
 

 

白血球における貪食活性評価法の確立とハーブが及ぼす影響 

6 年 B 組 初田 葵 
指導教員 櫻井 昭 

１．要約 

体を守るために働く免疫機能を，身近な食材によって向上させることを目指し，研究を行

った。身近な食材としてハーブ 3 種類（タイム，セージ，スペアミント）を選択し，抽出液

を作成した。次に，マウス由来のマクロファージ様細胞株 Raw264.7 にビーズを貪食させ，

蛍光顕微鏡で観測，計測し，貪食作用の評価方法を確立した。この方法を用いて，5 種類の

サンプル(3 種のハーブ抽出液，LPS，PBS)ごとのビーズの取り込み量を比較した結果，ス

ペアミントの抽出液においては貪食作用の活性を確認することができたが，タイム，セージ

の抽出液では有意な差は認められなかった。 
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２．研究の背景と目的 
風邪や感染症へのかかりやすさには免疫

力が関係しているといわれている。生まれ

つき備わっている免疫機能だが，日々の生

活習慣から免疫を高めることができること

を知り，その働きについて興味を持った。

特に，免疫力を高めるといわれている食材

が実際に免疫力を向上させるのか，その仕

組みや真偽を検証したいと考えた。体内に

ウイルスや細菌等の抗原が侵入してきた際，

白血球はこれらを細胞内に取り込む食作用

と呼ばれる働きにより排除する。この働き

は自然免疫でも見られる反応であるが，B
細胞や T 細胞による獲得免疫を誘導し，重

要な役割を果たしている。従って，白血球

の食作用を向上させることで，免疫賦活活

性を確認できる。また近年，免疫機能や生

体防御機構に対する食品成分や野菜抽出物

の効果が盛んに調べられている[1][2]。そこ

で本研究では，一般に免疫を高めるといわ

れている食材を，白血球に与えることによ

り，白血球の食作用を向上させることがで

きるのではないかと考えた。そこで注目し

た食材が，ハーブである。ハーブは，古く

から抗炎症作用，抗菌作用を持つものとし

て世界中で利用されている。中国では漢方

としても用いられてきた歴史がある。ハー

ブの中でも比較的手に入りやすいタイム，

セージ，スペアミント 3 種が免疫機能の要

である白血球の食作用を活性化させるのか，

その真偽を検証することにした。 

３．研究内容 
３.１ 研究材料 
本研究に用いたマウス由来のマクロファ

ージ様細胞株（以下，Raw264.7）は，関西

医科大学の松田達志准教授から提供して頂

いた。この Raw264.7 は 37℃の CO2 イン

キュベーターにて培養し，2～3 日に一回植

え継ぎを行った。また，培養液にはダルベ

 

 

 



 

ッコ変法イーグル培養液（ニッスイ）500 
mL に，3％グルタミン 5 mL，炭酸水素ナ

トリウム水溶液 5 mL，ペンシリン‐スト

レプトマイシン 5 mL，牛胎児血清（非動化

済み）50 mL を添加し，使用するまで冷蔵

保存した。使用時は室温に温めて使用した。 
 

３.２ 研究方法 
３.２.１ ハーブ 3 種（セージ，タイム，

スペアミント）の成分抽出 
ハーブ（セージ 1.8 g，タイム 1.7 g，ス

ペアミント 1.3 g）を乳鉢ですりつぶし，

40％程度のエタノール 10 mL に浸し，12
日間暗所に置いた。このハーブ抽出液 2 mL
と純水 60 mL をビーカーに入れ煮沸し，全

量が半分～1/3 ほどの量になるまで煮詰め

た後，滅菌フィルターに通して殺菌した。

これを抽出液とした。 
３.２.２ ハーブ抽出液の Raw264.7 に

及ぼす影響 

ハーブ抽出液を培養液に加え，実験３.２.

