。  

 

2.2.3 全糖量測定  

試料の全糖量はフェノール硫酸法  [Dubois et al., 1956] により定量

した。試料 10 mg を精秤してこれを蒸留水に溶解し、100 mL になるよ

うに調製して試料溶液とした。この 1 mL を試験管に取り、5％フェノ

ール溶液 1 mL を加えてよく混合した。これに濃硫酸 5 mL を速やかに

加えて十分に混合し、室温で 30 分間放置した後、490 nm の波長で吸

光度を測定した。フコースを標品として検量線を作成し、それを用い

て試料の全糖量を算出した。  

 

2.2.4 ウロン酸量測定  

試料のウロン酸量はカルバゾール硫酸法により定量した  [Bitter et 

al., 1962]。2.2.3 で調製した試料溶液 0.8 mL を試験管に取り、それに 
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4 M スルファミン酸カリウム水溶液 0.1 mL および 1 M ホウ酸水溶液 0.1 

mL を加え、よく撹拌した。これに濃硫酸 5 mL を穏やかに加え、撹拌

した。その後、沸騰湯浴中で 5 分間加熱した後、直ちに氷冷して室温

に戻した。次に、カルバゾール-エタノール溶液 0.2 mL を加えて撹拌

し、再び沸騰湯浴中で 10 分間加熱した。その後、直ちに氷冷して室温

に戻し、530 nm の波長で吸光度を測定した。グルクロン酸を標品とし

て検量線を作成し、それを用いて試料のウロン酸量を算出した。  

 

2.2.5 硫酸含量測定  

試料の硫酸含量は Dodgson らの方法に従って、硫酸バリウムゼラチ

ン比濁法で行った  [Dodgson et al., 1962]。試料 10 mg を蒸留水に溶解

し、これに終濃度 2 M なるようにトリフルオロ酢酸を加え、100℃で 2

時間加熱して加水分解した。その後、これに窒素を吹き付けて濃縮乾

固した後、1-プロパノールを数滴加え、再度窒素を吹き付けて濃縮乾

固した。得られた加水分解物に蒸留水 1 mL を加えて再溶解し、硫酸

含量測定用の試料とした。その試料 200 µL を取り、4％トリクロロ酢

酸水溶液 3.8 mL を加えよく撹拌した後、1％ゼラチン-2%塩化バリウ

ム水溶液を 1 mL 加えて混合した。これを室温で 20 分間静置した後、

360 nm の波長でその濁度を求めた。硫酸カリウムを標品として検量線

を作成し、それを用いて試料の硫酸含量を算出した。  
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2.2.6 脱硫酸化  

脱硫酸化はソルボリシス法により行った  [Nagasawa et al., 1977]。ま

ず、CAF 500 mg を蒸留水 50mL に溶解し、陽イオン交換樹脂  (Dowex 

50W×4) に供して陽イオン交換し、これをピリジンで中和して、透析

した。その内液を凍結乾燥して、CAF のピリジニウム塩を調製した。

これを 90%ジメチルスルフォキシド-10%メタノール 50 mL に溶解し、

窒素気相下、80℃で 4 時間撹拌した。これを一晩透析し、その内液を

凍結乾燥して脱硫酸化 CAF を得た。  

 

2.2.7 脱アセチル化  

蒸留水 100 mL に CAF 500 mg を溶解し、これに終濃度が 0.1％にな

るように塩化ナトリウムを加えた。さらに、終濃度が 0.05 M になるよ

うに水酸化ナトリウム水溶液を加え、窒素気相下、室温で 13 時間撹拌

した。その後、これを塩酸で中和して、透析した。この透析内液を凍

結乾燥して、脱アセチル化 CAF を得た。  

 

2.2.8 過硫酸化  

過硫酸化 CAF の調製は Soeda らの方法  [Soeda. et al., 1992] に従っ

て行った。すなわち CAF の水酸化テトラ-n-ブチルアンモニウム塩を

調製し、その 200 mg を N,N’-ジメチルホルムアミド  20 mL に十分に分
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散させ、三酸化硫黄トリメチルアミン複合体を加えて 50 ℃で 24 時間

撹拌した。その後、反応液を室温になるまで自然放冷し、酢酸ナトリ

ウム飽和エタノール 3 mL を加えた。さらに、これに冷エタノール  

(4℃ ) を等量加えて沈殿を得た。得られた沈殿はエタノールで十分に

脱水・洗浄し、減圧乾燥して CAF の過硫酸化物  (過硫酸化 CAF) を得

た。得られた過硫酸化 CAF を蒸留水に溶解し、陽イオン交換樹脂  

(Dowex 50W×4) に供してイオン交換し、0.05 M 水酸化ナトリウムで中

和した。これを透析し、この透析内液を凍結乾燥した。  

 

2.2.9 構成糖分析  

CAF を超純水 20 mL に溶解し、濃硫酸を終濃度 2 M になるように加

え、100℃で 3 時間加熱して加水分解した。その後、60℃に保ちながら

炭酸バリウムで中和した。次に、沈殿物をろ過し、加水分解物を含む

ろ液を得た。得られた加水分解物は陰イオン高速液体クロマトグラフ  

(DX-500, Dionex Co., CA, USA) でクロマトグラフィーを行うことによ

り糖を検出し、その比率を算出した。カラムは CarboPac PA1 (4×250 

mm) を、糖の検出にはパルスアンペロメトリー検出器を用いた。溶離

液は、中性糖の場合は 15 mM 水酸化ナトリウム水溶液を、ウロン酸の

場合は  100 mM 水酸化ナトリウム水溶液 /150 mM 酢酸ナトリウム水溶

液を用い、流速 1 mL/分、35℃の条件で分析した。  
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2.2.10 赤外吸収スペクトル  

赤外吸収スペクトルはフーリエ変換赤外分光光度計  (FTS-3000, 

BioRad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) を用いて測定した。試料

を臭化カリウム粉末によく分散させ、それを加圧してディスクを形成

した。これを赤外吸収スペクトルの測定に供した。  

 

2.2.11 1H-核磁気共鳴吸収法  

 1H-核磁気共鳴  (NMR) 吸収スペクトルは核磁気共鳴装置  (JNM－

α500、日本電子、東京、日本) を用いて 500.005 MHz で測定した。CAF

を重水に溶解し、60℃で測定した。内部標準として 3-(Trimethylsilyl) 

propionic-2,2,3,3-d4 acid, salt (TSP, 0.00 ppm) を用い、化学シフト  (ppm) 

で表示した。   

 

2.2.12 メチル化分析  

CAF および脱硫酸化-脱アセチル化 CAF のメチル化は Hakomori 法で

行った  [Hakomori, 1964]。すなわち、窒素気相下で試料 5 mg をジメチ

ルスルフォキシド 15 mL に溶解し、メチルスルフィニルカルバニオン

2 mL を加えて、室温で 6 時間撹拌した。メチルスルフィニルカルバニ

オンは次のように調製した。まず、水素化ナトリウム 1.5 g を、n-ヘプ

タンで洗浄した後、窒素気相下でジメチルスルフォキシド 15 mL に溶
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解した。その後、これが清澄な青色になるまで撹拌し  (50℃、1.5 時間 )、

室温になるまで冷却してメチルスルフィニルカルバニオンを得た。次

に、反応液を氷浴することにより 20℃まで冷却し、ヨウ化メチル 1.5 

mL を穏やかに加え、室温で 1 時間撹拌した後、透析を行った。その

内液を回収し、これにクロロホルム 2 mL を加え、激しく撹拌してメ

チル化糖を抽出し、蒸留水 2 mL を加えて洗浄した  (静置して水層とク

ロロホルム層に分離した後、水層を除去した。これを 5 回繰り返して

行った )。得られたクロロホルム層に窒素を吹き付けて濃縮乾固した後、

2 M トリフルオロ酢酸 2 mL を加えて密封し、定温乾燥機内において

120℃で 2 時間加熱して加水分解した。その後、得られた加水分解物に

窒素を吹き付けて濃縮乾固した。これに 1 M 水酸化アンモニウム 0.5 

mL、水素化ホウ素ナトリウム 10 mg の順で加えて室温で 4 時間撹拌し、

酢酸で中和した。これにメタノール 3 mL を加え、その後、濃縮乾固

することでホウ素化水素ナトリウム由来のホウ素を除去した。これに

無水酢酸：ピリジン＝1：1 の混合液 1 mL を加え、100℃で 1 時間反応

させアセチル化を行った。その後、蒸留水 1mL を加えて反応を停止さ

せ、窒素を吹き付けて濃縮乾固した。これに蒸留水を加えて再溶解し、

再び窒素を吹き付けて濃縮乾固することで、洗浄した  (この操作を三

回繰り返して行った)。次に、これにクロロホルム 2 mL を加えて、メ

チル化糖を抽出し、蒸留水 1 mL を加えて 3 回洗浄した。得られたク
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ロロホルム層に硫酸ナトリウムを加えて脱水した  (クロロホルム層に

水分が残っていると、硫酸ナトリウムがこれを吸収して固まり状にな

るため、これを加えても固まり状にならず、さらさらになるまで)。こ

れをろ過して沈殿物を除き、ろ液に窒素を吹き付けて濃縮乾固した。

これにクロロホルム 0.5 mL を加えて、得られたメチル化糖を分析に供

した。メチル化糖の分析はガスクロマトグラフ質量分析計  (GCMS-QP 

5000, 株式会社島津製作所 , 京都 , 日本 ) を、カラムは DB-1 (30 m × 

0.25 mm, J&W Scientific Inc., Folsom, CA, USA) を用いた。インジェク

ション温度は 210℃、インターフェイス温度は 270℃、カラム温度は

150 ℃ (5 分 ) → 250℃ (5℃ /分 ) → 250℃ (5 分 ) の条件で、キャリアー

ガスにはヘリウム  (125 kPa) を使用して分析した。  

 

2.3 結果  

 

2.3.1 化学組成  

CAF の全糖量およびウロン酸含量はそれぞれフェノール硫酸法とカ

ルバゾール硫酸法にて測定し、それぞれ 67.1％および 12.1％と算出さ

れた。CAF の硫酸含量は硫酸バリウムゼラチン比濁法により測定し、

13.5％と算出された。CAF の加水分解物の液体クロマトグラム  (Figure 

2-1) から、フコースとキシロースが同定され、それぞれのピーク面積  
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Figure 2-1. Liquid chromatogram of hydrolysate of CAF. 

