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要約 

•インターナチュラル（INT）は、5つの厳選された植物からの抽出物で構成される広く使用されている 

ハーブである。 

•INTは、マクロファージ、樹状細胞、および線維芽細胞で I型インターフェロン（IFN）を強力に誘導 

した。 

•INTは、Toll様受容体 4および TRIF / MyD88経路を介して I型 IFN遺伝子の発現を誘導した。 

•INTの高分子画分（MW> 10,000）には、I型 IFN誘導活性が含まれていた。 

•INTは線維芽細胞に対するウイルス感染を防御した。 

 

概要 

背景: インターナチュラル(INT)と呼ばれる５つのハーブ抽出物の混合物は、カボチャの種、紫ウコン、ハ

トムギ、トウモロコシの花柱、とケイヒから調整され、免疫を高める効果や健康全般に良いとされ、日本

をはじめ各地で広く使用されている。使用事例により有効性が示されているが、INT の免疫力を 

高めるメカニズムは解明されていない。 

 

目的: 本研究の目的は、INT がマウス骨髄由来マクロファージ(BMDM)でⅠ型インターフェロン(IFN)を

誘導するかどうか、そしてどのようなメカニズムで誘導するかを調査することであった。 



 

試験デザイン: 我々は、INT または他の Toll 様受容体リガンド【細菌性リポ多糖（LPS）、二本鎖 RNA

（deRNA）、ポリイノシン酸-ポリシチジル酸カリウム塩（poly(I:C)）、CpG オリゴヌクレオチド】で処理

された BMDM におけるⅠ型 IFN(IFNβ および IFNα) の誘導を測定した。 

INT が Toll 様受容体４（TLR４）を介してシグナル伝達するかを調べるため、TLR4 特異的阻害剤を試験

した。また INT が、TLR4 アダプター、toll/IL-1 受容体(TIR) ドメイン含有アダプター(TRIF)、または骨

髄分化因子 88 (MyD88)を利用するかについても詳しく試験し、TRIF-KO および MyD88-KO の BMDM

における INT の IFNβ 誘導について調べた。 

次に、脳心筋炎ウイルス(EMCV)モデルを使って、INT が線維芽細胞に直接または間接的に抗ウイルス効

果をもたらすかどうか調査した。 

 

結果: 我々はまず、INT を BMDM に添加すると、2 時間以内にⅠ型 IFN (IFNβ および IFNα) を強力に

誘導することを観察した。INT による IFN 発現の誘導は、LPS と同様に TRIF/MyD88 アダプターを介し

てシグナル伝達をする TLR4 に媒介された。 

INT 抽出物の高分子画分(MW > 10,000) には、IFN 誘導活性が含まれていた。INT 処理された BMDM 上

清はウイルス力価を低下させ、未処理の線維芽細胞を脳心筋炎ウイルス（EMCV）への感染から防御した。 

 

結論: INT は、BMDM と他の細胞型で、Ⅰ型 IFN mRNA とタンパク質を誘導した。この誘導は、

TRIF/MyD88 伝達経路を使ってシグナルを伝達する TLR4 に媒介された。 

INT の高分子（MW）成分にはⅠ型 IFN 誘導活性が含まれていた。INT 処理細胞の上清は抗ウイルス活性

を示し、細胞をＥＭＣＶへの感染から防御した。これらの所見は、ＩＮＴが宿主の自然免疫を強化する新

規の天然 IFN 誘導物質であることを示している。 

 

キーワード: 漢方薬（herbal medicine）;インターフェロン（interferon）; 病原体耐性（pathogen 

resistance）;マクロファージ（macrophages）;Toll様受容体（Toll-like receptors） 
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Ⅰ型インターフェロン (IFN) は広範な抗病原体活性を誘発するサイトカインである(1、2)。 10 種類以上

