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研究成果の概要（和文）：　プロバイオティクスの免疫調節作用およびその効果を相乗的に増強する食品成分の働きに
ついて解析した。食肉・魚肉などに多く含まれるジペプチドであるカルノシンを経口投与したマウスでは、腸内細菌の
存在下で腸管IgA産生が増強した。Lactococcus lactis C59株の経口投与は経口免疫寛容誘導を増強した。この効果は
制御性Ｔ細胞を誘導する活性をもつフラボノイドであるナリンゲニンの同時経口投与で増強された。in vitro分化誘導
系において、新たに制御性Ｔ細胞、制御性Ｂ細胞を誘導する機能を示すフラボノイドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Immunomodulatory function of probiotics and its enhancement with food factors 
were investigated. When carnosine, a dipeptide contained abundantly in meat and fish meat, was orally 
administered to mice, intestinal IgA production was enhanced only in the presence of gut microbiota. Oral 
administration of live Lactococcus lactis C59 cells enhanced the induction of oral tolerance. The 
enhancing effect was up-regulated when narigenin, a flavonoid with a regulatory T cell enhancing 
activity, was orally administered with the probiotic C59. In vitro analyses using murine lymphocytes 
newly identified flavonoids which enhance the differentiation and/or activity of regulatory T cells or 
regulatory B cells.

研究分野：食品免疫学・食品機能科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) プロバイオティクスの免疫調節機能 
 ビフィズス菌や乳酸菌などのプロバイオ
ティクスが免疫応答を調節する機能を有す
ることが明らかにされているが、疾患に対す
るプロバイオティクスの効果は不安定であ
り、効果なしとする研究結果も報告されてい
る。菌株ごとに効果が異なること、人種や個
人の遺伝的要因、生活環境の違いなどの多数
の変動要因が関係していることが原因と考
えられる。 
 一方、研究レベルにおいても、その機能を
担う物質の同定に至った例は少なく、作用機
構についても未解明な点が多い。死菌体より
生菌の方が効果が高い傾向があり、単一菌株
の投与よりむしろ複数の菌株を同時に投与
することで高い抗炎症および抗アレルギー
効果が得られること（Kwon, H.-K. et al., 
Proc Natl Acad Sci USA, 2010）や、無菌マ
ウスに 46 菌株の Clostridium 属細菌をまと
めて定着させた場合に制御性 T細胞（Treg）
が効果的に誘導されることも報告されてい
る（Atarashi, K. et al., Science, 2011）。こ
れらの研究はいずれも活性成分の同定には
至っていないが、菌間の相互作用で産生され
る物質や代謝産物などプラス αの因子が活性
に関与していることが強く示唆される。これ
らのことを食品科学的観点からみた場合、食
品関連成分がプロバイオティクスの効果を
より高める働きをもつプラス αの因子として
機能する可能性も十分あるという発想に至
った。 
(2) 食品因子による腸管上皮細胞の免疫制御
機能の修飾 
 腸管上皮細胞（IEC）はタイトジャンクシ
ョンを介して物理的バリアを形成するとと
もに、各種サイトカインの産生や腸管腔への
IgA輸送などにより、腸管免疫系の制御に重
要な役割を果たしている。著者らは、これま
でにヒト IEC 株 Caco2 細胞や、マウス小腸
IECの初代培養系の構築、マウス腸管組織培
養系の確立、マウス小腸および大腸 IEC培養
株の樹立を行い、IECの免疫調節機能の解析
を行うための実験系を確立してきた。これら
の実験系を用いて、ビフィズス菌体（B. 
bifidum OLL6378株）が IECの IgA輸送を
担う多量体免疫グロブリンレセプター
（pIgR）の発現を増強すること、また同菌体
で刺激したマウス小腸 IEC株の培養上清が、
粘膜固有層B細胞の IgA産生を増強すること
を明らかにしてきた。また、ヒト IEC 株
Caco-2細胞を用いて、各種食品由来成分によ
る IL-8 産生の抑制作用についても解析して
きた。 
(3) 食品因子による制御性 T細胞の分化誘導
促進作用 
 過剰な免疫応答を抑制する働きをもつ
Tregは、プロバイオティクスの抗アレルギー
効果において主要な働きをしていると考え
られる。著者らは、卵白アルブミンをマウス

