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ABSTRACT
　【Background】Peripheral artery disease （PAD） caused the poor prognosis of the patients.  The 
life style intervention is necessary to protect patients from PAD.  Fucoidan is the member of 
the polysaccharide originated from Mozuku sea weed, which is useful supplement for life style 
related disease.  【Purpose】We examined whether fucoidan could improve limb ischemic lesions 
in mice and rats.  【Method and Result】We created the ischemic limb model of mice and rats 
and evaluated their blood flow using the laser Doppler blood perfusion. We separated them 
into three groups, control group （without any treatment），post-treatment group （treated with 
fucoidan after ischemia for 4 weeks），and pre- and post-treatment group （treated with fucoidan 
before ischemia for 1 week and after ischemia for 4 weeks）．Fucoidan significantly improved the 
blood perfusion of ischemic limb in pre- and post-treatment group compared to those in control 
group.  Neovascularization was remarkably increased in muscle of ischemic limb in pre- and 
post-treatment group compared to those in control group.  Fucoidan did not improve either the 
blood perfusion or neovascularization in post-treatment group.  【Conclusion】Pretreatment with 
fucoidan through oral administration would be a promising supplement for protection from PAD.  
� （Accepted on February 21, 2018）
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はじめに

　閉塞性動脈硬化症（ASO）やバージャー病は，
血管の炎症や動脈硬化のために血管が閉塞し血流
が低下することにより，下肢の壊死が起こる疾患
であり，末梢動脈疾患（PAD）と呼ばれる．その
重症度分類であるFontaine分類から，I度は無症
状，II度は間歇性跛行，III度は安静時疼痛，IV度
は皮膚潰瘍を伴うとされている．
　海外の複数の調査によると，無症状の対象にお
けるPADの総有病率は3～10%であるのに対し，
70歳以上では15～20%と無症状のPADは高齢者
において増加する1）．米国国民健康栄養調査による
と，足関節上腕収縮期血圧比（ABI）が0.90以下
のPADの有病率は50～59歳の年齢層では2.5%，60
〜69歳では4.7%，70歳以上では14.5%と加齢と共
に増加する1）．加えて，PAD患者は生活習慣病等
の血管リスクファクターを有する場合が多く，リ
スクファクターを有する集団の29%にPADを認
めるという報告があり，加齢とならび生活習慣病
に合併してPADの頻度は増加する2）．また喫煙も
PADの重要な危険因子である3）．間歇性跛行は新
規にPADと診断された5.5%に，既に診断されてい
るPADの12.5%に認められるが，PADはその75%

が無症候性である4）．また，PADは動脈硬化性疾
患であるために，脳血管疾患や冠動脈疾患に高頻
度に合併する．実際にPADの56.4%に冠動脈疾患
が，33.3%に脳血管疾患が合併し，20.3%は3疾患が
合併するために，PAD患者の予後は不良である5）．
　本治療には薬物治療が主体となっており，効果
の無い場合は外科的なバイパス手術が用いられる
が，外科的な治療が奏効しない場合は下肢の切断
を余儀なくされる．2003年から外科手術が適応と
ならない患者に対し幹細胞を用いた血管新生療法
も試みられているが，高額であることや手術侵襲
があることから普及はしていない．PADの予防に
は生活習慣病の改善が重要であり，生活習慣病の
予防のために近年サプリメントが普及してきてい
る．
　フコイダンはモズク由来の多糖体であり，抗癌
作用等の効能が知られている6）．フコイダンによる
下肢虚血の改善や血管新生の促進作用が報告され

ているが，その詳細は明らかではない7）．我々はこ
れまでに下肢虚血モデル動物を作製し，血管新生
能を有する物質を探索してきたが8），本研究では既
報の動物モデルを用いてフコイダンの血管新生促
進による後肢虚血改善効果を見出したので報告す
る．

材料および方法

　本研究における実験動物の飼育，取り扱い及び
実験計画書は，鳥取大学医学部動物実験指針に基
づき，鳥取大学医学部動物実験委員会の指導と承
認を得て行った．また，全ての生理学的及び病理
学的解析は，各群を知らされていない熟練した研
究者により行われた．

