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緒 論

急速 な高齢化社 会 を迎 えつつ ある現在 、疾病 に対す る抵抗 力を増進 し、健康な生活

を維持す るため の手段 のひ とつ として生薬 に対す る関心が高 ま りをみせ ている。西洋

薬(合 成薬)は 、薬理作用が強 く、作用ベ ク トル の方 向が一定で ある。従 って、 ある

場合 には、病態 を速やか に治癒 に導 く。 しか し、 ときには、そ の強 い薬理作用が副作

用 とな り、 生体 に重篤 な影響 を及 ぼす。 これ に対 し生薬 は、マイル ドな薬理作用 しか

示 さな いが、生体 の恒 常性 に逆 うことがないため、副作用が ほ とん どない ことが知 ら

れ ている。 このよ うな生薬の特徴 は、西 洋医学が進歩す るに従 って、む しろ評価 が高

ま り、生薬の価値 が見 直されるひとつの要 因 となって いる(1)。

一方、市場 に流通 して いる医薬品の うち、合成薬は許認 可 され るまで に、薬事法で

定め られた複数のPhaseを ク リアー して きてい る。従 って、薬理作用や作用機序 につ

いて詳細な検討が行われて いる。 しか し、生薬 の有効性 を解 明す るのは、容易ではな

く、有効性 に関す る科学的見地か らの知見 は、質 、量 ともに合成薬 と比較 して不充分

で ある。近年 、生薬 の需要 が急激 に増加 してい る現状 を考慮す る と、有効性 に関す る

検討 を行 うことが急務 であ ると考 え られ る。生薬の有効性 を解 明す る ことが容易では

ない理 由と して以下 の ような事 が指摘 され る。

1:生 薬は、多数 の成分か らな る複合体 で あ り、それ らが複雑 に連携 しあって、効 果

を及 ぼ してい るため、作用 の解析が容易 ではない。

2:時 には同 じ生薬が 臨床 上にお いて逆 の作用 を示す ことや、生理機能が低下 した状

態 では じめて作用 が発現す る生薬 も認 め られる ことか ら、薬効 を評価す ることが

容 易ではない。

3:作 用がマイル ドで あるため、通 常の投与量で効 果 を確認す るのが難 しい。

4:生 薬 の品質が産地、収穫年度等で異な るため、一定 の力価 を持 った、生薬 を恒常

的に研究材料 と して、取 り扱 うことが難 しい。

おうぎ

本 研 究 で採 り上 げ る黄耆(AstragaliRadix)は 、漢 方 の要 薬 と して 、現 在 で も重

要 か つ 汎用 され て い る生 薬 の ひ とつ で あ るが 、第13改 正 日本 薬 局方 で は 、マ メ科 植 物

で あ るrAs紘aga1Hsmo㎎oゐ 〇五cusBUNGE又 はAstragalusmembranaceusBUNGS
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の根で あ る」 と規定 されてい る(2)。 含有成分 と して、 γ一Aminobutyricacid

(3),L-Canavanine(4)な どのアミノ酸、Calycosin,Formononetinな どのイソ

フラボノイ ド類(5、6)、Astragalosideな どのサポニ ン類(7-10)、Linolicacid

な どの脂 肪酸(11)、 葉酸(12)お よび精 油(13)な どが報告 されて いるが、薬効 との詳

細な関係 は明 らかではない。

黄耆 は、後漢 の時代 に作成 され た中国最古 の薬物書で ある 「神農本 草経」で上薬 と

して収載 されて い る(14)。 上薬は 「君で あ り、養命 をつかさ どり、無毒で、多服久

服 して も人を傷 め ることはない、軽身益気 、不老延年 を望む ものは これ を用 いる」 と

されて いる。 また、明の時代 に作成 された中国の薬物書 を代表す る名著 と言 われ る

「本草網 目(Chinesemateriamedica)」 を著 した李 時珍 は、 「耆 には長 の意義 が

ある。黄耆 は色が黄で補薬 の長」つ ま り、黄色 い色 を した最 上の補薬 と言 う意 味か ら

黄耆 とい う名称 がついた と記 してい る(15)。 補 薬 とは、体 力が衰えた病入等 に用

い、病態 に直接働 きか けるのではな く、生体 が本来保持 している、病態 に対す る抵抗

力を高 め る ことを 目的 とす る薬物であ るとされて いる(16)。 従 って、黄耆 は、抵抗

力、す なわち生体 防御能 を賦活化 させ る効 果を有 して いる可能性 が推 測で きる。 しか

し、その科学 的証 明はなされて いな い。

近年 、生体 防御 系をは じめ とす る生体機能 を賦活化 させ る薬物が生物学的応答修飾

剤(Biologicalresponsemodifier:BRM)と 称 され 、癌治療等 の分野で、新 しい治療

薬 として注 目を集 めて いる(17)。 その中には、イ ンター フェロンやサイ トカイ ンな

どの生体 内物質やKrestin(PSK)やLentinanな どの天然物 由来成分が含 まれて いる。

以上の様 な観点 か ら、本研究 では、黄耆が生体 防御系 を賦活化 させ る効果 を有 して

いる ことを証 明す ることを目的 として、生体 内で増殖す る異物で あるウィル スに着 目

し、 日本脳炎 ウ ィルス(Japaneseencephalitisviru.s:JEV)の 感染 に対す る防御効

果 を指標 として以下 の検 討 を行 った。

第一章 では、JEVの 感染 に対す る黄耆 の生体防御効 果 と作用機序 につ いて、マ ウス

を用 い、腹腔 内投与 による実験系 によ り検 討 した。

生薬類 は、種 々の疾病 に対す る予防お よび治 療薬 として汎用 されて いるが、 ほとん

どが経 口的 に投与 されて いる。本研究で取 り上げ る黄耆 も例外 ではな く、漢方で は主

に、煎剤 として経 口的 に服用 されて いる。そ こで第 二章では、JEVの 感染 に対す る黄
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耆 の経 口投 与 による防御効果 と作用機序 につ いて検討 した。 また本章で は併せて、複

数成分がそ の効果 を有 して いることを示すため、黄耆 中に含 まれているJEVの 感染 に

対 し生体 防御効果 を示す物質 の検索 を試 みた。

ウィル スの感 染に対す る生体 防御機構 として種 々のものが考 え られて いるが、JEV

などViremia(ウ ィルス血症)を お こす タイプ のウ ィル スに対 して は、IgM,IgGな ど

の中和抗体 による防御が特 に有効 である と考 え られて いる(1s-2a)。 そ こで、第三

章 では、マウスのlgM抗 体 産生能 に及ぼす黄耆 の効 果 について検討 した 。IgM抗 体

は、異物 の侵入後、比較的早期 に産生 され る ことや、微量の異物抗原に対 しても産生

されやす い ことか ら、異物 の侵入 に対す る初期生体防御系 に重要な役割 を果 た してい

る ことが知 られてい る(21)。 また本章 では併せて、複数成分 の存在 を明 らかにす る

ため、黄耆 中に含 まれて いる経 口投与でマ ウスのIgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る物質

の分画 を試みた 。
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本 論

第 一 章 日 本 脳 炎 ウ ィ ル ス の 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果

一腹 腔 内 投 与 に よ る 効 果 一

第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果

1:緒 言

本章で は、 日本脳 炎 ウィルス(Japaneseencephalitisvirus:JEV)の 感染 に対す

る生体防御効果 につ いて、マウス を用 い、腹腔 内投与 による実験系 を設定 して検討 し

た。

JEVは 、直径 約40-50㎜ の外被膜(エ ンベ ロー プ)を 有 す るRNA型 の球状 ウィル

スで あ り、外被膜 の表 面 に、血球凝集抗原 と考 え られ るスパイ ク様構造 を有 して いる

(22)。 化 学成 分は、 タンパ ク質30～35%、RNA7%、 脂質55～60%で 、RNAの 分子量 は

2×106daltonで ある。 また、感染可能な宿主域 は、 ヒ ト、ウマ、ウ シ、イヌ、 トリ、

マ ウスな ど、きわめて広 い範囲におよんでいる(23)。

本節で は、JEVを 接種 したマウスの生存率 に及ぼす効果 を指標 として、腹腔 内投与

による生体 防御効果 につ いて検 討 した。また、生薬 は産地や収穫時期(ロ ッ ト)の 違

いによ り品質 が異な る ことが報告 されて いる ことか ら(24-26)、 本 節では、 ロッ トが

異 なる4種 類 の黄耆 について検 討 を行 い、JEVの 感染 に対す る生体 防御効 果を指標 と

した品質 について も考察 した。

2:材 料 お よ び 実 験 方 法

鐡

BHK-21細 胞,L-929細 胞 およびVero細 胞は、す べて大 阪府 立公衆衛 生研 究所で継

代 、維持 してい る株 を使用 した。

幽

牛血清 アルブ ミン(BSAFractionV)は 、Sigma社(ST.Louis,ア メ リカ)か ら

購入 した 。Eagle基 本培地 は、 日研 生物 医学研究所(大 阪)か ら購入 した。他 の試 薬

はすべて 、和光純 薬工業製、関東化 学(東 京)製 、米 山薬品工業(大 阪)製 、Sigma
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社製 または片 山化学製 の特級 を用 いた。また、実験 に使用 した水 は、す べて脱イオ ン

蒸留水 を使用 した。

JEV

JEVは 、上羽 昇博士(大 阪府立公衆衛 生研究所)か ら分与 された株(JaTH-

160strain)を 使用 した。JEV(凍 結保存株)は 、乳飲 みマウス(ddYstrain)の 脳 内で

6回 にわた り継代 した後、常法 によ り10%乳 剤 とした。JEVの 力価 を、Plaqueassay

法(27)に よ り測定 した と ころ、1×107PFU/m1で あった。

遡

ICR系(雄)マ ウス を 日本チ ャールズ リバー(横 浜)か ら購入 した。マウスは、7

日間にわた り大 阪府立公衆衛 生研究所 動物 舎内で予備飼育 した後(25±2℃)、 実

験 に使 用 した。なお、実験 には、5週 齢 のマウス(体 重:25～30g)を 使用 した。

齟

4種 類の黄耆(日 本薬局方品、平成4年 大阪市場品)(Fig.1-1)を 三 国株式会社(大

阪)か ら購入 し、実験 に使用 した。各試料 の産地 および外観的特徴 は、以下 のとお り

で ある。

試料A:中 国山西省(Shanhsi)産 、1.3～0.7×20㎝ 、直根

試料B:中 国河 北省(Hope)産 、1.2～0.7×18cm、 直根

試料C:中 国陜西省(Hsiahsi)産 、0.8～0.6×12cm、 直根

試料D:北 海道(Hokkaido)産 、0.2～0.6×15cm、 分枝 の多い短根

黄耆 工キス(AE)の 調製方法

AEの 調製は、Fig.1-2に 示す方法 に従 って行 った。す なわ ち、粉砕 した試料

(100g)に 蒸留水(1000ml)を 加 え、水浴 中(80℃)で2時 間抽 出 した。抽出液 を

ろ過 した後 、ろ液 を40℃ で約1/5容 量 にな るまで減圧濃縮 した。つぎに、濃縮液 をメ

タ ノー ル中(2000m1)に 滴下 し、沈殿 を生 じさせ た。沈殿 を採取 し、蒸留水

(100m1)に 再溶解 した後 、3日 間 、流水透析(Spectrum透 析チ ュー ブCut-off:

3500使 用)を 行 った。そ して、透析 内液 を凍結乾燥 した もの をAEと して以下 の実験

に使 用 した。各試料か らのエ キス抽 出率は、以下 のとお りで ある。

試料A:3.82%,試 料B:2.86%,試 料C:2.74%,試 料D:5.86%
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Fig.1-1Samples

AstragaliRadix(100g)

extractedwithhotwater(80°C,2hr,1000m1)

concentratedtoone-fifthitsoriginalquantity

precipitatedwithMcOH(2000m1)

dialysisagainstwater{3d.)

AstragaliRadixextract(AE)

Fig.1-2PreparationofAstragaliRadixExtract(AE}

JEVの 感 染に対す る黄耆 の生体 防御効果

JEVの 感染 に対す る黄耆 の生体防御効果は、Fig.1-3に 示す方法 に従 って検討 し

た。各AEをPBS(pH7.0)に 溶解 した液(30㎎/m1)を ッベル ク リン用注射筒 を用

い、マ ウスの腹腔 内に投 与 した(6㎎/マ ウス)。Control群 のマ ウスには、PBSを

投与 した 。AEを 投 与 した翌 日、0.28%のBSAを 含むTris-HC1緩 衝 液(pH7.4)で 希

釈 したJEV(約10PFU)を マウスの腹腔 内に接種 し、以後21日 間 にわた りマウスの

生存率 の変動 を観察 した。なお、本実験で は、1群 あた り、20匹 のマ ウス を使用 し

た。また、実験 期間 中、マ ウスには飼料(オ リエ ンタル酵母社製、Laboratory

chowMF)お よび水 を 自由に摂取 させ た。
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Fig.1-3SchematicScheduleforExperiment

y

各AE投 与群 およびControl群 のマ ウスの生存率 につ いて、Logrank法(28)を 用

い、生存検定 を行 った。なお、本実験 では、p<0.05以 下 の レベル を有意差 あ りと判定

した。

3:結 果

マウス の生存 率 に及 ぼすAEの 効 果

各AEを マ ウス に投与 した翌 日、JEVを マ ウス の腹腔 内 に接種(10PFU)し 、以後21

日間 にわた り生存率 の変動 を観察 した(Fig.1-4)。 なお、AEの 投与量は、3種 類 の培養

細胞(BHK-21,L-929,Vero)に 対す る毒性試験 の結果 に基づ いて設定 した

(6㎎/マ ウス)。Controー で は、JEV擁 後、7日 目か ら16日 目にか けて生存率 の

急激な低下が認 め られ た。 しか し、各AEを 投 与 した群で はいずれ も、生存率の急激

な低下 は確認 されず 、すべて のAEにJEVを 接種 してか ら21日 後 におけるマ ウスの生

存率 をContro1群 と比較 して有意 に高 める効果 が確認 された(試 料A:p<0.01,試 料

B:p<0.05,試 料C:p〈0.05,試 料D:p〈0.01)。 しか し、AEの 違 いによ り、マ ウスの

生存率 に及 ぼす効 果 に差が認 め られ た。す なわち、試料Aま たはDの エキスを投与 し

た群で は、JEVを 接種 してか ら、21日 後 の生存率が80%以 上であったが 、試料Bま た

はCの エキス を投与 した群 では、60%程 度 の生存率で あった。各AE投 与群の間で生存

検定 を行 った と ころ、試料Dエ キス投 与群 と試 料Cエ キス投与群 の間に有意な差 が確

認 され た(p<0.05)。

一7一



ε

§

窶

藷

isZo

Daysaftervirusinoculation(days)

Fig.1-4EffectofAEonSurvivalRateinMice
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4:考 察

産地 が異な る4種 類 の黄耆 を試料 として用 い、JEVの 感染 に対す る生体 防御効果 に

つ いて検 討 した ところ、すべ ての試料 に有意な生体 防御効 果が確認 された。 しか し、

試料 によ り生体 防御 に及ぼす定量的効果 に差が認め られた。

黄耆 は一般 に、径 の太 い ものほ ど良品 とされて いる。本邦で使用 されて いる黄耆 の

うち、大 部分 を輸入 してい る中国では、径 の太 さによ り等級 を定 め、黄耆 の選別 を

行 って いる(15、29)。 また、第13改 正 日本薬局方では根径 の太 さによる規格

(0.7-2.Ocm)が 設定 され ている(2)。JEVの 感染 に対す る黄耆 の生体 防御効果 と

根径 の太 さの関係 について検討 した ところ、実験 に使用 した4種 類 の黄耆 の 中で、最

も径が細 い、北海道 産 の黄耆(試 料D)がJEVの 感染 に対 し、最 も高い生体 防御効果

を示 し、 生体 防御効 果 と根径の太 さの間 に相 関関係 を確認す る ことはできなかった。

根径 の太 さ と品質 の関係 については、姉帯(30)お よび高橋(31)ら も、根径の太

さが異な る黄耆 の γ一Aminobutyricacid、 イ ソフラボ ノイ ド、ブタ ノールエキスな

ど、黄耆 の理化 学的 品質評価 の指 標成 分 の含 量を測定 し、相 関関係が認め られな い こ

とか ら 「太 い黄耆 ほど良品で ある。」 と言 う従来 の選 品基準 に疑 問を投 げか けて い

る。本節 にお け る結果 も上記 の報 告 と同様 、従来 か ら行 われて いる、根径 の太 さによ

る選品だ けで は黄耆 の品質 を正 し く評価 で きない ことを示す もので ある。
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第 二 節JEVの 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果 の 作 用 機 序

