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目　的
宿主の免疫を増強させ、ガンを抑制・治癒さ
せようとする研究はさまざまな形で行われてき
ている。これらの中でキノコ類の抽出物につい
ての研究は古くから行われており 1）、既に医薬
品として認可されているものもある。これらの
医薬品は免疫力を増強させて抗腫瘍効果をあら
わすものであるが、直接的に腫瘍細胞を攻撃す
るものではないことから、単独投与での効果は
乏しいといわれている。
近年、高齢化の進展と国民の健康志向の高ま
りにより、食品の機能としての免疫能の亢進作
用、疾患の予防・治癒作用、老化防止作用など
が注目されるようになってきた 2)。特に、ガン
の治癒は極めて困難なことから、補完代替医療
として免疫増強作用を有するとされる食品を自
己責任で利用する例が多いことは周知の事実で
ある 3)。これらの食品は、一般的に「健康食品」
という名称で呼ばれ、広く健康の保持増進に資

する食品として販売・利用されるもの全般を指
している。これらの中には国が設定した安全性
や有効性の規格基準を満たした食品を「保健機
能食品」（特定保健用食品と栄養機能食品の 2

つのカテゴリーがある）と表示して販売が認め
られているものが含まれている。
今回は、抗腫瘍作用、免疫増強作用などを有
すると報告されている 4-11)、保健機能食品では
ない、いわゆる健康食品のアガリクス（ヒメマ
ツタケ、カワリハラタケ）及び椎茸菌糸体から
の各抽出物のマクロファージ機能に及ぼす効果
について検討したので報告する。

材料と方法
1. 供試菌

Listeria monocytogenes EGD株をトリプトソー
ヤ液体培地（日水製薬）中 37℃で 18時間培養し、
リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄したのち、
10％グリセリン加 PBSに浮遊させ、-80℃に保
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存した。用時に解凍し所定菌数に調製して用い
た。
2. マクロファージ

J774A.1 マウスマクロファージ様細胞株
（American Type Culture Collection, USA）を
10％ウシ胎児血清（FBS: Biowest, USA）加RPMI 

1640 培地（抗菌薬非含有：和光純薬）中 37℃
で 5 日培養した。その後、PBSで洗浄し、トリ
プシン処理後に 2％ FBS-ハンクス液（HBSS）
で細胞を回収した。遠心洗浄後、10％ FBS-

RPMI 1640培地に細胞を浮遊させ、2.5×10
5
 cells/

mlに調製した。
3. 健康食品
小林製薬株式会社より分与されたアガリクス
エキス（アガリクス）及び椎茸菌糸エキス (LEM)

を供試した。アガリクスは乾燥 Agaricus blazei 

Murillの熱湯抽出物をデキストリンを担体とし
て粉末化されたものである。LEMは Lentinula 

edodes 7911 株を培養して得られた菌糸体（L. 

edodes mycelia）の熱湯抽出物を粉末化された
ものである。いずれの食品も PBSで 20 mg/ml

に調製後、濾過（0.2 μm）したものを使用した。
4. マクロファージの形態変化
細胞液の 1 mlを予めプラスチックシート（和
光純薬）を入れた 24 well組織培養用プレート
（Becton Dickinson, USA）に入れ、5％ CO2 下、

37℃で 18 時間培養した。その後、2％ FBS-

HBSSで洗浄したのち、各種濃度のアガリク
ス、LEM、及び lipopolysaccharide（LPS、大腸
菌O111由来：和光純薬）を含む 2％ FBS-RPMI 

1640培地の 1 mlを加え、5％ CO2 下、37℃で 2

日間に亘って培養した。所定日にwell内からプ
ラスチックシートを抜き取り、PBSで洗浄した
後にメタノール固定し、ギムザ染色後に顕微鏡
下で細胞の形態を観察（1シートあたり300細胞）
した。
5. 抗リステリア活性
細胞液の 0.2 mlを 96 well組織培養用プレー
ト（Becton Dickinson, USA）に入れ、5％ CO2

下、37℃、18 時間培養した。その後、2％ FBS-

HBSSで洗浄したのち、1 mg/ml濃度の上述の食
品を含む 2％ FBS-RPMI 1640培地の 0.2 mlを加

え、5％ CO2 下、37℃で培養した。1 日後、2％
FBS-HBSSで洗浄した後、2％ FBS-RPMI 1640培
地に浮遊させたリステリア菌(1× 10

4
 CFU/ml)の

0.2 mlを加え、5％ CO2 下、37℃で培養した。3

時間後、0.23％ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）
の 80 μlをwell内に添加して細胞を溶解させた
後、全量を 20％ウシ血清由来アルブミン（BSA：
和光純薬）-PBS（120 μl）入りの試験管に回収
した。その後、トリプトソーヤ寒天培地（日水
製薬）を用いて生菌単位（CFU）を測定した。
6. 活性酸素（Reactive Oxygen Intermediates、ROI）
産生能
マクロファージの ROI産生能はリステリア菌
で刺激されたマクロファージからのO2- 遊離量
を指標として測定した。細胞液の 0.2 mlを 96 

