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カリン中ポリフェノール画分による

新型インフルエンザウイルス

の感染抑制効果
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桜井孝治山本樹生清水一史2*

i附ロッテ中央研究所
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Antiviral Activity of Chaenomeles Sinensis Against 

Influenza AIChiba/lOOl/2009 (HlN1) pdm Virus 
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2
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2
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1
， Tatsuo Yamamot0
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We previously reported that a polyphenol-rich fraction， 

CSD3， of the fruit of Chae7101neles sinensis neutralizes seasonal 
influ巴nzaviruses. In this study， we examin巴dwheth巴rCSD3 

possesses antiviral activities against th巴H1N1virus of swine 

origin that caused a global pandemic in 2009. Treatment of the 
pandemic influenza virus， AIChiba/1001/2009 (H1N1) pdm， 
with CSD3 at 250μg/ml decreas巴dviral infectivity by 113000 
This indicates that the anti-viral components in C. si71ensis are 
also effective against the 2009 pand巴micinfluenza virus. In 
addition， infectivity was suppressed five times more than 

hemagglutinating activity with CSD3 treatment at 5μg/ml. 
suggesting that CSD3 inhibits at multiple steps of infection， 

particularly the steps afr巴radsorption 
(Rec己ivedMay 12.2011: Accepted ]un. 27. 2011) 

Keywords : CJzaenomeles sil1ensis. influenza A/2009 (H1N1) pdm 
vlrus， n巴utralizingactivity 
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カリン (Chaenomelessinensis)は，中国が原産の落葉性

高木であり，果実部はカリンj閤や砂糖漬け，シロップ等に

して食されている その果実は棋櫨(メイサ)と呼ばれ，去

疾，銀咳.鎮痛等を薬効とした漢方として処方されている.

大津らは，カリン果実中の薬効成分の同定を行い，n国頭炎

の原因菌である溶IITL性連鎖球菌 (Strettococcusρ'Yogenes)

に対する抗龍f生成分としてオレアノール酸などのトリテル

ベン類をj)抗炎症成分として高分子ポリブエノール類を2)

l干336-8601埼玉県さいたま市南民沼影3…1-1

2〒173…8610東京都板橋区大谷口ヒ11汀30-1

*連絡先(Correspondingauthor l. shimizU.kazufumi@nihon-uぷ lP

報告している.筆者らは，カリン果実中の高分子ポリフヱ

ノーjレ類の季節性インフルエンザウイルスに対する赤血球

凝集抑制効果と感染抑制効果を報告しているお

インフルエンザは，毎年のように流行を繰り返しており，

時折パンデミックと呼ばれる世界的大流行を引き起こす.

2009年3月，メキシコを発端として発生したHlN1新型ウ

イルスによるインフルエンザ、もその一つである.今回，新

型インフルエンザウイルス AIChiba/100l/2009(HlNl) 

pdmに対してカリン抽出物に赤血球凝集抑制効果および

感染抑制効果が認められたので¥その結果を報告する.

1. 実験方法

(l)細胞ネ朱およびウイルス

細胞は Mardin-Darbycanine kidney (羽DCK) 細胞を用

いて， 10%ウシ飴仔血清を含む Eag!e'sminimum essential 

medium (EMEM)で培養した インフルエンザウイルスは，

AlUdorn/307/72 (H3N2)およびAlChiba/100l/2009(HlNl) 

pdm (千葉県衛生研究所より分与)を用いた A/Udornl 

307/72は，発育鶏卵 (11日卵)紫尿膜腔内に接種し増殖さ

せ，清水らの方法により精製したで A/Chiba/1001/2009

(HlNl) pdm株は MDCK細胞に接種し，炭酸ガス培養機

(3rC， 5%C02) 内で2日間増殖させた 5000 rpm 5分間

遠心の上清液をウイルス液とした

(2)カリン中の活性成分の精製

カリン (C.sinensisKoehne)の乾燥果実は，中国の湖北

省の市場から入手したー乾燥果実 100gを50%エタノール

(700m!)でl時間還流抽出しろ過後，抽出液を減圧濃縮

および凍結乾燥させることによりカリン 50%エタノール

抽出物 (CSE50)を得た (23g). CSE50を水により懇濁さ

せ， Diaion HP-20 (三菱化学)カラムクロマトグラフィー

(カラム:8 x 15cm)により 5段階の合水エタノール (0，

20， 40， 60および 100%エタノール)を用いて溶出させ，

csm (水浴出割分:14.5 g)， CSD2 (20%エタノール溶出羽
分:3.2 g)， CSD3 (40%エタノール溶出闘分:3.7 g)， CSD4 

(60%エタノール溶出画分・ 161mg)， CSD5 000%エタノー

ル溶出関分:161mg)の5つの画分を得た各画分中の縮

合型ボリフェノール景は(ー)巴picatechinを標準物質とし

て用い，パニリンー塩駿法5)~こより定量した.

