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研究成果の概要（和文）：サケ鼻軟骨由来プロテオグリカン標品からプロテオグリカンを精製し，これをマウス
に経口投与して小腸内容物のプロテオグリカン消化産物の構造を調べたところ，プロテオグリカンのコアタンパ
ク質は分解されたがコンドロイチン硫酸（ChS）糖鎖の糖鎖長や硫酸基は変化していなかった。次に，ヒト結腸
癌由来細胞Caco-2による小腸および大腸モデルを培養系で確立し，これらへの市販ChSによる細胞応答を種々検
討したところ，ChSが腫瘍壊死因子-αにより誘導されるインターロイキン-6の遺伝子発現を抑制することが示さ
れた。このことは，プロテオグリカンの経口摂取により腸管の抗炎症効果が期待できる可能性を示唆した。

研究成果の概要（英文）：We purified PG from a proteoglycan (PG) sample derived from salmon nasal 
cartilage and administered it orally to mice to investigate the structure of PG digestion products 
in the small intestinal contents. The results showed that the core protein of PG was degraded, but 
the chain length and sulfate groups of chondroitin sulfate (ChS) glycans were not changed. Next, we 
established small and large intestine models of human colon carcinoma-derived Caco-2 cells in a 
culture system, and examined the cellular response to commercial ChS in these models. The results 
showed that ChS suppressed the gene expression of interleukin-6 induced by tumor necrosis factor-α.
 This suggests that oral intake of PG may have an anti-inflammatory effect on the intestinal tract.

研究分野： 生化学，多糖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
プロテオグリカンやコンドロイチン硫酸による腸管上皮細胞への直接影響について生体防御の観点からの研究は
これまでに報告がなく，同類の多糖鎖の機能としてはヒアルロン酸に続く新たな機能の発見となる。このプロテ
オグリカンの経口摂取による腸管の抗炎症効果の可能性が示唆されたことより，プロテオグリカンおよびコンド
ロイチン硫酸の食品への応用のしやすさ（水に溶けやすい，中性条件で熱に強い，無味無臭である，等）も相ま
って，幼児から高齢者に至る国民の健康維持への貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
(1) プロテオグリカンは，生体内にくまなく分布する糖タンパク質の一種である。特に軟骨のプ
ロテオグリカンは，そのタンパク質部分（コアタンパク質と呼ばれる）に 100 本前後のコンドロ
イチン硫酸（直鎖上多糖で硫酸基をおよそ二糖に 1 つの割合で有する）の結合した分子であり
（下記＜プロテオグリカンのイメージ図＞），コラーゲンとともに軟骨組織の主要な構成成分で
あるため，近年，単体のコンドロイチン硫酸やヒアルロン酸を超える有効成分として機能性食品
にも用いられている。しかし，紫外線による皮膚の炎症抑制効果などの報告はあるものの，その
消化管からの吸収の有無を含めた多くの主張の科学的検証は十分とは言えない現状にあり，こ
れらを科学的に明らかにすることは，コマーシャリズムにかかわらない大学研究者の責務と思
われる。 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
(2) 申請者らはプレリミナリーにサケ鼻軟骨由来プロテオグリカンを BALB/c マウスに投与し，
小腸内容物から消化産物を抽出してその構造を調べたところ，コアタンパク質は消化されたと
推定されたのに対して，プロテオグリカンの糖鎖部分すなわち多糖であるコンドロイチン硫酸
はまったく消化されていない可能性が示唆された。このことは，プロテオグリカンは消化吸収の
実態さえ明らかでないまま利用され，何らかの有効性が示されてきたものの，実はその糖鎖部分
（コンドロイチン硫酸）は消化管から吸収されている可能性が極めて低いことを意味するのか
もしれない。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) マウス小腸において，投与したプロテオグリカンの糖鎖部分であるコンドロイチン硫酸の
構造変化がないとすれば，これが吸収されずに腸管内に留まっている間に何らかの効果を及ぼ
している可能性が極めて高いと考えられる。一方，コンドロイチン硫酸と構造的類似性を有する
ヒアルロン酸については，これが消化管上皮細胞の抗菌ペプチドを誘導することが最近報告さ
れた。そこで本研究では，プロテオグリカンおよび種々のコンドロイチン硫酸の腸管への直接的
な作用を，生体防御の観点から解析することとした。 
 
