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緒言

デー ツは,エ ジプ ト文明や メソポタ ミア文明の壁画 にその絵 が残 さ

れてお り,北アフ リカや 中東アジアを中心に紀元前 4000年頃か ら栽

培 されてきたナツメヤシ (PhoenixdactyliferaL.)の果実である (山形

1988)｡一方,デーツの脂質成分 に基づ く科学的考察では,少な くとも

3500年前 には北アフ リカで栽培 され ていた と考 え られ る (Copleyet

〟7.2001)｡なお,現在では中央お よび南アメ リカの一部,お よび南 ヨー

ロッパでも栽培 されている (Hongetal.2006;Rocketal.2009)｡

ナツメヤシはヤシ科の常緑高木 (大 きいものは 25 メー トルになる)

であ り,砂漠 な どの乾燥地に 自生す る｡ナツメヤシは,乾燥地の過酷な

環境で生育できることか ら,｢生命 の樹｣ とも呼ばれ,その果実である

デーツは ｢めぐみの果実｣ と称 されている (日本貿易振興機構 2007)｡

デー ツの栄養価 は非常に高 く,古 くか らその乾燥物 は,砂漠地帯 を旅

す る商 人 (キ ャ ラバ ン)の貴 重 な栄 養 源 とな って い る (Murofushi

2009)｡乾燥デーツは,独特の甘み と香 りを有 してお り,食感的にも優

れている｡そのため現在では,乾燥デーツは,ジャム,ジュースおよび

菓子の材料 として ヨー ロッパやアジアな どの一部の地域で 日常的に消

費 されている｡しか し,我が国において,乾燥デーツはほ とん ど消費 さ

れ てお らず,乾燥果実 として一般 的 にはプルー ン (Prunusdomestica

L.)やイチジク (FicuscaricaL.)がな じみ深い｡財務省貿易統計によ

ると,我が国におけるプルー ンお よびイチジクの年間収穫量はそれぞ

れ,約 3,200 トンお よび 13,000 トンであ り,年 間輸入量はそれぞれ,

10,000 トンお よび 1,100 トンである｡

近年,アラブ首長 国連邦 (UAE)をは じめ とす る乾燥地の国々では,

砂漠 の緑化のための国策 としてナツメヤシの栽培 を推進 している｡特



に UAE では,数十年前か ら点滴潅概 システムを取 り入れた大規模 な

国土の緑化が行われてお り,その成果 としてお よそ 200,000haの緑化

に成功 している (山本 1997)0UAE の年間デーツ収穫量は 1961年 に

6,000 トンであったものが,2001年 には 318,000 トンと 53倍 に増加

している｡しか しなが ら,その輸出量は 5,000 トンに とどまっている｡

この要因は,デーツは ヨー ロッパやアジアの一部 の地域では 日常的に

消費 されてい るが,我 が国を含む多 くの国々では,その消費がほ とん

どない ことによる｡しか し,デーツには,炭水化物,タンパク質,脂質,

ビタ ミンお よび ミネ ラルの五大栄養成分が豊富に含 まれていることは

周知の ところである (Murorushi2009)｡合わせて,デーツは果実である

こ とか ら,ポ リフェノールや多糖類 な どを含 み,それ らには様 々な生

理機能があることが示唆 され る｡

一般 に,食 品成分 が生理機能 をもつ場合,腸管上皮 か ら吸収 された

徳,体内で機能 を発現す る場合 と,腸管上皮 か ら体 内-は吸収 され な

いが,機能を発現す る場合 とに分 けられ る｡特 に免疫系において,前者

は全身免疫系,後者 は粘膜免疫系に関係す る｡全身免疫 をつか さどる

組織 は牌臓であ り,様 々な種類の免疫細胞 を貯蔵 してい ることは周知

の ところである (Mebius& Kraa12005)｡食 品成分は,単純拡散あるい

は,輸送 タンパ ク質 (トランスポー ター)を介 してのみ腸管上皮細胞

の基底膜側 に通過す ることができるため,一般 に低分子の食品成分は,

腸管上皮か ら体 内-吸収 され,血液 を介 して牌臓 に達す ることで全身

免疫系に作用す る｡ 一方,腸管粘膜免疫 を担 う組織は腸管関連 リンパ

組織であ り,その一つにパイエル板がある (Guy-Grand&Vassa11i2002)｡

パイエル板 の上皮細胞層 には M 細胞 と呼ばれ る,高分子の食 品成分

で も取 り込み得 る細胞 が存在す ることが知 られ てい る (Wolf& Bye

1984)｡M 細胞 に取 り込まれた食品成分は,パイエル板での局所免疫系
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に作用す るだけでな く,パイェル板 の免疫細胞 が リンパ管や血液 を介

して他の粘膜組織や牌臓 に移行す る (Ottaway1990)｡従 って,体内に吸

収 されない高分子 の食 品成分でも,全身免疫系に影響す る場合がある｡

近年,免疫疾患の予防や治療 のために,一部 の食 品成分が用い られ

つつある｡免疫疾患の中でも,ア トピー性皮膚炎,花粉症お よびア レル

ギー嘱息な どに代表 され る Ⅰ型 ア レル ギーは,我が国の国民の 3人

に 1人が罷ってい ると言われ,非常に患者数が多い｡Ⅰ型ア レル ギー

は IgE の増加 が原 因であ り,肥満細胞 に結合 した IgE が抗原 と結合

す ることで,ヒスタ ミンな どの化学伝達物質が放 出 され,炎症 を引き

起 こす ことは周知の ところである (Platts-Mills2001)｡このよ うに,Ⅰ型

ア レル ギーの免疫学的な発症機序については解 明 されつつあるが,臨

床的に有効な治療法は確立 されていない｡そのため,抗ア レル ギー機

能 を有す る食 品成分の探索が精力的に行なわれている｡その一つ とし

て,ポ リフェノールが挙げ られ る｡例 えば,様々な果実中に含 まれ るフ

ェノール酸類の一つであるクロロゲン酸 (Kim etal.2010)や,リンゴ

中に含まれ るプロシアニジン類 (Akiyamaetal.2000)が,マ ウスにお

いて Ⅰ型ア レルギー症状 を軽減す ることが報告 されている｡乾燥デー

ツ 中 に は ,フ ェ ノ ー ル 酸 類 や プ ロ シ ア ニ ジ ン類 な どが 含 ま れ

(Mansouri2005;A1-Farsietal.2005;Hongetal.2006),また重量の 2%

とい う高濃度のポ リフェノール を含む とい う報告 (Vinsonetal.2005)

がある｡ この ことか ら,デー ツが抗 ア レル ギー機能 をもつか どうかは

関心のあるところである｡しか し,抗ア レルギー機能はもとよ り,デー

ツの免疫調節機能に関す る研究はほ とん どされて こなかった｡ この よ

うな背景か ら,本論文 は,近年生産量が著 しく伸びてい るにもかかわ

らず,その生理的な機能 についてほ とん ど研究 されていないデーツの

免疫調節機能 を,マ ウスを用いて探索 した結果 をま とめた ものである｡
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本論文では,緒言 に続 き,第一章ではデーツ抽 出物添加飼料で健常

マ ウスを飼育 した場合 の免疫系に対す る作用 を,乾燥果実 として我が

国でな じみ深いプルー ンお よびイチジク との比較で調べた結果 を述べ

る｡次いで,第二章では,デーツ抽出物中の細胞性免疫 を増強す る成分

の同定を行なった結果 を述べ る｡また,第三章では,遺伝的にア レル ギ

ー症状 を誘発す るマ ウス をデー ツ抽 出物添加飼料 で飼 育 した場合 の,

ア レル ギー症状 とその関連因子の変化 を調べた結果 を述べ る｡ 同様 に,

第四章では,後天的にア レル ギー症状 を誘発 させ たマ ウスをデーツ抽

出物添加飼料で飼育 した場合 の,ア レル ギー症状 とその関連因子の変

化 を調べた結果 を述べ る｡さらに,第五章では,デーツ抽出物 中のア レ

ル ギー軽減成分の同定 を行 なった結果 を述べ る｡最後 に,本研究によ

り得 られた成果 を総括 し,その意義 を考察す る｡
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第-章 デーツ,プルー ンお よびイチジク抽 出物添加飼料で飼育 した

健常マ ウスの免疫系

中東 アジアの人 々に とって,デーツは,糖質や ミネ ラル な どの栄養

素を豊富に含む食 品である (Al-Shahib&Marshal12003)｡またデーツに

は,抗菌性 (sallal&Ashkenani1989)や抗真菌性 (Shraidehetal.1998)

の物質が含 まれ ることが知 られてお り,感染症 に対す る伝統薬 として

の食 品にもなっている｡

我が国においてデーツは,一部 の ソースや焼酎の原料 として用い ら

れているが,生果実や乾燥果実 として食す る習慣 はない｡我 が国にお

いて生果実や乾燥果実 としてな じみ深い食 品にプルーンやイチジクが

ある｡プルー ンは西アジアのコーカサス地方が起源であるが (Kayano

etal.2004),今や我が国も含 めて世界各地で栽培 されている (Kosaret

al.2009;Slimestadetal.2009)｡イ ン ドにおいては,帯下,不規則月経お

よび流産後の衰弱な どの治療 のためにも用い られてきた｡一方,イチ

ジクは ヨー ロッパのメデ ィテ レ-ニアン地方 (Teixeiraetal.2006)を

は じめ,我 が 国 を含 む 世 界 各 地 で栽培 され てい る (Guarrera2005;

Chattietal.2010)｡イチジクもまた,呼吸器や鎮疫の薬 として伝統的に

使用 されてきた (Guarrera2005)｡

近年,それ らの果実には生活習慣病 を予防 し得 る機能があることが

明 らかに されつつ ある｡例 えば,デーツには血清 中のグル コース と脂

質 レベル を低下 させ るはた らき (Rocketal.2009),プルー ンには血清

中の LDL コレステ ロール量を低下 させ るはた らき(Tinkeretal.1990)

お よびイチジクには LDL コレステ ロール量の指標 となる リポタンパ

ク質量を低下 させ るはた らき (Vinsonetal.2005)な どがあることが報

告 されている｡しか しなが ら,デーツ,プルー ンおよびイチジクの免疫

5



調節機能はほとん ど知 られていなかった と言 っても過言ではない｡

そ こで本章では,それ ら 3種類の果実抽 出物添加飼料で健常マ ウス

飼育 し,牌臓 とパイエル板の免疫細胞数 を比較 した ｡

材料お よび方法

1.材料

Spectra/For CE 透 析 チ ュ ー ブ (100-500 MWCO) は Spectrum

Laboratories,Inc.(RanchoDominguez,CA,USA)か ら得た｡ フイコエ リ

ス リン (PE)標 識 抗 マ ウス イ ン ター フ ェ ロ ン (IFN)-† monoclonal

antibody(mAb,cloneXMGl.2),PE 標識抗マ ウス イ ンター ロイ キン

(IL)-4mAb (clone llBll),PE 標識抗 マ ウス IL-12/IL-23(p40)mAb

(cloneC15.6),ビオチン標識抗マ ウス CD4mAb(cloneRM4-5),ビオチ

ン標 識 抗 マ ウス CD49b mAb (cloneDX5),ビオ チ ン標 識 抗 マ ウス

CDllb mAb (cloneMl/70),お よび フ イ コエ リス リン/シ ア ニ ン 5

(pE/Cy5)標識ス トレプ トア ビジンは,BioLegend(SamDiego,CA,USA)

よ り購入 した｡ブ レフェルジン A(BFA),イオノマイシン,ス トレプ ト

マイシンお よび フォルボール 12-ミリステー ト 13-アセテー ト (PMA)

は,和 光純薬 工業 (大 阪)よ り得 た｡IntraPrep は,Beckman Coulter

(Marseille,France) よ り購 入 した｡ 非働 化 ウシ胎 児 血 清 (FBS)は,

HyCloneLaboratories(Logan,UT,USA)か ら得た｡ペニシ リンは,MP

Biomedicals(Costa Mesa,CA,USA) よ り購 入 した ｡ RoswellPark

Memoriallnstitute(RPMI)-1640は,日水製薬 (東京)よ り購入 した｡そ

の他の試薬は全て市販特級試薬 を用いた｡

2.果実抽出物の調製
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ア ラブ首長 国連 邦 (UAE)で収穫 され た乾燥 デー ツは丸紅 (東京)

か ら提供 された｡乾燥 プルー ンと乾燥イチジクは正栄食 品工業 (東京)

よ り購入 した｡各乾燥果実か ら種子 を除去 し,果皮 と繊維 質 を含 んだ

まま約 5×5mm 四方に切断 した｡その うち 1,000g を 9,000mL の

熱蒸留水 で 2時間還流抽 出 した｡抽 出液 を遠心分離 (5,000×g,30分

間)に供 し,上清 を回収後凍結乾燥 し,各抽 出物 とした｡デー ツ,プル

ー ンお よびイチジク各 1,000gか らの抽 出物の重量はそれぞれ 675g,

593gお よび 525gであった｡

3.マ ウスの飼育試験

5週齢 の雄 C3H/HeN 系マ ウスを,日本 SLC(静岡)よ り購入 し,23

土 2oC の 12時間明暗周期で,マ ウス用標準飼料 (オ リエ ンタル酵母,

東京)で 1週間飼育 した｡次いで,Fig.1に示 した手順 で試験飼育を

行 なった｡即 ち,マ ウスを 5匹ずつ 4群 に分 け,Tablelに示 した飼

料組成 の 4種類 の飼料 で 5週 間飼育 した｡ なお,各飼料 中の糖質 と

タンパ ク質の濃度 は全て同一に した｡飼料 と水 は 自由摂取 とし,5週間

飼 育後,牌臓 と腸 管パイエル板 を採 取 し,後述す る方法でそれ ぞれ の

細胞懸濁液 を調製 し,機能解析 に供 した｡また,本試験は 日本政府 が定

める ｢動物 の保護 お よび管理 に関す る法律 ｣ と ｢動物実験 の飼養お よ

び保管等 に関す る基準｣,並び に信州大学農学部 にお ける動物実験 の

ガイ ドライ ンに従い,実験動物 に対 して最善の配慮の もとで行 った｡

4.牌臓 とパイエル板細胞懸濁液の調製

C3H/HeN 系マ ウスか ら無菌的に牌臓 とパイエル板 を採取 し,5%FBS,

100IU/mL ペ ニシ リンお よび 100pg/mL ス トレプ トマイ シンを含む

RPMI1640培地 中で滅菌摺 りガラスを用いて丁寧 に組織 を解 し,細胞

7



Pre-breeding
Five_week_old十 ･- ･t･-.>
C3H/HeNmicel■■…■■■ ■̀̀…

Test-breedin9

5 6 7 8 9 10 11(Weeksofage)
l

SpleenandPeyer'spatch
collection

Figure1.Experimentalschedules.Afterpre-breeding foraweek,
C3H/HeNmiceweregiventheextract-fTree(control),dateextract-,prune

extract-,orfigextract-addeddietbetween6andllweeksofage.Spleen

andPeyer'Spatchsampleswerecollectedat11weeksofage.
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Table1ComposltlOnOfdletS

Extract-free Dateextract-Pruneextract- Flgextract-

(control)dlet addeddlet addeddlet addeddlet

Fru】textract

β-Comsta｢Ch

QICornstarch

Ovalbumn

Sucrose

Ce"ulose

SoyoH

AIN-93MmlneralmlXa

AIN-93MvltamlnmlXb

L-Cystlne

ChollneBltartrate

TBHQ

00000 100000

4656g2 465692

155000 155000

140000 138720

100000 02800

50000 48480

40000 40000

35000 35000

10000 10000

01800 01800

02500 02500

00008 00008

100000 100000

465692 465692

155000 155000

137090 138530

04000 02800

48910 48670

40000 40000

35000 35000

10000 10000

01800 01800

02500 02500

00008 00008

Total 1000000 1000000 1000000 1000000

aAIN-93M mlneralmlX Calclum,052%,phosphorus,023%,Potasslum,038%,

magneslum,005%,sodlum,011%】lrOn,3425ppm.zJnC,3676ppm,manganese.

