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ア ッ プル ペ クチ ン 由来オ リゴ糖の 活性酸素抑制効果に 関す る研究
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要 旨

大腸癌発癌抑制作用が 明 らかとな っ て い るア ッ プル ペ クチ ン の作用機序の解明を目的に
,

ア ッ

プル ペ クチ ン 由来の オリゴ糖を用いて活性酸素に対する効果を分析し
, 市販されて い る他のオリ

ゴ糖やその関連物質とも比較 した . ア ッ プル ペ クチ ン由来 のオ リ ゴ糖は平均重 合 度 に よ り
,

p o s - S
, p o s

- M
, p o s

- L
, p o s

- L L に分け,
さらにp o s - S を12 1 ℃30 分加熱 し

, p o s
- H と した

. 宿

性酸 素に対す る効果はE S R ス ピン トラ ッ ピ ン グ法を行 い
,

その抑制率か ら検討した
. その結果 ,

ア ッ プル ペ クチ ン由来のオリ ゴ糖は活性酸素抑制効果を持ち
,

･ 0 2
一に対 してはp o s - H (82 .3 % )

,

p o s - S ( 48 .9 % )
,

･ O H では ペ クチ ン オリ ゴ糖 (8 8 .6 % ) , p o § - H ( 87 .2 % ) で あり
,

加熱する

と更に強いS O D 様活性 (26 .7 u nit / m l) を示 した. 以上か ら
,

ア ッ プル ペ クチ ン の 発癌抑制作

用の
一 端に活性酸素抑制があることが示唆された

.

キ
ー

ワ ー ド

ア ッ プル ペ クチ ン
,

ペ クチ ン オリ ゴ糖, フリ ー

ラジカ ル
,

ス ー パ ー オ キサイ ドア ニ オ ン ラジ カ ル
,

ヒ ドロ キ ン ル ラジカ ル

はじめに

欧米で の大腸癌発生率は日本 に比べ て高く
, 痩

学調査か ら人種的因子ではなく , 環境因子の関与

が明らか に な っ ている
1 ･2 )

. 日本 におけるその後の

大腸癌発生率の増加は食生活の欧米化 と重 なり,

環境因子と しての食生活の関与が重要視されて い

る
3 ･4)

. さ らに疫学的研究および化学発癌 モ デルを

用い た研究 により
, 高脂肪食 ･ 低繊維食が危険因

子で ある こ とが示された
5 - 8)

看護の中には疾病 を持 っ た患者だけを対象 とす

るのではなく ,

一 次予防の観点か ら
, 疾病予防を

目指 した健康増進に つ なが る食生活を指導する こ

とも重要な 一

つ と して存在する
9)

. その た め
,

大

腸発癌との関連が高 い食生活に つ い ての知識 を身

に つ けること, さらには発癌 を抑制する食品の機
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能へ の深い理解が求められてい ることは当然で あ

る
.

今回の研究対象で あるア ッ プル ペ クチン の大腸

癌発生との関わりに つ いては
, 排便量を増加させ

,

有害物質の腸内滞留時間を減少させる こ とか ら大

腸癌 の予防効果は水不溶性食物繊維にあるとされ

て い るが
, 水溶性食物繊維で あるア ッ プル ペ ク チ

ン の経 口 投与を行う ことで
,

ア ゾキ シ メタ ン投与

ラ ッ トにおいて大腸癌 の発生が抑制される ことを

田滞 らの グル ー プに よ っ て報告されて いる
10)

.

また
,

腫癌 の増殖 に 必要 と され る O r n it hi n e

d e c a r b o x yl a s e ( O D C ) の 活性 化や血管新生因

千 ( T A P ) の活性化を引き起 こ し, 腫 蕩細胞や

マ ク ロ フ ァ
ー ジか ら分泌されるP r o s t a gl a n di n E 2

( P G E 2) の門脈血 中の含有量が ア ッ プ ル ペ クチ

ンを経口投与する ことで低下する こ とや
,

ラ ッ ト
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肝転移 モ デル に おけるア ッ プル ペ クチ ン経 口 投与

による転移形成率と転移結節数 の高い 抑制効果 ､

腸内細菌叢の変動を介 した β - グル ク ロ ニ ダ ー ゼ

活性と総胆汁酸量の減少が田津 らにより示されて

いる
1 ト 14 )

こ のように
,

大腸癌 の発癌 ､ 転移を抑制する効

果がア ッ プル ペ クチ ン にある ことが明らかとな っ

ているが , その作用機序に つ い ての報告は田津ら

の グル ー プ研究だけと少 なく , まだ解明されてい

ない点が多い.

