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研究成果の概要（和文）：海藻に特有な成分による血管新生阻止作用の探索を行なった。全６種から脂溶性画分の抽出
と多糖画分の溶出を行い、生きたまま血管のネットワークを観察できる鶏胚漿尿膜(CAM)を用いて、血管新生阻害活性
を検討した。その結果、種によって阻害効果に差はあるものの、6種全ての酸性多糖画分に血管新生阻害活性が存在し
、また脂溶性画分にも血管新生阻止活性が認められることを検出した。更に酸性多糖画分には、微小血管内皮細胞の運
動能を抑制する作用が存在することも明らかにした。また間接的な方法を用いてこの画分による骨転移への作用を検討
し、抑制活性を有する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：To search for the inhibitory activity of angiogenesis on the specific components 
derived from seaweeds, we treated chicken embryo chorioallantoic membrane (CAM), in which the network of 
live vascular vessels can be observed, with acidic polysaccharides fraction or fat-soluble compound 
fraction extracted from six species of seaweeds.
The result revealed that inhibitory activity of angiogenesis exists in both fractions of acidic 
polysaccharides and fat-soluble compound, although each efficacy is different according to the species. 
Additionally, it was revealed that the migration in the microvascular endothelial cells was suppressed by 
the treatment with the fraction of acidic polysaccharides. Moreover, the effect of acidic polysaccharides 
fraction on bone metastasis was studied by using an indirect method in vitro. The result suggested a 
potentiality that acidic polysaccharides fraction derived from seaweeds exerts a suppressive effect on 
bone metastasis.

研究分野： 血管生物学

キーワード： 血管新生　酸性多糖　骨転移

  ４版
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１．研究開始当初の背景 
我が国ではがんが死亡率の第一位を占め、

年間死亡者数は 30 万人を越えている。そこ
でがんに栄養を補給する血管新生の阻止が
新規治療法として注目され、社会的要請も極
めて高まっていた。しかし血管新生過程の機
序解明に関する研究は近年急速に進歩を遂
げているものの、実用化はまだわずかに端緒
に就けたかどうか、という段階に過ぎなかっ
た。医療向上に必須でありながら、臨床で血
管新生阻害薬として使用可能な物質は、出血
等場合によっては致命的な副作用をもたら
す血管新生因子 VEGF の抗体のみであった。
また血管新生阻害物質は、がんの増殖阻止に
用いるばかりではなく、失明に直結する糖尿
病性網膜症や黄斑変性といった血管新生性
疾患の治療にも使えるので、本物質の開発は、
難治疾患に苦しむ多くの患者に適応可能で
ある。このような状況の下、身体に負担の少
ない血管新生阻害剤や予防物質の研究開発
は立ち遅れていた。 
いまや骨転移は全てのがん種における問

題点として捉えられており、骨転移阻止の基
礎研究は近年盛んに行なわれてきてはいる
ものの、ビスホスホネート以外の治療薬はま
だわずかであった。骨転移関与細胞の増殖や
分化を調節できる実用に供する物質の開発
は遅れていた。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、強力な血管新生阻害能を

有する物質を探索し、腫瘍血管新生および血
管新生性疾患の治療と予防に道を開くこと、
更にこれらの物質が骨転移阻止物質として
有効となり得るかどうかを明らかにし、原発
巣と骨転移巣の両抑制を兼ね備えた、付加価
値の高い優れた物質を示すことである。 
我々は合成酸性多糖に血管新生阻害活性

を見出したので、特有な酸性多糖が多種類、
大量に存在する海藻に着目し、その血管新生
への作用を検討することにした。また殆ど解
析されていない海藻の抗酸化成分が、血管新
生にどのように作用するかという点にも注
目した。 
骨転移関与細胞の増殖や分化に、血液凝固

を阻止する酸性多糖が作用しているという
報告から、海藻の酸性多糖を用いた骨転移の
制御を思いついた。血管新生を阻害する酸性
多糖をがん患者に投与し、原発がんの増殖を
抑制すると同時に骨転移予防が実現できる
のではないか、という発想に基づいて、付加
価値の高い物質となり得る可能性を検証す
るため、血管新生を抑制し骨転移関与細胞の
増殖や分化を阻止できる酸性多糖の探索を
行なった。 
 
