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小野　一之

緒　言

　重症患者の治療においては，適切な栄養管理が極め
て重要である．栄養状態の悪化は創傷治癒の遅延や免
疫能の低下を招き，合併症率を高めて予後を悪化させ
ることとなる．重症患者の栄養管理法に関し，ここ数
十年間における最も大きな進歩の一つは，Dudrickら
によって開発された高カロリー輸液であろう1)．これは
医療の様々な分野で有益であったが，特に経口摂取が
不可能な術後患者の手術成績向上に寄与するところ大
であった．現在でもその有用性を疑う者はいないが，
近年になって高カロリー輸液に伴う様々な合併症が
認識され，過剰な高カロリー輸液への反省がなされて
いる．過剰な栄養投与は肝機能障害，糖代謝異常，電
解質異常などをもたらし，必ずしも栄養状態の改善に
役立たないばかりか有害ですらある．また，非生理的
な栄養投与経路であるため，栄養状態の改善が期待さ
れたほどには進まず，長期にわたる絶食は腸管粘膜の
萎縮をきたす 2)．そのため，患者の代謝量に見合った高
カロリー輸液を行い，腸管が利用できる場合には，で
きる限り速やかに経腸栄養を開始することが一般的
となってきている．この流れは，腸管粘膜の萎縮が一
因と考えられている bacterial translocationの概念に
よって強く加速され，現在に至っている3, 4)．Bacterial 
translocationが実際の患者で本当に起こっている
のか，さらにはどのような病的意義を持つのかは未だ
確立されていないが 5, 6)，早期の経腸栄養開始が患者の
予後や合併症率に好ましい影響を与えることは様々な
報告によって示されている7 -9)．さらに，最近は栄養管
理を単なる栄養補給という観点のみからではなく，炎
症反応すなわち systemic inflamation response syndrom
（SIRS）を制御するという immunomodulationの一方
法として捉える方向へと向かっている．これは，生体

にとって必要な，いわゆる必須栄養素を投与すると
いうだけではなく，栄養素材の質に目を向け，生体防
御機能を高めて重症患者の予後や合併症率を向上せ
しめようという試みである．重症患者の予後を左右
する重要な因子として感染症があるが，敗血症から多
臓器不全に至る経路を抑制できるならば極めて有意
義である．近年，このような目的で食物繊維，グルタ
ミン，アルギニンなどが経腸栄養剤へ添加され，腸管
粘膜構造の正常化，窒素出納の改善，免疫能の向上に
寄与し，予後や合併症率にも好ましい影響を及ぼすこ
とが示されている10 -13)．
　経腸栄養剤の添加物としては，上記のように食品
の抽出精製成分や合成物を用いるのが一般的だが，
既存の食品そのものを用いることができれば医療
経済的にも有利であり，この観点からココアに着目
した．ココアは Theobroma cacaoの果実の胚乳部分
を脱脂，乾燥して製造される．湯に溶かして飲用に供
せられるだけではなく，チョコレートの主原料として
も用いられている．インカ帝国時代には医薬品と見な
され，近代においても健康食品として広く愛飲されて
きた．近年，様々な疾患に対する予防効果をココアが
有する可能性が指摘され，食品業界や消費者の関心が
高まっている．ココアは食物繊維やポリフェノールを
豊富に含み14 -16)，ポリフェノールの抗酸化作用は広く一
般に知られるところとなっている．ココアに豊富に含
まれるポリフェノールは心臓・血管疾患の予防効果を
持つと考えられ17)，ワインや緑茶とともに生活習慣病
