
ヒトの成長や発達にとって重要な亜鉛の欠乏が日本にお
いてもしばしば問題となってきている。これは，日本人の
食生活の乱れやアルコール摂取習慣の変化が影響している
ためと考えられる。平成 15 年国民健康・栄養調査による
と，日本における飲酒習慣の状況は，全国で男女合わせて
飲酒習慣のある者（週 3日以上で 1日 1合以上飲酒する
者）24.9％，飲酒習慣のない者 75.1％である。そのうち男
性は，飲酒習慣のある者 42.9％，飲酒習慣のない者 57.1％，
女性は，飲酒習慣のある者 9.3％，飲酒習慣のない者 90.7％
である1）。前年度と比較しても，男女ともに飲酒習慣のあ
る者は増加していることが報告されている2）。また，同じ
く厚生労働省の「平成 16 年国民健康・栄養調査の概要」
のなかの生活習慣に関する調査では，男性の 5.4％，女性
の 0.7％が，多量飲酒者であると報告されている3）。アル
コール性肝臓疾患患者や慢性エタノール投与ラットの臓器
中亜鉛量が低下することが報告されているように4, 5），ア
ルコールの過剰摂取により亜鉛欠乏が誘発されることが分
かっている。つまり，アルコールの過剰摂取は亜鉛欠乏を
引き起こす可能性が高い。また，慢性的なエタノール投与

および亜鉛欠乏は免疫能にも影響を与えることが示されて
いる6, 7）。アルコール依存症は細胞性および液性免疫に有
害な影響を与えることが報告されている8, 9）。このように，
アルコールの習慣的な多量飲酒は健康に著しい悪影響を及
ぼす。本研究では亜鉛無添加食を用いさらにアルコール摂
取によって過度の亜鉛欠乏を誘発させた場合，この回復に
酵母に取り込ませた亜鉛の有効性を検討することを目的と
した。近年，特殊培養技術によりパン酵母菌体中にとりこ
ませた食品素材が種々の食品に利用されてきているからで
ある。これまでに，パン酵母は，発酵工業においては古く
から使用されきわめて安全性が高く，また種々の生体調節
機能を示す成分の存在が確認され注目されつつある10-12）。
今回の実験では，亜鉛含有酵母による回復効果を，成長，
臓器重量および免疫能を指標とし，無機亜鉛（ZnCO3）と
比較検討した。
そこで，本研究では，慢性的なエタノール投与が免疫能
にも影響を与えることが示されていることから関連させ，
亜鉛欠乏食という条件にさらにアルコール摂取によって過
度の亜鉛欠乏を誘発させた場合，免疫能にどのように影響
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Summary
In Japan, number of people who have taste abnormality due to zinc deficiency is increasing. It was reported that
chronic intake of alcohol induces the zinc deficiency. In this paper, mice were caused severe zinc deficiency through zinc
deficiency diet and alcohol intake and we studied the influence of zinc deficiency and alcohol intake on immune functions
by flow cytometory. Then mice were given recovery diet and the recovery of immune function was examined. Zinc in-
troduced into yeast or Zn-CO3 was used as a recovery diet in this study. It was observed that the immune function of thy-
mus from zinc deficiency mice was lower than that of the control mice. When mice were given Zn-CO3 or the zinc intro-
duced into yeast diet, the immune function of the mice was recovered. Previously, we have shown that the absorption of
the zinc from the zinc introduced into yeast is slow compared with Zn-CO3.Though the absorption of the zinc introduced
into yeast is slow, it has recovered function of the immune as well as Zn-CO3.
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を与えるかを検討するとともに，その，回復食に対して無
機亜鉛と亜鉛含有酵母の添加結果を，免疫能の回復効果に
よって比較検討した。

実験方法

1．実験群およびデザイン
実験動物として 4週齢の C57BL/6NCrj 雄マウスをオリ
エンタル酵母㈱より購入した。動物飼育は，動物飼育室で
行い，室内環境条件は，温度 24 ± 1℃，湿度 55 ± 5％，12
時間明期（20 時から 8時），12 時間暗期（8時から 20 時）
の条件下で飼育した。ケージに個別に収容し，飲料水は自
由飲水とした。なお亜鉛欠乏を容易にするために飲料水は
エタノールを 20％含むものとした。飼料は，粉末状のも
のを餌箱に入れて与えた。また，糞食防止のために，ケー
ジの底面を金網とした。