(2) プロテオグリカンを経口摂取したマウスの腸内フローラの変化についてはすでに報告され
ているが，上述したヒアルロン酸に見られるような腸管への直接作用の解析についてはこれま
で報告がない。そこで本研究では，コンドロイチン硫酸が腸管に与える影響について生体防御の
観点から明らかにする。高齢者が病原性大腸菌やサルモネラなどによる腸管感染症を発症しや
すく重症化しやすいのは，腸管における抗菌ペプチドが加齢と共に減少することがその一因で
あると考えられており，プロテオグリカンやコンドロイチン硫酸の摂取によりディフェンシン
等の抗菌ペプチドの発現を誘導できれば，抵抗力の弱い幼児を含めた国民の健康保持に貢献で
きるからである。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) プロテオグリカンの部分精製とマウスへの経口投与 
サケ鼻軟骨由来のプロテオグリカン標品（サンスター社ヒアルコ PG）を，DEAE-Sephacel によ

るイオン交換クロマトグラフィ及びSepharose CL-2B によるゲル濾過クロマトグラフィにかけ，
部分精製したプロテオグリカン画分を得た。精製プロテオグリカンの 1%溶液をゾンデ針を用い
て BALB/c マウス（オス，6週齢）一匹につき 0.2～0.3 ml（2～3 mg）を経口投与し，さらに 1
時間の絶食後に安楽死させ，回収した小腸内容物より 7 M 尿素／50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 
7.5，プロテアーゼ阻害剤を含む）による可溶画分を得た。これに含まれるプロテオグリカン消

 



化産物を DEAE-Sephacel により回収し，Sepharose CL-4B によるゲル濾過で分子量の変化を検
討した。また，プロテオグリカン糖鎖の硫酸基の脱落の有無を知るために，小腸内容物由来ウロ
ン酸陽性画分およびプロテオグリカンのアクチナーゼ消化産物をコンドロイチナーゼ ABC 消化
して不飽和二糖に分解し，YMC-pack PolyamineⅡカラムを用いたイオン交換 HPLC により比較検
討した。 
 
(2) 培養系における小腸モデルと大腸モデルの構築 
ヒト結腸癌由来細胞株 Caco-2 細胞を小腸上皮様細胞に分化させるため必要な培養期間を決定

するため，1, 2, 3 および 4週間培養した。設定した期間の培養後，細胞を回収し Lowry 法によ
り総タンパク質を定量するとともに，小腸上皮様細胞の分化度マーカーの一つであるアルカリ
フォスファターゼ（ALP）活性を測定した。 
 
(3) コンドロイチン硫酸による細胞応答 
小腸モデルと大腸モデルに対し，コンドロイチン 4 硫酸(Ch4S)およびコンドロイチン 6 硫酸

(Ch6S)をそれぞれ 350 µg/ml の濃度で培地に加えて 1時間培養し Total RNA を回収した。これ
らについて cDNAを作製し，抗菌ペプチドである-Defensin-1 および-Defensin-2 遺伝子（DEFB1
と DEFB4），さらに IL-6 および IL-8 遺伝子（IL6 と IL8）について Taqman probe を用いたリア
ルタイム PCR を行い，mRNA 発現を調べた。 
次に，TNF-刺激によるIL6と IL8の発現に対するコンドロイチン硫酸の影響を調べるために，

