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Nobukazu ONISHI

【序　論】

我が国の食文化は,世界に誇れる最たるもののひとつである。伝統的な「和食」の特徴

は,四季折々の食材を巧みに利用して,海の幸や山の幸を多彩に採りいれる点にあるだろ

う。その調理方法や食べ方を含め, 「和食」の豊富な食材は,まさに日本特有の財産といえ

る。近年,先進国の中でも食糧自給率が著しく低い日本であるが,食材・食品の種類とい

う点に着目すれば, 1万2000種類を有するといゎれ,世界を圧倒している1)。因みに,世

界最大の食糧供給国である米国の3000種類と比較すれば,その4倍にもなる。食品産業界

において, `madeinJapan'を世界にアピールするうえでも,この豊富にある食材を利用

しない手はないだろう。

こんにゃくは, 1000年以上もの食用歴を持つ伝統的な食皐のひとつで,サトイモ科の植

物であるコンニャク(Amorphophallus konjac, K. Koch)の塊茎から製造される。欧米で

は　devil's tongue (悪魔の舌)などといわれ敬遠されるが,おそらくヒトが口にするもの

ではない,くらいの認識なのだろう。四季の情趣とともに,その独特の歯ごたえ(食感)

を賞味できる日本人が,いかに繊細で洗練された国有の民族であるかを一考できる食材だ

と思う。

原料粉末を水で溶解させ粘性のゾルとした後,アルカリ・熱処理を施すことによってゲ

ル状のこんにゃくが形成される。江戸時代までは芋から製造されていたこともあり,貴族

などに限定された珍味であったが, 1776年に中島藤右衛門により,こんにゃく原料粉末の

製造法が発明され,大衆にも次第に普及した。こんにゃくの科学研究が初めて学術論文と

して登場したのは,それから120年後(1895年)のことで,辻暢太郎によってその主成分

がマンナンであることが明らかにされている2,3)その後,マンノースの他にグルコースも

構成糖に入ることが解り,グルコマンナンと命名され(1922年),今日に至っている4)0

Fig. 1に,コンニャクグルコマンナン(KGM)の化学構造を示すOグルコースとマンノー

スが2 : 3の割合でβ-1,4結合した高分子多糖であるが,その平均分子量は通常100万以上

を示し,天然多糖類の中では最大であるともいわれている3)0

Fig. 1. The chemical structure ofkonjac glucomannan
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こんにゃくは,古くから「腹中の砂下ろし」などといわれ,様々な生理作用が科学的と

いうよりは経験的知識によって伝承されてきた。現在では俗説となっているものも多いが,

こんにゃくが生体内では容易に分解されない難消化性物質であることは,古くから認識さ

れていたのであろう1972年にTrowellによってdietary fiber (食物繊維)の定義が提案

されたがサ, KGMは水溶性食物繊維に分類されている。 Burkittによる食物繊維仮説6-8)

が報告された1970年代以降, KGMの生理作用についても大腸ガン9),糖尿病10-14)高脂

血症14-16)などに対する疾病予防効果ならびに腸内細菌叢の改善作用17,18)など,多彩な機能

が明らかにされている3,14)

しかしながら,近年の「食」に関する状況をみると, 「環境の変化」,とくに食習慣の欧

米化に伴って,食物繊維の摂取量は著しく低下している。また,これらに関連して,ガン,

アレルギー,メタポリックシンドロームにより惹起される各種の生活習慣病など,まさに

現代病とでもいうべき奇病が急増している。少子・高齢化が加速する今世紀においては,

個々人の生活の質(QOL)を向上させ,健康寿命を延伸させることが極めて重要である。

2005年には, 「食育基本法」が成立し,国民一人一人が健全な食生活を実現することで健康

が確保できるよう,食青の推進が奨励されている。和食食材の生理作用を明らかにして,

知的で効果的な日本型食習慣を再構築していくことが,これらの問題解決の要所であるこ

とは言うまでもない。

上記のような諸問題に対応した国の行政対策のひとつに,特定保健用食品(特保)制度

の導入があげられる1991年,厚生省は食品の生理作用を科学的に評価して,審査に合格

したものについては,その食品の生理機能表示(-ルスクレーム)を一定の範囲で許可す

ることにした。この試みは, Nature誌にも紹介され19).機能性食品(functional food)が

各国に知られるようになってきている。制度の導入から10数年が経過し,特保市場は5669

億円(2003年)にまで成長しており,健康志向食品の全体市場も1.3兆円程度にまで達し

ている。残念なことに,このような健康志向の高まりにも関らず,我が国におけるこんにゃ

く原料の生産量と消費量は,減少傾向のままとなっている20)

KGMの生理作用は,先にも述べたようにその多彩な機能が明らかにされているが,その

殆どが高い粘度特性を持っ精製KGMに限定されている。 1970年に清水高蔵(清水化学株

式会社,三原)により,その製法特許が世界各国に申請された後,機能性や物性に関する

研究が幅広く実施されてきた。コレステロールや血糖値の上昇抑制作用において, KGMは

高粘性であるほど強い活性を有するが,こんにゃく精粉からアルコールによって高純度に

精製する必要があるためコスト高になることや,その粘性から食品添加物としての利用が

難しいことなど,課題も多く残されている。

このような背景から,近年,精製KGMの粒子径を微細化することにより,短時間で-
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定の粘性が得られる易水溶性KGMが開発されているが,その物理特性によって引き出さ

れるより有効な生理作用は見出されていない　KGMの易水溶化は,製造時間の短縮,また

食品添加剤としての利用拡大にも繋がることから,その有益な機能が明らかになれば,コ

ンニャク製品の生産性や市場を,飛躍的に向上させることができるかもしれない　KGMが

有する生理機能の中で,これまで殆ど明らかにされていないものに,免疫調節作用が挙げ

られる。昨今,免疫系を介して生体に良い影響を与えるプロバイオティクスが知られるよ

うになっているが, KGMを始めとした食物繊維は,腸内細菌叢を改善するプレバイオティ

クスとして注目されている。ラットを用いた幾らかの研究で,高粘性KGMがキトサンや

ペクチンの摂食と同様に,血中のIgG量を増加させることや,腸管でのIgA産生を増強さ

せることが報告されている21-23)しかしながら,各種物性の異なるKGMの免疫調節能の

違いを始めとし,その抗アレルギー作用や作用機序の詳細に関する知見はまだ得られてい

ない。そこで著者は,微粉砕(易水溶性) KGMの物理化学特性を調査するとともに,新た

な機能性食品素材として抗アレルギー作用に着目した。

アレルギーや自己免疫疾患などの免疫関連疾患は,近年,先進国を中心に急激に増加し

ている。とくに,花粉症,アトピー性皮膚炎,気管支晴息などに代表されるI型(即時型)

アレルギー疾患は,国民の3人に1人がその何らかの症状を示すといわれ,大きな社会問

題にもなってきている。その発症および悪化要因として,食生活や居住環境の変化,スト

レスや過剰な衛生志向など,多くの事項が議論されているが, QOLを著しく低下させるア

レルギーの予防および治療法の確立は,焦眉の急となっている。

生体内における免疫機構は,その微妙な均衡のもとに恒常性が維持されている。何らか

の要因でこの制御機構が傷害されると,アレルギーや自己免疫疾患が惹起される。その発

現機構は,単純な免疫応答だけでは説明しきれないが,近年の目覚しい免疫学の進展から,

自然免疫系による異物の認識過程,その後の免疫細胞-の情報伝達など,その機構の詳細

が,徐々に分子レベルで明らかにされている。

アレルギーの発症機構の概略をFig.2に示し,その簡易な説明を加えておこう。アレル

ギーの感作は,Th2型のサイトカインを産生するCD4+T細胞によってメディェ-下される。

侵入抗原(アレルゲン)が抗原提示細胞によって認識されると,一般的免疫反応を経由し,

特異IgE抗体がB細胞により産生されるが,そのFc部分がマスト細胞上のレセプターに

結合することで感作が成立する。このIgE抗体のFab部分をアレルゲンが架橋すると,ヒ

スタミンやロイコトリエンなどの炎症メディェ一夕-が放出され,アレルギー症状が誘起

される。ここでIgE抗体は,通常の免疫反応においてもIgGなどと同様に産生されるが,

その量は極めて少ない。多くのアレルギー患者においては,過剰なTh2応答が誘導され高

IgE値となるが,その詳しい理由についてはまだよく判っていない。
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一方,自己免疫疾患の多くは,自己抗原に対する過剰なThl応答によって惹起されるこ

とが知られているoインスリン依存性糖尿病や慢性関節リウマチは,それぞれ障臓β細胞,

自己滑膜の抗原によって活性化されたThl細胞が,マクロファージを活性化することに

よって起こる疾患で,炎症局所にはこれら免疫担当細胞の顕著な浸潤が認められる。

Fig. 2. Outline ofimmunologic pathways in the pathogenesis of allergic disease.

以上,本博士研究の実施における背景を概説したが,その主な目的は,各種KGMの免

疫調節機能の詳細を明らかにして,免疫関連疾患の予防・緩和食品として産業的な応用を

目指すことにあるOこの研究の中で著者は,各種KGMの抗アレルギー素材としての有用

性を検証し,微粉砕(易水溶性) KGMにその注目すべき作用があることを見出した。さら

に,それらの免疫調節における作用メカニズムの一端を明らかにするとともに実用化の可
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能性を検討した。これらの研究成果を,以下,第1章～5章に亘って報告する。

第1章では,まず各種KGMの製造工程ならびにそれらの物理化学的特性について概説

する。次に各種KGMの抗アレルギー素材としての有用性を,アトピー性皮膚炎(AD)の

モデルマウス(NC!Nga)を用いて検討した結果について述べる。この中では,微粉砕を施

した易水溶性KGMが,AD様の病態克進ならびに高IgE血症を著明に抑制することを報告

するが,その抑制作用においてKGMの粒子径が重要な役割を担うことについて触れる。

第2章では,微粉砕KGMのアトピー抑制における作用メカニズムを説明する。まず微

粉砕KGMにみられる皮膚炎病態および高IgE血症の抑制作用が, Thl/Th2バランスの是

正ではなく,過剰な全身免疫応答に対するトレランス誘導が深く関与することを述べる。

続いて微粉砕KGMの摂取が, NC/Ngaマウスの掻破行動の抑制に伴い,皮膚局所の免疫・

炎症応答を幅広く抑制することを報告するが,とりわけマスト細胞応答の抑制作用が重要

であることを考察する。

第3章では,微粉砕KGMが抗原(アレルゲン)特異IgE応答を抑制するとともに,ア

レルギー性鼻炎の予防効果を有することを報告する。

第4章では,皮膚炎を発症したNC!Ngaマウスが,頚部リンパ節症と牌塵を併発し,自

己抗体およびBAFF (B cell-activating factor ofTNF family)を高産生すること,ならび

にこれらの自己免疫・炎症応答を微粉砕KGMが著明に抑制することについて述べる。次

に,全身性エリテマトーデス(SLE)のモデルマウス(MRI」!Ipr)においてその有効性を調

べた結果を報告するが,この中では,予想外にも高粘性を有するKGMが,その自己免疫

症状を著明に抑制することを見出した。そこで,各種の自己免疫疾患に対しては,高粘性

KGMが代わりに機能性食品素材として利用できるかもしれない可能性に触れる。

第5章においては,微粉砕KGMを高含有する機能性食品開発の現状やその安全性など

について触れ,最後にこれまでの研究成果と今後の課題について総括する。
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【第1章】各種KGHの物理化学物性と抗アレルギー作用の検討

序諭においても述べたように,コンニャクグルコマンナン(KGM)の多彩な生理作用は,

その多くが高い粘度特性をもつ精製KGMに関するもので,またそれらの免疫調節機能に

関する研究は殆ど実施されていない。本章では,まず微粉砕(易水溶性) KGMの物理化学

的特性の違いを述べ,続いて各種KGMの抗アレルギー作用を,アトピー性皮膚炎(AD)

のモデルマウス(NC/Nga)を用いて検討した結果を報告する。

第1節　KGMの物理化学的特性

1-1.　実験の材料および方法

各種KGM

各種KGMの製造フローをFig. 3に示す。原料芋を水洗して薄片状にスライスし,乾燥,

粉砕することによって,食用こんにゃくの原料となる,こんにゃく精粉(KP)が得られる。

アルコール精製法によってKPからタンパク質,脂質,灰分などの不純物を除去すると精製

KGMが得られるが,その純度は95%以上になる。次に,衝撃粉砕機あるいはジェット粉

砕機を用いて機械的な微粉砕を施すことにより,粒子径の異なる各種の易水溶性(微粉砕)

KGMが作製できる。このようにして得られた微粉砕KGMは,粒子の表面積の増大によっ

て高い粘度発現速度を有するが,溶解時にダマになりやすいという欠点もある。流動造粒

乾燥装置を用いた凝集造粒によって,分散性の良い造粒晶を得ることができる。なお, KP

からアルコール精製を繰り返すことにより得られたものが,高純度精製された高粘性KGM

(PA, Propol⑧)である。研究のための各種KGMは,清水化学株式会社から提供して頂い

た。

Highly viscous KGM

(pA, Propol⑧)

Konjac powder

(KP)

Alcohol-purification J
Alcohol-purification

Purified KGM

上V-on
Pulverized KGM

(S-p), (Z-p), (U-p), etc

Granuration

u

Fig. 3. Manufacturing process of

respective KGM powders.

Re-granulated fine KGM

(S-gw), (Z-gw), etc
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KGM粉末の表面観察と粒子径の分析

各種KGMの粉体表面に金をコートさせた後,それらの粒子表面を加速電圧5-10kVの

条件下で,走査型電子顕微鏡(日本電子㈱製, JSM-5500LV)を用いて観察した。

各種KGM粉末の粒子径と粒度分布を,レーザー式粒度分布測定器(セイシン企業製,

LMS-24)を用いて分析した。なお, KGMの分散溶媒にはエタノールを使用した。

各種KGMの粘性ならびに食品としての一般品質

KGMの粘度特性を評価するため, 1 %濃度で水に溶解した際の絶対粘度を, B型粘度計

(トキメック㈱製, BH型)を用いて分析した。

各試料の食品としての基本的な品質を,日本薬局方(JP)と衛生試験法に基づき分析し

た:pH, JP12　一般試験法38;タンパク質, JP12・一般試験法30 (セミミクロケルダー

ル法) ;灰分, JP12--般試験法25 (生薬試験法) ;大腸菌群, JPll・一般細菌準拠(大腸

菌群1) ;脂質,衛生試験法・注解1990,2.1.4.1(2)一般細菌数,衛生試験法・注解1990,

1.3.1.2 (4) ;食物繊維,衛生試験法・注解1990, 2.1.3.1 (2)。

・8・
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1-2.　結　果

各種KGM粉末の粒子表面を,電子顕微鏡で観察した。それらの結果を, Fig. 4に示す。

こんにゃく精粉(KP)および高粘性KGM (PA)の粒子表面には, -様な凹凸が観察され

た。微粉砕KGM (S-pおよびZ-p)では,当然粒子のサイズは小さくなっていたが,表面

性状は比較的滑らかであった　S-gwに関しては,造粒処理によって微粒子が互いに結合し

ている状態が確認できた。

・9・

Fig. 4, Scanning electron micrograph of

respective KGM powders.

