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概要 
ブルーベリー及びその近縁の野生種（以下ブルーベリー類）はアントシアニン等のポリフェノールを多く

含有しており、様々な機能性を示す果実として知られる。しかしながら抗ウイルス作用に関する報告は少な

い。そこでブルーベリー類果実の抗インフルエンザウイルス作用を明らかにするため、培養細胞へのインフ

ルエンザウイルス（以下 IFV）感染の初期段階の感染阻害活性について、ブルーベリー類果実の栽培種及び

近縁の野生種を比較した。その結果、栽培種では北部ハイブッシュ系のエリオットとラビットアイ系に分類

される品種群の感染阻害活性が高く、野生種ではナツハゼやビルベリーの感染阻害活性が非常に高いことを

明らかとし、感染阻害活性と総ポリフェノール含量には高い相関があることを明らかにした。 
これらの結果を踏まえ、IFV 感染阻害活性が高かったナツハゼについて、感染阻害活性に関与する成分の

探索を行った。ナツハゼ果実抽出物を合成吸着樹脂と濃度の異なるエタノールを用いて分画したところ、エ

タノール濃度 10 および 20％の画分にはナツハゼに特徴的なポリフェノールであるアントシアニンが多く含

まれていたが、IFV 感染阻害活性は低いことが明らかとなった。一方、エタノール濃度 30、40、50％の画分

は高い IFV 感染阻害活性を示し、アントシアニン以外のポリフェノールが多く含まれていると推察された。

そこでHPLC で分析した結果、30、40、50％濃度の画分に IFV 感染阻害活性の高い特徴的な 3 つのピークを

見出した。これら 3 つのピークを HPLC で分取し、ウイルス感染阻害活性を調べたところ、強い活性を示す

画分を確認した。それぞれの画分を ESI-LC/MS で分析した結果、それらの画分にはプロシアニジン B2 とフ

ェルラ酸誘導体、フェルラ酸六炭糖が含まれていることが明らかとなった。 
また、複数の IFV 型及び株を用いてブルーベリー類果実の IFV 感染阻害活性を調べたところ、2009 年に流

行した A 型と B 型の IFV に対しては活性が高く、タミフル耐性 A 型とA 香港型の IFV に対しては活性が低

い結果が得られ、ブルーベリー類果実の IFV 感染阻害活性はウイルスの型や株の違いによって差があること

が明らかとなった。 
さらに、ナツハゼ果実の加工方法が IFV 感染阻害活性に及ぼす影響を調べた結果、加熱加工を行っても感

染阻害活性は維持できることが確認され、ポリフェノールを多く含むような加工を行うことによって IFV 感

染阻害活性が高まることが確認された。 
これらの結果を踏まえ、ナツハゼ果実を用いた飴を試作して IFV 感染阻害活性を確認したところ、ナツハ

ゼ果実乾燥粉末を 1％添加した飴は 10 倍希釈しても IFV の感染を 80％以上阻害していることが確認された。 
本研究により、ナツハゼを含むブルーベリー類果実においては IFV 感染阻害活性を活かした加工品開発が

期待できることが明らかとなった。 
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第 1 章 序論 
 
 ブルーベリー及びその近縁野生種（以下ブルーベ

リー類）は生食や加工に幅広く利用されている果実

の一つで、世界で広く栽培されている。アントシア

ニン等のポリフェノールを多く含んでいることから、

様々な機能性が期待されており、サプリメント等の

加工食品にも幅広く利用されている。ブルーベリー

類の機能性として、眼科領域では暗下での視力回復

の促進効果 1、網膜色素や角膜上皮細胞の保護作用 2,3

などが報告されている。また、ポリフェノールの抗

酸化能による体内の活性酸素の除去作用 4,5や、肝臓

の酸化ストレスや肝硬変の抑制作用も報告されてい

る 6。しかしながら、ブルーベリー類の抗ウイルス作

用についての報告は少ない 7,8。 
ブルーベリー類を含めて、小粒の漿果をつける果

樹はベリー類と総称される。ベリー類の一つで、加

工食品に広く利用されるブラックカラント（カシス）

の抗ウイルス作用についても複数の報告があり、単

純ヘルペスウイルス 1 型やRS ウイルス 9,10、インフ

ルエンザウイルス（以下 IFV）11,12に感染阻害活性が

あることが報告されている。また、肺炎レンサ球菌

やインフルエンザ菌に対する抗菌作用 10も報告され

ている。しかし、ブラックカラントはユキノシタ目

スグリ科スグリ属であるのに対し、ブルーベリー類

はツツジ目ツツジ科スノキ属であり、植物学的には

異なるため、果実に含まれるポリフェノール等の成

分にも差違があると考えられる。また、ブルーベリ

ーには非常に多くの栽培品種と近縁の野生種があり、

品種によって機能性の有無や強弱に差があると考え

られる。 
そこで本研究ではブルーベリー類の抗 IFV作用に

着目し、培養細胞への IFV 感染の初期段階の感染阻

害活性について、ブルーベリー35 品種とその近縁の

野生種 3 種、さらにブラックカラントを加えて比較

した。また、IFV 感染阻害活性の高かったナツハゼ

果実を用いて実験を行い、IFV 感染阻害活性を示す

成分の探索を実施した。 
さらに、IFV には複数の型や株が存在し、ブルー

ベリー類の抗 IFV作用は異なる可能性が考えられた
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ため、型や株の異なるウイルスに対するブルーベリ