1:緒 言

近年 、生薬や 漢方エキス製 剤がウ ィルスの感染 に対 して生体 防御効 果 を示す ことが

明 らか にされて いるが、その作用 は、 ウィルス に対す る直接的な効 果ではな く、宿主

の生体 防御能 を高 める ことによる、 いわば間接 的な作用 によるもので ある と考 え られ

てい る。た とえば、四逆湯 は、単純ヘルペス ウィルス(Herpessimplexviruses

Type1)の 感 染 に対 し、CD8+Tcellを 活性化 させ る ことによ り、生体 防御効果 を示す

ことや(32)、 桂枝二越婢湯が、イ ンフルエ ンザ ウィル ス(lnfluenzav血1s)の 感

染 に対 し、イ ンター フェ ロンの産 生な ど種 々 の生体 防御機構 を活性化 させ ることによ

り、抗 ウ ィルス効果 を示す ことが報告 されて いる(33)。 また、Nagaiら は、小青竜

湯 がlgAお よびlgG抗 体産生能 を賦活化 させ る ことによ りイ ンフルエ ンザ ウ ィルス

(lnfluenzavirusA/PR/8/34)の 感染 に対 して防御効果 を示す ことを明 らか にして

いる(34)。 さ らに、薬用人参(Panaxginseng)は 、抗体産生能増強効果、マク ロ

ファー ジの貪食能亢進作用、TNF産 生増強効果、網 内系貪食能亢進作用お よびNK細

胞賦活化 効果な ど生体 防御系 に対 して種 々の賦活化効 果 を示すが(35-40)、JEVの

感染 に対 して も生体 防御効 果 を示す ことが報告 されて いる(41)。

第一節 における検討 か ら、黄耆 は、JEVの 感染 に対 して腹腔 内投 与 によ り、生体防

御効果 を示す ことが明 らか となった。本 節では、JEVの 感染 に対す る防御効果 の作用

機序 について検 討 した。

2:実 験 方 法

U/

Hemagglutinationinhibition(HI)抗 原 は 、 デ ンカ 生研(大 阪)か ら購 入 した 。

SuperQxidedismutase(SOD),Lucigenin,BSA,Zymosanお よびEggalbumine

は、Sigma社 か ら購 入 した 。牛 胎 児 血 清(FBS)、 牛 血 清 、RPMI-1640培 地 お よび

Eagle基 本 培地 は 、 日研 生物 医 学研 究 所(大 阪)か ら購 入 した 。 蛍光 ラテ ック ス ビー

ズ(粒 径0.75μm)は 、 フナ コ シ株 式 会 社(東 京)か ら購 入 した 。May-Gruenwald

お よびGiemsa溶 液 は 、 関東 化 学 か ら購 入 した 。 ま た 、赤 血 球 凝 集 抑 制 試 験 に使 用 す

る赤 血 球 は、 ニ ワ トリの1日 ビナ の 血 液 か ら調 製 した 。 他 の試 薬 はす べ て 、和 光 純 薬

一9一



工業製 、関東化 学製、米 山薬 品工業製 または片山化 学製 の特級 を用 いた。 また実験 に

使用 した水は、すべて脱イ オン蒸留水 を用 いた。

Cultureプ レー ト、 シャー レ

赤血球 凝集抑制試験で使用す る96穴Cultureプ レー トおよび シャー レ

(60×15mm)は 、BectonDiknson社 製(NewJersey,U.S.A.)の ものを使用 し

た。

試料 工キス(AE)

第 一節 にお ける実験で使用 した4種 類の黄耆 の うち、JEVの 感染 に対 して最 も高 い

生体 防御 効果 を示 した試料D(北 海道産)か ら抽 出 したAEを 実験 に使用 した。

一

第一節 と同 じものを使用 した。

AEのinvitroに お ける抗JEV効 果

Kimuraら の方 法(27)に 従 ってinvitroに お ける抗JEV効 果 を検討 した。すなわ

ち、0.28%のBSAを 含 むTris-HCI緩 衝液 で希釈 したJEV(1×106PFU/m1)とPBSで 希

釈 したAE(30㎎/ml)の 等容量 を混合 し、37℃ で1時 間放 置 した。その後、混合溶液

をBHK-21細 胞 に接 種 し、37℃(5%CO2 .Eagle基 夲培地)で48時 間培養 した後 、

BHK-21細 胞 上に形成 され るPlaque数 を指標 と し、AEの 抗JEV効 果 を検 討 した。な

お、実験 には、1群 あた り4枚 のシャー レ(60x15mm)を 使用 した。

赤血球凝集抑制試 験法(HI試 験)

HI抗 体価 を赤血 球凝集抑制試験 によ り測定 した(42)。96穴 のCultureプ レー トに

1%Eggalbuminを 含 むホウ酸緩衝溶液(pH9.0)で 希釈 したHI抗 原 と、 アセ トン処

理 したマ ウスの血清 をPBSで 希釈 した液 を加 えて混和 し、4℃ で15時 間放置 した。混

合溶液 に、ニ ワ トリの1日 ビナ の赤血球 を加 え、赤血球 の凝集 を指標 として、HI抗 体

価 を測定 した。なお、赤血球 の凝集 を阻止 した最大 の血 清希釈 倍率をHI抗 体価 と し

た。また、実験 は、それぞれ2連 で行 い、そ の平均値で抗体価 を示 した。

マウスの腹腔内細胞(Peritonealexu.datecel1:PEC)数 の測定

PEC数 の測定 は、Robertら の方法 に準 じて行 った(43)。 す なわち、マウス を断

頭 によ り放 血致 死 させた後、腹腔内 に4℃ に冷却 した0.1%BSAを 含 むPBS溶 液

(20m1)を 注射筒(テ ルモ シ リンジSS20ES,注 射針:テ ルモ カテ ラン針23G×60)を
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用 いて注入 した。マ ウスの腹部 を1分 間、マ ッサー ジ した後 、腹腔内液 を回収 し、

Barker-Turkの 血球計測盤 を用 い、細胞 数 を測定 した。なお、実験 には、1群3匹 の

マウスを使用 した。

PECのCellpopulationの 検討

PECのCellpopulationは 、May-Giemsa染 色法 によ り検 討 した(44)。PECを 牛

血 清中に浮遊 させ た後(2×106cell/m1)、 ス ライ ドガ ラス上 に塗抹 した。塗抹 した

細胞 をMay-Gruenwald溶 液で2分 間染色 し、蒸留水で洗浄後 、PBSで 希釈 した

Giemsa溶 液(×50)で 再度、20分 間染色 した。蒸留水 で再度洗 浄後 、光学顕微

鏡(OLYMPUS社 製,BX50,×600倍)で 観察 し、細胞質お よび核 の染色状態か ら細

胞 の種類 を検 討 した。

PECの 活性酸 素産 生能 の測定

PECの 活性酸 素産生能 は、Lucigeninと 活性酸 素の反応 によ り生 じる化学発光 を測

定す る ことによ り検 討 した。1群3匹 のマ ウス か ら得 られたPECを プール し、実験 に使

用 した 。3%のBSAを 含 むRPMI-1640培 地 を用 いて調製 したPEC溶 液(4×1◎5個/

m1)1m1中 にLucigenin溶 液(5mM)5μ1を 添加 した。20℃ の恒温層 中で10分 間放

置 した後 、Zymosan溶 液(10mg/m1)10μ1を 添加 し、Lucigeninと 活性酸 素が反応

して生 じる化学発光 を140分 間にわた り、液体 シンチ レー ションカウ ンター

(HewlettPackard社 製,HP2000TRI-CARB)で 測定 した。なお、本実験 における

化 学発 光がスーパ ーオキ シ ドによるもので ある ことを、SODを 用 いた検 討 によ り確認

した。

腹腔マ クロフ ァー ジの精製

マ クロフ ァー ジの精製 は、付着法 によ り行 った(45)。1群3匹 のマ ウスの腹腔 内

か ら得 られたPECを プール し、実験 に使 用 した。RPMI-1640培 地 を用 いて調製 した

PEC溶 液 をポ リスチ レン製 のシャー レ(60rnm×15mm)に 分注 し、CO2イ ンキュ

ベーター(37℃ 、5%CO2)内 に1時 間靜置 した。RPMI-1640培 地 と浮遊細胞 を吸引

除去 した後、PBS溶 液 で シャー レを洗浄 した。2.5mMEDTA/PBS溶 液 を添加 し、20

分間氷冷 した後 、パス トゥール ピペ ッ トで フラッシュ し、付着細胞 をは く離 させ た。

は く離 させた細胞 をPBSで 洗浄 した後、実験 に使用 した。

PECお よび腹腔マ ク ロフ ァー ジの貪食能 の測定
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貪 食能 の測定 は、蛍光 ラテ ックス ビーズ を用 いる方 法 によ り行 った(46)。10%

のFBSを 含むRPMI-1640培 地 を用 いて調製 した蛍光 ラテ ックス ビーズ懸濁液(200倍

希釈)1.5m1中 に同培地 を用 いて調製 した細胞浮遊液(1×106個/m1)0.4m1を 加

え、37℃ の恒 温層 中で振 とう しなが ら、3時 間放置 した。細胞 をPBS溶 液 で3回 洗浄 し

た後 、2.5%ホ ル ムアルデ ヒ ド/PBS溶 液500μ1で 細胞 を固定 し、 フローサ イ トメ ト

リー(BectonDicknson社 製,FACScan,Consort30)を 用 いて、細胞 の蛍光 ビー ズ

貪食能 を測定 した。

鑑

ウ

本 節 に お け る実 験 の結 果 は 、Studentsのt検 定 を用 いて 解 析 した 。 な お 、 本 実 験

で は 、p〈0.05以 下 の レベル を有 意 差 あ りと判 断 した 。

3:結 果

AEのinvitroに お け る抗JEV効 果

Plaqueassay法 によ りinvitroに お け るAEの 抗JEV効 果 につ いて検 討 した

(Table1-1)。AE処 理 群 とContro1群 の 問 にPlaque数 の有 意 な差 は 確 認 され ず 、AE

にJEVを 直接 的 に不 活化 させ る効 果 は確 認 で きな か った 。

Tablel-1AntiviralEffectofAEinvitro

SamplePFLJ(106/ml)

Control1.63±0.34

Astragalus2.08±0.41

Eachvaluerepresentsthemean±S.E.of4dishes.

JEVを して かX21菰 に し い マ ス のHI

Fig.1-4の 実 験 にお いて 、JEvを 接 種 してか ら21日 後 に生 存 して いた マ ウ ス のHI抗

体 価 を測 定 した 。Contro1群 お よ びAE投 与 群 の生 存 して い るす べ て のマ ウ ス に、 抗 体

価 の 上昇 は 認 め られ な か った(Fig.1-5)。
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マウス にJEVを 接種 した後(10PFU/マ ウス)、 経 日的な血 中ウィルス量 とHI抗 体

価 の変 動 につ いて検討 した(Fig.1-6)。JEVを 接種 した翌 日には、すべ てのマウス

の血 中にJEVが 認め られ、3日 後 には、HI抗 体価 の上昇が確認 された。
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PEC数 の増加 に及 ぼすAEの 効果

マウスのPEc数 の増加 に及 ぼすAEの 効 果ついて検討 した(Fig.1-7)。AEを 投 与 し

たマウスのPEC数 は、PBSを 投 与 したContro1群 のマウス と比較 して有意 に増加 して

いた(p〈0.001)。 また、AEの 投与量 につ いて検 討 した ところ、用量依存的 にPEC

数の増加 に効果 を及 ぼす ことが明 らか とな った。(Fig.1-8)。 しか し、12.Omg投 与

群 では、AEを 投与 した後、マウスの体重 が極端 に減少す るな ど、明 らか に毒性 が認

め られ た 。
(x106)

5

9

04羣

馨、
U

O

葦・
繧

z1

0

***

controlAstragalus

Fig.1-7EffectofAEonPECNumber

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.of3mice.

Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.001(***).

膨:Macrophage,■:Neutrophil,口:Others
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§。龕

H

m
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Fig.1-8EffectofVariousDosesofAEonPECNumber

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofsmice.
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PECのCellbobulation

AEを 投 与 した マ ウス の腹 腔 内 に観 察 され るPECのCellpopulationに つ いて検 討 し

た(Fig.1-7)。AEを 投 与 した マ ウス のPECは 、好 中球 お よ びマ ク ロ フ ァー ジの割 合

がContro1と 比 較 して高 か った が 、 好 酸 球 、好 塩 基 球 、 リ ンパ 球 お よ び肥 満 細 胞 は 、

ほ とん ど確 認 す る ことが で き な か った(Fig.1-9)。

Fig.1-9PeritonealExudateCell

活性酸 素産生能 に及ぼすAEの 効果

AEを 投与 したマウスか ら得 られたPECの 活性酸素産 生能 について検討 した。AEを

投与 したマウスか ら得 られたPECは 、Contro1群 のマウスか ら得 られ た細胞 と比較 し

て、高 い活性酸 素産 生能 を示 し、 またSODに よる処理 を行 った ところ、その活性 は完

全 に消 失 した(Fig.1-10)。
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PECお よび腹腔マ クロフ ァー ジの貪食能 に及 ぼすAEの 効果

AEを 投 与 したマウスか ら得 られ たPECお よび腹腔 マクロフ ァー ジの貪食能 につ い

て検討 した。AEを 投与 したマ ウスか ら得 られ たPECは 、Contro群 のマ ウスか ら得 ら

れ たPECと 比較 して、貪食能が有意 に増強 していた(Table1-2)(Fig.1-11)。

また、PECか ら腹腔 マク ロフ ァー ジを精製 し、貪 食能 を比較 した ところ、AEを 投

与 したマ ウスか ら得 られたマク ロファー ジは、Contro1と 比較 して若干高 い貪食能 を

示 した(Table1-2)(Fig.1-12)。

なお、 フローサイートメ トリー のサイ トグ ラム(前 方散乱 、側方散乱)で 顆粒球領域

をゲー テ ィング し、AEを 投与 したマウスか ら得 られ た細胞 とControl群 のマウス か ら

得 られ た細胞 の貪食能 を比較 したが、両者 の間 に有意 な差 は確認 できなかった。

Tablel-2PercentageofPhagocyticCell

Phagocytosis(%)

PEC Macrophage

Control

Astragalus

51.0±2.5 81.5±10.8

76.7±1.4***89.8±7.8

***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0 .001

a)PECareadsorbedonasurfaceofpolystyrene

Allvaluesrepresentthemean±S.E.(n=3)

AEwas軻ectedintraperitoneallyinmice
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4:考 察

第一・節 における検討 か ら、黄耆 は、JEVの 感染 に対 して腹腔 内投 与 によ り、有意な

生体 防御効果 を示す ことが明 らか とな ったので、本節では、防御効果 の作用機序 につ

いて検 討 した。 まず、AEの 直接的な抗JEV効 果 について検討 したが、JEVを 直接的 に

不活化 させ る効果 は確認で きなか った。そ こでつぎに、JEVを 接種 してか ら21日 後 に

生存 して いるマ ウスの抗体価 をHI試 験 によ り測定 した。HI試 験 は、IgG,IgMお よび

IgAの 画分 に存在す る、赤血球凝集 阻止抗体(HI抗 体)を 測 定す る方 法で、抗原 に対

す る特異性 が高い ことか ら、従来 よ りウィルス に対す る血 中抗体検査法 のひ とつ と し

て広 く用 い られて いる方法 であ る。 しか し、JEVを 接種 してか ら21日 後 に生存 して い

るすべ てのマ ウス に抗体価 の上昇は、認 め られなか った。 ここで、マ ウスにJEVを 接
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種 した時 の経 日的 な血 中ウィルス量 と抗体価 の変動 につ いて検 討 した と ころ、JEVを

