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はじめに

インフルエンザは毎年世界的に流行を引き起こし，肺
炎や脳症などの合併症により時には死に至る場合もある
ため 1)，公衆衛生上も非常に重大な感染症である．この
原因となるのがインフルエンザウイルス (IFV) であり，
人に感染するウイルスは主に A 型，B 型，C 型の 3 タイ
プである．治療にはオセルタミビル，ザナミビル，アマ
ンタジン，リマンタジンなどの抗ウイルス薬が使用され
ている．しかし，M2 イオンチャンネル阻害剤であるア
マンタジンでは高確率で薬剤耐性株が出現し，ノイラミ
ニダーゼ阻害剤であるオセルタミビルやザナミビルにお
いても薬剤耐性株が出現し始めている 2)．このため，イ
ンフルエンザに対する新たな予防法や治療法の開発が望
まれている．

ハトムギ反応生成物 (Coix-seed Reactive Derivatives: 
CRD) エキスは，イネ科ジュズダマ属であるハトムギ ( Coix 
lachryma-jobi L. var. ma-yuen Stapf ) を原料とし，殻付きで

日本補完代替医療学会誌　第 14 巻　第 2 号　2017 年 9 月：61-66

【要　旨】
目的：近年，インフルエンザウイルス (IFV)
において薬剤耐性株が出現し始め，問題と
なっている．新たな IFV の予防法や治療法
の開発を行うことを目的に，ハトムギ反応
生成物 (Coix-seed Reactive Derivatives: 
CRD) エキスの抗 IFV 作用を検討した．
方 法：MDCK 細 胞 に H1N1 A/Puerto 
Rico/8/34(PR8) 株 を 感 染 さ せ，CRD エ
キス含有培地で 24 時間培養した．24 時間
後に上清のみを回収し，上清中のウイルス
力価をフォーカス法により測定した．PVPP
処理により CRD エキス中のポリフェノール
を除去し，除去前の CRD エキスとの抗 IFV
作用を比較した．
結果：CRD エキスは PR8 株の増殖を阻害
し た． ま た，Time of addition assay の
結果，CRD エキスは IFV の吸着時を最も阻
害していることが判明した．さらに，CRD
エキスの PVPP 処理による検討から，ポリ
フェノールが有効成分である可能性が示唆さ
れた．　
結 論：CRD エ キ ス は PR8 株 に 対 し て 抗
IFV 作用を示し，さらに IFV の細胞への吸
着阻害のみならず，IFV の増殖時においても

阻害作用を示した．また，CRD エキスの抗
IFV 作用にはポリフェノールが関与している
ことが示唆された．
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酵素処理を施し抽出したものである．この CRD エキスで
はヒトパピローマウイルスの感染で発症する尖圭コンジロー
マに対して有効であったという臨床報告がある 3)．また，こ
の他にも CRD エキスの抗腫瘍作用や抗炎症作用が報告され
ている 4)．同様に，ハトムギにおいても抗腫瘍作用 5)，抗
炎症作用 6)，抗ガン作用 7) など多くの生理機能が報告されて
いる．また，ハトムギ子実はヨクイニン（漢方薬名）と呼ばれ，
このヨクイニンの内服により，NK 細胞活性と MHC 非拘
束性細胞傷害性 T 細胞の増強が確認されている 8）．さらに，
細胞傷害性リンパ球の活性を高めることで抗ウイルス作用
を示す可能性が示唆されている 9）．

このように，CRD エキスが抗ウイルス作用を有する可
能性が示されており，IFV に対する効果も期待できる．し
かし，ハトムギにおいては，ウイルスに感染させた細胞や
動物を用いた検討はなされていない．そこで，本研究では，
ハトムギ反応生成物である CRD エキスの in vitro におけ
る抗 IFV 作用を確認することを目的とした．また，CRD
エキスがウイルス増殖のどの段階を阻害しているのか，お
よび関与する活性成分についても検討を行った．