小腸モデルおよび大腸モデルを Ch4S または Ch6S を種々の濃度で含む培地中で 37℃、5％CO₂の
条件下で 1 時間インキュベートした後，TNF-を 50 ng/ml となるよう加え、さらに 2 時間同一
条件下でインキュベートした。インキュベート後に RNA を抽出し、リアルタイム RT-PCR を行い
IL6 と IL8 の遺伝子発現への ChS の影響を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) マウス小腸においてプロテオグリカンの低分子化が認められ，そのサイズはプロテオグリ
カンをアクチナーゼで徹底消化したサイズと等しかったことより，小腸においてはプロテオグ
リカンのコアタンパク質部分がほぼ完全に消化された一方で，糖鎖部分であるコンドロイチン
硫酸の低分子化は認められなかった。また、この糖鎖はコンドロイチナーゼ ABC でほぼ完全に消
化され，その消化産物である不飽和二糖については，小腸内容物由来ウロン酸陽性画分の HPLC
パターンはプロテオグリカンのアクチナーゼ消化産物のものと変化がなかった。マウス小腸に
おける糖鎖のサイズや硫酸基の結合位置には変化が認められないことから，プロテオグリカン
は小腸においてコアタンパク質部分は消化されるものの，糖鎖部分，すなわちコンドロイチン硫
酸の部分はほぼ消化されないことが明らかとなった。よって，プロテオグリカンが生体に影響を
与えるとすれば，コンドロイチン硫酸が消化吸収されることによるのではなく，コンドロイチン
硫酸そのものが消化管内で何らかの機能を発揮することによるものである可能性が高いと考え
られた。 

 

 
図１．マウス小腸におけるウロン酸陽性画分のコンドロイチナーゼ消化産物の
PolyamineⅡカラムによる HPLC 



 
(2) Caco-2 は培養条件により小腸上皮様細胞に分化することが知られていることから、細胞を
3日ごとに培地交換しながら 4週間培養した。培養開始後 3日，1週間，2週間，3週間，および
4 週間の時点で細胞を回収し，小腸上皮への分化の指標である ALP 活性を測定した。その結果、
細胞タンパク質あたりの ALP 活性は培養開始 3日目から播種後 21日目にかけて培養期間に依存
して高値となったが，培養 4週間目では低下していた。また、3日目の細胞の形態を倒立顕微鏡
下で観察した結果、柵状配列や腺管構造が見られ、形態学的にも下部消化管腫瘍の細胞像と判断
された。そこで培養 21日目の細胞を小腸モデル，培養 3日目の細胞を大腸モデルとして実験に
用いることとした。 
 
(3) ヒアルロン酸が腸管上皮細胞の-defensin-2 の発現を誘導するという報告があることから，
Caco-2 細胞における-defensin-1 および-defensin-2 の遺伝子発現への ChS の影響について，
Ch4S と Ch6S を用いて検討した。しかし，この細胞の小腸モデルにおける-defensin-1 遺伝子
DEFB1 は検出以下であった。一方，-defensin-2 遺伝子 DEFB4 は検出されたが，その発現への
ChS の影響は少なくとも 350 g/ml の濃度では認められなかった。また大腸モデルについても小
腸モデルの場合とほぼ同様の結果であった。 
次に，TNF-刺激による IL6 と IL8 の発現に対する小腸モデルへのコンドロイチン硫酸の影響

では，IL8 の発現への Ch4S および Ch6S の影響は顕著ではなく，一定の傾向は認められなかった
（Fig. 10，図中の Control –および＋は TNF-を含まない培地および TNF-を含む培地を用い
た場合の遺伝子発現を表す）。一方，IL6 の発現は Ch4S および Ch6S いずれの場合でも，ChS を加
えなかった control(+)に比べて有意な発現抑制が示された（図２）。しかし、この抑制傾向に関
して Ch4S と Ch6S の効果の差異は認められなかった。次に，大腸モデルについても小腸モデルと
同様に検討した。その結果，TNF- (50 ng/ml)により大腸モデルにおいても IL6 および IL8 の
発現誘導が認められ、IL8 についてはその発現量への ChS の影響は観察されなかったが，IL6 の
遺伝子発現は Ch4S と Ch6S のいずれにおいても抑制傾向が観察された。 
 

本研究ではマウスに経口投与されたサケ鼻軟骨由来プロテオグリカンは小腸に至るまでにコ
アタンパク質が消化される一方で、その糖鎖であるコンドロイチン硫酸はまったく分解されな
いことと、このコンドロイチン硫酸が TNF-により誘導された腸管上皮細胞の炎症性サイトカイ
ンの発現を抑制する可能性が明らかにされた。このことの生理的重要性についてはなお議論の
余地は残るが，本研究の結果は，プロテオグリカンの経口摂取が腸管における抗炎症作用および
腸管における炎症性疾患の予防に有用である可能性を示しているのかもしれない。 
 

 

図 2．小腸モデルにおける IL6 発現への ChS の影響 
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