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研究成果の概要（和文）：可食性のクラゲ由来コラーゲンが、自然免疫系に関与するマクロファージ、および樹状細胞
を活性化し、サイトカイン産生や貪食活性などを促進することが明らかになった。その作用機構を検討した結果、コラ
ーゲンはNF-κBの細胞質から核内への移行を促進するとともに、MAPキナーゼの一種であるJNKを活性化することが明ら
かになった。さらに、クルマエビ、ヒラメ、ブリに対する病原菌による攻撃試験において、コラーゲンを餌と一緒に投
与すると、病原菌に対する抵抗性が高まった。この結果から、コラーゲンの免疫促進効果が、実際の感染症に対する防
御能を高めることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The effects of collagen from jellyfish on the innate immune response, especially 
on the activity of macrophages were evaluated. The phagocytosis of macrophage was enhanced by collagen. 
Jellyfish collagen also stimulated tumour necrosis factor-α and interleukin-6 production of macrophages 
as the result of elevated gene expression levels of these cytokines. Oral administration of collagens 
elevated cytokine production by peritoneal macrophages in mice. On the contrary, collagen suppressed gene 
expression of PPARγ1 in macrophages. It is supposed from this result that collagen may stimulate the 
cytokine production by suppressing the PPARγ1 expression. The activity of jellyfish collagen was 
cancelled by TLR4 inhibitor. Moreover, jellyfish collagen stimulated phosphorylation of IκBα, promoted 
translocation of NF-κB, and activated JNK. Jellyfish collagen also activated and induced maturation of 
mouse bone marrow-derived dendritic cells.

研究分野： 食品機能学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景	 
	 申請者は、可食性のクラゲ由来のコラーゲ
ンがヒト型ハイブリドーマ細胞株のモノク
ローナル抗体産生やヒト末梢血リンパ球の
IgM 産生を促進するとともに、インターフェ
ロン(IFN)-γや、腫瘍壊死因子(TNF)-α産生
も促進するなど、獲得免疫系に関与する Bリ
ンパ球、および Tリンパ球を活性化する効果
があることを明らかにしてきた。また、免疫
促進効果はクラゲ由来のコラーゲンばかり
でなく、ウシアキレス腱由来のコラーゲンに
も認められたものの、その比活性はクラゲコ
ラーゲンの 6 分の 1 以下であった(Biosci.	 
Biotechnol.	 Biochem.,	 70,	 2131-2137,	 
2006)。この結果はコラーゲンの由来により
その生理効果に大きな差があることを意味
しており、免疫促進効果に関してはクラゲ由
来コラーゲンに優位性があることが示唆さ
れた。	 
	 また、作用メカニズムの解析の結果から、
抗体産生促進効果については、抗体遺伝子の
転写活性を上昇させるだけでなく、翻訳段階
にも促進的に作用することで、強力な産生促
進効果に繋がっているものと推察された。ま
た、マウスへの経口投与によって、生体内に
おける抗原特異的免疫活性が上昇すること
も明らかになった（ Cytotechnology,	 63,	 
481-492,2011）。	 
	 生体内においてコラーゲンが抗原特異的
な獲得免疫系を促進することが判明したこ
とから、本研究では、獲得免疫よりも前の段
階、すなわち抗原非特異的な、侵入微生物の
捕食等による自然免疫系に及ぼす効果を検
討することにより、生体防御全体に及ぼすコ
ラーゲンの効果についての詳細を学術的に
解明するとともに、得られた学術エビデンス
をベースとして、機能性食品や家畜や養殖魚
等の機能性飼料などに展開することが可能
になると期待できることから、研究計画を創
案した。	 
	 