発癌過程は
, イ ニ シ エ - シ ョ ン

, プロ モ ー シ ョ

ン
,

プ ロ グ レ ッ シ ョ ン の多段階説が有力とな っ て

いるが
, 活性酸素はプ ロ モ ー シ ョ ンとプ ロ ク レ ッ

シ ョ ン の両方 の過程に関わ っ ており
15 )

, 発癌抑制

を検討するメ カ ニ ズ ム の
一

つ と して活性酸素に対

する作用を考慮する必要がある.

そのた め著者 らは,
ア ッ プル ペ クチ ン の活性酸

素発生系に対する効果に つ い て解析を行 っ た .

ア ッ プル ペ クチ ン の作用機序の解明のため,
ア ッ

プル ペ クチ ン のbi o r e a ct e r による分解産物である

ペ クチ ン オリゴ糖を用 い
,
活性酸素として特に ス ー

パ ー

オキ サイ ドア ニ オ ン ラ ジカ ル ( ･ 0 2
I ) と ヒ

ドロ キン ル ラジカ ル ( ･ O H ) に対す る抑制効果

の解析を行 い
,

また , 比較検討のため現在機能性

食品として市販されて い るオ リゴ糖やその関連物

質に つ い ても比較解析を行 っ たので報告する
.

研究方法

1 . 実験材料

1 ) ペ クチン オ リゴ糖の調整

ペ ク チ ン オ リ ゴ糖 はS e t e r e u m p e r p u r e u m

A S P - 4 B の培養上清 よ り抽 出され た固定化 エ ン

ドー ポリガ ラク ツ ロ ナ
- ゼ に よ っ て ポリガ ラク ツ

ロ ン酸より調製 したものを用いた.

また
,

G e n u 社製のア ッ プル ペ クチンをP e cti n a s e -

G o d o e n d o - P G ( 合同酒精) に よ っ て ペ クチ ン

オリ ゴ糖 (p o s) と し, 分画は中空糸限外 ろ過モ

ジ ュ
-

ルを用い て行 っ た
. 分子分画量30 ,0 00 を透

過しな い ものを L L
, 分子分画量3 0

,
00 0 は透過す

るが
,
10

,
0 00 を透過 しない もの をL

,
10

,
0 0 0 を透

過 し3 ,000 を透過 しないものをM
,
3 ,0 00 を透過 し

たもの をS と した .
4 画分 に つ い て ゲル ろ過タ ロ

マ トグラ フ イ
- を行 い

,
分子量分布を測定 した

.

平均重合度はp o s - L L (2 6 .6 ) , p o s
- L ( 19 ･ 9) ,

p o s
- M ( 14 .6)

, p o s - S( 4 .1) と な っ た .

さらにp o s - S を12 1 ℃
,

30 分間オ ー トク レ ー ブ

にか けたものをp o s
- H とした ( 本 ペ クチ ン オ リ ゴ

糖の分画調整に は青森県産業技術開発 セ ン タ
ー

の

協力のもとに実施された) ( 表 1
, 図1) .

衰1 ア ッ プル ペ ク チ ン か らの オ リ ゴ糖の 調整分画

P e cti n ( G e n u )

J
p e cti n a s e

- G O D O

e n d o P G

P e c tl n O lig o s a c c h a rld e

u ltr af‖t r a tio n

1 2 1 ℃ 3 0 m l n

ウ ロ ン酸含 有宰 ( % )

平均王 合皮

u
)

u

o
c

s

地

米
昏

ー
L

4

L

27

2 6 .6

L M

9 0 .7 1 0 0 3 9 9.5
9 7 .8

1 9 .9 1 4.6
4
.

