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Abstract 

The purpose of this study was to examine whether aged garlic extract (AGE) supplementation 

influence or not the change of urinary 8-hydroxy-deoxyguanosine (8-0HdG) content, natural killer (NK) 

-cells activity and profile of mood states (POMS) scores during clinical training. Ten healthy male uni-

versity students were recruited and participated in clinical training for 7 weeks for becoming physiother-

apists. They were divided into two groups, AGE supplementation group (S-group, n=5) and control 

group (C-group, n=5). S-group was supplemented with AGE during clinical training. Urinary 8・OHdG

content was analyzed by enzyme linked immunosorbent assay before (pre), after progress for 20 days 

(middle) and after (post) clinical training. NK-cells activity, which was analyzed by a standard 4・hour

chromium release assay, and POMS test were measured at pre and post, respectively. In C-group, Urin・

ary 8-0HdG content, NK-cells activity and POMS scores did not change during clinical training for 7 

weeks. These results indicate that clinical training for 7 weeks does not bring about such a strong stress 
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for subjects. Therefore, we thought that significant e旺ectsof AGE supplementation in urinary 8-0HdG 

content and NK-cells activity could not be obtained in S-group. With POMS test, high fatigue and confu-

sion scores at pre ( 60. 6 ± 5. 2 and 64. 2 ± 4. 2) significantly decreased at post ( 44. 6 ± 2. 2 and 49. 8 ± 3. 5), 

respectively. However, it is not clear if this change depend on AGE supplementation or e旺ectof practice 

over clinical training. Further research needs to clarify e旺ectof AGE supplementation on physiological 

and psychological stress. 

Key words; AGE, university students, clinical training, 8-0HdG, NK-cells, POMS 

I.緒言

現代社会の人々は，仕事場，家庭，学校，人間

関係などにおいて心理的ストレスに満ちた環境で

生活している．生体の恒常性は神経系，内分泌系

および免疫系が相互に作用しあい，維持されてい

る．しかしながら，疲労などのストレスが生体に

負荷され，その刺激が強すぎたり，長期間負荷さ

れたりすると，恒常性に乱れが生じる．この乱れ

が，病気に対する生体の抵抗性の低下をもたらし，

消化器疾患，循環器疾患，呼吸器疾患，内分泌疾

患およびがんなどの発症や進行に大きく関与する

ことが近年，指摘されている10）.ストレス，免疫，

疾患の機能的関係について検討したinvitroでの

実験および臨床データの解析により，心理的スト

レスのような生体心理学的要因が免疫機能に影響

を与えることが示され，慢性のストレスは免疫機

能の抑制を誘導することが報告されている9）.ま

た，心理的ストレスが生理的ストレスに影響を与

えるという報告もある．

Asamiら1）は，ラットにおいて抑圧の増大に

より尿中8ーヒドロキシーデオキシグアノシン

(8-hydroxy-deoxyguanosine；以下8-0HdG)

排植量も増大したことを報告している.8-0HdG 

とは， DNAの塩基の 1つであるグアニンのヌク

レオチドが活性酸素種の 1つである・ OHによっ

て酸化されたもので，酵素により修復される過程

で細胞外に排出され，さらに血液を経て尿中に排

植される.8-0HdGには，毒性や突然変異誘発性

の可能性があるため，非常に能率的に排植される
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ことから，酸化ストレスの程度を調べる優れた