下肢虚血モデル作製
　実験動物は雄性Wistarラット（8～10週齢，日本
クレア，東京），および雄性BALB/cAJcl-nu/nuマ
ウス（8～10週齢，日本クレア，東京）を用いた．
ラットならびにマウスにケタミン（80 mg/kg，三
共，東京），キシラジン（5 mg/kg，バイエル，東
京）を腹腔内に投与し全身麻酔及び鎮痛処置を施
した後，右後肢の大腿動脈を8-0絹糸で1ヶ所結紮
して片側下肢虚血モデルを作製した．

フコイダンの投与方法
　図1に示すプロトコールに従い，フコイダン未
投与群（コントロール群），虚血作製直後から4週
間フコイダン5%を投与した群（虚血後投与群），
ならびにフコイダン1%を虚血前1週間投与し，虚
血作製直後から4週間フコイダン5%を投与した群

（虚血前後投与群）の3群を作製した．コントロー
ル群には，市販のマウス用粉末飼料（MF，オリエ
ンタル酵母工業，東京）を与えた．フコイダンの
投与は，フコイダン含有飼料を給餌することによ
り行った．フコイダン1%含有飼料は，マウス用粉
末飼料99 gに粉末フコイダン（海産物のきむらや
より供与）1 gを混和し調整した．フコイダン5%

含有飼料は，マウス用粉末飼料95 gに粉末フコイ
ダン5 gを混和し調整した．
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血流測定
　虚血手術直後，術後1週目，4週目に，レーザード
ップラー血流計（PERIMED，Stockholm，Sweden）
を用い，各群の血流測定を行った．レーザードッ
プラー血流計による測定は対側肢（非虚血肢）血
流の平均値を1.0として，虚血肢血流を相対的に評
価した．

骨格筋毛細血管密度の計測
　マウスの後肢虚血作製4週間後に，虚血肢内転筋
組織を凍結組織切片作製用包埋剤（ティシュー・
テック O.C.T. コンパウンド，サクラファインテッ
クジャパン，東京）に包埋し，液体窒素で凍結し
た．各群の組織片から凍結横断切片（8 µm thick）
を作製した後，内皮細胞マーカーであるCD31特異
抗体（BD Biosciences）を用いて染色し，毛細血
管数を計測した．毛細血管密度は，骨格筋線維に
対して正規化して算出した．

統計解析
　得られた各種データは，群毎に平均値 ± 標
準誤差で示した．各群の統計的有意差の検定に
は，解析ソフトウェアR（The R Foundation for 
Statistical Computing, Vienna, Austria; version 
3.1.1）を用い，血流回復率の解析には，反復測定
分散分析（repeated measures ANOVA）を，毛
細血管密度の解析には，一元配置分散分析（One-
way ANOVA）をそれぞれ用いた．p < 0.05の場
合に統計的に有意な差があると判断した．

結　　果

フコイダンの虚血後投与ならびに虚血前後投与が
マウス後肢虚血に及ぼす効果
　マウス下肢虚血モデルを用いてフコイダンの虚
血後投与ならびに前後投与の効果を検討した．図
2a，bは虚血作製4週間後にレーザードップラー血
流計によりマウス骨格筋の血流を測定した時の虚
血肢の血流の変化を示す．コントロール（図2a）
は大腿動脈結紮により作製した虚血側の血流が低
下しているが，フコイダン虚血前後投与（図2b）
では顕著に改善している．図2cは虚血肢血流の経
時的な改善を健側と比較したものである．コント
ロール群を含むすべての群において，虚血後の血
流は経時的に改善した．なかでも，フコイダンを
虚血前後投与したマウスの虚血肢の血流は，コン
トロールに比較して有意に改善した．一方，フコ
イダン虚血後投与群の虚血改善率はコントロール
と差が認められなかった．以上の結果から，フコ
イダンの虚血前後投与は虚血肢の血流を有意に改
善することが示された．

フコイダンの虚血後投与ならびに前後投与がマウ
ス虚血肢の毛細血管密度に及ぼす効果
　フコイダンによる虚血肢の血流改善効果が，骨
格筋組織内の毛細血管の増加を伴うか否かについ
て検討した．図3は虚血肢作製4週間後の骨格筋組
織のCD31陽性細胞を示す．コントロール（図3a）
に比較して，フコイダン虚血前後投与マウス（図
3b）では虚血肢の骨格筋組織内の毛細血管の増加
が認められた．図3cは多数例における検討を示す
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図1　後肢虚血作製とフコイダン投与プロトコール
コントロール群：フコイダン未投与，虚血後投与群：虚血作製直後から4週間フコイダン5%を投与，
虚血前後投与群：フコイダン1%を虚血前1週間投与し，虚血作製直後から4週間フコイダン5%を投与