(3)各画分の感染中和仰の測定

各回分の感染中和価は， A/Udorn/307/72 (H3N2)を用

いて，プラーク形成能の抑制度を算出することにより評価

した O.lmlのウイルス j夜(l000 plaque forming units 

(PFU) 1m!)に等量の分間物 10倍段階希釈液を加え，室温

で30分間反応させ， 100μlをMDCK細胞 (6穴プレート)

に接接し室祖で 60分間吸着させた 吸着後， 0.6%アフゲ

ロース， 1.5%ゼラチン， 2.5μg/mlトリプシンを含む

Leibovitz's L-15培地 (LifeTechnologies ]apan LtdJを1.6

ml添加し閤化した 34
0

Cで3日間培養した後，出現した

プラーク数を計測し 50%感染中和濃度 (IC50)を求めたー
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ウイルスおよび分画物の希釈には TGS(25mMトリス，

140mM塩化ナトリウム.5mM塩化カリウム.0.7mMリ

ン酸ナトリウム 12水和物.5.6m出グルコース.pH7.4)を

用いた

(4)赤血球凝集価減少試験

赤血球凝集1i節目A1i菌)の測定は.96穴プレートを用い

て行ったリン酸緩衝生理食塩水で各濃度の CSD3処理ウ

イルスの2倍段階希釈液系列 (50μI)を作り.0.5% (v/v) 

鶏赤血球50μlを添加し 4
0

C1時間静霞後，赤血球凝集

の有無を判定し凝集を示す最高希釈の逆数を各ウイルス

液の HA価とした.カリン CSD3画分の新型インフルエ

ンザウイルス AIChiba/100l/2009(HlN1) pdmに対する

赤血球凝集抑制活性を HA価減少試験により評価した O

1mlのウイルス液(HA価:32)に等量の CSD3液 (0:コ

ントロール.0.1 ~500μg/mO を加え，室温で 60 分間反応

させた後， HA~凶を測定した.

(5)感染価減少試験

カリン CSD3爾分の新型インフルエンザウイルス

AIChiba/1001/2009 (H1N1) pdmに対ーする感染性中和活

性を感染価減少試験により評価した O.1mlのウイルス液

(2 x lOiPFU/ml. HA価:32)に等量の CSD3液 (0:コン

トロール.0.1 ~500μg/mO を加え，室温で 60 分間反応さ

せ，感染価をプラーク形成能およびTissueCulture 1nfeひ

tious Dose 50% (TCID50)量により測定した.

i )プラーク形成能による測定

各濃度の CSD3処理ウイルスの 10倍段階希釈液系列を

作り. 100μiをMDCK細胞 (6穴プレート)に接種し前

述の方法でプラークを計数した.感染備は PFU/mlで表

したー

ii) TCID50量による測定

各濃度の CSD3処理ウイルスの 10倍段階希釈液系列を

2.5μg/mlトリプシンを含む MEMで作り.200μiを

MDCK細胞 (24穴プレート)に接種し炭駿ガス培養機で

37t 3日間培養した培養後，上清液中の赤血球凝集活性

の有無により感染を判定し. TCIDso最を求めた.

2. 実験結巣および考察

(l)カリン分画物のポリフェノール含有量および感染中

和1i簡の測定

カリンの 50%エタノール抽出物を. DiaionHP-20を用い

て 5 段階の含水エタノールで溶出させ CSDl~5 に分画し

た.各フラクションのA/Udorn/307172(H3N2)に対する

50%感染中和 1C50およびポリフェノール含量を表 lに示

した CSD3個分が最も高い感染抑制活性(1C50=0.8μg/mO 

を有していた また.CSD3はポリフェノール含量が53.

8%と最も高かった そこで¥以後の実験では CSD3を用

いて AIChiba/100l/2009(狂1N1)pdmに対する抗ウイル

ス効果を評価することとした

(2) CSD3処理のAIChiba/lOOl/2009(H1N1) pdmに対

表 1 カリン分画物のポリフェノール含護

名称

CSE50 

CSDl 

CSD2 

CSD3 

CSD4 

CSD5 

IC50 (μg/m!)a 

1.0 

19.8 

l.8 

0.8 

l.5 

1.7 

総フラバン量 (%)b

19.4:tl.3 

N.D. 