1 5 .4

0 5 0 1 0 0 1 5 0

フ ラク シ ョ ン番 号

図1 p o s - L L
,
L

,
M

,
S の ゲ ル ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

溶出条件 : P H O . 4 の0 .0 5 M C H 3 C O O N a 溶液 で 平衡化 し

たS e ph a c r y l S -2 00 カ ラ ム ク ロ マ ト フ ラ フ イ

( 内径2 .6 × 長さ1 0 0 c n ,
P h a r m a ci a) を用 い

,

流速 1 ml / m i Ⅲ で溶出 し, 試験管 1 本あた

り4 . 5 山 ず つ 取 っ た.

2 ) その他のオリ ゴ糖とその関連物質

キ トサ ン オリ ゴ糖 ( 山 口 化研 . 東京, 甲陽ケミ

カ ル株式会社. 東京)
,

キ トサ ン オリゴ糖混合物

( 焼津水産化学. 静岡) ,
キ トサ ン ダイ マ - ( 焼

津水産化学. 静岡) , キ トサ ン テ トラ マ
- ( 焼津
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水産化学. 静岡) ,
キ トサ ン 原末 ( 富士バ イ オ .

静岡) , 低分子キ トサ ンS K 1 2 ( 甲陽ケミ カ ル 株

式会社 . 東京)
,

キ トサ ン F M 2 00 ( 甲陽ケ ミ カ ル

株式会社. 東京) ,
キチ ン オリ ゴ糖 ( 甲陽ケミ カ

ル株式会社 . 東京) ,
キ チ ン オ リゴ糖混合物 ( 焼

津水産化学 . 静岡) , キ ン ロ オ リゴ糖9 5 P ( サ ン

トリ - 株式会社 . 東京)
,

オリ ゴ ミ ッ ク ス ( 富士

バイオ . 静岡) ,
グ ル コ サミ ン H C l ( 焼津水産化

学. 静岡
,

甲陽ケ ミ カ ル株式会社. 東京) ,
N ア

セ チ ル グル コ サ ミ ン ( 焼津水産化学 . 静岡) を用

い た .

3 ) サ ン プル の調製

サ ンプル は蒸留水 に溶解させ
,

2 0 .O m g / m l の

濃度 の水溶液を作成 し
,
3 000 回転 ,

5 分間の遠心

分離 にか け,
上清及びそれ を希釈 しなが ら

,
2 .0

m g
･

/ m l
.

0 .2 m g / m l の濃度に調整 し
, 測定 に使

用した . 濃度調製 に は賓城 らの報告をもとに し

た
16)

.

4 ) ス ー パ ー オキサイ ドア ニ オ ンラジカル ( ･ 0 2
-)

及び ヒ ド ロ キン ル ラ ジカ ル ( ･ O H ) 生成に用 い

た試薬

ス ピ ン トラ ッ プ剤に は
,

5 ,
5

'
- di m et h yl

- 1 -

p y
r r o li n e

- N -

o xid e ( D M P O ) ( 同仁化学研究所
,

熊本) を用 い
,

･ O H の 二 次的生成 を防ぐ目的で

使 用 した 金 属キ レ
ー ト剤 に は ,

Di et h y l e n e

t ri a m i n e
- N

,
N

,
N

'

,
N

‖

.
N

‖
-

p e n t a a c eti c a cid

( D E T A P A C : C 1 4 H 2 3 N 3 0 1.) ( 同仁 化学研究 所 ､

熊本) を用 い た .

･ 0 2
~ の生成系には

,
H y p o x a n t hi n e ( H P X :

C 5 H . N 4 0 ) ( Sig m a C h e m i c al C o .

,
S t L o ui s

,

U S A) とⅩa n t hi n e o xid a s e (ⅩO D ) (B o e h ri n g e r

M a n h ei m
,
G m b H

,
G e r m a n y ) ,

リ ン酸緩衝

液 ( P B ) ( I a t r o n L a b o r a t o ri e s ,
I N C .

T o k y o)

を用い た .

S O D の検量線の作成 に は
,

S O D 標準検量線溶

液 セ ッ ト ( 同仁化学研究所
,

熊本) を用いた.

･ O H の生成 にはフ ェ ン ト ン反応を用 い るため

に
,

過酸化水素 ( H 2 0 2) ( W a k o P u r e C h e m i c al

l n d u s t ri e s
,
L t d . O s a k a )

,
硫酸第

一 鉄 ( F e S O .
･

7 H 2 0 ) ( W a k o P u r e C h e m i c a l l n d u st ri e s
,

L t d . O s a k a ) を使用 した .

