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研究成果の概要（和文）：我々は、褐藻抽出画分よりフラボノイド類であるモリンを検出することができた。筋
萎縮モデルマウスを用いた解析において、0.1%マリンフラボノイド摂取は、筋重量や筋線維面積の減少に対して
抵抗性を示した。興味深いことに、マリンフラボノイド摂取はガン増殖も抑制した。C2C12筋管細胞に癌細胞培
養上清及びマリンフラボノイドを添加し、形態学的観察を行った。その結果、マリンフラボノイドを添加するこ
とにより、筋管細胞の萎縮に対して抵抗性を示した。以上の結果より、海藻中フラボノイドはガン細胞由来液性
因子あるいはガン細胞に作用することにより、筋萎縮予防効果を発揮することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found flavonoid, morin in brown algae. Next, we examined 
the effect of dietary marine flavonoid containing morin, on the wasting of muscle. The wet weight 
and myofiber size of skeletal muscle in tumor-bearing mice, which is known to muscle atrophy model, 
significantly decreased, compared with that of vehicle-injected control mice. In contrast, the wet 
weight and myofiber size of skeletal muscle in tumor-bearing mice fed the marine flavonoid diet were
 nearly the same as those in vehicle-injected control mice. Moreover, treatment of marine flavonoid 
in C2C12 myotube inhibited myotube atrophy induced by tumor. These results suggest that dietary 
marine flavonoid suppresses muscle wasting in tumor-bearing mice. Thus, marine flavonoid may be 
efficacious in a therapeutic approach against the wasting of muscle.

研究分野：分子栄養学
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１．研究開始当初の背景 
超高齢者社会を迎えている我国では、加齢
による筋萎縮の予防は高齢者の quality of 
life (QOL)向上と運動器症候群（ロコモティ
ブシンドローム）発症予防に重要である。サ
ルコペニア（老化による筋萎縮）は廃用性筋
萎縮（宇宙フライトやベッドレストなど）と
異なり、回復するのが困難であるとされてい
る。その予防法としては持続的な筋力トレー
ニングや十分な栄養摂取などで防ぐしかな
いのが現状である。我々は、筋萎縮の重要な
原因酵素がユビキチンリガーゼ(ユビキチン
依存性蛋白質分解経路の律速酵素)であるこ
とを発見した。さらに、転写因子であるNFκB
や FOXO の活性化が筋萎縮関連ユビキチン
リガーゼMuRF1や Atrogin-1の発現上昇に
重要であることを報告した。したがって、ユ
ビキチンリガーゼの活性化をいかに抑制で
きるかが筋萎縮予防の鍵となる。我々はこれ
までに食品中の生理活性物質に着目し、研究
を進める中で、カテキンやケルセチンなどの
フラボノイド類が抗酸化作用により筋萎縮
を予防することを見出した。高い活性をもつ
フラボノイド類を得るにはそれらを多く含
む食物(野菜や山菜など)を大量に濃縮あるい
は酵素処理しなければならない。我々が着目
した水産物資源（マリンフラボノイド）の生
理活性はほとんど研究されていないため、新
しい機能性を持った活性の発見が期待され
る。 

 
２．研究の目的 
老化や寝たきりにより骨格筋は萎縮する。
我々は、筋特異的ユビキチンリガーゼが加齢
や廃用による筋萎縮の重要な原因因子であ
ることを見出した。さらに、我々はフラボノ
イド類が筋萎縮予防に効果的であるエビデ
ンスを得た。本研究では、未だほとんど開拓
されていない水産物資源（マリンフラボノイ
ド）がサルコペニア予防に効果的であるかを
検証することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
【海藻からフラボノイドの抽出】 
褐藻アカモク 1 gを精秤し、氷冷したTBHQ
含む 75%メタノールを加え、試験管用ポリト
ロンホモジナイザーで破砕した。その後、HCl
を加え、90ºC で 2 時間撹拌した。2,600 rpm
で遠心して上清を集めた。10 M KOH、1 M 
KOHで中和し、pH3.0に調整した。上清を抽
出溶媒で 10 mlに定容し、抽出液とした。 
 
【フラボノイドの分析】 
上記で調製した抽出液を超純水で 16 倍に
希釈し、0.45 µm のメンブランフィルター 
(Advantec Toyo社製) でろ過後、その 20 µlを
HPLC分析に供した。 
使用した HPLCには、以下のシステムを用
いた。高速液体カラムクロマトグラフィー自
動分析システム (LC-2000 plus series、日本分

