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研究成果の概要（和文）：サガラメ脂溶性画分から有効成分としてフタル酸ビス（2-エチルヘキシル）が単離・同定さ
れた。腸管モデル細胞のCaco-2細胞を用いて透過を確認したところ、透過率は褐藻抽出物で3～17 %程度、精製フロロ
タンニン2種で約30 %であった。フロロタンニン（Pt）は花粉症モデル、食物アレルギーモデルに対してともに有効性
を示し、その効果は免疫調節に起因していることが示唆された。さらに、Ptの脱顆粒抑制機序を調べるため、プロテイ
ンキナーゼCα発現に対する影響を調べたが、抑制は認められなかった。また、フコキサンチンにも、in vivo、in vit
ro試験いずれにおいても、抗アレルギー性が確認された。

研究成果の概要（英文）：From a lipophilic fraction of Eisenia arborea extract, bis(2-ethylhexyl) 
phthalate was isolated and idetified as an active compound. Four brown algal extracts and 2 purified 
phlorotannins had permeated Caco-2 cells, and the permeation ratios were 3-17 % and about 30 %, 
respectively. Condenced phlorotannin (Pt) excerted anti-allergic effect on pollen allergy and food 
allergy model mice. The mechanism would attribute to immunomodulating activity of Pt. To investigate 
anti-degranulation effect of Pt on mast cells, the effect of it on expression of protein kinase Cα 
(PKCα) in RBL-2H3 cells was measured by western blot method. But, the suppression of Pt on PKCα protein 
expression was not observed. Moerover, in vivo and in vitro experiments, fucoxanthin that is a marine 
carotenoid indicated anti-allergic effects.

研究分野： 食品機能学
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１．研究開始当初の背景 
 海藻ポリフェノール（フロロタンニン）は
クロメ、サガラメ、ツルアラメなど低利用食
用褐藻類に約 3 %含まれており、新規機能性
成分として注目が高まっていた。その食品機
能性は、我々が 2006 年に抗アレルギー性を
報告 (Sugiura et al., Biosci. Biotechnol. 
Biochem., 70, 2807, 2006.)して以来、他国
（韓国等）の研究グループも含め、糖尿病合
併症予防や抗肥満、免疫調節、酸化ストレス
抑制効果など多岐にわたって報告(Kim SK, 
“Handbook of Marine Macroalgae,” ed. 
John Wiley & Sons, 2012.)されるようにな
り、陸上農産物由来のポリフェノール（フラ
ボノイドやカテキン類など）と同じく、機能
性研究が活性化してきた。 
 この中で、我々は、国民の約半数が何らか
の症状を持つといわれ、社会的問題となって
いるアレルギーに着目し、主にサガラメ由来
のフロロタンニンや抽出物の抗アレルギ
ー・抗炎症効果について研究を進めてきた。
その結果、加工品における残存活性を含め、
多くの知見を得た（杉浦ら, 食品・食品添加
物研究誌, 216, 46, 2011.）。 
 その他、サガラメのメタノール／クロロフ
ォルム（M/C）抽出脂溶性画分が、炎症関連
酵素（リポキシゲナーゼ; LOX）の活性阻害
やマウス耳介浮腫抑制（抗炎症）を示し、そ
の有効成分は dieckol（フロロタンニンの 1
種）であることを突き止めた。一方、フロロ
タンニン粗抽出物）による Caco-2 細胞（腸
管吸収モデル）透過実験では、フロロタンニ
ン（eckol）の 5 %程度が透過されることが分
かった。サガラメ以外のクロメ（Sugiura et 
al., Food Agric Immunol., 26, 181, 2015）や
ツ ル ア ラ メ (Sugiura et al., Food Sci. 
Technol. Res., 18, 467, 2012.)のフロロタン
ニン粗抽出物においては、ヒスタミン放出モ
デル細胞（RBL-2H3）の脱顆粒抑制作用やア
レルギー炎症関連酵素の活性阻害、マウス耳
介浮腫抑制効果を見出していた。 
 しかし、フロロタンニンなど海藻由来成分
の抗アレルギー性について、その科学的エビ
デンスは不十分なため、更に研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
低利用食用海藻の付加価値向上を目的と