ll09ppm,copper.673ppm,cobalt,002ppm,10dFne,021ppm
bAIN-93MvJtamlnmlXVltamlnA,400IU/g,vltamlnD3,1001U/g,cl-tocopherol,
7500 rU/kg,thlamlne,500 ppm,rlboflavln,600 ppm.nlacln.3000 ppm,

pantothenlCaCFd,1500ppm.chollne,100000ppm.pyndoxlne,600ppm,follC

acld,200ppm.b10tln,020ppm,vltamlnB12,2500tJg/kg,vLtamlnK,086ppm
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を懸濁 させた｡同培地で 3回遠沈洗浄 (1,500rpm,5分間)した後,生

細胞 が 1.0×106 個/mL になるよ うに調製 した ものを細胞懸濁液 とし

た｡

5.細胞の機能解析

牌臓細胞 とパイエル板細胞 の細胞表面抗原お よび細胞 内サイ トカイ

ンの発現は,蛍光免疫染色法によ り調べた (Tobitaetal.2009)｡即 ち,20

pg/mLBFA,2Llg/mL イオ ノマイシン,20ng/mLPMAお よび 10% FBS

を含 む RPM日 640培 地 に懸 濁 した細胞 浮遊液 (1.0×106 個/mL)を

37oC,5%CO2 存在下で 4時間培養 した｡培養細胞に,100倍希釈 した

ビオチン標識抗マ ウス CD4mAb,ビオチン標識抗マ ウス CD49bmAb,

または ビオチン標識抗マ ウス CDllbmAb を 10LIL加 えて 4oC で

15分間放置 し,100倍希釈 したス トレプ トア ビジンーPE/Cy5を 10LIL

加 えて 4oC の遮光下で 15分間放置 した｡次いで,IntraPrepReagentl

を 100LIL加 え,室温遮光下で 15分間放置後,ⅠntraPrepReagent2 を

100pL加 えて室温遮光下で さらに 5分間放置 した｡最後に,100倍希

釈 した pE 標識抗マ ウス IFN-†mAb,PE 標識抗マ ウス Ⅰし4mAb,ま

たは PE 標識抗マ ウス IL-12mAb を 10pL加 えて 4oC の遮光下で

15分間放置 した｡なお,細胞の洗浄お よび各抗体の希釈には,5% FBS

含有 Hanks'BalancedSaltSolutions(HBSS)を用いた｡細胞数は,Guava

personalcellfunctionanalyzer(GuavaPCA,Guavatechnologies,Hayward,

CA,USA)によ り測定 した｡

6.統計分析

結果 は平均値 と標準偏差で示 し,各群 間の比較 はダネ ッ トの多群比

較分散分析 (one-wayanalysisofvariance(ANOVA))によ り統計的有意
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差の有無 を調べた｡なお,全ての統計分析 は,ystat2004.xls(医学図書 出

版,東京),MicrosoftOfficeExcel2007(Microsoft,Redmond,WA,USA)

お よびェ クセル統計 2008(社会情報サー ビス,東京)を用いて行 った｡

結果

1.マ ウスの体重

抽 出物無添加 (コン トロール)飼料並び にデー ツ,プルー ンお よび

イチ ジク抽 出物添加飼料 で飼 育 したマ ウスの体重変化 を Fig.2 に示

した｡Fig.2か ら,各抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの体重 は,コン

トロール飼料で飼育 した場合 と比較 して有意差はない ことがわかる｡

2.牌臓 の lFN-γ+cD4+細胞数 と IL-4+cD4+細胞数

コン トロール飼料並び にデー ツ,プルー ンお よびイチ ジク抽 出物添

加 飼 料 で飼 育 したマ ウス の牌臓 の IFN-γ+cD4+細胞数 と IL-4+cD4+

細胞数 を Fig.3 に示 した｡Fig.3か ら,デー ツ抽 出物添加飼料で飼育

したマ ウスの牌臓 の IFN-†+cD4+細胞数 は,コン トロール飼料並び に

プルー ンまたはイチ ジク抽 出物添加飼料 で飼 育 した場合 と比較 して有

意 に増加す ることがわかる (P<0.05).一方,デー ツ,プルー ンお よび

イチ ジク抽 出物添加飼 料 で飼 育 したマ ウスの牌臓 の IL-4+cD4+細胞

数 は,コン トロール飼料 で飼 育 した場合 と比較 して有意差 はない こと

がわかる｡

3.パイエル板 の IFN-γ+cD4+細胞数 と IL-4+cD4+細胞数

コン トロール飼料並び にデー ツ,プルー ンお よびイチジク抽 出物添

加 飼 料 で飼 育 した マ ウス のパ イ エ ル 板 の IFN-†+cD4+ 細 胞 数 と

ll
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IL-4+cD4+細胞数 を Fig.4 に示 した｡Fig.4 か ら,デー ツ,プルー ン

お よび イ チ ジ ク抽 出物 添加 飼 料 で飼 育 した マ ウス のパ イ エ ル 板 の

IFN-†+cD4+細胞数 は,コン トロール飼料 で飼 育 した場合 と比較 して

有意 に増加す ることがわか る｡ また,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 し

たマ ウスのパイエル板 の IL-4+cD4+細胞数 は,コン トロール飼料で飼

育 した場合 と比較 して減少傾 向にあることがわかる｡

4.牌臓 の IFN-†+cD49b+細胞数 と Ⅰし12+cDllb+細胞数

コン トロール飼料並び にデー ツ,プルー ンお よびイチ ジク抽 出物添

加 飼 料 で 飼 育 し た マ ウ ス の 牌 臓 の IFN-†+cD49b+ 細 胞 数 と

IL-12+cDllb+細胞数 を Fig.5 に示 した｡Fig.5か ら,デーツ抽 出物添

加飼料 で飼育 したマ ウスの牌臓 の IFN一十cD49b'細胞数 は,コン トロ

ール飼料並び にプルー ンまたはイチジク抽 出物添加飼料 で飼育 した場

合 と比較 して増加傾 向にあることがわか る｡ また,デー ツ抽 出物添加

飼料 で飼育 したマ ウスの牌臓 の IL-12+cDllb+細胞数 は,コン トロー

ル飼料並びにプルー ンまたはイチジク抽 出物添加飼料 で飼育 した場合

と比較 して有意 に増加す ることがわかる｡

5.パイエル板 の IFN-†+cD49b+細胞数 と IL-12十cDllb+細胞数

コン トロール飼料並びにデー ツ,プルー ンお よびイチジク抽 出物添

加 飼 料 で飼 育 した マ ウス のパ イ ル 板 の IFN-†+cD49b+ 細 胞 数 と

IL-12+cDllb+細胞数 を Fig.6 に示 した｡Fig.6 か ら,デーツ とプルー

ン抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスのパイエル板 の IFN-γ+cD49b+細

胞数 は,コン トロール飼料 またはイチジク抽 出物添加飼料 で飼 育 した

場合 と比較 して有意 に増加 す ることがわか る｡ また,デー ツ抽 出物添

加飼料で飼育 したマ ウスのパイエル板 の IL-12+cDllb+細胞数 は,コ
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ン トロール飼料並び にプルー ンまたはイチ ジク抽 出物添加飼料 で飼育

した場合 と比較 して有意 に増加す ることがわかる｡

考察

デー ツ抽 出物添加飼料で飼育 した C3H/HeN 系マ ウスのパイエル板

の IFN-γ+cD4+細胞数,lFN-†+cD49b+細胞数お よび IL-12+cDllb+細

胞数 は,コン トロール飼料 で飼育 した場合 と比較 して有意 に増加 した

(Fig.4と Fig.6)｡ また,プルー ンお よびイチジク抽 出物添加飼料で飼

育 したマ ウスのパイエル板 の IFN-†+cD4+細胞数,並び にプルー ン抽

出物添加飼料で飼 育 したマ ウスのパイエル板 の IFN-†+cD49b+細胞数

は,コン トロール飼料で飼 育 した場合 と比較 して有意 に増加 した (Fig.

4 と Fig.6)｡ しか しな が ら,牌 臓 の IFN-γ+cD4+ 細 胞 数 お よび

IL-12+cDllb+細胞数 を有意 に増加 させ た のはデー ツ抽 出物添加飼 料

で飼育 した場合のみであった (Fig.3と Fig.5)｡

cDllb はマ ク ロフ ァー ジ と樹状細胞 の典型 的 な細胞膜表面抗原 で

ある (Ammonetal.2000)｡IL-12 はそれ らの細胞 によ り産生 され る主

要サイ トカンの一つである (Fearon& Locksley1996)｡ また,CD49b は

ナチ ュラル キ ラー (NK)細胞 の細胞膜表 面抗原 で あ り (Biron etal.

1999),IFN-† は NK 細胞や 1型-ルパー T (Thl)細胞 によ り産生 さ

れ るサイ トカイ ンである (Fearon& Locksley1996)｡一般 に,IL-12 は

NK 細胞 の増殖 と活性化 を誘 導 し,それ に よ り NK 細胞 は IFN-† を

産 生 す る こ とが 知 られ て い る (Fearon & Locksley 1996)｡ 即 ち ,

IL-12+cDllb+細 胞 の増 加 ,つ ま りマ ク ロ フ ァー ジ数 の増加 は,NK

(IFN-†+cD49b+)細胞数 の増加 を導 く｡ この こ とと,本章で得 られた結

果 か ら,デー ツ抽 出物 とプルー ン抽 出物 はパイエル板 において,マ ク
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ロファージによる IL-12 を誘導 し,NK 細胞 の活性化 にはた らくこと

が示唆 され る｡しか し,イチジク抽 出物は Ⅰし12+cDllb+細胞数 に影響

を及ぼ さないことが示唆 され る｡

マ クロファー ジの産生す る Ⅰし12 は,ナイーブ T (ThO)細胞 か ら

Thl 細 胞 - 分 化 を促 進 ,即 ち IFN-Y'cD4' 細 胞 数 を 増 加 させ る

(Abbasetal.1996)oこのことと,本章で得 られた結果 よ り,デーツ抽出

物は牌臓 とパイエル板の両方において,ThO細胞 を Thl細胞-誘導す

ることが示唆 され る｡ また,プルー ン抽 出物お よびイチジク抽 出物 は

パイエル板 において,ThO細胞 を Thl細胞-誘導す ることが示唆 され

る｡

既 に述べた よ うに,牌臓 は全身免疫 に深 く関わ り,パイエル板 は腸

管の粘膜免疫に関わる (Mebius皮Kraal2005)｡デーツ抽出物 は,牌臓

とパイェル板の両方に対 して,IFN-†+cD4'細胞数,IFNIY+cD49b'細胞

数お よび IL-12+cDllb+細胞数 を有意 に増加,または増加 させ る傾 向

にあった｡ このことか ら,デーツ抽 出物 中の活性成分には低分子成分

が含 まれ,それが体 内に吸収 された後牌臓 に達 し,そ こでそれ らの細

胞数 を増加 させ ることが推察 され る｡一方,プルー ン抽出物は,パイェ

ル板 に対 してはそれ ら細胞数 を有意 に増加,または増加 させ る傾 向に

あったが,牌臓 に対 しては影響 を及ぼさなかった｡このことは,プルー

ン抽 出物 中の活性成分は高分子成分であ り,それがパイエル板 に対 し

て作用す るが,低分子成分は含 まれないことが推察 され る｡

マ クロファー ジ と NK 細胞 は 自然細胞免疫系 にお ける感染防御皮

応の第 1戦で作用す ることは周知の ところである (Tayloretal.2005)｡

合わせて,マクロファージ と NK 細胞 は,腫癌細胞 に対 しても細胞傷

害を示 し生体防御 に寄与 している (Bironetal.1999)｡ このことと,本

章で得 られ た結果 か ら,デー ツ抽 出物 は牌臓 とパイエル板 において,
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マ クロファージによる IL-12 を誘導 し,NK 細胞 の活性化 にはた らく

ことで細胞性免疫 を増強す ることが示唆 され る｡
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要約

C3H/HeN 系マ ウスの飼育試験 において,デーツ抽 出物 は,プルー ン

やイチジク抽 出物 と異な り,牌臓 において細胞性免疫 に関わる細胞数

を増加 させた｡また,デーツ抽出物 は,プルーンやイチジク抽 出物 と同

様 にパイエル板 において細胞性免疫 に関わる細胞数 を増加 させた｡ こ

れ らの結果 か ら,デー ツ抽 出物 は,全身お よび粘膜免疫系の両方にお

いて,細胞性免疫 を増強す ることが示唆 され る｡
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第二章 デーツ中の細胞性免疫増強成分の同定

前章において,デーツ抽 出物は,C3H/HeN 系マ ウスの牌臓お よびパ

イエル板の Thl細胞数,NK 細胞数お よびマ クロファージ数 を有意に

増加お よび増加傾 向にさせた｡デーツ抽 出物 中の成分の うち,何がそ

れ らの作用にはた らくのかは関心のあるところである｡

一般 に,果実の主要成分 は,糖類,多糖類 お よびポ リフェノール で

ある｡一般的な果実に含 まれ る多糖類であるペ クチ ンは,ラッ トにお

い て IFN-† な ど の サ イ トカ イ ン の 発 現 を 増 加 さ せ る こ と

(Inngjerdingenetal.2007),また,β-グルカンは,マクロファージを増加

させ,細菌お よび原生動物 に対 して抗感染性 をもつ ことが報告 されて

いる (Yunetal.1997;Liangetal.1998)｡ さらに,ポ リフェノール を多

く含む ココア果実抽 出物 をラッ トに摂取 させ ると,IFN-† を発現す る

細胞数 を増加 させ ること (Ramiro-Puig皮 Castel12009),また,メ リン

ジ ョ果実抽 出物が,マ ウスパイエル板細胞培養系において IFN-†な ど

のサイ トカイ ンの発現 を増加 させ ること (Katoetal.2011)な どが知 ら

れてい る｡ このよ うに,果実抽 出物 に含 まれ る多糖類やポ リフェノー

ルが細胞性免疫 に関わる細胞数やサイ トカン量 を増加す ることが知 ら

れてお り,デーツ抽 出物 にもそれ らが含 まれ ることが推察 され る｡

そ こで本章では,デー ツ抽 出物 を限外嬢過 に供す ることで分子量分

画物の調製 を行ない,各分子量画分の IFN-†発現に及 ぼす影響 を調べ

た｡ さらに,IFN-†発現に誘導作用が見 られた画分については,その成

分の同定を行なった｡

材料お よび方法
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1.材料

Spectra/For CE 透 析 チ ュ ー ブ (100-500 MWCO) は Spectrum

Laboratories,Inc.(RanchoDominguez,CA,USA)か ら得た｡ 限外演過膜

YM-1,PLCC,PLGC お よび YM-30 は Millipore(Billerica,MA,USA)

よ り購入 した｡Trypsin は SigmaChemical(St.Louis,MO,USA)か ら得

た ｡ TRIzoIReagent,dNTP,お よび M-MLV reversetranscriptase は

InvitrogenLireTechnologies(Carlsbad,CA,USA)か ら購入 した｡SYBR

premixExTaqmixtureはタカラバイオ (滋賀)よ り得た｡sep-pakC18

cartridgeは Waters(Milford,MA,USA)か ら購入 した｡プ ロ トカテキュ

酸 (protocatechuicacid),ペ ラル ゴニン (pelargonin),カフェ酸 (cafreic

acid),フェル ラ酸 (ferulicacid),お よび ク ロ ロゲ ン酸 (chlorogenic

acid)はフナ コシ (東京)よ り購入 し,シ リンガ酸 (syringicacid)は和

光純薬 工業 (大 阪)か ら得 た｡ABEE labelingkitは J-オイル ミル ズ

(東京)よ り購入 した｡細胞 の機能解析 に用いた各抗体 と固定液,細胞

の活性化試薬,お よび培地用 の試薬 は第-章 に準 じた｡ その他 の試薬

は全て市販特級試薬 を用いた｡

2.デーツ とプルー ン抽 出物の分画

デー ツ (675g)とプルー ン (593g)抽 出物 を 2,500mL の蒸留水 に

溶解 し,Spectra/ForCEdialysistubing100-500DaMWCO 内に注入 し,

蒸 留 水 に対 して 15 oC で 16 時 間透 析 した｡ 透 析 残 液 を Stirred

UltrafiltrationCell(Model8200;Amicon,Danvers,MA,USA)と 4種類

の嬢過膜,即 ち 1,000(YM-1),5,000(PLCC),10,000(PLGC),and30,000

(YM-30)DaMWCO を用 い て 限外 櫨 過 した｡ まず 透 析 残 液 を最 大

MWCO 膜 (30,000Da)に透過 させ た｡渡過残液 と透過液 を別 々に回収

し,次 に上記膜 の透過液 を 10,000Daの渡過膜 に透過 させ た｡ さらに
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10,000Da の透過 液 を 5,000Da の潅過 膜 に,5,000Daの透 過液 を

