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研究成果の概要：老化促進モデルマウス SAMP1 に十全大補湯を投与すると、インフルエンザウ

イルス PR8 株感染における生存率が有意に上昇し、十全大補湯は免疫低下した動物モデルにお

いてインフルエンザ感染防御効果があることが判明した。また、十全大補湯あるいは補中益気

湯と抗ウイルス薬オセルタミビルとの併用投与では、オセルタミビル単独投与より、肺中ウイ

ルス量を抑制する効果が得られる事が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

インフルエンザは毎年多くの感染者を出し

ている、重要なウイルス感染症の一つである。

また、新型インフルエンザウイルス出現によ

る、パンデミックの脅威も高まりつつあり、

インフルエンザの予防、治療対策が急務とな

っている。抗ウイルス薬のオセルタミビルに

対する耐性ウイルスが増加しているなかで、

日本は他国に抜きん出てオセルタミビルを

高頻度に使用している。リスクの高い高齢者

に抗ウイルス薬を投与することは必要な処

置であるが、新型インフルエンザのパンデミ

ックに備える意味においても、薬剤耐性ウイ

ルスの出現率を抑制する努力が必要である。

オセルタミビルは、感染初期に投与すれば症

状が軽減され、体内のウイルス量も成人では

平熱化とともに減少していくが、1歳児では

平熱になってもウイルスが残存し、完全に淘

汰されるのには投薬後約 10 日を要するとい

う報告がある。また、オセルタミビルによる

治療で成人の 1%前後、小児では 5.5%、小児

でも低年齢層では20%前後に耐性ウイルスの

発生が認められるとされている。免疫低下を

きたしている高齢者においても、低年齢層と
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同様の現象が認められると推測される。オセ

ルタミビルは、治療開始後 4－5 日目以降と

いう遅い時期に耐性ウイルスが出現し、投薬

後のウイルス体内残留期間が長引くのに比

例して、耐性ウイルス出現率が高まると考え

られる。そこで、高齢者への抗インフルエン

ザウイルス薬投与の際に、免疫賦活効果のあ

る漢方薬を併用することで、単独投薬時より

も体内のウイルス量を速やかに減少させる

ことが期待できると考え、老化促進モデルマ

ウスを用いて、基礎的な検討を行うこととし

た。 
 
２．研究の目的 

本研究は以下のことを明らかにすることを

目的とした。 

(1)A 型インフルエンザウイルスに感染した

老化促進モデルマウス（SAMP1）に投与して、

生存率の上昇、症状軽減、早期ウイルス駆逐

効果が認められる漢方薬。 

(2)選定した漢方薬の効果の作用機序。 

(3) SAMP1-A 型インフルエンザウイルス感染

系において、漢方薬および抗インフルエンザ

ウイルス薬(NA 阻害剤)の併用投与群と抗ウ

イルス薬単独投与群の体重変化、肺中のウイ

ルス量の変化の比較。併用投与は単独投与よ

りウイルスを早期に体内から駆逐する効果

が認められるか。 
 
３．研究の方法 

(1) 漢方薬 

十全大補湯（黄耆、桂皮、熟地黄、芍薬、川

きゅう、白朮、当帰、人参、茯苓、甘草）あ

るいは、補中益気湯(人参ニ、 黄耆、 蒼朮ま

たは白朮、柴胡、当帰、升麻、 陳皮、生姜、

大棗、 甘草) を6mg/mlで蒸留水に溶解し、感

染1-4週間前より全期間中自由飲水により摂

取させた。コントロール群は通常の飲水を摂

取させた。 

 

(2)マウス 

老化促進モデルマウスSAMP1雄、正常コントロ

ールマウスSAMR1雄を用いた。いずれも日本エ

スエルシー株式会社より購入した。 

 