接種 した翌 日には、血 中にウィル スが観察 され、3日 後 には抗体価 の上昇が認め られ

る ことが確認 された。

生体 に侵入 した異物 に対 しては、時間的な間隙がお こらないよ うに、多 くの生体 防

御 因子が連続 的に働 くことが知 られ ているが(47)、JEVな どViremia(ウ ィルス血

症)を お こす タイ プのウ ィル スの感染 に対す る防御 は、 中和抗体 によるものが主で あ

る と考 え られ ている(is-Zo)。 しか し、 これ らの結果 か ら、JEVの 感染 に対する黄

耆 の腹腔 内投 与 による生体防御効果 には、 中和抗体 以外の防御 因子が主 に関与 してい

る可能性 が示唆 された。

マクロフ ァー ジや好 中球な どの食細胞は、貪食作用 を示す ことか ら、異物 の侵入 に

対す る初期 防御 に重要な役割 を果た して いる ことが知 られて いる。本実験では、マ ウ

スの腹腔 内 にJEVを 接種 して いることか ら、JEVの 感染 に対す る生体 防御効果 には 、

マク ロフ ァージや好 中球 な どのPECが 関与 しているのではないか と考 え、次に、PEC

の機能 に及ぼすAEの 効 果について検討 した。

AEを 投 与 した群 のマウスのPEC数 は、Contro1群 のマウス と比較 して、有意 に増加

していた。PECのCellpopulationに ついて検討 した ところ、マク ロファージ と好 中球

が高い割合 を占めた。AEを 投 与す る ことによ り、 これ らの食細胞 が腹腔内に誘導 さ

れて くる ことが推測 され た。また、AEを 投 与 したマ ウスか ら得 られ たPECは 、

Contro1群 のマウスか ら得 られた細胞 と比較 して、高い活性酸 素産生能 を示 した。活

性酸素は、マ クロフ ァー ジや好 中球 の活性化 の指標で あ り(48)、 殺菌効 果 を示す こ

とか ら、細菌や ウ ィルスな どの侵入 に対す る初期 防御 に有効 な役割 をはた してい るこ

とが知 られて いる(49、50)。 さ らに、AEを 投与 した群 のマウスか ら得 られ たPEC

は、Contro1群 のマ ウス か ら得 られたPECと 比較 して有意 な貪食能 を示す ことが明 ら

か とな った 。

以上 の結果か ら、JEVの 感 染に対す る黄耆 の腹腔 内投与 による生体 防御効果 には中

和抗体以外 の防御 因子 が主 に働 いてお り、マク ロファー ジや好 中球な どの貪食細胞が

関与 して いる可能性 が明 らか とな った。

補体系が活性化 されて生 じる、補体第5成 分お よび第3成 分 由来 の因子 は、マ ク ロ

フ ァー ジや好 中球 な どの走化 性および貪食能 を高 める ことが知 られてい る(51)。 補
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体系を活性化させる物質として種々のものが明 らかにされているが(51)、 黄耆の熱

水抽出エキスもまた、腹腔内投与によ りマウスの補体第二経路を活性化することが

Wa㎎ らにより報告されている(52)。 本節における実験で、AEを 投与したマウス

にPEC数 の増加およびPECの 貪食能の増強が認められたのは、補体第二経路の活性化

を介 した機序による可能性が高いものと考え られる。

第 三 節 小 括

本章では、JEVの 感染に対す る黄耆の腹腔内投与による生体防御効果 と作用機序に

ついて検討 し、以下の結論を得た。

1:黄 耆の腹腔内投与は、JEVの 感染に対して有意な生体防御効果 を示す ことが明 ら

か となった。しかし、産地等の違いによ り防御効果に量的な差が認められた。

2:JEVの 感染に対する黄耆の生体防御作用の機序 として、中和抗体以外の防御因子

が主に働 いてお り、マクロファージや好 中球などの食細胞系が関与している可能

性が明 らかとなった。
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第 二 章JEVの 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果

一経 口 投 与 に よ る 効 果 一

第 一 節JEVの 感 染 に 対 す る 黄 耆 の 生 体 防 御 効 果

1:緒 言

第一章 におけ る検 討か ら、黄耆 は、JEVの 感染 に対 して腹 腔 内投与 によ り、生体 防

御効果 を示す ことが明 らか とな った。現在 、生薬類 は、一部 の外用剤 に配合 され てい

る ものを除 いて ほ とん どが、経 口的 に服用 され ている。本研究 で取 り上げ る黄耆 も例

外 ではな く、漢方で は主 に、煎剤 と して適用 されてい る。

本 節で は、JEVを 接種 したマウスの生存率 に及 ぼす効果 を指標 と して、経 口投与 に

よ る生体 防御効 果 につ いて検討 した。

2:材 料 お よ び 実 験 方 法

化合物 、JEV、 マウス

第一章 と同 じものを用 いた。

試料 工キス(AE)

第一章 第二節 と同じもの(試 料Dか ら抽 出)を 用 いた。

JEVの 感 染 に対す る黄耆 の生体防御効果

JEVの 感染 に対す る黄耆 の生体 防御効果は、Fig.2-1に 示す方法 に従 って検討 し

た。AEをPBS(pH7.0)に 溶(12mg/ml)し た液 を5日 間にわた り、::回 、胃

ゾンデ を用 い、マ ウス に経 口投 与 した(0.1m1/マ ウス ×5日)。Control群 のマウス

には、PBSの み を投与 した。AEお よびPBSを 最終投与 した翌 日、0.28%のBSAを 含 む

Tris-HCI衝 液(pH7.4)で 希釈 したJEV(約10PFU)を ツベル ク リン用注射筒(テ

ル モシ リンジSB26G×1/2)を 用い、マウス の腹腔 内に接種 し、以後25日 間にわ た り

マウス の生存 率 の変動 を観察 した。なお、本実験で は、1群 あた り、20匹 のマ ウス を

使用 した 。 また実験 中、マ ウス には飼料お よび水 を自由に摂取 させた。

SJe

マ ウス の生存率 につ いて 、Cox-Mantel法(28)を 用 い、生存検定 を行 った。な

お 、本実験 では、p<0.05以 下 のレベル を有意差 あ りと判 断 した。
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一5-4

Fig.2-1SchematicScheduleforExperiment

3:結 果

マウスの生存率 に及ぼす効 果

AEを5日 間 にわ た り、マウスに経 口投与 した翌 日、JEVを 腹腔 内 に接種 し

(10PFU/マ ウス)、 以後、25日 間 にわた り生存率 の変動 を観察 した。JEV接 種後、

8日 目か ら、生存率 の低下 が観察 された(Fig.2-2)。JEvを 接種 してか ら25日 後 の

Control群 の生存率 は20%で あった。 これ に対 し、AEを 投与 した群 の生存率は、30%

であった。マウスの平 均生存 日数は、Control群 よ り、AEを 投与 した群 の方が長か っ

た(Tablet-1)。 また、Cox-Mantel法 によ り、生存検 定 を行 った ところ、AE投 与群 と

Control群 の間に有意 な差(p<0.05)が 確認 され 、JEVの 感染 に対 し、AEが 経 口投 与

で も有意な生体 防御効果 を示す ことが明 らか とな った 。

100

80

§

§霑
60

羣'匿

房翻

20

0510152025

DaysafterJEVi皿oculation(day)

Fig.2-2EffectofAEonSurvivalRateinMice

O,Controlgroup;■,thegroupadministeredAE

一21一



Table2-1ProtectiveeffectofAEagainstJEVInfection

No.。fmi㏄MSD(d)a)Survival,at。(%)b)

Control 20

Astragalus*ZU

>12.8

>14.2

20

30

a)Meansurvivaldaysduringthe25-dexperimentalperiod.
b)Survivalrateat25dafterJEVinoculation.
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*),

4:考 察

第一章 におけ る検 討か ら、黄耆 はJEVの 感染 に対 してウ ィルス接種前に腹腔内投与

す る こと によ り生体 防御効 果 を示す ことが明 らか となった。 さ らに、本章 、第一節 に

おける検 討か ら、黄耆 は経 口投与で もJEVの 感染 に対 して有意な予防効果 を示す こと

.が明 らか とな った。

生薬や 漢方 エキス製剤 がウィル スの感染 に対 し、予防的な投与 によ り防御効果 を示

す ことが 明 らかに されている。た とえば、漢方で黄耆 と同 じ様 に用 い られ ている薬用

人参(Panaxginseng)は 、JEV(Jath-160strain)の 感 染 に対 してウ ィルス接種 前

の投与 によ り、生体 防御効果 を示す ことが報告 されて いる(41)。 また、イ ンフルエ

ンザ ウィルス(A/Osaka/5/70(H3)strain)の 感染 に対 して麻黄附子 細辛湯は、初期

の感染 防御能 を高 める ことによ り予 防的な生体 防御効 果 を示す ことが明 らか にされて

いる(53、54)。 さ らに、 当帰 は、生体防御系 を賦活化 させ る種々 の効果 を示す こ

とが報告 され ているが(55-57)、JEV(Jath-160strain)の 感 染 に対 して予 防効果

を示す ことが 明 らかにされて いる(58)。

第一章 および本節 にお ける結果 と これ らの報告 は、マイル ドな作用 を持 つ黄耆 をは

じめ とす る生薬お よび漢方エキス製剤が ウィル スの感 染 に対 す る予防薬 と して臨床的

に適用で き る可能性 を示す もので ある。
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第 二 節JEVの 感 染 に 対 す る 生 体 防 御 効 果 の 作 用 機 序

1:緒 論

第一章における検討から、JEVの 感染に対する黄耆の腹腔内投与による、生体防御

効果には、抗体産生機構が活性化 される前に働 く、食細胞系などの非特異的な因子が

主に関与している可能性が示された。本章第一・節における検討か ら、JEVの 感染に対

する生体防御効果が経口投与でも認め られた。一般に薬物を経 口的に投与した場合、

生体内で消化および吸収を受けるため、腹腔内投与 した場合とは異なるメカニズムが

関与している可能性が考えられる。本節では、JEVの 感染に対する黄耆の経口投与に

よる生体防御効果の作用機序について検討 した。

2:実 験 方 法

実験は、すべて第一章第二節 と同様の方法で行った。

3:結 果

JEVを 接 種 してか ら25日 後 に生存 してい るマ ウスのHI抗 体価

Fig.2-1の 実験 にお いて、JEvを 接種 してか ら25日 後 に生存 して いるマ ウス のHI抗

体価 を測 定 した(Fig.2-3)。Contro1群 では、すべてのマウスに抗体価 の上昇が認 め

られた 。 これに対 し、AEを 投与 した群 のほ とん どのマ ウス(6匹 中5匹)は 、抗体価

が 上昇 していなか った。
徽

320

160

§80
a40

z
20

10

10>

ControlAstragalus

Fig.2-3H-AntibodyTiterinMicethatSurvived25d

afterJEVInoculation

O,Controlgroup;■,thegroupadministeredAE
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JEV接 種 後3日 後、7日 後 のマウスのHI抗 体価

Fig.2-1に 示 す 方 法 に従 ってAEま た はPBsを 投 与 した マ ウ ス にJEvを 接 種 し、3日

後 、7日 後 にHI抗 体 価 を測 定 した(Tablet-2)。JEVを 接 種 して か ら3日 後 に抗 体 価

の上 昇 が 認 め られ た マ ウス の割 合 は 、Contro1群 で は90%で あ った 。 これ に対 し、AE

を投 与 した群 で は30%で あ っ た 。 フ ィ ッシ ャー の 直接 確 率法 に よ り検 定 を行 っ た と こ

ろ 、Control群 とAE投 与群 の 間 に有 意 な差 が 確 認 され た(p<0.01)。

Table2-2RateofHIAntibody-PositiveMiceonthe3rd

and7thDaysafterJEVInoculation

DaysafterJEVinoculation

No.。f血 ㏄3th(%)の 7th(%)a)

Control

Astragalus

10

10

90

30**

90

60

a)Rateofantibodytiter-positivemice.AEwasadministeredoncea
dayforsd,andthenextday,JEVwasinoculated.
ControlgroupwastreatedwithPBS
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.01(**)

PEC数 に及 ぼすAEの 効 果

Fig.2-1に 示す方法 に従 ってAEま たはPBsを 投与 したマ ウス のPEc数 を測 定 した と

ころ、AEを 投与 した群 のマ ウス のPEC数 は、Control群 のマウス と比較 して有意 に増

加 していた。(p〈o.oo1)(Fig.2-4)。

PECのCellbobulation

AEを 投与 したマウスか ら得 られたPECのCellpopulationに つ いて検討 した とこ

ろ、マ ク ロフ ァージの割合 が非常 に高 かった(Fig.2-4)。 好 中球、好酸球 、好塩基

球、 リンパ球 および肥満細胞 は、ほとん ど確認す ることができなか った(Fig.2-5)。

活性酸素産 生能 に及ぼすAEの 効 果

Fig.2-1に 示す方法 に従 ってAEま たはPBsを 投与 したマ ウスか ら得 られたPEcの 活

性酸素産 生能 を測定 した(Fig.2-6)。AEを 投与 したマ ウスか ら得 られ たPECは 、

Contro1群 のマウスか ら得 られたPECと 比較 して、高い活性酸 素産 生能 を示 した。 ま

た、SODに よ る処理 を行 った ところ、 これ らの活性は、完全 に消失 した 。
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Fig.2-4 Effect of AE on PEC Number 
Each column represents the mean± S.E. of 3 mice. Significantly 
different from control value at  p<0.001(***).   

