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略語一覧  

 

本論文中に使用した略語は以下の通りである．  

 

Ab : antibody 

ABTS : 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt  

APC: allophycocyanin 

BM : bone marrow 

BMC : bone marrow cell 

BMDC : bone marrow-derived dendritic cell  

BRM : biological response modifier  

BSA : bovine serum albumin 

CA : caffeic acid 

CD : cluster of differentiation 

cDNA : complementary DNA 

CLEC : C-type lectin 

CoA : trans-p-coumaric acid 

ConA : concanavalin A 

CTL : cytotoxic T lymphocyte 

CTLA-4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 

CY : cyclophosphamide 

Da : Dalton 

DHP : dehydrogenation polymer 

DIW : deionized water 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 

EGCG : epigallocatechin-3-gallate 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 

EPP ; enzymatically polymerized polyphenol  

ESI : electrospray ionization 

FA : trans-ferulic acid 

FACS : fluorescent-activated cell sorting 

FBS : fetal bovine serum 

FITC : fluorescein isothiocyanate 

GALT : gut-associated lymphoid tissues 

GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor  

HIV : human immunodeficiency virus  
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HPLC : high performance liquid chromatography 

HRP : horse raddish peroxidase 

HSV : herpes simplex virus 

i.p. : intraperitoneal  

ICAM-1 : intercellular adhesion molecule -1 

id : internal diameter 

IFN : interferon 

Ig : immunoglobulin 

IL : interleukin 

LAL : limulus amebocyte lysate 

LC/MS : liquid chromatography-mass spectrometry 

LFA-1 : lymphocyte function-associated antigen-1 

mAb : monoclonal antibody 

MACS : magnetic activated cell sorting 

MAPK : mitogen activated protein kinase  

MHC : major histocompatibility complex 

mRNA : messenger RNA 

MTT : 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

NF-κB : nuclear factor-κB 

NK : natural killer 

NLR : Nod-like receptor 

OTPP : oolong tea polymerized polyphenol  

p56Lck : lymphocyte-specific protein tyrosine kinase p56 

pAb : polyclonal antibody 

PAMP : pathogen-associated molecular pattern 

PBS : phosphate-buffered saline 

PC : peritoneal cavity 

pCA : polymerized caffeic acid 

PCC : peritoneal cavity cell 

pCoA : polymerized p-coumaric acid 

PCR : polymerase chain reaction 

PE : phyco-erythrin 

pFA : polymerized ferulic acid 

PMA : phorbol 12-myristate 13-acetate 

PRR : pattern recognition receptor  

rpm : round per minutes 

s.c. : subcutaneous 
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SCID : severe combined immunodeficiency 

SPF : specific pathogen free 

SPL : splenocyte 

TCR : T cell receptor 

Th : helper T 

THY : thymocyte 

TLR : Toll-like receptor 

TMB : 3,3`,5,5`-tetramethylbenzidine 

TNF : tumor necrosis factor  

TP3 : TO-PRO-3 
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緒論  

 

 近年，先進諸国において高齢化は避けることのできない問題の一つとなってお

り，疾病の治療ならびに介護に係る社会的負担を回避するため，各国政府は様々

な対策を行っている．我が国では，2000 年に発足した「健康日本 21」が 2013 年

現在第 2 期を迎え，国民の健康の増進の総合的な推進を図るための基本的な方針

とされている  (健康日本 21 : http://www.kenkounippon21.gr.jp/‎)．具体的に，壮年期

死亡の減少，健康寿命の延伸及び生活の質の向上を実現することを目指し，従来

の疾病対策の中心であった健診による早期発見又は治療にとどまることなく，健

康を増進し，疾病の発病を予防する「一次予防」に一層の重点を置いた対策が推

進されている．国民の健康維持への関心は次第に膨れ上がり，食生活ならびに生

活習慣の見直しが行われ，ジョギング，サイクリングなどの運動が積極的に取り

入れられている．セルフメディケーションによる各個人の健康増進が推奨されて

いる背景を受けて，人々に有益な薬理作用を有する様々な機能性食品に注目・期

待が集まっている．とりわけ，科学的根拠に基づき，その有効性・安全性を国に

承認された「特定保健用食品」は，昨今の健康意識の強さを象徴した製品である．

健康増進法  (栄養改善法 ) に基づく保健機能食品の一つとして，機能性食品市場が

拡大しつつあった 1991 年に制度が創設され，既に 1000 品目を超える商品が許可

されている．現在，これら既存制度の規制緩和，ならびに新たな食品機能性表示

の導入に向けた動きが活発化している．  

 

 機能性食品の普及に伴い，機能性食品の生体調節作用を担う様々な機能性分子

の特定および作用メカニズムの解析が分子レベルで盛んに行われている．代表的

なものに，整腸作用を有する乳酸菌類  (プロバイオティクス )，体脂肪・コレステ

ロールの低減効果を持つポリフェノール類が挙げられ，これらは既に国民の食生

活に広く浸透している．乳酸菌類は，食生活の欧米化およびストレスにより悪化

した腸内フローラ  (腸内細菌叢 ) のバランスを改善し，腹部膨満感・下痢症状など

の改善効果を示すことが報告されている 1)．また近年では，ポリフェノール類の

様々な薬理効果・生理機能が次々に解明されている．例えば，エピガロカテキン

ガレート  (epigallocatechin gallate : EGCG) をはじめとする緑茶葉由来ポリフェノ

ール類は，抗肥満効果 2)，抗ヒト免疫不全ウイルス  (human immunodeficiency virus  : 

HIV) 効果 3,  4)，抗酸化効果 5)，抗腫瘍効果 6)，抗変異原性効果 7)，抗高コレステロ

ール効果 8)
 などの様々な有益な生体機能を有している．一方，カテキン類のポリ

マーである烏龍茶重合ポリフェノール  (oolong tea polymerized polyphenols : OTPP) 

は膵リパーゼの阻害活性を持ち，食後の高トリグリセリド血症を抑制することが

報告されている 9,  10)．機能性食品ならびに食品由来の機能性分子の生物活性および

そのメカニズム解析により，これまで不透明だった食品の薬理効果が明確になり，
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利用者に合わせたセルフメディケーションを科学的根拠に基づいて実践できるよ

うになった．  

 

 一方で，これらプロバイオティクスならびにポリフェノール類に共通した生体

調整活性として，免疫機能調整作用が着目されている．食品と免疫系の関係性は

古くから指摘されてきたが，近年，腸管免疫研究が発展したことで新たな展開を

迎えている．自然免疫機構が分子レベルで詳細に解析されるようになり，この過

程で多くの受容体が発見された．Toll-like receptor (TLR)，Nod-like receptor，C-type 

lectin (CLEC) などの pattern recognition receptor  (PRR) の存在が明らかとなり，自

然免疫研究は著しい発展を遂げた 11)．PRR を介して産生されたサイトカインなら

びにケモカインは，その他の免疫細胞を活性化させ，病原体の排除を促す 12)．ま

た，自然免疫に関連する受容体は重篤な感染症において機能するだけでなく，免

疫機構の発達，促進，維持にも密接に関わっており，さらに粘膜免疫においても

重要な役割を果たしている．腸管は多数の免疫細胞が集まる人体最大の免疫組織

であり，免疫応答の主要な調節器官として注目を集めている．腸管に存在する腸

内細菌は絶えず免疫細胞と接触しており，免疫系の発達と制御に重要な役割を果

たしている．無菌マウスは，感染防御あるいは抗炎症といった免疫応答能力が著

しく低いことから，腸内菌叢が全身の免疫応答に対して大きな影響を与えている

と考えられる 13,  14)．腸内細菌叢による消化管免疫組織  (gut-associated lymphoid 

tissues : GALT) の活性化を目的として発展を遂げたものが，乳酸菌などのプロバ

イオティクスである．さらに，自然免疫の認識機構が急速に解明されるにつれて，

マクロファージ・樹状細胞を免疫修飾する物質が微生物の有する核酸ならびに多

糖類などに広く分布していたことから，これらの分子を病原体関連分子パターン  

(pathogen-associated molecular patterns : PAMPs) と称するようになった 15)．このよ

うに分子レベルでの解明が進んだことにより，腸内に生息する菌叢のみならず，

死菌体およびその成分，さらには食品中に含まれる PAMPs によっても GALT は活

性化されるという考え方が普及した．プロバイオティクスとして利用される一部

の乳酸菌は，interferon (IFN)-γ 産生誘導活性などの強力な免疫賦活効果を有してお

り 16)，腫瘍免疫ならびに感染時に働くナチュラルキラー  (natural killer : NK) 細胞

などを意図して活性化することを目標とした研究が進められている 17,  18)．また，

Singh と Aggarwal はターメリックに含まれる curcumin が転写因子 nuclear factor-κB 

(NF-κB) を抑制することを明らかにしたことに端を発し 19)，緑茶 20)，グレープシ

ード 21)，ザクロ 22)
 などの機能性食品から得られたフェノール性化合物も同様に，

NF-κBおよび mitogen-activated protein kinases (MAPKs) を抑制することで免疫シス

テムを制御することが報告されている．一般的に，EGCG ならびにヒドロキシ桂皮

酸誘導体などの低分子フェノール性化合物は，細胞内分子を標的として抗炎症作

用を示す傾向がある 23-25)．これらの機能性分子は，主に炎症の緩和，アレルギー
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の症状軽減を目的として研究が進められている 26,  27)．  

 

 免疫賦活作用を有する食品は一般的に biological response modifier  (BRM) と称さ

れ，我が国では古くから茸などの食用真菌が使用されてきた．病原真菌に類似し

た細胞壁構造を持つ食用真菌を経口摂取することで，GALT の活性化を介して全身

性の免疫システムを上昇させることが可能である．著者はこれまでにブラジル原

産の薬用茸であるアガリクス  (Agaricus brasiliensis  : A. brasiliensis) の自然免疫調

節作用についての研究を行ってきた．A. brasiliensis の主な薬理作用として，糖尿

病抑制効果 28)，抗メタボリック症候群効果 29)，肝保護作用 30,  31)，などが報告され

ている．また，その乾燥子実体には主要な真菌細胞壁構成成分である「β-glucan」

が約 12.4% (日本食品分析センター調べ：酵素法 ) と豊富に含まれており，主に

β-glucan による抗腫瘍効果 32-35)
 がこれまでに複数報告されている．さらに，helper 

T (Th) 1 細胞応答誘導 36)，サイトカイン産生誘導作用 37,  38)，抗アレルギー効果 39)，

アナフィラキシー様反応抑制作用 40)，NK 細胞活性化作用 41,  42)
 などの報告が，A. 

brasiliensis の免疫調節作用を裏付けている．著者は研究の過程で，A. brasiliensis

の冷水抽出物が TLR2 を介して白血球を活性化させ，炎症性サイトカインである

interleukin (IL)-6 の産生を誘導することを報告した 43)．さらに，A. brasiliensis から

抽出された分岐 1,3-β-glucan 鎖を少量含む可溶性 1,6-β-glucan が，β-glucan 受容体

である dectin-1 に認識され， tumor necrosis factor (TNF)-α などのサイトカインを誘

導すること，granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) と抗原提示

細胞の存在下で，IFN-γの産生を強力に誘導することを明らかとし 44)，A. brasiliensis

による免疫修飾メカニズムの一部が解明された． II 型 IFN として知られる IFN-γ

は，ウイルス感染時などに，主に Th1 細胞から産生されるサイトカインの 1 種で

あり，NK 細胞ならびにキラーT 細胞  (cytotoxic T lymphocyte : CTL) の活性化作用

を有している 45,  46)．従って機能性食品による IFN-γ の産生制御により，NK 細胞お

よび CTL の活性化を介し，腫瘍免疫ならびに感染免疫における生体応答を人為的

にコントロールすることが可能となる．我が国ではこれまで，食用真菌であるシ

イタケ  (Lentinus edodes) ならびにスエヒロタケ  (Schizophyllum commune) 由来の

β-glucan であるレンチナン，シゾフィランといった医薬品が，臨床においてその抗

腫瘍効果が認められ，癌患者に対して使用されてきた経緯がある 47-50 )．従って，

各種機能性食品に含まれる β-glucan にも同様な活性を期待し，BRM として利用さ

れている．1,6-β-glucan 分岐鎖を持つ 1,3-β-glucan には強い IFN-γ 産生誘導作用が

あり，多くの食用真菌において経口摂取による NK 細胞活性化作用が報告されてい

る．受容体の特定を含めた分子メカニズムの解明により，β-glucan は機能性食品に

おける主要な免疫調整因子として位置付けられた．  

 

 一方で，A. brasiliensis 乾燥子実体には，β-glucan のみならず，「リグニン」と呼
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ばれる高分子ポリフェノール類が約 3.6%含まれていることが明らかとなった  (神

奈川県産業技術センター調べ：硫酸法 )．通常，リグニンは高等植物の細胞壁に存

在しており，特殊な機能性食品のみならず，人々が消費する植物性食品にも同様

に含まれている 51)．リグニンは，シナピルアルコール， p-クマリルアルコール，

コニフェリルアルコールなどのフェニルプロパノイドがペルオキシダーゼならび

にラッカーゼといった酵素の作用を受けて，ランダムなラジカルカップリング反

応により複雑に重合した生体芳香族高分子である 52)．シナピルアルコールに由来

するリグニンはシリンギルリグニン  (S リグニン )，p-クマリルアルコールに由来す

るリグニンはヒドロキシフェニルリグニン  (H リグニン )，コニフェリルアルコー

ルに由来するリグニンはグアイアシルリグニン  (G リグニン ) と呼ばれ，高分子化

と共にそれぞれが不均一に混合した三次元網目構造を形成し，セルロース，ヘミ

セルロースと共に，木化した高等植物の細胞壁を構成している  (Figure 1) 
53-55)．こ

れまでの研究で，松毬から抽出したリグニン類において，インフルエンザウイル

ス，HIV，単純ヘルペスウイルス  (herpes simplex virus : HSV) などに対する増殖抑

制効果が報告されている 56-58)．さらに，胆汁酸との結合活性を示すことから 51,  59)，

リグニンの抗コレステロール作用に注目が集まっている．また，シイタケ菌糸体

培養培地抽出物  (LEM) には各種酵素により分解された水溶性リグニンおよび

β-glucan が含まれており，免疫賦活活性が報告されている 60)．これまで，β-glucan

による免疫調節作用についての研究は飛躍的な進歩を遂げている一方，リグニン

類の免疫系に対する効果についての研究はほとんど行われていないのが現状であ

る．  

 

 前述したように，多くの低分子フェノール性化合物は強い抗酸化活性と共に，

炎症ならびにアレルギーなどの免疫を抑制する機能を示すが，これらのフェノー

ル性化合物は，植物中に存在するペルオキシターゼ，ポリフェノールオキシダー

ゼの作用により容易に重合する 61)．緑茶は茶葉の摘採後，速やかに加熱すること

で酵素類を失活させるが，烏龍茶では酵素を失活させずに発酵させるため，OTPP

のような烏龍茶特有のポリフェノール重合体を得ることができる．また，野菜・

果実におけるこれらの現象は酵素的褐変として知られ，我々は日常的に重合ポリ

フェノールを食事として摂取している．しかしながら，高分子ポリフェノール類

の免疫系に対する作用ならびにメカニズムについては詳細な解析は行われておら

ず，リグニン類の免疫機能への効果は，人々にほとんど知られていないのが現状

である．これまでに，天然リグニン類ならびにリグニン配糖体について， in vitro

刺激における免疫担当細胞への効果としてリンパ球幼若化活性などの僅かな報告

があるが 62)，天然物中のリグニンの多くは多糖類，タンパク質との複合体を形成

しており，その完全な精製が困難であることから生物活性の活性中心の特定およ

び分子メカニズムの解明には至っていない．リグニン類の免疫系に対する効果を
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検討するためには，タンパク質ならびに多糖類，さらにはエンドトキシンなどの

微生物由来 PAMPs の混入の無い，純度の高い試験検体を用いて検討を行う必要が

ある．  

 

 

 

 

Figure 1. The proposed major structure of  natural lignin. 

 

 

 Freudenberg らは，リグニン類の代謝研究の過程で，酵素による重合・脱重合機

構を解析し， in vitro においてリグニンモデルポリマーを作製した 63)．脱水素重合

物  (dehydrogenation polymer : DHP) と呼ばれる合成リグニンモデルポリマーを用

いた解析により，これまでに HIV
64)，HSV

65)
 などに対する抗ウイルス効果の分子

メカニズムが解明され，リグニン類はウイルス感染に対して有効な機能性分子と

なる可能性が示唆されてきた．天然物から純度の高いリグニンを抽出することは

困難であるが，実際のリグニン生合成と同様に，リグニンモノマーであるフェニ
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ルプロパノイド類およびその誘導体にペルオキシダーゼを作用させることで，酵

素的に重合させた高分子ポリフェノール  (enzymatically polymerized polyphenol : 

EPP) を作製することが可能である 66)．EPP は天然由来リグニンとは異なり，セル

ロース，ヘミセルロースなどの多糖類，タンパク質，エンドトキシンなどの混入，

ならびに抽出時に生じるスルホン化などの官能基修飾を制限できるため，リグニ

ンによる免疫調節機能の解析に適している．さらに，前駆体  (precursor) の種類を

制限することによって，モノリグニンを作製することが可能であり，本来は複雑

で不均一なリグニンの化学構造をある程度制御することができる．これらの高純

度な合成リグニンを用いて，免疫系に対する作用およびそのメカニズムを解明す

ることで，免疫調節作用を目的とした新たな機能性食品として，リグニンなどの

高分子ポリフェノールを利用できる可能性がある．  

 

 本研究では，高分子ポリフェノールの免疫系への作用を明らかにするため，フ

ェニルプロパノイド類を酵素的に重合させたリグニン様可溶性 EPP を作製し， in 

vitro ならびに in vivo におけるマウス免疫担当細胞への作用とメカニズムを解析し

た．  

 

 本 論 文 は，第一章「 酵素重合ポリフェノール  (enzymatically polymerized 

polyphenols : EPP) の免疫調整効果と T 細胞への影響」，第二章「EPP の免疫賦活活

性における異種細胞間相互作用の影響」，第三章「EPP の経口投与による抗腫瘍効

果および NK 細胞活性化作用」により構成されている．  
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実験の部  

 

1) 実験材料  

 

1-1) 試薬  

[フェニルプロパノイド類 ] 

・3,4-dihydroxycinnamic acid (caffeic acid : CA) 

・ trans-4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid (trans-ferulic acid : FA) 

・ trans-4-hydroxycinnamic acid ( trans-p-coumaric acid : CoA) 

 東京化成工業株式会社  

 

[培地および添加物 ] 

・RPMI 1640 medium Invitrogen 社  

・Gentamycin sulfate Sigma 社  

・Fetal Bovin Serum (FBS) Equitech-Bio 社  

・HygroGold (Hygromycin B) InvivoGen 社  

・5-azacytidine 和光純薬工業株式会社  

 

[各種溶液 ] 

・非働化 FBS : FBS を 56°C の水浴中で 30 分間加温し，非働化後，-20°C にて保存，

用時解凍して用いた．  

・リン酸緩衝食塩液  (phosphate-buffered saline : PBS) : NaCl (8 g)，KCl (0.2 g)，

KH2PO4 (0.2 g)，Na2HPO4-12H2O (2.9 g) を脱イオン水  (deionized water : DIW) に溶

解して 1,000 mL (pH 7.4) とした．  

・ACK-lysing buffer : NH4Cl (8.29 g)，KHCO2 (1 g)，EDTA/2Na (37.2 mg) を DIW に

溶解し，1,000 mL とし，フィルター滅菌したものを実験に使用した．  

・AC buffer : NH4Cl (8.29 g) を Tris-HCl buffer (pH 7.5) に溶解して 1,000 mL とし，

フィルター滅菌したものを実験に使用した．  

・MTT 溶液  : 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT; 

株式会社同人化学研究所 ) 25 mg を PBS 5 mL に溶解し，フィルター滅菌したもの

を実験に使用した．  

・0.1M sodium carbonate buffer  (pH 9.5) : NaHCO3 (7.13 g)，Na2CO3 (1.59 g) を DIW

に溶解して 1,000 mL とし，NaOH で pH9.5 に調整した．  

・FACS 染色 Buffer : 非働化 FBS を 1%となるように PBSに加え，さらに 0.09% (w/v) 

のアジ化ナトリウムを加えたものをフィルター濾過し，実験に使用した．  

・尿素アセトン溶液  : アセトンと 8 M の尿素水溶液を 6:4 (v/v) となるように混合

し，実験に使用した．  
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・TMB microwell peroxidase substrate system KPL Inc. 

