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本研究は平成��年度沖縄産学官共同研究推進事業「沖

縄生物資源から得られるスフィンゴ糖脂質の生理機能を

応用した機能性食品の開発」というテーマで、図１のよ

うな研究体制と役割の下、沖縄に存在する生物資源から

得られるスフィンゴ糖脂質を利用した製品開発を目指し

て研究を行った。

スフィンゴ糖脂質は生体膜の重要な構造成分の一つと

して、昨今注目されている物質であり、機能的にがん研

究や脳研究の分野で将来性を有している。中でも糖脂質

セラミド及びガングリオシドは、次々発表される研究成

果において需要も急激に高まってきており、その市場価

格も大変高価である。セラミドは人の皮膚の角質層に存

在している脂質であり、皮膚の保湿性を高め、美白にも

効果があることや経口投与による皮膚水分量の上昇効果

も確認されていることから、近年では化粧品原料のみな

らず美容食品素材としても注目されている有用物質であ

る。スフィンゴ糖脂質は元来、脳から単離発見され、現

在まで多くの実験はウシ脳から抽出されたものを利用さ

れている。しかしながら、現在話題となっている狂牛病

問題等から、安全性が重要視されるに伴い、植物性由来

のスフィンゴ糖脂質の必要性が急速に高まってきた。

一方、国立社会保障・人口問題研究所の調査結果によ

ると、老年人口は����年には全人口の����％、����年に

は	���％以上に達するという推計になっており、超高齢

化社会に突入しようとしている。またそれに伴い、認知
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本研究では、沖縄生物資源から得られるスフィンゴ糖脂質を利用した健康食品の開発を目標とし、ス

フィンゴ糖脂質の生理作用、すなわち神経成長因子様作用の指標となる神経突起様伸長活性および美白

効果の指標となるメラニン産生抑制活性の有無を検索した。その結果、６種類の素材の内、１種類に神

経突起様伸長活性が認められた。

鎌田靖弘、平良淳誠、蓋盛直哉１

１（財）南西地域産業活性化センター

図１ 本研究開発における研究体制と役割
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症に悩む日本人は約���万人、アルツハイマー型痴呆症

の占める割合は約��％と、３人に１人である。痴呆性老

人の将来推計数は、����年では老人人口の���％（���万

人）、����年には	��％（���万人）、����年には����％

（���万人）に推定されており、認知症や脳機能の改善

または予防に関する医薬品・健康食品メーカー間の熾烈

な開発競争が行われている。

これらの問題解決を踏まえて共同研究体である（株）

ディアイエスが選択した素材に関し、神経成長因子
以

下��
と称す�様作用の指標となる神経突起様伸長活性

および美白効果の指標となるメラニン産生抑制活性の有

無を検索した。

� ����

２－１ 用いたサンプル

（株）ディアイエスで��������に調製された５種類

のサンプル、麦芽、紅イモおよびシモンイモ由来の各グ

リコシルセラミドのエタノール（以下����と称す）溶

液、また生豆由来トリゴネリン水溶液およびブタ脳由来

グリコシルセラミド水溶液と琉球大学遺伝子実験センター

より調製された麦芽由来のグリコシルセラミド精製物の

計�種類のサンプルを用いた。

２－２ PC12（ラット副腎褐色細胞腫細胞）を用いた神

経突起様伸長活性評価法の確立

����を用いた神経突起様伸長活性をマイクロプレート

上で評価できる系を���������らの報告１)を参照して検

討した。フィブロネクチンコートした��穴のマイクロプ

レート（写真）上に���×��� !��"���で調製した細胞を

添加後、コントロール及びサンプル添加をし、�#$日間

培養する。神経様突起の状態を位相差顕微鏡で観察した。

最終日に培地を除去し、����%� !�&����' �'��(!

