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1.目 的

長寿社会を迎え,多 くの生活習慣病を予防し健

康寿命 を長 らえるための最も基本的な事柄,「 食

と健康」に社会的関心が集まっている。その中で

も特に近年増えているガン発症を予防する食品機

能に強い関心が寄せ られている。ヒトが生活して

ゆく環境中には多 くの化学物質が含 まれており,

またヒトは60兆個もの細胞で作られてお り,日 々

体細胞が作り替えられる際,エ ラーなども含めて

3000個/日 もの異常(ガ ン化)細 胞が作 られると

言われている。これ ら異常細胞は生体内でナチュ

ラルキラー(NK)に より速やかに処理 されてい

るが,こ のNKに よる監視機構 を逃れた異常細

胞が数年間以上にわたって成育し,ガ ン組織にな

ると考えられる。従ってNK活 性を高 く維持で

きれば発生した異常 ・ガン化細胞を発生初期に処

理することができ,ガ ン罹病のリスクは減少でき

ると考えられる。

NK活 性はス トレスなどの精神状態によって も,

また栄養状態や摂取食品によって変動することが

知られている。 ヒトが生活するための多 くのス ト

レスは止むを得ないとして,摂 取する食品によっ

てNK活 性を充進 させ,ガ ン罹病の リスクを減

らし健康維持を諮ることである。そこで,健 康に

よいといわれている健康食品(海 藻多糖類および

伝統発酵食品)に よるNK活 性の賦活効果 と,

移植ガン細胞の増殖抑制を検討し,抗 ガン性食品

成分の検索とその機能を明らかにする。

2.方 法

2.1食 品材料

海藻ワカメの芽株中の硫酸化多糖類,フ コイダ

ン画分(北 九州市,マ ルイ物産扱い)と 鹿児島地

方の伝統的発酵食品である米酢(長 期の発酵期間

のため黒っぼく着色していることから黒酢と云わ

れる(以 下黒酢)。鹿児島,坂 元醸造製)に っい

て検討を行った。

(1)ワ カメ芽株のフコイダンの分画:ワ カメ

芽株粉末より20倍以上の熱水で抽出した。これを

2回 繰 り返し,得 られた水溶液に飽和CaCl、を沈

殿が出なくなるまで添加 し,水 透析した。不溶物

を除去し,HCIを 添加してpH2.0と し,沈 殿 を

除去する。この上澄みを0.01NHCIで 平衡化 し

たDEAE-celluloseカ ラムにapplyし,0.5M,

1M次 いで2MNaCl/0.01NHCIで 溶出し,得 ら

れた画分をア ミコンPM-10を 用いて限外 ろ過濃

縮 し,水 に対して透析し,そ れぞれのフコイダン

画分とした。

(2)黒 酢の分画:黒 酢をロータリーエバポレ

ーターを用いて減圧濃縮 し,残 査に少量の水を加

えて乾固を4回 繰 り返した。これを0.05M蟻 酸

アンモニウムbufferに 溶かし,同bufferで 平衡

化 したSephadexG-25カ ラムに供 した。この操

作で黒酢標品は3つ の画分に分画された。この画

分のうち,量 的に最も少ない大分子量を持っ画分

に最 も強いNKn進 機能が認め られたので,こ

の画分 を濃縮 し,0.05M蟻 酸 ア ンモニ ウム
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bufferで 透析 し,同bufferで 平衡 化 したSe-