・生理食塩液  (生理食塩水 ) 大塚製薬株式会社  

 

・Dimethyl sulfoxide (DMSO) 

・Folin-Ciocalteu 試薬  Sigma 社  

 

・10%中性緩衝ホルムアルデヒド溶液  (pH 7.4) 

・過酸化水素  (H2O2) 

・Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate (Tween 20) 和光純薬工業株式会  

 

[リコンビナントタンパク質 ] 

・Recombinant mouse GM-CSF 

・Recombinant mouse IL-4 BD Biosciences 社  

 

・Recombinant mouse CTLA-4-Fc chimera protein R&D Systems 社  

 

・His-tagged recombinant mouse CD4 protein 

・His-tagged recombinant mouse CD8a protein Sino Biological Inc. 

 

[細胞刺激剤 ] 

・Pam3Cys-SKKKKx3HCl (Pam3CSK4) InvivoGen 社  

 

・Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

・ Ionomycin calcium salt from Streptomyces conglobatus  (ionomycin) Sigma 社  

 

[抗体各種 ] 

・anti-mouse CD4 (GK1.5) (rat IgG2b)  

・anti-mouse CD8a (53-6.7) (rat IgG2a) 

・anti-mouse CD11a (LFA-1) (M17/4) (rat IgG2a) 

・anti-mouse IL-12 (p40/p70) (C17.8) (rat IgG2a)  

・anti-mouse CD16/CD32 (2.4G2) (Fc Block)  

・ rat IgG2a isotype control 

・Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-mouse CD4 (RM4-5) (rat IgG2a) 

・APC-conjugated rat IgG2a isotype control  

・Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-mouse CD4 (RM4-5) (rat IgG2a) 

・FITC-conjugated anti-mouse CD8a (53-6.7) (rat IgG2a) 
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・FITC-conjugated anti-mouse CD11c (HL3) (armenian hamster IgG1)  

・FITC-conjugated rat IgG2a isotype control  

・Phyco-erythrin (PE)-conjugated anti-mouse CD3e (145-2C11) (armenian hamster IgG1) 

・PE-conjugated hamster IgG1 isotype control  BD Biosciences 社  

 

・anti-mouse CD54 (ICAM-1) (YN1/1.7.4) (rat IgG2b) 

・ rat IgG2b isotype control  

・APC-conjugated anti-mouse CD3e (17A2) (rat IgG2b) 

・PE-conjugated anti-mouse CD8a (53-6.7) (rat IgG2a) eBioscience 社  

 

・FITC-conjugated anti-mouse CD11b (M1/70.15) (rat IgG2b) 

・FITC-conjugated hamster IgG1 isotype control  

・FITC-conjugated rat IgG2b isotype control  

・PE-conjugated anti-mouse CD80 (RMMP-1) (rat IgG2a) Caltag Laboratories 社  

 

・APC-conjugated rat IgG2b isotype control  

・PE-conjugated anti-mouse NKp46 (29A1.4) (rat IgG2a) 

・PE-conjugated rat IgG2a isotype control  BioLegend 社  

 

・Peroxidase-conjugated anti-6-His antibody R&D Systems 社  

・Peroxidase-conjugated anti-Rat IgG (H+L) goat pAb 和光純薬工業株式会社  

 

[その他 ] 

・Type II horse raddish peroxidase (HRP) 

・PKH-26 

・Bovine serum albumin (BSA) Sigma 社  

 

・1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) free radical  東京化成工業株式会社  

・6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) 

 Calbiochem Inc. 

・2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt (ABTS)  

 和光純薬工業株式会社  

・TO-PRO-3 (TP3) Molecular Probes 社  

 

上記以外の試薬はすべて市販の特級試薬を用いた．  
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[細胞株 ] 

・YAC-1 (RCB1165) (マウスリンパ腫 ) 

・RAW264 (RCB0535) (BALB/c 由来マクロファージ様細胞株 ) 

・P815 cells (RCB1167) (DBA/2 由来肥満細胞腫 ) RIKEN Cell Bank 

 

[実験動物 ] 

・雄性 C57BL/6 マウス  

・雌性 DBA/2 マウス  

・雄性 C3H/HeN マウス  日本エスエルシー株式会社  

 

・雄性 C.B-17/Icr-scid/scid Jcl (SCID) マウス  日本クレア株式会社  
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2) 実験方法  

 

2-1) 第一章の実験方法  

 

2-1-1) 酵素重合ポリフェノールの作製  

 リグニン様高分子ポリフェノールの酵素合成は，HRP (Sigma) と，precursor と

して 3 種類のフェニルプロパノイド類  (CA，FA，CoA) をそれぞれ用いて，既報

の基本的な合成方法を参考に行った 66)．全量 10mL の PBS に precursor 200 mg を溶

解し，precursor と等モルの NaOH で中和後，HRP 1 mg を添加した．H2O2 溶液  (30%) 

を PBS で 0.1%となるように希釈し，precursor の 1.5 mol 等量分の H2O2 を遮光・室

温条件下 1 時間かけて滴下した．滴下終了後，引き続き室温にて 2 時間撹拌を続

け，沸騰水浴中で 20 分間加温して HRP を失活させた．遠心後，上清を分子量 50,000 

Da の透析膜に移し，十分量の DIW で 2 日間透析を行った．透析後，得られた反応

溶液を凍結乾燥し，EPP [CA，FA，CoA の重合体をそれぞれ polymerized (p) CA，

pFA，pCoA とする ] の粉末を得た．EPP ならびに precursor はフィルター滅菌され

た DMSO (Sigma 社 ) に溶解し  (20 mg/mL)，生理食塩水で適度に希釈後，細胞培養

に用いた．  

 

2-1-2) 構成元素分析  

 EPP ならびに precursor 中の炭素  (carbon)，水素  (hydrogen)，窒素  (nitrogen) 含

量の測定は東京薬科大学中央分析センターにおいて実施した．  

 

2-1-3) エンドトキシンの定量  

 エンドトキシンによる limulus 反応性 C 因子の活性化はエンドスペシーES-50M

セット  (生化学バイオビジネス株式会社 ) を用いて発色合成基質法により測定し

た．標準品として，Escherichia coli  O113 : H10 株由来エンドトキシン  (エンドトキ

シン標準品 CSE-L セット ; 生化学バイオビジネス株式会社 ) を使用した．各検体は

適度に蒸留水  (エンドトキシン，β-glucan フリー ) で希釈した．反応は平底の 96

穴の Toxipet plate 96F (生化学バイオビジネス株式会社 ) 上で以下のとおりに行っ

た．各検体  50‎μL を well に入れ，LAL 試薬を 50‎μL それぞれの well に加えた．プ

レートを 37°C でインキュベーションしながらマイクロプレートリーダー  

(Wellreader SK603; 生化学バイオビジネス株式会社 ) を用いて動態学的に吸光波長

405 nm，参照波長 492 nm で測定した．器具は細胞培養，臨床的使用のための使い

捨てプラスチック製品を利用し，ガラス製品は 260°C，3 h で滅菌した．  

 

2-1-4) マウス脾臓細胞の調整  

 マウスは CO2 により屠殺し，脾臓を摘出した．RPMI 1640 medium 中でステンレ
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スメッシュ  (線径 0.12 mm，MESH 80) を用いて単一細胞化し，1200 rpm × 5 min，

4°C で遠心分離した．得られた細胞は ACK-lysing buffer により混在する赤血球を

溶解し，RPMI 1640 medium で 2 回洗浄した．顕微鏡下で細胞数を計測し，細胞濃

度を調整し，Gentamycin sulfate (50‎ μg/mL) と非働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 

medium 中に懸濁した．  

 

2-1-5) MTT 法による細胞毒性の測定  

 EPP ならびに precursor のマウス脾臓細胞に対する細胞毒性については，既報の

基本的な方法の細部に変更を加えて実行した 67)．細胞毒性の検討には C57BL/6 マ

ウスの脾臓細胞を使用し，前述の方法によりマウス脾臓細胞を調整した．4 × 10
5
 

cells/100 μL の脾臓細胞を 96 well 平底プレート  (住友ベークライト株式会社 ) に

播種し，EPP ならびに precursor (0–100‎μg/mL) で刺激し，37°C・5% CO2 環境下に

て培養した．44 時間後に上清を除去し，37°C で加温した RPMI 1640 medium で 1

回洗浄後，MTT 溶液  (0.5 mg/mL)，Gentamycin sulfate (50‎ μg/mL)，非働化 FBS を

10%含む RPMI 1640 medium に培地交換し，37°C・5% CO2 環境下にて 4 時間培養

した．上清を除去し，DMSO 100 μL で細胞を溶解させ，550 nm における吸光度を

マイクロプレートリーダー  (MTP450; コロナ電気株式会社 ) を用いて測定した．

無刺激のコントロール細胞が示す吸光度を 100%として，各細胞増殖率を縦軸に示

した．  

 

2-1-6) 細胞培養  

 前述の方法により C57BL/6 マウス脾臓細胞を調整した．4 × 10
5
 cells/500 μL の脾

臓細胞を 48 well 平底プレート  (住友ベークライト株式会社 ) に播種し，EPP なら

びに precursor (0–100‎μg/mL) で刺激し，37°C・5% CO2 環境下にて培養した．48 時

間後に 1200 rpm × 5 min，4°C で遠心分離後，培養上清を回収した．  

 

2-1-7) 細胞分離  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を前述の方法により調整し，magnetic-activated cell 

sorting (MACS) により T 細胞の分離を行った．脾臓細胞を anti-CD3e microbeads 

(Miltenyi Biotec 社 ) で処理し，MACS LDカラム  (Miltenyi Biotec 社 ) を用いて CD3e

陽性細胞を除去した．  

 

2-1-8) フローサイトメトリー解析  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞ならびに細胞分離後に得られた細胞は， FACS 染色

Buffer に懸濁し，Fc Block 処理後に PE 標識 anti-mouse CD3e (145-2C11) あるいは

対応するアイソタイプ IgG で染色した．10%中性緩衝ホルムアルデヒド溶液  (pH 

7.4) で固定後，FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences 社 ) を用いてデータを回
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収し，FACSDiva (BD Biosciences 社 ) と FlowJo ソフトウェア  (Tree Star Inc.)  を用

いてデータを解析した．  

 

2-1-9) サイトカイン測定  

 細胞培養上清中の IL-1β， IL-4， IL-6， IFN-γ，GM-CSF 濃度は OptEIA kit (BD 

Biosciences 社 ) を用いて sandwich ELISA 法により測定した．  

 

2-1-10) 可溶性 CD4 結合実験  

 EPPとマウス CD4の直接的な結合性は ELISA様試験により評価した． 96 well 

ELISA プレート  (Greiner Bio-one社 ) を0.1 M sodium carbonate buffer (pH 9.5)  に溶

解したEPPならびにprecursor (0–25 μg/mL) でコーティングし，4ºCにて一晩放置し

た． 0.05% Tween 20を含む PBS (PBST) で洗浄し， 1% (w/v) BSAを含む PBST 

(BPBST) により室温にて1時間ブロッキングを行った．PBSTでプレートを洗浄後，

Hisタグ標識されたリコンビナントマウス CD4または CD8aタンパク質  (Sino 

Biological‎ Inc.)‎ (2‎ μg/mL) を加え 37ºCにて 1時間インキュベーションした．再度

PBSTでプレートを洗浄後，ペルオキシダーゼ標識anti-6-His antibody (R&D Systems

社 ) を加えインキュベーションし，十分に洗浄を行った．固相化したEPPならびに

precursorへの可溶性CD4またはCD8aタンパク質の結合性は，ペルオキシダーゼ基

質  (TMB microwell peroxidase substrate system)  (KPL Inc.)を用いて観測した．1Nの

リン酸で反応を停止した後，450 nmにおける吸光度を測定した．  

 また，得られた結果がEPPならびにprecursorのELISA プレートへの固層化効率の

違いに影響されていないことを確認するため，可溶性CD4タンパク質をプレートに

固層化し，anti-mouse CD4 mAbと各試験検体を共存させることで，競合的ELISA様

試験を実施した．ELISAプレートを0.1 M sodium carbonate buffer (pH 9.5)  に溶解し

たHisタグ標識リコンビナントマウスCD4またはCD8aタンパク質  (5 μg/mL) で固

層化した．PBSTでの洗浄後，BPBSTでブロッキングし，再度洗浄した．プレート

にBPBSTに溶解したEPPならびにprecursor (0–250 μg/mL) を加え30分間インキュベ

ーションし，洗浄後に BPBSTに溶解した anti-mouse CD4 mAb (GK1.5) または

anti-mouse CD8a mAb (53-6.7) (0.5‎ μg/mL) を加えて室温にて1時間インキュベーシ

ョンした．PBSTで洗浄後，ペルオキシダーゼ標識anti-Rat IgG (H+L) goat pAb (和光

純薬工業株式会社 ) を加えインキュベーションし，十分に洗浄を行った．各mAb

の固層化 CD4または CD8aへの結合はペルオキシダーゼ基質  (TMB microwell 

peroxidase substrate system) を用いて観測した．1Nのリン酸で反応を停止した後，

450 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダー  (MTP450; コロナ電気株式会

社 ) を用いて測定した．  

 

2-1-10) 細胞膜上 CD4 結合実験  
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 C57BL/6 マウス脾臓細胞  (4 × 10
6
 cells/mL) を前述の方法により調整し，

Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium 中に懸

濁した．EPP ならびに precursor (100 μg/mL) を加え 37ºC にて 1 時間インキュベー

ションした後，FACS 染色 Buffer で洗浄後，Fc Block を含む FACS 染色 Buffer に

懸濁し，氷上で 20 分間インキュベーションした．細胞染色のため， PE 標識

anti-mouse CD3e (145-2C11)， FITC 標識  anti-mouse CD8a (53-6.7)， APC 標識

anti-mouse CD4 (RM4-5) または対応するアイソタイプ IgG を加え，遮光し氷上で

さらに 30 分間インキュベーションした．細胞は洗浄後に 10%中性緩衝ホルムアル

デヒド溶液  (pH 7.4) で固定後，FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences 社 ) を用

いてデータを回収し，FACSDiva (BD Biosciences 社 ) と FlowJo ソフトウェア  (Tree 

Star Inc.) を用いてデータを解析した．  

 

2-2) 第二章の実験方法  

 

2-2-1) マウス腹腔常在性細胞，脾臓細胞，胸腺細胞，骨髄細胞の調整  

 C57BL/6 マウスまたは SCID マウスを CO2 により屠殺し，腹腔を 5 mL の生理食

塩水で 2 回洗浄し，洗浄液を回収した．1200 rpm × 5 min，4°C で遠心分離した後，

細胞数を顕微鏡下で計測した．細胞濃度を調整し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と

非働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium 中に懸濁し，腹腔常在性細胞とした．  

 脾臓ならびに胸腺を摘出し，RPMI 1640 medium 中でステンレスメッシュを用い

て単一細胞化し，1200 rpm × 5 min，4°Cで遠心分離した．得られた細胞は ACK-lysing 

buffer により混在する赤血球を溶解し，RPMI 1640 medium で 2 回洗浄した．顕微

鏡下で細胞数を計測し，細胞濃度を調整し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働

化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium 中に懸濁し，それぞれ脾臓細胞，胸腺細胞

とした．  

 大腿骨と脛骨を摘出後，骨髄に注射針を挿入し，骨髄内の細胞を RPMI 1640 

medium で押し流し，ピペッティングにより単一細胞化した．1200 rpm × 5 min，4°C

で遠心分離した後，ACK-lysing buffer により混在する赤血球を溶解し，RPMI 1640 

medium で 2 回洗浄した．顕微鏡下で細胞数を計測し，細胞濃度を調整し，

Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium 中に懸

濁し，骨髄細胞とした．  

 

2-2-2) マウス腹腔常在性細胞，脾臓細胞，胸腺細胞，骨髄細胞の培養  

 前述の方法により調整した C57BL/6 マウスまたは SCID マウス由来脾臓細胞は

48 well または 96 well 平底プレート  (住友ベークライト株式会社 ) に播種し，

C57BL/6 マウス由来胸腺細胞，腹腔常在性細胞ならびに骨髄細胞は 96 well 平底プ

レートにまいた後，EPP (0–100‎μg/mL) または Pam3CSK4 (0–0.5 μg/mL) で刺激し，
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37°C・5% CO2 環境下にて培養した．48 時間後に 1200 rpm × 5 min，4°C で遠心分

離後，培養上清を回収した．  

 

2-2-3) マウス BMDC の調整ならびに細胞培養  

 BMDC は，既報を参考に誘導した 68)．前述の方法により調整した C57BL/6 マウ

ス骨髄細胞に GM-CSF (10 ng/mL) と IL-4 (10 ng/mL) を加え，96 well 平底プレー

トに  250‎ μL ずつ播種し  (5 × 10
5
 cells/well)，37°C・5% CO2 環境下にて培養した．

3 日目にピペッティングにより非付着性細胞を取り除き，GM-CSF と IL-4 を含む新

たな培地に交換後，さらに培養を続けた． 5 日目に EPP (100‎ μg/mL) または

Pam3CSK4 (0.02 μg/mL) で刺激し，7 日目に培養上清を回収した．  

 

2-2-4) 細胞分離  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を前述の方法により調整し，MACS により CD4 陽性 T

細胞ならびに CD8 陽性 T 細胞の分離を行った．脾臓細胞は CD4
+
 T Cell Isolation Kit 

II または CD8
+
 T Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec 社 ) で処理し，MACS LS カラ

ム  (Miltenyi Biotec 社 ) を用いて CD4 陽性 T 細胞ならびに CD8 陽性 T 細胞を精製

した．  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を前述の方法により調整し，MACS により CD11b 陽性