指標である．よって，この値が高いほど生体の

酸化損傷の度合いが高いと考えることができる．

生体の酸化損傷の蓄積が，生活習慣病等の疾病

や老化を誘発あるいは促進すると言われている．

これらのことから，慢性的，長期的な心理的，

生理的ストレスを減少させることは，人々が種々

の疾病等の脅威を避け，健康で充実した生活を

送るために重要である．熟成ニンニク抽出液

(Aged Garlic Extract ；以下AGE）は，抗スト

レス作用11），抗疲労作用5），免疫調節作用6）な

どに加えて，強い抗酸化作用2.4）を示す事が報

告されている．これらの作用は，日常における

心理的，生理的ストレスの軽減に役立つことが

推測される．

そこで本研究は，理学療法士を目指している

大学生を対象に，比較的強いストレスが長期的

にかかることが予想される学外での実習（臨床

実習）の前，中，後に尿中8-0HdG排植量， NK

細胞活性および感情の変化を調査することで，

AGE摂取が長期的ストレス抑制に与える影響を

検討することを目的とした．

II.方法

A.被検者

健康な男子学生10名を対象に測定を行った．

被検者の平均年齢，身長および体重は，それぞ

れ23.0± 1. 9歳， 169.6± 2.3cmおよび63.5 ± 3. 9 

kgであった．実験に先立ち，被検者全員に研究
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の目的，意義，プロトコルならびに AGEの安全

性について十分な説明を行い，自主的な参加を同

意書により得た．その後10名を， AGEを摂取す

る者（Supplement群；以下S群） 5名， AGE 

を摂取しない対照者（Control群；以下C群） 5 

名に無作為に分けた．各群の身体特性はいずれの

項目にも有意差はなかった（Table1 ) .なお，

被検者は臨床実習をはじめて経験するものとし

た．

Table 1 Physical characteristics in supplement 
and control groups. 

Means SE Range 

s 22.0 0.6 21-24 
Age(yr 

c 24.0 2.8 21-35 

s 171.4 1. 7 168-176 
Height(cm) 

c 167.8 2.7 161-175 

s 60.2 2.4 53-66 
Weight(kg) 

c 66.8 4.9 53-82 

SE; Standerd error S; Supplement group, C; Control 
group 

B.実験の概要

本研究で対象となった臨床実習は， S大学H学

部のカリキュラムに必修単位として位置づけられ

ている 7週間の実習であり，病院の機能訓練室お

よびベッドサイドにおける運動器疾患の回復訓

練，ミーテイング参加等が主な内容である．まず，

日常値を測定するため，実習開始3日前（pre)

に早朝尿の採取，午前 9時に 7mlの採血および

POMS (Profile of Mood States ；以下POMS)

を行った．その後，実習開始とともにS群には

AGEの経口摂取を開始させた．中間値の測定の

ため，実習20日後（middle）に早朝尿の採取を行っ

た．最終値の測定のため，実習終了の翌日（post)

