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褐藻に含まれるカロテノイ ドの腫瘍細胞に対する増殖抑制効果

田中彰,大 田智樹,吉 川修司,錦 織孝史

Antiproliferative effect of carotenoids from brown algae on cancer cells

Akira Tanaka,Tomoki Ohta,Shuji Yoshikawa and Takafumi Nishikiori

The antiproliferative effect of a carotenoid-containing extract from the brown algae, Costaria costata

(Sujime) and Alaria praelonga (Ainu-wakame) was investigated using cultured cancer cells. The

carotenoids of 
'Sujime' 

and 
'Ainu-wakame' 

were mainly composed of fucoxanthin. The carotenoid

fraction suppressed cell growth in HL-60 cells considerably in a dose-dependent manner, but only

slightly in MKN-45 cells. Furthermore, these fractions suppressed cell growth in WI-38 VA13 cells that

transformed fibroblast WI-38 cells, considerably in a dose-dependent manner, but not in WI-38 cells.

These results suggest that the carotenoid fraction containing mainly fucoxanthin from 
'sujime' 

and
'Ainu-wakame' 

has selective antiproliferative properties.

カロテノイド色素は陸上植物や動物,細 菌類に至るま

での広い範囲に多種多様に存在し,こ れまで,構 造が決

定されているものだけでも700種類以上にも及ぶ1).食

品に含まれるカロテノイド色素として, β―カロテンや

リコペン,β―クリプトキサンチンなどが知られており,

抗酸化活性や抗腫瘍活性などの生体調節機能があること

が報告されている
2)3)4)5).近

年,健 康の維持や生活

習慣病の予防に関心が高まる中,カ ロテノイド色素を多

く含む野菜や果物が,錠 剤やソフトカプセルなどのサプ

リメントヘの加工利用など,機 能性食品として関心が高

まっている。水産物にはカロテノイドとしてフコキサン

チンやアスタキサンチンが含まれることが知られている
1)6).フ コキサンチンはワカメやヒジキなどの褐藻類に

含まれ,抗 酸化および抗腫瘍活性があることが報告され

ている
7)8)9)Ю)11).北

海道にはコンブなどの褐藻類が

豊富に存在しているが,こ れまで,そ のカロテノイド色

素についで分析された例はほとんど見当たらない。コン

ブは北海道の主要な水産資源であるが,食 品としての利

用用途は 「だしJ用 としての葉売りや佃煮などの簡易な

加工利用にとどまり,需 要や価格が伸び悩んでいる。ま

た,ス ジメやアイヌワカメなどの褐藻類は食材としての

利用が見込めないことから,豊 富に存在することが確認

されているものの,ほ とんど活用されていない そ の一

方で、ガゴメコンブはあまり活用さていなかったが、抗

腫瘍効果があると言われているフコイダンを多く含むこ

とから注目され,こ れを原料とした健康食品が数多く開

発され,ガ ゴメコンブの需要は急速に拡大している.こ

のように,食品素材としての利用価値を高めるためには,

健康を調節する機能が 1つの重要なキーポイントになる

と考えられる。本研究では,こ れまでほとんど利用され

てない褐藻である,ス ジメ (Cθs″″″θθ磁 ″)と アイヌ

ワカメ “″″″夕πι′θκ♂α)の カロテノイド色素の組成

と含量を明らかにし, さらに培養動物細胞を用いた実験

系によって抗腫瘍効果に対する評価を行った。

実 験 方 法

1.試 薬および試料

実験に使用したスジメおよびアイヌワカメは北海道東

部太平洋沿岸 (根室市歯舞)で 採取 し,-20℃で凍結保

存 した 室 温で解凍後,そ れぞれの海藻を約 2cm角 に
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細切 して実験試料 とした。

試薬は特級を用い,エ タノール, アセ トニ トリル, メ

タノール,ヘ キサン, ジクロロメタン, ジエチルエーテ

ル ,石油エーテル,無 水硫酸ナ トリウムは関東化学的製,

β
一カロテンは和光純薬工業閉製,フ コキサンチンは

DHI Water&Environment製 を用いた.RPM11640培 地,

DMEM培 地はGIBCO製 ,ウ シ胎児血清は三光純薬榊

製を用いた.

