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研究成果の概要（和文）：アルミニウム塩である食品添加物ミョウバンを経口投与したマウス腸管では腸上皮細
胞死と好酸球浸潤が増加し、抗生剤処置はミョウバンによる腸上皮細胞死と好酸球浸潤をさらに増悪させた。ミ
ョウバンは腸上皮細胞のIl33遺伝子発現と損傷関連分子である成熟IL-33の産生を増加させ、NLRP6・カスパーゼ
1活性化によるピロトーシスを誘導するほか、抗生剤によるカスパーゼ6活性化を介したアポトーシス誘導を促進
することが示唆された。食品添加物ミョウバンは腸上皮細胞死と損傷関連分子IL-33の放出を促し、腸上皮バリ
ア損傷と消化管アレルギーの誘導に関与する可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：Oral administration of aluminum ammonium sulfate, an aluminum salt, 
increased intestinal epithelial cell death and eosinophil infiltration in mice, and treatment with 
antibiotics further enhanced intestinal epithelial cell death and eosinophil infiltration by an 
aluminum salt. An aluminum salt increases IL33 gene expression and production of mature IL-33, a 
damage-associated molecular pattern (DAMP), induces pyroptosis by activation of NLRP6 and caspase-1,
 and enhances apoptosis through caspase-6 activation triggered by antibiotics, in intestinal 
epithelial cells. These results suggest that an aluminum salt, a food additive, promotes intestinal 
epithelial cell death and the release of IL-33, a DAMP, and may be involved in induction of 
intestinal epithelial barrier damage and gastrointestinal allergies.

研究分野： 免疫学、アレルギー学、食品衛生学
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プトーム解析　抗生剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年消化管アレルギーは増加しており、なかでも好酸球性消化管疾患は原因がよく分かっていない。アルミニウ
ム塩であるミョウバンは食品添加物として様々な食品に汎用されているが、アルミニウム塩は免疫賦活作用を有
しワクチンの免疫賦活剤として使用されることから、ミョウバンは消化管炎症を誘導する危険性がある。我々は
本研究によりミョウバンが腸上皮細胞死と腸管の好酸球浸潤を促すこと、抗生剤はミョウバンによる細胞死誘導
と好酸球増加作用をさらに増悪させることを明らかにした。食品添加物ミョウバンおよび抗生剤の不適切な摂取
は腸上皮バリア損傷および好酸球性消化管疾患などの消化管アレルギーの発症や増悪に関与する可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
食物アレルギー・消化管アレルギーを含むアレルギー疾患患者は、過去数十年増加の一途を

辿っている。近年、食品の加工や保存において重要な役割を果たしてきた食品添加物は、様々
なアレルギーの発症や進行に影響を与えている可能性が示唆されているものの、その詳細はよ
く分かっていない。 
アルミニウム塩であるミョウバン（硫酸アルミニウムカリウム）とアンモニウムミョウバン

（硫酸アルミニウムアンモニウム）は、形状保存剤・変色防止剤・ベーキングパウダーとして、
軟体魚介類・甘露煮・漬け物・パンなどに広く使用される。しかし一般にアルミニウム含有化
合物は強い免疫賦活作用を有し（文献①）、破傷風や B型肝炎など感染症のワクチンの免疫賦活
剤として使用されるという側面を有する。それ故ミョウバンのようなアルミニウム塩は、上皮
バリアを損傷し消化管免疫・炎症を惹起する可能性が考えられるが、これまでそうした研究は
行われず、炎症・免疫毒性の面の安全性が明らかでないまま食品添加物として使用が許可され
ている。 
アルミニウム塩は投与部位の細胞死を誘導し、死細胞由来の DNA などの損傷関連分子パター

ン（DAMPs）は免疫賦活を媒介する（文献②）。細胞死や損傷に伴って放出される DAMPs は炎症
や免疫反応を誘導する起因物質である。申請者らは以前、コレラ毒素によって損傷した腸管上
皮細胞由来の核タンパク質 HMGB1 が、腸管での免疫反応を賦活することを報告した（文献③）。
アルミニウム塩も腸管上皮細胞を損傷し、DAMPs の放出を促すことで消化管アレルギーの発症
や進行に関与する可能性が考えられる。 
そこで本研究では、食品添加物として使用されているアルミニウム塩が腸管上皮細胞を損傷