1,000Daの膿過膜 に順 に透過 させた｡各膜上の残液 を 10mL の蒸留

水 に懸濁 し凍結乾燥 し,30,000Da以上 (30,000Da濡過残液),10,000-

30,000Da(30,000Da透過液 -10,000Da渡過残液),5,000-10,000Da

(10,000Da透過液 -5,000Da渡過残液),1,000-5,000Da(5,000Da透

過液 -1,000Da渡過残液),お よび 500-1,000Da(1,000Da癒過残

演)の 5画分を得た｡デー ツ抽 出物の各画分の収量は,それぞれ 1.91

g,1.48g,0.14g,0.59g,お よび 1.80gで,プルー ンでは 1.log,0.20g,

0.03g,0.12g,お よび 2.96gであった｡

次にデーツ抽 出物 の分子量 30,000Da以上の画分 (0.5g)を 20mL

の 0.05M sodiumphosphatebuffer(pH7.2)に溶解 し,硫酸アンモニ ウ

ムを 70% 濃度 になるまで添加 して 4oC で 16時間静置 した｡次いで

遠心分離 (20,000×g,30分間)を行 ない,生 じた沈殿 を上記緩衝液 に

溶解 し,Spectra/PorCEdialysistubing100-500MWCO 内に注入 して上

記緩衝液 に対 して 15oC で 16時間透析 した｡透析残液 を凍結乾燥 し,

70% 硫酸アンモニ ウム沈殿画分 として 0.14g回収 した｡同様 に,デー

ツ抽 出物 の分子量 30,000Da以上の画分 (0.5g)を 20mL の 0.05M

sodium phosphatebuffer(pH7.6)に溶解 し,0.01% (W/W)の濃度で トリ

プシン (Sigma-Aldrich,St.Louis,MO,USA)を添加 して 25oC で 16

時間静置 した｡エタノール を 70% 濃度 になるまで添加 して 4oC で 1

時間静置 し,遠心分離 (5,000×g,20分間)を行 なった｡生 じた沈殿 を

凍結乾燥 し 70% エ タノール沈殿画分 として 0.31g回収 した｡

3.パイエル板細胞懸濁液 の調製 と培養

6週齢 の雄 C3H/HeN 系マ ウス よ りパ イエル板 を無菌 的 に採 取 し,

第-章 に準 じてパイエル板細胞懸濁液 を調製 した｡パイエル板細胞懸

24



濁液 1,000pL を平底 24 ウェルマイ クロプ レー ト (Sarstedt,Newton,

NC,USA)に分注 し,最終濃度 0,50お よび 100Llg/mL にな るよ うに

0.15M NaClを含 む 0.01M リン酸緩衝液 (PBS,pH 7.2)に溶解 した

果実抽 出物,または最終濃度 4nmol/mL にな るよ うにジメチル スル ホ

キシ ド (DMSO)に溶解 した標 準ポ リフェノール を加 え,5% CO2 存在

下で 24 時 間 (遺伝 子発 現解析)また は 48時間 (細胞機 能解析)培

養 した｡DMSO の最終濃度 は 0.01% とし,その濃度 においては細胞毒

性 がない ことを確認 した｡

4.遺伝子発現解析

遺伝 子発 現 レベ ル は,リアル タイ ム逆転 写-ポ リメラーゼ連 鎖 反応

(RT-PCR)によ り解析 した｡即 ち,培養 したパイエル板細胞 を pBS(pH

7.2)で遠心洗浄 を行 い,TRIzoIReagent1mL を加 え,5分 間室温 に放

置 した｡放置後,クロロホル ム 200LIL を加 え,15秒 間接拝 して 3分

間室温 に放置 した｡次いで,遠 心分離 を行 い,回収 した水屑 にイ ソプ ロ

ピル アル コール 500LIL を加 えて 15秒 間接拝後,10分 間室温 に放置

した｡放置後,遠 心分離 に よ り得 られ た沈殿 に,75% エ タノールー25%

ジェチル ビロカーボネ- ト (DEPC)処理水 lmL を加 えて分離 し,得

られ た沈殿 を総 RNA とした｡得 られた総 RNA は DEPC 処理水 に溶

解 させ た｡総 RNAlドg/LIL に対 して,DEPC 水 3.5LLL と 10LIM オ リ

ゴ d(T)18プ ライマー 0.5LIL を加 え,65oC で 5分 間加熱後,直 ちに

氷冷 した｡氷冷後,Firststrandbuffer2LLL,0.1M DTT1LLL お よび 10

mM dNTPMixO.5LIL の混合液 に M-MLV 逆転写酵素 0.5pL を溶解 し

た溶液 4卜L を添加 して,RT反応 を行 った｡RT 反応 は,42oC50分 間

お よび 75oC15分 間で,PTC-200PeltieThermalCycler(エ ムジェイ ジ

ャパ ン株式会社,東京)を用いて行 った｡次いで,得 られた cDNAILLL
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に対 して 2×SYBRPremixExTaqmixture12.5LLL,超純水 9.5LIL お よ

び各種プ ライマー Forward と Reverseを ともに 1LLL ずつ添加 して

pcR 反応 を行 った. 使用 したプライマーの塩基配列は,IFN-† に関 し

ては Mizutanietal.(2007)に,GAPDH に関 しては Tobitaetal.(2006)

に従 った｡プライマー塩基配列の詳細は Table2 に示 した｡pCR 反応

は,ThermalCyclerDiceRealTimeTP800system(タカラバイオ)を用い

て,95oC5秒間お よび 600C30秒間の反応 を 40回行った｡遺伝子

発現は,比較 ct法 (△△Ct法)によって相対的定量を行った｡遺伝子

発現 レベルの補正 リファレンス遺伝子は,GAPDH を用いた｡ なお,各

遺伝子の発現は,果実抽 出物/ポ リフェノール無添加 の場合 を 1 とし

た時の相対的発現 レベルで示 した｡

5.パイエル板細胞の機能解析

パイェル板細胞 の細胞表面抗原 と細胞 内サイ トカイ ンの染色方法は,

第-章に準 じた｡ 細胞数 は,GuavaPCA(GuavaTechnologies)によ り測

定 した ｡

6.超高速液体 クロマ トグラフィー (UPLC)解析

デー ツ抽 出物 (2 g) を 0.1% ギ酸含 有蒸 留水 に溶解 させ,C-18

Sep-Pak(10g)カー トリッジ (waters,Milford,MA,USA)上にアプラ

イ した｡C-18Sep-Pak(log)カー トリッジはあ らか じめメタノールで

活性化 させ,0.1% ギ酸含有蒸留水で平衡化 させた｡80mL の 0.1% ギ

酸含有水 をカー トリッジに通す ことで非吸着成分 を洗い流 し,次いで

120mL の 50% メタノール を通す ことで吸着成分 を溶出させた｡溶 出

液 はロー タ リーエ ヴァボ レー タ-で真空濃縮 し,凍結乾燥 させて粗 ポ

リフェノール画分 を得た｡収量は 107.8mgであった｡粗ポ リフェノ
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Table2.Primersequencesinthisstudy.

Target Sequence(5'-3')

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

AGCGGCTGACTGAÅcTCAGATTGTAG

GTCACAGTTTTCAGCTGTATAGGG

CCGTGTCTGTGTTTGCTA

GGTAATACTGGCTCTGTG

CTCCGCTATCCAGTTTGCTCC

GTCCTTGTTGAGCCAGTAGCC

CCACAGTCCATGCCATCACTGCC

GGTCCACCACCCTGTTGCTGTAG
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-ル画分 は 200mg/mL の濃度 でメタノール に溶解 し,UPLC に供 した｡

UpLC に よ る分 析 は AC(〕UITY'M UpLC シ ステ ム (Waters)お よび

BEHC18カラム (2.1mm I.D.×50mm,1.7pm;Waters)を用いて行 な

った｡オー トサ ンプ ラー とカ ラムの温度はそれぞれ 20oC と 40oC に

設定 した｡移動相 は,(A)液 として 0.1% トリフルオ ロ酢酸 (TFA)令

有水,(B)液 として 0.1%TFA 含有アセ トニ トリル を用い,0.50mL/min

の溶 出速度 に設定 した｡グラジェ ン ト溶 出は,(B)濃度 5-15% を 0-10

分,(B)濃度 15-95% を 10-12分,そ して初期条件 に戻 るプ ログラム

に設定 した｡溶 出液 は 254nm の吸光度 と,200-400nm のスペ ク トル

を測定す るフォ トダイオー ドア レイ検 出器 (PDA)を用いた｡

7.糖組成解析

糖組成 の解析 は Yasunoetal.(1999)の方法 に従 った｡即 ち,デーツ

抽 出物の分子量 30,000Da以上画分 (5LLg)を 4-ア ミノ安息香酸エチ

ルエステル (ABEE)標識化 キ ッ トを用いて,加水分解 お よび標識化 し

た｡即 ち,8M TFA と蒸留水 を 6対 4 の割合 で混合 し,10LIL の分子

量 30,000Da以上画分溶液 を添加 して,100oC で 3時間処理 した｡溶

液 を蒸発 させ,イ ソプ ロパ ノール を 40pL 添加 し,再び蒸発 させた｡

次 い で,ピ リジ ン とメタ ノール を 1対 9 の割 合 で混合 した溶 液 を

40LLL 添加 し,15秒 間撹拝 した｡ さらに無水酢酸 を 10pL 添加 して

25oC で 30分 間反応 させ た｡溶液 を蒸発 させ,蒸留水 に溶解 した｡

ABEE 変換単糖 は高速液体 クロマ トグラフィー (HPLC)によ り分析 し

た｡HPLC は SCL-10AVP システ ム コン トロー ラー (島津製 作所,京

都)を用い,LC-10AD 液送ユニ ッ ト (島津製作所)と Rト10A 検 出器

(島津製作所)の組み合 わせ によ り解析 した｡ カ ラムは ODS-80Ts(4･6

mmⅠ.D.×150mm;東 ソー,東京)を用いた｡カラム温度 は 30oC に設
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定 した｡溶出は,7% アセ トニ トリル を含む 0.2M ホ ウ酸カ リウムバ ッ

ファー (pH 8.9)を用い,溶出速度 は 1.0mL/min に設定 した｡溶出液

は蛍光 (305nm の励起波長;360nm の放出波長)を測定 した｡

8.統計分析

統計分析の方法は第-章に準 じた｡

結果

1.デーツとプルー ン分画物が IFN-γmRNA の発現に及ぼす影響

デーツとプルーン分画物 がマ ウスパイエル板細胞培養系での IFN-γ

mRNA 発現に及ぼす影響 を Fig.7に示 した｡Fig.7か ら,デーツ抽 出

物分画物の分子量 500Daか ら 1,000Daの低分子画分 と,30,000Da

以上の高分子画分が,抽 出物無添加並び に 1,000Daか ら 5,000Da,

5,000Daか ら 10,000Da,または 10,000Daか ら 30,000Daの分子量

画分 と比較 して,有意 に IFN-γmRNA 発現 レベルを増加 させ ることが

わかる｡一方,プルー ン抽 出物の分子量 10,000Daか ら 30,000Da と,

30,000Da以上 の高分子 画分 が,抽 出物無 添加 並び に 500Daか ら

1,000Da,1,000Daか ら 5,000Da,または 5,000Daか ら 10,000Daの

分子量画分 と比較 して,有意に IFN-†mRNA 発現 レベル を増加 させ る

ことがわかる｡

2.デーツ抽出物 中のポ リフェノールの同定

デーツ抽 出物 中のポ リフェノール を UPLC で同定 した結果 を Fig.

8に示 した｡Fig.8か ら,10以上の ピークがデーツ抽出物 中に検出 さ

れ ることがわかる｡その うち標準ポ リフェノールの リテ ンシ ョンタイ
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ム と,200か ら 400nm の UV吸収スペ ク トル との比較か ら,6種類

を同定 した｡即 ち,(1)プロ トカテキュ酸,(2)クロロゲン酸,(3)カフ

ェ酸,(4)シ リンガ酸,(5)ペ ラル ゴニンお よび (6)フェル ラ酸である｡

他の ピークは同定できなかった｡

3.デーツ抽 出物 中に同定 されたポ リフェノールが IFN-†mRNA の発

現に及ぼす影響

デー ツ抽 出物 中に同定 された 6種類 のポ リフェノール がマ ウスパ

イエル板細胞培養系での IFN-†mRNA の発現 に及 ぼす影響 を Fig.9

に示 した｡Fig.9か ら,クロロゲン酸,カフェ酸,ペ ラル ゴニンお よび

フェル ラ酸が,ポ リフェノール無添加,プロ トカテ キュ酸お よびシ リ

ンガ酸 と比較 して有意 に IFN-†mRNA の発現 レベル を増加 させ るこ

とがわかる｡

4.デー ツ抽 出物 中に同定 され たポ リフェノールが各種免疫細胞数 に

及ぼす影響

デ ー ツ抽 出物 中 に 同定 され た 6 種 類 の ポ リフ ェ ノー ル の うち,

IFN-†mRNA の発現 レベル を増加 させ る 4種類のポ リフェノールが,

マ ウスパイエル板細胞培養系での各種免疫細胞数 に及ぼす影響 を Fig.

10 に示 した｡Fig.10か ら,ポ リフェノール無添加,ペ ラル ゴニンまた

はフェル ラ酸 と比較 して,クロロゲン酸 とカフェ酸が IFN-†+cD4+細

胞数 を有意 に増加 させ ることがわか る｡ また,ポ リフェノール無添加

またはカ フェ酸 と比較 して,クロロゲン酸,ペ ラル ゴニンお よび フェ

ル ラ酸が IFN-†+cD49b+細胞数 を有意に増加 させ ることがわかる｡ さ

らに,ポ リフェノール無添加 またはペ ラル ゴニ ンと比較 して,クロロ

ゲン酸,カフェ酸お よび フェル ラ酸が IL-12+cDllb+細胞数 を有意 に
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増加 させ ることがわかる｡

5.デー ツ抽 出物 の分子量 30,000Da以上の画分 よ り得 られ た沈殿物

が各種免疫細胞数 に及 ぼす影響

デー ツ抽 出物 の分子量 30,000Da以上の画分 よ り得 られた, トリプ

シン処理後 のエ タノール沈殿物お よび硫酸 ア ンモニ ウム沈殿物が,マ

ウスパイエル板 細胞培養 系 での各種免疫細胞数 に及 ぼす影響 を Fig.

11に示 した｡Fig.11か ら,エ タノール沈殿物が,沈殿物無添加 と比較

して,IFN-Y'cD49b+ぉ よび IL-12'cDllb'細胞数 を有意 に増加 させ る

ことがわかる｡一方,硫酸アンモニ ウム沈殿物 は,沈殿物無添加 と比較

して有意差はない ことがわかる｡

6.デー ツ抽 出物の分子量 30,000Da以上の画分 中の糖組成 の決定

デー ツ抽 出物 の分子 量 30,000Da以上 の画分 中の糖組成 を HPLC

によ り同定 した結果 を Fig.12 に示 した｡Fig.12 か ら,デーツ抽出物

の分子量 30,000Da以上の画分の分解後 ABEE 標識産物 中には,2つ

の小 さな ピー ク と 1つの大 きな ピー クが検 出 され ることがわかる｡小

さな ピー クの 1つ は ABEE 変換 ガ ラクツロン酸 の リテ ンシ ョンタイ

ム と一致 し,大 きな ピー クは ABEE 変換 グル コー スの リテ ンシ ョン

タイム と一致 した｡ も う一つの小 さなピー クは同定できなかった.