:  Macrophage,. : Neutrophil,  ^ : Others

Fig.2-5 Peritoneal exudate cell

 —25—



(×106)

唇

貴

蕈

婁
U

鍵

ヨ
庭

菩

(X106)

osoiooisoosoioo

Time(min)Time(min)

Fig.2-6EffectofAEonActiveOxygenProduction

O,ThecellobtainedfrommicetreatedwithPBS;

　 ,ThecellobtainedfrommiceadministerdAE

PECお よ び マ ロ フ ー ジ のA匕 に ぼAEのy,:

150

PECお よび腹腔マ クロフ ァージの貪食能 に及 ぼすAEの 効果 について検 討 した。AE

を投与 したマウスか ら得 られたPECは 、Contro1群 のマウスか ら得 られたPECと 比較

して、貪食能 が有意 に増強 して いた(p<0.001)(Table2-3)(Fig.2-7)。

また、Contro1群 お よびAE投 与群 のマウスか ら得 られたPECか らマ クロファー ジ を

精製 し、貪食能 を比較 した ところ、AEを 投与 した群のマウスか ら得 られたマクロ

フ ァー ジは、Contro1と 比較 して有意な貪食能 を示 した(Table2-3)(Fig.2-8)。

Table2-3PercentageofPhagocyticCell

Phagocytosis(%)

PEC Macrophageの

Control 49.0±6.1 75.5±3.8

Astragalus 91.9±3.3**93.0±3.7*

***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0 .01,p<0.05

a)PECareadsorbedonasurfaceofpolystyrene

Allvaluesrepresentthemean±S.E.(n=3)

AEwasadministeredtothemice
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4:考 察

本 章第一節 にお ける検 討か ら、JEVの 感染 に対 して黄耆 は、経 口投与 によ り生体 防

御効 果 を示す ことが明 らか となった。本節 では、そ の作用機序 につ いて検討 した。

JEVを 接種 してか ら25日 後 に生存 して いるマ ウスのHI抗 体価 を測定 した ところ、

Controー では生存 しているすべ てのマ ウス に抗体価 の上昇が認 め られた。 これに対

し、AEを 投与 した群で は、抗体価が上昇 して いな いマ ウスが多数存 在 した。 この傾

向は、JEVを 接種 してか ら早 い時期で も同様で あった。す なわち、JEVを 接種 してか

ら3日 後 に抗体価 の上昇が認 め られたマ ウスの割合 は、Contro1群 では90%で あった

が、AEを 投与 した群 では30%で あった。

JEVの 感 染 に対す る防御機構 として、中和抗体 によるものが特 に有効 であ ると考え
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られ てい るが(18-20)、 これ ら結果 か ら、黄耆 の経 口投与 による生体 防御効果 に

は、腹腔 内投与 の場合 と同様 、中和抗体 以外の生体 防御 因子 も関与 しているので はな

いか と考 えた。本節 における実験で は腹腔 内にウ ィルスを接種 している ことか ら、腹

腔 内食細 胞系 に着 目し、次 に、腹腔 内食細胞の機 能 に及ぼす黄耆 の効果 について検討

した。AEを 投与 した群 のマウスではContro1群 のマ ウス と比較 してPEC数 の有意 な増

加 が認 め られ 、PECのCellpopulationに つ いて検 討 した ところ、マク ロファー ジが大

部分 を占めた。 また、 これ らのマ クロフ ァージは、活性化 したマク ロファージの形態

を有 してお り(59)、Contro1群 のマウスか ら得 られた細胞 と比較 して、活性酸 素産

生能 および貪食能 が有意 に増強 して いた。 この ように、黄耆 は、腹腔 マ クロファージ

の数的な増加 に効果 を示す とともに、そ の機能 をも活性化す ることが明 らか とな っ

た。

以上の結果か ら、JEVの 感染 に対す る黄耆 の経 口投与 による生体 防御勃果 には、非

特 異的な メカニ ズムが働 いてお り、マ クロフ ァー ジな どの貪 食細胞 が主 に関与 してい

る可能性 が明 らか とな った。

第 一章 にお ける検討か ら、JEVの 感 染に対す る黄耆 の腹腔 内投与 による生体 防御効

果 には、感染 の初期 における非特異的な メカニズムが関与 して いる可能性が明 らか と

な った。一般 に、薬物 を経 口的に投与 した場合 、生体 内で消化 お よび吸収 を受け るた

め、腹腔 内に投与 した場合 とは異な るメカニズムが働 いて いる可能性 も考 え られ る。

しか し、本節 にお ける検討 か ら、経 口投与 による防御効 果 につ いて も同様 の非特 異的

な因子 が関与 して いる可能性が 明 らか とな った。Yonekuraら は、Listeria

monocytogenesの 感染 に対す る人参養栄湯 の防御効果 の作用機序 につ いて検討 し、

感 染初期 のメカニ ズム による もので あ り、マ クロフ ァー ジが重要な役割 をはた して い

ることを報告 して いる(60)。 また、Irinodaら は、イ ンフルエ ンザ ウィルス

(lnfluenzaAvirus)の 感染 に対す る、 シイ タケ(1.entinusedodes)か ら精製 され

た多糖 で あるLentinanの 防御効果 の作用機序 につ いて検 討 し、活性酸素産生能な ど

同 じく感 染 の初期 に働 くメカニズムが関与 して いる ことを明 らかに して いる(61)。

ウィル スや細菌 は、宿主 の体 内に侵入 した後 短時間 に対 数的 に増殖す る可能性が あ

る。第一 章お よび本章で使用 したJEV(Jath-160strain)も 、生体 に侵入 した後

15～18hrで 、末梢 リンパ 節 においてViremia(ウ ィルス血症)を お こし、一次増殖 を
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開始することが明らかにされている(62)。 第一章および本章における結果 と上記の

報告から、ウィルスなど宿主の体内で対数的に増殖する可能性がある異物の侵入に対

しては、侵入直後における防御が特に有効であることが考 えられる。

第一章および本章における結果から、JEVの 感染に対する生体防御 として、非特異

的なメカニズムが関与 している可能性が明らか となった。異物の侵入に対 し、宿主は

これを排除するための生体防御反応を示 し、その機構には、非特異的機構と特異的機

構の2種類があることが知 られている。非特異的な防御は、自然抵抗性 とも呼ばれ、

侵入 した異物の種類を問わず、すべての異物を排除するための機構であ り、生体防御

の最前線を担っている。一方、特異的な防御は、獲得免疫 とも呼ばれ、侵入 した異物

を特異的に排除する機構である。通常、生体防御機構を考えるうえでは、免疫系を中

心とした特異的な機構が強調されている。しか し近年、特異的な機構とともに、非特

異的な機構の重要性が指摘されてお り(63)、貪食細胞の欠損が広範な細菌感染を起 こ

すことや(64)、 特 に老人においては、生体防御系のなかで相対的に非特異的な部分

の占める割合が高まって くることも明 らかにされている(65)。

本研究における結果は、ウィルスの感染に対 しても、従来か ら強調されてきた免疫

系を中心 とする特異的な防御機構 とともに、感染の初期に発動する食細胞系などの非

特異的な機構も同様に重要であることを示す ものと考えられる。また、 この非特異的

な生体防御因子には、細胞性 と液性の二種類の因子が存在するが(66)、 黄耆はこの

中のマクロファージなどの細胞性因子および活性酸素などの液性因子の両方に対 し賦

活化効果 を示す ことが本研究か ら明 らかとなった。
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第 三 節 マ ウ ス の 腹 腔 内 細 胞 の 機 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質

1:緒 論

本章第一節 および第二 節における検討か ら、JEVの 感染 に対 して黄耆 は経 口投与 に

よ り生体 防御効果 を示す こと、そ の防御効果 にはマ クロフ ァージな どのPECの 活性化

が関与 して いる可能性 が明 らか となった。本節では、マウスのPEC数 の増加 に及 ぼす

効果 を指標 として、黄耆 中に含 まれ ている活性物質 の分画 を行 った。 また併せて、分

画 した物質 の構成要 素、分子量 な どについても検討 した。

2:実 験 方 法

避

単糖 の標準 品お よびガス クロマ トグラフィー(GC)の 内標 準物質 と して使用 し

た、Galacturonicacid(.・),Glucose(Glc),Rhamnose(Rha),Ribose(Rib),

Fucose(Fuc),Arabinose(Ara),Xylose(Xyl),Mamose(Man) ,Galactose(Gla)お

よび2-Deoxy-D-glucoseは 、すべて 、フナコシ(東 京)か ら購入 した。 β一Glucan

およびrrrHydroxybiphenylはSigma社 か ら購入 した。Inu血nとDextranは 和光純薬

工業製 の もの を使 用 した。他の試 薬はす べて、和光純薬工業製 、関東化 学製 、米 山薬

品工業製 また は片 山化 学製 の特級 を用 いた。また実験 に使用 した水 はす べて脱イ オン

蒸留水 を用 いた。

試料工キス(AE)

第一節お よび第二節 と同 じもの(試 料Dか ら抽 出)を 用 いた。

攤

分画 は、Fig.2-9に 示すセ タブロン沈殿法(67)に よ り行 った。す なわち、AE

(10g)を 蒸留水(300m1)に 溶解 し、等容量 の8%臭 化 セチル トリメチル アンモニ ウム

溶液 を加 えた後、室温で20時 間放置 した。生 じた沈殿 を10%塩 化 ナ トリウム溶液

(100rn1)に 再溶解 し、0.1%酢 酸 カ リウムを含 む、3倍 量のメタ ノール を加 え、再び、

沈殿 を生 じさせ た。沈殿 は、水 に再溶解 した後 、流水透析(Spect㎜ 透析チ ュー ブ

Cut-off:3500使 用)を3日 間行 い、内液 を凍結乾燥 し、強酸性多糖画分(F-1)を 得

た。

セタ ブロンを加 える ことによ り生 じた沈殿 を除 いた上清 には、1%ホ ウ酸溶液
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(500m1)を 加 え、2N塩 化 ナ トリウム溶液 でpHを8.8に 調整 した後、生 じた沈殿 を分

取 した。 この沈殿は、2%酢 酸 によ り弱酸性 と した後、10%塩 化 ナ トリウムに再溶解

(100m1)し 、酢酸カ リウム とともに3倍 量 のメタノール を加 え、沈 殿物 を得 た。 こ

の沈殿物 を流水透析 および凍結乾燥 し、弱酸性多糖画分(F-2)を 得 た。

ホ ウ酸 の存在下 でも沈殿 を生 じなかった上清 の部分は、pHを4.4に 調整 した後、メ

タノー ル添加 、透析 および凍結乾燥 な ど、F-1お よびF-2を 分画 した方法 と同様の方

法で操作 し、中性 多糖画分(F-3)を 得た。

AstragaliRadii(SampleD)

E
extractedwithhotwater

precipitatedwithMcOH

曲 通yzedaga血1stw3ter

AE匸5.86】

precipitatedwith8%cetavlon

[]:yield(%)fromAstragaliRadii

precipitate

dissolvedin10%NaCI

precipitatedwithMcOH

cont血 血 ㎎1%KOAc

d盤通yzedaga血stwater

F・1[L78】

s叩ernatant

addedwith1%boricacid
adjustedpH8.8(2NNaOH)

precipitatesupernatant
adjustedpH4.4

dissolvedin10%NaCI(Aceticacid)

addedwithaceticacid

precipitated

withMcOHprecipitatedwithMcOH

dialyzedaga洫stwaterdialyzedagainstwater

F-2【o.25】F-3【2.16]

Fig.2-9FractionationofAstragaliRadix

並

第 一節お よび第二節 と同 じICR系 マウス(5週 齢 、雄)を 実験 に使用 した。

マ ウス のPEC数 に及ぼす効 果

Fig.2-1に 示す方法 に従 って各黄耆 分画 物(AE,F-1,F-2お よびF-3)を 投与 した

マ ウス のPEC数 を測定 した。PEC数 の測定 は、第一章で記載 した方 法 に従 って行 っ

た。 また、実験 には1群3匹 のマ ウス を使用 した。
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懺

中性 糖 の含 量 は 、Glcを 標 準 と して フ ェ ノー ル 硫酸 法(68)に よ り測 定 した 。 タ ン

パ ク 質 の含 量 は 、BSAを 標 準 と して 、LOWIy法(69)に よ り測 定 した 。 ウ ロン酸 含

量 は 、Ga1Aを 標 準 と して 、m-Hydroxybipheny1法(70)に よ り測 定 した 。

構 成 糖 の 同定 お よび モル 比 の検 討 は、 以 下 のよ う に行 った 。Sampleを 、2Nの トリ

フル オ ロ酢 酸 中で 加 水 分 解 した 後(100℃ 、4時 間、 減 圧)、Trevelyanら の方 法

(71)に 従 って 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(展 開溶 媒;酢 酸 エ チ ル:ピ リジ ン:酢 酸:

水=5:5:1:3、 発 色試 薬;ア セ トン硝 酸 銀 試 薬 、 薄 層 板;メ ル ク社 製TLCプ レー ト

Kieselgel60Art.572120×20cm)を 行 い、Rf値 を糖 の標 準 品 と比 較 す る こ とに よ

り構 成 糖 を 同定 した。 また 、 構 成 糖 のモ ル 比 は 、 前 記 の加 水 分解 物 を水 素 化 ホ ウ酸 ナ

トリウム で 還 元 後 、Schiffma㎜ らの方 法(72)に 従 って アセ チ ル 化 し、 アル ジ トー ル

アセ テー ト誘 導 体 と した後 、 ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー(GC)に よ り分 析 を行 う こ と

に よ り検 討 した 。GCの 測 定 条 件 は 、以 下 の とお りで あ る。

装 置:HewlettPackard589011、

検 出器:FlameIonizationDetector(FID)検 出器 、

カ ラム:DB-23(0.25mmI.D.×30m,0.5μm,J&WScientific,CA.,USA、

キ ャ リア ガ ス:Herium(1.2m1/rnin)、

メ ー ク ア ップ ガス:Nitrogen(70m1/min)

カ ラム オ ー ブ ン温 度:Programmedfrom180to250℃at2℃/min、

注入 口温 度:250℃ 、検 出器 温 度:280℃ 、

注 入量:2μ1、

内標 準 物 質:2-Deoxy-D-glucose

高速 液 体 ク ロマ トグ ラフ ィ ー(HPLC)に よ る分 析

Sample(1㎎)を0.1NNaCl(lml)に 溶 解 し、0.50μmの フ ィル タ ー

(ADVANTECDISMIC)で ろ過 した後 、HPLCに よ り分 析 を行 っ た 。HPLCの 測 定

条件 は 、 以 下 の とお りで あ る 。

装 置:HewlettPackard1100series

検 出器:示 差 屈 折 検 出器(昭 和 電 工 社 製 、 東 京)、

カ ラム:ShodexGF-510HQ(7.8×250㎜,昭 縄 工)お よ びGF-310HQ(
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7.8×250㎜,昭 縄 工)を 齢 した 。

カ ラム温 度:50℃ 、

移 動 相:0.1MNaCl、

流 速:0.5mユ/min、

注 入 量:10μ1

ま た 、検 出 した ピー ク の分子 量 は 、 デ キ ス トラ ン(昭 和電 工社 製 、分 子 量;5,10,

20,50,100,200and400×103)を 用 いて 作 成 した 検 量 線 か ら算 出 した 。

鑓

ヲ

本節 にお ける実験 の結果は、Studentsのt検 定 を用いて解析 した。なお 、本実験

で は、p〈0.05以 下 の レベル を有意 差あ りと判 断した。

3:結 果

黄耆エ キス(AE)の 中性糖 およびタ ンパ ク質含量

AEに 含 まれ て いる中性糖 およびタ ンパ ク質 の含量 につ いて検 討 した ところ、高 い

中性糖含 量 を示す ことが明 らか とな った(87.6%asGlc)。 タンパ ク質 の含 量は 中性

糖 と比較 して極 めて低か った(4.5%asBSA)。

マウス のPEC数 の増加 に及ぼす黄耆分画物 の効果

マウス のPEC数 の増加 に及ぼす黄耆分 画物(F-1,F-2お よびF-3)の 効 果 について

検 討 した ところ、多 くの画分が活性 を示 したが、そ の中で強酸性多糖画分

(F-1)が マ ウス のPEC数 を増加 させ る最 も高い効果 を示 した。 しか し、AEと 比較 し

て各分画物 の活性 はいずれ も低か った(Table2-4)。

F-1の 投与量 に関す る検討

PEC数 の増加 に及ぼすF-1,F-2お よびF-3の 効果 につ いて検 討 した ところ、強酸性

多糖画 分(F-1)が 最 も高い効果 を示 した。そ こで次 に、F-1の 投与量 に関す る検 討

を行 った。F-1を それぞれ、0.1,0.2,0.4.0.8mg投 与 した各群 のマウスのPEC数 につ

いて検 討 した ところ、明確なDose-Responseは 認 め られなカめ たが、0.4㎎ 投与群

のマ ウスのPEC数 が最 も増加 して いた(Table2-5)。
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Table2-4EffectofAstragaliPolysaccharideFractiononPECNumber

inMicebyOralAd血nistration

Sample Property

留(D°semg/mou、e)2聽mbe「

Control

AE-

F-1Stronglyacidic

F-2Weaklyacidic

F-3Neutral

5.9

1.8

0.3

2.2

1.2

0.4

0.1

0.4

1.40±0.18

2.08±0.24*

1.83±0.15

1.28±0.14

1.67±0.17

*:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0 .05

Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice

yield(%)fromAstragaliRadix

Table2-S.EffectofAstragaliStronglyAcidicPolysaccharide

FractiononPECNumberinMice

Sample Property DosePECnumber

(mglm・u・e)(×1の

Control

F-1

F-1

F-1

F-1

Stronglyacidic

Stronglyacidic

Stronglyacidic

Stronglyacidic

o.s

O.4

0.2

0.1

1.03±0.15

1.45±0.11

1.62±0.27*

1.55±0.10

1.27±0.14

*:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0 .05

Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice

F-1の 化 学的性状

F-1の 化 学的性状 につ いて検 討 した結果 をFig.2-10に 示す。F-1中 に含 まれてい る

中性糖 、タ ンパ ク質お よび ウロン酸含 量 について検討 した ところ、82.5%の 中性糖、

16.3%の タンパ ク質、9.2%の ウロン酸 を含有 して いた。構成糖 につ いて検討 した と

ころ、Glcの 割 合が高か った。 また、HPLCゲ ル濾過 ク ロマ トグ ラフィー'によ りF-1を

分析 した と ころ、2本 のメイ ンピー クが確認 された。 これ ら2本 の ピー クの分子量 を

デキス トランを標準 として測定 した と ころ、約9000と 約300000で あった。
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Fig.2-10ChemicalPropertiesofStronglyAcidicPolysaccharide
Fraction(F-1)inAstragaliRadix

