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褐藻,Sargassum fulvellum由 来の アルギン酸ナ トリウム塩の

抗腫瘍性 とその作用機作

藤原三知雄 ・小宮山寛機申・梅沢 巌*・ 名雲照一

北里大学衛生学部生物物理学教室
*北 里研究所

(昭和59年7月16日 受付)

褐 藻ほんだわ ら(Sargassum fulvellum)の 熱水抽 出物か ら分離精製 したアルギ ン酸 ナ トリウム塩

(分子量:29,000,M/G比:2.84)の マウス腫瘍 に対する抗腫瘍性を 調 ベ た。その結果。Sarcoma。

180お よびEhrlich腹 水腫瘍に対 して.50mg/kgの 投与重でILS (lncrease in life span)が それ

ぞれ,141, 222%と いずれ に対 しても抗腫瘍効果が認め られ た。 さらに,IMC腫 瘍 に対 して も,

12.5お よび50mg/kgの 投与重で,ILSが それ ぞれ,205%,215%以 上 と顕著な抗腫瘍性が露め

られた。 しか し,Meth-AとP388に 対 しては延命効果が認め られ なか った。次にアル ギ ン酸ナ ト

リウム塩の直接的 な殺細胞作用を 調べ るために,in vitroで 増 殖 して いるHeLa細 胞 に1,000

μg/mlの 濃度で作用 させたが,増 殖抑制作用は認め られなか った。 そこでin vivoで アルギ ン酸 ナ

トリウム塩のbiological response modifierと しての性質 について検討 した。 まず アルギ ン酸 ナ ト

リウム塩を投与 したマウスの腹腔浸出付着細胞(PEC)の 腫瘍細胞 に対す る作用を 調べた。即ち,

100mg/kg投 与 し4日 後にマウスのPECを 集めEL-4細 胞 の3H-thymidineの 取 り込みを調べ

たところ,ほ ぼ完全 な取 り込み阻害がみ られ た。 また,Cytblytic活 性 を調べ るために,あ らか じめ

3H-uridineで ラベル したEL-4細 胞にPECを 作用 させた ところ,コ ン トロールの 約2倍 の3H-

uridineのreleaseが み られ た。次に,ア ルギ ン酸ナ トリウム塩のInterferon (IFN)誘 起能を調ベ

るために,マ ウス尾静脈 に投与 して血中のIFN量 を測定 したところ,200mg/kgの 投 与で,1時

間後に最 も高い活性が認め られた。

以上の結果か ら,ア ル ギン酸 ナ トリウム塩の抗腫癌性は,マ クロファージの活性化,お よび イン

ターフェロンの誘起能等に よる宿主介在性に よるものであることが示唆され た。

我 々は 先 に,褐 藻 類 のほ ん だ わ ら(Sargassum ful-

vellum)か らの熱 水 抽 出物 が,Sarcoma-180固 型 腫癌

の増 殖 を 阻害 す る こと1を,ま た,そ の 抽 出 物 よ りエ タ ノ

ー ル 分画 し て得 た抗 腫 瘍 性 のあ る画分 は
,主 と して ウ ロ

ン酸 を含 む 多 糖 であ る こ と2)を 報 告 した 。 さ らに抗 腫瘍

性 を有 す る多糖 体 を ゲル源 過 に よ り精 製 して,抗 腫 瘍 性

の 本体 が アル ギ ン酸 ナ トリウム塩 で あ るこ とを 明 らか に

した3)。

本 論 文 で は,ア ル ギ ン酸 ナ ト リウ ム 塩 のSarcoma-

180固 型腫 瘍 以 外 の数 種 類 の腫 瘍 に対 す る抗 腫癌 性 と,

抗 腫瘍 効 果 の 作用 機 作 に 関す る実 験 の結 果 につ い て報 告

す る。

1・ 材 料 と 方 法

1.ア ル ギ ン酸 ナ トリウム塩 の 抽 出 と精 製

1979年12月,日 本 海 沿岸 で採 集 した,褐 藻類 の ほ ん

だ わ らSargasum fulvellaumよ り熱 水抽 出 し1),得 られ

た熱 水 抽 出物 を,エ タ ノール を 用 い て分 画 し2,,さ ら に

ゲル源過に より精製を 行ない3),ア ルギ ン酸 ナ トリウム

塩 を得た。

Table 1 Chemical and physical properties of

sodium alginate

*1 The content was estimated by the method of
BITTER and MUIR4)(standard: Ga1UA).

