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海産食用カロテノイドの生理機能解析 

 

１．背景と目的 
カロテノイドは天然の色素成分であり、野菜、果物、魚介類や海藻など様々な食材に含

まれる。また、食品に添加する成分としても利用され、サッポロCotoCoto オレンジマーマ

レードにも色素として添加されている。カロテノイドは色素としての役割だけでなく、脂

質代謝改善作用、抗肥満作用、抗腫瘍作用、抗酸化作用、抗炎症作用などの機能性を有す

ることが報告されている（1）。本研究者らは、日本人の食生活になじみの深い昆布やワカ

メなどの褐藻類に含まれる海産食用カロテノイドであるフコキサンチンが遺伝子発現制御

を介してがん細胞の増殖抑制効果を有すること（2）、牡蠣やホヤに含まれるカロテノイド

であるハロシンチアキサンチンが抗腫瘍性サイトカインの機能増強効果を有すること（3）

を報告してきた。本研究では、食品・飲料の付加価値を高めるため、食用カロテノイドの

新たな機能性を解明することを目的とした。 

当研究室ではRunt-related transcription factor 1 (RUNX1)についての検討を行ってい

るという背景があった。RUNX1 は血球分化調節に関わる転写因子であり（4）、急性骨髄

性白血病（Acute myeloid leukemia [AML]）においては染色体転座によってETO 遺伝子

と融合し、RUNX1-ETO を発現することによって機能失活している（5）。また、転座だ

けでなく点突然変異による機能喪失も報告されている。更には、骨髄異形成症候群におい

てもRUNX1 遺伝子の変異が認められている（6）。重要なことに、RUNX1 の片アレルの

不活化によって発病リスクが高まることから、正常なアレルからの発現制御により発病を

抑制できることが期待される。しかしながら、RUNX1 の発現制御についてはまだ詳細に

 



は解明されていないことから所属研究室では RUNX1 発現制御の解明を試みている。今回

は、この RUNX1 の発現調節に食用カロテノイドが関わらないか、また、白血病細胞に対

する影響はどのようなものがあるか、解明を試みた。 

 

２. 方法 
２－１ ウェスタンブロッティング法 

 培養細胞をRIPA buffer で処理し細胞抽出液を調製した。SDS-PAGE によって細胞抽出

液中のタンパク質を分離し、ニトロセルロース膜へ転写した。２％牛血清アルブミンを含

むTBS-T buffer にてブロッキングし、一次抗体を４℃一晩反応させた。次に、二次抗体を

室温 1 時間反応させた。ECL 試薬 (GE healthcare) によって抗体が反応したタンパク質

部分を発光させ、LAS500 イメージアナライザー (GE healthcare) を用いて検出した。 

 

２－２ mRNA 発現量解析 

 培養細胞を Isogen 試薬 (Nippon gene) で処理し、totalRNA を抽出した。逆転写酵素

SuperscriptIV (Thermo Fisher Scientific) によって cDNA を合成した。作成した cDNA

を鋳型として、特異的 primer set、Thunderbird Sybr qPCR kit (Toyobo) を用いてリアル

タイムPCR を行い、標的遺伝子の mRNA 発現量を解析した。 

 

２－３ 細胞増殖解析 

 培養細胞を種々のカロテノイドで処理した後、トリパンブルー液を添加した。顕微鏡観

察によってトリパンブルー色素の取り込みを評価し細胞増殖に対する影響を解析した。 

 

２－４ 細胞周期解析 

 培養細胞を 0.１％Triton-X100 含有PBS に懸濁して裸核した。核内DNA をPropidium 

iodide (PI)染色し、FACS CantoII (Becton Dickinson) を用いて細胞周期を解析した。 

 

２－５ LDH assay 

 培養細胞にCytotoxicity LDH Assay kit-WST (Dojindo) のWorking solution を加え 30 

min インキュベートした。Stop solution を加えて反応を停止させプレートリーダーを用い

て測定した。 

 

３. 結果と考察 
昆布やワカメ等の食用褐藻類に含まれるカロテノイドであるフコキサンチンをJurkat T

細胞白血病細胞に投与し、Western blotting 法による RUNX1 発現に対する影響を調べ



た。RUNX1 タンパク質量はフコキサンチンの濃度依存的に減少していることが観察され

た（図１）。一方で、RUNX1 の mRNA の変化を qPCR 法によって調べた結果、mRNA

量は減少していなかった（図２）。これらの結果より、フコキサンチンはRUNX1 をタン

パク質レベルで制御していることが示唆された。タンパク質の分解制御システムとしては

ユビキチンープロテアソーム系とオートファジー系が知られている。プロテアソーム阻害

剤であるMG132またはオートファジー阻害剤であるクロロキンをフコキサンチンと同時

に投与してもRUNX1 タンパク質量の減少は抑制されなかった。これらのタンパク質分解

システムとは異なる方法でフコキサンチンは RUNX1 タンパク質量を調節していると考

えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1  RUNX1 タンパク質発現解析    図２  RUNX1 mRNA 発現解析 

