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乾燥杜仲投与による鶏免疫活性向上効果の検討
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中u巾葉全画分，村／11，葉非水溶性同分のいずれかを家禽後期肥育用飼料に 3%混入したものを実験飼料とし，生後 100LI 

の 「おかやま地とり」lこ21I I間投与した。対照として一般制料で飼育した群も設けた。健康状態の指械として全血へマ卜

クリ y 卜伯を，ストレス負荷の指標として全血偽好酸球（heterophil）／／ リンパ球 (lymphocyte）比（I-1/L比）を測定し

た。また免疫反応の指棋として末梢印マクロファージの貧食能，ならびに走化性を，NK細胞活性の指標として末消印リ

ンバ球における CDSα＋細胞の発現を測定した。

実験飼料投与により，体重治加hJ，全血へマトクリッ ト値に有意奈は見られず，健康状態におけ る没’化は観察されな

かった。また，実験制料投与により，ストレスの指標となる全血中の H/L比が低下したことから，乾燥杜i1l1葉投与による

ストレス軽減効果の可能性が示唆された。末梢血マクロファージの貧食能ならびに走化性は対照群と比絞して社仲葉全両

分試料投与群，杜（中柴Jf:7J<A予約画分試料投与群ともに有意に トー昇した。－)j", CD8αー細胞の発現も，対照群と比較して杜

｛中葉全画分試料投与若干，社｛中；i:iic!ド7)<.1州作画分試料投与群ともに有意に ｜ー界した。これらの結果により，乾燥杜仲i完投与に

よる免疫能活性化効果の可能性が示唆された。

キーワード おかやま地とり，社仲，免疫， リンパJ,R, CD8α 十

緒 区司

杜（中は多くの機能性を有するが，中でも社仲ゲニポシド酸によ

る血圧降下作用が知られて以来，社仲からの有効成分の抽出と同

定が行われてきた。 般的にま11られている機能ド主成分としては，

先述の分離されたゲニポシド酸やクロロゲン酸などがある

(Takamura et al., 2007）。 また，杜（中からは摂食量を減らす一方

で筋肉琶を増加させる働きのある Asperuloside(ASP）も分離さ

れている （NakamuraetαI., 1997；矢崎ら， 1998；中型ら， 1996,

駒井ら， 1989; Calisl et al., 2002）。我々はかねてから乾燥社｛11，葉

を 「おかやま地どり」に投与し，可食部の成分組成に与える影響

の検討を行ってきており，脂肪量の低下，な らびに多価不飽和脂

肪酸割合の増加という結果を得ている（口瀬ら，2007）。また飼台

を重ねた結果，乾燥社仲良を投与した群でいくつかの注同するべ

き変化を観察した。その内の一つが乾燥杜［中葉を投与した際の疾

病権患卒の減少である。杜（中には先述の機能性成分の他に， ペク

チンやグ y タペルカをはじめとする多種多様の食物繊維を含んで

いる。著者らはこのおかやま地どりの疾病催忠半の低下の原！大！と

して杜仲食物繊維に注阿し，それを実証することを口的として以
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Fの実験を行った。

