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研究成果の概要（和文）：酵素消化低分子化フコイダン抽出物(LMF)のがん細胞特異的な抗腫瘍効果の検討を行
った。その結果、がん細胞におけるPD-L1の発現抑制効果をはじめ、がん形質がLMFにより抑制されることが確認
された。各種抗がん剤とLMFの併用処理が有効であることが見出された。またデスレセプターFasやDR4
（TRAILR1）の発現誘導、Caspase-3, 8の活性化が認められ、アポトーシス誘導への関与が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Low molecular weight fucoidan extract (LMF) was examined the cancer 
cell-specific anti-tumor effects. As results, LMF treatment suppressed the expression of PD-L1, 
EGFR, and VEGF, etc. It was confirmed that LMF suppressed the properties of cancer cells. It was 
found that combined treatment of various anticancer drugs and LMF was effective. In addition, LMF 
enhanced the expression of death receptors Fas and DR4 (TRAILR1), and the activation of caspase-3 
and 8 were observed by LMF treatment. It was suggested that LMF contributed the apoptosis induction 
in cancer cells.

研究分野： 食品科学

キーワード： 抗腫瘍効果　フコイダン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、新奇褐藻由来抽出物である酵素消化低分子化フコイダン抽出物(LMF)がもつ、がん細胞特異的な抗腫
瘍効果の検討を行ったものである。LMFによるがん細胞のがん形質抑制やがん細胞特異的なアポトーシスの誘導
を明らかにしたことが学術的意義であり、抗がん剤とLMFの併用治療の有効性が示唆され、ゆきづまりを見せて
いる化学療法の補助薬としての臨床応用が期待される点に社会的意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 がんは我が国における死因の約 1/3 を占める。特に進行がんの治療は極めて難しいのが現状で
ある。がん治療の三大療法である外科療法、放射線療法、化学療法のいずれも患者に対し副作用
など強いストレスを与えるため免疫力を低下させ、場合によってはがんの進行を促進させるこ
とが知られている。副作用が少なく、多くの固形がんにも有効な新規の抗がん剤および抗がん治
療補助剤の開発が喫緊の課題となっている。 
 フコイダンはコンブ、メカブ、モズクなどの褐藻類から有機酸で抽出される硫酸化フコースを
主成分とする粘質多糖類の総称であり、がん細胞特異的アポトーシス誘導効果、血管新生抑制効
果、腫瘍免疫増強作用の他、多彩な効果が報告されている。こうしたフコイダンの多面的な機能
が、一面的に作用する分子標的医薬と異なり、変異しやすいがん細胞に対して効果的に作用する
と考えられた。トンガ王国産モズク（Cladosiphon novae-caledoniae Kylin）フコイダンをグリコシ
ダーゼなどで消化・低分子化した酵素消化低分子フコイダン抽出物（以下、LMF）の臨床例とし
て、肺への多発性転移を起こしたステージ IVb の末期肝臓がん患者が LMF のみの飲用で 2 ヶ月
後に腫瘍マーカーが正常化し、半年後には転移がんを含めて全身からがんが完全に消失した 3 症
例が、久留米大学医学部消化器内科より報告された[1]。 
 LMF は培養ヒト正常線維芽細胞 TIG-1 の増殖は抑制しなかったが、検討した全てのヒト由来
がん細胞の増殖を顕著に抑制し、細胞死を誘導した。また、LMF 処理によりマンノース認識レ
クチンであるコンカナバリンＡ（Con A）に対する反応性ががん細胞特異的に増強され、がん細
胞アポトーシスが増強された。LMF はがん細胞の転移・浸潤能と密接に関連する酵素 GnT-V お
よび転写因子 Ets-1 の遺伝子発現を顕著に抑制した [2]。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、がんの化学療法の補助食品としての応用を目的として、新奇褐藻由来抽出物であ
る酵素消化低分子化フコイダン抽出物（LMF）がもつ、がん細胞特異的な抗腫瘍効果の検討を行
った。特に糖鎖機能改変機構に関わる LMF の生理機能、がん細胞形質に関わる LMF の生理機
能の検討、ならびにがん細胞へのアポトーシス誘導に関わる LMF の生理機能の検討を行った。
ならびにがん治療の現場において広く使用されている抗がん剤と LMF の併用により抗がん剤の
副作用を軽減しつつ抗腫瘍効果を高めるという臨床上有用な医療法に対する基礎的知見を得る
ことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 酵素消化低分子化フコイダン抽出物（LMF）は第一産業株式会社（大阪）から入手したものを
使用した。LMF を 8,000×g、4℃の条件下で 30 分間遠心分離し、上清を回収した。これを 121℃、
20 分間オートクレーブ滅菌したものを実験に用いた。実験にはヒト結腸腺がん由来 HCT116 細
胞、ヒト線維肉腫由来 HT1080 細胞、ヒト前骨髄性白血病由来 HL60 細胞、ヒト正常線維芽細胞
TIG-1 細胞を使用した。各細胞の増殖は細胞数の計測、ならびに WST-1 assay により測定した。
細胞の遺伝子発現は RT-PCR により評価し、タンパク質発現は western blotting 等により評価し
た。 
 