�')�)!溶液および�!*!"緩衝液（���%、*����）


����%����、���+,���'(-#���、��%�.,/含有�を加

え、室温で�時間細胞を溶解する。次に、この細胞遊離

液に酢酸緩衝液（���%、*����） 
���+,���'(-#���､

��%�.,/含有�と��$�%��%を添加させ、神経突起

様伸長の指標となるアセチルコリンエステラーゼ活性を

蛍光マイクロプレートリーダーにて、励起光���(�、測

定光$��(�を測定した。��
を入れたポジティブコン

トロールは、神経突起様の確認と共に、アセチルコリン

エステラーゼ活性も増加した。なお、評価系においてア

ラマーブルー法により細胞毒性の指標となる細胞増殖活

性を測定し、細胞毒性がないことを確認した。

２－３ B16FO（マウス黒色腫瘍細胞）を用いたメラニ

ン合成抑制活性評価法の確立

0��
�を用いたメラニン産生抑制活性をプレート上

で評価できる系を豊川らの報告２)を参照して確立した。

��％牛胎児血清（
0�）の含有する.#%�%培地で培養

した0��
�を、�$穴プレートに���×��� !��"�1!��で調

製した細胞を添加し、�$時間培養した。培地除去後、�

�%の2#.'*�含有�0�溶液と同時にサンプル添加をし、

���時間培養した。細胞回収後、������で細胞を溶解

し、溶液中のメラニン含量は波長$��(�を測定した。そ

の結果、ポジティブコントロールであるコウジ酸ではメ

ラニン含量が濃度依存的に低下を示した。なお、評価系

においてアラマーブルー法により細胞毒性の指標となる

細胞増殖活性を測定し、細胞毒性がないことを確認した。

� ��	
�

３－１ 神経突起様伸長活性の１次スクリーニング

麦芽、紅イモおよびシモンイモ由来の各グリコシルセ

ラミド����溶液、生豆由来トリゴネリン水溶液とブタ

脳由来グリコシルセラミド水溶液の�種類について、神

経突起様伸長活性を観察した。観察結果を図２に示した。

突起様の伸長はシモンイモ＞麦芽、紅イモ＞トリゴネリ

ンの活性順位であった。活性が見られたサンプルの中に

は、細胞毒性も見られたため、希釈して再試験を行った。

３－２ 麦芽および麦芽由来グリコシルセラミド精製物、

紅イモ、トリゴネリン、豚脳サンプルを希釈した場合の

神経突起様伸長活性

観察で細胞毒性の強かったサンプルについて希釈して

活性を測定した。またその際、麦芽由来のグリコシルセ

ラミド精製物も活性検索を行った。����毒性を考慮し

���+����で再抽出させて希釈し、神経突起様伸長活性

を測定した。観察の結果、図３に示すように、コントロー

ルと比較して神経突起様伸長は、大きな変化はなく活性

は低かった。
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図２ ����に各原液サンプルを添加した場合の神経突起成長活性（添加後４日目の細胞の状態）

�：水（コントロール）添加時，�：��	添加時，�：シモンイモ添加時，

：紅イモ添加時，�：生豆トリゴネリン添加時，	：麦芽添加時
（倍率は麦芽添加時は���倍、それ以外は
��倍）

（Ａ） （Ｂ）

（Ｃ） （Ｄ）

（Ｅ） （Ｆ）
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図３ ����に各希釈サンプルを添加した場合の神経突起成長活性（添加後４日目の細胞の状態）

�：���倍希釈麦芽再抽出，�：���倍希釈麦芽由来精製物，
�：���倍希釈紅イモ再抽出，�：�倍希釈生豆トリゴネリン，
	：�倍希釈ブタ脳（倍率はいずれも
��倍）