2.カ ロテノイド色素の分析

スジメおよびアイヌワカメの総カロテノイド量を調べ

るために,総 色素を抽出した。すなわち,実 験試料にカ

ロテノイドの酸化分解を抑えるために試料重量の 10%

量のピロガロールを添加し,エタノールを加えて磨砕し,

吸引ろ過して色素抽出液を得た。この操作を抽出液に色

が着かなくなるまで繰 り返し,抽出液を集めて定容した。

0.45μmの フィルターを通した後,HPLC(SHIMADZU

Class―VP)を 用いて分析を行った。HPLCの 分析条件は

次の とお りに行 った。分離 カラムはInertsi1 0DS-3

(φ4.6mm× 250mm)を 用いた。移動相にはアセ トニ

トリル,メ タノール, n― ヘキサンおよびジクロロメタ

ンの混合溶液を用い,A液 の組成が 85:10:2.5:2.5,

B液 が 45:10:22.5:22.5となるように調製した.0.7m1/

minの 条件で, 0分 から10分は 100%A液 ,10分 から

40分まで連続濃度勾配でB液 濃度を100%ま で上げ,40

分から45分まで 100%B液 で溶出した。検出器にはフォ

トダイオー ドアレイ検出器を用いた カ ロテノイド色素

の検出には波長 470nmに おける溶出曲線を用い,得 ら

れたピークの3CXlから700nmに おける吸収スペクトル

を標準試薬と比較してカロテノイドの同定を行った フ

コキサンチンおよびβ―カロテンの含有量は標準溶液の

濃度から算出した。

3.力 ロテノイド画分の調製

細切 した試料に20倍量の 70%(v/v)メ タノールを

加え, 4℃ の暗所で一夜静置した。ろ紙 No.5Aで 吸引

ろ過 し,ろ 液を集めた.残 澄に再び70%メ タノールを

加えて同様の操作を繰 り返した.得 られたろ液を分液漏

斗に移し,等 量のジエチルエーテルを加え,混 和 して2

層に分かれるまで蒸留水を加えた。下層を捨て,エ ーテ

ル層を数回蒸留水で洗い,無水硫酸ナトリウムで脱水後,

エーテル層を蒸発乾固した。さらに石油エーテルを加え

て抽出物を再溶解し,等 量の84%(v/v)メ タノールを

加えて混和 した 上 層を取 り除き,下 層に等量のジエチ

ルエーテルを加えて混和し, 2層 に分離するまで蒸留水

を加えた。下層を捨て,上 層を数回蒸留水で洗い,無 水

硫酸ナ トリウムで脱水 した後,減 圧下でエーテルを除去

してカロテノイ ド画分を得た。画分に少量のエタノール

(終濃度として 0.1%以下)を 加えて溶解させた。培養に

使用する培地を用い,試 料濃度として 125,250,500,

1000,2000μg―試料重量 /ml(培 養細胞系への添加時の

終濃度 として 12.5,25,50,100,200μ g/ml)と なるよ

うに調製 した。

4.抗 腫瘍性の評価

抗腫瘍性の評価は, ヒ ト由来の MKN-45(胃 低分化型

腺 ガン),HL-60(急 性前骨髄性白血病),WI-38(肺 由

来正常 2倍 体線維芽細胞),WI-38VA13(WI-38細 胞を

SV40ウ ィルスで形質転換 させた細胞株)を 用いた.培

養に使用 した培地は MKN45お よび HL-60細胞株の場

合には RPM11640培 地,他 の細胞では DMEM培 地 (L

グルタミン含有)を 用い, これらに血清 として非働化 し

たウシ胎児血清 (FBS)を 10%(v/v),抗 生物質 とし

てス トレプ トマイシンおよびペニシリンをそれぞれ,

100μg/ml,1001U/mlと なるように加えて調製 した.培

地 に各細胞 を 5× 104cellS/mlの濃度 に懸濁 させ て,

96welセ ルカルチャープレー トに 100μ1/wellずつ播種

し,37℃ ,5%C02_95%air,湿 潤状態の雰囲気下の恒

温器内で 24時間前培養 した。前培養 した細胞に,培 地

に溶解 させた色素抽出物を 10μlずつ添加 し,再 び恒温

器 内 で 48時 間 培 養 し た。 生 存 細 胞 数 は WS T - 8

(DO」INDO Cell―Counting Kit‐8)を 用いる比色法で測定

した。すなわち,450nmで の吸光度をプレー トリーダー

(BIO RAD Benchmark)で 測定 した 試 料の代わ りに

0.1%エ タノールを添加 した時の吸光度 (コントロール)

に対する相対値を生残率 として示 した。

結果および考察

1.カ ロテノイド色素の組成と含量

図 1に エタノール抽出により得 られたカロテノイ ド色

素の HPLCで の溶出パ ター ンを示す ス ジメ,ア イヌ

ワカメともに6分 過 ぎに主要なピークが見 られ,標 準物

質の溶出時間および吸収スペクトルとの比較からフコキ

サンチンであると推察された。スジメにはβ
―カロテン

と推測されるピークも認められた。他にい くつかのビー

クが検出されたが,吸 収スペクトルからクロロフィルと

推定され,カ ロテノイ ド色素はこれらの他には認められ

なかった。表 1に カロテノイ ドの含有量と組成を示す.