*2 The content was estimated by anthrone -sulfuric

acid reaction5)(standard: Glc).
*s Nitrogen was estimated by elemental analysis .
*4 This ratio was estimated by the method of HAUG

and LARSEN6).
*5 Molecular weight was calculated from the in-

trinsic viscosity of the sample by using the formula
of DONNAN and Rosen,
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このように して得た標品は,電 気泳動お よび超遠 心分

析によって純度検定を行ない・単一であ ることを確認 し

た。その化学的.物 理的性質をTable 1に 示 した。分子

量の値が,先 に報告 した8)値(33,400)と 比べてわずか

に小さいが,こ れ は海 藻の採 集年度 が異 なるため と考 え

られる。

2.抗 腫癌性実験

アルギン酸 ナ トリウム塩の抗腫癌性実験は,1群7匹

の4週 齢雄のマウスを用いて,以 下の スケジユールで行

なった。腫瘍は,Sarcom-180 (ICRマ ウスに105個 を

腹腔内移植),Ehrlich carcinoma (ddYマ ウスに2.5×

105個を腹腔 内移植)を 用 い腫痛移 植24時 間 後から,生

理食塩水に 溶か した アル ギ ン酸 ナ トリウム 塩 を100,

駒,25,12.5mg/kg/dayの 投与量 で9回i. p.投 与 し

た。ただ し,100mg/kg投 与 では毒性が現われたために

投与回数を減 した。なお,対 照群には生理食塩水 を投与

した。

治療効果の評価はマ ウスの延命率(lncrease in life

span: ILS)を 治療群(T)と 対照群(C)の 平均 生存

日教から次式で求めた。

なお,マ ウスはすベて静 岡県実験動物農業協同組合 よ

り4遇齢で購入 し,4日 間予備飼育 した後 に使用 した。

3.直 接殺細胞作用 の測定

培養HeLa細 胞に アルギ ン酸ナ トリウム塩を1・000

μg/mlと500μg/mlの 濃度で,3日 間作用 させ,細 胞の

数および形態の変化を観察 した。

4.マ ウス脾細胞のConcanavalin A (Con A)をこ対す

る反応の変化

ddY 6週 齢雄の マ ウスに アルギ ン酸ナ トリウム塩 を

腹腔投与 し,3日 後 に脾を摘 出 し単細胞 と し,10%FCS

を含むRPMI-1640培 地 に入れConAを2μg/ml加

え,37℃ で3日 間5%CO2中 で培養 した。 これに3H-

thymidineを 加え さらに8時 間培 養 し,cell harvester

にてガラス炉紙上に集め,冷5% TCAで 洗浄 し,細 胞

中に取 り込まれた放射活性を液体 シ ンチ レーシ ョンカウ

ンターにて測定 し,コ ン トロールに対す る百分率で表わ

した0

5.1)マ クロファ-ジ の細胞障害試験

ddY 6週 齢雌 マウスに,ア ルギ ン酸ナ トリウム塩 を

3.1, 125.50, 100mg/kgの 投与量 で腹腔に投与 し,4

日後に腹腔浸出細胞(PEC)を 冷Hank's液 を 用 い て

採取し,細 胞 を同液 で2回 洗浄後,10% FCSを 含 む

RPMI-1640 1.5mlに 懸濁 した。 この0.1ま たは0.2

mlを96穴 マイ クロプ レ-ト に各量共3well宛 播 き,

37℃ で1 hr, 5% CO2で 静置 させた。次 いで上清を捨

て注射器にてRPMI-1640培 地を ジエ ツ ト噴射 させ非付

着細胞を3回 洗い流 し,こ れにEL-4細 胞浮遊液0.2

m1(2×106個)を 加え37℃ で3日 間培養 し,培 養終了

6時 間前 に8H-TdR (1μCi/ml)を 加 え た。cellhar-

vesterに て,先 に述べたConAの 実験 と同 じ方法で

3H-TdRの 細胞内取 り込み重を調ベた
。

2) Cytolytic activityの 測定

Cytogtatic activity測 定の場合と同様に して得 たPEC

のCytolytic activityを 山田8)の方法を用いて調べ た。即

ち,あ らか じめ3H-uridineを 取 り込 ませたEL-4細 胞

