
	
 

様式Ｃ－１９	
 

	
 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	
 
平成 25年 5 月 30 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：脂質過酸化物の二次分解物である 4-ヒドロキシ-2-ノネナールは濃
度依存的に IgA産生を抑制した。また、4-ヒドロキシ-2-ノネナールが細胞内シグナル分子
のリン酸化に及ぼす影響を調べた結果、4-ヒドロキシ-2-ノネナール添加 12 時間後のチロ
シンリン酸化が抑制されていた。これらの結果は、4-ヒドロキシ-2-ノネナールが IgA産生
を抑制することでアレルギー促進的に作用する可能性を示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 4-hydroxy-2-nonenal, a secondary product generated by 
decomposition of lipid hydroperoxides, suppressed IgA production from KHM-1B in a 
dose-dependent manner. Tyrosine phosphorylations of signal molecules around 64 kDa 
were inhibited by 4-hydroxy-2-nonenal in twelve-hour culture. These data suggest that 
4-hudroxy-2-nonenal might facilitate allergy reaction by suppression of IgA production.  
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１．研究開始当初の背景 
	
 日本のアレルギー罹患率は増加傾向にあ
り、国民の約 30%が何らかのアレルギー性疾
患を持っていると言われている。これまでに、
アレルギーの原因物質であるアレルゲンが
同定されており、その多くはタンパク質およ
び糖タンパク質であることが明らかとなっ
ているが、日本人のタンパク質摂取量はほと
んど変わっていない。このことから、アレル
ギー罹患率の増加には、タンパク質以外の物

質が関与している可能性が考えられる。 
	
 アレルギーはその発症メカニズムにより
Ⅰ〜Ⅳ型に分類されるが、食物アレルギーや
花粉症などの多くはＩ型アレルギーによる
ものである。I 型アレルギー患者は、血中の
IgE 濃度が高いことが知られており、IgE が
I 型アレルギーの原因抗体であると言われて
いる。体内に侵入したアレルゲンと抗原提示
細胞および B リンパ球との相互作用により、
アレルゲンに特異的な IgEが産生される。産
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生された IgEはマスト細胞表面に結合し、再
侵入したアレルゲンと IgEの架橋結合が起こ
るとマスト細胞内に貯留されていたヒスタ
ミンや細胞膜リン脂質のアラキドン酸から
合成されるロイコトリエンなどの化学伝達
物質が放出され、平滑筋収縮や粘液分泌亢進
などが起こり、アレルギー症状を呈する。ま
た、I 型アレルギーには IgE だけでなく IgA
も重要な役割を果たしている。腸管や鼻腔な
どの粘膜組織には分泌型 IgAが存在し、アレ
ルゲンの体内への侵入を未然に防いでいる。
すなわち、Bリンパ球による IgE産生の上昇
および IgA産生の低下がアレルギー症状を促
進すると考えられる。抗体産生調節を介した
アレルギー反応促進物質については、ある種
の食用色素が IgE産生を促進することが報告
されているが、脾臓リンパ球を用いた現象報
告にとどまり、メカニズムの解明には至って
いない。 
	
 生体内における活性酸素種の生成は、脂
質、タンパク質、核酸などを酸化修飾し、
さまざまな生理機能障害をもたらすが、ア
レルギー反応との関連についてはこれまで
十分に調べられていない。申請者の研究グ
ループは、種々の食品成分が免疫応答やア
レルギー反応に影響を及ぼすこと、ポリフ
ェノールなどの抗酸化成分がアレルギー反
応を抑制する可能性があること、活性酸素
種による膜リン脂質およびリポタンパク質
の酸化反応メカニズム、などについてこれ
までに報告している。 
 
２．研究の目的 
	
 ヒト骨髄腫由来 IgE産生細胞株U266お
よびヒト骨髄腫由来 IgA 産生細胞株
KHM-1Bを用い、IgEおよび IgA産生調節
機能の評価系を確立し、これらの方法を用
いて、脂質過酸化物の二次分解物である 4-
ヒドロキシ-2-ノネナールが IgEおよび IgA
産生に及ぼす影響を検討する。また、4-ヒ
ドロキシ-2-ノネナールが細胞内シグナル
分子のチロシンリン酸化に及ぼす影響を調
べる。 
 