well組織培養用プレートに入れ、5％ CO2 下、
37℃、18時間培養した。その後、2％ FBS-HBSS

で洗浄したのち、1 mg/ml濃度の上述の食品を
含む 2％FBS-RPMI 1640培地の 0.2 mlを加え、5％
CO2 下、37℃で培養した。1日後、HBSS（フェ
ノールレッド不含）で洗浄した後に、同液で溶
解したリステリア菌（1× 10

7
 CFU）を含む 80 μ

M cytochrome C（和光純薬）の 0.2 mlを加えた。
37℃で 60 分培養後、上清のODを測定してO2-

活性を求めた 12,13)。
7. 活性酸化窒素（Reactive Nitrogen Intermediates, 

RNI）産生能
マクロファージの RNI産生能はマクロファー
ジの培養上清中に遊離されたNO2- 量として測
定した。上述のO2- 活性の測定と同様にアガリ
クス及び LEM含有培地で 1 日培養した。その
後、2％ FBS-HBSSで洗浄した後に、2％ FBS-

RPMI 1640培地に浮遊させたリステリア菌 (1×
10

7
 CFU)の 0.2 mlを加え、5％ CO2 下で培養し

た。37℃で 3 時間培養後、培養上清を回収して
Griess法でNO2

- 量を測定した 12)。
8. 統計処理
有意差検定は多重比較法（Dunnett法）で行っ
た。

結　果
1. マクロファージの形態変化に及ぼすアガリク
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ス及び LEMの効果
表 1にはアガリクス及びLEMで 2日間に亘っ
て処理されたマクロファージの形態変化を起こ
した細胞の割合を示した。供試細胞株は LPSに
よって 90％以上が元の円形の形態から偽足を伸
展させた形態へと変化した。同様な変化は、ア
ガリクス及び LEMにおいても観察されたが、
このような細胞の割合は LPSにおける場合と比
較すると少なかった。

表 1．�アガリクス及びLEM処理によるマクロ�
ファージの形態変化

処理
濃度

(mg/ml)

処理日数における細胞の形態変化（％）a)

0日 1日 2日
－ － 8.1±2.1  4.1±1.3  5.4±1.6

LPS 0.001 － 92.8±4.6
b)

93.3±5.3
b)

アガリクス 0.1 － 12.0±3.3 12.3±5.3

0.5 － 23.9±3.3
b)

29.3±6.5
b)

1 － 30.6±3.2
b)

33.7±5.0
b)

LEM 0.1 － 16.7±3.5 22.7±6.6

0.5 － 22.3±6.0
b)

23.4±4.6
b)

1 － 27.8±4.8
b)

26.4±3.7
b)

a）Mean±SE�(n=5)
b）非処理対照群と有意差あり(p<0.05)。

2. マクロファージの抗リステリア活性における
アガリクス及び LEMの効果
表 2 にアガリクス及び LEMで処理されたマ
クロファージのリステリア菌増殖抑制効果を示
した。アガリクス及び LEMのいずれで処理さ
れたマクロファージにおいても、リステリア菌
感染 3 時間後の生菌単位は増加したが、その増
殖の程度は非処理細胞におけるよりも少ない傾
向が認められた。

表 2． アガリクス及び LEM処理マクロファー
ジのリステリア菌増殖抑制効果 

処理
濃度

(mg/ml)

CFU（％）a)

0h 3h

－ － 100±5.2 142.4± 9.4

アガリクス 1 － 127.1±12.0

LEM 1 － 128.4±10.5

a）Mean± SE (n=6)

3. マクロファージのROI及びRNI産生における
アガリクス及び LEMの効果
アガリクス及び LEM処理マクロファージに
よる抗リステリア活性の発現における ROIと
RNIの役割を知るために、マクロファージの
ROI及びRNI産生におけるアガリクス及び LEM

の効果を、それぞれO2- 活性とNO2- 活性を指
標として検討した。
表 3 に示したように、マクロファージのア
ガリクス及び LEM処理は、対照群と比較して
有意にリステリア菌刺激O2- 産生を増強させ
た。この増強はアガリクスと LEMにおいては
同様な効果を示した。対照実験として、この実
験系に 1000 U/mlの superoxide dismutase（SOD: 

MP Biomedicals, USA）を添加した場合には、基
質である cytochrome Cに色調変化を生じさせな
かった。これは本実験系の cytochrome Cの色調
変化がマクロファージから遊離されたO2- によ
るものであることを示している。

