
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

食品および環境中の免疫調節因子に関する研究

倉本, 雄一郎
九州大学農学研究科食糧化学工学専攻

https://doi.org/10.11501/3135076

出版情報：九州大学, 1997, 博士（農学）, 課程博士
バージョン：
権利関係：



第6章 ヒトリンパ球および培養細胞株の抗体産生に及ぼす

ローズベンガルの影響

第1節 緒論

われわれの生活スタイノレおよびわれわれをとりまく環境は過去40年で大きく

変わった。 ディーゼル排気ガス中の微粒子がアジュパント効果を示すとの報止

(Muranaka et a1.， 1986; Takafuji et a1.， 1987， 1989; Takenaka et a1.， 1995)や、 タ

バコの副流煙を慢性的にラットに吸引させたところ、 胸腺依存的および非依存

的抗原に対する抗体産生細胞の応答を抑制し、 機能不全にさせるという報止

(Savage et a1.， 1991)もあり、 これらの環境変化(悪化)がアレノレギー患者を

増加させた原因として考えられている。 一点、 食生活に視点を移すと、 多くの

食品添加物や化学物質に囲まれているのに気づく。 食物がわれわれの手元に届

くまで、 害虫の駆除や輸送中の品質劣化を防ぐために多くの種類の農薬が用い

られている。 食品添加物は着色、 保存、 着香などのために用いられている。 し

かし、 いくつかの食品添加物においては、 摂食したときに副作用を引き起こす

数多くの事例が報告されている。 例えば、 保存料である亜硫酸塩は端息を引き

起こし、 着色料であるタートラジンはじんましんを誘発することが知られてお

り、 さらにアナト一色素はアナフィラキシ一反応を引き起こすといわれている

(Nish et a人1991; Tarlo et a1.， 1993; Weber 1993; Wuthrich et a1.， 1993)。

通常4 つに分類されるアレルギ一反応の中で、 I型アレルギーは食品成分や、

大気中の抗原物質に対する反応誘発に重要な役割を演じている(Metcalfe

1991) 0 1型アレノレギーの特徴として、 アレルギー特異的IgEの誘導が挙げられ

るが、 健常人ではアレルゲン特異的IgGが競合することによってアレルギ一反

応は抑制される。 クラス特異的抗体産生調節は、 IL-4、 IL-5、 IFN-α、 IFN-yに

よって誘導されることが知られている(Elson et a1.， 1994; Gauchat et a1.， 1991; 

Ochel et a1.. 1991: Pene et a1.， 1988; Rousset et a1.， 1991)。 同様な抗体のクラス

特異的な産生調節は胆汁酸やレクチンでも知られている(Lim et a1.， 1994a， 
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1994b; Yamada et a人1993)。 胆汁酸は1mM以上の濃度でラット腸間膜リンパ

節(MLN)リンパ球のIgE産生を増強し、 IgA、 IgGおよびIgM産生を抑制した

(Lim et a1.， 1994b)。 コンカナバリンA(Con A)はIgE産生を増強し、 アメリ

カヤマゴボウレクチン(PWM)はそれを抑制し、 それ以外のクラスには影響

を及ぼさないことが報告された(Lim et a1.， 1994b)。 こういった背景に立ち、

第5章においてラットおよびマウスリンパ球の抗体産生に及ぼすローズベンガ

ノレの影響について論じたが、 種の違いによって影響が異なるかどうかを確かめ

るため、 本章ではヒトリンパ球の抗体産生に及ぼす影響について検討した。

第2節 実験方法

第1 r真 試薬

ローズベンガルは、 和光純薬工業(大阪)より購入した。 酵素抗体法に用い

る試薬として、 洗浄液には、 0.05% Tween 20合有PBS(TPBS)を、 ブロッキン

グ液にはBlock Ace (大日本製薬、 大阪)を用いた。 固相抗体には、 抗ヒトIgM

抗体としてアフイニティー精製ヤギ抗ヒトIgMμ鎖を、 抗ヒトIgG抗体としてア

フイニティー精製ヤギ抗ヒトIgGy鎖を、 抗ヒトIgE抗体としてアフイニティー

精製ヤギ抗ヒトIgEε鎖(全て、 Bio Sourse International社， Camarillo， CA)を

用いた。 酵素標識抗体には、 抗ヒトIgM抗体としてHRP標識アフイニティー精

製ヤギ抗ヒトIgMμ鎖を、 抗ヒトIgG抗体としてHRP標識アフイニティー精製

ヤギ抗ヒトIgGy鎖を、 抗ヒトIgE抗体としてHRP標識アフィニティー精製ヤギ

抗ヒトIgEε鎖(全て、 Bio Sourse lnternational社)を用いた。

第2項 細胞調製および細胞培養

ヒト末梢血リンパ球は、 健康なドナーからヘパリン入り真空チューブを用い

て採血し、 リンパ球分離液(LSM; Organon Teknika社， Durham， NC)を用いた

密度勾配遠心法によりリンパ球画分を分離し、 10%ウシ胎児血清(FBS)合有

ERDF培地(極東製薬、 東京)で1日培養して接着細胞を除くことにより調製し
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た。 得られた末梢血リンパ球を1 X 106 cells/mlに調整し、 終濃度0-100μMのロー

