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(57)【要約】

【課題】単独の植物から得られた成分であって、なおかつ高いインフルエンザウイルスに

対する不活化効果を有する成分を含む抗インフルエンザ剤及びその製造方法を提供する。

【解決手段】ハスカップ、コケモモ及びマタタビから成る群から選ばれる少なくとも1種

の植物果実の水抽出物を有効成分として含有する抗インフルエンザウイルス剤。抗インフ

ルエンザウイルス剤として用いるための、ハスカップ、コケモモ及びマタタビから成る群

から選ばれる少なくとも1種の植物果実の水抽出物の製造方法。前記植物果実の粉砕物を

水中で煮沸し、水抽出液を固形分から分離することを含む。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び マ タ タ ビ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の

水 抽 出 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 水 抽 出 物 は 、 前 記 植 物 果 実 の 粉 砕 ま た は 裁 断 物 の 水 抽 出 物 で あ る 請 求 項 1に 記 載 の 抗

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 水 抽 出 物 は 、 熱 水 抽 出 物 で あ る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤

。

【 請 求 項 ４ 】

前 記 水 抽 出 物 に 対 す る 希 釈 剤 を さ ら に 含 有 す る 請 求 項 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

イ ン フ ル エ ン ザ 治 療 薬 と し て 用 い る た め の 請 求 項 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤

。

【 請 求 項 ６ 】

イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 薬 と し て 用 い る た め の 請 求 項 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 用 組 成 物 と し て 用 い る た め の 請 求 項 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ

ウ イ ル ス 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 と し て 用 い る た め の 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び マ タ タ ビ か

ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、

前 記 植 物 果 実 の 粉 砕 ま た は 裁 断 物 を 水 中 で 煮 沸 し 、 水 抽 出 液 を 固 形 分 か ら 分 離 す る こ と を

含 む 、 前 記 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

水 抽 出 液 の 固 形 分 か ら の 分 離 は 、 ろ 過 及 び 遠 心 分 離 の 少 な く と も 一 方 を 用 い る 、 請 求 項 8

に 記 載 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

前 記 水 抽 出 液 を 乾 燥 し て 水 抽 出 物 の 乾 燥 品 を 得 る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 8ま た は 9に 記

載 の 製 造 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 及 び そ の 製 造 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ( Avian Influenza : AI )は 、 ア ジ ア を 中 心 と す る 世 界 各 国 で 発 生 し

て い る 家 禽 の 重 要 な 感 染 症 で あ る 。 近 年 で は 人 へ の 感 染 ・ 死 亡 例 も 多 数 報 告 さ れ て お り 、

1997 年 の 香 港 に お け る 最 初 の 発 生 で は H5N1 亜 型 ウ イ ル ス が 18 人 に 重 症 呼 吸 器 疾 患 を 引

き 起 こ し 、 死 亡 者 も 出 た 。 2003年 か ら 始 ま っ た 東 ア ジ ア 一 帯 で の H5N1亜 型 の 流 行 で は 多 数

の 感 染 者 、 死 亡 者 が 報 告 さ れ て い る 。 ま た 、 日 本 に お い て も 複 数 の 地 域 の 養 鶏 場 で 発 生 が

確 認 さ れ た 。 こ の よ う に AI は 、 養 鶏 産 業 に お け る 経 済 的 損 失 を 引 き 起 こ す ば か り で な く

、 人 へ の 感 染 の 危 険 性 も 伴 う こ と か ら 発 生 拡 大 が 強 く 懸 念 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 こ う し た 脅 威 に 備 え 、 プ レ パ ン デ ミ ッ ク ワ ク チ ン が 用 意 さ れ て は い る も の の 、 量 が 不 足

し て い る 上 に 新 型 ウ イ ル ス に 対 す る 効 果 は 不 透 明 で あ る 。 新 型 ウ イ ル ス に 適 合 し た ワ ク チ

ン が 開 発 ・ 供 給 で き る よ う に な る ま で に は 、 パ ン デ ミ ッ ク 発 生 か ら 数 ヶ 月 を 要 す る 。 一 方
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、 オ セ ル タ ミ ビ ル （ タ ミ フ ル ） や ザ ナ ミ ビ ル （ リ レ ン ザ ） な ど の ウ イ ル ス 増 殖 を 抑 え る 抗

ウ イ ル ス 薬 も 実 用 化 さ れ て い る が 、 そ の 有 効 性 や 耐 性 株 の 出 現 な ど の 観 点 か ら の 問 題 点 も

多 い 。 こ の よ う な 背 景 か ら 、 近 年 新 た な 抗 ウ イ ル ス 薬 の 開 発 を 目 指 し 、 さ ま ざ ま な 物 質 の

抗 ウ イ ル ス 効 果 が 検 討 さ れ て い る 。 特 に 植 物 は 古 来 よ り 様 々 な 薬 効 成 分 が 発 見 さ れ 利 用 さ

れ て き た 。 天 然 物 で あ る 植 物 は 利 用 す る に あ た っ て 安 全 性 も 高 く 、 そ の 成 分 は 抗 ウ イ ル ス

薬 と し て 有 効 に 利 用 で き る と 期 待 さ れ て い る 。 現 在 抗 ウ イ ル ス 薬 と し て 利 用 さ れ て い る オ

セ ル タ ミ ビ ル も 、 か つ て 香 辛 料 の 八 角 か ら 発 見 さ れ た 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 植 物 由 来 天 然 物 の 研 究 の 結 果 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 作 用 を 示 す 新 し い 植 物 由 来 物 質 と し て

