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略語リスト  

EPS   Exopolysaccharide 

IgA  Immunoglobulin A 

NK 細胞   Natural killer cell 

NTM048  Leuconostoc mesenteroides NTM048  

MDCK  Mardin-Darby canine kidney 

MEM  Eagle’s minimum essential medium  

TGS  Tris-Glucose-Saline 

HA  Hemagglutination 

HI  Hemagglutination inhibition  

PFU  Plaque forming units 

vRNPs  Viral ribonucleoprotein proteins 

vRNA  Viral RNA 

cRNA  Complementary RNA  

NP  Nucleoprotein  

BMI  Body Mass Index 

TCPI  T cell proliferation index 
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1-1 はじめに  

厚生労働省発表の令和元年簡易生命表の概況 [1]によると、男性の平均寿

命は 81.41 年、女性の平均寿命は 87.45 年となり、男女ともに過去最高を更

新した。他国と比較しても、男性は香港、スイスに次いで世界第 3 位、女性

は香港に次いで第 2 位の平均寿命の長さであり、日本は世界有数の長寿国で

あるといえる。日本の総人口は前年に比べ 29 万人減少している状況下で、

少子化が進んでいることも相まって、総人口に占める 65 歳以上の高齢者の

割合は過去最高の 28.7%（3,617 万人）を記録した [2]。この数値はイタリア

（23.3％）、ポルトガル（ 22.8％）、フィンランド（22.6％）などを抑えて、

日本が最も高い。なお日本における女性高齢者は 2018 年発表時に初めて

2,000 万人を超え、2020 年は 2,044 万人（女性総人口の 31.6％）であり、

女性高齢者数は男性高齢者数より 471 万人多い。高齢化社会において重要な

課題となっているのが、身体の機能低下により生じる医療費増加である。厚

生労働省の発表[3]によると、2019 年度の医療費は 43.6 兆円であり、前年

度と比較して 2.4%の増加となった。今後の人口構成の遷移予測を考慮する

と、更なる医療費の増加が懸念される。  

一方で、高齢者の暮らしに着目すると、活動的な生活を送っている姿がデ

ータから浮かび上がってくる。2018 年の就業者数は 862 万人と過去最多を

記録し、15 歳以上の就業者総数に占める高齢就業者の割合は 13.3%であっ

た。高齢者の就業者数は増加し続けており、10 年前と比較して 60～64 歳、

65～69 歳、70～74 歳の就業率は、それぞれ 11.6 ポイント、10.4 ポイント、

8.4 ポイント伸びている。  「あなたは何歳まで収入を伴う仕事をしたいで

すか」という質問に対して、 60 歳以上の就労者の約 4 割が「働けるうちは

いつでも」働きたいと回答しており、 70 歳もしくはそれ以上と回答したも

のを合計すると約 8 割が高齢期においても就労したいという意欲が高いこ
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とを示している[4]。また、ネットショッピングにおける「医薬品・健康食

品」の構成比が非高齢者世帯と比較して 1.2 倍高いことが報告されており

[2]、「健康」を維持しつつ「活き活き」と活動したいという高齢者が多いこ

とがうかがえる。  

健康寿命をのばすために注目されているのが、特定保健用食品や機能性表

示食品といった食品である。特定保健用食品は現在 1,074 品（2020 年 3 月

時点）が厚生労働省により表示許可・承認されており、その用途別構成比

（2019 年度）は、整腸作用が 59.5％、中性脂肪・体脂肪関連が 24.4％であ

った（Fig. 1-1）。機能性表示食品は食品の機能を表示できる食品として 2015

年に新たに加わった制度である。特定保健用食品で許可されている機能に加

えて、記憶力を維持するタイプやストレスや疲労を低減するタイプなど様々

なタイプの食品が販売されている。2020 年 11 月段階で 3,412 件の届出が出

されており、1,530 件が現在販売中である。特定保健用食品や機能性表示食

品を筆頭に、今後ますます食品で疾病予防および健康寿命をのばそうとする

要望が高まることが予想される。  

 

1-2 インフルエンザウイルスについて  

インフルエンザは、冬季を中心に流行する急性感染症であり、発熱・のど

の痛み・関節痛が主な症状である。インフルエンザを予防する手段として、

流行前の予防接種が有効であると考えられているが、感染を完全に防げるわ

けではない。実際、18-65 歳が対象となっているメタアナリシスによると、

インフルエンザウイルスに対する予防接種の効果は 59％（95％信頼区間：

51-67%）にすぎないという報告がある[5]。特に、小学生においてはワクチ

ンを接種しても依然としてインフルエンザ罹患率が高いこと[6]が報告され

ており、罹患した児童から学校内や同居している家族に感染が広がっていく
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形で、インフルエンザウイルスの感染拡大を完全に抑えることは不可能に等

しい。  

インフルエンザを引き起こすインフルエンザウイルスは直径 1 万分の１

ミリメートル程度のエンベロープ膜を有する RNA ウイルスであり、A 型・B

型・C 型の 3 つの型がある。A 型と B 型インフルエンザウイルスの粒子表面

には赤血球凝集素（ Hemagglutinin; HA）とノイラミニダーゼ（ Neuraminid

ase; NA）の 2 種類の糖タンパク質がスパイク状に突き出しており、内部に

は 8 本に分節した遺伝子 RNA(HA、NA、PA、PB1、PB2、M、NP、NS)が存在す

る[7](Fig. 1-2) 。一方、C 型インフルエンザウイルスは HA と NA の 2 つ

の遺伝子はなく、 HE を含む 7 分節（HE、PA、PB1、PB2、M、NP、NS）で構

成されている。A 型インフルエンザウイルスが他の二つと大きく違う点は

亜型の存在である。 B 型と C 型インフルエンザウイルスの型は 1 種類のみ

だが、A 型インフルエンザウイルスは 16 種類の HA（H1～H16）と 9 種類の

NA（N1～N9）の組み合わせにより、計算上 144 種類の亜型が存在すること

になる（Table 1-1）。インフルエンザウイルスの変異には、連続抗原変異

（抗原ドリフト）と不連続抗原変異（抗原シフト）の 2 種類あることが知

られている。連続抗原変異は、 HA と NA 上のアミノ酸変異により抗原の特

性が少しずつ変化することを指し、毎年のように新しい抗原変異株が出現

する。一方、不連続抗原変異は、流行していたウイルスと異なる HA 亜型ま

たは NA 亜型をもつウイルスが出現し、取って代わることを指す（Fig. 1-

3）。不連続抗原変異をおこしたウイルスに対する免疫は多くの感染者で獲

得されておらず、過去の感染で形成された抗体は有効ではないため、 2009

年の新型インフルエンザウイルス（ H1N1）のような世界的大流行（パンデ

ミック）を引き起こす可能性が高まる。  

インフルエンザウイルスの感染を阻害するためには、上皮細胞への吸着
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の阻害、細胞への侵入の阻害、遺伝子の転写・複製の阻害、蛋白質の合成

阻害、細胞からの放出の阻害などが考えられ、これらのステップをターゲ

ットとした抗ウイルス薬 [8]が開発されている（ Fig. 1-4）。現在までに、 M

2 イオンチャネル阻害剤（アマンタジンなど）や NA 阻害剤（ザナミビル、

オセルタミビルなど）が知られている。さらに 2018 年 3 月には Cap エンド

ヌクレアーゼ阻害剤（バロキサビル）も加わり、臨床的に広く使用されて

いる。これらはインフルエンザの症状が軽減するまでの時間を短縮するの

に効果的であるが、耐性株や有害事象が報告されており [9]、安全性の高い

抗インフルエンザウイルス薬が望まれている。  

 

1-3 カリンについて  

カリン(Chaenomeles sinensis)は、中国が原産の落葉性高木である。カ

リン果実部は榠樝（メイサ）と呼ばれ、去痰、鎮咳、鎮痛等を薬効とした

漢方として処方されている。非常に硬く生食には向いていないため、カリ

ン酒や砂糖漬け、シロップ等にして食されている。またカリンは熟してく

ると芳醇な香りがするため、芳香を楽しむために果実を玄関先に飾られる

こともある。日本では、カリンの果実を焼酎に漬け込んだカリン酒を鎮咳

や去痰を目的として利用するケースもある。  

大澤ら[10]は、カリンの鎮咳・去痰作用に着目し、溶血性連鎖球菌（ Str

eptococcus pyogenes）に対する抗菌活性及び本菌が産生する溶血毒（スト

レプトリジン O）に対する阻害活性を評価することで、喉に対する有効成

分の解明に取り組んだ。溶血性連鎖球菌は扁桃腺や咽頭炎の原因菌で知ら

れている。カリンの成分の中で、オレアノール酸、ポモール酸、 2-オキソ

ポモール酸、ウバオールのようなトリテルペン化合物に抗菌活性を、β -シ

トステロールや 2-オキソポモール酸に溶血毒素阻害活性を確認した（ Fig.
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 1-5）。また大澤らはカリンの抗炎症作用についても報告している [11][1

2]。抗炎症作用について、ヒアルロニダーゼ阻害活性と肥満細胞からのヒ

スタミン遊離抑制活性という２つの指標を用いて評価している。ヒアルロ

ニダーゼ阻害効果のある成分として、高分子ポリフェノールやカテキン及

びエピカテキンを見出しており、ヒスタミン遊離抑制効果については、プ

ロトカテク酸や高分子ポリフェノールとポリフェノール類に高い活性があ

ることを報告している。これらカリン中のポリフェノール成分について Fi

g. 1-6 に示した。  

 

1-4 乳酸菌の免疫賦活作用に関する研究について  

国内における健康志向食品の市場に目を向けると、免疫賦活作用関連の食

品市場は、 2012 年頃からヨーグルトを中心に伸びてきており、 2018 年は

1,370 億円（前年比 5.1％増）が見込まれている [13](Fig. 1-7)。SARS-CoV-

2 の感染拡大をうけて今後ますます注目されると推察される。これらの免疫

賦活作用関連の食品として活躍している食材の一つが乳酸菌である。  

1908 年にノーベル生理学・医学賞を受賞した Ilya Ilyich Mechnikov は、

老化は腸内の腐敗菌による毒素によって引き起こされ、腐敗菌の増殖を抑え

る乳酸菌を増やすことで平均寿命を延ばすことができるという理論を主張

した。以来、多くの研究者が乳酸菌の機能性に注目しており、その生理学的

効果については多数報告されている [14][15]。近年、菌体外多糖類である

EPS (Exopolysaccharide)および脂肪酸のような乳酸菌由来の代謝産物がヒ

トの健康に対して、有効であることが明らかになってきている[16-26]。例

えば、リノール酸は Lactobacillus plantarum により、共役脂肪酸である共

役リノール酸に変換される(Fig. 1-8)[16]。共役リノール酸を豊富に含むバ

ターを摂取すると、健常者において全身性の炎症メディエーターが低減され
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たこと[17]、共役リノール酸含有ソフトゲルの 8 週間摂取により、非アルコ

ール性脂肪肝疾患者では血糖応答、脂質プロファイル、酸化ストレスが改善

されたこと[18]が確認されている。共役リノール酸は、ベニバナ油由来のリ

ノール酸を化学的に異性化することによって合成することができるが、同時

に様々な副生成物も生成されるため、乳酸菌の代謝により得られる共役リノ

ール酸に注目が集まっている。 Lactobacillus casei strain Shirota およ

び Lactococcus lactis YIT 2027 は、高いグルタミン酸デカルボキシラーゼ

および高いプロテアーゼ活性を有する。これらを混合培養すると、γ-アミ

ノ酪酸を含有する発酵乳が得られる[19]。γ-アミノ酪酸の摂取は、軽度な

高血圧症患者において血圧が有意に降下することが報告されている [19]。 

Lactobacillus helveticus は、降圧ペプチドである Val-Pro-Pro と Ile-Pro-

Pro を産生する[20][21]。また、EPS は免疫機能を高めることが報告されて

いる[22]。グルコースとガラクトースからなるケフィランは、Lactobacillus 

kefiranofaciens によって産生される EPS の 1 つである。ケフィランの経口

投与は、腸粘膜の固有層おけるマクロファージおよび Immunoglobulin A 

(IgA) の 産 生 量 を 増 加 さ せ る [23] 。 Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus OLL 1073R-1 が産生する酸性 EPS も免疫パラメータに影響を与

える。酸性 EPS をマウスに経口投与すると、ナチュラルキラー（ NK）細胞が

活性化されることが報告されている [24]（ Fig.1-9）。 L. bulgaricus OLL 

1073R-1 で発酵したヨーグルトを摂取すると、健常者において NK 細胞活性

が増加し、風邪に対する抵抗力が上昇したことが報告されている [25][26]。 

本研究の対象である Leuconostoc mesenteroides strain NTM048(以下、

NTM048）はエンドウ豆から単離された植物由来の乳酸菌であり、主にグルコ

ースとフルクトースで構成される 10～40 kDa の EPS を菌体外に大量に産生

する。NTM048 を含む餌をマウスに 2 週間経口投与すると、糞便中の IgA レ
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ベルが上昇することが報告されている [27]。NTM048 由来の EPS を 3 週間マ

ウスに投与し、脾細胞中の T 細胞のサブタイプを比較したところ、CD3+ T 細

胞および CD4+ T 細胞が増加しており、全身免疫系に影響を与えることが明

らかになっている [28]。マウスにおいて、 NTM048 の摂取により免疫賦活効

果を高めることが示唆されたが、ヒトの免疫系に対する影響は明らかになっ

ていなかった。  

本研究では、健常者を対象として、NTM048 をチョコレートに配合し、その

免疫賦活効果を明らかにすることを目的として実施した。チョコレートは、

紀元前古代メキシコで誕生し、当時は『神様の食べ物』といわれるほど高価

な嗜好品であったが、現在では最もよく食べられている身近な菓子の一つと

なっており、チョコレート菓子の生産量は年々増加している [29](Fig. 1-

10)。以前の研究において糞便解析により、乳酸菌 Lactobacillus brevis 

NTT001 配合チョコレートを摂取すると、 NTT001 が生菌の状態で消化管を送

達することが報告されており[30]、チョコレートはプロバイオティクスを保

護するための有用なツールとなり得ることが示唆された。一方、チョコレー

トの原材料の一つであるカカオの生物学的効果についても多数報告されて

いる。例えば、カカオに含まれるポリフェノール（カカオポリフェノール）

と-3 脂肪酸は心血管疾患のリスクを下げたり[31]、カカオポリフェノール

などの成分が肌の老化を改善したりすることが報告されている [32]。乳酸菌

とカカオポリフェノールの人の健康に対する相乗効果が期待できる。最後に、

身体検査、尿検査、および血液検査を実施し、NTM048 配合チョコレートの安

全性について確認した。  

 

1-5 本研究の目的  

1-1 で記した社会的背景をうけて、健康寿命を延ばすために、運動を積極
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的に行う、禁煙するといった予防医学の考え方を推進することが肝要であり、

特定保健用食品や機能性表示食品といった食品をはじめとする「食」が寄与

するところは大きいと考える。人々の健康を維持する方法として、感染症な

どの外的要因の防御と、免疫機能の低下といった内的要因の改善という、 2

つのアプローチにより研究を実施した。  

本研究ではまず、外的要因の防御として、他の世代と比較して免疫機能

が低い乳幼児や高齢者で重症化しやすく、 70 歳以上では入院に至るほど重

症化するケースが多い [33]インフルエンザに着目した。インフルエンザに

対しては、多くの抗ウイルス薬が開発されているが、耐性株や有害事象が

報告されている[9]ため、感染阻害効果が高く、安全性にも問題がない日常

的に利用できる抗インフルエンザウイルス活性を有する機能性食品の開発

が必要であると考えた。我々は既に、126 種の生薬・ハーブ抽出物の抗イ

ンフルエンザウイルス活性についてスクリーニングを実施し、 9 種の有効

な素材を見出している（Table 1-2）。本研究では、これらの有効素材のう

ち、食経験が豊富であり、かつ古くから鎮咳や去痰作用が知られているカ

リン（花梨）に着目し、インフルエンザウイルス感染阻害効果を評価、解

析した。  

一方、カリンのインフルエンザウイルス感染阻害に関する研究を行って

いく中で、インフルエンザウイルスだけではなく様々な感染症と戦うため

に、免疫機能そのものを高めるような食品の提供が必要であるという考え

に至った。免疫機能は加齢とともに低下することが知られており [34]、高

齢者が様々な感染症に罹患しやすいのは免疫機能の低下が原因の一つと考

えられる。免疫機能を高める食品類として、キノコ類や乳酸菌などの発酵

食品が知られており [35]、その中でも乳酸菌は、ヨーグルトやチーズ、味

噌や漬物など様々な発酵食品の製造において重要な役割をもつ最も身近な
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微生物の一つである。 2020 年 9 月には、国内初となる免疫機能の分野で乳

酸菌配合の食品が機能性表示食品として受理され、ますます注目されてい

る。本研究では、マウスにおいて免疫賦活効果が確認されている NTM048 を

配合したチョコレートを用いて、健常者の免疫機能にどのような影響を与

えるのかを明らかにするために、評価及び解析を行った。  

本論文の構成は以下の通りである。まず、第 2 章および第 3 章では、カ

リン抽出物のインフルエンザウイルスに対する感染阻害効果に関して研究

を行った。第 2 章では、MDCK(Mardin-Darby canine kidney)細胞を用いた

インフルエンザウイルス感染中和効果を指標として、カリンの活性成分の

精製および構成成分の分析を行った。さらにマウスを用いて、カリン抽出

物の生体内におけるインフルエンザウイルスの感染阻害効果・予防効果・

治療効果を検討した。続いて第 3 章では、カリン抽出物がインフルエンザ

ウイルスのどの増殖過程に対して阻害するのかを明らかにした。第 4 章で

は、免疫賦活効果が期待できるような機能性食品の開発を目的として、 NTM

048 配合チョコレートを用いて、健常者を対象に免疫賦活効果検証試験を

行った。また、身体検査、尿検査、および血液検査を実施し、 NTM048 配合

チョコレートの安全性について確認を行った。最後に第 5 章では得られた

研究結果に基づいて、総合討論を行い、今後の展望について記述した。  
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公益財団法人  日本健康・栄養食品協会 HP より抜粋（2020.4.1）  

Fig. 1-1 特定保健用食品の用途別市場構成推移  

 特定保健用食品は 2020 年 3 月時点で 1,074 品が表示許可・承認されてい

る。2019 年度に注目すると、整腸作用が 59.5％、中性脂肪・体脂肪が

24.4％を占めており、これらの作用に着目している食品が多いことがわか

る。  
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Lamb R.A. et al. [7]を参考に作成  

Fig. 1-2 A 型インフルエンザウイルスの構造模式図  

A 型インフルエンザウイルスの表面には、宿主細胞への侵入に必要な HA

（ヘマグルチニン）と増殖したウイルスが細胞から離れる際に必要な NA

（ノイラミニダーゼ）がスパイク状に発現している。NP（ヌクレオキャプ

シドタンパク質）はゲノムの複製・転写にかかわるタンパク質であり、

PB1、PB2、PA で構成されている RNA ポリメラーゼとともに、 vRNA に結合し

て RNP 複合体を形成する。 M1 タンパク質はウイルスエンベロープの内側の

裏打ち及び細胞挙動に関わっており、M2 タンパク質はイオンチャンネルと

して機能している。 NS1 タンパク質は転写段階後において宿主遺伝子の発

現を抑制する働きを担う。NS2 タンパク質は M1 タンパク質と共にウイルス

に取り込まれウイルス粒子を形成する等が知られている。  

  

RNA 
ﾎﾟﾘﾒﾗｰｾﾞ 

ゲノム RNA 

RNA ポリメラーゼ  
（ PB1,PB2,PA）  

NP 
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Fig. 1-3 インフルエンザウイルスの変異  

インフルエンザウイルスの変異には、連続抗原変異（抗原ドリフト）と

不連続抗原変異（抗原シフト）の 2 種類ある。不連続抗原変異をおこした

ウイルスに対する免疫は多くの感染者で獲得されていないため、 2009 年の

新型インフルエンザウイルス（ H1N1）のような世界的大流行（パンデミッ

ク）を引き起こす可能性がある。  
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Lamb RA and Krug RM [36]改変 

Fig. 1-4 インフルエンザウイルスの感染過程とインフルエンザ治療薬の

作用点  

 インフルエンザウイルスの感染過程は、ウイルスのヘマグルチニン（ HA）

が上皮細胞表面に発現している糖タンパク質に結合し、吸着することでスタ

ートする。吸着後、エンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ（侵入）、

宿主細胞と膜融合を起こし、脱殻する。脱殻後、ウイルス mRNA とゲノム RNA

の合成、ウイルスタンパク質の合成を経て、子孫ウイルスが細胞外に放出さ

れる。インフルエンザウイルスに対する治療薬の作用点は、上記のいずれか

の段階を阻害している。  
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Fig. 1-5 カリン中の Streptococcus pyogenes に対する抗菌活性成分およ