を防ぐ効果が期待されている．これらの効果はおもに
長期的飲用によるものだが，短期間の摂取で得られる
効果も考えられる．ココアには重症患者で不足しがち
な亜鉛などの微量元素も豊富に含まれている18)．また，
豊富に含まれる食物繊維のみを考慮しても，ココアを
経腸栄養剤の添加剤として用いることは有用と思わ
れる．しかし，最近はこれにとどまらず，ココアは腸医学博士　乙第 832号　平成 14年 9月 27日 （埼玉医科大学）
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管出血性大腸菌 O -157に対する抗菌作用19)，cimetidine
に匹敵する抗消化性潰瘍効果20)，肝庇護作用21)，齲歯
の抑制効果 22)，便臭の軽減効果23)，immunomodulation
効果24, 25)などを有することが報告されている．重症患
者では腸蠕動や消化吸収能の低下，耐糖能の低下など
に対応するため，経腸栄養を 24時間持続投与とするこ
とが少なくない．その際には経腸栄養剤を長時間室温
にさらすことが食品衛生上問題となり，食中毒起炎菌
に対する抗菌効果は重要である．ストレス潰瘍は重症
患者にとって重大な合併症であり，その予防に H2−ブ
ロッカーが多用される．しかし，胃内酸度の低下は呼
吸器感染症の頻度を増すという報告があり，汎血球減
少症などの副作用も問題となる．ココアの抗潰瘍作用
は予防的抗潰瘍薬投与を減らすことに寄与しうる．肝
機能障害は軽度のものまで含めると重症患者では頻度
の高い合併症である．多種，多量の薬剤投与，敗血症，
長時間のショック状態などが肝機能障害を引き起こ
すが，これらの患者にとって肝庇護作用は重要な機能
である．齲歯の抑制効果は経管栄養の患者には直接関
係しないが，顔面骨骨折に対して顎間固定を行ってい
る患者などのように，口腔内の清潔が保ちづらい患者
には有意義であろう．便臭はこれまではあまり重要視
されてこなかった問題であるが，ベッド上での排泄を
余儀なくされる集中治療室などの状況では極めて重
要である．今後，高齢者の在宅介護が増加すれば，更
に注目される問題である．Immunomodulation効果は
本論文の主旨とも深く関与する機能であり，感染症患
者の過剰な炎症反応を制御する効果が本当に存在す
れば，極めて魅力的な機能である．これらの作用がい
かなる成分によるものかは未だ完全には同定されてい
ないが，単なる栄養補給にとどまらないココアの可能
性を示唆するものである．そこで，重症患者に対して
可及的早期に経腸栄養を開始し，ココアを経管栄養剤
に添加することで様々な補助的効果が得られると考え
た．ココアは広く摂取されている食品であり，その飲
用の歴史も長い．人類による栽培も 3000年以上昔か
ら行われており，常用量を著しく逸脱しない限り，そ
の安全性は既に確立していると考えられる．また，コ
コアは既に粉末に加工されており，経腸栄養剤への添
加剤として用いることは安価かつ簡便であり，風味の
点からも受け入れやすいものと思われる．
　以上の観点から，筆者を含む研究グループは創傷治
癒の促進効果，Helicobacter pyloriへの抗菌作用，便通
の正常化など，ココアの添加剤としての有用性を多方
面から検討してきたが，本稿ではココア投与が敗血症
に与える影響を検討する．in vivoにおいては，マウス
またはラットにココアを経口摂取させ，その後に腹腔
内へ lipopolysaccharide（LPS）を投与，生存率，臓器
障害，interleukin -6（IL -6）血中濃度の差を検討した．
IL -6の血中濃度は，炎症反応の程度と良く相関すると