 

比からそれらのモル比は 4.0：0.03 であることが明らかとなった。ま

た、液体クロマトグラフィーによりグルクロン酸が検出された  (クロ

マトグラムは示していない)。L-フコース残基およびアセチル基のモル

比は、CAF の 1H-NMR スペクトルにおけるそれらのメチルプロトンの

シグナル面積比から、4.0：1.0 であることが明らかとなった。以上の

結果から、CAF は L-フコース、D-キシロース、D-グルクロン酸、硫酸

および酢酸が、4.0:0.03:1.0:1.8:1.0 のモル比で構成されていることが分

かった  (Table 2-1)。一方、過硫酸化 CAF の全糖量、ウロン酸量および

硫酸含量は CAF のそれらと同様に測定し、それぞれ 51.2％、9.8％  お

よび 32.8％と算出された。  
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Table 2-1. Chemical composition of CAF. 

 

 

 

2.3.2 赤外吸収スペクトル  

ネイティブ、脱硫酸化および過硫酸化 CAF の赤外吸収スペクトルを  

Figure 2-2 に示した。それぞれのスペクトルにおいて、3400、2900 お  

よび 1255 cm-1 付近にそれぞれ OH 基の O-H 伸縮振動、CH 基の C-H

伸縮振動および硫酸基の S-O 伸縮振動  [Patanka et al., 1993] に由来す

る吸収が確認された。1730 cm-1 付近の吸収はアセチル基、1620 cm-1

付近の吸収はグルクロン酸残基、960 cm-1 付近の吸収はフコース残基

に由来する吸収である。850 cm-1 から  800 cm-1 付近に現れる吸収から

硫酸基の配向を知ることができるが、この領域は α-結合を有する糖由

来の吸収領域  (852～836 cm-1) と重なる。そこで、ネイティブ CAF と

脱硫酸化 CAF のスペクトルを比較したところ、ネイティブ CAF に見

られた、840 cm-1 付近の僅かなショルダーピークが脱硫酸化 CAF では

完全に消失した。この領域の吸収はアキシャルに配向している硫酸基

に由来するものである。過硫酸化 CAF では、840 cm-1 付近の吸収とは

別に、ネイティブ CAF には見られなかったエカトリアルに配向してい

る硫酸基に由来すると思われる 820 cm-1 付近の吸収が見られた。  
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Figure 2-2. Infrared spectra of native, desulfated and oversulfated CAF. 

 

2.3.3 1H-NMR スペクトル  

Figure 2-3 にネイティブおよび過硫酸化 CAF の 1H-NMR スペクトル

を示した。ネイティブ CAF のスペクトルにおける 5.10 および 4.79 ppm

の化学シフトはそれぞれ 4-モノ -O-スルフォ -L-フコース残基のアノメ

リックプロトンおよび H-4 の化学シフトとよく一致した  [Mulloy et 
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Figure 2-3. 1H-NMR spectra of native (A) and oversulfated (B) CAF. 
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al., 1994; Ribeiro et al., 1994]。一方、過硫酸化 CAF のスペクトルにお

ける 5.42、5.35 および 5.08 ppm の化学シフトはそれぞれ 2,4-ジ -O-ス

ルフォ -L-フコース残基、2-モノ -O-スルフォ -L-フコース残基および 4-

モノ -O-スルフォ -L-フコース残基のアノメリックプロトンの化学シフ

トとよく一致した  [Mulloy et al., 1994; Ribeiro et al., 1994]。また 4.58

および 4.53 ppm の化学シフトは 2,4-ジ -O-スルフォ -L-フコース残基お

よび 2-モノ -O-スルフォ -L-フコース残基の H-2 の化学シフトとよく一

致した  [Mulloy et al., 1994; Ribeiro et al., 1994]。さらに、4.89 および

4.80 ppm の化学シフトは  2,4-ジ -O-スルフォ-L-フコース残基および 4-

モノ -O-スルフォ-L-フコース残基の H-4 の化学シフトとよく一致した  

[Mulloy et al., 1994; Ribeiro et al., 1994]。これらの結果から、ネイティ

ブ CAF には L-フコース残基の C-4 に、過硫酸化 CAF には L-フコース

残基の C-2 および C-4 に置換する硫酸基の存在が示唆された。  

 

2.3.4 メチル化分析  

CAF の主要な構造については、先に、Nagaoka らおよび Sakai らが

報告しているが  [Nagaoka et al., 1999; Sakai et al., 2003]、アセチル基の

置換位置については明らかにされていない。その置換位置を決定する

ために、ネイティブおよび脱硫酸化-脱アセチル化 CAF のメチル化分

析を行った  (Table 2-2)。ネイティブ CAF のメチル化物からそれぞれ  
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Table 2-2. Methylation analysis of the native, and desulfated- 

deacetylated CAF. 

 

 

1-結合の D-グルクロン酸残基、1,3,4-結合の L-フコース残基および  

1,2,3-結合の  L-フコース残基に由来する 2,3,4-トリ -O-メチル -D-グルク

ロン酸、 2-モノ -O-メチル -L-フコース  および 4-モノ -O-メチル -L-フコ

ースが 1.0:3.0:0.7 のモル比で検出された。一方、脱硫酸化-脱アセチル

化 CAF のメチル化物からは 1-結合の D-グルクロン酸残基、1,3-結合の

L-フコース残基、1,3,4-結合の L-フコース残基および  1,2,3-結合の L-

フコース残基に由来する、2,3,4-トリ -O-メチル -D-グルクロン酸、 2,4-

ジ -O-メチル -L-フコース , 2-モノ -O-メチル -L-フコースおよび  4-モノ

-O-メチル -L-フコースが 1.0:3.0:0.2:1.0 のモル比で検出された。  CAF

を脱硫酸化 -脱アセチル化することにより、2,4-ジ -O-メチル -L-フコー

スは増大したが、2-モノ -O-メチル -L-フコースは減少した。これらの結

果は、1,3-結合した L-フコース残基の  C-4 に硫酸基およびアセチル基

が置換していることを示めしている。  
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2.4 考察  

本章では、まず、オキナワモズクから分離した CAF の構造特性を明

らかにした。CAF は、L-フコース、D-キシロース、D-グルクロン酸、

硫酸および酢酸が、 4.0:0.03:1.0:1.8:1.0 のモル比で構成されていた 

(Table 2-1)。赤外吸収スペクトル分析の結果から、CAF にはアキシャ

ルに配向している硫酸基の存在が示唆された。1H-NMR スペクトル分

析の結果から、CAF には  4-モノ -O-スルフォ-L-フコース残基の存在が

示唆された。メチル化分析の結果から、CAF は 1,3-結合の L-フコース

残基を主鎖とし、側鎖として D-グルクロン酸残基が主鎖の L-フコース

残基の C-2 に置換し、また硫酸基およびアセチル基が D-グルクロン酸

残基が置換していない主鎖の L-フコース残基の C-4 に置換しているこ

とが分かった。この結果と文献から  [Nagaoka et al., 1999; Sakai et al., 

2003]、CAF の修正構造を Figure 2-4 の様に提案した。本研究により、

CAF のアセチル基の置換位置を含む化学構造が初めて明らかとなった。 

次に、過硫酸化 CAF を調製し、その化学特性を検討した。CAF は

過硫酸化することによって、その硫酸含量が 13.5％から 32.8％に増大

した。赤外吸収スペクトル分析の結果から、過硫酸化 CAF にはアキシ

ャルおよびエカトリアルに配向している硫酸基の存在が示唆された。

1H-NMR スペクトル分析の結果から、過硫酸化 CAF には 2,4-ジ -O-スル

フォ -L-フコース残基、2-モノ -O-スルフォ -L-フコース残基および  4-モ  
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Figure 2-4. The modified structure of CAF. CAF consisted of α-1,3- 

linked L-fucosyl residues where D-glucuronic acid residues substituted 

at the C-2 and sulfate and acetyl groups at the C-4. 