び抗溶血活性成分  

大澤ら[10]により、Streptococcus pyogenes に対する抗菌活性および本

菌が産生する溶血毒に対する阻害活性を指標にカリン中の有効成分が同定

されている。図中のトリテルペン類は本菌に対する抗菌活性を、β -シトス

テロールや 2-オキソポモール酸は本菌が産生する溶血毒に対して阻害活性

を示した。  

  

【ｵﾚｱﾅﾝ型ﾄﾘﾃﾙﾍﾟﾝ】  

1. R 1=OH,  R 2=COOH ｵﾚｱﾉｰﾙ酸  

2. R 1=OAc, R 2=COOH 3-O-ｱｾﾁﾙｵﾚｱﾉｰﾙ酸  

3. R 1=OH,  R 2=CH 2OH ｴﾘﾄﾛｼﾞｵｰﾙ 

【ｳﾙｻﾝ型ﾄﾘﾃﾙﾍﾟﾝ】  

1. R 1=H 2, R 2=COOH, R3=OH ﾎﾟﾓｰﾙ酸  

2. R 1=O, R 2=COOH, R3=OH 2-ｵｷｿﾎﾟﾓｰﾙ酸  

3. R 1=H 2, R 2=CH 2OH,  R3=H  ｳﾊﾞｵｰﾙ 

R=C 2H 5  β -ｼﾄｽﾃﾛｰﾙ 

 

R 
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                  高分子ﾎﾟﾘﾌｪﾉｰﾙ 

                

Fig. 1-6 カリン中のポリフェノール類  

  

ﾌﾟﾛﾄｶﾃｸ酸  R=H  3-O-p ｸﾏﾛｲﾙｷﾅ酸 
R=OH ｸﾛﾛｹﾞﾝ酸  

ｶﾃｷﾝ ｴﾋﾟｶﾃｷﾝ 

n 
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富士経済プレスリリース第 18115 号より引用[13] 

 

Fig. 1-7 高機能乳酸菌やプロポリスなど免疫機能の強化を訴求した飲料

や食品の日本における市場規模調査  

 

0

200

400

600

800

1,000

1,200

1,400

1,600

（億円）



23 

 

 

 

Fig. 1-8 共役リノール酸の構造  

 Lactobacillus plantarum などの乳酸菌によりリノール酸は共役脂肪酸

である共役リノール酸に変換される。  
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牧野ら[29]より抜粋  

Fig. 1-9 1073R-1 で醗酵したヨーグルトの摂取による免疫賦活効果のメカ

ニズム  

1073R-１で発酵したヨーグルトを接種することにより、多糖体 EPS が取り

込まれ、樹状細胞が活性化する。活性化した樹状細胞はその情報を T 細胞に

伝えたり、NK 細胞からの IFN-γ産生を促進したりすることで，最終的に NK

活性を上昇させることで風邪などに対する抵抗力が上昇すると予想される。 
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*2013 年の生産量を 100 とし、算出した。  

日本菓子協会 HP より作成[29] 

Fig. 1-10 日本の菓子推定生産数量  
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Table 1-1 A 型／B 型／C 型インフルエンザウイルスの構造  
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Table 1-2 植物抽出物（ 50％エタノール抽出物）のインフルエンザウイル

ス A 型（A/Udorn/307/72）および B 型（B/Johannesburg/5/99）に対する感

染阻害効果  

 

 

インフルエンザウイルス A 型（A/Udorn/307/72）もしくは B 型

（B/Johannesburg/5/99）と植物 50％エタノール抽出物を室温 1 時間反応

させた後、Mardin-Darby canine kidney(MDCK)細胞に加え、 34℃3 日間培

養した。抽出物未処理ウイルスから生じたプラーク数との比較により、

50％感染を阻害した濃度を示した。  

表中の収率は、乾燥植物より 50％エタノールで抽出した際の収率を示して

いる。   

A/Udorn/307/72
(H3N2)

B/Johannesburg
/5/99

オレンジ
葉

Citrus spp. 23.3 0.5 0.5

キャッツクロー
樹皮

Uncaria tomentosa 17.0 0.5 0.5

ベイベリー
樹皮

Myrica cerifera 27.9 0.5 0.5

ルー
全草

Ruta gravcolens 17.8 5 0.5

エファーラスティング
花

Helichrysum italicum 24.7 5 5

リンデン
花

Tilia cordata 16.2 5 5

オールスパイス
種子

Pimenta officinalis 12.6 5 5

カカオ
種子(ﾛｰｽﾄ）

Theobroma cacao 12.5 50 50

カリン
実

Chaenomeles sinensis 31.7 0.5 0.5

植物名 学名
収率
(%)

50%感染抑制濃度(mg/ml)
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第 2 章 

カリン抽出物の抗インフルエンザウイルス活性 
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2-1 序 

植物は、様々な二次代謝産物を産生しており、これらは外敵に対する防衛

策としての役割も果たしている。一方、これら植物の二次代謝産物は、ヒト

感染症に有効な薬剤の潜在的な供給源として注目を集めている。本章の研究

対象であるインフルエンザウイルス感染阻害効果を有する植物由来成分に

ついてもいくつか報告されている[37][38]。 

我々は、感染阻害効果が高く、安全性にも問題のない、日常的に利用でき

る機能性食品の開発を目的として、126 種の生薬・ハーブ抽出物を対象にス

クリーニングを実施し、 9 種の有効な素材を見出している(Table 1-2)。本

章では、その中の一つであり、食経験が豊富かつ古来より喉の炎症などに有

効な果実として知られているカリンに着目した。  

カリンは、日本と中国を中心に広く分布しており、果実部は伝承的に気管

支系の感染症に対して治癒効果があることで知られている。本研究と同時期

に、Hamauzu ら[39]はカリンのポリフェノール含有画分にインフルエンザウ

イルスの赤血球凝集を阻害する活性があることを示しており、感染の第一段

階、すなわち宿主細胞上の受容体へのインフルエンザウイルスの結合を阻害

することが示唆されている。  

Citrus junos 由来のフラバノン配糖体など、植物由来の様々なポリフェ

ノールについてインフルエンザウイルス感染阻害効果が報告されている

[40][41][42]。Nakayama ら[41]の研究により、緑茶由来のエピガロカテキン

ガレート（0.7 mg/ml）及び紅茶由来のテアフラビンジガラート（ 1.3 mg/ml）

を用いて 60 分間、インフルエンザウイルス A/Yamagata/120/86(H1N1) や

B/USSR/100/83 を処理すると、そのプラーク形成能がほぼ完全に失われるこ

とが報告されている。  
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大澤ら [11]はカリンに高分子ポリフェノールが含まれることを報告して

おり、抗炎症作用があることを示している。本研究はカリンの抗インフルエ

ンザウイルス活性は高分子ポリフェノールによるものだと仮説をたて、活性

成分の精製を実施し、各画分の感染阻害効果を確認した。さらに、マウスを

用いて、カリン抽出物の抗インフルエンザウイルス活性を確認した。  

 

2-2 材料と方法  

2-2-1 細胞株およびウイルス  

細胞は MDCK 細胞を用いて、 10%ウシ胎仔血清を含む Eagle’s minimum e

ssential medium (MEM)で培養した。MDCK 細胞は、Gaush ら[43]によってイ

ンフルエンザウイルスに対する感受性が報告され、続いて飛田ら[44]によ

りインフルエンザウイルス分離に MDCK 細胞が有用であることが明らかにさ

れて以来、インフルエンザウイルスの研究において広く利用されている細

胞であり、本研究でも使用した。  

インフルエンザウイルスは、 A/Udorn/307/72(H3N2)及び A/Chiba/1001/2

009(H1N1)pdm、B/Johannesburg/5/99、A/PR/8/34 (H1N1)、A/Chiba/1001/2

009(H1N1)pdm を用いた。A/Udorn/307/72(H3N2)および B/Johannesburg/5/9

9、A/PR/8/34 (H1N1)は、Shimizu ら[45]の方法により発育鶏卵（10 日卵）

漿尿膜腔内もしくは MDCK 細胞内で増殖させた。 A/Chiba/1001/2009(H1N1)p

dm は MDCK 細胞に接種し、炭酸ガス培養器（37℃, 5%CO2）内で 2 日間増殖

させた。5,000 rpm で 5 分間遠心しその上清液をウイルス液とした（Fig. 

2-1）。  

 

2-2-2 カリンの抽出および各分画物のポリフェノール量測定  

 カリンの乾燥物は、中国湖北省の市場から入手した。乾燥果実 100 g を
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50％(v/v)エタノール 700 ml で 1 時間還流加熱抽出を行い、エタノールを蒸

発後、残った抽出物を凍結乾燥して、27ｇの赤褐色の抽出物を得た（ CSE50）。

Diaion HP20（8×15 cm；三菱化学株式会社）を用いて、 50% エタノール抽

出物（CSE50）を 5 段階エタノール水勾配（0%、20%、40%、60%および 80%）

によりカラム分画を行い、5 つの画分、CSD1（水溶出画分： 19.7 g）、CSD2

（20％エタノール溶出画分：2.6 g）、CSD3（40％エタノール溶出画分：4.6 

g）、CSD4(60％エタノール溶出画分：216 mg)および CSD5（80％エタノール溶

出画分：81 mg）を得た (Fig. 2-2)。各画分のポリフェノール含有量は、Folin-

Ciocalteu 法で測定した [46]。ポリフェノール平均分子量については、大澤

ら[11]の方法に従い、算出した。即ち、まず試料 20 mg と無水ピリジン 2 ml、

無水酢酸 2 ml を混合し、16 時間室温反応後、水 10 ml を加え反応物を析出

させ、水により数回洗浄することでアセチル化物を得た。得られた試料は

THF で溶解し、ゲル濾過クロマトグラフィーにて分析（カラム：Shodex GPCA-

803, 8×500 mm)し、算出した。また、CSD3 を toluene -thiol 存在下で酸

分解し、分解生成物の HPLC 分析を行うことにより構成成分の分析を行った。 

 

2-2-3 感染中和効果確認試験  

カリン抽出物のインフルエンザウイルスに対する感染阻害効果について

は、感染中和効果確認試験を実施することにより評価した。評価試料として

は、2-2-2 で抽出及び精製した試料の他、 Osawa ら[10][11][12]がカリン中

の成分として見出したオレアノール酸、ポモリック酸、ウバオール酸、2-オ

キソーポモール酸、β-シトステロール、プロトカテク酸、クロロゲン酸に

ついても評価を実施した。各試料を TGS(Tris-Glucose-Saline: 24.8 mM 

Tris, 136.9 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 0.2 mM Na2HPO4-12H2O, 5.6 mM glucose, 

pH 7.4)で 10 倍段階希釈（100 mg/ml～1 ng/ml）し、希釈した試料と TGS に
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懸濁したインフルエンザウイルス（約 1,000 PFU/ml）を 1： 1 に混合し、1

時間反応させた。インフルエンザウイルスは温度が高くなると生存率が下が

るため[47]、反応は室温にて行った。反応液 0.1 ml(約 50 PFU のウイルス

を含む)を、6 ウエルプレートに培養した MDCK 細胞に加えた後、室温放置し

ウイルスを細胞に吸着させた。 1 時間後トリプシン (2.5 mg/ml)を含む 0.6% 

L-15 アガロース培地 2 ml を各ウエルに加え、室温放置により固化させた。

その後 34 ℃で 3 日間培養し、生じたプラークを計数した。抽出物未処理の

ウイルスから生じたプラーク数との比較により以下の式によりプラーク阻

害率を算出した(Fig. 2-3)。 

100×(1-抽出物処理ウイルスプラーク数 /未処理ウイルスプラーク数 ) 

50%以上の阻害を示した最小濃度をその抽出物の感染中和濃度とした。  

新型インフルエンザウイルス A/Chiba/1001/2009(H1N1)pdm については、

0.1 ml のウイルス液（ 2×107 PFU/ml）に等量の CSD3 液（0：コントロール、

0.1～500）を加え、室温で１時間反応させた。反応後、上記同様の方法でプ

ラーク阻害率を算出した。  

 

2-2-4 動物を用いた感染実験  

マウスを用いたインフルエンザウイルス感染実験には A/PR/8/34 に対する

感受性がある C57BL/6-J（6 週齢）マウス(n=4)を用いた。本実験は「日本大

学における動物実験運営内規」に従って実験を実施した。  

(1) 抽出物処理ウイルスによるマウス感染実験  

カリン抽出物 CSE50（100 mg/ml）または 0.5%エタノールとインフルエン

ザウイルス（4×104 pfu/ml または 4×103 PFU/ml）を１：１に混合し（いず
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れも TGS で希釈調製）、室温 1 時間反応させた。この抽出物処理ウイルス 50 

ml（103 PFU または 102 PFU のウイルスを含む）を、エーテル麻酔下のマウ

スに経鼻接種後、 2 週間の生死及び体重変動を観察した。  

(2) 未処理ウイルス感染後のマウスへの抽出物投与  

TGS に懸濁したインフルエンザウイルス 50 ml（103 PFU または 102 PFU を

含む）をエーテル麻酔下のマウスに経鼻接種した。24 時間後、再度マウスを

エーテル麻酔し、カリン抽出物 CSE50 (100 mg/ml)または 0.5 %エタノール

-TGS を 50 ml 経鼻投与した。感染後 2 週間の生死及び体重変動を観察した。  

(3) 抽出物投与マウスへのウイルス感染  

カリン抽出物 CSE50(100 mg/ml)をエーテル麻酔下のマウスに経鼻投与し

た。4 時間後、再度マウスをエーテル麻酔し、インフルエンザウイルス 50 ml

（103 PFU または 102 PFU を含む）を経鼻接種した。感染後 2 週間の生死及

び体重変動を観察した (Fig. 2-4)。  

 

2-2-5 データ処理  

感染中和効果確認試験のデータはポアソン分布、その他の結果については

正規分布に従うと仮定して平均値±標準偏差で表した。  

 

2-3 結果  

2-3-1 インフルエンザウイルスに対する感染阻害効果  

カリン抽出物 CSE50 のインフルエンザウイルスに対する感染阻害効果を

確認するために、 CSE50 で室温１時間処理をしたインフルエンザウイルス A

型（A/Udorn/307/72）を用いて評価した。その結果、5 mg/ml 以上のカリン
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抽出物 CSE50 で処理すると、未処理時と比較して、感染価が 10％以下に低

下 し た (Table 2-1) 。 続 い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス B 型

(B/Johannesburg/5/99)に対する抗インフルエンザウイルス効果を検証した

ところ、A 型同様、5 mg/ml 以上のカリン抽出物 CSE50 で感染価が 10％以下

まで低下した。それぞれのインフルエンザウイルス 50％感染阻害濃度を算

出したところ、A/Udorn/307/72 は 1.6±0.6 mg/ml、B/Johannesburg/5/99 は

1.4±0.4 mg/ml であった。  

カリン以外の植物では、緑茶 50％エタノール抽出物において抗インフル

エンザウイルス活性が報告されている [41]。本研究においても、緑茶抽出物

の抗インフルエンザウイルス活性を評価したところ、インフルエンザウイル

ス 50％感染阻害濃度は、 A/Udorn/307/72 に対しては 2.7±0.7 mg/ml、

B/Johannesburg/5/99 に対しては 4.5±1.9 mg/ml であり（Table 2-1）、カ

リン抽出物 CSE50 の抗インフルエンザウイルス活性が、緑茶と同程度である

ことが示唆された。  

 

2-3-2 活性成分の精製  

Osawa ら[10][11][12]により、カリン中の成分としてオレアノール酸、ポ

モリック酸、2-オキソポモリック酸、ウバオール、β -シトステロール、プ

ロトカテク酸、クロロゲン酸が含まれており、これらは抗菌性や抗溶血活性

などの生理活性を持っていることが報告されている。そこで、本研究におい

ても、これらの成分についてインフルエンザウイルスに対する感染阻害効果

を検証したが、最も高い阻害活性でも 30％程度であり、顕著に高い阻害活

性を示す成分は見出されなかった（Table 2-2）。  

そこで続いて、感染阻害活性を指標として活性成分の精製を行った。カリ

ン抽出物 CSE50(27 g)をエタノール－水系で Diaion HP20 によりカラム分画
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し、CSD1～5 の画分を得た。各画分の抗インフルエンザウイルス活性につい

ては、A/Udorn/307/72 を用いた感染中和効果確認試験により評価した。各画

分のインフルエンザウイルス 50％感染阻害濃度は、Table 2-3 に示した。最

も効果が高かった画分は CSD3（40%エタノール溶出画分）であり、0.2 mg/ml

であった。また、各画分のポリフェノール含有量を測定したところ、CSD3 が

最も高く 61％であった(Table 2-3)。CSD3 のアセチル化物を調製し、ゲル濾

過クロマトグラフィーを用いて、 CSD3 中のポリフェノールの平均分子量を

算出したところ、 6,100 であり（Fig. 2-5）、高分子ポリフェノールで構成

されていることが示唆された。また、CSD3 を toluene--thiol 存在下で酸

分解し、分解生成物の HPLC 分析を行ったところ、 epicatechin-4-benzyl 

thioether が主な構成物質であった(Fig. 2-6)ことから、CSD3 はエピカテキ

ン主体の高分子ポリフェノールを多く含む画分であることが確認できた。  

 

2-3-4 新型インフルエンザウイルスに対する感染阻害効果  

続いて、新型インフルエンザウイルス (A/Chiba/1001/2009(H1N1)pdm)に対

する感染阻害効果を評価した。未処理ウイルスの感染価は 1.0×107 PFU/ml

であった。評価には Table 2-3 で最もインフルエンザウイルス 50％感染阻

害濃度が低かった CSD3 を用いて評価した。CSD3 の処理により、用量依存的

に感染阻害効果が確認され、 1  mg/ml では約 2/3、25 mg /ml では約 1/60、

250 mg/ml では約 1/10,000 に感染価が減少し（Fig. 2-7）、新型インフルエ

ンザウイルスに対する効果についても確認された。  

 

2-3-5 カリン抽出物 CSE50 のマウスにおけるインフルエンザウイルスに対

する感染阻害効果  

培養細胞を用いた系においてカリン抽出物 CSE50 が抗インフルエンザウ
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イルス活性を持つことが明らかになった。この抗ウイルス効果が生体内にお

いても観察されるか検討するために、マウスを用いて感染実験を行った。

1,000 pfu または 100 pfu のウイルス（A/PR/8/34）を接種したところ全頭

死亡したが、カリン抽出物 CSE50 でウイルスを前処理後投与すると、マウス

は全頭生存することが確認された（Fig. 2-8A）。続いて、カリン抽出物 CSE50

のインフルエンザウイルス感染予防効果および治療効果を検討した。抽出物

投与後にウイルスを接種した場合（Fig. 2-8B）、また、ウイルス接種後に抽

出物を投与した場合（Fig. 2-8C）、どちらの投与条件においても、抗インフ

ルエンザウイルス効果は確認されなかった。  

 

2-4 考察  

インフルエンザは、時折パンデミックと呼ばれる世界的大流行を引き起こ

す。2009 年 3 月には、メキシコを発端として H1N1 新型インフルエンザウイ

ルスが猛威をふるい、世界を震撼させた。過去のインフルエンザウイルスの

検出状況からその年に流行する亜型を予測しワクチンを作成しているため、

予測外の変異をおこしたインフルエンザウイルスが流行すると、上記のよう

なパンデミックを生じることとなる。A 型インフルエンザウイルスは第１章

で述べたように毎年のように変異を起こすため、亜型の変化にも耐えうる有

効な手段が求められている。  

本章では、カリンのインフルエンザウイルスに対する感染阻害効果につい

て H1N1 新型ウイルスを含む型違いのウイルスを用いて評価した。その結果、

カリンの 50％エタノール抽出物（CSE50）はウイルスの型に関係なく感染阻

害効果が確認された。その効果は、すでに報告されている緑茶 50％エタノ

ール抽出物[41]と同程度の効果であることが示唆されたが、厳密に比較検討

するためには、評価測点を増やす必要があると考える。  
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続いて、インフルエンザウイルス感染阻害効果を有する成分の同定を試み

