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研究成果の概要：免疫寛容誘導物質の作製においては、低アレルゲン化小麦粉水溶性画分

が免疫寛容誘導活性をもつことを明らかとし、活性本体のペプチドの単離を試みた。腸内

細菌とアレルギー発症との関わりを調べ、Candida albicansの定着や幼少期の抗生物質投与
による菌叢変化がアレルギーの増悪に関わること、難消化性オリゴ糖の摂取は菌叢変化を

介してアレルギー発症に抑制的に作用することを示した。 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・食品科学 
キーワード：食物アレルギー、経口免疫寛容、腸内細菌、プレバイオティクス 
 
１．研究開始当初の背景 
 食物アレルギー患者が急増し、その対策

が社会的急務とされている。一般に、経口

摂取された抗原に対する免疫応答は抑制

される（経口免疫寛容）が、食物アレルギ

ーの一因は経口免疫寛容の破綻にあると

考えられている。経口免疫寛容を積極的に

誘導して免疫疾患を抑制する試みが行わ

れているが、食物アレルギー患者にアレル

ゲンを経口投与して寛容を誘導すること

は不可能であるため、アレルゲン由来の部

分合成ペプチドによる寛容の誘導が試み

られている。しかしながら、合成ペプチド

は安全上問題があるばかりでなく、食物ア

レルゲンは多岐にわたるため現実的でな

い。申請者らの開発した低アレルゲン化小

麦粉は、小麦アレルゲンを食品添加物用酵

素により網羅的に分解したもので、アレル

ゲン由来ペプチドが多量に含まれている。

低アレルゲン化小麦粉は臨床試験により

アレルギー症状を惹起しないこと、さらに

動物モデルを用いた解析から、積極的にア

レルギー抑制効果を示すことが明らかと

なり、その作用機序は経口免疫寛容の誘導

によることが示唆された。 
 多くの抗原と接する腸管は独自の免疫系
を発達させており、生体に有害な病原性細
菌などを排除する一方、食物などに対して
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は経口免疫寛容を誘導して免疫応答を抑制
している。近年このように食物アレルギー
発症にも密接に関わっている腸管免疫系の
発達に腸内細菌が必須であることが明らか
となりつつある。しかしながら、腸内細菌
叢を改善することにより経口免疫寛容誘導
能を増強し、食物アレルギーを制御する試
みはこれまでに報告されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、経口免疫寛容の誘導を介した
食物アレルギー抑制機能を有する食品開発
のための技術基盤を確立することを目的と
した。具体的には、 
(1) 食物アレルギー患者にも摂取可能な安
全な免疫寛容誘導物質（寛容原）を食物ア
レルゲンの食品添加物用酵素による網羅的
分解により作製すること 
(2) 腸内細菌の経口免疫寛容誘導への関わ
りを明らかにするとともに、免疫寛容を促
進するプロバイオティクスと寛容原を併せ
持つ食物アレルギー抑制機能を有する食品
を創製すること を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 寛容原の作製 
 雌性 BALB/c マウスに低アレルゲン化小麦
粉水溶性画分を 5日間経口投与し、最終投与
の 5日後に薄力粉を完全フロイントアジュバ
ントとともに皮下投与して免疫した。免疫 14
日後に屠殺し、血清小麦特異的抗体価を
ELISA により、脾細胞の小麦特異的な増殖応
答を BrdU の取り込みを指標に評価した。 
 BALB/cおよびC57BL/6マウスの皮下に薄力
粉と完全フロイントアジュバントを混合し
て投与して免疫した。免疫した動物の脾細胞
に低アレルゲン化小麦粉水溶性画分から逆
相 HPLC により分離・精製した画分を添加し、
増殖応答を BrdU の取り込みを指標として評
価した。 
 
(2) 腸内細菌のアレルギー発症への影響の
解析 
①FISH-フローサイトメトリー法 
 糞便ホモジネートから遠心分離により腸
内細菌を回収し、パラホルムアルデヒドで固
定した。Cy5 標識した bacteria universal あ
るいは属・種特異的プローブで hybridize し
た後、フローサイトメータにより染色された
細菌を計数した。ヒトにおけるラフィノース
のビフィズス菌増殖効果の解析においては、
4g/日のラフィノースを 4週間摂取させ、摂
取開始 1週間前、摂取後 2週および 4 週、摂
取終了後 4週に糞便を採取し、上記の方法に
より腸内細菌叢の変化を解析した。 
②Candida albicansによる食物アレルギー
増悪機構の解析 

