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研究成果の概要（和文）：疫学研究や動物実験の結果から、魚油の抗アレルギー効果が示唆されているが、詳細
なメカニズムについては、不明な点が多く残されている。そこで、魚油成分の一つであるドコサヘキサエン酸
（DHA）に着目して本研究を実施した。その結果、DHAの代謝物の一つであるドコサヘキサエノイルエタノールア
ミド（DHEA）がアレルゲンによるマスト細胞の活性化を抑制することを発見した。さらに、花粉症モデルマウス
にDHEAを経口投与した結果、花粉症の症状が緩和されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Results of epidemiological studies and animal experiments suggest an 
anti-allergy effect of fish oil; however, its underlying mechanism still remains unclear. To 
elucidate the mechanism of action of the anti-allergy effect of fish oil, this study was conducted 
based on docosahexaenoic acid (DHA), an ingredient of fish oil. The result revealed that 
docosahexaenoyl ethanolamide (DHEA), a metabolite of DHA produced in our body, suppresses 
antigen-induced mast cell activation. In addition, oral administration of DHEA mitigated an allergic
 symptom of pollinosis model mice.

研究分野： 食品機能学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の実施により、魚油のアレルギー症状緩和効果は、主成分の一つであるDHAのはたらきだけでなく、それ
が私たちの体内で変換されて生じる代謝物の一つであるDHEAのはたらきも重要である可能性が示唆された。ま
た、DHEAの経口投与によって、花粉症モデルマウスのアレルギー症状が緩和されたことから、DHEAを活用した医
薬品や保健機能食品の開発などの応用展開の可能性が考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
アレルギーは現代の日本人にとって最も身近な疾患の一つである。アレルギーが原因で生じ

る疾患にはアレルギー性鼻炎、気管支喘息、アトピー性皮膚炎、花粉症などがある。なかでも花
粉症は国民の３人に１人が罹患しており、国民病といわれている。抗ヒスタミン剤等の薬剤が症
状緩和に使用されるが、眠気、口渇、頭痛などの副作用を伴う場合が多い。そのため、副作用を
伴わないアレルギー症状緩和手段への期待が大きい。 
 
近年、食品の生体調節機能（三次機能）に関する研究の進展から、食品成分の一部がアレルギ

ー症状を緩和する抗アレルギー効果をもつことが明らかになってきた。食品は継続的に摂取で
き、副作用がほぼ生じないため、抗アレルギー効果を有する食品やその成分は、薬剤の副作用に
悩む多くのアレルギー患者への福音となりうる。 
 
疫学研究や動物実験の結果から、魚油に抗アレルギー効果があることが示唆されている。魚油

の抗アレルギー効果の作用メカニズムについては、いくつかの仮説が発表されているが、未だ明
確になっていない。そこで、魚油の抗アレルギー効果の作用メカニズムを解明するために、研究
代表者は魚油の主成分の一つであるドコサヘキサエン酸（DHA）に着目して予備実験を行った。
その結果、DHA の代謝物の一つであるドコサヘキサエノイルエタノールアミド（DHEA）がマスト
細胞の脱顆粒を抑制することを見出した。そこで本研究では、魚油代謝物である DHEA のアレル
ギー症状緩和効果を検証し、その作用メカニズムの解明を試みた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は下記の二点である。 

 
(1) DHEA の抗アレルギー効果の検証：アレルギー反応のエフェクター細胞であるマスト細胞／
好塩基球に与える DHEA の効果を検証する。さらに、アレルギーモデルマウスを作製し、DHEA の
経口投与による抗アレルギー効果を検証する 
 
(2) DHEA の抗アレルギー効果の作用メカニズムの解明：細胞生物学的・生化学的手法を用いて、
DHEA が細胞内シグナル伝達等に及ぼす影響を評価し、DHEA の抗アレルギー効果の作用メカニズ
ムを解明する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) β-ヘキソサミニダーゼ放出試験 
ラット好塩基球白血病細胞株 RBL-2H3 細胞、または、マウス骨髄由来マスト細胞を 96 穴培養