３．研究の方法 
(1) IgE および IgA 産生細胞株を用いた抗体
産生調節機能評価系の確立 

	
 IgE 産生細胞株 U266 を 15%FCS 含有
RPMI-1640 培地に 0.125 x 105〜2 x 105 
cells/ml に懸濁して 48 well ディッシュに
500 µlずつ播種し、24時間培養した。細胞懸
濁液を遠心分離し (1,500 rpm/4˚C/5分)、上
清を回収した。上清中の IgE 量は ELISA で
定量した。 
	
 IgA 産生細胞株 KHM-1B については、細
胞を 15%FCS含有RPMI-1640培地に 0.25 x 
104〜2 x 105 cells/mlに懸濁して同様の検討

を行った。 
 
(2) ELISAによる IgEおよび IgAの定量 
	
 抗ヒト IgE、HRP標識抗ヒト IgE、IgE標
準抗体、抗ヒト IgA、HRP 標識抗ヒト IgA、
IgA標準抗体は Bethylより入手した。 
	
 一次抗体を50 mM炭酸緩衝液 (pH9.6) で
100倍に希釈し、96 well マイクロプレート
に 100 µlずつ分注した。1時間後、洗浄液 (50 
mM Tris、0.14 M NaCl、0.05% Tween20) で
5 回洗浄し、200 µl のブロッキング液 (50 
mM Tris、0.14 M NaCl、1% BSA) で 30分
間ブロッキングした。5回洗浄後、100 µlの
標準液または培養上清を各 wellに添加し、室
温で 1 時間静置した。5 回洗浄後、1%BSA
含有ブロッキング液で 100,000 倍希釈した
HRP標識抗体を 100 µlずつ各wellに分注し、
室温で 1時間静置した。5回洗浄した後、発
色基質である TMB溶液を 100 µlずつ分注し、
遮光下で 5分間静置した後に 0.18 M硫酸で
発色反応を停止させ、450 nm の吸光度を測
定した。 
 
(3) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールの細胞毒性 
	
 U266またはKHM-1Bを 1.0 x 105 cells/ml
に調整し、48 well ディッシュに 500 µlずつ
播種した。これらの細胞に 4-ヒドロキシ-2-
ノネナールを終濃度0〜40 µMで添加して24
時間培養し、トリパンブルー色素排除法によ
り、総細胞数および生細胞率を求めた。 
 
(4) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールが IgEおよび

IgA産生に及ぼす影響 
	
 U266および KHM-1Bをそれぞれ 2 x 105 
cells/mlと 0.5 x 104 cells/mlに調整し、4-ヒ
ドロキシ-2-ノネナールを終濃度0〜10 µMを
添加して 24 時間培養した。細胞懸濁液を回
収して遠心分離し (1,500 rpm/4˚C/5分)、上
清中の IgEおよび IgA量を ELISAで測定し
た。 
 
(5) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールが KHM-1B
の細胞内チロシンリン酸化に及ぼす影響 

	
 KHM-1Bを 2 x 107 cells/mlに調整し、250 
µlずつ 48 wellディッシュに播種した。4-ヒ
ドロキシ-2-ノネナールを終濃度 10 µM で添
加して培養し、0、1、3、6、12、18、24 時
間後に細胞を回収して、PBSで洗浄した後に
lysys buffer (1% Triton-X100、50 mM NaF、
25 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、1 mM 
EDTA-2Na、1 mM Na3VO4、1/200 vol. 
protease inhibitor cocktail 、 1/100 vol. 
phosphatase inhibitor cocktail) を加えて 4˚
C で 30 分間、細胞を可溶化した。細胞可溶
化液を遠心分離 (13,000 rpm/4˚C/10分) し、
上清に 2x SDS-PAGE sample buffer を等量
加え、5 分間煮沸した。電気泳動でタンパク
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図3　4-ヒドロキシ-2-ノネナールがIgE産生に
　　  及ぼす影響