 粉末精製飼料で飼育した雌性BALB/cマ
ウスに、Candida albicansを単回経口投与
し、定着させた。卵白アルブミンを隔日 9
週間経口投与して C.albicansの定着が経口
感作に及ぼす影響を、卵白アルブミン経口
投与後の血中濃度の推移を見ることで定
着の透過性への影響を評価した。 
③難消化性オリゴ糖摂取による菌叢変化
がアレルギー反応に及ぼす影響の解析 
 雌性 BALB/cマウスに 5%フルクトオリ
ゴ糖添加、非添加の粉末精製飼料を摂取さ
せた。ジニトロフルオロベンゼンを腹部に
塗布して感作した後、耳介に塗布して接触
性皮膚炎を惹起し、耳介に肥厚を皮膚炎の
指標として評価した。腸内細菌叢の比較は、
盲腸内容物から抽出した DNAを鋳型に
16S rRNA断片を PCRにより増幅し、変成
剤濃度勾配ゲル電気泳動法により、腸内ビ
フィズス菌数の計数は属特異的プライマ
ーを用いた real-time PCRにより行った。 
④発育初期の腸内細菌叢の変化が発育後
のアレルギー発症に及ぼす影響の解析 
 雌性BALB/cマウスに 5%フルクトオリゴ
糖添加、非添加の粉末精製飼料を摂取させ、
交配・出産させた。母のフルクトオリゴ糖
摂取の有無が仔の腸内細菌叢形成に及ぼす
影響の解析は、仔の盲腸内容物から抽出し
た RNAから RT-PCRにより 16S rRNA断
片を増幅し、変成剤濃度勾配ゲル電気泳動
法により行った。 
 3週齢の雌性 NC/Ngaにカナマイシンを
7日間連続経口投与した。投与終了 8週後
に皮膚炎スコアおよび 10分間の引っ掻き
回数を計数し、重症度を評価した。投与終
了 1日および 8週後に糞便あるいは盲腸内
容物を回収し、16S rRNA断片を PCRによ
り増幅し、変成剤濃度勾配ゲル電気泳動法
により菌叢の比較を行った。 
⑤腸内細菌叢変化を誘導する新規オリゴ
糖の作製・評価 
 大腸菌に生産させた Ruminococcus albus 
NE-1 由来の cellobiose 2-epimerase をラ
クトースに作用させ、HPLC によりエピラク
トースを精製した。雄性 SD ラットにエピラ
クトースあるいはラクトースを 5%含有す
る粉末精製飼料を 2 週間摂取させ、出納試
験によりカルシウム吸収を、屠殺時に採取
した盲腸内容物を用いて菌叢解析を行った。
菌叢解析は培養法による総嫌気性菌数の計
数と、bifidobacteria 属特異的プライマー
を用いた real-time PCR、および 16S rRNA
断片を増幅して得たクローンライブラリの
シーケンス解析により行った。 
 
４．研究成果 
(1) 寛容原の作製 
 寛容原のモデルとして低アレルゲン化小



麦粉を用いて解析した。低アレルゲン化小麦
粉水溶性画分の経口投与により、小麦抗原免
疫後の小麦特異的抗体価の上昇が抑制され、
脾細胞の小麦抗原による増殖応答が有意に
抑制されたことから、免疫寛容誘導能を有し
ていることが明らかとなった。T 細胞エピト
ープを有することが寛容原である必要条件
であるが、低アレルゲン化小麦粉水溶性画分
から複数の系統のマウスの T細胞エピトープ
を有するペプチドを複数単離した。 
 
(2) 腸内細菌のアレルギー発症への影響の
解析 
①FISH-フローサイトメトリー法の確立 
 腸内細菌叢を迅速かつ PCR 増幅によるバイ
アスなしに計数するための FISH-フローサイ
トメトリー法を確立した。この手法を用いる
と、蛍光標識プローブをかえることによって
全菌数や属・種特異的に腸内細菌数を計数す
ることが可能であった。プレバイオティク
スとしてビフィズス菌増殖活性の知られ
ているラフィノースのヒト腸内細菌叢へ
の影響を本手法を用いて種レベルで観察
し た 。 そ の 結 果 、 B.adolescentis, B. 
catenulatum group, B.longumの順でヒト糞
便内で優勢であり、ラフィノース摂取によ
りその優占順位を保ったまま菌数が増大
し、摂取後は摂取前と同等の菌数まで減少
することを示した。一方、B.breve, B.bifidum, 
B.angulatum の摂取前の菌数は前記の 3 菌
種に比べて少なく、摂取 14 日目まで急増
したが、28 日目では逆に減少した。これ
らの結果から、ラフィノースによるビフィ
ズス菌の増殖促進効果は菌種により異な
ることが明らかとなった。 
②Candida albicans による食物アレルギー
増悪機構の解析 
 ヒト腸内常在真菌である Candida 
albicansがアトピー性皮膚炎を増悪するこ
とが報告されている。粉末精製飼料を摂取
させたマウスに C.albicansを単回経口投与
することにより、消化管に C.albicansを定
着させるモデルをすでに確立している。こ
のモデルを用い、C.albicans の消化管バリ
アへの影響を解析した。C.albicans の定着
により、経口投与したアレルゲンの血中へ
の移行が促進され、アレルゲンに対する免
疫応答が増大することを示した。アレルゲ
ンの血中移行の増大の少なくとも一部に
は肥満細胞が関与することを明らかにし
た。以上より、消化管への C.albicans定着
は、肥満細胞の活性化を介して消化管バリ
アを傷害することで食物アレルギーを増
悪する可能性が示唆された。 
③難消化性オリゴ糖摂取による菌叢変化
がアレルギー反応に及ぼす影響の解析 
 腸内細菌叢の変化がアレルギー反応に及