とPECを37℃ で16時 間作用 させた後,残 存細胞の

放射活性を測定 しCytolytic ratioを 次の式 で求めた。

Cytolytic ratio (%)=(1-T/C)×100

ここで,TとCは,そ れぞれサ ンプルを投与 したマ ウス

お よび 非投与マ ウスから 得たPECを 作用 させた 時の

cpmの 値 である。なお,比 較のために,活 性のあ ること

の知 られているCorynebacterium Parvumを 用 いた。

6.IFN誘 起能の測定

雄5週 齢ddYマ ウスの尾静脈に,50, 100,欄 隔mg/

kgの 試料を投与 した後,1, 2, 3, 6時 間後 に採血 し,

その血清中のIFN活 性を前原らの方法9,に準 じて 測定

した。IFN活 性の測定 は,L細 胞を用い,ウ シ水痕性 口

内炎 ウイル ス(VSV)を 攻撃用 ウイル スとして,ブ ラ-

ク50%減 少法で行 なった。IFN価 は,国 際単位をもっ

て表わ した。

II.結 果

1.ア ルギ ン酸 ナ トリウム塩の抗腫瘍性

延命効果の 認め られ た3種 の 腫瘍に 対 する 結果を,

Fig.1～3に 示 し た。Sarcoma-180腹 水腫瘍 に 対 し,

12.5, 25, 50, 100mg/kg投 与 で はILSが それ ぞれ

129, 76, 141, >253%と 顕 著な効果がみ られ た。

Ehrlich腹 水腫瘍に 対 して は,同 様な 投与量に 対 して

ILSが それ ぞれ,50, 28, 222, 44%で あ り,や は り効

果 が認められた。IMC腫 瘍 に対 しては,同 様 な投与量

に対 してILSが それぞれ,205, 53, >215, >215%

と,強 い制 癌活性がみ られた。 しか し,Meth-Aお よび

P388に 対 しては延命効果が全 く認め られなか った。

2.直 接殺細胞作用

以上述ベた ような抗腫癌効果 の作用機作 として,ま ず

直接殺細胞作用が考 えられたので,ア ルギ ン酸 ナ トリウ

ム塩をHeLa細 胞に作用させ てみた。 その結果,コ ン

トロ-ル が,7.89×105個/Plateで あ ったのに対 し,ア

ル ギ ン酸ナ トリウム塩を1,000, 500μg/mlの 各濃度で作

用 さす と,そ れぞれ7.83, 7141×105個/Plateと,細 胞

数にほ とん ど変化がみ られず,ま た何 ら形態の変化 もみ
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Fig.1 Antitumor effect of sodium alginate on Sarcoma-180 ascites tumor cells

Alginate was injected i. p. into ICR mice daily from days 1 to 9 after Sarcoma-180

tumor cells (1•~105) were inoculated i. p. into the mice. Injection of alginate at a dose

of 100 mg/kg was carried out every other day from days 1 to 7 because the polysaccha-

ride showed toxicity against the mice used.

*Numbers in parenthesis indicate No .of cured mice in 60-day survivors.

Fig.2 Antitumor effect of sodium alginate on Ehrlich ascites tumor cells

Alginate was injected i. p.into ddY mice daily from days 1 to 9 after Ehrlich tumor

cells (2.5•~105) were inoculated i. p. into the mice. Injection of alginate at a dose of 100

mg/kg was carried out every other day from days 1 to 5 because the polysaccharide sho-

wed toxicity against the mice used.

*Numbers in parenthesis indicate No . of cured mice in 60-day survivors.

