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研究成果の概要（和文）：牛乳から分離したIgGのパパイン消化物から精製したFc，および大腸菌

とそれと結合できる牛乳IgGの混合物をマウスに35日間経口投与すると、前者の場合は抗体産生

を抑制しないが，後者の場合は抗体産生に関係する多くの因子に対して抗体産生を抑制方向に導

くこと，並びにパイエル板細胞の遺伝子のDNAマイクロアレイによる網羅的解析により，牛乳Ig

Gと大腸菌の混合物の投与は抗原提示細胞やB細胞の分化の抑制，ヘルパーT細胞のTh1やTh3への

分化の促進，Fcεレセプターの発現抑制などを生じることを示唆した。これらの結果は，牛乳I

gGとそれが認識する抗原の同時摂取はI型アレルギーを軽減する可能性を示している。一方，パ

ン酵母に対するヤギ乳IgG分画を2頭のシバヤギを用いて3.6g調製した。そのパン酵母に対するヤ

ギ乳IgG分画と免疫に用いたパン酵母の混合物をI型アレルギー自然発症モデルマウスであるNC/

Ngaマウスの飼料に添加して与え，ダニ抗原でアレルギーを誘導し，アレルギー症状やアレルギ

ー関連パラメーターの分析を行った。その結果，パン酵母とそのIgGの混合物を含まない飼料（コ

ントロール飼料）群と比べて添加飼料群のダニ抗原で誘導される耳介部分の腫れは弱く，脱毛や

出血等のアレルギー症状も弱いことが確認された。また，それら投与群はコントロール群と比べ

て脾臓のTh1型細胞数や腸管の免疫グロブリンレベルが低いことが確認された。以上の結果は，

パン酵母とそのヤギ乳IgGの混合物の経口摂取は遺伝的なI型アレルギー症状を軽減することを

示している。また，コントロール飼料群とパン酵母とそのヤギ乳IgG混合物添加飼料群のパイエ

ル板や脾臓の免疫細胞の特性付けを行ったところ，前者の飼料群と比べて，後者の飼料群のTh2

細胞数が有意に減少していることが確認され，パン酵母とそのヤギ乳IgGの先天的（遺伝的）I

型アレルギー軽減作用はTh1/Th2細胞バランスの改善によることが示唆された。他方，パン酵母

に対するヤギ乳IgGと免疫に用いたパン酵母を添加した飼料で，卵白アルブミンでI型アレルギー

を誘導したBALB/c系マウスを飼育すると，無添加飼料での飼育の場合よりもくしゃみの回数は明

らかに減少し，脾臓のTh2細胞数、抗原提示細胞数、IgE産生細胞数および肥満細胞数はコントロ

ール群に比べて有意に少なく，逆にIL-10+CD4+ (Tr1)細胞数は有意に多いことが示された。これ

らの結果は，パン酵母とそのヤギ乳IgG混合物は後天的に誘導したI型アレルギーマウスにおいて

をTh1/Th2バランスの改善だけではなく，IgE産生能の低下，制御性T細胞の誘導、肥満細胞数の

減少などを介して軽減することを示唆している。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Five-week-old mice were given a diet consisting of ovalbumin alone 

(OVA, control diet) or a mixture of OVA, Escherichia coli, and its specific bovine milk IgG 

(IgG/E.coli-added diet) as a protein source for 5 weeks, and mRNAs extracted from Peyer’s 

patch cells of the mice were analyzed by means of DNA microarray. The gene expression of 
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proteins relating to immunoglobulin production and development of immune diseases was 

reduced in mice given the IgG/E.coli-added diet compared with those given the control diet. 