ぼす影響を、ハプテン誘導接触性皮膚炎モ
デルにより解析した。食餌への難消化性オ
リゴ糖添加により接触性皮膚炎が抑制され
ることが示され（図 1）、抑制には腸内ビ
フィズス菌、とりわけ B. pseudolongumの増
加が寄与することが示唆された。 

図 1 フルクトオリゴ糖摂取 (FOS(+))お
よび非摂取 (FOS(-))群の耳介肥厚 
 
④発育初期の腸内細菌叢の変化が発育後の
アレルギー発症に及ぼす影響の解析 
 発育初期の腸内細菌叢が発育後の免疫応
答に影響することが知られている。そこで、
妊娠・授乳期の母マウスへの難消化性オリ
ゴ糖摂取が、仔の腸内細菌叢形成に影響す
るか分子生物学的手法を用いて解析した。
難消化性オリゴ糖摂取の有無により母の菌
叢が大きく異なること、出生直後は仔の菌
叢と母の菌叢は大きく類似し、離乳期にお
いても母のオリゴ糖摂取の有無により仔の
菌叢が異なったパタンを示すことが明らか
となった。 
 離乳直後のカナマイシン投与により
NC/Nga マウスの皮膚炎スコアは増加傾向
を示し、引っ掻き回数は有意に増加し、ア
トピー性皮膚炎様症状の増悪が観察された
（図 2）。 

図 2 カナマイシン投与(+)非投与群(+)の
皮膚炎スコア(A)および引っ掻き回数(B) 
 
腸内細菌叢はカナマイシン投与により一過



性に変化し、特に乳酸菌数は有意に減少し
た。以上より、幼少期の抗生物質投与は腸
内細菌叢の一過性の変化、特に乳酸菌数の
減少を介して、アレルギー症状を増悪する
可能性が示唆された。 
 以上の結果は、妊娠・授乳期の難消化性
オリゴ糖摂取が仔の腸内細菌叢形成に影響
し、その結果仔のアレルギー発症にも影響
する可能性を示唆するものであった。 
⑤腸内細菌叢変化を誘導する新規オリゴ糖
の作製・評価 
 消化管内微生物による有用物質の生産に
関する検討を行った。ヒツジルーメンから
Ruminococcus albus NE-1を分離し、本菌株
より cellobiose 2-epimeraseを単離するとと
もに、コードする遺伝子を取得している。
本酵素はセロオリゴ糖の還元末端グルコー
スをマンノースに異性化する活性を有して
いたが、同時にラクトースをエピラクトー
ス（ガラクトシルマンノース）に変換する
ことを明らかにした。エピラクトース添加
飼料を摂取したラットにおいて、盲腸内容
物重量が増加し、総嫌気性菌数が有意に増
加した。菌叢変化に関しては、盲腸内ビフ
ィズス菌数が増加するが（図 3）、
clostridia の顕著な増加は見られないこ
とを明らかにした。さらに、エピラクトー
ス添加飼料の摂取により、カルシウム吸収
が促進されること、その作用機序は大腸内
発酵による pH の低下のみならず、小腸上皮
細胞への直接作用にもよることが示唆され
た。腸内細菌叢の変化・ミネラル吸収触診
効果とも、原料ラクトースには見られなか
った。チーズホエイの主要な糖質であり有
効には利用されていないラクトースが、機
能性を有するエピラクトースに変換可能で
あり、乳の高付加価値化につながるものと
考えられる。 

図 3 対照食(Con), ラクトース食(Lac), エ
ピラクトース食(Epi), フルクトオリゴ糖食
(FOS)摂取群の盲腸内ビフィズス菌数 
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