 

ノ -O-スルフォ -L-フコース残基の存在が示唆された。CAF は主鎖の L-

フコース残基の C-4 のみに硫酸基が置換しているが、過硫酸化 CAF で

は、さらに、主鎖の L-フコース残基の C-2 に硫酸基が置換しているこ

とが示唆された。  

多糖の構造特性はその物理化学的・生理学的特性と相関性がある。

また、多糖の有する硫酸基は、血管新生抑制作用、血液凝固抑制作用
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および細胞増殖阻害作用に対して重要な働きをしており、その硫酸化

度と生理活性強度には相関性があることが知られている  [Ferial et al., 

2000; Koyanagi et al., 2003]。本章では、CAF の構造特性を明らかにし

た。また、過硫酸化 CAF を調製し、その化学特性を明らかにした。今

後、それらの生理活性や構造と生理活性の相関性解明が期待される。  
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小括  

本章では、まず、CAF の構造特性を明らかにした。CAF の全糖量、

ウロン酸含量、硫酸含量はそれぞれ 67.1％、12.1％および 13.5％であ

った。CAF は、L-フコース、D-キシロース、D-グルクロン酸、硫酸お

よび酢酸が、4.0:0.03:1.0:1.8:1.0 のモル比で構成されていた。また、CAF

は α-1,3-結合の L-フコース残基を主鎖とし、側鎖として D-グルクロン

酸残基が主鎖の L-フコース残基の C-2 に置換し、硫酸基およびアセチ

ル基は D-グルクロン酸残基が置換していない主鎖の L-フコース残基

の C-4 に置換していることが明らかとなった。この結果と文献から  

[Nagaoka et al., 1999; Sakai et al., 2003]、CAF の化学構造を提案した。

次に、過硫酸化 CAF を調製し、その化学特性を明らかにした。CAF

は過硫酸化することによって、その硫酸含量が 32.8％に増大した。過

硫酸化 CAF では、さらに、主鎖の L-フコース残基の C-2 に硫酸基が置

換していることが示唆された。  
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第 3 章 過硫酸化アセチルフコイダンの U937 細胞における

アポトーシス誘導作用  

 

3.1 緒言  

硫酸化多糖は動物および植物に幅広く見られ、主に細胞外マトリク

スとして細胞外の空間を充填する物質である。動物ではヘパリン、ヘ

パラン硫酸、デルマタン硫酸やコンドロイチン硫酸などのグリコサミ

ノグリカンが存在し、プロテオグリカンの多糖部分を構成している。

これらの主要な機能は細胞接着や細胞間情報交換に留まらず、増殖因

子の貯蔵や病原体に対する防御に関わっている  [Linhardt et al., 1997]。

植物では海藻類に、フコイダン、アガロースやカラギーナンなどの硫

酸化多糖が見られるが、これらも構造の維持だけではなく外部因子に

対する防御に関わっていると考えられている。硫酸化多糖は様々な物

理化学的・生理学的特性を示すが、その機能の多くは硫酸基の存在に

よるものである。  

第 2 章では、オキナワモズク  (Cladosiphon okamuranus TOKIDA) か

ら分離・精製したアセチルフコイダン  [田幸ら , 1996; Tako et al., 2000] 

の化学構造を提案した。オキナワモズク由来アセチルフコイダン  

(CAF) には肝臓コレステロールの上昇抑制作用  [上原ら , 1996]、

Helicobacter pylori の胃細胞への接着防止作用  [Shibata et al., 1999 and 
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2000] やマウスの慢性的大腸炎の治癒作用  [Matsumoto et al., 2004] な

ど、様々な生理活性が報告されている。近年、フコイダンの硫酸化度

と生理活性強度の相関性に関する報告があり、Ferial らはフコイダン

の硫酸化度の増大に伴って血液凝固抑制作用および細胞増殖阻害作用

が高くなることを報告した  [Ferial et al., 2000]。また、Koyanagi らは、

フコイダンを化学的に過硫酸化処理することでその血管新生抑制作用

が増大し、その結果、ネイティブのフコイダンと比較して腫瘍の成長

を抑制する作用が高くなると報告した  [Koyanagi et al., 2003]。これら

二つの報告は、硫酸化多糖の生理活性がその硫酸基に強く依存してい

ることを示している。すなわち、硫酸基を化学的に導入することによ

って、多糖の性質や生理活性を制御出来る。CAF は、硫酸基が主鎖の

L-フコース 2 残基に 1 残基の割合でその C-4 に置換している程度で、

その硫酸化度は他の海藻に由来するフコイダンと比較して高くはない  

[Patankar et al., 1993; Tako et al., 1999b; Sakai et al., 2003: Shiroma et al., 

2003]。このことから、CAF についても、過硫酸化処理を行うことによ

り、その生理活性を制御することが出来ると考えた。そこで、第 2 章

ではまた、過硫酸化 CAF を調製した。  

一般的に、アポトーシスは正常な発生や組織の恒常性維持に見られ

る、遺伝的に制御された生理的な細胞死である。細胞においてアポト

ーシスが誘導されると、細胞は縮小し、また核内ではクロマチンが凝
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縮して核が断片化する。そして、細胞自体が断片化し、アポトーシス

小体が形成される。アポトーシス小体はマクロファージなどの食細胞

や隣接する細胞によって貪食除去されるため、細胞内容物が流出せず

炎症は起こらない。一方、ネクローシスは高度に制御された細胞死で

あるアポトーシスとは異なり、物理的、化学的刺激や虚血などによる

偶発的な病理的細胞死である。ネクローシスは細胞質、特にミトコン

ドリアが膨張し、細胞全体も徐々に膨張していくことから始まる。エ

ネルギーを生産するミトコンドリア機能が失われると、細胞膜のイオ

ン輸送系が崩壊し、浸透圧調整能は失われ細胞溶解が起こる  [Majio et 

al., 1995; Van Cruchten et al., 2002]。そして、細胞内容物が流出して炎

症が起こる。この様な点で、現在、腫瘍細胞に特異的にアポトーシス

誘導させるアポトーシス誘導療法は副作用の少ない理想的な治療法で

あるとして期待されている  

本章では、ヒトリンパ腫由来細胞株である U937 を用いて、過硫酸

化 CAF の細胞傷害活性とその作用機構について検討した。  

 

3.2 材料および実験方法  

 

3.2.1 材料および試薬  

オキナワモズクは 2003 年に沖縄県南城市知念で養殖されたものを
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用いた。RPMI1640 培地、牛胎児血清  (FBS) およびペニシリン・スト

レプトマイシンは Gibco BRL (Grand Island, NY, USA) から購入した。

カスパーゼ 3 活性測定キット  (CaspACE Assay system Colorimetric) は

Promega (Madison, WI, USA) から購入した。アポトーシス細胞検出キ

ット  (APOPercentageTM apoptosis Assay) は Biocolor (Belfast, Northern 

Ireland) より購入した。モノクローナル抗カスパーゼ 3 抗体  (マウス

IgG)、モノクローナル抗カスパーゼ 7 抗体  (マウス IgG) およびモノク

ローナル抗 poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) 抗体  (マウス IgG) は

BD Pharmagen (San Diego, CA, USA) より購入した。西洋ワサビペルオ

キシダーゼ標識ポリクローナル抗マウス IgG 抗体  (ヤギ IgG) は、GE 

Healthcare Biosciences (Piscataway, NJ, USA) より購入した。  

 

3.2.2 オキナワモズクから CAF の調製  

オキナワモズクから CAF の調製は Tako らの方法  [Tako et al., 2000] 

に従って、第 2 章に記述した通りに行った。  

 

3.2.3 過硫酸化  

CAF の過硫酸化は Soeda らの方法に従って  [Soeda et al., 1992]、第 2

章に記述した通りに行った。  
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3.2.4 脱硫酸化  

CAF の脱硫酸化はソルボリシス法により  [Nagasawa et al., 1977]、第

2 章に記述した通りに行った。  

 

3.2.5 細胞培養  

ヒトリンパ腫由来細胞株である U937 (JCRB9021) は、ヒューマンサ

イエンス研究資源バンク  (大阪、日本) より入手した。細胞を 10％の

非動化済み FBS、100 IU/mL のペニシリンおよび 100 µg/mL のストレ

プトマイシンを添加した RPMI1640 培地に分散し、37℃、5％CO2-95%

空気気相下で培養した。以降に示す細胞傷害活性試験、形態観察、ア

ポトーシス細胞の検出、カスパーゼ 3 活性の測定および活性型カスパ

ーゼと開裂 PARP の検出においては 2%の非動化済み FBS を添加して

実験を行った。継代は 5 日ごとに細胞がコンフルエントになる前に行

った。なお、継代回数を重ねることによる細胞の形質変化を避けるた

めに、継代 15 回目までの細胞を本実験には供した。  

 

3.2.6 細胞傷害活性試験  

 細胞傷害活性は WST-1 法により評価した。96 穴マイクロプレート

に 1.0×105 個 /mL になるように U937 細胞を播き、24 時間前培養した。

その後、試料を添加し、U937 細胞を 72 時間処理した。処理終了後に、
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5 mM 2-(4-lodophenyl)-3-(4-ni trophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H- 

tetrazolium (WST-1) お よ び 2 mM 1-Methoxy-5-methylphenazinium 

methyl sulfate (同仁化学研究所、熊本、日本) を含む HEPES バッファ

ー溶液を各ウェルに 10 µL ずつ添加し 4 時間、37℃、5％CO2-95％空気

気相下で培養した。そして、マイクロプレートリーダー  (Model 650, 

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) で吸光度  (測定波長 450 

nm および参照波長 620 nm) を測定した。細胞傷害活性は、対照群の

吸光度に対する試料添加による吸光度の変化を比較することで評価し

た。  

 

3.2.7 形態観察  

U937 細胞を 1.0×105 個 /mL になるように 60 mm ディッシュに播き、

24 時間前培養した。その後、CAF を 20 µg/mL になるように添加し、

U937 細胞を 48 時間処理した。その後、倒立位相差顕微鏡  (TS-100F、

株式会社ニコン、東京、日本 ) を用いて観察した。撮影にはデジタル

カメラ  (COOLPIX Microsystem、株式会社ニコン) を用いた。  

 

3.2.8 アポトーシス細胞の検出  

ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 検 出 は 、 市 販 の 検 出 キ ッ ト で あ る

APOPercentageTM Apoptosis Assay を用いて行った。このキットに含ま
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れている APOPercentage TM 色素は、アポトーシスに特異的な構造の変

化が生じた細胞膜のみを通過することが出来る。60 mm ディッシュに

1.0×105 個 /mL になるように U937 細胞を播き、24 時間前培養した。そ

の後、U937 細胞を過硫酸化 CAF で 48 時間処理した。APOPercentage TM

色素で染色された細胞を、検出キットのプロトコールに従って測定し

た。  

 

