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研究成果の概要（和文）：プロポリスが担癌マウス免疫系におよぼす作用を検討するのに先立ち、ブラジル産グ
リーンプロポリス(BGP)を用いて、抗CD3抗体刺激マウス脾細胞のサイトカイン産生におよぼす影響を検討した。
その結果、BGPは刺激脾細胞の①炎症性サイトカインの産生を抑制する一方、②抑制性サイトカインをやや促進
することや、③IL-2産生を顕著に促進すること、④これら制御にはBGPの主要成分であるartepillin Cが貢献し
ていることを見出した。大変興味深いことに、中国産プロポリス（CP）もその主要成分（カフェインサンフェネ
チルエステル；CAPE)を介して同様の制御を、しかも異なる機構により行うことが示された。

研究成果の概要（英文）：We attempt to clarify immune modulatory effects of Brazilian green propolis 
(BGP) and the major component, artepillin C, upon the cytokine production of anti-CD3 
antibody-stimulated mouse spleen cells.　The production of IL-2 was markedly enhanced, while that of
 IL-4 and IL-10 was slightly elevated; by contrast, the production of inflammatory cytokines were 
significantly reduced. These effects were reproduced in the cells treated with artepillin C. The 
enhancement of the production of IL-2 by artepillin C was depending on TRPA1 Ca2+ channel. We also 
demonstrated that Chinese propolis (CP) and the major component, caffeic acid phenethyl ester 
CAPE), can also similarly regulate cytokine productions upon stimulated spleen cells, though the 
mechanisms may be quite different for that of the artepillin C's.

研究分野： Cell biology, Biochemistry

キーワード： Brazilian green propolis　artepillin C　Chinese prololis　CAPE　spleen cells　IL-2

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、BGPの主成分であるartepillin Cのみならず、産地や含有成分が全く異なるCPの主要成分であるCAPEを
介して、活性化脾細胞の、IFN-γに代表される炎症性サイトカインを抑制するのに対して、抑制性サイトカイン
（IL-10、IL-4）の産生をやや促進し、異なるメカニズムを介してIL-2産生を顕著に促進することを突き止め、
これら異なるプロポリス成分に共通した、何らかの普遍的な免疫制御機構が存在することが示唆された。さらに
その機構においてはIL-2が重要な役割を担うことが強く示唆されており、プロポリス成分の免疫制御研究に新知
見をもたらす可能性が考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

我々は当初、マウス口腔扁平上皮癌細胞 Sq-1979 により分泌される IL-1αの示す間葉系
細胞を介した免疫抑制作用に対して、免疫調節機能を有するブラジル産プロポリス(BP)が
どのような作用を及ぼすか検討を試みた。しかしながら、腫瘍に関するパラメーターは多
く、さらに、間葉系細胞の免疫制御を促進する IL-1α との相互作用を検討したが、異なる
細胞種を用いる実験系であることや、また BGP 自体も複数の因子を含有するため、再現性
の高いデータが得られなかった。そこで、より機能的な実験系を構築するためには、先ずは、
正常な免疫系に対するプロポリスおよびその主要成分の作用について、単純な細胞系を用
いて検討する必要性が生じた。 
プロポリスはミツバチが植物から採取した新芽や樹液にハチ自身の分泌液を混合した樹

脂状の物質である．その抽出物は抗炎症、抗寄生虫、抗真菌、抗腫瘍作用などの生物学的お
よび薬理学的作用を有することから、民間治療薬として使用されてきた。一方、プロポリス
は産地によって成分に違いがあり、ブラジル産グリーンプロポリスBGPの構成要素として、
桂皮酸、p-クマル酸、アルテピリン C、カフェイン酸、フェルラ酸、およびそれらの誘導体
を含むプレニル化フェニルプロパノイドなどが報告されている。また、BGP の免疫調節作用
を用いた免疫障害に対する種々の治療モデルが考案されている。BGP は急性肺炎において抗
炎症性サイトカインを誘導し炎症誘発を阻害することが報告されている。炎症性サイトカ
インの発現を抑制することにより、加齢に伴う歯肉炎等に対して粘膜修復を促進する、さら
に BGP は骨髄由来抑制細胞や制御性 T（Treg）細胞を誘導し、アレルギー性喘息を軽減し、
慢性大腸炎やコラーゲン誘発関節炎が治癒することが知られている。また BGP とその主要
成分の Art-C は、同種移植による活性 Tリンパ球を阻害し、IL-2、IFN-γ、IL-17 発現を抑
制することも明らかにされている。 
 