MolecularweightofmainpeaksonHPLC900p ,3ppppp
Totalprotein(asBSA)16 .3%
Totalcarbohydrate(asGlucose)82 .5%
Totaluroicacid(asGalacturonicacid)9 .2%

Componentsugars(mol.ratio)
Rhamnose

Ribose

Fucose

Arabinose

Xylose

Mannose

Galactose

Glucose

5

2

1

12

3

4

7

100

マ ウス のPEC数 に及 ぼす 多糖類 の効 果

マ ウスのPEC数 の増加 に及 ぼすAEお よび各種多糖類(lnulin,Dextran,

β一Glucan)の 腹腔 内投 与および経 口投 与 による効 果 について検討 した

(Tablet-6)。 腹腔 内投与で は、AEお よびlnulinに 有意 な効果 が確認 された(

β一Glucanは 検討せず)。 しか し、経 口投 与で有意 な効果が認 め られた のは、AEだ

けであ った。

Table2-6EffectofVariousCompoundonPECNumberinMice

PECnumber(xion

Intraperitonealinjectiona>Oraladministrationb>

Control

AE

Inulin

Dextra.n

(3-Glucan

1.35±0.1

3.75±0.3***

4.40±0.4***

1.67±0.2

1.06±0.2

1.78±0.1*

1.07±0.1

1.05±0.2

1.13±0.2

*
,***:Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05,p<0.001

Allvaluesrepresentthemean±S.E.of3mice

a)Respectivecompoundwere軻 ㏄ted(6mglmouse)inmi㏄.

b)・Respectivecompoundwereadoministered(1.2mg/mouse)・tomice

onceadayforSd.
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4:考 察

本節で は、黄耆 中に含 まれているマウスのPEC数 を経 口投 与で増加 させ る物質 の検

索 を試 みた。黄耆 の粗抽 出物で あるAEの 化 学組成 について検 討 した ところ、 中性糖

の含 量が高か ったため、多糖類 の分画法であるセ タブロン沈殿法(67ン を用 いて、

AEの 分画 を行 った。マウスのPEC数 の増加 に及 ぼす各黄耆分画物 の効果 につ いて検

討 した と ころ、AEと 比較 して各分画物 の活性 はいずれ も低か った。 これ は、黄耆 中

にマウス のPEC数 を経 口投与で増加 させる物質 が複数存在す る ことを窺 わせ るもの

で、それ らの物 質がPEC数 の増加 に相加的あるいは相 乗的に作用 してい ることを示唆

す るものであ る。

従来 、生薬 中に含 まれて いる高分子化合物 は生薬 の薬効 に とって重要 な物質 とは考

え られてお らず 、生理活性成分 につ いて の検 討は低分子化合物 に関す るものがほ とん

どで あった。 しか し近年 、生薬や漢方エキス製剤 中に含 まれて いる多糖や糖タ ンパ ク

質な どの高分子化合物 が種 々の生理活性 を示す ことが明 らか にされてきてお り(73-

77)、 そ の重要性 が注 目され始 めて いる(78)。 本節 にお ける実験で分画 されたマ ウス

のPEC数 を経 口投与で最 も大 き く増加 させた画 分、F-1も 、メタ ノール沈殿や透析 な

どの手法 によ り分画 されて いる ことや 、中性糖 が多 く含 まれ ていた ことか ら、多糖 ま

たは糖 タ ンパ ク質で ある可能性が高い もの と考 え られ る。

マウス のPEC数 の増加 に及ぼす 各種多糖類(AE,Inulin,Dextran,β 一Glucan)の

効果 につ いて検討 した ところ、腹腔 内投与ではAEお よびlnulinに 有意な効果が認め ら

れたが、経 口投 与で有意 な効果 が確認 されたのはAEだ けで あった。

種 々の生体 防御 因子 を賦活化 させ る多糖 と して、 シイ タケか ら精製 された レンチナ

ンが報告 されて いる(79、80)。 レンチナ ンは、経 口投与 では賦活化効果 が認 め ら

れ ない ことが明 らか にされてい るが、 この原 因と して、分子 量が約100万 と巨大 であ

るため、その ままの形状では吸収 されず 、生体 内で消化 を受けた際、活 性が消失 して

しま うことが推測 されて いる。本節 におけ る検討 で、Inulinや β一Glucanな どに経 口

投与 で活 性が認 め られ なか った原 因も、 レンチナ ンと同様 で ある可能性が考 え られ

る。 これ に対 してAEは 、経 口投与で も活性が認め られた。黄耆 中に含 まれて いるマ

ウスのPEC数 の増加 に経 口投与で効果 を及 ぼす物質 は、そ のまま吸収 され効果 を示す

比較的低分子量 の多糖 であ るか、あるいは消化 を受 けても活性 が消失 しない物 質で あ
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る ことが考 え られる。

第 四 節 小 括

本 章では、JEVの 感染 に対す る黄耆 の経 口投与 による生体 防御効果 と作用機序お よ

び活性物 質について検討 し、以下 の結論 を得た。

1:黄 耆 の経 口投与は、JEVの 感染 に対 して有意な生体 防御効果 を示す ことが明 らか

とな った。

2:JEVの 感染 に対す る黄耆 の生体 防御効果 には、非特異的な防御 因子 であるマ クロ

フ ァー ジの活性化が関与 して いる可能性が 明 らか とな った。

3:黄 耆 中の経 口投与でマウスのPEC数 を増加 させ る物質 の検索 を試みた ところ、強

酸性多糖画分(F-1)を 含 む複 数の画分 が活 性 を示す ことが明 らか となった。

4:F-1の 中性糖、 タンパ ク質お よび ウロン酸含 量 について検 討 した ところ、82.5%

の中性糖 、16.3%の タ ンパク質、9.2%の ウ ロン酸 を含有 して いる ことが明 らか

とな った。 また、構成糖 につ いて検討 した ところ、Glucoseの 割合 が非常 に高

か った。
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第 三 章IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 効 果

第 一 節 マ ウ ス の 抗DNP-IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果

1:緒 言

ウィル ス の感染 に対す る防御機構 として種 々のものが考 え られて いるが、JEVな ど

Viremia(ウ ィル ス血症)を お こすタイプのウィル スに対 しては、中和抗体 による防御

が特 に有効で あ ると考 え られて いる(18-20)。 しか し、 第一章お よび第二章 にお け

る検 討か ら、JEVに 対す る防御機構 と して、食細胞系 を中心 とす る非特異的な機構 に

よる防御 が 中和抗体 による防御 と同様 に有効で ある可能性が示 され、黄耆 は、 これ ら

食細胞系 を活 性化 させ る効果 を有 して いる ことが明 らか とな った。

本章で は、従来 か らJEVの 感染 に対す る防御 と して有効 であ ると考 え られ ている抗

体産生 に及 ぼす黄耆 の効 果 について検 討 した。抗体 は体液性免疫 をつかさ どる防御 因

子で あ り、H鎖(heavychain)と 呼ばれているポ リペプチ ド部分 の一次構造 の違 い

によ り、IgG,IgM,IgA,IgE,IgDの5つ のクラス に大別 されて いる。本章で はこのう

ち、IgM抗 体 に着 目し、マウス のIgM抗 体産生能 に及 ぼす黄耆 の効果 につ いて検 討 し

た。IgM抗 体 は、分子量185,000の サ ブユ ニ ッ ト5つ か ら成 る分子量約90万 の免疫 グ

ロブ リンで、血管 内にのみ存在す る。 また、異物 が侵入 した後 比較 的早期 に産 生 され

る ことや、微量 の異物 抗原 に対 して も産生 されやす い ことか ら、異物 の侵入 に対す る

初期段 階 の生体 防御 系における重要な 防御 因子 のひ とつで ある ことが知 られて いる

(21)o

本節で は、抗DNP-IgM抗 体産生能 に及 ぼす黄耆 の効 果 につ いて、10 ,36,60週 齢 の

マウス を用 いて検 討 した。

2:実 験 方 法

蠍

PBSお よびBSA(FractionV)は 、第一章お よび第二章で用 いた もの と同 じものを使

用 した。(rPhenylenediamine(O-PDA)、N一 ε一DNP-L-LysineHC12H20は 、

Sigma社 か ら購入 した。塩化 シアヌルは、和光純薬工業 か ら購 入 した。2,4一ジニ トロ

ベ ンゼ ンスル ホン酸ナ トリウムは、東京化成か ら購入 した。Lipopolysaccharide
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(LPS:E.coliO26:B6)は 、Difco社(Mich.ア メ リカ)か ら購 入 した 。Dextran

T2000(MW～2,000,000)は 、PharmaciaBiotech社 か ら購 入 した 。Horseradish

peroxidase-conjugatedrabbitanti-mouselgM(HPRA)1まZymed社(CA,ア メ リ

カ)製 の も の を使 用 した 。他 の試 薬 はす べ て 、和 光 純 薬 工 業 製 、 関 東 化 学 製 、米 山薬

品 工 業 製 、Sigma社 製 ま た は片 山化 学 製 の特 級 を用 い た 。 また 実 験 に使 用 した 水 は 、

す べ て 超 純 水 を使 用 した 。

試 料 工 キ ス(AE)

第 一 章第 二 節 と 同 じも の(試 料Dか ら抽 出)を 使 用 した 。

Cultureプ レー ト

invitroの 実 験 で 使 用 す る24穴 のCultureプ レー トは 、岩 城 硝 子 株 式 会 社(東 京)

か ら購 入 した 。 エ ンザ イ ム イ ム ノア ッセ イ(ELISA)で 使 用 す る96穴 の プ レー トは、

Dynatech社(VA,ア メ リカ)製 の もの を使用 した 。

題

DNP-LPSお よびDNP-dextranは 、塩 化 シア ヌル を用 い る方 法 に よ り、作 製 した

(81)。DNP-BSAは 、Eisenら の方 法 に よ り作 製 した(82)。

遡

C3H/HeN系(雌)マ ウ ス を 日本SLC(浜 松)か ら購 入 した 。 マ ウス は、 少な くと

も7日 間 、 大 阪 府 立 公 衆 衛 生研 究 所 動物 舎 内 で 予 備飼 育 した後 、 実 験 に使 用 した。

な お 、 実 験 に は 、10,36,60週 齢 の マ ウ ス を使 用 した 。

IMに}invitroに お セ 六

invitroに お け る効 果 は、Fig.3-1に 示 す 方 法 に従 って 検 討 した 。 マ ウ ス の脾 臓細 胞

溶 液 は 、Takagiら の方 法(83)に 準 じて調 製 した 。す なわ ち、8～10匹 の マ ウス か ら

脾臓 を摘 出 し、 ス テ ン レス メ ッシ ュ(100mesh)を 用 いて 処理 し、Eagle基 本 培 地 中

で 脾 臓 単 細 胞 プー ル 液 と した 。細 胞 をEagle基 本 培 地 で3回 洗 浄 した後 、RPMI-1640

培 地 に 再懸 濁 させ 、脾 臓 細 胞 浮 遊 液 を調 製 した(1×107個/ml)。24穴 のcultureプ

レー トに脾 臓 細 胞 浮 遊 液1m1、AEをRPMI-1640培 地 に よ り段 階 的 に希 釈 した液(0.1

-1000
,ug/ml)1mlお よ びDNP-LPS(最 終 濃 度0.0025μg/m1)を 加 え て混 和 し、

CO2イ ンキ ュベ ー ター(タ バ イ エ ス ペ ッ ク社 製 、BNA-111)で4日 間 培 養 した

(37℃ 、5%CO2)。 培 養 上清 を新 しいRPMI-1640培 地(1m1)と 交 換 し、 さ らに1
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日間、 同様 の条件で培養 した後、培地 中に産 生され る抗DNP-IgM抗 体 量をELISAに

よ り、cultureプ レー トの培養穴毎 に測定 した。なお、黄耆 のlgM抗 体 産生能 に及 ぼす

効果 は、AEを 添加 しなか った培養穴 の培地 中に産 生され る抗体量 をControlと した時

の比率(%ofcontrol)で 示 した。

Antlbody(ELISA)

Fig.3-1SchematicScheduleforExperimentinvitro

ISM抗 体 産生能 に及ぼすinvivoに お ける効 果

111VIVOに お け る効 果 は、Fig.3-2に 示 す 方 法 に従 って検 討 した 。AEをPBs

(pH7.0)に 溶 解(12㎎/血 ま た ・_/ml)し た 液 を5日 間 にわ た り、if回 、

胃 ゾ ンデ を用 い 、 マ ウス に経 口投 与 した(0.1ml/マ ウ ス ×5日)。Contro1群 のマ ウ

ス には 、PBSを 投 与 した 。AEを 最 終 投 与 した 翌 日、 マ ウス の尾 静 脈 か ら

DNP-dextran(200μg)を 靜注 し、抗 原 刺 激 を行 った 。 抗 原 刺 激 を行 っ た5日 後 、

マ ウ ス を 断頭 に よ り絞 殺 し、 血 清 中 の抗DNP-IgM抗 体 量 をELISAに よ り測 定 した 。

な お 、 本 実 験 セ は、1群 あ た り、5匹 のマ ウス を使 用 した 。

Fig.3-2SchematicScheduleforExperimentinvivo
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ELISA

ELISAは 、 以 下 の とお りに行 った 。96穴 のマ イ ク ロ プ レー トにCorti㎎ 緩 衝 溶液

(2.93㎎:NaHCO3,2.53㎎:Na2CO3.NaN30.2㎎/血)で 希 釈 したDNP-BSA

(2μg/m1)100μ1を 添 加 し、36℃ で90分 間 イ ンキ ュベ ー トした(タ バ イ エス ペ ック 社

製 、BNA-111)。Microplatewasher(ICNtitertec社 製 、M96)を 用 い、

0.5%Tween20を 含 むPBSで マ イ ク ロ プ レー トの各 ウ ェル を10回 洗 浄 した後 、

Sample溶 液100μ1を 添 加 した 。 そ の後 、 マ イ ク ロ プ レー トを4℃ で24時 間放 置 し、

Sample中 の抗DNP-IgM抗 体 を ウ ェル に吸 着 させ た 。PBS-Tweenで ウ ェル を再 度 洗

浄 した後 、HPRA溶 液(×2000dilutedinPBS)100μ1を 添 加 し、36℃ で60分 間

イ ンキ ュ ベ ー トした 。 ウ ェル をPBS-Tweenで 再 度 洗 浄 した後 、基 質溶 液(5㎎:

0-PDA5㎎,3.05ml:0.1Mク エ ン酸,3.2ml:0.2MNaHPO4.6.25m1:35%H202)