(3)ウイルス 

インフルエンザウイルスA/Puerto Rico/8/34 

(PR8)株を使用した。ウイルスは11日齢の孵化

鶏卵の尿膜腔に0.2ml接種し、37℃、48時間培

養した。数時間4℃に静置した後、尿膜腔液を

回収して5000 r.p.m、10分、4℃で遠心して上

清を採取し、フィルトレーションしてウイル

スストック液とした。ストック液は使用時ま

で、-80℃で保存した。ウイルス感染価は、MDCK

細胞を用いてplaque assayにより定法どおり

に測定した。 

 

(4)LD50測定 

10週齢のSAMP1およびSAMR1マウスについて

1群 5匹とし、10段階希釈した 102-105pfu/30

μlのウイルス液を経鼻接種し、感染後15日

まで生死を観察して、Reed ＆ Munch法でLD50
を算出した。 

 

(5)生存率 

漢方薬投与開始後 7日目に、10週齢の SAMP1

マウスに104 pfu/30μでPR8株を経鼻接種し、

感染後 15 日まで生死を観察した。Kaplan 

Meier 法により生存率を算出し、ログランク

検定により漢方投与群とコントロール群の

生存率の差の検定を行った。 

 

(6)肺中のサイトカイン産生量とウイルス量

測定 

十全大補湯投与開始後 7 日目に、10 週齢の

SAMP1マウスに104 pfu/30μlでPR8株を経鼻

接種した。コントロール群には、漢方薬の代

わりに通常の飲水を投与した。両群とも感染

7 日後まで、経時的にそれぞれ 4 匹ずつ

sacrifice した。 

肺ホモジナイズ上清について、IL-6、IL-10、

IL-12p70、MCP-1、TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-4、

IL-5をCytometric Bead Array System(Becton, 

Dickinson and Company)で、RANTES, MIP-1

α, IL-1βをELISA法(Biosource 

International, Inc.)で測定した。ウイルス

量の測定はplaque assayにより行った。サイ

トカイン産生量の有意差検定にはt検定を使

用した。 

 

(7)組織標本の作製と染色 

10週齢のSAMP1マウスに104 pfu/30μlでPR8

株を経鼻接種し、感染 3日目および 7日目に

肺、脾臓、脳を採取し、10%ホルマリンで固

定した。定法に従って 70％アルコールより順

次アルコール濃度を上げて脱水処理を行い、

パラフィン包埋ブロックとし、約 4μｍの厚

さの標本を作製した。 

それぞれの組織標本について Hematoxylin & 

Eosin 染色を、肺組織標本については Gram 染

色（組織用）も行った。Gram染色は、最終段

階で組織観察用にピクリン酸で染色した。 



 

 

(8)漢方薬，オセルタミビル併用投与実験 

十全大補湯あるいは補中益気湯、コントロー

ル群として通常の飲水を感染4週間前から全

期間投与した15週齢のSAMP1マウスに、ウイル

スを104 pfu/30μlで経鼻接種し、感染4-5時

間後から5日間、リン酸オセルタミビル

5mg/200μlを1日2回経口投与した。感染2、5、

8日目にマウスをsacrificeし、肺組織中のウ

イルス量を測定した。 
 
４．研究成果 

(1)十全大補湯によるインフルエンザウイル

ス感染防御効果 

PR8株のLD50はSAMP1が10
2.8 pfu/30μl、SAMR1

が 104.5 pfu/30μlであり、SAMP1 のインフル

エンザウイルス感受性は有意に高かった。 

漢方薬投与実験において、2 回の実験で十全

大補湯投与群計 20 匹、コントロール群計 18

匹の SAMP1 を使用した結果、十全大補湯投与

群の生存率は 70.0%、非投与群は 33.3%とな

り、十全大補湯投与により生存率は有意に改

善した（図 1）。補中益気湯投与群はコントロ

ール群と差異が認められなかった。このこと

から、十全大補湯は、免疫低下した動物モデ

ルに対してインフルエンザ感染防御効果が

あることが認められた。 

 

図1 SAMP1マウスのPR8株感染における十全大

補湯投与群およびコントロール群の生存率 

 