（Ａ） （Ｂ）

（Ｃ） （Ｄ）

（Ｅ）



また、アセチルコリンエステラーゼ活性も図４及び図

５に示すように、コントロール（水）と比較し、有意差

が生じたのは麦芽由来のグリコシルセラミド精製物の

����倍希釈時と生豆由来トリゴネリン水溶液の��倍希釈

時だけであった。また、生豆由来トリゴネリン水溶液は

希釈に従って活性が高くなっていることから、��倍以上

の再検討も必要であると考えられた。麦芽および紅イモ

再抽出は、有意差は認められなかったが、濃度依存的な

活性傾向を示した事から、これも再度、希釈検討が必要

である。

次に、アラマーブルー法による細胞増殖活性を調べた。

その結果、図６に示すように、コントロール（水）と比

較して、麦芽再抽出の���倍希釈時の細胞増殖活性は有

意に高く、����倍希釈時では有意に低い値を示した。こ

の結果から、麦芽由来について希釈検討が必要であると

考えられた。一方、図７に示すように、ブタ脳および生

豆由来トリゴネリンの水抽出液では、各希釈いずれもコ

ントロール（水）と比較して、有意に低い値を示し、細

胞増殖抑制活性を示したことから、細胞毒性を有するこ

とが分かった。ブタ脳および生豆由来トリゴネリンの水

抽出液においても再度希釈を行い、検討が必要である。

３－３ シモンイモにおける神経突起様伸長活性

観察で活性の強かったシモンイモに関し、希釈して神

経突起様伸長活性の観察とアセチルコリンエステラーゼ

活性を測定した。図８にシモンイモのグリコシルセラミ

ド����溶液を��	及び
倍に希釈した場合のアセチルコ

リンエステラーゼ活性の結果を示した。コントロール

（水）と比較して、いずれの希釈時でも有意��
�����に

増加を示し、増加の程度は用量依存的であった。また、

コントロール（水）時のアセチルコリンエステラーゼ活

性を�とした場合、ポジティブコントロールの���

(�������終濃度）では ���であり、�倍希釈時では���、

	倍希釈時では���となった。この結果から、シモンイモ

のグリコシルセラミド����溶液（��������）の�倍希

釈溶液は、���換算で��������終濃度と同程度の活性

を有すると推察された。����の���に対する作用機構

の一つに、����� �!"#等のシグナル伝達系が報告され

ていることから$�	）、今後はシモンイモのグリコシルセ

ラミドについて作用機構解明を行う必要があると考えら

れた。
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図４ 各サンプル希釈時の神経突起様伸長活性（１)
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図５ 各サンプル希釈時の神経突起様伸長活性（２)
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図６ 各サンプル希釈時の細胞増殖活性（１）

図７ 各サンプル希釈時の細胞増殖活性（２）



次に、アラマーブルー法による細胞増殖活性を調べた。

図９にシモンイモのグリコシルセラミド����溶液

(����	
��）を�
�及び�倍に希釈した場合の細胞増殖活

性の結果を示した。コントロール（水）時と比較して、

いずれの希釈時でも細胞増殖活性は有意��������に増加

を示し、その増加の程度は用量依存的であった。この結

果から、シモンイモの抽出液は����に対して、細胞増

殖促進活性を有することが分かった。なお、データには

示さないが、シモンイモ抽出原液は、コントロール（水）

と比較して、細胞増殖活性は有意��������に低下を示し、

細胞増殖抑制活性を示したことから、細胞毒性を有する

ことが分かった。

３－４ メラニン産生抑制活性の検索

麦芽、紅イモおよびシモンイモ由来の各グリコシルセ

ラミド����溶液、また生豆由来トリゴネリン水溶液と

ブタ脳由来グリコシルセラミド水溶液、更に麦芽精製物

の�種類について、メラニン産生抑制活性を測定した。

図��～��に示したように、ポジティブコントロールであ

る���コウジ酸は、コントロール���������と比較し

て有意��������に低下を示した。

麦芽および麦芽由来精製物はコントロール���������

と比較して、有意��������に増加を示した。この結果か

ら、麦芽にはメラニン産生促進活性を有することが推察

された。

また麦芽、紅イモおよびシモンイモ由来の各グリコシ

ルセラミド����溶液に関し、����濃度を一定にする

ために、��％����再抽出液を調製し、再試験を行った。

図��に示したように、コントロール（�������）と比

較して有意差はないが、麦芽以外に紅イモおよびシモン

イモも高くなる傾向を示した。この結果から、これらの

素材にもメラニン産生促進活性の可能性があることが分

かった。
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図８ シモンイモ抽出液中の神経突起様成長活性

図９ シモンイモの細胞増殖活性

図11 各サンプル中のメラニン産生抑制活性（２）

図10 各サンプル中のメラニン産生抑制活性（１）

図12 麦芽、紅イモ、シモンイモの50%EtOH再抽
出液中のメラニン産生抑制活性



� ���

以上の結果をまとめると、��������の麦芽、紅イモ

およびシモンイモ由来の各グリコシルセラミド�	
�溶

液、生豆由来トリゴネリン水溶液とブタ脳由来グリコシ

ルセラミド水溶液および麦芽精製物の�種類について、

神経突起様伸長活性およびメラニン産生抑制活性の有無

を検索した。その結果、シモンイモに神経突起様伸長活

性が認められた。
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