生体免疫ゾステムのけiで、消化管免疫は重要な役割を担ってい

る。消化管の免疫担当組織である腸間膜 1）ンバ組織（GALT gut 

associated lymphoid tissue）は，外界からの細菌やウイルスと

いった異物に対して，主に lgAを介した同所免疫を担っている

ことカt長日らi1.ている。

近年になって，食物繊維（Dietaryfiber OF）そのものの経円

投与による腸間膜リンパ節の挙動や，抗体l主生の応答に対する影

響についての問先が報告されはじめた（Limet al., 1997）。Kudoh

らもl業｜頒子実体に含まれる蝋消化性糖質の淫l」投与により，消化

管粘膜中の Bリンバ球発現の割合が増加することを認めている

(Kudoh el al., 1998）。抗』妥協活性についての経口投与実験例とし

ては Nanbaらによるシイタケ粉末を用いた報告（Nanba el al., 

1987）や Ohkumaらによる EA6についての報告がある（Ohkuma

et al., 1982, 1983）。しかし，これまでに仕仲そのものを経口投与

した場合の消化管免疫に対する影響を調べた報告はなし、。そこで

我々は摂取形態の 1モデルとして社仲乾燥粉末をおかやま地どり

に経11投与しワクチン接種条例コ下で免疫応答にとのような影響

を及ぼすかを検討した。

材料と方法

1-1. 試料と一般成分分析

実験に供した乾燥キl:{1!1葉（小林製薬中間内川宵産）は熔煎 ・

乾燥後， ミキサ ーにて粉末状にしたものを’夫’験用試料〔30～60

メ y シュ）とした（杜｛中長全両分試料）。またゲニポゾド酸やクロ

ロゲン酸なとの水溶性機能性成分，ベクチンなど；）＜溶性食物j繊維
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桑守ら社（中葉投与の鶏免疫賦活効果

といった；Jq容性成分の影響を検討するため，熱湯抽出を行った後

の乾燥社（中葉を再乾燥させたもの（杜や11葉非水溶性画分試料）も

試料とした。各杜f中試1GIの一般成分分析は常法（五訂日本食品際

準成分表分析マニュアル， 1997）により，食物繊維は Leeらによ

る方法でそれぞれ分析した（Leeet al., 1990）。

1 2. グッタペルカの定量

社（中生葉を採取直後，液体窒素で急冷し，エタノールに浸漬し

た。その後ミキサーにより破砕い粉末化した。その後，エタノ

ルを溶媒として用いたソックスレー抽出を行い，さらに卜ルエン

を溶~nこ用いてソ y クスレ－ t白出を行 っ た。

ここまでの操作で得られた「祖」杜仲ク y タペルカを精製する

べく， トルエンとメタノールを用いた溶媒沈殿精製をこの後 3回

繰り返した。さらにここで得られた生成物に，熱ノルマルヘキサ

ンを用いた再沈殿精製をさらに胞すことによって，より精製され

た社frrクッタベルカを得た（LuoJ, 2009）。

2. 実験動物および飼育方法

社｛中葉全画分試料，および，Hオ，1，葉非7）く溶性画分試r＋を家禽後期

肥育用飼料に 3%混入したものを実験飼料とした。対照として，

家禽後期肥育用飼料のみを勺えたグルーフ。を設けた。各グルーフ。

の駕数は lO羽から 12;j;Jとした。 100日齢時に体重が均等になる

ように対照群，杜仲葉全画分試料投与群，社（中葉非7］＜.／符tll:両分試

料投勺群に分け，その後3週間それぞれの実験飼料で飼育を行っ

た。なお，社｛中葉：；~7)<溶性画分試料にはゲニポニノド酸は含まれな

い（Tabl巴 l参照）。

3 感作

ワクチンプログラムは生後 711 !=Iにニューカッスル病ワクチ

ン， 14IJ日に伝染料ファブリキウス裂病ワクチン， 24I::! !=Iに

ニュー カy スル病＋伝染性気管支炎ワクチン，48日日に再び

ニューカ yスル病ワクチン投与を飲料水にて行った（Fig.1）。

4. 分析方法

飼育終了後，断頭による放即により採血をわった。断頭は速や

かに行われ，動物に背痛を与えることはなかった。また常法（五

訂日本食品標準成分表分析マニュアノレ， 1997）により，各食用部

位の総脂質量，コレステロール母，および脂肪酸組成を測定した。

乾燥杜1巾葉投与の健康状態に与える影響はミクロヘマ卜クリッ

卜法による全血へマトクリ y ト納測定で倹討した。また，乾燥社

1中葉投与のストレス反応に与える影響はメイ ・ギムザ染色による

（ゐ好酸球I'Jンノマ球比で検討した（平原ら， 2008〕。乾燥杜仲葉投

与の免疫活性に与える影響は蛍光ラテ yクスビーズ法による血中

マクロファーゾ貧食能測定と，ケモタキシスチャンパ一法による

血中マクロフア ジ走化性の測定で検討した（Abasyet al., 2002）。

5. 末梢血からのリンパ球の分離および分析

末梢血からのリンパ球の分離および＼！K細胞の活性を反映す

るCDSα＋細胞の測定は kushimaらの)j法に従った（Kushima 

et al., 2003）。全血は先述の通り，断頭による放血によりへパリン

処理された：ンリンジで採血を行った。全l血に｛氏張液を加え，浴Ifn

させた後， Ficol-paque(Amersham Pharmacia Biotech, USA) 