In contrast, the gene expression of marker proteins on Th1, Th3, and negatively regulatory 

T cells was noticeably increased. On the other hand, Peyer’s patch cells from mice that had 

not been given any E. coli or milk IgG were cultured with milk IgG, E. coli, or a mixture of 

E. coli and its specific milk IgG, and were subjected to a cell function analyzer. The 

numbers of CD19+ cells and interleukin-4+CD4+ cells increased significantly when the cells 

were cultured with either milk IgG or E. coli, while the mixture of E. coli and its specific 

milk IgG hardly influenced the numbers of these cells. These results indicate that the 

result obtained by DNA microarray analysis is not due to free milk IgG or E. coli alone, but 

is attributable to a mixture of E. coli and its specific IgG, suggesting that a mixture of E. 
coli and its specific IgG in intestinal tracts would reduce the development of allergic 

symptoms and autoimmune diseases. 

On the other hand, we investigated the effects of Saccharomyces cerevisiae and its 

specific IgG-rich fraction (anti-yeast IgG) prepared from goat’s milk on the mouse immune 

system. Real-time polymerase chain reaction (PCR) analysis of mRNA extracted from 

C3H/HeN mouse Peyer’s patch cells revealed that the expression of Rnf128 on regulatory T 

cells was higher in the cells cultured with anti-yeast IgG alone or with a mixture of S. 
cerevisiae and anti-yeast IgG than in the cells cultured with S. cerevisiae alone. In contrast, 

the expression of Stat6 related to polarize type 2 helper T (Th2) cells was lower in the cells 

cultured with the mixture than S. cerevisiae alone, although that was higher than IgG 

alone. Hence, 5-week-old C3H/HeN mice were orally administered with either saline 

solution (control) group or a mixture of S. cerevisiae and anti-yeast IgG in saline (test) 

group once a day for 5 weeks. We found total serum IgG levels to be significantly lower in 

mice administered the test solution than those that were given the control solution. 

Microarray analysis of mRNA extracted from the mouse Peyer’s patch cells revealed that 

the expression profile of genes related to proliferation and differentiation of B cells, T cell 

activation and differentiation of Th2 cells was lower in the test mice than in the control 

group. In contrast, the genes related to regulatory T cells were more highly expressed in 

mice administered with the test solution. Moreover, oral administration of the test solution 

was found to reduce allergic symptoms in NC/Nga mice induced with a mite antigen. The 

number of spleen interleukin-4+CD4+ cells was reduced in test mice when compared to the 

control group. These findings indicate that oral administration of the mixture of S. 
cerevisiae and its specific goat milk IgG-rich fraction may suppress the development of type 

I allergic symptoms in mice. 

Moreover, we investigated effects of S. cerevisiae and a mixture of the yeast and its 



specific goat milk IgG-rich fraction (anti-yeast IgG) prepared from goat’s milk on the 

immune system of the OVA-induced type I allergic model mice. The sneezing behaviors of 

the mice given S. cerevisiae and anti-yeast IgG-added diet noticeably tend to reduce 

compared with the control group. The number of interlekin (IL)-4+CD4+ cells decreased in 

mice given S. cerevisiae-added diet or the mixture of S. cerevisiae and anti-yeast IgG-added 

diet when compared to the control diet group. The number of interferon-γ (IFN-γ)+CD4+ 
decreased in mice given the mixture of S. cerevisiae and anti-yeast IgG-added diet when 

compared to the control diet group while rose in S. cerevisiae-added. In addition, the mice 

given the mixture of S. cerevisiae and anti-yeast IgG-added diet significantly showed lower 

numbers of IgE+B220+ and FcεRIα+CD117+cells when compared to mice given the control 
diet. However S. cerevisiae-added diet caused no significant decrease of the number of 

IgE+B220+ and FcεRIα+CD117+cells compared with the control group. These results 
indicate that the mixture of S. cerevisiae and anti-yeast IgG lead to the reduction of 

OVA-induced type I allergic symptoms via not only modulation of Th1/Th2 balance, but also 

decrease of IgE-producing and FcεRI-positive mast cell numbers. 
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１．研究開始当初の背景 
Fab領域で抗原と特異的に結合し，Fc領域