 

Jurkat をフコキサンチン処理した時の、細胞増殖に対する影響を調べた。フコキサンチ

ン処理 24 時間後に細胞数を顕微鏡下で計測した。また、その際に、細胞膜の透過性の変化

をトリパンブルー色素で染色することによって調べた。その結果、全細胞数としてはフコ

キサンチン処理によって少し減少した。そして約半数の細胞がトリパンブルー陽性細胞と

なっていた（図 3）。また、細胞質に存在する酵素LDH の培養液への放出を調べた。フコ

キサンチン処理によって LDH が細胞外へ移動していることが観察された（図 4）。次に、

フコキサンチンを Jurkat 細胞に投与した際の細胞死および細胞周期への影響を調べた。フ

コキサンチン処理では顕著な細胞周期の変化は見られず、また細胞死の時に生じる Sub-G1

期の増加も見られなかった（図 5）。細胞内へのトリパンブルーの取り込みやLDH の培養

液への放出が起こっていたことから、フコキサンチン処理によって Jurkat 細胞の細胞膜の

透過性が亢進していることが示された。このような結果は、他のカロテノイドであるβ

-cryptoxanthin やβ-carotene では見られなかった。細胞膜透過性亢進の結果が、RUNX1

のタンパク質の減少と関連するか調べるために、緑色蛍光タンパク質と融合させた

RUNX1 を発現させるプラスミド（EGFP-RUNX1）を構築した。これを用いて、フコキ

サンチン処理時のRUNX1 タンパク質の挙動を解析する予定である。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 細胞数の測定  (Jurkat)      図４ LDH assay (Jurkat) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図５ 細胞周期の解析（Jurkat） 

 
次に、RUNX1-ETO 遺伝子を発現する急性骨髄性白血病細胞へのフコキサンチンの影響

を調べた。染色体転座 t(8;21)を有し RUNX1-ETO 遺伝子を発現している急性骨髄性白血

病患者から樹立された Kasumi-1 細胞を用いて実験を行った。フコキサンチン処理した

Kasumi-1 細胞をトリパンブルー染色し、細胞数計測をした結果、大部分の細胞がトリパ

ンブルー陽性となり縮こまった細胞形態が観察された（図 6）。LDH assay を行ったとこ

ろ、フコキサンチン処理により LDH が培地中に放出されていることを確認した（図 7）。

次に、細胞周期に対する影響を調べた。Kasumi-1 細胞をフコキサンチン処理することに

よって 80%程の細胞が Sub-G1 期に移行していた（図 8）。 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 細胞数の測定  (Kasumi-1)    図 7 LDH assay (Kasumi-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 8 細胞周期の解析（Kasumi-1） 

 
 細胞死にはアポトーシス（TypeI）、オートファジー細胞死（TypeII）、ネクローシス

（TypeIII）がある。アポトーシスではカスパーゼによって活性化されたDNA 分解酵素が

活性化してDNA の断片化が生じ、Sub-G1 期の増加がみられる。そこで、フコキサンチン

処理による Kasumi-1 細胞の細胞死がアポトーシスか調べるため、カスパーゼ阻害剤

z-VADfmk と併用処理をした。その結果、フコキサンチンが誘導する細胞死はアポトーシ

スの実行因子であるカスパーゼの阻害剤によって抑制できなかった（図 9）。フコキサン

チンは Kasumi-1 細胞に対してアポトーシスとは異なる特殊な細胞死を誘導していると考

えられた。 
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図９ フコキサンチンによるカスパーゼ非依存的細胞死誘導 

 

 以上をまとめると、フコキサンチンは血球分化を制御する転写因子RUNX1 をタンパク

質レベルで調節することが示された。また、フコキサンチンは細胞膜の透過性を亢進させ

ていた。RUNX1 に異常を持つ急性骨髄性白血病に対してフコキサンチンは顕著に細胞死

を誘導したが、従来のアポトーシスとは異なる細胞死を誘導していることが示唆された。 
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