考えられている．ココア摂取の有無による IL -6濃度
の差から，ココアが LPS投与による炎症反応を抑制す
る効果を検討した．in vitroにおいては，マウスマク
ロファージの LPSおよび interferon -γ（IFN-γ）刺激
による nitric oxide（NO）産生量がココア抽出液の存在
によって変化するか否かを検討した26)．NOはその血管
拡張作用により敗血症性ショックの血行動態に深く関
与する物質であり，特に炎症反応の一環としてマクロ
ファージ等で誘導される inducible nitric oxide synthase
（iNOS）によって産生されるNOは重要な役割を果たす
と考えられている．そこで，マクロファージの NO産
生量を測定することで，LPSに対するマクロファージ
の反応に及ぼされるココアの影響を検討した．

方　法

ココア添加飼料の作成

　固形飼料 CE-2（日本クレア , 東京）と同組成の粉
末飼料に森永製ココア（商品名：MORINAGA COCOA 
PURE COCOA）を 12.5％添加し，固形化したものを
ココア添加飼料として用いた．この固形飼料の作成は
日本クレアに依頼した．ココア非投与群の通常飼料と
しては，日本クレア製 CE-2を用いた．

ココア摂取が LPS投与マウス生存率に与える影響（実
験 1-1, 1-2）
1)実験 1-1
　LPS投与時 6週齡，平均体重 31.0 gの std:ddy系雄
性マウス（日本 SLC,静岡）40匹を用いた．20匹には
ココア添加飼料を，残り 20匹にはココアを含まない
通常飼料を 2週間自由摂取させた．その後，ココア摂
取マウス中の 10匹には 30 mg/kg body weightの LPS
を投与し（COCOA/30群），残り 10匹には 20 mg/kg 
body weight の LPS を 投 与 し た（COCOA/20 群 ）．
通常飼料摂取マウスも同様に二群に分け，30または
20 mg/kg body weightの LPSを投与した（CE-2/30
群 及 び CE-2/20 群 ）．LPS（Escherichia coli; Difco, 
Detroit, USA）は生理食塩水で 2.0 mg/mlの濃度に溶解
し，ろ過滅菌後に腹腔内投与した．投与からマウスが
死ぬまでの期間を 96時間観察した．なお，4群間で
のマウス平均体重に有意な差はない．
2)実験 1-2
　LPS投与時 6週齡，平均体重 33.0 gの std:ddy系雄
性マウス（日本 SLC,静岡）40匹を用いた．実験 1 -1の
結果を受け，LPS投与量，観察期間を限定した．平均
体重に差がでないように 20匹ずつ 2群に分け，COCOA
群にはココア添加飼料を，CE-2群には通常飼料を 2
週間自由摂取させた．その後，20 mg/kg body weight
の LPSを実験 1 -1と同様に調製し，腹腔内投与した．
投与からマウスが死ぬまでの期間を 48時間観察した．
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ココア摂取が LPS投与マウスの臓器障害に与える
影響（実験 2）
　LPS投与時 6週齡，平均体重 25.4 gの BALB/c系雄
性マウス（日本クレア ,東京）18匹を用いた．平均体
重に差がでないように 6匹ずつ 3群に分け，COCOA
群にはココア添加飼料を，CE-2群と control群には通
常飼料を 2週間自由摂取させた．その後，COCOA群
と CE-2群には LPS（Escherichia coli; Difco, Detroit, 
USA）を 0.07 mg/mlの濃度に生理食塩水で溶解し，
ろ過滅菌後に LPS 1.0 mg/kg body weightを腹腔内投
与した．control群には LPS投与群と同容量の生理食
塩水のみを腹腔内投与し，対照とした．腹腔内投与の
48時間後にエーテル麻酔下に剖検を行った．開腹し，
肝臓に数カ所の切れ目を入れ，開胸して心臓より生理
食塩水 20 mlを注入した．続いて，心臓より中性緩衝
ホルマリン 20 mlを注入し，肺，肝，腎の順に採取し
て中性緩衝ホルマリンに保存した．通常の方法で組織
標本を作製して hematoxylin and eosin染色（以下 HE
染色と略す）を行い，臓器障害の状態を光学顕微鏡に
て比較した．

ココア摂取が LPS投与ラットの IL-6濃度に与える
影響（実験 3）
　LPS投与時 9週齡，平均体重　209.2 gの Wistar
系雄性ラット（日本クレア ,東京）18匹を用いた．
平均体重に差がでないように 6匹ずつ 3群に分け，
COCOA群にはココア添加飼料を，CE-2群と control
群には通常飼料を 2週間自由摂取させた．その後，
COCOA群と CE-2群には実験 2と同様に調整した
LPS を腹腔内に 1.0 mg/kg body weight 投与した．
control群には COCOA群，CE-2群と同容量の生理食
塩水を腹腔内投与した．LPSまたは生理食塩水投与
3時間後に採血を行い，分離した血清は氷冷中に保存
した．血清中の IL -6濃度は Rat IL -6 Cytokine ELISA 
Kit（コスモバイオ ,東京）を用いて測定した．本測定
キットの検出限界は 16 pg/mlである．

ココア抽出液の作成
　ココア 50 gに沸騰した純水 500 mlを加え，沸騰
した水浴中で攪拌しながら 1時間抽出を行う．これ
を 25℃まで冷却した後，15000 rpmで 10分間遠心
分離し，上清を得る．更にこの上清を濾過し，10％コ
コア抽出液とする．

マクロファージの培養
　培地は 10％ウシ胎仔血清を含み，フェノールレッド
は含まない RPMI1640培地（Sigma Chemical, St.Lois, 
USA）を用いた（以下，これを培地とのみ記す）．マウ
ス J774A.1マクロファージ様細胞（ATCC, Manassas, 
USA）を 37℃，5％ CO2条件下で培養する．細胞はピ

ペットにて回収し，Dulbecco’s PBS中で洗浄する．
細胞を 5×105個 /mlの密度に培地中に調整し，0.8 
mlづつ 24ウェル培養プレート（住友ベークライト , 
東京）の各穴に注入した．このプレートを 37℃，5％
CO2条件下で一晩培養した．各ウェルを 1.0 mlの培地
で洗浄した後，0.8 mlの新鮮な培地を加えて以下の実
験に供した．

Nitriteの測定
　NOの安定した酸化物である nitriteを NO産生量
の指標として測定した．nitriteの定量は Greenらの
記載に従い27)，以下のごとく行った．培養後培地を
10,000 rpm，4℃で 1分間遠心し，上清または NaNO2