phacryl300カ ラムに供し,同bufferで 展開した。

得 られた2画 分を濃縮透析し,抗 腫瘍活性とNK

活性を測定した。

2.2NK活 【生の測定

(1)NK細 胞の調製:脾 臓を取 り,そ の中の

赤血球を低張Trisbuffer(約1.7mM)中 でバー

ストさせて除 き,得 られた細胞 をRPMI培 地で

撹絆し,デ ッシュに入れカルボニル鉄穎粒を貧食

させた。次いでナイコプレップを加 えたチューブ

に重層し,遠 心分離によって比重の重くなったマ

クロファージを除去した。中間層の浮遊細胞を集

め,RPMI培 地に浮遊 させ遠心分離法で洗浄し

た。

この細胞群をNK細 胞 を含 む脾臓浮遊細胞

(effectorcell)と した。

(2)YAC-1(リ ンパ腫細胞)の 調製:こ の

細胞 はマウスNK細 胞のターゲット細胞として

攻撃させる細胞である。この細胞を5%牛 新生児

血清を含むPRMI-1培 地中で培養しておく。

(3)活 性測定:NK活 性の測定は,障 害を受

けた細胞の放出するLactatedehydrogenase

(LDH)を マーカー とする細胞障害性ELISAア

ッセイシステム(Cytotox96,Promega)に よ

った。96プ レー ト(岩 城硝子)にeffectorcell

として脾浮遊細胞100u1分 注する。これにtarget

cellであるYAC-1(リ ンパ腫細胞)を 加え,37C,

表1

5%炭 酸ガスインキュベーターで4時 間培養する。

この時のeffectorcellとtargetcellの 細胞数の

適度な比(25:1,10:4な ど)と する。マイクロ

プレート用の遠心機で遠沈(250×g,4min)し,

細胞を沈殿させ,各 上清50u1を 別のプレー トに

取 り,発 色酵素基質であるSubstrateMixを50

ulず つ添加 し,遮 光し,室 温静置する。30分後,

反応停止剤,Stopsolution50u1を 加え,直 ち

に492nmで マイクロ リーダーでLDH放 出量を

測定する。

2.3移 植ガン細胞の増殖抑制実験

BALB/cマ ウス(5w,雄)に サルコーマ180

細胞(2×105/0.2m1)を 腰部皮下に注射 した。

その後,黒 酢,黒 酢画分あるいはフコイダン画分

を2%添 加した精製飼料(表1)を 与えた。飼育

条件は23C,12時 間照明,自 由摂食 とした。

使用したサルコーマ180は マウスの腹腔で培養

したもので,腹 水を採取し,低 張bufferで 赤血

球を除去して使用した。

図1DEAE一 セルmス カラムクロマト
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表2

20日後にエーテル麻酔下で解体 し,腫 瘍重量を

測定した。また脾臓を得,脾 浮遊細胞を調製し,

NK活 性を測定して担ガン時のNK活 性 とした。

3.結 果

3.1フ コイダンの分画

図1に 示すようにワカメ芽株 フコイダンは

DEAE-celluloseク ロマ トでNaClO.5,1,2M

の3画 分に分画 された。各画分を水透析,凍 結乾

燥 し,糖 分析を行った。糖組成は表2に 示すよう

であり,硫 酸含量は2M画 分が最も高かった。

3.2フ コイダンの腫瘍増殖抑制能

図2に 示すようにフコイダン画分の投与によっ

て,サ ルコーマ180に よる腫瘍の増殖が強 く抑制

されてお り,生 体防御能の充進が見られた。

3.3フ コイダンのNK充 進機能

サルコーマ投与時の腫瘍増殖の抑制が見られた

ので,担 ガンマウスの脾臓中のNK活 性につい

て検討した。図3に 示すように,担 ガンマウスの

NK活 性は高い活性を示し,腫 瘍増大を抑制して

いるのはNK活 性の増加に代表される生体防御

能の充進であると考えれた。

3.4黒 酢摂食によるNK活 性の充進

正常マウスに黒酢を投与 したときの脾臓中の

NK活 性の充進について検討 した。黒酢試料はロ

ータリーエバボレーターを使用して濃縮乾固を数

回繰 り返 し,主 成分 の酢酸濃度 を低下 させ,

NaOHで 中和したものを2%と なるように添加

した。コントロールの飼料には元の黒酢に含まれ

るものと同量の有機酸を添加した。この飼料で20

日問飼育し,脾 臓中のNK活 性を検討した。

その結果,図4に 示すように,黒 酢投与によっ

てNK活 性は充進することが認められた。即ち,

黒酢は生体防御を充進させることが認められた。

そこで有効成分の分画を行った。

3.5黒 酢の分画

図5に 示すように,SepadexG-25ク ロマトで

は3画 分が得られた。各画分のNK活 性の充進

図2精 製フコイダン投与時の腫瘍重量変化
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図3精 製フコイダン投与時のNK活 性(101)

図4黒 酢を摂食したBALB/cマ ウスのNK細 胞活性(n=6)

図5ゲ ルろ過による濃縮10倍黒酢の分直
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図6正 常ラットWistar/STのNK細 胞活性

図7黒 酢画分1のSephacry1300に よるゲルろ過

能を検討したところ,図6の ように画分1が 最 も

強い活性が見 られたので,こ の画分を集め,Se-

phacry1300ゲ ルクロマトに供 した。図7に 示す

ように,分 子量の異なる大きな2つ の画分が得ら

れた。

3.6黒 酢画分の腫瘍増殖抑制効果

それぞれの画分を濃縮,透 析し,移 植したサル

コーマ180の 増殖抑制効果を検討した。図8に 示

すように,画 分1お よび2と もに強い増殖抑制効

果が見られ,何 らかの生体防御能充進物質の存在

が伺われた。

3.7黒 酢画分による担ガンマウスのNK活 性

充進

サルコーマ投与時の腫瘍増殖の抑制が見られた

ので,脾 臓中のNK活 性にっいて検討 した。図9

に示すように,担 ガンマウスのNK活 性は高 く

なっており,腫 瘍増大を抑制しているのはNK

活性の増加に代表 される生体防御能の充進である

と考えれた。

以上のデータより,ワ カメ芽株フコイダンと発

酵米酢(黒 酢)に は生体防御能充進,即 ちNK

活性の充進作用および移植ガン細胞の増殖抑制能

が認められ,こ の時,NK活 性の充進を通じてガ

ン増殖抑制効果を示すことが認められた。

図8腫 瘍細胞(S-180)の 重量比較(n=5)
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図9分 画黒酢を摂食したマウスのNK細 胞活性(n=4)
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Severalfoodcomponentshavebeeninvestigatedasbiologicalresponcemodifiers.

Inthisstudy,westudiedontheeffectsoffucoidan(sulfatedpolysaccharidefrom

sporophyllofUndariapinnatifida),andKurozu(brewedricevinegarpreparedbya

traditionalmethodinKagoshimaprefecture)onthegrowthofimplantedcancercells

andonspleennaturalkillercell(NK)activityinmicebyoraladministration.Adminis-

trationof2%fucoidanorKurozufractionsfor20daysenhancedNKactivityinmice

andsuppressedthegrowthofimplantedcancercells(sarcoma180).Thefucoidanwas

fractionatedbyDEAE-cellulosechromatographyto3fractions.Twoof3fucoidan

fractionssuppressedsignificantlythegrowthofimplantedcancercells,andenhanced

theNKcellcytotoxicactivity.IntheKurozu,twofractionswithlargemolecularsize

suppressedmarkedlythegrowthofimplantedcancercells,andsimultaneouslyenhan-

cedsignificantlyNKactivity.