細胞ならびに CD11c 陽性細胞の分離を行った．脾臓細胞は anti-CD11b または

anti-CD11c microbeads (Miltenyi Biotec 社 ) で処理し，MACS LD カラム  (Miltenyi 

Biotec 社 ) を用いて CD11b 陽性細胞ならびに CD11c 陽性細胞を除去した．  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を前述の方法により調整し，mouse T cell enrichment 

columns (R&D Systems 社 ) を用いて T 細胞を濃縮した．  

 

2-2-5) フローサイトメトリー解析  

 C57BL/6 マウス脾臓細胞ならびに細胞分離後に得られた細胞は， FACS 染色

Buffer に懸濁し，Fc Block 処理後に各種蛍光標識抗体あるいは対応するアイソタイ

プ IgG で染色した．また，マウス腹腔常在性細胞も同様に染色した．10%中性緩衝

ホルムアルデヒド溶液  (pH 7.4) で固定後， FACSCanto flow cytometer (BD 

Biosciences 社 ) を用いてデータを回収し，FACSDiva (BD Biosciences 社 ) と FlowJo 

ソフトウェア  (Tree Star Inc.) を用いてデータを解析した．  

 T 細胞の精製後，細胞分離前後の各細胞は APC 標識 anti-mouse CD4 (RM4-5) ま

たは FITC 標識 anti-mouse CD8a (53-6.7) で染色し，FACS 解析した．  

 CD11b 陽性細胞ならびに CD11c 陽性細胞の除去後，細胞分離前後の各細胞は

FITC 標識 anti-mouse CD11b (M1/70.15) または FITC 標識 anti-mouse CD11c (HL3) 

で染色し，FACS 解析した．  

 T 細胞の濃縮後，細胞分離前後の各細胞ならびに腹腔常在性細胞は APC 標識
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anti-mouse CD3e mAb (17A2) で染色し，FACS 解析した．  

 

2-2-6) サイトカイン測定  

 細胞培養上清中の GM-CSF 濃度は OptEIA kit (BD Biosciences 社 ) を用いて

sandwich ELISA 法により測定した．  

 IL-12p70 ならびに TNF-α 濃度は ELISA MAX set (BioLegend 社 ) を用いて測定し

た．  

 IFN-γ 濃度は OptEIA kit ならびに ELISA MAX set を用いて測定した．  

 

2-3) 第三章の実験方法  

 

2-3-1) ゲル濾過クロマトグラフィー  

 CAまたはpCAを尿素アセトン溶液に溶解し  (5 mg/mL)，200‎ μLを尿素アセトン

溶液で平衡化したToyopearl HW-60F column (東ソー株式会社 ) (1 × 45 cm) にアプラ

イ後，同溶液を溶出液としてオープンカラムクロマトグラフィーを行った．溶出

画分  (500‎μL/tube) を回収し，Folin-Ciocalteu試薬 69)
 を用いてフェノール性水酸基

を検出した．具体的に，等量の溶出画分とFolin-Ciocalteu試薬を室温で3分間混合し

た後，等量の10% (w/v) 炭酸水素ナトリウムを加えた．60分間室温でインキュベー

ションした後，マイクロプレートに移し， 700 nmにおける吸光度をマイクロプレ

ートリーダー  (Safire; TECAN社 ) を用いて測定した．  

 

2-3-2) 変異原性試験  

 細菌に対する CA および pCA の変異原活性は，ウムラック AT キット  (株式会社

蛋白精製工業 ) を用いて umu 試験により測定した．CA および pCA は 15 ng/mL か

ら 1 mg/mL の濃度までは水に溶解させ，2 mg/mL を超える濃度では 10% DMSO に

溶解・懸濁させた．またバックグラウンド用のコントロールとして 10% DMSO を

使用した．これらの試験検体 10 μL とサルモネラ菌 NM2009 株 100 μL を S9 Mix の

存在・非存在下にて混合した．37°C に設定した振盪培養器にて 2 時間インキュベ

ート後，100‎μL の X-gal を加え，DNA の損傷に応答して誘導された umu 遺伝子の

レベルを β-galactosidase 活性として観察した．発色後，100‎ μL の反応停止液を加

え，630 nm における吸光度をマイクロプレートリーダー  (MTP450; コロナ電気株

式会社 ) を用いて測定した．β-galactosidase 活性がバックグラウンドの 2 倍を超え

る場合を陽性結果として判定した．また EPP ならびに precursor 自身が吸光度に及

ぼす影響は，ブランクテストを行い補正した．  

 

2-3-3) 腫瘍細胞株の調整  

 YAC-1 細胞株は Gentamycin sulfate (50‎ μg/mL) と非働化 FBS を 10%含む RPMI 
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1640 medium を用いて継代培養した．  

 CD80 低発現 P815 細胞株  (B7-P815) は，既報 70)
 に従い作成した．CD80 の cDNA

はマクロファージ様細胞株である RAW264 から精製した mRNA より PCR にてクロ

ーニングした．CD80 遺伝子フラグメントは pcDNA3.1/Hygro (+) プラスミドベク

ター  (Invitrogen 社 ) に挿入し，15 μg の直鎖状プラスミドを P815 細胞株  (1 × 10
6
 

cells) に Gene Pulser II (Bio-Rad 社 ) を用いて 250 V の条件でエレクトロポレーシ

ョンした．mock-P815 細胞はコントロールプラスミドベクターを同条件にて導入し，

コントロール細胞株として作成した．遺伝子導入後の P815 細胞は Gentamycin 

sulfate (50‎ μg/mL)，Hygromycin B (50‎ μg/mL) ならびに 5-azacytidine‎ (10‎ μM) と非

働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium を用いて継代培養した．  

 

2-3-4) フローサイトメトリー解析  

 遺伝子導入後の P815 細胞ならびに C3H/HeN マウス脾臓細胞は，FACS 染色

Buffer に懸濁し，Fc Block 処理後に各種蛍光標識抗体あるいは対応するアイソタイ

プ IgG で染色した．また，マウス腹腔常在性細胞も同様に染色後，10%中性緩衝ホ

ルムアルデヒド溶液  (pH 7.4) で固定した．NK 細胞活性の測定の際には，染色後

に固定せずフローサイトメーターにアプライした．FACSCanto flow cytometer (BD 

Biosciences 社 ) を用いてデータを回収し，FACSDiva (BD Biosciences 社 ) と FlowJo 

ソフトウェア  (Tree Star Inc.)  を用いてデータを解析した．  

 mock-P815 細胞，B7-P815 細胞は PE 標識 anti-mouse CD80 (RMMP-1) で染色し，

FACS 解析した．  

 T 細胞群の割合を確認するため，マウス脾臓細胞は APC 標識 anti-mouse CD3e 

(17A2)，FITC 標識 anti-mouse CD4 (RM4-5)，PE 標識 anti-mouse CD8a (53-6.7) で染

色し，FACS 解析した．  

 NK 細胞数の変化を確認するため，マウス脾臓細胞は PE 標識 anti-mouse NKp46 

(29A1.4) で染色し，FACS 解析した．  

 

2-3-5 腫瘍移植マウスを用いた腫瘍細胞増殖抑制試験  

 腫瘍接種 9 日前より，DBA/2 マウスに自由飲水の形式で連日 500‎μg/mL の CA な

らびに pCA を経口投与した．継代培養を続けた B7-P815 細胞は PBS で 2 回洗浄し，

細胞懸濁液  50 μL‎(5‎×‎10
5
 cells) をマウス右鼠蹊部皮下に注射した  (Day 0)．CA な

らびに pCA は実験最終日まで経口投与を続けた．Day 7 に，腫瘍抑制の陽性コン

トロールとして Cyclophosphamide (塩野義製薬株式会社 ) (100 mg/kg) を腹腔内に

投与した．腫瘍接種後 21 日目まで腫瘍サイズをノギスで測定し，腫瘍面積  (mm
2
) 

を算出した．また Day 21 にマウスを CO2 により屠殺し，腫瘤を摘出後，重量を測

定した．  
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2-3-5) MTT 法による直接的な腫瘍細胞増殖抑制試験  

 EPP ならびに precursor の B7-P815 肥満細胞腫に対する細胞毒性は，既報 67)
 を

参考に解析した．試験開始 2 日前，継代培養を続けた B7-P815 細胞は RPMI 1640 

mediumで 2度洗浄し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働化 FBSを 10%含む RPMI 

1640 medium 中に懸濁し，引き続き維持培養を続けた．  

 1 × 10
4
 cells/100 μLのB7-P815細胞を96 well 平底プレート  (住友ベークライト株

式会社 ) に播種し，CAならびにpCA (0–100‎ μg/mL) で刺激し，37°C・5% CO2環境

下にて培養した．24時間後に上清を除去し，37°Cで加温したRPMI 1640 mediumで2

回洗浄後，MTT溶液  (0.5 mg/mL)，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL)，非働化FBSを10%

含むRPMI 1640 mediumに培地交換し，37°C・5% CO2環境下にて1時間培養した．

上清を除去し，DMSO 100 μLで細胞を溶解させ，550 nmにおける吸光度をマイク

ロプレートリーダー  (MTP450; コロナ電気株式会社 ) を用いて測定した．無刺激

のコントロール細胞が示す吸光度を100%として，各細胞増殖率を縦軸に示した．  

 

2-3-6) マウス脾臓細胞の調整  

 C3H/HeN マウスに自由飲水の形式で 10 日間あるいは 14 日間，500‎μg/mL の CA

ならびに pCA を経口投与した．マウスは CO2 により屠殺し，脾臓を摘出した．RPMI 

1640 medium 中でステンレスメッシュを用いて単一細胞化し，1200 rpm × 5 min，4°C

で遠心分離した．得られた細胞は ACK-lysing buffer により混在する赤血球を溶解

し，RPMI 1640 medium で 2 回洗浄した．NK 細胞活性を測定する際は，ACK-lysing 

buffer の代わりに AC buffer を使用した．顕微鏡下で細胞数を計測し，細胞濃度を

調整し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium

中に懸濁した．  

 

2-3-7) マウス脾臓細胞の培養とサイトカイン測定  

 500‎μg/mL の CA ならびに pCA を 10 日間経口投与した C3H/HeN マウス脾臓細胞  

(4 × 10
6
 cells/mL) を前述の方法により調整し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非

働化 FBS を 10%含む RPMI 1640 medium 中に懸濁した．脾臓細胞を 96 well 平底プ

レート  (住友ベークライト株式会社 ) に播種し  (250‎μL/well)，生理食塩水  (コント

ロール )，あるいは PMA (20 ng/mL) と ionomycin (1‎μM) で刺激し，37°C・5% CO2

環境下にて培養した．48 時間後に 1200 rpm × 5 min，4°C で遠心分離後，培養上清

を回収した．細胞培養上清中の IL-6 濃度は OptEIA kit (BD Biosciences 社 ) を用い

て sandwich ELISA 法により測定した．IFN-γ ならびに TNF-α 濃度は ELISA MAX set 

(BioLegend 社 ) を用いて測定した．IL-17A 濃度は ELISA Ready-SET-Go! reagent set 

(eBioscience 社 ) を用いて測定した．  

 

2-3-8) 脾臓 NK 細胞活性の測定  
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 フローサイトメトリーを用いた NK 細胞活性の測定は既報 71)
 を参考に行った．

YAC-1 細胞は PKH-26 (Sigma 社 ) で染色し，NK 細胞特異的ターゲット細胞として

用いた．500‎μg/mL の CA ならびに pCA を 14 日間経口投与した C3H/HeN マウス脾

臓細胞を前述の方法により調整し，Gentamycin sulfate (50‎μg/mL) と非働化 FBS を

10%含む RPMI 1640 medium 中に懸濁した．脾臓細胞  (2 or 4 × 10
6
 cells/mL) と

PKH-26標識 YAC-1細胞  (4 × 10
4
 cells/mL) を 24 well 平底プレート  (住友ベークラ

イト株式会社 ) に播種し， 37°C・ 5% CO2 環境下にて共培養した． 24 時間後，

TO-PRO-3 (TP3) (Molecular Probes 社 )を加えて室温で 1 時間放置し，死細胞を染色

した．フローサイトメトリーによる生細胞ならびに死細胞の解析は，上述の方法

により行った．細胞傷害性は PKH-26 陽性細胞中の死細胞の割合として%で示した  

[(ターゲット死細胞 /ターゲット死細胞  + ターゲット生細胞 ) × 100]．YAC-1 の死細

胞は，PKH-26 標識 YAC-1 細胞のみを培養した際に得られる恒常的な細胞死  (バッ

クグラウンド ) のレベルで補正した．  

 

2-3-9) 抗酸化活性測定  

 CA ならびに pCA の抗酸化活性は，一般的な手法である DPPH 法 72)
 ならびに

ABTS 法 73)
 に基づき評価した．  

 DPPH 法  : 50%の ethanol に溶解した各試験検体および陽性コントロールである  

trolox 20 μL (0–500‎μg/mL) に対して 200 μL の DPPH 150 μmol/L (50% ethanol 溶液 ) 

200 μL を加え，遮光して室温で 30 分反応させた後，517 nm における吸光度をマイ

クロプレートリーダー  (Safire; TECAN 社 ) を用いて測定した．  

 ABTS 法  : ABTS 水溶液  (7 mmol/L) 5mL に対し，140 mmol/L の過硫酸カリウム

溶液を 88 μL‎ 添加し，遮光して 16 時間反応させ ABTS ラジカルカチオン溶液を作

製した．ABTS反応液を 50%の ethanolで 20倍に希釈したものを ABTS溶液とした．

各試験検体および trolox 60 μL (0–250‎μg/mL) に対して 140 μLの ABTS溶液を加え，

遮光して室温で 10 分反応させた後，517 nm における吸光度をマイクロプレートリ

ーダー  (Safire; TECAN 社 ) を用いて測定した．  

EPP ならびに precursor 自身が吸光度に及ぼす影響は，ブランクテストを行い補正

した．  

 

2-3-10) マウス糞中および尿中の CA ならびに pCA の検出  

 床敷きを取り除き，断食させたDBA/2マウスに自由飲水の形式で 2日間， 500 

μg/mLのCAならびにpCAを経口投与した後，糞と尿を回収した．十分に乾燥させた

糞はすり潰し，PBSに懸濁し  (0.5 g/mL)，超音波処理後に煮沸して，遠心分離後に

上清を回収した．飲料水と糞抽出液中の総ポリフェノール量はFolin-Ciocalteu法 74)
 

を用いて測定し，没食子酸量換算にて示した．具体的に，各試験検体と等量の

Folin-Ciocalteu試薬を室温で3分間混合した後，等量の10% (w/v) 炭酸水素ナトリウ
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ムを加えた．60分間室温でインキュベーションした後，マイクロプレートに移し，

700 nmにおける吸光度をマイクロプレートリーダー  (Safire; TECAN社 ) を用いて

測定した．またEPPならびにprecursor自身が吸光度に及ぼす影響は，ブランクテス

トを行い補正した．  

 尿中に排泄された単量体 CA の検出は liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC/MS) を用いて，既報 75)
 を参考に実行した．尿検体は必要に応じて希釈し，

HPLC システム  (Waters Alliance 2695 separations module; Waters 社 ) と 28ºC に維持

した Inertsil ODS-3 column (150‎mm‎×‎1.5‎mm‎id,‎5‎μm) (ジーエルサイエンス株式会

社 ) を用いて解析した．10‎ μL の尿検体ならびに CA 標準品  (0.5‎ μg/mL) をオート

サンプラーよりインジェクションし，流速 0.1 mL/min にて 0.1%の蟻酸存在下

acetonitrile 10–40%のグラジエント条件  (60 分間 ) で溶出した．カラム溶出液は ESI

法を用いてイオン化し，ネガティブイオン化モードに設定した Micromass LCT 

time-of-flight mass spectrometer (Micromass 社 ) を用いて観測した．またチューニン

グには Leucine-Enkephalin 標準品を用いた．データは MassLynx software program 

version 4.0 (Micromass 社 ) を用いて m/z 50 から 1000 までをスキャンし，m/z 179.035 

(CA = m/z: 179.0345) に設定してターゲットイオンをモニターした．  

 

2-4) 動物倫理  

 本研究の動物実験プロトコールは東京薬科大学動物実験委員会の承認を受け  

(P11-49，P12-42，P13-45，P13-46)，すべての動物実験は「東京薬科大学動物実験

規程」に則り行われた．また，すべての動物は Specific pathogen free (SPF) 環境下

で飼育し，4–10 週齢で実験に使用した．  

 

2-5) 有意差検定  

 本研究における有意差検定は，すべて Student’s‎ t-test によって行い，p < 0.05 の

ものを「有意差あり」と判定した．  
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第一章 酵素重合ポリフェノール  (enzymatically polymerized polyphenols : EPP) 

の免疫調整効果と T 細胞への影響  

 

 リグニン類は特殊な機能性食品に限らず，一般的に流通している食品にも含有

されており 51)，我々の生活において日常的に食事として体内に取り込まれている．

これまでの研究でリグニンによる抗ウイルス効果が報告されており 65 )，ウイルス

感染に対する機能性分子としてリグニンは認識されていた．合成リグニン類によ

る抗 HIV 効果は，HIV と感染ターゲット細胞との結合を抑制する効果と，HIV プ

ロテアーゼの阻害効果との 2 種類の作用機序によって成り立っていることが報告

されている 64,  76)．HIV は主に CD4 を高発現しているヘルパーT 細胞に感染するこ

とが知られており 77)，リグニン類には T 細胞をはじめとする免疫担当細胞に対し

て何らかの干渉作用があることが予想される．また，Kurakata らによってリグニン

類によるマウスリンパ球に対する DNA 合成促進活性が報告されているが，その中

でモノクローナル抗体とウサギ補体を用いて T 細胞群を破壊することで，リグニ

ン類の白血球の DNA 合成促進活性が減少するという実験結果が示されている 62)．

これらの報告は，リグニン類が T 細胞に何らかの影響を与えている可能性を強く

示唆している．しかしながら，現在に至るまでリグニン類の免疫系への作用につ

いてはほとんど解明されていない．また少数報告があるにもかかわらず 78,  79)，そ

のほとんどが純粋なリグニン類によるものではなく，リグニン多糖複合体および

天然リグニンを用いた研究であり，いずれも活性中心を断定することは困難であ

る．  

 

 そこで本章では，precursor として CA，FA，あるいは CoA を用いて，糖ならび

にタンパク質，さらにはエンドトキシンをほとんど含まない純度の高いリグニン

様 EPP を作製し，活性評価に用いた．リグニン様高分子ポリフェノールの BRM と

しての機能を解明するために，EPP が免疫担当細胞に対してどのような効果を示す

のか，とりわけ T 細胞に着目し，マウス脾臓細胞を用いて in vitro における種々の

試験を行い，EPP の機能性分子としての可能性を探索した．  
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第一節 マウス白血球に対する EPP の影響  

 

 食品に含まれる機能性分子は，腸管粘膜に存在する様々な免疫担当細胞と接触

する．免疫調整作用を持つ様々な機能性食品は，経口摂取による疾病の予防なら

びに治療への効果を期待して積極的に利用されている．例えば，免疫賦活作用を

持つ高分子多糖類である 1,3-/1,6-β-glucan は，経口摂取により全身性の NK 細胞活

性を上昇させる効果を示すことで知られており 42)，これらの β-glucan は in vitro に

おいても免疫担当細胞を活性化し，様々なサイトカイン産生を誘導することで，

NK 細胞活性化を含めた免疫賦活効果を示す 41)．  

 

 一方，積極的な in vitro 研究によって，多くの低分子ポリフェノール類，とりわ

け EGCG，ならびに curcumin には，MAPKs および NF-κB に対する強力な活性化抑

制作用があることが報告され，多くの研究者がその考え方を支持している 23,  80)．

これらの特徴は，経口摂取による効果発現に応用されており，食事ならびにサプ

リメントによるこれらの機能性分子の取り込みによって，炎症性疾患の抑制効果

が期待される 80)．  

 

 免疫調節作用を持つ多くの機能性分子において，in vitro 研究で得られた特徴と，

in vivo 研究で得られる結果に関連性を示すケースが認められる．そこで本節では，

リグニン様 EPP が十分な免疫調整作用を持つ機能性分子となり得るかどうか，純

度評価および正常白血球への細胞毒性の有無を検討した後， in vitro 刺激によって

誘導されるサイトカイン産生量を指標としてマウス脾臓由来白血球に対する免疫

学的活性を評価した．  

 

 

1. EPP の脾臓細胞に対する毒性評価  

 

 EPP は，precursor として CA，FA，あるいは CoA を用いて，H2O2 の存在下，HRP

によるランダムカップリング重合によって作製した．反応溶液を加熱処理後に遠

心分離することで熱安定性画分を回収し，さらにカットオフ値が分子量 50,000 Da

の再生セルロース透析膜を用いて DIW に対して透析した．2 日間の十分な透析処

理により，脱塩および高分子画分の回収を行い，凍結乾燥後，水溶性 EPP パウダ

ーを得た  (Figure 2)．EPP およびその precursor の主要な基本構造骨格について

Figure 3 に示した 52,  81)．また，乾燥重量収率，構成元素分析結果，エンドトキシン

含量について，Table 1 に示した．分子量 50,000 Da を超える EPP の乾燥重量収率

はおよそ 35 から 40%前後であった．また EPP 中の窒素含量が重合前後において大

きな変化が見られず，極めて低値を示していることから，アミノ酸，タンパク質
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の混入がほとんどないことが確認された．さらに，リムルス C 因子応答性を利用

して測定したエンドトキシン含量は，3 種類の EPP 間で差が見られたものの，いず

れの EPP においても極めて微量であった．グラム陰性菌細胞壁を構成するエンド

トキシンは，しばしば天然物中に混在し，動物細胞を用いた生物学的活性評価の

際に，抗原提示細胞に発現する TLR4/MD2 を介して細胞を活性化させ，様々なサ

イトカイン産生を誘導する 82)．EPP 中のエンドトキシン含量が極めて低値であっ

たことから，作製した 3 種類の EPP が in vitro における免疫評価実験に適したリグ

ニンポリマーであることが確認された．  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Preparation of enzymatically polymerized polyphenols.  
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Figure 3. The structure of precursors and the proposed major structure of EPPs. 