のエフェクター機能により補体や食細胞を

活性化させ抗原を効率的に無毒化するとい

うことが教科書に書かれている免疫グロブ

リンG（IgG）の生物学的機能である。ところ

が，ヒトの腸内細菌を免疫したウシの乳汁か

ら調製したIgGを経口摂取したヒトにおいて，

自己免疫疾患が軽減したという臨床的報告

が複数なされている。このような軽減効果は，

IgGに従来から知られている抗原結合機能と

エクフェクター機能では説明できないとこ

ろである。また，ウシ血清ではIgGのサブク

ラスであるIgG1とIgG2がほぼ同量含まれて

いるのに対して，自己の免疫系が十分に発達

していない仔ウシの飲む乳汁にはIgG1がお

よそ9割をも占めている。これらのことから

申請者は，乳汁，特に牛乳IgGには従来から

知られている抗原結合機能とエフェクター

機能以外に能動免疫調節機能が存在すると

いう仮説を立て，2004年・2005年度萌芽研究

の補助により実験を行った。 



その結果，細胞培養系での実験により，牛
乳 IgG が遊離の状態であるか，牛乳 IgG が抗
原と複合物を形成している状態であるか，牛
乳 IgGが消化された状態であるかにより能動
免疫系に対する作用が異なることを明らか
にした。すなわち，牛乳 IgG が遊離の状態で
は獲得液性免疫を促進し，抗原との複合物は
獲得液性免疫を抑制し，IgG の消化物は自然
細胞性免疫を促進することを見出した。 
 
２．研究の目的 
 上述の研究背景に基づき，次の 4点が本申
請研究の目的である。 
(1) マウスへの経口投与試験により，遊離の
牛乳 IgG と抗原と結合している牛乳 IgG は宿
主の獲得液性免疫系に対する作用が異なる
ことの証明 
(2) ヤギに食経験のあるパン酵母を免疫し、
パン酵母に特異的なヤギ乳 IgG の調製 
(3) パン酵母とそれに特異的なヤギ乳 IgG を
先天的（遺伝的）I 型アレルギー発症マウス
と後天的 I型アレルギー発症マウスに経口的
に投与し，アレルギー症状が軽減されること
の確認 
(4) パン酵母とそのヤギ乳 IgG の I 型アレル
ギー軽減メカニズムの探索 
 
３．研究の方法 
(1)遊離型IgGとIgG・抗原複合物のマウスへ

の経口投与試験 (2007年度) 

① ウシ初乳からIgGを精製し、研究室の大腸
菌保存菌株から，精製した牛乳IgGと最も反

応性が高い菌株を選択し，培養菌体を調製し

た。 

② 精製したIgGと大腸菌の複合物の調製と，
精製したIgGをパパイン処理し，そこからFc

領域を精製した。なお，Fc領域は遊離のIgG

の作用を見るためのものである。すなわち，

牛乳IgGをそのままの状態でマウスに経口投

与すると腸管で抗原抗体複合物が出来て意

図する結果が得られない可能性がある。申請

者は、遊離にIgGの能動免疫調節作用はFc領

域に由来することを既に実験的に証明して

いることから、遊離の牛乳IgGの代わりにIgG

のFc領域を用いた。 
③ 牛乳IgGも牛乳IgG・大腸菌複合物も含まな
い飼料，大腸菌と牛乳IgG複合物を含む飼料，
並びにFc領域を含む飼料を調製し，それらの
飼料で健常マウスを5週間飼育し、腸管およ
び血清の免疫グロブリンレベル，飼料中の蛋
白質源であるオボアルブミンに特異的な免
疫グロブリンレベルを測定した。また，パイ
エル板や脾臓のヘルパーT細胞，B細胞，マク
ロファージ，ナチュラルキラー細胞などの割
合や機能をパーソナルセルファンクション
アナライザーやPCRで調べた。さらに，パイ

エル板細胞から抽出したRNAをDNAマイクロ
アレイに供することにより，免疫系遺伝子の
網羅的解析を行った。 
(2) パン酵母に特異的なヤギ乳 IgG の調製

(2007 年度) 