ズベンガルを添加して5%FBS合有ERDF培地で培養し、 3日および5日後の細

胞生存率を測定すると共に、 培養上清中の抗体濃度を酵素抗体法で測定した。

ヒトバーキットリンパ腫由来の細胞株であるNAT-30細胞およびヒト形質細

胞株であるHMy-2細胞は九州大学農学部食糧化学研究室において継代している

ものを用いた。 U-266細胞はAmerican Type Culture Collection (ATCC， 

Rockville， MD)より提供された。 NAT-30細胞、 HMy-2細胞およびU-266細胞

は、 59らウシ胎児血清(FBS; GIBCO BRL社Grand Island， NY)合有ERDF崎

地を用いて、 5%C02環境下において継代培養した。 実験に供するとき、 細胞

濃度は1 x 105 cells/mlに調整した。 終濃度0-10μMのローズベンガルを添加して

培養し、 培養開始から1、 2、 3、 4、 5、 6日後の細胞生存率および抗体産生量を

酵素抗体法を用いて測定した。

第3項 酵素抗体法

抗体価の測定は、 Yamada et a1. (1993)の方法に従って行った。 IgGおよび

IgMの定量には直接法を用い、 IgEの定量にはアビジンービオチン法を用いた。

まず、 96穴イムノプレートに固相抗体を加えて370Cにて1時間保温し、 TPBSで

3回洗浄した。 次に、 ブロッキング液を加え、 370Cにて 1時間保温もしくは4

OCにて一晩放置した後、 洗浄した。 これ以後の洗浄操作ではアビジンービオチン

法で各4回、 直接法で各3回行った。 次に、 一次抗体(サンプル上清)を加えて

370Cで1時間保温し、 洗浄した。 IgE定量ではさらに二次抗体を加えて370Cにて

1時間保温し、 洗浄した。 最後に、 酵素標識抗体を加えて370Cで 1時間保温し

て、 洗浄液で洗浄後、 基質溶液を加えて370Cで15分間反応後、 反応停止液を加

えて415nmで吸光度を測定した。
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第3節 結果

第1 r頁 ヒト末梢血リンパ球の抗体産生に及ぼすローズベンガルの効果

前章までに、 ローズベンガルがラットおよびマウスのリンパ球もしくは

WEHI-279細胞の19E産生を噌強し、 19Gおよび�1gM産生を抑制することが明ら

かにされた。 本実験においては、 ヒトリンパ球の抗体産生に及ぼすローズベン

ガノレの影響を検討するため、 まずヒト末梢血より分離したリンパ球に終濃度0-

100μMのローズベンガルを添加して5%FBS合有ERDF崎地で培養し、 3日およ

び5日後の細胞生存率および抗体産生量を酵素抗体法で測定した。 その結果、

ローズベンガノレを終濃度100μMで添加したときには培養開始から3lJまでに細

胞生存本は10%以ドまで低下したが、 10μM以下で添加したときには培養開始

から5日まで細胞生存率は90%以上であった。

方、 抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響については、 培養開始から3

後にはFig.6-1に示したように、 1μMのローズベンガノレはIgE産生を増強し

19Gおよび�1gM産生を抑制する傾向が見られたが、 0 .1および1μMではIgGおよ

び19M産生には影響を及ぼさなかったがIgE産生を有意に増強した。

Control 

Rose Ben伊11∞nM

RoseBen伊11μM

Ro鵠Bengal10μM

Ro鈍Ben伊11∞刈

IgE (ng/ml) IgG (ng/ml) IgM (ng/ml) 

Fig. 6-1 . Effec t of Ros e  B e ngal on lmmunoglob ulin Pr oduction by 

Human Peri pheral Blood Lymphocyte s. Cells were cultured with 0-100μM 
Rose Bengal for 72 h and 19 concen tration in the supernatant was measured by 

ELISA. Data were indicated as Mean + SD (n=4). *pく0.05 com pared with the 

control. N.D. = Not detected. 
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培養開始から5日後にはFig.6-2に示したように、 10μMのローズベンガルは

IgGおよび、19Mレベルを低下させるが、 19Eレベルについてはコントローノレに対

して有意な差は認められなかった。 0.1および1μMでは、 19E、 IgGおよび、IgM

レベノレはコントローノレに対して有意な差は認められなかった。

Control 

Aose Bengal 1∞nM 

RωeBen伊11μM

Aose Bengal10μM 

、。 15 1(拘 20 ・o eo ðO 100 120 

IgE (ng/ml) IgG (ng/ml) IgM (ng/ml) 

Fig. 6-2. Eff ec t  of Rose Bengal on I mmunoglobulin Prod uction by 
Human Peripheral Blood Lymphocytes. Cells were cultured with 0-100μM 

Rose Bengal for 120 h and 19 concentration in the supernatant was measured by 
ELISA. Data were indicated as Mean + SD. 

第2r頁 NAT-30細胞、 HMy-2細胞および、U-266細胞の抗体産生に及ぼすロー

スベンガルの効果

前項においてローズベンガルは、 1および0.1μMにおいてヒトリンパ球のIgE

産生を増強するがIgGおよび、IgM産生には影響を及ぼさないことを明らかにし

た。 ラットおよびマウスリンパ球、 およびWEHI-279細胞を用いた実験によっ

て、 ローズベンガノレはB細胞に直接作用することによって抗体産生を調節する

ことが示唆されたことから、 ヒトリンパ球においても同様な機構が働いている

かどうかを検討した。 ヒトB細胞の樹立細胞株として、 NAT-30細胞、 HMy-2細

胞およびU-266細胞を用いた。 まず、 NAT-30細胞の抗体産生に及ぼすローズ

ベンガノレの影響について検討した。 NAT-30細胞はヒトパーキットリンパ腫由

来の樹立細胞株であり、 IgM抗体を産生することが知られている。 まず、 ロー

ズベンガルを添加したときの細胞数を経時的に測定した。 NAT-30細胞を1 X 105 
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cells/mlに調整し、 0-10μMのローズベンガルを添加して6日間培養した。 Fig.6-

3に示したように、 ローズベンガルはNAT-30の増殖速度には影響しないことが

確認された。 また、 培養期間中の細胞生存率も80%以上であった。

107 

3 8 E 

8b m Z 

105 

。
。

104 
0 2 3 4 5 6 7 

Time (Day) 

Fig. 6-3. Effect of Rose B en gal on the Growth of NAT -30 Cells .  Cells 
were cultured with 0 M (0)， 100 nM (・)， 1μM (..) or 10μM(・) Rose Bengal 
for 6 days. 

つづいてNAT-30細胞の抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響について検

討した。 NAT-30細胞を1 X 105 cells/mlに調整し、 0-10μMのローズベンガルを添

加して6日間培養し、 培養上清中の抗体価を酵素抗体法で測定した。 Fig. 6-4に

邪したようにIgM抗体においては、 3日目まではコントロールと同様なレベルで

あったが、 5日目には10μMのローズベンガルがコントロールに比べて約1.8倍

に上昇させることが認められた。 0.1およびl!-!Mのローズベンガルには抗体産

生調節効果は認められなかった。 他のクラスの抗体産生は認められなかった。
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Fig. 6-4. Effec t of Ros e  Bengal on lmmunoglobu lin Production by 

NAT-30 Cells. Cells were cultured with 0 M (0)，100 nM (・)， 1μM (.Â.) or 10 

μM(・) Rose Bengal for 6 days and Ig concentration in the culture supernatant 
was measured by ELISA. 

