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研究成果の概要（和文）：RBL-2H3細胞において、シークヮーサー果皮・葉抽出物はPI3K p85/p55のリン酸化誘
導を有意に下方制御した。またシークヮーサー果皮・葉抽出物は、AktおよびPLCγ1のリン酸化誘導を下方制御
する傾向がみられ、特にシークヮーサー葉抽出物はPLCγ1のリン酸化誘導を有意に下方制御した。よって、シー
クヮーサー果皮・葉抽出物は脱顆粒シグナリングにおけるCa2+依存経路とCa2+非依存経路の両方を阻害すること
で、脱顆粒を抑制していることが示唆された。
また、シークヮーサー精油において、レモン精油と比べてリモネンの含有量が9%少ないのにもかかわらず、レモ
ン精油と同等のストレス軽減効果を示した。

研究成果の概要（英文）：In RBL-2H3 cells, Shekwasha peel/leaf extracts significantly down-regulated 
the phosphorylation of PI3K p85/p55. Shekwasha peel/leaf extracts also tended to down-regulate the 
phosphorylation of Akt and PLCγ1, and especially Shekwasha leaf extract significantly 
down-regulated the phosphorylation of PLCγ1. These results suggest that Shekwasha peel and leaf 
extracts suppress degranulation by inhibiting both Ca2+-dependent and Ca2+-independent pathways in 
degranulation signaling. 
In addition, the stress-reducing effect of Shekwasha essential oil was comparable to that of lemon 
essential oil, despite the 9% lower limonene content in Shekwasha essential oil compared to lemon 
essential oil.

研究分野：食品免疫学, 食品生化学

キーワード： 抗アレルギー効果　抗ストレス効果　シークヮーサー　葉・果皮抽出物　ノビレチン　ラクトフェリン
　脱顆粒シグナリング　リン酸化制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
未利用資源であるシークヮーサー葉・果皮抽出物に抗アレルギー効果を見出し、また、シークヮーサー搾汁残渣
から得られる精油に抗ストレス効果を見出したことから、廃棄物削減にもつながりSDGs12番目の目標達成にも寄
与するものと考えられる。さらに、シークヮーサーに多く含有するノビレチンのアレルギー抑制効果を高める乳
タンパク質の一種、ラクトフェリンを見出し、その作用機序においても細胞内シグナリングに着目して解明され
たことから、食品成分の機能性を高める新たなペアリングの探索情報としても有効である。

※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 
南国の特産柑橘であるシークヮーサーは、主にジュース加工に用いられているが、搾汁効率は

50%と非常に低く、搾汁残渣が大量に廃棄されているのが現状である。これまでに我々は、搾汁
残渣であるシークヮーサーの果皮・葉メタノール抽出物に強い抗アレルギー効果を有すること
を細胞実験系ならびに動物実験系の評価系を用いて見出してきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シークヮーサー果皮・葉抽出物による I型アレルギー抑制機構の解明を細胞内カ
ルシウム濃度ならびに脱顆粒シグナル伝達に関与するタンパク質のリン酸化に着目して検討す
るとともに、実験動物であるマウスを用いて生体内での効果を確認する。また、果皮・葉抽出物
による抗アレルギー効果をさらに高める食品あるいは食品成分の組み合わせ（機能的フードペ
アリング）を検討する。さらに、シークヮーサー果皮や搾汁残渣などの未利用資源を有効活用し
て、マーマレードや精油の作成ならびにその機能性を評価し、新たな機能性食品の開発を行うこ
とを目的とした。 
  
３．研究の方法 
（1）シークヮーサー葉・果皮の入手に関して 
シークヮーサー葉・果皮サンプルに関しては、愛媛県八幡浜市ならびに高知県安芸市岡宗農園
（メリーガーデン）で収集したものを用いる。 
 
（2）シークヮーサー葉・果皮中の抗アレルギー成分の同定 
高知県産のシークヮーサー葉・果皮を50℃～60℃で加熱乾燥後、80%メタノール溶液で抽出
し、その抽出溶液を真空凍結乾燥機により粉末化し濃縮する。次いでその濃縮された試料を
HPLC法を用いて分析を行った。 
 
(3) シークヮーサー葉・果皮の脱顆粒抑制メカニズムの解明 
シークヮーサー葉・果皮抽出物ならびにノビレチンの脱顆粒抑制メカニズムをRBL-2H3細胞を
用いて、FcRI受容体シグナル経路に着目して明らかにする。本研究では、葉・果皮抽出物の脱
顆粒抑制メカニズムを、Syk、PI3K、PLC1、PLC2、Aktのリン酸化に焦点をあて、SDS-PAGE な
らびにWestern Blot法にて検討する。また、RBL-2H3細胞の細胞内Ca2+濃度に及ぼすシークヮー
サー葉・果皮抽出物ならびに同定された成分よる影響を、カルシウム蛍光プローブ（Fluo4-
AM）ならびに蛍光マイクロプレートリーダーを用いて検討する。 
各種リン酸化タンパク質の検出ならびに細胞内Ca2+濃度の測定は、中部大学応用生物学部田中
守准教授の協力を得て行った。 
 
(4) ノビレチンとラクトフェリンとの複合効果 
ノビレチンとラクトフェリンとの複合効果に関して、RBL-2H3細胞を用いた脱顆粒抑制試験や
脱顆粒シグナリング及ぼす影響ならびにマウスを用いたPCA反応試験にて検討した。マウスを用
いた実験に関しては、中部大学応用生物学部の田中守准教授の協力を得て行った。 
 