のⅠ型 IFN 遺伝子があり、ヒト染色体 9 番およびマウス染色体４番にそれぞれ集合している(3、4)。 

これらの遺伝子はウイルス、病原体、およびそれらの分解成分に反応して活性化され、Toll 様受動体

(TLR)など病原体を認識する受容体に関与する(5–8)。これらのリガンド‐受容体相互作用は、最初に

IFNβ 発現を、次に IFNα 遺伝子誘導を活性化する (9、10)。Ⅰ型 IFN は、RNA ウイルス、DNA ウイル

ス、レトロウイルス、様々な細菌、および病原性真菌に対する自然耐性を示す(2)。Ⅰ型 IFN は自然免疫

および獲得免疫を増強し、癌細胞増殖の抑制に作用する(11、12)。 

Ⅰ型 IFN 遺伝子は、人類史に記されるより前からある慣習(13、14)として、長い間、人間の多種多様な病

気の治療に使われてきたハーブ製品などの天然物によって活性化される(13–19)。アロエや昆布を含む

様々な植物からの抽出物は、抗ウイルス活性および IFN 誘導活性を示すか(15–17)、IFN の効力を増強す

ることが報告されている(18)。その他のハーブ製品は抗腫瘍活性を有している (19)。 

 

インターナチュラル(INT)は 1950 年代に小島保彦によって開発された。(＊注１) 

小島は、Issacs と Lindenmann によるⅠ型 IFN の発見より前に(22)、ワクシニアウイルスに感染したウサ

ギにおいて観察されたウィルス抑制因子を報告した(20、21)。 

 小島のその後の努力は、IFN 誘導活性を持つハーブ混合物の発見と分離につながった。最終生成物である

IＮＴは、カボチャの種、紫ウコン、ハトムギ、トウモロコシの花柱およびケイヒから調整された抽出物

で構成されている。これらの植物由来物質は、他の何百もの植物をスクリーニングした後に選択された。

現在、株式会社パラディアム(http://paladium.co.jp/about/IFNinducer/#feature) が厳しい品質管理のもと

で製造する INT は、一般的な免疫を高めるための経口サプリメントとして、日本および世界各地に流通し

ている。 

INT の抗ウイルス活性はウサギのワクシニアウイルス感染モデルにおいて示されたが、INT の生物学的活

性と基礎的な作用機序は不明なままである。 

今回、我々は、INT がマウス骨髄由来マクロファージ（BMDM）および他の細胞において IFNβ と

IFNα 遺伝子発現を誘導し、ウイルス感染への防御となることを報告する。INT は細菌性リポ多糖（LPS）

と同様に、TRL４と相互作用し、TRL４を介してシグナル伝達することを示す。これらの所見は、INT が

宿主の自然免疫を増強する IFN の強力な誘導物質であるという有力な根拠となる。 

 

＊注１：原文誤記 ： Internatural(INT) → Interferon 

「インターフェロンは 1950 年代に小島保彦らによって発見された。」 訂正（小島保彦） 

根拠①： Wikipedia より、 

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%B0%8F%E5%B3%B6%E4%BF%9D%E5%BD%A6 

   根拠②：文部科学省 HP アーカイブ 国立国会図書館が保存した 2009 年 8 月 3 日より 

https://warp.da.ndl.go.jp/info:ndljp/pid/286794/www.mext.go.jp/b_menu/hakusho/html/hpaa200

401/hpaa200401_2_018.html#tb1020101   

 

材料および方法 

INT の凍結乾燥粉末 (1.0 g) (株式会社パラディアム、日本)を 10 mL の蒸留水で再構成し、90°C で５分

間加熱してから、3,000 rpm で 10 分間遠心分離した。不希釈抽出物をアミコンウルトラ（Amicon Ultra）

-2 遠心式フィルター10 K デバイス (ミリポア（Millipore）、米国マサチューセッツ州ビレリカ) にかけ、 



メーカーの指示に従って処理をした。 

LPS （大腸菌 0111: B4 由来)、CpG (1826 ODN および 1585 ODN)、ポリイノシン酸-ポリシチジル酸

[poly(I:C)] 高分子量(HMW)、およびトランスフェクサン試薬 LyoVec™を InvivoGen (米国カリフォルニ

ア州サンディエゴ)から購入した。これらの試薬を BMDM および他の細胞に、次の濃度で加えた：INT 

(500 倍 1,000 倍または 5,000 倍希釈)、LPS (200 ng/mL)、poly(I:C) (1 μg/mL)、および CpG ODN (1 

μg/mL)。 

TLR4 シグナル伝達の阻害を測定するため、BMDM を 3 μM CLI-095 (InvivoGen) で６時間処理した後、

INT または LPS で２時間処理した。LPS による試薬の汚染を調べるため、BMDM を、1 μg/mL ポリミ

キシン B (PMB) (InvivoGen)の存在下または非存在下で、INT または TLR リガンドで処理した。 

 