U-266細胞の抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響について検討し次に、

U-266細胞はヒト形質細胞由来の樹立細胞株であり、 IgE抗体を産生するこた。

ローズベンガルを添加したときの細胞数を経時的にまず、とが知られている。

U-266細胞を1 x 105 cells/mlに調整し、 0-10μMのローズベンガルを測定した。

ローズベンガノレは4日目までFig.6-5に示したように、添加して6日間培養した。

U-266細胞の増殖速度には影響しなかったが、 5日日以降には10μMにおいてや

また、 培養期間中の細胞生存率は80%以
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Fig. 6-5. Effect of Rose Bengal on the Growth of U-266 Cells. Cells 
were cultured with 0 M (0)， 100 nM (・)， 1 μM (.�) or 10 μM(・)
Rose Bengal for 6 days. 

つづいてU-266細胞の抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響について検討

した。 U-266細胞を1 x 105 ceUs/mlに調整し、 0-10μMのローズベンガルを添加

して6日間培養し、 培養上清中の抗体価を酵素抗体法で測定した。 Fig.6-6に示

したように、 4日目まではローズベンガノレはU-266細胞の抗体産生には影響を及

ぼさなかったが、 5日目以降においては、 ローズベンガノレは濃度依存的にIgEレ

ベルを低下させた。 特に、 10μMではコントローノレの50%以下まで低下させた。
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Fig. 6-6. Effect of Rose Bengal o n  lmmunoglobulin Pr od ucti on b y U-

266 C ells. Cells were cultured with 0 M (0)， 100 nM (・)， 1μM(企) or 10μM 
(・) Rose Bengal for 6 days and 19 concentration in the culture supernatant was 

measured by ELISA. 

HMy-2細胞の抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響について検討最後に、

HMy-2細胞はヒト形質細胞由来の樹立細胞株であり、 IgG抗体を産生すした。

ローズベンガルを添加したときの細胞数を経時まず、ることが知られている。

HMy-2細胞を1 x 105 cells/mlに調整し、 0-10μMのローズベンガ的に測定した。

ローズベンガノレは6日目Fig.6-7に示したように、ルを添加して6日間培養した。

また、 培養期間中の細胞生存までHMy-2細胞の増殖速度には影響しなかった。
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Fig. 6-7. Eff ect of Rose Bengal on the Growth of HMy-2 Cells. Cells 
were cultured with 0 M CO)， 100 nM C.)， 1μM C..) or 10μMC・) Rose Bengal 
for 6 days. 

つづいてHMy-2細胞の抗体産生に及ぼすローズベンガルの影響について検討

した。 HMy-2細胞を1 x 105 cells/mlに調整し、 0-10μMのローズ、ベンガルを添加

して6日間培養し、 培養上清中の抗体価を酵素抗体法で測定した。 Fig.6-8に示

したように、 1日目まではローズベンガノレはHMy-2細胞の抗体産生には影響を

及ぼさなかったが、 2日目以降においては、 ローズベンガノレは濃度依存的にIgG

レベルを低下させた。
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Fig. 6-8. Effect of Ros e  Bengal on lmmun oglobulin Pro duction by 

HMy-2 Cells. Cells were cultured with 0 M (0)，100 nM (.)，1 !-!M (企) or 10μ

M(・) Rose BengaI for 6 days and Ig concentration in the culture supernatant was 

measured by ELISA. 

考察第4節

キサンテン色素の一つであるローズベンガノレが処理濃度50μMこれまでに、

においてラットリンパ球のIgE濃度を上昇させ、 IgGおよびIgM濃度を低下させ

ヒト細胞においてローズベンガルが及ぼす影響を検討ることを明らかにした。

するため、 本章においてはヒト末梢血リンパ球およびヒト樹立細胞株の抗体産

ローズベンガ生に及ぼすローズベンガノレの効果について検討した。 その結果、

さらに、ルはヒト末梢血リンパ球のIgE産生も増強することが明らかとなった。

ロー一B細胞に直接及ぼす影響を調べるためにヒト樹立細胞株を用いたところ、

ズベンガルは、 IgG産生細胞であるHMy-2細胞の抗体産生を抑制することが確

これらの結果はマウスおよびラットリンパ球について得られた結かめられた。
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果を反映しており、 種の違いによるローズベンガノレの影響の違いは認められな