１の抽出液が Raw264.7 に及ぼす影響につ

いて調べた。細胞計算盤で細胞密度が

3.4×10＾5/mL になっていることを確認し

た培養液に，以下の２通りの濃度条件にな

るようにハーブ抽出液を加え，1 晩インキ

ュベーションした後，細胞の観察を行った。 
条件 1 培養液：ハーブ抽出液＝10：1 
条件 2 培養液 ：ハーブ抽出液＝1：1 
条件 1 では細胞に影響がみられなかった

が，条件 2 では細胞の破壊が起こったため，

以後，条件 1 の濃度で実験を行うこととし

た。 
３.２.３ 細胞数計測法の確立 

1 mm×1 mmの格子をつけたシャーレ

に，継続培養したRaw264.7培養液を 500 

μL 加えた。1 晩培養後，1 マス分の細胞

数を計測し，細胞計測盤で計測した細胞

数との比較を行った。前者では細胞数

2.3×10＾5 個/500 μL，後者では細胞数

2.9×10＾5 個/500 μL となり，誤差 25％
程度に収まった。 
３.２.４ 蛍光標識ビーズを与えたとき

の Raw264.7 の経過観察 
継続培養した Raw264.7 の細胞浮遊液を

ガラスボトムディッシュに 170 μL ずつ，

5 つ分注し，１晩培養した。その後，各々

のガラスボトムディッシュの古い培養液を

捨て，新しい培養液 200 μL, サンプル(表
１ ) 20μL, 蛍光標識ラテックスビーズ

(0.1μm  Phagocytosis Assay Kit, IgG 
FITC 500290) 0.4μL を添加した。 全ての

ディッシュを 2 時間インキュベーションし

た後，観察を行った。 

 
３.２.５ Raw264.7のビーズ取り込み

量の比較(2h)   

本実験では，光学顕微鏡での観察を可能

とするため，2.0 μm のラテックスビーズ

(2.0μmPOL19814)を培養液で0.1％に希釈

したものを用いた。培養液 1 mL の入った

ディッシュに，継続培養した Raw264.7 の

培養液をマイクロピペット 5～7 滴移し，1
晩培養した。このディッシュから液体成分

表１ 20mL ずつ添加したサンプル 
 
陽性対照として先行研究[3]により貪食作用

の活性化が認められている LPS を用いた。同様
に陰性対照として PBS を用いた。 

サンプル

陽性対照
LPS；
Lipopolysaccharide, from E.coil 0111(by
phenol extraction) 10µg/mL

陰性対照 PBS；リン酸緩衝生食水
タイム
セージ
スペアミント

ハーブ抽出液



 

のみを取り除き，新たに培養液 1 mL，サン

プル 100 µL，ラテックスビーズ 2 μL を混

合して添加した。2 h インキュベーション

した後，ディッシュ内の細胞をランダムに

選び，細胞が取り込んだビーズの総数をカ

ウントした。 
３.２.６ Raw264.7のビーズ取り込み

量の比較(18～20h) 