られず,直 接 殺細 胞 作用 は認 め られ なか った。

3.マ ウス脾 細 胞 のCon Aに 対 す る反 応 の 変 化

Fig.4に 示 した よ うに,ア ル ギ ン酸 ナ トリウ ム塩 の

50,100mg/kg投 与 で マ ウ スの 脾臓 中に レクチ ンに 対 し

て 反応 す る細胞 の増 加 が 認 め られ た。

4.Cytostatic活 性

アル ギ ン酸 ナ トリウ ム塩 の 各 濃 度 を 投 与 した 場 合 の

Cytostatic ratioをFig.5に 示 した。100　mg/kg投 与 で

は,EL-4細 胞 のThymidineの 取 り込 みは ほ ぼ100%

阻害 され た。

5.Cytblytic活 性

アル ギ ン酸 ナ ト リウム塩 を100, 200mg/kg投 与 した

と きのCytolytic ratioをFig.6に 示 した。200mg/kg

投 与 で は,C.Parvum 8 mg/kg投 与 とほ ぼ 同 じく,PEC

が コ ン トロール の 約2倍 の 活性 を示 した。

6.IFN誘 起 能
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Fig.3 Antitumor effect of sodium alginate on IMC ascites tumor cells

Alginate was injected i. p.into CDF1 mice daily from days 1 to 9 after IMC tumor cells

(1•~104) were inoculated i. p.into the mice. Injection of alginate at a dose of 100 mg/kg

was carried out every other day from days 1 to 9 because the polysaccharide showed toxi-

city against the mice used.

*Numbers in parenthesis indicate No. of cured mice in 60-day survivors.

Fig.4 Lymphocyte blast formation of spleen cells

from the mice treated with sodium alginate

Spleen cells were incubated with 2 pg/ml of Con
A for 3 days, and uptake of $H-TdR was measu-
red.

マウスにサ ンプル を投与 した後 の血清中のIFN titer

を経時的に測定 した結果 をFig.7に 示 した。 投与量 が

多くなるに従 って,IFN titerが 高 くな り,興 味あるこ

とには投与量に よってIFN産 生のpeakに 時間的 な差

がみられた。

III.考 察

アルギン酸ナ トリウム塩 の投与に よ り,allogeneicな

系のSarcoma-180お よびEhrlich腹 水腫瘍に対 して顕

著な抗腫瘍効果が認め られ,さ らに,syngeneicな 系の

IMC carcinomaに 対 して も,100 mg/kg投 与で7匹 全

例が60日 以上生存 し,そ の中6匹 が治ゆ し,極 めて著

明な抗腫癌効果が認め られた。

Fig.5 Cytostatic activity of sodium alginate

Periotoneal exudate cells (PEC) were collected

from mice on the fourth day after the injection

of each sample into the animals. The PEC were

incubated with EL-4 thymoma cells for 3 days.

Then 3H-TdR (1 pCi/ml) was added into the PEC-

EL-4 cells mixture, and incubation was further

continued for 6 hr. The whole PEC were sus-

pended into 1.5 ml of medium and 0.1ml (•¡) or

0.2 m1(•¡) of the suspension were used for cytos-

tatic studies (3 wells for each volume, 3 mice in

each group).

アル ギ ン酸 は,ウ ロン酸 の 重 合 体 で,ポ リア ニ オ ン

(polycarboxylate)と しての 性 質 を 有 してい る。 あ る種

の ポ リア ニオ ンは 制 癌 作 用 を 示す こ とが 知 ら れ て お

り10.11),そ の 中 で ピ ラ ン共 重 合体12)(polycarboKylate)

が最 も広 く研 究 され て い て,動 物 癌 に対 して 広 い 制 癌 ス

ベ ク トル を 有 して い る。 した が って,一 種 のpolycar-

boxylateで あ るア ル ギ ン酸 の ポ リア ニオ ン と して の 性 質
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Fig.6 Cytolytic activity of sodium alginate

In four days after the injection of each sample
into mice, PEC from the animals were mixed with
3H-uridine-labeled EL-4 cells and incubated for 16

hr. The radioactivity of the labeled cells were
counted(3 wells for each mouse, 4 mice in a group).

Fig.7 IFN-inducing activity of sodium alginate

Alginate was injected into female ddY mice i. v.

Interferon titer was measured periodically.