R can be either H or OH.   

 

 

Table 1. Yield, elemental analysis, and endotoxin content of samples.  

  Elemental analysis (%) Endotoxin 

 Yield (%) Carbon Hydrogen Nitrogen (pg/mg) 

CA - 59.91 4.59 0.01 - 

FA - 61.80 5.20 0.01 - 

CoA - 65.91 4.91 0.01 - 

pCA 40.0 46.45 4.15 0.02 231.5 

pFA 35.2 53.75 5.01 0.00 93.7 

pCoA 40.0 57.62 4.67 0.00 N.D. 

- ; not done 

N.D. ; not detected 

Yields based on precursor weights  
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 続いて，EPP の正常白血球に対する細胞毒性について，C57BL/6 マウス由来脾臓

細胞を用い，MTT 法を用いて評価した．Precursor である 3 種類のフェニルプロパ

ノイド類は，EPP との比較対象として試験に使用した．MTT 法は，細胞膜透過性

の MTT 試薬が生細胞内のミトコンドリアによって還元され，細胞内でホルマザン

色素の結晶を生じることを利用した生細胞測定法である 67)．色素量は代謝活性の

ある細胞数と相関性を示すことから，生細胞に対する毒性ならびに増殖活性評価

に利用される．添加した EPP ならびに precursor と培養液中の MTT 試薬との直接

的な反応を避けるため，脾臓細胞は EPP およびその precursor と共に 48 時間培養

した後，遠心後に上清を除き，細胞を十分に洗浄した後に MTT 試薬を添加した． 

 

 作製した 3 種類の EPP およびその precursor はマウス脾臓細胞に対して，100 

μg/mL の濃度まで顕著な細胞毒性を示さなかった  (Figure 4)．また，EPP 添加群で

はホルマザン色素に由来する吸光度の上昇が認められたことから，生細胞数が増

加していることが示唆された．一方，precursor 添加群では生細胞数の大幅な変化

は観察されなかった．  

 

 これらの結果より，フェニルプロパノイド類が重合し，高分子化することによ

ってはじめて，免疫担当細胞の増殖誘導効果を生じることが強く示唆された．す

べての EPP ならびに precursor において正常白血球に対する顕著な毒性が認められ

なかったことから，3 種類の EPP およびその precursor は in vitro における免疫調節

機能の解析に適していることが示された．  
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Figure 4. Effect of various polyphenols on cell viability in  murine splenocytes. 

C57BL/6 splenocytes were stimulated with various polyphenols (0–100‎μg/mL).  After 

48 h, relative living cell numbers were assessed by  the MTT method.  The vertical axis 

represents the percentage living cell numbers of the splenocytes, and was obtained on the 

basis of the ratio to the control cells.  The values represent the mean ± standard 

deviation, n = 3. 
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2. EPP の脾臓細胞におけるサイトカイン産生誘導作用  

 

 EPP の免疫学的活性について，C57BL/6 マウス由来脾臓細胞から誘導される種々

のサイトカイン産生量を指標として評価した．また，precursor であるフェニルプ

ロパノイド類を，比較対象として用いた．脾臓白血球は EPP およびその precursor

と共に 48 時間培養した後，遠心分離後に上清を回収した．評価項目として，炎症

性サイトカインである IL-1β ならびに IL-6，ヘルパーT 細胞の分化に関与する IL-4

および IFN-γ，さらに抗原提示細胞の活性化に関与する GM-CSF を選択し，それぞ

れ ELISA 法にて定量した．  

 

 Precursor である CA，FA，CoA は脾臓細胞からのサイトカイン産生を誘導しな

かったが，各々が酵素重合した EPP は添加濃度依存的に IL-1β， IL-6， IFN-γ なら

びに GM-CSF 産生を誘導した  (Figure 5)．この傾向は脾臓細胞増殖促進作用の場合

と類似しており，免疫担当細胞からのサイトカイン産生誘導作用が発揮されるた

めには，フェニルプロパノイド類の高分子化が重要であると考えられる．また，

IFN-γ，GM-CSF の産生は高度に誘導されたが， IL-1β および IL-6 の産生は低かっ

た．  

 

 IL-1β， IL-6 などの炎症性サイトカインが低値であったことから，EPP が急性炎

症を引き起こすリスクを回避しつつ，NK 細胞ならびに T 細胞を活性化し得る可能

性が示唆された．また IL-4 に比べて IFN-γ の産生量が極めて高かったことから，

EPP は T 細胞の Th1 への分化を優先的に誘導すると考えられる．作製したすべて

の EPP に，類似した傾向の免疫賦活活性が認められたことから，可溶性リグニン

類の共通した構造が，免疫担当細胞を強力に活性化し得ることが示唆された．  

  



28 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Effect of various polyphenols on cytokine production in murine 

splenocytes. 

C57BL/6 splenocytes were stimulated with various polyphenols (0–100‎μg/mL).  After 

48 h, supernatants were collected and concentrations of cytokines; (A) IL -1β,‎ (B)‎ IL-4, 

(C) IL-6, (D) IFN-γ,‎and‎ (E)‎GM-CSF were measured by ELISA.  The values represent 

the mean ± standard deviation, n = 3.  Significant difference from untreated 

splenocytes: ***p < 0.001. 
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第二節 EPP のサイトカイン産生作用における T 細胞の関与  

 

 前節の検討により，3 種類の EPP が脾臓細胞活性化作用を有し，GM-CSF および

IFN-γ の産生を強く誘導することが明らかとなった．しかし，脾臓には様々な免疫

担当細胞が存在しており，EPP が作用した細胞種，ならびにそのメカニズムについ

ては不明である．免疫賦活作用を持つ機能性分子は多数存在し，サイトカインの

産生誘導メカニズムも様々である．例えば，前述したエンドトキシンは，マクロ

ファージなどの抗原提示細胞を TLR4 シグナル経由で活性化させ， IL-6 ならびに

TNF-α などのサイトカイン産生を促す 83)．また，エンドトキシンは古くから B 細

胞マイトジェンとしても知られており，B 細胞表面に存在する TLR4/MD-2 ならび

に RP105/MD-1 複合体を介して，B 細胞分裂を誘導する 84)．また，免疫担当細胞の

活性化の陽性対象として汎用される phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) はプロ

テインキナーゼ C に由来するシグナル伝達経路を活性化する 85)．この経路は T cell 

receptor (TCR)/CD3 複合体下流のシグナル伝達経路に相当することから，細胞内カ

ルシウム濃度を上昇させる作用を持つ ionomycin などのカルシウムイオノフォア

と併用することで T 細胞分裂を誘導し，IFN-γ などのサイトカイン産生を強力に誘

導する 86)．一方， T 細胞マイトジェンとして知られるコンカナバリン A 

(concanavalin A : ConA) はマメ科の植物に由来するレクチンであり，T 細胞表面の

糖鎖修飾受容体を介して細胞増殖を誘導していると考えられている 87 )．いずれも

免疫担当細胞から多量の炎症性サイトカイン産生を誘導するが，それぞれ細胞に

対する活性化メカニズムは異なっている．  

 

 リグニン類には，上述した代表的な免疫賦活剤と類似した構造ならびに特徴は

見られず，EPP によるサイトカイン産生誘導の作用機序は不明である．しかし，合

成リグニンおよび松毬抽出リグニンに抗 HIV 効果があることが報告されているこ

とから 57)，リグニン類には T 細胞への何らかの干渉作用があることが予想されて

いる．さらに，リグニン類の持つ白血球の DNA 合成促進活性が，T 細胞により制

御されているとの報告もあることから 62)，前節で示した EPP による脾臓細胞から

のサイトカイン産生誘導作用に関しても T 細胞が重要な役割を担っている可能性

がある．実際，3 種類の EPP は，それぞれ単独刺激によってマウス脾臓細胞から多

量の IFN-γ および GM-CSF 産生を誘導したが，それらのサイトカインは共通して，

主に活性化した T 細胞から産生されることが知られている． 88-90)
 

 

 そこで本節では，EPP のマウス脾臓細胞からのサイトカイン産生誘導作用におけ

る T 細胞の関与に焦点を当て，作用メカニズムを解析することとした．  
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1. EPP のサイトカイン産生作用と T 細胞群の影響  

 

 マウス脾臓細胞には様々な細胞種が混在しているが，著者はまず，脾臓細胞に

おける EPP のサイトカイン産生誘導作用と T 細胞群の関係について明らかにする

ため，マウス脾臓細胞から T 細胞を除去し，EPP により誘導される IFN-γ および

GM-CSF の産生量を指標に検討した．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を anti-CD3e microbeads で処理し，MACS を用いて CD3e

陽性細胞を除去した．FACS 解析により，MACS 処理前の脾臓細胞中の T 細胞群の

割合が 25%以上であったのに対し，MACS 処理後の T 細胞群の割合は 1%以下であ

ることを確認した．CD3e 陽性細胞を除去した結果，EPP により誘導される IFN-γ

ならびに GM-CSF の産生量は有意に減少した  (Figure 6)．作製したすべての EPP

に，類似した傾向が認められたことから，マウス脾臓細胞における可溶性リグニ

ン類の IFN-γ ならびに GM-CSF 産生誘導作用には，脾臓細胞中の T 細胞群が極め

て重要な役割を果たすことが明らかとなった．しかし，T 細胞の大部分を除去した

にもかかわらず，サイトカインの産生が完全には抑制されていなかったことから，

EPP による脾臓細胞からのサイトカイン産生誘導作用は，T 細胞以外の細胞群によ

っても制御されていることが示唆された．  
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Figure 6. Contribution of T cell population to the EPP-induced cytokine production 

from murine splenocytes.  

Total splenocytes and CD3e
+
 cell-eliminated splenocytes were stimulated with various 

polymerized polyphenols‎(100‎μg/mL).  After 48 h, the supernatants were collected, and 

the concentrations of (A) IFN-γ and (B) GM-CSF were measured by ELISA.  The values 

represent the mean ± standard deviation, n = 3.  Significant difference from untreated 

splenocytes: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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2. EPP のサイトカイン産生作用における CD4 の関与  

 

 EPPによるマウス脾臓細胞からのサイトカイン産生誘導作用に CD3e 陽性細胞が

密接に関係していることが明らかとなったが，CD3e はヘルパーT 細胞および CTL

のいずれの T 細胞種にも高度に発現している 91)．リグニン類による抗 HIV 効果が

多数報告されていること，HIV の主要なターゲット細胞が CD4 陽性 T 細胞である

ことから 77)，EPP のマウス脾臓細胞からのサイトカイン産生誘導作用に，とりわ

けヘルパーT 細胞が重要な役割を果たしている可能性が予想された．そこで著者は

T 細胞表面上の主要な受容体である CD4 ならびに CD8 に着目し，これらの受容体

が EPP のサイトカイン産生誘導能にどのような影響を及ぼしているか確認するた

め，それぞれの受容体に対する中和抗体を用いて解析した．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を anti-CD4 mAb，または anti-CD8a mAb で処理し，EPP

により脾臓細胞から誘導される IFN-γ ならびに GM-CSF の産生量を ELISA 法にて

測定した．またコントロールとして，それぞれの中和抗体に対応するアイソタイ

プ IgG を添加し，抗体の特異的な作用について観察した．  

 

 anti-CD4 mAb を用いた CD4 の中和処理により，EPP により誘導される IFN-γ な

らびに GM-CSF の産生量は，部分的ではあるが有意に減少した  (Figure 7A)．一方，

anti-CD8a mAb による CD8a の中和処理では， IFN-γ ならびに GM-CSF の産生量に

有意な変化は見られなかった  (Figure 7B)．さらに，すべての EPP に同様の傾向が

認められたことから，可溶性リグニン類の IFN-γ ならびに GM-CSF 産生誘導作用

に，ヘルパーT 細胞に発現する CD4 が関与していることが明らかとなった．  
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Figure 7. Involvement of CD4 in cytokine production induced by EPP from 

splenocytes. 

Splenocytes were pre-incubated‎ with‎ 1‎ μg/mL‎ of‎ (A) anti-CD4 mAb or (B) anti-CD8a 

mAb, and each control isotype (rat IgG2b and rat IgG2a; respectively) for 1 h, and then 

exposed to various polymerized polyphenols (0–100‎μg/mL).‎ ‎ After‎48‎h‎of‎incubation,‎

the supernatant was collected, and the concentrations of IFN-γ and GM-CSF were 

determined by ELISA.  The values shown represent the mean ± standard deviation, n = 3.  

Significant difference from isotype control: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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3. EPP と CD4 分子の相互作用  

 

 マウス脾臓細胞を anti-CD4 mAb で処理することにより，EPP により誘導される

IFN-γ ならびに GM-CSF の産生量は有意に減少したが，この結果は EPP のサイト

カイン産生誘導作用の分子メカニズムにおける 2 つの可能性を示唆している．一

方は，EPP が CD4 に直接作用し，CD4 の下流シグナルを活性化させることでサイ

トカインの産生量を増強させている可能性が挙げられる．もう一方は，ヘルパーT

細胞と抗原提示細胞の CD4 を介した細胞間相互作用によって，EPP によるサイト

カイン産生を制御している可能性である．  

 

 いくつかのポリフェノール類，例えば EGCG には抗 HIV 活性があることが知ら

れており，その作用メカニズムとして T 細胞表面上の CD4 に EGCG が結合するこ

とで，HIV 表面のエンベロープタンパク質である gp120 と CD4 との結合を阻害す

ることが報告された 92)．さらに，リグニン類による抗 HIV 効果の作用メカニズム

の一部として，HIV の T 細胞への侵入を阻害することが報告されている 76)．そこ

で，リコンビナント CD4 を用いて ELISA 様試験を行い，EPP と CD4 分子の直接的

な相互作用について検討した．さらに特異性を追求するため，リコンビナント CD8a，

また，重合前の precursor である 3 種類のフェニルプロパノイド類を比較対象とし

て用いた．  

 

 ELISA プレートに固層化した 3 種類の EPP は，いずれも固層化に使用した濃度

に依存して可溶性リコンビナント CD4 との結合性を示した  (Figure 8A)．一方，

precursor である CA，FA，CoA は EPP と同濃度で固層化したにもかかわらず，リ

コンビナント CD4 との結合性を示さなかった．また，ELISA プレートに固層化し

た 3 種類の EPP およびその precursor は，可溶性リコンビナント CD8a との結合性

を示さず  (Figure 8B)，EPP と CD4 との結合が特異的であることが示唆された．し

かし，上記の結果が EPP ならびに precursor の ELISA プレートへの結合性の違いに

より生じたものである可能性が残されているため，ELISA プレートをリコンビナ

ント CD4 あるいは CD8a で固層化し，anti-CD4 mAb，または anti-CD8a mAb を用

いて競合的 ELISA 様試験を行った．添加した 3 種類の EPP は，それぞれ固層化し

た CD4 分子に対する anti-CD4 mAb の結合を，添加濃度依存的に抑制した  (Figure 

8C)．また，precursor はいずれも CD4 分子と anti-CD4 mAb の結合を抑制しなかっ

た．さらに，3 種類の EPP およびその precursor は，固層化した CD8a 分子と anti-CD8a 

mAb の結合に影響を与えなかった  (Figure 8D)．  
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Figure 8. Binding capacity of the EPPs to CD4 molecules. 

Each well of the ELISA plate was coated with various polyphenols (0–25 μg/mL)‎ and‎

blocked.  Polyphenols bound to the wells were incubated with His -tagged (A) CD4 or 

(B) CD8a protein, washed, and probed with peroxidase -conjugated anti-6-His antibody.  

The binding affinity of the CD4 or CD8a molecule for the polyphenols was assessed 

using a colorimetric assay with the peroxidase substrate TMB and phosphate.  The 

absorbance was measured at 450 nm.  Reverse ELISA experiment was performed by 

coating the ELISA plate with (C) His-tagged CD4 or (D) CD8a protein and blocking.  