標準液 0.1 mlを 96ウェル酵素免疫測定用プレート
（Nalge Nunc International, Rochester, USA）の各ウェ
ルに注ぐ．それぞれに Greiss試薬（和光純薬 ,大阪）
0.1 mlを加え，37℃で 10分間反応させる．反応終
了後，直ちに 546 nmの吸光度を測定する（SJeia Auto 
Reader; 三光純薬 ,東京）．測定結果は 0.1 ml中の
nitrite量（μM）で表した．

ココア抽出液が NO産生に与える影響（実験 4）
　培養プレートのウェルを 3群に分け，それぞれに 0.1 
mlの純水，0.05％ココア抽出液，0.25％ココア抽出液
のいずれかを加える．さらに，各群の半数のウェルに
は 1.0 mg/ml の LPS（Escherichia coli; Difco, Detroit, 
USA）および 100 U/mlの IFN-γ（Sigma Chemical, St. 
Louis, USA） を含む培地 0.1 mlを加えた．残り半数の
ウェルにはコントロールとして LPS，IFN-γを含まな
い培地 0.1 mlを加えた．このプレートを 37℃，5％
CO2条件下で 24時間培養する．その後，プレートを
氷上で冷却して誘導反応を停止し，nitriteを測定する．
各群におけるココア等の添加の有無は Fig. 1にまとめ
て示す．

ココア抽出液投与時期によるNO産生量の変化（実験5）
　培養プレートのウェルを A，B，C，Dの 4群に分ける．
A群と C群の各ウェルには 0.1 mlの純水を加え，B群
と D群の各ウェルには 2.0％ココア抽出液 0.1 mlを加
える．さらに，全てのウェルに IFN-γ（100 U/ml）を含
む培地 0.1 mlを加える．37℃，5％ CO2条件下で 4時
間培養後に培地を除去し，1.0 mlの培地で各ウェルを
洗浄後に新しい培地 0.8 mlを加える．次に，A群と B
群の各ウェルには 0.1 mlの純水を加え，C群と D群
の各ウェルには 2.0％ココア抽出液 0.1 mlを加える．
さらに，全てのウェルに LPS （0.1 mg/ml） を含む培
地 0.1 mlを加える．37℃，5％ CO2条件下で 16時間培
養後にプレートを氷上で冷却，誘導反応を停止して
nitriteを測定する．各群のココア抽出液添加の時期等
は Fig. 2にまとめて示す．
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統計学的検討
　生存率の差の検定は Fisher’ exact probability testを
用いた．IL -6の濃度および nitrite産生量の差の検定

はWelch’s t - testを用いた．何れも，p値 0.05未満を
もって有意差ありとした．

Fig. 1.  実験 4における各群のココアおよび LPSの添加（文献 26より引用）．

Fig. 2. 実験 5における各群のココア添加時期（文献 26より引用）．
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結　果

ココア摂取が LPS投与マウス生存率に与える影響
（実験 1-1, 1-2）
①実験 1-1
　各群の経時的生存率を Fig. 3 - 1，3 -2に示す．LPS 30 
mg/kg投与群（COCOA/30群と CE-2/30群）では，
ほぼ同様の死亡経過をたどった（Fig. 3 - 1）．LPS 20 
mg/kg投与群（COCOA/20群と CE-2/20群）では，
ココア投与群である COCOA/20群の方が常に高い生
存率を示していたが，統計学的有意差を認めなかった
（Fig. 3 - 2）．31時間経過時の生存率が COCOA/20群，
CE-2/20群でそれぞれ 90％と 50％であり，p＝0.0704
と最も 0.05に近かった．
②実験 1-2
　両群の経時的生存率を Fig. 4に示す．24時間経過
時の生存率は COCOA群，CE-2群でそれぞれ 95％，
80％であり，p＝0.1708であった．48時間経過時の
生存率はそれぞれ 60％，50％であり，p＝0.3755で
あった．常に COCOA群で生存率が高い傾向は見られ
たが，いずれも統計学的有意差を認めなかった．