 
２．研究の目的 

プロポリスの成分が具体的にどのような機構を介して健常人やがん患者の免疫細胞を制御
するのかその詳細は十分に検討されていない。本研究の目的は、BGP とその主成分である
Art-C および中国産プロポリスとその主要成分 CAPE による抗 CD3 刺激 Tリンパ球のサイト
カイン産生に対する調節機構を明らかにするとともに、担癌動物の免疫系に対する投与効果
について推測する。 

 
３．研究の方法 

1) 試料、試薬; BGP および CP は、秋田屋本店（岐阜）より提供された。Art-C および
CAPE（富士フイルム和光、東京）、ストア依存性カルシウムチャネル TRPA1 に対する特異
的阻害剤（HC030031，Sigma-Aldrich，St．Louis，MD，USA）、およびカルシウムの細胞
内への流入を促進させるカルシウムイオノフォア（A23187、富士フイルム和光）を使用
した。High Performance Liquid Chromatography（HPLC)による BGP 中の Art-C の定量を
行った。 

2) 実験動物および脾細胞の調製; 24 週齢以上の雄 C3H/HeN マウスから脾臓を摘出し、In 
vitro において抗 CD3 抗体刺激で活性化して実験を行った。 

3）ELISA 法によるサイトカインの検出と定量的 PCR; ELISA 法により、IFN-γ、IL-6、
IL-4、IL-10、および IL-2 の産生量を測定した。また脾細胞より RNA の抽出を行い、IL-
２および内部コントロールの RPS-5 発現を検討した。 

 
４．研究成果 

1)BGP およびその主要成分による抗 CD3 抗体刺激
脾細胞のサイトカイン産生の調節 
(1) BGP の刺激脾細胞の各サイトカイン産生に対
する影響 
さまざまな希釈倍率の BGP 存在下による、抗

CD3 抗体刺激脾細胞からのサイトカイン産生への
影響の結果を図 1に示す。 
コントロール群と比較して、BGP 存在下で培養

した刺激脾細胞からの IFN-γ、IL-6 および IL-17
産生は、1/8000 希釈培地でそれぞれ 43 %、51 %
および 56 %に有意に減少した。同様の条件で、
IL-10 産生は変化せず、IL-4 産生はわずかに、し
かし有意に増加した。 一方、IL-2 産生は 1/8000
希釈の BGP を含む培地でピークに達し、4倍以上
に増加した。これらのサイトカイン産生はすべて
1/1000 以下の希釈倍率の BGP 存在下で 顕著に減
少した。 



 
(2) Art-C の刺激脾細胞のサイトカイン産生に対する影響 

図 2に刺激脾細胞のサイトカイン産生に対す
る影響を BGP の主成分として知られる Art-C を
用いた結果を示す。 
HPLC の結果から、BGP エタノール抽出物中の

Art-C の含有量は、1/8000 希釈液において約
9.58 µM と予想された。Art-C 存在下における
刺激脾細胞のサイトカイン産生を比較すると、
コントロール群に比べ IFN-γ、IL-6 および
IL-17 産生は，1/8000 希釈の BGP に相当する範
囲（6.25-12.5 μM）を含む培地で 70-63 %、
70-33 %および 76-48 %へと有意に減少した。
同様の条件で、IL-10 産生は殆ど変化せず、
IL-4 産生は 12.5 μMで有意に増加した。一
方、12.5 µM の Art-C を含む培地において IL-2
の産生は 5倍以上に有意に増加しピークを示し
た。 
 
