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研究成果の概要（和文）：免疫応答を調節する食品因子に着目して、免疫応答抑制機能をもつ制御性T細胞およ
び制御性B細胞の分化・活性化を誘導する食品因子を検索し、その作用機構や経口投与した際の抗炎症効果を解
析した。植物に含まれる化学成分であるフラボノイドの一部にそのような活性化があることを見出し、これらが
炎症性腸炎動物モデルにおいて抗炎症効果を示すことを明らかにした。このような免疫抑制機能を有する食品因
子は、アレルギーなどの免疫疾患の予防や症状を軽減したり、慢性炎症を発症基盤とする生活習慣病の予防など
に効果を示すことが期待される。

研究成果の概要（英文）：Focusing on the immune-modulating functions of food factors, we searched for
 those inducing or activating regulatory T cells (Tregs) or regulatory B cells (Bregs), which have 
immune-suppressive functions. The mechanisms of action of the food factors and anti-inflammatory 
activity in vivo were investigated. We found several flavonoids having such an immune-modulating 
functions, and observed the suppressive effects of these factors on an animal model of inflammatory 
bowel diseases. Food factors with immune-suppressive functions are expected to prevent or ameliorate
 allergies and also lifestyle diseases developing on the basis of chronic inflammation.

研究分野： 食品機能学、食品免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 喘息・花粉症などのアレルギー疾患や、リ
ウマチ・I 型糖尿病などの自己免疫疾患のよ
うに、免疫機能の異常が直接的な原因となる
疾患の罹患率は、特に先進諸国においてこの
20〜30 年で大きく増加しており、大きな問題
となっている。一方近年の研究から、様々な
慢性疾患、特に肥満に伴うメタボリックシン
ドローム、糖尿病、動脈硬化性疾患、がんな
どの生活習慣病や、アルツハイマー病などの
神経変性疾患の発症や重症化に、軽度の炎症
が持続的に進行する反応である慢性炎症が
深く関与していることが明らかにされつつ
あった。炎症反応は、外来異物や自己の死細
胞を排除し、生体恒常性を維持するために生
じる反応であり、これらの反応は主に免疫系
の細胞や分子が担っている。 
 免疫・炎症応答の抑制を担うリンパ球とし
て、制御性Ｔ細胞（Treg）と制御性 B 細胞
（Breg）の存在が知られている。これらは、
他のリンパ球や樹状細胞の機能を抑制し、異
物排除の目的を達した免疫応答を収束させ
たり、自己成分や無害な外来抗原に対する免
疫寛容を維持する働きを担っており、アレル
ギー制御において重要な働きをしているこ
とが明らかにされている。医学分野では Treg
誘導により動脈硬化症の発症を抑制する試
みも行われている（Sasaki N et al, J Atheroscler 
Thromb, 2012）。 
 著者らは Treg の分化誘導を促進する食品
成分を検索したところ、柑橘類に多く含まれ
るフラボノイドであるナリンゲニンにその
促進活性があることを見いだした（Wang HK 
et al, J Agric Food Chem, 2012）。Treg 誘導に芳
香族炭化水素受容体（AhR）が関与すること
が報告されており（Quintana FJ et al, Nature, 
2008）、ナリンゲニンの Treg 誘導活性は AhR
阻害剤の存在下で解除されることから、AhR
に依存した反応であると考えている。しかし
ながら、AhR アゴニスト活性をもつ化合物全
てが Treg 誘導活性をもつ訳ではないこと、逆
に AhR アゴニスト活性をもたないフラボノ
イドにも Treg 誘導活性があるものを見出し
ており（2014 年日本農芸化学会にて発表）、
フラボノイドによる Treg 誘導活性の分子機
構については不明な点が多く残されている。
また、著者らはナリンゲニンを乳酸菌
（Lactococcus lactis C59 株）とともにマウス
に投与することにより、乳酸菌単独投与の場
合と比べて、より顕著に Treg 誘導を強化し、
経口免疫寛容の誘導を強化することを見出
した（2014 年日本農芸化学会にて発表）。 
 免疫応答を抑制するサイトカインである
インターロイキン 10（IL-10）を産生し、過
剰な免疫応答を負に制御する機能をもつ
Breg（Lund, FE and Randall, TD, Nat Rev 
Immunol, 2010）もアレルギーや自己免疫疾
患の抑制に重要な働きをしている。また脂
肪組織中に IL-10 を産生する Breg が多数存
在しており、これが脂肪組織における炎症