ココア摂取が LPS投与マウスの臓器障害に与える
影響（実験 2）
  ①肺（Fig. 5）
　control群と比較し，COCOA群，CE-2群ともに細
胞数の増加が認められる．浸潤した白血球と思われ
るが，細胞の種類，比率の詳細は不明である．細胞数
の増加は通常飼料の CE-2群で著明であった．肺胞壁
の肥厚および無気肺像が COCOA群，CE-2群ともに
認められ，CE-2群でより明らかであった．肺出血の
所見は何れの群でも認めなかった．
②肝（Fig. 6）
　COCOA群，CE-2群ともに細胞変性によると思わ
れる細胞索の乱れがみられ，CE-2群で強い傾向で
あった．細胞索の乱れは，中心静脈近傍に特に強い傾
向はなかった．明らかな出血壊死像，細胞浸潤，繊維
化は認めなかった．
③腎（Fig. 7）
　COCOA群，CE-2群ともに，近位尿細管と遠位尿細
管に軽度の変化を認めた．刷子縁の染色性の増加は軽
度であり，基底膜の肥厚はほとんど認めなかった．2
群間で明らかな変化の差は認めなかった．メサンギウ
ム細胞の増加，細胞浸潤は両群ともに認めなかった．

ココア摂取が LPS投与ラットの IL-6濃度に与える
影響（実験 3）
　Table 1に各群の血中 IL -6濃度測定値を高い順番
に列記する．通常飼料の CE-2群は control群に比べ，
有意に IL -6濃度が高かったが（p＜0.05），COCOA群
と CE-2群，COCOA群と control群間では統計学的有
意差を認めなかった．

ココア抽出液が NO産生に与える影響（実験 4）
　Fig. 8 に示したごとく，ココア抽出液の存在
し な い 状 態 で は，LPS お よ び IFN-γ の 刺 激 に
より，マウスマクロファージの NO産生量は 7倍に増

Fig. 3-1. LPS投与後のマウスの生存率の推移（実験 1-1，LPS 
30 mg/kg body weight)．

Fig. 3-2. LPS投与後のマウスの生存率の推移（実験 1-1，LPS 
20 mg/kg body weight)．

Fig. 4. LPS投与後のマウスの生存率の推移（実験 2，LPS 20 
mg/kg body weight)．
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Fig. 5. 肺組織の光学顕微鏡像（HE染色）．

Fig. 6. 肝組織光学顕微鏡像（HE染色）．

Fig. 7. 腎組織光学顕微鏡像（HE染色）．

COCOA群（×100） CE-2群（×100） control群（×200）

COCOA群（×200） CE-2群（×200）

COCOA群（×100） CE-2群（×100） control群（×100）

COCOA群（×50） CE-2群（×50） control群（×50）

COCOA群（×200） CE-2群（×200）
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加した．しかし，LPSおよび IFN-γの刺激による NO
産生はココア抽出液の存在によって有意に抑制された
（p＜0.01）．抑制効果は 0.05％および 0.25％のココア
抽出液で，それぞれ 40％と 70％であり，抽出液の濃
度が高い方が有意に抑制効果が高かった（p＜0.01）．

ココア抽出液投与時期によるNO産生量の変化（実験5）
　実験 4 においては LPS と IFN-γを同時に加
えたが，本実験では，まず IFN-γを加えて 4時間反
応させ，その後に LPSを加えて 16時間反応させた．
それぞれの反応段階におけるココア抽出液の有無に
よる NO産生量の変化を検討した（Fig. 9）．IFN-γに
よる反応段階のみにココア抽出液を添加することで，
NO産生は有意に抑制され（p＜0.01），NO産生量は
ココア抽出液を加えない場合の 70％であった．LPS
による反応段階のみへのココア抽出液添加でも NO産
生は有意に抑制されたが（p＜0.01），両反応段階に添
加することで最も強い抑制効果が得られ，全くココア
抽出液を加えない場合の 35％の NO産生量であった．

考　察

　今回の in vivoの実験を行うにあたり，固形飼料へ
のココア添加量を重量比で 12.5％としたが，これは
体重あたりの摂取量を成人に換算した場合，1日に
ココア 15杯程度を飲用することになる．この量は成
人の一般的な摂取量とはいえず，ココアに含まれる
caffeineや theobromineによる不整脈等の副作用が懸
念される 28, 29)．しかし，マウスの栄養所要量は体重あ
たりにして成人の 10倍以上であり，全食事量に占め
るココアの割合として考えた場合には，通常の成人
が摂取しているココアの量の範囲内と考える．無論，
様々な生理活性物質を含むと考えられるココアの投与
量を食品と同様に決定することは困難であるが，上記
の理由から今回の添加量が妥当と考えた．栄養組成と
しては，脂肪分，繊維質がココアに多いため，粗脂肪
が CE-2で 4.4％であったものがココア添加飼料では