The samples were coated with gold using

a fine coater (JEOL, JFO1200). The

structure of surface of KGM was

obserbed under a scanning electron

microccope (JEOL, JSM-5500工〃) at the

accelerating voltage of 5 kV.

Bars = 50汁m.
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各試料の粒子径と粒度分布を分析した結果を, Fig. 5に示す。こんにゃく精粉(KP)お

よび高粘性KGM (PA)の平均粒子径は約300 nmであった。粒度分布は正規分布に近かっ

たが,分布幅は100-700urnと広くなっていたo一方,微粉砕KGMの平均粒子径は,そ

れぞれS・pは約100 p.m, Z-pは約75-80 iimであった10 lira以下の微細な粒子もみら

れ,分布に偏りがあったが,分布幅は5-200 urnと縮小していた.微粉未達粒KGM(S-gw)

においては,微粒子が互いに結合することによって,分布幅はさらに縮小しており,平均

粒子径は150-160nm程度にまで大きくなった。

各種KGMの粘度特性

各種KGMの粘度特性を評価するため, 1 %濃度で水に溶解した際の粘度の経時変化を

調査した。 B型粘度計を用いて絶対粘度を分析したところ(Fig.6),こんにゃく精粉(KP)

の粘度上昇速度は小さく,ピークに達するまでに約4時間を要した。高粘性KGM (PA)

は, 10万mPa-s以上の高い粘性があったが,粘度がピークに達するのに約7時間を要し

た。一方,微粉砕KGM (S-pおよびZ-p)は,粘度の最大値がKPの約60% (35,000mPa-s)

に低下したが,粉体の表面積が大きくなることによって粘度ピークの到達時間が約30分と

大幅に短縮した　S-gwに関しては,粉体の表面積増加によって溶解初期の粘度上昇が,微

粉砕KGMに比較して低くなる傾向にあったが,粘度と粘度ピーク到達時間に大きな差は

なかった。

各種KGMの食品としての一般品質

各試料の食品としての基本的な品質を,日本薬局方と衛生試験法に基づき分析した。そ

れらの結果を,粘度および平均粒子径と併せてTable lに示す。こんにゃく精粉(KP)と

比較すれば,精製後のKGMはいずれも,タンパク質,脂質,灰分などの不純物が除去さ

れ,食物繊維の含量が高くなっていることを確認した。

10-



Nobukazu ONISHI

10　　　　　　100

Particle Diameter 【Micron Meter]

01

S-gw

・・・・・●・・ォ・・・・

0. 1　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　100

Particle Diameter [Micron Meter]

0　　　　　　100

Particle Diameter [糾icron Meter】

Fig. 5. Particle size distribution of respective KGM powders.
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Fig. 6. Change in the viscosities of respective l% KGM solutions with incubation time.

The absolute viscosity of l% KGM solutions was determined at 25-C by a B-type viscometer.

Table 1. Comparison of general qualities as foodstuffs in respective KGM.

Konj ac glucomannan

KP PA S-p Z-p S - gw

pH

Protein (%)

Fat '

Ash (%)

Aerobic plate count (n/g)

Conform group

Carbohydrate (%)

Peak viscosity☆ (mPa-s)

Average particle size (41m)

6.8　　　　　　　6.9　　　　　　　7.1

3.4　　　　　　0.7　　　　　　0.7

1.1　　　　　<0.1　　　　　<0.1

4.5　　　　　　　0.4　　　　　　1.0

< 3,000　　　　< 300　　　　1,000

Ne gative Ne gative Ne gative

75.0　　　　　　98.5　　　　　　96.8

56,200 a　　123,700 b　　35,100 c

274　　　　　　301　　　　　101

7.0　　　　　　　7.2

0.9　　　　　　　0.6

<0.1　　　　　<0.1

0.7　　　　　　1.0

< 1,000　　　< 3,000

Ne gative Ne gative

96.8　　　　　　96.5

34,700 c　　　32,200 c

77　　　　　　156

Viscous value after 4 a, 7 b, and 2 c hours in respective 1% KGM solutions.
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第2節　アトピー性皮膚炎モデルマウスの病態先進に及ぼす各種KGMの影響

NC/Ngaマウスは,日本で古くから愛玩用に飼育されていたニシキネズミを起源とし,

1950年代に近藤(名古屋大学)らによって純系化された。当初から,加齢に伴って皮膚炎

が誘発されることや糸球体腎炎を発症することなどが知られていたが24).その詳しい発症

機序やヒトのどの疾患に対応するかなどについては不明であった1997年に,松田らは通

常環境下で飼育したNC/Ngaマウスが,掻痔性の皮膚炎を自然発症し,その病態が臨床的・

組織病理学的にヒトのアトピー性皮膚炎(AD)と酷似していることを報告した25)それ以

降,本マウスが, ADのモデル動物として国際的にも認知されるようになってきた。そこで

まず,各種KGMの抗アレルギー素材としての有用性を,NC/Ngaマウスを用いて検討した。

2-1.実験の材料および方法

飼育飼料

コントロール飼料として,マウス飼育用MF (オリエンタル酵母工業㈱製)を使用した。

これにこんにゃく精粉(KP),高粘性KGM (PA),微粉砕KGM (S-pおよびZ-p), S-p

の造粒品(S-gw)を,それぞれ5重量%の割合で添加した飼料を作製し,各種KGMの影

響を比較調査した。

微粉砕KGMの粒子径の影響を検討する際は　Z-p (Av.77^m), X-p (Av.30jim)およ

びU-p (Av.17ドm)を5重量%の割合で添加したものを作製し,比較調査した。また,微

粉砕KGMの投与量の検討においては　Z-pをo.2%, 1.0%および5.0%の割合で添加した

ものを用いた。

実験動物とスケジュール

4週齢の雄性NC/Ngaマウス(Conventionalgrade)を,日本SLC株式会社(静岡)よ

り購入した。 1群5匹に分け, 23土3℃, 12時間ごとの明暗サイクルで,各種の飼育飼料

と水を自由摂取させ, 8週間(12週齢まで)飼育した。

微粉砕KGMの治療効果の検討では, 12週齢までコントロール飼料で飼育した後, AD

を発症したNC/Ngaマウスを,スコア値,掻破行動および血中Total IgE量が均等になる

よう2群に分け, 1群5匹に選定した。 12週齢から5%Z-p添加飼料と水を6週間自由摂取

させ,微粉砕KGMの病態抑制作用を調査した。

皮膚炎病態および掻破行動の評価

松田らによって報告されている方法により,皮膚炎の症状を評価した24)皮膚炎症状は,

拝み(掻破行動),出血・紅斑,浮腫,擦過傷,乾燥の5症状の程度をそれぞれスコア化し

-13-
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た。スコアは, 0;無症状, 1;軽度, 2;中程度, 3;強度とし,皮膚炎症状はその合計値

で示した。

拝みに関して定量的な評価をするため,ビデオ撮影を行いマウスの掻破行動を観察をし

た。各群のゲージごとに30分間の撮影を行い,そのうち20分間にマウスが後足で耳介,

顔面および背部を引っ掻く回数をカウントした。掻き始めてから止めるまでを1回とし,

グルーミングは対象外とした。

血東中のTotal IgE量の分析

2週間ごとに,尾静脈または眼静脈から採血を行った。採血後はすぐに遠心分離(2000

rpm, 10分間)を行い,得られた血祭は分析まで・20℃で保管した.

血簾中のTotalIgE量は,サンドイッチELISA法によって分析した。

ELISA法での分析で使用する,固相用抗体(puri丘ed rat anti-mouse IgE mAb, clone

R35-72) ,検出用抗体(biotinylated rat anti-mouse IgE mAb, clone R35-118)およびスタ

ンダード(mouse IgE atandard)は, BD Biosciences Pharmingen (San Diego, Calif., USA)

から購入したものを用いた。また,試薬は以下のものを使用した: PBSバッファー, NaCl

8.0 g, Na2HPO4 1.16g, KH2PO40.2 g, KCIO.2g/ 1LミリQ水(pH7.2-7.4) ;洗浄液,

PBS+Tween-200.05% ;ブロッキングバッファー, PBS+BSA2%。

ELISA実験はPharmingenのプロトコールを参考に実施した。以下にその手順を示す。

ELISAプレートにPBSで希釈した園相用抗体(×250)を100jil入れ, 4℃で一晩静置

した。プレートを洗浄し,ブロッキング処理を1時間行った後,ブロッキングバッファー

で希釈したスタンダード(500ng,/mlから8段階で2倍希釈したもの)または血祭サンプル

を100jil添加し, 37℃で3時間反応させた.プレートを洗浄した後,希釈した検出用抗体

(×250)を100 fil加え,室温で2時間反応させた.その後, 1000倍希釈した

AKP-streptavidin (Pharmingen)を100 |il加え,室温で1時間反応させた。最後に,プ

レートを充分に洗浄し, Attophos⑧ fluorescent substrate system (Promega Corporation,

Madison, Mish., USA)を用いて蛍光強度を測定した。

統計解析

得られたデータは,平均値±標準誤差(SE)で示した。皮膚炎病態スコアの値における

各群間の有意差検定は,マンホイットニーのU検定を使用した。また,血中Total IgE量

の各群間の有意差は, Student's t-testによって検定した。

14-
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2-2.結　果

各種KGMのAD症状抑制作用

NC/Ngaマウスの皮膚炎症状と掻破行動に対する各種KGMの影響を,各週ごとに調べた

結果を, Fig. 7 (a)および(b)に示す。コントロール群では, 8週齢頃から激しい掻破行動が

みられ,その後9-10適齢にかけて耳介,頚部および背部に脱毛,出血・紅斑,浮腫,戟

燥などのアトピー性皮膚炎(AD)様の病態進行が確認された。 10週齢におけるコントロー

ル群とS・p群の外観写真の1例を, Fig.8に示す。コントロール群と比較して,こんにゃく

精粉(KP)群,高粘性KGM (PA)群および微粉末造粒KGM (S-gw)群では差はみられ

ずスコアが上昇したが,微粉砕KGM (S-pおよびZ-p)群では,これらの病変の著明な抑

制作用が観察された(Fig. 7a)ォ
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Fig. 7. Inhibitory effects of pulverized KGM (S-p and Z-p) on the increase in derm血s s∞ire and

sαa血ing behavior in NC/Nga mice, (a) Clinical skin condi点ons in mice during the 8-week e:野enment.

Values are expressed as means土SE with 5 mice per group. *p<0.05, **p<0.01, vs. the control diet, (b)

Scratching behavior in mice during the 8-week e坤eriment. Values a柁expressed as the total number of

sαatoning incidents in 5 NG/Nga mice per 20 min.
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Fig. 8. Representative photographs of NC!Nga mice at 10 weeks of age. The left and

right photographs represent the control group and pulverized KGM group, respectively.

掻破行動は,各群(5匹)が20分間に引っ掻いた回数の合計で評価した。掻破回数は,

AD様の病態克進に伴ってコントロール群では顕著な上昇がみられ, 12適齢では約300回

にも達した。しかしながら,微粉砕KGM群では, 7週齢ころから横這いとなり,掻破行動

が顕著に抑制された(Fig. 7b)ォ

2週間ごとに採血を行い,血衆中のTotalIgE量を分析した結果を, Fig.9に示す。コン

トロール群では,スコア値の上昇に伴って12週齢までの間にTotal IgE量の顕著な上昇が

確認されたoコントロール群と比較して, KP群, PA群およびS-gw群では差がみられな

かったが,微粉砕KGM群では高IgE産生が有意に抑制された。これらの結果から,微粉

砕を施したKGMが, ADの発症を予防・緩和する機能性食品素材として有効であると示唆

された。
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Fig. 9. Inhibitory effects of pulverized KGM (S-p and Z-p) on the increase in plasma IgE

levels in NC/Nga mice. Means土SE with 5 mice per group. ★p<0.05, vs. the control diet.
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微粉砕KGMの皮膚炎抑制における粒子径の影響

前項での実験結果から,微粉砕を施したKGMに抗アレルギー作用があることが示唆さ

れたが,造粒処理を施したS-gw群において抑制効果がみられなかったことから,その作用

はKGMの粘度特性に加えて粒子径が重要な役割をもつことが推察された。そこで, AD抑

制作用における粒子径の影響を調べるため,さらに微細なKGM粉末の製造を検討した。

加工条件の改善を行い, 2種類の微粉砕KGM (X-pおよびU-p)を作製した。それらの基

本物性として,粘度,粒子径および一般品質を,前項での検討と同様に分析した結果を,

Z・pと並べてTable 2に示す。平均粒子径は,それぞれⅩ・pが約30 urn, U-pが約17 fim

で,粒度分布幅も縮小した。粘度ピークは微細になるほど低下し,それぞれⅩ-pが約30,000

mPa-s, U-pが約9,000 mPa-sであった。

Table 2. Comparison of phisicochemical properties in respective fine KGM powders.

Pulverized KGM

X-p U-p

Protein (%)

Fat (%)

Ash (%)

Aerobic plate count (n/g)

Conform group

Carbohydrate (%)

Peak viscosity*(mPa-s)

0.　　　　　　　　0.9

<0.1　　　　　　<0.1

0.7　　　　　　　1.0

< 1000　　　　　< 1000

Negative Negative

96.8　　　　　　　97.5

34,700a　　　29,200b

Average particle size (jim)　　　　77　　　　　　30

Particle size distribution (urn)　　　5-200　　　　　l-100

0.8

<0.1

0.8

<　3000

Negative

97.9

9,000b

IIN

l′-50

'Viscous value after 2a and lb hours in respective l% KGM solutions.