ー類の感染阻害活性を調べた。 
ナツハゼは国内の低山地に自生しているブルーベ

リーと同じツツジ科スノキ属の野生種であり、現在

は主に庭木や生け花の材料として流通している。近

年、福島県内においてナツハゼ果実を特産品として

利用する動きがあり、徐々にではあるが、果実とし

て流通するようになってきた。クエン酸を多く含む

ため酸味が強く、アントシアニンに由来する非常に

濃い紫色が特徴であり、加工品等への利用が期待さ

れている。 
そこで、ブルーベリー類果実の機能性を活かした

食品への利用方法を明らかにするため、ナツハゼ果

実を用いて、加工素材の製造方法や食品への応用方

法について試験を実施した。 
 
第 2 章 ブルーベリー品種間の IFV 感染阻害活性

の比較 
 
2.1 方法 
2.1.1 試料 

 福島県会津若松市北会津町で採取されたブルーベ

リー果実 35 品種（北部ハイブッシュ系 25 種,南部ハ

イブッシュ系 1 種,ラビットアイ系 7 種,半樹高ハイ

ブッシュ系 2 種）と、福島県田村市都路町で採取さ

れたナツハゼ 1 種、北欧産ビルベリーとニュージー

ランド産ブラックカラント、アメリカ産クランベリ

ーの冷凍輸入果実を用いた。果実は冷凍保存し、実

験に供する際に解凍した。その後、50 mL チューブ

に最終 40％濃度となるように果実と蒸留水を加え

てホモジナイズし、100℃で 10 分間加熱した後に遠

心分離して得られた果汁を試験に供試した。 
 

2.1.2 細胞とウイルス 
 実験にはMDCK（イヌ腎臓尿細管上皮）細胞を用

いた。MDCK 細胞は IFV に対する感受性が高く、臨

床検体からのウイルス分離にも用いられており、

IFV の実験で一般的に用いられる細胞である。細胞

培養には 4％のウシ胎児血清（Sigma-Aldrich、MO、

USA）と 3 種の抗生物質（300 μg/mL ストレプトマ

イシン（Meiji Seika ファルマ株式会社、東京）、300 
U/mL ペニシリン（Meiji Seika ファルマ株式会社、東

京）、1 μg/mL アンフォテリシンB（ブリストル・マ

イヤーズ株式会社、東京））を含むダルベッコ変法イ

ーグル培地（日水製薬株式会社、東京）（以下

DMEM/FCS）を用いた。 
 IFV は 2009-2010 シーズンに山形県で分離された

A/Yamagata/165/2009pdm を用いた。このウイルスは

2010 年に山形県衛生研究所から分与されたものを

MDCK 細胞に感染させて 37℃で 3 日間培養し、そ

の培地を 3000rpm で 10 分間遠心分離後に上清をマ

イクロチューブに分注して-80℃で保存していたも

のである。感染価は 1.5×107 pfu/mL であった。 
 

2.1.3 IFV 感染阻害活性の評価 
 ウイルスの感染阻害として感染の初期段階に着目

した。本研究では果汁を含む飴を食した場合などを

想定し、ウイルスと活性成分が同時に細胞上に存在

する条件を設定、以下の方法で感染阻害活性を評価

した。 
DMEM/FCS に混合した MDCK 細胞をプラスチッ

ク製細胞培養用 12 ウェルプレートに 1 mL/ウェル 
播種し、37℃に設定したCO 2インキュベーターで 3
日間、単層培養した。実験時にプレートの培養液を

除去し、4％のウシ血清アルブミン（Roche、Basel、
Switzerland）と 3 種の抗生物質（前述）を含むダル

ベッコ変法イーグル培地（以下 DMEM/BSA）で

10000、1000、100 pfu に希釈したウイルス液と

DMEM/BSA（対照）を横列に、10％、3％、1％濃度

に希釈した果汁を縦列に、ウイルス濃度と果汁濃度

がそれぞれ異なる組み合わせとなるよう、200 μL/ウ
ェルずつ同時に加え、室温で撹拌しながら 5 分間感

染させた。その後 5 分経過したウェルから順にウイ

ルス液と果汁の混合液を除去、DMEM/BSA で細胞

を洗浄した後、1％アガロース（Thermo Fisher 
Scientific、MA、USA）と 1 μg/mL トリプシン（Sigma-
Aldrich、MO、USA）を含むDMEM/BSA を 2 mL/ウ
ェル 重層した。37℃に設定した CO2 インキュベー

ターで 3 日間培養した後、10％ホルマリンで細胞を

固定、ゲルを除去して 0.05％クリスタルバイオレッ

トで染色した。感染阻害活性は対照のプラーク数と

比較してプラーク数を50％抑制する果汁濃度を IC50

として算出した。実験は 3 回繰り返して行った。 
 

2.1.4 総ポリフェノール含量の測定 
 総ポリフェノール含量はフォリン・チオカルト法

で測定した 13。96 穴マイクロプレートに試料 10 μL
と蒸留水 60 μL を加え、その後蒸留水で 2 倍希釈し

たフォリン・チオカルト試薬（メルク、フランクフ

ルト、ドイツ）を 15 μL 添加して撹拌、5 分後に 2％
炭酸水素ナトリウム水溶液を 75μL 添加して撹拌、

室温で 15 分間反応させた後に 750 nm の吸光度を測

定した。標準品には没食子酸（和光純薬工業株式会

社、大阪）を用い、没食子酸換算で算出した。 
 

2.2 結果 
2.2.1 IFV 感染阻害活性の品種比較 

 IFVの感染を50％阻害する果汁濃度を表す IC50は

低いほど感染阻害活性が高いことを表している（表

1）。栽培種のブルーベリーにおいてはエリオット、

レイトブルー、オースチン、バルドウィン、ブライ

トブルー、フェスティバル、ノビリス、ティフブル

ーで低く、総じてラビットアイ系のブルーベリーの

IFV 感染阻害活性が高い傾向を示した。また、野生

ブルーベリー及びナツハゼ果実のインフルエンザウイルス感染阻害活性に関する研究 33



 