に経口投与して経口免疫寛容を誘導する実
験系において、乳酸菌（Lactobacillus gasseri 
OLL2809 株）の経口投与が経口免疫寛容誘
導を増強するように働くこと、この時制御性
T細胞の誘導が強化されていることを明らか
にしている。一方、in vitro実験で 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。植物由来食品因子が Treg を
誘導する活性をもつことを明らかにした例
は、これまで国内外において報告がない。 
 
２．研究の目的 
 プロバイオティクスの免疫調節機構には、
菌体構成成分だけではなく、細菌の代謝産物
などプラス αの因子が重要な働きをしている
と考えられる。食品中にもこのプラス αの働
きをする因子の存在が予想される。本研究で
は、主に腸管粘膜免疫応答の強化機能、Treg
の分化誘導機能を対象として、プロバイオテ
ィクスの免疫調節効果と相乗的にその効果
を増強する食品成分の働きについて解析す
る。その作用メカニズムの解析を通じて、プ
ロバイオティクスおよび各種食品由来因子
の免疫調節機能の分子基盤を明らかにする
とともに、免疫調節において効果的な食品摂
取の組み合わせという概念の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) カルノシンの経口投与が粘膜 IgA産生に
与える効果 
 0.5%カルノシンを含む飲水を BALB/c マ
ウスに 2週間自由摂取させた後、小腸粘膜中
の IgA量をELISA法にて測定した。この時、
鼻腔洗浄液（NALF）中の IgA量も同様に測
定した。また、小腸粘膜固有層リンパ球を単
離し、IgA産生細胞、その他の免疫関連細胞
の変化をフローサイトメトリーにより解析
した。カルノシンの IgA産生亢進効果におけ
る腸内細菌の影響を検討するため、抗生物質
をあらかじめ投与して腸内細菌を除去した
マウスにカルノシンを経口投与した際の腸
管 IgA産生，IgA産生 B細胞、およびその他
の免疫関連細胞の変化を、ELISA法、フロー
サイトメトリーを用いて解析した。 
 インフルエンザウイルス感染モデルマウ
スに 0.5%カルノシンを含む飲水を自由摂取
させ、体重変化および感染 4 日後の NALF、
気管支肺胞洗浄液（BALF）中のウイルス感
染価について調べた。また、カルノシンのア
ジュバント効果について、インフルエンザウ
イルスワクチンとともにカルノシンをマウ
スに経鼻投与し、NALF、BALF、血清中の
抗インフルエンザウイルス IgA、IgG抗体量
を調べた。 
(2) ダイゼインがヘルパーＴ細胞の機能分化
に与える効果 
 BALB/c マウス脾臓由来 CD4+T 細胞を
抗 CD3抗体と抗 CD28 抗体刺激を加え、
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ダイゼインの存在下あるいは非存在下で培
養した。インターフェロンγ（IFN-γ）お
よびインターロイキン 4（IL-4）の産生を
ELISA 法で、Th1/Th2 に特異的な転写因
子の mRNA発現を定量的 RT-PCR法で解
析した。 
(3) Lactococcus lactis C59株の免疫調節作用 
 卵白アルブミン（OVA）特異的な T細胞レ
セプター遺伝子を導入したトランスジェニ
ックマウスである DO11.10 マウスに
20%OVA 水を自由摂取させて経口免疫寛容
を誘導させる系において、Lactococcus lactis 
C59株生菌体の経口投与の効果を解析した。.
すなわち、抗原に対する脾臓 CD4+ T細胞の
増殖応答、IL-2産生応答、他の T細胞の抗原
応答に対する抑制活性を解析した。この時の
脾臓および腸管免疫組織由来Ｔ細胞のサイ
トカイン産生の解析も行った。C59から莢膜
多糖（CPS）を調製し、上記と同じ実験系に
おいて強制胃内投与した場合の効果を解析
した。 
(4) ナリンゲニンの免疫調節作用 
 上記（3）と同じ実験系において、in vitro
での Treg 誘導活性が示されているナリンゲ
ニンの強制胃内投与が経口免疫寛容誘導に
与える影響を解析した。また、Lactobacillus 
gasseri OLL2809株（LG2809）あるいは
C59とナリンゲニンを同時に経口投与した
場合の効果についても検討した。 
(5) 制御性Ｔ細胞を誘導する植物化学成分の
探索 
 BALB/c マウス脾臓から抗原未感作（ナイ
ーブ）CD4+T細胞を調製し、の in vitro分化
誘導系において、各種食品成分を添加して分
化誘導した。その T 細胞の Foxp3 分子の発
現をフローサイトメトリーで解析し、他の T
細胞応答を抑制する機能をもつかどうかを
解析した。また、その T細胞のサイトカイン
産生、制御性 T細胞マーカーの発現を解析し
た。 
(6) 制御性 B細胞を誘導する植物化学成分の
探索 
 C57BL6/Jマウス脾臓から B細胞を調製
し、リポ多糖の存在下、各種フラボノイド
を添加し、48時間培養した。その培養上清
中に含まれる IL-10 量を ELISA 法により
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) カルノシンの経口投与が粘膜 IgA産生に
与える効果 
 0.5%カルノシンを含む飲用水を 2 週間自
由摂取させたBALB/cマウス小腸粘膜におい
て IgA量が有意に増加した。この時粘膜固有