表 3．�アガリクス及びLEM処理マクロファージ�
のリステリア菌刺激によるROI産生能

処理
濃度

(mg/ml)
O2-産生 (nmole)

 a)

－ － 0.56±0.05

アガリクス 1 0.94±0.04
 b)

LEM 1 0.92±0.01
 b)

a）�組織培養用プレートのwellあたりで示した（Mean±
SE,�n=6）。

b）非処理対照群と有意差あり(p<0.05)。

供試細胞をアガリクス及び LEMで処理して
リステリア菌を感染させた場合の RNI産生の増
強については、今回の実験系では認めることが
できなかった。

考　察
今回の検討では、予備実験より供試細胞株は

LPS処理で、その形態を著しく変化させること、
即ち元の円形の形態から偽足を伸展させた形態
へと変化することが分かった。そこで、免疫増
強剤としての効果の有無をスクリーニングする
ために、この形態変化を利用した。その結果、



平成 23 年 4 月医学と生物学　第 155 巻　第 4 号

185

表１に示したように、アガリクス及び LEMは
LPSの効果ほどではないものの、濃度依存性に
ある程度の割合でマクロファージ機能を増強さ
せる可能性が示唆された。
アガリクスあるいは LEMでマクロファージ
を前処理することによって、マクロファージは
リステリア菌の増殖を抑制させることが分かっ
た。今回の実験系では、この活性発現には ROI

の関与が大であることが示唆された。既に我々
は、アガリクス及び LEMと同様のキノコから
の抽出物であるクレスチン（PSK）のマクロ
ファージ機能に及ぼす効果とリステリア感染抵
抗性増強効果について検討しており、PSKで誘
導されたマウス腹腔マクロファージは対照マク
ロファージにおける場合と比較して、ラテック
ス貪食能、ライソソーム酵素活性、及び ROI産
生能を亢進させること、またマウスに PSKを
腹腔内投与することによってリステリア菌感染
に対する抵抗性を増強させることを報告してい 

る 14, 15)。今回の結果から考えて、キノコ類の抽
出物には共通的にマクロファージ機能を亢進さ
せる活性があることが示唆される。
今回の検討では、アガリクス及び LEMにマ
クロファージの RNI産生を増強させる作用は認
められなかった。従って、アガリクス及び LEM

で誘導されたマクロファージの抗リステリア活
性の発現において、ROIは RNIにおけるよりも
重要な役割を果たしているかもしれない。
我々は結核菌を感染させたマウス腹腔マクロ
ファージにおいて、ROIは感染早期（3時間まで）
に産生されるが、RNIは感染 3 時間以降に産生
され始めることを報告 16)している。リステリア
菌は結核菌と同様に細胞内寄生菌ではあるもの
の、両者は菌種が異なることと増殖速度が遥か
に違うことから、一概には言えないが、今回の
RNI産生の測定系を結核菌における場合と同様
に更に長時間にすれば、あるいは RNI産生の増
強が認められたかも知れない。この点に関して
は今後の検討課題である。
我が国の死亡原因のうち、悪性新生物は第 1

位で肺炎も上位を占めているが、この背景には
高齢化が大きく影響している。即ち、加齢に伴っ

て個体の免疫能が低下し、これがガンや感染症
の増加を招来させている可能性が強く示唆され
ている 17, 18)。また、高齢者はいろいろな要因に
よって低栄養に陥ることが多いが、これは免疫
能低下の重要な危険因子である 19)。このような
状況下にあって、補完代替医療あるいは健康の
保持増進のために健康食品を利用する人は多い
が、健康食品の効果に関するエビデンスは乏し
いのが現状である。
今回の知見は、アガリクス及び LEMには、
宿主の免疫能を増強させる効果があることを示
唆するものと思われる。
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Summary

We studied the effects of Agaricus blazei Murill (Agaricus) and Lentinula edodes mycelia 

(LEM) extracts on macrophage function using J774A.1 mouse macrophage-like cells. 

The macrophages were pretreated with either Agaricus or LEM for 1 day, followed by an 

infection with Listeria monocytogenes, and subsequently, cultured for 3 hours. The growth 

of L. monocytogenes was suppressed in Agaricus- or LEM-treated macrophages. Agaricus 

and LEM enhanced the production of reactive oxygen intermediates (ROI) in macrophages 

infected with L. monocytogenes; however, neither agents increased macrophage release of 

reactive nitrogen intermediates (RNI) after infection. Therefore, the present findings show 

that Agaricus and LEM potentiated the antilisterial activity of macrophages. Furthermore, 

it suggests that ROI play a more important role than RNI in the expression of macrophage 

antilisterial activity induced by Agaricus and LEM.
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