４．研究成果 
 細胞ががん化すると糖鎖合成不全が起こり、腫瘍マーカーに利用されている様な変化した構
造の糖鎖が発現する。糖鎖異常とがんの悪性形質には正の相関関係が見られることは古くから
知られている。そこで、がんの悪性化への関与が報告されている β-1,6-GlcNAc 分岐鎖を生成す
る糖転移酵素 N-acetylglucosaminyltransferase V に注目し、その上流因子の Ets-1 のさらに上流に
あるシグナル経路に及ぼす LMF の効果を検討した。糖転移酵素の制御因子である Ets-1 は Wnt/β-
カテニンシグナル系による制御が知られており、これらの分子の関与をタンパク質発現レベル
で western blotting 法を用いて検討を行った。ヒト結腸腺がん由来 HCT116 細胞に LMF 処理を行
い β-カテニン発現に及ぼす効果を検討したところ、LMF 処理における β-カテニンのタンパク質
発現量変化はほとんど見られず、LMF 処理による糖転移酵素発現制御には他の制御因子の関与
が示唆された。 
 抗がん剤と LMF の併用による抗がん効果の増強効果の検討を行った。臨床で広く使用されて
いる白金製剤系抗がん剤の１つであるカルボプラチン（CBDCA）を HCT116 細胞へ処理する際
に LMF の併用処理を行うとがん細胞の細胞死誘導効果を CBDCA と LMF が共同的に増強する
ことが確認された（図 1）。そこで HCT116 細胞を用いて CBDCA と LMF の併用処理を行った場
合の細胞周期解析を行った。その結果、CBDCA の単独処理では細胞周期の G1期の減少と G2/M
期の増加が誘導された。一方 LMF の単独処理では CBDCA 処理のような強い効果は見られなか
った。CBDCA と LMF を併用処理した場合は CBDCA 単独処理よりも G1期の減少と G2/M 期の
増加が顕著になっており、CBDCA が及ぼす効果を LMF 処理が増強しているという結果が得ら
れた（表 1）。また併用処理時の Sub G1期の増加は細胞死が強く誘導された結果と考えられた。
ヒト線維肉腫細胞株 HT1080 細胞に低レベル濃度（10 µg/mL 以下）の LMF 処理を行ったところ、
細胞にアポトーシスは誘導されないものの HT1080 細胞が有するがん形質に対する抑制効果が
あることが明らかとなった。低レベル濃度の LMF 処理を行った HT1080 細胞において、上皮成
長因子受容体（EGFR）、血管内皮細胞増殖因子（VEGF）、Rho A、そして Rho B の遺伝子発現を



定量 RT-PCR で評価したところ、Rho B を除く全ての遺伝子は下方制御され、Rho B は上方制御
されていた（図 2）。がん化に伴い、EGFR 発現上昇、VEGF 発現上昇、Rho A 発現上昇、そして
Rho B の発現低下が見られることが知られており、HT1080 細胞におけるこれらの遺伝子発現の
変化は、低レベル濃度 LMF 処理が HT1080 細胞のがん形質に対して抑制効果を示したものと考
えられた。 

 

 
 さらに HT1080 細胞におけるこの低レ
ベルLMF処理はがん細胞が生体の免疫か
ら回避するための PD-L1 の遺伝子発現を
下方制御することが確認された（図 3）。
この結果よりがん細胞の免疫チェックポ
イントを利用した免疫回避を抑制できる
可能性が示唆された。 
 また、抗がん剤と LMF の併用による抗
がん効果の増強効果の検討を行った。
HT1080 細胞や他のがん細胞株において、
抗がん剤カルボプラチン、パクリタキセ
ル、ドキソルビシン、ゲムシタビンと LMF
の併用処理を行ったところ、併用処理を
行うことでがん細胞死誘導効果が増強さ
れることが確認されたが、抗がん剤の作
用機構の違いやがん細胞株の種類により
がん細胞死誘導効果の感受性に違いがあ
ることが確認された。 
 アポトーシス誘導に関わるLMFの生理
機能の検討ではアポトーシス経路がよく 
知られているヒト前骨髄性白血病由来
HL60 細胞を使用し検討を行った。HL-60 

 

 
 

表 1. HCT116 細胞の細胞周期解析結果 

 Sub G1 (%) G1 (%) G2/M (%) 

Control 2.15 42 25.5 

CBDCA 10 µg/mL 6.3 31.3 43.5 

LMF 1 mg/mL 4.1 36.1 21.5 

CBDCA 10 µg/mL + 
 LMF 1 mg/mL 

20.2 13.7 57.5 

 図 1. HCT116細胞に対する LMFと CBDCAの細
胞増殖抑制効果 

HCT116細胞に CBDCA 10µg/mL、LMF 1 mg/mL、CBDCA 

10 µg/mL + LMF 1 mg/mLの処理を行い、細胞数を測定
した。（***: p < 0.001） 

 

