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1. 研究の目的と背景
　現代の日本では，花粉症等を含むⅠ型アレルギー疾患が
増加傾向にある．このⅠ型アレルギーは抗原の侵入により
引き起こされる．侵入した抗原により好塩基球表面上に存
在する IgE 抗体が架橋され，シグナル伝達が開始される
ことで，アレルギー原因物質が放出される（脱顆粒）．シ
グナル伝達はプロテインキナーゼが基質タンパク質をリン
酸化して，活性化または不活性化することでシグナルを次
に伝える．シグナル伝達は Ca2+ 依存経路と Ca2+ 非依存
経路に分けられ，Ca2+ 依存経路として Lyn-Syk-LAT 経
路および Lyn-Btk-PLCγ経路が，Ca2+ 非依存経路として
Fyn-Gab2-PI3K 経路が存在する1,2．これまでに我々は，
シークヮーサー果皮・葉抽出物が，抗原刺激による細胞内
Ca2+ 濃度の上昇を抑制することで脱顆粒反応を阻害する
ことを見出し，また，その効果は果皮よりも葉の方に強く
認められることを確認してきた．そこで本研究では，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
機構に関して検討した．
　さらに，シークヮーサー（Citrus depressa Hayata）
とは，沖縄県特産の小型の柑橘の総称で，沖縄語で「シー
サン（酸っぱい）」と「クヮースン（食わせる）」を掛け合
わせた語である3,4．来歴は日本原産のタチバナと中国原産
のマンダリンとの雑種であると推定されている．品種・系
統数は 130 を超えるが，代表系統として「クガニ―」が
挙げられる．沖縄県農林水産部の統計によると，平成 26
年度のシークヮーサー出荷量は 2,777 t であり，そのうち
加工用が 2,659 t，生果が 118 t である．シークヮーサー
の搾汁効率は 50％であるため，加工品製造時に発生する
果汁搾汁後の残渣の廃棄量は，年間 1,300 t を超えると示
唆される．シークヮーサーの果皮には，果汁や他の柑橘に
比べ，血糖値及び血圧上昇抑制作用等を有するノビレチン
が多く含まれていることが明らかになっている．よって，
本研究では，現在廃棄されているシークヮーサー搾汁残渣

（果皮等）ならびに葉を有効活用し，美味しさならびに健
康機能性を有する食品の考案に関しても検討を加えた．

2. 研究の方法
2-1. シークヮーサー各種抽出物の調製
　シークヮーサー果皮・葉メタノール抽出物は，高知県工
業技術センターから提供された．葉・果皮を 50℃〜 60℃

で加熱乾燥後，80％メタノール溶液にて抽出を行い，そ
の抽出溶液を真空凍結乾燥により粉末化し各種サンプルと
した．各種サンプルは DMSO を用いて溶解し，DMSO
終濃度 0.5％となるように調製した．

2-2. 脱顆粒抑制試験と細胞内カルシウム濃度の評価
　抗 DNP-IgE 抗体で感作させた RBL-2H3 細胞に葉およ
び果皮抽出液，ノビレチンを作用させた後，DNP-HSA
で抗原刺激することで脱顆粒現象をβ-hexosaminidase
放出レベルにより評価した．細胞内 Ca2+ 濃度の測定は，
Fluo3-AM を用いて評価した．

2-3. 細胞内各種タンパク質のリン酸化調節
　RBL-2H3 細胞を用い，シークヮーサー果皮・葉抽出物
刺激による PI3Kp55/p85，Syk，Akt，PLCγ1/2 のリ
ン酸化調節を SDS-PAGE 法および Western Blotting 法
を用いて行った．抗原刺激時間 2 分，抗原濃度 0.050 µg/
mL の条件下で実施した．

2-4. 各種シークヮーサーパウダーの調製
　シークヮーサー果皮パウダーは，（株）CAMUECO（沖
縄県那覇市）より購入した．本製品は，沖縄県大宜味村産
クガニーの搾汁残渣を熱風乾燥させ，種子と共に粉砕しパ
ウダー化されている．シークヮーサーの葉は，高知県安
芸市の農園より提供された．葉パウダーの製造方法は，採
取した葉を 50℃の湯にて洗浄後，高圧蒸気滅菌（オート
クレーブ滅菌：120℃，20 分間）を行い，50℃で 6 時間
乾燥させた．その後，ミニスピードミルにて粉砕しパウ
ダー化した．果皮パウダーの有する苦味・えぐみの緩和
効果を期待して，β-シクロデキストリン（セルデックス
B-100：日本食品化工（株））を使用した．