3.2.9 カスパーゼ 3 活性の測定  

カスパーゼ 3 活性の測定は、市販の測定キットである CaspACE Assay 

system を用いて行った。この測定キットはカスパーゼ 3 の活性を、発

色 色 素 で あ る p- ニ ト ロ ア ニ リ ン  (pNA) で 標 識 さ れ た 基 質  

(Ac-DEVD-pNA) が活性型カスパーゼ 3 により切断され、その結果基

質から遊離した pNA 産物  (黄色を呈する ) の吸光値  (405 nm) を指標

とすることで測定出来る。まず、U937 細胞を過硫酸化 CAF で処理し、

カスパーゼ 3 の活性を測定キットのプロトコールに従って測定した。  

 

3.2.10 イムノブロット分析  

過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞  (1.0×105 個 /mL) を遠心分離  

(180 × g、5 分間 ) により回収した。細胞はあらかじめ氷冷した D-PBS

で洗浄後、2-メルカプトエタノール不含の SDS サンプルバッファー   
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(0.05 M Tris-HCl、2％  SDS、10% グリセロール) を加えて溶解した。

これを 95℃で 5 分間加熱した後、遠心分離  (15,000 × g、5 分間 ) し、

上清の全細胞溶解液を回収した。その一部をタンパク質定量用試料と

して取り分けた。全細胞溶解液中のタンパク質含量は、DC Protein assay 

kit (Bio-Rad Laboratories, Inc.) を用いて、牛血清アルブミンを標品とし

て検量線を作成し、それを用いて算出した。得られた全細胞溶解液に

終濃度 10％になるように 2-メルカプトエタノールを加えてよく撹拌

した。これを 95℃で 5 分間加熱した後、遠心分離  (15,000 × g、5 分間 ) 

して上清を回収し、これを SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動用の

試料とした。この試料を各々等量のタンパク質含量になるように調製

し、10%の SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動によってタンパク質

を分離した。分離したタンパク質を PVDF メンブレン  (Millipore Co., 

Billerica, MA, USA) に転写した。その後、メンブレンを 5%スキムミ

ルクおよび 0.1%Tween 20 を含む Tris-HCl バッファー  (pH 7.6) で 1 時

間ブロッキングした。そして、一次抗体として抗-カスパーゼ 3、抗カ

スパーゼ 7 および抗 PARP 抗体をそれぞれ反応させた。次に、二次抗

体として西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体をそれぞ

れに反応させた。免疫反応バンドの検出には ECL Plus Western Blotting 

Detection kit (GE Healthcare Biosciences Ltd.) を用いて、化学発光法で

行った。  
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3.2.11 統計分析  

測定値は平均値±標準誤差で表した。各群の比較は Dunnett 検定に従

って分散分析を行い、p<0.05 を有意差とした。  

 

3.3 結果  

 

3.3.1 U937 細胞におけるネイティブ、脱硫酸化および過硫酸化 CAF

の細胞傷害活性  

U937 細胞におけるネイティブ、脱硫酸化および過硫酸化 CAF の細

胞傷害活性を Figure 3-1 に示した。高濃度のネイティブ CAF で処理す

ると僅かに細胞傷害活性が認められたが、20 µg/mL 以下では全く認め

られなかった。また、脱硫酸化 CAF 1-100 µg/mL で処理しても全く細

胞傷害活性が認められなかった。しかしながら、過硫酸化 CAF で処理

すると、低濃度でも細胞傷害活性が顕著に認められ、濃度依存的な細

胞傷害活性を示した。  

 

3.3.2 形態的変化  

アポトーシスは、細胞膜の変化を伴う細胞サイズの縮小と核内の構

造変化から始まる。そして、細胞自体が開裂してアポトーシス小体

(apoptotic body) を形成する  [Kerr et al., 1972 and 1997]。そこで、過硫  
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Figure 3-1. Effect of treatment with native (A), desulfated (B) and 

oversulfated CAF (C) on cell viability in U937 cells. U937 cells were 

treated with native, desulfated or oversulfated CAF (1-100 µg/mL) for 

72 h. Data were means ± S.E.M. of three independent experiments. 

Asterisks show statistically significant differences from the untreated 

(control) group (p<0.05). 

* 

* 
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  (A) Untreated               (B) Oversulfated CAF 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-2. Microscopic appearance of U937 cells treated without (A) or 

with 20 µg/mL of oversulfated CAF (B) for 48 h. At the end of each 

culture period, cells were imaged using a phase contrast microscope and 

digital camera. Calibration bar is 25 µm. 

 

酸化 CAF 20 µg/mL で 48 時間 U937 細胞を処理し、その形態を観察し

た。過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞ではアポトーシス小体様の像

が観察され、その形態は未処理の細胞と大きく異なっていた  (Figure 

3-2)。  

 

3.3.3 過硫酸化 CAF のアポトーシス誘導作用  

アポトーシス細胞内に特異的に移行する APOPercentageTM 色素を用

いて、過硫酸化 CAF が U937 細胞にアポトーシスを誘導したかどうか

を評価した  (Figure 3-3)。その結果、過硫酸化 CAF 1 µg/mL で処理す  
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Figure 3-3. Effect of oversulfated CAF on induction of apoptosis in 

U937 cells. U937 cells were treated with oversulfated CAF 

(1-100 µg/mL) for 48 h. Data were means ± S.E.M. of three independent 

experiments. Asterisks show statistically significant differences from 

the untreated (control) group (p<0.05). 

 

ると有意にアポトーシス細胞が増加し、過硫酸化 CAF 5 µg/mL 以上で

処理するとアポトーシス細胞が著しく増加した。すなわち、過硫酸化

CAF は濃度依存的に U937 細胞にアポトーシスを誘導したことが明ら

かとなった。  

 

3.3.4 カスパーゼ 3 および 7 の活性化と PARP の開裂   

カスパーゼは、細胞内の様々な基質を分解することにより、アポト

ーシス反応を進行させる重要な役割を担っている。市販の測定キット
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を用いて、過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞におけるカスパーゼ 3

の活性を測定した  (Figure 3-4)。その結果、カスパーゼ 3 の活性は、過

硫酸化 CAF 20 µg/mL で処理を開始してから 3 時間目以降から 48 時間

まで高い状態を維持した。また、過硫酸化 CAF 1-100 µg/mL で処理す

ると、カスパーゼ 3 の活性は濃度依存的に増大した。次に、イムノブ

ロット法により過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞における活性型カ

スパーゼ 3 および 7 と開裂 PARP を検出した。カスパーゼ 3 および 7

はそれぞれ 32 kDa および 35kDa の不活性型であるプロカスパーゼと

して存在するが、アポトーシスが誘導された細胞においては他のプロ

テアーゼによって限定的に分解され、それぞれが 21 kDa および 20 kDa

の活性型カスパーゼとして働く。PARP は 116 kDa の DNA 修復に関わ

る酵素で、カスパーゼ 3 および 7 による分解を受け 89 kDa と 25 kDa

のサブユニットに開裂する。この PARP の分解はアポトーシス細胞に

特異的な現象である  [Nosseri et al., 1994]。Figure 3-5A に過硫酸化 CAF 

20 µg/mL で処理した U937 細胞における活性型カスパーゼ 3 および 7

と開裂 PARP の経時変化を示した。過硫酸化 CAF で処理を開始してか

ら 0～6 時間においてはプロカスパーゼ 3 のみが検出されたが、12 時

間目以降に 21 kDa の活性型カスパーゼ 3 が検出されたことから、その

活性化が明らかとなった。また、カスパーゼ 7 についても同様に、過

硫酸化 CAF で処理を開始してから 12 時間目以降に 20 kDa の活性型カ  
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Figure 3-4. Induction of caspase-3 activity in U937 cells treated with 

oversulfated CAF in time (A) and dose (B) -dependent manners. Data 

were means ± S.E.M. of three independent experiments. Asterisks show 

statistically significant differences from the untreated (control) group 

(p<0.05). 
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Figure 3-5.  Induction of caspase-3, 7 activity and PARP cleavage in   

U937 cells treated with oversulfated CAF in time (A) and dose (B) 

-dependent manners. Immunoblot analysis with anti-caspase-3 for 32 

kDa pro-caspase-3 and 21 kDa subunit; anti-caspase-7 for 35 kDa 

pro-caspase-7 and 20 kDa subunit; anti-PARP for 116 kDa full-length 

and 25 kDa fragment. 

 

(B) 

(A) 
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スパーゼ 7 が検出されたことから、その活性化が明らかとなった。ま

た、PARP はカスパーゼ 3 および 7 の活性化に伴って 12 時間以降から

開裂が生じ、116 kDa の PARP が時間の経過に伴って減少し、25 kDa

の開裂 PARP が増大した。Figure 3-5B に、過硫酸化 CAF 1-20 µg/mL

で 48 時間処理した U937 細胞における活性型カスパーゼ 3 および 7 と

開裂 PARP の濃度依存的変化を示した。過硫酸化 CAF 1 µg/mL で処理

すると活性型カスパーゼ 3 および 7 がわずかに検出され、さらに、過

硫酸化 5 µg/mL 以上で処理すると顕著に検出された。また、それに伴

って開裂 PARP が増大した。  

 

3.4 考察  

 フコイダンは硫酸化多糖の一種で多様な生理活性を有している。フ

コイダンの硫酸基はその生理活性の多くにおいて重要な働きをしてい

ることが知られている  [Ferial et al., 2000; Koyanagi et al., 2003]。本章  

では、まず、過硫酸化 CAF の U937 細胞に対する細胞傷害活性を評価

した。硫酸化 CAF は U937 細胞に対して顕著に細胞傷害活性を示した。

しかしながら、ネイティブ CAF は細胞傷害活性が僅かにしか認められ

ず、さらに、脱硫酸化 CAF ではそれが全く認められなかった。過硫酸

化 CAF の U937 細胞に対する細胞傷害活性において、硫酸基は活性部

位として作用するか、または CAF 分子鎖のコンフォメーションを、生  
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Figure 3-6. Schematic model of signaling pathways involved in 

apoptosis. 