2．飼料組成
コントロール食は，AIN93Mに準じたものである。亜
鉛欠乏食は，ミネラル混合から亜鉛を除いた組成のミネラ
ル混合を使用し，作成したものを使用した。回復実験にお
いて，コントロール食の亜鉛含有が充分量なので，比較す
る目的には適切と考えられないので無機亜鉛添加食の亜鉛
含量は，コントロール食亜鉛含量の 1/5 とした。回復実験
に用いた亜鉛含有酵母添加食は，無機亜鉛添加食と等量の
亜鉛になるようにした。

3．群構成
・コントロール群（Control）
30 日間コントロール食，2.5％グルコース溶液摂取
4匹

・亜鉛欠乏群（Zn-deficiency）
30 日間亜鉛欠乏食，20％アルコール・2.5％グルコー
ス溶液摂取 6匹

・無機亜鉛添加群（Zn-CO3）
30 日間亜鉛欠乏食，その後 7日間無機亜鉛添加食，
20％アルコール・2.5％グルコース溶液摂取 5匹

・亜鉛含有酵母添加群（Zn-HF）
30 日間亜鉛欠乏食，その後 7日間亜鉛含有酵母添加
食，20％アルコール・2.5％グルコース溶液摂取 6匹
上記の 4群で実験を行った。なお，20％アルコールに

はラットが好みやすいように，2.5％グルコースを添加し
て甘くして投与した。

4．観察ならびに実験方法
亜鉛欠乏期間は 30 日間とし，回復実験の期間は 7日間
とした。毎日飼料摂取量を測定し，体重は，2日毎に測定
した。実験終了後に屠殺し，血液を採取，胸腺，脾臓，精
巣の重量を測定した。そして，脾臓・胸腺はさらに細胞数
を検討した。血液，脾臓，胸腺については，フローサイト

メトリーにて表面解析を行った。

5．フローサイトメトリーによる表面解析
1）細胞の分離方法
摘出した各臓器をピンセットを使用して細かくし，
RPMI·1640 倍地に浮遊させ，遠心により細胞を集めた。
胸腺は培地に再浮遊し，細胞数を計測した。脾臓は上記の
処理の後，溶血剤を加え溶血させた後，再度洗浄し培地に
再浮遊させ，細胞数を計測した。
2）モノクローナル抗体
FITC 標識抗マウスCD3 抗体，PE標識抗マウスCD19
抗体，PE標識抗マウスCD8a（Ly-2）抗体，PE標識抗マ
ウスCD4 抗体（L3T4）は，Phar·Mingen 社のものを使用
した。
3）モノクローナル抗体による染色と測定
胸腺・脾臓は 5×105 個のリンパ球と，至適濃度に希釈
した各抗体 10 µL を，4度で 30 分間反応させた。血液は，
下記のモノクローナル抗体で染色し，溶血を行い測定に用
いた。血液・脾臓は①FITC標識抗マウスCD3 抗体と PE
標識抗マウス抗体CD19，② FITC 標識抗マウスCD3 抗
体と PE標識抗マウス抗体CD4，③ FITC標識抗マウス
CD3 抗体と PE標識抗マウス抗体CD8 の 3 種類の組み合
わせで 2重染色を，胸腺は，①FITC標識抗マウスCD8
抗体と PE標識抗 CD4 マウス抗体の組み合わせで，2重染
色を行い，PBSで 2 回洗浄した。死細胞を取り除くため
にさらに，Propidium Iodide（PI）色素を反応させ，フロー
サイトメトリーでリンパ球を 10,000 個カウントし陽性細
胞率を求めた。

6．統計処理法
実験結果は，平均値±標準誤差により示した。有意差
の検定は，一元配置分散分析を用いて統計学的に解析し，
危険率 5％未満を有意差ありとした。

Fig. 1
Body weight change of control, Zn-def, Zn-CO3, Zn-HF mice.
Valuse are means ± SE.
** P < 0.05 Zn-def, ## P < 0.05 Zn-CO3, ++Zn-HF compared with
the control mice.
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Spleen weight
g/100 g body wt.

Thymus weight
g/100 g body wt.

Testis weight
g/100 g body wt.