マウスと細胞培養 

C57BL/6 マウス、C57BL/6 背景の骨髄分化因子 88 (MyD88)ノックアウト(KO)マウス、および Toll/IL-

1 受容体 (TIR)ドメイン含有アダプター(TRIF)-ノックアウトマウス (C57BL/6J-Ticam1LPS/J)は、前述の

とおり、米国メリーランド州ベセスダのアメリカ国立衛生研究所（NIH）の国立小児保健発達研究所

(NICHD)の動物施設で維持されていた(10)。MyD88-KO マウスは審良静男博士から提供された(8)。

TRIF-KO マウスは、ジャクソン研究所（Jackson Laboratories）から購入された。 

マウスが関わるすべての実験は、NICHD の動物実験委員会（ Institutional Animal Care and Use 

Committee）のガイドラインに従って実施された(試験プロトコル 14-044 および 17-044)。 

BMDM は、記載通りに C57BL/6 マウス(1–3 ヶ月齢)から調整された(23)。簡潔に述べると、BM 細胞は、

ダルベッコ改変イーグル培地/F12 培地 (コーニング（Corning）、米国 NY 州)で培養した。このとき、マ

クロファージコロニー刺激因子(20% [v/v])として、10%のウシ胎児血清、1% (v/v) の非必須アミノ酸

(Gibco、米国 CA 州)、ピリビン酸ナトリウム(Gibco)、l-グルタミン (Gibco)、10 mM の 2-メルカプトエ

タノール(Gibco)、抗生物質(ペニシリンまたはストレプトマイシン) (Gibco)、およびマウス線維芽細胞株

L929 細胞の培養から採取した上清を添加した。 

5–7 日目に、細胞 (2×105/ウェル) を 24 ウェルプレートに加え、100 U/mL の遺伝子改変マウスの精製

IFN-β (R&D Systems、米国ミネソタ州ミネアポリス) と一晩プライミングした(24)。 

BM 由来樹状細胞(DC) は、報告のとおり、10％ウシ胎児血清、1% (v/v) の非必須アミノ酸 (Gibco)、ピ

リビン酸ナトリウム(Gibco)、l-グルタミン (Gibco)、10 mM の 2-メルカプトエタノール(Gibco)、および

抗生物質(ペニシリン/ストレプトマイシン) (Gibco)を添加し、200 ng/mL のヒト遺伝子組換え fms 様チロ

シンキナーゼ3リガンド(Flt3L) (PeproTech、米国ロッキー・ヒルNJ州)とともに RPMI 1640 培地(Gibco)

で培養された(25)。 

この培養システムは、約 15%の CD11c+ (Biolegend、米国 CA 州サンディエゴ)、PDCA-1+ (eBioScience、

米国サンディエゴ)、および B220+ (Biolegend) 形質細胞様樹状細胞(pDC)から構成される細胞集団を定

期的に生成した。刺激として使用した pDC は、BD FACS Aria セルソーターを用いて分離された。マウス

胚性線維芽細胞(MEF)、野生型 C57BL/6 マウスから採取した 15 日齢の胚から調整した (26)。 

 

RT-qPCR法による IFN mRNAの検出 

IFNα、IFNβ、および Il1β mRNA は、記載のとおり、定量的逆転写 PCR 法（RT-qPCR）を使って測

定された(10、23)。 転写レベルは、Gapdh のレベルに正規化され、データは誘導倍率で表される。プラ

イマーは以下の通りであった(5′-3′): 



Gapdh (Fw): GTGTTCCTACCCCCAATGTまたは CGTCCCGTAGACAAAATGGT 

Gapdh (Rv): TGTCATCATACTTGGCAGGTTTCまたは TTGATGGCAACAATCTCCAC 

IFNa (Fw): TCTGATGCAGCAGGTGGG 

IFNa (Rv): AGGGCTCTCCAGACTTCTGCTCTG 

*プライマーは、すべてのアイソフォーム、IFNα アイソフォームをコード化して配列を増幅した(9、10)。 

IFNb (Fw): ACAGCACCAGCTTCTTCATCAG 

IFNb (Rv): TCTTCAAAGGCTTCATCTGCAA 

Il1b (Fw): AGTTGACGGACCCCAAAGA 

Il1b (Rv): GGACAGCCCAGGTCAAAGG 

 