2-5. 各種シークヮーサーパウダーを活用した料理の開発
　果皮・葉パウダーの活用を，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．

3. 研究内容
　シークヮーサー果皮・葉抽出物は，PI3K p55/p85，
PLCγ1，Akt のリン酸化誘導を下方制御したが，Syk，
PLCγ2 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

シークヮーサー果皮・葉抽出物の I型アレルギー抑制機構の解明
およびその有効活用法の検討
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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．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，ポリメトキシフラボノイドであるノ
ビレチンによるものと似た挙動を示した．
　シークヮーサー果皮パウダーの苦味・えぐみの緩和には

「β-シクロデキストリン」や「酢」の添加が有効であり，
ドレッシング，ココアパン，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った．一方，葉パウダーに関し
ては，チョコレート，クッキー，シフォンケーキなどの調
理に活用できることが明らかとなった．

4. 研究の実施経過
4-1. シークヮーサー果皮・葉抽出物の脱顆粒抑制能と細

胞内 Ca2+ 濃度調節との関連
　シークヮーサー果皮・葉抽出物に添加濃度依存的な脱顆
粒抑制効果が認められ，葉抽出物 250 µg/mL 刺激下では，
Control と比較すると，約 70％の強い抑制効果を示し
た（IC50 値：葉抽出物 107 µg/mL，果皮抽出物 470 µg/
mL）（図 1）．
　シークヮーサー果皮・葉抽出物は，どちらも添加濃度依
存的に細胞内 Ca2+ 濃度の上昇を抑制し，果皮よりも葉の
方がより低濃度で抑制効果を示した．よって，シークヮー
サー果皮・葉抽出物による脱顆粒抑制効果はカルシウム依
存的であることが明らかとなった（図２）．
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図 1　シークヮーサー果皮・葉抽出物による濃度依存的な
脱顆粒抑制効果

図 2　シークヮーサー果皮・葉抽出物による細胞内 Ca2+

濃度抑制効果

4-2. シークヮーサー果皮・葉に含まれる３種のポリメト
キシフラボノイド類の測定

　HPLC 分析の結果，シークヮーサー果皮・葉メタノー 
ル抽出物のノビレチン含有量はそれぞれ 0.91 × 103 mg 
/100 g，1.8 × 103 mg/100 g，タンゲレチン含有量は 0.46
× 103 mg/100 g，1.5 × 103 mg/100 g であった．ノビレ 
チン量は葉の方が果皮と比べて２倍，タンゲレチン含有量
は葉の方が３倍多く認められた．

4-3. ノビレチンの脱顆粒抑制効果
　シークヮーサー果皮・葉に多く含まれるノビレチンの
脱顆粒抑制効果を再確認したところ，100 µM 刺激下で
Control と比較すると，約 67％の強い抑制能を示した（図
3）．