Organ Thymus
Expression CD４+CD8－ CD4－CD8＋ CD4＋CD8＋

Mature T cell Mature T cell Immature T cell
％

Control
Zn-def
Zn-CO3
Zn-HF

6.17 ± 1.26
14.75 ± 1.97
2.60 ± 0.58
4.07 ± 1.23

1.04 ± 0.18
5.79 ± 1.12
1.06 ± 0.06
0.76 ± 0.19

90.43 ± 1.51
69.76 ± 4.07
87.21 ± 2.67
90.19 ± 1.76

17.46 ± 1.81
15.62 ± 1.42
10.64 ± 2.59
12.96 ± 1.33

Control
Zn-def
Zn-CO3
Zn-HF

Organ
Expression CD3－CD19+ CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+

B cell T cell Helper T Killer T
％

Spleen

38.51 ± 4.46
44.81 ± 3.16
50.78 ± 4.14
51.14 ± 3.82

43.99 ± 1.34
42.30 ± 2.27
26.48 ± 3.68  
31.23 ± 3.49  

19.83 ± 1.13
23.81 ± 2.16
10.68 ± 2.01  
12.87 ± 2.85

Organ
Expression CD3－CD19+ CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+

B cell T cell Helper T Killer T

Spleen

×104

Control
Zn-def
Zn-CO3
Zn-HF

649.91 ± 94.4
270.93 ± 8.15
544.96 ± 72.4
502.58 ± 79.0

781.13 ± 137.9
259.56 ± 17.7
278.45 ± 43.5
292.03 ± 16.2

340.80 ± 46.6
143.81 ± 7.92
109.55 ± 21.4
117.93 ± 18.3

319.82 ± 71.5
77.21 ± 19.7
107.21 ± 26.9
121.29 ± 5.90

結果と考察

1．成長曲線・観察（Fig. 1）
毛並みの悪さ，成長遅延の状態から，亜鉛欠乏状態を誘
発できたことが確認できたので，回復実験に進んだ。回復
食として対照食の亜鉛含量の 1/5 量の亜鉛を含む無機亜鉛
添加食および亜鉛含有酵母添加食を 7日間与えることによ
り，回復状態を観察した。その結果，欠乏食により抑制さ
れていた体重増加が再び顕著に現れ，コントロール群に近
い体重まで回復し，毛並みも良くなり，回復していること
が示された。

2．臓器重量（Table 1）
亜鉛欠乏群では，コントロール群に比べて免疫関連臓器
である脾臓や胸腺の体重あたりの臓器重量が減少している
ことが示された。マウス個体当たりの細胞数においても減
少するという結果を得た。このことは，免疫能の低下を示
唆するものである。また，精巣も亜鉛欠乏で，顕著な重量
の低下が見られた。これらの亜鉛欠乏動物に対する無機亜
鉛および亜鉛含有酵母による回復を検討するため，欠乏一
ヶ月のマウスに回復食を 7日間与えたところ，脾臓重量お
よび胸腺重量はコントロール群とほぼ同様の値まで回復し
た。亜鉛欠乏群によって脾臓細胞数も有意に低下した。こ
れに回復食を与えるとコントロール群に近い値まで上昇し

たが，亜鉛欠乏群との有意な差は見られなかった。胸腺細
胞数においては，亜鉛欠乏により有意に低値を示し，欠乏
群は回復食を与えることにより無機亜鉛・亜鉛含有酵母両
群とも亜鉛欠乏群と有意な差が見られる程度まで回復した。
しかし，精巣は回復食摂取後も低値を示したままであった。
亜鉛欠乏によって萎縮した精巣が回復するまでにさらに期
間がかかると思われる。

3．フローサイトメトリーによる結果
胸腺においては（Table 2），亜鉛欠乏によって未熟な細
胞を示すCD4+CD8+の比率が低下し，CD4+または CD8+

の成熟細胞の割合が高くなっていることが確認された。こ
れまでの報告で，亜鉛欠乏動物では，胸腺が萎縮するとと
もに未熟細胞である，CD4+CD8+の細胞の損傷を受けや
すく，相対的にCD4+単独陽性，CD8+単独陽性の割合が
高くなることが示されている13）。今回の，フローサイトメ
トリーによる結果は，上記の報告を支持する結果となり，
亜鉛欠乏が胸腺に影響を与えていることが確認された。回
復実験においてはとくに胸腺における回復が顕著であった。
すなわち，回復食を与えると，萎縮した胸腺重量が戻ると
ともに，胸腺における免疫能もコントロール群に近い値ま
で回復した。亜鉛含有酵母は無機亜鉛に比べ吸収が緩やか
であるとのわれわれは観察しているが14），この実験では無
機亜鉛および亜鉛含有酵母を与えることにより，両群とも
細胞性免疫を司る胸腺における免疫能もコントロール群の
状態まで回復したことから，ほぼ同様に欠乏状態が回復す
ることが確認された。
脾臓においては（Table 3, 4），フローサイトメトリーの
結果を細胞の実数換算で比較したところ，B細胞では亜鉛
欠乏においてコントロール群に比べて有意に低値を示す結
果が得られた。回復実験では，回復食である無機亜鉛添加
食および亜鉛含有酵母添加食を与えることによっていずれ
もコントロール群近くまで回復するという結果が得られた。
しかし亜鉛欠乏によって低値を示したT細胞は，回復食
を与えても回復が見られなかった。同様の結果がヘルパー
T細胞・キラーT細胞でも確認された。骨髄の幹細胞で
作られたT細胞は，胸腺を経由して分化することが知ら
れている。上に示したように，胸腺では回復食によって未
熟な細胞が回復していることが認められており，その効果
が脾臓のT細胞で認められるためにはもう少し時間がか
かるものと思われる。したがって，7日間の回復食投与で
は脾臓でのT細胞の免疫能は回復していなかったものと