100μ1を 添 加 し、 暗 黒 下 、 室温 で30分 間 反 応 させ た 。 そ の後 、2N硫 酸100μ1で 反

応 を停 止 させ 、 マイ ク ロプ レー トリー ダー(Tosh製MPR-A4)を 用 い 、 ウ ェル 毎

に 吸光 度 を測 定 した(測 定 波 長:490㎜)。 また 、 実験 は 、 そ れぞ れ2連 で 行 い、 そ

の平 均 値 で示 した 。

鑓

本 節 にお け る実 験 の結 果 は 、 一 元 配 置 の分 散分 析 法(One-factorANOVA)を 用 い

て検 定 した 。 一・元 配 置 の分 散 分 析 にお いて 、 有 意 な 差 が 認 め られ た 場合 、 多重 比 較 検

定(FisherのPLSA法)を 行 い各 群 間 の危 険率 を算 出 した 。 な お 、 本 実験 で は 、

p<0.05以 下 の レベル を有 意 差 あ り と判 断 した 。

3:結 果

invitroに お け る効 果

10、36お よび60週 齢 のマ ウス の抗DNP-IgM抗 体 産 生 能 に及 ぼす 黄耆 のinvitroに

お け る効 果 につ いて検 討 した(Fig.3-3)。10週 齢 のマ ウ ス で は 、Contro1に 対 す る

比 率 で93.3～110.9%程 度 で あ り、抗 体 産 生能 の賦 活 化 効 果 は、 ほ とん ど確 認 で き な

か った 。 しか し、36週 齢 のマ ウス に対 して はAge-matchedcontrolと の比 較 で若 干

の賦 活 化 効 果 が 認 め られ 、60週 齢 の マ ウ ス で は 、有 意 な賦 活 化 効 果 を示 す こ とが 明 ら

か とな っ た 。
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また 、invitroに おけ るIgM抗 体 産生能 を比較 した ところ、36お よび60週 齢 のマ ウ

スの抗体産 生能は10週 齢 のマウス と比較 してそれぞれ70お よび60%程 度 に有意 に衰

退 していた(Fig.3-4)。

2ao

喜゚
U

X19°

羣

診 °゚

羣

Extractconcentration(ｵg/rnl)

鋤

150

100

Ex賀act◎oncentration(μ9〆 血1)

200

1鉛

100

Extractconcentration(ｵg/ml)

Fig.3-3EffectofAEonAntibodyProductioninVariousAged

Mouseinvitro
EachcolumnrepresentsthemeantS.E.(N=3)
Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*)

Fig.3-4.IgMAntibodyProductioninMiceat10,

36and60weeksofAgeinvitro

EachcolumnrepresentsthemeanfS.E.(N=3}

Significantlydifferentvalueatpく0.05(*),P<0.01(**).
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111VIVOに お ける効 果

invitroで 確認 された効果がinvivoの 実験系 でも認め られ るか否か について検討 し

た。 まず、112VIVOに お ける10、36お よび60週 齢 のマウス の抗DNP-lgM抗 体産生能

を比較 した ところ、36お よび60週 齢のマ ウスで は10週 齢 のマウス と比較 してそれぞ

れ70お よび60%程 度 に有意 に衰退 して いた(Fig.3-5)。

黄耆 は、invitroの 場合 と同様、10週 齢 のマ ウス の抗体産生能 にはほ とん ど賦活化

効果 を示 さなか ったが、36週 齢および60週 齢 のマウスの衰退 して いる抗体産 生能 に対

してはAge-matchedcontrolと の比較で有意 な賦活化効果 を示す ことが明 らか と

な った(Fig.3-6)。 また、 これ らの効果 は、加齢 によ り衰退 して いる36週 齢お よび

60週 齢 のマ ウス のlgM抗 体 産生能 を10週 齢 のマ ウス とほぼ同 じレベル まで賦活化 させ

る も ので あ った 。

Fig.3-5.IgMAntibodyProductioninMiceat10,36and60

weeksofAgeinvivo

EachcolumnrepresentsthemeantS.E.ofsmice.

**:Sign血cant置ydifferentvalueatPく0
.01.
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Fig.3-6EffectofAstragaliRadixExtract(AE)onIgMAntibodyProductioninMiceofVariousAges

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofSmice.

Significantlydifferentfromcontrolvalueatgくo.os(*),pく0.01(**)
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4:考 察

本 節にお ける検討 か ら、黄耆 は、若年期 のマ ウス(10週 齢)の 抗DNP-lgM抗 体産

生能 には ほとん ど賦活化効果 を示 さず、加齢 によ り衰退 して いると考 え られ る加齢マ

ウス(36お よび60週 齢)のIgM抗 体産生能 を賦活化 させ る効 果 を示す ことが明 らか と

なった 。漢方で は患者 の体質的な特徴 を虚 実(虚 証、実証)な ど 「証 」 として捉え、

証 によ り投 与す る薬物 を選定 して いる。黄耆 は、虚 実の分類 では虚証 の患 者 に対 し、

補薬 と して適用 されてい る(84)。 虚証 とは 「人の正気 が虚 した状態 、すなわち、生

命力、病気 に対す る抵抗 力が不足 し、生理機能が減退 した状態」 とされ ている

(85)。 これ に対 し実証は、 「人体 に邪気 が充実 している状態 、す なわち体 内の生命

力、抵 抗 力が盛 んな状態」 とされて いる(86)。 生体 が有 して いる生理機能 は加齢 に

伴 い衰退 して い くことが知 られ ているが、漢方で は加齢 に伴 い生理機能が低下 した老

人 を虚 証 と して位置づ けている(87)。 本節 にお ける結果 は、虚証 の患者 に対す る黄耆

の有効性 の一片 を指 し示す とともに漢方 におけ る適用 方法 の妥 当性 を示す根拠 のひ と

つになる もの と考 え られ る。

現在 、加齢 によ り生体 防御能が低下す る現象や そのメカニズム については数多 くの

報告が存在す るが(88-95)、 加齢 に伴 い衰退 してい る防御能 を賦活化 させ る試 みは

ほとん ど行わ れていない。 また、生薬 が若年期 のマ ウスの抗体産生能 を賦活化 させ る

という報告は存在す るが(96-99)、 それ らのほ とん どがinvitraや 腹腔 内投与 によ

る成績 で あ り、経 口投与 による効果 を検討 した ものは きわめて少な い。生薬類 のほ と

ん どが経 口的 に服用 されて いる ことや、111Vltl"Oや腹腔 内投与 による成績が経 口投与

での成績 と必ず しも整合性 を示 さな い場合 も認 め られ る ことか ら、経 口投与 による検

討が不可 欠で ある と考 え られ る。本節 におけ る結果 か ら、黄耆 は、加齢 によ り衰退 し

ているマ ウス の抗DNP-lgM抗 体産生能 を経 口投与 によ り賦活化 させ る効果 を示す こ

とが明 らか とな った。

10週 齢 のマ ウス と比較 して、36お よび60週 齢 のマウスの抗体産 生能 は有意 に低 下

して いた 。本 章 におけ る実験 で使用 した抗原(DNP-LPS ,DNP-dextran)は 胸腺非

依存性抗 原で ある。従 って、得 られ た結果 は主 に加齢 に伴 うB細 胞 の機 能低下 を示 し

ている ものと考 え られ る。加齢 に伴 うB細 胞 の機能 の変化 として、B細 胞 か ら抗体産

生細胞へ の分化能 の低下な どが報告 されて いる(88、89)。
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第 二 節 加 齢 マ ウ ス の 抗JEV-IgM抗 体 産 生 能 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果

1:緒 言

本 章第一節 にお ける検討か ら、黄耆 は加齢 によ り衰退 して いるマ ウスの抗DNP-

IgM抗 体産生能 を賦活化 させ る効果 を示す ことが 明 らか とな った。

本節では、第一節で 明 らか とな った加齢マ ウス に対す る黄耆 の効果 がJEVの 感染 に

対 して も示 され る ことを証明す るた め、加齢マ ウス の抗JEV-lgM抗 体 産生能 に及ぼす

黄耆 の効果つ いて検討 した。

2:実 験 方 法

化 合物 、JEV、Cultureプ レー ト、シャー レ

すべて、第一章 および第二章 と同 じものを使用 した。

試料工キス(AE)

第一章第二節 と同 じもの(試 料Dか ら抽 出)を 使用 した。

遡

第一 節 と同 じC3H/HeN系(雌)マ ウス を使用 した。なお、実験 には、10及 び82

週齢 のマウスを使用 した。

抗JEV-lgM抗 体 産生能 に及ぼす黄耆 の効果

Fig.3-2に 示す方法 に準 じて検 討 した。すな わち、AEをPBs(pH7.o)に 溶解

(12㎎/回)し た液 を5日 間 にわた り、::回 、 胃ゾ ンデを用 い、マ ウス に経 口投

与 した(0.1m1/マ ウス ×5日)。Con.tro1群 のマ ウス には、PBSを 投与 した。AEを 最

終投与 した翌 日、マウスの尾静脈 か らJEV(1000PFU)を 接種 し、3日 後 、5日 後お よ

び7日 後 にマウスを断頭 によ り絞殺 し、血清 中の抗JEV-lgM抗 体量 をELISAに よ り

測定 した。なお、本 実験 では、1群 あた り5匹 のマウス を使用 した。

ELISA

ELISAは 、第一節 の方法 に準 じて行 った。なお、固相用抗原 と して、ホルマ リンで

不活化 した精製JEVワ クチ ン(大 阪大学微 生物研究所製、 中山株)をCorting緩 衝溶

液 で10倍 希釈 した ものを用 いた。

マウス血清の抗JEV効 果

Plaqueassay法(26)に よ りマウス血 清の抗JEV効 果 につ いて検 討 した。す なわ
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ち、0.28%のBSAを 含 むTris-HCI緩 衝液で希釈 したJEV(2.5×106PFU/ml)とPBSで

80倍 に希釈 したマウス血清の等容量 を混合 し、37℃ で1時 間放 置 した。その後 、混合

溶液 をBHK-21細 胞 に接種 し、37℃(5%CO2.Eagle基 本培地)で72時 間培養 した

後 、BHK-21細 胞上 に形成 され るPlaque数 を指標 と し、マ ウス血清 のJEV不 活化効果

を検討 した。なお、本実験では、1群 あた り、5匹 のマウス を使用 した。

JEVの 感染 に対す る加齢及び若年 マウスの生体 防御能 に関す る検 討

加齢マウス(82週 齢)お よび若年マウス(10週 齢)の 尾静脈か らJEV(1000PFU)

を接種 し、生存 率の変動 を20日 間にわた り観察 した。 なお、本実験で は、1群 あた

り、10匹 のマ ウスを使用 した。

」Je

り

本節 におけ る実験 の結果は、Studentsのt検 定 を用 いて解析 した。なお 、本 実験

では、p<0.05以 下 の レベル を有意差 あ りと判断 した。

3:結 果

加齢マウス の抗JEV-ISM抗 体 産生能 に及ぼす黄耆 の効果

加齢 マ ウス の抗JEV-lgM抗 体産 生能 に及 ぼす黄耆 の効果 につ いて検討 した(

Fig.3-7)。JEvを 接種 してか ら3日 後 の時点で比較 した時、AEを 投与 したマ ウス の

抗体価 はContro1に 対 す る比率で140.9%に 上昇 していた(p<0.01)。 また、JEVを 接

種 してか ら5日 後、7日 後 の時点で も、AEを 投与 したマ ウスの抗体価 はControlと 比較

して高か った。

馨

曇

婁嘗

§

艮

尋

肇
a

DaysafterJEVinoculation

Fig.3-7EffectofAstragalusRadixonAnti-

JEV-lgM-titerinmouseserum

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofsmice

Significantlydifferentfromcontrolvalueatpく0.01(**)
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老 し,マ か}日r,血 のJEV六

Fig.3-2に 示す方法 に従 ってAEを 投与 したマ ウス にJEv(1000PFU/マ ウス)を 接

種 し、5日 後 に血清 のJEV不 活化効果 について検 討 した ところ、AEを 投与 したマウス

か ら得 られた血清 はControl群 のマウスか ら得 られた血清 と比較 して高い効果 を示 し

た(Table3-1)。

Table3-1AntiJEVEffectofSeruminAgedmouse

InactivationofJEV(%)

Control 20.3±9.7

Astragalus 33.6±16.9

Eachvaluerepresentsthemean±S.E.ofSmouse

JEVの 感 に ・
舮什 マ ス の 'に 妻、

加齢 マウス(82週 齢)お よび若年 マウス(10週 齢)の 尾静脈 か らJEVを 接種 し、

生存率 の変 動 を20日 間にわた り観察 した 。加齢 マウス群では、JEV接 種後8日 目か ら

生存率 の低 下が観察 され、16日 目までに全 マウスが死亡 した(Fig.3-8)。 これに対

し、若 年マ ウス群ではJEVを 接種 してか ら20日 後 の生存率が60%で あった。

100

80

§

薈60
衷

.≧40

≧

あ
20

DaysafterJEVinoculation(days)

Fig.3-8DefensiveAbilityinMiceagainstJEVInfection

O:10weeks,●:82weeks
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4:考 察

本節 における検 討か ら黄耆 は、JEVの 感染 に対 し、抗JEV-lgM抗 体産 生能 の賦活

化効果 を示す ことが明 らか とな った。ウ ィル スの感染 に対 してlgM抗 体 は血 中におい

て ウィル ス と結合 し、そ の感染力 を失わせ る中和抗体 として働 くことが知 られ てい

る。黄耆 を投 与 したマ ウスか ら得 られた血 清のJEV不 活化効 果がControl群 のマウス

か ら得 られ た血清 と比較 して高い ことが明 らか とな ったが、 これ には血 中の抗JEV抗

体 による中和 反応 が関与 して いることが考 え られ る。

免疫応答能 をは じめ とす る生体 防御能 は加齢 に伴 い衰退 して い くことが知 られ てい

る。高齢化 とともに、感染症 の死 因に占める割合が大 き くなる ことが明 らかにされて

いるが(100)、 それ らの原 因には生体防御能の衰退 が密接 に関与 して いることが推

測 されて い る(101)。 本 章第 一節 にお ける検 討で も若年マ ウス(10週 齢)と 比較 し

て、加齢 マウス(36、60週 齢)で はIgM抗 体産 生能 の有意 な衰退 が認 め られた。 ま

た、本節 にお ける検 討で もJEVの 感染 に対す る防御能 が加齢 マウス(82週 齢)で は、

若年マ ウス(10週 齢)と 比較 して、顕著 に弱体化 している ことが示 され た。

本節 におけ る検 討か ら、第一節で明 らか とな った加齢マ ウス の抗DNP-IgM抗 体産

生能 に対す る黄耆 の賦活化効果 がJEVの 感 染に対 して も示 され る ことが確認 され、そ

の賦活化 はJEVの 感染 に対す る防御効果の増強 をもた らす ことが明 らか となった。

第二章(Table.2-2)に おけ る検討 では、JEVを 接種 してか ら3日 後 に抗体価 の上昇

が認め られ たマウスの割合 は、Contro1群 では90%、AEを 投 与 した群では30%で

あった。 しか し、本節 における検討で は、JEVを 接種 してか ら3日 後 の時点 で、

Contro1群 、AE投 与群 ともすべて のマウスに抗体価 の上昇 が確認 された。 この差 の原

因と して 、JEVを 接種す る経路 の違 いによる ものが考 え られ る。す なわち、第二章 に

お ける検 討 では、JEVを マ ウス の腹腔内に接種 しているた め、特 にAEを 投与 したマ

ウスでは 、活性化 され た腹腔 内食細胞系 によ りJEVが 不活化 され 、抗体価 の上昇 が認

め られなか った ことが推測 され る。 これ に対 し、本節 にお ける検討 では、尾静脈 か ら

JEVを 接種 して いるため、抗体産生機構 が働 き、マ ウスの抗体価 が上昇 した もの と考

え られ る。
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第 三 節 抗 体 産 生 細 胞 数 の 増 加 に 及 ぼ す 黄 耆 の 効 果