本実験では，光学顕微鏡での観察を可能

とするため，実験 3.2.5と同様，2.0μm の

ラテックスビーズを用いた。培養液 1 mL
の入ったディッシュに，継続培養した

Raw264.7 の細胞浮遊液をマイクロピペッ

ト 5～7 滴移し，1 晩培養した。その後，こ

のディッシュの液体成分のみを取り除き，

培養液 1 mL で 2 回洗浄した。次に，培養

液 1 mL，サンプル 100 μL，ラテックスビ

ーズ 2 μL を混合した溶液を準備し，細胞

を洗浄したディッシュに 1.1 mL 加えた。

18～20 h インキュベーションした後，液体

成分のみを取り除き，5％に希釈したホル

マリン溶液 500 μL を加え固定した。10 分

後にホルマリン溶液を取り除き，PBS 1 
mL を加えた。ディッシュの底面には 1 mm
四方の格子をレーザーで描いておいたため，

この 1 mm 四方の枠の隣り合った 3 つを 1
セットとして，ランダムに選び，この 3 つ

の枠内にある細胞が取り込んだビーズの総

数をカウントした。 
 
４．研究結果 

４.１ 蛍光標識ビーズを与えたときの

Raw264.7の経過観察結果 

奈良女子大学理学部化学生物環境学科生

物科学コースの保智己教授の指導の下，光

学顕微鏡で観察を行った。その結果，細胞

内に蛍光標識ビーズを取り込む様子がみら

れた(図 1)。 
しかし，光学顕微鏡での観察では細胞の

表面等に蛍光標識ビーズが付着している可

能性を否定できないため，合わせて共焦点

レーザー顕微鏡による観察を行った。これ

により，細胞内に蛍光標識ビーズが取り込

まれていることを確認できた(図 2)。 

４.２.１ Raw264.7のビーズ取り込み

量の比較結果(2h) 
本校の光学顕微鏡において，Raw264.7

のビーズ取り込みを観察することができた

(図 3)。 
次に隣り合う 3 マス内の細胞が取り込ん

だラテックスビーズの総数をカウントし，

細胞 100個あたりのビーズ総数で比較した

(表２，図４)。 

４.２.１ Raw264.7 のビーズ取り込み量

の比較結果(18～20h) 
実験は合計 5 回行った。細胞内に取り込

んだビーズ量は，細胞 100 個あたりのビー

 

 

図２ 共焦点レーザー顕微鏡によるビーズ取
り込み確認 
 
左から，共焦点レーザー顕微鏡写真，蛍光顕

微鏡写真，共焦点顕微鏡写真である。黄色太矢
印が細胞表面の蛍光標識ビーズを示し，細矢印
が細胞内の蛍光標識ビーズを示している。 

図 1 光学顕微鏡によるビーズ取り込み確認 
 
左 が 蛍 光 標 識 ビ ー ズ を 加 え た 時 の

Raw264.7 の光学顕微鏡写真であり，右が蛍光
標識ビーズを加えなかった時のものである。
矢印は，蛍光標識ビーズを示している。 
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ズ総数で比較した(表３，図５)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
５．考察 

全てのサンプルにおいて，長時間インキ

ュベーションするほど細胞 100個当たりの

ラテックスビーズの貪食数が多いことから，

2 時間～18 時間では Raw264.7 の貪食活性

が維持されると考えられる（表 2，表３）。  

実験結果 4.2.1 において LPS（陽性対照），

PBS（陰性対照）に対する t 検定を行った

結果，ｐ＝0.075＞0.05 となり，有意差が認

められなかった。また，③⑤では，陽性対

照の LPS よりも陰性対照の PBS のビーズ

取り込み量が多くなるというイレギュラー

な結果となっていると言える(表３)。そこ

で，③と⑤の結果を外れ値と考え，①，②，

④の結果をもとにグラフを作成すると，図

６が得られた。 
 

 

 

 
① ② ③ ④ ⑤

タイム 364.7 460 439 487.3 493.1
セージ 417.1 366.7 613.8 470.8 401.7
スペアミント 400 547.8 473.4 628 489.6
LPS 507.3 839.1 416.7 571.7 385.7
PBS 200 300 554.5 398.4 452.7

表３ 18～20h インキュベーションさせた時の
サンプルと細胞 100 個あたりのラテックスビー
ズ貪食数 
 
 ①～⑤は実験回数を示している。 

タイム 60.7
セージ 66.4
スペアミント 109.1
LPS 113.5
PBS 89.7

表 2 2h インキュベ
ーションさせた時の
サンプルと細胞 100
個あたりのラテック
スビーズ貪食数 

図 4 サンプルと細胞 100 個あたりのラテック
スビーズ貪食数 
 
 縦軸はラテックスビーズの総数。横軸は各サ
ンプルを示す。 

10 ㎛ 

（a） （b） 

10 ㎛ 
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（c） （d） 

10 ㎛ 

（e） 

10 ㎛ 

図 3 光学顕微鏡によるビーズ取り込み確認 
 

（a）は LPS を加えた時，(b)は PBS を加えた
時，(c)はセージの抽出液を加えた時，(d)はタ
イムの抽出液を加えた時，そして(e)はスペア
ミントの抽出液を加えた時の Raw264.7 の光学
顕微鏡で撮影した写真を示している。 

