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要約 

 

フコイダンは数種類の褐藻類の細胞壁において見出される独自の構造を有する硫酸化多糖

類であり、近年、特に酵素消化フコイダン抽出物において、その抗腫瘍能のため大いに注

目を集めている。本研究では、ヒト腫瘍細胞の in vitro での浸潤と血管新生能に及ぼす、海

藻モズク Cladosiphon novae-caledoniae kylin から調製された酵素消化フコイダン抽出物の効

果を評価した。まず、腫瘍細胞の酸化ストレスに及ぼすフコイダン抽出物の効果を評価し、

フコイダン抽出物処理時の細胞内 H2O2 濃度及び腫瘍細胞からの H2O2 放出双方の大幅な抑

制を実証し、フコイダン抽出物が腫瘍細胞の酸化ストレスを改善することを示した。次に、

ヒト線維肉腫 HT1080 細胞の浸潤能に及ぼすフコイダン抽出物の効果を試験し、恐らくはマ

トリクス・金属プロテアーゼ（MMPs）MMP-2/9 活性の抑制を介した、フコイダン抽出物に

よる浸潤の有意な抑制が示された。さらに、ヒト子宮癌 HeLa 細胞の血管新生に及ぼすフコ

イダン抽出物の効果を調べ、フコイダン抽出物が血管新生因子である血管内皮細胞増殖因

子（VEGF）の発現と分泌を抑制して、腫瘍細胞の血管細管形成を抑制することを見出した。

結果をまとめると、Cladosiphon novae-caledoniae kylin からの酵素消化フコイダン抽出物が腫

瘍細胞の浸潤と血管新生に抑制効果を及ぼすことが明らかとなった。これらの効果は、少

なくとも部分的には酵素消化フコイダン抽出物の抗酸化能によって発現されるのであろう。 



 2

 

 

序文 

 

転移は癌治療／療法における主要な問題であり、癌細胞の転移にはいくつかの連続して起

こる段階がある。癌細胞は血流またはリンパ系を介して癌の原発部位から他の身体部分に

移動し、細胞外マトリクス（ECM）を吸収して、その周囲のタンパク質を分解する。マト

リクス・金属プロテアーゼ（MMPs）は腫瘍浸潤に関与する鍵酵素であり、MMPs はコラー

ゲン、プロテオグリカン、エラスチン、ラミニン、フィブロネクチンなどの ECM タンパク

質を分解する（Johnson et al. 1998）。ヒトでは、MMP-2（ゼラチナーゼ A/Mr 72,000 IV 型コ

ラゲナーゼ）及び MMP-9（ゼラチナーゼ B/Mr 92,000 IV 型コラゲナーゼ）が、IV 型コラー

ゲン分解の主要酵素と考えられており、 IV 型コラーゲンは基底膜の主成分である

（Westermarck and Kahari 1999）。MMP-2 及び MMP-9 ともに様々な悪性腫瘍で多量に発現

しており（Johnsen et al. 1998）、浸潤や転移の一因となっている（Liabakk et al. 1996）。 

腫瘍血管新生は、既存の血管からの血管内皮細胞による新しい毛細血管の形成で

あり、既存の血管から遠く離れた腫瘍細胞に栄養を供給するための重要な機構である。腫

瘍血管新生は、線維芽細胞増殖因子（FGF）、血小板由来増殖因子（PDGF）、血管内皮細

胞増殖因子（VEGF）などの血管新生因子によって制御されると考えられる。VEGF は高度

に保存された二量体のヘパリン結合糖タンパク質であり、正常及び異常な血管新生の調節

において極めて重要な役割を果たす（Ferrara 1993）。現在、活性酸素種（ROS）が血管新

生の調節に関与していると考えられており、ROS も VEGF 発現を調節しており、ROS 消去

剤が理想的な抗血管新生剤となることを示唆している。 

フコイダンは数種類の褐藻類の細胞壁において見出される独自の構造を有する硫酸化多糖

類である。近年、フコイダンはその強力な抗腫瘍能のため、臨床において大いに注目を集

めており、精力的に研究されてきた。フコイダンは in vivo において腫瘍細胞の増殖を抑制

し、腫瘍に対する免疫系を活性化させる（Usui et al. 1980; Yamamoto et al. 1984; Noda et al. 