 

理活性を示す状態に安定または変移させる働きがあると考えられる。  

次に、過硫酸化 CAF がどのような作用機構で U937 細胞を傷害して

いるか検討した。過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞は、アポトーシ

ス細胞に特徴的な形態的変化が認められた。また、APOPercentageTM

アッセイによりアポトーシス細胞の増加が認められた。アポトーシス

は腫瘍壊死因子受容体  (Tumor necrosis factor receptor; TNFR) や Fas 受

容体に死のシグナルが伝わると、細胞内シグナル伝達系により死の決

定が伝達され実行される  (Figure 3-6)。また、放射線や化学物質などの

ストレスもアポトーシスを誘導する。カスパーゼは特定のタンパク質
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を限定的に分解することにより、アポトーシスを実行する中心的な役

割を担っている。カスパーゼは主に TNFR および Fas 経路と、ミトコ

ンドリアのシトクロム C 経路の二つの経路によって活性化される。ミ

トコンドリア上の B cell lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2) はカスパーゼの

活性化を抑制している。カスパーゼは活性化すると、種々の基質を切

断することによりアポトーシスの実行を行う  [Reed, 2000]。また、ア

ポ ト ー シ ス は マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ  

(mitogen-activated protein kinase; MAPK) 経路が関与する場合もあり、

複数のシグナル伝達経路によって複雑に制御されている。イムノブロ

ット分析の結果から、過硫酸化 CAF で U937 細胞を処理するとカスパ

ーゼ 3 および 7 が活性化し、それに伴って PARP が開裂していること

が確認された。これらの結果は、過硫酸化 CAF は U937 細胞に対して、

カスパーゼ 3 および 7 を活性化してアポトーシスを誘導したことを示

している。すなわち、過硫酸化 CAF は U937 細胞に対してアポトーシ

スを誘導することにより、細胞傷害活性を示すことが明らかとなった。 

腫瘍細胞に特異的にアポトーシスを誘導するアポトーシス誘導療法

は副作用の少ない理想的な治療法であり、実際に、ガン治療に用いら

れ て い る 4’-dimethyl epipodophyllotoxin 9-(4,6-O-ethylidene-β-D- 

glucopylanoside) (etoposide)、cis-platinum II diamine dichloride (cisplatin)

や Cytosine arabinoside (Ara-C) など、抗ガン剤の多くが腫瘍細胞に対
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してアポトーシスを誘導することが明らかになっている  [Kaufman, 

1989; Hannaun, 1997; Kanno et al., 2004]。この点から推測するに、過硫

酸化 CAF は抗ガン剤や、その開発におけるモデル物質として利用出来

る可能性が推測された。また、CAF の過硫酸化はその生理活性を制御

することが可能であることから、今後更なる応用が期待できる。  
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小括  

本章では、U937 細胞における過硫酸化 CAF の細胞傷害活性とその

機構について検討した。過硫酸化 CAF では U937 細胞に対する細胞傷

害活性が顕著に認められたが、ネイティブ CAF では僅かにしか認めら

れなかった。また、脱硫酸化 CAF ではほとんどそれが認められなかっ

た。過硫酸化 CAF で U937 細胞を処理すると、アポトーシス細胞に特

徴的な形態が認められた。さらに、APOPercentageTM アッセイにより

アポトーシス細胞の増加が検出された。イムノブロット分析により、

過硫酸化 CAF で処理した U937 細胞では、カスパーゼ 3 および 7 の活

性化と PARP の開裂が認められた。すなわち、過硫酸化 CAF は U937

細胞に対してカスパーゼ 3 および 7 が関与するアポトーシスを誘導す

ることにより、細胞傷害活性を示していた。  
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第 4 章 オキナワモズク由来アセチルフコイダンの  

マクロファージ活性化作用  

 

4.1 緒言  

ヒトの宿主防御反応は複数の段階を有する複雑なもので、多種の細

胞がこれに関わっている。マクロファージは多機能性免疫細胞の一種

で、侵入してきた病原体を貧食し、また、炎症性メディエーターやサ

イトカインを産生することで宿主に侵入した病原体を排除する。一酸

化窒素  (NO) は炎症性メディエーターの一種として知られており、誘

導型一酸化窒素合成酵素  (iNOS) により L-アルギニンから生成される  

[Palmer et al., 1988]。NO は細胞傷害、病原体の殺傷や殺腫瘍などに貢

献している  [Dennys et al., 1989; Farias-Eisner et al., 1994; Xie et al., 

1995]。サイトカインは細胞から分泌されるタンパク質で、特定の細胞

に情報伝達する働きを有する。腫瘍壊死因子  (Tumor necrosis factor; 

TNF) やインターロイキン  (Interleukin; IL) など、特に炎症や免疫応答

を複雑に制御しているものが多い  [Balkwill et al., 1989]。  

一方、植物や海藻由来の多糖がマクロファージを活性化することが

よく知られている  [Han et al., 1998 and 2001; Jeon et al., 2000 and 2001; 

Pugh et al., 2001; Lee et al., 2004; Iwamoto et al., 2005; Nakamura et al., 

2006; Leiroa et al., 2007]。多糖によるマクロファージ活性化の機構につ
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いて、Figure 4-1 に概略図を示した。多糖がマクロファージを活性化す

る過程は、まず、それがマクロファージの膜レセプターによって認識

されることから始まる  [Jeon et al., 2000; Han et al., 2001; Lee et al., 

2004; Nakamura et al., 2006]。膜レセプターは、初期の免疫応答におい

て宿主外部に由来する糖質、脂質およびペプチドなどを認識するパタ

ーン認識分子であり、Toll 様レセプター4 (TLR4)、CD14、Complement 

receptor 3 (CR3) および Scavenger receptor class A (SRA) は主要な膜レ

セプターとして知られている。TLR4 は膜貫通型の糖タンパク質で、

先天的および後天的免疫応答において病原体の特異的な分子パターン

を認識するという重要な働きを担っている  [Lemaitre et al., 1996; 

Werling et al., 2003]。CD14 は膜結合型の糖タンパク質で単球、好中球

やマクロファージなどの細胞膜表面に多く発現しており、また TLR4

の共役レセプターでもある  [Da Silva et al., 2001]。これら二つの膜レ

セプターはリポ多糖  (Lipopolysaccharide; LPS) と LPS 結合タンパク質

の複合体や多糖などを認識することが報告されている  [Wright et al., 

1990; Da Silva et al., 2001]。CR3 はヘテロダイマーを形成する膜貫通型

の糖タンパク質レセプターで、β-グルカンを認識することが報告され

ている  [Thornton et al., 1996]。SRA type I/II は 3 回膜貫通型の糖タン

パク質レセプターで、細胞接着や病原体の認識に関わっており、陰イ

オン性のポリマー、β-グルカンや LPS などを認識することが報告され  
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Figure 4-1. Schematic model of signaling pathways involved in 

macrophage activation by polysaccharides. 

 

ている  [Krieger et al., 1994; Rice et al., 2002]。これら膜レセプターは

リガンドを認識すると細胞内シグナル伝達因子を活性化し、結果的に

マクロファージが活性化する  [Jeon et al., 2000; Lee et al., 2004; 

Nakamura et al., 2006]。セリン /スレオニンプロテインキナーゼファミ

リ ー で あ る マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ  

(mitogen-activated protein kinase; MAPK) は、細胞の分化、成長、アポ

トーシスや炎症などを制御する代表的な細胞内シグナル伝達因子であ

り、酵母から高等植物、哺乳類に至るまで高度に保存されている  

[Chang et al., 2001; Kyriakis et al., 2001; Pearson et al., 2001]。MAPK は、

p38 MAPK、細胞外シグナル制御キナーゼ  (extracellular signal-regulated 
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kinase; ERK) 1/2 およびストレス活性化プロテインキナーゼ /c-Jun N 末

端 キ ナ ー ゼ  (stress-activated protein kinase/c-Jun-N-terminal kinase; 

SAPK/JNK) ファミリーに分類することが出来る。各々の MAPK は

MAPK キナーゼ  (MAPKK) によってリン酸化され、MAPKK はその上

流の MAPKK キナーゼ  (MAPKKK) によってリン酸化される。このよ

うに MAPK は MAPKKK→MAPKK→MAPK と活性化され、活性化

MAPK はさらに転写因子を活性化し、様々な遺伝子発現を誘導する。 

先 に 、 沖 縄 県 で 養 殖 さ れ て い る オ キ ナ ワ モ ズ ク  (Cladosiphon 

okamuranus TOKIDA) からアセチルフコイダンが分離・同定された  [田

幸ら , 1996; Tako et al., 2000]。オキナワモズク由来アセチルフコイダン  

(CAF) の主要な化学構造を Nagaoka らおよび Sakai らが報告した  

[Nagaoka et al., 1999; Sakai et al., 2003]。第 2 章では、さらに、そのア

セチル基の置換位置を特定し、化学構造を提案した。CAF には肝臓コ

レステロールの上昇抑制作用  [上原ら , 1996]、Helicobacter pylori の胃

細胞への接着防止作用  [Shibata et al., 1999 and 2000] やマウスの慢性

的大腸炎の治癒作用  [Matsumoto et al., 2004] など、様々な生理活性が

報告されている。CAF の新たな生理活性やその機構の解明は、その利

用の創出・拡大に繋がると考える。  

第 3 章では、U937 細胞における過硫酸化 CAF の細胞傷害活性とそ

の作用機構について検討した。その結果、過硫酸化 CAF はカスパーゼ
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3 および 7 の関与するアポトーシスを誘導することにより、細胞傷害

活性を示していることが明らかとなった。  

本章では、CAF のマクロファージ活性化作用について、マウス由来

マクロファージ様細胞株である RAW 264.7 を用いて評価した。また、

その作用機構についても検討した。  

 

4.2 材料および実験方法  

 