考察

デー ツ抽 出物 の分子量 500Daか ら 1,000Daの画分 と 30,000Da

以上 の画分 の 2画分 が,抽 出物無添加 お よび他 の分子量画分 と比較

して IFN-†mRNA の発現 を有意 に増加 させた (Fig.7)｡ この結果 か ら,
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デーツ抽出物中の少な くとも 2種類の成分が IFN-†mRNA の発現 を

刺激す ることが示唆 され る｡ さらに,それ らのデーツ抽 出物 中の成分

は,第一章において,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 した C3H/HeN 系

マ ウスにおける牌臓 とパイエル板 の IFN-γ+cD4+細胞数 とパイエル板

の IFN-†+cD49b+細胞数 の増加 にはた らいた ことが示唆 され る｡一般

に,低分子成分は腸管か ら体内に吸収 されやすいため,デーツ抽 出物

中の低分子成分が牌臓 の免疫細胞 に影響 した ことが推察 され るO-方,

プルー ン抽出物の分子量 10,000Daか ら 30,000Daの画分 と 30,000

Da以上の画分の 2 画分が,抽 出物無添加お よび他の分子量画分 と比

較 して IFN-†mRNA の発現を有意に増加 させた (Fig.7)｡ この結果か

ら,プル ー ン抽 出物 中の少 な く とも 2 種 類 の高分子 成分 が IFN-γ

mRNA の発現を刺激す ることが示唆 され る｡それ らのプルー ン抽出物

中の成分は,プルー ン抽 出物添加飼料で飼育 した C3H/HeN 系マ ウス

にお けるパイエル板 の IFN-†+cD4+細胞数 と IFN-†+cD49b+細胞数 の

増加 にはた らいた ことが示唆 され る｡一方,牌臓 のそれ らの細胞数 は

有意 に増加 しなかった ことか ら,プルー ン抽 出物 中の活性成分 は,高

分子であるために体 内には吸収 されず,牌臓 のそれ らの免疫細胞 に影

響 を与えなかった ことが推察 され る｡

一般 に,果実 中に含 まれ る低分子成分は主にポ リフェノールである｡

デーツは,プロ トカテキュ酸,カフェ酸,シ リンガ酸,フェル ラ酸,プ

ロシアニジン類,お よびケルセチ ングル コース配糖体な どを含む こと

が報告 され てい る (Mansouri2005;Al-Farsietal.2005;Hongetal.

2006)｡本研究において,我々はデーツ中に 6種類のポ リフェノール を

同定 した｡加 えて,我々は,クロロゲン酸 とペ ラル ゴニンが新規デーツ

ポ リフェノールであることを確認 した (Fig.8)｡本研究で同定 された 6

種 類 の ポ リフ ェ ノール が,マ ウスパ イ エル 板 細 胞 培 養 系 にお け る
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IFN-†mRNA の発現に及 ぼす影響 を調べた ところ,クロロゲ ン酸,カ

フェ酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フェル ラ酸 が,ポ リフェノール無添加 ,

プ ロ トカテキュ酸お よびシ リンガ酸 と比較 して,有意 に IFN-†mRNA

の発現 を高めた (Fig.9)｡加 えて,クロロゲン酸 とカフェ酸は,ポ リフ

ェ ノ ー ル 無 添 加 ,ペ ラル ゴ ニ ン お よ び フ ェ ル ラ 酸 と比 較 して

IFNIY+cD4'細胞数 を有意に増加 させた｡ さらに,クロロゲン酸,ペ ラ

ル ゴニ ン,お よび フェル ラ酸は,ポ リフェノール無添加お よびカフェ

酸 と比較 して IFN-†+cD49b+細胞数 を有意に増加 させた (Fig.10)｡第

一章において,デーツ抽 出物添加飼料 で飼育 した C3H/HeN 系マ ウス

で は,コ ン トロー ル 飼 料 で飼 育 した そ れ ら と比 較 して ,牌 臓 の

IFN-†+cD4+細胞数,並び にパイエル板 の IFN-†+cD4'細胞数お よび

IFN-†+cD49b'細胞数 は有意 に高 く,牌臓 の IFNIY'cD49b'細胞数 は

増加傾 向にあった｡ これ らの ことか ら,デーツ抽 出物添加飼料で飼育

したマ ウスにおいて,牌臓 の IFN-γ+cD4+細胞数の増加 はクロロゲン

酸 とカフェ酸 のはた らきに,牌臓 の IFN-γ+cD49b+細胞数 の増加 はク

ロロゲン酸,ペ ラル ゴニ ンお よびフェル ラ酸のはた らきに起因す るこ

とが示唆 され る｡クロロゲン酸,カフェ酸,お よびフェル ラ酸はフェノ

ール酸類 と呼ばれ る低分子 のポ リフェノール に,また,ペ ラル ゴニ ン

はフラボノイ ドと呼ばれ る高分子のポ リフェノール に分類 され る｡ポ

リフェノール の中には,摂取 した際に,腸管上皮細胞 においてグル ク

ロン酸基または硫酸基 によ り抱合 され ることで,管腔内-排 出 されや

すいものもある (Yamamotoetal.1999;Shimizuetal.2004)｡しか し,フ

ェノール酸類 は抱合 され ない ものが多 く,またペ ラル ゴニ ンは抱合 さ

れ うる 3,7,3'お よび 4'位の炭素に結合す る水酸基の うち,3位 の水

酸基は糖 が付加 し,3'位 の水酸基 は欠落 してい ることか ら,抱合 され

にくい構造であることが推察 され る｡ これ らのことか ら,上記の 4種
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類 のポ リフェノール は,腸管か ら体 内-吸収 されやすい ことが推察 さ

れ る｡

一般 に,果実 中の高分子成分はタンパク質 と多糖である｡我々は,デ

ーツ抽 出物の分子量 30,000Da以上の画分 中に硫酸アンモニ ウム,も

しくは トリプシン処理 した後 にエタノール を加 えることで,主体はタ

ンパ ク質の硫酸ア ンモニ ウム沈殿物 と,主体は多糖 のエ タノール沈殿

物の 2種類の沈殿物 を調製 した｡トリプシン処理 した後のエタノール

沈 殿 物 は,沈殿 物 無 添加 と比 較 して IFN-†+cD49b+細胞 数 お よび

Ⅰし12+cDllb+細胞数 を有意に増加 させた｡ しか し,硫酸アンモニ ウム

沈殿物 はそれ らの細胞数 に対 してほ とん ど影響 を与 えなかった (Fig.

ll)｡加 えて,HPLC 分析 か ら,デーツ抽出物 中の分子量 30,000Da以

上の画分は主にグル コースか らなっていた (Fig.12)｡デーツは β-グル

カンを含み (Ishurdetal.2002;Ishurd皮 Kennedy2005),また,マクロ

フ ァー ジの遊 走 を活性 化 させ るこ とが報告 され てい る (Purietal.

2000)｡グルカンはグル コースか ら構成 され る多糖であることは周知の

ところである (Akramieneetal.2007)｡ これ らのことか ら,デーツ抽 出

物が IFN-Y'cD49b'細胞数お よび IL-12'cDllb+細胞数 を増加 させ る

はた らきは,一部は β-グルカンにも起因す ることが示唆 され る｡
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要約

デーツ抽 出物の分子量 500Daか ら 1,000Daの画分 と 30,000Da

以上の画分の 2画分が IFN-γmRNA の発現 を高めた｡デーツ抽 出物

中の低分子画分の成分の一つに含 まれ るポ リフェノール として,プ ロ

トカテキュ酸,クロロゲン酸,カフェ酸,シ リンガ酸,ペ ラル ゴニンお

よび フェル ラ酸 を同定 した｡第一章での,デー ツ抽 出物添加飼料で飼

育 したマ ウスにお ける,牌臓 とパイエル板 の IFN-†+cD4+細胞数 の増

加 は ク ロ ロゲ ン酸 とカ フ ェ酸 の はた らき に,牌臓 とパ イ エル 板 の

IFN-†+cD49b+細胞数 の増加 はクロロゲ ン酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フ

ェル ラ酸のはた らきに起因す ることが示唆 され る｡ また,デーツ抽 出

物 中の高分子画分 の成分の一つ として多糖類 が示唆 され,β-グルカ ン

であることが推察 された｡同様 に,第一章での,デーツ抽出物添加飼料

で飼 育 したマ ウス にお け る,パ イ エ ル 板 の IFN-†+cD4+ 細 胞 数 と

IFN-Y'CD49b'細胞数 の増加 は,一部 はその多糖類 に起 因す るこ とが

示唆 され る｡
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第三章 デーツ抽 出物添加飼料 で飼 育 した先天的 Ⅰ型 ア レル ギーマ

ウスのア レルギー症状 とその関連因子

ア レル ギーは,その発症のメカニズムの違いによ り Ⅰ型～ IV 型 に

大別 され る (Riedl& Casillas2003)｡ア レルギー性鼻炎,晴息,および

ア トピー性皮膚炎な どは,一般 に I型 (即時性)ア レル ギーに分類 さ

れ る｡通常,免疫系はそれ に関与す る物質 によ り細胞性免疫機構 と液

性免疫機構 に大別 され,それ らは-ルパー T 細胞 のサブセ ッ トであ

る Thl細胞 と Th2 細 胞 に よ り調 節 され る と ともに,Thl細胞 は

IFN-† を産生す ることで,Th2細胞 は IL-4 を産生す ることで互いの

分化 を制御 し合っている (Zhouetal.2009)｡Th2細胞 は IL-4,IL15な

どのサイ トカイ ンを分泌 し,これ らのサイ トカイ ンの刺激 を受 けて B

細胞 は抗原特異な免疫 グロブ リン (Ig)E を産生す る (Roussetetal.

1991;Vercelli1995)｡分泌 された IgE は肥満細胞上の FcERI受容体に

結合 し,抗原が再び侵入す るとその IgE に抗原が結合す ることで化学

伝達物質であるヒスタ ミンや ロイ コ トルエンが肥満細胞か ら大量に放

出 され I型ア レル ギーを引き起 こす (Metcalfeetal.1997)｡

この Thl細胞 と Th2 細胞 の関係 を考慮す る と,Thl細胞 か らの

IFN-†産生 を促進す ることで Th2細胞 の分化 を抑制 し,ア レル ギー

症状 を軽減できることが考 え られ る｡第-章 において,デーツ抽 出物

は,C3H/HeN 系マ ウスの牌臓 とパイエル板 の Thl細胞数 を増加 させ

ることが明 らかになった｡また,第二章において,デーツ抽 出物 中に同

定 されたクロロゲ ン酸 とカフェ酸 は,Thl細胞数 を増加 させ ることが

明 らかになった｡ これ らのことか ら,デーツ抽 出物が Thl/Th2バ ラン

スの改善 を通 してア レルギー性免疫反応 を抑制す るはた らきをもつ こ

とが推察 され る｡
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NC/Nga系マ ウスは 1957年 に名古屋 大学 の近藤 らの研究 グループ

に よ り純 系化 され た ヒ トア トピー性 皮 膚 炎 モ デ ル マ ウス で あ る｡

NC/Nga系マ ウスは先天的に高い IgE 産生能 を有す る とともに,ダニ

抗原 に対 して高い感受性 を示す ことか ら,ダニに暴露 しやすい空気 中

の微 生物制御 を行 っていない環鏡 下での飼 育,ダニ抗原 の連続塗布 あ

る い は そ れ の 皮 内 注 射 に よ り皮 膚 炎 を 誘 起 す る こ とが で き る

(Sasakawaetal.2001;Matsuokaetal.2003).

そ こで本章では,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼 育が,ダニ抗原 の皮

内注射 によ り皮膚炎 を発症 した NC/Nga系マ ウスのア レル ギー症状 と

その関連因子 に及 ぼす影響 を調べた｡

材料お よび方法

1.材料

ダニ抗原 (Dermatophagoidesfarina,Df)は LSL(東京)よ り得たopE

標識抗マ ウス IL-4mAb(clonellBll),PE 標識抗マ ウス IFN-†mAb

(cloneXMGl.2),ビオチ ン標識抗マ ウス CD4mAb(cloneRM4-5),ビオ

チ ン標識抗マ ウス CD45R/B220(B220)mAb(cloneRA3-6B2),ビオチ ン

標識抗マ ウス CD117(clone2B8),お よび PE/Cy5標識 ス トレプ トア ビ

ジンは BioLegend(SanDiego,CA,USA)よ り購入 した｡ヤギ抗マ ウス

FcERIα (clone G-14)お よ び PE 標 識 抗 ヤ ギ IgG は ,Santa Cruz

Biotechnology(SantaCruz,CA,USA)よ り得た｡ポ リオキシエチ レン

(20)ソル ビタ ンモ ノオ レー ト (Tween 80)は,和 光純薬 工業 (大 阪)

よ り購入 した｡ヤギ抗マ ウス IgE,HRP標識抗マ ウス IgE お よび IgG

は BethylLaboratories(Montgomery,TX,USA) よ り,TMB は KPL

(Gaithersburg,MD,USA)よ り,BSA は Sigma-Aldrich(St.Louis,MO,

43



USA)よ り,それぞれ購入 した｡細胞 の機能解析 に用いた固定液,細胞

の活性化試薬,お よび培地用 の試薬 は第-章 に準 じた｡その他 の試薬

は全て市販特級試薬 を用いた｡

2.デーツ抽 出物の調製

ア ラブ首長 国連 邦 (UAE)で収穫 され た乾燥 デー ツは丸紅 (東京)

か ら提供 され た｡乾燥果実か ら種子 を除去 し,果皮 と繊維質 を含 んだ

まま約 5×5mm 四方 に切断 した｡その うちの 1,000g を 9,000mL の

熱蒸留水で 2時間還流抽 出 した｡抽出液 を遠心分離 (5,000×g,30分

間)に供 して上清 を回収 し,次いで限外渡過器 (ModelUHF-150K;ア

ドバ ンテ ック東 洋 ,東 京 )に設 置 した Molecular/ForUltrafiltration

MembraneMWC0 500(Spectrum Laboratories,Inc.,RanchoDominguez,

CA,USA)限外嬢過膜 を用いて限外渡過 した｡膜上の残液 を 500mL の

蒸留水 に溶解 し,凍結乾燥 してデー ツ抽 出物 として回収 した｡ その重

量は 70gであった｡

3.マ ウスの飼育試験

5 週齢,雄 NC/Nga系マ ウス を,日本 チ ャール ズ リバ ー (神奈川)

よ り購入 し,マ ウス用標 準飼料 (オ リエ ンタル酵母)で 1週 間飼育 し

た｡次いで,Fig.13 に示 した手順 で試験飼育 を行なった｡即 ち,マ ウ

スを 2群 に分 け,Table3 に示 した飼料組成 の 2種類 の飼料,即 ち,

抽 出物無添加飼料 (〟-4)もしくはデーツ抽 出物添加飼料 (〟-5)で

15週間飼育 した ｡ 6週齢 目か ら週 に 1回,5pg の Dfを滅菌生理食

塩水 10LIL に溶解 し,マ ウスの右 耳介部分 に皮 内注射 した (Sasakawa

etal.2001)｡飼育期間中の飼料 と水 は 自由摂取 とし,12時間/12 時間

の明暗周期,23士 2oC の条件 下で飼育 した｡飼育後,マ ウスの門脈 下
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Test-breeding

Pre-breeding Thedateextract-addeddietortheextract-free(control)diet

Five-week-old
■---- ---■･

NC/Ngam.ce l
5 6 7 8 9 20 21 (Weeksofage)

'ntradermalinjedionofDf-extractinrightear l

Bloodandspleenco"ection

Figure13.Experimentalschedules.ARerpre-breedingforaweek,NC/Nga
miceweregiventheextract-fTree(control,n-4)ordateextract-added(n-
5)diet,andintradermallyinjectedwith5LLgOfDf-extractdissolvedin10

pLofsalinesolutionintotheventralsideoftherightearweeklybetween6

and21weeksofage.Blood,spleenandPeyer'spatchsampleswere
collectedat21Weeksofage.
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Table3.CompositionofdletS.