試薬の調整には
, 超純粋で作成したヤ ト ロ ン社

製リ ン酸緩衝液に
,

2 .O N の水酸化 ナ トリ ウ ム を

少しず つ 加えて , p H が7 .8 にな るよ うに した もの

を使用 した.

5 ) 測定機器

日本電子製E S R 装置 ( J E S - F R 30) と石英扇平

水溶液 セ ル ( J E O L L L C - 0 4 A E S R c u v ett e )

を使用 した
.

2
. 実験方法

1 ) ･ 0 2
~ 抑制率の測定

･ 0 2
1 は ヒポキサ ン チ ン

ー

キサ ン チ ン オ キ シ

ダ ー ゼ反応 ( H P X - X O D ) を発生系とした
15 ･

17 -

1 9)

試験管に2 m M のH P X を50 F J l
,

5 .5 m M の D E T

A P A C を35 FJ l ,
9 .2 M の D M P O を15 p l

,
サ ン プ

ル を5 0 〃1と り
, 撹拝 し

,
0 .4 U / m l の ⅩO D を50

〃1加え, 再び撹拝 した後 , 石英扇平 セ ル に吸い

上げ,
E S R ス ベ タ ト ロ メ ー

タ
ー

の キ ャ ビテ ィ に

装着 した .
X O D を添加 してか ら8 0 秒後 に測定を

開始 し
,

･ 0 2
~ の ス ピン ア ダク ト ( D M P O - 0 2

~)

を分析 した .

D M P O - 0 2
-
の信号強度は

, 内部標準であるM n O

( m a n g a n e s e o xid e) の信号強度に対する相対強

度として算出し
,

リ ン酸緩衝液 を コ ン ト ロ ー ルと

した
.

サ ンプル の ス ピン ア ダクトの強度 を コ ン トロ ー

ル の信号強度と比較 し
,

サ ン プル の ･ 0 2
~ 抑制率

を計算 した ( 式 2 ) .

活性酸素抑制率
- ( 1 - R I( s a m pl e) / R I( c o n t r o l)) × 100 - ( 式2 )

c o n t r ol : リ ン酸緩衝液
,

R I : ス ピン ア ダク トの

信号強度

なお
,

E S R ス ペ ク ト ロ メ - タ - の測定条件は

次のとおりで ある
.

磁場掃引幅 : 335 .6 m T

マ イク ロ 波出力 : 4 m W

応答時間 : 0 .
1 秒

磁場変調 : 0 .1 m T

測定温度 : 室温

増幅率 : 79

掃引時間 : 2 分

2 ) S O D 様活性の測定

0 .167
,
0 .5

,
1 .5

,
4 .5

,
13 .5

,
40 .5 U / m l の濃度

- 9 -
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のS O D 標準キ ッ トの信号強度 を上記と同様 の手

順で測定 し
,

M n O の信号強度 との比 をS O D 濃度

に対して プ ロ ッ トする ことに より検量線の作成を

行い
, 相当するS O D 濃度 をサ ン プル のS O D 様活

性とした .

3 ) ･ O H 抑制率の測定

･ O H の発生系に はフ ェ ン ト ン反応を用 いた
18)

.

試験管に1 m M のF e S O ｡
- D E T A P A C 溶液 を7 5

p l
,

サ ン プル50 p l
,
0 .92 M のD M P O 20 FJ l をとり

,

0 .1 m M のH 2 0 2 75 p l を加え, 撹拝し, 石英扇平

セ ル にう つ し,
H 2 0 2 添加後6 0 秒後 よ り

,

･ 0 2
~

の測定と同様の測定条件で
,

E S R ス ペ ク ト ロ メ ー

タ
ー を用い て ･ O H の ス ピ ン ア ダク ト ( D M P O -

O H ) を分析 した .

･ O H 抑制率も ･ 0 2
~ 抑制率と 同様の 計算式で

求めた .

4 ) 統計学的処理

重合度による活性酸素抑制率の違い や, 濃度に

よる違 い にはそれぞれ分散分析 ( 多重比較検定に

はS c h e ff e s F 法 を用 い た) を行い
,

ア ッ プル ペ

クチン由来オ リ ゴ糖と
,

その他の サ ン プルとの違

いで は対応のない t 検定を行 っ た
. ま た

, p o s
- S

とp o s - H の比較で は,

･ O H 抑制率におい て は対

応のな い t 検定を用 い
,

･ 0 2
~ 抑制率とS O D 様活

性 において はW el c h の検定 を行 っ た.