いことが示唆された。

さらに、 ローズベンガノレの抗体産生調節機構を検討するため、 様々なキサン

テン色素を用いてリンパ球の抗体産生に及ぼす影響について調べた結果、 4イ国

のヨウ素原子と4佃の塩素原子を有するローズベンガルが最も強い19B濃度の

上昇効果を示し、 4佃のヨウ素原子を有するエリスロシンがそれにつづく19B

濃度の上昇効果を示すが、 4個の臭素原子と4個の塩素原子を有するフロキシ

ンには弱い上昇効果しか認められないことを明らかにした(第5章参照)。 ま

た、 ハロゲン原子を持たないアシッドレッド、 フルオレセインには抗体産生調

節機能は認められないことを示した。 これらの結果から、 芳香環に結合したハ

ロゲン原子、 特にヨウ素原子は、 キサンテン色素の抗体産生調節効果に重要な

役割を演じていることが示唆された。 ローズ、ベンガルを摂食させたマウスの甲

状腺腫蕩の誘導にヨウ素原子が重要な役割を演じていることが報告されており

(Ito et al.， 1986)、 ヨウ素原子は甲状腺細胞と何らかの相互作用を及ぼしてい

ることが考えられる。 したがって、 ヨウ素原子がリンパ球に対してどのような

作用を及ぼすかを検討することが必要である。

また、 キサンテン色素は光増感反応により一重項酸素を放出することが知ら

れており、 その色素をより重い原子(1) Br> H)で置換すると、 光増感作用を

受けやすいことが報告されている(Legrum， 1991)。 また、 胆汁酸、 不飽和脂

肪酸および過酸化水素はラット腸間膜リンパ節(MLN)リンパ球のIgE産生を

増強し他のクラスの抗体産生を抑制するという報告もあり(Yamada et aJ.， 

1996)、 活性酸素の生成がキサンテン色素の抗体産生調節活性の原因であるこ

とも考えられる。

ローズベンガノレのIgE産生促進機構を検討するために、 19B重鎖mRNAである

Pε の発現に及ぼすローズベンガノレの影響についてRT-PCR法を用いて検討した

結果、 ローズベンガノレはWEHI-279細胞のれの発現を濃度依存的に増強する

方、 IgMからIgEへのクラススイッチにおいて認められるWEHI-279細胞におけ

るε鎖の腔型転写物(Gε)の発現は変化しないことから、 ローズベンガルは
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IgMからIgEへのクラススイッチに影響せず、 Pεの翻訳促進を通じてIgE合成を

促進することが考えられたが、 ヒトリンパ球におけるそれらの発現については

不明であるため検討する必要がある。 Gεの発現に影響を及ぼすことなしにPεー

の発現を促進させた物質に関しては、 Epstein-Barrウイルスで形質転換したヒ

トB細胞樹立細胞株である2C4/F3細胞をディーゼル排気ガス中の微粒子

(DEP)と共に培養したとき、 DEPに合まれる芳香族炭化水素である

phenanthreneが細胞質中のAhレセプターに結合し、 転写因子の誘導を通じてPεー

の発現を増強させることが報告された(Tsien et a1.， 1997) 0 phenanthreneは非

水溶性であり細胞膜を通過して細胞内に侵入できるが、 ローズベンガルは水溶

性であるために細胞内に入ることが出来ないことから、 ローズベンガノレによる

Pεの発現増強には別の機構、 つまり細胞表面に結合しその結合シグナルが発現

増強につながる可能性が考えられた。

ローズベンガルがB細胞に直接及ぼす影響について検討するために、 樹立細

胞株としてNAT-30細胞、 HMy-2細胞およびU-266細胞を用いたが、 初代培養細

胞を用いた培養の結果を反映したのはHMy-2細胞だけであった。 NAT-30細胞

は無血清培養においても増殖可能なクローンから選抜された細胞であるため

(Murakami et a1.， 1985)、 増殖に血清を必要とする抗体産生細胞とは抗体産生

に至るメカニズムが異なる可能性がある。 また、 U-266細胞はヒトーマウスハイ

ブリドーマでありIgEを多量に産生する細胞株であるため、 IgE抗体産生を抑制

する因子の検索には有用であるが、 本実験系においてはそのメカニズムの解明

は困難であるので他の細胞株を用いてさらに検討する必要がある。
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第7章 大気汚染物質の免疫調節機能の解明

第1節 緒論

高度経済成長期を境に種々のアレルギー権患率が増加した。 その原因として

食生活および環境の変化が挙げられ、 その考えに基づいて前章までに食品中の

免疫調節因子の検索について検討した。 本章においては、 大気中の免疫調節困

子の検索を行った。 最近の研究によって様々な大気中の免疫調節因子が明らか

にされている。 例えば、 タバコの煙に合まれるニコチンはヒト末梢血単核細胞

の抗体産生を調節することが報告されている(Fischer et a人1994)。 また、

動車、 特にディーゼルエンジンの排出ガス中成分がアレルギ一発症と深く関係

していることが明らかにされている(Muranaka et a1.， 1986; Takafuji etδ人1987�

1989)。 ディーゼルエンジンの排出ガス中成分は大きく2種類に分けられる

(K勾i� 1993ょWesterholm et a1.， 1995; Zapponi et a1.， 1997)。 一つはガス状燃焼

生成物であり、 二酸化硫黄、 窒素酸化物、 二酸化炭素、 アルデ、ヒドおよび未燃

焼炭化水素が合まれる。 もう一つは粒子状燃焼生成物であり、 硫酸塩、 炭素質

粒子、 有機溶媒可溶成分(多環芳香族炭化水素、 ニトロ多環芳香族類)および

抽出不能物質である。 アレルギ一発、症の原因物質としては、 ガス状燃焼生成物

よりも粒子状燃焼生成物の方が注目されており、 例えば炭素質粒子(DEP)は

アジュバント作用を有し、 IgE産生を増強することが報告されている(Diaz-

Sanchez et a1.. 1994: Takenaka et al.， 1995)。 また、 多環芳香族炭化水素

(PAH)が免疫抑制作用を有すること(Holladay et a1.， 1994)、 2， 3� 7， 8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)がB細胞内カルシウムイオン濃度を上昇

させること(Karras et a1.， 1996)などの報告もある。

食品および環境アレルゲンに対するアレルギーは主としてI型アレルギ一反

応により引き起こされるが、 この反応においてはアレルゲン特異的IgEの誘導

が重要な役割を演じる(Metcalfe， 1991)。 一方、 アレルゲン特異的IgAはアレ

ルゲンの腸管吸収を阻害することによりアレルギーの発症を抑制するo また、
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アレルゲン特異的19Gは19Eとの競合によりI型アレルギーを抑制する。 また、

細胞表面レセプターに結合した抗原特異的IgEを抗原が架橋することにより肥

満細胞はヒスタミンおよびロイコトリエン(LT)などのケミカルメディエーター

を産生し、 アレルギー症状を引き起こすことが知られている(Plaut eta1.， 

1993) 0 LTは肥満細胞の膜リン脂質から遊離されるアラキドン酸のリポキシゲ

ナーゼ酸化によって生成される(Dahlen et a J.， 1986)。 ロイコトリエンのうち

LTB4は、 好中球の走化性によって誘導される炎症反応を充進したり(Ford-

Hutchinson et a人1980)、 可溶性CD23の発現およびその遊離を増強し、 B細胞

の19E産生を増強することが知られている(Dugas et a1.， 1990; Yamaoka et aJ.， 

1989)。 こういった背景に立ち、 本章においてはマウス牌臓リンパ球および

WEHI-279細胞の抗体産生およびラット腹腔内移出細胞のL四4産生に及ぼす

ディーゼルエンジンの排出ガス中成分の影響について検討した。

第2節 実験方法

第1項 動物

マウス牌臓リンパ球は8週齢雄のBalb/cマウスより、 腹腔内惨出細胞は 8 週齢

雄Sprague Dawleyラットより分離し、 いずれもセアック吉富(吉富、 福岡)よ

り購入した。 餌はMF(オリエンタル酵母、 東京)を用いた。 マウスおよびラッ

トは購入後直ちに実験に供するか、 数日予備飼育してから実験に用いた。 予備

飼育の際は、 マウスもしくはラット用ケージにおがくず床(ホワイトフレーク:

オリエンタル酵母)を敷いて飼育した。

第2項 用いた試薬、 緩衝液および反応液の調製、 および器具

多環状芳香族炭化水素としてアントラセン系化合物にはアントラセン、 9-メ

チルアントラセン、 9，10-ジメチルアントラセンおよびy-BHCを、 フノレオレン系

化合物としてフルオランセン、 ベンゾ(b)フルオランセン、 2，3-ベンゾフルオ

レンおよび2，7-ジニトロフルオレンを、 ベンズアントラセン系化合物としてベ
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ンズ(a)アントラセン、 1. 2-ベンズアントラセン、 7-メチルベンズ(a)アン

トラセンおよび 9，10-ジメチノレ-1，2-ベンズアントラセンを、 ピレン系化合物に

はピレン、 ベンゾ(a)ピレン、 1-ニトロピレンおよび1-アミノピレンを選び、

これら全ては大阪市立環境科学研究所より提供された。 各サンプルをDMSO

(ナカライテスク、 京都)に溶解して10mMに調製し、 培養液に対して1/1000

4を添加した。

マウス抗体の定量には、 固相抗体には抗IgG抗体としてヤギ抗マウスIgG

(Zymed社，San Francisco， CA)を、 抗IgE抗体としてラット抗マウスIgE

(EIU社，Brussels， Belgium)を、 抗IgM抗体としてウサギ抗マウスIgM F(ab')2 

断片(Zymed社)を、 抗IgA抗体はウサギ抗マウスIgA(Zymed社)を用いた。

酵素標識抗体にはベルオキシダーゼ(HRP)標識ヤギ抗マウスIgG F(ab')2断片

(Zymed社)、 HRP標識ウサギ抗マウスIgM F(ab')2断片(Zymed社)および

HRP標識ウサギ抗マウスIgA(Zymed社)を用いた。 またIgE定量においてはビ

オチン標識ラット抗マウスIgE(EIU社)、 およびHRP標識ストレプトアビジ

ン(Prozyme社 San Leandro， CA)を用いた。

ラット腹腔内細胞(PEC)の摂取において、 次に挙げる緩衝液を調製した。

まず、 肥満細胞用緩衝液(Tyrode液)は、 NaCI、 KCI、 NaI-もPOi2H20)、

MgCI、 NaHC03、 D-glucose(いずれも和光純薬工業、 大阪)、 gelatin(Sigma 

社，St . 1ρuis， MO)、 Albumin Fraktion V (BSA; Boehringer Mannheim社，

Germany)をそれぞれ 7.8 8 9  g、 0.2 01g、 0.058 g、 0.04 8 g、 1.008 g、 1.009 g、

1.000 g、 1.000 gずつ1000mlの超純水に溶解させ、 pHを7.2に調整するo つづい

て、 赤血球溶解用緩衝液(modified-ACT)は、 NH4CI、 KHC03 (いずれも和

光純薬工業)、 EDTA-2Na(同仁化学研究所、 熊本)をそれぞれ 8.2 9 g、 1.00

g、 3.67 gずつ1000mlの超純水に溶解させ、 pHを7 .4に調整した。

サンプル調製用試薬においては、 Calcium lonophore A23187 (Sigma社)は

ジメチルスルホキシド(DMSO)(和光純薬工業)に溶解させ、 10mMに調整

した。 プロスタグランジンB2(Sigma社)は、 メタノール(和光純薬工業)に

溶解し、 50μg/mlに調整した。
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高速液体クロマトグラフィー(HPLC)用アセトニトリルおよびHPLC用メ

タノールはナカライテスクより購入した。 ロイコトリエンB4測定には、 HPLC

(SCL-10A;島津製作所、 京都)を用いた。 移動相にはアセトニトリノレ:メタノー

ル去っ0=30: 25: 45になるように混合し、 さらに12.5 mMの酢酸アンモニウム、

1 mMのEDTAを添加しpHが5.6になるように酢酸で調整した。 カラムには、

C18逆相カラム(YMC社、 京都)を用いた。

第31頁 細胞調製および細胞の刺激方法

リンパ球を得るために、 マウスをエーテル麻酔下で屠殺し、 牌臓を摘出した。

RPMI-1640培地(日水製薬、 東京)中で牌臓をすりつぶしてリンパ球を惨出さ

せ、 Lymp holyte-Mouse (Cedarlane社Hornby， Canada)を用いて密度勾配分離法

によりリンパ球画分を得たo 牌臓より分離したリンパ球は、 10%ウシ胎児血清

(Intergen社， Purchase， NY)存在下でRPMI-1640培地を用いて細胞数を2 X 106 

cells/mlに調整し、 5%C02インキュベータで72時間培養した。 樹立細胞株とし

ては、 WEHI-279細胞(九州大学医学部付属生体防御医学研究所から提供を受

けた)を用いた。 細胞は10%ウシ胎児血清(GIBCO BRL社， Grand Island， NY) 