Table 2 Lymphocytes subsets from thymus of mice

Table 1 Effect of Zn-deficiency and recovery diet on the organ
weights and cell numbers of thymus and spleen

Significantly different from the control values at P < 0.01 **
P < 0.05 *

Significantly different from the Zn-def values at P < 0.01 +
P < 0.05 ++

Values are means ± SE.

Table 3 Lymphocytes subsets from spleen of mice

Table 4 Lymphocytes cell numbers from spleen of mice
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Organ
Expression CD3－CD19+ CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+

B cell T cell Helper T Killer T

36.04 ± 1.61 40.36 ± 5.09 25.56 ± 4.11 12.28 ± 2.33
32.30 ± 2.51 52.89 ± 1.45 32.06 ± 1.72 18.00 ± 0.82*
30.46 ± 4.01 50.72 ± 3.44 29.32 ± 3.50 16.98 ± 1.59
28.11 ± 3.00 61.22 ± 3.39  34.70 ± 2.41 23.45 ± 1.76  

％

Blood

Control
Zn-def
Zn-CO3
Zn-HF

推測される。
血液（末梢血）においては（Table 5），B細胞には 4群
間において有意な差は見られなかったが，T細胞には影響
が見られた。すなわち，コントロール群に比べ欠乏群は細
胞性免疫が有意に増加したことが示された。なお，興味有
ることは回復実験ではコントロールと同様，その割合が低
値に戻ることはなく亜鉛欠乏と同じレベルを保つか，欠乏
群よりも有意に高値を示したことである。すなわち，亜鉛
含有酵母添加群は亜鉛欠乏群と比較して有意に増加してい
た。回復食の亜鉛含量が対照食の 1/5 と低いためコント
ロール群レベルまで回復はしなかった可能性はあるが，こ
の現象から亜鉛欠乏下ではB細胞よりもT細胞を割合的
に増加させることにより，限られた免疫担当細胞による生
体防御の体制を形成していることが推察される。

まとめ

亜鉛含有酵母中の亜鉛の有効性を検討するため，亜鉛の
機能の一つである免疫能で比較検討した。その際，コント
ロール食の 1/5 亜鉛含量の無機亜鉛添加食および亜鉛含有
酵母添加食を与えることで検討を行った。その結果いずれ
の亜鉛添加食でも胸腺における細胞性の免疫能がコント
ロール群に近い値まで回復することが確認された。亜鉛酵
母は無機亜鉛に比べ吸収が緩やかであるとわれわれは観察
しているが14），無機亜鉛とほぼ同様に亜鉛含有酵母を与え
ることにより，亜鉛欠乏で誘発された成長遅延を回復させ，
細胞性免疫を司る胸腺における免疫能もコントロール群の
状態まで回復した。脾臓・胸腺重量および細胞数をコント
ロール群に近い値まで回復させたことは，亜鉛含有酵母は
充分に欠乏状態を回復させることを示したものである。
亜鉛欠乏によるT細胞の免疫能の回復は，胸腺におい
ては速やかにあらわれた。しかし，脾臓においては細胞実
数換算した比較で回復が認められなかった。この回復期の
ずれは，骨髄で幹細胞から産生された免疫担当細胞が胸腺
でT細胞に変るというプロセスを考えると，7日の回復実
験では見られない可能性も考えられた。さらには，対照食
の 1/5 の亜鉛含量であることも一つの原因になっているか
もしれない。さらに検討すべきであろう。
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Table 5 Lymphocytes subsets from blood of mice

Values are means ± SE.
Significantly different from the control values at P < 0.01**
P < 0.05*
Significantly different from the Zn-def values at P < 0.01++
P < 0.05+
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