、 こ れ ま で に 複 数 の 植 物 が 報 告 さ れ て き た 。 例 え ば 、 特 許 文 献 1に は ア ガ リ ク ス 茸 の 親 水

性 溶 媒 抽 出 物 と ス グ リ 属 ま た は ス ノ キ 属 植 物 の 成 分 と を 併 用 す る 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 が 記

載 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2011-168572号 公 報

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し 、 特 許 文 献 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 が 有 す る 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 効

果 は さ ほ ど 強 い も の で は な い 。 ま た 、 特 許 文 献 1に 記 載 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 に お い て は

、 ア ガ リ ク ス 茸 の 親 水 性 溶 媒 抽 出 物 が 主 成 分 で あ り 、 ア ガ リ ク ス 茸 以 外 の 植 物 成 分 を 単 独

で 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 と し て 使 用 で き る こ と も 記 載 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 は 、 単 独 の 植 物 か ら 得 ら れ た 成 分 で あ っ て 、 な お か つ 高 い イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル

ス に 対 す る 不 活 化 効 果 を 有 す る 成 分 を 含 む 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す

る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら が 種 々 検 討 し た 結 果 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ ま た は マ タ タ ビ の 水 抽 出 物 が 、

H5N1亜 型 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 し て 、 極 め て 高 い 抗 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 活

性 を 有 す る こ と を 見 出 し て 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び マ タ タ ビ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種

の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 に 関 す る 。

さ ら に 本 発 明 は 、 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 と し て 用 い る た め の 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ

モ 及 び マ タ タ ビ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 の 製 造 方 法

で あ っ て 、 前 記 植 物 果 実 の 粉 砕 ま た は 裁 断 物 を 水 中 で 煮 沸 し 、 水 抽 出 液 を 固 形 分 か ら 分 離

す る こ と を 含 む 、 前 記 製 造 方 法 に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 単 独 の 植 物 か ら 得 ら れ た 成 分 で あ っ て 、 な お か つ 高 い イ ン フ ル エ ン ザ

ウ イ ル ス に 対 す る 不 活 化 効 果 を 有 す る 成 分 を 含 む 抗 イ ン フ ル エ ン ザ 剤 を 提 供 す る こ と が で

き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 エ キ ス 処 理 に よ る H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス 粒 子 の 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。

【 図 ２ 】 蛍 光 抗 体 法 に よ る 細 胞 内 の ウ イ ル ス 蛋 白 の 検 出 結 果 を 示 す 。

【 図 ３ 】 Real-time RT-PCRに よ る 細 胞 内 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出 結 果 を 示 す 。

【 図 ４ 】 エ キ ス に よ る M DCK細 胞 へ の 細 胞 障 害 性 の 検 討 (LD H assay) 結 果 を 示 す 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

<抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 >

　 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 は 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び マ タ タ ビ か ら 成 る

群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ハ ス カ ッ プ は 、 ス イ カ ズ ラ 科 ス イ カ ズ ラ 属 の 落 葉 低 木 で あ り 、 そ の 実 （ 果 実 ） は 食 用 さ

れ て い る 。 本 発 明 で は 、 ハ ス カ ッ プ の 実 （ 果 実 ） を 水 抽 出 に 用 い る 。 水 抽 出 に 用 い る 実 （

果 実 ） は 、 ハ ス カ ッ プ の 実 の 冷 凍 品 ま た は そ の 解 凍 品 で あ っ て も 良 い 。

　 コ ケ モ モ は 、 ツ ツ ジ 科 ス ノ キ 属 の 常 緑 小 低 木 で あ り 、 栽 培 さ れ る こ と は 多 く な い 。 普 通

は ， 野 性 の 実 を 採 取 し ， そ の 実 （ 果 実 ） は 食 用 さ れ て い る 。 本 発 明 で は 、 コ ケ モ モ の 果 実

を 水 抽 出 に 用 い る 。

　 マ タ タ ビ は 、 マ タ タ ビ 科 マ タ タ ビ 属 の 落 葉 蔓 性 木 本 で あ る 。 マ タ タ ビ の 実 （ 果 実 ） は 薬

用 酒 （ マ タ タ ビ 酒 ） の 素 と し て 使 わ れ る こ と が あ る 。

　 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び マ タ タ ビ の 果 実 は 、 い ず れ も 栽 培 品 で あ っ て も 、 野 生 の 果 実

で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 こ れ ら の 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 の 製 造 方 法 は 後 述 す る 。