虚血前後投与群

虚血後投与群

-1週 0週 1週 4週

フコイダン投与(1%)

フコイダン投与(5%)
フコイダン未投与

後肢虚血とフコイダン投与プロトコール：3群比較

フコイダン投与(5%)

コントロール群 フコイダン未投与

後肢虚血手術

図1



が，フコイダン虚血前後投与群の毛細血管数はコ
ントロール群に比較して有意に増加した．一方で，
フコイダン虚血後投与群では増加が認められなか
った．以上の結果から，フコイダンの虚血前後投
与は虚血肢の毛細血管密度を有意に増加すること
が示された．

フコイダンの虚血後投与ならびに前後投与がラッ
ト後肢虚血に及ぼす効果
　フコイダンの虚血改善作用に種差が関与するか
否かを検討するため，ラットの下肢虚血モデルを
作製し，フコイダンの虚血後投与ならびに前後投
与が血流に及ぼす効果についてレーザードップラ
ー血流計を用いて評価した．図4a，bは後肢虚血作
製4週間後にレーザードップラー血流計により骨
格筋の血流を測定した時の血流の変化を示す．コ
ントロール（図4a）は大腿動脈結紮により作製し
た虚血側の血流が低下しているが，フコイダン虚
血前後投与ラット（図4b）では顕著に改善してい
る．図4cは虚血肢の経時的な改善を健側と比較し

たものである．コントロール群を含むすべての群
において虚血後の血流は経時的に改善を示した．
なかでも，フコイダンを虚血前後投与したラット
の後肢虚血はコントロールに比較して有意に改善
した．一方，虚血後のみのフコイダンの投与は，
虚血前後投与した群に比して血流改善の程度が低
い．以上の結果から，フコイダンの虚血前後投与
は種差に関わらず虚血肢の血流を有意に改善する
ことが示された．

考　　察

　本研究ではラットならびにマウス下肢虚血モデ
ルを用いて，フコイダンの効果を検討し，①フコ
イダンの虚血前後投与は，マウス及びラットの後
肢虚血を改善する，②フコイダンの虚血前後投与
は，マウスの虚血肢骨格筋毛細血管密度を増加す
る，③フコイダンの虚血後投与は，マウスならび
にラットの虚血肢の血流を改善しないことが判明
した．
　ASOやバージャー病を含むPADは動脈硬化に
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図2　フコイダンのマウス虚血肢血流回復に及ぼす効果
a: �フコイダン未投与コントロールマウスの虚血作製4週間後のレーザードップラーによる血流分

布の代表例（矢印：虚血肢）
b: �フコイダン前後投与マウスの虚血作製4週間後のレーザードップラーによる血流分布の代表例
（矢印：虚血肢）

c: �フコイダン未投与コントロール群とフコイダン虚血後投与群ならびに虚血前後投与群の多数
例における経時的虚血肢血流回復率
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よる血管障害であるが，加齢ならびに生活習慣病
の集積により発症してくる1）．特に喫煙はバージ
ャー病のリスクであり，高血圧や糖尿病患者では
ASOが高頻度に合併する2）．そのためPADの予防
として，禁煙・減量，脂質異常症・糖尿病ならび
に高血圧の治療が勧められる．PADの標準的な治
療法は，間歇性跛行に対しては，運動療法と薬物
療法が二本柱となっている9）．運動療法では，血管
内皮機能の改善や骨格筋の血管数の増加が知られ
ている9）．薬物療法としてはシロスタゾール10）や
アスピリン11），及びチクロピジン12）やクロピドグ
レル12），サルポグレラート13），プロスタグランジ
ン14）等の抗血栓薬，イコサペント酸エチル15）やア
ルガトロバン16），ならびに脂質低下薬が使用され
る．これらの保存的な治療では症状の改善傾向が
なく生活に大きな支障を生じている場合は，血行
再建術が考慮される．
　虚血性難治性潰瘍に対する先端医療として，
HGF，VEGF，FGFによる遺伝子治療や自己骨髄
単核球細胞移植，末梢血単核球細胞移植がいくつ
かの施設で行われているが，研究段階の医療であ
る．HGF遺伝子治療17）と自己骨髄単核球細胞移植