IFN のたんぱく質検出 

IFNβ タンパク質レベルは、記載のとおり(10、23)、VeriKine-HS Mouse IFN Beta Serum ELISA Kit(PBL 

Assay Science、米国 NJ 州ピスカタウェイ)を購入し酸素結合免疫吸着検定法(ELISA)を使って測定された。 

 

脳心筋炎ウイルス感染とウイルス複製のアッセイ 

MEF (１プレートあたり 1 × 106) を 24 ウェルプレートに加えて 18 時間培養した。細胞に INT、TLR リ

ガンドを感染前または感染後に処置し、また BMDM 上清でも処置を行った。細胞は洗浄され 40–57 時間

培養された。 

ウイルスが誘発する細胞溶解は、クリスタルバイオレット染色液を使って可視化した。脳心筋炎ウイルス

(EMCV) (ATCC VR-1479) に感染した MEF の上清中のウイルス力価は、記載のとおり、プラークアッセ

イ法を使って決定された(26)。 

 

結果 

INT は、BMDM で IFNβ と IFNα の発現を誘導する。 

我々はまず、BMDM における、INT の IFNβ mRNA 発現誘導能力を決定した。図 1a は、INT、LPS、

poly(I:C)、および CpG 存在下での IFNβ の時間レベルの比較を示す。1:1,000 に希釈された INT は、

BMDM における IFNβ 発現の誘導に最適であり、INT のこの希釈では、IFNβ mRNA レベルは２時間で

40 倍より高くなった。LPS と poly(I:C)もまた 2 時間で IFNβ ピークを誘導した。対照的に、CpG は始め

の２時間の培養中、IFNβ を有意に誘導しなかったが、２４時間後に誘導した。 

最も高い IFNβ 誘導は poly(I:C)で観察され、次いで LPS、INT、そして CpG であった。図 1b は、上記

の試薬で処理された BMDM の上清中の IFNβ タンパク質の量を示している。LPS と poly(I:C)による生

成量より少ないものの、INT 処理された細胞も 10 pg/mL を超える量の IFNβ を生成した。 

我々は次に、INT による IFNα 誘導を調べた。図 1c のデータは、LPS および poly(I:C)よりも低いもの

の、INT が BMDM で IFNα mRNA を誘導したことを示している。 

  

 



 

 

図 1. インターナチュラル(INT) は、骨髄由来マクロファージ(BMDM)でⅠ型インターフェロン(IFN)の発

現を誘導する。(a) BMDM は INT (希釈率 1:1,000)、リポ多糖(LPS) (200 ng/mL)、ポリイノシン酸⁻ポリ

シチジル酸[poly(I:C)] (1 μg/mL)、および CpG (ODN 1826,1 μg/mL)で処理された。 IFNβ 転写は RT-

qPCR を使って測定され、Gapdh 測定値に規格化し倍数誘導値として表された。値は、技術的重複の平均

±SD（標準偏差）を表す。 

以下、3 回行った試験の代表例の結果を示す。 

 (b) 上記濃度の INT、LPS、または poly(I:C)で BMDM を処理し、24 時間後の培養物から採取した上清

中の IFNβ タンパク質の酵素結合免疫吸着検定法の分析。値は、技術的重複の平均±SD を表す。以下、

2 回行った試験の代表例の結果を示す。 (c) INT および他のリガンドで処理された BMDM 中の IFNα 

mRNA レベル。値は、技術的重複の平均±SD を表す。 

以下、3 回行った試験の代表例の結果を示す。 

 