前 記 水 抽 出 物 は 、 例 え ば 、 前 記 植 物 果 実 の 粉 砕 ま た は 裁 断 物 の 水 抽 出 物 で あ る こ と が で き

る 。 さ ら に 、 前 記 水 抽 出 物 は 、 熱 水 抽 出 物 で あ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス 剤 は 、 前 記 水 抽 出 物 に 対 す る 希 釈 剤 を さ ら に 含 有 す る こ と も で き る 。 希 釈 剤 は

特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 水 で あ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 感 染 を 予 防

し 、 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 感 染 し た ヒ ト を 含 む 動 物 (例 え ば 、 哺 乳 類 、 鳥 類 等 )

に 対 す る 治 療 す る た め に 用 い る こ と か で き る 。 従 っ て 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス

剤 は 、 例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ 治 療 薬 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 薬 、 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染

予 防 用 組 成 物 と し て 用 い る こ と が で き る 。 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 用 組 成 物 は 、 例 え ば 、

手 等 の 身 体 の 消 毒 用 や 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 が 疑 わ れ る 物 品 の 消 毒 、 例 え ば 、

生 活 用 品 や 調 度 品 等 の 表 面 の 消 毒 用 と し て 用 い る こ と が で き る 。 対 象 と す る イ ン フ ル エ ン

ザ ウ イ ル ス に は 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で あ る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 を イ ン フ ル エ ン ザ 治 療 薬 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ 感

染 予 防 薬 と し て 用 い る 場 合 、 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 の 有 効 成 分 で あ る 水 抽

出 物 を 、 医 師 等 の 診 断 に 基 づ い て 、 体 重 1kg当 た り 、 例 え ば 、 0.1～ 1,000mg、 1日 1回 ま た

は 2～ 3回 に 分 け て 経 口 投 与 す る こ と が で き る 。 有 効 成 分 で あ る 水 抽 出 物 は 、 粉 末 ま た は 錠

剤 と す る こ と が で き る 他 、 水 溶 液 と す る こ と も で き る 。 ま た 投 与 形 態 は 、 経 口 に 限 ら ず 、

注 射 等 も 利 用 で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 を イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 用 組 成 物 と し て 用 い る

場 合 、 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 の 有 効 成 分 で あ る 水 抽 出 物 を 含 有 す る 水 溶 液

等 の 液 体 で あ る こ と が で き る 。 液 体 状 の イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 用 組 成 物 を 、 例 え ば 、 手

や イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 存 在 が 疑 わ れ る 物 品 に 噴 霧 等 す る こ と で 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ

イ ル ス を 死 滅 さ せ る こ と が で き る 。 イ ン フ ル エ ン ザ 感 染 予 防 用 組 成 物 中 の 有 効 成 分 で あ る

水 抽 出 物 の 濃 度 は 、 水 抽 出 物 に 用 い た 果 実 の 種 類 等 を 考 慮 し て 適 宜 決 定 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ １ ８ 】

<製 造 方 法 >

　 本 発 明 の 抗 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 剤 と し て 用 い る た め の 、 ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ 及 び
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マ タ タ ビ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1種 の 植 物 果 実 の 水 抽 出 物 は 、 例 え ば 、 前 記

植 物 果 実 を 水 中 で 煮 沸 し 、 水 抽 出 液 を 固 形 分 か ら 分 離 す る こ と を 含 む 方 法 で 製 造 す る こ と

が で き る 。 抽 出 効 率 と い う 観 点 か ら は 、 植 物 果 実 は 、 粉 砕 ま た は 裁 断 等 し た 物 で あ る こ と

が 好 ま し い 。 粉 砕 ま た は 裁 断 等 し た 物 の 寸 法 特 に 制 限 は な く 、 植 物 の 種 類 に も よ る が 、 例

え ば 、 最 も 長 い 部 分 の 長 さ を ５ m m以 内 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 植 物 果 実 は 、 水 抽 出

前 に 適 宜 乾 燥 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 植 物 果 実 か ら の 抽 出 は 、 常 温 の 水 中 で も 可 能 で あ る が 、 抽 出 完 了 ま で に 長 時 間 を 要 す る

こ と か ら 、 熱 水 、 例 え ば 、 50～ 沸 騰 温 度 (例 え ば 、 100℃ )の 範 囲 の 熱 水 で 行 う こ と が 、 比

較 的 短 時 間 で 有 効 成 分 を 抽 出 で き る と い う 観 点 か ら 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 沸 騰 水 で

の 抽 出 で あ る 。 さ ら に 、 熱 水 は 、 抽 出 と 同 時 に 水 分 を 一 部 蒸 発 さ せ て 、 抽 出 成 分 が 濃 縮 さ

れ る こ と か ら 、 有 効 成 分 が 高 い 濃 度 で 含 有 さ れ る 抽 出 液 が 得 ら れ る と い う 観 点 か ら 好 ま し

い 。 水 分 の 蒸 発 の 程 度 は 、 特 に 制 限 は な い が 、 抽 出 開 始 時 に 使 用 し た 水 の 10～ 90%の 範 囲

の 水 を 蒸 発 さ せ る こ と が で き 、 好 ま し く は 30～ 70%の 範 囲 の 水 を 蒸 発 さ せ る こ と で あ る 。

但 し 、 有 効 成 分 の 濃 度 に よ っ て ウ イ ル ス 不 活 性 化 の 強 弱 が あ る こ と か ら 、 不 活 性 化 す べ き

ウ イ ル ス の 種 類 や 不 活 性 化 の 程 度 、 さ ら に は 、 水 を 蒸 発 さ せ て 得 ら れ た 抽 出 物 の 希 釈 の 程

度 を 考 慮 し て 、 水 の 蒸 発 に よ る 濃 縮 の 程 度 は 適 宜 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 抽 出 終 了 後 は 、 水 抽 出 液 を 固 形 分 か ら 分 離 す る 。 こ の 分 離 の た め の 方 法 は 、 特 に 制 限 は