材料・方法

1. 試料の作成
CRD エキスは，株式会社 ALT より供与されたものを用

いた．CRD エキスからの抽出液の調整は，粉末状の CRD
エキスを蒸留水と混合し，濃度が 200 mg/ml となるよう
に溶解することにより行った．抽出液はフィルター (pore 
size 0.2 µm, Milipore, Billerica, MA) 滅菌を行い，実験
に使用するまで－ 20℃で保存した．

2. 細胞およびウイルスの培養
Malin Darby Canine Kidney(MDCK) 細胞は 7 % fetal 

bovine serum (FBS) を 含 む Eagle’s minimum essential 
medium (EMEM; Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis, 
MO) で培養した．

H1N1 A/Puerto Rico/8/34 (PR8) 株は MDCK 細胞にお
いて培養し，実験に使用するまで－ 80℃で保存した．ウ
イルスストックのウイルス力価はフォーカス法により測定
を行った．

3. ウイルス増殖阻害試験
ウイルスを希釈する際の培地は終濃度 0.4 % bovine 

serum albumin (BSA, fraction V; Sigma-Aldrich Co. 
LLC., St. Louis, MO) を含む EMEM を用いた．

ウイルスを培養する際の培地の作成には終濃度 0.4 % 
の BSA および 2 µg/ml のアセチルトリプシン (Sigma-
Aldrich) を含む DMEM を使用し，CRD エキスを DMEM
で段階希釈した．

MDCK 細胞を 24 well プレートに播種し，37℃の 5 % 

CO2 インキュベーター内で 24 時間培養し，血清不含の
EMEM で 2 回洗浄後，実験に用いた．

洗浄後の MDCK 細胞に，希釈した PR8 株を 100 µl; 
MOI 0.0001 の濃度で播種し，1 時間インキュベートした．
インキュベート終了後，ウイルス溶液を取り除き，血清不
含の EMEM で洗浄を行った．その後，CRD 溶液を含む
DMEM を 500 µl/well の量で添加し，37℃の 5 % CO2 イ
ンキュベーター内で 24 時間培養した．培養終了後，上清
のみを回収し，回収した上清中のウイルス力価をフォーカ
ス法により測定した．また，試料の IC50 値は同じ試験を 3
回行い，平均値 ± 標準偏差で示した．

4. フォーカス法によるウイルス力価の測定
ウイルスの希釈，および培養には終濃度 0.4 % の BSA

を含む EMEM を用いた．
MDCK 細胞を 96 well プレートに播種し，37℃の 5 % 

CO2 インキュベーター内で 24 時間培養し，血清不含の
EMEM で 3 回洗浄後，実験に用いた．

洗浄後の MDCK 細胞に，3 倍系列に段階希釈したウイ
ルス溶液を 30 µl/well の量で播種し，1 時間インキュベー
トした．インキュベート終了後，ウイルス溶液を取り除き，
血清不含の EMEM で洗浄を行った．その後，BSA 含有の
EMEM を 100 µl/well の量で添加し，37℃の 5 % CO2 イ
ンキュベーター内で 18 時間培養した．培養後，培地を取
り除き，Phosphate buffered saline (PBS) 溶液で洗浄を行
い，エタノールで固定した．

感 染 細 胞 の 染 色 に は Mouse monoclonal anti-HA 
antibody (C179; Okuno, et al.,1993) お よ び Horseradish 
peroxidase-labeled goat anti-mouse immunoglobulin G 
serum (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) を用いた．各処
理 は 室 温 で 40 分 間 行 い， 各 処 理 毎 に PBS で 2 回 洗
浄を行った．ペルオキシダーゼ反応は PBS に終濃度
0.01 % H2O2 および 0.3 mg/ml の 3, 3’-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride (Wako Pure Chemical Industries, 
Ltd., Osaka, Japan) を混合し，5 ～ 10 分間反応させた．
その後，染色液を取り除き，水道水で洗浄し乾燥させた．
染色した感染細胞は顕微鏡下でカウントし，ウイルス力価
を算出した．

5. MTT assay
CRD エキスの細胞毒性は MTT assay により評価した．

MTT assay には細胞増殖キット (Roche Diagnostics Co. 
Ltd., Tokyo, Japan) を用い，キットの手順に従い操作を行
なった．また，MTT assay は同じ試験を 3 回行い，平均
値 ± 標準偏差で示した．