２．研究の目的	 
	 これまでのコラーゲンの免疫促進効果に
関する研究において、抗原特異的な獲得免疫
に対する促進効果があることを明らかにし
てきた。これに関連して、抗原非特異的な自
然免疫系へのコラーゲンの効果に着目し、病
原菌などを貪食して無毒化するとともに、そ
の病原菌に対する獲得免疫の確立を誘導す
るマクロファージや樹状細胞に対するコラ
ーゲンの効果を検討することを目的とした。	 
	 予備的な検討の結果、コラーゲンはマクロ
ファージの貪食活性を上昇させるとともに、
インターロイキン(IL)-6 産生を強く促進す
ることが推察された。そこで、これまでに得
られた研究成果をさらに発展させ、自然免疫
系に及ぼす効果を解明することによって、免
疫系全体に及ぼすコラーゲンの影響を明ら
かにすることを目的として、本研究課題では
以下の４項目について検討することにした。	 

(1)	 マクロファージの貪食活性に及ぼすコ
ラーゲンの影響	 

	 マクロファージの貪食活性に及ぼすコラ
ーゲンの影響を評価する。コラーゲンソース
としてクラゲから抽出したコラーゲンと市
販のウシアキレス腱由来コラーゲン精製標
品を用い、マウスマクロファージ細胞株
J774.1 細胞やマウス腹腔由来初代マクロフ
ァージ細胞（P-Mac）の貪食活性に対するコ
ラーゲンの効果を明らかにする。	 
(2)	 マクロファージのサイトカイン産生に
及ぼすコラーゲンの効果と作用メカニズ
ムの解明	 

	 J774.1 細胞、および P-Mac をターゲットと
し、サイトカイン（免疫タンパク質)産生に
及ぼすコラーゲンの影響を検討する。現在ま
での予備的な試験において、マクロファージ
の IL-6 産生を促進することが推察されてお
り、IL-6 以外のサイトカイン産生に及ぼす効
果を検証するとともに、遺伝子の発現レベル
に及ぼす影響を検討する。また、マクロファ
ージの活性化において、コラーゲンがどのよ
うに作用することで貪食活性やサイトカイ
ンの産生を促進しているのかを明らかにす
る。	 
(3)	 生体内におけるマクロファージの活性
に及ぼすコラーゲン摂取の影響	 

	 マウスにコラーゲンを経口投与した後に
P-Mac を回収し、貪食活性やサイトカイン産
生活性を検討することで、生体内におけるコ
ラーゲンの免疫促進効果を明らかにする。	 
(4)	 コラーゲン投与が耐病性に及ぼす影響	 
	 自然免疫しか持たないクルマエビや、自然
免疫と単純な獲得免疫系を持つ魚類を対象
として、病原微生物による攻撃試験を実施し、
コラーゲンの経口摂取が病原微生物に対す
る抵抗性にどう影響するかを明らかにする。
この検討により、コラーゲンの経口摂取によ
る免疫促進効果が、宿主の病原微生物に対す
る抵抗性の向上につながるかどうかを明ら
かにすることができるとともに、実用化への
貴重な知見を得ることができる。	 
	 
	 これまでにコラーゲンが獲得免疫系の活
性化に寄与することが確認されているもの
の、自然免疫に及ぼす影響についての報告は
なく、本研究により自然免疫に対する促進効
果の詳細、およびその作用機序が解明されれ
ば、コラーゲンの免疫系全般にわたる促進効
果、および免疫ネットワークの活性化メカニ
ズムの解明などの学術的な成果が得られる
ばかりでなく、機能性食品素材としてのコラ
ーゲンの有効性を実証することができる。ま
た、病原微生物への抵抗性付与効果が実証さ
れれば、コラーゲンの免疫促進効果が、実際
の感染症に対する抵抗性の向上につながる
ことを証明できる。この研究成果の実用化と
して、機能性食品としてだけでなく、魚類や
家畜などに対する免疫賦活能を有する機能
性飼料添加剤への応用にもつながると期待



できる。また、食品の機能性解明、および機
能性食品開発においては、ヒトが食品として
摂取することによりどのような生体調節作
用が期待できるかを実証するヒト介入試験
の必要性はますます高まってきており、ヒト
介入試験への展開に先立って、あらかじめ基
礎的なデータ収集を行うことも本研究の重
要な目的である。	 
	 