(5) シークヮーサー精油の調製法 
シークヮーサーの精油においては、愛媛県八幡浜市のシークヮーサーの実を利用して、水蒸気
蒸留法にて調製した。レモンの精油においては、（株）アトリウムより市販品を購入した。各種
精油の香気成分に関しては、ガスクロマトグラフィーを用いて測定した。愛媛大学の女子大学生
15 名を対象として、NIPRO 社製の唾液アミラーゼモニターならびにテストストリップを使用す
ることでストレス値を評価した。ストレス負荷に関しては、内田クレペリン検査を活用した。 
 
(6) シークヮーサーマーマレードの作成 
  沖縄県産のシークヮーサー（青切り）を材料として、銅鍋を利用して作成した。 
 
４．研究成果 
(1) 図１に示されるように、シークヮーサー果皮・葉抽出物は、抗原刺激による PI3K p55/p85、
PLC1、Akt のリン酸化誘導を下方制御したが、Syk、PLC2 のリン酸化誘導には影響を与えなか
った。したがって、シークヮーサー果皮・葉抽出物は、シグナル伝達の Ca2+依存経路と Ca2+非依
存経路の両方を阻害することで、脱顆粒を抑制することが示唆された。また、本実験で明らかと
なったシークヮーサー果皮・葉抽出物による脱顆粒シグナリング制御機構は、ノビレチンによる
ものと似た挙動を示した。シークヮーサー葉抽出物ならびにノビレチン刺激における p-PLC1 お
よび p-Akt 発現を比較したところ、シークヮーサー葉抽出物刺激群の方がノビレチン刺激群よ
りも強く減弱していた。よって、葉抽出物に含まれるノビレチンとタンゲレチンによる相加効果



が推察された。また、葉抽出物中にノビレチ
ン、タンゲレチン以外の脱顆粒抑制効果を有
する成分が存在する可能性も示唆された。さ
らに、シークヮーサー果皮パウダーの活用
を、主食、飲料、おかず、調味料、デザート・
おやつの５つのカテゴリーごとに検討した
ところ、ココアパン、ドレッシング、チョコ
レートなどの調理に活用できることが明ら
かとなり、果皮パウダーの有する苦味・えぐ
みの緩和には「-シクロデキストリン」や
「酢」の添加が有効であった。一方、葉パウ
ダーに関しては、パン、チョコレート、クッ
キー、シフォンケーキなどの調理に活用可能
であり、香酸柑橘未利用資源の活用範囲の拡
大に繋がると期待された。 
 
(2) シークヮーサー葉・果皮に多く含まれ
るポリメトキシフラボノイド（PMF）および
乳タンパク質との複合による抗アレルギー
効果とその抑制機構の解明を目的とした。 
実験方法は、PMFであるノビレチン
（NOB）、タンゲレチン（TNG）、シネンセ
チン（SNT）および乳タンパク質であるラクト
フェリン（LF）、-ラクトグロブリン（-
LG）をRBL-2H3に作用させ、-
hexosaminidaseを指標とした脱顆粒抑制試
験を行った。PMF群および乳タンパク質群の
うち、それぞれ最も強い脱顆粒抑制効果が
みられた2つの因子の共刺激による脱顆粒抑
制試験、また、その作用機序を細胞内Ca2+濃
度測定ならびにWestern Blot法により検討
した。その結果、PMFおよび乳タンパク質単
独の脱顆粒抑制試験では、PMF群ではNOB、
乳タンパク質群ではLFが最も強く抑制し
た。次に、NOBおよびLFを用いて共刺激を行
ったところ、NOB単独およびLF単独刺激より
強い相乗的な脱顆粒抑制効果を示した（図
２）。抗原刺激による細胞内Ca2+濃度の上昇は、
NOB単独およびLFとの共刺激で抑制され、LF単独
では抑制されなかった（図３）。Western Blot
分析の結果、NOBとLFの共刺激は、Aktのリン酸
化誘導を有意に下方制御した（図４）。よっ
て、RBL-2H3細胞における脱顆粒応答はNOBとLF
の共刺激によりカルシウムイオン依存的な経路
と非依存的な経路の双方に作用することで相乗
的に抑制することが示唆された。 

 
 
 

(3) シークヮーサー精油の香りにストレス軽減効果があるのかについて、ヒトにおける唾液



アミラーゼ活性を評価することで検討した。 その結果、被験者にクレペリン検査を実施するこ
とで、安静時と比べ有意にストレス値が増加し、その後、レモン精油を嗅ぐことにより有意にス
トレス値が減少した。 本傾向は、シークヮーサー精油においてもレモン精油と同様に認められ
た。また、各種精油の香気成分の分析により、レモン精油においては、リモネン 66.5%、サビネ
ン 13.3%、-テルピネン 7.4%が主成分として検出され、一方、シークヮーサー精油においては、
リモネン 57.5%、-テルピネン 24.2%、リナロール 3.1%が主成分として検出された。シークヮー
サー精油において、レモン精油と比べてリモネンの含有量が 9%少ないのにもかかわらず、レモ
ン精油と同等のストレス軽減効果を示したのは、シークヮーサー精油に多く含有する-テルピネ
ンが、リモネンによる抗ストレス効果を増強したのではないかと推察された。また、シークヮー
サー精油独特のスパイシーな香りは、-テルピネンならびにリナロールによるものではないかと
推察された。さらに、日常生活におけるシークヮーサー精油の活用方法としては、マスクに精油
を噴霧させて装着する方法や、ディフューザーを活用して学校の保健室などに設置するなどの
方法が効果的であると考えられた。 
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