を用いた濃度勾配溶液を 50×gにてぬ分透心分縦を行い，末梢

血単妓細胞（PBMC）を得た。得られた細胞集問は 10%小胎児血

Table 1. 杜仲集およひ熱湯抽出済み杜｛中葉の一般成分

(lOOg中の含台邑）

社｛中葉全面分試料杜（中葉11：水溶性画分試料

水分 13g 3.8g 

たんぱく質 13 .1 g 114g 

脂質 5.3g 6 3g 

灰分 11. 6 g 8.5g 

糖質 52. 6 g 52 5 g 

食物繊維 41.Sg 33. 7 g 

グッタベノレカ 0. 78g 0.80g 

ゲニポシド酸 308mg 

ワクチンブ。ログラム

（投与は飲水投う）

7 14 

NB IBO 

24 

NB 

48(R齢）

ND 

ND：ニューカッスル病

NB::--.JD＋伝染性気管支炎

IBO：伝染性フアブリキウス褒病

Fig. l. おカ五やまJU!どりワクチンプログラム

IMDM）で 3@1洗浄した。CDSα＋細胞発現は， FITCで標識され

たモノクローナル抗休を用い，フローサイトメーター （COLTER

EPICS EI-ITE, COLTER, USA）にて測定した。

6. 統計処理

各群問の平均値の有意斉検定は Yukumusstatistical library 

(Yukumus, Tokyo,. Japan）を用い， Duncan’smultiple range 

test (Duncan DB, 1955）にて行った。

結 果

1. 社仲葉および熱湯抽出済み社仲葉の一般成分

本実験で用いた社（中葉の一般成分を TableIに示した。杜｛中葉

全画分試料はタンパク質 13.1%，食物繊維 41.8%，グッタベルカ

0.789出であり， 杜｛中葉非ノドifrt'i'画分試料はタンバク質 11.4%，食

物繊維 33.7%，クッタペルカ 0.80%であった。

2. 体重増加量

制仲業全画分試料投与，および杜仲袋非水溶性画分試料投与に

より，体重上昇の抑制｜が見られたが有志差は認められなかった

(Table 2）。

3. 全血へマ卜クリ ッ卜値

名実験群間に全血へマトクリ y ト値に有意斧は見られず，健康

状態の変化は観察されなかった（Table3）。

4. 血液中の偽好酸球とリンパ球の比率 （H/L比）

社（中葉全l両分試料役与，および杜｛rj，葉非水溶性画分試料投与に

消を含んだ Isocov巴’S modified Dulbecco’s medium (FBS より，ストレスの指標となる血液中のがう好般原とリンパ球の比率

J23 
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Table 2. おかやま地とりの各飼料における体重測定結果

(kg) 

100日齢 121円齢

立刊項Ii'手 3.10±0.25 3.32±0.31 

杜仲葉全画分試料投与群 3.08±0.18 3.11±0.25 

社｛中葉非木溶性画分試料投与群 3 .12土0.16 3.15±0.25 

Table 3. 2島全血へマトクリッ卜値（%）

対照群 30.3士2.0

H/1ド葉全両｜分試料投与群 30.1土1.8 

社仲葉非水府十七画分試料投与群 29.5土1.6 

値は平均±標準誤差で示した（n=l0tol2)

Tab！巴 4 血液中の偽好敵球とリンバ球の比半

(I-1/L比）

対照群 0.41士0.01' 

杜仲葉全画分試料投与併 0.32士0.01 b 

tu中葉非水溶性画分試料投勺群 0.34士0.01 b 

値は平均±標準誤差で示した（n= 10 to 12) 
崇1'.f号問で有怠差を認めた（p<005)