な く 、 例 え ば 、 ろ 過 及 び 遠 心 分 離 の 少 な く と も 一 方 ま た は こ れ ら を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 前 記 水 抽 出 液 は 、 乾 燥 し て 水 抽 出 物 の 乾 燥 品 を 得 る こ と も で き る 。 乾 燥 方 法 に は 特 に 制

限 は な い が 、 有 効 成 分 の 熱 に よ る 劣 化 等 を 防 止 し つ つ 乾 燥 品 を 得 る と い う 観 点 か ら は 、 フ

リ ー ズ ド ラ イ 等 の 方 法 を 用 い る 事 が 好 ま し い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 以 下 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に 限 定

さ れ る も の で は な い 。 以 下 の 実 施 例 で は ハ ス カ ッ プ 、 コ ケ モ モ お よ び マ タ タ ビ の 各 果 実 抽

出 液 に よ る 抗 H5N1亜 型 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 効 果 に つ い て 検 討 し た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

<実 験 方 法 >

1.　 果 実 抽 出 液 （ エ キ ス ）

　 ハ ス カ ッ プ と マ タ タ ビ は 栽 培 品 、 コ ケ モ モ は 天 然 品 を 用 い た 。 そ れ ぞ れ の 果 実 を 乾 燥 さ

せ 、 一 辺 が 5m m以 下 に な る よ う に 裁 断 し た も の を 超 純 水 1Lに 対 し て 20gの 割 合 で 加 え 、 1時

間 半 煮 沸 し 全 量 を 1/2と し た 。 ガ ー ゼ を 通 し て 残 渣 を 除 い て 得 ら れ た 液 を 20,000 rpmで 1時

間 遠 心 し 、 そ の 上 清 を さ ら に 5μ mの フ ィ ル タ ー 付 き 遠 心 チ ュ ー ブ で ろ 過 し た も の を 各 エ キ

ス 原 液 と し た 。 エ キ ス の 希 釈 に は 超 純 水 を 使 用 し た 。 対 照 と し て 超 純 水 を 使 用 し た 。 以 下

の 実 験 で は 、 エ キ ス 原 液 ま た は エ キ ス の 希 釈 液 を 用 い た

【 ０ ０ ２ ４ 】

2.　 ウ イ ル ス 、 細 胞

　 本 実 験 に お い て 検 討 対 象 と し た ウ イ ル ス は 、 鳥 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で あ る [A/chick

en/Yamaguchi/7/2004(H5N1亜 型 )](山 口 株 )、 [A/whooper swan/Hokkaido/1/2008(H5N1亜 型

)](北 海 道 株 ) で あ る 。 ウ イ ル ス の 希 釈 に は W H Oの マ ニ ュ ア ル に 則 っ て 作 製 し た ウ イ ル ス 増

殖 培 地 (V G M)を 使 用 し た 。 全 て の ウ イ ル ス は M DCK細 胞 お よ び 10日 齢 発 育 鶏 卵 に 感 染 さ せ た

。

【 ０ ０ ２ ５ 】

3.　 エ キ ス 処 理 ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 力 価 の 測 定

　 ウ イ ル ス 原 液 と 各 エ キ ス 希 釈 液 を 等 量 混 合 し 、 混 合 後 直 ち に 室 温 で 一 定 時 間 静 置 し た の

ち 、 V G Mで 10倍 段 階 希 釈 し て 96 well組 織 培 養 用 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 培 養 し た M DCK細 胞 に 接
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種 し た 。 ウ イ ル ス を 接 種 後 ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 培 養 し 、 ３ 日 目 に 各 wellか ら 回 収

し た 培 養 液 に 等 量 の 0.5%鶏 赤 血 球 液 を 混 合 さ せ 、 赤 血 球 凝 集 (H A)作 用 の 有 無 を 確 認 し た 。

感 染 の 有 無 は H A性 の 有 無 に よ り 判 定 し 、 50%組 織 培 養 感 染 量 (TCID 5 0 )を Behrens-Karber法

に よ っ て 算 出 し 、 ウ イ ル ス 力 価 と し た 。

　 細 胞 で は な く 10日 齢 発 育 鶏 卵 を 使 用 し た 実 験 で は 、 作 製 し た ウ イ ル ス と エ キ ス の 混 合 液

を 同 様 に 10倍 段 階 希 釈 し 、 そ れ ぞ れ 100μ lず つ 漿 尿 膜 腔 内 に 接 種 し た 。 ３ 日 後 に 漿 尿 膜 腔

液 を 採 取 し 、 H A性 の 有 無 か ら 同 様 に 50%発 育 鶏 卵 感 染 量 (EID 5 0 ） を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