種であるナツハゼとブラックカラントでは 1％以下

と最も低かった。また、ビルベリーやクランベリー

も低い値を示した。 
 

2.2.2 総ポリフェノール含量と IFV 感染阻害活

性の関係 
 総ポリフェノール含量は、栽培種のブルーベリー

においてはエリオット、レイトブルー、ルーベル、

オースチン、バルドウィン、ブライトブルー、フェ

スティバル、ノビリス、ティフブルーが高く、ナツ

ハゼ、ビルベリー、ブラックカラントの含有量はさ

らに高かった（表 1）。これらの種および品種は IFV
感染阻害活性の高かった種および品種とほぼ同じで

あったため、総ポリフェノール含量と IFV 50％感染

阻害濃度（IC50）を比較したところ、総ポリフェノー

ル含量が多くなると IC50は低くなることが確認され

た。このことは総ポリフェノール含量と IFV 感染阻

害活性には正の相関関係があることを示している

（図 1）。ブルーベリー類のポリフェノール含量の差

は、品種等の差および果皮の量が大きく影響してい

ると考えられる。ビルベリーやナツハゼ、一部の栽

培種では果肉にもアントシアニンが含まれているた

め、ポリフェノール含量は品種等によって差がある。

さらに、ポリフェールは果皮に多く含まれているが、

種および品種によって果皮の厚さが異なり、また、

ブルーベリーにおける調査では同一品種の場合は果

実粒の大きさと単位重量当たりのアントシアニン含

量には負の相関があることが確認されている 14。IFV
感染阻害活性の高いナツハゼやビルベリーでは果実

粒がかなり小さいことから、ブルーベリー類の IFV
感染阻害活性にはこれらの要因が影響していると考

えられた。 
 
第 3 章 ナツハゼ果実に含まれる IFV 感染阻害活

性成分の探索 
 

3.1 方法 
3.1.1 試料 
福島県田村市都路町で採取されたナツハゼ果実を

用いた。果実は採取後すぐに洗浄し、冷凍保存した。 
3.1.1.1 合成吸着樹脂によるナツハゼ果実抽出

物の分離 
 冷凍されたナツハゼ果実を凍結乾燥し、粉砕後に

80％エタノールを添加、5℃で一晩静置した。その後、

8000×g で 10 分間遠心分離して上清を回収し、減圧

下で濃縮乾固してエタノール抽出物を得た。 
エタノール抽出物5 gを50 mLの蒸留水に溶解し、

ガラスカラム（直径 20 mm×長さ 300 mm）に充填し

た 20 g の合成吸着樹脂（DIAION HP-20、三菱ケミ

カル株式会社、東京）に吸着させた。その後、蒸留

水とエタノール水溶液（10％、20％、30％、40％、

50％、80％）を用いて抽出物の分離および分取を行

った。分取したそれぞれの画分は濃縮乾固し、重量

を測定した。 
得られた画分は 20％ジメチルスルホキシド（ナカ

ライテスク株式会社、京都）水溶液に溶解し、それ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 ベリー類の IFV 感染阻害活性と総ポリフ

ェノール含量 

図 1 ベリー類果実の 50%IFV 感染阻害濃度と

総ポリフェノール含量の関係 
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ぞれ 1 mg/mL の濃度になるよう調製した。このよう

にして得た合成吸着樹脂画分を、総ポリフェノール

含量、総アントシアニン含量および IFV 感染阻害活

性の評価に用いた。 
3.1.1.2 HPLC によるナツハゼ果実エタノール

抽出物の分離 
冷凍されたナツハゼ果実を解凍し、0.1％ペクチナ

ーゼ（ペクチナーゼ SS、ヤクルト薬品工業株式会社、

東京）を加えてミキサーでペースト状になるまで撹

拌し、40℃で 2 時間、酵素反応させた。その後 8000×g
で 10 分間遠心分離し、上清を得た。得られた上清は

先述した合成吸着樹脂（DIAION HP-20）に添加し、

蒸留水を流して糖類などの水溶性の物質を除去後、

80％エタノール水溶液を流して合成吸着樹脂に吸着

した物質を含むエタノール溶液を回収した。回収し

たエタノール溶液は減圧濃縮と凍結乾燥により粉末

化し、ナツハゼ果実抽出物とした。エタノール抽出

物は 10 mg/mL になるように蒸留水に溶解し、

UV/VIS 検出器を接続した高速液体クロマトグラフ

（L-2000、株式会社日立ハイテクノロジーズ、東京）

を用いて成分の分離と分取を行った。分離条件は以

下の通りである。カラム：Develosil ODS-HG-5（4.6 
mm×150 mm、5 μm、野村化学株式会社、愛知）、検

出波長：326 nm、カラムオーブン温度：40℃、流速：

1 mL/min、移動相：エタノール水溶液（0-10 分は 5％
を維持、10-50 分にかけて 40％まで濃度を上昇させ、

50-55 分にかけて 5％に下降、その後平衡化するため

に 55-65 分を初期条件である 5％で維持）。以上を 1
サイクルとし、手動で目的とするピークの分取を繰

り返した。 
 得られた画分は減圧乾固後に重量を測定し、20％
ジメチルスルホキシド水溶液に溶解し、それぞれ 1 
mg/mL の濃度になるよう調製した。このようにして