1:緒 言

B細 胞 は、骨髄か ら発生す る幹細胞 由来の細胞 であ り、抗原刺激 を受 ける と抗体産

生細胞へ と分化 し、抗体 を産 生す ることが知 られている。一般 に、循環 リンパ球 の

5～15%がB細 胞 で あるが、抗 原刺激 を受ける と二 次 リンパ器官 である脾臓 な どに留

ま り、B細 胞領域 にある リンパ小節(濾 胞)の 胚の 中心で増殖す る。

本章第 一節 にお ける結果か ら、黄耆 は、若 年期のマウス(10週 齢)の 抗DNP-IgM

抗体産 生能 には ほとんど賦活化効 果 を示 さな いが、加齢 によ り衰退 してい る抗DNP-

IgM抗 体 産生能 を賦活化 させ る効果 を示す ことが明 らか とな った。本 節では、若年お

よび加 齢マ ウス の脾臓 中の抗DNP-lgM抗 体産生細胞数 の増加 に及ぼす黄耆 の効果 に

ついて、Invitroお よび111VIVOの 実験系 によ り検 討 した。

2:実 験 方 法

蠍

Agaroseは 、Sigma社 製 の もの を使用 した。モルモ ッ ト血清お よび ヒツジ赤血球

は、 日研生物 医学研究所製 のものを使用 した 。PBS、0-PDA、HPRAは 、第一節 と

同じものを使用 した。他 の試薬 はすべて、和光純薬工業製、関東化 学製、米山薬品工

業製、Sigma社 製 または片 山化学製 の特級 を用 いた。 また実験 に使用 した水は、すべ

て超純水 を使用 した。

培地、Cultureプ レー ト、抗原

第一節 と同 じもの を使用 した。

並

第一 節 と同 じC3H/HeN系(雌)マ ウスを 日本SLC(浜 松)か ら購入 した。なお、

実験 には、10お よび56週 齢 のマウスを使用 した。

試料 工キス(AE)

第 一章第二節 と同様 のもの(試 料Dか ら抽 出)を 使用 した。

111Vゴtroにお ける効果

本 章、第一節 に記載 した方法 によ り調製 したマウスの脾臓細胞 を、DNP-LPS(最

終濃度0.0025μ9/ml)お よびAE希 釈溶液 とともに、37℃,5%のCO2存 在下 で4日 間培

一49一



養 し、各 培養 穴毎 に抗DNP-lgM抗 体産 生細胞 数を測定 した。

111VIVOに おける効果

Fig.3-2の 方法 によ りマ ウスにABを 投 与 し(1.2㎎/マ ウス ×5日)、 最終投与 した

翌 日、抗 原刺激(DNP-dextran:200μg)を 行 った。そ して4日 後 に脾臓 を摘 出 し、

脾臓 中の抗DNP-IgM抗 体産生細胞数 を個体 毎 に測定 した。なお、実験 には、一群5匹

のマウス を使用 した。

抗DNP-ISM抗 体産生細胞数 の測定

Jerneら のSlideMethodに よるPlaqueFormingCellassay(PFC)(102)の ス ライ

ド法変法 に準 じて行 った。すなわち、invitroの 実験では、脾臓細胞 を培養穴毎に

0.5m1のRPMI-1640培 地 に再浮遊 させ 、そ の0.1mlを0.45%Agaroseの0.4m1に 加

え、 さ らに、Rittenbergら の方法(103)で 調製 した10%のTrinitrophenyl化 ヒツ ジ

赤血球 の50μ1を 加 えて 、スライ ドグラス上 にゲル化 させ た後 、37℃ で75分 間靜置

した。20倍 希釈 したモル モ ッ ト血清 を加え、 さ らに60分 間靜置 した後 、形成 され る

PFCの 数 を肉眼で計測 し、抗DNP-lgM抗 体産 生細胞数 とした。 また、111VIVOの 実験

で は、個体毎 に脾臓細胞浮遊液 を調製 し、同様 に操作 し、形成 され るPFCの 数を計測

し、抗DNP-IgM抗 体 産生細胞数 と した。

鑓

第一節 で記 載 した方法 によ り行 った。

3:結 果

invitroに お ける効 果

10お よび56週 齢 のマ ウス の培養脾臓細胞 中の抗DNP-IgM抗 体 産生細胞数 の増加 に

及ぼす黄耆 の効 果 につ いて検 討 した(Fig3-9)。 マ ウス の脾臓細胞(106個)あ た り

の抗体産 生細胞数 を10週 齢 と56週 齢で比較す る と、56週 齢 のマ ウス は10週 齢 のマ ウ

ス と比較 して70%程 度で あった。黄耆 は、10週 齢 のマ ウス の抗体産 生細胞数 の増加

にはほ とんど効 果 を示 さなか ったが、56週 齢 のマ ウス の抗体産生細胞数 の増加 に有意

な効果 を示 した。培養穴 中に添加す るエキス濃度 の比較で は50μg/mlで 添加 した培

養穴 中にお ける抗体産 生細胞数が最 も増加 して いた。

LPSは10週 齢 のマ ウスの培養脾臓細胞 の抗体産 生細胞数 を増加 させ る著 しい効果 を
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示 した。 しか し、56週 齢 のマウスに対 してはそ の効果が減弱 した。一方、黄耆 は、10

週齢 のマウスよ り56週 齢 のマウスの抗体産 生細胞数 の増加 に及ぼす効 果 の方が強か っ

た。

Fig.3-9EffectofAstragaliRadixonanti-DNP-lgM

PFCinCulturedSpleenCells.

DoseofAE;Ast-5:5μglml,Ast-50:50μg/m1,Ast-500:500剖mL

DoseofLPS;LPS-1:1p.glml,LPS-10:10!.tg/ml.

** ,***:Significantlydifferentfromcontrolvalue,atp<0.01,p<0.001.

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.(N=3)

112VIVOに お け る効 果

10お よび56週 齢 のマウス の脾臓 の抗DNP-IgM抗 体産生細胞 数 の増加 に及ぼす黄蓍

の111VIVOに お ける効果 につ いて検討 した(Fig3-10)。 マ ウス の脾臓細胞(106個)

あた りの抗体産生細胞数 を10週 齢 と56週 齢 で比較す る と、56週 齢 のマウスは10週 齢

と比較 して80%程 度であ った。

黄耆 は、10週 齢 のマ ウス の抗体産生細胞数 の増加 にはほ とんど効果 を示 さなかった

が、56週 齢 のマ ウス の抗体産生細胞数の増加 に有意な効果 を示 した。
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4:考 察

黄耆は、加齢マウスの培養脾臓細胞および脾臓中の抗体産生細胞数 を有意 に増加 さ

せる効果 を示す ことが明らかとなった。Yamadaら はマウスの脾臓 リンパ球 に対する

黄耆の熱水抽出エキスの幼若化効果について検討 し、マイ トジェニックな活性 を示す

ことを報告している(104)。 また、黄耆をその構成生薬とする十全大補湯は、脾臓

中のB細 胞を特異的に増殖 させる効果を示す ことが明 らかにされている(105)。 本

節における結果とこれ らの報告は、黄耆が加齢マウスの脾臓中のB細 胞が抗体産生細

胞へと増殖および分化する過程に対 して賦活化効果を有 していることを示唆するもの

であ り、第一節において加齢マウスのIgM抗 体産生能を増強させた要因のひとつとし

て抗体産生細胞数の増加が関与していることが考えられる。

加 嘘roお よびltlVIVOで抗体産生細胞数の増加に及ぼす黄耆の効果について検討し
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た ところ、Age-matchedcontrolと の比較で10週 齢 のマ ウス よ り56週 齢 のマウス に

対す る効果 の方が強か った。 これは、抗体産 生細胞数 の増加 に対す る宿主側の反応 の

違 いに よるもので あると考 え られ る。生体 には行 き過 ぎた生体 反応 を制御す る調 節機

構が備 わ って いる ことが知 られて いるが、黄耆 エキス を投 与 した10週 齢 のマ ウスでは

抗体産 生細胞数 の増加 を抑制 す る何 らかの因子 が56週 齢 のマウスよ り強 く働 いた可能

性が ある。

黄耆 をそ の構成 生薬 とす る十全大補湯 は、若年期 のマ ウス を用 いた検討 によ り、B

細胞 を特異 的に増殖 させ るが(105)、 抗原刺激前の投与では抗体産 生細胞数 の増加

には賦活化効果 を及ぼ さない ことが報告 され てい る(106、107)。 また、先 にも記

述 した よ うに、黄耆 は若年 マ ウスの脾臓細胞 に対 してマイ トジェニ ックな効果 を示す

ことが 明 らか にされてい る(104)。 これ らの報 告 と本節 におけ る結果 は、黄耆 エキ ス

を投 与 した10週 齢 のマウスでは脾臓 中のB細 胞 の増殖が促進 され るが、抗体産 生細胞

への分化 が制御 され、結果 として抗体産 生細 胞数がControlと 比較 して有意 に増加 し

なかった ことを示唆す るもので ある。

リボ多糖(LPS)は 、グ ラム陰性菌 の表面 にあ る外膜 の主要構成成分 のひ とつで、

B細 胞 のマ イ トジェ ン作用 、マク ロフ ァー ジ活性化作用 、補体第二経路 の活性化作

用、ア ジュバ ン ド活性化作用 な ど生体 防御系 に種 々の活性 を示す ことが 明 らか にされ

て いる(108)。 本節 にお ける検 討で もLPSは 、10週 齢 のマ ウス の脾臓 中のB細 胞 の

抗体 産 生細胞数 の増加 に対 し、著 しい効果 を示 した。 しか し、56週 齢 のマウス の脾臓

細胞 に対 してはそ の効果が減弱 した。一方、黄耆 はLPSと は逆 の効果 を示 した。す な

わ ち、抗体産 生細胞 数の増加 に及ぼす効果 は、10週 齢 のマウスよ り56週 齢 のマ ウス に

対す る方が高か った。各種 生薬の免疫 系に及 ぼす賦活化効果 は、生薬へ のLPSの

Contaminationに よ るものであ ると言 う知見 も存在す るが(109)、 本節 における結

果か ら、本研究で用 い られて いる黄耆 エキス(AE)の 効果 は、混在 しているLPSに よ

るもの でな い ことが明 らか となった。
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第 四 節 加 齢 マ ウ ス のIgM抗 体 産 生 能 を 賦 活 化 さ せ る 物 質

1:緒 言

第一節 にお ける検 討か ら、黄耆 は、加齢 によ り衰退 しているマウスのIgM抗 体産 生

能 を経 口投 与 によ り賦活化 させ る効果 を示す ことが明 らか となった。本 節では、黄耆

中に含 まれて いる経 口投与で加齢マ ウス のlgM抗 体産生能 を賦活化 させ る物質の検索

を試 みた。 また併せて、分画物 の構成要素や分子 量な どについて も検 討 した。

2:実 験 方 法

燬

PBS,O-PDA,HPRA,GalA,Glc,Rha,Rib,Fuc,Ara,Xyl,Man,Gla,

2-Deoxy-D-glucose、m-Hydroxybiphenyl、 トリフルオ ロ酢酸 は、第二章 第三

節 と同 じものを使用 した。他 の試薬 はすべて、和光純薬工業製、関東化学製、米山薬

品工業製、Sigma社 製 または片 山化学製 の特級 を用 いた。 また、実験 に使用 した水

は、す べて超純水 を使用 した。

培地 お よびCultureプ レー ト、抗 原

第一節 と同 じものを使用 した。

試料工キス(AE)

第一章第二 節 と同 じもの(試 料Dか ら抽出)を 使用 した。

遡

C3H/HeN系(雌)マ ウス を 日本SLC(浜 松)か ら購入 した。なお、実験 には、30

週齢 のマ ウス を使用 した。

攤

黄耆 の抽 出および分画 は、Fig.3-11に 示す方 法 に従 って行 った。第一章第一節 に示

す方法 によ り黄耆 か らAEを 調 製 した。AEは 、第二章第三 節 に示すセ タブロン沈殿法

(67)に よ りさ らにF-1,F-2お よびF-3に 分画 された。セ タブ ロン沈殿 法 によ り分画

された フ ラクシ ョンの中で最 も活性が高か ったF-1は イオ ン交換 ク ロマ トグラフィー

によ りさ らに、F-4,F-5お よびF-6に 分画 された。イオ ン交換 ク ロマ トグ ラフィー に

よ り分画 され たフ ラクシ ョンの中で最 も活性が高か ったF-4は ゲル ろ過 クロマ トグラ

フィー によ りF-7とF-8に 分画 された。Fig.3-11に それぞ れの フラクシ ョンの黄耆 か
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らの抽 出率を示す 。

AE【5.86】

precipitatedwith8%cetavlon

precipitate

issolvedin10%NaCI

precipitatedwithMcOH

containing1%KOAc

dialyzedagainstwater

F-1【1」8】

DEAFSephacel

super

卜
preci

atant

addedwith1%boricacid
adjustedpH8.8(2NNaOH)

pitatesupernatant

溜 謡認 腮adjustedpH4.4(Aceticacid)

precipitated
withMcOH留 鰡 霊

副 圃 ㎎ 血 ・tw・to・ 岫 ・zedag血S龜 耐e「

F・2【o・251F-312.16】

F;4[0.92]FI5(o.il]

Sephacry置S層300

F=6(0.32]

冂:yield(%)fromAstragaliRadix

F囓7工 唖L32】 】F-8[0.42]

Fig.3-11.SeparationofPolysaccharideFractionofAstragaliRadix

イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィー

F-1は 、0.02NTris-HC1緩 衝 液(pH7.0)に 溶解 した後 、 同緩 衝 液 で 平衡 化 さ れ

た 、DEAF-Sephadex(PhamユaciaBiotech社 製 、 ス ウ ェー デ ン)(7×35cm)を

充 て ん した カ ラム に よ り分 画 され た 。 溶 出は 、 同緩衝 液 を用 い 、 グ ラジ エ ン ト法

(11.8N:NaCl)に よ り行 っ た。 また 、 フ ラク シ ョンの分 画 は 、25m1ず つ行 い、

フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)お よびLOwry法(69)に よ り分 析 した 。

ゲ ル ろ過 ク ロ マ トグ ラフ ィー

F-4は 、0.01Nリ ン酸 緩 衝 液(pH7.2)に 溶 解 した後 、 同緩 衝 液 で平 衡 化 され た 、

SephacrylS-300(PharmaciaBiotech)(2.6×60cm)を 充 て ん した カ ラム に よ り

分 画 さ れ た 。 溶 出 は 、 同緩 衝 液 を用 い て 行 った 。 また 、 フ ラク シ ョ ンの分 画 は、

10m1ず つ 行 い、 フ ェ ノー ル 硫 酸 法(68)に よ り分 析 した。

111VIVOに お け るIgM抗 体 産 生能 に及 ぼす 効 果 、ELISA、 化 学 分 析 、 統 計

本章第一節および第二章で記載 した方法によ り行った。
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3:結 果

加齢マウスの抗体産生能 を賦活化 させ る物質

加 齢 マ ウス のIgM抗 体 産 生能 を賦 活 化 させ る物 質 の検 索 を行 った 。AEは 、セ タ ブ

ロ ン沈殿 法 に よ り、3つ の フ ラク シ ョ ン に分 画 され た(F-1,F-2お よ び

F-3)。 強 酸 性 画 分 で あ るF-1は 、AEと 同等 の抗体 産 生 能 賦 活化 効 果 を示 した(Fig.

3-12)。F-2(弱 酸 性 画 分)お よびF-3(中 性画 分)に は ほ とん ど賦 活 化 効 果 が 確認

で きな か った 。F-1は 、DEAE-Sephadexを 用 いた イ オ ン交 換 ク ロマ トグ ラ フィー に

よ りさ らに3つ の フ ラク シ ョ ンに分 画 され た(F-4,F-5お よびF-6)(Fig.3-13)。 そ

の うち 、F-4は 、特 に抗 体 産 生能 を賦 活 化 させ る有 意 な効 果 を示 した 。F-5お よびF-6

に も有 意 な賦 活 化 効 果 が確 認 され た が 、F-4と 比 べ てそ の効 果 は低 か った(

Fig.3-14)。F-4は 、SephacrylS-300を 用 いた ゲ ル ろ過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り

さ らにF-7とF-8に 分 画 され た(Fig.3-15)。F-7とF-8は とも に、 加 齢 マ ウ ス のlgM

抗 体 産 生 能 を賦 活 化 させ る有 意 な効 果 を示 した(Fig.3-16)。

F-3-0.8mg

F-3-0.4mg

F-2-0.2mg

F-2-0.lmg

F-1-0.8mg

F-1-0.4mg

AE-1.2mg

Control

80120160200

1gMantibodyproduction(%ofcontrol)

Fig.3-12EffectofAstragaliRadixFractiononAntibodyProduction

Eachcolumnrepresentsthemean±S.E.ofsmice.