4.　 エ キ ス の 細 胞 障 害 性 の 検 討 (LD H assay)

　 各 エ キ ス の M DCK細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 性 を 調 べ た 。 M DCK細 胞 に 各 エ キ ス 原 液 、 お よ び 各

エ キ ス を V G Mで 2倍 、 4倍 、 8倍 希 釈 し た 液 （ エ キ ス 含 培 地 ） を そ れ ぞ れ 添 加 し 、 3日 間 培 養

し た 。 回 収 し た 培 養 上 清 中 に 含 ま れ る Lactate dehydrogenase (LD H) の 量 を Cytotoxicity

 Detection kit (Roche, Mannheim, Germany) を 用 い て 測 定 し た 。 得 ら れ た 値 を 基 に 各 エ

キ ス の M DCK細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害 性 を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

5.　 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に お け る エ キ ス に よ る ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 の 検 討

　 H5N1(山 口 株 )ウ イ ル ス 液 を V G Mで 10倍 段 階 希 釈 し た 後 、 96 well組 織 培 養 用 マ イ ク ロ プ レ

ー ト に 培 養 し た M DCK細 胞 に 接 種 し 、 37℃ に １ 時 間 お い て ウ イ ル ス を 吸 着 さ せ た 。 そ の 後 細

胞 表 面 を PBSで 3回 洗 浄 し ウ イ ル ス 液 を 除 い た 後 、 各 エ キ ス を V G Mで そ れ ぞ れ 2倍 、 5倍 、 10

倍 希 釈 し た 液 （ エ キ ス 含 培 地 ） を 加 え て 3日 間 培 養 し 、 TCID 5 0 を 同 様 に 算 出 し た 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

6.　 赤 血 球 凝 集 阻 害 試 験

　 ウ イ ル ス の 細 胞 吸 着 能 が エ キ ス に よ り 消 失 す る か ど う か を 検 討 す る た め 、 赤 血 球 凝 集 (H

A)試 験 を 行 っ た 。 各 エ キ ス の 原 液 を 96 well-V底 プ レ ー ト 上 で H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス 液

と 等 量 混 合 し 、 室 温 で 10分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 そ の 混 合 液 を プ レ ー ト 上 で V G Mに て 2倍

段 階 希 釈 し た 。 そ の 後 、 0.5%鶏 赤 血 球 液 を 全 て の wellに 等 量 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 静 置 後

， 赤 血 球 凝 集 反 応 を 確 認 し た 。 完 全 な 赤 血 球 凝 集 を 引 き 起 こ す ウ イ ル ス の 最 高 希 釈 率 を ，

H A 価 と し て 決 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

7.　 蛍 光 抗 体 法 に よ る ウ イ ル ス 蛋 白 の 検 出

　 5. に よ り 得 ら れ た 細 胞 中 の ウ イ ル ス 蛋 白 を 蛍 光 抗 体 法 に よ り 検 出 し た 。 エ キ ス 含 有 培

地 に は ， 各 エ キ ス の ５ 倍 希 釈 し た も の を 使 用 し た 。 細 胞 を ア セ ト ン で 固 定 し た の ち 、 一 次

抗 体 と し て マ ウ ス 抗 A型 イ ン フ ル エ ン ザ NP抗 体 を 添 加 し 、 37℃ で 30分 反 応 さ せ た 。 そ の 後 P

BSで 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 と し て 蛍 光 標 識 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IgGを 添 加 し 、 37℃ で 30分 反 応 さ せ

た 。 再 び PBSで 洗 浄 し 50%グ リ セ ロ ー ル PBSを 加 え た 後 、 励 起 波 長 492 nmに て 蛍 光 顕 微 鏡 で

観 察 し た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

8.　 Real-time RT-PCRに よ る ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出

　 5. に よ り 得 ら れ た 細 胞 中 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 を Real-time RT-PCRに よ り 検 出 し た 。 エ キ

ス 含 有 培 地 は ハ ス カ ッ プ お よ び コ ケ モ モ エ キ ス を ５ 倍 希 釈 し た も の を 使 用 し た 。 ウ イ ル ス

RN Aを MagMax
T M

-96 AI/N D Viral RN A Isolation Kit (A mbion Inc. Austin, TX) 及 び King

Fisher Purification System(Thermo Scientific, Waltham, M A) を 用 い て 分 離 し 、 rando

m primer, oligo(dt)primer及 び M M LV reverse transcriptase(Invitrogen. Carlsbad, CA

)を 用 い て RN Aか ら 逆 転 写 反 応 を 行 い 、 cD N Aを 作 製 し た 。 逆 転 写 反 応 は 25℃ 10分 、 37℃ 50

分 、 65℃ 10分 の 条 件 下 で 行 っ た 。 得 ら れ た cD N A及 び EagleTaq Master Mix kit(Roche, Br

anchburg, NJ)を 用 い て ABI PRISM Sequence Detection System 7500HT(Applied Biosyste

ms, Foster, CA)に お い て real-time PCRを 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

