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研究成果の概要（和文）：活性分画のメチル化分析を行ったところ、結果活性成分は→3)-Gal-(1→と3)-Ara-(1
→を主鎖としたアラビノガラクタンであることを確認した。この糖をを3T3-E1細胞に作用させ、作用機序を検討
したところ、アルカリフォスファターゼ活性を用量依存性に増加させることが分かった。また、BMP-2, 
Osteocalcin,Runx-2など、骨芽細胞にに分化する際に 誘導される遺伝子が発現することを確認した。以前よ
り、アラビノガラクタンが破骨前駆細胞の形成を抑制することがわかっていたので、骨芽細胞と破骨前駆細胞の
クロストークに関与することを想定したが、そこまでは明らかにできなかった。

研究成果の概要（英文）：Methylation analysis of active fraction showed polysaccharide was a 
arabinogalactan contained →3)-Gal-(1→ and 3)-Ara-(1→ as a main structure. We also identified 
arabinogalactan increased alkaline phosphatase activity in 3T3-E1 cell, dose dependent manner. 
Arabinogalactan also induced BMP-2, Osteocalcin and Runx-2 gene in 3T3-E1 cell. These gene is known 
to be induced when mesenchymal stem cell differentiate into osteoblast. In our previous study, 
arabinogalactan suppressed osteoclast formation. Therefore, we suspected arabinogalactan affect 
cross talk of osteoblast and osteoclast cells.   

研究分野：産婦人科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の研究から、日向夏ミカンに含まれる骨代謝関連物質がアラビノガラクタンであることが判明した。アラビ
ノガラクタンは、いろいろな生理活性を持つことが知られているが、骨代謝に対する影響は知られていない。今
回の研究の成果をもとに、活性を持つアラビノガラクタンを添加した日向夏ミカンジュースを企業と連携して作
成した。現在、このジュースを使用したヒト試験を、企業との共同研究として計画している。もし、効果あると
いう結果を得ることができれば、機能性食品の認可を取得し、日向夏ミカンに付加価値をつけることにより、地
域社会に貢献できると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日向夏みかんは宮崎特産の柑橘類である。我々は、この柑橘類に破骨細胞の形成を抑制し、
骨芽細胞を刺激する可能性のある物質が含有されていることを発見し、特許を取得した（日
向夏みかんを利用した骨代謝改善剤、特許第 4665152号、登録 2011年 1月 21日）。その
後、この物質を利用した栄養食品・飲料の開発を試み、農林水産省の研究費を使用してヒ
トにおける初回の投与研究を平成 27年に実施し、ある程度の成果が得られた。その結果、
活性物質が多糖類でアラビノガラクタンに属することを確認できたが、正確な構造を決定
できないでいた。また、作用機序の解明が十分ではないため、本研究を計画した。 

 
２．研究の目的 
これまで、我々が見出した水溶性多糖類がアラビノガラクタンに属するらしいということ
はわかっていたが、正確な構造が解明できなかった。そこで、構造決定を勧めることを第
1 の目標にした。また、アラビノガラクタン類が種々の生理活性を持つという報告はある
が、骨代謝に関する研究はない。さらに、興味あることにこれまでの研究で破骨細胞と骨
芽細胞の両者に作用する可能性が示されたが、これまで報告された物質では、両者に作用
する物質の報告はほとんどない。そのため、その作用機序を明らかにすることを第 2の目
的とした。 

 
３．研究の方法 
  上記の観点から、 
a) 活性成分と考えられる多糖類をメチル化、さらに加水分解して分解産物を HPLC で分
離、どのような糖が分離させるか同定し、糖鎖の構成を解析した。 
b) 作用機序を明らかにする目的で、3T3-E1 細胞（間葉系幹細胞の細胞株)を使用して、
アラビノガラクタンを最終濃度で 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1mg/ml で添加、14 日間
培養した。培養した細胞を固定後、アルカリフォスファターゼを染色して、染色濃
度でアルカリフォスファターゼ産生を検討した。さらに、培養細胞から RNA を抽出
し、Osteocalcin, BMP-2, RUNX-2 と type 2 コラーゲンの定量的 PCR を行い、18S-rRNA
を対象として検討した。さらに、アラビノガラクタンを 0.025, 0.05,0.1μg/ml で
添加した細胞から、蛋白を分離し、βアクチンを対象として、BMP-2, RUNX-2, Osterix, 
type 1a コラーゲン, p38, p.p38, JNK/SAPK と p. JNK/SAPK をウェスタンブロット
法で検討した。 
c) 以前から日向夏みかん抽出物が破骨細胞産生を抑制することはわかっていた。今回の
検討から、アラビノガラクタンが間葉系幹細胞を骨芽細胞に分化誘導し、破骨前駆
細胞から破骨細胞への分化を抑制する可能性が示された。その機序として、骨芽細
胞と破骨細胞がお互いにクロストークすることが報告されているので、この部分に
作用するのではないかと推定した。そのため、骨芽細胞と破骨細胞を共培養し、そ
こにアラビノガラクタンを添加して効果を検討することを計画した。 