して、褐藻サガラメをモデル試料として成分
研究および抗アレルギー研究を行った。この
研究目的を達成するために、以下の研究を行
った。 
（１）サガラメ脂溶性画分由来 抗アレルギ
ー成分の単離・同定と有効性試験 
 dieckol を含まない脂溶性画分にも炎症関
連酵素活性の阻害が認められたので、dieckol
以外の有効成分について更に成分分析を進
めた。 
（２）フロロタンニン類の腸管吸収 
 Caco-2 細胞を用い、フロロタンニンについ
て腸管吸収を検討した。また、実験動物を用

いて、フロロタンニンの体内動態も評価した。 
（３）食物アレルギー以外の症状に対する有
効性の検討がなされていない 
 食物アレルギーモデルラットに対するサ
ガラメの有効性は報告してきた(Sugiura et 
al., Fish. Sci., 74, 180, 2008.)が、それ以外の
花粉症等のアレルギー症状に対する有効性
についても、アレルギーモデル動物を用いて
評価した。 
（４）脱顆粒抑制作用の未知のメカニズムを
解明 
 予備検討では、電子顕微鏡観察により、サ
ガラメ抽出物が RBL 細胞脱顆粒にともなう
細胞表面骨格の変化を抑制することが見出
された。この結果は、既報の抑制メカニズム
(Li et al., J. Agric. Food Chem., 56, 12073, 
2008.)とは異なっているため、細胞表面骨格
の変化に関連する未知の抑制メカニズムの
解明について研究を行った。 
（５）フロロタンニンの免疫調節作用に関す
る検討 
 研究活動スタート支援事業（平成 23 年～
24 年度）において、フロロタンニンの免疫調
節作用について検討したが、マウス血中の抗
体バランスの測定のみに留まっていた。そこ
で、サイトカインおよび mRNA 発現、T 細
胞バランスにおいても影響を及ぼしている
かどうか、マウス脾臓において評価した。 
（６）フロロタンニン以外の褐藻成分に関す
る抗アレルギー性の検討 
 フロロタンニン以外の生理活性物質とし
て、海洋カロテノイドのフコキサンチンにつ
いても検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）試料調製と成分分析 
褐藻試料（クロメ、サガラメ、ツルアラメ、

ヒジキ）からメタノール/クロロホルム抽出
により水溶性画分（フロロタンニン粗抽出
物）および脂溶性画分を回収した。それぞれ
の画分についてフォーリン-デニス法により
ポリフェノール濃度を測定し、フロロタンニ
ン量を確認した。フロロタンニン粗抽出物に
ついては、適宜、ODS カラムなどで精製して
フロロタンニン純度を高めることにより、フ
ロロタンニン調製物を得た。また、高速液体
クロマトグラフィーやガスクロマトグラフ
ィー、薄層クロマトグラフィーなどの手法に
より、内容成分に関する分析、有効成分の推
定を実施した。 
（２）サガラメ脂溶性成分に含まれる抗アレ
ルギー性成分の単離・同定 
シリカゲル分画で得られた、サガラメ脂溶

性画分のクロロホルム溶出物にも有効性（リ
ポキシゲナーゼ（LOX）活性阻害によるスク
リーニング）が認められているので、順相ゲ
ル（シリカゲル）や逆相ゲル（ODS 等）、HPLC
分取等クロマト手法により有効成分の単
離・精製を進めた。 
（３）フロロタンニン類の腸管吸収の検討 



 腸管吸収のモデル培養細胞としてヒト結
腸 癌 由 来 細 胞 (Caco-2) (Peterson and 
Mooseker, J. Cell Sci., 102, 581-600, 
1992.)を使用した実験を行った。既報(竹山
と福島，学苑・生活科学紀要，806，37-39，
2007.)に従ってカルチャーインサートプレ
ート上で Caco-2 細胞を 2週間増殖させた後、
褐藻抽出物および精製フロロタンニンを含
む培養上清に切り替えた。フロロタンニンの
透過量はフォーリン‐デニス法や HPLC 法、
電気化学検出器（ECD）－UPLC 分析系で測定
することにより評価した。また、フロロタン
ニンをマウスに経口投与し、経時的に採血し
た。得られた血清中のフロロタンニン含量を
ECD-UPLC 分析系で評価し、経時的な血中濃度
変化を解析した。分析試料の調製についても、
血清からの成分抽出等について検討を行っ
た。 
（４）アレルギーモデルマウスに対する有効
性の検討 
実験動物としてマウス用い、フロロタンニ