M遺 伝 子 検 出 の た め に 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 。

　 　 　 Probe: 6-FA M-TCA G GCCCCCTCA A A GCCG A-TA M RA (配 列 番 号 1)
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　 　 　 Forward: 5'-ARATG A GTCTTCTRACCG A G GTCG-3'(配 列 番 号 2)

　 　 　 Reverse: 5'-TGCA A A G ACATCYTCA A G Y YTCTG-3'(配 列 番 号 3)

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 内 在 性 コ ン ト ロ ー ル と し て ， M DCK細 胞 由 来 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 を Eukaryotic 18S

 rRN A Endogenous Control (Applied Biosystems)を 用 い て 検 出 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 Real-time PCRは 95℃ 10分 間 で cD N Aの 変 性 を 行 っ た 後 、 95℃ 15秒 、 60℃ 1分 の 反 応 を 4

5回 繰 り 返 す 条 件 下 に お い て 行 っ た 。 Real-time PCRで 各 サ ン プ ル の 蛍 光 強 度 が 一 定 値 を 超

え た と き の サ イ ク ル 数 を 求 め る こ と に よ り 、 各 サ ン プ ル の 閾 値 サ イ ク ル 数 (Ct)を 算 出 し 、

内 在 性 コ ン ト ロ ー ル の 値 と の 相 対 比 を 求 め た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

9.　 電 子 顕 微 鏡 に よ る ウ イ ル ス 粒 子 形 態 の 解 析

　 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 、 各 エ キ ス で 処 理 し た H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス 粒 子 の 形 態 学 的 変 化

を 観 察 し た 。 カ ー ボ ン 蒸 着 コ ロ ジ オ ン 膜 マ イ ク ロ グ リ ッ ド (日 新 E M, 東 京 , 日 本 )に 、 各 エ

キ ス 原 液 と 等 量 混 合 す る こ と で 処 理 し た H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス 液 を ， 室 温 で マ イ ク ロ グ

リ ッ ド 上 の コ ロ ジ オ ン 膜 に 5分 間 吸 着 さ せ た 。 そ の 後 2% リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 溶 液 (pH 6.5)

に よ っ て 2分 間 陰 性 染 色 し 、 H7500電 子 顕 微 鏡 (日 立 ， 東 京 ， 日 本 )を 用 い て 観 察 し た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

<実 験 結 果 >

1.　 果 実 エ キ ス 処 理 に よ る H5N1ウ イ ル ス 力 価 の 低 下

　 H5N1ウ イ ル ス （ 山 口 株 ・ 北 海 道 株 ） と 各 果 実 エ キ ス の 原 液 を 等 量 混 合 後 、 直 ち に 10日 齢

発 育 鶏 卵 に 接 種 し た 場 合 （ 0分 処 理 ） の ウ イ ル ス 力 価 (log 1 0  EID 5 0 /ml)を 測 定 し た 。 H5N1

（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス に つ い て は 、 全 て の エ キ ス に よ る 処 理 に よ っ て ウ イ ル ス 力 価 は ， 検 出

限 界 (1.5log 1 0 )以 下 に 低 下 し た 。 H5N1（ 北 海 道 株 ） ウ イ ル ス に つ い て は 、 ウ イ ル ス 対 照 の

ウ イ ル ス 力 価 と 比 較 し て 、 ハ ス カ ッ プ エ キ ス に よ る 処 理 で 5.0 log 1 0 、 コ ケ モ モ お よ び マ

タ タ ビ エ キ ス に よ る 処 理 で 4.5 log 1 0 ウ イ ル ス 力 価 が 低 下 し た 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 各 エ キ ス は エ キ ス 原 液 に よ る 0分 処 理 に よ り 、 H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス の 力 価 を 検 出 限

界 以 下 ま で 低 下 さ せ た こ と か ら ， 非 常 に 高 い 不 活 化 効 果 を 示 し た 。 一 方 ， H5N1北 海 道 株 に

対 し て は 山 口 株 と 比 較 す る と ， 各 エ キ ス の 不 活 化 効 果 が 低 か っ た が ， ウ イ ル ス 対 照 と 比 較

し て 10
4 . 5

か ら 10
5 . 0

倍 ウ イ ル ス 力 価 が 低 下 し た こ と か ら ， 十 分 な 不 活 化 効 果 を 示 し て い る

と 思 わ れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

２ ． 赤 血 球 凝 集 阻 害 試 験

　 ウ イ ル ス の 細 胞 吸 着 能 が エ キ ス に よ り 消 失 す る か ど う か を 検 討 す る た め 、 H A試 験 を 行 っ

た 。 各 エ キ ス 原 液 で の 10分 間 処 理 に よ り 、 H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス の H A価 は ， 陽 性 限 界 以

下 (H A価 8倍 以 下 )に 低 下 し た 。 PBSと 混 合 し た ウ イ ル ス 対 照 で は H A価 は 64倍 で あ っ た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 H5N1(山 口 株 )ウ イ ル ス を 用 い た 赤 血 球 凝 集 阻 害 試 験 で は 、 各 エ キ ス に は H5N1ウ イ ル ス に