ス ジメは乾物 100g当た り47.lmg,ア イヌ ワカメは

36.5mgであった。スジメに含 まれていた β
―カロテン

は 0.74mgであ り,組 成比 としてはわずかであった。こ



北海道立食品加工研究センター報告 No.82009

００７

ｍ

０

＜
ｎ

５０
長波

００３

スジメ

20     30

時間 (min)

10     20     30     40       o      lo

時間 (min)

1010 20     30

時間 (min)

20     30

時間 (mi n )

図l HPLCに おけるエタノール抽出物および標準品の溶出パターン

表1 ス ジメおよびアイヌワカメの力回テノイド含量と組成比

カロテノイド総量

(mg/100g。乾物重量)

組成比(%)

フコキサンチン β
―カロテン

スジメ

アイヌワカメ

47.9

36.5

1.5

nod.

５

　

・
０

９８
。

・００

n.d.:検出されず

の結果から,ス ジメおよびアイヌワカメに含まれている

カロテノイ ド色素はほとんどがフコキサンチンであるこ

とが推測された。これまで, フコキサンチンの含有量を

報告 している文献は見当たらないが,緑 黄色野菜に含ま

れるβ
―カロテン含量はニンジンで乾物 100g当た り約

80mg,ホ ウレンソウで約 45mgで あ り, カロテノイ ド

含量 として比較 した場合,2つ の褐藻は緑黄色野菜に匹

敵するカロテノイ ドを含んでいることが明 らかになっ

た。

2.培 養動物細胞系を用いた抗腫瘍性の評価

表 2に 各培養細胞株 にカロテノイ ド画分を終濃度が

100μg/mlと なるように加えた時の生残率を示す。スジ

メのカロテノイ ド画分を添加 した場合,MKN-45お よび

HL-60の細胞生残率はそれぞれ,97.3%お よび 17.8%で

あ り,HL-60の 生残率をより大きく低下させた。また,

アイヌワカメの画分の場合 も,MKN-45お よび HL-60

の細胞生残率はそれぞれ,84.2%お よび 30.1%であ り,

同様に,HL-60の 生残率をより大きく低下させた。これ

らの結果は標準品のβ
―カロテンを添加 した場合 と同程

度であった。MKN-45と HL‐60は 同 じヒ ト腫瘍由来の

細胞株であるが, カロテノイ ド画分を添加 した場合の生

残率は大 きく異な り,浮 遊細胞であるHL-60の 生残率

をより大 きく低下させた.細 川らは,ワ カメから抽出精

製 したフコキサ ンチ ンを用いて HL‐60に 対する増殖抑

市1効果を調べてお り,45.2μMの 濃度で生残率が 17.3%

に低下 したと報告 している
7).本

試験では ,同じ生残率

aの 吸収
スペク トル

アイヌワカメ

300   500   700

波長 (nm )

β―カロテン

ル
500    700
長 (nm)
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表2 各 種細胞株の生残率に対するスジメおよびアイヌワカメの力ロテノイド画分の影響

(%)

起源および性質 形態 スジメ ア イヌワカメβ_カロテン

MKN-45    胃 ガン   接 着 上皮様
HL-60  前 骨髄性白血病  浮 遊 球形

WI…38VA13 WI‐38株を形質転換 接着 上皮様
WI‐38   肺 正常 2倍 体  接 着 線維芽

97.3

17.8

42.5

101.6

84.2

30.1

78.6

97.9

103.6

22.8

44.3

95。3

各細胞 (5×103cells/Wel)を 24時間前培養し,色 素画分を終濃度100μg/mlと なるように添加

し,48時 間培養 した。生存細胞数をWST 8キ ットにより計測 し,抽 出物無添加のコントロー

ルに対する相対値 (生残率)と して表した。対照カロテノイド標品としてのβ
―カロテンの

データも記載した.