1990; Itoh et al. 1993; Zhuang et al. 1995; Maruyama et al. 2003）。硫酸化はフコイダンの抗腫瘍

活性を高めた（Yamamoto et al. 1984）。小柳らは（2003）、フコイダンがヒト臍帯静脈内皮

細胞（HUVEC）の移動後の細管形成を抑制し、その化学的過硫酸化が抑制能を高めること

を報告した。彼らは、フコイダンが VEGF 受容体への VEGF の結合を阻害することを示し

た。最近では、ラジカル分解により調製された低分子量フコイダン（分子量約 4 kDa）が、

内皮細胞の塩基性線維芽細胞増殖因子誘発性の細管形成を促進させることが報告されてい

る（Chabut et al. 2003, 2004）。今回、トンガ王国原産のモズク Cladosiphon novae-caledoniae 

kylin からの酵素消化フコイダン抽出物が、細胞内 ROS を消去し、腫瘍細胞の浸潤、血管新

生能を抑制するという最初の証拠を示す。 
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材料と方法 

 

フコイダン及び試薬の調製 

 

トンガ王国原産の海藻モズク Cladosiphon novae-caledoniae kylin から調製されたアワビ・グ

リコシダーゼ消化フコイダン抽出物は、“パワー・フコイダン”という製品名で市販され

ており、研究のために第一産業株式会社（日本 大阪）から提供された。希釈していない原

液（pH 3.7）を NaOH で pH 7.0 に中和した。2,200 × g、15 分間の遠心分離によって沈殿

物を除去した。次に、0.2 μm 孔のフィルター（Millipore、米国マサチューセッツ州）で上清

を 滅 菌 し 、 “ フ コ イ ダ ン 抽 出 物 （ 43.5 mg/mL ） ” と し て 4 ℃ で 保 存 し た 。

2´,7´-Dichlorodihydro-fluorescin diacetate（H2DCFDA）は Molecular probes 社（米国オレゴン

州ユージーン）から購入した。 

2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt

（WST-1）は和光純薬工業株式会社（日本 大阪）から購入した。マトリゲルと I 型コラー

ゲンはフナコシ株式会社（日本 東京）から入手した。ヒト VEGF イムノアッセイ・キット

は R&D システム社（米国ミネソタ州）から入手した。血管新生細管染色キット（CD31 染

色用）は TCS Cellworks 社（英国バッキンガム）から購入した。 

 

 

細胞培養と処理 

 

ヒト線維肉腫細胞株 HT1080、ヒト子宮癌細胞株 HeLa、ヒト正常線維芽細胞株 TIG-1 を、

10%ウシ胎仔血清（FBS）（Biowest 社、フランス）、2 mM L-グルタミン、10 mM HEPES

添加イーグル最少必須培地（MEM：Invitrogen 社、米国カリフォルニア州カールズバッド）

（10% FBS/MEM）で培養した。HUVEC は EBM-2 培地（Cambrex 社、米国メリーランド州）

で培養した。フコイダン抽出物（最終濃度：10~20%）を 10 × MEM と混和し、MilliQ 水

で希釈した。フコイダン抽出物での処理は下記のように実施した。 

 

 

細胞生存率アッセイ 

 

HT1080 細胞（5 × 105細胞/ウェル）を 24 ウェル・プレートに播種し、5% CO2、37℃で、

24時間 10% FBS/MEM中で培養後、フコイダン抽出物含有 10% FBS/MEMで培地交換して、

細胞をさらに 24 時間培養した。次に、培地を除き、500 μL の WST-1 試薬をウェルに添加

し、プレートを 37℃で 2 時間インキュベートした。100 μL の反応液を新しい 96 ウェル･マ
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イクロプレートに移し、マイクロプレート・リーダー（Tecan、スイス マネドルフ）を使用