対 す る 高 い 赤 血 球 凝 集 阻 害 作 用 が み ら れ た 。 H A活 性 の 低 下 は 、 ウ イ ル ス 不 活 化 効 果 と 密 接

に 関 連 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 H A活 性 を 失 っ た ウ イ ル ス は 細 胞 に 吸 着 で き ず 感 染 が 成

立 し な い こ と か ら も 、 H Aに 対 す る 阻 害 作 用 が 、 エ キ ス に よ る ウ イ ル ス 不 活 化 の 主 要 な 機 構

と な っ て い る と 考 え ら れ た 。

【 ０ ０ ４ １ 】

３ .　 電 子 顕 微 鏡 に よ る ウ イ ル ス 粒 子 の 形 態 観 察

　 エ キ ス 処 理 に よ る H5N1（ 山 口 株 ） ウ イ ル ス 粒 子 の 形 態 学 的 変 化 に つ い て 電 子 顕 微 鏡 を 用

い て 観 察 し た 。 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 図 1に 示 す 。 未 処 理 H5N1ウ イ ル ス で は 表 面 に ス パ イ ク 蛋

白 が 認 め ら れ 、 構 造 が 比 較 的 均 一 か つ 明 瞭 に 認 め ら れ る 楕 円 形 の ウ イ ル ス 粒 子 が 観 察 さ れ

た 。 一 方 、 ハ ス カ ッ プ エ キ ス で 処 理 し た サ ン プ ル で は ， 正 常 な ウ イ ル ス 粒 子 を 見 つ け る こ

と が 出 来 な か っ た 。 H5N1(山 口 株 )ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 粒 子 は 、 未 処 理 H5N1ウ イ ル ス と 比 較

し て 、 粒 子 表 面 の ス パ イ ク 蛋 白 が 明 瞭 に は 認 め ら れ ず 、 粒 子 全 体 が 不 整 形 に 変 形 し て お り

、 複 数 の ウ イ ル ス 粒 子 が 凝 集 し て 存 在 し て い る よ う に 観 察 さ れ た 。 ま た ， 他 の エ キ ス 処 理

サ ン プ ル に お い て も ， 同 様 な 変 化 が 認 め ら れ た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 エ キ ス で 処 理 し た H5N1(山 口 株 )ウ イ ル ス の サ ン プ ル で は ， 正 常 な 形 態 を 持 つ ウ イ ル ス 粒

子 を 見 つ け る こ と が 出 来 な か っ た こ と か ら ， エ キ ス の 作 用 に よ る ウ イ ル ス 粒 子 の 破 壊 が 起

き て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 こ の こ と も ウ イ ル ス の 不 活 化 を 引 き 起 こ す ， 大 き な 要 因 と

な っ て い る と 思 わ れ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

４ .　 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 に お け る ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 の 検 討

　 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を 各 エ キ ス を 含 む 培 地 で 培 養 す る こ と で 、 各 エ キ ス の ウ イ ル ス 増 殖 抑

制 効 果 を 検 討 し た 。 2倍 希 釈 の エ キ ス を 含 む 培 地 （ 2倍 エ キ ス 含 培 地 ） で の 培 養 に よ り 、 全

て の エ キ ス で H5N1(山 口 株 )ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 力 価 が 検 出 限 界 (1.5 log 1 0 )以 下 ま で 低 下

し た 。 5倍 エ キ ス 含 培 地 で の 培 養 で は 、 ハ ス カ ッ プ で の み ウ イ ル ス 力 価 が 検 出 限 界 (1.5 lo

g 1 0 )以 下 ま で 低 下 し た が 、 コ ケ モ モ 、 マ タ タ ビ で は ， 有 意 な ウ イ ル ス 力 価 の 低 下 は み ら れ

な か っ た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ウ イ ル ス 感 染 後 の 細 胞 に エ キ ス を 処 理 し た 実 験 で は 、 2倍 （ ハ ス カ ッ プ の み 5倍 ） 希 釈 ま

で の エ キ ス を 含 む 培 地 で の 培 養 に よ っ て ウ イ ル ス の 増 殖 が 完 全 に 抑 え ら れ て い た こ と か ら

、 各 エ キ ス に は ウ イ ル ス と 混 合 す る こ と で ウ イ ル ス を 直 接 不 活 化 す る だ け で は な く 、 細 胞

に 感 染 し て 細 胞 内 に 入 り 込 ん だ ウ イ ル ス に 対 し て も 増 殖 を 抑 制 す る 効 果 が あ る こ と が 確 認

で き た 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

５ .　 蛍 光 抗 体 法 に よ る 細 胞 内 の ウ イ ル ス 蛋 白 の 検 出

　 ４ .に お い て ウ イ ル ス 増 殖 が 抑 え ら れ て い た 細 胞 内 で の ウ イ ル ス 蛋 白 合 成 に つ い て 、 蛍

光 抗 体 法 に よ り 検 証 し た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。 ４ .に お い て ウ イ ル ス 増 殖 抑 制 効 果 が み ら れ