３．研究の方法	 
	 コラーゲンソースとしては、これまでに獲
得免疫系に対する強い促進効果が認められ
ている可食性クラゲから調製したコラーゲ
ン、および精製標品であるウシアキレス腱
（BAT)	 コラーゲンを用い、下記の項目につ
いて検討した。	 
(1)	 マクロファージの貪食活性に及ぼすコ
ラーゲンの影響	 

	 クラゲ、および BAT コラーゲンを用い、ザ
イモサンアッセイによりマウスマクロファ
ージ細胞株 J774.1 細胞、およびマウス腹腔
から調製した初代 P-Mac の貪食活性に及ぼす
効果を検討した。	 
(2)	 マクロファージのサイトカイン産生に
及ぼすコラーゲンの効果と作用メカニズ
ムの解明	 

	 マクロファージは TNF-αや IL-6 などのサ
イトカインを産生し、獲得免疫系を刺激する。
そこで、J774.1 細胞、および P-Mac に対する
サイトカイン産生促進効果を明らかにする。
そこで、コラーゲンを含む培地でマクロファ
ージを培養した後、培養上清中に産生された
IL-6、TNF-αなどのサイトカイン量を酵素抗
体法で定量するとともに、抗菌物質である一
酸化窒素（NO）の産生をグリエス試薬による
定量によって評価することで、マクロファー
ジに対するコラーゲンの促進効果を評価し
た。作用メカニズムの解析として、サイトカ
インや誘導性 NO 合成酵素（iNOS）の遺伝子
発現レベルへの効果を、定量的逆転写 PCR 法
を用いて解析した。	 
	 マクロファージは様々なサイトカインや
刺激因子の作用を受けて活性化される。マク
ロファージは核内受容体スーパーファミリ
ーのメンバーの一つであるPPAR	 (Peroxisome	 
proliferator-activated	 receptor)-γ1、お
よびγ3 を発現しており、マクロファージの
活性を抑制的に制御していることが知られ
ている。そこで、PPARγに着目し、コラーゲ
ン刺激により、RRARγの遺伝子発現、および
レセプター活性がどのように変化するか、あ
るいはPPARγの活性に関与するMAPキナーゼ
シグナル系がどのような影響を受けるかを
定量的逆転写 PCR 法、あるいはウエスタンブ
ロッティング法により分子レベルで解析し
た。	 
	 また、マクロファージと同様に貪食活性と
抗原提示機能を持つ樹状細胞に対するコラ
ーゲン効果を明らかにするため、マウス大腿
骨から回収した骨髄細胞を顆粒球単球コロ

ニー刺激因子（GM-CSF）で骨髄樹状細胞に分
化誘導したのち、樹状細胞に対するコラーゲ
ンの作用を解析した。	 
(3)	 生体内におけるマクロファージの活性
に及ぼすコラーゲン摂取の影響	 

	 コラーゲンをメス6週齢BALB/cマウスに1
週間経口投与した後に腹腔から P-Mac を回収
し、そのサイトカイン産生活性を解析するこ
とで、コラーゲンの経口投与によるマクロフ
ァージに対する活性化効果を検討した。	 
(4)	 コラーゲン投与が耐病性に及ぼす影響	 
	 これまでにコラーゲンの経口投与により
生体内において、特に獲得免疫系が活性化さ
れることを確認しているが、コラーゲンを免
疫促進効果のある機能性食品素材として開
発するためには、コラーゲンの摂取が実際の
感染症予防に対してどの程度効果を発揮す
るかを明らかにする必要がある。まず、自然
免疫しか存在しないクルマエビを対象とし
て、コラーゲンの混餌投与下において、致死
性の病原菌による攻撃試験を行い、コラーゲ
ンの経口投与が耐病性にどのような効果を
示すかを検討した。また、コラーゲンの免疫
促進作用が、実際の感染症に対する抵抗性の
向上効果として現れるかどうかを評価する
ため、養殖魚生産者である愛媛県認定漁業士
組合の松本嘉晃理事長の協力を受け、自然免
疫系に加え獲得免疫系を有する魚類(ヒラメ、
ハマチ)を対象として、病原微生物による攻
撃に対するコラーゲン摂取の防御効果を検
証した。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 マクロファージの貪食活性に及ぼすコ