して 450 nm での吸光度を測定した。 

 

 

細胞内 H2O2のフローサイトメトリー解析 

 

H2DCFDA は細胞透過性を有する活性酸素種の指示物質であり、細胞内エステラーゼによっ

てアセテート基が外され、細胞内で酸化が生じて初めて蛍光を発する。HT1080 細胞をフコ

イダン抽出物含有 MEM で 24 時間前処理し、5 μM H2DCFDA と 37℃、30 分間インキュベ

ートした。2´,7´-dicholorofluorescein（DCF）の蛍光強度をフローサイトメーター（EPICS XL 

system II、Beckman Coulter 社、米国フロリダ州マイアミ）で測定した。 

 

 

H2O2 放出の測定 

 

Ruch らの方法（1983 年）に従って、HeLa 細胞から培地中への H2O2放出を分析した。この

蛍光法は、H2O2 及び西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ存在下でのホモバニリン酸のその蛍光

性二量体への変換に基づいている。HT1080 細胞をフコイダン抽出物で 24 時間処理後、ま

ず細胞を PBS で洗い、800 μL の反応バッファー（pH 7.4 のフェノールレッド不含ハンクス

平衡塩溶液中 100 μMホモバニリン酸、5ユニット/mL西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ IV型、

1 mM HEPES）とインキュベートした。同じ方法で反応バッファーのみを処理して、対照と

して用いた。30 分間のインキュベート後、この溶液を回収して、0.1 M グリシン-NaOH バ

ッファーで pH 10.0に調整した。励起波長 321 nm、発光波長 421 nmの蛍光分光光度計（F-2500、

日立、日本 東京）で蛍光を測定した。0~10 mM の濃度範囲の H2O2を用いて作成した検量

線によって溶液中の H2O2 濃度を推定した。検量線を描くために利用した溶液中の正確な

H2O2 濃度は、吸光係数 43.6 M-1 cm-1 を用いて 240 nm での分光光度法で測定された。 

 

 

マトリゲル浸潤アッセイ 

 

700μL の 10 μg フィブロネクチン含有無血清 MEM で 24 ウェル・マイクロプレートの各ウ

ェルをコーティングした。次に 8 μm チェンバー（クラボウ社、日本 大阪）の上部を 20 μL

のマトリゲルで、下部を 10 μL コラーゲンでコーティングした。次に、24 ウェル・マイク

ロプレートにチャンバーを挿入した。HT1080 細胞をフコイダン抽出物で 24 時間前処理し、

チャンバーに播種して（1 × 105細胞/ウェル）、37℃で 12 時間培養した。コラーゲンの下

面に侵入した細胞を固定し、Diff-Quik（Sysmex、日本 兵庫）染色して、光学顕微鏡下で任
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意の 3 つの視野について数えた。 

 

 

ザイモグラフィーアッセイ 

 

HT1080細胞を 10% FBS/MEM中で一晩培養し、続いてフコイダン抽出物含有 10% FBS/MEM

で 24 時間処理した。2 mL の新しい無血清 MEM で培地交換し、細胞をさらに 24 時間培養

した。上清を回収して、超遠心分離法（Millipore）によって濃縮した。濃縮済み培地 5 μL

を 2 × サンプル･バッファー（0.25 M Tris-HCl、pH 6.0、8.5%グリセロール、4%SDS、0.01%

ブロモフェノール・ブルー）5 μL と混和させ、ゼラチン含有ゲル（7.5%ポリアクリルアミ

ド及び 2 mg/mL ゼラチン）を用いて電気泳動した。電気泳動後、2.5% Triton X-100 で 3 回、

10 分間ゲルを洗浄し、インキュベーション・バッファー（50 mM Tris-HCl、pH 7.6、10 mM 

CaCl2、50 mM NaCl、0.05% Brij35）と 37℃で一晩インキュベートさせた。インキュベーシ

ョン後、室温で 1 時間、ゲルを CBB 溶液（0.25%クマシー・ブルーR250、40%メタノール、

10%酢酸）で染色して、40%メタノールと 10%酢酸で脱色させた。 

 

