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研究成果の概要（和文）：ミルクには未知の免疫抑制因子が存在するのではないかという筆者独自の考えに基づき検討
したところ、牛乳より新たに分離したミルクペプチド画分がアレルゲンや自己抗原に特異的なマウスT細胞応答を抗原
特異性やMHC拘束性に依存することなく、完全に抑制できることを見出した。これらの知見はミルクペプチド画分がア
レルギーや自己免疫疾患の予防や治療に応用できる可能性を示唆するものであるといえる。

研究成果の概要（英文）：A milk peptide fraction newly purified from cow's milk was found to highly 
suppress both allergen- and autoantigen-specific murine T cell responses, independent of their antigen 
specificity and MHC restriction. Our findings may be useful for preventing the allergies and autoimmune 
diseases.
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１． 研究開始当初の背景 
この世の中に人類に食べられるために存
在するものは一つもない。しかし、ミルクは
唯一の例外であり、母が子に与えるために分
泌し、子の健やかな成長を保証する種々の巧
妙な仕組みが施された完全食品である。筆者
は、哺乳類が誕生後、初めて口にする食品が
ミルクであることに着目し、免疫系の発達が
不完全な乳児の免疫系をむやみに刺激する
ことなく、暴走させないために、ミルクには
未知の免疫抑制因子が存在しているのでは
ないかという考えに至った。このような考え
を挑戦的萌芽研究（研究課題：１型糖尿病お
よび関節リウマチの発症に及ぼす牛乳蛋白
質の抑制効果、課題番号：20658032、研究代
表者：榎本淳、研究期間：平成 20～21年度）
として検討したところ、予想通り、牛乳蛋白
質の一種であるラクトパーオキシダーゼ
（LPO）が１型糖尿病の発症原因となる自己
免疫応答や鶏卵アレルゲンに特異的なT細胞
応答および IgE抗体応答を完全に抑制するこ
とができ、自己免疫疾患やアレルギー疾患の
予防・治療に有効であることを実験動物レベ
ルで見出した（農芸化学会 2010年度大会（要
旨集 45 頁、2AJp19～2AJp22 の 4 題）、食
品免疫学会 2010 年度大会（要旨集 33～34
頁、P09～P10の 2題）、14th International 
Congress of Immunology （ 2010 年 、
PP-104-29）で発表しており、特に食品免疫
学会のポスター発表の一つは口頭発表 10 題
の一つに選抜された）。 
 
２． 研究の目的 
最近、上述した考えを若干修正すべきであ
ると考え直すようになった。「平時」には子
供の免疫系は抑制されている方がよいもの
の、伝染病が流行しているような「有事」に
は、ミルクを介して乳児の免疫系を積極的に
活性化させる必要があることはいうまでも
ない。この考えに基づき、予備実験を試みた
ところ、ある牛乳蛋白質画分に LPO とは全
く正反対の活性を有する未知の免疫賦活物
質が存在することに気づき、本研究の目的を
下記のように設定した。 
（１）牛乳由来新規免疫賦活物質の同定 
（２）上記物質の免疫系、特にサイトカイン
応答、T細胞応答、抗体応答に及ぼす影響の
検討 
（３）上記物質の鶏卵アレルギー、１型糖尿
病、慢性関節リウマチの発症に及ぼす影響の
検討 
（４）上記物質の免疫賦活効果と LPO の免
疫抑制効果の比較、さらに上記物質と LPO
に何らかの関連があれば、両者を統一的に制
御するしくみの解明 
 これまでの研究と比較した本研究の特色
は、下記の点にある。 
（１）食品を介して、アレルギーの予防・治
療を目指した研究は数多いものの、自己免疫
疾患を対象とした研究はほとんど試みられ

ていない。 
（２）アレルギーを対象とした研究の多くが
プロバイオティクス（乳酸菌）を用いている
が、そのアレルギー抑制効果は菌株依存的で
あり、実験の再現性を取りにくいこともあり、
有効物質の同定が困難なため、応用を考えた
場合、本研究で対象とした牛乳蛋白質の方が
優れている。 
（３）牛乳成分の免疫賦活活性・抑制活性に
関する個々の研究はあるものの、両者を統一
的に検討した例はない。 
 
３． 研究の方法 
（１）牛乳ラクトパーオキシダーゼ（LPO）
の IL-10応答誘導効果を抑制するミルクペプ
チド画分（MKF） 
１型糖尿病の動物モデルである NODマウ
ス（10～12週齢、♀、糖尿病未発症）の naïve
な脾臓細胞を ConA、抗 CD3抗体、LPO（50
～100μg/ml）、ミルクペプチド画分（MKF、
1～1,000μg/ml）を添加して3日間培養した。
1～3日目の培養上清をそれぞれ回収し、それ
らに含まれる IL-4、6、10、12産生量をELISA
により測定・比較した。 
 
（２）ミルクペプチド画分（MKF）の T 細
胞応答抑制効果 
 BALB/c、C3H/HeN、C57BL/6Nマウス（8
～10週齢、♀）をあらかじめ鶏卵白アルブミ
ン（OVA）あるいはスカシ貝ヘモシアニン
（KLH）にて免疫した後、それらのリンパ節
細胞を取り出し、その抗原特異的なあるいは
抗CD3抗体刺激による T細胞増殖応答を 3H
標識チミジンの細胞内取込み量を指標とし
て測定した。そこにMKFを 0.1～100μg/ml
添加し培養することにより、これらの T細胞
増殖応答に及ぼすMKFの抑制効果を検討し
た。 
 