(3) 刺激脾細胞サイトカイン産生に対する BGP

と Art-C の影響の比較 
図 3に BGP（左図）と Art-C（右図）

の抗 CD3 刺激脾細胞からのサイトカイ
ン産生をコントロール(Art-C 非添加)
に対する相対レベルで比較した結果を
示す。 
IL-2 でピーク値を示した BGP の

1/8000 希釈液および 12.5 µM の Art-C
存在下における刺激脾細胞のサイトカ
イン産生の変化を比較すると、 刺激
脾細胞の各サイトカインの発現に対し
て, BGP の成分である Art-C は BGP と
ほぼ同様の傾向を示すことが分かっ
た。  

 
(4)  Art-C の刺激脾細胞の
IL-2 産生に対する影響 
図 4A に IL-2 mRNA 発現に
対する Art-C の影響を示
す。IL-2 mRNA の発現を経時
的に観察すると、刺激後 3
時間で最も上昇し、6-12 時
間で徐々に減少し、24 時間
後には顕著に低下した。一
方、Art-C 存在下では、発現
は 3時間後から上昇し、6時
間後にコントロール群の発
現と同様のレベルでピーク
に達し、24時間後には顕著
に減少した。これに対して
A23187 存在下では、6時間
後にコントロール群と同様
のレベルに上昇し、そのレ
ベルは 12時間まで維持さ
れ、24時間後には顕著に低
下した。 
図 4B に IL-2 産生に対する
Art-C の影響を示す．コント
ロール群の IL-2 産生は，刺
激 6時間後から上昇を開始
し、24時間でピークに達
し、48時間後には開始時と



同レベルにまで顕著に減少した。Art-C 存在下では、同様に刺激 6時間後から上昇を開始し、
In vitro で 36 時間でコントロール群よりも高いレベルのピークに達し，48 時間後でもピーク
時の半分以上の産生を維持していた。A23187 存在下では、刺激 6時間後から上昇し、36時間に
Art-C 存在下と同様のレベルに達し、48時間後も高いレベルを維持していた。これら刺激脾細
胞を TRPA1 Ca2+チャネルの特異的阻害剤である HC030031 で処理すると、 図 4Bに示すように、
IL-2 産生は Art-C 存在下でも有意に抑制され、36 時間後のレベルは 26 %にまで低下し、ピー
クは完全に消失した。コントロール群および A23187 処理細胞における IL-2 産生も HC030031 処
理によって有意に抑制された。 
 
 
以上の事実から、抗 CD3 刺激 Tリンパ球のサイトカイン産生に対する BGP と主成分である

Art-C の免疫調節効果を比較し、サイトカイン産生の調節機構を検討し以下の結論を得た。 
1. Art-C は、BGP による脾細胞の免疫反応制御において中心的役割を担っている可能性が示さ

れた。 
2. Art-C は刺激脾細胞の TRPA1 チャネルからの Ca2＋流入を介して IL-2 産生を促進することが

示唆された。 
3. Art-C による刺激脾細胞の IL-2 産生促進には、mRNA レベルよりも、タンパク産生または分

泌レベルでの特異的な調節機構が関与することが示唆された。 
 

 
2) CP およびその主要成分 CAPE による抗 CD3 抗体刺激脾細胞のサイトカイン産生の調節 

(1) CP の刺激脾細胞の各サイトカイン産生に対
する影響 
さまざまな希釈倍率の CP存在下による、抗

CD3 抗体刺激脾細胞からのサイトカイン産生へ
の影響の結果を図 5に示す。 
コントロール群と比較して、BGP 存在下で培

養した刺激脾細胞からの IFN-γ、IL-6 および
IL-17 産生は、1/64000 希釈培地以上の濃度で
有意に減少した。同様の条件で、IL-10、IL-4
産生はわずかに、しかし有意に増加した。 一
方、IL-2 産生は CP の上昇に伴って上昇し
1/16000 希釈の CPを含む培地で、コントロール
の 10 倍程度のピークに達した。これらのサイ
トカイン産生はすべて 1/8000 以下の希釈倍率
の CP 存在下で 顕著に減少した。 
 