 

半定量 RT-PCR 

 

メーカーの説明書に従って、GenElute Mammalian Total RNA isolation kit（シグマ、ミズーリ

州セントルイス）を使用して全 RNA を単離した。増幅用プライマー配列は、GAPDH：

5´-AC-CACAGTCCATGCCATCAC-3 （́フォワード）5´-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3 （́リ

バース）、MMP-2：5´-TTCTATGGCTGCCCCAAGGAGAGCTGCAAC-3´（フォワード）

5´-CAG-CTCAGCAGCCTAGCCAGTCGGATTTGA-3´ （ リ バ ー ス ） 、 VEGF ：

5´-GGGCCTCCGAAACCATGAAC-3（́フォワード）5´-CTGGTTCCCGAAACCCTGAG-3（́リ

バース）であった。PCR 条件は、94℃30 秒、58℃30 秒、72℃1 分を 30 サイクル（GAPDH）、

94℃45 秒、60℃45 秒、72℃1 分を 30 サイクル（MMP-2）、94℃45 秒、60℃45 秒、72℃1

分を 35 サイクル（VEGF）であった。 

 

 

培地中に分泌された VEGF の測定 

 

HeLa 細胞（5 × 105細胞/ウェル）を 10% FBS/MEM の入った 24 ウェル･プレートに一晩播

種した。次にフコイダン抽出物を含む無血清 MEM で培地交換し、さらに 24 時間培養した。

新しい無血清 MEM で培地交換して、細胞をさらに 24 時間培養した。上清を回収して、メ

ーカーのプロトコールの方法に従って、VEGF の分泌量を測定した。 
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細管形成アッセイ 

 

HeLa 細胞（1 × 106細胞）を 10% FBS/MEM の入った 90mm ディッシュに一晩播種した。

無血清 MEM またはフコイダン抽出物含有 MEM で培地交換して、細胞を 24 時間培養し、

次に無血清 MEM でさらに 72 時間培養した。培養済み培地を回収し、0.2 μm フィルターで

ろ過した。共培養系で細管形成アッセイを実施した。HUVEC 細胞を 1：40 の比率で TIG-1

細胞と混和させ、24 ウェル・マイクロプレートに播種し、EBM-2 培地中で一晩培養した。

培地を除いて、腫瘍細胞培養済み培地と EMB-2 との 2：1 の混合液を添加した。2 日ごとに

培地交換した。形成した細管を HUVEC 特異的マーカーCD31（PECAM-1）で検出した。簡

単に説明すると、11 日目に培地を完全に除き、共培養プレートは 70%エタノール溶液で 30

分間固定した。1%BSA 含有 PBS でのインキュベーション後、共培養プレートをマウス抗ヒ

ト CD31 抗体とともに 60 分間インキュベートし、続いてアルカリフォスファターゼ抱合ヤ

ギ抗マウス IgG 二次抗体とともにさらに 60 分間インキュベートした。プレートの洗浄後、

細管が濃い紫色になるまで、BCIP/NBT 基質を添加した。血管新生定量用ソフトウェア

（AngioSys 1.0 TCS、Cellworks 社、英国）によって記録画像を解析した。細管形成の評価の

ために、ウェル当たり任意の 12 視野を撮影した。 

 

 

結果 

 

フコイダン抽出物の調製及びその特性 

 

高分子量フコイダンを含む抽出物を海藻 Cladosiphon novae-caledoniae kylin から純度 85%で

精製し、アワビ・グリコシダーゼで消化し、フコイダン抽出物として本研究で使用した。

TSK-gel G3000PWXL（東ソー、日本 東京）を使用したサイズ排除クロマトグラフィーによ

ってフコイダン抽出物の分子組成を評価し、フコイダン抽出物が低分子量（MW）消化画分

（72%、MW：<500）及び未消化画分[28%未満、ピーク MW：800 kDa（データ未掲載）]