Significantlydifferentfromcontrolvalueatp<0.05(*)
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 Fig.3-13 Chromatogram of  F-1 on a DEAE-Sephacel Column 

Each fraction was monitored by the phenol-sulfuric acid  method() and 
Lowry  method(0). 
Fraction numbers 10-13, 35-38 and 42-45 were collected, dialyzed, lyophilized 
and designated as F-4,  F-5 and F-6, respectively.

F-6-0.2mg

 F-6-0.1mg

 F-5-0.1mg

 F-5-0.05mg

F-4-0.6mg

 F-4-0.3mg

Control

00

 IgM antibody production (% of control) 

 Fig.3-14 Effect of Astragali Radix Fraction on Antibody Production 
Each column represents the mean ±S.E. of 5 mice. Significantly 
different from control value at  p<0.05(*),  p<0.01(**),  p<0.001(***)
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2.5

2

1.5

0.5

0

1471013161922252831343740434649

Fraction

Fig.3-15.ElutionProfileofF-40nGelPermeationChromatography

Eachfractionwasmonitoredbythephenol-sulfuricacidmethod.()
Fractionnumbers22-28and29-34werecollected,dialyzed,

lyophilizedanddesignatedasF-7andF-8,respectively.

F-8-0.1mg

F-7-O.lmg

**

**

Control

80 120160
1gMantibodyproduction(%ofcontrol)

200

Fg.3-16EffectofAstragaliRadixFractiononAntibodyProduction

EachcolumnrepresentsthemeanfS.E.of5mice.

Sig口由Ecandydifferentfr(mc㎝ 杜olvalueatp<0・01(**)

F-7お よびF-8の 化学的性状

F-7お よ びF-8の 化 学 的性 状 をFig.3-17に 示 す 。F-7お よびF-8は そ れ ぞ れ 、Glcと

して89.3%お よび95.5%の 中性糖 、GalAと して7.2%お よび7.5%の ウ ロ ン酸 を含 有 し

て い た 。F-7お よ びF-8に タ ンパ ク 質 は含 有 され て いな か った 。 また 、HPLCゲ ル ろ

過 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り分 析 を行 った と こ ろ、F-7,F-8と も単 一 の ピー ク を示 し

た(Fig.3-18)。 デ キ ス トラ ンを標 準 と して 分 子 量 を測 定 した と ころ 、F-7が 約
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22000、F-8が 約12000で あ った 。 さ らに、F-7お よ びF-8の 構 成 糖 に つ いて検 討 した

と ころ 、Glcの 割 合 が 非 常 に高 く、Rha、Rib、Fuc、Ara、Xy1、Man、 は ほ とん ど確

認 で き なか っ た(Fig.3-19)。

Fig.3-17ChemicalPropertiesofF-7andF-8

F-7 F-8

Molecularweight
Totalprotein(asBSA)
Totalcarbohydrate(asglucose)

Totaluroicacid(asgalacturonicacid)

111

N.D.

:・'.

7.2%

Ili

N.D.

95.5%

7.5%

Componentsugars(mol.ratio}
Rha.mnose
Ribose
Fucose
Arabinose
Xylose
Mannose
Galactose
Glucose

2

2

1

2

6

2

3

100

N.D.

N.D.

1

N.D.

2

N.D.

N.D.

100

N.D.:Notdetected

§

Fig.3-18.GelPermeationHPLCChromatogramofF-7andF-8
F-8andF-9wereappliedtocolumnsofAsahipakGF-S10HQand310HQinaseries.
AmobilephaseofO.1MNaClwasusedataflowrateofO.5ml.Thepeakat33.1min
wasrepresentedasthesolvent
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監

計

Fig.3-19GCChromatogramofComponentSugarsin

F-7andF-8
Rha,rhamnose;Rib,ribose;Fuc,fucose;Ara,arabinose;
Xyl,xylose;Man,mannose;Gal,galactose;Glu,glucose;
1.S.,internalstandard(2-deoxy-D-glucose).

4:考 察

本節で は、黄耆 に含 まれて いる加齢 マウスのIgM抗 体産 生能 を経 口投与で賦活化 さ

せ る物質 の検索 を試 みた。強酸性多糖画分で あるF-1は 、イオ ン交換 クロマ トグ ラ

フィー によ りF-4,F-5お よびF-6に 分画 された。各分画物の効果 につ いて検討 した と

ころ、す べて の画分 に有意な賦活化効 果が確認 された。 これは、黄耆 には、加齢マ ウ

スのlgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る物質が複数存在す る ことを窺わせ るもので あ り、

それ らの物質が相互 的に作用 して いる と推測 され る。

黄耆 か ら加齢 マウスのlgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る、HPLCゲ ルろ過ク ロマ トグ

ラフィーで単一 の ピーク を示す2種 類 の多糖(F-7お よびF-8)を 分画 した。F-7お よ

びF-8の 構成糖 について検討 したと ころ、Glcが 非常 に高い割合 を占めた。F-7お よび

F-8は グルカ ンを主成分 とす る多糖で あ り、 このグルカ ン鎖 の部分が加齢 マ ウス の

IgM抗 体産 生能 の賦活化 に関与 して いる可能性 が示唆 された。

免疫系 を賦活化 させ るグルカ ン鎖 を有 している多糖 が、 シイタケ(79、80)、 ブ
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ク リョウ(110)、 カ ワラタケ(111)、 霊芝(112)や 冬虫夏草(113)な どか ら分

画 され ている。 この中には既 に、癌 に対す る免疫療法薬 として臨床 的 に応用 されて い

るもの もあ る。 しか し、 これ らの多糖 は水 に難溶性で あることや カ ワラタケ 由来 の多

糖以外 は、経 口投与 では効果 が認 め られない ことが明 らか とな って いる(114)。 生

薬類 のほ とん どが煎剤 として経 口的 に服用 されて いる事実を考 える と、古来 か ら経験

的 に用 い られてきた生薬 の有効成分 は、水 に溶解 し、経 口投与 で効 果 を示す物質であ

ると考 え られ る。本 節において、黄耆 か ら分画 された加齢 マウスのlgM抗 体産 生能 を

賦活化 させ る物質 であるF-7お よびF-8は 経 口投与で効果 を示 し、かつ水 に可溶性 の

多糖で あ った。

また 、生薬の生物活性 に及ぼす効果 を検 討 した研 究で、人間 に投 与す る量の何十倍

もの量 を体重 比で動物に投 与 して いる事例 も認め られ るが、本 実験 にお けるAEお よ

び各分画物 の投与量は3.3-40㎎/㎏ であ り、実 際に人間 に投与す る量 に換算 しても

妥 当な投 与量で あると考 え られ る。

第 五 節 小 括

本章で は、マ ウス のIgM抗 体産生能 に及 ぼす黄耆 の効果 について検 討 し、以下の結論

を得た 。

1:黄 耆 は、若年期 のマ ウス の抗DNP-IgM抗 体産 生能 には、賦 活化 効果 を示 さず、

加齢 によ り衰退 して いる抗DNP-IgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る効果 を示す こと

が明 らか とな った。

2:黄 耆 を投与 したマウスでは、JEVの 感染 に対 して 特異的なlgM抗 体産 生能 の賦活

化 が認め られ、その賦活化 はJEVに 対す る防御効果 の増強 をもた らす ことが明 ら

か とな った。

3:黄 耆 は、加齢マ ウス の脾臓 中の抗体産生細胞数 を増加 させ る有意な効果 を示す こ

とが 明 らか とな った。

4:黄 耆 に含 まれて いる加齢マ ウスの抗体産 生能 を賦活化 させ る物質 の検索 を試 み、

2種 類(F-7お よびF-8)の 多糖 を主成分 とす る分画 を得た 。

5:F-7お よびF-8の 分子 量 は、約12000(F-8)と 約22000(F-7)で あ り、その構

成 糖 としては、Glucoseの 割合が非常に高かった。
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総 括

生薬の有効性を解明するのは、容易ではな く、有効性 に関する科学的見地からの知

見は、質、量ともに合成薬 と比較 して不充分である。

本研究では、中国の古い薬物書で、また漢方医学における経験則に基づいた適用方

法で、生体防御系を賦活化 させる効果を示す ことが推測される生薬 「黄耆」を採 り上

げ、 日本脳炎ウィルス(Japaneseencephalitisvirus:JEV)の 感染に対する生体防

御効果を指標 とした有効性 について検討を行った。

第一章では、JEVの 感染に対する黄耆 の腹腔内投与による生体防御効果 と作用機序

についてマウスを用 い検討した。その結果、黄耆はJEVの 感染に対 して有意な生体防

御効果を示し、その防御には感染の初期 における非特異的な防御因子である好中球や

マクロファージの走化性、活性酸素産生能および貪食能などの活性化が関与している

可能性が明らかとなった。

第二章では、JEVの 感染に対する経口投与による防御効果 とその作用機序について

検討 した。その結果、黄耆は、JEVの 感染に対 して経口投与でも有意な生体防御効果

を示す こと、その防御効果には腹腔内投与の場合と同様、マクロファージの貪食能お

よび活性酸素産生能などの活性化が関与 している可能性が明 らかとなった。また本章

では併せて、黄耆中に含まれている経口投与で腹腔内細胞の機能を賦活化させる物質

の検索 を試み、Glucoseを 主構成糖 とする強酸性多糖画分を含む複数の画分が効果 を

示す ことを明らかにした。

第一章および第二章における結果は、ウィルスの感染に対する宿主の生体防御 とし

て、従来か ら有効であると考えられてきた免疫系を中心 とする特異的な機構 ととも

に、感染の初期に発動す る非特異的な機構も同様に重要であることを指し示す もので

あり、黄耆は食細胞系などの非特異的な機構に対 して、賦活化効果を示すことが本研

究か ら明 らかとなった。

第三章では、生体 にとって重要な特異的防御機構のひとつであ り、JEVな どウィル

ス血症(Viremia)を お こすタイプのウィルスの感染に対する生体防御 として特 に有効

であると考えられている、抗体産生能に及ぼす黄耆の効果について検討 した。抗体は

体液性免疫 をつかさどる防御因子のひとつであ り、IgG,IgM,IgA,IgE,IgDの5つ の

クラスが存在す ることが知 られている。本研究ではこのうち、異物の侵入後比較的早
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期に産 生され る ことや微量 の異物抗原 に対 して も産生 されやす い ことが知 られてい る

IgM抗 体 に着 目し、まず 、第一節 では、抗DNP-IgM抗 体産生能 に及 ぼす黄耆 の効果

につ いて10,36,60週 齢 のマウスを用 いて検討 した。黄耆 は、若年期 のマウス(10週

齢)のIgM抗 体産 生能 にはほ とん ど賦活化効果 を示 さなか ったが、加齢 マウス(36お

よび60週 齢)の 衰退 している抗体産生能 に対 して、Age-matchedcontrolと の比較

で有意な賦活化効 果 をinvitroお よびinvivoで 示す ことが 明 らか とな った。 また、 こ

の111VIVOで 確認 された効果 は、36週 齢お よび60週 齢 のマウスの衰退 して いるIgM抗

体産生能 を10週 齢 のマウス とほぼ同 じレベル にまで賦活化 させ るものであった。 第二

節では、第 一節で 明 らか とな った加 齢マ ウス に対す る黄耆 の効果がJEVの 感 染に対 し

て も示 され る ことを証 明す るた め、加齢マ ウスの抗JEV-lgM抗 体産 生能 に及ぼす黄耆

の効果 につ いて検 討 した。そ の結果、黄耆 を投与 したマウスではJEVに 特異的なIgM

ノ

抗体産 生の賦 活化 が認 め られ、そ の賦活化 はJEVの 感染 に対す る防御効果 の増強 を も

た らす ことが確認 され た。また、第三節で は、加齢マウス の脾臓 中の抗体産 生細胞 数

の増加 に及 ぼす黄耆 の効果 ついて検討 し、抗体産生細胞 数 を増加 させ る有 意な効果 を

示す ことを明 らか に した。さ らに第 四節で は、黄耆 中に含 まれて いる経 口投与で加齢

マ ウスのlgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る物質 の分画 をセ タブロン沈殿法、イオ ン交換

クロマ トグ ラフィーおよびゲル濾過 ク ロマ トグラフィーな どを組み合わせて試み、

HPLCゲ ル ろ過 ク ロマ トグラフィーで単一 のピークを示す2種 類 の多糖画分(F-7お よ

びF-8)を 分画 した。F-7お よびF-8の 構成要素 につ いて検討 した ところ、 中性糖 が大

部分であ り、そ の中で もGlucoseが 高 い割合 を占めた ことか ら、そ の主成分 はグルカ

ンで ある ことが推測 され た。また、F-7お よびF-8の 分子量 を測定 した ところ、約

12000(F-8)と 約22000(F-7)で あ った。

加齢 によ り生体 防御 系 の機 能が低下す る現象やそ のメカニズムについては数多 くの

報告が存在す るが(88-95)、 加齢 に伴 い衰退 してい る防御 能 を賦活化 させ る試 みは

ほ とん ど行 われ て いな い。経 口投与で加齢マウスのIgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る物

質 を黄耆 か ら分画 し、その化 学的性 状 を明 らかに し、 さ らにJEVの 感染 に対す る生体

防御効果 を指標 として漢薬 「黄耆 」 の有効 性 を証 明 したのは、本研究 が初めてであ

る。本研 究 におけ る成果 は、古 来か ら経験則 に基 づいて使 用 されて きた黄耆 の有効性

を科学的見地 か ら示すひ とつ の大 きな知見 にな るもの と考 え られ る。
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結 論

中国の古 い薬物書 によ り、生体 防御 系 を賦 活化 させ る効果 を有 してい ることが推測

され る生薬、 「黄耆 」 の有効 性 について 日本 脳炎 ウィル スの感 染 に対す る防御効果 を

指標 として検 討 し、以下 の知見 を得 た。

1:黄 耆 は、 日本脳炎 ウィルス の感染 に対 して腹腔内投与 によ り、有意 な生体 防御効

果 を示 した。 また、そ の作用機序 につ いて検討 した ところ、マ クロファー ジや好

中球 の貪食能 、活性酸素産生能な どの活性化が関与 して いる可能性が明 らか と

な った。

2:黄 耆 は、 日本脳炎 ウィル スの感染 に対 して経 口投与 によ り、有意な生体 防御効果

を示 した。また、その作用 には、腹腔 内投 与の場合 と同様、非特異的な防御 因子

であるマク ロファージの貪食能 、活性酸 素産 生能 の活性化 が 関与 して いる可能性

が明 らか となった。

3:黄 耆 には、経 口投与でマウスの腹腔 内細胞 数を増加 させ るGlucoseを 主構成糖 と

す る多糖成分が含 まれていた。

4:黄 耆 は、若年マ ウス のIgM抗 体産 生能 に対 しては賦活化効 果 を示 さなか ったが、

加齢マウス に対 しては有意な賦活化効果 を示す ことが明 らか となった。

5:黄 耆 を投与 したマ ウスでは、JEVの 感染 に対 して、特異 的な抗JEV-IgM抗 体 産生

能 の賦活化が認め られ、その賦活化 はJEVの 感染 に対す る防御効果 の増強 をもた

らす ことが 明 らか とな った。

6:黄 耆は、加齢マ ウスの抗体産生細胞数 を有意 に増加させ る効 果 を示す ことが 明 ら

か とな った 。

7:黄 耆か ら加齢 マウスのIgM抗 体産 生能 を賦活化 させ る2種 類 の多糖画分 を分画 し

た。それ らの多糖 は、Glucoseを 主構成糖 とし、分子 量は、約12000と 約22000

であった。
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