TLR４を介した INTのシグナル 

TLR4 は２つのアダプター、TRIF および MyD88 を介して LPS とシグナルを結合するが、poly(I:C)を認

識する TLR３は、TRIF を介して排他的にシグナルを伝達する(23、27–30)。TLR9 を含む他の TLR は、

CpG に結合し、MyD88 を活用するが、TRIF は活用しない (27、28)。リガンド結合とアダプター活性化

は IFNβ 遺伝子転写をもたらし、続いて複数の IFNα 遺伝子が誘導される(9)。 

INT による IFN 誘導を介在するシグナル伝達経路を識別するため、アダプターMyD88 または TRIF に欠

けるマウスからの BMDM を調べた。図 2a (左のパネル)に示すとおり、INT は野生型（WT）細胞で 2 時

間で 100 倍以上 INT を誘導した。TRIF-KO 細胞での INT の IFNβ 誘導は、WT 細胞よりもはるかに低

かった。一方、MyD88-KO 細胞での IFNβ 誘導は、ほんのわずかの減少であった。LPS も、WT 細胞で

2 時間後に 200 倍以上 IFNβ mRNA を誘導した(図 2a、中央左のパネル)。INT 同様、この誘導は TRIF-

KO 細胞で顕著に減少したが、MyD88-KO 細胞での減少は控えめであった。この結果は、核内因子 κB 

(NF-κB) が MyD88 を介してシグナル伝達し、TNF および IL-1 などの炎症性サイトカインを活性化する

と同時に、LPS が TRIF にシグナル伝達して、IRF3 により IFN が活性化されることを示した Palsson-



McDermott と O’Neill の報告と一致している(30)。以前にも、我々は別の TLR4 リガンドで、IFN 誘導が

TRIF に対する強い依存を観察した (23、29)。TLR３リガンドの Poly (I:C)は、WT 細胞において２時間

で 300 倍以上 IFNβ を誘導した。この誘導は予測通り、TRIF-KO 細胞で阻害された。 

対照的に TLR９のリガンドである CpG は、2 時間で有意なレベルで IFNβ 発現を誘導しなかった (Y 軸

のスケールの違いを参照) (図 2a 右のパネル）。ピーク誘導はその後 24 時間で観察された(データ記載な

し)。INT による IFNβ 誘導の経時変化と TRIF アダプターへの強い依存性をあわせると、LPS の IFN 誘

導との類似性が示され、INT が TLR４を介してシグナル伝達する可能性が示唆される。 

  

 

 

図 2. インターナチュラル(INT)は TLR4 を介してシグナル伝達する。値は技術的重複の平均± SD を表す。

以下、2 回行った試験の代表例の結果を示す。(a) 野生型 C57BL/6 マウス、MyD88-KO マウス、または

TRIF-KO マウス(C57BL/6 背景)から分離された骨髄由来マクロファージ（BMDM）で INT、リポ多糖

(LPS)、ポリイノシン酸ポリシチジル酸[poly(I:C)]および CpG による IFNβ 発現の誘導。BMDM は、



INT (1:1,000 希釈)、LPS (200 ng/mL)、poly(I:C) (1μg/mL)または CpG (1826 ODN、1 μg/mL)で 0–2

時間処理された。 

図 1 に示すとおり、IFNβ mRNA レベルが測定された。(b) IFNβ 発現(上)、Il1β 発現(中央)と IL-6 発

現 (下) の誘導に対する TLR4 阻害剤 CLI-095 の効果。BMDM は、CLI-095 (3 μM)の存在下と非存在下

で、INT、LPS、または poly(I:C) で６時間処理された。 

INT が TLR4 を介して作用する可能性をさらに調べるため、TLR4 特異阻害剤 CLI-095 の効果を検証した

(31、32)。INT または他の TLR リガンドを加える６時間前に、CLI-095 を BMDM に加えた。CLI-095

は INT および LPS による IFNβ 誘導を完全に阻害した(図 2b、左のパネル)。しかし、CLI-095 は IFNβ 

mRNA の poly(I:C)誘導を阻害しなかった(図 2b、右のパネル)。我々は、INT が LPS および poly(I:C)と

同様に、IFNβ に加えて IL-1β と IL-6 mRNA を誘導することも観察した。INT と LPS による IL-1β と

IL-6 の誘導もまた CLI-095 に阻害されたが、poly(I:C)による誘導は阻害されたなかった。これらの結果

は、INT が TLR４を介してシグナル伝達することを示している。 

我々の調整する INT に LPS が含まれており、CLI-095 が混入 LPS の活性を阻害する可能性を排除するた

め、LPS のリピド A 部分に結合して活性を中和する PMB の効果を調べた(33、34)。PMB (1 ng/mL)は、

LPS が誘導する IFNβ および IL-1β 発現を無効にしたが、INT によるこれらのサイトカインの誘導には

影響しなかった。(図 3)。これらの結果は、TLR4 の活性化と、ＩＮＴによる IFNβ および他の炎症性サ

イトカインの誘導が、LPS 汚染によるものではないことを示している。 

  