The plate was incubated with various polyphenols diluted to achieve concentrations of 

0–250 µg/mL, washed, and further treated with anti -CD4 or CD8a mAb.  The plate was 

probed with peroxidase-conjugated anti-Rat IgG antibody; the binding of anti-CD4 or 

CD8a mAb to solid-phase CD4 or CD8a protein was monitored using TMB, and the 

absorbance was measured as mentioned above.  
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 ELISA プレート上での結果を踏まえて，正常細胞表面に発現する CD4 受容体に

対する EPP の影響に着目した．C57BL/6 マウス脾臓細胞を 3 種類の EPP で処理し，

洗浄後に APC 標識 anti-CD4 mAb と脾臓細胞との結合性を FACS により解析し，細

胞表面上での EPP の作用について検討した．また，EPP と細胞膜上 CD4 との結合

の特異性を評価するため，比較対象として PE 標識 anti-CD3e mAb ならびに FITC

標識 anti-CD8a mAb，さらに重合前の precursor を用いて実験を行った．  

 

 EPP は細胞膜上の CD3e，CD8a に対するそれぞれの mAb の結合を阻害すること

は無かったが，CD4 に対する anti-CD4 mAb の結合を阻害した  (Figure 9)．さらに

CD4 に対する anti-CD4 mAb の結合性は，pCoA が最も強く阻害し，次いで pCA，

pFA の順に結合を阻害した．また，precursor である 3 種類のフェニルプロパノイ

ド類はいずれも mAb と細胞膜上の受容体との結合を阻害しなかった．これらの結

果より，可溶性リグニン類が細胞膜上に発現する CD4 に結合できることが明らか

となった．  
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Figure 9. The competitive binding of polyphenols and anti -CD4 antibody to 

cell-surface CD4. 

Fresh splenocytes were pre-incubated with various polyphenols  (100 μg/mL).  After 

blocking the Fc receptors, splenocytes were incubated with anti-CD3e-PE, 

anti-CD4-APC, anti-CD8a-FITC, or isotype-matched control mAbs.  The interaction 

between cell-surface receptors and monoclonal antibodies was examined using FACS.  

Grey shading represents the control cells with control antibody; grey lines represent the 

control cells with functional antibody; black continuous lines represent the monomer 

phenylpropanoic acids-treated cells with functional antibody; and black dashed lines 

represent the polymerised polyphenols-treated cells with functional antibody.  The data 

shown are representative of 3 independent experiments.  
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第一章 考察  

 

 本章では，EPP の免疫賦活活性について検討し， (i) EPP がマウス脾臓細胞から

IFN-γ ならびに GM-CSF などのサイトカイン産生を誘導すること， (ii) EPP のサイ

トカイン産生誘導作用において T 細胞群が重要な役割を果たすこと， (iii) EPP が

CD4 分子への結合能を有すること， (iv) CD4 分子の機能が IFN-γ および GM-CSF

の産生誘導に深く関与していることを明らかとした．  

 

 近年，ヒドロキシ桂皮酸誘導体が NF-κB の活性化を抑制し，抗炎症効果を発揮

することが報告された 24,  93,  94)．抗炎症効果を持つ低分子フェノール性化合物は炎

症性疾患の治療のために注目されているが，ポリフェノールオキシダーゼおよび

ペルオキシダーゼは多くの食品中に含まれるため，フェノール性化合物に干渉し

て容易に重合を促す 95)．高分子化したフェノール性化合物は，生物活性が著しく

変化する可能性があるため，利用する際には注意が必要な機能性食品もあると考

えられる．高分子化したフェニルプロパノイド類はマウス脾臓細胞からサイトカ

イン産生を誘導したが，EPP 中にエンドトキシンなどの混入がほとんど認められな

いことから，EPP の免疫賦活活性はリグニン類に特徴的な構造に依存していると考

えられる．また，EPP に認められた脾臓細胞増殖誘導効果ならびにサイトカイン産

生誘導作用が，precursor には認められなかったことから，ポリフェノール類の分

子サイズと免疫調整作用には深い関係があると言える．分子量の変化が機能性分

子の持つ免疫調節活性に影響を与える例はいくつか知られており，例えば海藻由

来の可溶性 β-glucan である Laminarin は低分子量であるため，他の高分子 β-glucan

の様な強いサイトカイン産生誘導作用は認められず，逆に β-glucan 受容体のアン

タゴニストとして作用することが知られている 96)．従って低分子量の EPP は十分

な活性化シグナルを細胞内に伝達することができない可能性も考えられるが，本

検討により少なくとも分子量 50,000 Da を超える EPP では，IFN-γならびに GM-CSF

産生をマウス脾臓細胞から強力に誘導できることが示された． 

 

 IFN-γ ならびに GM-CSF は自然免疫において重要な役割を果たしている． IFN-γ

は NK 細胞によって制御される抗腫瘍活性に親密に関わっている 45,  97 ,  98)．一方，

GM-CSF はウイルス，細菌，真菌などに対する生体防御に重要なサイトカインであ

る 99,  100)．機能性食品により誘導される IFN-γ ならびに GM-CSF 産生は，感染防御

および癌治療における重要な指標となる．癌治療のために補完代替療法として使

用されている多くの機能性食品は，宿主の免疫システムを活性化させる能力を有

している．我が国では，β-glucan の薬理作用を期待して種々の食用茸が機能性食品

として広く利用されているが 43,  101)，食用茸由来の β-glucan は IFN-γ 依存的に NK

細胞を活性化させることが知られている 29,  42)．また，GM-CSF は食用真菌に由来
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する β-glucan の免疫賦活活性を増強する作用があることから 44,  102,  103)，GM-CSF

産生誘導能を有するリグニン類を食用真菌と共に摂取することで，β-glucan の免疫

賦活効果をより強く誘導できる可能性がある．  

 

 本章での検討により EPP が CD4 に結合することが確認されたが，いくつかのフ

ェノール性化合物は CD4 結合能を有していることが知られている．例えば EGCG

は CD4 に結合することで，エンベロープタンパク質である gp120 との結合を阻害

し，抗 HIV 活性を示すことが報告されている 92)．従って，以前から知られている

リグニン類の抗 HIV 活性は 57,  76)，CD4 結合性によって部分的に制御されていると

考えられる．また，CD4 はマウスにおいてヘルパーT 細胞のみならず 104,  105)，骨髄

細胞 106)，脾臓樹状細胞 107)
 に発現が認められている．さらに，ヒトの単球に発現

する CD4 はシグナル分子として働き，ホスホリパーゼ C の活性化および細胞内カ

ルシウムの上昇を誘導することが報告されている 108)．従って，EPP の CD4 への結

合が，様々な細胞の応答性を高めていた可能性が考えられる．しかしながら，通

常 CD4 は補助受容体として知られており 109)，T 細胞上の CD4 の単独刺激のみで

サイトカインの産生が誘導されるほどのシグナルが生じるとは考えにくいため，

EPP の免疫賦活活性において CD4 以外の受容体の関与が予想される．また，EPP

に誘導されるサイトカイン産生量が T 細胞の除去によって完全には消失しなかっ

たことから，EPP のサイトカイン産生誘導作用には T 細胞依存性の経路と非依存

性の経路が関与していると考えられる．  

 

 CD4 の機能抑制により EPP のマウス脾臓細胞におけるサイトカイン産生誘導量

を低下させたが，抗 CD4 抗体はヘルパーT 細胞と抗原提示細胞の細胞間接着を抑

制する働きを持つ．従って，EPP の作用メカニズムを明確にするためには，(i) CD4

陽性 T 細胞に対する EPP の直接的な作用， (ii) 抗原提示細胞と T 細胞との細胞間

相互作用の関与について，それぞれ検討する必要がある．これらの項目は第二章

にて追求し，EPP のサイトカイン産生誘導作用における，より詳細なメカニズムの

解明を目指した．  
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第二章 EPP の免疫賦活活性における異種細胞間相互作用の影響  

 

 リグニン類を免疫賦活性機能性分子として安全に食品応用するためには，EPP

の免疫賦活メカニズムをさらに明確にする必要がある．前章では，MACS による

CD3e 陽性細胞の除去によりサイトカイン産生量が減少したが，完全には抑制され

なかった．従って，EPP のサイトカイン産生誘導作用が，T 細胞依存性の経路なら

びに非依存性の経路による制御を受けていた可能性が示唆された．また，EPP が

CD4 への結合能を有すること，EPP の免疫賦活作用において CD4 分子が重要な役

割を果たすことを明らかにした．しかし，CD4 は抗原提示細胞膜上の MHC-classII

と結合し，抗原提示細胞からヘルパーT 細胞への情報伝達に関わる補助受容体とし

て知られているため 109)，この過程で用いた anti-CD4 mAb は，EPP と CD4 の結合

を阻害したのみならず，抗原提示細胞とヘルパーT 細胞間の接触を同時に抑制して

いた可能性がある．従って，EPP が CD4 に結合したことによるサイトカイン産生

への影響，ならびに抗原提示細胞と T 細胞との細胞間相互作用が EPP によるサイ

トカイン産生誘導作用に与える影響についてそれぞれ詳細に解析する必要がある． 

 

 本章では，EPP のサイトカイン産生メカニズムを明らかにするため，EPP が T

細胞群に与える直接的な作用，各種細胞群への影響，ならびに異種細胞間におけ

る相互作用に着目し，様々な組織から得た免疫担当細胞を用いて in vitro の評価系

で検討した．  
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第一節 種々の白血球に対する EPP の影響  

 

 本節では，EPP のサイトカイン産生誘導作用における T 細胞依存性経路，なら

びに非依存性経路について解析するため，(i) 脾臓に存在する CD4 陽性細胞を精製

後，EPP が直接 T 細胞に与える影響について検討し，(ii) 腹腔内，胸腺，骨髄など

種々の組織に由来する白血球の EPP 応答性について比較を行い， (iii) さらに機能

性 T 細胞および B 細胞が欠損した C.B-17/Icr-scid/scid (SCID) マウスの脾臓細胞と

正常マウスの脾臓細胞を用いて，EPP に対する免疫応答性を比較検討した  

 

 

1. CD4 陽性，CD8 陽性 T 細胞に対する EPP の影響  

 

 EPP の T 細胞に対する直接的な作用について解析するため，マウス脾臓細胞か

ら T 細胞群を精製し，EPP によって誘導されるサイトカイン濃度を指標に検討し

た．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞から，CD4 陽性 T 細胞あるいは CD8 陽性 T 細胞を MACS

により精製し，3 種類の EPP で刺激した後に産生される IFN-γ，GM-CSF ならびに

TNF-α の産生量を ELISA により測定した．MACS 処理前の脾臓細胞，ならびに CD8

陽性 T 細胞は，CD4 陽性 T 細胞との比較対象として実験に用いた．FACS 解析によ

り，MACS 処理前の脾臓細胞中の CD4 陽性 T 細胞群 ,CD8 陽性 T 細胞群の割合がそ

れぞれ 26.9%，17.1%であったのに対し，MACS 処理後の CD4 陽性 T 細胞群 ,CD8

陽性 T 細胞群の割合はそれぞれ 90%以上であることを確認した．  

 

 3 種類の EPP は精製前の脾臓細胞  (total spleen) から IFN-γ，GM-CSF ならびに

TNF-α の産生を有意に誘導したが，精製された T 細胞群からは，いずれのサイト

カインについてもほとんど誘導しなかった  (Figure 10)．CD8 陽性 T 細胞のみなら

ず，CD4 陽性 T 細胞においてもサイトカインの産生を確認することができなかっ

たことから，T 細胞単独では EPP によるサイトカイン産生誘導が生じないことが

明らかとなった．  
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Figure 10. Effects of EPPs on purified CD4
+
 or CD8

+
 T cells isolated from 

splenocytes. 

Total splenocytes (SPL) (4 × 10
6
 cells/mL) and CD4

+
 or CD8

+
 T cells (2 × 10

6
 cells/mL) 

isolated from C57BL/6 mice splenocytes in 48-well‎ culture‎ plates‎ (500‎ μL/well)‎ were‎

stimulated with various polymerized polyphenols‎ (100‎ μg/mL).‎ ‎ After‎ 48‎ h,‎ the‎

supernatants were collected, and the concentrations of (A) IFN -γ,‎ (B)‎GM-CSF, and (C) 

TNF-α‎were‎measured‎by‎ELISA.‎ ‎ The‎values‎represent‎ the‎mean‎±‎standard‎deviation,‎

n = 3.  Significant difference from untreated cells: **p < 0.01; ***p < 0.001.  N.D.: 

not detected. 
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2. 各組織由来白血球に対する EPP の影響  

 

 EPP の免疫賦活メカニズムにおける T 細胞依存性の経路が，T 細胞単独では機能

しないことが確認されたため，マウス腹腔内，胸腺，ならびに骨髄など，脾臓以

外の組織に由来する白血球における EPP 応答性を，サイトカイン濃度を指標に検

討した．  

 

 C57BL/6 マウスの腹腔  (peritoneal cavity : PC) より，常在性細胞を回収した後，

脾臓  (spleen : SPL)，胸腺  (thymus : THY)，大腿骨と脛骨より骨髄  (bone marrow : 

BM) を回収し，各々の組織に由来する白血球を調整した．各種組織由来白血球を

3 種類の EPP で刺激後，48 時間後に培養上清中の IFN-γ，GM-CSF，TNF-α 濃度を

ELISA 法により測定した．TLR2 アゴニストである Pam3CSK4 を，陽性コントロー

ルとして使用した．  

 

 Pam3CSK4 により刺激された胸腺細胞および骨髄細胞は TNF-α を産生したが，

どの EPP においても強い応答性を示さなかった  (Figure 11)．一方，腹腔常在性細

胞  (peritoneal cavity cell: PCC) は EPP 刺激により顕著な TNF-α 産生能を示した．

この TNF-α 産生量は，脾臓細胞より高応答性を示したが， IFN-γ および GM-CSF

の十分な産生は認められなかった．  

 

 これらのことから，EPP と Pam3CSK4 が異なるメカニズムでサイトカイン産生

を誘導していることが示唆された．さらに，IFN-γ の産生が脾臓細胞においてのみ

認められることが明らかとなった．また，腹腔常在性細胞における EPP の高応答

性が確認されたが，腹腔内にはマクロファージおよび B 細胞が豊富に存在するこ

とが知られているため 110,  111)，EPP がそれらの細胞に対して影響を与えている可能

性が示唆された．使用した 3 種類の EPP において同様の傾向が見られたことから，

これらの作用がリグニン類の特徴的な生物活性であることが示された．  
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Figure 11. Different reactivity of leukocytes derived from various organs of C57BL/6 

mice to EPPs on cytokine production. 

Leukocytes derived from the spleen (SPL), thymus (THY), bone marrow (BM), and 

peritoneal cavity (PC) of C57BL/6 mice were isolated, and cell suspensions were 

adjusted to 4 × 10
6
, 4 × 10

6
, 1 × 10

6
, or 4 × 10

5
 cells/mL in 96-well culture plates (250 

μL/well)‎ and‎ incubated‎ for‎ 48‎ h‎ with‎ polymerized‎ polyphenols‎ (0 –100‎ μg/mL)‎ or‎

Pam3CSK4 (Pam3) (0.5‎ μg/mL).‎ ‎ After‎ incubation,‎ the‎ supernatant‎was‎ collected,‎ and‎

the concentrations of (A) IFN-γ,‎(B)‎GM-CSF, and (C) TNF-α‎were‎measured‎by‎ELISA.  

The values represent the mean ± standard deviation, n = 3.  Significant difference from 

control: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.  N.D.: not detected. 
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3. SCID マウス由来脾臓細胞に対する EPP の影響  

 

 C.B-17 系統マウスで発見された SCID マウスは，DNA 修復機構の欠損により機

能性 T 細胞および B 細胞が欠損しており，重度の免疫不全状態に陥る 112,  113)．主

に移植研究のために利用されてきたが，T 細胞および B 細胞が存在しないことか

ら，獲得免疫系が発展しないため，異種組織・異種細胞に対する強い拒絶を示さ

ない．一方で，NK 細胞およびマクロファージなどの自然免疫系に関わる機能は正

常に残されていることが知られている 114-117)．EPP による免疫調節作用に，マクロ

ファージあるいは B 細胞が重要な役割を果たしている可能性が示唆されたため，

著者は続いて，B 細胞の欠損した SCID マウスを用いて，EPP の免疫賦活作用の評

価を試みた．  

 

 SCID マウス由来脾臓細胞を 3 種類の EPP で刺激し，上清中に放出される IFN-γ，

GM-CSF，ならびに TNF-α 量を ELISA 法にて測定した．Pam3CSK4 は陽性コント

ロールとして，また C57BL/6 マウス脾臓細胞は各サイトカインの産生レベル比較

のため，実験に使用した．  

 

 C57BL/6 マウスにおける EPP の応答性と比べ，SCID マウス由来脾臓細胞におけ

る EPP 応答性は低かったが，3 種類の EPP および Pam3CSK4 は，SCID マウス由来

脾臓細胞からの IFN-γ，GM-CSF，ならびに TNF-α の産生を有意に誘導した  (Figure 

12)．  

 

 SCID マウスを用いた検討により，EPP の免疫賦活効果における T 細胞非依存性

の経路の存在が再度確認され，明確なものとなった．また，B 細胞が欠損していて

も，EPP 応答性を示すことが確認された．さらに，SCID マウスにおける GM-CSF

産生量は C57BL/6 マウスとと比べて低値であったのに対し，TNF-α の産生量は比

較的高い値を示した．これらの結果から，EPP が自然免疫系を活性化する作用を有

している可能性が示唆された．  
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Figure 12. Cytokine induction by EPPs from C.B-17 SCID mice-derived splenocytes. 

Splenocytes (4 × 10
6
 cells/mL) from C57BL/6 or C.B-17 SCID mice in 96-well culture 

plates‎ (200‎ μL/well)‎ were‎ stimulated‎ with‎ various‎ polyphenols‎ (100‎ μg/mL)‎ or‎

Pam3CSK4‎ (Pam3)‎ (0.1‎ μg/mL).‎ ‎ After‎ 48‎ h,‎ supernatants‎ were‎ collected‎ and‎ the‎

concentrations of (A) IFN-γ,‎ (B)‎ GM-CSF, and (C) TNF-α‎ were‎ measured‎ by‎ ELISA.‎ ‎

The values represent the mean ± standard deviation, n = 3.  Significant difference from 

control: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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第二節 EPP のサイトカイン産生作用における抗原提示細胞の関与  

 

 抗原提示細胞の細胞膜上には TLR2，4，5 などの TLRs，ならびに Dectin-1 など

の CLEC など，様々な自然免疫受容体が発現しており，それぞれ特異的な PAMPs

を認識することで免疫系を活性化させ，感染時には病原体の排除を促す 11)．前節

の検討において EPPがマウス腹腔常在性細胞から強い TNF-α産生を誘導したこと，

また，SCID マウス由来脾臓細胞よりサイトカイン産生を誘導したことから，EPP

の免疫調節活性にマクロファージならびに樹状細胞などの抗原提示細胞が深く関

与している可能性が示唆された．  

 

 そこで本節では EPP のサイトカイン産生誘導作用における抗原提示細胞の役割

ならびに抗原提示細胞に対する直接的な作用について検討した．  

 

 

1. EPP のサイトカイン産生作用における抗原提示細胞群の影響  

 

 抗原提示細胞は外来抗原に対して即時に反応し，その後に生じる様々な免疫応

答のトリガーとなる．EPP のサイトカイン産生誘導作用における抗原提示細胞の役

割を検討するため，脾臓細胞からマクロファージならびに樹状細胞などの抗原提

示細胞を特異的に取り除き，EPP により誘導されるサイトカインの産生量を比較し

た．また，CD11b はマクロファージのマーカーとして 118)，CD11c は樹状細胞のマ

ーカーとして用いた 119)．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を anti-CD11b または anti-CD11c microbeads で処理し，

MACS を用いて CD11b 陽性細胞，CD11c 陽性細胞を除去した．FACS 解析により，

MACS 処理前の脾臓細胞中の CD11b 陽性細胞，CD11c 陽性細胞群の割合が 3%以上

であったのに対し，MACS 処理後の CD11b 陽性細胞，CD11c 陽性細胞群の割合は

1%以下であることを確認した．MACS 処理前後の細胞を 3 種類の EPP で刺激し，

誘導される IFN-γ，GM-CSF および TNF-α の産生量を ELISA 法にて測定した．ま

た陽性コントロールとして Pam3CSK4 を実験に用いた．  

 

 CD11b 陽性細胞，CD11c 陽性細胞を除去した結果，EPP により誘導される IFN-γ，

GM-CSF ならびに TNF-α の産生量は，いずれも顕著に減少した  (Figure 13)．また，

Pam3CSK4 刺激においても類似した傾向が見られたが，CD11c 陽性細胞の除去によ

る TNF-α 産生量に変化が見られなかった．  

 

 作製したすべての EPP に類似した傾向が認められ，可溶性リグニン類のサイト
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カイン産生誘導作用にマクロファージならびに樹状細胞などの抗原提示細胞群が，

T 細胞と同様に重要な役割を果たすことが明らかとなった．さらに，リグニン類と

TLR2アゴニストは免疫賦活剤として異なる特徴を有していることが再度確認され

た．  

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Contribution of antigen presenting cells to the EPP-induced cytokine 

production from murine splenocytes.  