から成ることが確認された。TAK-gel Sugar AXG カラム（東ソー）を備えた蛍光分光光度計

（LC-9A、島津、日本 京都）によってさらに糖組成を評価し、フコイダン抽出物中の糖が

フコース（73%）、キシロース（12%）、マンノース（7%）で主に構成されることを示し

た（データ未掲載）。フラスコ燃焼法及びイオン・クロマトグラフィ法によって測定され

た硫酸化率は 14.5%であった。これらの結果をまとめて、本研究で用いたフコイダン抽出物

が、未消化フコイダンの他、消化フコイダン及び他の物質の混合物で主に構成されると考

えた。 
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腫瘍細胞の生存に及ぼすフコイダン抽出物の効果 

 

HT1080 細胞及び HeLa 細胞の生存に及ぼすフコイダン抽出物の効果を評価するために、異

なる濃度（1~80%）のフコイダン抽出物で細胞を二日間処理し、WST-1 アッセイによって

細胞増殖を評価した。図 1 に示すように、20%未満のフコイダン抽出物を暴露させた場合、

HT1080 細胞の生存への顕著な効果は認められなかった。さらに、20%未満のフコイダン抽

出物の暴露では、HeLa 細胞の生存に影響を及ぼさなかった（データ未掲載）。腫瘍細胞の

増殖に及ぼすフコイダン抽出物の毒性効果を除外するために、実験を通じて 20%未満のフ

コイダン抽出物を用いた。 

 

 

フコイダン抽出物の濃度（%） 

A
45

0 n
m

 

 

図 1. HT1080 細胞の生存に及ぼすフコイダン抽出物の効果。 

HT1080 細胞の生存に及ぼすフコイダン抽出物の効果を検証するために、異なる濃度のフコイダ

ン抽出物（11.0 mg/mL, 100%）で細胞を二日間処理し、WST-1 アッセイにより細胞増殖を評価し

た。 
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フコイダン抽出物は腫瘍細胞における H2O2の蓄積と放出を減少させる 

 

次に、HT1080 細胞内でのフコイダン抽出物の H2O2 消去能を調べた。HT1080 細胞内での

H2O2 産生を測定するために、H2DCFDA を使用した。フコイダン抽出物含有 MEM で HT1080

細胞を 24 時間前処理し、5 μM H2DCFDA とともに 37℃で 30 分間インキュベートした。図

2a に見られるように、フコイダン抽出物によって HT1080 細胞内の H2O2 が消去されること

が示された。フコイダン抽出物によってHeLa細胞内のH2O2も消去された（データ未掲載）。

さらに、フコイダン抽出物での処理で、HeLa 細胞から培地中への H2O2 放出も顕著に減少

した（図 2b）。これらの結果は、フコイダン抽出物が ROS 誘発性の酸化ストレスを軽減さ

せ、細胞及びその周辺の酸化ストレスを低下させることを示唆する。 

 

 (a) (b)

DCF 

細
胞

数
 

フコイダン抽出物の濃度（％） 

H
2O

2
放

出
（
％

）
 

 

図 2. フコイダン抽出物は腫瘍細胞での H2O2の蓄積と放出を減少させる。（a）HT1080 細胞内

でのH2O2産生を測定するために、H2DCFDAを使用した。フコイダン抽出物を含む10% FBS/MEM

で HT1080 細胞を 24 時間前処理して、37℃、30 分間、5 μM H2DCFDA とインキュベートした。

フローサイトメーターを使用して DCF の蛍光強度を測定した。横軸は DCF の蛍光強度を示して

おり、これは HT1080 細胞内での酸化状態を示している。縦軸は細胞数を示している。（b）Ruch

らの方法（1983 年）に従って、HeLa 細胞から培養液中への H2O2 放出を分析した。この蛍光法

は、H2O2 及び西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ存在下でのホモバニリン酸のその蛍光性二量体へ