するか否か、および損傷した腸上皮細胞から放出される DAMPs が消化管アレルギー誘導に関与
するか検討した。また、抗生剤による腸内細菌の多様性低下(dysbiosis)は腸管バリアを損傷し
食物アレルギーを悪化させる(文献④)。抗生剤処置と消化管アレルギーの発症・進行は深く関
与することが考えられるが、メカニズムの詳細はよく分かっていないため、抗生剤処置下での
アルミニウム塩投与による腸上皮細胞の損傷と炎症誘導についても検討した。 
  
２．研究の目的 
 
 アルミニウム塩であるミョウバンは腸上皮細胞の細胞死や損傷を促し、DAMPs を放出して消
化管アレルギーの発症や増悪に関与する可能性がある。さらに抗生剤により dysbiosis を誘導
した腸管において、アルミニウム塩はより深刻な腸上皮細胞死と腸管炎症を引き起こす可能性
がある。本研究では、抗生剤投与・非投与下において、ミョウバンにより腸管上皮細胞が損傷
するか否か、損傷した腸管上皮細胞からどのような DAMPs が放出されて消化管アレルギー誘導
に関わるかについて、上皮細胞のトランスクリプトーム解析も含め検討した。食品添加物ミョ
ウバンによる腸管上皮損傷・DAMPs の放出と、消化管アレルギー炎症への関与を明らかにし、
消化管アレルギー予防や緩和のためにミョウバン摂取への注意を喚起することが本研究の目的
である。 
 
３. 研究の方法 
 
（１）マウス：実験には 8-12 週齢の C57BL/6 雄マウス（日本クレア株式会社）を用いた。日本
医科大学動物実験委員会の審査・承認・管理のもと、動物の飼育と実験を行った。マウスは同
大学動物実験施設において、特定病原体を含まない（SPF）環境下で飼育した。 

 
（２）抗生剤処置とアルミニウム塩経口投与：アンピシリン（1 mg/ml）、バンコマイシン（0.5 
mg/ml）、ネオマイシン（1mg/ml mg）、メトロニダゾール（0.25 mg/ml）を滅菌蒸留水に溶解し、
マウスに２週間自由摂取させた。10-2 mmol のミョウバン（硫酸アルミニウムカリウム）、アン
モニウムミョウバン（硫酸アルミニウムアンモニウム）または PBS 0.3 mlを、イソフルラン吸
入麻酔下で経口ゾンデを使用して経口投与した。 

 

（３）腸上皮細胞死の測定：マウスにミョウバン、アンモニウムミョウバン、または PBSを経
口投与し、16 時間後に摘出した小腸を反転させ、37℃の 5%FCS HANKSバッファー中で 30分撹
拌した。腸上皮細胞分画をパーコール比重法により分離し、得られた細胞を Zombie 試薬, 抗
CD45 抗体 , 抗 EpCAM 抗体 , Annexin V で染色し、フローサイトメトリーにより
EpCAM+CD45-Zombie+Annexin V+上皮死細胞の割合を測定した。 

 

（４）好酸球の測定：マウスにミョウバン、アンモニウムミョウバン、または PBSを 7 日おき
に 3 回経口投与した。最終経口投与の 16 時間後に小腸を摘出し、細断した腸をコラゲナーゼ D
と DNaseⅠで処理して腸管粘膜固有層の細胞を採取、好酸球分画をパーコール比重法により分
離した。得られた細胞を7AAD, 抗CD45抗体, 抗MHCクラスⅡ抗体, 抗Siglec-F抗体で染色し、
フローサイトメトリーにより CD45+MHCクラスⅡ-Siglec-F+好酸球の割合を測定した。 