Total splenocytes (SPL) (4 × 10
6
 cells/mL) and splenocytes deficient in CD11b

+
 or 

CD11c
+
 (CD11b

+
 deficient or CD11c

+
 deficient, respectively) derived from C57BL/6 

mice in 48-well‎ culture‎ plates‎ (500‎ μL/well)‎ were stimulated with various polymerized 

polyphenols‎ (100‎ μg/mL)‎ or‎ Pam3CSK4‎ (Pam3)‎ (0.5‎ μg/mL).‎ ‎ After‎ 48‎ h,‎ the‎

supernatants were collected, and the concentrations of ( A) IFN-γ,‎ (B) GM-CSF, and (C) 

TNF-α‎were‎measured‎by‎ELISA.‎ ‎ The‎values‎represent‎ the‎mean‎±‎standard‎deviation,‎

n = 3.  Significant difference from to tal splenocytes: **p < 0.01; ***p < 0.001.   
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2. EPP の BMDC におけるサイトカイン産生誘導作用  

 

 EPP のサイトカイン産生誘導作用に，T 細胞のみならず抗原提示細胞が重要な役

割を果たすことが明らかとなった．抗原提示細胞の EPP に対する直接的な応答性

を検討するため，マウス骨髄細胞を樹状細胞へと分化誘導し，EPP で刺激した際に

産生誘導されるサイトカイン量を評価した．  

 

 C57BL/6 マウス由来骨髄細胞を IL-4 と GM-CSF 共存化で培養し，骨髄由来樹状

細胞  (bone marrow-derived dendritic cell : BMDC) を作製した．BMDC は 3 種類の

EPP で刺激し，産生された IFN-γ ならびに TNF-α 量を ELISA 法により測定した．

TLR2 アゴニストである Pam3CSK4 を陽性コントロールとして用いた．  

 

 3 種類の EPP ならびに Pam3CSK4 は BMDC から TNF-α の産生を有意に誘導した

が， IFN-γ 産生は誘導しなかった  (Figure 14)．  

 

 いずれの EPP によっても TNF-α の産生が誘導されたことから，樹状細胞からの

直接的なサイトカイン産生誘導は，可溶性リグニン類に共通する免疫学的作用で

あることが示された．また，第 2 章第一節の検討において BMDC の前駆細胞であ

る BMC が EPP に対し強い応答性を示さなかったことから，樹状細胞へと分化する

ことで応答性が増強したものと考えられる．これらのことから可溶性リグニン類

が他の様々な PAMPs と同様に，自然免疫活性化能を有していることが明らかとな

った．  
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Figure 14. Effect of EPPs on cytokine production in murine BMDCs. 

BMDCs from C57BL/6 mice were stimulated with various polymerized polyphenols (100 

μg/mL) or‎Pam3CSK4‎(Pam3)‎ (0.02‎μg/mL).‎  After 48 h, the concentration of released 

(A) IFN-γ‎and‎(B) TNF-α‎was‎determined‎by‎ELISA.‎ ‎ The values represent the mean ± 

standard deviation, n = 3.  Significant difference from control: *p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001. 
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第三節 細胞間相互作用により制御される EPP のサイトカイン産生誘導作用  

 

 第一章ならびに前節までの検討により，EPP のサイトカイン産生誘導作用には抗

原提示細胞群および T 細胞群が密接に関わっていることが明らかとなった．CD4

はヘルパーT 細胞が抗原提示細胞から抗原情報を受け取る際に，免疫シナプス形成

のために CD28 ならびに LFA-1 などと共に補助的な役割を果たしていることから
120,  121)，EPP の作用発現に抗原提示細胞と T 細胞の相互作用が関与していることが

予想された．  

 

 そこで本節では，抗原提示細胞と T 細胞群における細胞間相互作用に関与する

液性因子ならびに細胞接着因子に対する中和抗体を用いて，EPP のサイトカイン産

生誘導作用に与える影響について検討した．  

 

 

1. EPP の IFN-γ 産生誘導作用における抗原提示細胞と T 細胞の関与  

 

 免疫賦活活性を持つ機能性食品において，食品に由来する機能性分子により誘

導される IFN-γ は極めて重要な因子の一つである．EPP は IFN-γ の産生をマウス脾

臓細胞から強く誘導したが，他の組織に由来する白血球ならびに BMDC からは

IFN-γ の産生は認められなかった．そこで，EPP により活性化された抗原提示細胞

と，十分な量の T 細胞が存在することで IFN-γ の産生が誘導できると考え，EPP

応答性を示した腹腔内常在性細胞に精製した T 細胞を添加し，IFN-γ 産生量を評価

した．また， IFN-γ 産生に関わる代表的な液性因子である IL-12 の産生量について

も同様に検討した．  

 

 C57BL/6 マウスの腹腔より PCC を回収した後，脾臓細胞を調整した．脾臓細胞

由来 T 細胞は，市販のマウス T 細胞濃縮カラムを用いて精製した．FACS 解析によ

り，PCC 中の T 細胞群の割合が 6.9%であること，またカラム処理前後の T 細胞群

の割合が 85.3%であることを確認した．PCC と脾臓由来 T 細胞は 1 : 1 で混合し，3

種類の EPP で刺激後，48 時間後に培養上清中の IFN-γ ならびに IL-12p70 濃度を

ELISA 法により測定した．  

 

 PCC，あるいは脾臓由来 T 細胞のみを EPP で刺激した場合，IFN-γ はほとんど産

生されなかったが，PCC と脾臓由来 T 細胞を混合した場合，EPP に応答して多量

の IFN-γ が産生誘導された  (Figure 15)．一方， IL-12p70 の産生はどの環境におい

ても認められなかった．  
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 本検討により，EPP による IFN-γ の産生が，活性化した抗原提示細胞と T 細胞に

よって制御されていることが確認できた．また，すべてのウェルの細胞数は同一

であるため，T 細胞と抗原提示細胞の存在比によって， IFN-γ の産生量に違いが生

じたと考えられる．  

 

 

 

 

 

Figure 15. IFN-γ synthesis induced by EPPs was mediated by both antigen 

presenting cells and T cells. 

C57BL/6-derived resident peritoneal cavity cells (PCCs) (4 × 10
5
 cells/mL), purified T 

cells (4 × 10
5
 cells/mL) isolated from splenocytes, and an equal volume mixture of PCCs 

and T cells in 96-well‎ culture‎ plates‎ (250‎ μL/well)‎ were‎ stimulated‎ with‎ various‎

polyphenols (100 μg/mL) or Pam3CSK4 (Pam3) (0.5 μg/mL).  After 48 h, the 

supernatants were collected, and the concentrations of (A) IFN -γ‎and‎(B)‎IL-12p70 were 

measured by ELISA.  The values represent the mean ± standard deviation, n = 3.  

Significant difference between PCCs or T cells and the mixture of these cells: * *p < 

0.01; ***p < 0.001.  N.D.: not detected.  
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2. EPP の IFN-γ 産生誘導作用における IL-12 の関与  

 

 EPP は，十分な T 細胞と抗原提示細胞が同時に存在する環境において多量の

IFN-γの産生を誘導することが明らかとなったが，IFN-γの産生環境において，IFN-γ

産生誘導因子である IL-12 の存在は認められなかった．これまでの研究により，い

くつかの PAMPs，例えば機能性食品に由来する β-glucan の IFN-γ 産生誘導には，

液性因子である IL-12 が重要な役割を果たすことが報告されている 42 )．そこで，

EPP のサイトカイン産生誘導能に IL-12 がどのような影響を及ぼしているか，IL-12

に対する中和抗体を用いて検討した．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を anti-IL-12p70 mAb で処理し，EPP により脾臓細胞か

ら誘導される IFN-γ の産生量を ELISA 法にて測定した．また，それぞれの中和抗

体に対応するアイソタイプ IgG を添加し，抗体の特異的な作用について観察した．

さらに TLR2 リガンドである Pam3CSK4 をコントロールとして使用した．  

 

 IL-12 の中和処理により，Pam3CSK4 により誘導される IFN-γ の産生量は有意に

減少したが，EPP により誘導される IFN-γ の産生量に変化は認められなかった  

(Figure 16)．  

 

 これらのことから，可溶性リグニン類のマウス脾臓細胞における IFN-γ 産生誘導

作用が，IL-12 非依存的に引き起こされていることが確認された．また，EPP の IFN-γ

産生誘導効果が，β-glucan および TLR2 リガンドとは異なるメカニズムで引き起こ

されている可能性が強く示唆された．  
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Figure 16. Involvement of IL-12 on IFN-γ synthesis induced by EPPs. 

Splenocytes (4 × 10
6
 cells/mL) from C57BL/6 mice in 96-well culture plates (250 

μL/well)‎were‎pre-incubated‎with‎1‎μg/mL‎of‎anti -IL-12p70 mAb or control isotype (rat 

IgG2a) for 30 min, and then‎exposed‎to‎various‎polymerized‎polyphenols‎(100‎μg/mL)‎or 

Pam3CSK4‎ (Pam3)‎ (0.5‎ μg/mL).  After 48 h, the concentration of released IFN-γ‎ was 

determined by ELISA.  The values represent the mean ± standard deviation, n = 3.  

Significant difference between isotype control and functional antibody: *p < 0.05.  n.s.: 

not significant. 
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3. EPP のサイトカイン産生誘導作用における種々の細胞間接着分子の影響  

 

 抗原刺激を受けた抗原提示細胞は，T 細胞と接着して免疫シナプスを形成する．

活 性 化 し た 抗 原 提 示 細 胞 側 の MHC-classII-β2-domain ， intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1)，CD80/CD86 (B7) はそれぞれ T 細胞側の CD4， lymphocyte 

function-associated antigen-1 (LFA-1)，CD28 と結合し，抗原提示細胞側の情報を T

細胞へと伝達する 109,  120,  121)．マウス脾臓細胞において EPP のサイトカイン産生誘

導作用における CD4 の関与が認められているため，本検討ではさらに LFA-1，

ICAM-1，ならびに B7 の機能を抑制し，抗原提示細胞と T 細胞との物理的な接触

がサイトカイン産生に与える影響を調査した．  

 

 C57BL/6 マウス脾臓細胞を anti-LFA-1 mAb，anti-ICAM-1 mAb あるいは cytotoxic 

T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4)-Fc キメラタンパク質で処理し，EPP により脾臓細

胞から誘導される IFN-γ，GM-CSF および TNF-α の産生量を ELISA 法にて測定し

た．anti-LFA-1 mAb，anti-ICAM-1 mAb については，それぞれ対応するアイソタイ

プ IgG を添加し，抗体の特異的な中和作用について検討した．なお，CD28 アナロ

グである CTLA-4 は B7 への結合能を持つことが知られており 122,  123)，CTLA-4-Fc

は抗原提示細胞上の B7 と T 細胞上の CD28 との結合を競合的に阻害し，T 細胞の

活性化を抑制するために使用した．また，TLR2 リガンドである Pam3CSK4 を使用

し，活性を比較した．  

 

 LFA-1， ICAM-1 に対する中和抗体を用いた接着分子の抑制により，EPP により

誘導される IFN-γ，GM-CSF および TNF-α の産生量は有意に減少した  (Figure 17)．

また，CTLA-4-Fc による CD28-B7 相互作用の抑制によっても，IFN-γ，GM-CSF の

産生量が顕著に低下した．また，CTLA-4-Fc 処理により TNF-α の産生量が僅かに

減少した．一方，Pam3CSK4 では，LFA-1 ならびに ICAM-1 の中和処理，あるいは

CTLA-4-Fc の添加によって IFN-γ 産生が有意に減少したが，TNF-α の産生量に変化

は認められなかった．  

 

 これらの結果より，可溶性リグニン類による IFN-γ，GM-CSF ならびに TNF-α の

産生誘導作用は，抗原提示細胞と T 細胞との物理的な相互作用によって調整され

ていることが明らかとなった．また TLR2 リガンドでは TNF-α 産生が細胞間接触

による影響を受けないことが確認され，EPP と Pam3CSK4 の生物活性が様々な点

において相違することが示された．  
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Figure 17. Direct cell-to-cell interactions enhance cytokine release induced by EPPs. 

Splenocytes (4 × 10
6
 cells/mL) from C57BL/6 mice in 48-well culture plates (500 

μL/well)‎were‎ pre-incubated‎with‎ 2‎ μg/mL‎ of‎ (A)‎ anti -LFA-1 mAb or (B) anti-ICAM-1 

mAb, and each control isotype (rat IgG2a and rat IgG2b, respectively) for 30 min.  (C) 

Splenocytes (4 × 10
6
 cells/mL) in 48-well‎ culture‎ plates‎ (500‎ μL/well)‎ were‎

pre-incubated with CTLA-4-Fc‎chimera‎protein‎(4‎μg/mL)‎for‎1‎h.‎ ‎ After‎pre -incubation, 

cells‎were‎stimulated‎with‎various‎polymerized‎polyphenols‎ (100‎μg/mL)‎or‎Pam3CSK4‎

(Pam3) (0.5‎μg/mL)‎for 48 h.  Then, supernatants were collected and the concentrations 

of (a) IFN-γ, (b) GM-CSF, and (c) TNF-α‎ were measured by ELISA.  The values 

represent the mean ± standard deviation, n = 3.  Significant difference from control 

splenocytes: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.   
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第二章 考察  

 

 本章では EPP による T 細胞群への直接的な影響について検討したが，CD8 陽性

T 細胞のみならず，CD4 陽性 T 細胞からのサイトカイン産生誘導作用を示さなか

った．EPP には CD4 との結合能があるが，CD4 シグナルのみでは T 細胞の十分な

活性化が誘導できなかったと考えられる 124)．一方で，ポリクローナルマイトジェ

ンである ConAは抗原提示細胞非依存的に T細胞を活性化し得ることが知られてい

ることから 87,  125)，EPP は ConA などのレクチンとは異なるメカニズムで免疫賦活

性を示していると言える．また，種々の白血球を用いた検討の結果から，EPP 応答

性の細胞ならびに非応答性の細胞が存在することが示され，PMA などの非特異的

な白血球活性化剤とは異なることが確認された．  

 

 次に，EPP が正常マウスのみならず T 細胞ならびに B 細胞の欠損した SCID マウ

ス由来脾臓細胞も同様に活性化したことから，T 細胞非依存性の経路が明確となり，

さらに樹状細胞ならびにマクロファージなどの抗原提示細胞が EPP の免疫賦活活

性に必要であることを明らかとした．また，BMC が EPP 応答性を示さなかった一

方で，BMDC から TNF-α 産生を誘導したことから，樹状細胞に発現する何らかの

受容体が EPP の認識に関与する可能性が示唆され，同時に EPP が自然免疫活性化

能を有する機能性分子であることが明らかとなった．  

 

 さらに，EPP により産生誘導される IFN-γ の産生メカニズムについて検討した．

IFN-γ は NK 細胞ならびに CTL の活性化作用を持つため 45,  46,  97,  98)，機能性食品に

よる腫瘍の治療および感染制御において重要な因子の一つである．IFN-γ は主に活

性化された Th1 細胞から産生されるが，IFN-α および IFN-β などの I 型 IFN と共に

働き，宿主のウイルス抵抗性を上昇させる 126)．また感染初期には抗原提示細胞，

さらに NK 細胞も IFN-γ を産生し，自身および付近の細胞を活性化させる．また，

マクロファージならびに樹状細胞から産生される IL-12 などの液性因子によって

も IFN-γ 産生が誘導されることが知られている 127)．本章の検討で得られた結果か

ら，活性化した抗原提示細胞と T 細胞との細胞間接着が，EPP による IFN-γ 産生を

制御していることが明らかとなった．この際，強力な IFN-γ 誘導因子として知られ

る IL-12 が，EPP による IFN-γ 産生誘導に大きな影響を与えなかった．他の様々な

IFN-γ インデューサーが IL-12 の影響を受けていることが報告されていることから
128,  129)， IL-12 の影響を受けにくい IFN-γ 産生誘導効果は，EPP の免疫賦活剤とし

ての特徴であると考えられる．  

 

 EPP によるサイトカイン産生誘導作用は，T 細胞と抗原提示細胞表面における相

互作用により制御されていたが，GM-CSF と IFN-γ 産生については CTLA-4-Fc を
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用いた実験結果より，抗原提示細胞の活性化に続いて生じる CD28 を介した T 細胞

の活性化が得に重要であると考えられる．また，産生された IFN-γ は抗原提示細胞

のさらなる活性化を誘導し，MHC 分子などの発現上昇を促すことが予想されるた

め 130)，リグニン類がワクチンアジュバントのような役割を果たす可能性も十分に

考えられる．今後さらなる検討を続け，新たな機能性素材としての有効的な利用

法の開発を期待したい．  

 

 本章の検討により，EPP がマクロファージならびに樹状細胞などの抗原提示細胞

に対する強力な免疫刺激剤であることが示された．これまで，リグニンが抗ウイ

ルス活性を示す機能性分子であることは知られていたが 64,  65)，さらに宿主の生体

防御能の活性化作用も認められたため，直接ならびに間接的にウイルスに対して

有効効果を示す可能性が示唆された．また，生体防御能の上昇はウイルス感染細

胞のみならず，腫瘍細胞に対する応答性も上昇させると考えられ，抗腫瘍効果を

期待した機能性分子としてリグニンを応用できる可能性が示された．第一章なら

びに本章の検討により， (i) EPP はマクロファージならびに樹状細胞を直接活性化

させ，(ii) 引き続きそれらの細胞が T 細胞を活性化させることで，さらに強力なサ

イトカイン産生を誘導する一連のメカニズムが明らかとなった  (Figure 18)．  

 

 

Figure 18. Proposed mechanisms of cytokine-inducing effect of EPP. 
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第三章 EPP の経口投与による抗腫瘍効果および NK 細胞活性化作用  