6. Time of addition assay
CRD エキスを処理する時間帯を変えることで，CRD エ

キスがどの段階でウイルス増殖を阻害するのかについて検
討を行った．
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ウイルスを希釈する際の培地は終濃度 0.4 % BSA を含
む EMEM を用いた．

ウイルスを培養する際の培地の作成には終濃度 0.4 % 
BSA および 2 µg/ml アセチルトリプシンを含む DMEM を
用いた．

MDCK 細胞を 24 well プレートに播種し，37℃の 5 % 
CO2 インキュベーター内で 24 時間培養を行い，血清不含
の EMEM で 2 回洗浄後，実験に用いた．

洗浄後の MDCK 細胞に希釈した PR8 株を 100 µl; MOI 
0.01 の濃度で播種し，1 時間インキュベートした．その後，
血清不含の EMEM で洗浄し，DMEM を加え 37℃の 5 % 
CO2 インキュベーター内で 8 時間培養を行った．

ウイルス希釈時の溶液および培養液には，それぞれ終濃
度が 1 mg/ml になるように CRD 溶液を加え各時間帯に処
理した．添加した時間帯はウイルス吸着時 （-1 ～ 0 h），ウ
イルス培養時（0 ～ 8 h），ウイルス吸着時および培養時（-1
～ 8 h）である．また，培養時に関しては，さらに 4 時間
ごとに処理した場合 (0 ～ 4 h, 4 ～ 8 h) についても検討を
行った．

8 時間の培養後，細胞を -80℃で凍結させ，凍結融解
を 2 回繰り返した後，遠心分離（1,200 rpm, 10 分）し，
上清のみを回収した．回収した上清中のウイルス力価は
フォーカス法により測定した．

7. Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 処理によるポリフェ
ノールの除去
CRD エキスに含まれるポリフェノールが抗 IFV 作用に

影響を及ぼすかを検討するために，PVPP 処理により CRD
エキス中のポリフェノールを除去し，抗 IFV 作用を比較し
た．

粉末状にした CRD エキスを蒸留水と混合し，濃度が
200 mg/ml となるように調製した．10 ml の CRD エキス
に対して1 gのPVPPを加え混合し，室温で1時間撹拌した．
その後，溶液を濾過し，濾液を凍結乾燥した．凍結乾燥物
の重量を測定後，再び蒸留水に溶解し，フィルター (pore 
size 0.2 µm, Milipore, Billerica, MA) 滅菌を行った．ポ
リフェノール除去後の CRD エキスは，ウイルス増殖阻害
試験により抗 IFV 作用を評価した．また，試料の IC50 値
は同じ試験を 3 回行い，平均値 ± 標準偏差で示した．

8. ポリフェノール量の測定
ポリフェノール量は，96 well プレートを用いたフォー

リンチオカルト法 10) に従い，一部を変更して行なった．
30 µl の試料に同量のフォーリン試薬を加えて混合し，次
いで 150 µl の 4 % 炭酸ナトリウム溶液を加え，30℃のイ
ンキュベーター内で 30 分間反応させた．吸光度の測定に
はマイクロプレートリーダーを使用し，波長は 660 nm に
設定した．没食子酸により作成した標準曲線からポリフェ
ノール量を算出した．また，ポリフェノール量は同じ試験
を 3 回行い，平均値 ± 標準偏差で示した．

9. 統計処理
結果の値は平均値 ±SD で示した．Time of addition 

assay における有意差検定はStudent's t-test により行っ
た．

結　果

CRD エキスの抗 IFV 作用を確認するため，活性試験を
行った．この試験ではウイルスを培養する際の培地に CRD
エキスを混合し，ウイルスが減少した場合，抗 IFV 作用を
有すると判断した．その結果，CRD エキスの濃度依存的
にウイルスが減少した (Fig.1)．また，同様の試験を 3 回行
い求めた IC50 は 617±175 µg/ml となった．さらに MTT 
assay により，CRD エキスは高濃度においても細胞毒性を
示さないことが確認された (Fig.2)．