たところ、高い活性を示した画分の主成分はエピカテキン主体の高分子ポリ

フェノールであることが確認できた。植物ポリフェノール類のインフルエン

ザウイルス感染阻害効果はすでに報告されており [40][41][42]、カリン抽出

物においてもポリフェノール類が活性成分であることが示唆された。  

培養細胞においてカリン抽出物 CSE50 のインフルエンザウイルスに対す

る感染阻害効果が確認できたため、次に、マウスにおける感染阻害効果を評

価したところ、カリン抽出物 CSE50 で前処理したウイルスを感染させたマウ

スのみ生存が確認された。このことは、カリン抽出物 CSE50 の抗ウイルス効

果が生体内においても有効であることを明確に示している。一方で、①カリ

ン抽出物 CSE50 を投与後、ウイルスを感染させた場合（予防効果）及び②ウ

イルスを感染させた後、カリン抽出物 CSE50 を投与した場合（治療効果）の

いずれにおいても効果が消失した。このことからカリン抽出物 CSE50 中の抗

ウイルス物質が体内で不安定であるか、あるいは投与後速やかに排除される

のか、あるいは、カリン抽出物 CSE50 がウイルスに近接することが必須であ

ることなどが示唆される。ただし、抽出物投与条件（投与量、投与時期）の

詳細な検討により、インフルエンザウイルス感染に対してより強い予防効果

もしくは治療効果を示し得る可能性を否定するものではない。  

 

2-5 結論  

カ リ ン 抽 出 物 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 3 株 (A/Udorn/307/72 、

A/Chiba/1001/2009(H1N1)pdm、B/Johannesburg/5/99)に対して、感染阻害効果

を示し、ウイルスの型が異なっても有効である可能性を示した。また、マウス

を用いた実験により、カリン抽出物とインフルエンザウイルスが近接するこ

とで効果が発揮できることが示唆された。その活性画分を分析したところ、
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エピカテキン主体の高分子ポリフェノールを多く含む画分であることが確

認され、ポリフェノールが活性成分である可能性が高いことが示唆された。  
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Fig. 2-1 本研究におけるインフルエンザウイルスの調製法  

 ウイルスは、Shimizu et al.[45]の方法に従い、発育鶏卵（ 10 日卵）漿尿

膜腔内もしくは MDCK 細胞内で増殖させた。  
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Fig. 2-2 カリンの抽出および精製   

 カリン乾燥果実を 50％(v/v)エタノールで 1 時間還流加熱抽出を行い、エ

タノールを蒸発後、残った抽出物を凍結乾燥して、CSE50 を得た。Diaion HP20

を用いて、CSE50 を 5 段階エタノール水勾配によりカラム分画を行い、CSD1

～CSD5 の 5 つの画分を得た。  
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Fig. 2-3 感染中和効果確認試験    

 感染中和効果確認試験は、上記の方法で実施した。抽出物無添加で生じ

たプラーク数との比較により、以下の式によりプラーク阻害率を算出し

た。  

100×（1-抽出物処理ウイルスプラーク数／未処理ウイルスプラーク数）  
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Fig. 2-4 マウスを用いたインフルエンザウイルス感染実験の方法  

 マウス（n=4）を用いた感染実験では、A/PR8/34 ウイルスを用いて上図の

通り実施した。  
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Fig. 2-5 CSD3 アセチル化物の GPC 分析  

 大澤ら[11]の方法に従って、アセチル化物を調製し、ゲルろ過クロマトグ

ラフィー分析を実施し、基準物質（ポリスチレン、分子量：13,000、3,790、

1,260）をもとに平均分子量を算出した。   

10 15 20 25 30 0 5 
溶出時間(min) 

1,260 

3,790 

13,000 
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Fig. 2-6 CSD3 チオール分解物の HPLC 分析 

  

ユーカリレポート 
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10:06:02 Asia/Tokyo
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バイアル：　  1 取り込みメソッドセット：　  チオール分解

注入＃：　  1 解析メソッド：　  エピカテキン
注入量：　  20.00 μL チャンネル名：　  W2996 

分析時間：　  90.00 分 解析チャンネルの説明：　  PDA 280.0 nm

分析日：　  2009/09/01 21:15:36 JST
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黒田（澤井）ら [48] 

Fig. 2-7 CSD3 の A/Chiba/1001/2009(H1N1)pdm に対する感染中和効果  

新型インフルエンザウイルス（ A/Chiba/1001/2009(H1N1)pdm）に対する感

染中和活性を、プラーク感染価減少試験により評価した。未処理ウイルスの

感染価は 1.0×107 PFU/ml であったのに対し、CSD3 処理により、用量依存的

に感染阻害効果が確認された。  
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 Fig. 2-8 マウスにおけるカリン抽出物 CSE50 の抗インフルエンザウイル

ス活性  

動物実験には、マウス馴化株であり、マウスに対する致死性が高い

A/PR/8/34（H1N1）を用いて、以下のように摂取タイミングを変えて CSE50 お

よびウイルスを投与し、2 週間生死又は体重変動を観察した。  

A CSE50 で前処理したウイルスを接種した場合  

 CSE50 とインフルエンザウイルスを室温 1 時間反応させた後マウスに経鼻

接種した。開始時の体重を 100％として算出した。  

B CSE50 を投与後、ウイルスを感染させた場合  

 CSE50 をマウスに経鼻接種し、 4 時間後、インフルエンザウイルスを経鼻

接種した。生存率（％）で評価した。  

C ウイルス感染後、 CSE50 を投与した場合   

 インフルエンザウイルスをマウスに経鼻接種し、24 時間後、CSE50 を投与

した。生存率（％）で評価した。  
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Table 2-1 インフルエンザウイルス A 型および B 型に対するカリン抽出物

および緑茶抽出物の感染中和効果  

 

 

濃度  

mg/ml 

%プラーク抑制率  

カリン抽出物（ CSE50)  緑茶抽出物  

IFAa IFBb   IFAa IFBb 

0.0 0.0 ± 10.0 0.0 ± 8.2  0.0 ± 4.5 0.0 ± 16.4 

0.5 -1.0 ± 10.1 38.1 ± 6.5  30.6 ± 7.6 23.8 ± 14.4 

1.3 45.5 ± 7.4 -c  -c -c 

5.0 90.9 ± 3.3 94.6 ± 2.1  69.8 ± 5.0 52.4 ± 11.4 

50 100 100   91.1 ± 2.8 98.6 ± 2.8 

a A/Udorn/307/72 

b B/Johannesburg/5/99 

c Not determined 
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Table 2-2 インフルエンザウイルス A 型に対するカリン中成分の感染中和

効果  

 

カリン中に含まれる成分として既に報告のあった成分について、感染中和

効果を評価したが、最も高い阻害活性でも 30％程度であることが確認でき

た。  

 

  

5 0.5 0.05

オレアノール酸 30.1 3 9.2

ポモリック酸 9.8 0 -4.6

ウバオール -6.6 4.5 7.7

２オキソーポモリック酸 21.3 6.1 1.5

β－シトステロール -9.8 18.2 9.2

プロトカテク酸 8.2 6.1 4.6

クロロゲン酸 -13.1 12.1 31.0

％プラーク抑制率

Concentration of extracts (mg/ml)
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Table 2-3 カリン抽出物およびその分画物のポリフェノール濃度と  

抗インフルエンザウイルス活性  

画分  乾燥重量 (g) IC50 (mg/ml)a 
ポリフェノール濃度

（％）  

CSE50 26.9 1.7 13 

CSD1 19.7 4.6 1 

CSD2 2.6 0.4 40 

CSD3 4.6 0.2 61 

CSD4 0.2 0.4 10 

CSD5 0.08 6.6 -b 

a A/Udorn/307/72 に対する 50％感染阻害濃度  

b 検出限界以下  

表中の乾燥重量は、カリン乾燥果実 100 g から抽出もしくは分画、乾燥後

の重量を示す。  
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第 3 章 

カリン抽出物による 

インフルエンザウイルス感染阻害機構の解明 
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3-1 序 

第 2 章において、カリン抽出物はインフルエンザウイルスの型に依存する

ことなく、インフルエンザウイルス A 型および B 型の両型に対して感染阻害

効果を有することを確認した。カリン中の活性成分の精製を目的として分画

したところ、最もインフルエンザウイルスに対する活性が高かった画分にエ

ピカテキンを主体とする高分子ポリフェノールが 61%含有されていること

が明らかになった。  

インフルエンザウイルスの感染は、 Fig. 1-4 に示すように、細胞への吸

着、エンドソーム内での膜融合、感染細胞核内でのウイルス mRNA とゲノム

RNA の合成、細胞質でのウイルスタンパク質合成、そして、感染細胞膜上で

の出芽によるウイルス粒子の形成・放出と、段階的に進行していく。詳細を

以下に記す。  

インフルエンザウイルスの感染は、ヒトの咽頭部などの上皮細胞表面に発

現しているシアル酸残基をもつ糖タンパク質に、ウイルスのヘマグルチニン

(HA）が結合し、吸着することでスタートする。HA の働きにより吸着したウ

イルスは、宿主細胞側の働きであるエンドサイトーシスにより細胞内へ取り

込まれる（侵入）。インフルエンザウイルス感染過程の最初の段階である吸

着以降膜融合までの反応（ウイルスの侵入過程）は、吸着からほぼ 1 時間以

内に終了することが分かっている [49]。HA は宿主細胞側の気道に存在する

クララ細胞から分泌されるトリプシン様のタンパク質分解酵素などにより

切断され、HA の開裂がおきる。 HA が開裂するとその立体構造が崩れて、イ

ンフルエンザウイルスと宿主細胞の膜が融合し、ウイルスゲノムが細胞質内

に放出される（膜融合・脱殻）。インフルエンザウイルス A 型ではゲノムが
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8 本に分節されており、11 種のタンパク質をコードしていることが報告され

ている[50]。ウイルスゲノムは、ウイルス RNA ポリメラーゼ (PB1,PB2,PA)複

合体とヌクレオプロテイン（ NP）からなるウイルスリボ核タンパク質 (vRNPs)

を形成し、核内へ移行する。ウイルスゲノム (vRNA)は、マイナス鎖の一本鎖

RNA であり、ウイルスタンパク質を産生するには、翻訳のために必要なプラ

ス鎖 RNA (mRNA)に転写する必要がある。ウイルスポリメラーゼは宿主の

mRNA 前駆体のキャップ構造を認識し [51]、10 数塩基下流を切断することが

できる。このキャップ構造を含む RNA 断片をプライマーとして、 mRNA の転

写が開始される。伸長後、vRNA の 5’末端部のウラシル残基が連続している

領域を繰り返し転写することにより、約 20～30 塩基のポリ A 鎖が 3’末端

に添加され、ウイルスタンパク質を翻訳できる mRNA が作製される（一次転

写、Fig. 3-1 参照、[52][53]）。ゲノムの複製は、まずプライマー非依存的

に vRNA を鋳型として complementary RNA (cRNA)が合成され、その cRNA を

鋳型として子孫ウイルスの vRNA が合成される。ゲノム複製及び二次転写（新

しく合成された vRNA を鋳型として mRNA が転写されること）は、一次転写に

より新しく合成されたウイルスタンパク質が核内へ移行した後に開始する

[53]。vRNP と複合体を形成した 8 セグメントの vRNA で構成されたウイルス

RNA ゲノムは、細胞質内へ輸送され、細胞表面にてウイルス粒子にパッケー

ジングされる。子孫ウイルス粒子は宿主細胞の脂質二重膜を破り、細胞外へ

放出される（出芽）。抗インフルエンザウイルス活性を示す物質は、これら

の過程のどこかを阻害すると考えられる (Fig. 1-4)。  

本章では、カリン抽出物がインフルエンザウイルス増殖過程のどの過程に

おいて阻害活性を示すのかを明らかにすることを目的として、吸着したウイ
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ルス量、HA 活性、溶血活性について評価を行った。また、カリン抽出物で処

理したウイルスを感染させた MDCK 細胞を用いて RT-PCR により、mRNA、cRNA、

vRNA の合成量を経時的に評価した。更に、電子顕微鏡によるウイルス粒子

の観察により上記の現象を検証し、抗インフルエンザウイルス活性の作用機

構を解明した。  

 

3-2 材料と方法  

3-2-1 細胞株およびウイルス  

細胞は 2-2-1 で述べたように、 MDCK 細胞を用いて 10％ウシ胎仔血清を含

む MEM で培養した。 Shimizu らの方法によりインフルエンザウイルスは A/U

dorn/307/72(H3N2)を発育鶏卵（11 日卵）漿尿膜腔内で増殖させた [45]。 

 

3-2-2 カリン抽出物の調製と分析  

 CSE50（カリン 50%エタノール抽出物）および CSD3（CSE50 を Diaion HP20

カラムを用いて精製した抗インフルエンザウイルス活性画分）は前章に従っ

て用意した。CSD3 のポリフェノール含有量は Folin-Ciocalteu 法による測

定[46]を実施したところ、63%(w/w)であった。これらのポリフェノール分子

量を検討するため、大澤らの方法[10]に従って、アセチル化物を調製しゲル

濾過クロマトグラフィー分析を行ったところ、平均分子量は 5,330 であった

（Fig. 3-2）。CSD3(500 mg/ml)はエタノールを含む TGS で段階希釈して（最

終エタノール濃度：0.5%）使用した。エタノール存在による試験への影響を

確認したところ、本章で使用した 0.25%までは、ウイルスの赤血球凝集活性、

溶血活性、感染価及び MDCK 細胞に影響を与えないことを確認した。電子顕

微鏡には 0.5%エタノール（最終濃度：0.25%エタノール）を含む TGS で試料
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を処理した。  

 

3-2-3 感染中和効果確認試験  

 インフルエンザウイルスの感染価は、前章に従って感染中和効果確認試験

により評価した。ウイルス(4×106 pfu/ml)と TGS で希釈した CSD3 を１：１

に混合し、室温で 10 分間反応させた。反応液 0.1 ml(約 2×105 PFU のウイ

ルスを含む)を、6 ウエルプレートに培養した MDCK 細胞に加えた後、室温で

30 分間放置しウイルスを細胞に吸着させた後、トリプシン(2.5 mg/ml)を含

む 0.6 % L-15 アガロース培地 2 ml を各ウエルに加え、室温放置により固化

させた。その後 34℃で 3 日間培養し、生じたプラークを計数した。  

 

3-2-4 Hemagglutination (HA) assay 

96 ウェルマイクロプレート上で、カリン抽出物 CSE50 と CSE50 の分画物

CSD3 を PBS(リン酸緩衝食塩水 )で 2 倍段階希釈（50 ml、n=2）し、その後

0.5% (v/v) ニワトリ赤血球液を 50 ml 加えた。4℃ 1 時間静置後、各ウエ

ルにおける赤血球凝集の有無を判定し、陽性を示す最高希釈倍数の平均値を

HA 価とし、2n で示した。  

 

3-2-5 Hemagglutination inhibition (HI) assay 

96 穴プレート上でカリン抽出物 CSE50 を PBS で 2 倍ずつ段階希釈を行い

（25 ml）、インフルエンザウイルス溶液（HA 価 23、25 ml）を加えて、1 時

間静置した。各ウエルに 0.5％赤血球 50 ml を加え、1 時間 4 ℃にて反応さ
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せ、赤血球凝集パターンを観察し、凝集が確認されたカリン抽出物 CSE50 の

最小濃度を算出した。  

 

3-2-6 Hemolysis assay 

CSE50（カリン 50％エタノール抽出物）もしくは CSD3（CSE50 の分画物）

とウイルス(100 ml)を懸濁後、懸濁液を 10％(v/v)鶏赤血球（ 100 ml）と混

ぜて 4℃で 30 分間反応させた。反応液を遠心後、細胞を 200 ml ABS バッフ

ァー(80 mM 酢酸ナトリウム、 20 mM 酢酸、50 mM 塩化ナトリウム、 pH5.3)

に懸濁し、34℃で 30 分間反応させた。遠心後、上清液を吸光度 409 nm で測

定することにより評価した。  

 

3-2-7 免疫ブロット法によるウイルスタンパクの検出  

カリン抽出物 CSE50 でウイルスを処理した場合のウイルスタンパク質合

成段階以降への影響を確認するため、カリン抽出物 CSE50 の添加時期を下記

の 3 パターンで行った。  

(1) 全過程においてカリン抽出物 CSE50 が存在する場合のウイルス増殖過

程への影響  

カリン 50％エタノール抽出物 CSE50 とインフルエンザウイルス（ウイル

ス：A/Udorn/307/72、約 1.5×107 PFU）0.5 ml を室温で 1 時間反応させた。

反応後 6 ウエルプレートに培養した MDCK 細胞（1.5×106 個/ウエル）に播

種、室温で１時間放置し、細胞に吸着させた。カリン抽出物と未吸着ウイル

スを除去するために TGS で細胞を 3 度洗浄し、再度カリン抽出物 CSE50 を含

む MEM 2 ml を添加し、5% CO2 インキュベーターにて 34℃で培養した。  



56 

 

(2) 吸着段階前のみカリン抽出物 CSE50 が存在する場合のウイルス増殖過

程への影響  

ウイルス吸着段階におけるカリン抽出物 CSE50 の影響が、ウイルスタンパ

ク質合成段階にどのような影響を与えるのか確認するため、続いて、吸着段

階のみカリン抽出物 CSE50 を添加し実施した。 (1)と同様な方法で、カリン

抽出物 CSE50 で処理したウイルスを細胞に吸着させ、１時間後、抽出物と未

吸着ウイルスを除去した後、カリン抽出物 CSE50 非存在下で MEM 2 ml を添

加し、培養した。  

(3) 吸着段階後のみカリン抽出物 CSE50 が存在する場合のウイルス増殖過

程への影響  

最後に、インフルエンザウイルスを吸着させてから、カリン抽出物 CSE50

を添加することにより、吸着まで進んだウイルスのタンパク質合成段階への

影響を確認した。カリン抽出物 CSE50 の代わりに TGS を用いて上記と同様な

方法でウイルスを細胞へ吸着させ、未吸着ウイルス除去後、カリン抽出物

CSE50 を含む MEM 2 ml を添加し、培養した。  

(1)～(3)それぞれの方法で培養し、 10 時間後、上清 100 ml を採集した。

採集した上清は、低速遠心処理により細胞断片を除いた後、 HA 試験を行っ

た。得られた HA 価を細胞上清中に放出されたウイルス（子孫ウイルス）量

とし、2n で示した。評価法の詳細については、 Fig. 3-3 に示した。  

MDCK 細胞中のウイルスタンパク量は免疫ブロット法により測定した。

MDCK 細胞をサンプルバッファー〔 0.1 M Tris-HCl（pH6.8）、4% SDS、10% β-

メルカプトエタノール、 10% グリセロール、 BPB 適量〕0.5 ml に溶解後、

95℃で 5 分間インキュベーションした。熱処理した試料は短時間超音波処理
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し DNA を切断した。試料中のタンパク質を SDS-ポリアクリルアミドゲル電

気泳動により分離後、 Trans-Blot SD cell を用い PVDF 膜に転写した。膜上

のウイルスタンパク質を、抗 Udorn ウサギ血清およびパーオキシダーゼ標識

抗ウサギ IgG 抗体を用い、 ECL-plus 検出システムにより検出した。  

 

3-2-8 nucleoprotein (NP） mRNA, cRNA, vRNA の定量  

CSD3 の最終濃度が 0～5.0 mg/ml となるように処理したウイルスを TGS で

希釈し、希釈液(0.5 ml、4×106 PFU/ml)を 6 ウエルプレート中 MDCK 細胞

(2×106 細胞/ウエル)に播種し、緩やかに振とうさせながら室温で 30 分間反

応させた。反応後、上清液を除去し、CSD3 およびトリプシンを含まない MEM 

0.5 ml で 0、1、2、3、4、6、8、12 時間、34℃、5% CO2 の条件下で培養し

た。TGS 1.6 ml で洗浄後、0.9 ml denaturing solution (4 M チオシアン酸

グアニジン 25 mM クエン酸ナトリウム  pH7.0, 0.1 M 2-メルカプトエタノ

ール、0.5％ N-ラウロイルサルコシン )で溶解され、感染細胞中のウイルス

ゲノム RNA をグアニジンチオシアン酸法 [54]により 25%(v/v)のエタノール

で回収した。回収した RNA は RNase フリーの水 20 ml を加え、60℃で 5 分間

加熱することにより、溶解した。回収した RNA を用いて、RT-PCR 法により、

インフルエンザウイルス増殖過程の各段階における CSD3 の阻害効果を解析

した。  

（１）インフルエンザウイルスの吸着阻害効果および vRNA 合成阻害効果  

インフルエンザウイルスの各 RNA 分節の両末端には、RNA の転写や複製を

調節する非翻訳領域が存在しており、8 本全てに共通な 12-13 塩基からなる

領域が存在しているので、プライマーはその領域をターゲットとして作製し

た 。 vRNA に 対 す る cDNA は 、 Super Script III 逆 転 写 酵 素  (Life 
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Technologies Japan Ltd.）および 3’末端の 12 塩基（分節非特異的非翻訳

