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■　緒　言
近年、食物アレルギーの罹患率が増加している。食物アレルギーの症状は、軽度の皮膚および胃

腸疾患から、重度の梗塞性ショックおよび死に至るまで広範である。食物アレルギーは、特定のアレ
ルゲンに対する曝露および感作後に、アレルゲン特異的免疫グロブリン（Ig）E 抗体を形成した個体に
生じる。肥満細胞は、IgE 介在性アレルギー疾患の重要なエフェクター細胞である。活性化された肥
満細胞は、ヒスタミンなどの顆粒関連化学メディエーター、ロイコトリエン（LT）などのアラキドン
酸代謝物、インターロイキン（IL）⊖4、6、13 などの Th2 サイトカインおよび腫瘍壊死因子（TNF）⊖α
を含む炎症性サイトカインなど 3 種の炎症誘発性メディエーターを放出する。これらのメディエー
ターはアレルギー反応の発症に重要とされている。そのためアレルギーの予防や治療を目的とし、上
述したメディエーターを制御する様々な研究が行われてきた。

本研究では、卵白アルブミン（ovalbumin, OVA）によって誘導されるタマゴアレルギーに着目し、経
口的な機能性素材によるアレルギー反応の制御を目的とした。そこで、筆者の研究グループがこれま
で見出してきた免疫機能性オリゴ DNA を用いた実験計画を企画した。オリゴ DNA（ODN）は、免疫療
法および免疫予防剤として広範囲の疾患の治療および予防に使用されている短い一本鎖合成 DNA 分
子である。ODN による強力な抗アレルギー性サイトカインの誘導能を利用することで、アレルギー
性炎症性疾患の予防・軽減方法が研究されている。筆者の研究グループでは、2009 年に、乳業用乳
酸菌ゲノム DNA に由来する ODN（MsST）を同定した 1）。さらに 2013 年には、OVA 感作マウスにおい
て Th2 サイトカインの一つである IL⊖4mRNA 発現量を有意に抑制する ODN, iSG3 を発見した 2）。さ
らに、ODN を炭酸カルシウム粒子で包摂し、胃酸耐性能を付与した DNA ナノカプセル（DNanocap）
の開発に成功している 3⊖5）。そこで本研究では、将来 DNanocap を食品および家畜飼料素材としての
利用するための基礎的知見を得ることを目的とした。具体的な方法としては、MsSTcap をマウス用粉
末飼料に混合し、OVA アレルギー感作マウスに経口投与または自由摂取させた際の抗アレルギー作
用について検証を行った。

■　方　法
1. マウスと OVA 感作マウスの作出

BALB/c マウス（4 週齢、雌）を 2 週間の予備飼育後、6 週齢から実験に使用した。すなわち 7 およ
び 9 週齢に 100μg の OVA と水酸化アルミニウム 2mg を腹腔内注射することで感作した。動物実験
は、信州大学の動物実験等実施規定に従って実施した（承認番号 260060）。
2. DNanocap 特別配合飼料を用いた自由摂取試験

実験群として、無処理（NT）群、Normal⊖Feed（NF）群、MsSTcap⊖Feed（MF）群の 3 群を設定した。6
週齢から 4 週間にわたり自由摂取させた。
3. 脾臓重量の測定

OVA 最終感作から 1 週間後、すなわち 10 週齢にマウスを頸椎脱臼により安楽死させ、脾臓を摘出
し電子天秤により脾臓重量を測定した。
4. 定量的 PCR 法によるアレルギー関連マーカー遺伝子の発現解析

マウスの脾臓細胞を 24 穴プレートに 2×106cells/well で播き、37℃、5％ CO2 条件下で 3hr 培養し
た。その後、コントロールとしての RPMI1640 培地または OVA（final 10μg/mL）で刺激し、37℃、5％ 
CO2 条件下で 72hr 培養した。培養後、Total RNA を抽出し、cDNA を合成した。得られた cDNA を鋳
型として、マウス ⓑⓔⓣⓐ⊖ⓐⓒⓣⓘⓝ プライマーとマウス免疫関連遺伝子プライマーを用いて定量的 PCR 法
により発現解析を行った。
5. 血清 IgE 量の測定

最終感作から 1 週間後、心臓穿刺により採血を行った。ブロックインキュベータで 24℃, 30min
放置し、4℃下に一晩置いた。翌日、遠心分離し（1,000×g, 4℃, 30min）、マイクロチップを用いて血
清を回収した。次に、Mouse IgE ELISA Quantitation Kit（Bethy Laboratories, Montgomery, TX, USA）と
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LEGEND MAXTM Mouse OVA specific IgE ELISA Kit（Biolegend, San Diego, CA, USA）を用いて、OVA 特異
的 IgE の発現解析を行った。

■　結　果
1. マウス脾臓組織の重量に及ぼす影響

OVA 最終感作の一週間後において、BALB/c 雌マウスを安楽死させ、脾臓を摘出し、脾臓重量を比
較した。NF 群と比較して MF 群において脾臓重量の有意な増加が見られた（Ⓟ=0.00484）（図 1）。
2. マウス脾臓組織における IL⊖4mRNA の発現解析

OVA 最終感作の一週間後において、BALB/c 雌マウスから脾臓を摘出した。細胞培養系において、
OVA を再感作した後、Total RNA を抽出した。OVA 刺激条件下で、NF 群と比較し MF 群において有
意差が見られなかった（Ⓟ=0.354）（図 2）。
3. マウス血清中における IgE の発現解析