ン粗抽出物を経口投与した。花粉アレルゲン
（Cry j 1）を腹腔内投与の後、経鼻投与す
ることにより免疫負荷し、アレルギーモデル
マウスを作成した。有効性評価は、既報
(Sugiura et al., Fish. Sci., 74, 180-186, 
2008.)に従い、血清や脾臓などの生体試料を
得て、含まれる免疫グロブリン（IgE）やサ
イトカイン（インターロイキン）を ELISA 法
などで測定することに拠った。また、食物ア
レルギーモデルは、マウスに卵白アルブミン
（OVA）を腹腔内投与することで作成した。
そのマウスにおいて、定量的 PCR 法により、
サイトカインやT細胞分化に関わるマスター
因子の mRNA 発現量を測定し、フロロタンニ
ンの免疫調節能を調べた。 
（５）脱顆粒抑制作用のメカニズムを解明 
 予備検討で見出された、RBL-2H3 細胞脱顆
粒にともなう細胞骨格変化の抑制は、機序的
にIgEレセプター架橋抑制かエキソサイトー
シス抑制によるものか不明であった。そこで、
電子顕微鏡観察による視覚的なデータ蓄積
と合わせ、細胞表面骨格変化に関わる細胞内
因子（PKCα等 ）について、ウェスタンブロ
ット法等で生化学的に評価した。 
（６）フコキサンチンの抗アレルギー性に関
する検討 
 フコキサンチンについて、in vivo 試験と
して、マウス耳介浮腫による評価を行った。
また、in vitro 試験として、RBL-2H3 細胞を
用いた脱顆粒抑制試験や炎症関連酵素の活
性阻害により有効性を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）サガラメ脂溶性画分のクロロホルム溶
出物に含まれる有効成分 
 サガラメ乾燥粉末 1 kg からクロロホルム
溶出物 354.8 mg を回収した。そのうち、シ
リカゲルカラムおよび順相 HPLC で成分の精
製を行い、リポキシゲナーゼ（LOX）活性阻

害を指標に有効成分を探索したところ、2.3 
mg の活性成分が得られた。その物質は、1H
および 13C-NMRによるスペクトル解析の結果、
フタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（DEHP）と
同定された（Fig. 1）。LOX 以外の炎症関連酵
素（シクロオキシゲナーゼ-2（COX-2）、ホス
ホリパーゼ A2（PLA2）、ヒアルロニダーゼ
（HA））の活性阻害や RBL 細胞の脱顆粒抑制
について評価したところ、濃度 100μg/mL に
おいて、脱顆粒抑制以外は抗アレルギー性が
確認された（Table 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、DEHP は生体に対する内部かく乱物

質としても知られており、DEHP 自体やそれを
含むサガラメの安全性についても更なる検
討が必要と考えられた。 
 
（２）フロロタンニン類の腸管吸収に関する
検討 
 褐藻類のメタノール／クロロホルム（M/C）
抽出物に含まれるポリフェノールについて、
Caco-2 細胞の透過量をフォーリンデニス法
で調べた。その結果、クロメ、サガラメ、ツ
ルアラメ抽出物で約3-5 %の透過量であった。
ヒジキ抽出物については、約 17 %程度の高い
透過量であった（Fig. 2）。精製フロロタン
ニン（eckol と 8,8’-bieckol）について、
Caco-2細胞の透過量をUPLC-UV検出系で分析
し た と こ ろ 、 eckol は 約 40 % が 、
8,8’-bieckol は eckol に分解されて約 30 %
が透過することが分かった（Fig. 3, 4）。さ
らに、UPLC-ECD 分析系にてフロロタンニンの
微量分析を試みた。分析条件の検討の結果、
移動相：50 mM リン酸添加 20%アセトニトリ
ル（pH 3.5）、流速：0.1 mL/min、電極電位：
1200 mV が適用された。上記 2 種のフロロタ
ンニンについて、この分析条件で UPLC-ECD
分析系で微量検出を行ったところ、保持時間
4.0 分で eckol が、5.8 分で 8,8’-bieckol
がそれぞれ検出された。検出限界は eckol：
10 nM、8,8’-bieckol：25 nM であり、HPLC-UV
分析系の約 1000 倍の検出感度であることが
分かった（Fig. 5）。この UPLC-ECD 分析系で、
Caco-2 細胞の透過液ならびにマウス血清中