次にこの CRD エキスがウイルス増殖のどの段階を阻害
しているのかについて検討を行うため，Time of addition 
assay を行った．この試験では，CRD エキスを処理する時
間帯を変え，ウイルスが減少した時間帯を阻害ポイントと

Fig.1 Anti influenza virus activity of CRD extract
MDCK cells were inoculated with A/PR/8/34 virus. The 
infected cells were cultured by DMEM containing CRD 
extract for 24 h. The virus titer were measured by focus-
forming assay. Values are expressed as mean±SD.
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Fig. 2 Cytotoxicity test of CRD extract
MDCK cells were cultured by DMEM containing CRD extract 
for 24 h, and the cytotoxicity test was performed by MTT 
assay. Values are expressed as mean±SD.
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判断した．その結果，CRD エキスはウイルスの吸着時 (-1
～ 0 h) で特に強い阻害作用を示し，その阻害率は 94 % で
あった (Fig.3A)．さらにウイルス培養時の (0 ～ 8 h) でも
阻害作用が認められ，その阻害率は44 %であった(Fig.3A)．
しかし，培養時に関しては 4 時間ごとに時間を区切って
CRD エキスを処理した場合，阻害作用を確認することが
できなかった (Fig.3A)．また，オセルタミビルリン酸で同
様の試験を行った場合，ウイルス培養時 (0 ～ 8 h) で阻害
作用を示し，さらに培養時においても特に培養後期 (4 ～ 8 
h) が阻害ポイントであった (Fig.3B)．これはオセルタミビ
ルリン酸がノイラミニダーゼ阻害剤であるためだと考えら
える．

PVPP 処理により CRD エキス中のポリフェノール量
は約 25 % 減少した (Table 1)．また，PVPP 処理前後の
CRD エキスの抗 IFV 作用を比較したところ，PVPP 処理
後の CRD エキスでは阻害率が約 32 % 低下した (Table 1)．
このことから，CRD エキスに含まれるポリフェノールは，
PVPP に吸着・非吸着にかかわらず，抗 IFV 作用を有して
いることが示唆された．

考　察

本研究により CRD エキスは抗 IFV 作用を有すること
が判明した．また，Time of addition assay の結果より，
CRD エキスの阻害ポイントは特にウイルスの吸着時 (-1 ～
0 h) のみならず，培養時 (0 ～ 8 h) でも阻害作用を示すこ
とが明らかとなった．オセルタミビルリン酸で同様の試験

を行った場合には，ウイルスの培養時でも，特に培養後期
(4 ～ 8 h) を阻害し，その他の時間帯では阻害作用は示さ
なかった．このことは，オセルタミビルリン酸がノイラミ
ニダーゼ阻害剤であることと一致する結果である．これら
の結果から CRD エキスとオセルタミビルリン酸は異なる
作用メカニズムを有していることが判明した．

今回の結果より予測される作用メカニズムは大きく 2 つ
ある．まず，ウイルス吸着時の阻害作用に関しては，CRD
エキスに含まれる成分がウイルスの表面または細胞表面に
吸着し，ウイルスと細胞の結合を物理的に阻害している可
能性が考えられる．また，培養時の阻害作用に関しては，
4 時間ごとに区切って CRD エキスを処理した場合には阻
害作用を示さなかった．このことは，有効成分の吸収に時
間を要するか，あるいは有効成分がウイルスに直接作用し
ているのではなく，細胞側に作用しウイルスの増殖を阻害
している可能性がある．仮に CRD エキスが細胞側へ作用
し，抗 IFV 作用を発揮していた場合，薬剤耐性株が出現し
にくいことが予想される．

さらに，オセルタミビルリン酸のように有効成分が単一
の場合，阻害ポイントが 1 箇所に絞られることが多い．し
かし，CRD エキスでは，ウイルスの吸着時および培養時
の両方で阻害作用を示した．このことは，ハトムギ CRD
エキスに含まれる有効成分が単一ではない可能性を示唆し
ている．