自由摂取試験終了後、マウスの血清における IgE の量を ELISA 法により測定した。NF 群と比較し
MF 群において有意差が見られなかった（Ⓟ=0.579）（図 3）。
4. マウス血清中における OVA 特異的 IgE の発現解析

自由摂取試験終了後、マウスの血清における OVA 特異的な IgE の量を ELISA 法により測定した。
NF 群と比較し MF 群において有意差が見られなかった（Ⓟ=0.984）（図 4）。

■　考　察
人間の諸活動は，食により維持されている一方で、食生活の乱れが生活習慣病や寿命に影響を及

ぼしている。この生活習慣病の増加や死亡原因の変化を考えるとき、「医食同源」という考え方が想起
される。例えば薬膳などにも利用される生姜は体温上昇、発汗および解毒作用などの効果を持ってお
り、食材の中にも生体に影響を与えるものは数多く存在している。また近年、保健効果についての科
学的根拠が示された機能性食品に対する消費者からの関心も高まっている。本研究では、DNanocap
を食品および家畜飼料素材としての利用するための基礎研究として、マウス用粉末飼料に DNanocap
を混合した特別配合飼料を用いた自由摂取試験を行った。すなわち本研究は、DNanocap 飼料の自由
摂取に伴う免疫系に与える影響を調査した初めての研究として位置づけられる。

具体的には、DNanocap 特別配合飼料をタマゴアレルギーモデルマウスに自由摂取させ、抗アレル
ギー作用を検証した。脾臓は血流から抗原を集め血液中の病原体に対する自然免疫応答に関与し、免
疫応答に比例して肥大化することが報告されている。先行研究であるアトピー性皮膚炎モデルマウ
スによる MsSTcap の経口投与群においても、対照群に対し重量の有意な増加が確認された。続いて
血清 Total IgE および OVA 特異的 IgE に着目した。IgE は抗原侵入部位の所属のリンパ節に存在する
形質細胞、炎症部位で胚中心由来の形質細胞で作られる。そして抗原がマスト細胞表面の IgE に結合
するとヒスタミンが放出されアレルギーを引き起こす。食物アレルギーは、I 型食物アレルギーとし
ても知られ、アレルゲン特異的 IgE 抗体の存在を特徴とする。特異的 IgE の存在は、アレルギーの重
大な危険因子であると考えられ、診断マーカーとしても役立つとされる。本研究の結果から、NF 群
と比較して MF 群では有意な脾臓重量の増加が確認されたが、IL⊖4mRNA 発現量、血清 Total IgE およ
び OVA 特異的 IgE において、NF と MF 群間で有意な差は確認されなかった。IL⊖4mRNA は MF 群の
OVA 再刺激において発現量が大きく分けて二つに分布しており、また血清 OVA 特異的 IgE において
も値の分散が見られた。これらを総合すると 4 週間の投与期間では、MsSTcap による免疫作用は誘
導初期のため、マウスによって効果の差が表れ始めた時期だと考えられた。本仮説を証明するため、
今後、自由摂取期間や DNanocap 含有量の検討が課題である。

■　要　約
オリゴ DNA（ODN）は、感染症・アレルギー・ガンおよび炎症性疾患など、疾病の予防や軽減効果

が期待される機能性核酸素材である。我々の研究グループでは、ODN をカルシウム性ナノ粒子に包
摂することで、胃酸に分解されず腸まで届く DNA ナノカプセル（DNanocap）の開発に成功している。
そこで本研究では、将来 DNanocap を食品や家畜飼料素材として利用することを目的に、DNanocap
をマウス用粉末飼料に混合し、アレルギー感作マウスの自由摂取による抗タマゴアレルギー作用に
ついて検証した。DNanocap として、乳業用乳酸菌ゲノム DNA に由来する ODN のナノカプセル体

（MsSTcap）を用いた。試験では、BALB/c マウスを NT、Normal⊖Feed（NF）および MsSTcap⊖Feed（MF）
群に群分けした。アレルギー感作は、7 および 9 週齢目にタマゴアレルギーの原因抗原として知ら
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れる OVA と水酸化アルミニウムゲルを含む PBS を 200μL 腹腔内投与することで作出した。10 週齢
目に脾臓および血液（血清）を採取し、脾臓重量および各免疫マーカーについて解析した。結果とし
て、NF 群と比較して、MF 群は脾臓重量の有意な増加が見られた。一方で、IL⊖4mRNA 発現量，血清
Total IgE および OVA 特異的 IgE では有意な差は見られなかった。これらの結果より、MsSTcap の自
由摂取により、全身免疫を担う脾臓に影響を及ぼしているが、アレルギーを軽減させるレベルまでに
は至っていなかったことが考えられた。今後は、アレルギー症状を抑制できるレベルでの DNanocap
配合飼料を開発する必要がある。
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図 1. 脾臓重量に与える影響
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図 3．DNanocap 配合飼料の自由摂取が OVA アレルギーモデルマウスにおける血清中 IgE 産生量に与
える影響

図 2．アレルギー関連マーカー遺伝子（IL-4）遺伝子発現量に与える影響
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図 4．DNanocap 配合飼料の自由摂取が OVA アレルギーモデルマウスにおける血清中 OVA 特異的
IgE 産生量に与える影響




