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研究成果の概要（和文）：市販品のサメ軟骨由来およびクジラ軟骨由来コンドロイチン 6 硫

酸（N-アセチルガラクトサミン 6 硫酸残基の含量が 60～70％）を二酸化チタン存在下 370 
nm～430 nm の高圧水銀ランプにより光分解し，コンドロイチン硫酸オリゴ糖を調製した．

照射時間を 6～12 時間の範囲で反応を行うことにより，2 糖～40 糖（分子量 450～9000）
のオリゴ糖を含む画分を調製した．これらの画分を分取用および分析用 HPLC および核磁

気共鳴装置・質量分析装置によりその構造解析を行うとともに，新たに硫酸化糖鎖の質量

分析法に挑戦し，これに成功した．単離・精製したコンドロイチン硫酸オリゴ糖を，三酸

化イオウ・ピリジン錯体により反応温度 40℃で完全硫酸化体を，さらにシリル化試薬 N,O
ビストリメチルシリルフルオロ酢酸により，N-アセチルガラクトサミン 6 位の硫酸基を特

異的に脱離，あるいは 10％メタノールを含むジメチルスルホキシド中 80℃24 時間反応し，

完全脱硫酸化体を調製し，4 種の異なるコンドロイチン硫酸オリゴ糖ライブラリーを構築

した．マウスに調製したコンドロイチン硫酸オリゴ糖を経口投与し，血液中の濃度を私た

ちが開発したミクロ除タンパク―ポストカラム HPLC 法により追跡し，腸管吸収とコンド

ロイチン硫酸分子量および硫酸化度の関係を解明した． 
 
研究成果の概要（英文）：Commercially available chondroitin sulfate was depolymerized by 
photolytic degradation system using titanium dioxide under 370 ~ 430 nm, and each 
oligosaccharide has been isolated and characterized by chromatographic and 
instrumentational techniques. Additionally, the purified chondroitin sulfate 
oligosaccharides were chemically over sulfonated using sulfur trioxide-pyridine complex 
and supplied for establishment of chondroitin sulfate oligomer library.  Furthermore, 
these oligosaccharides were applied for the investigation of immune stimulating effects of 
chondroitin sulfate administered orally and found the exact size of oligosaccharide which is 
able to be absorbed through digestive system of mice.   
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１．研究開始当初の背景 