Controldlet Testdiet

(withoutdateextract) (withdateextract)

Dateextract

Ovalbumln

Dextrin

Sucrose

RPmmeraTrnix#10a

Cornoil

Lard

Powderedce‖ulose

RPvltamlnmixb

ChollneChlorlde

0000 1000

25.000 24.000

32.738 32738

27.112 27112

3.750 3750

3750 3750

3750 3750

2250 2250

1.500 1.500

0150 0150

Total 100000 100000

aRPmineralmixPlo:calcium′0.6%;phosphorus,0.4%Jpotassium,0･4%;

magnesium,007%;sodlum,0.21%;chlorine,0.24%;fluonne,510ppm;iron,
60ppm;zinc.21ppm;manganese,65ppm;copper,15･Oppm;cobalt,3･Z
ppm;iodlne,0.57ppm;chromium,3,0ppm;molybdenum,0･82ppm;

selenium,0.23ppm,

bRPvitaminmix:vitaminK,10･4ppm;thiaminhydrochloride,20･6ppm;

nboflavln′20.0ppm;niacin′90ppm;pantothenicacld,55ppm;chollne
chloride,1400ppm;folicacld,4.0ppm;pyridoxine,16･5ppm;biotin,0･4
ppm;vitamlnB12,20meg/kg;vltaminA,22.1lU/g;vltaminD3,2.2IU/g;

vitaminE,50IU/kg;ascorblCacid,0.0ppm.
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部 よ り血液 を採取お よび牌臓 を摘出 し,それぞれ抗体の分析お よび細

胞の機能解析 に用いた｡ なお,血液 は 4oC,450×g で 60分間遠心分

離 を行い,得 られた上清 を血清 として実験 に使用す るまで -30oC で

保存 した｡

なお,本試験は 日本政府 が定める ｢動物の保護お よび管理 に関す る

法律｣ と ｢動物実験の飼養お よび保管等 に関す る基準｣,並びに信州

大学農学部 における動物実験のガイ ドライ ンに従い,実験動物 に対 し

て最善の配慮のもとで行 った｡

4.牌臓細胞懸濁液の調製

NC/Nga系マ ウス よ り牌臓 を無菌的に採取 し,第一章 に準 じて牌臓

細胞懸濁液 を調製 した｡

5.細胞の機能解析

牌臓細胞の表面抗原お よび細胞 内サイ トカイ ンを発現す る細胞の検

出は,蛍光免疫染色法によ り調べた ｡ 即 ち,FcERIα+cDl17+細胞 につい

ては,5% FBS を含む HBSS で 100倍希釈 した cDl17mAb を 10pL

加 えて 4oC で 15分間放置 し,次いで上記希釈液で 100倍希釈 した

ス トレプ トア ビジンーPE/Cy5を 10LIL加 えて 4oC の遮光下で 15分

間放 置 した｡ さ らに,上記希釈液 で 100倍 希釈 したヤ ギ抗 マ ウス

FcsRIα を 10LIL加 えて 4oC の遮光下で 15分間放置 した後,最後

に上記希釈液で 100倍希釈 した pE 標識抗ヤギ IgG を 10LLL加 え

て 4oC の遮光下で 15分間放置 した｡

一方,IFN-†+cD4+細胞お よび IL-4+cD4+細胞の染色方法は,第一章

に準 じた｡細胞数は,GuavaPCA(Guavatechnologies)によ り測定 した｡
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6.抗体の定量

血清 中の総 IgE レベルは,マウス酵素免疫測 定法 (ELISA)定量キット

(BethylLaboratories)の使 用方法 に準 じて測定 した ｡ なお,試 験 には

0.05%Tween20お よび 2% ポ リビニル ピロ リ ドン (PVP)を含む PBS

によって,予備 実験 で決定 した最適 の倍 率 に希釈 した血清 (500倍希

釈)を用いた｡

Df特異 lgE レベル は,ELISA によって調べた｡即 ち,100pg/mL の

Dfを含む 0.1M 炭酸緩衝液 (pH9.6)100pL を 96 ウェルマイ クロプ

レー ト (Nunc)の各 ウェル に分 注 し,4oC で一 晩静置 した｡0.05%

Tween20 を含む PBS(PBS-T)で洗浄 した後,0.4% BSA を含む 0.1M

炭酸緩衝液 300pL を加 え,25oC で 120分間静置 した｡再び PBS-T

で洗浄 した後,2% PVP を含 む PBS-T で 250倍希釈 したマ ウス血清

100pL を各 ウェル に分注 し,25oC で 120分間反応 させ た｡ さらに,

PBS-T で洗浄 した後,2% PVP を含 む PBS-T で 125倍 に希釈 した

HRP標識抗マ ウス IgE 溶液 (0.1Ltg/mL)100LLL を各 ウェル に分注 し,

25oC で 60分間反応 させ た｡次いで,PBS-T で洗浄 した後,TMB 溶液

100pL を各 ウェル に分注 し,完全 に遮光 して 25℃ で 30分 間反応 さ

せた後,4N 硫酸 100pL を各 ウェル に分注 して反応 を停止 させ,直 ち

に Bio-Rad モ デ ル 550 マ イ ク ロ プ レ ー ト リー ダ ー (Bio-Rad

Laboratories)を用いて,450nm にお ける吸光度 を測定 した｡

7.遺伝子発現解析

RT 反応 とリアル タイム RTPCR 反応 は第二章に準 じて行 なった｡

使用 したプライマーの塩基配列 は,Bruton'styrosinekinase(Btk)お よ

び Interleukinl2-inducibleT cellkinase(Itk)に関 しては Lucasetal.

(2007)に,GAPDH に関 しては Tobitaetal.(2006)に従 った｡各プライ
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マ-の配列の詳細 は Table2 に示 した｡

8.統計分析

右 耳介 の厚 さ とア レル ギー ス コア の群 内 の分 散 分析 は,Repeated

measuresANOVA に よ り解析 し,有意差が認 め られ た上で,群 間の分

散分析 (Two-wayANOVA)によ り解析 を行 なった｡解析時には,飼料

と週齢 を独立 した変数 として扱 った｡2群 間の分散分析 はスチ ューデ

ン トの J検定によ り解析 を行 なった｡その他 の統計分析 の方法は第一

章に準 じた｡

結果

1.マ ウスの体重

抽 出物無添加 (コン トロール)飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料 で

飼育 したマ ウスの体重変化 を Fig.14 に示 した｡Fig.14 か ら,デー ツ

抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの体重 は,コン トロール飼料で飼 育

した場合 と比較 して有意差 はない ことがわか る｡

2.耳介 の厚 さとア レル ギースコア

コン トロール飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの

飼育期 間中の右耳介 の厚 さとア レル ギー症状 の変化 を Fig.15 に示 し

た｡RepeatedmeasuresANOVA による解析か ら,無添加飼料で飼育 した

マ ウスお よびデー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの どち らにおい

て も,有意差があった｡Fig.15か ら,デー ツ抽 出物添加飼料で飼育 し

たマ ウスの耳介 の厚 さは,コン トロール飼料 で飼 育 した場合 と比較 し

て,11か ら 21週齢 で有意 に薄い ことがわか る｡ また,デーツ抽 出物
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添加飼料で飼 育 したマ ウスのア レル ギース コアは,コン トロール飼料

で飼育 した場合 と比較 して,14週齢お よび 18か ら 21週齢 で有意 に

低い ことがわかる｡

3.血清抗体 レベル

コン トロール飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの血

清総 (A)お よびダニ抗原 (Df)特異 (B)IgE レベル を Fig.16 に示 し

た｡Fig.16 か ら,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼 育 したマ ウスの血清総

IgE レベル は,コン トロール飼料 で飼育 した場合 と比較 して,有意 に

低 下す ることがわか る｡ また,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウ

スの血清 Dr特異 IgE レベル は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と

比較 して,有意 に低下す ることがわかる｡

4.牌臓 中の免疫細胞数

コン トロール飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料 で飼 育 したマ ウスの

牌 臓 の IFN-†+cD4+ 細 胞 数 (A), IL-4+cD4+ 細 胞 数 (B),

FcERIα+cD117'細胞数 (C)お よび IFN-†+cD4'/IL-4'cD4'細胞比 (D)

を Fig.17 に示 した｡Fig.17 か ら,デー ツ抽 出物添加飼料で飼育 した

マ ウスの IFN-γ+cD4+細胞数 は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と

比較 して,有意 に増加す ることがわかる｡一方,デーツ抽 出物添加飼料

で飼育 したマ ウスの IL-4+cD4+細胞数 は,コン トロール飼料で飼育 し

た場合 と比較 して,有意 に減少す ることがわか る｡さらに,デーツ抽 出

物添加飼料 で飼 育 したマ ウスの IFN-Y'cD4'/IL-4'cD4'細胞比 は,コ

ン トロール飼料 で飼 育 した場合 よ りも高い こ とがわか る｡加 えて,デ

ー ツ抽 出物添加飼 料 で飼 育 したマ ウスの FcERIα+cD117+細胞数 は,

コン トロール飼料 で飼育 した場合 と比較 して,有意 に減少す るこ とが
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わか る｡

5.Btk と ItkmRNA の発現 レベル

コン トロール飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料 で飼 育 したマ ウスの

牌臓 中 Btk(A)お よび Itk(B)mRNA の発現 レベル を Fig.18に示 し

た｡Fig.18か ら,デーツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの Btkお よ

び ItkmRNA の発現 レベル は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と比

較 して,有意 に減少す ることがわか る｡

考察

既 に述べたよ うに,NC/Nga系マ ウスにダニ抗原 (Df)を連続的に皮

内注射す ることによ り皮膚炎 を誘起す ることができる (Sasakawaetal.

2001;Matsuokaetal.2003)｡加 えて,Matsumotoetal.(1999)は,皮膚炎

を発 症 して い な い NC/Nga 系 マ ウス の 血 清 中 の 総 IgE 量 は 0.1

Ltg/mL 以 下で あ るの に対 し,皮膚 炎 を発症 したマ ウスで は 1pg/mL

以上 で あ る こ とを報告 してい る｡ 従 って,本 章 で は Sasakawaetal.

(2001)と Matsuokaetal.(2003)の方法に従 って,Dfを耳介 に皮 内注

射 した ところ,コン トロール飼料で飼育 したマ ウスの血清総 IgE 量は

13.59土1.08LLg/mL であった (Fig.16)｡ これ らのことか ら,Dfの皮 内

注射 に よって適切 に Ⅰ型 ア レル ギー反応 が引 き起 こ され た こ とが示

唆 され る｡

デー ツ抽 出物添加飼料で飼 育 したマ ウスの体重 は,コン トロール飼

料で飼育 したマ ウス と比較 して統計的有意な差はなかった (Fig.14)0

この結果 か ら,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼 育 は,栄養価 の違 いや ス

トレスによる影響 がない ことが示唆 され る｡
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デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの耳介の厚 さとア レル ギー

ス コアは,コン トロール飼料 で飼 育 した場合 よ りも優位 に減 少 した

(Fig.15)｡また,デーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ ウスの血清 Df特

異 IgE レベルは,コン トロール飼料で飼育 したマ ウス と比較 して有意

に低かった (Fig.16)｡NC/Nga系マ ウスにおいて,皮膚炎の発達は血清

IgE レベル の上昇 に起因す ることが明 らかに され てい る (Matsudaet

al.1997;Matsumotoetal.1999)｡このことと,本章で得 られた結果か ら,

デーツ抽 出物添加飼料でのマ ウスの飼育は,Df特異 IgE の産生の抑

制を通 して皮膚炎の症状 を軽減 させた ことが示唆 され る｡

皮膚炎症状が発達 してい る NC/Nga系マ ウスの牌臓 において,CD4

陽性細胞 は IFN-† をほ とん ど発現せず,IL-4お よび IL15 を主に発現

していることが知 られている (Matsumotoetal.1999)｡そ して,既に述

べたよ うに,Ⅰし4や IL15は IgE の産生を刺激す ることが報告 されて

いる (Platts-Mills2001)｡デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌

臓 の IFN-Y'cD4'細胞数は,コン トロール飼料 で飼育 した場合 よ りも

有意に増加 した (Fig.17A)｡また,デーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ

ウスの牌臓 の IL-4+cD4十細胞数は,コン トロール飼料で飼育 した場合

よ りも有意に減少 した (Fig.17B)｡したがって,デーツ抽出物添加飼料

で飼 育 したマ ウスの牌臓 の IFN-γ+cD4+/IL-4+cD4+細胞数比 は,コン

トロール飼料で飼育 した場合 よ りも顕著 に高まった (Fig.17D)｡ これ

らの ことと,本章で得 られた結果か ら,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育

したマ ウスにおける血清 Dr特異 IgE レベルの減少は,Th2細胞数の

減少に起因す ることが示唆 され る｡

Ⅰ型ア レル ギーの発症 は,最終的には肥満細胞 の脱頼粒 によって引

き起 こされ る｡脱頼粒 には,高親和性 IgE 受容体である FcERIが肥満

細胞上に発現す ることが必要である (Platts-Mills2001)｡高親和性 IgE
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受容体 を発現す る肥満細胞 は通常,FcERIα と CD117 の両方の細胞表

面における発現に基づいて定義づけ られ る (Brownetal.2008)｡デーツ

抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの牌臓 の FcERIα+cDl17+細胞数 は,

コン トロール飼料で飼育 した場合 よ りも有意に減少 した (Fig.17C)｡

この結果か ら,デーツ抽 出物添加飼料でのマ ウスの飼育は,高親和性

IgE 受容体 を発現す る肥満細胞数 を減 じることが示唆 され,デー ツ抽

出物添加飼料で飼育 したマ ウスにお けるア レル ギー症状軽減効果 は,

一部は,高親和性 IgE 受容体を発現す る肥満細胞数の減少に起因す る

ことが示唆 され る｡

肥満細胞上の FcERIと IgE 複合体の凝集 を介 した,肥満細胞 によ

る抗原 の認識 は,非受容体型 チ ロシンキナーゼ である Btk や Itk に

代 表 され る Tec フ ァ ミ リー キ ナ ー ゼ の 活 性 化 を 引 き 起 こ す

(Kawakami皮 Galli2002)｡Btk は,肥満細胞においては,脱額粒,脂質

メ デ ィ ェ 一 夕 - の 産 生 お よ び サ イ トカ イ ン の 産 生 を 制 御 す る

(Ellmeieretal.2011)｡また,B 細胞 においては,B 細胞受容体 (BCR)

を介 した細胞外 Ca2+の流入 を誘導す ることで B 細胞 の分化 に関わ

っている (Rawlingsetal.1993;Fluckigeretal.1998)｡Itk は肥満細胞お

よび T 細胞 において,サイ トカイ ンの産生 を負 に制御す る (Ellmeier

etal.2011;Fowelletal.1999)｡特に T 細胞 において,Itk は T 細胞受

容体 (TCR)を介 したシグナル を通 して,PKC†の リン酸化 を促進す る

(schwartzbergetal.2005)｡そのシグナルが伝達 された T 細胞 は IL-4

な どの Th2 サイ トカイ ンを産生 し,自身の Th2細胞-の分化 に重要

な役割 を果たす (Fowelletal.1999;Schaefferetal.2001).デーツ抽 出

物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌臓 Btk と ItkmRNA の発現 レベル

は,コン トロール飼料で飼育 した場合 よ りも有意 に減少 した (Fig.18)｡

これ らの ことか ら,デーツ抽 出物添加飼料での飼育は,T 細胞 におい
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て は IL-4 な どのサイ トカイ ンの産 生 を抑制 し,B 細胞 にお いては