前項での実験と同様に,微粉砕KGMのAI)病態および高IgE血症の抑制作用における

粒子径の影響を調査した。 NC/Ngaマウス(4週齢)を1群5匹飼いとし,各種飼料と水を

自由摂取させ12週齢まで観察した。 2週間ごとに,マウスの皮膚炎病態,掻破行動ならび

に血中IgE量について調べた結果を, Fig. 10 (a)-(c)に示す。コントロール群と比較すれば,

いずれの微粉砕KGM群においてもAD様の病態克進(スコア値),掻破行動ならびに高IgE

血症が,著明に抑制された。その作用は　X-p群において強くなる傾向があったが,統計学

的にはいずれも同様の抑制効果であった。
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皮膚炎抑制における投与タイミング(治療効果)および投与量の検討

微粉砕KGMのAD抑制作用において,その作用が発揮される投与の時期(治療効果)

ならびに投与量の影響を検討した。

前項での実験と同様に,微粉砕KGM (Z-p)を5重量%の割合でコントロールに添加し

た飼料を用いて,治療効果を検討した。 ADを発症したNC/Ngaマウス(12週齢, ♂)を

選定し,スコア値,掻破行動および血中TotalIgE量が均等になるよう2群に分け, 1群5

匹とした。 12週齢からZIP飼料と水を6週間自由摂取させ,微粉砕KGMの病態抑制作用

を調査した。各週ごとに,皮膚炎病態(スコア)および掻破行動(各群(5匹)が20分間

に引っ掻いた回数の合計)を観察した結果を　Fig. ll(a)および(b)に示す。また, 2週間ご

とに血中のTotalIgE量を分析した結果を　Fig. ll (c)に示す。

試験を開始した12週齢から,コントロール群では皮膚炎症状(スコア値)と掻破行動に

変化はなく,横這いになった　Z-p群においても,コントロール群との差はなく,変化は観

られなかった。血中のIgE量に関しても同様に両群間で差はみられなかったが　Z-p群では

16週齢まではむしろ増加傾向にあり, 18週齢で両群ともに低下した。これらの結果から,

微粉砕KGMのAD抑制作用は,症状を発症する前からの摂取が重要であり,治療的な作

用はみられないことが示唆された。

次に,微粉砕KGM (Z-p)を0.2%, 1.0%, 5.0%の重量割合で添加した飼料をそれぞれ

作製し, AD抑制作用における投与量依存性を検討した。 4過齢からNC/Ngaマウスに各飼

料と水を8週間,自由摂取させた。 2週間ごとに,皮膚炎病態,掻破行動ならびに血中Total

IgE量について調査した結果を　Fig. 12 (a)-(c)に示す。

コントロール群では, 8週齢頃からAI)様の病態冗進が確認され,スコア値が上昇した。

Z・p群では, 10過齢までは投与量依存的に抑制される傾向があったが, 12週齢では0.2%

の投与量でもスコア値の有意な抑制作用が観察された。掻破行動は,血中のIgE量に差が

みられない6週齢の時点から,コントロール群とZ・p群で顕著な差がみられ,その抑制効

果も投与量依存的な挙動を示したZ-pの5.0%投与群では, 6週齢から横這いになったが,

0.2%群では上昇し,コントロール群と有意な差がなくなった　Z-pの1.0%投与群は8週齢

まで上昇したが, 10適齢から減少し12週齢では5.0%投与群と同様の抑制効果が観察され

た。血中のIgE量に関しては, 8週齢以降にコントロール群で顕著な上昇が確認された。コ

ントロール群と比較して　Z-p群では10週齢までは投与量依存的に抑制される傾向があっ

たが, 12過齢ではいずれの群においても同様に有意な抑制作用がみられた0
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Fig. ll. Dietary pulverized KGM (Z-p) failed to inhibit the dermatitis score, scratching
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group, (b) scratching behavior in mice during the 6-week experiment. Values are expressed

as the total numbers of scratching incidents in 5 NC!Nga mice per 20 min. (c) plasma

levels were quantified by sandwich ELISA. MeansアSE with 5 mice per group.
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Ŝ
蝣^1

事4

0

畠
-C
O
..D

bJ)

.ら
」=
o

局
b
班

(

a

tぁ
a_
iZq

[□
bJ)
=

'召
」.J

(〇

[=

10　　　12

Age (weeks)

10　　　12

Age (weeks)

10　　　12

Age (weeks)

Fig. 12. Dose-dependent effects of pulverized KGM (Z-p) on increasing dermatitis score,

scratching behavior, and plasma IgE levels in NC/Nga mice, (a) Skin severity of dermatitis

was evaluated every 2 weeks using macroscopic scores. (b) Numbers of scratching incidents

per 20 min were assessed, (c) Plasma IgE levels were quantified by sandwich ELISA.

MeansアSE with 5 mice per group. *p<0.05, ☆☆p<0.01, ☆ *p<0.001, vs. the control diet.
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第3節　考　察

第1章では,まず各種KGMの製造工程を説明し,微粉砕(易水溶性) KGMの物理化学

的特性の違いを明らかにした。高粘性を有するKGMの摂取が,糖尿病や高脂血症など各

種の疾病予防に有益なことが明らかになっているが,免疫調節作用に関する研究は未だ発

展途上にある。また微粉砕を施したKGMの物性による,有益な生理作用は見出されてい

ない。そこで新たな生理機能の探索として,各種KGMの抗アレルギー素材としての有用

性を,アトピー性皮膚炎(AD)モデルマウスを用いて検証した。

この試験の中で,平均粒子径を75-100 nm程度に微細化した易水溶性KGMの摂取が,

NC/NgaマウスにおけるAD様の病態進行,掻破行動ならびに高IgE血症を,有意に抑制

することを見出した(Fig.7,8および9)。これらの抑制作用は,高粘性のKGM (KPおよ

びPA)ではみられず,また造粒処理によってその活性が消失した。さらに,より微細化し

たKGM (Av. 17-30(im)にも同等の活性があった(Fig. 10)。これらの結果から,粘度特

性に加えてKGMの粒子径が,抗アレルギー作用の発揮に重要な役割を担うことが示唆さ

れた。

皮膚炎を発症したマウスに対する投与試験では, AD症状およびIgE産生の抑制効果がな

かったことから(Fig. ll),微粉砕KGMの作用は,症状を発症する前からの摂取が重要で,

治療的な作用はないことが推察された。

上述した結果は,同じ食素材であっても,その形状やサイズ,また摂取時期の違いによ

り生理作用の発現が大きく異なることを示唆している。

NC/Ngaマウスは,病態の進展に伴って後肢による激しい掻破行動が惹起される。この行

動は,拝みに関連したものと考えられ,病態克進に高い相関があると指摘されているが,

本モデルにおける掻破行動は,血中IgE値と相関がないことが報告されている26-28)そこ

で微粉砕KGM (Z-p)の投与量の検討では,とくにマウスの掻破行動とIgE産生量の関係

に着目した。 6-8週齢の早期では, IgE産生に群間の差はなかったが,掻破行動はZ・p群

で顕著な抑制作用があり,その効果は投与量依存的であった(Fig. 12)。一方, 8過齢以降

ではコントロール群における血中IgE量が顕著に上昇したが, Z-p群ではいずれの投与群で

も同様にIgE量は有意に減少した。また掻破行動の頻度が高いほど, ADスコアを上昇させ

る傾向にあった。これらの結果から,本マウスの掻破行動は皮膚炎の発症に高い相関があ

り,またIgEは発症に直接関与するというよりは,病態元進の増悪因子となることが推察

された。微粉砕KGMのAD抑制作用は,投与量が低濃度であるほど若齢期での効果が低

かったが,摂取の継続で次第に抑制効果が出てくることが明らかになった。また微粉砕

KGM (Z-p)の5.0%投与群を, 8過齢からコントロール飼料に切換えると,掻破行動なら

びに血中IgE量が次第に上昇することを確認した(データ未提示)。これらの結果から,微
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粉砕KGMの抗アレルギー作用は,継続的な摂取が重要であることが示唆された。

カロリーやミネラルなどの食餌制限は, Th2細胞の増殖およびサイトカイン産生応答を

抑制するとともに, IgE産生を減少させる29,30)またこれらの食餌制限は, NC/Ngaマウ

スの皮膚炎の発症を遅延させ,その症状を抑制することが明らかになっている3D_　しかし

ながら,本実験において,各群間におけるマウスの体重増加や食餌摂取量に明らかな差は

認めなかった(データ示提示)。そのため,微粉砕KGMにみられるAD様病態およびIgE

産生の抑制作用は,これらの食餌制限に関連したものではないと結論した。
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【第2章】　微粉砕KGMのアトピー性皮膚炎抑制作用におけるメカニズム解析

本章では,微粉砕KGMのAD様病態および高IgE血症の抑制作用におけるメカニズム

について説明する。まず全身免疫系におけるT細胞応答(Thl〝h2バランス)に及ぼす微

粉砕KGMの影響を報告する。続いて微粉砕KGMが, NC/Ngaマウスの掻破行動の抑制に

伴い,皮膚鳥所の免疫・炎症応答を幅広く抑制することに関して述べる。

第1節　微粉砕KGMの全身免疫系におけるThl/Th2応答に及ぼす影響

序論においてアレルギーの発症機構に関する簡易な説明をしたが, -ルパーT (Th)細胞

は,産生するサイトカインの違いにより,異なる二つの細胞集団に分類されている　Thl

細胞は,抗ウイルス活性を誘導するインターフェロン† (IFN-†)などを産生するO　これに

対して, Th2細胞はB細胞による抗体産生の制御に関与する,インターロイキン4QL-4),

IL-5, IL-10, IL-13などのサイトカインを産生する。近年では,新たなT細胞集団として

自己免疫応答に関与するTh-17や制御性T細胞なども注目されるようになっているが,こ

れらのT細胞集団は,サイトカイン産生能の違いを反映して異なる機能を有し,相互のバ

ランスを制御している32)。 IFN-γは, Th2細胞-の分化を抑制するが,逆にIL-4やIL-10

はマクロファージやT細胞に作用LThl細胞-の分化を抑制することが知られている。少

し古典的ではあるが,この相互に働く制御機構が破綻すると, -方向性の過剰な免疫応答

が誘起され,各種の免疫疾患が惹起されるとの見解もある33,34) T細胞応答に対する微粉

砕KGMの影響の調査は,ADの病態元進とIgE産生の抑制メカニズムを考えるうえでは重

要である。

1-1.実験の材料および方法

牌細胞の調製と培養

第1章での検討と同様にNC!Ngaマウスを8週間飼育した後(12週齢),各群のマウス

から牌臓をシャーレ内-掃出した。ピンセットでそれぞれの実質細胞を扱き出し,コニカ

ルチューブ-採取した。牌細胞はIysisbuffer (150 mM NH4Cl, 15 mM NaHCOs, 0.1 mM

EDTA2Na,pH7.3)により,赤血球を取り除いた。それぞれ得られた細胞は, PBSで洗浄

した後,抗生物質(100 U/mlpenicillinおよび100 |ag/ml streptomysin), 2-メルカプトエタ

ノール(50 nM)および10%牛胎児血清を添加したRPMI-1640 medium(Sigma, St. Louis,

Mo., USA)に懸濁したo　その後,トリパンブルーで染色した生細胞数を計測し, 2×106

cells!mlに調整した。

抗マウスCD3抗体(i m?/mlXBD PharMingen)を固相化した96wellプレートを

RPMI-1640 mediumにて洗浄した後,抗マウスCD28抗体U w5/mlXBD PharMingen)を
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50 ¥ilずつ添加した。これに,調製した細胞懸濁液を50 jilずつまき込み, 37℃, 5%C02

の条件下で3日間(72時間)培養した。

サイトカイン産生量の分析

牌細胞を3日間培養した後,培養液をコニカルチューブ-移したO遠心分離(1500rpm,

5分間)により,細胞を取り除き,培養上清中のサイトカイン産生量(IL-4およびIFN-1)

をサンドイッチELISA法で分析した。

血祭中のTotal IgGl, IgG2aおよびIFN-†量の分析

12週齢において,各群のマウスの眼静脈から全採血を行った。採血後はすぐに遠心分離

(2000rpm, 10分間)を行い,得られた血菜は分析まで-20℃で保管したO

血東中のTotalIgGl,IgG2aおよびIFN-γ量を,サンドイッチELISA法により分析した。

試薬および抗体

ELISA法での分析で使用する,固相用抗体,検出用抗体およびスタンダードは,全てBI)

Biosciences Pharmingenから購入したものを用い,試薬は血中Total IgE量の分析の項で

記載したものと同じものを使用した。また, ELISA実験はTotalIgE量の分析と同様に行っ

た。

盲腸重量の測定

12週齢において,各群のマウスの盲腸内容物重量を測定した。

結,H'-lr

得られたデータは,平均値±標準誤差(SE)で示した。各群間の有意差は, Student's t-test

によって検定した。

26-



Nobukazu ONISHI

1-2.　結　果

抗マウスCD3とCD28抗体の刺激によって牌臓T細胞のサイトカイン産生能を調査した

結果を, Fig.13に示す。コントロール群と比較して,微粉砕KGM (S-pおよびZ-p)群に

統計的な差はなかったが,こんにゃく精粉(KP)群および高粘性KGM (PA)群と比較す

れば有意に減少しており(p<0.05), IL-4およびIFN-1の産生量がいずれも微粉砕KGM群

において減少していることが明らかになった。

次に, 12週齢における血祭中のTotalIgGl, IgG2aおよびIFN-†量を分析した。それら

の結果を, Fig. 14に示す　TotalIgGl量に関して, KP群, PA群およびS-gw群では同様

にコントロール群と差はみられなかったが,微粉砕KGM群では有意な抑制作用が確認さ

れた　TotalIgG2a量についても,微粉砕KGM群で減少傾向にあったが,コントロール群

との間に統計的な有意差は認められなかった。また,血中のIFN-†に関しては,コントロー

ル群と比較して微粉砕KGM群では有意な減少がみられた。

これらの結果から,微粉砕KGMにみられるAD様病態および高IgE産生の抑制作用は,

Thl/Th2バランスの是正では説明できないことが示唆されたふ
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Fig. 13. Effects ofKGM on the cytokine production of murine spleen T cells at 12 weeks

of age. Splenocytes were stimulated with anti-CD3 plus anti-CD28 abs for 3 days. IL-4 (a)

and IFN-† (b) levels secreted in the culture supernatant were quantified by sandwich ELISA.

MeansアSE of 3 mice per group.
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Fig. 14. Effects ofKGM on the plasma IgGl, IgG2a, and IFN-γ levels in NC/Nga mice at

12 weeks of age. IgGl (a), IgG2a (b), and IFN-† (c) levels were quantified by sandwich ELISA.

Means土SE of 3 mice per group. *p<0.05, vs. the control diet.

高粘性KGMの摂取が,盲腸およびその内容物重量を増加させ,腸管でのIgA産生を増

強することが明らかになっている23)。そこで12過齢において,各群のマウスにおける盲腸

内容物の重量を調べた。その結果,コントロール群と比較すれば,どの群においてもKGM

摂取群では重量は増加したが,とくに微粉砕KGM群ではより増加する傾向にあった:コ

ントロール群　0.42ア0.01g(mean土SE,n=6);KP群0.55ア0.08g(n=6);PA群, 0.50土

0.07 g(n=6) ;S-p群0.70ア0.03 g(n=6) ;Z-p群, 0.66土0.17 g(n=3) ;S-gw群, 0.46ア0.03

g(n=3)。

-28-



Nobukazu ONISHI

第2節　皮膚局所の免疫・炎症応答に及ぼす微粉砕KGMの影響

第1章において微粉砕KGMの摂食が, NC!Ngaマウスの掻破行動を著明に抑制するこ

とを述べた。この行動は,拝みに関連したものと考えられ,病態の誘発および悪化要因の

ひとつになることが指摘されている26,35,36)本マウスの皮膚局所には,サブスタンスP陽

性のマスト細胞が高浸潤するが,サブスタンスPの括抗薬が掻破行動を著明に抑制するこ

とが報告されている37,38)一方で,本マウスはSPF (Sped丘cPathogenFree)環境下で飼

育すると皮膚炎を誘発しないことなどから,病態の自然発症には,ダニの寄生が重要であ

るといわれている26,39)掻破行動による表皮のバリア機能破壊は,ダニ抗原などに対する

皮膚感作を容易にし,皮膚局所の免疫・炎症応答に大きな影響を与えると思われる。また,

皮膚局所における免疫応答は,全身免疫系でのそれとは本質的に異なる応答をしているか

もしれない。ここでは,本マウスの皮膚局所における免疫・炎症応答を,微粉砕KGMが

どのように調節するかについて調査した。

2-1.　実験の材料および方法

実験動物と飼育

第1章での検討と同様に, NC/Ngaマウス(4週齢, ♂, Conventionalgrade)を,各飼

料と水で9週間飼育したO微粉砕KGM添加飼料は,コントロール飼料(MF,オリエンタ

ル酵母工業)にS・pまたはZ・pを5重量%の割合で添加したものを使用した.同週齢のSPF

(Speci丘c Pathogen Free)環境下で飼育したNC!Ngaマウスを,日本SLC株式会社から

購入し,ネガティブコントロールとして使用した。

耳介厚みの測定

13週齢において,マウスの両側耳介厚みをthickness gauge (ASKER SDA-12,高分子

計器㈲,京都)を用いて測定した。

組織病理学的観察

耳介厚みの測定後,耳介部の組織標本を作製し,皮膚局所の炎症を組織病理学的に評価

した。以下にその手順を示す。

マウスの耳介部を10%ホルマリン溶液に浸し, 2日以上固定した。

固定終了後,上昇エタノール系列(70%, 80%, 90%, 100%, 100%)に耳介組織を所

定の時間(24hr, 12hr, 6hr, 2hr, 2hr)漬けていき,脱水処理を行ったo　その後,レ

モゾ-ル⑧A (和光純薬)に浸漬(30分×3回)させ,脱アルコールを行った0

63℃で溶かしたパラフィンに組織を浸漬し(1.5時間×2回),パラフィンを浸透させた。
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その後,耳介組織をパラフィンとともに型に入れ,冷却台の上で固定した。