を示すには3倍 ほど高い7it度が必要であったが ,使用 し

た画分が粗抽出物であるためと推測され,効 果としては

細川らの結果に一致すると考えられた.一 方,接 着細胞

である胃ガン由来の MKN-45の 生残率は小 さな低下に

止まった。MKN45は 培養すると胃の上皮細胞 と類似 し

た性質を示す。胃の上皮は粘液を分泌 して粘膜層を形成

し,胃 液などから細胞を保護 している.MKN-45も 同じ

性質があ り,被 験物が直接細胞と接触するのを当該粘液

物質が妨げている可能性が考えられた。

WI-38VA13で は,ス ジメの画分で 42.5%と生残率の

低下が見 られたが,ア イヌワカメでは 78.6%と生残率は

小さな低下に止まった。WI-38で は,ス ジメ,ア イヌワ

カメともに生残率はほとんど低下 しなかった。WI-38細

胞はヒト胎児肺由来の細胞株で有限増殖性を示 し,正 常

な細胞に近い性質を持つ こ れに SV40ウ ィルスで形質

転換 させたのが WI-38VA13細 胞株であ り,無 限増殖が

可能な悪性化 した細胞株 とされている。この結果から,

スジメおよびアイヌワカメのカロテノイ ド画分に正常細

胞の生残率に影響を与えず,悪 性化 した細胞の生残率を

より大きく低下させる効果があることが示された。奥隅

は異なる細胞株で,フ コキサンチンが正常細胞よりも悪

性化させた細胞株の増殖を抑制することを報告 してお り
9',本

結果は奥隅の報告と良 く一致するものであった

図 2に 各培養細胞株生残率のカロテノイ ド画分濃度依

存性を示す。MKN-45で は,ス ジメの場合 100μg/mlま

では生残率が 100%で あったが,200μg/mlで 36.3%と

なり,濃 度が高いと生残率が低下 した。アイヌワカメで

は,濃 度依存的に低下 しているのが認め られ,200μg/

mlで 61.4%と なった。 また,HL-60で は, スジメ, ア

イヌワカメいずれの場合にも生残率は 100μg/mlま で濃

度依存的に低下 し,200μg/ml濃 度ではスジメ,ア イヌ

ワカメ ともに,生 残率 は数 %に まで低下 した。WI―

38 V A 1 3で はスジメ, アイヌワカメともに 25μg/ m l以

上の濃度で生残率はiiQ度依存的に低下 し,ス ジメの方が

アイヌワカメよりも大 きく生残率を低下 させていた。

WI-38で は,ス ジメ,ア イヌワカメともに 100μg/ml以

下の濃度では,生 残率はほぼ 100%と なったが,200μg/

mlで は,ス ジメが 40.3%と生残率が低下したのに対 し,

アイヌワカメは 91.4%とほとんど生残率の低下は見 られ

なかった 本 結果では,カ ロテノイ ド画分は腫瘍由来の

細胞および悪性化 させた細胞に対 しては,濃 度依存的に

生残率を低下させ,正 常細胞に対 しては 100μg/mlま で

は生残率を低下させないことが示された。生残率の低下

が ,細胞の増殖抑制作用によるものか ,致死作用による

ものか本試験結果からは判断できないが,細 川らはフコ

キサンチンの抗腫瘍効果がアポ トーシスにより細胞死を

誘導 していると報告 している
7)本

結果 も同様にアポ

トー シスによ り生残率 を低下 させ た もの と推測 され

た 。フコキサンチンの抗腫瘍作用 として,発 癌や増殖を

抑市1する作用があることも報告 されてお り
9)Ю)2),癌

の予防や治療の両方において大きな効果があると期待さ

れている 本 研究で得 られた結果から,ス ジメ,ア イヌ

ワカメに含まれるカロテノイ ド画分に対 してもこれらの

効果が期待された.

要   約

スジメおよびアイヌワカメに含まれているカロテノイ

ド色素の腫瘍細胞に対する抗腫瘍作用について検討 し

た。両褐藻の主要カロテノイ ド色素はフコキサンチンと

推測された.こ れらの褐藻から得 られたカロテノイ ド抽

出画分はHL-60細胞の生残率を大きく低下させた。また,

正常細胞の WI-38の 生残率には影響 を与えず,悪 性化

した WI-38VA13の 生残率を低下させたことから,ス ジ

メおよびアイヌワカメのカロテノイ ド画分に抗腫瘍効果

が期待 された。
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図2 細 胞生残率の力回テノイド画分濃度依存性

●:スジメ ▲ :アイヌワカメ

各細胞 (5×103cells/Well)を24時間前培養し,色 素画分をそれぞれ,終 濃度125,25,50,100,200μ

g/mlとなるように添加し,48時間培養した.細 胞生残率は表2と同様に算出した
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