 
図 2. 低レベル濃度 LMF 処理が EGFR、VEGF、Rho A/B の遺伝子発現に及ぼす効果 

LMF 処理 24 時間後の HT1080 細胞における mRNA 発現量を定量 Real-time PCR 法によって解析した。（*:p<0.05, 

**:p<0.01, ***:p<0.001） 

 

 
図 3. 低レベル濃度 LMF 処理が PD-L1 遺伝子の発現に

及ぼす効果 
LMF 処理 24 時間後の HT1080 細胞における mRNA 発現量を

定量 Real-time PCR 法によって解析した。（**:p<0.01） 

 

HCT116 細胞に CBDCA 10 µg/mL、LMF 1 mg/mL
の単独および併用処理を行い 72 時間培養した後、
細胞周期解析を行った。 



細胞に LMF 処理を行った後、アポトーシス実行の鍵となる Caspase-3 の活性化について検討し
たところ、活性型の Cleaved Caspase-3 の増加が確認された（図 4A）。また細胞外からのアポトー
シスシグナルを中継する Caspase-8 に関して調べたところ、活性型の Cleaved Caspase-8 の増加が
確認された（図 4B）。 
 

 
 そこで細胞外からの細胞死を伝達するシグナル分子である TNF-α、FasL、TWEAK、そして
TRAIL などデスリガンドとそれらに対応するデスレセプターの mRNA の発現量を RT-PCR によ
り調べた。主なデスリガンド/デスレセプターの組み合わせは、TNF-α/TNFR-1、FasL/Fas、
TWEAK/DR3、TRAIL/DR4, DR5、未同定/DR6 である。RT-PCR の結果、LMF 処理時間に依存し
た TNF-α と TRAIL のデスリガンドの mRNA 発現増大が確認されたが FasL と TWEAK の発現は
確認できなかった（図 5A）。デスレセプターに関しては、LMF 処理時間に依存した Fas と TRAIL
レセプターDR4 の発現量増大が確認され、TNFR-1 では恒常的な発現が見られた（図 5B）。DR3、
DR5、DR6 に関しては発現が確認できなかった。 
 

 
 LMF 処理により時間依存的なデスレセプターFas の発現が増大していたことから、Fas の中和
抗体の処理で HL60 細胞のアポトーシスが阻害されるかを HL60 細胞の Caspase-3/7 活性の測定
により検討した。FasL または LMF の単独処理で Caspase-3/7 活性の上昇が確認され、両者の併
用で更なる Caspase-3/7 活性の上昇が認められた。Fas 中和抗体を用いた場合、Fas 中和抗体処理
により FasL によるアポトーシス誘導は阻害されたが、LMF 処理による Caspase-3/7 活性の上昇
は阻害されなかった（図 6）。その結果、LMF は FasL/Fas 以外の経路を主に使用することが考え
られた。 

(A)  

 

(B) 
 

図 4. LMF 処理が Caspase 3（A）および Caspase 8（B）に及ぼす効果 
LMF 処理（1 mg/mL）24 時間後の HL60 細胞の Caspase 3（A）ならびに Caspase 8（B）を western blotting 法によって

解析した。（STS: 1 µM Staurosporine 処理） 

 

(A) (B) 

図 5. LMF 処理が HL60 細胞のデスリガンド遺伝子の発現（A）、およびデスレセプター遺伝子の発現
（B）に及ぼす効果 

LMF 処理 1, 3, 6, 12, 24 時間後の HL60 細胞における各遺伝子の mRNA 発現を RT-PCR 法によって解析した。 



 
 また HL60 細胞への LMF 処理でアポトーシス関連タンパク質である Bax の発現増大と Bcl-2
の発現抑制も確認されたことより、ミトコンドリアを介したアポトーシスの関与も考えられた。
また MAP キナーゼタンパク質のリン酸化状態を western blotting で検討した結果、処理 1 時間以
内での p38 のリン酸化、および 6 時間をピークとした JNK のリン酸化が確認された。はタンパ
ク質リン酸化が増加していたが ERK のタンパク質リン酸化は抑制されていた。一方、ERK は処
理 6 時間以降でリン酸化レベルの減少が認められた（図 7）。 
 以上のように、本研究では LMF が持つがん細胞の糖鎖機能改変、抗がん剤併用時のがん細胞
抑制の増強効果、がん細胞のがん形質の抑制効果、がん細胞へのアポトーシス誘導機構に関して
新たな知見を得た。 
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図 6. FasL タンパク質および Fas 中和抗体を用い
た Fas シグナル伝達経路の関与 

1 µg/mL FasL タンパク質、0.5 µg/mL Anti-Fas 中和抗体、

および 0.5 mg/mL LMF を HL-60 細胞に 18 時間処理し、

細胞のCaspase-3/7活性を測定した。（*:p<0.05, **:p<0.01, 

***:p<0.001 vs. Control） 

 

図 7. LMF 処理が HL60 細胞の MAP キナーゼリ
ン酸化状態に及ぼす効果 

LMF 処理 1, 3, 6, 12, 24 時間後の HL60 細の各 MAP キ

ナーゼリン酸化状態をwestern blotting法によって解析

した。 
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