組織を固定したパラフィンブロックを,回転式ミクロトーム(ライカ)によって5-8¥im

の厚さに薄切した。その後,スライドガラスにその切片を貼付け,組織切片を作製した。

皮膚における形態学的変化と,単核球および好酸球の浸潤をへマトキシリン・エオジン

染色によって調査した。単核球と好酸球は, 400倍視野あたりの細胞数をカウントし, 5視

野の平均値で評価した。マスト細胞の浸潤は,トルイジンブルー染色によって評価した。

200倍視野あたりのマスト細胞数をカウントし, 3-5視野の平均値で評価した。また, CD3

陽性T細胞を,抗CD3抗体を用いた免疫組織染色によって評価したCD3陽性T細胞は,

400倍視野あたりの細胞数をカウントし, 5視野の合計の平均値で評価した。以下に各種染

色法の手順を示す。

ヘマトキシリン・エオジン(H&E)染色

作製した耳介切片を,レモゾ-ルに浸漬(1分×3回)させ脱パラフィンをした後,減少

エタノール系列(100%, 100%, 90%, 80%,　　にそれぞれ20秒ほど浸し,脱水処

理を行った。組織切片をマイヤーの-マトキシリン液(和光純薬)に3-5分浸潰した後,

10分間の流水水洗を行い, 1%エオジン液(和光純薬)で3-5分染色した。その後,上昇

エタノール系列(70%, 80%, 90%, 100%, 100%)およびレモゾ-ルに,手早く　2-3

秒くらいで連続的に浸し,最後にカナダバルサムで封入した。

トルイジンブルー染色

H&E染色と同様に脱パラフィンと脱水処理を行った後,流水水洗を10分間行った。そ

の後　0.05%トルイジンブルー溶液(和光純薬)で30分間染色した。その後100%アル

コール溶液(1分×5回)に浸し,最後にカナダバルサムで封入した。

CD3陽性T細胞の免疫組織染色

各群の耳介切片の脱パラフィンと脱水処理を, H&E染色と同様に行った後,水洗した。

オートクレーブで抗原賦活処理(120℃, 10分)をした後,内因性ベルオキシダーゼの不

括化とブロッキング処理を行った。その後, 1次抗体反応をPolyclonalrabbit anti-human

CD3抗体(DAKO社,マウスとの交差反応性確認済み)を用いて行った(4℃, 1時間)0

PBSで洗浄した後,ビオチン標識2次抗体(Biotiiranti-rabbitIgG)で反応させた。その

後, PBSで洗浄し, DAB試薬で発色させた。最後に, -マトキシリンで核染色を行い,逮

'."'fした.
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血中のダニ抗原特異抗体価の分析

12週齢において採血を行い,血東中のダニ抗原特異IgGl, IgG2aおよびIgE抗体価を

ELISA法で分析した。ダニ抽出物{.Dermatophagoid.esfarinae)は, LSL株式会社(東京)

から購入し,試薬はTotalIgEの分析の項で記載したものと同じものを使用したO以下に分

析の手順を示す。

ELISAプレートにPBSで希釈したダニ抽出物(5 fig/ml)を100 ju.1入れ, 4℃で一晩静

置した。プレートを洗浄し,ブロッキング処理を1時間行った後,ブロッキングバッファー

で希釈した血菓サンプル(IgGl, ×500 ;IgG2a, ×50 ;IgE, ×5)を100nl添加し,室温

で2時間以上反応させた。プレートを洗浄した後, 250倍希釈した検出用抗体(biotinylated

rat anti-mouse IgGl, IgG2a, IgE mAbs, BD Pharmingen)を100 |il加え,室温で2時間

反応させた。その後, 1000倍希釈したAKP-streptavidin (Pharmingen)を100 pi加え,

室温で1時間反応させた.最後に,プレートを充分に洗浄L Attophos⑧ fluorescent

substrate system (Promega Corporation, Madison, Mish., USA)を用いて蛍光強度を測定

した。

皮膚局所におけるサイトカイン,ケモカイン,サブスタンスPおよびIgE量の分析

13週齢において,マウスの背部の毛をハサミでカットし,各群から皮膚を採取した。皮

膚をo.2 g (約15×15mm2片)の大きさに切取り, PBSで軽く洗浄した。その後, 2 ml

のタンパク抽出液(CelLytic�"MT ; Sigma)に20 m-1のprotease inhibitor cocktail (Sigma)

とともに皮膚片を入れ,ポリトロンホモジナイザ- (pT2100 ; Kinematica, Switzerland)

でばらばらになるまで破砕した。破砕液は,すぐに遠心分離(500g, 10分間)を行い,得

られた上清は分析まで-80℃で保管した。

破砕上清中のサイトカイン(IL-2, IL-4. IL-10, IFN-γ, TNF-cc), Th2ケモカイン(TARC),

サブスタンスP量を以下の検出キットを用い, ELISA法により分析した。分析は,各メー

カーの推奨するプロトコールに従った。また,破砕上清中のIgE量を血中TotalIgE量と同

様の方法で分析した。以下に各ELISA分析で使用したキットを示す。

IL-2, IL-4, IL-10およびIFN-† : Mouse Thl/Th2 ELISAReadySET Go! (eBioscience,

San Diego, Calif., USA)

TNF-α : Mouse TNF-α ELISA ReadySET Go! (eBioscience)

Th2ケモカイン(TARC) : Mouse TARC/CCL17 Duoset Kit (R&D Systems Inc.,

Minneapolis, Minn., USA)

サブスタンスP : Substance P ELISAKit (R&D Systems)
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2-2.　結　果

13週齢における各群のマウスの外観写真を　Fig. 15(a)-(c)に示す。また,耳介の厚みを

測定した結果を　Fig. 15(d)に示す。コントロール群における皮膚の炎症部位は,マウスが

後肢で引っ掻く場所に限定的で,顕著な耳介肥厚がみられたが,微粉砕KGM (PKGM)群

では,これらの症状が有意に抑制された。

(f)

Control

200　　　400　　　600

Ear thickness (|jm)

10　　　20　　　30　　40

Substance P (ng/mI)

200　　400　　600　　800　1 000

igE ng/mI)

Fig. 15. Inhibitory effects of pulverized KGM (PKGM) on ear swelling and cutaneous substance P

and total IgE levels in 13-wk-old NC!Nga mice. Representative photographs of clinical characteristics

in NC/Nga mice (a)-(c). Ear thickness (d) in mice was measured by a thickness gauge. Substance P (e)

and total IgE levels (:功in skin were measured by ELISA. Values are expressed as means土SE with 5

mice for ear thickness (d), 4-5 mice for substance P levels in skin (e), or 5 mice for total IgE levels in

skin (f) per group. ★p < 0.05, **p < 0.01, control mice vs. PKGM-fed mice.軸< 0.05,耕p < 0.01,輔も<

0.001, control mice vs. SPF mice.
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皮膚局所におけるサブスタンスPおよびIgE量を分析した結果を　Fig. 15 (e)および(a

に示す。コントロール群では,サブスタンスPおよびIgEの高産生が認められたが,微粉

砕KGM (PKGM)群では,いずれも有意な抑制作用がみられた。

次に,皮膚局所の炎症応答に対する影響を組織病理学的に評価した。 -マトキシリン・

エオジン染色およびトルイジンブルー染色の結果の1例を, Fig. 16に示す。また,真皮に

おける単核球,マスト細胞および好酸球の浸潤数を調査した結果を, Fig. 17に示す。
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Fig. 16. Representative photographs of histological [hematoxylin and eosin (a-c);

toluidine blue (d-0] characteristics in NC/Nga mice: control-fed mice kept under

conventional conditions (a and d); PKGM-fed mice kept under conventional conditions (b and

e); and control-fed mice kept under SPF conditions (c and f). Histological sections were

observed using a xlOO, ×200, or x400 magnification lens. Scale bar = 100 urn.
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コントロール群では,著明な表皮肥厚(表皮角化症)と単核球および好酸球の高浸潤を

伴う皮膚炎症が観察されたが,微粉砕KGM群ではこれらの有意な抑制作用が確認された。

またトルイジンブルー染色による観察では,真皮-のマスト細胞の著しい浸潤とその脱額

粒がコントロール群においてみられたが,微粉砕KGM群ではそれらの有意な抑制作用が

認められた。
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Fig. 17. Inhibitory effects of pulverized

KGM (PKGM) on the accumulation of

mononuclear cells, eosinophils, and mast

cells in skin of 13-wk-old NC/Nga mice.

Numbers of mononuclear cells (a),

eosinophils (b), and mast cells (c) in ear

sections were counted as described in

Materials and Methods. Values are

expressed as means土SE with 3 mice per

group. ☆**.p < 0.001, control mice vs.

PKGM-fed mice. #鱒p < 0.001, control

mice vs. SPF mice.

NC/Ngaマウスにおける皮膚炎および高IgE血症の自然発症には,ケクイダニ

(Myocoptesmusculinusほか)の寄生が深く関与することが指摘されている26,39)そこで,

NC/Ngaマウスの背部にダニが寄生しているかを調査した。 10週齢において,マウスの頭

部から背部にかけてセロテープを軽く貼付けることで採取を行い,畢微鏡でその確認をし

たところ,確かに寄生していた。走査型電子顕微鏡で観察したダニの写真を, Fig.18に示

す。

表皮バリア機能の破壊によって,ダニ抗原に対する皮膚感作が誘導されると考えられた

ため,次に,ダニ抽出物(D.farinae)に対する血中特異抗体価(IgE, IgGlおよびIgG2a)

を調査した。 12過齢の血衆を用いて分析した結果を,総抗体量とともにFig. 19に示す。

コントロール群においてダニ特異IgE抗体価の上昇が認められたが,微粉砕KGM群では
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その有意な減少が確認された。ダニ特異IgGl抗体価も同様の抑制効果がみられたが,統計

的な有意差は得られなかった(p=0.07)。ダニ特異IgG2a抗体価に関しては, SPF群と比

較すればコントロール群では有意に上昇したが,微粉砕KGM群との間に差はなかったO

Fig. 18, Scanning electron micrograph of fur mite infested on skin of NC!Nga mice.

皮膚局所の免疫応答に及ぼす微粉砕KGMの影響を調査するため,皮膚のサイトカイン

(IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γおよびTNF-a)およびTh2ケモカイン(TARC)量を分析し

たOそれらの結果をFig.20に示す。皮膚炎を発症したコントロール群では, IL-4, IL-10,

IFN-1およびTNF-αの著しい増加が確認された。これに対して,微粉砕KGM群では, IFN-1

に統計的な有意差がみられなかったものの(p=0.064),それらがいずれも著明に抑制され

た。 IL2量は,群問での差が認められなかった。これらの結果から,微粉砕KGMの摂食

は, NC/Ngaマウスの掻破行動を抑制するとともに,皮膚局所における免疫・炎症応答を幅

広く抑制していると考えられた。

次に,皮膚局所におけるCD3陽性T細胞の浸潤を免疫組織染色によって調査した。その

結果をFig.21に示すo予想外にも,皮膚炎を発症したコントロール群では,皮膚における

CD3陽性T細胞の数は顕著に減少していた。一方,微粉砕KGM群とSPF群では,コント

ロール群と比較すれば多くのT細胞がみられたが,その殆どが表皮に局在していた。この

結果から, NC/Ngaマウスの病態形成において,皮膚局所におけるTh2細胞の関与は低い

ことが推察された。
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Fig. 19. Effects of pulverized KGM (PKGM) on total and mite CD.崩rmae)-specific IgE,

IgGl, and IgG2a levels in plasma of 12-wk-old NC/Nga mice. Pla叩a IgE (a), IgGl (b), and

IgG2a (c) levels specific to mite (Dのextracts were measured by ELISA, as described in

Materials and Methods. Total IgE (d), IgGl (e), and IgG2a (」) levels in plasma were

quantified by sandwich ELISA. Values are expressed as meansアSE with 5-6 mice per group.

"p < 0.05, control mice vs. PKGM-fed mice.専< 0.05,聖p < 0.01,榊p < 0.001, control mice vs.

SPFmice.
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Fig. 20. Effects of pulverized KGM (PKGM) on cytokines and TARC levels in the dorsal

skin of 13-wk-old NC/Nga mice. Levels of IL-4 (a), IFN-† (b), IL-10 (c), IL-2 (d), TNF-α (e),

and TARC (f) in the back skin were quantified by sandwich ELISA. Means土SE with 5 mice

per group, p < 0.05,軸p < 0.01, control mice vs. PKGM-fed mice. #p < 0.05, **p < 0.01,糖類<

0.001, control mice vs. SPF NC/Nga mice.
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Fig. 21. Effects of pulverized KGM (PKGM) on the infiltration of CD3+ T cells in the skin
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0.001, control mice vs. PKGM-fed mice.輔p < 0.01, control mice vs. SPF NC/Nga mice.
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第3節　考　察

第2章では,微粉砕KGMのアトピー性皮膚炎(AD)様病態および高IgE血症の抑制に

おける作用メカニズムの解明を目的とし,まず,全身免疫系のT細胞応答に及ぼす影響を

調査した。抗マウスCD3とCD28抗体の刺激による牌臓T細胞のサイトカイン産生能を調

べた結果, II」・4およびIFN-†の産生量はいずれも微粉砕KGM群において減少していた(Fig.