に早朝尿の採取，午前 9時に 7mlの採血および

POMSを行った．

C. AGEと摂取時期

AGEは湧永製薬株式会社で製造された．、生ニ

ンニクを水性アルコール中で長期間抽出，熟成し

て作られるユニークなニンニク素材であり，次の

ような特徴を有している．①水溶性イオウ化合物

が豊富で脂溶性イオウ化合物含量は低い，②長期

間の抽出，熟成過程で穏やかな反応が進行し，抗

酸化物質であるフルクトシルアルギニンやカルボ

リン誘導体などの新規成分が生成する，③揮発性

イオウ化合物含量が低いためにニンニク特有の臭

いがほとんどない，等である. AGE中の水溶性

イオウ化合物としては， s－アリルシステイン
(SAC), S －アリルメルカプトシステイン（SAMC),

Yーグルタミルーs－アリルシステイン（G-SAC),
シクロアリイン等が代表的で，揮発性のイオウ化

合物であるジアリルスルフィド，ジアリルジスル

フィド，ジメチルジスルフィド等のスルフィド類

は，微量が確認される．この他，スピロスタノー

ル型のサボニン（サボゲニン），フルクトースお

よびフラクトオリゴ糖，修飾レクチン等が含まれ

ている12)• 

本研究はその粉末カプセルを用いた.s群には，
臨床実習開始から実習終了までの40日間， AGE 

摂取を行わせた．摂取方法は1日9カプセル（ 1 

カプセル当たり0.4mlのAGEを含む）を水また

はお湯とともに摂取することとした．

D.尿中8-0HdG含有量の測定

採取した尿サンプルは分析時まで－80℃で冷凍

保存した．冷凍した試料を常温で解凍した後，遠

ー心分離機（パーソナル冷却遠心機2700，久保田商

事株式会社製）を用い， 2000rpmで5分間遠心

分離を行った．そして，沈殿物を除いた上澄みを

尿中8-0HdG含有量の分析に用いた．

尿中8-0HdG含有量の分析は， ELISA法によ

る測定キット（8-0HdGCheck，日本老化制御研

究所製）を用いて行った．マイクロプレート（96

ウェル）の各ウェルに調整した試料と再構成した

第一抗体（Primaryantibody）を分注し，マイク

ロプレートインキュベーター（MICROPLATE 

IN CUBA TOR MPI-100，旭テクノグラス社製）

内にて37℃で1時間反応させた．反応終了後，洗
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浄液（Washingsolution）で3回洗浄を行った．

そして，第2抗体（Secondaryantibody）を加え，

再び37℃で1時間反応させた. 3回の洗浄の後，

発色剤（Chromaticsolution）を加え，遮光した

状態で15分間反応させ，反応停止液（Reaction

terminating solution）を加えた．吸光度の測定

にはマイクロプレートリーダー（BioRad社製）

を使用し，各試料の吸光度より尿中8-0HdG濃度

を定量した．各試料において 3回の測定を行い，

その平均値を尿中8-0HdG排世量として評価し

た．

E. NK細胞活性の測定

NK細胞活性の測定には51Cr放出試験8）を用

いた.51Cr放出試験， NK細胞をエフェクター

細胞とし，アイソトープ（Na251Cr04）を標識し

た標的細胞（K562）とするものである．それを

一定時間37℃の C02インキユベーターで培養し

た後，培養上清中に放出されたアイソトープ量を

測定した．そして，標的細胞傷害率（%）を算出

し，これを NK細胞活性とした．

F. POMSの測定

POMS日本語版は，緊張一不安（Tension-

Anxiety, T-A），抑うつ一落ち込み（Depression-

Dejection, D），怒りー敵意（Anger-Hostility,A-

H），活気（Vigor,V），疲労（Fatigue,F），混乱

(Confusion, C）の6つの気分尺度で構成された

65項目からなる質問紙である．各項目に対して過

去1週間そのような気分になることが「まったく

なかった」（0点）から「非常にたくさんあった」

(4点）の5段階で回答させ，尺度ごとのT得点

を算出した．

G.統計処理

測定した値はすべて平均値±標準誤差で表し

た．各群内における平均値の差の検定にはWilco・

xonの符号付順位検定を用いた．なお，いずれの

場合も危険率は5%未満とした．
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m.結果

A.原中8-0HdG排池量の変化

S群， C群の尿中8-0HdG排植量の変化につ

いてFig.1に示した．実習における尿中8-0HdG

排植量は， S群の値が， pre6.4± l.6ng ・ kg-1 ・ 

h 1, middle 6. 7 ± 1. lng ・ kg -l・h-I, post 8 . 1 

± 2.4ng・kg-1.h-1, c群の値が pre7.2 ± 
1. 5ng ・ kg-1 ・ h -l, middle 8. 8 ± 1. 8ng・kg-1.

h-1, post 10.5±2.6ng ・kg 1・h1であった．両

群とも pre,middle, postと値が増加したが，そ

の値に有意性は認められなかった．

Fig. 1 Change of urinary 8-0HdG content at pre, 
middle and post. 

B. NK細胞活性の変化

S群， C群の NK細胞活性の変化について

Fig. 2に示した．実習における NK細胞活性は，

S群の値が， pre35.2 ± 5.4%, post 35.4 ± 

2.9%, c群の値がpre33.6±2.2%, post 32.0 

±3.7%であり，ともにpre,postにおいて有意な

変化は認められなかった．

C. POMSの変化

S群， C群のPOMSの値を Table2に示した．

preおよびpostにおいて，両群聞に差は認めら

れなかった. preから postへの比較では， S群

の疲労と混乱の項目のみ有意な低値（p<0.05) 

が認められた．
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N.考察

本研究は，これまでに抗ストレス作用11）をは

じめ，疲労回復作用5）免疫調節作用6）など多く

の薬理作用が認められている AGE摂取の影響

を，臨床実習における尿中8-0HdG排世量， NK

細胞活性およびPOMSから検討した．

尿中8-0HdG排世量およびNK細胞活性は，

S群， C群ともに， pre, middle, postにおい

て有意な変化は認められなかった（Fig.1, 2). 