 
４．研究成果 
  a) 多糖類構造決定のためのメチル化解析： 
1,3,5-tri-O-acetyl-2,4,6 -tri-O-methlhexitol, 1,3,4-tri-O-acetyl-2,5-di-O- 
methylpentitol, 1,4,5-tri-O- acetyl-2,3,-di-O-methylpentiol, 2,3,6-tri-O-methyl 
-D-galactopyranose, 2,3,6- tri-O-methyl-D-galactopyyranose と 1,3,4,6-tetra-O- 
acetyl-2,4-di-O- methyhexitol が検出された。この結果より、→3)- Gal-(1→もしく
は→3)-Ara-(1→を含む糖鎖、もしくはこの 2 つの糖の繰り返し配列がが主鎖となり、 
→5)-Ara-(1→や→4)-Gal-(1→を含んだ側鎖を持つ、分子量が約 7.5 KDa の大きさを持
つアラビノガラクタンであることが判明した。 
 

  b) 作用機序に関する研究： 
    b)-1： 3T3E1 細胞のアルカリフォスファターゼ酸性に対する効果 
     我々が分離したアラビノガラクタンは、0～0.5mg/ml の範囲で用量依存性にアルカ
リフォスファターゼ産生を増加させた。1mg/ml では細胞の変形を認めたため、細胞編成
を起こしていると考えられる(図 1)。この結果は、アルカリフォスファターゼは骨芽細
胞によって産生されるので、日向夏ミカン由来のアラビノガラクタンが、骨芽細胞とし
ての機能を持ったことを想定させた。 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：日向夏抽出物(アラビノガラクタン)のアルカリフォスファターゼ活性に対する効果。0.1
～0.5mg/ml の範囲で、用量依存性にアルカリフォスファターゼ産生を刺激した。 
 
    b)-2：アラビノガラクタンの 3T3-E1 細胞遺伝子発現に対する効果 
     アラビノガラクタンはアルカリフォスファターゼと同様に Osteocalcin, BMP-2 と
type2 コラーゲン遺伝子発現を 0～0.5mg/ml の範囲で用量依存性に増加させた。また、
0.75mg/ml 以上では遺伝子発現が減少した。RUNX-2 に関しては 0.75mg/ml の濃度で増加
させた(図 2)。今回検討した遺伝子は、間葉系幹細胞が、骨芽細胞に分化する際に発現
する遺伝子であるので、3T3-E1 細胞（骨芽細胞以外に、脂肪細胞などにも分化す r能力
がある）が骨芽細胞に分化する方向に動いていることを示唆している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２：アラビノガラクタンの各種遺伝子発現に対する効果。Osteocalcin, BMP2 や type-2 コラ
ーゲンなど、間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化する際に発現する遺伝子が誘導された。 
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    b)-3：アラビノガラクタンの各種タンパクに対する効果 
     アラビノガラクタンは 0.025, 0.05 ㎍/ml で各種タンパクの産生を用量依存性に増
加させた(図 3)。BMP-2, RUNX2, Osterix, type 1a コラーゲンは間葉系幹細胞が骨芽細
胞に分化する際に産生されるタンパクなので、単に遺伝子が誘導されるだけではなく、
タンパクレベルでも変化があることが明らかになった。また p38 タンパクや JNK/SAPK
タンパクとそのリン酸化タンパクも上昇するので、その作用機序として MAP キナーゼ系
を介していることが想定された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3：アラビノガラクタンの各種タンパクに対する効果。BMP-2 など骨芽細胞で誘導されるタン
パクが増加しており、3T3-E1 細胞が骨芽細胞に分化していることが示唆された。さらに
p38 タンパクも増加しており、その機序として MAP キナーゼ系を活性化していることが
想定された。 

 
 
 



c) 共培養の関する研究： 
 破骨前駆細胞と骨芽細胞のクロストークに対する効果を検討する目的で破骨前駆細胞
と、骨芽細胞の共培養実験を試みたが、条件設定が困難で研究機関内に結果が得られな
かった。その理由として、破骨前駆細胞が primary culture 細胞で安定していないこと
が想定された。今後は、細胞株を用いた検討を継続する予定である。 
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