45.2土2.3

53.8土3.1

20.5土0.7

N.D. 

a ; A/Udorn/307/72に対する 50%感染中和濃度.
b. エピカテキン換算• n = 3.平均値±標準偏差，

20 

16 

濯 12

話8

4 

<2 
O 0.1 1 10 100 

CSD3，持g/ml

医 1CSD3のAlChiba/lOOl/2009(HlNl)pdmに文せする
赤血球凝集抑制活性

する赤血球凝集抑制活性

CSD3処理による新型ウイルス AIChiba/100l12009

(H1N1) pdmの赤血球凝集抑制活性を，赤血球凝集価減少

試験により評価した赤鼠球凝集試験はウイルス表商のヘ

マグルチニンが赤血球のレセブターと結合する反応に基づ

くものであり，ウイルスのレセプター結合能を評価する試

験である.50μg/ml 以上の CSD3では.CSD3 Ej身の赤血

球凝集作用が観察されたため，赤血球凝集価減少試験は，

251lg/ml以下の CSD3を用いて行った. 1μg/ml以下では

ウイルスの HA価は，非処理ウイルスと伺様 16であり，

赤血球凝集価の減少は観察されなかった 5μg/mlの処理

では8であり 1/2に減少した 25μg/mlでは検出限界 (2)

未満に減少した(園1).

(3) AIChiba/lO01/2009 (HlNl) pdmに対する CSD3の

感染中和活性

新型ウイルスに対する感染中和活性を，プラーク感染価

減少試験により評価した未処理ウイルスの感染価は1.0

x 10iPFU/mlであった.CSD3処理により，用量依存的に

感染抑制効果が確認され• 11lg/mlでは約2/3.25μg/ml 

では約 1160.250μg/mlでは約1/10000に感染価が減少し

た(図 2).しかし極小なプラークが多く，プラーク数の

正確な計測が囲難であった

次に TCID50感染価減少試験で、CSD3の感染中和活性を

評価した 1μg/mlのCSD3処理では約 1/3，5μg/mlでは

約1/10.25μg/mlでは約1/100，250llg/mlでは113000に
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図 2
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TCID50感染価は減少した(図 3) 感染の判定を増殖ウイ

ルスによる赤血球凝集活性の測定と，感染による細胞変性

効果 (Cytopathiceffect : CPE)の顕微鏡観察により行った

が，判定は完全に一致して信頼度の高い結果が得られた

この結果から CSD3の 1x 10' PFU/mlの新型ウイルスに

対ーする 50%感染中和 1C50を算出すると 0.3μg/mlになっ

た.狂3N2季節性ウイルスの一つである A/Udorn172に対

する 1Cωは0.8μg/mlであった(表1)ので， CSD3は新型

ウイルスに対して H3N2季節性ウイルスに対ーする感染中

和活性と同等以上の活性を持つことが明らかになった

5μg/mlの CSD3処理では，赤血球凝集価の減少は約

1/2であったが.感染価の減少は約 1/10であった 感染価

の減少は赤血球凝集価の減少の 5倍であり， CSD3は

A/Chiba/100l/2009 (HlNl) pdmの吸器以降のウイルス

増殖過程を主に抑制することが示唆された

3. 要約

我々は，カリン (Chaenomelessinensis)中の高分子ポリ

フェノールの季節性インフルエンザウイルス A/Udor口/

307172 (H3N2) に対する感染性中和活性および赤血球凝

集抑制効果を既に報告している 31

カリン中の活性画分 CSD3を用いて，新型インフルエン

ザウイルス A/Chiba/1001/2009(HlNl) pdmに対ーする赤

血球凝集抑制活性および感染性中和活性を評価したとこ

ろ， 5μg/mlの CSD3で処理したウイルスは赤血球凝集価

が約1/2に，感染性が約 1/10に減少することが明らかに

なった. 250μg/mlの処理では感染価は1/3000に減少し

たこれらの結果は，カリン中の抗インフルエンザウイルス

活性成分は，日1N1新型インフルエンザウイルスに対しで

も有効で、あることを示す 吏に 赤蹴球凝集価の減少以上

に感染性が減少したことからウイルス吸着段階以降におけ

る抑制作用の存在が示峻された

新型インフルエンザウイルスを分与頂いた千葉県衛生研

究所江口弘久研究所長および小川知子研究員に深謝する.

本研究は文部科学省のオープン・リサーチ・センター整備

卒業による私学助成を得て行われた
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