ラーゲンの影響	 
	 コラーゲンの免疫促進効果に関して、自然
免疫系に関与するマクロファージに対する
作用を明らかにすることを目的として研究
を行った。まず、マウスマクロファージ細胞
株 J774.1 細胞の貪食活性におよぼすコラー
ゲンの効果を、テキサスレッドで蛍光標識し
たザイモサンに対する貪食活性を指標とし
て検討した。その結果、クラゲコラーゲン、
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図1	 J774.1細胞の貪食活性に及ぼすコラーゲンの
効果	 



およびウシアキレス腱（BAT)コラーゲンは、
いずれも J774.1 細胞の貪食活性を促進した
(図 1)。	 
	 また、メス BALB/c マウスの腹腔から調製
した P-Mac の貪食活性に及ぼす効果を同様に
検討したところ、コラーゲンは P-Mac の貪食
活性も促進した。	 
(2)	 マクロファージのサイトカイン産生に

及ぼすコラーゲンの効果と作用メカニ
ズムの解明	 

	 J774.1 細胞、および P—Mac のサイトカイン
産生に及ぼすクラゲ、および BAT コラーゲン
の効果を検討した。その結果、TNF-α、およ
び IL-6 の産生を有意に促進することが明ら
かになった。	 
	 サイトカイン産生促進効果について、その
作用メカニズムを明らかにするため、TNF-α、
IL-6、および IL-12 の遺伝子発現を定量的逆
転写 PCR 法で解析した。その結果、J774.1 細
胞、および P-Mac の両細胞において、いずれ
のサイトカインの mRNA 発現が有意に促進さ
れており、遺伝子発現レベルの促進により、
サイトカイン産生が上昇したことが明らか
になった(図 2)。	 

	 また、炎症応答により発現が上昇する誘導
性 NO 合成酵素(iNOS)、およびシクロオキシ
ゲナーゼ（COX)-2 の遺伝子発現に及ぼす影響
を検討したところ、コラーゲンは両遺伝子の
発現を促進した。さらに、J774.1 細胞の NO
産生に及ぼすコラーゲンの効果を評価した
ところ、コラーゲンによって NO 産生が促進
されることが明らかになった。これらのこと
から、コラーゲンはマクロファージの種々の
活性を全体的に賦活化することが明らかに
なった。	 
	 コラーゲンによって遺伝子発現レベルが
促進されることが明らかになったことから、

作用メカニズムについて、さらに詳細に検討
した。マクロファージは、細胞表面に発現し
ているトール様受容体(TLR)4 を介して活性
化される。そこで、TLR4 の特異的阻害剤であ
る VIPER 作用下において J774.1 細胞に対す
るクラゲコラーゲンの効果を検討した。その
結果、阻害剤共存において、J774.1 細胞の
TNF-α産生に及ぼすコラーゲンの促進効果
は大きく抑制された(図 3)。このことから、
コラーゲンは TRL4 経路でマクロファージを
活性化することが明らかになった。	 

	 TLR4 はエンドトキシンとして知られるリ
ポ多糖（LPS)の受容体であり、TLR4 経路では
エンドトキシンによって活性化される。コラ
ーゲンのマクロファージ促進効果が、クラゲ
コラーゲン抽出物に夾雑しているしエンド
トキシンによる影響の可能性が考えられた
ため、クラゲコラーゲン抽出物中のエンドト
キシン濃度を測定したところ、抽出物にはエ
ンドトキシンは混入していなかった。また、
抽出物をコラゲナーゼ処理することで促進
活性が有意に抑制されたことから、クラゲコ
ラーゲン抽出物のマクロファージ活性化作
用はエンドトキシンによるものではなく、コ
ラーゲンによる効果であることが明らかに
なった。	 
	 さらに詳細な作用メカニズムを解析した
結果、コラーゲン処理により、TLR4 経路の下
流における NF-κBの核内移行の促進に加え、
MAP キナーゼの一種である JNK の活性化が認
められた。この結果から、コラーゲンは、TLR4
を刺激し、転写因子である NF-κB の核内移
行と JNK を活性化することでマクロファージ
を賦活化することが明らかになった。さらに、
マクロファージの活性化に抑制的に作用す
る PPARγ1の発現を抑制することが明らかに
なった。	 
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図 2	 サイトカイン遺伝子発現に及ぼすコラーゲ
ンの効果	 
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図 3	 TLR4 阻害条件下におけるコラーゲンの
促進効果	 