結 果

D M P O をス ピン トラ ッ プ割と した E S R ス ピ ン

トラ ッ ピング法 を行 っ た結果 ,

･ 0 2
~ を トラ ッ プ

した シグナ ル であるD M P O 1 0 2
- と

,

･ O H をトラ ッ

プしたD M P O - O H は図2 -

a
,
b のようにな っ た

.

- : -----
-

-
:

-

:
- :-

.

:

-

: - - -

r
.
.
: - -:-･

図2 -

a E S R ス ピ ン トラ ッ ピ ン グ法 で測定 されたD M P O - 0

総…::
2

8濫冨ク:壬S3歪3芸[3仁

一: -一 - - -I-I -- - - ---
_

-

b, 叶巾十

図 2 - b E S R ス ピ ン トラ ッ ピ ン グ法 で 測定 され たD M P O ･ O H

総…:≡
2

8忠言ク:壬芸歪3茅E3ヒ

1
.

ア ッ プル ペ クチ ン由来のオリ ゴ糖の活性酸素

に対する効果

1 ) ･ 0 2
~ 抑制率

2 0 .O m g / m l の濃度において
,

作用の 大きいも

のか ら順にp o s - H ( 82 .28 % ) , p o s - S ( 48 .93 % )
,

ペ クチ ン オリゴ糖 (30 .38 % ) で あ っ た ( 図3 ) .

図 3 ア ッ プル ペ ク チ ン 由来オ リ ゴ糖の ･ 0 2

~

抑制率 * * * p < 0 .0 01 ( W elc h t e s t)

- lo t
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ペ クチ ン オ リ ゴ糠

サ ンプル ,

.

i& 度( m g/ m J)
･ 2 5 0 2 5 5 0

活性 斡兼抑 制事 ( % )

7 5
1 0 0

図 4 ア ッ プル ペ クチ ン 由来オ リ ゴ糖の ･ 0 = 抑制率 *
p < 0 ･0 5 ( U 叩 air e d t - t e s t)

ペ クチ ンオリ ゴ持

サ ンプル . 1& 度( m g/ rnl) _ 1 0 0 1 0 2 0 3 0

S O D 様 活性 ( u niU m 卜)

図 5 ア ッ プル ペ ク チ ン 由来オリ ゴ糖のS O D 様活性 * * * p < 0 . 00 1 ( W elc h t e s t)

2 ) ･ O H 抑制率

20 .O m g / m l の濃度 に お い て
,

ペ クチ ン オ リ ゴ

* ( 88 .57 % )
, p o s - H ( 87 .20 % )

, p o s
- S (84 ･32

% ) の順で あ っ た ( 図4 ) .

3 ) S O D 様活性

2 0 .O m g / m lの濃度で比較すると
, p o §

- H (26 ･72

u n it / m l) , p o s - S ( 5 .2 7 u n it / m l) ,
ペ ク チ ン

オリ ゴ糖 (2 .467 u nit / m l) で ある ( 図5 ) .

2 . ア ッ プル ペ クチ ン由来のオ リゴ糖と
,

その他

のサ ン プル の活性酸素に対す る効果

表2 に示す ように
,
20 .O m g / m l の濃度に おい

て ,
コ ン トロ ー ルとしたリン酸緩衝液と比較して,

キ トサ ンF M 200 ( 甲陽) ,
オ リ ゴ ミ ッ ク ス ( 普

士バイオ) とN ア セ チ ル グル コ サ ミ ン ( Y S K ) を

除い たものは ･ 0 2
~ に対して抑制作用 を持 ち

,
キ

トサ ン原末 ( 富士バ イオ) を除 い た もの は ･ O H

抑制作用をも つ ことが確認された.

-

l l
-



ア ッ プル ペ ク チ ン 由来 オ リ ゴ糖の 活性酸素抑制効果 に関す る 研究

1 ) ･ 0 2
~ 抑制率

p o s - H ( 82 .2 8 % ) , p o s - S ( 4 8 .9 3 % ) ,
キチ

ン オリ ゴ糖 ( 甲陽) ( 43 .57 % ) , キ トサ ン オリ ゴ

鰭 ( 甲陽) (4 0 .08 % ) の順 に高くな っ た .