6.7％に，粗繊維が CE-2で 4.1％であったものがココ
ア添加飼料で 7.7％に上昇している．しかし，他の組
成には大きな変化はなく，100 gあたりのカロリーも，
それぞれ 342.2 kcalと 343.4 kcalとなっている．また，
マウスやラットが 12.5％ココア添加飼料を通常の飼
料と同様に摂取するか否かが問題となるが，摂取量に
は差がなかった．データは示さなかったが，予備実験
において，2週間の自由摂取ではココア添加飼料を与
えたマウスも通常の飼料を与えたマウスと同様の成長
を示し，栄養状態にも有意な差を認めなかった．以上
より，12.5％ココア添加飼料を 2週間投与後に LPSを
投与する方法を用いた．
　LPSの投与法としては，最も単純な腹腔内 1回投与
法とした．この投与法は敗血症モデルとしては古典的
なものであるが，実際の患者の敗血症とは病態が異な
ることが指摘されている30, 31)．そのため，現在までに
様々な敗血症や敗血症による臓器障害モデルが提唱さ
れているが32)，今回はココアの可能性を探るという目
的から，最も簡単なモデルを採用した．

Table 1. LPS投与 3時間後の血中 IL-6濃度

Fig. 8. ココア抽出液添加による Nitrite産生量の変化（文献
26より引用）．

Fig. 9. ココア抽出液添加による Nitrite産生量の変化（文献
26より引用）．
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　実験 1 -1においては，31時間経過時での LPS 20 
mg/kg 投与群の生存率の差が p＝0.0704 であり，
最も有意な差に近かった．そのため，実験 1 -2にお
いては，LPS投与量は 20 mg/kgのみとし，各群の
匹数を倍に増やしたが，やはり有意差は得られな
かった．しかし，統計学的有意差は得られなかったも
のの，2度の実験においてココア投与群において生存
率が高い傾向が見られた．このことから，LPSの投与
法の変更や輸液などの追加によって生存率に差がでる
可能性がある．
　LPS投与による臓器障害はココア添加飼料群，通
常飼料群ともに認められ，肺における変化が最も明
瞭であった．肺における変化は細胞浸潤と肺胞壁の
肥厚であり，ARDSの初期像として矛盾のないものと
思われる33)．通常飼料群の方が変化が著明であった事
より，ココアには LPSの毒性を軽減する効果がある
ものと考えるが，定量的な比較は困難である．差を定
量化するためには，呼吸機能等の変化を比較する必
要がある．また，肺病変の二群間の差は程度の差のみ
に見えるが，浸潤細胞の種類，比率に差がないか否か
を明らかにするには HE染色のみではなく，抗体染色
等を行う必要がある．肝における変化は両群ともに
細胞索の乱れが主であり，LPSによる細胞変性と考
えられる34)．sudan black Bによる染色を行えば脂肪変
性を来しているか否かを明瞭にできると考える．二群
間の変化の差は肺ほどには明瞭ではないが，通常飼料
群で強い傾向であった．差を明らかにするためには，
肺同様に機能的な変化を捉える必要がある．腎につ
いては，二群ともに形態的変化は明瞭ではなかった．
明らかな変化が現れるためには，今回の実験における
LPS投与後 48時間では短い可能性がある．何れの臓器
の変化についても，LPS投与による早期の変化を観察
しているものであり，尿所見や肺機能などの機能的変
化を捉える方が形態的変化よりも明瞭かもしれない．
あるいは，LPSの少量持続投与モデルなどを用いれば，
より明瞭な形態的変化が捉えられと思われる．しかし，
既に述べたように，今回の一連の実験はココアの可能
性を探る目的から計画したものであり，単純な LPS一
回投与のみの実験法の限界と考える．
　上記の如く，ココアの前投与によって LPSの毒性
が軽減される可能性が示されたことから，LPS投与後
のサイトカイン濃度に差がないかどうかを検討した．
Sanbongiらの末梢血リンパ球に対するココアポリフェ
ノールの効果を検討した in vitroの報告では，IL -2の
産生が抑制される24)．ココアポリフェノールの主成分の
一つである procyanidinを用いたMaoらの報告では，
IL -1βと IL -4に対しては procyanidinの重合度によっ
て抑制，刺激両方に働き，IL -2に対しては重合度の
高い場合に抑制に働く25)．本論文ではサイトカイン濃
度の測定を IL -6について行ったが，これは IL -6が侵