反応を抑制することでメタボリックシンド
ローム発症の抑制に寄与していることが報
告されていた（Nishimura, S et al, Cell Metab, 
2013）。 
 著者らはリポ多糖（LPS）刺激によりマ
ウス Breg を誘導する実験系において、
IL-10 産生を増強する働きを有する食品因
子を探索したところ、様々な野菜・果物に
多く含まれるフラボノイドであるケンフ
ェロール、イチョウなどに含まれるタマリ
キセチンにその活性があることを見出し
た（2012 年、2013 年日本農芸化学会にて
発表）。また、AhR を介したシグナルを阻
害することで Breg 誘導が増強されること
を、AhR 遺伝子欠損マウスおよび AhR ア
ンタゴニストを用いた研究から明らかに
した（2013 年日本免疫学会学術集会で発
表）。最近、抗体を産生する形質細胞が
IL-10 などの抑制性サイトカインを産生す
ることが報告され（Shen P et al, Nature, 
2014）、ケンフェロールの IL-10 増強活性
と形質細胞誘導との関係を明らかにする
ことで、活性発現の分子機構解明につなが
る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から、免疫調節機能を有
する食品因子は、アレルギーの制御のみなら
ず、炎症反応を制御することにより生活習慣
病などの疾患の予防にも寄与する可能性が
あり、従来考えられていたよりも広範な疾患
の発症予防に役立つことが期待された。そこ
で本研究では、免疫・炎症応答の抑制を担う
リンパ球である Treg 及び Breg に着目し、そ
の分化誘導・活性化に働く食品因子を研究対
象とした。これまでの研究で見出した、Treg
や Breg を誘導する食品因子（乳酸菌体、フィ
トケミカル等）について、これらの成分の機
能発現の分子基盤を明らかにすることによ
り、その設計原理の構築を目指すとともに、
より高い活性をもつ食品因子の探索も行い、
生体内での免疫・炎症反応に対する抑制効果、
疾患発症予防効果について解析することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Treg 誘導活性の解析 
 Treg の誘導に AhR の活性化が関与するこ
とが報告されているが、これまでの研究でフ
ィトケミカルの Treg 誘導活性と AhR アゴニ
スト活性は必ずしも相関しないことが示さ
れている。各種植物由来食品因子について、
Treg 誘導活性を次の方法で検討した。すなわ
ち、BALB/c マウス脾臓由来ナイーブ CD4+

Ｔ細胞を IL-2 と suboptimal な濃度の TGF-β
の存在下、抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体で刺激
した。この系に被検食品因子を添加し、Treg
誘導活性を解析した。Foxp3 の発現をフロー
サイトリーおよび定量的 RT-PCR 法で解析し、
他の CD4+Ｔ細胞の増殖に対する抑制能を検



討した。中和抗体を用いて Treg 誘導活性が
TGF-β に依存するか否かについても検討した。 
 Treg 誘導活性が認められた因子について
は、当該食品因子存在下で特異的に誘導され
るタンパク質を同定することを目的として、
二次元電気泳動を用いた網羅的タンパク質
発現解析を行った。ゲルから抽出したタンパ
ク質を酵素分解断片の質量分析により推定
した。 
 
(2) Breg 誘導活性の解析 
 Breg 分化誘導・活性化に影響を与える食品
因子を次の方法で検索した。すなわち、
C57BL/6 マウス脾臓由来 B 細胞（B220+細胞）
を suboptimal な量の LPS 存在下で培養し、食
品因子を添加した場合の培養上清中の IL-10
産生量を酵素免疫測定法（ELISA）にて測定
し、IL-10 産生細胞の割合の変化をフローサ
イトメトリーで解析した。 
 Breg の免疫抑制活性を評価するため、
C57BL/6 マウス脾臓由来 T 細胞を抗 CD3 抗
体および抗 CD28 抗体を用いて刺激する実験
系に同型マウス由来のBregを加えた場合のT
細胞応答の変化を解析した。すなわち、T 細
胞のインターフェロン γ（IFN-γ）、IL-4、IL-10、
TGF-β 等のサイトカイン産生量の変化を
ELISA 法により解析した。 
 Breg 誘導活性が見出された食品因子につ
いて、他の免疫関連細胞の IL-10 産生に与え
る影響について検討した。すなわち、脾臓か
ら調製した樹状細胞、マウスマクロファージ
細胞株 J774.1 細胞を Toll 用受容体（TLR）リ
ガンドで刺激した際に誘導される IL-10 産生
に対して、培養系に添加した当該食品因子の
効果を検討した。また、ナイーブ CD4+T 細胞
を抗 CD3 抗体、抗 CD28 抗体で刺激して機能
分化を誘導する実験系においてこれらの因
子を添加した際の効果を検討した。 
 
