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研究成果の概要（和文）：魚油の主成分であるドコサヘキサエン酸の代謝物の一つであるドコサヘキサエノイル
エタノールアミドにアレルギー発症予防の可能性を見出した。また、長鎖脂肪酸と2-アミノエタノールとの縮合
体を種々合成し、ラット好塩基球細胞株RBL-2H3細胞の抗原誘導性脱顆粒への影響を評価した結果、n-3多価不飽
和脂肪酸エタノールアミドは脱顆粒を抑制すること、n-6多価不飽和脂肪酸エタノールアミドは脱顆粒を抑制し
ないことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We have found that docosahexaenoyl ethanolamide, a metabolite of 
docosahexaenoic acid that is the main component of fish oil, may prevent the onset of allergic 
diseases. In addition, we synthesized ethanolamides of various long-chain fatty acids and evaluated 
their effect on the degranulation of rat basophilic leukemia RBL-2H3 cells. We found that 
ethanolamides of n-3 polyunsaturated long-chain fatty acids inhibit the degranulation whereas 
ethanolamides of n-6 polyunsaturated long-chain fatty acids do not.

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
現在、日本人の約半数がなんらかのアレルギー疾患に罹患しているといわれており、アレルギーは現代の日本人
にとって、最も身近な非感染性疾患の一つである。アレルギーの治療には主に抗ヒスタミン薬が使用されるが、
眠気、口渇、頭痛などの有害な副作用を伴う場合が多い。
本研究の成果として、魚油の摂取がアレルギー発症の予防に関連する可能性を示すことができた。また、各種脂
肪酸の摂取とアレルギー予防との関連性の一端を明らかにすることができた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
現在、日本人の約半数がなんらかのアレルギー疾患に罹患しているといわれており、アレルギ
ーは現代の日本人にとって、最も身近な非感染性疾患の一つである。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。アレルギー患者には主に抗ヒスタミン薬が
処方される。これはアレルギー症状の緩和に有効であるが、眠気、口渇、頭痛などの有害な副作
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広がって
いる。 
複数の疫学研究や動物実験の結果から、魚の摂取はアレルギーの発症予防や症状緩和と密接
な関係があることと示唆されている。しかし、魚の摂取による抗アレルギー効果の作用機序につ
いて様々な仮説が提示されているものの、未だ明確にされていない。そこで申請者は、魚の抗ア
レルギー作用に焦点を当てた研究を展開した。 
 
２．研究の目的 
アレルギー患者では、アレルゲン特異的な IgE 抗体が皮下組織や粘膜組織中のマスト細胞に
結合している。アレルゲンに曝露するとマスト細胞上で抗原抗体反応が生じ、細胞内顆粒からヒ
スタミンなどのケミカルメディエーターが放出（脱顆粒）され、アレルギー反応を誘発する。先
行研究 1において申請者は、魚油に含まれるドコサヘキサエン酸（DHA）の脱顆粒抑制効果は極
めて弱いが、DHA がヒト体内で代謝されて生じる Docosahexaenoyl ethanolamide（DHEA）に強い
脱顆粒抑制作用があることを発見した。また、DHEA を一定期間、スギ花粉症モデルマウスに経
口投与した結果、花粉症の症状が緩和されることを発見した。脾臓にはリンパ球が多く存在し、
その中でも特に T 細胞がアレルギー関連サイトカインの主要な産生細胞であると考えられる。
これらの結果を踏まえて、本研究では、DHEA によるアレルギー発症予防効果の検証と、DHEA 類
縁体を用いた構造活性相関の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 脂肪酸アミドの合成 
各種脂肪酸と 2-アミノエタノール、4-ジメチルアミノピリジンをジクロロメタンに溶解し、
1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩を加えて、一晩反応させた。酢
酸エチルで抽出した後、1 M 塩酸と飽和食塩水で洗浄後、シリカゲルカラムで精製した。 
 