得たHPLC 分取画分を、総ポリフェノール含量およ

び IFV 感染阻害活性の評価に用いた。 
 

3.1.2 細胞とウイルス 
 2.1.2 に同じ。 
 

3.1.3 IFV 感染阻害活性の評価 
 2.1.3 に同じで、実験サンプルにはDMEM/BSA で

250、75、25 μg/mL 濃度に希釈した分画試料を用い

た。 
 

3.1.4 総ポリフェノール含量の測定 
 2.1.4 に同じ。 
 

3.1.5 総アントシアニン含量の測定 
総アントシアニン含量は吸光度法で測定した 14。

96 穴マイクロプレートに試料 30 μL と 5％トリフル

オロ酢酸水溶液を 120 μL 加え、530 nm の吸光度を

測定した。標準品にはシアニジン-3-グルコシド（和

光純薬工業株式会社、大阪）を用い、シアニジン-3-
グルコシド換算で算出した。 
 

3.1.6 ESI-LC/MS による IFV 感染阻害活性成分

の分子量の測定 
HPLC で分取したナツハゼ抽出物の分子量推定に

は、エレクトロスプレーイオン化質量分析計（LTQ 
Orbitrap Veros pro、Thermo Fisher Scientific、MA、USA）

を、分離にはダイオードアレイ検出器が付属した超

高速液体クロマトグラフ（Ultimate 3000 RSLC、

Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を用いた。分離

条件は以下の通り。カラム：ACQUITY UPLC HSS 
C18 column（2.1 mm×100 mm、1.8 μm、Waters、MA、

USA）、検出波長：200-750 nm、カラムオーブン温度：

40℃、流速：0.3 mL/min、移動相：A 液（0.1％ギ酸

水溶液）および B 液（0.1％ギ酸含有アセトニトリル）

の 2 液グラジェント（B 液について、0-1 分は 5％を

維持、1-9 分にかけて 80％まで上昇、9-19 分にかけ

て 50％に下降させ、その後平衡化するために 19-29
分を初期条件である 5％で維持）。 
分取したナツハゼ抽出物は分析カラムで分離し、

ダイオードアレイ検出器を通過した後に質量分析計

に供した。質量分析計のパラメータは以下の通りで

ある。スプレー電圧値：3.0 kV、ソースヒーター温

度：400℃、キャピラリー温度：230℃、シースガス

流量：40（任意単位）、オグジリラリガス流量：5（任

意単位）、分解能：10000、マスレンジ：m/z 100-1000。 
 

3.2 結果 
3.2.1 ナツハゼ果実抽出物分離画分に含まれる

ポリフェノールと IFV 感染阻害活性の関

係 
 ナツハゼ果実抽出物を吸着させた合成吸着樹脂か

ら濃度の異なるエタノール水溶液を用いてポリフェ

ノールを分離・分取し、得られた重量、IFV 感染阻

害活性、総ポリフェノール含量および総アントシア

ニン含量を測定した（表 2）。回収量は水画分が最も

多いが、これは樹脂に吸着しない糖類などの水溶性

の物質が主であると考えられる。 
総ポリフェノール含量は 10％から 50％画分まで

は 330 から 445 μg/mL の範囲であり、顕著な差はな

かったが、総アントシアニン含量は 10％と 20％画分

でそれぞれ 439 μg/mL、377 μg/mg となり、アントシ

アニン全体の 67％が 10％と 20％画分に含まれてい

ることが確認された。このことから、30％、40％、

50％画分にはアントシアニン以外のポリフェノール

が多く含まれていることが明らかとなった。 
一方、感染阻害活性は水画分とエタノール 10％画

分では確認さなかったが、20％画分以降で確認され、

特に 30％、40％、50％画分で高い活性を示すことが

確認された。 
それぞれの画分をHPLC で分析したところ、10％
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と 20％画分では溶出時間の短いところに大きなピ

ークが確認された。このピークはナツハゼ果実に大

量に含まれているアントシアニンやクロロゲン酸で

あることをHPLC によって別途確認している。一方、

30％、40％、50％画分では 35 分から 45 分にかけて

3 つの特徴的なピークが確認された（図 2）。 
この結果、ナツハゼ果実に含まれているアントシ

アニンやクロロゲン酸には強い IFV感染阻害活性は

なく、エタノール濃度 30％、40％、50％画分に含ま

れているポリフェノールが感染阻害活性に関与する

主要な成分であることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次に、高い感染阻害活性を示す成分を明らかにす

るため、エタノール濃度 30％、40％、50％画分に含

まれていた 3 つのピークを HPLC と ODS カラムを

用いて分取し、それぞれを画分A、B、C とした（図

3）。分取量は画分A が 7.6 mg、画分B が 3.1 mg、画

分C が 4.2 mg となり、重量あたりの総ポリフェノー

ル含量は画分C が最も高かった。しかし IFV 感染阻

害活性は画分A とB が高く、画分C はそれらの 1/6
程度であった（表 3）。 

 

  

表 3 HPLC によるナツハゼ果実抽出物の分離 

表 2 合成吸着樹脂によるナツハゼ果実抽出物の分離 

図 2 合成吸着樹脂によって分離したナツハゼ

画分のHPLC クロマトグラム 
図3 HPLCによって分取した IFV感染阻害活性

を有する画分のクロマトグラム 

画分採取量
総ポリフェノール

含量

IFV感染阻害活性

 (IC50)