BCR を介 した Ca2+ 流入 を阻害 して B 細胞 の分化 を抑制す ることが

示唆 され る｡また,肥満細胞においては,脱頼粒,脂質メデ ィェ一 夕-

産生お よびサイ トカイ ン産生を抑制す ることが示唆 され る｡

マ ウスのデーツ抽 出物添加飼料の平均摂食量は,一匹当た り 2.86g/

日であったため,デーツ抽 出物の平均摂取量は 0.0286g/日であった｡

このデー ツ抽出物の量は,ヒ トにおいては,体重 (60kg)換算で 57.2

g/日,小腸の表面積換算で 5.72g/日に相 当す る｡一方,我々は,約 6g

か ら 60gの食 品素材 を毎 日摂取す ることは可能であると考え られ る｡

特 に果実においては,果汁入 りジュース として摂取す ることは容易で

ある｡ このことか ら,ヒ トにおいて もデーツ抽 出物 を摂取す ることに

よ り Ⅰ型ア レル ギーを軽減でき得 ることが推察 され る｡

本 章 の結 果 か ら,Dfの連 続 皮 内注 射 に よ り皮 膚 炎 を誘 導 した

NC/Nga系マ ウスにおいて,デーツ抽出物添加飼料での飼育は,Th2細

胞数の減少 による血清抗原特異 IgE の減少 と高親和性 IgE 受容体発

現肥満細胞数 の減少 を介 して,Ⅰ型 ア レル ギー症状 を軽減す ることが

示唆 され る｡また,デーツ抽 出物添加飼料での飼育は,Th2細胞のサイ

トカイ ン発現 とその分化 にはた らく Itk と,B 細胞の分化 と肥満細胞

の脱頼粒 にはた らく Btk の発現の抑制 を介 して,Ⅰ型ア レル ギー症状

を軽減す ることが示唆 され る｡
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要約

ダニ抗原 (Df)の連続皮 内注射 に よ り Ⅰ型 ア レル ギー を誘導 した

NC/Nga系マ ウスをデー ツ抽 出物添加飼料 で飼 育す る と,コン トロー

ル飼料での飼育 と比較 して,有意にア レル ギー症状が軽減 した｡ また,

デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育す る と,血清総お よび Df特異 IgE レ

ベルが減少 した｡加 えて,牌臓の Thl細胞数 は有意に増加,Th2細胞

数 は有意に減少 した｡ 同様 に,牌臓 の高親和性 IgE 受容体発現肥満細

胞数 は有意に減少 した｡さらに,牌臓 の Btk と ItkmRNA の発現 レベ

ル は有意 に減少 した｡ これ らのことか ら,デーツ抽 出物は,Dfで誘導

した NC/Nga系マ ウスにおいて Th2細胞数 の減少 による血清 Dr特

異 IgE の減少 と,高親和性 IgE 受容体発現肥満細胞数 の減少 を介 し

て Ⅰ型ア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 され る｡ また,デーツ抽

出物は,肥満細胞の脱頼粒 の抑制 を通す ことによっても,Ⅰ型ア レル ギ

ー症状を軽減す ることが示唆 され る｡
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第四章 デーツ抽 出物添加飼料で飼育 した後天的 Ⅰ型ア レル ギーマ ウ

スのア レルギー症状 とその関連因子

第三章では,デーツ抽出物添加飼料での飼育が,NC/Nga系マ ウスの

ア レル ギー症状 を軽減す るとともに,その作用 は Th2細胞数 の減少

による IgE 産生の減少 と,高親和性 IgE 受容体 を発現す る肥満細胞

数の減少に起因す ることを示 した｡

一方,ア レル ギー症状 は,遺伝 的要因 もさることなが ら,生活環境

や食事な どの後天的な感作によって発症す ることが一般的である｡後

天 的ア レル ギーの評価系 として,ダニ抗原 と水酸化 アル ミニ ウムを

BALB/C系マ ウスの腹腔 内に投与す るこ とによ り,ダニ抗原 に対す る

後 天 的 Ⅰ型 ア レル ギー性 鼻 炎 を誘 導 で き る こ とが知 られ て い る

(Zhouet･al.2008)o

そ こで本章では,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼育が,ダニ抗原 によ

り後天的に 1型 ア レル ギー を誘発 したマ ウスのア レル ギー症状 と免

疫系に及ぼす影響 を調べたのでその結果 について述べ る｡

材料お よび方法

1.材料

ダニ抗原 (Df)は LSL(東京)よ り得た｡PE 標識抗マ ウス IL-4mAb

(clonellBll),PE 標識抗マ ウス IFN-†mAb(cloneXMGl.2),PE 標識抗

マ ウス CD80mAb(clone16-10Al),ビオチン標識抗マ ウス CD4mAb

(cloneRM4-5),ビオチン標識抗マ ウス CD45R/B220(B220)mAb(clone

RA3-6B2),ビオチ ン標識抗マ ウス CDl17(clone2B8),ビオチン標識抗

マ ウス CDllbmAb(cloneMl/70)お よび pE/Cy5標識ス トレプ トア ビ
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ジンは,BioLegend(SanDiego,CA,USA)よ り購入 した ｡ ヤギ抗マ ウス

FcERIα (clone G-14)お よ び PE 標 識 抗 ヤ ギ IgG は ,Santa Cruz

Biotechnology(SantaCruz,CA,USA)よ り得た｡ポ リオキシエチ レン

(20)ソル ビタンモ ノオ レー ト (Tween 80)は,和光純薬 工業 (大 阪)

よ り購入 した｡ヤギ抗マ ウス IgE,HRP標識抗マ ウス IgE お よび IgG

は BethylLaboratories(Montgomery,TX,USA)よ り,TMB は KPL

(Gaithersburg,MD,USA)よ り,BSA お よび水酸化アル ミニ ウムゲル は

Sigma-Aldrich(St.Louis,MO,USA)よ り,それぞれ購入 した｡細胞の機

能解析 に用いた固定液,細胞 の活性化試薬,お よび培地用 の試薬 は第

一章に準 じた｡その他 の試薬は全て市販特級試薬 を用いた｡

2.デー ツ抽 出物の調製

デーツ抽 出物 の調製方法は第三章に準 じた｡

3.マ ウスの飼育試験

4週齢,雄 BALB/C系マ ウスは,日本 SLC (静 岡)よ り購入 し,マ

ウス用標準飼料 (オ リエ ンタル酵母)で 1週間飼育 した｡次いで,Fig.

19 に示 した手順 で試験飼育 を行 なった｡即 ち,マ ウスを 5匹ずつ 2

群 に分 け,Table3 に示 した飼料組成 の 2種類の飼料で 6週間飼育 し

た｡Df20Llg と水酸化 アル ミニ ウムゲル 2mg を含む生理食塩水 200

LIL を,全てのマ ウスにおいて 5,6お よび 7適齢時に各 1回ずつ腹

腔 内注射 し,Dfに感作 させた｡次いで,DflOOpg を含む滅菌蒸留水 10

LLL を,全 てのマ ウスにおいて 8- 11週齢 の間に週 1回ずつ鼻腔

内投与す ることでア レル ギー性鼻炎 を誘発 した｡ くしゃみ と鼻 の引っ

かき回数 は Dfの鼻腔 内投与終了の 1分後か ら,30分間測定 した｡飼

育期間中の試験飼料お よび水 は 自由摂取 とし,12時間 /12時間の明暗
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Figure19.Experimentalschedules.Afterpre-breedingforaweek,BALB/c
miceweregiventheextract-free(control)ordateextract-addeddiet
between5andllweeksofage.Themicewereintraperitoneallyinjected
with200LILsalinesolutioncontalnlng100LtgDf-extractand2mg
aluminum hydroxidegelat5,6and7Weeksofage,andintranasally
challengedbyinstillationwith20トLLdistilledwatercontaining20LLgDf-
extractbetween8and11weeksofage.Thenumberofsneezlngandnose-
rubbingwascountedfわr30minafter1minfTromtheintranasalinstillation.
Blood,spleenandPeyer'spatchsampleswerecollectedat11weeksofage.
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周期,23土2oC の条件下で飼育 した｡飼育後,マ ウスの門脈下部 よ り

採取 した血液,牌臓お よび腸管パイエル板 は,それぞれ抗体の分析お

よび細胞の機能解析 に用いた ｡ 血液 は 4oC,450×g で 60分間遠心分

離 を行い,得 られた上清 を血清 として実験 に使用す るまで -30oC で

保存 した｡

なお,本試験 は 日本政府 が定める ｢動物の保護お よび管理 に関す る

法律｣ と ｢動物実験の飼養お よび保管等 に関す る基準｣,並びに信州

大学農学部 における動物実験のガイ ドライ ンに従い,実験動物 に対 し

て最善の配慮のもとで行 った｡

4.牌臓 とパイエル板細胞懸濁液 の調製

BALB/C系マ ウス よ り牌臓 とパイエル板 を無菌的に採取 し,第一章

に準 じて牌臓 とパイエル板の細胞懸濁液 を調製 した｡

5.細胞の機能解析

牌臓お よびパイエル板細胞の表面抗原お よび細胞内サイ トカイ ンを

発 現 す る細 胞 の 検 出 は ,蛍 光 免 疫 染 色 法 に よ り調 べ た ｡ 即 ち ,

cDllb+cD80+細胞 については,5% FBS を含む HBSS で 100倍希釈

した ビオチン標識抗マ ウス CDllbmAb を 10LIL加 えて 4oC で 15

分 間放置 し,次いで上記希釈液 で 100倍希釈 したス トレプ トア ビジ

ン-PE/Cy5 と 4oC の遮光下で 15分間放置 した｡さらに,上記希釈液

で 100倍 希釈 した PE 標識 坑マ ウス CD80mAb を 10pL 加 えて

4oC の遮光下で 15分間放置 した｡IFN-†+cD4+細胞および IL-4+cD4+

細胞 の染 色 方法 は,第一章 に準 じた｡ また,IgE+B220+細胞 お よび

FcsRIα+cD117'細胞の染色方法は,第三章に準 じた｡細胞数 は,Guava

PCA(Guavatechnologies)によ り測定 した｡
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6.抗体の定量

血 清 中の総 および Df特 異 IgE レベル は,マウス酵 素免 疫 測 定 法

(ELISA)定量キット(BethylLaboratories)を用いて,第三章の方法に準

じて測定 した｡

7.統計分析

くしゃみ と鼻の引っ掻 き回数の群内の分散分析は,Repeatedmeasures

ANOVA に よ り解 析 し,有意 差 が認 め られ た上 で,群 間の分 散分析

(Two-wayANOVA)によ り解析 を行なった｡解析時には,飼料 と週齢 を

独立 した変数 として扱 った｡その他の統計分析 の方法は第三章に準 じ

た｡

結果

1.マ ウスの体重

抽 出物無添加 (コン トロール)飼料お よびデー ツ抽 出物添加飼料で

飼育 したマ ウスの体重変化 を Fig.20 に示 した｡Fig.20か ら,デーツ

抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの体重 は,コン トロール飼料で飼育

した場合 と比較 して統計的有意差はない ことがわかる｡

2.くしゃみ と鼻の引っかき回数

コン トロール飼料お よびデーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの

くしゃみ (A)と鼻の引っかき (B)回数 を Fig.21に示 した｡Repeated

measuresANOVA による解析か ら,無添加飼料で飼育 したマ ウスお よ

びデーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ ウスの どち らにおいて も,有意

差があった｡Fig.21か ら,デーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ ウスの
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くしゃみの回数 は,コン トロール飼料 で飼 育 した場合 と比較 して,9

か ら 11週齢の間で有意に低下す ることがわかる｡また,デーツ抽出物

添加飼料で飼育 したマ ウスの鼻の引っかき回数 は,コン トロール飼料

で飼育 した場合 と比較 して,8 か ら 11週齢 の間で有意 に低下す るこ

とがわかる｡

3.血清抗体 レベル

コン トロール飼料お よびデーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの

血清総 (A)お よびダニ抗原 (Df)特異 (B)IgE レベル を Fig.22 に示

した｡Fig.22 か ら,デーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ ウスの血清総

IgE レベル は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と比較 して,有意 に

低下す ることがわかる｡ また,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウ

スの血清 Df特異 IgE レベル は,コン トロール飼料 で飼 育 した場合

と比較 して,有意 に低下す ることがわかる｡

4. 牌 臓 の IFN一了cD4+ 細 胞 数 , IL-4+cD4+ 細 胞 数 お よ び

IFN-†+cD4+/IL-4+cD4+細胞比

コン トロール飼料お よびデーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの

牌臓 の IFN-†+cD4+ 細胞 数 (A),IL-4+cD4+ 細胞 数 (B)お よび

IFN-†+cD4'/IL-4'cD4'細胞比 (C)を Fig.23 に示 した｡Fig.23 か ら,

デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの IFN-†+cD4+細胞数 は,コ

ン トロール飼料で飼育 した場合 と比較 して,有意に増加す ることがわ

かる｡一方,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの IL-4+cD4+細

胞数 は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と比較 して,有意 に減少す

ることがわかる｡ さらに,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの

IFN-†+cD4+/IL-4+cD4+細胞比は,コン トロール飼料で飼育 した場合 よ
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りも高い ことがわかる｡

5.牌臓 とパイエル板の免疫細胞数

コン トロール飼料お よびデーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの

牌 臓 の CD80+cDllb+細 胞 数 (A),IgE+B220+細 胞 数 (B)お よび

FcERIα+cD117'細胞数 (C),または,パイエル板 の CD80'cDllb'細

胞数 (D),IgE+B220+細胞数 (E)お よび FccRIα+cDl17'細胞数 (F)

を Fig.24 に示 した｡Fig.24か ら,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 した

マ ウ ス の 牌 臓 お よ び パ イ エ ル 板 の IgE+B220+ 細 胞 数 と

FcERIα+cDl17+細胞数 は,コン トロール飼料で飼育 した場合 と比較 し

て,有意に減少す ることがわかる｡しか し,デーツ抽 出物添加飼料で飼

育 したマ ウスの牌臓お よびパイエル板 の CD80+cDllb+細胞数 は,コ

ン トロール飼料で飼育 した場合 と比較 して有意差はない ことがわかる｡

考察

ア レル ギー は 2 種類 のタイプに分類 され,それ らは遺伝 的お よび

後天的ア レルギー症状の発症 を示す｡前者 は 自然 にア レル ギー症状 を

発達す るのに対 し,後者 はあ らか じめ抗原 の感作 によってア レル ギー

症状 を示す｡本章では,デーツ抽 出物添加飼料での飼育が,ダニ抗原 に

よ り後天的に Ⅰ型 ア レル ギーを誘発 した BALB/C系マ ウスのア レル

ギー症状 と免疫系に及ぼす影響 を調べた｡既 に述べた よ うに,BALB/C

系マ ウスにダニ抗原 (Df)と水酸化アル ミニ ウムゲルの混合物 を腹腔

内注射 した後,Df水溶液 を鼻腔内投与す ることによ り,ア レル ギー性

鼻 炎 を誘 導 す る こ とが で き る｡ ま た,Df抗 原 を免 疫 して い ない

BALB/C系マ ウスの血清 中の総 IgE 量は 0.2pg/mL 以下であるのに
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patchesinBALB/cmicegiventhecontrol(theblankcolumn)ordate
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FcCRh'CD117'cells.Dataarepresentedasthemean± SD(n-5).*P<
0.05,**P<0.01.
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対 し,免疫 したマ ウスでは 4LLg/mL 以上であることが報告 されている

(Zhouetal.2008)｡従 って,本章では Zhouetal.(2008)の方法に従 っ

て,BALB/C系マ ウスを Dfで処理 した ところ,コン トロール飼料で飼

育 したマ ウスの血清総 IgE 量は 9.75士 2.87Ltg/mL であった (Fig.22)｡

これ らの ことか ら,Dfの腹腔内注射 による免疫 と,その後の鼻腔内投

与によ り,Ⅰ型ア レルギー反応 を適切 に誘導できた ことが示唆 され る｡

デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの体重は,コン トロール飼

料で飼育 したマ ウス と比較 して有意な差はなかった (Fig.20)｡ この結

果か ら,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼育は,栄養価 の違いやス トレス

による影響がない ことが示唆 され る｡デーツ抽 出物添加飼料で飼育 し

たマ ウスの くしゃみ と鼻の引っかき回数 は,コン トロール飼料で飼育

した場合 よ りも有意に減少 した (Fig.21)｡ また,デーツ抽 出物添加飼

料 で飼 育 したマ ウスの Df特異 IgE レベル は,コン トロール飼料 で

飼育 したマ ウス と比較 して有意に低かった (Fig.22)｡ これ らの結果か

ら,デー ツ抽 出物添加飼料での飼育は,Df特異 IgE の産生の抑制 を

通 して くしゃみ と鼻の引っかき回数 を減少 させた ことが示唆 され る｡

既 に述べたよ うに,Th2細胞 によって産生 され る Ⅰし4,1L-5お よび

Ⅰし13 は IgE の 産 生 を刺 激 す る こ とが知 られ て い る (Platts-Mills

2001)｡特に,IL-4 は IgE の産生において重大な役割 を果たす (shang

etal.2004)O対照的に,Thl細胞か ら産生 され る IFN-†は Th2細胞の

IL-4 の産生を抑制す る (Peneetal.1988a;Peneetal.1988b)｡デーツ抽

出物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌臓 の IFN-†+cD4+細胞数 は,コン

トロール飼料で飼育 した場合 よ りも有意 に増加 した (Fig.23A)｡また,

デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの牌臓 の Ⅰし4+cD4+細胞数

は,コン トロール飼 料 で飼 育 した場合 よ りも有意 に減 少 した (Fig.