図 3　ノビレチンの脱顆粒抑制効果

4-4. 脱顆粒シグナル伝達に及ぼすシークヮーサー果皮・
葉抽出物の影響

　RBL-2H3 細胞において，シークヮーサー果皮・葉抽出
物によって，抗原刺激による PI3K のリン酸化誘導が抑制
されるか否かの検討を，SDS-PAGE 法ならびに Western 
Blotting 法を用いて行った（図 4）．
　その結果，シークヮーサー葉抽出物による p-PI3K p85
発現の下方制御傾向が認められ，p-PI3K p55 発現におい
ては有意な下方制御が認められた．また，シークヮーサー
果皮抽出物による p-PI3K p85 および p-PI3K p55 発現
の有意な下方制御も認められた．これらの結果から，シー
クヮーサー果皮・葉抽出物は PI3K のリン酸化誘導を抑制
することが明らかとなった．また，ノビレチン刺激におい
ても，p-PI3K p85 発現，p-PI3K p55 発現ともに下方制
御した．さらに，シークヮーサー葉抽出物とノビレチン
の比較を行ったところ，p-PI3K p85 発現においてはノビ
レチンが最も下方制御しているのに対し，p-PI3K p55 発
現においてはどれも同等の強さの下方制御傾向が認められ
た．
　次に，シークヮーサー果皮・葉抽出物により Syk のリン
酸化誘導が抑制されるか否かの検討を行った．その結果，
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シークヮーサー果皮・葉抽出物による p-Syk 発現の下方
制御は認められなかった．また，ノビレチンにおいても
p-Syk 発現の下方制御は認められなかった．
　また，Akt のリン酸化誘導に与える影響について検討
した．その結果，シークヮーサー果皮・葉抽出物による
p-Akt 発現の下方制御が認められた．また，ノビレチン
が Akt のリン酸化誘導を抑制することが確認できた．シー
クヮーサー葉抽出物およびノビレチンの Akt のリン酸化
レベルを比較すると，p-Akt 発現において，シークヮ―サー
葉抽出物はノビレチンとほぼ同程度の脱顆粒抑制効果を有
していることが分かった．
　さらに，PLCγ1 のリン酸化誘導が抑制されるか否かの
検討を行ったところ，シークヮーサー果皮・葉抽出物に
よる p-PLCγ1 発現の下方制御が認められた．また，ノ
ビレチンが PLCγ1 のリン酸化誘導を抑制することが確
認できた．シークヮーサー葉抽出物およびノビレチンの
PLCγ1 のリン酸化レベルを比較すると，p-PLCγ1 発現
においてはシークヮ―サー葉抽出物の方がノビレチンより
も強く下方制御していることが認められた．
　最後に，PLCγ2 のリン酸化誘導が抑制されるか否かの
検討を行った結果，シークヮーサー果皮・葉抽出物による
p-PLCγ2 発現の下方制御は認められなかった．また，ノ
ビレチンにおいても p-PLCγ2 発現の下方制御は認めら
れず，PLCγ2 のリン酸化誘導を抑制しなかった．
　図 5 に，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の概略図を示した．

図 5　シークヮーサー果皮・葉抽出物による脱顆粒シグナ
ル伝達制御

4-5. シークヮーサー果皮・葉パウダーを活用した調理法
の考案と工夫

　果皮パウダーの添加が可能な料理のスクリーニングを，
主食・飲料・おかず・調味料・デザート・おやつに着目し
て実施した．スクリーニングの対象とした料理は，主食と
して，パン（プレーンパン・カレーパン・青汁あんパン・
ココアパン），麺（うどん・パスタ），飲料として，コー 
ヒー，青汁，ココア，おかずとして，ゴーヤーチャンプ 
ルー，カレー，調味料として，みそ，ドレッシング，デザー 
ト・おやつとして，チョコレート，羊羹，豚まん，ヨー
グルトであった．これらの中から，美味しさや喫食の
手軽さ，果皮パウダーの配合濃度，喫食頻度の多さを
考慮し，適したものを選択した．その結果，ドレッシ
ング，パン，チョコレートが適当であると判断され
た．パンに関しては，ココアパウダーによって，苦味
とえぐみが緩和されたように感じられたため，ココア
パンにてレシピを最適化した．果皮パウダーを用いた
ドレッシングとココアパンの調理レシピを図 6 に示す． 

図 4　シークヮーサー果皮・葉抽出物による各種キナーゼ
のリン酸化制御

Blank Control Peel Leaf Nobiletin

図 6　シークヮーサー果皮パウダーを利用した調理レシピ
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官能検査の結果，チョコレートに関しては，カカオマス含
量 56％のチョコレートの重量に対し，果皮パウダー配合
率 4％，β-シクロデキストリン（環状オリゴ糖）配合率 
5％で作成されたものが最も高評価であった．葉パウダー
を用いた調理レシピの考案は，現在検討中である．