(I-1/L比）が対照群と比較して有意に低下した （Table4）。

5. マクロファージ貧食能

免疫反応の指標となるマクロファージの貧食能は対照群が 46

±3%，社（中葉全画分試料投与群が 58士3%，杜｛中葉非水溶性画分

試料投与群が 56士2%であり，対照群と比較して社仲集全画分試

料投与群，社f巾葉非＊m十七画分試料投与群ともに有意にヒ昇した

(Table 5）。一方，走化性も対照群が 49±2%，杜｛中葉全画分試料

投与群が 57±3%. tu中葉非水溶性画分試料投与群が 55±2%で

あり，対照群と比較して杜仲葉全面分試料投与群，社｛rj1業非水溶

性画分試料投与群ともに有意に上昇した（Table6）。

6. NK細胞活性

免疫反応の指標となる NK細胞の活性は CD8α＋細胞の測定を

持って検討した。 CD8α＋細胞の発現は対照群が 16士1.5%，杜伸

長全画分試料投与群が 29土2.1%，社｛中葉非ノド溶性画分試料投与

群が 26±2.09ちであり，対照砕と比較して杜仲葉全両分試料投与

群，村fr↑：葉非水溶性画分試作｜投与群ともに有意にヒ昇した

(Table 7）。

考 察

本実験条例ー下において，杜（中袋全画分試料，社｛中葉非＊治性画

分試料段勺ーにより，（本電上昇の抑制傾向が見られたものの，全血

へマトクリ y 卜値においても有意差は認められず，名実験群聞に

健康状態の変化は観察されなかった。一方，中上｛巾葉全両分試料，

杜f中葉非；）＜溶性画分試料投与により，ストレスの指標となる血液

中の偽好酸球とリンパ球の比率（H/L比）が低下したことから，

乾燥社｛rj1葉投与によるストレス軽減効果の可能性が示唆された。

J24 

Table 5. 7 クロフ ァージ貧食能 （%）

女、rnm,1 46±3' 

Hf巾葉全両分試料投与併 58土3b

社｛中葉非＊溶性画分試料投勺群 56±2b 

（｜肉は平均±襟Y怪誤差で示した（n=l0tol2)

異符号間で有意差を認めた（p<005)

Table 6. マクロファージ走化性（%〕

対照群

杜（中葉全画分試料投与群

4土f中葉非＊溶性同分試料投与群

49±2' 

57±3b 

55土2b

値は平均±t;；：準誤売で示した（n=lOto 12) 

異符号問で有意差を認めた（p<0.05)

Table 7. 末梢白からのリンパ球の CDSα＋

細胞の発現（%）

対照群 16土1.5" 

社｛中葉全画分試料投与群 29土2.1" 

社（中葉非木溶性画分試料投与群 26士2.0"

値は平均±棋準誤発で示した（n=l0tol2)

異符号間で省意完を認めた（p<0.05) 

また，社｛rj1葉；J＜溶性画分の有無に関わらず， I-1/L比が低下したこ

とから，この効果は杜仲葉の非水溶性画分によるものであること

が示唆された。

免疫反応の指様となるマクロフア ジの食食能は対照群と比絞

して社仲集全画分試料投与群，杜｛中葉非；）＜溶性画分試料投与群と

もに有意にと昇した。一方，走化性も対照鮮と比較して杜仲葉全

画分試料投与群，社｛巾業非水治Iif：画分試料投与群ともに有意にヒ

昇した。免役反応の指標となる NK細胞の活性は末ザj血リンバ球

における CDSα＋細胞数の測定を持って検討したが， CDSα十納胞

の発現も対照苦手と比較して杜｛中長全函分試料没与群，や1:i中葉非水

溶性副分試料投与群ともに有意に増加した。

これらの結果によ り，乾燥社｛中長投与によるストレスの軽減，

ならひ刊に免疫能活性化効果の可能性が示唆された。また，杜｛中葉

！］＜溶性画分の有無に関わらず，マクロファージ貧食能，定化性，

ならびに CDSα 細胞の発現が活性化されたことから，これらの

効果はいずれも社十1，葉のこの効果は杜仲葉のノド溶性機能性成分で

あるゲニポゾド酸や杜仲に多く含まれるべクチンなとの水溶性食

物繊維によるものではなく，グ y タペルカをはじめとする非水溶

性画分によるものであることが示唆された。

グy タペルカのような難消化性の，いわゆる非木溶性食物繊維

には前述のように免疫賦活作用のある成分が存在するが，その多

くは多糖類である。最近，食物繊維の中にも消化管免疫に対して

影響を＆ほすものがあるという研究結果が発表された。 Limらは

水溶性食物繊維の中でペクチンを経「l投与することにより血清中

のIgG,lgAの濃度が増加し，アレルギーの要因であるといわれ

ている lgEの濃度を低下させるという全身性免疫への影響のほ
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か，腸管膜リンパ節中のリンパ球が産生する［gA濃度のl曽加お