23B)｡ したがって,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌臓 の
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IFNIY+cD4+/IL-4+cD4'細胞数比は,コン トロール飼料 で飼 育 した場合

よ りも顕著に高まった (Fig.23C)｡これ らの ことか ら,デー ツ抽 出物添

加飼料で飼育 したマ ウスの血清 Df特異 IgE レベル の減少 は,Th2細

胞数 の減少 に起因す ることが示唆 され る｡

牌臓 は全身免疫 系 と して,パイエル板 は腸 管 の粘膜免疫 系 と して,

重要な役割 を果た してい る (Kraaletal.2006)｡また,IgE'B220+細胞 は

IgE 産生 B 細胞 であることは周知 の ところで ある (Manetz& Meade

1999)｡デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌臓 とパイエル板 の

IgE+B220+細胞数 は,コン トロール飼料 で飼育 した場合 よ りも有意 に

減少 した (Fig.24B,E)｡これ らの ことか ら,デーツ抽 出物添加飼料での

マ ウスの飼育は,全身お よび腸管粘膜免疫系の両方 において,IgE 産生

B 細胞数 を減 じることが示唆 され る｡

既 に述べたよ うに,Ⅰ型 ア レル ギーの発症 は,肥満細胞 の脱額粒 によ

って引き起 こされ る｡脱頼粒 には,高親和性 IgE 受容体である FcsRI

が肥満細胞上に発現す ることが必要である (Platts-Mills2001)｡高親和

性 IgE 受容体 を発現す る肥満細胞 は通常,FcsRIα と cD117の両方の

細胞表面発現に基づいて定義づけ られ る (Brownetal.2008)Oデーツ抽

出物添加飼料 で飼育 したマ ウスの牌臓 とパイエル板 の FcsRIα+cDl17'

細胞数 は,コン トロール飼 料 で飼 育 した場合 よ りも有意 に減 少 した

(Fig.24C,F)｡ これ らの結果 か ら,デーツ抽 出物添加飼料 での飼育は,

全身お よび腸管粘膜免疫系の両方において,高親和性 IgE 受容体 を発

現す る肥満細胞数 を減 じるこ とが示唆 され,デー ツ抽 出物添加飼料 で

飼 育 したマ ウスにお けるア レル ギー症状軽減効果 は,一部 は,高親 和

性 IgE 受容体 を発 現す る肥満細胞数 の減少 に起 因す るこ とが示唆 さ

れ る｡

腸管 は,体外 か らの食物や腸 内細菌 と接す るこ とか ら,パイエル板
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な どの リンパ組織 を発達 させ ることで免疫臓器 として もはた らいてい

る (村上 & 上野川 1992)｡本章の結果では,牌臓 に加 えて,パイエル

板 の IgE 産生 B 細胞数 お よび高親和性 IgE 受容体 を発現す る肥満

細胞数 が減少 した｡ この ことか ら,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼 育 に

よ り,腸管 にお けるア レル ギー反応 を軽減で き得 ることが推察 で きる｡

体 内に侵入 した抗原 は抗原提示細胞 であるマ クロファー ジや樹状細

胞 によって会食 され る｡次いで,活性化 したマ クロファー ジや樹状細

胞 か らの抗原提示 によ り刺激 を受 けた Th2細胞 は,B 細胞 の増殖や

IgE - とク ラススイ ッチ を促 進 す る Th2 サ イ トカイ ンを分泌 す る

(punnonenetal.1994)｡抗原提示 は-ルパー T 細胞側 の T 細胞受容体

(TCR)と抗原提示細胞側 の主要組織適合遺伝子複合体 (MHC)間にお

いて行 われ るが,抗原提示細胞表面 に存在す る補助分子が相互的に作

用す ることで-ルパー T 細胞が活性化す る (Rothstein& Sayegh2003)｡

cD80 お よび CD86 は抗原提示 に関わ る最 も重要 な補助分子 で あ る

(Hoferetal.1998)｡デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウスの牌臓 と

パイエル板 の CD80+cDllb+細胞数 は,コン トロール飼料 で飼 育 した

場合 と比較 して有意 に増減 しなかった (Fig.24A,D)｡ これ らの結果か

ら,デー ツ抽 出物添加飼料 で飼育 したマ ウスにお けるア レル ギー症状

軽減効果 は,抗原提示細胞数 には起因 しない ことが示唆 され る｡

本章の結果 か ら,Dfの免疫 によ り後天 的に Ⅰ型 ア レル ギー性鼻炎

を誘導 した BALB/C系マ ウスにおいて,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼

育 は,Th2細胞数 の減少 による IgE 産生 B 細胞数 の減少 に起因す る

血清 Df特異 IgE の低 下だけではな く,高親和性 IgE 受容体発現肥

満細胞 の減少 を介 して Ⅰ型 ア レル ギー性鼻炎 の症状 を軽減す る こ と

が示唆 され る｡
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要約

ダニ抗原 (Df)の免疫 によ り後天的に Ⅰ型 ア レル ギー性鼻炎 を誘導

した BALI∋/C系マ ウスをデー ツ抽 出物添加飼料 で飼育す ると,くしゃ

みの回数お よび鼻の引っかき回数 は コン トロール飼料 での飼育 と比較

して有意 に減少 した｡ また,血清総お よび Df特異 IgE レベル は有意

に減 少 した O 加 え て,牌 臓 の IFN-γ+cD4'細 胞 数 は有 意 に増 加 し,

IL-4+cD4+細胞 数 は有 意 に減 少 した｡ 同様 に,牌臓 とパ イエル板 の

IgE+B220+細胞数お よび FcsRIα+cD117'細胞数 は有意 に減少 した｡こ

れ らの ことか ら,デーツ抽 出物 は,Th2細胞数 の減少 による IgE 産生

B 細胞数 の減少 に起 因す る血清抗原 特異 IgE の低 下だ けで はな く,

高親和性 IgE 受容体 を発現す る肥満細胞数 の減少 を介 して Ⅰ型 ア レ

ル ギー性鼻炎 の症状 を軽減す ることが示唆 され る｡ また,デーツ抽 出

物 は,全身お よび腸管粘膜免疫系の両方 において Ⅰ型 ア レル ギー症状

を軽減す ることが示唆 され る｡
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第五章 デーツ中のア レル ギー軽減成分の同定

第三章お よび第四章において,デーツ抽 出物は,NC/Nga系マ ウスお

よび BALB/C系マ ウスにおいて,Th2細胞数の減少による IgE 産生細

胞数 の減少 に起因す る血清抗原特異 IgE の低 下 と肥満細胞数 の減少

を介 してア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 された｡デーツ抽 出物

中の成分の うち,何がそれ らの作用 に起因す るかは関心のあるところ

である｡

近年,い くつかの果実抽 出物がア レル ギー症状 を減 じることが報告

されているoKim etal.(2009)は,サルナシ (Actinidiaarguta)の水抽

出物が,IgE の減少 を通 してマ ウスの晴息症状 を改善す ることを報告

している｡Leeetal.(2009)は,多 くの果実や野菜抽 出物 中に同定 され

るポ リフェノールであるレスベ ラ トロールが,IL-4や ⅠL-5といった Th2

サイ トカイ ンを抑制 し,さらに気道過剰感応性,好酸球増加お よび粘

膜過剰分泌 を抑制 してマ ウスの晴息症状 を軽減す ることを報告 してい

る｡さらに,ケルセチン 3-D-グル コシ ドに富む椿 (camelliajaponica)

やナナカマ ド (Sorbuscommixta)抽 出物が,肥満細胞 内のシグナル伝

達因子の リン酸化 を阻害す ることで,ア レル ギー反応 を抑制す ること

を報告 している (Leeetal.2008;Yuetal.2011)｡ このように,一部のポ

リフェノール が,遺伝子 の発現や タンパ ク質の機能阻害を引き起 こ し

てア レルギー反応 を抑制す ることは周知の事実である｡

本章では,BALB/C系お よび NC/Nga系マ ウスにおけるア レル ギー

症状の軽減 に関わ る免疫細胞数 の減少 と Tecファ ミリー キナーゼ遺

伝子の発現の減少 に起因す るデーツ抽 出物 中の成分の同定を行 な う目
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的か ら,デー ツ抽 出物 中に同定 され たポ リフェ ノール が C3H/HeN 系

マ ウスの牌臓 細胞 培養 系 にお ける各種免 疫 細胞数 と,Btk と Itkの

mRNA の発現 に及 ぼす作用 を調べたので,それ らの結果 を以下に述べ

る｡

材料お よび方法

1.材料

細胞 の機 能解析 に用 いた各抗体 と固定液,細胞 の活性化試薬,お よ

び培地用 の試薬 は第-章に準 じた｡遺伝子発現 の解析 に用 いた各試薬

と標準ポ リフェノール は第二章 に準 じた｡その他 の試薬 は全て市販特

級試薬 を用いた｡

2.牌臓細胞懸濁液 の調製 と培養

C3H/HeN 系マ ウス よ りパイエル板 を無菌的に採取 し,第一章 に準 じ

てパイエル板細胞懸濁液 を調製 した｡牌臓細胞懸濁液 1,000pL を平底

の 24 ウ ェル マ イ ク ロプ レー ト (Sarstedt)に分 注 し,最 終濃 度 4

nmol/mLになるよ うに ジメチル スルホキシ ド (DMSO)に溶解 した標

準ポ リフェノール を加 え,5% CO2存在下で 24時間 (遺伝子発現解析)

ま た は 48時 間 (細 胞機 能解 析 )培 養 した｡DMSO の最 終 濃 度 は

0.01% とし,その濃度 においては細胞毒性 がない ことを確認 した｡

3.細胞 の機能解析

IgE+B220+ぉ よび FcERIα+cDl17+細胞 の染色方法 は,第三章 に準

78



じた｡細胞数 は,GuavaPCA(Guavatechnologies)によ り測定 した｡

4.遺伝子発現解析

RT 反応 とリアル タイム RTPCR 反応 は第二章に準 じて行 なった｡

使用 した各プ ライマー配列 の詳細 は Table2 に示 した｡

5.統計分析

統計分析 の方法は第-章 に準 じた｡

結果

1.デー ツ抽 出物 中に同定 され たポ リフェノール が各種免疫細胞数 に

及ぼす影響

デー ツ抽 出物 中に同定 された 6 種類 のポ リフェノール がマ ウス牌

臓細胞培養系での各種免疫細胞数 に及 ぼす影響 を Fig.25に示 した｡

Fig.25か ら,クロロゲ ン酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フェル ラ酸 は,ポ リ

フェノール無添加 ,プ ロ トカテ キュ酸,カ フェ酸 またはシ リンガ酸 と

比較 して,IgE+B220+細胞数 を有意 に減少 させ ることがわか る｡一方,

クロロゲ ン酸 とペ ラル ゴニ ンは,ポ リフェノール無添加,プ ロ トカテ

キ ュ 酸 ,カ フ ェ 酸 ,シ リ ン ガ 酸 ま た は フ ェ ル ラ 酸 と比 較 して ,

FcGRIα+cDl17+細胞数 を有意に減 じることがわかる｡

2.デ ー ツ抽 出物 中 に 同定 され た ポ リフ ェ ノー ル が Btk と Itk の

mRNA の発現に及 ぼす影響
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デー ツ抽 出物 中に同定 され た 6種類 のポ リフェノールがマ ウス牌

臓 細胞培養 系での Btk と ItkmRNA の発 現 に及 ぼす影響 を Fig.26

に示 した｡Fig.26 か ら,ペ ラル ゴニ ンは,ポ リフェノール無添加,プ

ロ トカテ キュ酸,ク ロロゲ ン酸,カ フェ酸,シ リンガ酸 または フェル

ラ酸 と比較 して,BtkmRNA 発現 レベル を有意 に減少 させ ることがわ

か る｡一方,クロロゲ ン酸 とペ ラル ゴニ ンは,ポ リフェノール無添加 ,

プ ロ トカテ キュ酸,カ フェ酸,シ リンガ酸 また はフェル ラ酸 と比較 し

て,ItkmRNA の発現 レベル を有意 に減 じることがわかる｡

考察

第三章お よび第 四章 において,デー ツ抽 出物 は Th2細胞数 の減少

による IgE 産生細胞数 の減少 に起因す る血清抗原特異 IgE の低下 と

肥満細胞数 の減少 を介 してア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 され

た｡また,第三章において,Btk と ItkmRNA の発現 レベルの減少 を介

してア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 され た｡本章では,それ ら

の免疫細胞数 と mRNA の発現 レベル の減少 にはた らき得 る成分 の同

定 を試みた｡デー ツ抽 出物 中に同定 された 6種類 のポ リフェノール を

添加 して培養 した C3H/HeN 系マ ウスの牌臓細胞培養 系 において,ク

ロロゲン酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フェル ラ酸が lgE+B220+細胞数 を有

意 に減少 させ,また,クロロゲ ン酸 とペ ラル ゴニ ンが FcsRIα+cD117'

細 胞 数 を有 意 に減 少 させ た (Fig.25)｡ ク ロ ロゲ ン酸 は,Signal

transducerand activatoroftranscription-6 (STATl6)お よび C-Jun

N-terminalkinase(JNK)の発現抑制 を通 して IgE の産生 を抑制 し,
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BALB/C系マ ウスのア レル ギー性晴息様症状 を減少 させ ることが報告

されている (Kimetal.2010)｡IgE の産生は樹状細胞 の Th2細胞-の

抗原提示,次いで Th2細胞か ら B 細胞-の伝達 によ り引き起 こされ

る｡B 細胞内では,IL-4を介す る刺激 と､CD40を介す る刺激が伝達 さ

れ るが (vinuesaetal.2010),IL-4 を介す る刺激 は転写因子 STST-6 を

活性化す ることで (Takedaetal.1997),また cD40 を介す る刺激 は

Mitogen-activatedprotein(MAP)キナーゼ経路の JNK な どの活性化 を

経 て転 写 因子 Nuclearfactor-kappaB (NF-1<B)を活性 化 す る こ とで

(Gehaetal.2003;Gururajanetal.2005),IgE の産生を促進す る｡本章の

結果か ら,クロロゲン酸は IgE+B220+細胞数 を減少 させた｡ これ らの

ことか ら,クロロゲン酸 は,STAT-6お よび JNK の発現抑制 を通 して

IgE+B220+細胞数 を減少 させた ことが推察 され る｡一方,ペ ラル ゴニン

とフェル ラ酸は,IgE 産生細胞数お よび/もしくは高親和性 IgE 受容体

を発現す る肥満細胞数 を減少 させた｡ペ ラル ゴニンとフェル ラ酸がそ

れ らの細胞数の減少 を介 して,ア レル ギー症状 を軽減 させ得 る報告は

未だな されていない｡このことか ら,デーツ抽 出物は,ア レルギー軽減

に寄与 し得 る新規 の 2種類 のポ リフェノール を含む ことが示唆 され

る｡

既 に述べたよ うに,肥満細胞上の FcERIと IgE 複合体の凝集 を介

した,肥満細胞 による抗原 の認識 は,非受容体型 チ ロシンキナーゼで

ある Btkや Itk に代表 され る Tecファミリーキナーゼの活性化 を引

き起 こす (Kawakami&Galli2002)｡Btk は,肥満細胞 においては,脱頼

粒,脂質 メデ ィェ一 夕-の産生お よびサイ トカイ ンの産生 を制御す る

(Ellmeieretal.2011)｡ また,B 細胞 においては,B 細胞 の分化に関わっ
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ている (Rawlingsetal.1993;Fluckigeretal.1998)｡Itk は T 細胞 にお

いて,自身の Th2細胞-の分化 に重要な役割 を果たす (Fowelletal.