この結果は，臨床実習による長期間のストレスが，

これら 2つの生理学的指標に変化を与えなかった

ことを示している．尿中8-0HdG排地量は DNA

の酸化損傷の度合を表す指標であるが，活性酸素

種による生体組織の酸化損傷の中でも DNA損傷

は脂質やタンパク質等の損傷に比べて起こりにく

い．これまでに，抑圧等の精神的ストレスによる

尿中8-0HdG排世量の上昇が認められている1)

が，本研究で対象となった臨床実習におけるスト

45 r 
1 ....... Supplem削 group

-0-Control group 

40ト

．－会；－咽 1・t同~ 
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Fig. 2 Change of NK-cells activity at pre and post. 

レスは尿中8-0HdG排世量に影響を与えるほど

強いものではなかったことが考えられる．

NK細胞は，抗原の感作なしに標的細胞を殺傷

することから，非特異的免疫の中心的な存在であ

る8）.ウイルスやバクテリアなどの成長や増殖を

抑制する作用をもち，最近では特に腫蕩細胞の生

成・増殖・転移を制御するとして注目を集めてい

る3l. NK細胞活性を高めるサイトカインとして

IL-2, INF Yがあげられる. IL-2は細胞増殖，

INF YはNK細胞の活性化に関わり， NK細胞

活性を高める．これまで， AGEがヒトにおいて

IL-2, INF Yの産生を有意に増加させることが

報告されている7）.さらに，ストレス負荷マウス

において観察される NK細胞活性の低下がAGE

投与により抑制され， AGE投与群は非ストレス

マウスとほぼ同等の NK細胞活性を示すことが

確かめられている．そこで，本研究でも NK細

胞活性に対する AGE摂取の効果を調査したが，

今回の臨床実習においては， NK細胞活性の低

下も， AGE摂取による NK細胞活性の増加も認

められなかった．

一方， POMSについて， S群と C群における

比較では， preおよびpostでも差が認められな

かった. preから postへの比較では， C群では

変化が認められなかったが， S群では疲労と混乱

の項目が有意に低下した（Table2）.このこと

から， AGEの摂取によって，実習によるストレ

スを軽減できた可能性が考えられる．しかしなが

ら， POMSでは，すべてのT得点が40から60の

者が健常とされる. s群の preのT得点をみる
と，疲労，混乱の項目で60を超える値になってい

Table 2 T scores of POMS in supplement and control groups. 

Tension- Depression- Anger-
Vigor Fatigue Confusion 

Anxiety Dejection Hostility 

Supplement pre 57 .6 ± 5. 7 55. 6± 6.8 43.6±3.l 48.8±5.2 60.6± 5.2 64.2±4.2 

group post 50.2± 1.8 46. 2± 1. 9 41.0± 1.3 49.6± 5.6 44.6±2.2* 49.8± 3. 5* 

Control pre 49.8± 3.2 45.4± 2.3 44.2±2.7 43.8±6.0 44.8±3. 7 52.0±4.4 

group post 56.4±1.0 45.2± 2.2 44.0±2.0 41.8±3.8 52.2± 2.4 53.6±4.9 

S; Supplement group, C; Control group, *p<0.05 when compared with pre value. 
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秀勝

状況下で検討し，その有効性を生理学的および心

理学的指標の両面から検討していく必要があるだ

栄海・武田英二・許勲・内田

る．先行研究によると，実習前では抑欝状態（疲

労感，不満感，憂菅感など）が実習後に比べ有意

に高いことが報告されており 12），本研究のS群

理可・神林木本

ろう．

実習前からストレスを受けの被検者においては，

ていたと考えられる．
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はできなかった．

AGE摂取の効果をより強いストレス今後は，
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