(2) 食物アレルギーモデルマウスに対するアレルギー発症予防効果評価試験 
5 週齢の BALB/c マウスをランダムに二群に分けた。DHEA 投与群には DHEA を、Control 群には
水をそれぞれ一日おきに 49 日間（Day 1～Day 49）経口投与した。Day 8 にマウスの背中を剃毛
し、4 %ドデシル硫酸ナトリウム水溶液を塗って皮膚バリアを破壊した。その後、オブアルブミ
ン（OVA）水溶液をパッチテスターに含ませて 3 日連続で 4 週間貼付し、OVA への感作を誘導し
た（Day 8～Day 31）。その後、OVA 水溶液を一日おきに強制経口投与して食物アレルギー反応を
誘導した（Day 36～Day 50）。Day 50 に OVA 水溶液を強制経口投与した後、40 分後の直腸温を測
定した。また、血清を回収し、血中 IgE レベルを ELISA 法により測定した。 
 
(3) 細胞毒性試験 
RBL-2H3 細胞を 96 穴培養プレートに播種した。一晩培養後、各種脂肪酸アミドを含む培地で
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 450 nm の吸光度を測定し、脂肪酸アミドの細胞毒性を算出した。 
 
(4) 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、各種脂肪酸アミドを含むタイロード
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 405 nm 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。 

  



４．研究成果 
(1) 各種脂肪酸アミドの合成 
反応を行った後、生成物を NMR と LC-TofMS により分析した。その結果、各種脂肪酸アミドが
生成されていることを確認した。また、各種脂肪酸アミドが高純度で精製されていることを確認
した。 
 
(2) 食物アレルギーモデルマウスに対するアレルギー発症予防効果評価試験 
食物アレルギーによるアナフィラキシー症状（低体温症）を評価するために、Day 50 に OVA を
強制経口投与した後、直腸温を測定した。投与前の直腸温と比較した結果、Control 群では直腸
温が低下しており、食物アレルギーによるアナフィラキシー反応が誘導されたことを確認した
（図 1）。一方、DHEA 投与群では直腸温の低下は認められず、Control 群と比べて有意に直腸温
が高かった（P < 0.01 vs control by Mann-Whitney test）。この結果から、DHEA の継続的な摂
取により、アレルギー感作が予防されたと考えられる。 
一方、回収した血清中の IgE 抗体レベルを ELISA 法で測定した結果、DHEA 非投与群と DHEA 投
与群間で血中 IgE レベルに有意な差は認められなかった（図 2）。また、血中 OVA 特異的 IgE 濃
度については、DHEA 群の平均値は Control 群より低いものの、有意差は認められなかった（図
3）。これらの結果から、DHEA のアレルギー発症予防効果は、IgE 抗体産生の抑制によるものでは
なく、別のメカニズムによるものであることが判明した。 
 

 
(3) 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、各種脂肪酸アミドは RBL-
2H3 細胞に対して細胞毒性を示さなかった。そのため、β-ヘキソサミニダーゼ放出試験を行っ
た濃度範囲で以降の実験を行った。 
 
(4) β-ヘキソサミニダーゼ放出試験 
試験の結果、DHAを含めて、長鎖脂肪酸はRBL-2H3細胞の脱顆粒を抑制しないことが判明した。
一方、DHEA は RBL-2H3 細胞の脱顆粒を有意に抑制した。また、α-リノレン酸とエイコサペンタ
エン酸のエタノールアミドも DHEA と同等の脱顆粒抑制効果を示した。一方、n-6 長鎖多価不飽
和脂肪酸と n-9 長鎖不飽和脂肪酸のエタノールアミドは脱顆粒抑制活性を示さなかった。した
がって、n-3 長鎖多価不飽和脂肪酸のエタノールアミドのみが脱顆粒抑制活性を有することを確
認した。 
 
＜引用文献＞ 
1. Nishi K, Kanayama Y, Kim IH, Nakata A, Nishiwaki H, Sugahara T. Docosahexaenoyl 
ethanolamide mitigates IgE-mediated allergic reactions by inhibiting mast cell 
degranulation and regulating allergy-related immune cells. Sci Rep. 2019;9(1):16213. 
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