13),また,血菜中のTotal IgGlおよびIFN-†量に有意な抑制作用がみられ, Total IgG2a

量も微粉砕KGM群では減少傾向にあることが判った(Fig. 14)。これらの結果から,微粉

砕KGMにみられるAl)様病態の抑制作用は, Thl!Th2バランスの是正ではなく,本疾患

の過剰な全身免疫応答に対してトレランスを誘導することが深く関与すると示唆された。

近年の研究では, ADの発症および慢性化には, ThlとTh2応答の両者が重要な役割を

もつことが報告されているが40)とくに慢性期ではThl応答がその主役を演じることなど

が指摘されている41)。慢性AD患者においては,良好な治験後,皮膚局所におけるIL-4発

現に変化はないが, IFN-†が著明に減少する42)実際には, STAT6を欠損させたNC/Nga

マウスは, Th2応答(IL-4, II」・5およびIgE産生など)が欠落するにも関らず,激しい皮

膚炎が惹起され,炎症局所においてIL-18やIFN-1の高産生ならびに好酸球やマスト細胞の

高浸潤が認められる27)この報告の中では, IFN-†産生がNC/Ngaマウスの病態発現に重

要な因子となることが指摘されている27)また, TGF-βの投与やローヤルゼリーの摂取が,

IFN-†産生の抑制とともにNC/NgaマウスのAD様病態を抑制することなどが明らかになっ

ている43,44)この様に,従来, I型アレルギー疾患において病態を抑制的に調節する因子

として考えられてきたThl (IFN-†)応答に再考すべき知見が多く得られているが,微粉砕

KGMにみられる作用は,これらの知見を後押しするものではないかと推察された。

NC/Ngaマウスの炎症部位は,マウスが後肢で引っ掻く場所に限定的で,頭部,耳介部お

よび顔面での炎症がとくに顕著であったが,微粉砕KGM群では,掻破行動の抑制ととも

にそれらの症状が著明に抑制された(Fig. 15),これらの所見は,掻破による表皮バリア機

能の破壊が皮膚炎の誘導・悪化因子のひとつになるという見解35,36,41)を強く支持するもの

と思われた。掻破による表皮のバリア機能破壊は,皮膚局所の免疫・炎症応答に多大な影

響を与えると思われるが,この局所応答は,全身免疫系でのそ叫とは本質的に異なる応答

をしているかもしれない。そこで次に,微粉砕KGMの皮膚免疫応答-の影響を調査した。

マスト細胞上のIgEレセプターの刺激は,ヒスタミン,サブスタンスPおよびキマ-ゼ

など各種の炎症メデイエータ-の分泌を誘導するが45,46)これらのメディェ一夕-は拝み

と掻破を誘起することから47).マスト細胞はADの発症・藩化に重要な役割を担うと考え

られている。ハブテンで皮膚炎を誘導したNC/Ngaマウスの皮膚局所には,サブスタンス

P陽性のマスト細胞と神経線経の高発現が認められ37).また,サブスタンスPの括抗薬
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(BIIF1149C工」)が本マウスの掻破行動と炎症を抑制することが報告されている38)。さらに,

キマ-ゼの抑制薬(SUN-C8257)が本マウスの皮膚炎を著明に抑制することが明らかにさ

れている46)本研究では,微粉砕KGMの摂取によって,皮膚におけるマスト細胞浸潤と

サブスタンスP産生量が有意に減少した(Fig. 15e, Fig. 16d-f, Fig. 17c)ォそれらの結果

は,微粉砕KGMの掻破行動およびAI)症状の抑制作用に,マスト細胞浸潤とサブスタン

スPの減少が強く関与することを示唆している。

NC/Ngaマウスの皮膚炎の自然発症には,ケクイダニ(Myocoptesmusculinusほか)の

寄生の関与が指摘されているが26,39)実際に,マウスの皮膚にダニの寄生が認められた(Fig.

18)c皮膚炎を発症したコントロール群のマウスでは,ダニ(D.ゑrinae)特異IgEおよび

IgGl抗体価の上昇と皮膚局所のTotal IgE量の増加が確認されたが,微粉砕KGM群では

それらの著明な抑制作用がみられた(Fig. 15 f, Fig. 19 a-c)c　これらの知見から,微粉砕

KGMの掻破行動の抑制作用が,表皮バリア機能の破壊とそれに伴う経皮感作の防止に寄与

していると考察することもできるだろう。

NC!NgaマウスにおけるAD病態の特徴のひとつに,表皮の肥厚(過角化症)が挙げられ

るが25), IFN-†によって誘導されるケラチノサイトのアポトーシスが, ADにおける皮膚肥

厚に重要な役割を担うことが明らかにされている48).本研究においても,コントロール群

のマウスでは耳介部の肥大と表皮角化症が観察されたが,微粉砕KGM群ではそれらの著

明な抑制作用がみられた(Fig. 15 d, Fig. 16 a-c)。皮膚局所におけるIFN-1量は,微粉砕

KGM群で統計的な有意差はなかったものの(p=0.064),減少傾向にあった(Fig. 20b)。そ

れらの知見を,全身免疫応答においてみられたIFN-†の抑制作用(Fig. 13b, Fig. 14c)と

併せて考察すれば,微粉砕KGMの表皮角化症の抑制作用に, IFN-γの抑制が深く関与して

いることが示唆された。

NC/Ngaマウスの炎症局所においては, AD患者と同様にIL-10の高い産生が認められる

49,50)また,皮膚表面-の物理的刺激や化学物質による刺激が,表皮のケラチノサイトから

IL-10を高発現させることが明らかにされている51,52)これらの知見から,微粉砕KGMに

よる掻破行動の抑制作用が,NC/Ngaマウスの局所IL-10産生の抑制に強く影響することが

示唆されたo抗原(OVA)によるAD誘発モデルを用いた研究で古事,抗原提示細胞によっ

て産生されるIL-10が,抗原特異的に誘導されるTh2応答ならびに好酸球浸潤に対して重

要な因子となることが指摘されている5D。Th2ケモカインとして知られるTARCは,TNF-α

とIFN-γの刺激によってケラチノサイトから分泌されるが53>, AD患者の場合と同様に本マ

ウスの皮膚局所で高産生が認められる54,55)。 IL-10は,このTARCの産生を増強すること

も明らかになっている53)-さらに, II.・10に対するアンチセンス鎖(オリゴヌクレオチド)を

炎症局所に注入すると, NC/Ngaマウスの病態を著明に改善することが報告されている49)。
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本研究においては,皮膚局所における好酸球の高浸潤ならびにIL-10, I工」 4, IFN-†, TNF-α

およびTAECの著しい産生がコントロール群で認められたが,微粉砕KGM群ではこれら

の応答の著明な抑制作用がみられた(Fig. 17b, Fig. 20)c　これらの結果を上述の知見と併

せて考察すると,微粉砕KGMのIL-10抑制作用が,好酸球浸潤を伴う皮膚炎症とTh2応

答の防止に深く寄与していると考えられた。

しかしながら,実際にはNC/Ngaマウスの病態発現に, Th2応答は必ずしも必要ではな

いことが報告されている27)この事実は,本マウスの病態形成メカニズムを考えるうえで

大変重要であろう0 -方, NC/Ngaマウスの皮膚局所には,マスト細胞が著しく蓄積される

が,これらはIL-4およびIL-5を高産生することが報告されている25)また本マウスの病

態抑制において,マスト細胞浸潤の抑制がとくに重要であるとの指摘もある56)本研究に

おいて,皮膚局所のCD3+T細胞の浸潤を調べたところ,予想外にもADを発症したコント

ロール群では,微粉砕KGM群およびSPF群と比較して,その顕著な減少が認められた(Fig.

21),これに対して,皮膚におけるマスト細胞浸潤とIL-4およびTNF-αの産生量は,微粉

砕KGM摂取群で有意に抑制されていた(Fig. 20a, e)。 IgE刺激応答によって, TNF-αが

マスト細胞から分泌されることは良く知られている57).ごく最近の研究では,皮膚に誘導

されたTSLP (Thymic stromal lymphopoietin)の刺激によってマスト細胞が活性化され

ると,それらがTh2サイトカインを高産生し, T細胞非依存的な炎症を惹起することが明

らかにされている58)。これらの知見から総合的に考察すれば, NC!Ngaマウスの局所炎症

応答は主として「マスト細胞応答」に起因している,と考えることができ,また微粉砕KGM

によるAD抑制作用には, Th2細胞よりもむしろやスト細胞の応答抑制が関与していると

推察された。

本研究の中ではまだ明らかにできていないが,全身的な免疫応答の調節において,消化

管での粘膜免疫応答-の関与が考えられるO経口摂取された食品成分に対して最前線の応

答を担う消化管応答は,微粉砕KGMの作用メカニズムを考えるうえでも無視することは

できない。近年では,免疫系を介して生体に良い影響を与えるプロバイオティクスが多く

報告されているが59,60), KGMを始めとした食物繊維は,腸内細菌叢を改善するプレバイオ

ティクスとして注目されるようになっている61,62)

高粘性KGMの摂取は,大腸におけるBi&dobacteriumやLactobacillusの菌数を増加さ

せるが17,18,63)低分子化したKGMではその作用が増強されることが報告されている18)

またKGMの摂取が,盲腸の内容物重量を増加させ,腸管でのIgA産生を増強することな

どが明らかにされている23¥ Kalliomakiらは小児のアトピー患者では,健常小児と比較し

て糞便中のBifidobacteriumが少なく,逆にClostridiumの割合が多くなっていることを

報告している64)またアレルギー症状を有する妊娠中の母親と出産後の乳児に,乳酸菌
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(LactobacillusrhaminosusGG)を経口投与すると, 2歳までに乳児がアトピー性皮膚炎

を発症する割合が半分になったことを報告している65).微粉末化されたKGMの摂政では,

その表面積の増大によって腸内細菌や酵素-の接触が増し,大腸内における醗酵分解を受

けやすくなる,と推定できる。実際に,微粉末化した小麦ふすまを摂取すると,大腸内で

の醗酵効率が増強され,便通が促進されることが報告されている66)。本研究においても,

各種KGMの摂取により,盲腸内容物の増加が認められた。微粉砕KGMのAD抑制作用

が,造粒処理によって消失した結果は,全身的な免疫応答の調節に腸管内での醗酵分解の

され易さが影響することを示唆しているのかもしれない。ごく最近の研究では,腸管での

抗原刺激によって,未熟T細胞がFoxp3を発現し,腸間膜のCD103十樹状細胞との相互作

用から制御(抑制)性T細胞に分化することなどが明らかにされている67).今後は,摂取

された微粉砕KGMの腸管内における分解(醗酵)反応,またそれに伴って得られた産物

による粘膜免疫応答-の刺激作用,などについての解明が重要であろう。さらに微粉砕

KGMによるダイレクトな物理的刺激の作用についても,検討の必要があるだろう。
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【第3章】　微粉砕KGMのアレルギー性鼻炎抑制作用に関する検討

前章でのADモデル(NC/Nga′マウス)を用いた検討から,抗アレルギー食品素材として

微粉砕KGMが有用であることが示唆された。しかしながら,本モデルは病態の誘発因子

が明確でないこともあり,免疫調節のメカニズムを考えるうえでは,感作抗原が明確な系

での検討が肝要である。また,その他のI型アレルギー疾患モデルでの有効性の調査は,

産業-の応用を図るうえで大変有意義である。本章では,卵白アルブミン(OVA)をマウ

スに免疫・点鼻感作する系を用いて,微粉砕KGMの抗原(OVA)特異的な免疫応答-の

影響を調べるとともに,アレルギー性鼻炎-の有効性を検討した結果について説明する。

第1節　実験の材料および方法

実験動物および飼料

4週齢の雌性BALB/Cマウスを,日本チヤールスリバー株式会社(横浜)より購入した。

1群6匹に分け, 23土3℃, 12時間ごとの明暗サイクルで,各種の飼料と滅菌水を自由摂

取させ, SPF環境下にて8週間飼育した。

第1章および第2章での研究と同様に,飼育飼料は,コントロール飼料(MF,オリエン

タル酵母工業)に微粉砕KGM (PKGM, Z-p)または高粘性KGM (HV-KGM, PA)を5

重量%の割合で添加したものを使用した。

感作プロトコールおよびアレルギー性鼻炎症状の評価

鼻炎モデルの免疫・感作プロトコールは, Miyaharaらによって報告されている方法68)

を参考に実施した0 7週齢と9週齢において(飼育開始から3および5週後), 20 ngの抗

原(OVA, Sigma)と2.25 mgのAlumアジュバント(LSDの懸濁液100 |ilを,マウス

の腹腔内に投与した。追加免疫の2週間後(11過齢)から, OVA溶液(25mg/mlsolution

inPBS)をマウスの両鼻腔内に10nlづつ(合計20|il)滴下し,点鼻感作を行った。なお,

点鼻感作は,毎日1回,麻酔をかけずに行い,合計11回実施したOネガティブコントロー

ルとしてPBSを用い,同様に腹腔内投与ならびに点鼻感作を行った。

マウスのくしゃみ症状を,アレルギー性鼻炎症状として評価した。点鼻感作の後,マウ

スをすぐに観察用のゲージに入れ, 5分間あたりのくしゃみ回数をカウントした。

血渠中の総抗体量およびOVA特異抗体価の分析

最後の点鼻感作(11回目)の翌日に採血を行い,血祭サンプルを得た。血祭中のTotal IgE,

IgGlおよびIgG2a量を,前章と同様にサンドイッチELISA法によって分析した。また,

抗原(OVA)特異IgGl, IgG2aおよびIgE抗体価をELISA法で分析した。以下に分析の
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手順を示す。

ELISAプレートにBicarbonateバッファー(0.1 N NaHC03, pH9.2-9.5)で希釈した

OVA溶液(100帽/ml)を50 jil入れ, 4℃で一晩静置したoプレートを洗浄し,ブロッキ

ング処理を1時間行った後,ブロッキングバッファー(3%skimmilk+ 1%BSAinPBS)

で希釈した血祭サンプル(IgGl, ×500 ;IgG2a, ×500;IgE, ×10)を50^1添加し, 4℃

で一晩反応させた。プレートを洗浄した後, 250倍希釈した検出用抗体(biotinylated rat

antrmouse IgGl, IgG2a, IgE mAbs, BD Pharmingen)を50 jil加え,室温で2時間反応

させたOその後, 1000倍希釈したAKP-streptavidin (Pharmingen)を50 nl加え,室温

で1時間反応させた。最後に,プレートを充分に洗浄し, Attophos⑧fluorescent substrate

system (Promega)を用いて蛍光強度を測定した。

細胞培養およびサイトカイン産生量の分析

牌細胞の調整と培養

前章での実験と同様に,採血後各群のマウスから牌臓をシャーレ内-摘出した。ピンセ

ットでそれぞれの実質細胞を扱き出し,コニカルチューブ-採取した。牌細胞は> lysis

buffer (150mMNH4Cl; 15 mMNaHCOs, 0.1 mMEDTA2Na,pH 7.3)により,赤血球を

取り除いた。それぞれ得られた細胞は, PBSで洗浄した後,抗生物質(100 U/mlpenicillin

および100 )j.g/mlstreptomysin), 2-メルカプトエタノール(50pM)および10%牛胎児血

清を添加したRPMI-1640 medium(Sigma)に懸濁した。その後,生細胞数(4× 106 cells/ml)

と抗原刺激濃度(100ng/ml)を調整し, 37℃, 5-/。C02の条件下で4日間(96時間)培養

した。

4日間培養した後,培養液をコニカルチューブ-移した。遠心分離(1500rpm, 5分間)

により,細胞を取り除き,培養上清中のサイトカイン産生量(IL-4,IL-5.IL-13およびIFN-†)

をサンドイッチELISA法で分析した。

サイトカイン(IL-4, IL-5およびIFN-γ)の分析で使用する,固相用抗体,検出用抗体

およびスタンダードは,全てBDBiosciencesPharmingenから購入したものを用い,試薬

は前章における血中TotalIgE量の分析で記載したものと同じものを使用した。また,サン

ドイッチE工」ISAも,前章と同様にBDPharmingenの推奨するプロトコールに従った。ま

た, IL-13の分析は　Mouse IL-13 Duoset Kit (R&D Systems)を用いて分析した。

鼻局所のマスト細胞の観察

マウスの頭部を10%ホルマリン溶液に浸漬し, 2日以上固定した。脱灰処理をした後,

前章と同様に鼻腔周辺部の組織をパラフィンに包埋した。トルイジンブルー染色によって,
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鼻局所に浸潤したマスト細胞を観察したc 400倍視野あたりの細胞数をカウントし, 6視野