た ハ ス カ ッ プ の ５ 倍 希 釈 の エ キ ス を 含 む エ キ ス 含 培 地 に よ り 培 養 し た 細 胞 で は 、 ウ イ ル ス

蛋 白 が 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 一 方 ， 他 の エ キ ス の 5倍 希 釈 で は ウ イ ル ス 対 照 と 同 程 度 の

ウ イ ル ス 蛋 白 が 検 出 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

６ .　 Real-time RT-PCRに よ る 細 胞 内 の ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 検 出

　 ４ .に お い て ， ハ ス カ ッ プ お よ び コ ケ モ モ エ キ ス 含 培 地 (5倍 希 釈 )に よ り 培 養 し た 細 胞 内

で の vRN Aお よ び vmRN A合 成 に つ い て 、 Real-time RT-PCRを 用 い て 解 析 し た 。 結 果 を 図 3に 示

す 。 得 ら れ た Ct は 、 M DCK細 胞 由 来 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 で あ る G APD Hの Ctと の 相 対 比

で 表 す こ と に よ り 補 正 し た （ グ ラ フ の 縦 軸 ） 。 エ キ ス 不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で は 、 vRN A

お よ び vmRN Aに つ い て の Ctが 培 養 0時 間 か ら 24時 間 ま で 継 時 的 に 低 下 し 、 vRN Aお よ び vmRN A

合 成 が 進 行 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 ハ ス カ ッ プ エ キ ス 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞

で は 、 vRN A、 vmRN Aと も に 培 養 1時 間 ま で は エ キ ス 不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と 同 程 度 の Ctで

あ っ た が 、 培 養 3時 間 お よ び 6時 間 で は 、 エ キ ス 不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と 比 べ 高 い Ctで あ

っ た 。 し か し 、 培 養 24時 間 で は エ キ ス 不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と 同 程 度 ま で Ctが 低 下 し た

。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 コ ケ モ モ エ キ ス 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で は 、 vRN A、 vmRN Aと も に 培 養 1時 間 ま で は エ キ ス

不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と 比 べ Ctが 大 き く 低 下 し た 。 培 養 3時 間 か ら 24時 間 ま で は エ キ ス

不 含 培 地 で 培 養 し た 細 胞 と 比 べ や や 高 い 値 を 示 し つ つ 低 下 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 感 染 細 胞 内 で の ウ イ ル ス 動 態 を 知 る 目 的 で 、 蛍 光 抗 体 法 及 び real-time RT-PCRを 用 い て

解 析 を 行 っ た 。 蛍 光 抗 体 法 の 結 果 か ら 、 ハ ス カ ッ プ エ キ ス 存 在 下 で の 培 養 で は 、 感 染 細 胞

中 で ウ イ ル ス 蛋 白 の 合 成 が 進 行 し て い な い こ と が 示 さ れ た 。 ま た ， real-time RT-PCRに よ

っ て 、 ハ ス カ ッ プ エ キ ス 含 培 地 で 培 養 ・ 維 持 さ れ た 感 染 細 胞 中 で ウ イ ル ス RN Aの 転 写 の 進

行 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 し か し ， 24時 間 後 で は ， ウ イ ル ス 対 照 の Ct値 と 差 が

認 め ら れ な か っ た こ と か ら ， ウ イ ル ス RN Aの 産 生 は 抑 制 さ れ て い る も の の ， 完 全 に は 阻 害

さ れ て い な い と 思 わ れ る 。 一 方 ， ウ イ ル ス 蛋 白 が 合 成 さ れ て い な い こ と か ら ， ウ イ ル ス 遺

伝 子 か ら の 蛋 白 質 の 翻 訳 が 何 ら か の メ カ ニ ズ ム で 阻 害 さ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】

７ ． 　 エ キ ス に よ る M DCK細 胞 へ の 細 胞 障 害 性 の 検 討 (LD H assay)

　 M DCK細 胞 へ の 細 胞 障 害 性 に つ い て 、 LD H assayに よ り 検 討 し た 。 結 果 を 図 4に 示 す 。 原 液

か ら 8倍 希 釈 ま で 、 全 て の エ キ ス に お い て 細 胞 障 害 性 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 果 実 エ キ ス は 、 少 な く と も 原 液 か ら 8倍 濃 度 ま で の 範 囲 の 濃 度 で は 細 胞 障 害 性 を 全 く 示

さ な か っ た 。 さ ら に 、 5倍 希 釈 の エ キ ス に よ り ２ 日 間 培 養 し た 細 胞 は 、 そ の 後 問 題 な く 継

代 す る こ と が で き た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ れ ら の こ と か ら 、 果 実 エ キ ス は 、 細 胞 に 対 し て

影 響 を 与 る こ と な く 、 細 胞 中 の ウ イ ル ス の 複 製 に 対 し て の み 影 響 を 及 ぼ し て い た こ と に な

る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ る 感 染 治 療 及 び 予 防 の 分 野 に 有 用 で あ る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】



(12) JP  2013-112644  A   2013.6.10

【 図 ４ 】
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