の変換に基づいている。励起波長 321 nm、発光波長 421 nm の蛍光分光光度計で蛍光強度を測定

した。独立した 3 回の実験での平均値±標準偏差でデータを表した。スチューデント t-検定を利

用し、結果は統計的に有意であった（**p < 0.01; n = 3）。 
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フコイダン抽出物は HT1080 細胞の浸潤を抑制する 

 

MMP-2 及び MMP-9 は腫瘍細胞から分泌され、腫瘍細胞の浸潤に関与している。最初に、

MMP-2の転写に及ぼすフコイダン抽出物の効果を調べるために、RT-PCR解析を実施した。

図 3a は、フコイダン抽出物での処理時、HT1080 細胞での MMP-2 の転写が若干低下するこ

とを示している。次に、培地中の MMP-2 及び MMP-9 の濃度を検知するために、酵素電気

泳動法を実施した。図 3b に見られるように、フコイダン抽出物での処理時、HT1080 から

分泌される両酵素の活性は低下した。最後に、マトリゲル浸潤アッセイによって、フコイ

ダン抽出物処理済み HT1080 細胞の浸潤能を調べた。図 3c に見られるように、フコイダン

抽出物での処理時、マトリゲルに侵入する細胞数も減少した。まとめると、これらの結果

は全て、フコイダン抽出物が腫瘍細胞の浸潤能を減弱させることを示唆している。 

 

 (a) フコイダン抽出物（％） 

フコイダン抽出物（％） 

対
照

 
対

照
 

MMP-2

GAPDH

MMP-9
MMP-2

MMP-9
MMP-2

細
胞

数
（
％

）
 

フコイダン抽出物の濃度（％） 

(b) 

(c)

 

図 3. フコイダン抽出物は HT1080 細胞の浸潤を抑制する。（a）フコイダン抽出物を含む 10% 

FBS/MEM で HT1080 細胞を 24 時間前処理後、全 RNAs を調製し、MMP-2 及び GAPDH に関す

る RT-PCR 解析を実施した。Image Gauge 4.0 ソフトウェア（富士フィルム、東京）で解析した

RT-PCR の数値データを写真の上に示している。（b）フコイダン抽出物を含む 10% FBS/MEM

で HT1080 細胞を 24 時間前処理後、2 mL の無血清 MEM で培地交換し、さらに 24 時間細胞を

培養した。上清を濃縮し、酵素電気泳動法にかけた。Image Gauge 4.0 ソフトウェアで解析した

酵素電気泳動法の数値データを酵素電気泳動写真の上に示している。（c）フコイダン抽出物を

含む 10% FBS/MEM で HT1080 細胞を 24 時間前処理後、1 ウェル当たり 1 × 105個の細胞をチ

ェンバー内に播種し、37℃で 12 時間培養した。コラーゲンの下面に侵入している細胞を固定し、

Diff-Quick 染色した。光学顕微鏡下での任意の 3 つの視野について侵入した細胞を数えた。独立

した 3 回の実験での平均値±標準偏差でデータを表した。スチューデント t-検定を利用し、結果

は統計的に有意であった（*p < 0.05; **p < 0.01; n = 3）。 
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フコイダン抽出物は VEGF の発現と分泌を抑制する 

 

VEGF と H2O2 は既知の血管新生因子である。図 2 に見られるように、フコイダン抽出物は

H2O2 の蓄積と放出を減少させ、腫瘍細胞の血管新生能を低下させる可能性がある。このた

め、次に VEGF の発現に及ぼすフコイダン抽出物の効果を調べた。図 4a に見られるように、

フコイダン抽出物での処理時、HeLa 細胞での VEGF 発現は大幅に抑制された。この結果と

一致して、フコイダン抽出物での処理時、VEGF の分泌も抑制された（図 4b）。これらの

結果は全て、フコイダン抽出物が、H2O2放出の減少及び VEGF 分泌の抑制によって、腫瘍

細胞の血管新生能を低下させることを実証している。 

 