（ mg ） ( µg/mL ) ( µg/mL )

A 7.6 228 38

B 3.1 278 40

C 4.2 371 238

画分
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3.2.2 ESI-LC/MS による IFV 感染阻害活性成分

の分子量の測定 
HPLC で分画された画分 A、B、C を ESI-LC/MS

で分析した（表 4）。ESI-LC/MS で分離した際のクロ

マトグラムは、先の合成吸着樹脂による分離のクロ

マトグラムとは少し異なっている（図 4）。これは使

用したカラムが異なることや検出波長が 220 から

750 nm の積算値を用いていることによる。各画分に

は複数のピークが存在しており、画分A に含まれる

ピークを＃1、＃2、＃3、画分B に含まれるピークを

＃4、＃5、画分C のピークを＃6 と＃7 とした。 
 ピーク＃1 は 7.1 分に検出され、ネガティブイオン

モードでm/z 577、ポジティブイオンモードでm/z 579
に主要イオンのマススペクトルを得た。また、

MS/MS により[M-H]-がm/z 451、425、407 および 289、
[M+H]+がm/z 427、429 および 291 のプロダクトイオ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ンを得た。さらに、ピーク＃1 のUV/VIS スペクトル

の吸収極大は 279 nm であった。これらの結果は、ピ

ーク＃1 がプロシアニジンB1 やB2 などのエピカテ

キンの二量体であることを示している。そこで、市

販のプロシアニジンB2の標準品の分子量やMS/MS
スペクトル、UV/VIS スペクトルを比較した結果、ピ

ーク＃1 はプロシアニジン B2 であることが明らか

となった。 
 ピーク＃2は7.45分に、＃3は7.99分に検出され、

ネガティブイオンモードによるそれらの主要イオン

と MS/MS スペクトルはほぼ同様であった。これら

のピークの主要イオンの[M-H]-は m/z 355 で、プロダ 
クトイオンはm/z 295 ([M-H-60]-)、 235 ([M-H-120]-)、 
217 ([M-H-120-18]-)、 193 ([M-H-162]-)、および 175 
([M-H-162-18]-)であった。UV/VIS スペクトルもほぼ

同じであり、吸収極大は 329 nm 付近であった。一 

  

表 4 ESI-LC/MS 分析による IFV 感染阻害成分の推定 

図 4 分取した IFV 感染阻害活性を有する画分の ESI-LC/MS 分析 
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方、これらのピークのポジティブイオンモードによ 
る主要イオンと MS/MS スペクトルからは有用な情

報を得ることはできなかった。黒ニンジンの研究で、

フェルラ酸誘導体の主要イオンの[M-H]- は m/z 355、 
プロダクトイオンは m/z 295、217、193、175 および

134 であり、吸収極大は 330 nm であったと報告され

ている 16。このことから、今回得られたピーク＃2 と

＃3 はフェルラ酸誘導体であることが明らかとなっ

た。 
 ピーク＃4 と＃5 はそれぞれ 11.05 分と 11.46 分に

検出され、主要イオンの[M-H]-は m/z 355 であった。

しかし、MS/MS スペクトルはピーク＃2 と＃3 と異

なっていた。m/z 355 の[M-H]-はm/z 193 ([M-H-162]- )
に顕著なプロダクトイオンを与えた。このパターン

は乾燥プラム 17およびハーブ 18の研究では、フェル

ラ酸六炭糖であると報告されている。このことから、

画分Bの主要なピークはフェルラ酸六炭糖であるこ

とが明らかとなった。 
 ネガティブイオンモードにおいて、ピーク＃6 は

12.47 分に、＃7 は 12.55 分に検出され、主要イオン

はそれぞれm/z 447 と m/z 579に確認された。また、

ポジティブイオンモードにおいて、ピーク＃6 と＃7
の主要イオンはm/z 449 とm/z 581にそれぞれ確認さ

れ、プロダクトイオンはm/z 303 ([M+H-146]+)とm/z 
449 ([M+H-146]+)にそれぞれ確認された。ピーク＃7
の MS/MS スペクトルについては、＃6 で確認された

フラグメンテーションパターンと似ていた。また、

m/z 449 以外のプロダクトイオンは、m/z 431 ([M+H-
132-18]+)、413 ([M+H-132-18x2]+)、 345 および 303 
([M+H-132-146]+)に確認された。さらにピーク＃6 と