 

 

図 3. IFNβ と Il1β は、ポリ多糖（ＬＰＳ）汚染ではなく、インターナチュラル(INT)の刺激で誘導され

る。ＩＮＴまたはＬＰＳによる IFNβ と Il1β の発現誘導に対するポリミキシンＢ（ＰＭＢ）の効果が示

されている。骨髄由来マクロファージはＰＭＢの存在下または非存在下で、ＩＮＴまたはＬＰＳで２時間

処理された。これらの値は技術重複の平均値±SD を示す。 

以下、3 回行った試験の代表例の結果を示す。 



INT は、pDC および MEF において、IFNa および IFNb を適度に誘導する。 

INT が IFN を誘導する細胞の範囲を評価するため、ＩＮＴのⅠ型 IFN 誘導能力について、形質細胞様樹

状細胞(pDC) と MEF を試験した。 

pDC は、ウイルス感染やその他の刺激に反応して、高レベルのⅠ型 IFN を生成するが(35、36)、 ＢＭＤ

Ｍより低いレベルでＴＬＲ４を発現するため、LPS には適度に反応した(25、35)。MEF およびその他の

線維芽細胞は様々なレベルの TLR４を発現し、Ⅰ型 IFN を誘導する LPS への反応は軽度であった(37)。

我々は Flt3L 存在下で BM 細胞から pDC を生成し、蛍光活性化細胞選別装置（FACS）を使って分離した

(38)。図 4a の FACS プロファイルは、CD11c+PD、CA-1+、および B220+ pDC の母集団を示している。

pDC を INT、LPS、または poly(I:C)で処理し、IFNβ および IFNα の誘導を調べた(図 4b)。INT と LPS 

は適度の量の IFN を誘導し、１日後（23 時間）にピークに達した(図 4b、左および右のパネル)。一方、

CpG は両方の IFN をはるかに高いレベルで誘導し、12 時間と 23 時間でピークに達した。(図 4b、中央の

パネル)。 

  

 

 

図 4. 形質細胞様樹状細胞(pDC)およびマウス胚性線維芽細胞(MEF)におけるⅠ型インターフェロン（IFN）

発現の誘導に対するインターナチュラル(INT)の効果。(a) Flt3L を使用した骨髄培養から生成されたｐ

DC の蛍光活性化細胞選別分析。CD11c+、PDCA-1+、および B220+細胞の集団(丸で囲まれた部分)を分



類して、INT による IFN 発現の誘導について試験した。 

(b)INT および他のリガンドで処理された pDC におけるⅠ型 IFN mRNA の RT-qPCR 分析。データは２

回行った試験の平均±SD を示す。(c) MEF をリガンドで処理し、IFNβ mRNA レベルを（ｂ）に記載の

とおり測定した。値は技術的重複の平均±SD を示す。 

以下、3 回行った試験の代表例の結果を示す。 

図 4c（上のパネル）に示すとおり、ＩＮＴも 1/100 と 1/1,000 希釈のＭＥＦ両方で中程度の IFNβ を誘

導し、異なる時間経過を示した。IFNβ 全体のレベルは INT によるものよりも低いが、この誘導パターン

はＬＰＳによるものと類似している (図 4c、下のパネル)。ここで観察されたＬＰＳによる弱い IFN 誘導

は以前の報告と一致している(37)。しかし、poly(I:C) はかなり高レベルで IFNβ を誘導した(図 4c、下の

パネル)。 

これらの結果は、ＩＮＴがＴＬＲ４を介するシグナル伝達と一致する方法で、複数の細胞型においてⅠ型

IFN 発現を刺激することを示している。 

 