4.2.1 材料および試薬  

 オキナワモズクは沖縄県南城市知念で 2003 年に養殖されたものを

用いた。ダルベッコ変法イーグル培地  (DMEM)、牛胎児血清  (FBS) お

よびペニシリン・ストレプトマイシンは Gibco BRL (Grand Island, NY, 

USA) より購入した。Escherichia coli (O2) 由来の LPS はナカライテ

スク  (京都、日本 ) より購入した。ポリクローナル抗 iNOS 抗体  (ウサ

ギ IgG) およびモノクローナル抗 β-アクチン抗体  (ウサギ IgG) は

SIGMA (St Luis, MO, USA) より購入した。モノクローナル抗 TLR4 中

和抗体  (ラット IgG2a)、モノクローナル抗 CD14 中和抗体  (ラット

IgG2b)、モノクローナル抗 CR3 中和抗体  (ラット IgG2b) およびモノク

ローナル抗 SRA type I/II 中和抗体  (ラット IgG2b) はそれぞれ

SantaCruz Biotecnology (Santa cruz, CA, USA)、BD Pharmagen (San Diego, 
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CA, USA)、 SouthernBiotec (Birmingham, AL, USA) および  AbD Serotec 

(Raleigh, NC, USA) より購入した。ラット正常  IgG2a および IgG2b は

Biolegend (San Diego, CA, USA) より購入した。モノクローナル抗リン

酸化 p38 MAPK 抗体  (ウサギ IgG)、  モノクローナル抗 p38 MAPK 抗

体  (ウサギ IgG)、モノクローナル抗リン酸化 ERK1/2 抗体  (ウサギ IgG)、

モノクローナル抗 ERK1/2 抗体  (ウサギ IgG)、モノクローナル抗リン

酸化 SAPK/JNK 抗体  (ウサギ IgG)、モノクローナル抗 SAPK/JNK 抗体  

(ウサギ IgG)、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗ウサ

ギ IgG 抗体  (ヤギ IgG) および U0126 は Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA) より購入した。SB203580 および SP600125 は

BIOMOL International (Plymouth Meeting, PA, USA) より購入した。  

 

4.2.2 オキナワモズクから CAF の調製  

オキナワモズクから CAF の調製は Tako らの方法  [Tako et al., 2000] 

に従って、第 2 章に記述した通りに行った。  

 

4.2.3 脱硫酸化  

CAF の脱硫酸化はソルボリシス法により  [Nagasawa et al., 1977]、第

2 章に記述した通りに行った。  
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4.2.4 脱アセチル化  

CAF の脱アセチル化はアルカリ処理することにより、第 2 章に記述

した通りに行った。  

 

4.2.5 細胞培養  

マウス由来マクロファージ様細胞株である RAW 264.7 (ATCC 

TIB-71) は、American Type Culture Collection (Bethesda, MD, USA) よ

り入手した。細胞は 10％の非動化済み FBS、ペニシリン 100 IU/mL お

よびストレプトマイシン 100 µg/mL を添加した DMEM 培地を用いて

37℃、5%CO2-95%空気気相下で培養した。継代は 5 日ごとに細胞がコ

ンフルエントになる前に行った。なお、継代回数を重ねることによる

細胞の形質変化を避けるために、継代 15 回目までの細胞を本実験に供

した。  

 

4.2.6 NO 産生量の評価  

RAW 264.7 細胞の産生した NO は、それに由来する培養上清中の

NO2
-を Griess 法で定量することにより評価した。RAW 264.7 細胞を

5.0×105 個 /mL になるように 48 穴マイクロプレートに播き、24 時間前

培養した。その後、培養液中に試料を添加して 24 時間処理し、直ちに

培養上清を回収した。回収した培養上清と等量の Griess 試薬  (1%スル
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ファニルアミド、  0.1%N-1-ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩、2% 

リン酸 ) を混合し、室温で 10 分間静置した。その後、マイクロプレー

トリーダー  (Model 650, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) 

を用いて、混合液の吸光度を 550 nm の波長で測定した。培養上清中の

NO2
-濃度は、亜硝酸ナトリウムの標準曲線を作成し、それを用いて算

出した。  

 

4.2.7 TNF-α および IL-6 産生量の評価  

 RAW 264.7 細胞を 5.0×105 個 /mL になるように 48 穴マイクロプレー

トに播き、24 時間前培養した。その後、培養液中に CAF を添加して

24 時間処理し、直ちに培養上清を回収した。回収した培養上清中の

TNF-α および IL-6 濃度は市販の ELISA キットを用いて測定し、これ

を RAW 264.7 細胞の TNF-α および IL-6 産生量として評価した。  

 

4.2.8 CAF のマクロファージ活性化作用におけるポリミキシン B の  

影響  

CAF および LPS をそれぞれ 100 IU/mL のポリミキシン B で 1 時間処

理した。次に、ポリミキシン B 処理 CAF 50 µg/mL またはポリミキシ

ン B 処理 LPS 1 µg/mL で RAW 264.7 細胞を処理した。RAW 264.7 細胞

の NO 産生量は、その培養上清中の NO2
-を Griess 法で測定することに
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より評価した。  

 

4.2.9 CAF のマクロファージ活性化作用における抗 TLR4、抗 CD14、

抗 CR3 および抗 SRA 中和抗体の影響  

RAW 264.7 細胞を 5.0×105 個 /mL になるように 48 穴マイクロプレー

トに播き、24 時間前培養した。次に、RAW 264.7 細胞は正常 IgG2a ま

たは IgG2b (10 µg/mL)、もしくは、抗 TLR4、抗 CD14、抗 CR3 または

抗 SRA 中和抗体  (10 µg/mL) で 2 時間前処理した。その後、RAW 264.7 

細胞を CAF 50 µg/mL で 24 時間処理した。RAW 264.7 細胞の NO 産生

量は、その培養上清中の NO2
-を Griess 法で測定することにより評価し

た。  

 

4.2.10 イムノブロット分析  

CAF で処理した RAW 264.7 細胞を、セルスクレイパーを用いて回収

した。細胞はあらかじめ氷冷した D-PBS で洗浄後、2-メルカプトエタ

ノールを含まない SDS サンプルバッファー  (0.05 M Tris-HCl、2％  SDS、

10% グリセロール) を加えて溶解した。これを 95℃で 5 分間加熱した

後、遠心分離  (15,000 × g、5 分間 ) し、上清の全細胞溶解液を回収し

た。その一部をタンパク質定量用の試料として取り分けた。全細胞溶

解液中のタンパク質含量は DC Protein assay kit (Bio-Rad Laboratories 
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Inc.) を用いて、牛血清アルブミンを標品として検量線を作成し、それ

を用いて算出した。得られた全細胞溶解液に終濃度 10％になるように

2-メルカプトエタノールを加えてよく撹拌した。これを 95℃で 5 分間

加熱した後、遠心分離  (15,000 × g, 5 分間 ) して上清を回収し、これを

SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動用の試料とした。この試料を

各々等量のタンパク質量になるように調製し、10%の SDS ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動によってタンパク質を分離した。分離したタン

パク質を PVDF メンブレン  (Milliopore, Billerica, MA, USA) に転写し

た。その後、メンブレンを 5 %スキムミルクおよび 0.1%Tween 20 を含

む Tris-HCl バッファー  (pH 7.6) で 1 時間ブロッキングした。そして、

一次抗体として抗 iNOS、抗 β-アクチン、抗リン酸化 p38 MAPK、  抗

p38 MAPK、 抗リン酸化 ERK1/2、 抗 ERK1/2、 抗リン酸化 SAPK/JNK

および抗 SAPK/JNK 抗体をそれぞれ反応させた。次に、二次抗体とし

て西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ポリクローナル抗ウサギ IgG 抗体

をそれぞれに反応させた。免疫反応バンドの検出には ECL Plus Western 

Blotting Detection kit (GE Healthcare Biosciences Ltd.) を用いて、化学発

光法で行った。  

 

4.2.11 統計分析  

測定値は平均値±標準誤差で表した。各群の比較は Student の t 検定
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または Dunnett 検定に従って分散分析を行い、p<0.05 を有意差とした。  

 

4.3 結果  

 

4.3.1 マクロファージにおける CAF の NO、TNF-α および IL-6 産生誘

導作用  

 まず初めに、CAF の NO 産生誘導作用について検討した。マクロフ

ァージの NO 産生量はその活性化のよい指標となる。RAW 264.7 細胞

の NO 産生量は、未処理の細胞においては低い状態に留まったが、CAF

で処理するとその処理濃度の増加に伴って著しく増大した  (Figure 

4-2A)。この NO 産生には iNOS が関与しているか否かを確認するため

に、イムノブロット分析で iNOS の検出を行った。その結果、iNOS は

未処理の細胞においてはほとんど検出されなかった。一方、CAF で処

理した細胞ではその処理濃度に依存して iNOS レベルが著しく増大し

た  (Figure 4-2B)。次に、CAF の TNF-α および IL-6 産生誘導作用につ

いて検討した。RAW 264.7 細胞の TNF-α および IL-6 産生量は、未処理

の細胞においては低い状態に留まったが、CAF で処理するとその処理

濃度の増加に伴って著しく増大した  (Figure 4-3)。これらの結果から、

CAF はマクロファージを活性化し、その結果、NO、TNF-α および IL-6

産生を誘導したことが明らかとなった。  
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Figure 4-2. Increases of NO production (A) and iNOS induction (B) in 

RAW 264.7 cells treated with CAF (1-100 µg/mL) for 24 h. NO 

production was determined using Griess reaction. Data were means ± 

S.E.M. of three independent experiments. Asterisks show statistically 

significant differences from the untreated (control) group (p<0.05). Cell 

lysates were prepared and subjected to immunoblot analysis for iNOS 

and β-actin. The equal loading in each lane was demonstrated by the 

similar levels of β-actin. 