(a) 
フコイダン抽出物（％） 

対
照

 

VE
G

F
の

分
泌

量
（
pg

/m
L ）

 

フコイダン抽出物の濃度（％） 

(b)

 

図 4. フコイダン抽出物は HeLa 細胞での VEGF の発現と分泌を抑制する。（a）10% FBS/MEM

で HeLa 細胞を 24 時間培養後、フコイダン抽出物を含む無血清 MEM で培地交換し、さらに 24

時間細胞を培養した。全 RNA 調製後、VEGF について RT-PCR を実施した。Image Gauge 4.0 ソ

フトウェアで解析した RT-PCR の数値データを写真の上に示している。（b）上記の様に処理し

た HeLa 細胞の上清を新しい無血清 MEM と交換し、さらに 24 時間培養後、VEGF 分泌を測定す

るために上清を回収した。VEGF の測定方法は、「材料と方法」に記載した。独立した 3 回の実

験での平均値±標準偏差でデータを表した。スチューデント t-検定を利用し、結果は統計的に有

意であった（*p < 0.05; n = 3）。 
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フコイダンは腫瘍血管新生を抑制する 

 

次に共培養系を用いて、腫瘍血管新生に及ぼすフコイダン抽出物の効果を調べた。無細胞

培養済み培地（対照）と比較して、HeLa 細胞培養済み培地（HeLa CM）により、全ての試

験項目で血管の細管形成が顕著に増加することを結果は示した。対照的に、フコイダン抽

出物で処理された HeLa 細胞培養済み培地（フコイダン ex.-HeLa）では、細管形成アッセイ

での全パラメータが大幅に抑えられた（図 5）。これらの結果は、フコイダン抽出物が腫瘍

細胞の血管新生を抑制することを示している。 

 

 

相
対

細
管

形
成

 

総面積 接合数 細管数 全長

   対照 
   HeLa CM 
   フコイダン抽出物 

HeLa CM 

 

図 5. フコイダンは血管の細管形成を抑制する。 

EBM-2 と非細胞処理 MEM の混合物（対照）、HeLa 細胞培養済み MEM（HeLa CM）、フコイ

ダン抽出物処理済み HeLa 細胞培養済み MEM（フコイダン抽出物 HeLa CM）をそれぞれ 1：2

の割合で HUVEC/TIG-1 共培養系に供した。11 日目に、細管染色キットによって細管形成を検出

し、位相差顕微鏡下で可視化した。血管新生の定量分析用ソフトウェアを用いて写真を分析した。

1 ウェル当たり任意の 12 視野での細管形成を評価した。独立した 3 回の実験での平均値±標準

偏差でデータを表した。スチューデント t-検定を利用し、結果は統計的に有意であった（*p < 0.05, 

**p < 0.01; n = 3）。 

 

 

考察 

 

フコイダンは抗腫瘍活性を有することが報告されている（Soeda et al. 1994; Haroun-Bouhedja 

et al. 2002）。しかし、フコイダンが腫瘍細胞の浸潤や血管新生を抑制する機序は明確には

解明されていない。本研究では、海草 Cladosiphon novae-caledoniae kylin に由来し、アワビ・
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グリコシダーゼで消化されたフコイダン抽出物を使用した。フコイダン抽出物は、糖組成

分析によって主にフコースから成り（73%）、またサイズ排除クロマトグラフィーによって

低分子量の消化画分（72%, MW：<500）から成ることが見出され、従って、フコイダン抽

出物は主に消化フコイダンから成った。本研究では、腫瘍細胞の浸潤・血管新生能に及ぼ

すこの新規フコイダン由来物質の機能性の評価を試みた。 

腫瘍細胞は、正常細胞と比較して（Szatrowski and Nathan 1991）、MMP-2 及び MMP-9

濃度の上昇とともに（Johnsen et al. 1998）、高レベルの酸化ストレスを伴い、これは腫瘍細

胞での酸化ストレスと MMP-2/9 発現の相関関係を強く示唆している（Belkhiri et al. 1997; 