プレートに播種し、抗ジニトロフェニル（DNP）IgE 抗体を一晩感作させた。培地を除去した後、
DHA、または、DHEA を含むタイロード緩衝液で細胞を 30 分間培養した。その後、DNP 結合ヒト血
清アルブミン（DNP-HSA）で細胞を 30 分間刺激した後、上清を回収した。次いで、細胞を 0.1% 
Triton X-100 含有タイロード緩衝液で溶解し、回収した。回収した培養上清と細胞溶解液にβ-
ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 発 色 基 質 で あ る 4-nitrophenyl-2-acetamido-2-deoxy-β-D-
glucopyranoside を加えた。酵素反応を停止させた後、吸光マイクロプレートリーダーを用いて
405nm の吸光度を測定し、β-ヘキソサミニダーゼの酵素活性を測定した。測定結果をもとに、
細胞のβ-ヘキソサミニダーゼ放出率を算出した。 
 
(2) 細胞毒性試験 
RBL-2H3 細胞、または、マウス骨髄由来マスト細胞を 96 穴培養プレートに播種した。一晩培

養後、DHA、または、DHEA を含む培地で細胞を 24時間培養した。その後、WST-8 含有培地で培養
後、吸光マイクロプレートリーダーを用いて 450nm の吸光度を測定し、DHA と DHEA の細胞毒性
を算出した。 
 

(3) 細胞内カルシウム濃度のモニタリング 
RBL-2H3 細胞を 96穴黒色培養プレートに播種し、抗 DNP IgE 抗体を一晩感作させた。培地を

除去した後、Fluo 4-AM 含有培地で細胞を 1 時間培養した。その後、DHEA を含む培地で細胞を
30 分間培養した。次いで、DNP-HSA で細胞を刺激すると同時に、蛍光マイクロプレートリーダー
を用いて蛍光強度を測定した。 
 

(4) ウエスタンブロット解析 
RBL-2H3 細胞を 35mm シャーレに播種し、抗 DNP IgE 抗体を一晩感作させた。培地を除去した

後、DHEA を含む培地で細胞を 30 分間培養した。その後、DNP-HSA で細胞を刺激し、5 分後に細



胞を溶解した。細胞溶解液を SDS-PAGE に供した後、タンパク質を PVDF 膜に転写した。脱顆粒に
関連する細胞内シグナル伝達に関連するタンパク質に対する抗体を種々用いて抗原抗体反応を
行い、酵素反応にはペルオキシダーゼ発光基質を用いた。化学発光イメージングシステムを用い
てバンドの検出および定量を行った。 
 
(5) 受動皮膚アナフィラキシー反応試験 
8 週齢の BALB/c マウスをランダムに 7群（DHA 投与群、低用量 DHEA 投与群、中用量 DHEA 投与

群、高用量 DHEA 投与群、非感作群、対照群、陽性対照群）に分けた。DHA 投与群には DHA を、
DHEA 投与群には DHEA を、非感作群および対照群には水を、陽性対照群にはフェキソフェナジン
塩酸塩をそれぞれ 5日間、毎日経口投与した。経口投与開始から 4日目に、非感作群を除く全個
体の耳介に抗 DNP IgE 抗体を皮内投与し、その翌日に DNP-HSA およびエバンスブルー色素を溶
解したリン酸緩衝生理食塩水を全個体に尾静脈投与した。その後、耳介組織に浸潤したエバンス
ブルー色素量を測定した。 
 

(6) スギ花粉症モデルマウスの症状緩和試験 
6 週齢の BALB/c マウスをランダムに 4 群（DHA 投与群、DHEA 投与群、非感作群、対照群）に

分けた。アラムアジュバントと混合したスギ花粉抗原 Cry j1 と Cry j2 を、非感作群を除く全
個体の腹腔に投与した。7日後、14 日後、21 日後、28 日後に Cry j1 と Cry j2 の水溶液を、非
感作群を除く全個体の鼻腔に投与した。腹腔投与 35 日後から 1 週間、DHA 投与群には DHA を、
DHEA 投与群には DHEA を、非感作群および対照群には水を、それぞれ毎日経口投与した。また、
同期間に Cry j1 と Cry j2 の水溶液を、非感作群を除く全個体の鼻腔に毎日投与した。腹腔投
与から 40 日後、全個体の鼻腔に Cry j1 と Cry j2 を投与し、くしゃみの回数を 10分間計測し
た。腹腔投与から 41日後、全個体から血清と脾細胞を採取した。脾細胞は Cry j1 と Cry j2 の
存在下で 96 時間培養し、培養上清中のサイトカインおよび IgE 抗体の濃度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) β-ヘキソサミニダーゼ放出試験 
試験の結果、DHA は RBL-2H3 細胞、または、マウス骨髄由来マスト細胞のいずれの脱顆粒も抑