2 ) ･ O H 抑制率

キ トサ ン オリゴ糖混合物 ( 焼津水産化学) (93 . 00

% )
,

低分子キ トサ ンS K - 2 ( 甲陽) ( 90 . 05 % ) ,

ペ クチ ン オ リゴ糖 (88 .
5 0 % )

, p o s - H ( 87 .20 % )

の順で あ っ た
.

3
.

ペ クチ ンオリゴ糖を平均重合度でわけたp o s - S
,

p o s
- H

, p o s
- M

, p o s
- L

, p o s
- L L における比較

1 ) ･ 0 2
~ 抑制率

p o s
- S

, p o s
- H

. p o s - M
, p o s

- L
, p o s - L L それ

ぞれの活性酸素抑制率を測定 し
,

その後p o s
- S の

抑制率とp o s - H の抑制率の平均値をとり重合度の

小さいp o s
I S とp o s - H のグル ー プと し, 同様 に し

て平均値を 求めた重合度の大きいp o s - M
, p o s - L

,

p o s
- L L の グル

ー プを比 べ ると
, p o s I S とp o s - H

の グル - プの 方が抑 制 率が有 意 に高 く な っ た

( p < 0 .0 01) ( 表 3 ) .

2 ) ･ O H 抑制率

重合度の小さいもの のほうが抑制率が有意に高

く なる ことが示された ( p < 0 .001) ( 表 3 ) .

4
. ア ッ プル ペ クチ ン由来オリ ゴ糖とその他のサ

ンプルとの比較

1 ) ･ 0 2
~ 抑制率

p o s - S
, p o s - H

, p o s - M
, p o § - L

. p o § - L L のそ

れぞれの抑制率の平均を求め
,

ア ッ プル ペ クチン

由来オリ ゴ糖の グル ー プ抑制率と し
, 同様に平均

値を出したその他のサ ン プルとを比較すると
,

ア ッ

プル ペ クチ ン由来オリ ゴ糖の方が
, 抑制率が有意

に高く (p < 0 .00 1) , また
, 重合度の小さ いp o s - S

とp o s - H とその他のサ ン プル でも
,

前者の抑制率

が有意に高く な っ た ( p < 0 .
001) ( 表4 ) .

2 ) ･ O H 抑制率

p o s
- S

, p o s
- H

, p o s
- M

, p o s
- L

, p o s
- L L の グ

ル ー プと
,

その他のサ ンプルとを比較す ると, 有

意な差は得られなか っ たが
,
重合度の小さいp o s - S

とp o s
- H とその他のサ ンプル で は

, 前者の抑制率

が高くな っ た ( p < 0 .00 1) ( 表 4 ) .

5
. p o s I S とp o s - S を加熱したp o s - H との比較

20 .O m g / m l の濃度におい て
, p o s

- H が
,

･ 0 2
一

に対して有意に高く(p < 0 .0 0 1) ,

･ O H に対 して

( p < 0 . 0 5 )
,

S O D 様 活性 に お い て も ( p <

0 .00 1) 有意に高い 値を示した ( 図 3
,

4
,

5 ) .

6 . ア ッ プル ペ クチ ン由来でないオリ ゴ糖とその

関連物質における比較

低分子キトサ ンS K - 2 ( 甲陽) とキ トサ ン オリ

ゴ糖混合物 ( 焼津水産化学) は
,

･ 0 2
～抑制率に

おい ては , その他と有意な差 はな い が
,

･ O H に

対してはその他と比較して有意に抑制率が強か っ

た ( p < 0 .001) .