領域）をターゲットとしたプライマー (5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAG 

CAA AAG CAG G-3’(T7c12)）を用いて逆転写反応により合成した（Fig. 3-

4 ）。  合 成 し た cDNA を 鋳 型 と し て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

(A/Udorn/307/72(H3N2))の NP 特異的なオリゴヌクレオチドプライマー（F: 

T7c12, R:5’-GAT CTC AGT TGC ATT CTG GCG-3’ (vNPqR3、Fig. 3-4)によ

り PCR を行った。PCR は SYBR Premix Ex-taq polymerase II (Takara Bio 

inc.)を用いて、95℃30 秒、（95℃5 秒、64℃34 秒）×45 サイクルで実施し

た。  

（２）インフルエンザウイルスの転写阻害試験  

CSD3 によるウイルスの一次／二次転写阻害効果は、吸着阻害試験と同様

な方法で、RT-PCR 法で解析した。回収した RNA から、Super Script III 逆

転写酵素および T7T(18)VN プライマー（5’ -TAA TAC GAC TCA CTA TAG GT (18)V 

N-3’）を用いて逆転写反応を行い、 cDNA を合成した。合成した cDNA を鋳

型として、プライマー(F:5’-CCC GAT CGT GCC CTC TTT TG-3’(NPs1464)、

R: T7T(18)VN)により PCR の増幅を行った（ Fig. 3-4）。PCR は上記の NP vRNA

の合成と同様な方法で実施した。  

（３）インフルエンザウイルスの複製段階阻害試験  

CSD3 によるウイルスの複製段階阻害効果は、吸着阻害試験と同様な方法

でウイルス RNA を抽出し、5’末端に普遍的に存在する 13 塩基をターゲット

としたプライマー (5’-TAA TAC GAC TCA CTA CTA TAG GAG TAG AAA CAA GG-

3’(T7p-vRNA1-13)及び Super Script III を用いて RT-PCR 法で cDNA を合成

した。合成した cDNA を鋳型として、プライマー (F: NPs1464、 R:T7p-vRNA1-

13)により PCR の増幅を行った。PCR は上記の NP vRNA の合成と同様な方法で

実施した。NP vRNA、mRNA、cRNA の各コピー数は、定量化されている PCR 産
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物の 10 倍段階希釈液を用いて検量線により算出した。  

 

3-2-9 電子顕微鏡によるウイルス粒子観察  

インフルエンザウイルス (A/Udorn/72、5×108 PFU/ml)は CSD3(最終濃度

250 mg/ml)の存在下もしくは非存在下にて 60 分室温にて反応させた。反応

液 10 ml をカーボン膜コートされた銅グリット（ STEM 100Cum、応研商事株

式会社）の上に置き、2%酢酸ウラニルによるネガティブ染色法により電子顕

微鏡観察を行った。  

 

3-3 結果  

3-3-1 阻害メカニズムの解析  

カリンのインフルエンザウイルスに対する感染阻害メカニズムを解明す

ることを目的として、インフルエンザウイルス A 型（A/Udorn/307/72、H3N2)

を用いて、ウイルス増殖過程のどのポイントで阻害効果を発揮しているのか

解析を行った。  

【細胞への吸着段階】  

ウイルス感染はウイルス表面のヘマグルチニンが宿主細胞表面に出現し

ている受容体へ結合して宿主細胞に吸着することではじまる。Hemagglut- 

ination assay(HA 活性)は、このステップを模倣してウイルスのヘマグルチ

ニンが赤血球の受容体と結合する反応に基づいたものであり、ウイルスの受

容体への結合能を評価することができる。したがって、 HA 活性に対する阻

害活性（HI 活性）を評価することにより、ウイルスの宿主細胞への吸着過程

における阻害効果が確認できる。まず、カリン抽出物 CSE50 自体の HA 活性

を確認することを目的として、500 mg/ml のカリン抽出物 CSE50 を 2 倍段階

希釈し鶏赤血球と反応させることにより HA 活性を評価した。カリン抽出物
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CSE50 の濃度が 30 mg/ml 以上の時、ウイルス非存在下でも赤血球凝集が確

認されたため、HI 活性試験はカリン抽出物 CSE50 が 30 mg/ml 以下の濃度で

評価した。カリン抽出物 CSE50 が 8 mg/ml 以上の時、ウイルスが赤血球に結

合する能力を阻害することが確認できた。（Table 3-1） 

【膜融合段階】  

 ウイルスの膜融合段階に対するカリン抽出物 CSE50 の効果について評価

した。ウイルスのヘマグルチニンが宿主細胞の受容体に結合すると、エンド

サイトーシスの働きにより細胞内にウイルスが取り込まれる。続いてウイル

スのエンベロープ膜と宿主細胞のエンドソーム膜間にて膜融合がおき、ウイ

ルス RNA とタンパク質の複合体が細胞質に放出される。溶血は、ウイルスの

ヘマグルチニンが赤血球のレセプターと結合し、両者の間で、膜融合が起き

る こ と に よ り 生 じ る 現 象 で あ り 、 膜 融 合 ス テ ッ プ を 模 倣 し て い る 。

A/Udorn/307/72 をカリン抽出物 CSE50 で処理し、赤血球を添加すると、

10  mg/ml で溶血を 80%阻害することが明らかになった (Fig. 3-5)。ウイルス

の吸着段階に対する阻害効果は 8 mg/ml 以上で観察されたことから、溶血

阻害効果は、吸着段階における阻害効果が起因しているものと思われる。  

【ウイルスタンパク質合成段階】  

 次に、ウイルスタンパク質の合成段階に対するカリン抽出物 CSE50 の効果

を評価した(Fig. 3-6)。50 mg/ml のカリン抽出物 CSE50 で処理したウイル

スを感染させた細胞では、吸着後カリン抽出物 CSE50 を除いて培養してもウ

イルスタンパク質が検出されなかった (Fig. 3-6 a 及び c)。一方、インフル

エンザウイルスを吸着後、 50 mg/ml のカリン抽出物 CSE50 を添加すると、

ウイルスタンパク質は選択的に合成が阻害された。M1 タンパク質の合成は

阻害されなかったが、HA タンパク質産生量は減少し、NS2 タンパク質は完全

に検出されなかった (Fig. 3-6 b）。また同濃度において培養上清液中に放出
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されたウイルスは検出されなかった（ Table 3-2）。NS2 タンパク質の選択的

な合成阻害は、12.5 mg/ml のカリン抽出物 CSE50 を添加した場合において

も観察された(Fig. 3-6 i）。同濃度の時、 NS2 以外のウイルスタンパク質の

合成量は、カリン抽出物 CSE50 未処理ウイルスとあまり変わらなかったが、

培養上清液中に放出されたウイルスは 25％に減少していた（Table 3-2）。

12.5 mg/ml のカリン抽出物 CSE50 で処理したウイルスを吸着した後、カリ

ン抽出物 CSE50 非存在下で培養したところ、未処理ウイルスと比較して、そ

の培養上清液中のウイルス放出量は 50％減少していた（Table 3-2）。  

【CSD3 処理によるインフルエンザウイルスの生物学的活性への影響】  

続いて、活性成分を含む画分である CSD3 を用いて、上述のウイルスタン

パク質への影響が、吸着段階における阻害のみで説明ができるかどうか検証

した。  

MDCK 細胞を用いてインフルエンザウイルス感染性の減少を評価したとこ

ろ、CSD3 濃度依存的に確認され、大きく 2 相に分かれていた（第Ｉ相：0-

0.5 mg/ml; 第 II 相：0.5－5.0 mg/ml、Fig. 3-7）。第 I 相（CSD3 の濃度が

0-0.5 mg/ml）では CSD3 未処理ウイルス時と比較して感染率は 65％に減少

したが、第 II 相では、CSD3 濃度 1.0 mg/ml で感染価が 99％減少し、5.0 

mg/ml では検出限界（ 10 PFU/ml）以下まで感染価が減少した。 CSD3 濃度に

対する感染減少率は、第 I 相と比較すると、第 II 相は 7 倍高かった。  

従って、阻害ポイントは宿主細胞への吸着段階だけではなく、複数あると

仮定し、CSD3 処理ウイルスを MDCK 細胞に感染させ、各段階の指標を測定す

ることにより評価した。予備試験として、 CSD3 処理によりウイルスの構造

が破壊されウイルスゲノムに直接影響を与えているかどうか確認するため、

室温に 10 分間 CSD3 で処理した（もしくは CSD3 非存在下で処理した）ウイ

ルスの NP vRNA 量を定量することで評価した。5 mg/ml の CSD3 で処理した
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ウイルスにおいても、ウイルス未処理時と比較して NP vRNA の著しい減少は

観察されなかったため（ Fig. 3-7）、ウイルスゲノムへの直接的な影響は低

いと判断した。  

ウイルスの宿主細胞への結合活性は、CSD3 でウイルスを 10 分間処理させ

た後、30 分間室温にて MDCK 細胞に吸着させ、細胞に吸着したウイルスの NP 

vRNA 量を回収・定量することで評価した（ Fig. 3-7）。細胞に吸着した NP 

vRNA のコピー数は CSD3 処理により濃度依存的に減少し、1 mg/ml で CSD3 非

処理時と比較して 30％、5 mg/ml で 8％まで減少した。感染の減少率は、

CSD3 濃度依存的に大きく 2 相（第 I 相：0-0.5 mg/ml、第 II 相：0.5-5 mg/ml）

に分かれていたが、第 I 相における CSD3 の濃度での感染減少率は結合活性

の減少度とほぼ一致していた。CSD3（0-5 mg/ml）で処理したウイルスの NP 

vRNA 量の減少は確認できなかったことから、ウイルスゲノムが破壊された

ことが原因で生じた現象ではなく、第 I 相（CSD3 の濃度が 0-0.5 mg/ml）で

は、ウイルスの宿主細胞への吸着段階を阻害することで感染を阻害したと考

えられる。  

続いて、鶏の赤血球を用いて CSD3 処理ウイルスの HA および溶血活性につ

いて評価した(Fig. 3-7)。これらの活性も CSD3 濃度の第 I 相および第 II 相

にわたって、吸着活性とほぼ同じ傾きを示しており、CSD3 の HA 活性および

溶血活性によるウイルスの不活性化は吸着活性の低下によるものと判断さ

れ、CSE50 と同様な結果が得られた。  

第 II 相（CSD3 の濃度が 0.5-5.0 mg/ml)においては、吸着活性は第 I 相と

ほぼ同じ傾きであるが、ウイルスの感染率は 1/30 程度であり、急激に減少

している。このことは、第 II 相はウイルス吸着・膜融合以降の過程を阻害

していることを示唆している (Fig. 3-7)。 

 膜融合以降のどの過程において CSD3 は影響を与えたのか検証するため、
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ウイルス RNA を定量することにより評価した (Fig. 3-8)。 

MDCK 細胞に 1 mg/ml の CSD3 で処理したウイルスもしくは未処理ウイルスを

感染させ、ウイルス RNA の合成量を評価した。評価は定量的 PCR の手法を用

いて、感染後経時的に 8 つの遺伝子のセグメントの一つである NP 遺伝子中

の 3 種類の RNA を定量することで行った。なお、MTT(3-4,5-dimethythiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)アッセイにより、MDCK 細胞に対

する CSD3 の 50%細胞毒性を評価したところ、860 mg/ml であり、本研究試験

条件下では細胞毒性は確認されなかった。感染直後の CSD3 未処理ウイルス

感染時のコピー数は 4.7×108 NP vRNA であるのに対し、 CSD3 処理ウイルス

感染時のコピー数は 1.7×108 NP vRNA であったことから、前述同様、細胞

へ吸着したウイルス量は CSD3 処理により約 36％に減少することが明らかに

なった。CSD3 未処理ウイルスにおいて、NP mRNA は感染後 1 時間で増加し、

2 時間で 6.9×106 のコピー数まで増加した。 cRNA は感染後 2 時間までは増

加せず、2 時間から 3 時間で増加しはじめた。一方、CSD3 処理ウイルスの場

合は、感染 2 時間後において、NP mRNA は 5.1×104 のコピー数であり、未処

理ウイルス時と比較して、 100 倍以上低かった。ウイルス感染 2 時間後の

mRNA 量は、一次転写の過程により産生された mRNA 量を反映されており、上

記の結果は、一次転写の段階で CSD3（1 mg/ml）を添加することにより 1/100

に阻害されたことを示唆する。感染 2 時間以降は二次転写の段階である。感

染 2 時間後から 6 時間後におけるウイルス感染細胞中の NP mRNA の増加量

は 0.75 log10 コピー数/時間であったが、CSD3 で処理したウイルスの増加

量は 0.35 log10 コピー数/時間（感染 2 時間から 8 時間後）であり、未処理

ウイルスと比較して 2.1 倍低かった。つまり、CSD3 処理したウイルスと比

較して、未処理ウイルスが感染した細胞内では、2.1 倍感染過程が速く進ん

でいることを示している。また、未処理ウイルスが感染した細胞においては、
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感染後 8 時間まで cRNA および vRNA の合成量の増加が確認されたが、CSD3

処理ウイルスが感染した細胞においては、ほとんど増加が確認されなかった。

感染 12 時間後、培養上清中に放出された感染性のあるウイルス量を定量し

たところ、未処理ウイルスと比較して、 CSD3 処理ウイルスが感染した培養

上清液では、3.6 log10 コピー数分低かった（ data not shown）。 

 

3-3-2 電子顕微鏡による観察  

CSD3 処理ウイルスおよび非処理ウイルスについて電子顕微鏡による観察

を行った（Fig. 3-9）。インフルエンザウイルス（ A/Udorn/72、5×108 PFU/ml）

は、Fig. 3-4 および Fig. 3-5 におけるインフルエンザウイルス粒子と CSD3

濃度の割合（CSD3 が 1 mg/ml あたりウイルス 2×106 PFU/ml）と同じになる

ような濃度(250 mg/ml)の CSD3 で処理した。CSD3 でウイルスを室温１時間

処理した後、処理したウイルスを 2%酢酸ウランでネガティブ染色をするこ

とで観察した。CSD3 で処理したウイルス粒子では、染色液が粒子内に浸透

し、内部の構造が透過されていた（ Fig. 3-9B および D）。一方、非処理ウイ

ルスでは、ウイルス粒子内への浸透は確認されず、ウイルス表面のスパイク

層が観察された（ Fig. 3-9A および C）。これらの結果はエンベロープ膜の完

全性が CSD3 処理によりダメージをうけたことを示している。加えて、CSD3

で処理したウイルス粒子は凝集している様子が観察された（Fig.3-9 B）。ウ

イルスのスパイク層の厚みを数か所計測したところ、処理ウイルスのスパイ

ク層は、非処理ウイルスのスパイク層と比較して厚みがあったことが確認で

きており、CSD3 がウイルスのスパイク層に結合する可能性が示唆された。  
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3-4 考察  

 本研究により、カリンの抗インフルエンザウイルス活性は大きく 2 相にわ

かれていることが明らかになった。第 I 相（0-0.5 mg/ml）においてカリン

分画物 CSD3 によるインフルエンザウイルス感染阻害率は、細胞結合力、 HA

活性、溶血活性への阻害率と同等であった（Fig. 3-7）。HA 活性はウイルス

の宿主細胞への受容体結合能を代替している。溶血活性は細胞膜とエンベロ

ープ膜の膜融合（酸性条件依存的活性）を評価しているものであり、前提条

件として、ウイルスの細胞への結合が必要である。それゆえ、CSD3 処理ウイ

ルスの溶血活性が減少したのは、膜融合活性が減少したことに起因している

のではなく、ウイルスの受容体結合能力、つまり、最初の感染ステップであ

る細胞結合活性が減少したことに起因すると考えられる。電子顕微鏡による

観察において、ウイルス粒子が凝集している様子が観察されており（Fig. 3-

9）、CSD3 によりウイルス粒子同士が吸着することでウイルスの宿主細胞へ

の結合能を減少させていると考えられる。前章より、カリン中の活性成分に

はエピカテキン主体の高分子ポリフェノールが含まれていたことが確認さ

れている。手塚ら[55]により、（－）－エピカテキンガレートおよび（－）

－エピガロカテキンガレートは、ウイルス表面に吸着し、ウイルス同士の凝

縮を引き起こすことによりウイルスの細胞への吸着を阻害することが考察

されている。本研究においてもこれらのカテキン類と同様にウイルス粒子に

直接結合することで吸着を阻害していると考える。  

CSD3 濃度が 1 mg/ml (第 II 相:0.5 mg/ml-）になると、未処理時と比較

して処理ウイルスの感染力は 1/100 に減少している（Fig. 3-7）。CSD3 によ

るウイルスの細胞への吸着阻害率は同濃度において 1/3 程度にすぎないこ

とから、この感染力低下は吸着阻害だけでは説明できない。つまり、第 II

相における主な感染阻害メカニズムはウイルス結合および膜融合後で生じ
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ていると考えられる。膜融合後のウイルス増殖過程は、ウイルス mRNA とゲ

ノム RNA の合成段階へと移る。ウイルス RNA 合成は、ウイルスのポリメラー

ゼ複合体による mRNA の一次転写によりスタートする。ウイルスタンパク質

が一次転写で産生されたプラス鎖の mRNA をもとに合成される一方、vRNA を

鋳型として cRNA が合成され、続いてそれを鋳型として子孫ウイルスの vRNA

が合成されることでゲノムの複製が行われる。二次転写は新しく合成された

vRNA をもとにして開始する。 CSD3 の処理により、感染細胞内におけるウイ

ルス mRNA の合成スピードは、非処理時と比較して（一次転写の段階では）

1/100 に減速していることが明らかになった（Fig. 3-8）。  

感染実験において、調製したインフルエンザウイルスは、その保存状態に

も依存するが、感染性を有するウイルスよりも非感染性のウイルスの割合が

高い。本研究において、接種したウイルスの感染価は 2.0×106 pfu/well で

あったが、非処理ウイルスの NP vRNA のコピー数は 8.0×108 コピー数/well

検出(Fig. 3-8)されている。つまり、感染性のウイルスと非感染性のウイル

スの比は約 1:400 であると算出された。また、結果は示さないが、この実験

で使用したウイルスを感染させた後、蛍光抗体法により細胞内の NP 抗原の

存在を観察したところ、感染価から算定される細胞数と比較して約 80 倍多

くの NP 抗原陽性細胞が確認された。以上より、非感染性のウイルスの約 20％

（80/400）はウイルス mRNA、タンパク質を誘導する能力をもっており、遺伝

的に活性なウイルスであると推察された。ウイルス感染に使用した MDCK 細

胞数は、2.0×106 cell/well だったのに対し、接種したウイルスは 2.0×105 

PFU であり、MOI（Multipicity of infection）は 0.1 であった。このことか

ら、非感染性ウイルス中で遺伝的に活性のあるウイルスの MOI は 0.1 の 80

倍の 8 程度であることが予測される。CSD3（1 mg/ml）で処理すると、膜融

合段階で吸着するウイルスがカリン抽出物の処理により 1/3 程度に減少す
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ることから、計算上、CSD3 処理ウイルスの MOI は 2.67 程度であったと予測

される。実際は CSD3 処理ウイルスの MOI は非処理ウイルスの 100 分の１に

あたる 0.001 程度であり、遺伝的に活性状態である MOI は 0.08 であったこ

とから、処理により感染性はないが遺伝的には活性状態であったウイルスに

対しても何らかの影響を与えたと考えられる。それ以降の過程で生じるウイ

ルスタンパク質量、cRNA、vRNA、二次転写 mRNA の合成量も CSD3 処理ウイル

スと比較して非処理ウイルスの方が多くなり、CSD3 処理したウイルスと比

較して、未処理ウイルスが感染した細胞内では、2.1 倍感染過程が速く進ん

でいたと考えられる。  

CSE50 を用いてウイルスタンパク質への影響を検証したところ、 12.5 

mg/ml の CSE50 で処理すると、NS2 タンパク質の合成量が減少していた。NS2

タンパク質はインフルエンザウイルスの基本的なタンパク質であり、 M1 タ

ンパク質やリボ核タンパク質複合体とともに核外輸送複合体を形成し、細胞

内の挙動に関わることが報告されている [56][57]。NS2 タンパク質は M1 タ

ンパク質とともにウイルスに取り込まれ、ウイルス粒子を形成する役割を担

うことが知られている [58][59]。カリンのポリフェノール画分のインフルエ

ンザウイルス吸着段階に対する阻害活性については Hamauzu ら[34]により

報告されたが、ウイルスタンパク質の合成段階への影響は報告されていなか

った。同様な活性が、ワインなどに含まれるレスベラトロールで報告されて

いる[60]。レスベラトロールは感染後期に発現するウイルスタンパク質の合

成を阻害する。NS2 タンパク質も感染後期に発現するウイルスタンパク質で

あり、レスベラトロールの NS2 タンパク質への影響は言及されていなかった

が、ポリフェノールの共通な性質としてウイルスタンパク質の合成を阻害し

ていると考えられる。一方、レスベラトロールは M1 タンパク質の合成を阻

害したが、カリン抽出物 CSE50 は阻害しなかったことから、二つのポリフェ
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ノールは違うメカニズムでウイルスの合成を阻害していると考えられる。  