を合むRPMI-1640培地を用いて、 5%C02環境下において継代培養してきた細胞

を1 X 105 cells/mlに調整し、 59るCO2インキュベータで72時間培養した。

ラット腹腔内細胞(PEC)の調製については次のように行った。 ジエチルエー

テルにより致死させたラットの表皮をはぎ取り、 腹腔内にTyrode液を1匹につ

き20 ml注入し、 腹部を2分間軽くマッサージした後、 開腹して腹水液を摂取し、

全匹分を1本の遠心管にまとめた。 これを200xgで5分間遠心し、 上清吸引後に

D-glucose、 gelatin、 BSAを除いたTyrode液を20 ml添加して細胞数を1 X 106 

cells/mlに調整した。

細胞の刺激方法は、 以下の方法で行った。 2 X 106 cellsを合む細胞懸濁液を

300xgで 5分間遠心後、 カルシウムイオノファ-A23187を5μM、 CaC�を

0.9 mM合む反応液50 �tlにサンプルを加えたのち、 370Cで20分間インキュベー

トした。 添加直前まで-300Cで冷却しておいた反応停止液(アセトニトリル:メ
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タノール= 6:5)を50μlおよび内標準としてプロスタグランジンB2を1 �tl添加し、

反応を停止させた。 その後13000 x g、 40Cで10分間冷却遠心し、 -300Cで 60分

間放置したのち、 上清を0.22μmフィルター(日本ミリポア、 東京)で漉過し、

糠液をサンプル液とした。

第4項 酵素抗体法

抗体価の測定は、 Yamada et a1. (1993)の方法に従って行った。 IgGおよび

IgMの定量には直接法を用い、 IgEの定量にはアビジンービオチン法を用いた。

まず、 96穴イムノプレートに固相抗体を加えて370Cにて1時間保温し、 TPBSで

3回洗浄した。 次に、 ブロッキング液を加え、 370Cにて1時間保温もしくは4

℃にて一晩放置した後、 洗浄した。 これ以後の洗浄操作ではアビジンービオチン

法で各4回、 直接法で各3回行った。 次に、 一次抗体(サンプル上清)を加えて

370Cで1時間保温し、 洗浄した。 IgE定量ではさらに二次抗体を加えて370Cにて

1時間保温し、 洗浄した。 最後に、 酵素標識抗体を加えて370Cで 1 時間保温し

て、 洗浄液で洗浄後、 基質溶液を加えて370Cで15分間反応後、 反応停止液を加

えて415nmで吸光度を測定した。

第5項 口イコトリエンB4の測定方法

HPLCによってロイコトリエンB4を定量した(Powell et a1. ， 1987)。 カラム

はメタノールで洗浄し、 移動相を流してHPLCを安定化させた後、 流速を1.1

mllmin、 rangeを0.01とし、 測定吸光度を280nmに設定して調製したサンプルを

20μ!ずつ注入し、 測定した。

第6項 統計計算

得られた結果は、 Duncanの統計計算法(Duncan， 1955)に従って有意差検定

を行った。
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第3節 結果

第1項 マウス牌臓リンパ球およびWEHト279細胞の抗体産生に及ぼす大気中

汚染物質の影響

大気汚染物質が免疫系に及ぼす影響を確認するため、 はじめに、 現在主な大

気汚染物質の一つであるディーゼルエンジンから排出される排気ガス中の多環

状芳香族炭化水素(PAH)がマウスリンパ球の抗体産生に及ぼす影響について

検討した。 終濃度で10μMになるようなPAH溶液を調製し、 これを1pMまで1/

10毎に希釈しそれぞ、れマウス牌臓リンパ球に添加して10%FBS合有RPMI-1640

培地で72時間培養し、 培養後の上清中抗体濃度を酵素抗体法で測定した。 その

結果Fig. 7-1およびFig.7-2に示したように、 各PAHはマウス牌臓リンパ球のIgM

および、IgGレベルには影響を及ぼさないことが明らかとなった。 なお、 その際

のマウス牌臓リンパ球の生存率は全実験区において80%以上であった。
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つぎに、 B細胞の抗体産生に及ぼすPAHの影響を直接検討するために、 マウ

スBリンパ腫WEHI-279細胞を用いて同様の実験を行った。 終濃度で10凶fにな

るようにPAH溶液を調製し、 これを1pMまで1/10毎に希釈しそれぞれWEHI-

279細胞に添加して10%FBSを合むRPMI-1640培地で72時間培養し、 培養後の

清中抗体濃度を酵素抗体法で測定した。 その結果Fig.7-3およびFig.7-4に示した

ように、 低濃度領域においてIgMおよび、IgGレベルが高くなる傾向が確認され

た。 特に、 アントラセン系化合物である9-メチノレアントラセンおよび、y-BHC、
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フルオレン系化合物である2.7-ジニトロフルオレン、 ベンズアントラセン系化

合物である1，2-ベンズアントラセンおよび9，10-ジメチノレー1，2-ベンズアントラセ

ンおよびピレン系化合物であるピレン、 1-ニトロピレンおよび1-アミノピレン

が1および10pMにおいてコントロールに比べてIgGレベルを1.7倍程度まで上昇

させた。 各PAHは細胞毒性を示さず、 細胞生存率は80%以上であった。
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Fig. 7-4. Effect of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) on IgG 
Production by WEHI-279 Cells. Cells were cultured with 0-105 nM PAH for 

72 h and IgG concentration in the culture supernatant was measured by ELISA. 

第2項 ラット腹腔内法出細胞の口イコトリエン84産生に及ぼす大気中汚染物

質の影響

PAHは低濃度領域においてIgG濃度を上昇させる傾向が認められたが、 抗体

産生以外の免疫機構に及ぼすPAHの影響については未だ不明な点が多い。 そこ

で、 ラット腹腔内移出細胞(PEC)のロイコトリエン(LT)B4産生に及ぼす

PAHの影響について検討した。 LTB4は、 肥満細胞や好塩基球などの細胞膜リ

ン脂質第2位のアラキドン酸がホスホリパーゼ�によって加水分解され、 アラ

キドン酸カスケードを経て合成されるエイコサノイドの一種であり、 血管透過
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性上昇、 気管支平滑筋収縮などを引き起こし、 アレルギ一反応において重要な

役割を演じている。 各PAHを終濃度10μMとなるように添加して20分間PECを

刺激した後に放出されたLTB4をHPLCで定量した。 その結果、 Figs. 7-5 "-'8に示

したようにアントラセン系化合物ではアントラセン、 9. 10ジメチルアントラセ

ンが、 フルオレン系化合物ではフルオランセンが、 ベンズアントラセン系化ム

物では1，2-ベンズアントラセン、 7-メチルベンズ(a)アントラセンが、 ピレン

系化合物では1-アミノピレンがLTB4放出を有意に増強する効果を示す一方、 フ

ルオレン系化合物では2，7-ジニトロフルオレンが、 ピレン系化合物では1-ニト

ロピレンがLTB4放出を有意に抑制する効果を示した。
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Fig. 7 -5. Ef fect of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (P AH) on 