INT の高分子量成分は I型 IFN遺伝子発現を活性化する 

INT の分子特性の評価を開始するため、INT の有効成分のおおよその分子量（MW）を調べた。超遠心分

離システムを使って、INT を 10,000 分子量以上と以下に分画した。２つの画分を、IFNβ と IFNα の誘

導について調べた(図 5)。高分子画分は、分画しない INT と同等またはそれ以上のレベルで IFNα と

IFNβ の両方を誘導することがわかった。一方、低分子画分は、IFNα または IFNβ のいずれも有意な量

を誘導しなかった。 

  

 

 

図 5. インターナチュラル（INT）の高分子量成分は、Ⅰ型インターフェロン（IFN）誘導を刺激する。

INT は、10,000 分子量をカットオフとする限外ろ過システムを使って、高分子量成分と低分子量成分に分

離した。各画分において、骨髄由来マクロファージにおける IFNβ および IFNα mRNA の発現誘導能力

を調た。合計：未分画 INT、上位：＞10,000 分子量、低位：<10,000 分子量。値は技術的重複の平均値

±SD を示す。 

以下、２回行った試験の代表例の結果を示す。 

 

INT は I 型 IFNを介して EMCV感染に対する耐性を宿主に付与する 

INT にウイルス感染から細胞を保護する特性があるかを確認するため、我々は次に MEF の EMCV 感染に

対する INT の効果を検証した。(図 6a) (39)。INT の抗ウイルス活性は、MEF において２つの方法で評価

された。まず、MEF を直接 INT に暴露した。次に MEF を、INT 処理した BMDM の上清に暴露した。



INT の活性を LPS および poly(I:C) の活性と比較した。図 6a の実験図に示すとおり、INT、LPS、および

poly(I:C)、または BMDM 上清で処理した MEF を EMCV に 40–48 時間感染させ、MEF 細胞溶解または

ウイルス感染した MEF の上清からウイルス力価を測定して、抗ウイルス活性を評価した。 

ウイルスを介した細胞溶解の結果は図 6b に示されている。各実験から得られたウイルス力価は図 6c に示

す。IFNβ をポジティブコントロールとし、PBS をネガティブコントロールとして評価した(図 6b および

c の NT)。 

INT または LPS を直接添加すると、測定可能な細胞溶解によって証明されるとおり、ウイルス感染に対

してわずかな防御しか得られなかった。ウイルス力価は NT 対照よりわずかに低かった。予想した通り、

IFNβ の添加は細胞溶解に対して完全な防御をもたらし、ウイルス力価は数桁低くなった。 

一方、poly(I:C)を直接添加すると、細胞溶解が減少しウイルス力価も低くなり、INT および LPS に比べ

るとより高い抗ウイルス活性をもたらした 

。この結果は poly(I:C)が INT または LPS よりも IFNβ の誘導能力が高いことと一致している(図 4c)。 

直接添加した場合、INT は中程度の抗ウイルス活性を示したが、INT 処理の BMDM 上清では、細胞溶解

が大幅に減少しウイルス力価が NT の未処理対照群より約 10 倍低下し、大幅な防御効果が示された。図

6b)。INT の抗ウイルス活性を裏付けるため、 EMCV 感染前と感染後に INT を添加する試験を行い、ま

た BMDM 上清についても試験を実施した。(図 6c)。INT が BMDM に継続的に存在すると、細胞溶解と

ウイルス力価がさらに低下し、NT の約 1,000 分の１に低下したため、より強力な抗ウイルス活性を得ら

れることがわかった。したがって、INT は、Ⅰ型 IFN を産生することによって、ウイルス感染した MEF

を直接保護し、INT を添加した BMDM 上清処置では、上清中に IFN を分泌して間接的に MEF を防御す

る。 

  



 

図 6. インターナチュラル(INT)の上清は、脳心筋炎ウイルス(EMCV) 感染に対して防御効果を発揮する。

値は技術的な重複の平均±SD を表す。 

以下、3 回行った試験の代表例の結果を示す。 

(a) 試験プロトコル。マウス胚線維芽細胞(MEF)を INT で処理し、感染多重度＝0.00001/ウェルで１時間

EMCV に感染させた。クリスタルバイオレット染色を使用して、ウイルス誘導による細胞溶解を、

40–57 時間後に観察し、プラークアッセイを使用して MEF 上清のウイルス力価を測定した。(b) 左: 