＃7 のUV/VIS スペクトルの吸収極大は 349 nm 付近

であった。これらのデータから、ピーク＃6 と＃7 が、

それぞれケルセチン-3-O-ラムノシドやケルセチン-
O-ペントシド-O-ラムノシドのようなケルセチン配

糖体であることが明かとなった 19。 
 
第 4 章 異なるウイルス型・株が IFV 感染阻害活

性に及ぼす影響 
 
4.1 方法 
4.1.1 試料 
福島県会津若松市北会津町で採取されたブルーベ

リー2 品種、エリオット（北部ハイブッシュ系）とフ

ェスティバル（ラビットアイ系）、福島県田村市都路

町で採取されたナツハゼ、冷凍輸入された北欧産ビ

ルベリーとアメリカ産クランベリー、ニュージーラ

ンド産ブラックカラント計 6 品種の果実を用いた。

果実は冷凍保存し、それぞれの実験に供する際に解

凍した。その後の処理は 2.1.1 に同じ。 
 
4.1.2 細胞とウイルス 

 細胞は 2.1.2 に同じく MDCK 細胞を用い、ウイル

スは A 型 IFV の AH1pdm(A/Yamagata/165/2009pdm)
に 加 え 、 A 型 で タ ミ フ ル に 耐 性 を 持 つ

AH1tamr(A/Yamagata/5/2009)、A 香港型と呼ばれる

AH3(A/Yamagata/72/2009)、さらに B 型 IFV の

B(B/Yamagata/89/2009)の 4 種の株を用いた。 
 
4.1.3 IFV 感染阻害活性の評価 

 2.1.3 に同じ。 
 

4.1.4 総ポリフェノール含量の測定 
 2.1.4 に同じ。 
 

4.2 結果 
4.2.1 IFV 感染阻害活性のウイルス型・株の比較 
10％果汁では、ナツハゼ、ブラックカラント、ビ

ルベリー、クランベリーにおいてはウイルス型に関

係なく IFV の感染をほぼ 100％阻害した。一方、栽

培種であるエリオットとフェスティバルにおいては、

AH1pdm と B に対しては 90％以上阻害したが、

AH1tamr と AH3 に対する阻害率は低かった。また、

3％果汁や 1％果汁においてはナツハゼ、ブラックカ

ラント、ビルベリー、クランベリーでも同じような

傾向が示され、IFV 感染阻害活性は、AH1pdm と B
に対しては高く、AH1tamrとAH3 に対しては低いこ

とが明らかとなった。（図 5）。 
 
4.2.2 総ポリフェノール含量と IFV 感染阻害活

性の関係 
総ポリェノール含量はナツハゼとブラックカラン

トが高く、次いでビルベリー、フェスティバル、エ

リオットとなり、クランベリーが最も低かった（図

6）。 
総ポリェノールと IFV感染阻害活性を比較すると、

総ポリフェノール含量が高い品種では IFV感染阻害

活性も高い傾向があり、AH1pdm とB でより顕著に

確認された。ただし、クランベリーでは総ポリフェ

ノール含量が低めであるにも関わらず IFV感染阻害

活性は高かった。 
 
第 5 章 ナツハゼ果実の加工方法と IFV 感染阻害

活性 
 
5.1 方法 
5.1.1 試料 
福島県田村市都路町で採取されたナツハゼ果実を

用いた。果実は冷凍保存し、実験に供する際に解凍

した。 
加工方法については果汁素材を想定し、以下の 6

区を設定し、得られた果汁素材は 8000rpm で遠心分

離し、上清を採取して実験用のサンプルとした。 
ミキサー処理区（40％濃度になるように冷凍果実

に水を加えてミキサー処理）、100℃10 分加熱区

（40％濃度になるように冷凍果実に水を加え、ミキ 
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サー処理後に沸騰水中で 100℃,10 分加熱）、130℃ 

30 分加熱区（40％濃度になるように冷凍果実に水を

加え、ミキサー処理後にオートクレーブで 130℃ 

30 分加熱）、凍結乾燥熱水抽出区（果実を凍結乾燥

後に粉砕し、生果実換算で 40％濃度となるように熱

湯を加えて 10 分間撹拌抽出）、60℃乾燥熱水抽出区

（果実を 60℃乾燥後に粉砕し、生果実換算で 40％
濃度となるように熱湯を加えて 10 分間撹拌抽出）、

ペクチナーゼ処理区（40％濃度になるように冷凍果

実に水を加え、ミキサー処理後にペクチナーゼを

0.1%添加し、40℃で 3 時間反応させた後にろ過）。 
また、ナツハゼ果実を使用した加工品として、凍

結乾燥果実を粉砕機（ワンダーブレンダー、大阪ケ

ミカル、大阪）で微粉砕した凍結乾燥粉末と果汁素

材を 1％含有した「飴」を試作した。なお、飴に用い

た果汁素材の処理方法および飴の加工方法は以下の

とおり。果汁素材の処理方法は、鍋にナツハゼ果実

とそれと等量の水を入れ、果実をよくつぶしながら

10 分間加熱、ろ過したものを 50％果汁とした。また、

飴の加工については、グラニュー糖：水飴＝6：7 で

混合したものを基本の飴とし、ナツハゼ果実の凍結

乾燥粉末と 50％果汁を最終濃度 1％となるように混

合した。混合した原料は鍋で加熱しながら溶解・撹

拌し、150℃に達した時点で型枠に流し入れて飴と

した。 
 
5.1.2 細胞とウイルス 
2.1.2 に同じ。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.3 IFV 感染阻害活性の評価 

 2.1.3 に同じ。 
 

5.1.4 総ポリフェノール含量の測定 
 2.1.4 に同じ。 
 

5.1.5 総アントシアニン含量の測定 
 4.1.5 に同じ。 
 

5.2 結果 
5.2.1 果汁素材の IFV 感染阻害活性と総ポリフ

ェノールおよび総アントシアニン含量 
IFV 感染阻害活性は、5％果汁ではミキサー処理区

と、130℃30 分加熱区において、他の区よりもやや

低い傾向があった、それ以外はいずれも 90％以上の

高い阻害活性が確認された。また、いずれの処理区

においても果汁濃度が 3％、1％と薄くなるにつれて

活性も低くなった（図 7）。 
総ポリフェノール含量は凍結乾燥熱水抽出区、

60℃乾燥熱水抽出区が多かった。次いで 100℃10 分

加熱区、130℃30 分加熱区、ペクチナーゼ処理区の

順であり、ミキサー処理区が最も少なかった。また、

総アントシアニン含量は、凍結乾燥熱水抽出区で最

も多く、次いで 60℃乾燥熱水抽出、100℃10 分加熱

区、ペクチナーゼ処理区が同程度、ミキサー処理区

はそれらよりも少なかった。総アントシアニン含量

が最も低かった区は 130℃30 分加熱区であり、これ

は過度の加熱によってアントシアニンの構造が変化

したことが原因であると考えられた（図 8）。 
 以上のことから、乾燥果実からの熱水抽出および

図 5 IFV の型・株の違いと各種ベリー類果実果汁の感染阻害活性 

図 6 ベリー類果実の総ポリフェノ

ール含量  
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ペクチナーゼを使用した加工方法の IFV感染阻害活