３．研究の方法 
(1)海藻特異成分の抽出と分画 
まず乾燥藻体を砕片化する。次にエタノー

ルなどの溶媒還流下で色素、粗脂質(脂溶性)

成分を取り出し濃縮・乾燥する。脂質を除い
た破砕藻体を繰り返し水抽出、アセトン沈澱、
減圧乾燥する。更にイオン交換樹脂カラムク
ロマトグラフィーを用いて溶出する。溶出画
分を脱塩後、減圧乾燥して酸性糖画分を得る。 
 
(2) 鶏胚漿尿膜（CAM）を用いた血管新生阻
害活性の検出    
① CAM 血管のアッセイ系 −４日目の胚を用
い促進物質の無い条件－ 
鶏受精卵４日目の胚の CAM の上に直径 3mm

のシリコンリングをのせ、1％メチルセルロ
ースに溶かした検討物質をその内側に入れ
る。６日目の CAM 内にイントラリピッドを注
入し、生きたままの血管ネットワークを撮影
し、無血管領域が 3mm あれば、血管新生阻害
と判断する。 
② CAM 血管のアッセイ系 −１１日目の胚を
用い促進物質の有る条件－ 
鶏受精卵１１日目の胚の CAM の上に、VEGF

または bFGF を含むマトリゲルをのせ、血管
新生を促進させる。このとき検討する物質も
共存させ、血管新生因子による促進を阻止す
るかどうか１３日目の CAM 内にイントラリ
ピッドを注入し、生きたままの血管ネットワ
ークを撮影して、因子による促進が見られな
くなっているかどうか判断する。 
 
(3) 培養微小血管内皮細胞運動能のアッセ
イ系 
ウシ肺微小血管内皮細胞を 24 Well Plate

に撒き、細胞がまんべんなく Well をカバー
したら、チップの先で傷をつけ、0hr におけ
る写真を撮影する。その後上記イオン交換樹
脂カラムクロマトグラフィー後の分画を添
加し、CO2インキュベーターに入れる。約16hr
後、内皮細胞の運動能に変化があるかどうか
を調べるため撮影し、傷の修復の度合いを測
定する。これが遊走の解析となる。 

 

(4)マウス背部皮下における血管新生因子誘
導性血管新生を用いたアッセイ系 
DIVAA アッセイキット(CULTREX Trevigen, 

Inc.)の小型カップにゲル化した基底膜成分
と血管新生因子 VEGF、bFGF、または検討する
成分を入れ、これをマウス背部皮下に埋め込
み、2週間後の血管新生の有無を観察する。 
 
(5)骨転移抑制活性を検出するための間接的
なアッセイ 
①象牙片を用いるアッセイ系 
初代培養マウス骨芽細胞と、分化すれば骨

破壊に関与する骨髄細胞の共存培養系によ
り、象牙片を用いて、細胞の分化および骨破
壊活性を検討した。象牙切片上の破壊部分を
ヘマトキシリン染色し、その数、形状、面積
を基に骨破壊能を評価する。骨破壊が抑制さ
れることは、骨転移の阻止につながる。 
②人工骨基質を用いるアッセイ系 
無機結晶性リン酸カルシウムをコーティ



ングし骨構造を模倣した合成表面を持つオ
ステオアッセイ 96 well プレート(Corning 
Osteo Assay Surface Plate)を用い、ラット
由来で分化すれば骨破壊に関与する骨髄細
胞を培養し、骨破壊活性を検討した。１～２
週間あまり培養し、人工骨表面の破壊部分の
変化を調べ、その面積を基に骨破壊能を評価
する。 
 
４．研究成果 
(1)促進物質を用いた血管新生阻害アッセイ
系の確立 
研究方法(2)の②を用い、血管新生促進活

性と促進した条件下での阻害活性との両方
を 解 析でき る アッセ イ 系を確 立 し た
(Biochem. Biophys. Res. Commun. 399 (2010) 
699–704)。即ち血管新生阻害を解析するため
の従来型①から発展させて、促進の解析も、
促進させた状態を阻害できるかの解析も、共
に可能にした。②に記した方法で血管新生促
進因子 VEGF を含むマトリゲルを１１日目の
CAM にのせ、１３日目に CAM 上の血管の変化
を調べた。同時に血管新生阻害活性を有する
物質を含むマトリゲルで処理すると、VEGF に
よる血管の変化が抑制された。この方法によ
り、１１日目の CAM においてマトリゲルを用
いた血管新生判定のための改変アッセイ系
が可能となった。 
                