24 ウェルプレート(1 × 105 細胞/ウェル) の MEF を INT で処理（直接、上）、または骨髄由来マクロ

ファージ（BMDM）上清で、示されたリガンドとともに 6 時間処理した。次に、細胞を EMCV に 1

時間感染させ、40–48 時間培養した。ウイルス誘導性の細胞溶解を、上記のとおり、クリスタルバイ

オレット染色で観察した。NT は処理なし。IFNβ はコントロールとして機能した。右は、上清のウ

イルス力価のプラークアッセイ。(c) EMCV 感染直後に BMDM 上清を MEF に添加し、その後細胞を

40–57 時間培養した。細胞溶解とプラークアッセイは、(b)に記載されているとおりに実施した。 



考察 

我々はこの研究から、日本やその他各地で自然免疫を高めるため一般の人達に広く使用されているハーブ

抽出物 INT が、BMDM やその他の細胞でⅠ型 IFN の発現を誘導することを報告する。この活性を通じ

て、INT は MEF をウイルス感染から防御した。小島とその共同研究者ら（associates）は 40 年以上前に

INT がウサギのモデルでワクシニアウイルスの増殖を阻害することを見出しており、これらの試験結果と

も一致している。20、21)。Ⅰ型 IFN は、ウイルス、細菌および寄生虫による感染への幅広い阻害活性を

発揮する(2)。Ⅰ型 IFN は自然免疫および獲得免疫を強化し、炎症、心血管疾患、自己免疫疾患、さらに

ガンなどの慢性疾患の発症を調節する(11、12、40)。 

INT は LPS (エンドトキシン)を含まず、その IFN 誘導活性は抽出物の高分子画分に存在していた。INT

は TLR 経路、特に TLR４を通してその効果を発揮した。この結論は、TLR4 特異的阻害剤である CLI-

095 が IFN 誘導を無効にすることから得られた。 

LPS は最も広く研究される TLR４リガンドである(5–7)。グラム陰性菌の成分である LPS は環境中に広く

存在し、感染によって内部で生成され得るため、深刻な健康上の脅威を引き起こす可能性がある(41、42)。 

量によっては、急性のエンドトキシンショックや敗血症など生命を脅かす状態を引き起こす。さらに、

LPS に一度暴露するといわゆる「耐性」をもたらす恐れがある。その場合、宿主はその後の LPS 暴露に

対して深刻な無反応状態に陥るため感染リスクが高まる。Lipid A は LPS の活性部分であり、lipid A に結

合すると二量体になる MD-2 との複合体で TLR4 に結合する(43)。LPS は、IFN に加えて、炎症の原因で

ある IL-1 や IL-6 などの炎症性サイトカインを誘導する。 

本研究において、INT と LPS は TRIF の IFN 誘導には TRIF に対して同様の強い依存性を示したが、

MyD88 については、ほとんど依存しなかった。INT と LPS は、IFN 誘導に同様の時間経過と同様の細胞

に対し特異性を示した。これらの結果は、INT が TLR４を介してシグナル伝達することを示しており、

TLR4 特異的阻害剤である CLI-095 に対する同一の感受性によってさらに裏付けられた。したがって、

INT は TLR4/MD-2 に結合し、IRF3/IRF7 および NF-κB を活性化して IFN と炎症性サイトカインを誘

導する可能性がある(5–7)。しかし、INT が間接的に TLR4 に作用して、下流のシグナル伝達に影響する

可能性は排除できない(44)。 

緑茶、クルクミン、甘草、合成ネオセプチン-1 など、植物由来を含む様々な天然のリガンドや合成加工物

が、TLR4/MD-2 と相互作用する(43、45)。これらのリガンドは TLR４のアゴニストまたはアンタゴニス

トとして機能する(43)。転写結果に影響を与える天然のハーブ（草木由来）リガンドが、TLR４に頻繁に

関与していることも考えられる。INT と他のリガンドの生物学的活性をさらに分析することで、自然免疫

反応についてより深くより広い理解が得られるだろう。 
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