	 次に、骨髄由来樹状細胞に対する効果につ
いて検討した。マウス大腿骨から骨髄細胞を
回収し、GM-CSF を添加した培地で培養するこ
とにより、樹状細胞へと誘導した。樹状細胞
へ分化したことは、形態的な変化に加え、
MHC-II	 と CD11c の発現により確認した。得
られた骨髄樹状細胞に対してクラゲコラー
ゲンを作用させたところ、TNF-α、IL-6、IL-1
β、および IL-12 産生が顕著に促進された(図
4)。また、この産生促進効果は、遺伝子発現
の活性化によるものであることが明らかに
なった。さらに、コラーゲン処理により、樹
状細胞への分化誘導、および成熟が促進され
ることが明らかになった。これらの結果から、
コラーゲンは自然免疫応答において、マクロ
ファージだけでなく、樹状細胞に対しても活
性化、およびサイトカイン産生促進効果を示
すことが明らかになった。	 

(3)	 生体内におけるマクロファージの活性
に及ぼすコラーゲン摂取の影響	 

	 コラーゲンの経口投与によるマクロファ
ージへの効果を検討するため、メス 6 週齢
BALB/c マウスに、クラゲコラーゲンを 1.5、
および 6.0	 mg/kg 体重/day で投与した。また、
精製標品である BAT コラーゲンを 0.5	 mg/kg
体重/day で 7 日間単回投与した後、腹腔から
回収したP-Macを培養し、TNF-α、およびIL-6
産生活性を ex	 vivoにおいて評価した。その
結果、クラゲコラーゲン、および BAT コラー
ゲンともに、経口投与によって P-Mac の TNF-
α、および IL-6 産生を有意に促進すること
が明らかになった。このことから、コラーゲ
ンの摂取によって、生体内においてもマクロ
ファージを活性化する効果があることが明
らかになった。	 
(4)	 コラーゲン投与が耐病性に及ぼす影響	 
	 コラーゲンの摂取による免疫活性の促進
が、耐病性の付与につながるかどうかを確認
した。まず、無脊椎動物であり、自然免疫系
だけを持つクルマエビを用い、ホワイトスポ

ットウイルスに対する耐病性を指標として、
クラゲコラーゲンの混餌投与の効果を検討
した。その結果、クラゲコラーゲンの投与に
よって有意な生存率の改善が認められ、コラ
ーゲンが無脊椎動物の耐病性付与に効果が
あることが確認された。これは、コラーゲン
の摂取が貪食細胞などの自然免疫系を担う
免疫担当細胞を活性化したことによる効果
であると推察された。	 
	 さらに、魚類に対する耐病性付与効果を検
討した。ヒラメの滑走細菌症、およびブリ類
の結節症に対する耐病性に及ぼすクラゲコ
ラーゲンの混餌投与の効果を検討した。その
結果、ヒラメ、ブリの両試験において、顕著
な生存率の向上が認められ、コラーゲンの摂
取が実際の感染症に対する抵抗性の付与に
つながることが明らかになった。	 
	 
	 これまでに得られていたコラーゲンの獲
得免疫系に及ぼす促進効果と、3 年間の本課
題研究で得られた自然免疫系に及ぼす促進
効果成果をまとめると、コラーゲンは、獲
得免疫系だけでなく、自然免疫系も活性
化し、免疫系全体を活性化する効果を持
つことが明らかになった。	 
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