制しないことが判明した。一方、DHEA は RBL-2H3 細胞、および、マウス骨髄由来マスト細胞の
脱顆粒を濃度依存的に抑制することが判明した。したがって、DHA それ自体にマスト細胞や好塩
基球の脱顆粒を抑制する効果は無いが、DHA の生体内代謝物の一つである DHEA は、マスト細胞
や好塩基球の脱顆粒を抑制する効果が有ることが明らかになった。この結果から、DHA の抗アレ
ルギー効果は、DHA の摂取後に体内で生じた DHEA が関与する可能性が示唆された。 
 

(2) 細胞毒性試験 
試験の結果、β-ヘキソサミニダーゼ放出試験を行った濃度範囲で、DHEA は RBL-2H3 細胞、ま

たは、マウス骨髄由来マスト細胞のどちらにも細胞毒性を示さないことが判明した。したがって、
DHEA の脱顆粒抑制効果は細胞毒性によるものではないことが明らかになった。 
 

(3) 細胞内カルシウム濃度のモニタリング 
IgE 抗体を感作させた RBL-2H3 細胞を抗原で刺激すると、蛍光強度、すなわち細胞内カルシウ

ムイオン濃度が上昇するが、DHEA はカルシウムイオン濃度上昇を濃度依存的に抑制することが
判明した。したがって、DHEA は抗原抗体反応後のカルシウムイオン濃度上昇に関与する細胞内
シグナル伝達経路を阻害する可能性が示唆された。 
 

(4) ウエスタンブロット解析 
解析の結果、脱顆粒に関連する細胞内シグナル伝達因子のうち、DHEA はチロシンキナーゼ Syk、

ホスホリパーゼ Cγ2、プロテインキナーゼ B（Akt）のリン酸化を抑制して、それらの活性化を
阻害することが判明した。しかし、高濃度の DHEA に曝露した RBL-2H3 細胞でのみ、リン酸化の
有意な減少がみられ、中濃度から低濃度では、有意差は確認できなかった。したがって、DHEA は
他のシグナル伝達因子にも影響する可能性が示唆された。 
 

(5) 受動皮膚アナフィラキシー反応試験 
試験の結果、フェキソフェナジン塩酸塩を経口投与した陽性対照群の耳介組織でのエバンス

ブルー色素の浸潤は、対照群のそれと比べて有意に抑制された。また、DHEA 投与群についても
陽性対照群と同様の結果が得られた。したがって、DHEA は in vitro の実験だけでなく、in vivo
の実験においても、マスト細胞や好塩基球の脱顆粒を抑制することが明らかとなった。一方、DHA
投与群では、色素浸潤が抑制されなかった。この結果も、in vitro の実験結果と一致するもの
であった。 
 

(6) スギ花粉症モデルマウスの症状緩和試験 



試験の結果、DHEA 投与群のくしゃみの回数は、対照群のそれと比べて有意に減少することが
明らかとなった。また、有意差は無いものの、DHA 投与群のくしゃみの回数は減少傾向を示した。
血中 IgE 抗体濃度は、対照群、DHEA 投与群、DHA 投与群間で有意差は認められなかった。脾細胞
培養上清のサイトカイン濃度を定量した結果、DHEA 投与群は対照群と比較して、インターロイ
キン（IL）-5、IL-10、IL-13、インターフェロンγの分泌が抑制されることが明らかとなった。
興味深いことに、DHA 投与群も DHEA 投与群と同様の結果を示した。したがって、DHEA と DHA は
どちらもリンパ球に作用して、抗アレルギー効果を発揮する可能性が示唆された。 
 
以上の結果より、魚油の抗アレルギー効果は主要成分である DHA の体内代謝物の一つである

DHEA による、マスト細胞と好塩基球の脱顆粒抑制効果に基づく可能性が示唆された。また、DHA
と DHEA はともにリンパ球に作用して、抗原特異的アレルギー応答反応を減弱する可能性が示唆
された。本研究で見出された DHEA はアレルギー疾患の発症予防や症状緩和に有効な高機能性食
品素材として活用できる可能性があり、本研究の社会的貢献度は大きいと考えらえる。また、花
粉症を含むアレルギー疾患の予防や治療に関して、本研究の成果がそれらの一助になると期待
される。 
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