よび IFN-rや TNF－αなとのサイトカインの用加という局所免疫

である消化管免疫への影響の可能性を示唆したが，キトサンは血

清巾の［gAを減少させると報告している（Limet al., 1997）。こ

れに対し， Miguelらおよび Maedaらはキチン質が免疫賦活効果

のあることを報告している（Miguelet al., 1992; Maeda et al., 

1992）。 Kudohらは，菌頬子実体（しいたけなど）の難消化性糖質

の経口投与による消化管粘膜中のκlightchainおよび lgA発現

細胞の割合の増加を認めている（Kudohet al., 1998）。食物繊維

の一様である β－Dーグルカンや EAGの抗腫協活性の発現につい

ては宿主の免疫機能を賦活することによって起こるとされでいる

（駒井ら， 1989）。このような免疫賦活作用が消化管粘膜の中でも

発現されているとすれば，＋上仲食物繊維の経11投与は消化管tii脱

免疫に対して影響を及ぼすことは ｜分考えられる。

乾燥社（中葉の割合を変化させておかやま地どりに与える予備実

験の結果，飼料中の乾燥杜（中葉書IJ合の上昇に伴い，食餌摂取量が

減少することが判明しており，今!blの3%という投与レベルは食

餌摂取量に有意な変化を示ぢない 1－：.隈であった。この食餌摂取量

の低下は乾燥社仲葉の飼料巾割合の増加がおかやま地どりに対す

る投与試料の晴好性を悪、化させることによるものであると考えら

れる。今後はグッタペルカなとの杜仲中非l!<i容n，画分そのものを

投与することで杜仲中非水溶性画分投与量を増加させ，その際の

末梢血マクロファーゾやリンパ球における CDSα＋細胞の応答を

検討していく方針である。
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Effect of Feeding Dry Eucommia ulmoides to Immuno-Activities 

in Chickens 

Masanori Kuwamori1, Mitsunori Uchida2 and Mario Mese 1 

1 Department of Nutrition Mimasaka University 50 Kitazono-cho Tsuyama-city Okayama 708- 8511 Japan 

' Takara Corporation 118- 6 kokubunji Tsuyama-city Okayama 708- 0843 Japan 

We examined the activation of immunoactivity ability of eucommia ulmoides (E. ulmoides) leaves when E. 

Ulmoides leaves were fed to chickens for 21 days. The weight of the chicken was measured befor the start of 

breeding and after the end of breeding. The peripheral blood was collected after the end of breeding. The 

hematocrit value and heterophil / lymphocyte ratio of peripheral blood were analyzed. Immunoactivity analyzed 

by measurement of phagocytosis with macrophages, macrophage chemotaxis,and NK cells activity in chicken's 

peripheral blood. The macrophage phagocytic capacity of peripheral blood was analyzed by the fluorescence latex 

bead method. The macrophage chemotaxis of peripheral blood was analyzed by the chemotaxis chamber method. 

NK cells activity measured by analysis of CDSa ' cells by flow cytometory. 

The weight gain decreased by E. Ulmoides feeding. There was no difference in the hematocrit value of 

peripheral blood . From these results, it was proved that there is no aggravation of the health condition accom

panying weight reduction. As compared with the contrast group, the ratio of peripheral blood heterophil / 

lymphocyte increased significantly in the dry E. Ulmoides leaves feeding group and the boiled E. Ulmoides leaves 

feeding group. This result shows the stress mitigation effect of the dry E. Ulmoides leaves feeding . 

As compared with the contrast group, the phagocytic capacity and chemotaxis of the macrophage of 

peripheral blood increased significantly in the dry Eucommia Ulmoides leaves feeding group and the boiled E . 

Ulmoides leaves feeding group. On the other hand, as compared with the contrast group, the dry E. Ulmoides 

leaves feeding group and the boiled E. Ulmoides leaves feeding group also increased discovery of the CDSa ~ cell 

significantly. The possibility of the activation effect of immunoactivity by dry E. Ulmoides leaves feeding was 

suggested by these results. 

(Japanese Journal of Poultry Science, 47 : J22 - J26, 2010) 
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