Leukotriene B. Release from R at Peritoneal Exudate Cell s. Cells 
4 

were stimulated with A23187 for 20 min in the presense of various P AH including 

anthracene and its derivatives. LTB4 concentration in the supernatant was 

measured by the HPLC method. Results were the mean + SE (n=4) and 
a-cvalues 

not sharing a common letter are significantly different at pく0.05.
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Fig. 7-7. Effect of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon s (P AH) on 

Leukotr iene B4 R eleas e  from R at Peritoneal Exudate Cells. Cells 

were stimulated with A23187 for 20 min in the p resense of various P AH including 

benzanthrathene and its derivatives. LTB4 concentration in the supernatant was 

measured by the HPLC method. Resu1ts were the mean士SE (n =4) and a-cvalues 

not sharing a common letter are significantly di百erent at pく0.05.
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Fig. 7-8. Effect of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) on 
Leukotriene B. Release from Rat Peritoneal Exudate Cells. Cells 

4 

were stimulated wi th A23187 for 20 min in the presense of various P AH including 
pyrene and its derivatives. L TB4 concentration in the supernatant was measured 
by the HPLC method. Results were the mean + SE (n=4) and a-cvalues not 
sharing a common letter are significantly di妊erent at pく0.05.

第4節 考察

ディーゼルエンジンから排出される排気ガス中の多環状芳香族炭化水素

(PAH)は呼吸器疾患の原因物質として注目されている(Diaz-Sanchez，1997; 

Sisovic et a1.， 1996)。 こうした報告に基づき、 PAHがマウス牌臓リンパ球およ

びWEHI-279細胞の抗体産生に及ぼす影響について検討した。 その結果、 9-メ

チルアントラセン、 y-BHC、 2，7-ジニトロフルオレン、 1，2-ベンズアントラセ

ン、 久10-ジメチノレ-1，2-ベンズアントラセン、 ピレン、 1-ニトロピレンおよび1-

アミノピレンが1および10 pMで、 コントロールに比べてWEHI-279細胞におけ

るIgGレベルを1.7倍程度まで上昇させた。 Juvenile chinook salmon 

(Oncorhynchus tshawytscha)をTNP-KLHで免疫したとき9，10-ジメチル-1，2-

ベンズアントラセンを同時に投与したB細胞には影響がなかったが(Arkoosh

et aL 1994)、 PAHの一種であるフェナンスレンはEpstein-Barr virus (EBV) 
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で形質転換したヒトB細胞のIgE産生を増強したこと(Tsien et a1.， 1997)から、

リンパ球の機能に及ぼすPAHの影響はその構造によって異なることが示唆され

た。 また、 PAHが抗体産生に及ぼす影響についてはまだ分からない点が多いが、

2， 3， 7， 8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)は細胞内に存在するaryl

hydrocarbonレセプター(AhR)を介してヒトBリンパ球の免疫グロプリン産生

を抑制することが報告されており(Masten et a1.， 1995)、 PAHの構造とAhRと

の親和性が抗体産生に影響している可能性がある。
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さらにPAHの免疫調節機能を調べるため、 ラットPECのLTB4放出に及ぼす

影響について検討した。 その結果、 アントラセン、 9.10-ジメチルアントラセン、

フルオランセン、 1. 2-ベンズアントラセン、 7-メチルベンズ(a)アントラセン

および1-アミノピレンがLTB4放出を有意に促進する効果を示す一方、 2，7-ジニ

トロフルオレンおよび1-ニトロピレンがLTB4放出を有意に抑制する効果を示し

た。 PAHはAhRを介して様々な影響を及ぼすことが知られており、 たとえば

AhRを欠損したマウスでは免疫機能が著しく低下し、 PAHの一種であるダイオ

キシンによって誘導される酵素の発現応答が見られないことが報告されている

(Fernandez-Salguero et a1.， 1995)。 また、 AhRは核輸送タンパク(ARNT)