 

図５ サンプルと細胞 100個あたりのラテック
スビーズ貪食数 
 
 縦軸は，細胞 100 個当たりのラテックスビー
ズ数を示している。①～⑤は実験回数を示して
いる。 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
各サンプルの PBS との有意差を t 検定

により検討すると，スペアミントは

Raw264.7 の貪食作用を活性化させると考

えられる。しかしタイム，セージに関して

は，図６より概ね同様の傾向がみられるが，

有意差は確認することができなかった。 
細胞にラテックスビーズを貪食させ，計

測させる一般的な方法として，フローサイ

トメトリー法を用いたものがある[4][5][6]。 
しかし，この方法は多額の費用を必要と

し，調整操作による誤差といった様々な誤

差が発生する可能性がある。本研究によっ

て，これらの誤差を極力省き，蛍光顕微鏡

下で可視化した貪食活性の評価が可能とな

った。また，ビーズにより貪食活性を調べ

る際，見かけ上の貪食があることが問題と

される[5]。今回の手法では，インキュベー

ション後に細胞を２回洗浄することにより，

貪食されず表面に付着しているビーズが計

測されることを防ぎ，実際に貪食されたビ

ーズのみを計測できるようにした。そして，

測定精度をより向上させるためには，貪食

数が上昇しない飽和状態で測定を行うこと

が必要だと考えられる。そのため，インキ

ュベーション18h以上を設定した実験を行

い，最適な培養時間の検討を行う必要があ

る。 
 
６．今後の課題 
セージ，タイムのサンプルで有意差が認

められなかった要因は，濃度条件が適切で

なかったことが考えられる。つまり，この

2 種のハーブが細胞に影響を及ぼすほどの

濃度ではなかったか，もしくは影響を与え

すぎる濃度だったかもしれない。これらの

真偽を検証し，ハーブ 3 種が最も貪食作用

を活性させる濃度を明らかにする必要があ

る。そのためには，抽出液の濃度条件を変

え，複数の濃度条件で実験する必要がある。

また，ハーブ抽出液の溶媒として用いた蒸

留水には，エンドトキシンを除去するため

のフィルターがついていなかったため，エ

ンドトキシンの影響が否定できない。エン

ドトキシンが除去された純水を用いて追試

を行い，エンドトキシンの影響の有無につ

いてもさらなる調査が必要である[7]。 
LPS は，マクロファージ様細胞の細胞膜

表面にあるTLR4というセレプターに結合

することにより，貪食作用を活性化させる。

つまり，LPS が貪食作用を活性化させるメ

カニズムには，その構造が関係している[8]。

今回サンプルとして用いたハーブに関して

も，成分分析を行い，TLR4 に結合する構

造をしているのかどうかなど，分子メカニ

ズムを解明したい。 
本研究の結果と同様の傾向がヒト細胞に

おいても得られれば，免疫機能を向上させ

図６ 外れ値を除いた，サンプルと細胞 100 個
あたりのラテックスビーズ貪食数 
 
 縦軸は，細胞 100 個当当たりのラテックスビ
ーズ数を示している。①，②，④は実験回数を
示している。    
LPS（陽性対照），PBS（陰性対照）に対する

t 検定の結果，ｐ＝0.029＜0.05 から有意差が
認められた。タイム，PBS では，ｐ＝0.063＞
0.05 から有意差が認められなかった。スペア
ミント，PBS では，ｐ＝0.032＜0.05 から有意
差が認められた。セージ，PBS ではｐ＝0.082
＞0.05 から有意差が認められなかった。 

 



 

ることを目的とした食品や薬品等へ応用で

きると考えられる。 
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