 

 EPPが抗原提示細胞と T細胞の活性化を介して IFN-γ産生を強力に誘導すること

が，第二章の検討により明らかとなった．IFN-γ の産生誘導能を持つ機能性食品由

来分子，例えば fucose をベースとした硫酸多糖である fucoidan，あるいは β-glucan

は経口投与により免疫賦活化ならびに抗腫瘍効果を示すことが知られている 34,  131)．

これまで，純粋なリグニン類の経口投与による免疫賦活効果はほとんど報告が無

く，科学的根拠は認められていなかった．しかし，EPP に IFN-γ 産生誘導能が認め

られたことから，著者は EPP の経口投与によっても全身性の免疫力を向上するこ

とで抗腫瘍効果を発揮できると考えた．  

 

 本章では，経口投与による EPP の免疫賦活効果の有無を明確にするため，CA な

らびに pCA を用いて評価した．重合前後における CA の安全性を評価した後，担

癌マウスへの経口投与による抗腫瘍効果，脾臓における免疫応答性について in vivo

にて検討した．  
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第一節 酵素重合前後における CA の物性変化  

 

 食品由来の低分子フェノール性化合物の多くは強い抗酸化活性を有しており，

抗酸化性はポリフェノールの重要な特徴の一つである．抗酸化物質の積極的な摂

取により，循環器系疾患の予防効果が期待できることから 132)，抗酸化作用を有す

る機能性食品は応用価値が高いと考えられる．本研究で precursor として使用して

いるフェニルプロパノイド類も，他のポリフェノール性化合物と同様に抗酸化作

用を有しており，過酸化脂質の生成防止作用，活性酸素による細胞膜酸化防止作

用などが報告されている 133-135)．しかし，酵素的脱水素重合による分子量ならびに

構造の変化によって，抗酸化活性がどのように変化しているかは明確ではない．

抗酸化物質の経口投与が，全身性の免疫システム 136)
 ならびに担癌マウスにおけ

る抗腫瘍効果 137)
 に影響を与える可能性が報告されているため，CA ならびに pCA

の抗酸化力を明確にしておく必要がある．そこで，本節では重合前後における CA

の抗酸化活性を測定し，さらに pCA 中に CA が混在していないか，ゲル濾過クロ

マトグラフィーにより分子量分布を評価した．  

 

 

1. CA，pCA の抗酸化活性  

 

 重合前後の CA の持つ抗酸化活性は，一般的な抗酸化能測定試験である DPPH 法
72)

 と ABTS 法 73)
 を用いて評価した．いずれも人工的な安定ラジカルに起因する

色素を持つが，試験検体を加えた際に見られる退色のレベルを，ラジカル補足能

として抗酸化活性評価に用いられている．また陽性コントロールとして Trolox を

使用した．  

 

 DPPH 法において Trolox，CA，pCA はそれぞれ DPPH ラジカルを補足し，添加

量の増加に伴い吸光度を減少させた  (Figure 19A)．CA と pCA の抗酸化能には顕著

な差が見られ，CA は 125 μg/mL 以上の濃度において吸光度のほとんど完全な消失

が認められたが，pCA は 500 μg/mL においても完全には消失しなかった．また，

ABTS 法を用いた評価においても同様の結果が得られ，CA は 62.5 μg/mL 以上の濃

度において，pCA は 250 μg/mL 以上の濃度において吸光度の完全な消失が認めら

れた  (Figure 19B)．どちらの測定法においても，CA の抗酸化活性が Trolox よりも

強力であるのに対し，pCA では Trolox より弱い抗酸化活性を示した．  

 

 本検討により，pCA の抗酸化作用は重合前の CA と比べて減少することが明らか

となった．しかし，pCA の抗酸化活性は完全には消失せず，一部保持されている

ことが確認された．  
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Figure 19. Antioxidative capacity of monomers and polymers of polyphenols . 

The effect of polymerization on the antioxidative capacity of CA was measured by (A) 

DPPH radical-scavenging assay and (B) ABTS radical cation -decolorization assay.  

Solid line represents CA and the dashed line represents the pCA.  Trolox was used as a 

control for antioxidative activity (dot ted line). 

  



62 

 

2. CA，pCA の分子量分布  

 

 pCA と CA の経口投与による生物活性を評価するにあたり，何らかの原因で pCA

中に CA が混在していた場合，正確な評価を行うことは困難となる．そこで，重合

前後の CA の分子量分布について，ゲルろ過クロマトグラフィーを利用して評価し

た．  

 

 CAまたはpCAを尿素アセトン溶液に溶解し  (5 mg/mL)，200‎ μLを尿素アセトン

溶液で平衡化したToyopearl HW-60F columnにアプライ後，同溶液を溶出液として

オープンカラムクロマトグラフィーを行った．各フラクションに 500‎μLずつ溶出液

を回収し，フェノール性水酸基をFolin-Ciocalteu法 74)
 を用いて検出した．  

 

 CA は 46 本目のフラクションにおいてピークが確認されたのに対し， pCA は 33

本目のフラクションがピークを示した  (Figure 20)．また，pCA が 29–41 本目のフ

ラクションに検出されたのに対し，CA は 41–54 本目のフラクションに検出された． 

 

 尿素アセトン溶液に適した分子量スタンダードが得られなかったため，具体的

な推定分子量は不明であるが，pCAはある程度集束された分子量分布を示した．ま

た，CAならびにpCAは明瞭に分離されたことから，pCA作製中における単量体CA

の残存，あるいは保存段階におけるCAへの分解が生じていないことが確認された． 
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Figure 20. Molecular weight distribution of caffeic acid monomers and polymers.  

Molecular weight distributions were determined by gel-filtration chromatography using 

Toyopearl HW-60F column.  Solid lines represent CA and dashed lines represent pCA.  

Eluted phenolic compounds were measured using the Folin -Ciocalteu method. 
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第二節 CA，pCA の安全性評価  

 

 機能性食品としてリグニン類を応用するために，リグニン類の安全性について

確認する必要がある．我々が普段摂取している植物性食品には，一定量リグニン

類が含まれているため，基本的には安全であると考えられるが，純粋な合成リグ

ニン類の経口投与における安全性についても実証すべきである．そこで本節では

重合前後における CA の変異原性の有無，またマウスに経口投与した際の早期急性

毒性について検討した．  

 

 

1. 細菌を用いた CA，pCA の変異原性試験  

 

 CA ならびに pCA が変異原性を示すか否か，細菌を用いた DNA 修復試験である

umu 試験を利用して評価した．umu 試験は DNA の損傷に応じて誘導される umu 遺

伝子の発現を，人工的に融合された β-galactosidase 発現遺伝子により産生される

β-galactosidase 活性を，酵素発色基質でモニターする試験である 138)．肝代謝後に

おける変異原性についても同様に評価するため，肝臓の抽出物に補酵素を加えた

S9 Mix の存在・非存在下にて試験を実施した．  

 

 CA および pCA は 15.3 ng/mL から 64 mg/mL までの濃度で水あるいは 10% DMSO

に溶解・懸濁し，S9 Mix の存在・非存在下にてそれぞれサルモネラ菌 NM2009 株

と混合・振盪培養後に誘導された β-galactosidase の活性を，DNA 損傷レベルの指

標として評価した．また，β-galactosidase 活性がバックグラウンドの 2 倍を超える

場合を陽性結果として判定した．  

 

 S9 Mix の非存在下において，CA ならびに pCA はいずれの濃度においても

β-galactosidase 活性の強い増強を誘導しなかった  (Figure 21)．一方，S9 Mix の存在

下において，CA は 250 μg/mL の濃度から β-galactosidase 活性を緩やかに増強させ，

2000 μg/mL の濃度で β-galactosidase 活性がバックグラウンドの 2 倍を僅かに超え

たため，陽性結果を示した．pCA も S9 Mix の存在下において同様に，1000 μg/mL

の濃度から β-galactosidase 活性を緩やかに上昇させたが，4000 μg/mL の濃度にお

いてピークを示し，その後減少した，ピークにおける β-galactosidase 活性は，バッ

クグラウンドの 2 倍に満たないため，pCA は変異原性を示さないことが明らかと

なった．  

 

 本検討により，pCA の変異原性は S9 Mix の存在・非存在下において認められず，

CA と比較して安全性が高いことが示唆された．   
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Figure 21. Mutagenic activity of caffeic acid monomers and polymers.  

The mutagenic activity of caffeic acid monomers and polymers was determined by umu  

assay.  Various concentrations of CA or pCA were mixed with Salmonella Typhimurium 

in the presence or absence of S9mix.  The vertical axis represents cellular 

β-galactosidase activity as an indicator of DNA damage during incubation (with shaking) 

at 37°C for 2 h.  Solid lines represent monomeric CA and dashed lines represent pCA.  

▼:‎The‎minimal‎concentration‎for‎a‎positive‎result.    
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2. 経口投与における CA，pCA の摂取量とマウスの体重変化  

 

 CA ならびに pCA の水溶液を実際にマウスに経口投与し，摂取量ならびに投与初

期段階におけるマウスの体重変化を調査した．  

 

 重合前後の CA は DIW に溶解し  (500‎μg/mL)，高圧蒸気滅菌後に逆流防止弁の付

いた給水パックに充填した．飼育ケージにセットし，自由飲水の形式で DBA/2 マ

ウスに経口摂取させた．コントロールとして，DIW を同様に処理したものを使用

した．  

 

 マウス 1 匹あたりの飲料水摂取量を算出したところ，1 日およそ 3–4 g 摂取して

いることが確認された．また，14 日間における水，CA，pCA の総摂取量に大きな

差は認められなかった  (Figure 22A and B)．さらに，重合前後の CA の経口投与期

間中に急激な体重減少は認められず，短期投与における重篤な有害作用は確認さ

れなかった  (Figure 22C)．  
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Figure 22. Safety studies for oral administration of caffeic acid monomers and 

polymers. 

CA‎or‎pCA‎dissolved‎ in‎distilled‎water‎ (500‎μg/mL)‎were‎administered‎ ad libitum daily 

with drinking water to 4-week-old DBA/2 mice for 14 d.  The amount of (A) daily and 

(B) total polyphenol intake and (C) changes in body weight of mice were measured every 

24 h.  The values represent the mean ± standard deviation, n = 9.   
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第三節 CA，pCA の経口投与による抗腫瘍効果  

 

 免疫賦活活性を持つ機能性食品の生体評価として，マウスに腫瘍細胞を移植し

た際の腫瘍の増殖レベルを指標とした試験が汎用されている 34)．また，天然物由

来低分子化合物による抗腫瘍効果の評価としては， in vitro における細胞への直接

的な傷害性の評価方法が汎用されている 139)．本節では CA ならびに pCA の経口投

与による抗腫瘍効果，および in vitro における腫瘍細胞の増殖抑制効果について評

価した．  

 

 

1. in vivo における CA，pCA の経口投与による腫瘍増殖抑制効果  

 

 本検討には，移植用の腫瘍細胞として DBA/2 マウスに由来する肥満細胞腫であ

る P815 細胞を使用した．P815 は同系マウスに移植すると致死的に増殖してしまう

ため 140)，今回は接着分子の 1 種である CD80 (B7-1) の遺伝子をトランスジェニッ

クした B7-P815 を用いた．B7-P815 はハイグロマイシンを加えた選択培地で維持培

養し，B7-1 の発現は PE 標識 anti-CD80 mAb を用いて FACS 解析により確認した  

(Figure 23A)．  

 

 CA および pCA を 500‎ μg/mL の濃度で DIW に溶解し，高圧蒸気滅菌後，DBA/2

マウスに自由飲水の形式で，試験終了日まで連日経口摂取させた．経口摂取から 9

日後，B7-P815 細胞をマウス右側の鼠蹊部に皮下移植法により投与した  (Day 0)．

腫瘍サイズはノギスを用いて 3 日ごとに計測を行い，腫瘍移植日から 21 日後にマ

ウスを屠殺し，腫瘍重量を測定した．陽性抗腫瘍コントロール群には Day 7 に

cyclophosphamide (CY) を腹腔内に単回投与した．  

 

 CA，pCA，ならびに CY 投与群は，コントロール群と比較して有意な腫瘍サイ

ズの減少が認められた  (Figure 23B)．また pCA および CY 投与群では，マウスか

ら摘出した腫瘍の重量においても同様に有意な減少を示した．これらの結果によ

り，CA ならびに pCA の経口摂取によってマウス生体内での B7-P815 細胞の増殖

を抑制できることが明らかとなった．  
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Figure 23. Tumor inhibitory effect of orally administered caffeic acids. 

(A) Transfected P815 cells were pre -treated with Fc block and incubated with 

anti-CD80-PE or isotype-matched IgG.  Cell surface expression of B7-1 (CD80) on (a) 

mock-P815 and (b) CD80-transfected P815 was confirmed by FACS.  Grey shading 

represents cells with the control antibody; black lines represent cells with the functional 

antibody.  The data shown are representative of 3 independent experiments.  (B) CA or 

pCA‎ dissolved‎ in‎ distilled‎ water‎ (500‎ μg/mL)‎ were‎ administered‎ ad libitum daily with 

drinking water to 4-week-old DBA/2 mice from 9 d before tumor inoculation.  B7 -P815 

cells (5 × 10
5
 cells/50‎μL)‎were‎s.c.‎inoculated‎into‎the‎right‎groin‎of‎DBA/2‎mice‎on‎d‎0.‎ ‎

CAs were further administered ad libitum till d 21.  Cyclophosphamide (CY) was 

administered i.p. on d 7 as a positive control for tumor growth inhibition.  (a) Tumor 

sizes estimated once every 3 d are shown in mm
2
.  (b) Tumor weight (mg) estimated on 

d 21.  The values shown are the mean ± standard deviation, n = 8.  Significant 

differences from control mice: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.   
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2. in vitro における腫瘍細胞増殖に対する CA，pCA の影響  

 

 CA および pCA の in vivo における腫瘍細胞増殖抑制効果のメカニズムを検討す

るため，B7-P815 の in vitro における細胞増殖に対する直接的な作用を評価した．

B7-P815 に重合前後の CA を添加し，24 時間後の細胞数を MTT 法により測定した．  

 

 pCA は 100‎μg/mL の濃度まで B7-P815 の増殖に影響を与えなかった  (Figure 24).

一方，40‎ μg/mL 以上の濃度の CA の添加により細胞増殖の有意な抑制効果が認め

られた．  

 

 この結果から，CA には B7-P815 に対する直接的な細胞傷害性があるが，酵素的

脱水素反応を起こすことによって直接的な増殖抑制作用が著しく減弱することが

明らかとなった．  

 

 

 

 

Figure 24. Effect of caffeic acids on B7-P815 cell growth in vitro. 

Direct effect of CAs on the growth of B7-P815 cells was examined in vitro .  B7-P815 

cells were stimulated with monomers (CA) or polymers (pCA) of CA (0–100‎ μg/mL); 

triplicate samples were used.  After 24 h, relative numbers of living cells were 

estimated using the MTT assay.  The vertical axis shows the percentage of living 

B7-P815 cells, calculated as a ratio of the untreated cells  (n = 3).  The data shown are 

representative of 3 independent experiments.  Significant differences from untreated 

cells (absorbance): *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. 
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第四節 CA，pCA の経口投与による免疫系に対する影響  

 

 pCA は腫瘍に対する直接毒性を示さなかったことから，経口投与による pCA の

自然免疫増強作用について検討することとした．本節では重合前後の CA の経口投

与が免疫応答性に与える影響について，脾臓における IFN-γ 産生能ならびに NK 細

胞活性を指標として評価した．  

 

 

1. CA，pCA の経口投与による脾臓細胞数と T 細胞分布への影響  

 

 初めに，CA ならびに pCA の経口投与による脾臓細胞数の変化，ならびに T 細

胞ポピュレーションの変化について解析した．  

 

 CA および pCA を 500‎μg/mL の濃度で DIW に溶解し，高圧蒸気滅菌後，C3H/HeN

マウスに自由飲水の形式で 10 日間連続経口摂取させた．各マウスから脾臓細胞を

調整後，トリパンブルー染色し，生細胞数を顕微鏡下でカウントした．また，CD3e

陽性細胞，CD4 陽性 T 細胞，CD8a 陽性 T 細胞の割合を FACS 解析により算出した．  

 

 コントロール水投与群における脾臓細胞総数は 28.8 (± 13.2) × 10
6
 cells/head，CA

群では 32.5 (± 10.4) × 10
6
 cells/head，pCA 群では 29.6 (± 9.1) × 10

6
 cells/head であり，

各群間で有意な差は認められなかった  (Figure 25A)．また，各群の T 細胞の割合に

ついて FACS で解析したところ，差は認められなかった  (Figure 25B)．また T 細胞

のうち，CD4 陽性細胞と CD8a 陽性細胞の割合についても差は認められなかった． 
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Figure 25. T cell populations in splenocytes from mice administered CA and pCA. 

Splenocytes were isolated from 6-week-old C3H/HeN mice administered CA or pCA in 

drinking‎water‎ (500‎ μg/mL)‎ ad libitum for 10 d.  (A) Total numbers of viable cells in 

the splenocytes cultures were determined using trypan blue and a cell -counting kit.  (B) 

Fresh splenocytes from mice that had ingested (a, d) water, (b, e) CA, or (c, f) pCA were 

pre-treated with Fc block and incubated with a mixture of anti -CD3e-APC, 

anti-CD4-FITC, and anti-CD8a-PE, and T cell populations were estimated by FACS.  

CD3e-positive cells in splenocytes were gated (a to c) and further analyzed for 

CD4-positive and CD8a-positive cells (d to f).  The data shown are representative of 3 

independent experiments.   
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2. CA，pCA の経口投与による脾臓細胞のサイトカイン産生能への影響  

 

 CA ならびに pCA を経口摂取させたマウス脾臓細胞を PMA と ionomycin で刺激

し，産生されるサイトカイン量を指標に検討した．  

 

 CA および pCA 溶解液  (500‎ μg/mL) を 10 日間連続経口摂取させた C3H/HeN マ

ウスの脾臓細胞を，生理食塩水あるいは PMA と ionomycin で刺激し，48 時間後に

産生される IFN-γ，TNF-α，IL-6，ならびに IL-17A の濃度を ELISA 法にて測定した．  

 

 コントロール水，CA，pCA 投与群の脾臓細胞は，生理食塩水添加時にはサイト

カインがほとんど産生されなかった  (Figure 26)．一方，PMA と ionomycin で刺激

した場合，IFN-γ 産生において，pCA の摂取により IFN-γ 産生能が有意に上昇する

ことが明らかとなった．他のサイトカインでも，同様の上昇傾向が見られた．一

方，CA 投与群では，PMA と ionomycin 刺激により誘導されるサイトカイン産生量

に有意な差は認められなかった．  

 

 これらの結果から，pCA の経口摂取によってマウス脾臓細胞における IFN-γ 産

生能を増強できることが明らかとなった．  
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Figure 26. Immunomodulating effect of caffeic acid polymers.  