 

 

(A) 

(B) 
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Figure 4-3. Increases of TNF-α (A) and IL-6 (B) production in RAW 

264.7 cells treated with CAF (1-100 µg/mL) for 24 h. TNF-α and IL-6 

production were determined using ELISA. Data were means ± S.E.M. of 

three independent experiments. Asterisks show statistically significant 

differences from the untreated (control) group (p<0.05). 

 

4.3.2 エンドトキシン混入に対する考慮  

 エンドトキシンは極微量であってもマクロファージを刺激・活性化

することが知られているが、試料を調製する際にその極微量な混入が

度々起こる。そのため、CAF のマクロファージ活性化作用が、それ  

に混入したエンドトキシンによるものではないことを確認した。まず、

CAF をエンドトキシンのアンタゴニストであるポリミキシン B で処理

し、未処理およびポリミキシン B 処理 CAF の NO 産生誘導作用を比較

した。その結果、両者間に有意差は見られなかった  (Figure 4-4)。一方、  

(A)                                    (B) 
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Figure 4-4. Effect of Polymyxin B (PMB) on CAF- or LPS-induced NO 

production in RAW 264.7 cells. CAF and LPS were pretreated with PMB 

(100 IU/mL) for 1 h. RAW 264.7 cells were treated with PMB-treated 

CAF (50 µg/mL) or LPS (1 µg/mL) for 24 h. NO production was 

determined using Griess reaction. Data were means ± S.E.M. of three 

independent experiments. Asterisk shows statistically significant 

difference from the CAF or LPS treated groups (p<0.05). 

 

ポリミキシン B 処理 LPS の NO 産生誘導作用は未処理のそれと比較し

て著しく低下した。以上の結果から、CAF のマクロファージ活性化は

CAF に混入したエンドトキシンによるものではなく、CAF 自体の生理

活性によって引き起こされていることが示された。  

 

4.3.3 CAF のマクロファージ活性化作用における硫酸基およびアセ

チル基の関与  

CAF のマクロファージ活性化作用における硫酸基およびアセチル基
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の関与を検討するために、脱硫酸化、脱アセチル化および脱硫酸化 -

脱アセチル化 CAF を調製し、それらの NO 産生誘導作用を評価した  

(Figure 4-5)。脱硫酸化 CAF および脱アセチル化 CAF の NO 産生誘導

作用は、ネイティブ CAF のそれと比較して有意に低かった。さらに、

脱硫酸化-脱アセチル化 CAF の NO 産生誘導作用はほとんど認められ

なかった。これらの結果は、CAF のマクロファージ活性化には硫酸基

およびアセチル基が関与していることを示している。  

 

 

 
Figure 4-5. Effect of desulfated, deacetylated and desulfated- 

deacetylated CAF on induction of NO production in RAW 264.7 cells. 

RAW 264.7 cells were treated with desulfated, deacetylated or 

desulfated-deacetylated CAF (50 µg/mL) for 24 h. NO production was 

determined using Griess reaction. Data were means ± S.E.M. of three 

independent experiments. Asterisks show statistically significant 

differences from the native CAF treated group (p<0.05). 
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4.3.4  CAF のマクロファージ活性化作用における TLR4、CD14、CR3

および SRA の関与  

 CAF のマクロファージ活性化における TLR4、CD14、CR3 および SRA

の関与を検討するために、抗 TLR4、抗 CD14、抗 CR3 および抗 SRA

中和抗体を用いてレセプターをそれぞれブロックし、CAF の NO 産生   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4-6. Receptor mediated NO production induced by CAF in RAW 

264.7 cells. RAW 264.7 cells were pretreated with neutralizing 

anti-TLR4 (αTLR4), anti-CD14 (αCD14), anti-CR3 (αCR-3) or 

anti-SRA (αSRA) antibodies (10 µg/mL) for 2 h, and then treated with 

CAF (50 µg/mL) for 24 h. The control groups were pretreated with rat 

normal IgG2a or IgG2b (10 µg/mL) for 2 h, and then treated with CAF 

(50 µg/mL) for 24 h. NO production was determined using Griess 

reaction. Data were means ± S.E.M. of three independent experiments. 

Asterisks show statistically significant differences from the IgG2a or 

IgG2b isotype-matched control groups (p<0.05). 
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誘導作用へ与える影響を調べた。RAW 264.7 細胞において、TLR4、CD14

および SRA をブロックすることにより、CAF の  NO 産生誘導作用が

有意に減少した  (Figure 4-6)。一方、CR3 をブロックしても、CAF の

NO 産生誘導作用はほとんど影響を受けなかった。以上の結果から、

CAF は TLR4、CD14 および SRA に認識されることによりマクロファ

ージを活性化していることが示唆された。  

 

4.3.5  CAF のマクロファージ活性化作用における MAPK の関与  

CAF のマクロファージ活性化において、MAPK シグナル伝達因子で

ある p38 MAPK、ERK1/2 および SAPK/JNK が関与しているか否かを検

討するために、抗リン酸化 p38 MAPK、抗 p38 MAPK、抗リン酸化

ERK1/2、抗 ERK1/2、抗リン酸化 SAPK/JNK および抗 SAPK/JNK 抗体

を用いてイムノブロット分析を行い、これらの活性化を評価した  

(Figure 4-7A)。CAF で RAW 264.7 細胞の処理を開始してから 10 分後か

ら 30 分後までにおいて、活性型であるリン酸化 p38 MAPK、リン酸化

ERK1/2 およびリン酸化 SAPK/JNK が検出されたが、60 分以降ではそ

れらは検出されなかった。すなわち、MAPK は CAF で処理を開始する

と短時間の内に活性化し、その後、すぐに活性が低下することが分か

った。次に、SB203580 (特異的 p38 MAPK 阻害剤 )、U0126 (特異的

MAPK/ERK キナーゼ 1/2 阻害剤 ) および SP600125 (特異的 SAPK/JNK  
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(A)                               (B) 

 

 

Figure 4-7. (A) Time course of CAF-induced MAPKs phosphorylation in 

RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with CAF (50 µg/mL) for 

the indicated time. Cell lysates were prepared and subjected to 

immunoblot analysis for phospho-p38 MAPK, p38 MAPK, phospho- 

ERK1/2, ERK1/2, phospho-SAPK/JNK and SAPK/JNK. (B) Effect of 

MAPK inhibitors on CAF-induced MAPKs phosphorylation. RAW 264.7 

cells were pretreated with SB203580 (30 µM), U0126 (10 µM) or 

SP600125 (30 µM) for 1 h before the onset of treatment with CAF (50 

µg/mL) for 15 min. Cell lysates were prepared and subjected to 

immunoblot analysis for phospho-p38 MAPK, p38 MAPK, 

phospho-ERK1/2, ERK1/2, phospho-SAPK/JNK and SAPK/JNK. 
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Figure 4-8. Effect of MAPK inhibitors on CAF-induced NO production 

in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were pretreated with SB203580 (30 

µM), U0126 (10 µM) or SP600125 (30 µM) for 1 h, and then treated with 

CAF (50 µg/mL) for 24 h. The NO production was determined using 

Griess reaction. Data were means ± S.E.M. of three independent 

experiments. Asterisks show statistically significant differences from 

treated with CAF alone (p<0.05). 

 

阻害剤 ) を用いて、p38 MAPK、ERK1/2 および SAPK/JNK のそれぞれ

の活性化  (リン酸化 ) を阻害し、CAF の NO 産生誘導作用に与える影

響を調べた。SB203580、U0126 および SP600125 は、CAF が誘導する

p38 MAPK、ERK1/2 および SAPK/JNK の活性化をそれぞれ阻害した  

(Figure 4-7B)。また、CAF の NO 産生誘導は SB203580 および SP600125

によって著しく阻害された。しかし、U0126 でほとんど阻害されなか

った  (Figure 4-8)。これらの結果から、CAF のマクロファージ活性化

には p38 MAPK および SAPK/JNK の細胞内シグナル伝達経路が深く関
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与していることが明らかとなった。  

 

4.4 考察  

本章では、まず、CAF のマクロファージ活性化作用を評価した。CAF

はマクロファージに対して炎症メディエーターである NO や炎症性サ

イトカインである TNF-α および IL-6 の産生を誘導した。これより、

CAF はマクロファージを活性化することが明らかとなった。CAF を脱

硫酸化および脱アセチル化すると、そのマクロファージ活性化作用が

有意に減少した。これら置換基は、自身が活性中心となるか CAF 分子

鎖のコンフォメーションを、活性を示す状態に安定化することで CAF

のマクロファージ活性化に寄与していることが考えられる。硫酸基お

よびアセチル基がマクロファージ活性化にどのような機構で関与して

いるか、今後更なる研究が必要である。  

次に、CAF がどのような作用機構でマクロファージを活性化するか

検討した。一般的に、多糖は細胞膜に存在する様々なパターン認識レ

セプターに認識されることでマクロファージを活性化する。CAF は

TLR4、CD14 や SRA などに認識されることによりマクロファージを活

性化することが分かった。多糖のマクロファージ活性化作用において、

これに関与する膜レセプターの種類には、多糖の種類によって差異が

ある  [Jeon et al., 2000; Han et al., 2001; Lee et al., 2004; Nakamura et al., 



 67

2006]。これは多糖の構造特性に起因していると推測されるが、その詳

細についてはよく分かっていない。  

多糖を認識したパターン認識レセプターは、細胞内の様々なシグナ

ル伝達経路を活性化し、その結果、マクロファージを活性化する。そ

こで、CAF のマクロファージの活性化における、TLR4、CD14 および

SRA の下流の細胞内シグナル伝達経路である MAPK の関与について

検討した  [Schumann et al., 1996; Muzio et al., 1998; Hsu et al., 1998 and 

2001]。これまでに、RAW 264.7 細胞において、MAPK シグナル伝達経

路を介した多糖の NO 産生誘導作用が既にいくつか報告されている  

[Jeon et al., 2000 and 2001; Lee et al., 2004; Yoon et al., 2004; Hsu et al., 

2006; Nakamura et al., 2006]。しかし、多糖の種類によって活性化され

る MAPK シグナル伝達因子に違いが見られる。これも多糖の構造特性

に起因していると推測される。CAF は p38 MAPK、ERK1/2 および

SAPK/JNK の活性化を誘導することが分かった。しかし、CAF の NO

産生誘導作用において p38 MAPK および SAPK/JNK が深く関与してい

ることが明らかとなったが、これに ERK1/2 の関与は認められなかっ

た。既に、マクロファージの NO 産生においては ERK1/2 を除く p38 

MAPK および SAPK/JNK が関与し、またサイトカインの産生において

は p38 MAPK、ERK1/2 および SAPK/JNK が関与していることが報告さ

れている  [Yoon et al., 2004]。すなわち、CAF が誘導した ERK1/2 の活  
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Figure 4-9. Schematic model of signaling pathways involved in 

macrophage activation by CAF. 