表 2 ア ッ プル ペ ク チ ン 由来オ リゴ糖 と その 他の サ ン プル の

20
.
O m g / m l に おける活性酸素抑制率

サ ン プル ( 2 0

.
O m g / m J ) 0 2

-

抑 制畢 ( ち ) ･ O H 抑制宰( % )

ペ クチ ン オリゴ稔

po s-H

戸o s-S

p o s-M

p o 5-L

p o s-L L

キト サ ン 才リゴt& ( 山 口 化研)

キトサ ン オリゴ椎茸合物 ( Y S K)

キト サ ン オリゴ寸 (甲II )

キト サ ン タイ マ ー

( Y S K)

キ トサ ン テトラ マ- ( Y S K )

キトサ ン 庫末 (暮士 バ イオ)

低分子キトサ ン S K1 2 ( 甲■)

キトサ ン F M 2 0 0 ( 甲 q )

キチ ン オリゴDI ( 甲Ft )

キチ ン オリゴ4 蓑合物 ( Y SI ()

キシ ロ オリゴー1 95 P ( サ ン トリー
オリゴミ フ クス (暮士 /i イオ)

グ ル コ サミ ン H C I ( Y S K)

グ ル コ サミ ン H C l ( 甲AI )

N 7 セテ ル グ ル コ サ ミ ン ( Y S K)
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表 3 ア ッ プル ペ ク チ ン 由来オ リ ゴ 糖の 重合度と濃度に よ る活性酸素抑制率の 違 い
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/
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表 4 ア ッ プル ペ ク チ ン由来オ リゴ 糖と

そ の 他 の サ ン プル 比較

サ ン プル ･ 0 2
~

抑制宰 ( % )
･ O H 抑制率 ( % )

p o §- S
､

H
､

M
､

L
､

L L 3 8 .2 0 * * * 3 8 .3 4

p o s - S
､

H

そ の他 の サン プル

6 5 .6 0 * * * 8 5 .7 6 * * *

1 5 .2 4 2 4 .1 0

サ ン プル の 濃度 は20
.
O m g / m l で あり, その 他の サ ン プ ル と は

ア ッ プル ペ ク チ ン 由来の オ リ ゴ糖以外の サ ン プル を指す.

* * * p < 0
.
0 0 1 U n p a i r e d t - t e st

考 察

以上の研究に よりア ッ プル ペ クチ ン由来のオリ

ゴ糖が活性酸素で あ る ･ 0 2
- と ･ O H を抑制する

効果が あり
,

その効果は低重合度におい てより高

い ことが初めて明らか にされた.

活性酸素が発癌 , 転移 , 増殖の全ての過程に強

く関わ っ て い る ことはよく知 られており, 活性酸

素の 中でも ･ O H がD N A 損傷 に及ぼす影響が強い

とされて い る
20)

.

従 っ て , 活性酸素を消去又 は生成する ことを抑

制すれは発癌を抑えられる ことが可能と考えられ

ている
.

こ の ことに つ いては
,

化学発癌マ ウ ス に

おい て どタ ミ ン E を投与する ことで肺癌の発癌が

抑制され るとい う報告
21) や

, 犬にア ス コ ル ビ ン酸

を投与すると
,

S O D 活性が上昇 し,
C P K やG O T

等の逸脱酵素が抑制され, 発癌が抑制されるとい

う研究
22 )

がある. また
,

アゾキ ン メタ ン誘発結腸

癌ラ ッ トに緑茶抽出物を与え ると発癌が抑制され

たと いう発表
23)

, 抗酸化剤の投与に より発癌を防

ぐ こ とができると報告されている
24 )

. 活性酸素に

よ っ て起 こる発癌 に つ ながるD N A の損傷が
,
S O D

やグ ル タチオ ン等の抗酸化剤で軽減される こと等

が明らか に なり つ つ ある
25

･
2 6)

既に化学発癌 モ デル ラ ッ トにおい て大腸癌の発

癌抑制と転移抑制が報告されて いるア ッ プル ペ ク

チ ン か ら作 られたオ リゴ糖は
, 今回の研究で

･ 0 2
~ と ･ O H と い う活性酸素 の発生を抑える効

果 をも つ ことが 示された . よ っ て
,

ア ッ プル ペ ク

チ ン 由来のオリ ゴ糖の発癌抑制作用の作用機序の

一

端を活性酸素抑制作用をも つ ことで役割を果た

して い ると考える ことができる.

-

1 3 -

また
, 平 均重合度で 分けた p o s

- S
, p o s

- M
,

p o s
- L

, p o s
- L L やp o s - S を加熱 したp o s - H の 中に

おい ては
,

重合度の低い もの は ど,

･ 0 2
- に対 し

ても ･ O H に対 しても抑制率が高く なる こ とが示

された
. オリ ゴ糖は胃で は消化されずそのまま腸

まで届き
,

腸内細菌の栄養源と して利用されるも

のであるが
,

腸内細菌が最も利用 しやすい のが分

子分画量 によ っ て異なるとすれ ば
,

どちらなのか

を研究する必要が ある
.