5. 研究から得た結論・考察
　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．これらのことから，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．一方で，シークヮーサー果
皮・葉抽出物は Syk および PLCγ2 のリン酸化誘導を下
方制御しなかった。このことから，シークヮーサー果皮・
葉抽出物は Syk より下流のシグナルに影響を与えている
ことが推察された．先行研究により，ノビレチンは PI3K 
p55/p85 および Akt，PLCγ1 のリン酸化誘導を下方制
御し，Syk および PLCγ2 のリン酸化誘導に影響を与え
ないことが明らかとなっており5,6，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ていた．
　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-PLCγ1 および p-Akt 発現において，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減弱してい
た．本実験で添加したシークヮーサー果皮・葉抽出物中の
ノビレチン，タンゲレチン含有量は，HPLC 分析によっ
て確認した．タンゲレチンは，ノビレチンと同様に柑橘類
中に含まれるポリメトキシフラボノイドであり，ノビレチ
ンとほぼ同程度の脱顆粒抑制活性を示すことが分かってい
る10．
　HPLC 分析結果によるとシークヮーサー葉メタノール
抽出物のノビレチン含有量は 1.8 × 103 mg/100 g，タン
ゲレチン含有量は 1.5 × 103 mg/100 g であった．本実
験で作用させたノビレチンのモル濃度は 50 µM であった
が，シークヮーサー葉抽出物（終濃度 250 µg/mL）中に
含まれるノビレチンのモル濃度は 11.2 µM，タンゲレチ
ンのモル濃度は 10.1 µM と推定された．これらの結果を
もとに，シークヮーサー葉抽出物がノビレチンよりも強
く脱顆粒シグナリングに影響を与えた要因を考察すると，
シークヮーサー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考えられる．また，シークヮーサー
葉抽出物中に含まれるノビレチン，タンゲレチン以外の成
分がアレルギー抑制効果に関係していることも推測され
る．その成分とは抗アレルギー効果を打ち消すものではな
い，もしくはノビレチン，タンゲレチンの抗アレルギー効
果を増強する働きを有しているのではないかと考える．

　調理加工実験においては，苦味とえぐみの緩和には 
「β-シクロデキストリン：環状オリゴ糖」と「酢」が有
効であることがわかった．
　「ココアパン」は，β-シクロデキストリンを添加する
ことによって，果皮パウダーによる苦味・えぐみが緩和さ
れ，美味しく調理することができた．β-シクロデキスト
リンは，7 個のブドウ糖が環状構造を成しており，環状の
内側に苦味・えぐみの分子が取り込まれることによって，
それらの味覚受容が緩和したと考えられる．
　また，ドレッシングの作成において，酢の添加により果
皮パウダーによる苦味・えぐみを緩和したが，その科学的
根拠は，まだ明らかにされていない．しかし，コーヒーや
ゴーヤーの苦味改善に酢が活用されている等の先行研究は
報告されているため，それらを参考にして解明していきた
い．

6. 残された問題，今後の課題
　シークヮーサー果皮・葉抽出物における脱顆粒シグナリ
ング制御機構の解明により，シークヮーサー果皮・葉抽出
物は Syk のリン酸化誘導に影響を与えないことが明らか
になったことから，シークヮーサー果皮・葉との機能性フー
ドペアリングを検討するために，Syk のリン酸化誘導を下
方制御する食品との組み合わせがよいと考えられる．また，
シークヮーサー果皮・葉抽出物は PLCγ1 のリン酸化誘
導を下方制御する一方で，PLCγ2 に影響を与えなかった．
これらの結果より，PLCγ2 のリン酸化誘導を下方制御す
る食品を組み合わせることで，より強い脱顆粒抑制効果を
もたらすことができるのではないかと推察される，シー
クヮーサー果皮・葉抽出物と組み合わせることで，抗アレ
ルギー効果の相加・相乗効果を発揮することのできる食
品としては，Syk と PLCγ2 のリン酸化誘導を下方制御
するβ-ラクトグロブリンやホウレンソウなどが挙げられ 
る7-9．
　よって今後は，シークヮーサー果皮・葉を用いた料理や
食品開発を行う上で，シークヮーサー果皮・葉抽出物と抗
アレルギー効果の相加・相乗効果が期待できる他食品との
組み合わせによる脱顆粒シグナリング制御機構を解明して
いくことが必要であろう．
　また，果皮パウダーを用いた食品の考案を進める中で，
果皮パウダー特有の苦味・えぐみの緩和が最大の難点で
あった．それに比べ，シークヮーサー葉は果皮に比べ苦味
が少なく，パウダー化の際にも種が入ることもないため，
えぐみも果皮パウダーほど感じられない．しかし，搾汁残
渣という廃棄物の直接的な削減にはつながらず，葉の採取
段階から人件費などのコストが発生する．
　よって，今後はシークヮーサー葉などの材料供給の問題
点や，年齢・性別による食品の趣向の系統などを調査しつ
つ，シークヮーサー葉・果皮パウダーの効果的な活用法に
ついて，さらなる検討を加えていきたい．
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