 
（５）腸上皮細胞の分取と RNA抽出：マウスにアンモニウムミョウバンまたは PBSをゾンデで
経口投与し、1 時間後に小腸を摘出、反転、撹拌し、パーコール比重法により腸上皮分画を分
離した。得られた細胞を 7AAD、抗 EpCAM抗体、抗 CD45 抗体、抗 F4/80 抗体で染色し、BD FACSAria 
II セルソーターにより、7AAD-CD45-F4/80-EpCAM+ 腸上皮生細胞を分取した。分取したマウス腸
上皮細胞から RNeasy Mini Kit (Qiagen)を用いて Total RNA を抽出し、RNA Integrity Number 
(RIN)値が 7以上のサンプル RNA を cDNA ライブラリー作製に用いた。 
 
（６）cDNA ライブラリー作製とシーケンシング：Total RNA 30-100 ngを使い、NEBNext Ultra 
II RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs)によりライブラリー作製を行
った。NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (Illumina)を用いて、NextSeq (Illumina)でシ
ーケンスを行った。 
 
（７）遺伝子発現変動解析：Fold change（遺伝子発現倍率変化）が 1.5 以上または-1.5 以下
で False discovery rate (FDR) p-valueが 0.05 未満のものを発現変動遺伝子として抽出した。
RNA-seq データ解析には、統計解析ソフトウェアである R と iDEP (integrated Differential 
Expression and Pathway analysis)を用いた。 
 
（８）ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）とウエスタンブロッティング：マウス腸上皮
細胞分画を採取し、CD45 陽性細胞を磁気ビーズで除いた後、細胞溶解したサンプルを用いた。
サンプル中のタンパク質を SDS-PAGEで分離した後、PVDF 膜に転写し、特異的な抗体（抗 NLRP6
抗体、抗 caspase-1抗体、抗 caspase-4 抗体、抗 IL-18 抗体、抗 IL-33 抗体、抗 caspase-6 抗
体、抗β-アクチン抗体）を用いて、各ペプチドやタンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 
 
（１）ミョウバンおよび抗生剤によるマウス小腸における腸上皮細胞死と好酸球浸潤の促進 
 食品添加物である
ミョウバンやアンモ
ニウムミョウバンと
いったアルミニウム
塩を経口投与したマ
ウスの腸管では、腸
上皮細胞死および好
酸球浸潤が有意に増
加した(図１A)。また
抗生剤(アンピシリ
ン, ネオマイシン, 
バンコマイシン, メ
トロニダゾール)を
経口処置したマウスにおいても腸上皮細胞死と腸管の好酸球浸潤が見られ、これら抗生剤処置
マウスにアンモニウムミョウバンを投与すると腸上皮細胞死と好酸球浸潤はさらに増悪した
(図 1B)。これらの結果より、アルミニウム塩の経口投与は腸上皮細胞死を引き起こし、好酸球
浸潤を伴う消化管アレルギーの誘導に関与する可能性がある。 
 
（２）ミョウバンと抗生剤を投
与したマウス小腸上皮細胞の
トランスクリプトーム解析 
 次に経口処置したマウスの
腸上皮細胞のトランスクリプ
トーム解析を行った。主成分分
析により、アンモニウムミョウ
バン投与と抗生剤処置による
遺伝子発現変動プロファイル
は異なることが明らかになっ
た（図 2A）。アンモニウムミョ
ウバンは腸上皮細胞において
Il33 遺伝子など 376 遺伝子の
発現を増加させ、249遺伝子の
発現を低下させた（図 2B）。抗
生剤は Nlrp6 や Casp6 を含む
999 遺伝子の発現を増加させ、
Casp4や Casp8など 801遺伝子



の発現を低下させた（図 2B）。抗生剤投与下でのアンモニウムミョウバンの投与は、発現増加
遺伝子数（1417）および発現低下遺伝子数（1639）をさらに増加させた（図 2B）。また遺伝子
オントロジーエンリッチメント解析により、抗生剤は腸上皮細胞の酸化還元や代謝プロセスに
関わる遺伝子発現を増加させ、それらはミョウバン投与によりさらに増強することが明らかに
なった（図 2C）。 