(2)抽出法の確立 
研究方法(1)に記したような手順で行い、

分厚い形状で糊状成分の多い藻類でも抽出
が出来るような方法を確立した。特に高収率
が望めるイオン交換樹脂を検討し、DIAION 
SEPABEADS を用いることとした。糖分画は
0.1M～2.0M の NaCl で溶出し、透析、ろ過後、
凍結乾燥し、アッセイに用いた。 
 
(3) 酸性多糖画分に存在する血管新生阻害
活性の検出 
各藻類から抽出した糖画分の血管新生阻

害作用を検討した。その結果、糖画分のうち、
酸性多糖の溶出される 1.0M～2.0M の間に、
活性の強弱はあるものの、阻害活性が認めら
れた。とりわけ 1.5M の画分が強い効果を有
した。緑藻ミルと他の緑藻 2 種、褐藻 1 種、
紅藻はクロハギンナンソウおよび他１種、に
血管新生阻害作用が認められた。また、同じ
アッセイ系で、ギンナンソウ由来の純化した
酸性多糖、-カラゲナンに血管新生阻害効果
が認められた。一方、血管新生阻害作用が知
られているスラミンを等重量で比較検討し
たところ、藻由来酸性多糖画分による抑制活
性の方が強力であった。 
 
(4)酸性多糖による血管内皮細胞運動能への
作用 
方法の(3)に記したようにウシ微小血管内

皮細胞を用いて、溶出した酸性多糖画分が、
血管新生の重要なプロセスのひとつである

運動能(遊走能)にどのような作用を及ぼす
か、検討した。その結果、やはり活性に多少
の差はあるものの、遊走は概ね抑制された。 
 
(5)DIVAA アッセイによる血管新生への作用 
方法(4)により今後のin vivoアッセイに有

用なマウスの皮下を用いた血管新生阻害活性
の検討を試みた。基底膜成分とbFGF、VEGFを
小カップに入れ、これをマウス皮下に挿入し
血管新生を誘導するが、ここにまず既に血管
新生阻害活性を有することを明らかにしてい
る合成酸性多糖（CAMにおいて強い阻止作用を
発揮）などを含ませて検討した。その結果、
本アッセイにおいて２週間後の血管新生阻止
活性は、ごく微弱な抑制のみか、または明瞭
な抑制が認められない場合があった。げっ歯
類特有の炎症か、あるいは投与量の不足も考
えられるが、この原因究明が必要となった。 
 
(6)粗脂質(脂溶性成分)画分中の血管新生阻
害活性の検出  
緑藻ミルを含む緑藻 3種、および褐藻 1種、

紅藻 2種から抽出濃縮・乾燥した粗脂質画分
の血管新生阻害作用を、方法(2)の①の方法
で検討した。その結果、粗脂質画分にも阻害
効果の存在することが明らかになった。この
結果から作用機序の異なると推察される2つ
の画分両者による、相加効果、あるいは相乗
効果も見込めると考えられた。 
 
 
(7)骨転移抑制活性の検討 
まず方法(5)の①の実験方法により合成酸

性多糖の骨破壊に与える作用を調べた。その
結果、骨破壊は 70％前後抑制された。また、
強い血管新生阻害作用を有する紅藻由来 -
カラゲナンにも強力な抑制作用が認められ
た。一方、血管新生阻害物質として知られて
いるスラミンには、骨破壊抑制効果は認めら
れなかった。次に①のアッセイ系は象牙片を
用いるため、高頻度の実験は困難であると考
えた。そのため、本実験で抽出した各藻類由
来の酸性多糖画分の骨破壊アッセイは、主に
②の方法で行った。種により差はあるものの、
どの藻類からの酸性多糖画分も概ね骨破壊
の抑制活性を示した。従って、藻類由来の酸
性多糖は、固形がんの増殖を阻止し、骨転移
を抑制する作用を兼ね備えた付加価値の高
い、治療に有効な物質として期待できると考
える。 
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