の合計値を評価した。

統計ft・'蝣fir一行

得られたデータは,平均値±標準誤差(SE)で示した。各群間の有意差は,Student'st-test

によって検定した。
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第2節　結　果

本章では,微粉砕KGM (PKGM)のアレルギー性鼻炎症状-の有効性とともに,抗原

(OVA)特異的な免疫応答-の影響を調査した。本実験のプロトコールを, Fig. 22 aに示

す。

追加免疫の2週間後から,マウスにOVAの点鼻感作を行い,即時型反応であるくしゃみ

症状-の影響を調べた。その結果を, Fig. 22 bに示す　OVA/Alum懸濁液を腹腔内投与し

たコントロール群では, 8回目の点鼻感作以降に,くしゃみ症状の著しい増加が観察された

が,微粉砕KGM群ではそれらの著明な抑制作用がみられた。本モデルにおいては, NC!Nga

マウスのAI)症状に対しては抑制作用のなかった高粘性KGM (HV-KGM)においても,

くしゃみ症状の有意な抑制作用がみられた。しかしながら,微粉砕KGMと比較すればそ

の活性は弱い傾向にあった　PBSを腹腔内投与した群では,いずれの群においてもくしゃ

み症状は殆ど観察されなかった.これらの結果から,アレルギー性鼻炎症状を予防する機

能性食品素材としても,微粉砕KGMが有用であると示唆された。

抗原特異的な免疫応答に対する微粉砕KGMの影響を調査するため,次に各群における

血祭中の抗体価を, ELISA法によって分析した。最後の点鼻感作の翌日に採血を行い, OVA

特異IgE, IgGlおよびIgG2a抗体価に及ぼす影響について調べた結果を, Fig. 23 aに示

す。また, Total抗体量について分析した結果を, Fig. 23bに示す。コントロール群では,

OVA特異IgE抗体価ならびにTotal IgE量の著明な上昇がみられたが,微粉砕KGM群で

はこれらの有意な抑制作用が認められた。また,同様に高粘性KGM群においてもOVA特

異IgE抗体価の有意な抑制効果がみられ, Total IgE量も統計的な有意差はなかったが

(p=0.07),減少傾向にあった。一方,本モデルにおいては, OVA特異IgGl/TgG2a抗体価

ならびにTotal IgGl/TgG2a量に微粉砕KGMの摂取は影響しなかった。これらの結果から,

微粉砕KGMの摂取が,本鼻炎モデルにおいてはIgE抗体応答をより選択的に抑制する作

用をもつことが明らかになった。

第2章でも触れたが, Thl/Th2応答の両者は,互いに産生するサイトカインによって,

相互の応答を抑制的に制御しており,これらの応答は,抗体産生の制御に大きな影響をも

つことが知られている。微粉砕KGMが,抗原特異的なIgE応答をどのような機序で抑制

しているかを調べるため,次に, OVA特異的なサイトカイン産生能を調査した。各群から

調整した牌細胞を, OVAで4日間培養刺激した後,サイトカイン(I工」-4, IL-5. IL-13, IFN-γ)

産生量を分析した(Fig. 24)。微粉砕KGM群および高粘性KGM群におけるThl

(IFN-γ)!Th2 (IL-4, IL-5, IL-13)サイトカイン量は,いずれもコントロール群と同等の産生パ

ターンを示したo　これらの結果から,微粉砕KGMのIgE産生抑制作用は, Thl/Th2バラ

ンスの制御によらない,新たなメカニズムによって誘導されることが示唆された。
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Fig. 22. Dietary pulverized KGM (PKGM) prevents the development of nasal

sneezing in BALB/c mice upon sensitization with OVA. (a), Experimental scheme.

Four-week-old BALB/c mice were continuously fed a PKGM- or HV-KGM-containing

diet. Three weeks later, those mice were immunized and intranasally challenged with

OVA, as described in "Materials and Methods", (b), The numbers of sneezes per 5 min

were counted just after nasal challenge with OVA. Values are expressed as meansア

SE with six mice per group. ☆P< 0.05,ままP< 0.01, ***P< 0.001, vs. control OVA/OVA

mice.mice
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IgE response and total IgE Levels upon sensitization with OVA. After the eleventh

nasal challenge, plasma samples were collected from each group of mice, and antibody

responses were analyzed by ELISA. (a) O"VA-specific IgE, IgGl, and IgG2a responses.

(b) Total immunoglobulin levels. Values are expressed as means土SE with six mice per

group. *p < 0.05, **p < 0.01, vs. control OVA/OVA mice.
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Fig. 24. Dietary KGM did not affect Thl/Th2 cytokine production by splenocytes

from OVA-sensitized mice.

Total splenocytes from KGM-fed mice after the eleventh nasal challenge were

stimulated with OVA for 96 h, and IL-4, IL-5, IL-13, and IFN-y levels in the culture

supernatant were quantified by sandwich ELISA, as described in "Materials and

Methods". Values are expressed as means土SE with 6 mice per group.
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くしゃみ症状の抑制作用を示したKGMが,鼻局所の炎症応答にどのように影響してい

るかを調査するため,次にマスト細胞の浸潤を観察した。その結果をFig.25に示す。コン

トロール群では,点鼻感作によってマスト細胞の著明な浸潤が観察されたが,微粉砕KGM

(PKGM)群では有意な減少が確認された。高粘性KGM (HV-KGM)群においても,マ

スト細胞浸潤の有意な抑制効果がみられたが,その作用は微粉砕KGM群においてより顕

著であった。
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Fig. 25. Inhibitory effects of pulverized KGM (PKGM) on the accumulation o王

mast cells in the local nose of OVA-sensitized mice. Numbers of mast cells in

nasal sections were counted as described in Materials and Methods. Values are

expressed as meansアSE with 6 mice per group. *p < 0.05, **p<0.01, vs. control

OVA/OVA mice.
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第3節　考　察

本章では,微粉砕KGMがアレルゲン(OVA)特異IgE応答を抑制し,アレルギー性鼻

炎の発症予防効果を有することを明らかにした。

前章におけるアトピー性皮膚炎(AD)モデル(NC/Ngaマウス)を用いた検討では,そ

の抑制作用は高粘性KGM (KPおよびPA)の摂取ではみられず,また,造粒処理によっ

て微粉砕KGMの活性は消失した。そのため, KGMの抗アレルギー作用には,粘度特性に

加えてその粒子径が重要な役割をもつことが示唆された。しかしながら,本実験(鼻炎モ

デル)においては,その活性が微粉砕KGMと比較すれば弱いものの,くしゃみ症状の有

意な抑制作用が,高粘性KGM (HV-KGM)群においても観察された(Fig.22)。この高粘

性KGMにみられた作用の違いから, BAI」B/CマウスにOVA特異的に誘発される鼻炎症状

とNC/NgaマウスにみられるAl)症状では,その発症メカニズムが明確に異なることが示

唆された。実際に, OVAで惹起されるマウスの鼻過敏応答にはIL-13と同様にマスト細

胞上のIgEレセプター(FceRI)からのシグナルが,必須であることが明らかになっている

が68,69), NC/NgaマウスのAD病態の誘導には, IgE産生を始めとしたTh2応答は必ずし

も必要ではない27)これらの知見から,アレルゲンで誘発される鼻炎症状は, IgEとマス

ト細胞を主軸とした応答により依存度が強いと考えられ,またこれらの症状予防に対して

は,高粘性KGMも利用可能であることが示唆された。

本鼻炎モデルにおいて,微粉砕KGMの摂食はOVA特異的IgE産生を著明に抑制したが,

IgGl/TgG2a抗体産生ならびにThl(IFN-y)/Th2(IL-4, IL-5, IL-13)サイトカイン産生には,

影響しなかった(Fig.23,Fig.24),これらの結果から,微粉砕KGMのIgE産生抑制作用

は,従来から良く知られるThl/Th2バランスの是正によるものではなく,新たなメカニズ

ムによって誘導されることが示唆された。

NC/Ngaマウスにおける検討では,微粉砕KGMの摂取によって血祭中のTotalIgEおよ

びIgGl量がいずれも有意に減少した(Fig.9,Fig. 14)c　また,表皮ケラチノサイト抽出物

の連続皮内投与は, BALB/Cマウスに顕著なIgE/IgGl応答を誘導するが,微粉砕KGMの

摂取はこれらの応答をいずれも有意に抑制することが判っている(Oomizuら,参考論文2)0

本鼻炎モデルにおいては,微粉砕KGMがIgGl産生には影響せずIgE応答のみを選択的に

抑制したが,この抗体産生-の調節作用の違いに関する理由は,今のところ明らかでない。

病態の発症メカニズムや実験条件の相違が影響すると充分考えられるが,本鼻炎モデルに

みられる選択的なIgE抑制が, _どのようなメカニズムで誘導されるかについての考察は重

要であろう。

B細胞のIgE産生-のクラススイッチを特異的に抑制するサイトカインとして, Il」・21

が知られている70)。 IL-21は, Th2細胞-の分化やCD4+T細胞によるIL-4産生に対して
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は影響しないが, IL・4とCD40Lの刺激で誘導されるB細胞からのIgE産生を特異的に抑

制する。また, I工」・21レセプターの欠損マウスにおいては, IgE産生が増強されることが明

らかになっている71).ごく最近の研究では,活性化NKT細胞によって分泌された王L-21

がBsl田胞にアポトーシスを誘導し, IgE産生を抑制することなどが報告されている72)ま

た,樹状細胞がIgE産生-のクラススイッチを選択的に抑制することが,Obayashiらによっ

て報告されている73)-　これらの知見から,微粉砕KGMの本モデルでのIgE抑制作用が,

II.・21の産生調節を介したものであることや,腸管粘膜で刺激を受けた樹状細胞によって媒

介されることなどが想定できるが,これらに関する今後の検討が必要であろう。

前章において, NC/Ngaマウスの皮膚局所における炎症応答(マスト細胞/好酸球浸潤ほ

か)が,微粉砕KGMの摂取により幅広く抑制されることを述べた。本鼻炎モデルにおい

ても,鼻局所におけるマスト細胞浸潤が,微粉砕KGM群において有意に抑制された(Fig.

24)ォ　本モデルの鼻過敏症の誘導には,マスト細胞上のIgEレセプター(FceRI)からのシ

グナルが必須であることから68)微粉砕KGMの鼻炎抑制作用には, IgE応答だけでなく

マスト細胞浸潤などの幅広い炎症応答の抑制作用も関与することが推察された。
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【第4章】　KGMの自己免疫応答に及ぼす影響

前章での研究において, NC!Ngaマウスの全身免疫応答におけるThl!rh2応答を,微粉

砕KGMがいずれも抑制していたことから,自己免疫病態の予防にも有効であることが推

察された。 NC/Ngaマウスは,現在, ADのモデル動物として認知されているが,元々は,

全身性エリテマトーデス(SLE)などの自己免疫疾患モデルとして考えられていた背景が

ある24,74,75)本章では,皮膚炎を発症したNC!Ngaマウスが,頚部リンパ節症と牌塵を併

発し,自己抗体およびBAFFを高産生すること,さらに微粉砕KGMがこれらの自己免疫・

炎症応答を著明に抑制することについて述べる。続いて, SLEのモデルマウス(MRL/lpr)

においてその有効性を調べた結果を報告するが,この中では,予想外にも高粘性KGMが,

その自己免疫症状を著明に抑制することを見出した。そこで次に,各種の自己免疫疾患を

予防する機能性食品素材としては,高粘性KGMの利用が期待できることに関して考察す

る。

第1・節　Nc/Ngaマウスの自己免疫症状に対する徴粉砕KGMの抑制作用

前章における研究の中で,発症したNC!Ngaマウスの手足にリウマチ様の炎症が,まれ

に誘発されることを確認した(Fig.26)ォ本マウスは,元々は,自己免疫性の疾患モデルと

して考えられていた背景からも,これらの関節炎症状には,自己免疫応答が関与すること

が示唆された1970年代には,自己抗体(クームス抗体)の産生や腎障害の併発が確認さ

れているが,その後, NC!Ngaマウスの自己免疫に関する研究は,ほとんど進展がない。幾

らかの研究で,本マウスは,経口トレランスの誘導が破綻していることや, SLEモデルマ

ウス(MRL/lpr)と同様にFcyレセプター2bのプロモーター領域に遺伝子多型の欠失があ

ることが報告されている76,77)

Fig. 26. Representative photographs of joint inflammation in NC!Nga mice with eczema.
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B cell-activating factor of the TNF familiy (BAPF)は, B細胞の分化,生存および抗

体産生に重要な役割をもつ分子として,近年注目されている78-si)。 BAFF過剰発現マウス

では, B細胞増殖によるリンパ腫が惹起され,自己抗体の高産生ならびに腎臓-の抗体沈着

など自己免疫性の病態が誘発される79)また, SLE患者やリウマチ患者ならびにMRL/lpr

マウスにおいて血中BAFF濃度の上昇が報告されている80,82,83)さらに, Thl応答に媒介

される皮膚の遅延型過敏反応が, BAFFの過剰産生によって増強することが明らかにされ

ている84)。上記の知見をもとに,この研究ではNC/Ngaマウスにおけるリンパ節の障害,

血中自己抗体価(anti-dsDNA, rheumatoid factorIgG)およびBAFF産生量を調べるとと

もに,それらの自己免疫・炎症応答に対する微粉砕KGMの影響を調査した0

1-1.　実験の材料および方法

実験動物と飼育

第1章および2章での検討と同様に, NC!Ngaマウス(4週齢, ♂, Conventionalgrade)

を,各飼料と水で9週間飼育した。飼育飼料は,コントロール飼料(MF,オリエンタル酵

母工業)に微粉砕KGM (PKGM, S-pまたはZ-p)または高粘性KGM (HV-KGM, PA)を

5重量%の割合で添加したものを使用した。同週齢のSPF (SpecificPathogenFree)環境

下で飼育したNC/Ngaマウスを,日本SLC株式会社から購入し,ネガティブコントロール

として使用した。

皮膚炎病態,リンパ腫および牌腫の評価

前章での検討と同様に,マウスのAD症状(拝み,出血・紅斑,浮腫,擦過傷,乾燥)