これらの結果より、ミョウバンは腸上皮細胞の Il33 遺伝子の発現を増加させてアレルギー
発症に関わる可能性が示唆された。また、抗生剤処置はアポトーシスに関わる Casp6 遺伝子と
ピロトーシスに関わる Nlrp6 遺伝子発現を増加させ、ミョウバンはこれら遺伝子発現を増強し
て複合的な強い細胞死を誘導する可能性
が考えられる。 
 
（３）ミョウバンによる小腸上皮細胞にお
ける caspase-1 活性化と成熟 IL-18・IL-33
産生 
マウス細胞溶解液のウエスタンブロッ
ティング解析を行ったところ、腸上皮細胞
においては NLRP6の発現が見られ、アンモ
ニウムミョウバン投与 4 時間で活性化
caspase-1 p20と成熟 IL-18 p18の増加が
観察された（図３）。ミョウバンは腸上皮
細胞のNLRP6インフラマソームを活性化し
て、caspase-1 と IL-18の断片化を誘導す
ることが示唆された。また、アンモニウム
ミョウバン投与による成熟 IL-33 p25の増加も観察された（図３）。アンモニウムミョウバン投
与 8 時間と 16 時間では断片化 caspase-1, IL-18, IL-33が消失していることから、8 時間以降
にはこれらが細胞外に放出された可能性が考えられる。さらに抗生剤処置下でのミョウバン投
与では、caspase-1 に加えて caspase-4 の活性化も見られ、より強いパイロトーシスが誘導さ
れる可能性がある（図３）。 
これらの結果より、ミョウバンはNLRP6インフラマソームを活性化してピロトーシスと IL-18

放出を誘導すること、および DAMPs である IL-33放出を促し２型炎症反応の誘導に関与する可
能性が示唆された。 
 
（４）抗生剤による小腸上皮細胞における caspase-6の活性化 
また、抗生剤処置したマウスの小腸上皮細胞においては活性化 caspase-6が観察され、抗生剤
によるアポトーシス誘導の可能性が示唆された（図３）。アンモニウムミョウバン投与 4-8 時間
後に caspase-6の断片化は促進し、16 時間後には減少、細胞外へ放出されたと考えられる（図
３）。 
 
（５）結論 
 これらの結果から、食品添加物であるミョウバン・アンモニウムミョウバンのようなアルミ
ニウム塩は、小腸上皮細胞において NLRP6 インフラマソームを活性化し、ピロトーシスと IL-18
放出を誘導すると考えられる。加えてアルミニウム塩は、IL-33 の断片化と DAMPs としての放
出を引き起こす可能性がある。IL-18は好塩基球からの IL-4とヒスタミンの放出を活性化し（文
献⑤）、IL-33は２型自然リンパ球（ILC2）の IL-5, IL-13産生を活性化して、いずれも腸管の
好酸球浸潤と２型炎症を促進すると考えられる。 
 また、抗生剤処置により酸化還元反応・代謝が亢進している腸上皮細胞では、caspase-6 活
性化を介したアポトーシスが起こり、ここにミョウバンを投与することでアポトーシス誘導が
さらに促進する上に NLRP6 インフラマソーム活性化と caspase-4活性化によるピロトーシスも
起こる可能性がある。これら複合的な強度の上皮細胞死は、腸上皮バリアの損傷を招き、より
強い腸管炎症を引き起こすであろう。 
このようにアルミニウム塩であるミョウバンは腸上皮細胞の細胞死を誘導し、腸上皮バリア

損傷と消化管アレルギーの発症や増悪に関与すると考えられる。ミョウバンは食品添加物とし
て認可され広く食品に使用されているが、腸上皮細胞に対する毒性を有し、消化管アレルギー
の誘導因子・増悪因子となる危険性がある。また、抗生剤の不適切な使用は腸上皮細胞死を著
しく促進し、腸上皮バリアの損傷と消化管アレルギーを増悪させる危険性がある。 
今後さらにマウス由来腸上皮細胞株を用いた研究や腸内細菌叢の解析も行い、食品添加物ミ

ョウバンによる細胞死誘導の詳細な分子機構を解明し、消化管アレルギーの病態と原因の解明、
予防や治療への発展に繋げる所存である。 
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