電子顕微鏡による観察より、CSE50 処理によってウイルスのエンベロープ

膜が傷ついており、ウラニル酢酸により内部が透過されていることが明らか

になっている。この現象はカリン抽出物のウイルス感染阻害メカニズムを解

明する手がかりとなる。可能性の一つとして、エンベロープ膜の透過性が増

加することにより、ウイルス粒子内部の酸性化がコントロールできなくなっ

たことが考えられる。 M2 プロトンチャンネルはエンドソーム内が酸性にな

ると活性化され、水素イオンがウイルス粒子内部内に流入し、ウイルス粒子

内部が酸性化する。 M2 依存的にウイルス内部が酸性化されると、 M1 タンパ

ク質が崩壊する。M1 タンパク質は、ウイルス殻を形成しており、崩壊するこ

とで、ウイルスゲノム複合体が脱殻する [52]。エンドソーム内の酸性化は HA

タンパク質を活性化し、エンベロープ膜の融合を引き起こす [61]。エンベロ

ープ膜への浸透性が増加することによりウイルス粒子内が酸性化すること

は、HA 活性や細胞質へのリボ核タンパク質の放出が起こらずに感染力が低

減することを導く。上記に関連した抗ウイルス薬がアマンタジンやリマンタ

ジンといった M2 タンパク質のチャンネルをブロックする薬である。これら

は、M2 タンパク質のチャンネルをブロックすることにより、宿主細胞内に

ウイルスゲノムが放出されるのを阻害している [62][63][64]。 

もう一つの可能性は、 CSD3 中のポリフェノール成分がウイルスのリボ核

タンパク質と直接結合しており、このことが、リボ核タンパク質の核内移行

や一次転写段階を阻害していると考えられる。緑茶中のエピガロカテキンガ

レートとウイルス RNA ポリメラーゼの PA サブユニットを用いたドッキング

シミュレーションにより、エピガロカテキンガレート中のガロイル基は PA

サブユニットの N 末にあるエンドヌクレアーゼの活性ポケットと結合する

ことが明らかになっている [65](Fig. 3-10)。緑茶カテキンが DNA や RNA 分
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子に結合することも報告されている[66]。これらの報告は、浸透性が高くな

ったエンベロープ膜を通じて、 CSD3 中のポリフェノールがウイルス粒子内

部へ浸透し、リボ核タンパク質への結合や一次転写段階を阻害する可能性を

示唆している。  

本章において、 CSD3 がインフルエンザウイルスを不活性化するメカニズ

ムとして少なくとも二つあることが明らかになった。最初のステップは、

CSD3 の濃度が 0.5 mg/ml までの第 I 相である。第 I 相では、ウイルス表面

上のヘマグルチニンへ結合することにより、ウイルスの感染性が緩やかに阻

害されていることが示唆された。一方、第 II 相（CSD3 の濃度が 0.5 mg/ml

以上）においては、ウイルスのエンベロープ膜が破壊され、結果、ウイルス

侵入後の過程である一次転写の過程が阻害されることにより、ウイルスの感

染性が 1/100 まで減少したのではないかと推察される。  

植物中のポリフェノール（もしくはポリフェノール含有画分）による抗イ

ンフルエンザウイルス効果については、ザクロ [67]、キスツス・クレティク

ス[68]、緑茶[41]、マルメロ、カリン、リンゴ [39]など多数報告されている。

本章で明らかになった、 CSD3 のインフルエンザウイルスに対する有効濃度

である 0.2-5 mg/ml は非常に低濃度であり、口腔内や鼻腔内で容易に達す

ることができる。またカリン自体はカリン酒やカリンジャム、飴などで日常

的に摂取できる食品であること、またインフルエンザウイルスの感染阻害効

果に加えて、カリン中の成分の鎮咳や去痰作用が報告されていることから、

これら流行する冬季シーズンにおいて有望な植物となりうるかもしれない。 

 

3-5 結論  

カリン抽出物（CSD3）処理ウイルスでは一次転写より前段階でウイルス増

殖が停止することが示された。カリン抽出物 0-0.5 mg/ml の濃度ではウイル
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スの吸着・膜融合段階での失活によりウイルスの感染が 1/3 まで減少し、

0.5-5 mg/ml では吸着・膜融合段階における阻害に加えて一次転写までの過

程のいずれかの阻害によりウイルスの感染が 1/100 まで減少した。電子顕微

鏡による観察より、エンベロープ膜が損傷を受けてウイルス粒子内部が透過

していたことから、ウイルス粒子の構造が破壊されたことで、第 II 相にお

ける阻害活性が生じていると考えられる。  
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Fig. 3-1 インフルエンザウイルスのゲノム機能の制御機構  

川口ら[51]を参考に作成  

 宿主細胞内に脱殻後、ウイルス RNA ポリメラーゼが宿主の RNA 前駆体の

キャップ構造を認識し 10 数塩基下流を切断することで得られた RNA 断片を

プライマーとして、転写が開始される。複製は、プライマー非依存的に

vRNA を鋳型として、 cRNA が合成され、合成された cRNA を鋳型として子孫

ウイルスの vRNA が合成される。  
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Fig. 3-2 カリン抽出物の調製と分析  

前章の方法に従い、カリン乾燥果実を粉砕し、 50％エタノール抽出およ

び HP20 カラムを用いて CSD3（40％エタノール溶出画分）を分画した。

CSD3 画分のポリフェノール量を測定したところ、 63％（w/w）含まれてお

り、主要な成分はポリフェノールであることが明らかになった。 CSD3 を

toluene--thiol 存在下で酸分解し、分解生成物の HPLC 分析を行ったとこ

ろ、epicatechin-4-benzyl thoether が主な構成物質であり、前章と同様

な物質で構成されていることが確認できた。平均分子量について、 CSD3 画

分をアセチル化し、ゲルろ過クロマトグラフィー分析を行ったところ、

5,330 であることが確認できた。  
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Fig. 3-3 カリン抽出物 CSE50 のウイルスタンパク質段階以降の効果を検

証するための評価系   
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Fig. 3-4 NP vRNA / NP cRNA / NP mRNA の定量のためのプライマー設計

（リアルタイム RT-PCR）  
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Fig. 3-5 カリン抽出物 CSE50 のインフルエンザウイルスに対する溶血阻

害活性  

A/Udorn/307/72、CSE50、赤血球を混合し、15 分間氷上で静置した。軽く

遠心後、沈殿物を ABS バッファー（80 mM 酢酸ナトリウム、 20 mM 酢酸、50 

mM 塩化ナトリウム、pH5.3）懸濁し、37℃30 分間溶血させた。軽く遠心した

後、上清液を吸光度 528 nm で測定した。  
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Fig. 3-6 カリン抽出物 CSE50 のウイルスタンパク質合成段階への阻害効

果 

下記の条件で細胞を 10 時間培養し、ウエスタンブロッティング法により

A/Udorn/307/72 に対する抗体を用いてウイルスタンパク質を検出した。  

a,i： CSE50 処理ウイルスを MDCK 細胞に接種後、CSE50 存在下で培養した細

胞 

b,h：ウイルスを MDCK 細胞に接種後、CSE50 存在下で培養した細胞  

c,g： CSE50 処理ウイルスを MDCK 細胞に接種後、CSE50 非存在下で培養した

細胞  

d,f： CSE50 非存在下かつウイルス非感染細胞  

e,j： CSE50 非存在下でウイルスを感染させた細胞  
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Fig. 3-7 CSD3 処理によるインフルエンザウイルスの生物学的活性への  

影響  

インフルエンザウイルス A/Udorn/72 に対し、様々な濃度の CSD3 を混合

し、10 分間、室温にて処理をした。感染性、細胞結合活性、NP vRNA 量は処

理後ただちに定量した。感染性については感染中和効果確認試験により、NP 

vRNA については定量 PCR により定量した。細胞結合活性は、MDCK 細胞に 30

分間室温にて接種後、NP vRNA を定量することで、評価した。HA 活性および

溶血活性は鶏の赤血球をウイルスで処理した後、評価した（ n=3）。平均値及

び標準偏差は MOCK(TGS)処理ウイルス時の活性を 100 として、％で算出した。

感染性及び HA 活性については、 5 mg/ml の時は検出されなかった。  
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Fig. 3-8 CSD3 処理ウイルスを感染させた MDCK 細胞中のウイルス RNA の合

成 

インフルエンザウイルス A/Udorn/307/72 に対し、TGS（コントロール）、

もしくは CSD3（1.0 mg/ml）を混合し、10 分間処理した後、 MDCK 細胞に接

種した。接種後の時間（図中の pi）において、経時的に、ウイルス RNA 合成

量を、NP mRNA、cRNA、vRNA の定量を定量的 PCR により定量した（ n=3）。コ

ピー数(/well)は平均値±標準偏差で示した。  
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Fig. 3-9 CSD3 のウイルス粒子の超微細構造への影響  

Fig. 3-3 および 3-4 と同等な比率となるように、インフルエンザウイル

ス A/Udorn/72（5×108 PFU/ml）に対し、CSD3 (250 mg/ml)を混合し、処理

した。室温にて 60 分間、処理した後、ウイルス粒子を 2%酢酸ウラニルでネ

ガティブ染色した。  

a/c: mock 処理(0.25%エタノール-TGS 液で処理)したウイルス粒子  

b/d: CSD3 で処理したウイルス粒子  

  

内部が透過  

凝集を確認  
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Kuzuhara et al. [65]より引用  

Fig. 3-10 エピガロカテキンガレートおよびエピカテキンガレートとウイ

ルス RNA ポリメラーゼの活性ポケットとのドッキングシミュレーション  

図中の緑、赤、青、白の色は、それぞれエンドヌクレアーゼドメインの

炭素、酸素、窒素、水素原子を示す。  

水色は、EGCG または EGC 化合物の炭素原子を示す。  

a.インフルエンザ A ウイルス RNA ポリメラーゼのエンドヌクレアーゼドメ

インと緑茶カテキンのドッキングシミュレーション分析  

b.インフルエンザ ARNA ポリメラーゼのエンドヌクレアーゼの活性部位  

  

エンドヌクレアーゼの  

活性ポケット  

（ウイルス RNA ポリメラーゼ  

の PA サブユニット）  
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Table 3-1 カリン抽出物 CSE50 の HA 活性および HI 活性  

 

 

＋：赤血球凝集あり、－：赤血球凝集なし  

 

 

  

500 250 125.0 62.5 31.3 15.6 7.8 3.9 2.0 1.0

HA + + + + + - - - - -

HI + + + + + - - + + +

CSE50 (mg/ml)
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Table 3-2 カリン抽出物 CSE50 の子孫ウイルス放出段階への阻害効果  

 

CSE50（接種前）  + - + 

CSE50（接種後）  - + + 

0 27 27 27 

5 mg/ml 27 27 27 

12.5 mg/ml 26 27 25 

25 mg/ml 2 22.5 N.D. 

50 mg/ml N.D. N.D. N.D. 

N.D. Not detected 

カリン抽出物 CSE50 が①ウイルス接種前のみ共存  ②ウイルス接種以降

のみ共存 ③ウイルス感染全過程に共存、する条件で培養し、 10 時間後の

培養上清中の HA 価を測定することで、子孫ウイルス放出段階への影響を

評価した。得られた HA 価を細胞上清中に放出されたウイルス量とし、 2n

で示した。  
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第 4 章 

Leconostoc mesenteroides NTM048 含有 

チョコレートの免疫機能改善効果 
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4-1 序 

高齢者の死因の上位を占める癌や感染症、動脈硬化といった疾患を引き起

こす要因の一つが免疫機能の低下である。免疫機能の低下は、疲労やストレ

ス、運動不足、加齢などが原因としてあげられる。加齢の場合、10 代半ば過

ぎにピークを迎え、20 歳を過ぎたころから徐々に免疫機能の低下が生じ、

40 代ではピーク時の 50％まで低下することが報告されている [69]。したが

って、加齢とともに生じる免疫機能の低下速度を抑えることは、健康寿命を

延ばすために重要であると考えられる。  

第 2・3 章では、抗インフルエンザウイルス活性を有するカリン抽出物に

ついて論じてきた。インフルエンザが免疫機能の低い乳幼児や高齢者に罹患

すると、一般的な風邪よりも重症化しやすいことが報告されており [5]、抗

インフルエンザウイルス活性を有する素材の開発とともにインフルエンザ

ウイルスと闘うために免疫機能を高める必要があるといえよう。インフルエ

ンザだけでなく、人類は今までに様々な感染症と闘ってきた歴史がある。記

録に残っている最初の感染症は、紀元前のエジプトのミイラに痕跡が確認さ

れた天然痘だといわれている。以来、ペストや SARS、新型インフルエンザな

ど多く報告されている。近年では、2019 年 12 月に新型コロナウイルス (SARS-

CoV-2)による感染が中国の湖北省武漢市で初めて確認され、 2021 年現在で

も、世界で猛威をふるっている。軽症もしくはほぼ無症状である感染者が一

定数存在することが報告されており [70]、そのことが感染拡大の加速に加担

しているのではないかという見解もある。米疾病対策センターにて、アメリ

カの SARS-CoV-2 感染者の健康状態を調査したところ、発症した 7,162 例の

うち、37.6％が１つ以上の基礎疾患があったと報告があり [71]、基礎疾患を

持っている人は発症しやすく重症化しやすいことが示唆される。こういった
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事実をうけて、人々は自身の免疫機能をあげることに、より一層意識をむけ

ている。50～85 歳女性 520 名を対象とした Web 調査によると [72]、COVID-

19 に対して不安を感じているのは 79.8％と高く、その理由として、「いつ流

行が落ち着くかわからない」や「特効薬がない」といった不確実性に関する

項目があげられている。心がけていることとしては、「免疫力をあげる」と

答えた評価者が 64.8％を占めており、「情報に踊らされないようにする」に

次いで高い結果となった。 SARS-CoV-2 に対して効力のある治療薬がまだ存

在しないような状況では、自身の免疫機能を高めることが非常に重要と考え

る傾向が高いことがうかがえる。私の研究の目的は、食を通じて「健康で活

き活きとした生活」を提供していくことであり、それを脅かす感染症と戦う

ためには外的要因と内的要因の二方向から考えていく必要があると考えて

いる。そこで第 4 章では、インフルエンザウイルスなどの感染症を予防する

ために重要な免疫機能そのもの（内的要因）の強化を目的として研究を行っ

た。  

免疫機能を高めるためには十分な睡眠や運動といった規則正しい生活習

慣や免疫機能を高めるような食材を日々の食事に積極的に取り入れること

が重要である。そのような食材としては納豆やヨーグルトなどの発酵食品が

あげられる。納豆に関しては、ナイーブ T 細胞と樹状細胞に納豆菌を共培養

させると、IFN-および IL-10 の産生を促進し、IL-17 および IL-4 の産生を

阻害する菌株が確認されており [73]、Th1/Th2 比が増加し免疫系が活性化さ

れると考えられる。また、ヨーグルトの主成分である乳酸菌の免疫調節作用

として、動物やヒトにおける免疫賦活作用や、アレルギーの発生を阻害する

抗アレルギー作用が研究されている [74][75]。  

乳酸菌は、ヨーグルトやチーズ、味噌や漬物といった様々な発酵食品の製

造において重要な役割をもち、我々の生活において最も身近な微生物の一つ
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である。序章で既に述べたように、乳酸菌の機能性については数多く報告さ

れている[5,12,14-22]。例えば、Lactobacillus brevis は、短鎖脂肪酸の一

つである酢酸を産生する [76]。酢酸は、大腸の粘膜細胞のエネルギー源であ

り、粘液物質であるムチンの分泌を促進することにより、病原菌の感染を防

御し、大腸を保護することが報告されている [77-79]。また、 L. brevis 

NTT001 配合チョコレートを摂取することにより、腸内の酢酸レベルと乳酸

菌数が増加し、腸内環境が改善されることが糞便解析により報告されている

[80]。L. brevis や Lactobacillus casei strain Shirota[22-25]など、多

くの乳酸菌で免疫賦活効果について報告されている。  

本章で報告する Leuconostoc mesenteroides 株 NTM048（NTM048）はグリ

ーンピースから単離された乳酸菌である。Matsuzaki ら[27]により、NTM048

を含む食品を 2 週間マウスに経口投与すると、血漿中および糞便中の IgA レ

ベルの上昇が報告されている。また、パイエル板細胞における遺伝子発現を

比較することで作用メカニズムに関しても言及している。2 週間摂取により、

TGF-、CD40L といった T 細胞依存性のサイトカインの発現量が上昇、もし

くは上昇傾向であった一方、BAFF や APRIL といった T 細胞非依存性の IgA

産生誘導に関わる因子は減少傾向にあったことを示しており、NTM048 含む

食餌により T 細胞依存性の IgAの産生が誘導されたことを報告している[27]。

Matsuzaki ら[28]は、NTM048 から産出される EPS を用いてマウスの免疫系へ

の影響についても報告している。EPS をマウスに経口投与すると、パイエル

板細胞においてレチノイン酸合成酵素と TGF-の遺伝子発現が上昇し、結果

として糞便中の IgA 産生量が増加していることを示唆している。さらに、脾

細胞のフローサイトメトリー分析により、CD3+T 細胞の増加および CD4+T 細

胞／CD8+T 細胞の増加することが明らかになっている[28]。これらの結果は

NTM048 由来の EPS の摂取がマウスにおいて免疫賦活効果があることを示唆
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しているが、ヒトの免疫系に対する影響は明らかになっていなかった。  

本章では、マウスにおける研究で報告された NTM048 の免疫賦活効果に着

目し、NTM048 配合したチョコレートを用いて、免疫力スコアがやや低めの

健常者の免疫機能にどのような影響を与えるのかを解析した。また、身体検

査、尿検査、および血液検査を実施し、NTM048 配合チョコレートの安全性に

ついて確認した。  

 

4-2 材料と方法  

4-2-1 試験デザインおよび試験群  

 2016 年 6 月 27 日から 8 月 9 日の間（4 週間）、東京（日本）において、対

照群（L.mesenteroides strain NTM048 を含まないチョコレート）と NTM048

群（L.mesenteroides strain NTM048 配合チョコレート）1：1 の割合で割り

付ける無作為化二重盲検並行群間比較試験で行った。  

 

4-2-2 被験食  

 被験食は、チョコレート (4 g/枚×7 枚)に NTM048（>1.00×109 cfu/日、日

東薬品株式会社より入手）を配合することにより調製した。対照食は、外観、

味および風味の点で被験食と区別がつかないように調製した。 

 

4-2-3 被験者および倫理的配慮  

 本試験は、「ヘルシンキ宣言（ 2013）」及び「人を対象とする医学系研究

に関する倫理指針（ 2014）」を準拠して、試験実施計画書、同意説明文書、

同意書等の記載内容および試験実施の可否について、医療法人社団盛心会  

タカラクリニック（委員長  髙良  毅）の承認を受けて実施した

（UMIN000021989 https://upload.umin.ac.jp/cgi-open-

https://upload.umin.ac.jp/cgi-open-bin/ctr/ctr_view.cgi
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bin/ctr/ctr_view.cgi 

?recptno=R000025321）。被験者には、試験の開始前に、研究機関である株式

会社オルトメディコにより十分な説明を行い、自由意思により文書による同

意を得た。  

 本試験における被験者の募集は株式会社オルトメディコが行い、次の選抜

基準をすべて満たし、かつ除外基準に抵触していない、 20 代以上の健常成

人を対象として実施した。  

選抜基準は、①試験責任医師が試験参加に問題ないと判断した者  ②免疫

力スコア 13 点以上（免疫グレードⅡ以上）、23 点以下（免疫グレード IV 以

下）の範囲内で相対的に低い者、とした。免疫力スコアは Hirokawa らが考

案したスコアであり、免疫機能の状態をいくつかの T 細胞関連指標と組み合

わせることにより総合的に評価できる [81-83]。免疫力スコアにより免疫機

能の評価は I～V の 5 段階に分類される。免疫機能が最も低いゾーンはグレ

ード I（免疫力スコア 8～12 点、危険圏）に分類され、順に、グレード II（13

～16 点、要注意圏）、グレード III（17～20 点、要観察圏）、グレード IV（21

～23 点、安全圏）、グレード V（24 点、十分に高い状態）となる。  

除外基準は、①悪性腫瘍、心不全、心筋梗塞の治療の既往歴がある者  ②

医薬品(漢方薬を含む )・サプリメントを常用している者  ③乳酸菌飲料、乳

酸菌含有食品、乳酸菌製剤等の乳酸菌を多く含む食品、ビフィズス菌や納豆

菌などの生菌類含有食品、食物繊維強化食品、オリゴ糖を週 3 回以上、かつ

大量に摂取する習慣のある者  ④整腸作用に関与すると思われる特定保健

用食品、機能性表示食品、ヨーグルト、乳酸菌飲料を週 3 回以上、かつ大量

に摂取する習慣のある者  ⑤アレルギー（試験食品関連製品、医薬品）があ

る者 ⑥妊娠中、授乳中、あるいは試験期間中に妊娠する意思のある者  ⑦

同意書取得日以前の 3 か月間において他の臨床試験に参加していた者  ⑧

https://upload.umin.ac.jp/cgi-open-bin/ctr/ctr_view.cgi
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その他、試験責任医師が本試験の対象として不適切と判断した者  とした。 