Table 1　DEHPによる炎症関連酵素活性の阻害

酵素 PLA2 COX-2 LOX HA

阻害率（%） 40.8 ± 14.9 33.8 ± 2.8 70.0 ± 4.6 12.5 ± 6.7

PLA2: phospholipase A2, COX-2: cyclooxygenase-2, LOX: lipoxygenase, HA:
hyarulonidase

 



のフロロタンニン検出を試みたが、検出は出
来なかった。そのため、透過液や血清（血漿）
からの分析試料の調製法や、分析条件の更な
る検討が必要となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（３）アレルギーモデルマウスに対するフロ
ロタンニンの有効性の検証 
 花粉症モデルマウス（Cry j 1 投与）にお
いてフロロタンニン（投与量：4.5 mg/mouse）
は、血中総 IgE 量や脾臓インターロイキン
（IL）-4、IL-5 量の有意な低下（Table 2, 3）
を示し、抑制効果の可能性が示唆された。ま
た、食物アレルギーモデルマウス（OVA 投与）
については、フロロタンニン（投与量：同上）
は Table 4 に示すような免疫調節能を示した。
このことから、フロロタンニンは制御性 T細
胞（iTreg）を誘導し、iTreg 細胞がその他の
T 細胞サブセット（Th1 など）の活性化を制
御することにより炎症反応を沈静化して抗
アレルギー性を示すことが示唆された。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）脱顆粒抑制メカニズムの解明 
 フロロタンニンの脱顆粒抑制メカニズム
を解明するため、脱顆粒現象と顆粒球の細胞
表面移行に関与するプロテインキナーゼ Cα
（PKCα）のタンパク質発現量について調べ
た。RBL 細胞を A23187 で刺激し、フロロタン
ニン濃縮物を 100および 200μg/mL 添加して
影響を確認したが、PKCα発現量は何れの濃
度でも低下していなかった（Fig. 6）。従っ
て、フロロタンニンによる脱顆粒抑制には
PKCαは関与していない可能性が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）フコキサンチンの抗アレルギー性 
 In vivo 試験では、マウス耳介浮腫抑制試
験において、フコキサンチン（Fx）は経皮・
経口投与いずれの場合も効果を示した
（Table 5）。その機序を調べるために in 
vitro 試験で、炎症関連酵素の活性阻害を計
測した。その結果、Fx、フコキサンチノール
（Fxol, Fx 代謝物）ともに LOX 以外の酵素活
性を阻害することが分かった（Table 6）。更
に、遺伝子レベルでの効果を検証するために、
RBL-2H3 細胞をカルシウムオイノフォア
（A23187）で刺激した場合の COX-2 mRNA 発
現に対する Fxと Fxol の抑制効果を確認した
ところ、濃度依存的に抑制することが明らか
となった（Fig. 7）。 

PKCα

β-actin

Fig. 6 RBL細胞のPKCαタンパク質発現レベルに及ぼすフ
ロロタンニンの影響
A23187：カルシウムイオノフォア（刺激剤），Pt：フロロタンニン
濃縮物

A23187          － ＋ ＋ － ＋ ＋
Pt（µg/mL） 0   0                100                0                0               200

Table 3　フロロタンニンの花粉症モデルマウスにおける効果

試験区 総IgE (μg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-5 (pg/mL)

対照 13.91 7.98 54.08

フロロタンニン 8.22** 4.42** 8.64**

IL：インターロイキン, **：P < 0.01  

Table 4　食物アレルギーマウスにおけるフロロタンニンの免疫調節作用

T細胞

サイトカイン mRNA ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ ↑

タンパク質 ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ -

マスター因子* mRNA T-bet ↓ ↓ RORγt ↓ Batf ↓ ↑

*：T細胞分化に関与する転写因子, -：未計測

IFN-γ IL-4 IL-5

Th2

IL-17

Th1

GATA3 Foxp3

TregTh17 Tfh

IL-21 TGF-β IL-10

 

Table 2　フロロタンニンによるくしゃみと鼻掻き回数の抑制

試験区 くしゃみ 鼻掻き

対照 24.8 48.8

フロロタンニン 10.3* 36.0

＊：P < 0.05  
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Fig. 7 フコキサンチンおよびフコキサンチノールによるRBL細胞にお
けるCOX-2 mRNA発現に対する抑制効果
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