をスコア化によって評価した。

13適齢において,各群のマウスからリンパ節(頚部,上腕,厳か)と牌臓を採取し,戟

察と重量の測定を行った。

血祭中の自己抗体価およびBAFFの分析

4, 8および12週齢において採血を行い,血祭サンプルを得亘。血祭中の自己抗体価

(anti-dsDNAおよびrheumatoid factor IgG)ならびにBAFF量をELISA法によって分

析した。自己抗体価の分析は,レビス⑧Anti-dsDNAマウスELISAキット(シバヤギ,群

局)およびレビス⑧リウマチ因子IgGマウスELISAキット(シバヤギ)を用いて行った。

また, BAFFの分析には　BAFF soluble (mouse) detection set (APOTECH Corporation,

Switzerland)を用いた.分析は,それぞれ各メーカーの推奨するプロトコールに従って実施

した。
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1-2.　結　果

前章における検討と同様に,コントロール群では激しい掻破行動を伴うAD様症状が8

適齢以降に観察されたが,微粉砕KGM (PKGM)群ではこれらの症状(ADスコア)が有

意に抑制された(Fig. 27a)c

NC/Ngaマウスは,IFN-†産生T細胞とプラズマB細胞の蓄積を伴うリンパ節の肥大が,

炎症部位の近隣において観られることが報告されている27)そこでまず,本マウスのリン

パ球増殖応答に対する微粉砕KGMの影響を調査した。 13週齢において,リンパ節(頭部,

上腕および厳か)と牌臓を観察したところ,コントロール群ではSPF群と比較して,頚部

リンパ節と牌臓の著しい肥大がみられた(Fig. 27b)。 NC/Ngaマウスの頭部リンパ節症と

牌腫の病変は,微粉砕KGM群において有意に抑制されていた(Fig. 27 c)c　その他のリン

パ節(上腕および厳か)においても, ADを発症したマウスでは肥大する傾向にあったが,

コントロール群と微粉砕KGM群の間で明らかな差異は認められなかった(データ示提示)。

なお,これらの効果は, AD病態と高IgE血症の抑制作用がみられない高粘性KGM群にお

いては観察されなかった。

次に,血中の自己抗体価(anti-dsDNAおよびrheumatoid factor(RF)-IgG)に及ぼす微

粉砕KGMの影響を調査した。それらの結果を, Fig. 28に示す。皮膚炎を発症する初期段

階(8週齢)では, 4週齢のマウスと比較すれば自己抗体価は幾らか上昇したが,コントロー

ル群と微粉砕KGM群で違いはなかった。 12週齢において,皮膚炎が悪化したコントロー

ル群および高粘性KGM群では,血中のanti-dsDNAおよびRF-IgG抗体価が著しく上昇

したが,微粉砕KGM群ではそれらが有意に減少していた。

SLEを始めとした全身性の自己免疫疾患には, B細胞の成熟などに影響するBAFFの産

生が深く関与することが報告されている78-83)実際, BAFFアンタゴニストの投与によっ

て,マウスのSLE症状や関節炎症状が改善することが知られている80,85,86)そこで次に,

本モデルにおけるBAFFの関与について調査した(Fig. 29)。コントロール群では, 12週

齢において血中BAFF濃度の上昇が認められたが,微粉砕KGM群では有意に抑制されて

いた。

これらの結果から　ADを発症したNC/Ngaマウスが,頚部リンパ腫と牌腫を併発し,自

己抗体ならびにBAFFを高生産すること,またこれらの自己免疫・炎症応答を微粉砕KGM

の摂取が著明に抑制することが明らかになった。
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Fig. 27. Inhibitory effects of pulverized KGM (PKGM) on the development of eczema,

cervical lymphadenopathy, and splenomegaly in NC/Nga mice.

(a) Clinical skin conditions in NC!Nga mice fed with control, PKGM, or HV-KGM diet

(n=5 or 10) and in age-matched SPF NC/Nga mice (n=5) during the experiment. Values

are expressed as mean土SE. ☆j?<0.05, control mice vs PKGM-fed mice.坤:jO<0.01, control

mice vs SPF mice (Mann-Whitney U test), (b) Representative photographs of four

cervical LNs and spleen from NC/Nga mice at 13 weeks of age. (c) The weights of four

cervical LNs and the spleen were significantly inhibited by PKGM feeding. Values are

expressed as mean土SE (n=5). ☆p<0.05, control mice vs PKGM-fed mice. ffijXO.Ol,

control mice vs SPF mice (Student's 」-test).
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Fig. 28. Inhibitory effects of PKGM on the increase in plasma autoantibody levels

in NC!Nga mice.

Plasma anti-dsDNA (a) and rheumatoid factor IgG (b) autoantibodies were

measured by ELISA using a kit from Shibayagi. Values are expressed as mean土

SE, with four 4- and 8-week-old mice or five to eight 12-week-old mice per group.

/xO.05, control mice vs PKGM-fed mice. #p<0.05, control mice vs SPF mice

(student's t-test).

Fig.29.InhibitoryeffectsofPKGM

ontheincreaseinplasmaBAFF
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mice(Student'st七es';t).
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第2節　高粘性KGMの自己免疫応答抑制作用

MRL/mp-lpr!Ipr (MRL/Ipr)マウスは,全身性エリテマトーデス(SLE)の代表的なモデ

ルのひとつとして知られている87)-本系統は,アポトーシスを誘導するFas分子に変異を

有し,リンパ球増殖症,各種の自己抗体産生,糸球体腎炎,皮膚炎および関節炎などを自

然発症するo次に, MRL/lprマウスの自己免疫症状に対する微粉砕KGM (PKGM)およ

び高粘性KGM (HV-KGM)の影響を調査した。

2-1.　実験の材料および方法

実験動物と飼育

4過齢の雌性MRL/mpj-lp叫Dr (MRL/lpr)マウスおよびMRL!mpj-++/++ (MR工」/++)マウ

スを,日本SLC株式会社より購入した　MRL/lprマウスは, 1群6匹に分け, 23土3℃,

12時間ごとの明暗サイクルで,各種の飼育飼料と水を自由摂取させ16週間飼育した。

MR工」/lprマウスを同時にコントロール飼料(マウス飼育用MF,オリエンタル酵母工業)

を用いて飼育し,ネガティブコントロールとして使用した。

前章での研究と同様に,飼育飼料は,コントロール飼料に微粉砕KGM (PKGM,Z-p)ま

たは高粘性KGM (HV-KGM , PA)を5重量%の割合で添加したものを使用した。

リンパ腫および牌塵の評価

20週齢において,各群のマウスからリンパ節(頚部,両脇(上腕+液か),腸間膜)と牌

臓を採取し,観察と重量の測定を行った。

血祭中の自己抗体価およびサイトカインの分析

5および20過齢において採血を行い,血柴サンプルを得た。血祭中の自己抗体価

(anti-dsDNAおよびrheumatoid factor IgG)ならびにサイトカイン(IFN-γおよびBAFF)

量をELISA法によって分析したO自己抗体価の分析は,前節と同様にレビスョAnti-dsDNA

マウスELISAキット(シバヤギ)およびレビス㊥リウマチ因子IgGマウスEI.ISAキット

(シバヤギ)を用いて行ったIFN-†は,マウスIFN-γ 'Femto-HS'ReadySET-Go!

(eBioscience)を用いて分析した。また, BAFFの分析には, BAFF soluble (mouse) detection

set (APOTECH Corporation)を用いた。分析は,それぞれ各メーカーの推奨するプロトコー

ルに従って実施した。
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2-2.　結　果

前節の研究において, ADを発症したNC!Ngaマウスが,頚部リンパ節腫脹と牌腫を併発

し,自己抗体ならびにBAFFを高生産していること,またそれらの自己免疫・炎症応答を

微粉砕KGMが著明に抑制することを明らかにした。そこで次に, SLEモデルマウス

(MRL/Ipr)の自己免疫症状に対するKGMの影響を調査した。

4週齢のMRL/lprマウスに各種の飼料を摂取させ,リンパ球増殖症-の影響を20週齢ま

で経過観察した。その間,各群間における体重増加の差異は認められなかった(Fig. 30)。

コントロール群では,触診によって容易に確認できるリンパ節(頭部および上腕)の肥大

が, 17週齢以降にみられた(Fig.31a)。 20週齢において,マウスの各リンパ節と牌臓を採

取し, KGM,の影響を観察調査した(Fig. 31b)ォそれらの組織重量の測定結果を, Fig. 32

に示す　MRL/lprマウスでは,いずれの群においてもMRL/++マウスと比較すれば各リン

パ節と牌臓の著しい肥大が観察された。予想外にも,微粉砕KGM (PKGM)群ではコント

ロール群と比較して明らかな差はみられなかったが,逆に高粘性KGM (HV-KGM)群に

おいてリンパ球増殖症の有意な抑制作用が認められた。

これらの結果から, NC/NgaマウスのAD症状には抑制効果のなかった高粘性KGMが,

本SLEモデルにおける自己免疫性のリンパ球増殖症を予防する作用をもつことが示唆され

た。
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Fig. 30. Dietary KGM did not affect the gain in body weight in MRL/Ipr mice during

the 16-week experiment. Values are expressed as meansアSE of6 mice per group.
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Fig. 31. Representative photographs of clinical characteristics (a) and of peripheral

lymph nodes, spleen, and mecentric lymph nodes (b) in 20-week-old MRL/lpr mice.
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Fig. 32. Inhibitory effects of highly viscous KGM (HV-KGM) on the development of

peripheral lymphadenopathy, and splenomegaly in MRL/Ipr mice.

The total weight of bilateral arms LNs (a), four cervical LNs (b), mesenteric LNs (c), and

spleen (d) was determined. Values are expressed as mean±SE, with 6 mice per group.

*p<0.05, control mice vs. HV-KGM-fed mice.群fp<0.01, control mice vs. MRL/++ mice

(Student's 」-test).

次に, 5および20週齢のマウスにおける血簾中のTotal IgGlおよびIgG2a抗体量を分

析した結果を, Fig. 33に示す. 20過齢では,いずれの群においても抗体量が増加したが,

各群間でIgGl量に差はみられなかった。一方, TotalIgG2a量に関しては,コントロール

群で顕著な上昇がみられたが,微粉砕KGM群および高粘性KGM群では同様に有意に抑

制されていた。

さらに,血祭中の自己抗体価(anti-dsDNAおよびrheumatoid factor(RF)-IgG)に及ぼ

すKGMの影響を調査した。それらの結果を, Fig.34に示す。 20週齢において,リンパ腫

を発症したコントロール群では,血中のanti-dsDNAおよびRF-IgG抗体価が著明に上昇

していた。しかしながら,これらの自己抗体産生は微粉砕KGM群および高粘性KGM群

においていずれも有意に減少していた。
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Fig. 33. Inhibitory effect of highly viscous KGM (HV-KGM) on the increase in

plasma IgG2a levels in MRL/lpr mice.

Plasma total IgGl (a) and IgG2a (b) levels were measured by a sandwich ELISA. Values

are expressed as mean±SE, with four 5-week-old mice or five 20-week-old mice per

group. *p<0.05, control mice vs HV-KGM-fed mice or PKGM-fed mice. ≠韓p<0.01, control

mice vs MRL/++ mice (Student's Jlest).
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Fig. 34. Inhibitory effects of highly viscous KGM (HV-KGM) on the increase in

plasma autoantibody levels in MRL/Ipr mice.

Plasma anti-dsDNA (a) and rheumatoid factor IgG (b) autoantibodies were measured by

ELISA using a kit from Shibayagi. Values are expressed as meanアSE, with four

5-week-old mice or eight 20-week-old MRL/lpr mice per group. **jd<0.01, ***p<0.001,

control mice vs HV-KGM-fed mice or PKGM-fed mice. ###jd<0.001, control mice vs

MRL/++ mice (Student's t七est).
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SLEを始めとした全身性の自己免疫疾患の誘導には, Thl応答が重要な役割をもつこと

が知られている。また前節でも触れたが, B細胞の成熟などに関与するBAFFが自己免疫

調節に影響することも知られている78-83)。実際, BAFFは炎症局所においてIFN-γで刺激

を受けたマクロファージ,好中球および樹状細胞によって産生されることが判っている

78,81)そこで次に,本モデルにおけるIFN-1およびBAFFの関与について調査した(Fig. 35)c

20週齢においては,いずれの群においても血中IFN-1およびBAFF濃度の上昇が認められ

たが,微粉砕KGM (PKGM)ならびに高粘性KGM (HV-KGM)の摂取はこれらの産生に

影響していなかった。これらの結果から,本SLEモデルにおいてみられる高粘性KGMの

リンパ球増殖症および自己抗体産生の抑制作用は, IFN-1およびBAFFの産生調節によるも

のではないことが示唆された。
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Fig. 35. Dietary HV-KGM did not influence plasma IFN-† and BAFF levels in MRL/lpr

mice.

Plasma IFN-† (a) and BAFF (b) levels were measured by sandwich ELISA. Values are

expressed as mean±SE with 3 mice for 5-week-old mice, or 5-6 mice for 20-week-old mice

per group. ##p<0.01, control mice vs MRL/++ mice (Student's t-teat). ND: not detected.
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第3節　考　察

第2章での研究において, NC/Ngaマウスの全身免疫応答におけるThl/Th2応答を,微

粉砕KGMの摂取がいずれも抑制していたことから,自己免疫病態の予防にも有効である

と推察された。 NC/Ngaマウスは,元々SLEを始めとした自己免疫性の疾患モデルとして

考えられていた背景があるが24,74,75)近年では本マウスの自己免疫に関する研究は,殆ど

実施されていない。そこで第4章では,まずNC!Ngaマウスのリンパ球増殖応答と自己免

疫症状に着目して研究を行った。

ADを発症したコントロール群のマウスにおいて各リンパ節および牌臓を観察したとこ

ろ,頚部リンパ節と牌臓の著しい肥大が観察されたが,それらの病変は微粉砕KGM群に

おいて有意に抑制されていることが明らかになった(Fig.27bおよびC)。また,血中の自

己抗体価(anti-dsDNAおよびRF-IgG)とBAFF濃度を分析したところ, Lコントロール

群ではそれらが著明に上昇していたが,微粉砕KGM群では有意に減少していた(Fig. 28

および29)c

SLEを始めとした全身性の自己免疫疾患には, BAFFの産生が深く関与することが報告

されている78-83)実際に, BAFFアンタゴニストの投与によって,マウスのSLE症状や関

節炎症状が改善されるが80,85,86), BAFFは炎症局所においてIFN-†で刺激を受けたマクロフ

ァージ,好中球および樹状細胞によって産生されることが判っている78,81)また, NC/Nga

マウスの炎症部位近隣におけるリンパ節肥大には, IFN-γ産生T細胞とプラズマB細胞の

蓄積を伴うことが報告されている27)前章での研究において,微粉砕KGMの摂取が

NC/Ngaマウスの皮膚局所における単核球浸潤およびIFN-†産生を著明に抑制することを

明らかにした(Fig. 17および20)c　また微粉砕KGMの摂取は,本マウスの全身免疫応答

における抗体産生(TotalIgGlおよびIgE)ならびにサイトカイン産生(IFN-γおよびIL-4)

を幅広く抑制していた。これらの知見から総合的に考察すれば,微粉砕KGMによる皮膚

局所の単核球浸潤およびIFN-γ産生の抑制作用が, BAFFの抑制にも何らかの関連があると

推察され,これらの現象がNC/Ngaマウスのリンパ球増殖症の防止に深く寄与すると考え

られた。

AD患者においては,各種の自己抗原(表皮ケラチノサイト成分など)に対するIgE陽性

反応も高頻度にみられるが,自己感作がAD病態形成のオーガナイザーとして重要な役割

を演じることが判ってきている88・91).実際に,表皮ケラチノサイト抽出物を同系マウスの

皮下に連続投与するとTh2応答を介した著明なIgE産隼が誘導されるが,微粉砕KGMの

摂取によってこれらの応答が抑制される(参考文献2)。これらの知見と併せて考察すると,

NC!Ngaマウスの皮膚炎病態および高IgE血症の誘導においても,全身性の自己免疫応答

が関与していると推察された。
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MRL/lprマウスは, SLEの代表的なモデルのひとつとして知られている87).次に,微粉