 

性化は、マクロファージ活性化において、NO 産生以外の、サイトカ

インの産生を含む他の応答を制御しているのであろう。以上の結果か

ら、CAF はマクロファージの TLR4、CD14 および SRA によって認識

されることが分かった。そして、CAF を認識したこれらのレセプター

は、下流のいくつかの細胞内シグナル伝達因子を経て MAPK を活性化

することにより、マクロファージの活性化を誘導することが明らかと

なった。しかし、これは CAF のマクロファージ活性化作用におけるシ

グナル伝達経路の一部であると考えられる  (Figure 4-9)。  

ところでシイタケ  (Lentinus edodes) 由来のレンチナン  [Taguchi et 

al., 1985; Taguchi, 1987; Tari et al., 1994; Nakano et al., 1999; Kimura et 
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al., 2003] やスエヒロタケ  (Schizophyllum commune) 由来のシゾフィ

ラン  [Okamura et al., 1986] は免疫賦活作用を有する代表的な多糖と

して知られている。これら多糖は肺ガン  [Tsang et al., 2003]、胃腸ガ

ン  [Taguchi et al., 1985]、前立腺ガン  [Tari et al., 1994] ならびに子宮

頸 部 ガ ン  [Okamura et al., 1986] な ど 様 々 な ガ ン の 放 射 線 療 法  

[Okamura et al., 1986]、化学療法  [Taguchi et al., 1985; Taguchi, 1987; 

Nishiwaki et al., 1990; Tari et al., 1994; Saji et al., 1999; Kimura et al., 

2003; Ito et al., 2004] および内分泌療法  [Kosaka et al., 1987; Tari et al., 

1994] におけるアジュバントとして、臨床で利用されている。すなわ

ち、本研究により証明された CAF のマクロファージ活性化作用を活用

した上での新規免疫賦活剤として、CAF が利用可能であると思われる。 
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小括  

 本章では、CAF のマクロファージ活性化作用とその機構について検

討した。CAF はマクロファージを活性化し、NO、TNF-α および IL-6

産生を誘導した。また、TLR4、CD14 または SRA をブロックすること

により、それぞれで CAF の NO 産生誘導作用が低下した。そして、CAF

で処理した RAW 264.7 細胞においては p38 MAPK、ERK1/2 および

SAPK/JNK の活性化が認められた。CAF の NO 産生誘導作用は、

SAPK/JNK または p38 MAPK の活性化を阻害するとで低下したが、

ERK1/2 を阻害してもほとんど影響が認められなかった。以上の結果か

ら、CAF は TLR4、CD14 および SRA に認識され、MAPK  (p38 MAPK

および SAPK/JNK) シグナル伝達経路を介してマクロファージを活性

化することが示された。これらは CAF のマクロファージ活性化作用に

おけるシグナル伝達経路の一部であると考えられる。  
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第 5 章 総括  

 

多糖は動植物の支柱や被覆をなす構造多糖、またエネルギーを貯蔵

する貯蔵多糖として自然界に幅広く存在する。多糖は、それを構成す

る主要な単糖の種類こそさほど多くはないものの、糖組成、配列、結

合様式、アノマー配位や電荷密度において変化に富み、実に多様な物

理化学的・生理学的特性を示す。したがって、多糖の構造特性を解明

することは、その物理化学的・生理学的特性の機構理解や、利用の創

出・拡大に繋がるだろう。  

先 に 、 沖 縄 県 で 養 殖 さ れ て い る オ キ ナ ワ モ ズ ク  (Cladosiphon 

okamuranus TOKIDA) からアセチルフコイダンが分離された  [田幸ら , 

1996; Tako et al., 2000]。オキナワモズク由来アセチルフコイダン  

(CAF) には肝臓コレステロールの上昇抑制作用  [上原ら , 1996]、

Helicobacter pylori の胃細胞への接着防止作用  [Shibata et al., 1999 and 

2000] やマウスの慢性的大腸炎の治癒作用  [Matsumoto et al., 2004] な

ど、様々な生理活性が報告されている。  

本研究では、CAF の構造特性を解析し、新たな生理活性について探

索を行った。CAF は α-1,3-結合の L-フコース残基を主鎖とし、側鎖と

して主鎖の L-フコース残基の C-2 に D-グルクロン酸残基が置換してい

る。また、硫酸基が D-グルクロン酸残基の置換していない主鎖の L-
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フコース残基の C-4 に置換している。さらに、CAF にはアセチル基が

置換していることが分かっている。しかし、その置換位置については

これまで明らかにされていなかった  [Nagaoka et al., 1999; Tako et al., 

2000; Sakai et al., 2003]。そこで、第 2 章では CAF とその脱硫酸化-脱

アセチル化物をメチル化分析し、その化学構造を提案した  (Figure 

2-4）。この化学構造は、先に Nagaoka らおよび Sakai らによって提案

された構造とよく類似しているが  [Nagaoka et al., 1999; Sakai et al., 

2003]、新たに、CAF のアセチル基は D-グルクロン酸残基が置換して

いない主鎖の L-フコース残基の C-4 に置換していることが示された。 

多糖の有する硫酸基は血管新生抑制作用、血液凝固抑制作用および

細胞増殖阻害作用に対して重要な働きをしていることが知られており、

その硫酸化度と生理活性強度には相関性があることが分かっている  

[Ferial et al., 2000; Koyanagi et al., 2003]。CAF は、硫酸基が主鎖の L-

フコース 2 残基に 1 残基の割合でその C-4 に置換している程度であり、

その硫酸化度は他の海藻に由来するフコイダンと比較して高くはない  

[Patankar et al., 1993; Tako et al., 1999 b; Sakai et al., 2003; Shiroma et al., 

2003]。したがって、CAF を過硫酸化することにより、その生理活性を

制御することが出来ると考えた。そこで、第 2 章ではさらに、過硫酸

化 CAF を調製してその化学特性を検討した。CAF は主鎖の L-フコー

ス残基の C-4 のみに硫酸基が置換しているが、過硫酸化 CAF は、さら
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に、主鎖の L-フコース残基の C-2 へ硫酸基が置換していることが示唆

された。  

次に、第 3 章では、U937 細胞における過硫酸化 CAF の細胞傷害活

性とその作用機構について検討した。その結果、過硫酸化 CAF はカス

パーゼ 3 および 7 の関与するアポトーシスを誘導することにより、細

胞傷害活性を示していることが明らかとなった。一般的に、多くの抗

ガン剤は腫瘍細胞にアポトーシスを誘導することで抗ガン作用を示す

ことが知られている  [Kaufman, 1989; Hannaun, 1997; Kanno et al., 

2004]。したがって、過硫酸化 CAF は抗ガン剤やその開発におけるモ

デル物質として利用することが出来る可能性が推測された。  

さらに、第 4 章では、RAW 264.7 細胞を用いて CAF のマクロファー

ジの活性化作用とその作用機構について検討した。その結果、CAF は

マクロファージを活性化し、NO、TNF-α および IL-6 の産生を誘導す

ることが分かった。また、CAF は細胞の膜レセプターである TLR4、

CD14 および SRA によって認識され、細胞内の MAPK シグナル伝達経

路を介してマクロファージを活性化することが明らかとなった。現在、

レンチナンやシゾフィランなどの多糖は、ガン治療において免疫賦活

剤として既に利用されている  [Taguchi et al., 1985; Kosaka et al., 1987; 

Taguchi, 1987; Tari et al., 1994; Nakano et al., 1999; Kimura et al., 2003]。

すなわち、本研究により証明された CAF のマクロファージ活性化作用



 74

を活用した上での新規免疫賦活剤として、CAF が利用可能であると思

われる。  

ところで、本研究では、CAF の硫酸基およびアセチル基はその生理

活性に深く関与していることが示された。これら置換基は、自身が活

性中心となるか、または CAF 分子鎖のコンフォメーションを、生理活

性を示す状態に安定または変移させることで、CAF の生理活性に関与

している可能性がある。多糖の化学修飾によりこれら置換基を付加、

または除去することは、その生理活性の機構を解明する上での一つの

手法である。また、多糖の生理活性を制御し、さらには、新たな生理

活性を付加することができる手法でもある。要するに、多糖の化学修

飾は、多糖の工業的利用や医薬品開発などにおいて有用である。今後、

多糖の構造と生理活性の相関性について更なる研究が必要であると考

えられる。  

以上のように、本研究では CAF の構造特性を明らかにし、また、そ

の生理活性と作用機構を示した。多糖の構造特性解明は、その物理化

学的・生理学的特性の機構理解に重要である。また、多糖の生理活性

と作用機構を明らかにすることは、これらの新たな利用に繋がる可能

性がある。最後に、本研究が CAF の利用開発や需要拡大への一助とな

ることを期待する。  
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