性が高く、また、ナツハゼ果実の IFV 感染阻害活性

は加熱処理しても保持されることが明らかとなった。 
 
5.2.2 ナツハゼ飴の IFV 感染阻害活性と総ポリ

フェノールおよび総アントシアニン含量 
 試作した飴の外見を比較すると、粉末 1％飴では

アントシアニン由来の紫色が非常に濃く、果汁 1％
飴ではきれいな紫色となった。一方、対照となるナ

ツハゼ無添加の飴は無色透明であった（図 9）。ナツ

ハゼ果実に含まれるアントシアニンを始めとするポ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

リフェノールは果皮に多く含まれているため、ミキ

サー処理と遠心分離によって搾汁した果汁素材では

ポリフェノール含量が少なく、色が薄くなったと考

えられた（図 10）。 
これらの飴を 10 倍希釈した場合の IVF 感染阻害 

活性は、粉末 1％飴で 80％以上、果汁 1％飴では 40％
程度、対照では活性は確認されなかった。また、希

釈倍率が高くなると感染阻害活性は低くなった（図

11）。飴の加工には 100℃以上の高温処理が伴うが、

そのような条件下においてもナツハゼ果実の IFV感

染阻害活性は保持されることが明らかとなった。 
 
 

  

図 8 ナツハゼ果汁素材の総ポリフェノール含

量とアントシアニン含量 
図 7 ナツハゼ果汁素材の加工方法および濃度

による IFV 感染阻害活性 

図 9 ナツハゼ果実の加工素材を利用した飴 図 10 ナツハゼ果実の加工素材を利用した飴

の総ポリフェノール含量 

図 11 ナツハゼ果実の加工素材を利用した飴の

IFV 感染阻害活性 

 

乾燥粉末 1％  果汁 1％  無添加（対照） 
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第 6 章 考察 
 