襲に対する急性相反応において重要な働きを持つサイ
トカインであり，その血中濃度は重症度と良く相関す
ると言われているからである35, 36)．また，技術的にも
IL -6は侵襲が加わった後に数時間で血中濃度がピー
クを迎え，in vivoの実験において測定が容易である．
TNFや IL -1も侵襲に対するサイトカインとして重要
なものではあるが，血中濃度の高い時間が短く，二群
間の濃度差の比較が困難である．同一個体からの経
時的採血が可能であれば，二群間の比較は可能である
が，眼窩静脈からの採血のみでもサイトカインの血中
濃度が上昇するため（データは示さず），マウスやラッ
トを用いた実験では不可能である．以上の理由から
LPS投与 3時間後の IL -6血中濃度を測定し比較した．
ココア投与群と通常飼料群間では統計学的有意差は得
られなかったが，これはココア投与群の一頭で 1598 
pg/mlという高値を示したことが強く影響している．
これのみがココア投与群中でかけ離れて高く，三群
中でも最も高値である．これを除外すれば，通常飼
料群の方がココア投与群よりも IL -6濃度が明らかに
高い．また，通常飼料群でも一頭で測定限界値以下
であり，測定値のばらつきが大きい．この原因は不明
であり，個体差と技術的な問題による要素が考えら
れる．個体差に関しては，クローズドコロニーである
Wistar系ラットを用いているため，予想されうる事態
ではある．近交系マウスを用いて実験頭数を増せば，
ばらつきは減少させられる可能性がある．今回の実験
では明らかな技術的問題は確認できなかったが，他の
サイトカイン等に対する効果とともに，更に検討を加
えたい．他のサイトカインに関しては，緑茶において
検討した報告が散見するが，IL -1βは低下，TNF-α
と IL -10は不変と増加，IL -6は不変と低下など，必
ずしも結果が一致しない 37, 38)．これらの違いは実験系
や用いたポリフェノールの相違による差であることが
疑われる．しかし，食品中には多種類のポリフェノー
ルが含まれ，既に述べたように同一のものでも重合
度によって作用が異なるため，解釈は困難である．さ
らに，そもそもポリフェノールのみが原因物質とは断
定できず，純粋な合成物ではない限り，他の物質の混
在も否定はできない．また，生体にとって炎症性サイ
トカインの抑制が有利に働くか否かも問題となる．炎
症反応を抑制することで生体の防御能を低下させる恐
れもある．すなわち，ココアが IL -6の産生を抑制す
るとした場合，生体にとっては不利に働く可能性も存
在する．現在のところ，ココアによって免疫能が低下
するという報告はなく，むしろポリフェノールの一種
である cathechin類で感染に対する抵抗力が増すと報
告されている39)．
  NOは IL -6と同様に炎症反応の程度を示す良い指標
と考えられるが，実験 4の結果からはココアの温水
による抽出液中にマクロファージの NO産生を濃度



小野　一之 T69小野　一之 敗血症に対するココアの有用性

依存性に抑制する物質が存在することが確認された．
Karimらによれば，ココアに含まれるポリフェノール
にはウサギの大動脈内膜の NOSを活性化し，平滑筋
を弛緩させる作用が存在する40)．この報告は本論文の
結論と反するようにも思われる．しかし，彼らの研
究は血管内膜の NOSに関するものであり，我々はマ
クロファージの iNOSに着目した．両者の反応が異
なることは驚きにあたらない．また，彼らは他種類
存在するポリフェノールの一群である flavonoidsを分
離して実験に用いており，我々はココアの温水によ
る粗な抽出液をそのまま用いている．活性物質はポ
リフェノール，特に flavonoidsのみとは限らず，決し
て矛盾した実験結果とは言えない．本来，NOは殺菌
作用や免疫応答の調節に必要な物質であり，その産
生を著しく阻害しすぎることは好ましくない．また，
臓器血流を適正に保つためには，血管内膜で産生さ
れた NOの血管拡張作用が重要な役割を果たすと考
えられており，非選択的な強い抑制作用も同様に好
ましくない．NG -nitro -L - arginine -methylester や NG -
monomethyl -L - arginineはNOSの阻害物質として知ら
れているが，その作用は非選択的である．これらの物
質の敗血症性ショックに対する有効性は臨床では未だ
実証されておらず，むしろ有害の可能性がある41, 42)．
iNOSの選択的阻害薬に関しても研究が進められて
おり，有効性が期待されてはいるが，未だ明らかな結
果を見ていない43)．敗血症を含む SIRSの発症には様々
な反応経路が関与しており，その中の一カ所のみを抑
制することでは大きな効果を期待できず，むしろ反応
系全体の均衡を崩し，逆効果となりうる．様々なサイ
トカインの拮抗薬が試みられたが，いずれも有効性が
実証されなかったことが実例であろう44, 45)．それ故に，
ココアがマクロファージの iNOSを抑制し，その一方
で血管内膜の NOSを活性化するという推論は魅力的
なものである．
　実験 5の結果から，ココアの NO産生抑制効果
は LPSを直接中和するのではなく，マクロファージ
に作用してもたらされるものであることが推測さ
れる．しかし，ココアには様々な活性物質が含まれて
おり，LPSや IFN-γを直接中和する作用も存在する
ことは否定できない．van Ackerらによればココアの
flavonoidsには NO radicalを除去する作用がある46)．
ココアには LPSや NOを直接中和したり除去する効
果が存在することは否定できないが，実験 5の B群で
はココアが存在しない状態で LPSが加えられており，
それでもコントロールの A群よりも低い NO産生量
を示している．これらの結果より，マクロファージに
直接作用して NO産生を抑制する効果が存在すると
考えられる．この NO産生抑制物質の有力な候補はポ
リフェノールであるが，その分離同定は現在施行中で
ある．