 
 
 
 

 
(2) CAPE の刺激脾細胞のサイトカイン産生に
対する影響 
図 6に刺激脾細胞のサイトカイン産生に対

する影響を CPの主成分として知られる CAPE
を用いた結果を示す。 
CAPE 存在下における刺激脾細胞のサイトカ

イン産生を比較すると、11μMの CAPE 存在下
でコントロール群に比べ IFN-γ、IL-6 および
IL-17 産生は、13%、20%、65%に減少した。同
様の条件で、IL-4 は 5.5-88μMの CAPE 存在下
で上昇し、 IL-10 産生も 2.75-11μMの CAPE
存在下で上昇した。一方、11 µM の CAPE 存在
下において IL-2 の産生は 15 倍に増加しピー
クを示した。 
 
 
 
 

 



 
 
 
 

(3) 刺激脾細胞サイトカイン産生に対する CP と CAPE
の影響の比較 
図 7に CP（左図）と CAPE（右図）の抗 CD3 刺激脾細
胞からのサイトカイン産生をコントロール(Art-C 非添
加)に対する相対レベルで比較した結果を示す。 
IL-2 でピーク値を示した CP の 1/16000 希釈液および
11 µM の CAPE 存在下における刺激脾細胞のサイトカイ
ン産生の変化を比較すると、 刺激脾細胞の各サイトカ
インの発現に対して、CPの成分である CAPE は CP とほ
ぼ同様の傾向を示すことが分かった。  
 

(4)  CAPE の刺激脾細胞の IL-2 産生に対する影響 
図 8A に IL-2 mRNA 発現に対する CAPE の影響を示

す。IL-2 mRNA の発現を経時的に観察すると、刺激後 3
時間で最も上昇し、6-12 時間で徐々に減少し、24 時間
後には顕著に低下した。一方、CAPE 存在下では、発現
は 6時間後から上昇し、24時間後にコントロール群の
発現と同様のレベルでピークに達し、24時間後には顕
著に減少した。これに対して A23187 存在下では、6時

間後にコントロール群と同様のレベルに上昇
し、そのレベルは 12時間まで維持され、24
時間後には顕著に低下した。CAPE 存在下で
は、IL-2 mRNA は 24 時間後から上昇し 36か
ら 72 時間の間、コントロールの 3倍以上の
レベルを維持した。HC030031 存在下において
も IL-2mRNA レベルは低下を示さなかった。 

図 8B に IL-2 産生に対する CAPE の影響を
示す。コントロール群の IL-2 産生は、刺激
12 時間後から上昇を開始し、36時間でピー
クに達し、72時間後には開始時と同レベルに
まで顕著に減少した。HC030031 存在下では、
IL-2 産生は 36, 48 時間後において有意に低
下した。CAPE 存在下では、同様に刺激 6時間
後から上昇を開始し、In vitro で 36 時間で
コントロール群よりも高いレベルのピークに
達し，48 時間後でもピーク時の半分以上の産
生を維持していた。A23187 存在下では、刺激
36 時間後から上昇し、72時間にはコントロ
ールよりも高いピークに達し 96 時間後も高
いレベルを維持していた。これら刺激脾細胞
を TRPA1 Ca2+チャネルの特異的阻害剤である
HC030031 で処理しても、十分な抑制は引き起
こされなかった。 
 
 

 
以上の事実から、抗 CD3 刺激 Tリンパ球のサイトカイン産生に対する CP と主成分である

CAPE の免疫調節効果を比較し、サイトカイン産生の調節機構を検討し以下の結論を得た。 
1. CAPE は、CP による脾細胞の免疫反応制御において中心的役割を担っている可能性が示され

た。 
2. CAPE は、刺激脾細胞の IL-2 mRNA 発現を促進し、IL-2 産生を促進することが示された。る

ことが示唆された。 
3. CAPE による IL-2 産生の促進には、TRPA1 チャネルを介さない機構が機能していることが示

唆された。 
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