４． 研究成果 
（１）牛乳ラクトパーオキシダーゼ（LPO）
の IL-10応答誘導効果を抑制するミルクペプ
チド画分（MKF） 
 私どもは「１．研究開始当初の背景」に記
したように、ミルクには未知の免疫抑制因子
が存在するのではないかという独自の考え
に基づき、各種実験動物を用いて検討したと
ころ、本研究開始以前に、①牛乳由来ラクト
パーオキシダーゼ（LPO）が 1型糖尿病の動
物モデルである NODマウスの発症の引き金
となる自己免疫応答や主要な鶏卵アレルゲ
ンである卵白アルブミン（OVA）に特異的な
BALB/cマウスの T細胞増殖応答を抑制でき
ること、さらには②これらのマウスの脾臓細
胞を、LPOと ConAや抗 CD3抗体、IL-2な
どのT細胞を活性化させる試薬と共に培養す
ることにより、強力な IL-10応答が選択的に
誘導されることなどを見出してきた。すなわ
ち、LPOは免疫抑制活性を有する IL-10産生
細胞を優先的に誘導することにより、上述し



たような免疫抑制効果を発揮するものと考
えられた。 
 本研究では最初に、同じく牛乳より分離し
たミルクペプチド画分（MKF）がこの LPO
の IL-10応答誘導効果にどのような影響を与
えるのか検討した。naïve な NOD マウスの
脾臓細胞に ConA や抗 CD3 抗体刺激を与え
て培養したところ、全ての培養期間において
IL-4や IL-12の産生は認められなかったもの
の、培養 2日目以降に IL-10応答が、培養 1
日目から IL-6 応答が観察された。ここに
MKF をさらに加えて培養した場合、IL-10
応答は完全に阻害され、逆に IL-6 応答は増
大することが明らかとなった。次に NODマ
ウスの脾臓細胞を、ConAや抗 CD3抗体に加
えて LPO を添加して培養したところ、これ
までの報告と同様、ConAや抗 CD3抗体単独
添加群と比較して IL-6 応答には変化が認め
られなかったものの、IL-10 応答は大幅に増
大した。この培養系にMKFを加えたところ、
やはり IL-10応答は大きく低下し、逆に IL-6
応答は増加することが明らかとなった。 
 このようなMKFのマウス脾臓細胞に対す
る IL-10 応答抑制・IL-6 応答促進効果は 50
μg/ml以上の濃度で認められ、さらに、①10
週齢、♂、糖尿病未発症、②35週齢、♀、糖
尿病発症の NODマウスを用いた場合も同様
な結果が得られたため、NODマウスの週齢、
性別、糖尿病の発症の有無に関わらず発揮さ
れるものと考えられた。これらの結果より、
MKFがLPOの IL-10応答誘導効果を強力に
抑制できることが明らかとなった。 
 
（２）ミルクペプチド画分（MKF）の T 細
胞応答抑制効果 
 次になぜ MKF が LPO の IL-10 応答誘導
効果を抑制できるのか解明するために、抗原
および抗 CD3 抗体刺激によるマウス T細胞
増殖応答に及ぼすMKFの抑制効果について
検討した。あらかじめ OVA で免疫した
BALB/c マウスのリンパ節細胞の抗原および
抗 CD3抗体刺激による増殖応答は、MKFの
添加濃度の増大に伴い減少し、MKF10μ
g/ml以上の添加により有意に抑制された。こ
のMKFの T細胞応答抑制効果は培養開始時
に抗原と共にMKFを添加した場合のみなら
ず、培養 3日目に MKFを 3H標識チミジン
と同時に添加した場合でも認められた。また、
免疫処理を施していない naïveなBALB/cマ
ウスの脾臓細胞の抗 CD3 抗体刺激による増
殖応答も、やはりMKF10μg/ml以上の添加
により有意に抑制された。 
 さらに MKF のこのような抑制効果は
BALB/c マウスのみならず、C3H/HeN や
C57BL/6N マウスのリンパ節細胞を用いた
場合でも、また抗原を OVAから KLHに変更
した場合においても観察された。すなわち、
MKFの T細胞応答抑制効果はMHC拘束性
や抗原特異性に関わらず、発揮されるものと
考えられた。これらの結果より、MKF はマ

ウスT細胞の活性化を汎用的に抑制すること
ができるため、LPOの IL-10応答誘導効果を
抑制できるものと結論づけられた。本研究開
始時には、私どもが新たに見出したMKFは
LPO とは全く正反対の活性を有する免疫賦
活物質であると捉えていたが、本研究の結果、
予想に反して、MKF は LPO より強力な T
細胞応答抑制活性をもつ免疫抑制剤である
ことが明らかとなった。 
 
（３）その他 
 BALB/c マウスの脾臓細胞に抗 CD3 抗体
刺激を与えると、IL-4、6、10、IFN-γなど
のサイトカイン応答が誘導されるが、MKF
はこの中で IL-6 応答には全く影響しないも
のの、Th1 系のサイトカインである IFN-γ
応答や Th2系のサイトカインである IL-4お
よび 10 応答を有意に抑制できることが新た
に明らかとなった。さらに鶏卵アレルギーモ
デルである DO11.10 マウスの脾臓細胞を用
いた場合においても、鶏卵アレルギーの発症
原因となる Th2 系のサイトカインである
IL-4および 10応答を抑制できることが見出
されたため、MKF はアレルギー疾患の予
防・治療法として応用できる可能性が示唆さ
れた。 
 NOD マウスは最も代表的な自己免疫疾患
の一つである１型糖尿病のモデルマウスで
あるが、MKF はこのマウスの１型糖尿病の
発症原因となる自己免疫応答を in vitroで抑
制できることが本研究の結果、明らかとなっ
た。これはMKFが自己免疫疾患の予防・治
療法として期待できることを示唆する知見
である。今後はこのようなMKFが有するア
レルギーや自己免疫疾患の発症を抑制する
効果について、さらに検討していきたい。 
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