(3)生体内での Treg および Breg 誘導活性、抗
炎症効果の解析 
 Treg 誘導活性や Breg 誘導活性が見出され
た食品因子や、それらを組合せて用いた場合
の抗炎症効果を次のように解析した。 
 まず、in vitro でより生体に近い応答の観察
が可能な実験系として、T 細胞、B 細胞、マ
クロファージ、樹状細胞等の様々な免疫細胞
が混在しているマウス脾臓細胞を LPS 刺激
によって活性化する系を用い、Treg および
Breg の誘導、IL-10 産生、IL-6 等の炎症性サ
イトカイン産生を解析した。 
 マウスに経口投与した際の in vivo での
Treg/Breg 誘導能を検討した。すなわち、当該
食品因子をマウスに胃ゾンデを用いて投与
した後、脾臓、腸管関連リンパ組織などの
Treg および Breg の存在状態を検討した。 
 また、炎症性腸疾患のモデルとして、デキ
ストラン硫酸ナトリウム（DSS）誘導性大腸
炎動物モデルを用い、当該食品因子の抗炎症
効果を検討した。すなわち、当該食品因子を

C57BL/6 マウスに 3 週間強制経口投与し、最
後の 7 日間に 3% DSS を含む飲料水を自由摂
取させることにより腸炎を誘発し、その間の
体重変化、糞便の状態を観察した。DSS 投与
終了時に解剖し、腸管の状態、脾臓、腸間膜
リンパ節およびパイエル板の Treg あるいは
Breg の存在も解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Treg 誘導活性を有する食品因子 
 27 種類の植物由来食品因子について、Treg
分化を誘導・促進する活性を検討した。その
結果、いずれもフラボノイドであるエリオジ
クチオール、ケンフェロールを含む 4 種の食
品因子の存在下で培養した T 細胞において、
Treg特異的転写因子である Foxp3を発現する
細胞の割合の上昇、Foxp3 mRNA 発現量の増
加、他の CD4+T 細胞に対する抑制活性が認め
られたことから、これらの食品因子に Treg
誘導活性があることが示された。 
 エリオジクチオールは TGF-β 非存在下で
も同様の Treg 誘導活性を示し、TGF-β の産生
量および mRNA 発現量を増加させた。また、
抗 TGF-β 中和抗体の存在下で Foxp3+ T 細胞
の割合が低下したことから、エリオジクチオ
ールの Treg 分化誘導効果には TGF-β の産生
誘導が関与していることが示唆された。一方
で、抗 TGF-β 中和抗体添加時にエリオジクチ
オールの Foxp3 発現誘導能が完全には抑制さ
れなかったことから、TGF-β の関与しないエ
リオジクチオール特異的な Treg 分化誘導機
構が存在することも示唆された。 
 エリオジクチオールの存在下で活性化刺
激を加えて培養したマウス CD4+Ｔ細胞のタ
ンパク質発現の網羅的解析を行った。2 次元
電気泳動像において、対照群と発現量の異な
るスポットから抽出したタンパク質の酵素
分解断片の質量分析を行い、同定を試みたと
ころ、4 つのスポットについて候補タンパク
質が得られた。 
 
(2) Breg 誘導活性を有する食品因子 
 15 種類のフラボノイドについて Breg 誘導
活性を検討したところ、これまでに見出した
ケンフェロールおよびタマリキセチンに加
え、イソラムネチンおよびミリセチンが B 細
胞の IL-10 産生を増強する活性をもつことが
示された。これらがマウス脾臓由来樹状細胞、
あるいはマウスマクロファージ細胞株 J774.1
細胞の IL-10 産生に与える影響を検討したと
ころ、タマリキセチンは樹状細胞およびマク
ロファージの IL-10 産生に対しても増強効果
を示すことが明らかとなり、B 細胞、樹状細
胞、マクロファージに共通する機構を介して
IL-10 産生を増強することが示唆された。 
 
(3) 生体内での Treg および Breg 誘導活性、
抗炎症効果 
 マウス脾臓細胞を LPS 刺激した際の IL-10
産生に対するケンフェロール、タマリキセチ



ン添加の効果を検討したところ、IL-10 産生
増強効果、IL-10 産生細胞の割合の増加、IL-10 
mRNA 発現量の増加が認められた。また、2
週間 C57BL/6 マウスにケンフェロールを胃
内強制投与したのち、脾臓および腸間膜リン
パ節から細胞を調製し、IL-10 産生細胞の割
合をフローサイトメトリーにより解析した。
その結果、ケンフェロールの経口投与は腸間
膜リンパ節の B 細胞および T 細胞における
IL-10 高産生細胞の割合を増加させることが
明らかとなった。 
 DSS 誘導性大腸炎モデルを用い、上記の食
品因子を単独あるいは組み合わせて投与し
た際の効果を検討した。ケンフェロール、タ
マリキセチン、あるいはその両者を同時に 2
週間 C57BL/6 マウスに胃内強制投与し、投与
期間の最後の8日間にDSSを含む飲料水を自
由摂取させ、その間の体重変化、糞便の状態
を観察したところ、両者を同時に投与した場
合に顕著な症状抑制効果が観察された。 
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