(2) 十全大補湯の作用機序。 

SAMP1 マウスのPR8 株感染において、肺組織の

IL-1β, IL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、

IL-12p70、MCP-1、TNF-α、IFN-γ、RANTES, 

MIP-1αの産生量を測定したところ、IL-2、

IL-5 以外で感染後の上昇が認められ、感染 6

日目に最も上昇しているものが多かった。特

に、IFN-γ、MCP-1 の 6日目の上昇率が高かっ

た。RANTESのみ、感染2日目が最も高かった(図

2)。 

十全大補湯投与群とコントロール群で有意

に産生量に差異が認められたのは、IL-1βの

感染 6日目であった。 
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図 2 PR8 株感染における肺組織中の各種サ

イトカイン産生量 

 

肺組織中のウイルス量は、感染 2 日目に急

激に上昇し、3日目には低下した。そのまま

同レベルを 7 日目まで維持した。両群間の

ウイルス量の差異は認められなかった(図

3)。ウイルス量測定の実験は 2 回行い、再

現性があることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 肺組織中のウイルス量 

 

SAMP1 マウスの肺は肉眼的には、感染 3 日目

で点状出血が、7 日目では肺全体の激しい炎

症が認められた。炎症部位の組織像はどちら

も似通っており、気管支の周囲を中心として

赤血球や白血球の滲出、浸潤が見られ、気管

支内腔は、核崩壊した好中球およびその壊死

物が、ほぼ内腔を閉塞していたり、変性剥脱

した気管支粘膜上皮に代わり気管支壁に付

着したりしていた。白血球浸潤が気管支を中

心に起こっていること、特に気管支内腔で化

膿性の変化を見ること、肺胞の変化が気管支

の区域単位で起こっていることなどから経

気道的に起きた炎症と考えられた。また、

Gram 染色により、Gram 陽性の細菌が観察さ

れた（図 4）。脾臓および脳の組織所見に変化

は認められなかった。 
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図 4 感染 3日目および 7日目の肺組織 

 

SAMP1 マウスの PR8 株感染において、次のよ

うな理由から、ウイルス感染に続発してひき

おこされた細菌性肺炎が関与しているもの

と思われた。①肺中のウイルス量が、十全大

補湯投与群、非投与群とも、マウスが感染後

７日目から死に始めるにもかかわらず、感染

2 日目に急激に上昇した後 3 日目には低下し

た。②両群とも肺組織中のサイトカインは、

かなり産生量の高いものが多く、また、感染

2 日目に小ピーク、6 日目に大ピークと 2 相

性の上昇が認められるものが多かった。③肺

組織所見では、感染後 3日目で気管支に好中

球の浸潤が強く見られ、細菌が散見された。

感染 7日目の肺の炎症像は激烈であった。肺

組織中の細菌はウイルスを鼻腔接種した祭

に鼻腔に常在していたものが侵入したか(ウ

イルス液のコンタミネーションではないこ

とを確認済み、Mock 感染では肺に変化がなっ

た)、もともと肺に存在していたものと考え

られる。 

PR8 株感染において、十全大補湯投与による

肺組織の IL-1β産生促進が認められたが、こ

のことがマクロファージや好中球の活性化

と関連性があり、細菌 2次感染に抑制的に働

いて、生存率を改善したことが示唆された。 

 

(3)漢方薬およびオセルタミビルの併用投与

によるウイルス早期駆逐効果 

オセルタミビル単独投与群では、一旦低下し

た肺組織中のウイルス量が感染 8 日目に増

加した。これは、感染 5日目でオセルタミビ

ルの投与を終了しているため、ウイルスが再

び増加したものと考えられる。しかし、併用

投与群では十全大補湯、補中益気湯ともに、

感染 8 日目もさらに低下していたことから、

これらの漢方薬はウイルス駆逐に寄与して

いると思われた（図 5）。併用投与実験はま

だ実験途中でさらにデーターを重ねる必要

がある。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 漢方併用投与群、オセルタミビル単独

投与群のウイルス量 

 

JT：十全大補湯、オセルタミビル併用投与 

HT：補注益気湯、オセルタミビル併用投与 

CT：オセルタミビル単独投与 
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