1 Control, •¡50, •£100, •œ200 mg/kg/day.

が制癌性を発揮 しているのではないか と考えられる。

制癌効果の作用機序 としては,培 養細胞 に対 し直接的

な殺細胞作用を示 さないことか ら宿主介在性の制癌作用

と考 えられ る。事実,レ ンチナ ン,PS-Kな どの多糖体

あるいは,ポ リアニオンはIFN inducerと して働 き,

さ らにはマ クロファージの細胞障害作用を高め ることが

報告 されている。そ こでアルギ ン酸 ナ ト リ ウ ム塩投与

に よる宿主の免疫能の変化を調ベた と こ ろ,脾 細胞の

ConAに 対す る反応 およびPEC中 の付着細胞の腫瘍

細胞障害作用が高 ま り,さ らにはIFNの 生産が認め ら

れ た。PEC中 の 付着細胞は 大部分が マ クロファージ

であ り18)アルギ ン酸ナ トリウム塩はマ クロファージの細

胞障害 活性を賦活化す ると思われ る。また,IFNの 多彩

な生物活性川の中でマ クロフ アージの腫瘍細胞増殖抑制

作用,NK細 胞の賦活化な どが よく知 られてお が5,さらに

IFNが 直接的な制癌作用 を示す ことが報告 されている欺

したが って,ア ル ギン酸ナ トリウム塩は担癌宿主の生

体防御機 能を非特 異的に充進 させ て,腫 瘍 の退縮を導 く

と考え られる。

(謝辞)3本 研究 の遂行にあた り,IFNtiterの 測定に

御協力いただ きま した,北 里研究所 の小松治子博士と前

原信敏博士に深謝致 します。 重た,種 々の実験に御協力

いた だきました鷹野敏美氏に感 謝の意を衰 し重す。
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ANTITUMOR ACTIVITY AND ITS MECHANISMS

OF SODIUM ALGINATE FROM THE BROWN SEAWEED

SARGASSUM FULVELL UM

MICHIO FUJIHARA, KANKI KOMIYAMA*, IWAO UMEZAWA*

and TEXOKAZU NAGUMO

Department of Biophysics, School of Hygienic Sciences, Kitasato  University.

The Kitasato Institute*.

Sodium alginate was purified from the hot-water extract of the brown seaweed Sargassum fulvellum
by fractional precipitation with ethanol and gel-filtration, and the polysaccharide had a mol. wt. of
29,000 and molar ratio of mannuronic acid to guluronic acid of 2.84.

An antitumor activity of the alginate was investigated against various murine tumores, such as
Sarcoma-180 (ascitic type) and Ehrlich ascites carcinoma tumors as allogeneic ones, and IMC
carcinoma, Meth-A and leukemia P 388 tumors as syngeneic ones. The activities were evaluated by
the increase in life span (ILS). The alginate showed a considerable antitumor activity against
Sarcoma-180 and Ehrlich ascites carcinoma (ILS, 141 and 222%, respectively at a dose of 50 mg/kg).
The polysaccharide further showed more remarkable antitumor effect on IMC carcinoma (ILS, 205
and over 215% at a dose of 12.5 or 50 mg/kg, respectively). And administration of the polysaccharide
at a dose of 100 mg/kg gave ILS value of over 215% and all of mice tested survived for over 60
days. On the other hand, the alginate was found to be ineffective on Meth-A and P 388 tumors.

In order to clarify a mechanism of antitumor activity of the alginate, the effect of the alginate in
cytostatic activity of macrophages was first examined. The peritoneal exudate cells (PEC) from
mice, into which the alginate was injected, was found to inhibit uptake of 3H-thymidine into
EL-4 cells. Almost complete inhibition of the uptake was shown at a dose of 100 mg/kg of the
sample. Next, the effect of the polysaccharide on cytolytic activity was investigated. The cytolytic
activity of the PEC from mice, which were treated with the alginate at a dose of 200 mg/kg, was
found to be two times as high as that of the untreated ones.

The polyuronide was also found to have IFN-inducing activity. The highest activity was shown
at 1 hr. after treatment of mice with 200 mg/kg of the sample.

These results indicated that a mechanism of antitumor activity of the alginate may be host-mediated.