に関しては，我が国における臨床試験で有効性が
報告された18）．細胞移植療法による再生医療は，
従来の治療法では効果の見込めなかった疾患に対
する新しい選択肢として，近年その重要性を高め
ている．骨髄幹細胞，特にCD31陽性細胞は血管内
皮前駆細胞であるために血管新生に有効であると
考えられている．また，血管新生関連因子VEGF，
HGF，FGF-2を分泌することが血管新生の機序の
一つと考えられている19）．
　フコイダンは，硫酸化多糖体の一種でコンブや
ワカメ， モズクなど褐藻類の粘質物に多く含まれ
る水溶性食物繊維である．主に L-フコースが 数十
から数十万個も繋がった高分子化合物で，平均分
子量は約20万である．グルクロン酸を含む U-フコ
イダン，硫酸化フコースだけからなる F-フコイダ
ン，ガラクトースを含む G-フコイダンなどに分類
される．フコイダンは，硫酸基の含量や分子の大
きさによりさまざまな生理活性をもつと考えられ
ている．これまでの基礎研究からフコイダンには，
抗菌作用20），抗ウイルス作用21），抗凝固作用22），抗
酸化作用23），抗炎症作用24），免疫修飾作用25），アポ
トーシス誘導による抗癌作用等があることが報告
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図3　フコイダンのマウス虚血肢骨格筋の毛細血管密度に及ぼす効果
a: フコイダン未投与コントロールマウスの虚血作製4週間後の骨格筋切片画像の代表例
b: フコイダン前後投与マウスの虚血作製4週間後の骨格筋切片画像の代表例
c: �フコイダン未投与コントロール群とフコイダン虚血後投与群ならびに虚血前後投与群の多数

例における虚血作製4週間後の虚血肢毛細血管密度

図3
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されている26）．
　本研究では，フコイダンを虚血前後投与すると，
下肢虚血モデルにおいて血流の改善効果が有意に
促進され，その効果の一部に毛細血管新生の促進
が関与することが示唆された．この効果はフコイ
ダンを予防的に投与できれば，PADに罹患した場
合でも，血管新生効果により下肢虚血を軽減でき
る可能を示す．近年，ラットの糖尿病PADモデ
ルを用いた低分子フコイダンに関する研究が報告
された．糖尿病PADラットの骨格筋では，VEGF
の発現低下とeNOSのリン酸化が低下し，一方で
ICAM-1とIL-1βの発現が増加している．低分子
フコイダンは抗炎症作用とeNOS/NO経路を活性
化させ，VEGFの発現を増加させることで糖尿病
PADラットの骨格筋の血管を増加させ，潰瘍・
間歇性跛行を抑制するが，この作用は初期の抗血
栓作用と後期の血管内皮と血管平滑筋の遊走促進
による血管新生作用に起因するとされている27）．
我々の検討では，フコイダンが虚血肢の血流を改
善するためにはその前後投与が必要であり，虚血

後のみの投与では効果が認められなかった．この
事実はフコイダンには血管新生作用があるとして
も，虚血後にはその効果は限定的であると考えら
れる．一方で，血管網は血管閉塞後の組織虚血に
重要な役割を演じるが28），VEGFは側副血行路の
形成過程を促進し，さらに血管内皮細胞の動員を
促進することが示されており29），この報告は，本
研究で認められたフコイダンの前後投与による虚
血肢の血流改善効果を説明できるかもしれない．
　以上の考察から，フコイダンは虚血を発症する
以前から投与されることが重要であることが分か
る．フコイダンは機能性食品として種々の疾病を
予防するサプリメントとして期待されているが，
本研究からもフコイダンがPADを予防する機能
性食品となりうることが示唆された．

結　　語

　フコイダンの虚血前後投与は，虚血肢の骨格筋
毛細血管密度を増加することにより血流を改善す
る．
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図4　フコイダンのラット虚血肢血流回復に及ぼす効果
a: �フコイダン未投与コントロールラットの虚血作製4週間後のレーザードップラーによる血流分

布の代表例（矢印：虚血肢）
b: �フコイダン前後投与ラットの虚血作製4週間後のレーザードップラーによる血流分布の代表例
（矢印：虚血肢）

c: �フコイダン未投与コントロール群とフコイダン虚血後投与群ならびに虚血前後投与群の多数
例における経時的虚血肢血流回復率

図4

a) コントロール b) 虚血前後投与
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