砕KGMおよび高粘性KGMの摂取が, MRL/lprマウスの自己免疫症状にどのように作用

するかを調査した。

微粉砕KGMの摂取は,本SLEモデルにおいてはIgG2aおよび自己抗体(anti-dsDNA

およびRF-IgG)応答を著明に抑制したが,リンパ球増殖応答に対しては影響がみられな

かった。一方,興味深いことに, NC/Ngaマウスの病態には影響しなかった高粘性KGMの

摂取が, MRL/lprマウスにおけるそれらの症状をいずれも著明に抑制することが明らかに

なった(Fig. 31-34),これらの結果から, NC/Ngaマウスにおけるリンパ球増殖症ならび

に自己抗体産生のメカニズムは, SLEモデル(MRL/lpr)マウスのそれらとは明らかに異

なることが示唆された。また,微粉砕KGM群において得られた結果は,抗DNA抗体を始

めとする自己抗体産生が, MRL/lprマウスにおける病態発現に必ずしも必要ではないとい

う見解を92)強く支持するものと考えられた。さらに, Thl応答を介した各種の自己免疫

疾患を予防する機能性食品素材としては,高粘性KGMの利用が期待できることが推察さ

れた。

MRL/lprマウスにおいて食餌性のカロリー制限を施すと,抗DNA抗体産生には影響し

ないが,リンパ球増殖症ならびに糸球体腎炎の発症を著明に抑制することが報告されてい

る93)しかしながら,本実験では各群間におけるマウスの体重増加や食餌摂取量には明ら

かな差はみられなかった(Fig.30)。また高粘性KGMの摂取では,リンパ球増殖症ならび

にIgG2a伯己抗体高産生の両方が著明に抑制されていた。したがって,本モデルにおける

高粘性KGMの自己免疫病態の抑制作用は,これらの食餌制限に関連した作用ではないと

考えられた。

SLEを始めとした各種の自己免疫疾患の誘導に, Thl応答が重要な役割をもつことはよ

く知られている　MRL/lprマウスにおいても, Thl優位の応答が各種の症状を悪化させる

ことや94), IL-12, IFN-γおよびIFN-1レセプターの欠損によってリンパ節症および糸球体

腎炎が著明に抑制されることが報告されている95・97)-実際に,本実験においても血中IgGl

濃度は各群間で差がみられなかったが, IgG2a濃度の著明な上昇がコントロール群におい

て認められた(Fig.33)e　しかしながら,高粘性KGMの摂取は血中のIFN-1濃度に影響し

ていなかった(Fig.35a)<また, BAFFはIFN-1で刺激を受けたマクロファージ,好中球お

よび樹状細胞によって産生されることが判っているが,血中BAFF濃度も各群間で違いが

みられず, 20過齢では同様に上昇した(Fig.35b)。これらの結果から,高粘性KGMの本

SLEモデルにおけるリンパ球増殖症およびIgG2a/自己抗体産生の抑制作用は, IFN-γや

BAFFの産生抑制を介したものではなくその他のメカニズムによって誘導されることが示

唆された。
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ある種の乳酸菌(Lactobacilluscaseistrainほか)の摂取が,マウスにおける発ガンおよ

びコラーゲン誘導関節炎を抑制することが明らかになっているが98,99)腸管免疫系を介し

て高粘性KGMがどのように全身的な免疫バランスの維持に働くかは明らかでない　Toll

like receptorなどを介した自然免疫系での認識過程と,その後の免疫担当細胞間の相互作

用に対し,物性の異なるKGMが一体どのように影響するのであろうか?今後は,これら

の課題も含め,上述の作用がどのようなメカニズムによって発揮されるかについて,より

詳しい解明が重要であろう。さらに,各種自己免疫疾患の予防・緩和食品として産業応用

を考慮すれば,関節リウマチやインスリン依存性糖尿病を始めとするその他の疾患モデル

での検証が有用かもしれない。
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【第5章】　微粉砕KGHを含有する機能性食品の開発

本章では,微粉砕KGMを高含有する機能性(抗アレルギー)食品の形態に関する検討,

またその安全性・有効性などについて触れ,最後にこれまでの研究成果と今後の課題につ

いて総括する。

第1節　微粉砕KGMを高含有する食品形態の検討

生理機能の充分な発現と摂取の容易さなどを考慮すれば,食品形態としてサプリメント

(錠剤)が第-の候補に挙げられた。そこで生産コストなども考慮して,微粉砕KGM (S-p)

を高含有する錠剤の作製を検討した。

微粉砕KGM (S-p)を60-80重量%の割合で添加し,賦形剤にセルロースを用いて錠

剤を作製したところ,微粉末は打錠の際に凝集性が強く,崩壊性が悪くなるという問題が

あった。錠剤としての機能を発揮するためには,一般に30分以内の崩壊が重要であるとい

われていることから,崩壊性を一つの品質の目安として各種崩壊剤の添加と賦形剤の使用

を検討した。その結果,ゼラチンの添加が崩壊性を高めることがあきらかとなり,賦形剤

としてマルチトールまたは寒天の使用が有効であることが判った。配合条件の検討を行い,

錠剤に75%の微粉砕KGMを含有させることが可能になった。錠剤以外にも,パン類,め

ん類および菓子類など-の応用が可能になっている。ゼラチンとマルチトールを使用した

錠剤の基本品質をTable 3に示す。また,錠剤の外観写真をFig. 36に示す。本錠剤は, 1

日9粒で約2.0gのKGMを摂取することができるoJ

Table 3. General quarities of respective tablets containing fine KGM (S-p).

KGM tablets

No.　　　　　No.2　　　　　No.3　　　　　No.4

Pulverized KGM (S-p)　　　60.0 %

Maltitol　　　　　　　　　　23.5　%

Gelatin　　　　　　　　　　15.0　%

Lublicants 1.5%

70.0　%　　　　75.0　%　　　　80.0　%

13.5　%　　　　8.5　%　　　　　3.5　%

15.0　%　　　15.0　%　　　15.0　%

1.5%　　　　　1.5%　　　　　1.5%

Weight (mg)　　　　302±1.3　　305±1.8　　305±1.　　302±1.5

Hardness (kg)　　　7.1±0.4　　8.7±0.4　　8.6±0.　　8.2±0.5

Thickness (mm)　　　5.6±0.1　　5.4±0.1　　5.5±0.1　　.5±0.1

Disintegration (time)  19 min.　　20 min.　　21 min.　Over 30 min.

Friction loss (%)　　　.9　　　　　0.　　　　0.3　　　　　0.4
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Fig. 36. Tablets containing

丘ne KGM (S-p).

第2節　徹粉砕KGMの安全性と有効性

微粉砕KGM (S-pおよびZ-p)の急性経口毒性試験をOECD Guidelines for the testing

of Chemicals 401(1981)に準拠して行った。試験群に5,000 mg/kgの検体を用い,対照群

には溶媒対照として綿実油を使用した。それぞれを雄雌マウスに単回投与した後, 2週間観

察を行った。観察期間中に死亡例は認められなかったことから,微粉砕KGMのLD50値

は　5,000mg,/kg以上であると考えられた。

KGMは伝統的な食素材のひとつであることからも,その安全性は充分にあると考えられ

る。実際に,ヒトでの試験において,上記の各食品形態における安全性は確認しているが,

その抗アレルギー作用に関する確かな根拠はまだ得られていないo錠刺(微粉砕KGM,S-p)

の3ケ月間の摂取によって,アレルギー性鼻炎患者におけるくしゃみ症状の緩和作用が,

数例で認められている100)-これらの結果は,抗アレルギー食品素材として微粉砕KGMが

産業応用できることを期待させるものであるが,今後はヒトでの有用性に関してより多く

の臨床例を得るとともに,免疫調節における詳細な作用メカニズムの解明が,肝要であろ

う。
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第3節　研究総括

本研究の主な目的は,各種KGMの免疫調節作用の詳細を明らかにして,免疫関連疾患

の予防および緩和食品として産業的な応用を図ることであった。とりわけ,微粉砕を施し

た易水溶性KGMの抗アレルギー食品-の応用が,素材の利便性(コストほか)と新たな

生理作用(用途)の探索,という観点からとくに重要な課題であった。

花粉症やアトピー性皮膚炎(AD)に代表されるI型アレルギー疾患は,近年,先進国を

中心に急増しており,大きな社会問題にもなってきている。第1章では,各種KGMの抗

アレルギー素材としての有用性を, ADモデルマウス(NC!Nga)を用いて検討した。この

中で,微粉砕を施したKGMの摂取がAI)様の病態進展ならびに高IgE血症を著明に抑制

することを見出した。こんにゃく精粉および高粘性KGMの摂取では影響がみられず,ま

たこれらの作用が造粒処理によって消失したことから, KGMの抗アレルギー作用は,粘度

特性に加えて粒子径が重要な役割をもつと推察された。

血糖値やコレステロールの上昇抑制作用を始めとして,これまで知られているKGMの

有益な作用の多くは,高粘性を有するほどその活性が強いという特徴があった。そのため,

第1章で見出したAD抑制作用は,微粉砕KGMの機能性食品素材としての応用や,免疫

調節機能に関する研究の展開を考慮すれば,大きなセレンディピティを引きだせたものと

考えている。

第2章では,微粉砕KGMのAD抑制における作用メカニズムの一端を明らかにした。

「Thl応答増強効果」を謳い文句に,食品成分の抗アレルギー作用が続々と発表されだし

ていたこともあり,微粉砕KGMの摂食が,全身免疫におけるIL-4およびIFN-γ産生をい

ずれも抑制していた結果は,驚きとともに興味深い知見であった。如何せん, NC/Ngaマウ

スのAD発症機構が研究途上にあることからも,そのメカニズムの説明が満足にできない

部分もあったが,本マウスの病態発現にTh2応答が必ずしも必要ではないこと27)やAI)の

慢性期ではThl応答が炎症に関与すること41)また最近ではsuperThl細胞によるアレル

ギー炎症誘導能101)が明らかにされた。微粉砕KGMのAD抑制作用は, Thl/Th2バランス

の是正ではなく,本モデルにおける過剰な免疫応答にトレランスを誘導することが関与す

ると推察されたが,とくにIFN-1抑制作用が重要であると結論した。

続いて, NC!Ngaマウスの掻破行動と皮膚局所における免疫・炎症応答に着目し,微粉砕

KGMの影響を調査した。微粉砕KGMの摂食は,皮膚炎症と高IgE産生のみられない早期

から本マウスの掻破行動を著明に抑制していた。また,微粉砕KGMが皮膚局所の免疫・

炎症応答(表皮肥厚,マスト細胞と好酸球の高浸潤,サブスタンスPおよび炎症性サイト

カイン(IL-10,IL-4およびTNF-a)の高産生)を幅広く抑制することを明らかにしたが,

驚いたことにADを発症したマウスの皮膚では, CD3陽性T細胞の浸潤が殆ど観察されな
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かった。実際,本マウスの皮膚局所には移しい数のマスト細胞とその脱頼粒が観察される

が,マスト細胞がIL-4およびIL-5を高産生し, ADの誘導に重要であることが指摘されて

いる25,56)したがって,本マウスの掻破行動と局所の炎症応答は,主としてマスト細胞応

答に起因するものではないかと推察した。また,微粉砕KGMのAD抑制作用において,

皮膚局所ではTh2応答よりもむしろマスト細胞応答の抑制が重要な役割をもっているだろ

うと結論した。

第3章では,抗原(アレルゲン)の免疫・点鼻感作モデルを用いて,抗原特異的なIgE

応答の抑制作用およびアレルギー性鼻炎の予防効果を,微粉砕KGMが有することを明ら

かにした。錠剤(微粉砕KGM, S-p)の摂取によって,アレルギー性鼻炎患者におけるく

しゃみ症状の緩和作用が数例で認められている100).そのため,微粉砕KGMの産業応用と

いう点を考慮すれば,ここでの研究は大変有意義なものであったと考えている。本鼻炎モ

デルにおける検討では,抗原特異的なIgGl/TgG2a抗体応答およびThl/Th2サイトカイン

応答に,微粉砕KGMが影響しなかった。そのため, NC!Ngaマウスでみられた作用との違

いを始めとして,これらのメカニズムに関する研究が,今後肝要と考えている。

第4章では,皮膚炎を発症したNC/Ngaマウスが,頚部リンパ節症と牌塵を併発し,自

己抗体(anti-dsDNAおよびRF-IgG)およびBAFFを高産生すること,さらにこれらの免

疫・炎症応答を,微粉砕KGMの摂取が著明に抑制することを明らかにした。本マウスの

自己免疫に関する研究が,近年殆ど実施されていないことからも,表面的ではあるが類の

少ない研究ができたと考えている。実際に, AD患者では自己成分による炎症反応もしばし

ば観察されるが88-91)自己免疫応答がADの病態発現にどのように関与しているかのメカ

ニズムを,より詳細に明らかにする必要があるだろう。

続いて,全身性エリテマトーデス(SLE)のモデルマウス(MRL/lpr)において有効性を

調査したところ,微粉砕KGMの摂取は,本モデルのIgG2a/自己抗体の高産生は抑制した

が,リンパ球増殖症に対する影響はなかった。予想外にも,これらの症状を高粘性KGMの

摂取がいずれも抑制することが明らかになったが,その摂取が全身のIFN-γおよびBAFF

産生に影響することはなかった。これらの結果から, NC/Ngaマウスにおけるリンパ球増殖

症ならびに自己免疫症状のメカニズムが, SLEモデル(MRL/lpr)におけるそれとは明ら

かに異なるものであると結論した。さらに, Thl応答を介した各種の自己免疫疾患を予防

する機能性食品素材としては,逆に高粘性KGMの利用が期待できると推察された。

第5章では,産業応用する上で最も重要である機能性を維持した食品形態の検討を行い,

微粉砕KGMを高含有する錠剤の作製を可能にした。また,パン類,めん類および菓子類

など-の応用も可能にしているが,ここでの研究成果は,清水化学株式会社殿の尽力によ

るものが大半であることを明記しておきたい。素材の安全性は充分検証されていることか

蝣72-



Nobukazu ONISHI

らも,今後,ヒトでの有用性に関してより多くの臨床例を得るとともに,免疫調節作用の

より詳細なメカニズムの解明が肝要であろう。

本研究の中で,微粉砕(易水溶性) KGMの摂政が, I型アレルギーにおける炎症反応を

幅広く抑制できることを明らかにした。またこれに対し,従来から良く知られる高粘性

KGMには,自己免疫応答を抑制する作用があることを見出した。今後は,各種の免疫疾患

を予防・緩和する機能性食品素材として,これらの産業応用が期待できるだろう。

光陰矢のごとしであるが,著者がKGMの免疫調節能に関する研究をスタートして, 9年

目を迎えている。この間,市場の拡大とともに,食品成分に対する応答を免疫学的に捉え

る研究が,急速な拡がりをみせてきた。このような時勢の高まりは,科学と産業の発展を

考慮すれば喜ばしいことと思っているが,残念なことに,食品の生理機能を紹介するテレ

ビ番組のデータ担造事件102)や効能の過大広告など,弊害も出てきているO確固たる科学的

根拠をもった製品とともに,それらに関する確かな情報をどのように提供するかが,今後

の大きな課題であるだろう。

「医食同源」が叫ばれている。各種疾病の予防とセルフケアに役立っ食品の機能性研究

は,知的な日本型食文化の再構築という観点から,さらに発展することを期待している。

微粉砕を施したKGMが,こんにゃく(食品)産業の発展においてひとつの布石になるこ

とを期待し,今後さらに研究を広げたいと考える。また,免疫・アレルギー疾患の克服を

目指して,複雑な免疫ネットワークの謎を少しでも解き明かし,社会に貢献していきたい。
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