光社製) を用い、その内訳はオートサンプラ
ーには AS-2057を、送液ポンプには PU-2080
を、カラムオーブンには CO-2065を、検出器
には UV-2075を用いた。使用した分析用カラ
ムは島津社製逆送分配カラム TSKgel 
ODS-80Ts (φ3.9 mm ×15 cm) を用いた。測定
条件は、試料注入量 10 µl、移動相流量 0.9 
ml/min、カラム保持温度 30ºC、吸収波長 340 
nm で、ピーク面積法により抽出液のフラボ
ノイド量を求めた。 
 
【動物実験】 

7週齢、C57/BL6系雄マウスは 24 ±1°C、午
前 6時から午後 6時までを明期として飼育し
た。実験動物の取り扱いは長崎大学実験動物
取り扱い指針に則して行った。マウスは普通
食を 1週間自由摂取させた後、筋萎縮モデル
を模倣した。その間、普通食群とモリンを重
量比 0.1%で配合した飼料を給餌させた群に
分け、それぞれの試験食を 3週間自由摂取さ
せた。 
 
【ガンカヘキシーモデル】 
マウス由来ルイス肺ガン（LLC）細胞は

37°C、5% CO2 の条件下で、増殖培地［100 
g/mLストレプトマイシン、100 U/mLペニシ
リン、 10% 牛胎児血清（ FBS）を含む
Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM）］
で培養した。培養細胞はトリプシンにて剥離
し、Hanks’ Balanced Salt solution（HBSS）に
懸濁させた。1x106個の LLC細胞は 1週間の
予備飼育を行ったマウス右脚の大腿筋近傍
の皮下に移植した。一方、コントロール群は
HBSS をマウス右脚の大腿筋近傍の皮下に投
与された。投与後、マウスは 4群（普通食コ
ントロール群; 普通食ガン細胞移植群; フラ
ボノイド食コントロール群; フラボノイド食
ガン細胞移植群）に分け、3 週間の飼育を行
った後、直ちに後肢の前脛骨筋、腓腹筋を採
取した。湿重量を測定し、体重当りの筋湿重
量を算出した。このとき、NC の平均筋湿重
量を 100%とした。 
 
【共培養実験】 
マウス骨格筋由来細胞である C2C12 筋芽
細胞は 37°C、5% CO2の条件下で、増殖培地
［100 g/ml ストレプトマイシン、100 U/ml
ペニシリン、10% 牛胎児血清 (FBS) を含む
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) ］
で培養した。C2C12 筋芽細胞が 100%コンフ
ルエントになったところで 2% horse serumを
含む DMEMに交換し、分化させた。その 72
時間後、分化した C2C12 細胞に LLCガン細
胞上清を 30時間処理した。 
 
４．研究成果 
これまでに海藻から抽出したフラボノイ
ドは、陸生植物からのフラボノイドとは若干
異なった組成を示すことが報告されている。
褐藻中に含まれるフラボノイド類の分離を



行った結果、酸メタノール抽出画分において、
様々なフラボノイド様ピークが得られた（図
１）。これらのピークの中からモリンを同定
した。モリンは褐藻中に含まれているフラボ
ノイドの一つであり、アカモク 100g 中に存
在するモリンの量は、約 0.1gであった。 

 
ケルセチンやイソフラボンなどのフラボ
ノイドは筋萎縮抑制作用が報告されており、
海藻中に含まれているフラボノイドにおい
ても同様の効果が認められる可能性が示唆
される。そこで、海藻中に含まれるフラボノ
イド、モリンを用いて筋萎縮抑制作用を有す
るかどうか検討した。普通食群ではガンカヘ
キシーマウスにおいて、萎縮筋で観察される
筋重量の減少が認められた。これに対して、
モリン食群ではガンカヘキシーによる筋重
量の減少に対して抵抗性を示した（図２）。
興味深いことに、マリンフラボノイドの摂取
はガン細胞増殖も抑制した。さらに、骨格筋
より切片を作成し、筋横断面積を測定した結
果、筋湿重量の結果同様、普通食群ではガン
カヘキシーマウスにおいて、萎縮筋で観察さ
れる筋線維面積の縮小が認められたが、モリ
ン食群ではガンカヘキシーによる筋線維面

積の減少に対して抵抗性を示した（データは
示さず）。 

 
モリンの筋細胞に対する作用が調節的か
どうかを検討するために、C2C12筋管細胞に
癌細胞培養上清及び 0, 1, 10, 20 Mのモリン
をそれぞれ同時に添加し、筋管細胞の形態学
的観察を行った。低濃度のモリンでは筋管萎
縮抑制効果は認められなかったが、10, 20 M
のモリンを添加することにより、筋管細胞の

萎縮に対して 50％程度筋萎縮抑制作用を示
した（図３）。 
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