　今回の in vitroの実験で用いたココアの最終濃度
（0.005 ％ , 0.025 ％ , 0.2 ％）は一般の飲用に供され
る濃度（3.5％）の 10分の 1以下であるが，NO産生
抑制物質が何であるかが不明なため，適切なココア
抽出液の実験濃度を決定することは不可能である．
とりあえず，ポリフェノールを含む飲料摂取後のポ
リフェノール血中濃度を参考にして実験濃度を決定
した．しかし，既に述べたように一概にポリフェノール
と言っても，食品中には極めて多岐にわたる種類が存
在する．ほとんどの種類のポリフェノールでは，その
食品中の含有量，消化管からの吸収率，生体内での代
謝経路，生理活性作用などは断片的にしか知られてい
ない．Maianiらの測定結果では，緑茶一杯の摂取 30
分後の epigallacathechin gallateの血中濃度は 2μg/ml 
であった47)．ポリフェノールの種類や吸収率が同じでは
ないため，この結果をそのままココアに当てはめるこ
とには無理があるが，ココアのポリフェノール含有量
から概略で推計すると，ココアの摂取でも同程度のポ
リフェノール血中濃度が得られると推測される．今回
の実験で用いられたポリフェノールの培地中濃度は，
ココアのポリフェノール含有量（約 20 mg/g）から推計
すると，それぞれ 1, 5, 20μg/ml程度であり，ココア
の経口摂取ではあり得ない濃度とは言えない．
　本論文中の一連の実験結果より，ココアの経口摂取
によって LPSの毒性を軽減できる可能性が示された．
その作用機序の詳細は未だ不明であるが，NO産生に
及ぼす実験結果から考えると，単に LPSを中和する
ことではなく，生体の LPSに対する反応を抑制する
効果，すなわち何らかの immunomodulation効果で
あることが推測される．既に述べたように，ポリフェ
ノールはこれらの効果をもたらす成分の候補である．
しかし，いくらポリフェノールに多くの種類があると
はいえ，ココアの様々な作用を全てポリフェノールと
食物繊維に帰することには無理がある．実験 4にお
いては，control群として LPSを加えなかったマクロ
ファージの NO産生量が，ココアの添加のみでも増加
する傾向が見られた．この傾向はココアの濃度が高い
方が強く，ココア中に LPSと類似した作用を持つ物質
が少量ながら含まれる可能性が考えられる．LPSの少
量反復投与によって LPSに対する反応性が低下する
現象は endotoxin toleranceとして知られている48 -50)．
ココア中に endotoxin toleranceを来しうる物質が存
在し，これが LPSに対する反応性を低下させ，臓器障
害や NO産生量を低下させたという仮説が考え得る．
本来，endotoxin toleranceは致死量以下の LPS投与
によってもたらされる効果を指すものであるが，その
具体的な機序は未だ未解明である．LPSそのものでは
なくとも，LPS投与によって生体内で産生される物質
を投与することでも同様の効果が得られる可能性が
ある．LPS投与により産生される物質としては，TNF
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や IL -1が生体の反応にとって重要視されているが，
これらの投与によって LPS投与と同様のトレランス
が得られるか否かに関しては，意見の一致を見てい
ない51 -53)．LPS類似の作用を示す成分がココアに含ま
れるか否かは，現在分析中であり，臨床例における有
効性についても今後検討を加えたい．

結　論

　ココアの経口摂取によって LPS腹腔内投与による
臓器障害が軽減され，マウスの生存率が向上する可能
性が示された．その作用機序の詳細は不明であるが，
マクロファージからの NO産生抑制効果が関与して
いることが推測される．その有効成分は不明であり，
現在分析中である．
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