腸管内で安定な乳汁 IgG・抗原複合物を作る

ために，妊娠中のヤギにパン酵母を免疫し，

そのヤギ乳より IgG 分画を調製した。なお、

この IgG 分画は 2008 年度と 2009 年度の研究

で用いたものである。なお，実際はウシにパ

ン酵母を免疫して，パン酵母に特異的な牛乳

IgG を調製するのが望ましいが，乳牛は信州

大学では飼育していないことから，ヤギ乳IgG

を調製した。なお，ヤギ乳 IgG も牛乳 IgG と

同様の作用を有することを申請者は細胞培養

系では確認している。また，パン酵母を抗原

とするのは，パン酵母はヒトにおいて食経験

が豊富なこと，パン酵母は消化管で分解を受

けにくいことからである。さらに，乳酸菌を

抗原としなかったのは，乳酸菌に対するヤギ

乳 IgG が腸内の乳酸菌と反応して腸内菌叢を

乱すことを考えたからである。 
(3) パン酵母とそのヤギ乳IgGの先天的（遺伝
的）Ｉ型アレルギーに及ぼす影響 (2008年
度) 
① 生後5週齢のNC/Ngaマウスをヤギ乳IgGと
パン酵母混合物を含む飼料，並びにそれらを

含まない飼料（コントロール飼料）で飼育し

た。飼育期間中は見かけのアレルギー症状，

飼料摂取量，水摂取量，増体重を定期的に調

べた。 

② コントロール飼料群の半数が明らかにア
レルギー症状を呈したときにすべてのマウ

スを安楽死させた。 

③ 安楽死させたマウスの腸管および血清の

免疫グロブリンレベル，並びにパイエル板や

脾臓のヘルパーT細胞，B細胞，マクロファー

ジ，ナチュラルキラー細胞などの割合や機能

をパーソナルセルファンクションアナライ

ザーやPCRで調べた。また，皮膚や毛などの

アレルギー症状を数字化した。 

④ 以上の実験結果を解析し，パン酵母・ヤギ
乳IgG複合物の経口摂取が遺伝的にI型アレ

ルギーモデルマウスに対してアレルギー軽

減効果があることを確認するとともに，アレ

ルギー軽減メカニズムを考察した。 
(4) パン酵母とそのヤギ乳IgGの後天液I型ア
レルギーに及ぼす影響 (2009年度) 
① 健常な4週齢BALB/cマウスをヤギ乳IgGと