選抜基準を満たした本試験の参加者は、男性 9 名、女性 35 名であり、平

均年齢は 47.0±11.2 歳であった。本試験の参加者 44 名を、株式会社ユック

ムス製 Microsoft Excel 用アドイン Statlight#11 を用いて、完全無作為法

により、NTM048 群と対照群の 2 群に割り付けた。  

試験参加者には、参加中の遵守事項として、①試験食品を定められた用法・

用量の通り摂取する  ②説明会から最終検査までは、暴飲暴食を避け、それ

までの食生活および生活習慣を変えない  ③試験期間中は試験食品以外の

乳製品（ヨーグルト等）、オリゴ糖、乳酸菌などの製品を摂取しない  ④検

査前日は飲酒と過度の運動を行わない  ⑤採血を行う 6 時間前から飲食を

禁止する。ただし、水のみ摂取可能とする。機能水は不可とする  ⑥試験期

間中に体調の変化が生じた場合は、直ちに研究機関へ連絡し、以後の対応の

指示を仰ぐなどを徹底するように求めた。  

 

4-2-4 試験スケジュール  

 被験者は、被験食を 1 日 28 g、自由なタイミングで摂取した。摂取期間

は 4 週間であった。被験者は、摂取前および摂取 4 週間後の計 2 回、試験実

施医療機関である医療法人社団盛心会タカラクリニックへと通院し、通常の

健康診断レベルの検査を行った。被験者には摂取期間中、被験者日誌を記録

させ、1 週間に 1 回提出させた。  

 

4-2-5 測定項目  

 以下の項目について、摂取前 1 回、摂取 4 週間後 1 回の計 2 回測定を実施

した。  

１）主要評価項目  
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 主要評価項目には、 Hirokawa らが開発した免疫力スコアを用いて測定し

た。免疫力スコア算出のための指標として、 T 細胞数、CD4+/CD8+T 細胞比、

ナイーブ T 細胞数、ナイーブ／メモリー T 細胞比、B 細胞数、NK 細胞数、

CD8+CD28+T 細胞数、T 細胞増殖係数の 8 項目を用いた。これらの項目は、フ

ロ ー サ イ ト メ ト リ ー と 血 液 学 検 査 の 結 果 よ り 算 出 さ れ 、 Hirokawa と

Utsuyama が蓄積したデータベースとの照合により、3 段階にスコア化され

る。健常者の各項目における値のうち累積度数 10％未満の値の場合は 1 点

（要改善圏）、累積度数 10～40％未満の場合は 2 点（要観察圏）、累積度数

40％以上の場合は 3 点（安全圏）とするため、算出される免疫力スコアは 8

点～24 点の間に分布する。点数が高いほど、免疫機能は高い状態であるこ

とを示す。  

２）副次評価項目  

副次評価項目には、上記免疫力スコア算出のための指標である T細胞数

CD4+/CD8+T細胞比、ナイーブ T細胞（CD4+CD45RA+T細胞）数、ナイーブ／メ

モリーT細胞（CD4+CD45RO+T細胞）比、B細胞数、NK細胞数、CD8+CD28+T細胞

数、T細胞増殖係数の 8項目、及びCD8+CD28+T細胞数から算出する Tリンパ球

年齢、T細胞増殖係数から算出する免疫力年齢、 NK細胞活性、リンパ球を抗

CD3抗体とともに培養した時に上清中に産生されるインターフェロン

（IFN）-とした。CD8+CD28+T細胞数は年齢と負の相関関係があり [83]、そ

の関係式にCD8+CD28+T細胞数を代入して算出するのがＴリンパ球年齢であ

る。  

以下関係式を記す。  

 

T リンパ球の年齢 =（ 523 - CD8 + CD28 + T リンパ球数）/4.87 
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T 細胞増殖係数は、 T 細胞増殖能と T 細胞数により算出される。 T 細胞増

殖能は、採取した T 細胞をモノクローナル抗 CD3 抗体下で 3 日間培養し、増

殖した T 細胞を CellTiter96（Promega 製）を用いて比色定量することで得

られる。T 細胞増殖係数は、その値に T 細胞数を以下の通り乗ずることで算

出される。  

 

T 細胞増殖係数＝ T 細胞増殖能（OD490 値）×T 細胞数(/ml)／1000 

 

また、T 細胞増殖係数も年齢と負の相関関係があり、その関係式に T 細胞

増殖係数を代入して算出した年齢が免疫力年齢である。  

 

免疫学的年齢=（2.535 - TCPI）/ 0.0174 

 

こうして算定した年齢を、実年齢と比較し、免疫系の機能レベルを想定す

る。T 細胞増殖係数は、 T 細胞数と T 細胞増殖能の測定値から計算される係

数で、個体レベルの T 細胞の増殖能力を示し、高値であるほど感染に対する

抵抗力が高いことを示す。  

３）安全性項目  

 試験参加者に、試験食品の摂取に伴う医学的に問題のある変動が生じてい

ないか確認することを目的として、安全性評価を行った。安全性項目として、

①身体測定・理学検査（身長、体重、BMI、体脂肪率、血圧、収縮期血圧、拡

張期血圧、心拍）②尿検査（タンパク質、ブドウ糖、ウロビリノーゲン、ビ

リルビン、ケトン体、pH、潜血） ③末梢血液検査（血液学検査：白血球数、

赤血球数、ヘモグロビン、ヘマトクリット、血小板数、平均赤血球容積、平

均赤血球色素濃度）。  ④血清生化学検査： AST(GOT)、ALT(GPT)、γ-GTP、
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ALP、LD（LDH）、LAP、総ビリルビン、直接ビリルビン、間接ビリルビン、コ

リンエステラーゼ、 ZTT、総蛋白、尿素窒素、クリアチニン、尿酸、 CK、ナ

トリウム、カリウム、クロール、カルシウム、無機リン、血清鉄、血清アミ

ラーゼ、総コレステロール、HDL-コレステロール、LDL-コレステロール、ト

リグリセリド（TG:中性脂肪）、遊離脂肪酸、グルコース、ヘモグロビン Alc

（HbAlc:NGSP）、グリコアルブミン）  を測定した。  

４）主観的健康感  

 被験者の主観的健康感を検討するため、「はっきりした理由はないが、疲

れている」「熱っぽい」「理由なく肌がかゆくなることがある」「肌やくちび

るが乾きやすい」「鼻がつまりやすい」「のどに痛みやかゆみを感じることが

ある」「下痢や便秘ではないのに、お腹がすっきりしない」「下痢をしている」

「便秘をしている」の 9 項目についてリッカートスケール法を用いて測定し

た。リッカートスケール法は、1 を「まったくあてはまらない」、2 を「ほと

んどあてはまらない」、 3 を「あまりあてはまらない」、 4 を「少しあてはま

る」、5 を「かなりあてはまる」、 6 を「非常に良くあてはまる」の 6 作法よ

り自身の状態に最も近い番号を選択するよう求めた。  

５）日誌での調査項目  

 被験者に対して、摂取開始から最終検査の前日まで日誌の記入を実施し、

試験食品の摂取回数、生理の有無、体調（良好、ふつう、不良）、乳酸菌食

品等摂取状況（有無、量、内容）、体調・生活環境等変化、医薬品服薬状況

について調査した。  

 

4-2-5 目標症例数の設定および統計解析  

 目標症例数は 40 名、組入症例数は 44 名であった。目標症例数は、検出力

80％、有意水準 5％、効果量 0.85、1：1 の割付を仮定して、設定した。  
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群内比較は量的変数の場合は対応のある t 検定を、質的変数の場合は

Wilcoxon の符号付順位検定を行い、摂取前と摂取 4 週間後の測定値を比較

した。群間比較は、データの分布に従って、Student の t 検定または共分散

分析を用いて行った。平行性の検定および傾きの検定を行い、有意性が確認

できた場合は、摂取前の測定値を共変量に投入して共分散分析を実行した。

質的変数の場合は Mann-Whitney の U 検定を行い、摂取前と摂取 4 週間後の測

定値を比較した。分析には、SPSS(version23.0; 日本 IBM)と Microsoft Excel 

2013 を用いて有意水準は 5％とした。また、摂取率が 70％に満たない被験

者は解析対象から除外した。  

 

4-3 結果  

Fig. 4-1 にエントリーから統計解析までの流れを示した。本試験への参

加に同意した 67 名のボランティアを対象にスクリーニング検査を実施した。

検査の結果、比較的低い免疫力スコアを示した 44 名を組入れ、対照食群 22

名と NTM048 群 22 名の 2 群に割付を行った。参加した 44 名のうち、対照群

の 1 名が体調不良を理由に試験継続が困難となり追跡不可能となった。体調

不良と被験食の因果関係は認められなかった。摂取率は両群とも 95％以上

であり、加えて日誌やヒアリングの結果、遵守事項を守らなかった被験者は

おらず、有害事象も認められなかった。一方で、対照群において、摂取前検

査時点で、BMI が 30 kg/m2 以上であり、WHO の掲げるガイドラインにおいて

肥満症と判断された被験者が１名いた。本試験は健常者への介入の効果を評

価するため、解析からは除外した。  

従って、解析対象者は、対照群 20 名（男性 3 名、女性 17 名：45.8±9.9

歳）、NTM048 群 22 名（男性 5 名、女性 17 名：46.8±11.6 歳）であった。

Table 4-1 に解析対象者の年齢 (歳)、性別、身長(cm)、体重(kg)、BMI(kg/m2)、
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体脂肪率(%)、収縮期血圧（ mmHg）、拡張期血圧(mmHg)、心拍数（bpm）を示

した。結果は、数値±標準偏差で示した。  

 

4-3-1 免疫学的指標  

（１）免疫力スコア  

対照群及び NTM048 群における摂取前後の免疫力スコアを Fig. 4-2 に示

した。免疫力スコアは本研究の主要評価項目と位置付けた項目であり、8 つ

の免疫学的パラメータを用いて、包括的な免疫レベルを表すことができる

[83]。NTM048 群では摂取前値 17.7±1.9 から摂取後の値 18.6±1.6 に有意

な増加が確認された（ p = 0.015）が、対照群では摂取前値（17.8±1.9）と

比較して摂取後値（17.8±2.0）は有意な差は認められなかった（ p = 1.000）。

群間比較では、対照群と比較して、 NTM048 群の免疫力スコアは有意に高値

を示した（p = 0.049）。免疫力スコアをもとに、免疫機能をグレード I（危

険圏）～グレート V（十分に高い状態）の 5 段階に分類することができる。

NTM048 配合チョコレート摂取群は有意にスコアが上昇したものの、グレー

ド III「要観察圏」に分類され、変化はなかった。  

（２）免疫パラメータ  

CD8+T 細胞、CD8+CD28+T 細胞およびメモリー T 細胞数は、NTM048 群におい

て有意に増加した(p = 0.0334、p = 0.007、p = 0.006)が、対照群では有意

な増加は確認されなかった。さらに、摂取後値の群間比較では、統計的に有

意な差が確認された (p = 0.047、p = 0.045、p = 0.022)（Table 4-2）。リ

ンパ球、CD3+T 細胞および CD4+T 細胞数については、NTM048 において摂取前

後で有意な増加が確認された（ p = 0.020、p = 0.022、p = 0.20）。T リン

パ球年齢は、NTM048 群において摂取前値（55.3±8.8 歳）と比較して摂取後

値（54.0±9.3 歳）は有意に減少した (p = 0.025)が、対照群では、T リンパ
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球年齢の前値は 52.6±9.2 歳、後値は 52.8±9.9 歳であり、有意差は観察さ

れなかった。免疫力年齢に関しては、NTM048 群においては 52.6±11.5 歳（摂

取前値）から 49.9±12.7 歳（摂取後値）に有意に減少した（p = 0.009）が、

対照群および群間比較において有意差は観察されなかった (Table 4-3)。 

Table 4-4 は、T 細胞増殖活性および T 細胞増殖係数（TCPI）の結果を示

した。摂取後の T 細胞増殖活性は、対照群において有意な増加を示した（ p 

= 0.047）が、NTM048 群においては増加傾向を示した（ p = 0.085）。T 細胞

増殖係数については、 NTM048 群および対照群の両群において、摂取前値と

比較して摂取後値の有意な増加が確認された（ p = 0.037 及び p = 0.017）。

一方群間における統計学的有意性は観察されなかった。  

好中球、ナイーブ T 細胞、B 細胞、NK 細胞の集団、CD4 / CD8 比、ナイー

ブ T /メモリーT 細胞比、免疫度、 NK 細胞活性、および IFN-γ の間におい

ては、摂取前後値、群間差のいずれも有意差は認められなかった（Table 4-

5）。  

 

4-3-2 安全性評価  

NTM048 配合チョコレートの安全性は、摂取前および摂取 4 週間後の身体

測定、理学検査、尿検査、末梢血液検査、アンケートによる自覚症状の調査

により評価した。結果、無機リンのレベルが対照群および NTM048 群の両群

において、摂取前と比較して有意な増加が確認された。しかし、医師による

診断では、健康診断で得られた他のすべてのデータが正常範囲内であること

も考慮にいれて、全員が健常者であると認められた（Table 4-6）。  

 

4-3-3 主観的健康感  

摂取前と摂取４週間後の間に有意差が認められた項目は、「肌やくちびる
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が乾きやすい」であり、プラセボ群の中央値は 3.5 から 2.0 に有意に減少し

（p = 0.017）、NTM048 群の中央値は 4.0 から 2.5 に減少した（p = 0.008)。

有意差のある項目が認められたものの、医学的に問題のある変化ではなかっ

た（Table 4-7）。  

 

4-4 考察  

本研究では、健常者を対象として、NTM048 配合チョコレートの免疫力賦

活効果を評価することを目的として実施した。  

まず、包括的なアルゴリズムを用いて算出されている免疫力スコア [78-

80]について調べたところ、NTM048 配合チョコレート摂取群において、有意

な増加が確認され、群間差についても対照群と比較して有意に高値を示した。

これらの結果は NTM048 配合チョコレートの摂取が免疫学的機能の向上に有

効であることを示している。ただし、免疫力スコアをもとに算出できる免疫

グレードでは、「要観察圏」に分類され、摂取前と比較して変化は確認でき

なかった。このことは、その効果は緩やかであることを示している。本研究

は 4 週間の摂取による効果確認試験であったが、長期間摂取することによ

り、「要観察圏」からグレード IV（安全圏）へ移行できる可能性も考えられ

る。  

NTM048 は、エンドウ豆由来の植物性乳酸菌であり、 exopolysaccharides 

(EPS)を大量に産生する菌である。NTM048 由来の EPS を摂取したマウスにお

いて、CD4+T 細胞の増加が確認されている [28]。本研究においても、 NTM048

配合チョコレートの 4 週間摂取により、過去の報告と同様、CD4+ T 細胞の増

加が確認された。先行研究において NTM048 を含む食餌を 2 週間マウスに経

口投与すると、T 細胞依存的な IgA 産生が確認されており [27]、本研究にお

いても IgA の産生量が増加している可能性が考えられるが測定しておらず、
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検証するためには新たな臨床研究が必要である。  B 細胞については NTM048

非配合チョコレートと比較して有意に細胞数が多いことが確認されたが、前

後差は確認できず、本研究では結論が得られなかった。  

CD4+ T 細胞はヘルパー T 細胞（Th 細胞）に属する細胞である。 Th 細胞に

は、Th1 や Th2、Th17 が存在し、細胞性免疫、アレルギー性炎症、感染防御

などの免疫学的作用をもたらす [84][85]。本研究において、Th1 細胞が産生

する INF-γ 量を測定した。しかし、測定値が検出限界以下であった被験者

が両群ともに 15 名を占めていたため、有意な差は観察されなかった。した

がって、本研究では、どの種の Th 細胞が増加したかは明らかではない。今

後、どの Th 細胞の数が変化しているのか、各 Th 細胞特異的な抗体による細

胞数の分析や産生されるサイトカイン量の分析なども含め、詳細に解析をし

ていく必要がある。本研究では、CD4+T 細胞だけでなく、重要な 3 つの T 細

胞亜種団である CD8+T 細胞、CD8+CD28+T 細胞およびメモリー T 細胞も摂取前

後および群間において有意差が確認された。 CD8+T 細胞は、免疫学的には、

ウイルス感染細胞や腫瘍細胞を傷害する働きがあり、その機能を増強させる

ことは免疫機能をサポートする上で、大きな意義がある。  

Hirokawa らが開発したアルゴリズムを用いることにより、免疫機能の「年

齢」の指標である T リンパ球年齢および免疫力年齢を推測することができ

る。T リンパ球年齢は CD8+ CD28+ T 細胞数を用いて算出され、 T リンパ球の

年齢が低いと、免疫系の機能が若いことを示す。一方、免疫力年齢は T 細胞

増殖係数より算出される。T 細胞増殖係数は、 T 細胞数と T 細胞増殖能の測

定値から計算される係数で、個体レベルの T 細胞の増殖能力を示し、高値で

あるほど感染に対する抵抗力が高いことを示す。T リンパ球年齢および免疫

力年齢の両項目について、 NTM048 配合チョコレート摂取により有意な減少

を確認されたが、対照群との差は観察されなかった。 T 細胞増殖係数は
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NTM048 群と対照群の両群で有意に増加しており、チョコレート自体に T 細

胞の増殖能力をアップさせる効果がある可能性がある。両群とも T 細胞増殖

能力が上昇したために有意な差が検出できなかったことが推察される。  

最後に、NTM048 配合チョコレートの安全性の評価を行った。無機リンの

平均値が、両群ともに試験開始時より摂取 4 週間で基準値上限以上に有意に

上昇した。他の検査値等も考慮し、医師の診断では全員が健常者であると認

められたことから、安全な食品であるといえる。  

 

4-5 結論  

本研究は、免疫機能がやや低下している成人健常者の免疫機能に対する

NTM048（> 1.00×109 CFU /日）配合チョコレートの効果を評価することを

目的とした。 被験食を４週間摂取すると、対照群と比較して、NTM048 群に

おいて有意な免疫力スコアの上昇が観察された。この結果は、NTM048 配合

チョコレートの摂取が T 細胞系の免疫機能を活性化することによってヒト

の免疫機能を改善することを示唆している。  

また、NTM048 配合チョコレートの安全性を確認するため、身体測定・理学

検査、尿検査、末梢血液検査、アンケートによる自覚症状の調査を実施した。

摂取 4 週間後の間に有意な変動が認められる項目が散見されたが、医師によ

る診断では全員が健常者であると認められたことから、 NTM048 配合チョコ

レートの 4 週間の継続摂取は本試験条件下では安全な食品であるといえる。 
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Fig. 4-1 本章のヒト介入試験のエントリーから統計解析までの流れ  
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Fig. 4-2 NTM048 配合チョレート摂取による免疫力スコアの変化  

（主要評価項目）  

試験食品摂取前 (0 週 )及び摂取後（4 週）における免疫力スコアの変化を

示した。対照食品は 17.8±0.4 点（平均値±標準偏差）から 17.8±0.5 点

であったのに対し、 NTM048 配合チョコレートでは、 17.7±0.4 点から 18.6

±0.3 点となり有意にスコアが上昇した（対応のある t 検定）。また、群間

差については平行性の検定および回帰の有意性を確認後、摂取前値を共変

量として共分散分析を行い、有意な差を確認した。  

:NTM048 摂取群         :Placebo 摂取群  

 

  

16

17

18

19

20

免
疫
力
ス
コ
ア

0 4 

* 
p=0.015 

* 
p=0.049 

Time(weeks) 
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Table 4-1 試験参加者背景  

 

 

表中の試験参加者背景の計測値は平均値±標準偏差で示した。 

  

Age(years) 45.8 ± 9.9 46.8 ± 11.6

   Range(years)

Male/female(n)