質を分離した後、ニトロセルロース膜に転写
し、odyssey blocking buffer でブロッキング
した。抗リン酸化チロシン抗体 (4G10) およ
び IRDye800標識抗マウス IgGでリン酸化チ
ロシンを検出した。 
 
４．研究成果	
 
(1) IgE および IgA 産生細胞株を用いた抗体
産生調節機能評価系の確立 

	
 	
 IgE産生細胞株 U266を 0.125 x 105〜2 
x 105 cells/mlに調整して、24時間培養し、
培養上清中の IgE を ELISA で定量した。そ
の結果、2 x105 cells/ml で 24時間培養した
時の培地中の IgE濃度が検量線の範囲内であ
ったことから、至適細胞密度は 2 x 105 
cells/mlであると判断した。 
	
 IgA 産生細胞株 KHM-1B を用いて至適細
胞密度を検討した結果、0.5 x 104 cells/mlで
24 時間培養した時の培地中の IgA 濃度が検
量線の範囲内であったことから、至適細胞密
度を 0.5 x 104 cells/mlと決定した。 
 
(2) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールの細胞毒性 
	
 U266を 1.0 x 105 cells/mlに調整し、4-ヒ
ドロキシ-2-ノネナールを終濃度0〜40 µMで
添加して 24 時間培養し、トリパンブルー色
素排除法により、総細胞数と生細胞率を調べ
た。その結果、生細胞率には大きな変化が見
られなかったものの、終濃度 20 および 40 
µM では総細胞数が減少する傾向が認められ
た。(図 1)。 

	
 KHM-1B についても同様の検討を行った
結果、終濃度 10 µMまでは、総細胞数および
生細胞率に大きな変化は見られなかったが、
濃度 20 µM から総細胞数の減少傾向が認め
られ、終濃度 20および 40 µMで生細胞率の
顕著な減少が認められた終(図 2)。 
	
 酸化されていない脂肪酸においては、終濃
度 50〜100 µMで添加して 24時間培養して
も細胞毒性はほとんど認められないのに対
し (データ記載せず)、脂質過酸化物の二次分
解物である 4-ヒドロキシ-2-ノネナールでは、
終濃度 20 µM と比較的低い濃度で添加した
場合にも総細胞数および生細胞率の減少が

認められたことから、細胞に対して強い毒性
を示すことが明らかとなった。 

 
(3) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールが IgEおよび

IgA産生に及ぼす影響 
	
 U266に 4-ヒドロキシ-2-ノネナールを細胞
毒性を示さない終濃度 0〜10 µMで添加して
24 時間培養し、上清中に放出された IgE を
定量した。その結果、終濃度 10 µMでは IgE
産生を抑制する傾向が認められたが、強い抑 
制作用ではなかった (図 3)。 
	
 KHM-1B に 4-ヒドロキシ-2-ノネナールを
終濃度 0〜10 µMで添加して 24時間培養し、
上清中に放出された IgAを定量した。その結
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図1　4-ヒドロキシ-2-ノネナールがU266の
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果、終濃度 2 µM以上で濃度依存的に IgA産
生を抑制しており、終濃度 10 µM では 4-ヒ
ドロキシ-2-ノネナール無添加における IgA
産生量の約 64%であった (図 4)。 
	
 

(4) 4-ヒドロキシ-2-ノネナールが細胞内チロ
シンリン酸化に及ぼす影響 

	
 10 µM の 4-ヒドロキシ-2-ノネナール存在
下で0〜24時間培養したときの細胞内チロシ
ンリン酸化をウェスタンブロッティングで
解析した。その結果、培養 12時間後に 64 kDa
付近の複数のタンパク質のリン酸化が抑制
される傾向が認められた。この結果から 4-
ヒドロキシ-2-ノネナールは細胞内シグナル
分子のチロシンリン酸化を抑制することで
IgA産生を抑制していると考えられる。 
	
 これらの結果は、4-ヒドロキシ-2-ノネナー
ルは IgA産生細胞株 KHM-1Bの細胞内シグ
ナル分子のチロシンリン酸化を抑制するこ
とで、IgA 産生を抑制し、アレルギー促進的
に作用する可能性が示唆された。 
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