パン酵母混合物を含む飼料，並びにそれらを

含まない飼料（コントロール飼料）で飼育し，

オボアルブミンをアジュバントとともに一

定間隔で注射してI型アレルギーマウスを作

出した。 



② 飼育期間中はの料摂取量，水摂取量，増体
重を定期的に調べた。5週間飼育後，すべて

のマウスを安楽死させた。 

③ 安楽死させたマウスの腸管および血清の

免疫グロブリンレベル，並びにパイエル板や

脾臓のヘルパーT 細胞，B 細胞，マクロファ

ージ，ナチュラルキラー細胞などの割合や機

能をパーソナルセルファンクションアナラ

イザーや PCR で調べた。 

④ 以上の実験結果を解析し，パン酵母・ヤギ
乳 IgG 複合物の経口投与が後天的に誘導した

I 型アレルギーを軽減することを確認すると

ともに，軽減メカニズムを考察した。 
 
４．研究成果 
(1) 牛乳IgGのパパイン消化物から精製した

Fc，および大腸菌とそれと結合できる牛乳IgG

をマウスに35日間経口投与すると、Fcは抗体

産生を抑制しないが，大腸菌とその牛乳IgG

の同時投与は，抗体産生やそれに関係する多

くの因子を抗体産生を抑制方向に変動するこ

とを明らかにした。また，パイエル板細胞の

遺伝子のDNAマイクロアレイによる網羅的解

析により，牛乳IgGと大腸菌の同時投与により

，抗原提示細胞やB細胞の分化の抑制，ヘルパ

ーT細胞のTh1やTh3への分化の促進，Fcεレセ

プターの発現抑制方向へmRNA発現が変動する

ことを示した。これらの結果は，申請者の仮

説どおり牛乳IgGとそれが認識する抗原の同

時摂取はI型アレルギーを軽減する可能性を

示している。 

(2)2008年度と2009年度の研究で用いるパン

酵母に対するヤギ乳IgG分画を2頭のシバヤギ

を用いて3.6g調製した。 

(3)生後4週齢のNC/Ngaマウスを購入し，一週

間の予備飼育後，パン酵母とそのヤギ乳IgG

分画を含む飼料，並びにそれらを含まない飼

料（コントロール飼料）で飼育したところ，

飼育期間を通して，飼料摂取量，飲水量およ

び増体重には両群間で有意な違いは見られな

かった。本結果は，コントロール飼料群とパ

ン酵母とそのヤギ乳IgG添加飼料群の間に栄

養面やストレス面での有意な差はなく，本試

験で得られた結果はパン酵母とそのヤギ乳

IgGの生理的作用に基づくことを示唆してい

る。一方，コントロール飼料群の半数が明ら

かにアレルギー症状を呈したときに両群のマ

ウスのアレルギー症状を比較したところ，パ

ン酵母とそのヤギ乳IgG投与群ではダニ抗原

で誘導される耳介部分の腫れがコントロール

群よりも弱く，脱毛や出血等のアレルギー症

状も弱いことが確認された。また，それら投

与群はコントロール群と比べて脾臓のTh1型

細胞数や腸管の免疫グロブリンレベルが低い

ことが確認された。以上の結果は，パン酵母

とそのヤギ乳IgGの経口摂取は遺伝的なI型ア

レルギー症状を軽減することを示している。 

 一方，コントロール飼料群とパン酵母とそ

のヤギ乳IgG添加飼料群のパイエル板や脾臓

の免疫細胞の特性付けを行ったところ，前者

の飼料群と比べて，後者の飼料群のTh2細胞数

が有意に減少していることが確認され，パン

酵母とそのヤギ乳IgGの先天的（遺伝的）I型

アレルギー軽減作用はTh1/Th2細胞バランス

の改善によることが示唆された。 

(4) パン酵母に対するヤギ乳IgGと免疫に用

いたパン酵母を添加した飼料で，卵白アルブ

ミン(OVA)でI型アレルギーを誘導したBALB/c

系マウスを飼育し，そのマウスのアレルギー

（後天的アレルギー）症状と免疫系をそれら

無添加飼料（コントロール飼料）での飼育の

場合と比較した。すなわち，パン酵母に対す

るヤギ乳IgG分画と免疫に用いたパン酵母を

それぞれ0.025％（w/w）量添加した市販飼料

で5週齢BALB/c系雄マウスを7週間飼育し、6

週齢および8週齢時に水酸化アルミニウムゲ

ルと共にOVAを腹腔内注射した。9週齢から週

に3回OVAを鼻腔内に投与し，くしゃみの回数

を調べた。その結果，パン酵母とそのヤギ乳I

gG分画を含む飼料群は，コントロール飼料群

と比べてくしゃみの回数が明らかに減少し

た。また，パン酵母とそのIgG分画添加飼料群

の脾臓Th2細胞数、抗原提示細胞数、IgE産生

細胞数および肥満細胞数はコントロール群と

比べて有意に減少し，逆にIL-10+CD4+ (Tr1)

細胞数は有意に増加した。これらの結果は，

パン酵母とそのヤギ乳IgGのマウスへの経口

投与は後天的に誘導したI型アレルギーをTh1

/Th2バランスの改善だけではなく，IgE産生能

の低下，制御性T細胞の誘導、肥満細胞数の低

下などを介して軽減することを示唆してい

る。 
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