Height (cm) 159.7 ± 7.4 161.8 ± 6.3

Body weight (kg) 52.1 ± 10.1 53.9 ± 9.4

Body mass index (kg/m2) 20.4 ± 3.2 20.5 ± 2.6

Body fat percentage (%) 21.8 ± 6.8 21.4 ± 5.5

Systolic blood pressure (mmHg) 111.2 ± 10.0 115.8 ± 17.2

Diastolic blood pressure (mmHg) 70.9 ± 5.8 74.2 ± 12.1

Heart rate (bpm) 69.1 ± 8.7 70.5 ± 8.6

30-69

3/17

21-63

5/17

NTM048 (n=22)Placebo (n=20)
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Table 4-2 免疫パラメータの変化（I）  

 

 

 

 

 

 

 

各測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定及び傾きの有意性を確認

後、摂取前値を共変量として共分散分析（有意水準 5％）を実施し、評価

した。  

 

  

評価項目 群

Placebo 261 ± 98 264 ± 126 0.859

NTM048 234 ± 125 293 ± 196 0.034 *

Placebo 197 ± 72 197 ± 99 0.981

NTM048 152 ± 67 179 ± 71 0.007 *

Placebo 468 ± 122 469 ± 123 0.938  

NTM048 477 ± 146 543 ± 166 0.006 *

CD8
+
CD28

+ 
T cells (μL

-1
) 0.045 *

Memory T cells (μL-1) 0.022 *

  摂取前    摂取4週間後 p value

CD8
+ 
T cells (μL

-1
) 0.047 *
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Table 4-3 免疫パラメータの変化（ II）  

 

 

測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定および傾きの有意性が確

認できた場合は共分散分析（＊）で評価し、確認できなかった場合は

Student の t 検定で評価した（有意水準 5％）。  

  

評価項目 群

Placebo 1517 ± 283 1574 ± 327 0.238

NTM048 1549 ± 371 1835 ± 604 0.020 *

Placebo 1113 ± 261 1154 ± 280 0.275

NTM048 1104 ± 239 1317 ± 507 0.022 *

Placebo 748 ± 219 762 ± 225 0.560

NTM048 768 ± 243 841 ± 231 0.020 *

Placebo 52.6 ± 9.2 52.8 ± 9.9 0.815

NTM048 55.3 ± 8.8 54.0 ± 9.3 0.025 *

Placebo 52.5 ± 10 50.7 ± 9.4 0.131

NTM048 52.6 ± 11.5 49.9 ± 12.7 0.009 *

＊T-lymphocyte age (years) 0.085

＊Immunological age (years) 0.511

CD3+ T cells (μL-1) 0.083

＊CD4
+
 T cells (μL

-1
) 0.094

摂取前 摂取4週間後 p value

lymphocytes (μL-1) 0.094
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Table 4-4 免疫パラメータの変化（ III） 

 

 

測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定及び傾きの有意性を確認

後、摂取前値を共変量として共分散分析（有意水準 5％）を実施し、評価

した。  

 

  

評価項目 群

Placebo 1.38 ± 0.2 1.51 ± 0.2 0.047 *

NTM048 1.46 ± 0.2 1.53 ± 0.2 0.085

T-cells proliferation index Placebo 1.56 ± 0.5 1.77 ± 0.6 0.037 *

(TCPI) NTM048 1.62 ± 0.5 2.01 ± 0.8 0.017 *
0.352

摂取前 摂取4週間後 p value

T cell proliferative activity 0.804
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Table 4-5 免疫パラメータの変化（ IV）  

 

 

 

測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定および傾きの有意性が確

認できた場合は共分散分析（＊）で評価し、確認できなかった場合は

Student の t 検定で評価した（有意水準 5％）。  

  

評価項目 群

Placebo 2976 ± 860 2775 ± 731 0.38

NTM048 2554 ± 923 2757 ± 816 0.113

Placebo 280 ± 119 293 ± 130 0.265

NTM048 291 ± 131 298 ± 121 0.714

Placebo 230 ± 64 218 ± 65 0.269

NTM048 265 ± 134 289 ± 136 0.163

Placebo 166 ± 71 187 ± 70 0.066

NTM048 200 ± 121 262 ± 258 0.257

Placebo 3.47 ± 2.2 4.54 ± 5.2 0.156

NTM048 5.79 ± 7.6 4.44 ± 4.4 0.139

Placebo 0.60 ± 0.2 0.63 ± 0.2 0.377

NTM048 0.63 ± 0.3 0.58 ± 0.2 0.228

Placebo 2.80 ± 0.4 2.80 ± 0.5 1

NTM048 2.82 ± 0.4 2.95 ± 0.5 0.186

Placebo 48.0 ± 19.0 46.6 ± 16.6 0.452

NTM048 48.9 ± 13.4 50.1 ± 16.4 0.754

Placebo 13.5 ± 41.8 22.3 ± 83.4 0.359

NTM048 3.12 ± 3.4 3.64 ± 4.1 0.164

摂取前 摂取4週間後 p value

Neutrophils　(μL
-1
) 0.941

＊Naïve T cells (μL
-1
) 0.859

＊B cells (μL-1) 0.040 *

＊NK cells (μL-1) 0.363

CD4/CD8 T cells ratio 0.118

＊Naive/Memory T cell ratio 0.166

＊immunity grade 0.302

＊NK cells activity (%) 0.470

IFN-γ(pg/mL) 0.345
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Table 4-6 末梢血液中のパラメータ変化  

A) プラセボ群（n=20）  

 

検査項目 基準値 単位

白血球数 3300-9000 /μL 4880.0 ± 965.0 4740.0 ± 858.6 0.566

赤血球数
男性：430-570

女性：380-500
×10

4
/μL 434.2 ± 32.4 446.8 ± 40.0 0.002 *

ヘモグロビン
男性：13.5-17.5

女性：11.5-15.0
g/dL 12.9 ± 1.3 13.0 ± 1.5 0.213

ヘマトクリット
男性：39.7-52.4

女性：34.8-45.0
% 40.4 ± 3.2 42.6 ± 3.9 0.000 *

血小板数 14.0-34.0 ×10
4
/μL 23.6 ± 4.9 23.7 ± 6.4 0.878

MCV 85-102 fL 93.2 ± 6.1 95.5 ± 6.8 0.000 *

MCH 28.0-34.0 pg 29.7 ± 2.3 29.2 ± 2.5 0.002 *

MCHC 30.2-35.1 % 31.8 ± 0.9 30.5 ± 1.0 0.000 *

好中球率 40.0-75.0 % 60.1 ± 7.4 58.1 ± 7.3 0.250

リンパ球率 18.0-49.0 % 31.7 ± 6.1 33.7 ± 6.5 0.208

単球率 2.0-10.0 % 4.8 ± 1.1 5.0 ± 1.4 0.490

好酸球率 0.0-8.0 % 2.6 ± 2.0 2.4 ± 1.4 0.732

好塩基球率 0.0-2.0 % 0.8 ± 0.5 0.8 ± 0.5 0.871

好中球数 - /μL 2975.9 ± 860.2 2775.0 ± 731.5 0.383

リンパ球数 - /μL 1517.3 ± 282.8 1574.2 ± 327.3 0.238

単球数 - /μL 232.1 ± 61.6 234.4 ± 63.5 0.896

好酸球数 - /μL 117.4 ± 82.5 120.4 ± 86.0 0.826

好塩基球数 - /μL 37.3 ± 22.4 36.0 ± 20.2 0.734

AST (GOT) 10-40 U/L 18.7 ± 4.9 18.2 ± 3.7 0.469

ALT (GPT) 5-45 U/L 14.6 ± 5.3 13.9 ± 5.7 0.469

γ-GT (γ-GTP)
男性：80以下

女性：30以下
U/L 20.4 ± 10.6 20.2 ± 9.4 0.838

ALP 100-325 U/L 171.6 ± 55.6 165.4 ± 51.0 0.152

LD (LDH) 120-240 U/L 163.8 ± 23.5 173.1 ± 23.5 0.000 *

LAP
男性：45-81

女性：37-61
U/L 47.2 ± 6.6 47.5 ± 5.3 0.805

摂取前 摂取後 P  value
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測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定および傾きの有意性が確

認できた場合は共分散分析（＊）で評価し、確認できなかった場合は

Student の t 検定で評価した（有意水準 5％）。  

検査項目 基準値 単位

総ビリルビン 0.2-1.2 mg/dL 0.9 ± 0.4 0.8 ± 0.3 0.718

直接ビリルビン 0.0-0.2 mg/dL 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 1.000

間接ビリルビン 0.2-1.0 mg/dL 0.8 ± 0.3 0.7 ± 0.3 0.720

コリンエステラーゼ
(ChE)

男性：234-493

女性：200-452
U/L 277.8 ± 45.0 279.6 ± 54.4 0.734

ZTT 2.0-12.0 U 7.5 ± 2.4 7.1 ± 2.2 0.014 *

総蛋白 6.7-8.3 g/dL 7.1 ± 0.3 7.2 ± 0.3 0.214

尿素窒素 8.0-20.0 mg/dL 12.5 ± 3.4 11.6 ± 3.4 0.048 *

クレアチニン
男性：0.61-1.04

女性：0.47-0.79
mg/dL 0.6 ± 0.1 0.7 ± 0.1 0.793

尿酸
男性：3.8-7.0

女性：2.5-7.0
mg/dL 4.3 ± 1.3 4.4 ± 1.1 0.663

CK
男性：60-270

女性：40-150
U/L 96.4 ± 35.8 100.8 ± 49.1 0.710

ナトリウム 137-147 mEq/L 141.4 ± 1.7 142.0 ± 1.9 0.192

カリウム 3.5-5.0 mEq/L 3.9 ± 0.4 3.9 ± 0.3 0.931

クロール 98-108 mEq/L 102.7 ± 2.0 102.0 ± 1.7 0.217

カルシウム 8.4-10.4 mg/dL 9.4 ± 0.4 9.5 ± 0.3 0.119

無機リン 2.5-4.5 mg/dL 3.8 ± 0.4 5.1 ± 0.6 0.000 *

血清鉄
男性：50-200

女性：40-180
μg/dL 118.6 ± 46.9 112.7 ± 34.7 0.603

血清アミラーゼ 40-122 U/L 81.9 ± 28.7 85.3 ± 28.2 0.058

総コレステロール 120-219 mg/dL 197.5 ± 37.3 201.1 ± 30.9 0.379

HDL-コレステロール
男性：40-85

女性：40-95
mg/dL 70.0 ± 16.8 71.9 ± 15.1 0.187

LDL-コレステロール 65-139 mg/dL 112.3 ± 30.3 113.9 ± 28.0 0.596

TG (中性脂肪) 30-149 mg/dL 66.3 ± 24.8 67.9 ± 28.2 0.727

遊離脂肪酸 0.10-0.90 mEq/L 0.6 ± 0.3 0.6 ± 0.2 0.287

グルコース 70-109 mg/dL 79.2 ± 6.8 81.2 ± 5.3 0.241

HbA1c (NGSP) 4.6-6.2 % 5.4 ± 0.4 5.3 ± 0.3 0.001 *

グリコアルブミン 12.3-16.5 % 13.9 ± 0.9 14.0 ± 1.0 0.265

摂取前 摂取後 P  value
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B) NTM048 群(n=22) 

 

 

検査項目 基準値 単位

白血球数 3300-9000 /μL 4468.2 1070.1 5036.4 1075.1 0.008 *

赤血球数
男性：430-570

女性：380-500
×10

4
/μL 430.4 35.6 439.8 36.6 0.090

ヘモグロビン
男性：13.5-17.5

女性：11.5-15.0
g/dL 12.7 1.2 12.9 1.2 0.272

ヘマトクリット
男性：39.7-52.4

女性：34.8-45.0
% 40.2 3.6 42.0 3.2 0.002 *

血小板数 14.0-34.0 ×10
4
/μL 24.2 6.3 25.3 5.9 0.165

MCV 85-102 fL 93.6 5.2 95.8 4.9 0.000 *

MCH 28.0-34.0 pg 29.6 2.0 29.4 2.1 0.136

MCHC 30.2-35.1 % 31.6 0.8 30.7 0.8 0.000 *

好中球率 40.0-75.0 % 55.9 9.3 54.7 10.0 0.452

リンパ球率 18.0-49.0 % 35.9 9.3 36.7 9.9 0.588

単球率 2.0-10.0 % 4.8 1.0 4.5 1.0 0.176

好酸球率 0.0-8.0 % 2.7 2.0 3.3 2.8 0.170

好塩基球率 0.0-2.0 % 0.7 0.4 0.8 0.4 0.063

好中球数 - /μL 2554.0 922.7 2757.2 815.8 0.113

リンパ球数 - /μL 1548.9 371.1 1834.7 603.6 0.020 *

単球数 - /μL 214.2 70.4 227.2 68.5 0.305

好酸球数 - /μL 123.0 110.9 178.2 194.2 0.075

好塩基球数 - /μL 28.1 13.7 39.1 20.4 0.003 *

AST (GOT) 10-40 U/L 19.3 4.5 19.6 4.3 0.610

ALT (GPT) 5-45 U/L 14.5 6.9 14.8 7.1 0.725

γ-GT (γ-GTP)
男性：80以下

女性：30以下
U/L 24.4 18.4 25.3 23.0 0.542

ALP 100-325 U/L 181.1 59.7 178.1 64.2 0.505

LD (LDH) 120-240 U/L 177.2 24.7 177.5 21.1 0.937

LAP
男性：45-81

女性：37-61
U/L 52.1 12.2 54.1 14.9 0.148

摂取前 摂取後 P  value



109 

 

 

 

測定値は平均値±標準偏差で示した。  

摂取前後の比較は、対応のある t 検定（有意水準 5％）で評価した。プ

ラセボ群と NTM048 群の群間比較は、平行性の検定および傾きの有意性が確

認できた場合は共分散分析（＊）で評価し、確認できなかった場合は

Student の t 検定で評価した（有意水準 5％）。  

検査項目 基準値 単位

総ビリルビン 0.2-1.2 mg/dL 0.8 0.2 0.8 0.2 0.771

直接ビリルビン 0.0-0.2 mg/dL 0.1 0.0 0.1 0.0 0.329

間接ビリルビン 0.2-1.0 mg/dL 0.7 0.2 0.7 0.2 0.608

コリンエステラーゼ
(ChE)

男性：234-493

女性：200-452
U/L 313.8 75.7 313.2 83.8 0.925

ZTT 2.0-12.0 U 6.6 3.1 6.5 2.8 0.633

総蛋白 6.7-8.3 g/dL 7.0 0.5 7.1 0.4 0.389

尿素窒素 8.0-20.0 mg/dL 11.9 2.6 12.2 3.5 0.739

クレアチニン
男性：0.61-1.04

女性：0.47-0.79
mg/dL 0.7 0.1 0.7 0.2 0.365

尿酸
男性：3.8-7.0

女性：2.5-7.0
mg/dL 4.6 1.3 4.7 1.5 0.853

CK
男性：60-270

女性：40-150
U/L 125.1 104.5 113.1 63.1 0.598

ナトリウム 137-147 mEq/L 142.1 1.5 142.7 1.8 0.110

カリウム 3.5-5.0 mEq/L 3.8 0.2 3.9 0.3 0.808

クロール 98-108 mEq/L 103.3 2.1 102.8 1.7 0.318

カルシウム 8.4-10.4 mg/dL 9.5 0.4 9.4 0.4 0.413

無機リン 2.5-4.5 mg/dL 4.0 0.9 4.8 0.9 0.000 *

血清鉄
男性：50-200

女性：40-180
μg/dL 108.1 39.8 101.0 37.2 0.329

血清アミラーゼ 40-122 U/L 77.7 20.7 78.7 23.5 0.682

総コレステロール 120-219 mg/dL 209.3 44.1 214.0 48.6 0.143

HDL-コレステロール
男性：40-85

女性：40-95
mg/dL 74.2 16.1 75.9 12.3 0.381

LDL-コレステロール 65-139 mg/dL 117.0 37.0 119.8 41.0 0.250

TG (中性脂肪) 30-149 mg/dL 89.6 58.0 85.1 49.4 0.415

遊離脂肪酸 0.10-0.90 mEq/L 0.6 0.3 0.6 0.3 0.710

グルコース 70-109 mg/dL 82.1 7.5 84.1 10.7 0.237

HbA1c (NGSP) 4.6-6.2 % 5.5 0.3 5.4 0.2 0.000 *

グリコアルブミン 12.3-16.5 % 14.1 1.0 14.1 1.0 0.863

摂取前 摂取後 P  value
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Table 4-7 主観的健康感  

 

A) プラセボ群  

 

 

B) NTM048 群 

 

 

各測定値は中央値（四分位範囲）で示した。接種前後比較は、Wilcoxon の符

号付順位検定（有意水準５％）で評価した。  

  

検査項目 P- value

はっきりした理由はないが、疲れている 4.0 ( 2.8 - 4.3 ) 3.0 ( 2.0 - 3.3 ) 0.062

熱っぽい 1.0 ( 1.0 - 1.0 ) 1.0 ( 1.0 - 1.0 ) 1.000

理由がなく肌がかゆくなることがある 2.0 ( 1.0 - 3.3 ) 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 0.125

肌やくちびるが乾きやすい 3.5 ( 2.0 - 4.3 ) 2.0 ( 1.8 - 3.0 ) 0.008 *

鼻がつまりやすい 1.5 ( 1.0 - 2.0 ) 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 0.188

のどに痛みやかゆみを感じることがある 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 1.0 ( 1.0 - 1.3 ) 0.063

下痢や便秘ではないのに、お腹がすっきりしない 1.5 ( 1.0 - 2.0 ) 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 0.344

下痢をしている 1.0 ( 1.0 - 1.3 ) 1.0 ( 1.0 - 1.3 ) 1.000

便秘をしている 2.5 ( 1.0 - 4.0 ) 1.5 ( 1.0 - 3.0 ) 0.119

摂取前 摂取4週間後

検査項目 P- value

はっきりした理由はないが、疲れている 4.0 ( 3.0 - 5.0 ) 3.5 ( 2.3 - 4.0 ) 0.086

熱っぽい 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 1.0 ( 1.0 - 1.0 ) 0.406

理由がなく肌がかゆくなることがある 2.0 ( 1.0 - 3.0 ) 1.0 ( 1.0 - 3.8 ) 0.864

肌やくちびるが乾きやすい 4.0 ( 2.0 - 4.8 ) 2.5 ( 2.0 - 3.0 ) 0.017 *

鼻がつまりやすい 2.0 ( 2.0 - 3.8 ) 2.0 ( 1.0 - 3.8 ) 0.404

のどに痛みやかゆみを感じることがある 2.0 ( 1.0 - 3.8 ) 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 0.066

下痢や便秘ではないのに、お腹がすっきりしない 2.0 ( 1.0 - 3.0 ) 2.0 ( 1.0 - 3.0 ) 0.956

下痢をしている 1.0 ( 1.0 - 1.8 ) 1.0 ( 1.0 - 2.0 ) 0.266

便秘をしている 2.0 ( 1.0 - 2.8 ) 1.5 ( 1.0 - 2.0 ) 0.322

摂取前 摂取4週間後
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第 5 章 

総合討論  
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 本研究では、「食」の観点から人々の健康を維持する方法として、感染症

などの外的要因の防御と免疫機能の低下などの内的要因の改善という、２つ

のアプローチにより研究を行った。まずは本研究の概要について以下に述べ

る。  

第 2・3 章では、免疫機能が低い高齢者で重症化しやすいことが報告され

ている[86]インフルエンザに注目した。重症化を免れる有効な手段であるワ

クチンや抗インフルエンザウイルス薬に加えて、安全性が高く日常的に摂取

可能な食品の提供を目指して研究をスタートした。126 種類の植物抽出物を

対象に細胞を用いてスクリーニングを実施し、カリンを見出した。本研究に

より、カリン抽出物のインフルエンザウイルス感染阻害効果は、型によらず

有効であること、活性の高かった画分にはエピカテキン主体の高分子ポリフ

ェノールが多く含まれていたことが確認された。また、その作用機構として

は投与したカリン抽出物の濃度により、①ウイルス粒子に吸着することで細

胞への感染を物理的に阻害する、②エンベローブ膜を傷つけることによりウ

イルス粒子の構造を破壊する、という２つのポイントが存在することが示唆

された。  

第 4 章では、インフルエンザウイルスなどの感染症を予防するために重要

な 免 疫 機 能 そ の も の の 強 化 を 目 的 と し て 、 Leconostoc mesenteroides 

NTM048 に注目した。 NTM048 はマウスを用いた研究 [27][28]により免疫賦活

効果が期待されている乳酸菌である。本研究は、免疫機能がやや低下してい

る成人健常者を対象に、4 週間の無作為化二重盲検並行群間比較試験で実施

した。研究により、NTM048 配合チョコレート摂取群において、免疫力スコア

が有意に上昇し、特に T 細胞系の免疫が活性化していることが明らかになっ

た。また同時に安全性について確認を行ったところ、 NTM048 配合チョコレ

ートは本研究の条件下では安全な食品であることが確認できた。  
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続いて、本研究の既存研究に対する位置づけと今後の展望について述べる。