1999;Schaefferetal.2001)Oデーツ抽 出物中に同定 された 6種類のポ

リフェノール を添加 して培養 した C3H/HeN 系マ ウスの牌臓細胞培養

系において,ペ ラル ゴニンが BtkmRNA の発現 レベル を有意に減少 さ

せた｡また,クロロゲン酸 とペ ラル ゴニンが ItkmRNA の発現 レベル

を有意に減少 さた (Fig.26)｡ クロロゲン酸 とペ ラル ゴニンがそれ ら遺

伝子 の mRNA の発現 の減少 を介 して,ア レル ギー症状 を軽減 させ得

る結果は未だ報告 されていない｡ これ らのことか ら,デーツ抽 出物 は,

ア レル ギー軽減 に寄与 し得 る新規 の 2種類 のポ リフェノール を含む

ことが示唆 され る｡

IgE 産生細胞数 と高親和性 IgE 受容体発現肥満細胞数 を減少 させ,

Btk と Itkの mRNA の発現を減少 させたクロロゲン酸,ペ ラル ゴニン

お よびフェル ラ酸の濃度は,それぞれ,1.42Llg/ml,2.52Llg/mlお よび

0.78LLg/mlであった｡一方で,フォー リンチオカル ト法による分析の結

果,飼育試験の飼料に用いたデーツ抽 出物の総ポ リフェノール量は,1

g あた り32.07mg フェル ラ酸当量であった｡ 1,000gのデーツ果実か

ら 70gのデーツ抽出物が得 られたため,1g のデーツ果実には 2.24

mg フェル ラ酸 当量のポ リフェノールが含有 されている計算になった｡

A1-Farsietal.(2005)は,デーツ果実 1g 中に 2.17か ら 3.43mg フ

ェル ラ酸 当量のポ リフェノールが含有 されてい ると報告 している｡従

って,飼育試験で用いたデーツ抽出物のポ リフェノール量は,Al-Farsi

etal.の報告の範囲内であったOまた,UpLC の面積値 を用いた解析か

ら,デーツ抽 出物 1gあた りのプ ロ トカテキュ酸,クロロゲン酸,カ
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フェ酸,シ リンガ酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フェル ラ酸 の含有量 は,そ

れぞれ,10.78mg,0.88mg,0.74mg,7.55mg,3.64mgお よび 3.15mg

であった｡一方,第三章お よび第四章において,デーツ抽出物添加飼料

の 平 均 摂 食 量 は,NC/Nga 系 マ ウス 一 匹 当 た り 2.86 g/日お よび

BALB/C系マ ウス一匹当た り 2.36g/日であった｡デーツ抽 出物の添加

量は 1% であったため (Table3),クロロゲン酸,ペ ラル ゴニンお よび

フェル ラ酸の平均摂取量は,マ ウス一匹当た りそれぞれ,NC/Nga系マ

ウス;25.2LLg/日,104.1llg/日お よび 90.1Ltg/日,BALB/C系マ ウス;20.8

Ltg/日,85.9Ltg/日お よび 74.3Llg/日であった と計算 され る｡ このポ リフ

ェノールの量は,C3H/HeN 系マ ウスの牌臓細胞培養系に添加 した量を

上回 ると推察 され る｡ これ らの ことか ら,第三章お よび第 四章におい

て,デーツ抽出物添加飼料で飼育 したマ ウスにおける IgE 産生細胞数

と高親 和性 IgE 受容 体発 現肥満 細胞数 の減 少 ,お よび Btk と Itk

mRNA の発現の減少 は,クロロゲン酸,ペ ラル ゴニ ンお よび フェル ラ

酸のはた らきであった ことが示唆 され る｡

本章の結果か ら,デー ツ抽 出物 中に同定 され たクロロゲン酸,ペ ラ

ル ゴニンおよびフェル ラ酸は,IgE 産生細胞数 と肥満細胞数の減少,お

よび Btk と ItkmRNA の発現 レベル を減少 させた｡これ らのことか ら,

デーツ抽 出物は,IgE 産生細胞数 と高親和性 lgE 受容体発現肥満細胞

数の減少,お よび Btk と ItkmRNA の発現の減少にはた らく新規の 3

種類 のポ リフェノール を含む ことが示唆 され る｡
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要約

デーツ抽 出物 中に同定 された 6種類 のポ リフェノール を添加 して

培養 した C3H/HeN 系マ ウスの牌臓細胞培養 系において,クロロゲン

酸,ペ ラル ゴニンお よびフェル ラ酸が IgE+B220+細胞数 を有意に減少

させ,クロロゲ ン酸 とペ ラル ゴニ ンが FceRIoL+cDl17+細胞数 を有意

に減少 させた｡ また,ペ ラル ゴニンが BtkmRNA の発現 レベル を有意

に減少 させ,クロロゲン酸 とペ ラル ゴニンが ItkmRNA の発現 レベル

を有意 に減少 さた｡ これ らのことか ら,デー ツ抽 出物 中に同定 された

3種類のポ リフェノールは,Th2細胞の分化,B 細胞の分化,お よび高

親和性 IgE 受容体 を発現す る肥満細胞 の分化 と脱頼粒 を抑制す るこ

とで,ア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 され る｡ クロロゲン酸 に

加 えて,ペ ラル ゴニ ンとフェル ラ酸 はア レル ギー軽減作用 をもつ新規

ポ リフェノールであることが示唆 され る｡
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総括

従来,食 品素材 中に含 まれ る成分 は,主 として生体構成素材や生体

エネル ギーの供給源 として考 え られ てきた｡ しか し近年 では,いつ く

かの食 品成分が様 々な生体反応 を直接 あるいは間接 的に調節す ること

が解 明 されつつ あ り,病気 の予防や改善 に寄与 し得 る生理機能 をもつ

食 品素材 が普及 しつつある｡

一方,生理機 能 をもつ成分 を含有す る食 品素材 の栽培 と調達 が実用

化上の課題 として挙 げ られ る｡本研 究の食 品素材 として用いたデーツ

果実 は,その樹木 であるナ ツメヤ シが砂漠 の緑化 のための大規模 な栽

培 を推進 され てお り,近年 の生産量 は著 しく伸びてい るため有効利用

が望まれている｡また,中東アジア地域 において,デーツは古 くか ら風

邪や感染症 な どに対す る民間薬 として用い られ て きた ことか ら,免疫

調節機 能 を有す ることが推察 されていた もかかわ らず,それ に関す る

研究 はほ とん どな され て こなかった｡ そ こで,本論文 はデー ツ果実の

免疫調節機能 の探索 と特性付 けを解析 し,生理機 能 をもつ食 品素材 と

して利用す ることを 目的に検討 した成果 をま とめた ものである｡

まず,本論文の第一章では,C3H/HeN 系マ ウスの飼育試験 において,

デーツ抽 出物はプルー ンやイチジク抽 出物 よ りも強 く牌臓 の細胞性免

疫 を高 めるこ とを明 らかに した｡ また,デー ツ抽 出物 はプルー ンやイ

チ ジク抽 出物 と同様 にパイエル板 の細胞性免疫 を高めることを明 らか

に した｡ これ らの ことか ら,デー ツは全身お よび粘膜免疫系 の両方 に

おいて,細胞性免疫 を増強す ることが示唆 された｡

続 いて第二章では,デー ツ抽 出物 の低分子成分 と高分子成分 が細胞
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性免疫の増強に作用す ることを示 した｡デーツ抽 出物 中の低分子成分

として,プ ロ トカテキュ酸,クロロゲン酸,カフェ酸,シ リンガ酸,ペ

ラル ゴニン,お よび フェル ラ酸 を UPLC によ り同定 した｡その うち,

細胞性免疫 の増強 は,クロロゲ ン酸,カフェ酸,ペ ラル ゴニンお よび

フェル ラ酸のはた らきに起因す ることを明 らかに した｡一方,デーツ

抽出物 中の高分子画分 として β-D-グルカンを推定 した｡その高分子多

糖類 も細胞性免疫 の増強にはた らくことを明 らかに した｡ これ らのこ

とか ら,デーツは全身お よび粘膜免疫系の両方 において細胞性免疫 を

増強す るが,それはデーツに含 まれ るポ リフェノール と β-D-グルカン

のはた らきによることが示唆 された｡

さらに,第三章ではデーツ抽 出物添加飼料での飼育が NC/Nga系マ

ウスの皮膚炎の症状 と免疫系に及ぼす影響 を示 した｡即 ち,ダニ抗原

(Df)の連続皮 内注射 によ り皮膚炎 を発症 した NC/Nga系マ ウスをデ

ー ツ抽 出物添加飼料で飼育す ると,ア レル ギー症状 の軽減,血清総お

よび Dr特異 IgE レベルが低下す ることを明 らかに した｡ また,牌臓

の Th2細胞数 は,デー ツ抽 出物添加飼料 での飼育 によって減少す る

ことを明 らかに した｡ また,デーツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウス

の牌臓 の IgE 産生 B 細胞数お よび高親和性 IgE 受容体 を発現す る

肥満細胞数は,コン トロール飼料で飼育 した場合 よ りも有意 に減少す

ることを明らかに し,さらに,牌臓の Btk と ItkmRNA の発現 レベル

を有意 に減少す ることを明 らかに した｡ これ らの ことか ら,デーツ抽

出物添加飼料での飼育は,Th2細胞数 の減少 による IgE 産生 B 細胞

数 の減少 に起因す る血清抗原特異 IgE の低下 と,高親和性 IgE 受容

体 を発現す る肥満細数 の減少 を介 してア レル ギー症状 を軽減 し,それ
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は Btk と ItkmRNAの発現の減少 にも起因す ることが示唆 された｡

そ して,第 四章ではデーツ抽 出物添加飼料での飼育が後天的に誘導

した BALB/C系マ ウスのア レル ギー症状 と免疫系 に及 ぼす影響 を示

した｡即 ち,Dfの免疫 によ りア レル ギー性鼻炎 を誘導 した BALB/C系

マ ウスをデー ツ抽 出物添加飼料で飼育す ると,くしゃみの回数,鼻の

引っかき回数お よび血清 ovA 特異 IgE レベル はコン トロール飼料

での場合 よ りも有意に減少 し,デー ツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウ

スの牌臓 の Thl/Th2 細胞比 は,コン トロール飼料 での場合 よ りも高

い ことを明 らかに した｡ また,デー ツ抽 出物添加飼料で飼育 したマ ウ

スの牌臓 とパイエル板 の IgE 産生 B 細胞数お よび高親和性 IgE 受

容体 を発現す る肥満細胞数 は,コン トロール飼料での場合 よ りも有意

に減少す ることを明 らかに した｡ これ らの ことか ら,デー ツ抽 出物添

加飼料での後天的にア レル ギーを誘導 したマ ウスの飼育は,Th2細胞

数 の減少 による IgE 産生 B 細胞数 の減少 に起 因す る血清抗原 特異

IgE の低下だけではな く,高親和性 IgE 受容体 を発現す る肥満細胞数

の減少 を介 してア レル ギー症状 を軽減す ることが示唆 された｡ また,

全身お よび腸管粘膜免疫系の両方においてア レル ギー症状 を軽減す る

ことが示唆 された ｡

最後 に,第五章ではデー ツ抽 出物 中に同定 された 3種類 のポ リフ

ェノール は,Th2細胞 の分化,B 細胞の分化,お よび高親和性 IgE 受

容体発現肥満細胞 の分化 と脱頼粒 を抑制す ることで,ア レル ギー症状

を軽減す ることを明 らかに した｡特 に,ペ ラル ゴニンとフェル ラ酸 は

ア レルギー軽減作用 をもつ新規デーツポ リフェノールであることが示

唆 された｡
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以上のよ うに,本論文ではデーツ抽 出物添加飼料での飼育が,マ ウ

スの細胞性免疫 を増強 し,また Ⅰ型ア レル ギー症状 を軽減できること

を明 らかに した｡本研究の結果か ら,デーツは,細胞性免疫 を増強 し,

またア レル ギーを軽減す る機能性素材 としての利用が期待できると考

えられ る｡
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Summary

Theeffectsoforalingestionofahotwaterextractfrommaturedfruitof

thedatepalmtree(PhoenixdactyliferaL.)onthecellularimmunesystem

wereinvestlgatedincomparisontothoseofpruneandfigfruitinC3H/HeN

mice･ThenumberofspleenIFN-Y'cD4',IFNIY'cD49b+andILll2'cDllb'

cellswashighestinmiceglVenthedateextract-addeddiet.Polyphenols

identifiedinthedateextract,suchaschlorogenicacid,caffeicacidand

ferulicacid,slgnificantlyincreasedthenumberOH FN-†+cD49b+cells,

whilechlorogenicacid,pelargoninandferulicacidsignificantlyenhanced

thatofIL-12+cDllb+cells.Ontheotherhand,a70%ethanol-insolubledate

extract treated with trypsln Slgnificantly increased the number or

IFN-†+cD49b+andIL12+cDllb+cells･Theseresultsindicatethatsome

polyphenolsandpolysaccharidespresentinthedateextractstimulatethe

cellularimmunesysteminmice.

Ontheotherhand,theeffectsoforalingestionofthedateextracton

allerglC responses Were investigated in mite-induced NC/Nga and

mite-sensitizedBALB/cmice.TheearthicknessandallerglCscoreWere

slgnificantlyreducedinNC/NgamiceglVenthedateextract-addeddietthan

inthoseglVentheextract-freediet.Sneezingandnoserubbingeventsin

BALB/cmiceglVenthedateextract-addeddietwereslgnificantlylower

than in those glVen the extract-free diet.The serum totaland mite

antigen-specificimmunoglobulin(Ig)Elevels,andthenumberofspleen

interleukin(IL)-4+cD4+andFcsRIα+cDl17+cellswassignificantlylower
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inbothmiceglVenthedateextract-addeddietthaninthoseglVenthe

extract-freediet.Inaddition,theexpressionlevelofBtkandltkmRNAsin

spleencellsorNC/NgamicewasslgnificantlylowerthaninthoseglVenthe

extract-freediet.Chlorogenicacid,pelargoninandferulicacidsignificantly

reducedthenumberofIL-4+cD4+andlgE+B220+cells,whilechlorogenic

acidandpelargoninslgnificantlydecreasedthenumberorFcCRIα+cDl17+

cellsinC3H/HeNmousespleencellcultures.Inaddition,chlorogenicacid

and/Or pelargonin decreased the expression level or Btk and ltk

mRNAs.Theseresultssuggestthatsomepolyphenolsinthedatemayreduce

allerglCSymptomsinmiceviaadecreaseinthenumberofTh2cells,

IgE-producingplasmacellsandhigh-affinitylgEreceptoトeXpreSSingmast

cells,and a suppression ofthe inflammatory slgnalling cascade in

allergy-associatedcells.

Inconclusion,Weproposethatdatefruitmaybeusedasoneofan

effectiveimmunomodulatorforenhancingthecellularimmunesystem and

suppressingthetypeIallerglCresponses.
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