Splenocytes were isolated from 6-week-old C3H/HeN mice administered CA or pCA in 

drinking‎ water‎ (500‎ μg/mL)‎ ad libitum for 10 d.  Cells (4 × 10
6
 cells/mL) in 96-well 

culture‎plates‎(250‎μL/well)‎were‎treated‎with‎saline‎(control)‎or‎a‎combination‎of‎PMA‎

(20 ng/mL) and ionomycin (1 μM) (PMA/i).  After 48 h, supernatants were collected to 

measure the concentrations of cytokines using ELISA; ( A) IFN-γ, (B) TNF-α, (C) IL-6, 

and (D) IL-17A.  The values represent the mean ± standard deviation, n = 9.  

Significantly different from water-administered mice: *p < 0.05; n.s.: not significant.    
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3. CA，pCA の経口投与による NK 細胞活性への影響  

 

 NK 細胞は多くの腫瘍細胞ならびにウイルス感染細胞を攻撃することから，腫瘍

細胞増殖抑制に関わる重要な生体機能の一つとして知られている 141)．C3H/HeN マ

ウスに CA および pCA 溶解液  (500‎ μg/mL)を 14 日間連続経口摂取させ，脾臓細胞

を NK 細胞特異的なターゲット細胞である YAC-1 と共培養することで，脾臓にお

ける NK 細胞活性を測定した．  

 

 脾臓細胞  (2 or 4 × 10
6
 cells/mL) と PKH-26 で生細胞染色した YAC-1 細胞を  (4 × 

10
4
 cells/mL) を共培養し，24 時間後，TP3 を加えて死細胞を染色し，フローサイ

トメトリーによる生細胞ならびに死細胞の解析を行った．細胞傷害性は PKH-26 陽

性細胞  (YAC-1 細胞 ) 中の死細胞の割合として%で示した．  

 

 コントロール水投与群と比較し，CA 投与群では NK 細胞活性の変動は見られな

かった  (Figure 27)．一方，pCA 投与群では NK 細胞活性が上昇した．また，いず

れの投与でも NK 細胞の割合に差は認められなかった  (data not shown)．  

 

 これらの結果から，pCA の経口摂取によりマウス脾臓細胞における NK 細胞の

活性化を誘導できることが明らかとなった．  

  



76 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27. Enhancement of NK activity by polymerized caffeic acid. 

Splenocytes were isolated from 7-week-old C3H/HeN mice administered CA or pCA in 

drinking‎ water‎ (500‎ μg/mL)‎ ad libitum for 14 d.  PKH-26-labeled YAC-1 targets and 

splenocytes as effecter cells were co-incubated in 24-well culture plates (1 mL/well) for 

24 h (effector cell to target cell ratio = 100  : 1 or 50 : 1).  Viability of the target cells 

was assessed based on TP3 uptake by using FACS.  Columns represent the specific 

percentages of cell death.  The data shown are representative of 3 independent 

experiments.  The values shown as mean ± standard deviation, n = 3.  Significantly 

different from water-administered mice: *p < 0.05.   
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第五節 CA，pCA の代謝，吸収および排泄  

 

 pCA の経口摂取後に消化酵素の影響を受けて，単量体の CA が産生されている可

能性について検討するため，本節では CA ならびに pCA の吸収，分解および代謝

について追及した．  

 

 

1. CA，pCA の糞中への排泄率評価  

 

 CA はコーヒーをはじめ様々な食品に含まれていることから，その吸収および代

謝について詳しく解析されている．Omar らは，Sprague-Dawley ラットに CA を経

口摂取させると，約 1 時間後には血中に移行し，その後多くが尿中に排泄される

ことを報告している 75)．CA ならびに pCA の経口摂取後にそれぞれ糞中に排泄さ

れる量を確認するために，断食させた DBA/2 マウスにコントロール水，CA，pCA

をそれぞれ自由飲水の形式で摂取させ，糞中に残存するポリフェノール量を

Folin-Ciocalteu 法 74)
 を用いて測定した．  

 

 飲料水としてセットした CA (500‎μg/mL) ならびに pCA (500‎μg/mL) に含まれる

総ポリフェノール量は，pCAと比較して CAが約 5.8倍多く示された  (Figure 28A)．

一方，糞中に含まれる総ポリフェノール量は CA，pCA 共にコントロール水投与群

と比べて有意に増加した  (Figure 28B)．また，糞中に排泄されたポリフェノール量

を飲料水中のポリフェノール量で除して重量換算すると，糞中排泄量は CA と比較

して pCA は約 6.2 倍多く糞中に排泄されていた  (Figure 28C)．以上の結果から，pCA

は CA と比べて吸収レベルが低いことが示された．  
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Figure 28. Measurement of excreted monomers and polymers of caffeic acid  in feces. 

Total phenolic content in (A) drinking water containing CA monomers (CA) or polymers 

(pCA) and (B) extracts of feces collected from water-, CA- or pCA-administered DBA/2 

mice was determined using Folin-Ciocalteu method and is shown in gallic-acid 

equivalents; (C) the excretion index calculated as the phenolic content in feces/drinking 

water.  The values represent mean ± standard deviation, n = 6.  Significant difference 

(B) between CA or pCA and water or (C) between CA and pCA: *p < 0.05; **p < 0.01; 

***p < 0.001.  N.D.: not detected.  
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2. pCA の経口投与後における CA への分解性評価  

 

 経口投与した pCA が CA まで分解された後に生体内に吸収されているかどうか，

尿中に排出される CA 単量体を検出することで評価した．  

 

 CA および pCA を 500‎ μg/mL の濃度で DIW に溶解し，高圧蒸気滅菌後，断食さ

せた DBA/2 マウスに自由飲水の形式で 2 日間連続経口摂取させた．各マウスから

尿を採取し，尿中に存在する CA 単量体を LC/MS を用いて検出した．  

 

 CA 標準品は，インジェクションから約 17.5 分後にピークとして検出された  

(Figure 29A)．このピークは CA 投与群では認められたが，コントロール水投与群

および pCA 投与群の尿中からは検出されなかった  (Figure 29B–C)．また，サンプ

ルインジェクションから 17.5 分後の CA 標準品ならびに CA 投与群の尿中には，そ

れぞれイオン化した CA を示す m/z 179 のスペクトルと，そのプロダクトイオンで

ある m/z 135 のスペクトルが確認された  (Figure 29E and F)．  

 

 これらの結果から，pCA は体内で単量体 CA に分解される可能性は低いことが示

唆された．  
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Figure 29. Detection of urinary excreted monomeric caffeic acid. 

LC/MS chromatograms showing the peaks from m/z 179.0345 (179.035) in (A) standard 

CA solution or urine samples obtained from (B) water-, (C) CA-, or (D) 

pCA-administered DBA/2 mice.  Molecular ion [M-H]
-
 peaks detected at approximately 

17.5 min at m/z 179.03 were identified as monomeric CA.  Ion-fragmentation patterns 

of these peaks from (E) standard CA solution and (F) urine from CA-administered mice 

are displayed and represent the corresponding mass numbers of CA (precursor ion by MS 

spectra: 179; product ion by MS spectra: 135).  
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第三章 考察  

 

 本章では，EPP が経口投与によって担癌マウスにおける腫瘍の増殖を抑制できる

ことを示した．さらに pCA の免疫賦活活性について検討し，マウス脾臓細胞にお

ける IFN-γ 産生能ならびに NK 細胞活性を上昇させることを証明した．脾臓の総細

胞数および T 細胞，NK 細胞のポピュレーションに変化が認められなかったことか

ら，pCA はリンパ球の機能に対して影響を及ぼしたと考えられる．また，pCA に

抗酸化活性が認められたことから，免疫賦活効果のみならず，抗酸化作用も同様

に EPP の有益な薬理効果の一つと言える．  

 

 安全性試験において単量体 CA はサルモネラ菌に対して弱いながらも変異原性

を示したが，重合することによりその変異原性は減少した．pCA は S9 Mix で処理

した場合のみ β-galactosidase 活性を僅かに上昇させたが，経口摂取した pCA の吸

収効率は単量体 CA よりも低いことが示されているため，CA に比べて肝臓での代

謝は受けにくいと言える．従って，pCA の経口摂取が示す変異原性は CA の経口摂

取に比べて大幅に低下するものと考えられる．  

 

 T 細胞における CD28 シグナルは腫瘍の排除に重要な役割を果たし，腫瘍細胞に

発現する B7 分子は，腫瘍免疫の形成を促進することが知られている 142)．本研究

では pCA の経口投与により宿主の IFN-γ 産生能ならびに NK 細胞活性と言った免

疫システムを上昇させ，さらに担癌マウスにおける B7-P815 肥満細胞腫の進行を

抑制することができた．pCA は CA と比較して，糞中への排泄率が高かったことか

ら，腸管における GALT との接触により白血球を活性化させることで全身性の免

疫システムを上昇させ，抗腫瘍効果を誘導した可能性が考えられる．また， P815

表面の B7 の発現は T 細胞応答性の抗腫瘍効果を増強させること 143)，リグニン様

ポリフェノールが IFN-γ 産生を誘導し，T 細胞を活性化できることから 62)，pCA

の経口摂取による抗腫瘍効果は NK 細胞のみならず，T 細胞によっても同様に制御

されていた可能性がある．さらに，本章における検討では pCA のみを使用したが，

IFN-γ 産生誘導能は他の EPP においても同様に認められていることから，それぞれ

の EPP も同様に経口投与によって全身性の免疫システムの活性化を誘導できると

考えられる．一方，CA は宿主の免疫システムに顕著な影響を与えなかったが， in 

vivo ならびに in vitro において腫瘍細胞の増殖抑制効果を示した．経口投与におい

て単量体 CA は血中移行性を示したことから，担癌マウスにおける腫瘍細胞と CA

の接触が生じていた可能性は十分に考えられる．CA が B7-P815 に対して直接の細

胞毒性を示したことから，少なくとも部分的には，直接毒性による腫瘍の抑制効

果が誘導されたと考えられる．さらに，pCA と比べて CA の抗酸化活性が高いこと，

血中を移行して腫瘍細胞と接触できる可能性から，CA の抗酸化性に依存する抗腫
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瘍効果も同様に関与していたことが考えられる 137,  144)．さらに，ゲル濾過クロマト

グラフィーの結果，pCA 中には単量体 CA が混在せず，さらに LC/MS の結果 pCA

経口投与後のマウス尿中に CA が検出されなかったことから，pCA が CA まで分解

された可能性は低い．従って，CA と pCA が示す抗腫瘍効果は異なったメカニズム

によってそれぞれ誘導されていると考えられる  (Figure 30)．  

 

 

 

Figure 30. Hypothesized mechanisms of antitumor effect of orally administered 

caffeic acids. 

 

 

 Bernardshaw ならびに Iwabuchi は，免疫刺激活性を有する機能性食品が，感染症

の症状改善効果があることを報告している 145,  146)．本研究において，pCA の経口

投与後の脾臓における IL-6，TNF-α，ならびに IL-17A の産生能は上昇傾向を示し

た．これらのサイトカインはいずれも感染症において重要な役割を示すことから
147-149)，リグニン類は腫瘍免疫のみならず，感染感染防御機能も向上させている可

能性が高い．  

 

 単量体 CA の生物活性研究は古くから行われているため，現在では様々な薬理効

果について解明されている 150)．一方，重合した CA の生物活性については，未だ

不明な点が多いため，今後もさらなる検討が必要である．本研究により，pCA の

経口投与による免疫賦活効果の一端を示すことが出来た．単量体，重合体共に，

人々に有益な生物活性を有しているため，利用目的に合った使用方法を選択する

ことで，健康維持に有用であると考えられる．  
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総括  

 

 リグニン類は天然高分子ポリフェノールの 1 種であり，多くの植物性食品に含

まれている．さらに，フェノール性低分子化合物はポリフェノールオキシダーゼ

およびペルオキシダーゼの影響を受けて容易に重合するため，人々は食事により

日常的に高分子ポリフェノールを摂取していると言える．低分子量フェノール性

化合物の示す薬理効果の解明は著しい発展を遂げているが，高分子ポリフェノー

ル類の生物活性は未だ不明な点が多数残されている．高分子フラボノイド類は肥

満ならびに糖尿病などの生活習慣病に対する効果が，リグニン類においても抗ウ

イルス効果などの作用が明らかとされているが，免疫系への影響についてはほと

んど解析されていなかった．本研究では，酵素重合したリグニン様高分子ポリフ

ェノール類の免疫調整作用メカニズムの解明ならびに機能性食品としての新規利

用法の開発を目指し，EPP を用いて in vitro および in vivo における検討を行い，以

下の知見を得た．  

 

 第一章では，フェニルプロパノイド類と HRP を用いて 3 種類の EPP を作製し，

マウス脾臓細胞における免疫応答性を検討し，以下の点を明らかとした．  

 

(1) Precursor として使用した 3 種類のフェニルプロパノイド類はいずれもマウス

脾臓細胞に対して免疫賦活効果を示さず，分子量 50,000 Da 以上に酵素重合した

EPP でのみマウス脾臓細胞の増殖促進誘導，サイトカイン産生誘導作用が認められ

ることを明らかとした．  

(2) EPP によるマウス脾臓細胞におけるサイトカイン産生誘導は，T 細胞群の影響

を強く受けていることを明らかにした．  

(3) EPP によるマウス脾臓細胞におけるサイトカイン産生誘導は，CD4 分子によ

って部分的に制御されていること，さらに EPP が CD4 への結合能を有することが

明らかとなった．  

 

 第二章では，様々な組織に由来する白血球を用いて，EPP による免疫賦活活性に

おける詳細なメカニズムについて，in vitro にて検討し，以下の点を明らかとした．  

 

(1) EPPはマウス脾臓細胞から精製した CD4陽性ならびに CD8陽性 T細胞に対し，

直接的なサイトカイン産生誘導効果を示さないことを明らかにした．  

(2) EPP はマウス脾臓細胞のみならず，腹腔内常在細胞も活性化させ，主に TNF-α

産生を強力に誘導することが明らかとなった．  

(3) EPP は機能性 T 細胞ならびに B 細胞の欠損した SCID マウス由来脾臓細胞を活

性化させ，サイトカインの産生誘導を認めた．  
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(4) EPP により誘導されるマウス脾臓細胞のサイトカイン産生量が，マクロファー

ジならびに樹状細胞を除去することで大幅に減少することが認められ，またマウ

ス BMDC を直接活性化させ，TNF-α 産生を誘導したことから，EPP が自然免疫活

性化作用を持つことを明らかとした．  

(5) EPP による IFN-γ 産生が T 細胞と抗原提示細胞により制御されること，マウス

脾臓細胞における EPP の IFN-γ産生誘導作用に IL-12 がほとんど影響を与えていな

いことが明らかとなった．  

(6) EPP のサイトカイン産生誘導作用，とりわけ IFN-γ ならびに GM-CSF の産生誘

導において，活性化した抗原提示細胞と T 細胞の細胞間接触が重要な役割を果た

していることを明らかとした．  

 

 第三章では，EPP をマウスに経口投与し，EPP の免疫賦活効果について担癌マウ

スでの腫瘍増殖抑制効果ならびに脾臓細胞における NK 細胞活性を指標として in 

vivo にて検討し，以下の点を明らかとした．  

 

(1) pCA の細菌に対する変異原性は陰性であることを確認した．また自由飲水形

式によるマウスへの経口投与において，その摂取量は単量体 CA およびコントロー

ル水と同等であり，さらに投与初期における重篤な副作用は認められず，pCA は

CA と比較して安全であることを明らかとした．  

(2) CA ならびに pCA の経口投与により，担癌マウスにおける B7-P815 肥満細胞腫

の増殖を抑制できることを明らかとした．一方，CA において認められた in vitro

における直接的な腫瘍細胞増殖抑制作用は，重合化により消失することを確認し

た．  

(3) pCA の経口投与により，マウス脾臓細胞における IFN-γ 産生誘導能ならびに

NK 細胞活性を増強できることを明らかとした．またこの作用は CA では認められ

ず，重合後にはじめて発揮される生物活性であることを示した．  

(4) 経口投与した pCAは CAと比べて糞中への排泄率が高く，また断食させた pCA

投与マウスの尿中に単量体 CA が検出されないことを明らかとした．  

 

 上記のとおり，本検討によってリグニン類の有する免疫賦活活性について，よ

り具体的に解明された．これまで，多くの低分子量フェノール性化合物の免疫調

節作用について研究が進行してきたが，高分子ポリフェノールが免疫系に与える

影響について詳細に解析した例は少ない．数多くのポリフェノール類が人々に有

益な薬理活性を示すことから，様々な低分子量フェノール性化合物が健康維持の

ために利用されているが，外因性の酵素による構造並びに分子量の変化には注意

が必要である．CA は重合後，抗酸化作用，血中移行率，腫瘍細胞への作用，免疫

賦活作用における特徴が大きく変化することから，低分子量化合物のみならず，
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その高分子体についても解析を行う価値は十分にあると考えられる．リグニン類

は，抗炎症作用を示す多くの低分子ポリフェノール類とは異なる生物活性を示す

ため，利用者への適切な情報提供ならびに個人の目的に合わせた機能性食品の選

択が重要である．本研究に用いたフェニルプロパノイド類の重合体は，いずれも

強力な免疫賦活活性を示した．経口投与においても IFN-γ 産生能ならびに NK 細胞

活性の上昇が認められたことから，免疫賦活活性を持つ機能性食品としてセルフ

メディケーションに利用できる可能性が示唆された．今後さらなるエビデンスを

蓄積することにより，リグニン類の新規機能性食品としての利用価値を見出し，

機能性食品市場をより活性化させると共に，人々の健康寿命の延伸に貢献するこ

とが可能であると考えている．  

 

 研究の過程で，リグニン類の受容体の一つとして CD4 が特定されたが，免疫賦

活活性における CD4 の寄与はあくまでも部分的である．抗原提示細胞の活性化に

必要なシグナルがどのようなメカニズムで誘導されているか，おそらくは特定の

受容体を介したシグナルが伝達されていることが予想されるが，詳細な分子メカ

ニズムの解明が今後の大きな課題の一つとして残された．しかし，本検討により

リグニン類が自然免疫活性化能を有することを明らかとしたことで，今後のメカ

ニズム解析における基盤を築くことができた．  

 

 本研究において明らかとなった EPP の免疫賦活作用は，食品中のリグニン類が

人々の免疫機能の維持・増進に日常的に寄与している可能性を示唆している．こ

れらを豊富に含む食品の積極的な摂取が，人々の免疫力向上・感染防御・健康増

進へとつながることを期待する．  
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研究結果の掲載誌  

 

 本博士学位申請論文は，以下の論文の内容を総括したものである．  
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Yoshiyuki Adachi, and Naohito Ohno 

PLoS ONE,7:e36025. (2012) 

 

第二章  

Modulation of interferon-γ synthesis by the effects of lignin-like enzymatically 

polymerized polyphenols on antigen-presenting cell activation and the subsequent 

cell-to-cell interactions 

Daisuke Yamanaka, Masuro Motoi, Ken-ichi Ishibashi, Noriko N. Miura, Yoshiyuki 

Adachi, and Naohito Ohno 

Food Chemistry, 141:4073-80. (2013) 

 

第三章  

Effect of polymeric caffeic acid on antitumour activity and natural killer cell 

activity in mice 

Daisuke Yamanaka, Katsuya Tajima, Yoshiyuki Adachi, Ken-ichi Ishibashi, Noriko N. 

Miura, Masuro Motoi, and Naohito Ohno 
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