本研究で見出されたカリンは食経験が豊富であり、古くから鎮咳や去痰作用

が知られている果実である。日本の気候下においては、カリンの栽培は容易

であることから、玄関先にカリンの果実をおいてその香りを楽しむ、など日

本人にとって身近な植物のひとつといえよう。本研究により、インフルエン

ザウイルスの型によらず感染阻害効果が示されたことから、毎年のように変

異を起こすインフルエンザウイルス全般に効果が期待できる。本研究におい

て、活性画分に多く含まれていた高分子ポリフェノールは、カカオ [87]や柿

[88][89]、リンゴ[87]などにも含まれていることが報告されており、カリン

限定的なものではない。先述通り、カリンは喉に対する抗炎症作用や鎮咳な

どに有効な漢方薬として知られており、これらの症状が起きやすい時季はイ

ンフルエンザが流行しやすい時季と一致していることから、インフルエンザ

ウイルス感染予防に有望な植物だと考える。我々と同時期に Hamauzu ら[39]

も、カリン中の高分子ポリフェノールがウイルスの吸着段階を阻害すること

を報告したが、電子顕微鏡観察によりウイルスのエンベローブ膜が傷つけら

れウイルス粒子の構造が破壊された様子が観察されたのは、本研究が初めて

である。リンゴや柿の高分子ポリフェノール類においてもカリン抽出物と同

様な活性がある可能性が高い。活性画分である CSD3 には高分子ポリフェノ

ールが多く含まれていたが、ポリフェノール以外の成分が 40％程度占めて

いた。ポリフェノール以外に含まれている成分に関しては、糖含有量の測定

などを通じて明らかにする必要があると考える。作用機序に関しては、カリ

ン抽出物の処理濃度により、阻害ポイントが複数あることが明らかになった

が、ウイルス合成段階における阻害効果検証試験に関しては課題が残る。本

研究では、CSE50 の処理濃度は、50 mg/ml および 12.5 mg/ml の 2 点で実施

しているが、濃度依存的にウイルスタンパク質の合成量がどのように変化す
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るのか確認する必要がある。また、合成量の減少が確認された NS2 タンパク

質については、NS2 遺伝子をターゲットして転写レベルにおいても産生量が

減少しているのか確認すべきだと考える。 

植物ポリフェノールの抗インフルエンザウイルス効果については多数報

告されており[37-42,60]、いくつかの研究ではヒトにおける検証がされてい

る。Ide らにより約 750 名の高校生を対象に緑茶うがいのインフルエンザへ

の効果について検証された [91]。水うがいとの統計学的な有意差は確認でき

なかったものの、高校生の遵守率が低かった影響も否定できず、今後規模を

拡大することにより、効果を裏付けるような結果が得られるのではないかと

期待されている。また、同様な研究として、紅茶エキスのうがいによるイン

フルエンザ予防効果が Iwata らにより検証されている [92]。297 名の健常者

を対象に研究を行ったところ、紅茶エキスでうがいした群は何もしなかった

群と比較して有意にインフルエンザ発症率が低かった。松本ら [93]は健常者

196 名を対象に 1 日あたりカテキン 378 mg とテアニン 210 mg をカプセルの

形態で 5 か月間投与し、インフルエンザの発症率により評価したところ、有

意な発症低下が確認できたことを報告している。カリン抽出物のヒトにおけ

る抗インフルエンザウイルス感染阻害効果検証は現時点で実施していない

が、今後検証していくべき課題と考えている。マウスを用いた研究では、カ

リン抽出物とインフルエンザウイルスが直接接触した時のみ、インフルエン

ザウイルスの感染性がキャンセルされたことから、最も効果的な摂取の方法

はインフルエンザウイルスとカリンが近接していることであることが示唆

された。しかしながら、マウスを用いた検証については検討すべき課題が多

い。本研究においてはマウスにカリン 50％エタノール抽出物 CSE50 を 1 回

経鼻投与を行うことで評価した。有効成分として考えられるポリフェノール

類は、CSD3（60％含有率）と比較して CSE50（13％含有）は低い。ポリフェ
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ノール以外の成分としてどのようなものが含まれているか同定は行ってい

ないため、カリン中のポリフェノールのインフルエンザウイルス感染阻害効

果を確認するためには CSD3 を評価試料として選択し再試験を実施する必要

がある。また、「日常的に摂取可能な食品の提供」を考慮に入れると、薬の

ような 1 回投与の方法ではなく、混餌のように日常的に摂取させている投与

方法での検討もすべきだと考える。これらの検討を終えたのちにヒトでの臨

床試験へとステップアップする必要がある。  

臨床試験における食品の形態については、飴やタブレットなど口腔内に長

い時間滞留できるような形態の食品がよいと考える。現時点で最も効果的な

方法は、ウイルスがヒトの上皮細胞に感染する前にカリン抽出物と接触し、

感染性を失わせる方法だと考える。インフルエンザウイルスの感染リスクが

高まるのは、通勤時などヒトとのフィジカルディスタンスが保たれない状況

であり、そのような状況においては少しでも長くカリン抽出物が口腔内で滞

留し、ウイルスの感染をブロックする必要があると考える。本研究では飴が

口腔内に滞留する時間を想定し、 10 分間カリン抽出物で処理して研究を実

施したが、阻害効果の経時変化は確認していない。口腔内滞留時間は唾液量

により大きく変化し、また唾液量は個人差が多い。経時的にカリン抽出物の

インフルエンザウイルスに対する阻害効果を確認することで、多くの人が効

果を得られるような食品の形態を設計していく必要があると考える。飴はす

でにヒトでの臨床研究において効果が確認されている紅茶エキスによるう

がいやカテキン・テアニン配合カプセルとは異なる食品形態であり、これら

の食品と差別化が可能だと考える。  

 続いて、第 4 章の NTM048 配合チョコレートの免疫賦活効果について言及

する。本研究の主要評価項目として Hirokawa らが考案した免疫力スコアを

採用している。特定保健用食品制度が 1991 年に始まり、2015 年には機能性
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表示食品制度が開始したが、「免疫」の分野の表記取得は難しいといわれて

いた。その理由の一つとして、免疫系は T 細胞や B 細胞など複数のパラメー

タがかかわっており、それらが複雑に絡み合って機能しているため、主要評

価項目の設定が難しいことが挙げられる。 Hirokawa らが考案した免疫力ス

コアは、過去の健康診断により得られた大量のデータをもとに主要な免疫系

のパラメータ 8 種を 3 段階にスコア化し、それを総合的に加算することによ

り算出できる。そのため、 NTM048 配合チョコレートの免疫賦活効果を総合

的に評価できると考え、本研究の主要評価項目に設定した。上記で算出され

た免疫力スコアをもとにさらに「免疫力グレード」に区分することが可能と

なる（5 段階）。本研究においては、免疫力スコアに有意な上昇が確認できた

が、その平均値の免疫力グレードは「要観察圏」から変化はなく、目標とす

る「安全圏」には到達しなかった。免疫力スコアを用いた臨床試験はいくつ

か報告されており、エキナセア抽出物[94]や、野菜 100％飲料[95]もその一

つである。これらのケースでも、本研究と同様、有意な免疫力スコアの上昇

が確認されたものの、グレードは「要観察圏」に分類され、摂取前と比較し

て変化はなかった。これらの食品と同様、NTM048 配合チョコレートの免疫

賦活効果は緩やかなものであると考える。本研究では摂取 4 週間での免疫賦

活効果の検証だが、より長い期間摂取した場合、どのような効果がもたらさ

れるのか非常に興味深い。  

副次評価項目としては様々な免疫パラメータを評価した。本研究では CD4+ 

T 細胞などの T 細胞系の増殖、また前後差は確認できなかったものの対照群

と比較して有意な B 細胞の増殖などが確認された。先行研究 [27][28]を考慮

すると、NTM048 により樹状細胞が刺激を受け、CD4+T 細胞が増加し、その結

果として B 細胞が活性化、IgA が産生される可能性が考えられる。本研究に

おいては、サイトカインや Th 細胞産生量を測定していないため、詳細なメ
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カニズムは解明できない。今後これらのパラメータを評価することで詳細な

メカニズムの解明が望まれる。  

また、T 細胞系が増殖したことにより、腸内細菌叢への影響についても評

価する必要がある。健常者 10 名を対象に、サラシア属植物抽出エキスを 4

週間摂取すると、ナイーブ T 細胞の増加と T 細胞増殖能の向上が確認される

と同時に、大腸内で Bifidobacterium 属が増え Clostridium 属が減少したと

いう報告がある[96]。 NTM048 配合チョコレートを摂取することで腸内細菌

叢にどのような影響をあたえるかどうか検証することは非常に興味深い。  

この研究への参加者は 21 歳から 69 歳であった。一般的に、免疫機能が

ピーク時の半分以下まで低下するのは 40 歳以降であり[83]、特に高齢者に

おける免疫機能の低下が問題となっている。従って免疫機能が著しく低下

する高齢者を対象に再度調査を実施することは非常に有用であると考えて

おり、今後実施していきたい。また、本研究の男性の参加者は、対照群 20

名中 3 名、NTM048 チョコレート摂取群 22 名中 5 名であり、男性の参加者

が少なかった。免疫機能の低下には性差による違いが報告されている

[83][97]ため、男性の割合を増やす必要があると考える。本研究により

NTM048 チョコレートの安全性が確認され、免疫機能が低下している健常者

の免疫機能を上げる効果が期待できることが明らかになったため、今後、

評価対象者をひろげることにより、より健康寿命の延長に貢献していきた

い。  

最後に評価試料とした食品の形態について言及する。乳酸菌を配合した製

品は数多く存在しているが、ヨーグルトをはじめとする多くの製品では低温

で保存する必要がある。本研究では、NTM048 をチョコレートに配合して試

験食としており、常温での保管が可能なため、外出時に好きなタイミングで

喫食が可能である。このような食品とともに、今まで以上に乳酸菌を日常的
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に摂取できるような食品を開発し、人々の免疫機能がアップできるよう貢献

していくことが企業としての使命だと考えている。  

 人類は英知を結集してワクチンや治療薬の開発に全力を注ぎ、次々と襲い

かかってくる感染症に対して打ち勝ってきた歴史がある。が、耐性株の出現

などウイルスは目まぐるしく変異をおこし、我々を今なお苦しみ続けている。

私の研究対象は機能性食品であり、これら感染症に対して劇的な効果は期待

できない。一方で安全性が高く副作用も低いため、日常的な予防策の一つと

して使用できる。私は、食の開発を通じて、人々の健康に少しでも貢献でき

るよう、今後も研究に精進していきたい。  
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論文の内容の要旨  

 

機能性食品の抗インフルエンザウイルス効果および免疫賦活効果  

氏   名  黒 田  玲  子  

 

 

第１章  序論  

 総務省の発表（ 2020 年）によると、総人口に占める 65 歳以上の高齢者

の割合は 28.7%に達し、過去最高を記録した。高齢化社会に伴い、医療費

の増加が課題となっており、健康寿命を延ばすことが重要である。  

このような状況下で注目されているのが、特定保健用食品などの食品群

である。特定保健用食品は現在 1,074 品（2020 年 3 月時点）が厚生労働省

により表示許可・承認されており、その用途別構成比（ 2019 年度）は、整

腸作用が 59.5％、中性脂肪・体脂肪関連が 24.4％であった。機能性表示食

品は機能性を表示できる食品として 2015 年に新たに加わった制度であり、

人々が健康で活動することをサポートしている。特定保健用食品で許可さ

れている機能に加えて、記憶力を維持するタイプやストレスや疲労を低減

するタイプなど様々なタイプの食品が販売されている。2020 年 11 月段階

で 3,412 件の届出が出されている。  

 本研究は食を通じて「健康で活き活きとした生活」を提供することを目

的として、感染症などの外的要因の防御と免疫機能の低下などの内的要因

の改善という２つのアプローチにより実施した。まず、外的要因の防御と
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して毎年のように流行するインフルエンザに注目し、 126 種類の天然植物

抽出物を対象にスクリーニングを実施し、カリンを見出した。第 2 章、第

3 章では、その詳細な作用機構を明らかにした。第 4 章では、内的要因の

改善として、乳酸菌 NTM048 を配合したチョコレートの免疫賦活効果を検証

した。  

 

第 2 章  カリン抽出物の抗インフルエンザウイルス活性  

 カリン(Chaenomeles sinensis)は、鎮咳や去痰作用といった薬効があり

果実部はカリン酒などに加工されて食される植物である。本研究ではカリ

ン 50％エタノール抽出物（ CSE50）および CSD3（CSE50 を DiaionHP20 カラ

ムで精製した 40％エタノール溶出画分）を用いて評価した。  

MDCK(Mardin-Darby canine kidney)細胞を用いたインフルエンザ感染中

和効果試験を実施したところ、A/Udorn/307/72（A 型） および B/Johan- 

nesburg/5/99（B 型)に対し、5 mg/ml の CSE50 で処理すると、感染価が非

処理ウイルスと比較して 10％以下まで低下した。また、 A/Chiba/1001/ 

2009(H1N1)pdm に対しては CSD3 を用いて効果を検証し、濃度依存的に感染

阻害効果が確認された。つまり、カリン抽出物のインフルエンザウイルス

感染阻害効果は型依存的ではないことが明らかになった。細胞レベルで効

果が確認できたため、続いてマウスを用いて① CSE50 投与後ウイルスを感

染（予防効果）②ウイルス感染後、 CSE50 を投与（治療効果）③ CSE50 処理

ウイルスを投与（感染阻害効果）における効果に関して検証した。③のケ

ースでは全頭生存が確認できたが、①②では効果が消失したことから、イ

ンフルエンザウイルスとカリン抽出物を直接作用させることが重要である

と考察される。また、感染阻害効果が高かった画分を分析したところ、エ
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ピカテキンを主体とした高分子ポリフェノールが多く含まれることが明ら

かになった。  

 

第 3 章  カリン抽出物によるインフルエンザウイルス感染阻害機構の解明  

インフルエンザウイルスの感染機構は、細胞への吸着、エンドソーム内

での膜融合、感染細胞核内でのウイルス mRNA とゲノム RNA の合成、細胞質

でのウイルスタンパク質合成、ウイルス粒子の形成・放出で成り立ってい

る。本章では、様々な濃度のカリン分画物 CSD3 をウイルスに作用させ、各

段階における感染阻害活性率を測定することで、詳細な感染阻害機構の解

明を試みた。Hemagglutination（HA）活性（吸着段階を模倣）及び

Hemolysis 活性（膜融合段階を模倣）、 MDCK 細胞への感染性を評価したと

ころ、CSD3 濃度が 0.5 mg/ml までの活性がほぼ一致していたが、1 mg/ml

では、非処理ウイルスと比較して HA 活性および Hemolysis 活性は 1/3 程度

に減少しているのに対して、感染性は 1/100 まで減少していた。続いて、

膜融合以降における阻害効果について、ウイルス RNA を定量することによ

り評価した。CSD3 で処理したウイルスを MDCK 細胞に吸着させ、細胞に結

合した NPvRNA 量を回収・定量することにより細胞結合能力を評価したとこ

ろ、1 mg/ml では上記同様 1/3 程度の結合能力であった。ウイルス感染 2

時間後の mRNA は、一次転写により産生された mRNA 量を反映しており、非

処理ウイルスと比較して 1/100 程度に減少しており、感染阻害率とほぼ一

致した。以上の結果は、インフルエンザウイルスに対する阻害活性がカリ

ン抽出物の濃度により大きく 2 期に分かれており、第 I 相（0～0.5 

mg/ml）は吸着段階を、第 II 相（0.5～5.0 mg/ml）では膜融合段階以降の

一次転写段階を阻害していることが示唆された。  
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電子顕微鏡観察により、カリン抽出物によりウイルスのエンベロープ膜

が傷つけられ、内部が透過されていることが明らかになった。このエンベ

ロープ膜の損傷が原因となり、膜融合から一次転写までの過程において何

らかの欠陥が生じたことが示唆された。  

 

第 4 章  Leconostoc mesenteroides NTM048 含有チョコレートの免疫機能

改善効果  

 次に、免疫機能の改善効果を目的として本研究を実施した。 NTM048 は、

エンドウ豆から単離された植物由来の乳酸菌であり、多糖類（ EPS）を菌体

外に大量に産生する。マウスを用いた研究により、 NTM048 を含む餌を 2 週

間投与すると、糞便中の IgA レベルが上昇すること、また NTM048 由来の

EPS を 3 週間投与したマウスでは CD3+T 細胞および CD4+T 細胞が増加するこ

とがそれぞれ確認されているが、ヒトにおける免疫賦活効果に関しては検

証されていなかった。  

そこで、本研究では、免疫機能が低下している成人健常者の免疫機能に

対する乳酸菌 NTM048（> 1.00×109 CFU /日）配合チョコレートの効果を評

価することを目的とし、無作為化二重盲検並行群間比較試験を実施した。

主要評価項目としては免疫力スコアを採用した。免疫力スコアは、 T 細胞

数・CD4+T／CD8+T 細胞比・ナイーブ T 細胞数・ナイーブ／メモリー T 細胞

比・B 細胞数・NK 細胞数・CD8+CD28+細胞数・T 細胞増殖係数の 8 項目を過

去の健康診断のデータベースをもとに 3 段階にスコア化し、算出できるも

のであり、総合的な免疫機能を測定することができる。被験食を 4 週間摂

取すると、対照群と比較して、NTM048 群の免疫力スコアの有意な上昇が観

察された。また、本研究において CD4+T 細胞などの T 細胞系の増加が確認

された。CD4+T 細胞はヘルパー T 細胞（Th 細胞）に属する細胞である。 Th
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細胞には、Th1 や Th2、Th17 が存在し、細胞性免疫、アレルギー性炎症、

感染防御などの免疫学的作用をもらす。本研究において Th1 細胞が産生す

る INF-γ量を測定したが、検出限界以下であった被験者が多く占めていた

ため有意な差は検出できなかった。   

また、NTM048 配合チョコレートの安全性を確認するため、身体測定・理学

検査、尿検査、末梢血液検査、アンケートによる自覚症状の調査を実施した。

摂取 4 週間後の間に有意な変動が認められる項目が散見されたが、医師によ

る診断では全員が健常者であると認められたことから、 NTM048 配合チョコ

レートの 4 週間の継続摂取は本試験条件下では安全な食品であるといえる。 

 

第５章  統括  

カリン抽出物は、インフルエンザウイルスの型に関係なく感染増殖過程

を阻害すること、またその阻害メカニズムはカリン抽出物の濃度により 2

期（第 I 相：吸着段階、第 II 相：膜融合段階から一次転写段階）存在する

ことが示唆された。第 I 相における阻害活性と比較し、第 II 相における阻

害活性は急激な感染率の低下を招いていた。カリン抽出物で処理するとウ

イルスのエンベロープ膜が傷つけられ、内部が透過することが電子顕微鏡

の観察で示唆されており、カリン抽出物による処理によりウイルスゲノム

が傷つけられ、劇的な感染低下を招くことが考察された。今後さらなる検

証後に、ヒトにおける臨床試験を実施し、インフルエンザウイルス感染阻

害効果に関して検証していくことを望む。 

第 4 章では、植物性乳酸菌である NTM048 を配合したチョコレートを免疫

機能が低めの健常者に 4 週間摂取すると免疫機能が活性化されること、ま

た NTM048 配合チョコレートは安全な食品であることが明らかになった。  
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 私の目標は、「食」を通じて人々の健康をサポートしていくことであるで

ある。その目標を達成すべく、インフルエンザウイルスなどの外的要因か

ら身を守るために「カリン」を見出し、そのインフルエンザウイルス感染

阻害効果とそのメカニズムの解明を行った。続いて、身体の内的要因の強

化という目的で「 NTM048」が配合されたチョコレートの免疫賦活効果を検

証した。今後も心身ともに健康となりうるような食品を提供できるよう研

究に取り組んでいきたい。  

 以上のように、毎年のように流行し、免疫機能が低下している人が感染

すると重症化する場合もあるインフルエンザウイルスに対して、感染を阻

害する効果がある可能性があること、またその作用機構の解明、および

NTM048 配合チョコレートを摂取することで免疫機能が活性化される可能性

が高いことを見出した。「人々が活き活きと心身ともに健康な生活」が送れ

ることを目指して、今後ともこれら機能性食品の研究が発展していくこと

を期待する。  
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