他の研究により茶やココアに含まれるポリフェノール
類が抗 IFV 作用を示すことが報告されている 11,12)．CRD
エキス中にもポリフェノールが含まれていることから，

Fig. 3 Inhibition point in virus multiplication
The inhibition point was determined by time of addition assay. CRD extract or Oseltamivir acid (control) were added to each 
step (virus adsorption: -1~0 h, virus replication: 0~4, 4~8, 0~8 h, virus adsorption plus virus replication: -1~8 h). The virus titer 
were measured by focus-forming assay. Experiments were conducted separately at each time, and values are expressed as mean
±SD. A: CRD extract, B: Oseltamivir acid. (P < 0.05); *: (P < 0.01); **: (P < 0.001);***

Table 1 Change of anti-influenza virus activity by PVPP treatment

Polyphenol concentration (mg/ml)
IC50 

(µg/ml)

Before PVPP treatment 1.72±0.07 617±175

After PVPP treatment 1.29±0.04 910±2

Polyphenol concentration and IC50 were expressed as mean±SD.
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PVPP 処理により CRD エキス中のポリフェノールを除去
し，処理前後の抗 IFV 作用を比較した．その結果，ポリフェ
ノール量の減少に伴い，抗 IFV 作用も低下した．このこ
とから，ポリフェノール類が CRD エキス中の有効成分の
1 つである可能性が高い．しかし，PVPP 処理によるポリ
フェノールの除去率はわずか 25 % であり，処理後の CRD
エキスに約 75 % のポリフェノールが残存している．また，
処理後の CRD エキスにおいて，抗 IFV 作用は低下したも
のの，阻害率は約 32 % しか下がっていない．PVPP はフ
ラボノイド系のポリフェノールと結合率が高いことが報告
されている 13)．したがって，CRD エキス中に存在する多
くのポリフェノールは，非フラボノイド系であると考えら
れる．これらの結果から，CRD エキス中には，PVPP に吸
着・非吸着にかかわらず，抗 IFV 作用を有するポリフェノー
ルの存在が示唆された．

結　論

今回行った in vitro における研究では，CRD エキスは
ウイルスの吸着時および培養時の両方で抗 IFV 作用を示し
た．さらに現在，主要な抗 IFV 薬として使用されているオ
セルタミビルリン酸とは異なる作用メカニズムを有すると
考えられた．なお，CRD エキスの安全性はラットやヒト
においてすでに確認されており 14,15)，今後，実験動物やヒ
トでの研究が望まれる．

PVPP を用いた評価から，CRD エキス中の主要な有効
成分は，ポリフェノールであることが示唆された．今後は
抗 IFV 作用を有するポリフェノールの同定など，より詳細
な成分分析が必要である．　

以上より，CRD エキスは，インフルエンザの新たな予
防法または治療法の開発において，非常に有用な食品であ
り，さらなる研究の発展が望まれる．
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ABSTRACT

Anti-influenza Virus Activity of Coix-seed Reactive Derivatives
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Objective: We examined anti-influenza virus (anti-IFV) activity of Coix-seed Reactive Derivatives (CRD) extract.
Methods: H1N1 A/Puerto Rico/8/34 (PR8) strain was infected to Malin Darby Canine Kidney (MDCK) cells. The infected cells 
were cultured by medium supplemented CRD extract for 24 h, and the supernatants were harvested to analyze virus titer by 
focus-forming reduction assay. Polyphenols were removed by PVPP treatment, and anti-influenza virus activity was compared 
with normal CRD extract. 
Results: CRD extract showed anti-IFV activity. In addition, CRD extract inhibited viral adsorption and replication. The study of 
CRD extract by PVPP treatment suggested that polyphenols are the main active component. 
Conclusion: This study revealed that CRD extract has anti-IFV activity against PR8 strain. The mechanism of action was 
inhibited viral adsorption and replication. It was also suggested that anti-IFV activity of CRD extract is due to polyphenols. 

Key words: CRD extract, anti-viral activity, influenza virus, Coix lachryma-jobi