Gurjar et al. 2001; Grote et al. 2003; Kolev et al. 2003）。さらに、細胞内酸化ストレスの軽減に

よって、MMP-2/9 が下方制御される。実際に、数種のフコイダン由来物質が in vitro または

in vivo での抗酸化能を示している（Xue et al. 1998, 2001; Ruperez et al. 2002; Zhang et al. 2003）。

Cladosiphon novae-caledoniae kylin からのフコイダン抽出物が HT1080 細胞の細胞内 H2O2 及

び H2O2放出をともに効果的に減少させ、これによって、MMP-2/9 発現の抑制、その結果と

しての浸潤能の抑制をもたらし得ることを我々は実証した。フコイダン抽出物による ROS

減少の機序は解明していないが、フコイダン抽出物がスーパーオキシド・ジスムターゼや

グルタチオン・ペルオキシダーゼなどの抗酸化酵素を活性化させると推測できる。 

H2O2 放出は、癌細胞の血管新生過程での誘引の 1 つと考えられる（Szatrowski and 

Nathan 1991）。腫瘍増殖中、in vitro でのエタノール誘発性血管新生において H2O2が極めて

重要な役割を果たすことが報告されている（Qian et al. 2003）。腫瘍血管新生は腫瘍からの

VEGF 産生と直接の相関があると考えられているものの（Berkman et al. 1993; Guidi et al. 

1995; Wizigmann-Voos et al. 1995; Mattern et al. 1996; Suzuki et al. 1996; Balsari et al. 1999）、

H2O2も多くの細胞株での顕著なVEGF発現誘導の原因となる（Brauchle et al. 1996; Chua et al. 

1998; Cho et al. 2001; Masuda et al. 2002; Zhu et al. 2002）。このように、腫瘍細胞やその周辺

での ROS 消去及び ROS ストレスの減少は、H2O2放出の抑制及び VEGF 発現の下方制御を

介して腫瘍細胞の血管新生を抑制するはずである。 

数種の酸化防止剤が腫瘍血管新生を抑制する。N-アセチル・システイン（NAC）

は、VEGF 産生の抑制を介して（Albini et al. 2001）、また強力な内皮アポトーシス因子であ

るアンギオスタチンの産生を促進することで（Agarwal et al. 2004）腫瘍血管新生を抑制する。

ビタミン E は、外因性 H2O2 誘発性の細管形成を抑制し（Tang and Meydani 2001）、VEGF

発現の抑制を介してメラノーマの血管新生を抑制することが（Malafa et al. 2002）示されて

いる。本研究では、Cladosiphon novae-caledoniae kylin からの酵素消化フコイダン抽出物での

処理時の細胞内 ROS 濃度及び H2O2放出の低下が、MMP-2/9 活性及び VEGF 発現の低下、

さらにその結果としての腫瘍細胞の浸潤抑制及び細管形成抑制の原因であった。フコイダ

ン抽出物の有効成分は不明である。フコイダンの低分子量硫酸含有物の抗酸化活性への関

与が報告されている（Xue et al. 2001, 2004; Quanbin et al. 2003）。他方で、フコイダンの過

硫酸化は、抗腫瘍浸潤（Soeda et al. 1994）及び血管新生活性（Koyanagi et al. 2003）を増進
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させ得る。未消化、高分子量フコイダン抽出物では、HT1080 細胞内の ROS を消去せず、

MMP-2 mRNA 発現を促進しないことを認めた（データ未掲載）。従って、海草モズクから

の酵素消化フコイダン抽出物中の有効成分は、低分子量、硫酸化画分と考えられる。一方

で、抗酸化カロチノイド、フコキサンチンなどの低分子量の有効成分が（Okuzumi et al. 1990, 

1993; Hoyoku 1995）、フコイダン抽出物の酵素消化によって放出されるという別の可能性

も考えられる。酵素消化フコイダン抽出物中の有効成分に関する一層の研究が必要とされ

る。 
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