･ O H 抑制作用においては統計的 な有意差は認

められなか っ たが
,

･ 0 2
~ 抑制作用において

,
ア ッ

プル ペ クチン由来オリ ゴ糖は
,

比較した他のサ ン

プル よりも活性酸素抑制率が高く, 強い抗酸化作

用が存在 して い る ことが示唆された .

他のサ ンプルとの活性酸素抑制率の違い は重合

度の違いか ら導かれた の か
,

オ リ ゴ糖そのものの

違い か ら生 じたものか は
, 今回の研究だ けでは結

論を述 べる ことはできな い
. しか し, 前述の田津

らの グル ー プ研究では
,

ア ッ プル ペ クチ ン は他の

ペ クチ ン よりも発癌抑制効果が高く現われている

ことと
, 今回の研究で ア ッ プル ペ クチン由来オリ

ゴ糖が他のオリ ゴ糖より活性酸素抑制効果が高い

こと
,

ア ッ プル ペ クチン由来で はないその他のサ

ンプル のうち
,

低重合度のもの が ･ O H に対 して

抑制率が強か っ た こととあわせ て考えれば
,

ア ッ

プル ペ クチン由来オ リゴ糖は優れた抗酸化剤であ

り
, 活性酸素の抑制作用を通じて

,
発癌抑制効果

を発揮 していると考えられる
11 ～ 14 )

発癌と関わりがある活性酸素には数種あるうち
,

今回の研究では安定して測定 の行える方法を用い

て ,

･ 0 2
~ と ･ O H のみ を測定 の対象と したが

,

サ ン プル によ っ て は ･ 0 2
~ と ･ O H の抑制率がか

なり異なる ことか ら
,

U V 照射等 による活性酸素

抑制に つ いても測定する必要がある.

さらに
, p o §

- H のように加熱 したものが
, 統計

的に有意に他のア ッ プル ペ クチ ン由来オリ ゴ糖よ

り活性酸素抑制率が高か っ た こ とに つ い ては
, 野

菜抽出物の抗D N A 切断作用 を調査 し, 冷水抽出

物 より, 熱水抽出物また は加熱 したもの のはうが

抗D N A 切断作用が強い可能性 が あると い う研究

や
27'

,
加熱した ものはD N A の ダメ ー ジの指標で

ある8 - O H d G の量が少ないと いう報告
28)

と矛盾



ア ッ プ ル ペ クチ ン 由来オ リ ゴ糖 の 活性酸素抑制効果 に 関する研究

しない
. p o s - H はp o s - S を加熱 した物質であるが

,

他のサ ン プル に つ い ても加熱を行 い
,

分析す べ き

で あり
,

今後も研究 を継続した い.

看護 へ の応用と しては
,

ア ッ プル ペ クチ ン の機

能が 明らか に なれば
,

よりよい健康を求めるため

だけではなく , 癌予防や老化対策をも目的と した

食事指導に
,

ア ッ プル ペ クチ ン の含まれるりんご

を食物繊維 の供給源として
,

すすめる ことができ

る可能性がある.

なお, 今 回の研究は,
i n vit r o で の実験研究で

あり
,

経 口 投与で の使用が予測されるア ッ プル ペ

クチ ン の発癌抑制の作用機序の解明には
,

より多

くのi n vit r o で の基礎研究と, 生体を用いたin vi v o

における研究が 今後必要で ある.

結 論

今回の研究では
, 既 に化学発癌 モ デル ラ ッ トに

おい て大腸癌発癌抑制作用が明らかとな っ て いる

ア ッ プル ペ クチン か ら得られたオリ ゴ糖の作用機

序の解明を目的とし, 発癌との相関がある活性酸

素に対する影響を分析した .

その結果 ,
ア ッ プル ペ クチ ン由来のオリゴ糖は

活性酸素抑制作用をもち, 他のオリ ゴ糖やその関

連物質よりも
,

活性酸素抑制作用が高く
,

ア ッ プ

ル ペ クチ ン由来のオ リゴ糖の 中では
,

重合度の低

い ものが抑制作用を強くも つ こ とが明らかとな っ

た
.
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