 ブラックカラント 10,11,12 やアロニア 20、エルダー

ベリー21、クランベリー22といったベリー類果実には

抗 IFV 作用があると報告されており、これらの果実

に含まれるポリフェノール類が抗ウイルス効果を示

すことについても報告されている 23,24。ブルーベリ

ー類においてもポリフェノールを多く含むことは既

に知られており、抗 IFV 作用が期待されたが、栽培

種であるブルーベリーの品種は非常に多く存在する

ことから、本研究では IFV 感染阻害活性について品

種比較を行うことから研究をスタートした。その結

果、IFV 感染阻害活性は品種によって大きく異なる

ことが明らかとなり、総ポリフェノール含量と正の

相関があることが確認された 25。ブルーベリーのポ

リフェノール含量は品種によって差があるが、ポリ

フェノールは果皮に多く含まれているため、果皮が

厚めであるラビットアイ系や小粒の品種においては

重量当たりの果皮の割合が高くなり、IFV 感染阻害

活性も高くなることが期待できる。日本でのブルー

ベリー栽培は摘み取り農園での栽培が多く、大粒で

果皮が口に残らない、食べやすい品種の人気が高い

が、本研究の結果は果皮が厚い品種や小粒な品種に

も関心を向けるきっかけとなり得る。また、それら

ポリフェノールを多く含む品種はアントシアニンの

量も多いため、加工した際にはブルーベリーの特徴

である紫色を活かした加工品の開発が可能であると

考えられた。 
 次に、IFV 感染阻害活性にはポリフェノールが関

与している可能性が示されたことから、関与してい

るポリフェノールの同定を試みた。ブルーベリー類

にはアントシアニンが多く含まれており、アントシ

アニンには IFV感染阻害活性があることが知られて

いる 12。しかしながら、本研究においてナツハゼ抽

出物を合成吸着樹脂で分離した結果、アントシアニ

ンよりも高い IFV感染阻害活性を示すポリフェノー

ルが存在する可能性が示された。それらのポリフェ

ノールを同定するために、ナツハゼ果実から IFV 感

染阻害活性を有する 3 つの画分A、B、C を分取し、

ESI-LC/MS による分析を行った結果、それらにはフ

ェルラ酸誘導体、プロシアニジン B2 およびケルセ

チン配糖体が含まれていることを明らかにした 26。 
ポリフェノールと抗 IFV作用については様々な報

告があるが、本研究で評価した感染初期段階におけ

る阻害作用においては、フェルラ酸についてはノイ

ラミニダーゼに結合して IFV感染の初期段階を阻害

し、特にその誘導体はより強い効果を示すことが報

告されている 27。また、プロシアニジンB2 とケルセ

チン配糖体に関しては、感染後の細胞内での IFV 複

製を阻害することが報告されているが 28,29、IFV 感

染の初期段階では効果が確認できなかったことが報

告されている 30。これらの結果から、ナツハゼには

抗 IFV活性を有するポリフェノールがいくつか含ま

れているが、本研究で評価した感染初期段階の IFV
阻害についてはフェルラ酸誘導体の寄与が大きいと

考えられた。また、ポリフェノールの抗 IFV 活性に

ついては、ポリフェノール同士の相乗効果が生じた

可能性も考慮する必要がある。例えば、茶に含まれ

るカテキンにおいては、複数のカテキンが混合され

たときに抗 IFV活性が増強されたことが報告されて

いる 31。本研究で用いたナツハゼの IFV 感染阻害活

性は高く、この強力な抑制効果はフェルラ酸誘導体

の効果だけではなく、相乗効果が影響をおよぼした

可能性も考えられた。 
一方、IFV には、A 型、B 型、C 型が存在し、特に

A 型においてはノイラミニダーゼやヘマグルチニン

といったウイルス表面に存在するタンパク質の組み

合わせによって多くの亜型があり、さらに変異株が

存在することからその種類は非常に多い。そこで本

試験では 5 種類のベリー類果実の果汁を用い、型お

よび株の異なる 4種類の IFVに対する感染阻害活性

を確認したところ、同じ果汁であっても IFV の型や

株によって活性に強弱があることが確認された。特

にクランベリーにはB型プロアントシアニジンが多

いことが知られており、ブルーベリーやブラックカ

ラントとはポリフェノールの組成が大きくことなっ

ている 32。これらのことから、IFV の型や株によっ

て活性が異なる要因は、ヘマグルチニンやノイラミ

ニダーゼ等、IFV の構造の違いによって差が生じた

ものと推察された。 
また、ナツハゼを用いた果汁素材の加工方法につ

いて比較を行った結果、乾燥果実から熱水を用いて

抽出した素材の IFV 感染阻害活性が高かった。これ

はいわゆるお茶やハーブティーを淹れる場合と同じ

ような条件であり、また、乾燥方法においては凍結

乾燥を用いることによって特徴的な紫色をより有効

に活用できることから、ナツハゼ果実はハーブティ

ーのような利用法も適していることが示された。一

方、飴に加工する際には 150℃以上になるが、その

ような高温条件下でも IFV感染阻害活性が保持され

た。食品加工においては焼成や殺菌などの加熱行程

を経る場合が多く、加熱後も機能性を維持するとい

うことは果実加工品の機能性を評価する上で重要な

情報である。 
ナツハゼ果実に着目すると、栽培されている地域

が限られており、収穫も手作業であるため、食品企

業が加工原料として用いるほどの収穫量の確保は難

しく、コスト面でも高くなってしまう。さらに、農

作物としての栽培方法などは確立されておらず、ナ

ツハゼ果実の利用拡大のためには課題が残されてい

る。しかしながら、その野性味のある味や濃厚な紫

色、そして本研究で明らかになった IFV 感染阻害活

性など、食品素材としては魅力的であり、活用の幅

は広いと考えられる。ナツハゼ果実は収量性等の点
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で不利な側面を持つが、逆にその特性を活かし、ブ

ルーベリーとは違った立ち位置で、より地域に根差

した特産果実として育てていくことによって、その

魅力を伝えることができると思われる。 
一方、ブルーベリーにおいては観光農園を中心に

広く栽培され、様々な品種が栽培されている。本研

究で得られた IFV感染阻害活性は細胞レベルでの機

能性であるため、その効能を謳うことはできないが、

ブルーベリーの新たな機能性として、その味や香り

とともに様々な品種を比較するための指標にするこ

とで、ブルーベリーの魅力が増すのではないかと考

えている。 
今後は本研究で得られた成果を活用し、新たな付加

価値を持った加工品の開発を行うことにより、県産

果実の利用拡大や地域の活性化に貢献していきたい

と考えている。 
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Summary 
 
Herein, we report on the anti-influenza virus infection 
inhibitory activity of blueberries and related fruits. We 
investigated IFV infection inhibitory activity of 39 species 
of berry fruits using cultured cells. As a result, Elliot, which 
is a Northern High Bush blueberry, and rabbit eye 
blueberry varieties have high levels of IFV infection 
inhibitory activity. It was also revealed that wild 
blueberries, Natsuhaze (Vaccinium oldhamii) and Bilberry 
have very high activity. In addition, we confirmed that 
there was a good correlation between IFV inhibitory 
activity and total polyphenol content of the berries. Based 
on these results, we investigated the components involved 
in the infection inhibitory activity of the Natsuhaze berries. 
As a result of fractionation of the fruit extract of Natsuhaze 
using synthetic adsorption resin, fractions with ethanol 
concentrations of 30, 40, and 50% showed high levels of 
IFV infection inhibitory activity, and were found to contain 
polyphenols other than anthocyanin. Those fractions were 
then analyzed by HPLC, and three characteristic peaks 
were found. These peaks had IFV infection inhibitory 
activity and, when analyzed by ESI-LC/MS, these 
fractions were found to contains contained procyanidin B2 
and ferulic acid derivatives, respectively. In addition, the 
IFV infection inhibitory activity of berry fruits was 
examined by against various IFV types, which revealed 
that the IFV infection inhibiting activity of the berry fruit 
is dependent on the virus type and strain. On the other 
hand, it was confirmed that the IFV infection inhibiting 
activity of Natsuhaze fruit is maintained even after heat 
treatment, and candy containing 1% dry Natsuhaze fruit 
powder has high IFV infection inhibitory activity.  
This study revealed that it is possible to develop processed 
products making use of the IFV infection inhibitory 
activity of blueberries and Natsuhaze fruit. 
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