層リンパ球において IgA産生形質細胞の割合
も有意に増加した。このことから、カルノシ
ンが腸管粘膜免疫を増強することが示唆さ
れた。in vitro 実験において、カルノシンは
菌体成分で刺激した腸管上皮細胞の IL-6 産
生を亢進させる効果が認められており、この

培養上清が腸管粘膜固有層B細胞の IgA産生
を増強させることが示されている。そこでカ
ルノシンの腸管 IgA産生増強効果に対する腸
内細菌の関与を検討するため、抗生物質を経
口投与し腸内細菌を大きく減少させた
BALB/cマウスに、0.5%カルノシン含有水を
自由摂取により 2週間経口投与した。この場
合には小腸粘膜 IgA抗体量の増加が観察され
なかったことから、カルノシンは腸内細菌と
ともに腸管に作用する、あるいは腸内細菌叢
の変化を介して IgA産生増強することが示唆
された。 
 0.5%カルノシンを含む飲用水を 2 週間自
由摂取させたBALB/cマウスでは鼻腔洗浄液
中の IgA抗体量が増加する傾向が観察された。
同様にカルノシンを投与しインフルエンザ
ウイルスを感染させたマウスで体重変化お
よび感染 4日後の鼻腔洗浄液、気管支肺胞洗
浄液中のウイルス感染価について調べた結
果、ともにカルノシン投与による変化は観察
されず、感染防御亢進効果は認められなかっ
た。インフルエンザウイルスワクチンととも
にカルノシンをマウスに経鼻投与し、抗イン
フルエンザウイルス IgA、IgG抗体量を調べ
たところ、血清中抗インフルエンザウイルス
IgG抗体量が増加する傾向が示された。経口
投与した場合に腸管における IgA抗体産生は
増加するが鼻腔での感染防御亢進効果がな
いことを考えると、カルノシンの免疫増強効
果は主に投与した局所で起こることが示唆
された。 
(2) ダイゼインがヘルパーＴ細胞の機能分化
に与える効果 
 大豆イソフラボンの１つであるダイゼイ
ンが抗原未感作 CD4+T細胞の Th2への機能
分化に及ぼす影響を解析した。ダイゼイン存
在下で刺激した抗原未感作CD4+T細胞では、
IFN-γ産生には変化が見られないのに対して
IL-4産生が著しく低下した。また、Th2特異
的な転写因子である GATA-3 の発現低下、
Th1特異的な転写因子である T-betの発現増
加が認められた。このことより、ダイゼイン
は抗原未感作CD4+T細胞における IL-4産生
を抑制する事により Th2 への分化を抑制し、
Th1への分化を促進する事が示唆された。 
(3) Lactococcus lactis C59株の免疫調節作用 
 C59株生菌体の経口投与で、経口免疫寛容
誘導の指標となる CD4+ T細胞の増殖応答、
IL-2産生量が共に低下したことから、C59経
口投与は経口免疫寛容を強化することが示
唆された。Lactobacillus gasseri OLL2809
株の経口投与が TGF-β産生の低下、IL-10産
生の増加を示したのに対し、C59経口投与で
は TGF-β産生量の低下は認められず、IL-10
産生が低下した。C59は LG2809とは異なっ
たメカニズムで経口免疫寛容を強化するこ
とが示唆された。C59から莢膜多糖（CPS）
を精製し、その免疫調節作用を検討した。
CPS の経口投与によって経口免疫寛容誘導
が強化されることが示されたことから、C59
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の免疫調節作用は少なくともその一部は
CPSによるものであることが示唆された。 
(4) ナリンゲニンの免疫調節作用 
 in vitro において制御性Ｔ細胞を誘導する
活性が明らかにされているナリンゲニンが
経口免疫寛容誘導に与える影響について、
DO11.10マウスに卵白アルブミン（OVA）含
有水を自由摂取させて経口免疫寛容を誘導
するモデルを用いて解析した。ナリンゲニン
経口投与群では、対照群と比較してＴ細胞の
増殖応答、サイトカイン産生、制御性Ｔ細胞
（Treg）誘導に有意な差は認められなかった。
一方、経口免疫寛容誘導を増強する効果をも
つ C59 株の生菌体とナリンゲニンを同時に
経口投与した群では、C59単独投与群と比較
してさらにＴ細胞の増殖応答、IL-２産生量の
低下が認められ、同時投与群でのみ制御性Ｔ
細胞の誘導の増強が観察された。これらの結
果から C59 株とナリンゲニンが相加的ある
いは相乗的に働いて経口免疫寛容誘導を強
化することが示された。 
(5) 制御性Ｔ細胞を誘導する植物化学成分の
探索 
 マウスナイーブCD4+T細胞からTregへの
分化を誘導・促進する植物由来食品因子を探
索したところ、エリオジクチオールが TGF−β
添加の有無に関わらず、Treg誘導のマスター
転写因子である Foxp3発現を誘導し、他の T
細胞の増殖を抑制する活性を誘導すること
が示された。 
(6) 制御性 B細胞を誘導する植物化学成分の
探索 
 免疫抑制機能をもつ制御性 B細胞（Breg）
の分化誘導・活性化に関与する植物由来食品
因子の探索を行った。マウス脾臓由来 B細胞
をリポ多糖（LPS）による刺激の存在下、11
種類のフラボノイドを添加して培養し、
IL-10 産生に与える影響を解析した。既に
IL-10 産生増強効果を明らかにしたフラボノ
ール類のケンフェロール、タマリキセチンに
加えて、フラボン類のアピゲニン、クリシン
も IL-10産生増強効果を示した。 
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