コンドロイチン硫酸をはじめとする酸性多

糖類が変形性関節炎の治療・疼痛寛解を目的

とした医薬品・機能性食品として欧米を中心

に市場に流通し，日本国内でも年間約 500 ト

ンのコンドロイチン硫酸，フコイダンなどの

酸性多糖類を含んだ機能性食品が流通してい

る．しかしながらその作用機序に関しては不

明な点が多く，効果を疑問視する報告もある．

しかしながら申請者らは，コンドロイチン硫

酸の免疫系賦活作用を介した抗炎症作用に着

目し検討を進めた結果，そのメカニズムに関

していくつかの確証を得，世界的な脚光を浴

びている．しかしながら，高分子酸性多糖で

あるコンドロイチン硫酸を経口投与した場合，

どの程度が血液中に移行し免疫系を賦活化す

るのか，この作用と酸性多糖類の分子量，硫

酸化度などの構造活性相関については，未知

の部分が残されている．そこで，構造既知の

コンドロイチン硫酸オリゴ糖ライブラリーを

構築し，免疫賦活活性を対象に，コンドロイ

チン硫酸の活性中心を徹底解明することを決

意した． 
私たちはこれまで天然の多糖類の化学的完

全 O-硫酸化反応条件を確立し，これと水酸基

のシリル化剤を用いた特異的 6－O－脱硫酸

化反応を組み合わせ，抗血液凝固活性，抗ヒ

アルロニダーゼ活性などとの構造相関を解明

するなど，多糖類を中心に化学的なその硫酸

化，脱硫酸化の方法を確立し，多くの成果を

挙げている．また，抗炎症作用を評価するた

めの細胞培養系を用いた in vitro，実験的関節

炎惹起マウスを用いた in vivo の評価系を確

立している．さらにサイトカイン測定を基盤

とする，脾臓細胞の分化誘導作用を指標とし

た抗炎症作用の分子レベルでの評価系と組み

合わせることにより，その作用メカニズムを

解明することが可能になった．   
そこで，今回は天然品酸性多糖類由来オリ

ゴ糖を，新規に開発した光分解分解法（下図

2 参照）を用いて調製・単離し（Break-down
型），さらにこれらを化学的に硫酸化，脱硫酸

化することによって新規のコンドロイチン硫

酸オリゴ糖ライブラリーを構築（Build-up型）

するとともに，上記の評価系を用いて個々に

調査し，コンドロイチン硫酸の免疫系賦活作

用を介した抗炎症活性について徹底的に調査

する． 
 
２．研究の目的 

腸管免疫系を介して抗炎症作用を示す多糖

類の効果が注目を集めている．特にコンドロイチ

ン硫酸，フコイダン，ペクチンなどは機能性食品

としてその市場を拡大しており，その有効性の科

学的根拠の解明が急務である．本課題は，まず

はじめに申請者が新規に開発した二酸化チタン

を光触媒として用いる非特異的糖鎖分解法を駆

使して，各種多糖類由来 4～30 糖のオリゴ糖ライ

ブラリーを構築し，次のこれらオリゴ糖ライブラリ

ーを用いて，腸管免疫系，特にリンパ細胞表面

の L-セレクチン，マクロファージ細胞膜上の Toll 

like 受容体（TRL）を標的とした免疫賦活作用の

網羅的解析を行い，免疫賦活活性中心の徹底

解明を行うことを目的とする． 
３．研究の方法 
これまで申請者は，市販品のサメ軟骨由来

およびクジラ軟骨由来コンドロイチン 6 硫酸

（N-アセチルガラクトサミン 6 硫酸残基の含

量が 60～70％），コンドロイチン 4 硫酸（N-
アセチルガラクトサミン 4 硫酸残基の含量が

50～60％）を二酸化チタン存在下 370 nm～

430 nm の高圧水銀ランプにより光分解し（特

願 2006－310749 号）多糖由来オリゴ糖を調

製することに成功している．照射時間を 6～
12 時間の範囲で反応を行うことにより，2 糖

～30 糖（分子量 360～8000）のオリゴ糖を含

む画分の調製にも成功している．確立した光

分解条件を，アルギン酸，フコイダン，ペク

チンなどの酸性多糖類にも応用し，オリゴ糖

画分を調製する．酸性多糖由来オリゴ糖は，

これまで報告されている分解酵素を用いた方

法と異なり，非還元末端に不飽和二糖などを

含まない，偶数のオリゴ糖糖，すなわち 2，4，
6，8，10・・・糖ではなく，光分解であるた

め多糖を構成する単糖のグリコシド結合を区

別することなく切断するため，偶数の構成糖

からなるオリゴ糖のみならず，奇数の構成糖

からなる，これまで前例のない新規の天然品

多糖類由来オリゴ糖である．これらの画分を

分取用および分析用HPLCおよび核磁気共鳴

装置・質量分析装置（核磁気共鳴測定装置

（JEOL ECP600，JEOL GSX 500a），質量



分析測定装置（MALDI TOFMS，AXIMA
および LC－MS AP2000 現有）によりその構

造解析を行うとともに，新たに酸性糖鎖の質

量分析法に挑戦する． 
 単離・精製したオリゴ糖を，三酸化イオウ・

ピリジン錯体により反応温度 40℃で完全硫

酸化体を，さらにシリル化試薬 N,O ビストリ

メチルシリルフルオロ酢酸により，中性糖，

アミノ糖 6 位の硫酸基を特異的に脱離，ある

いは 10％メタノールを含むジメチルスルホ

キシド中 80℃24 時間反応し，完全脱硫酸化

体を調製するなど，合計 8 種の異なる天然酸

性多糖由来オリゴ糖ライブラリーを構築する． 
 これまで申請者らは未分画のサメ軟骨由来

コンドロイチン硫酸(平均分子量 21，000)を
マウスに 400 mg/kg 体重経口投与すると，血

液中に投与量の 0.05～0.1％のコンドロイチ

ン硫酸が検出されることを突き止めている．

また，コンドロイチン硫酸由来 2 糖である N-
アセチルコンドロシンを 400 mg/kg 体重の割

合でマウスに経口投与すると，投与量の 15～
20％が吸収することを確認している．これら

の知見を踏まえ，マウスに調製した天然酸性

多糖由来オリゴ糖を経口投与し，血液中の濃

度を私たちが開発したミクロ除タンパク―ポ

ストカラム HPLC 法により追跡し，腸管吸収

とオリゴ糖の分子量および硫酸化度などの酸

性度の関係を徹底解明する． 
 継続して天然酸性多糖の Break-down 型，

Build-up型オリゴ糖ライブラリーの構築を実

施する．また，表面プラズモン共鳴測定装置

（BIACORE2000，現有）を用いて，標的タ

ンパク質（E-セレクチン，L-セレクチン，TLR4
などの受容体など）との相互作用をコンドロ

イチン硫酸オリゴ糖ライブラリーに対してス

クリーニングする． 
 
４．研究成果 

市販品のサメ軟骨由来およびクジラ軟骨由

来コンドロイチン 6 硫酸（N-アセチルガラク

トサミン 6 硫酸残基の含量が 60～70％）を二

酸化チタン存在下 370 nm～430 nmの高圧水

銀ランプにより光分解し，コンドロイチン硫

酸オリゴ糖を調製した．照射時間を 6～12 時

間の範囲で反応を行うことにより，2 糖～40
糖（分子量 450～9000）のオリゴ糖を含む画

分を調製した．これらの画分を分取用および

分析用 HPLC および核磁気共鳴装置・質量分

析装置によりその構造解析を行うとともに，

新たに硫酸化糖鎖の質量分析法に挑戦し，こ

れに成功した．単離・精製したコンドロイチ

ン硫酸オリゴ糖を，三酸化イオウ・ピリジン

錯体により反応温度 40℃で完全硫酸化体を，

さらにシリル化試薬N,Oビストリメチルシリ

ルフルオロ酢酸により，N-アセチルガラクト

サミン 6 位の硫酸基を特異的に脱離，あるい

は 10％メタノールを含むジメチルスルホキ

シド中 80℃24 時間反応し，完全脱硫酸化体

を調製し，4 種の異なるコンドロイチン硫酸

オリゴ糖ライブラリーを構築した．マウスに

調製したコンドロイチン硫酸オリゴ糖を経口

投与し，血液中の濃度を私たちが開発したミ

クロ除タンパク―ポストカラムHPLC法によ

り追跡し，腸管吸収とコンドロイチン硫酸分

子量および硫酸化度の関係を解明した． 
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