と結合して転写調節因子として働くことが報告されていることから(Abbott et 

a1.， 1996; Carver et a1.， 1994)、 PAHはAhRを介してアラキドン酸からLTへの合

成に関わるリポキシゲナーゼ、mRNAの発現を調節する可能性があり、 この点に

ついて今後検討しなければならない。 PAHの構造とLTB4産生との関係につい

ては、 骨格構造としてアントラセンを有するPAHにLTB4産生を増強する傾向

があった。 一方、 アミノピレン、 フルオランセンにはLTB4産生を増強させる効

果が認められたが、 それらをニトロ基で置換するとLTB4産生を抑制した。 ニト

ロ基の付加される位置によって、 PAHがDNA損傷に与える影響が異なること

から(Fu et a1.， 1997)、 PAHはその構造によってLTB4産生を調節することが

示唆された。

90 



第8章 総括

高度成長期を境に、 われわれの食生活および環境は大きく変化した。 それに

伴って、 日本においてアレノレギー患者の増加が顕著になってきた。 その原因の

っとして、 環境中の汚染物質が挙げられる。 多くの研究者は環境中の汚染因

子とアレルギ一躍患率の関係について研究してきた。 ディーゼ、ノレ排気ガス中の

微粒子(DEP)をオブ、アルブ、ミン(OVA)と共に腹腔および鼻腔に投与した

とき、 DEPは免疫グロプリン産生に対してアジュパント効果を示すことが明ら

かとなった(Takafuji et 81.， 1987， 1989; Takenaka et a1.， 1995)。 しかし、 アレノレ

ギー患者の増加は、 これら大気汚染物質の増加のみで説明することは出来ない。

そこで、 われわれは大気汚染物質および食品成分とアレルギ一発症との関係に

ついて検討した。

食餌および環境アレノレゲンに対するアレルギーは、 おもにI型アレルギ一反応、

つまり、 アレルゲン特異的IgEの誘導が重要な役割を演じる反応によって誘導

されると考えられている(Metcalfe、 1991)。 クラス特異的な抗体産生調節で

は、 胆汁酸やコンカナパリンAはラットリンパ球のIgE産生を増強する(Lim et 

a人1994)。 一方、 ポークウィードマイトジェンはその産生を抑制することが

報告されている(Lim et a1.， 1994)。 まず、 われわれはラットリンパ球の抗体

産生に及ぼす様々な天然食用色素および合成食用色素の影響について検討した。

その結果、 各天然食用色素は1から10μMにおいて19B産生を抑制した。 これら

の色素は、 様々な食物に0.1% (2-3μM)の濃度で添加されている。 グルグミン

を合むCurcuma 10ngaの粉末は、 漢方薬として用いられるときその投与量は6-10

g/dayであり、 この量はクノレクミン800μMに相当するo この濃度は食品添加物

として摂食される濃度の約400倍であり、 クルグミンの吸収率については不明

な点が多いことを考慮する必要があるが、 クルクミンを合めた天然色素はIgE

産生を抑制することによって抗アレルギー的に作用することが示唆された。 ま

た、 ガーディニア色素の主成分であるクロシンおよびアナト一色素の主成分で

あるビキシンは抗酸化剤として用いられている(Escribano et a1.， 1996; 
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Thresiamma et al.， 1996; Ursini et al.， 1994)ので、 ガーディニア色素およびアナ

ト一色素のIgE産生抑制効果は抗酸化作用が関係していることが考えられた。

方IgGおよびIgMは体液性免疫において重要な働きをする抗体である。 水

溶性天然色素は1 mMで、 非水溶性天然色素のクルクミンは100μMでIgGおよ

び、IgM産生を抑制したが、 10μM以下の濃度ではその効果は認められなかった。

一方、 脂溶性天然色素はIgM産生をわずか1μMで促進した。 種々の食品成分に

よる同様なIgM産生促進効果が、 ヒトヒトハイブリドーマおよびヒトリンパ球

において報告されている(Yamada et al.， 1989， 1990a， 1990b. 1991・Maeda et al. 

1990)。 今回用いた天然食用色素の免疫調節機構は明らかでないが、 桂皮酸

2モルからなるクルクミンはその2量体構造によって、 免疫応答調節能を有する

ことが報告されている(Li et al.， 1993)。 今回の研究により、 脂溶性食用色素

は体液性免疫応答に対し、 増強作用を有することが示唆された。 さらに、 本研

究で用いられた天然食用色素は主要成分以外の微量成分を合んでおり、 これら

が免疫グロプリン産生に影響を及ぼしていることも考えられる。

一方、 合成食用色素に関しては、 アゾ色素は、 牌臓リンパ球の抗体産生に対

しては有意な影響を与えないものの、 MLNリンパ球に対してはIgE濃度を上昇

させることが示された。 また、 胆汁酸をIL-4もしくはIL-5の存在下でLPSと共

に添加したとき、 牌臓リンパ球のIgE産生は抑制されるが、 MLNリンパ球の

IgE産生は増強されることが報告されている(Lim et aJ.， 1994b; 1995)。 これら

の結果は、 食品成分に対する牌臓およびMLNリンパ球の応答はそれぞれ異なる

ことを示唆している。 さらに、 病因における食品成分および食品添加物の役割

と、 それに関連する免疫学的変化を確立するために行われた研究報告によると

(Morales et aJ.， 1995)、 食品添加物(タートラジンを合む)とアレルギ一発症

との聞に相関性は認められないことが示されている。 それゆえに、 全身免疫系

に及ぼすアゾ色素の影響は、 腸管免疫系に及ぼす影響より穏やかであることが

考えられる。

非アゾ色素では、 今回選んだ濃度においてIgGおよびIgMはコントロールと

同じ産生レベルで、あった。 一方、 トリフェニルメタン色素であるブリリアント
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ブ、ノレ-FCFおよびファストグリーンFCF、 さらに銅クロロフィリンナトリウム

は、 牌臓リンパ球では1μM以上、 MLNリンパ球では10μM以上の濃度で牌臓お

よびMLNリンパ球のIgE産生を強く抑制した。 また、 IgE産生抑制は銅および

鉄クロロフィリンによって誘導されたが、 マグネシウムを配位したクロロフィ

リンにはその効果は認められなかった。

この結果に関して次のよう な報告がある。 銅クロロフィリンナトリウムの毒

性は遊離した二価銅イオンに由来するというものである(Worden et a1.， 

1955)。 また、 ヒトTおよびBリンパ球さらに単球の細胞膜は、 Pb2+もしくは

Zn2+に比べてCu2+によって強い傷害を受けることが走査型電子顕微鏡によって

確認された(Steffensen et a人1994)。 免疫グロプリンもしくは免疫応答に及ぼ

す銅イオンの抑制効果はモルモット(Boroskova et a1.， 1993)およびヒト

(Bumgardner et a人1993; Mehanna et a1.， 1994; Smith et a1.， 1996)においても報

止されている。 これらの結果より、 銅イオンはヒトおよびそれ以外の動物の抗

体産生に重要な役割を演じることが示唆された。 また、 Fe2+に関しては、 マラ

リア色素から遊離した鉄は脂質の過酸化を誘導することが報告されている

(Schwartzer et a人1992)0 Cu2+もまた不飽和脂肪酸の過酸化を促進すること

が報告されている(Albertini et a1.， 1996)。 これらの報告および本実験の結果

より、 Fe2+もしくはCu2+イオンによって促進された脂質過酸化はIgE産生の抑

制に重要な役割を果たすことが示唆されたが、 その作用機構については今後検

討する必要がある。

つぎに、 食品中微量成分として香辛料を選び、 それらが抗体産生に及ぼす影

響について検討した。 香辛料は食品に風味を付与するほかに腐敗や細菌の繁殖

を防ぐ働きがあり(Adegoke et a1.， 1994)、 様々な保存食に利用されてきた。

一方、 香辛料が生体に及ぼす影響についてはここ数十年間に数多くが報告され

てきた。 香辛料の薬理作用としては、 クロープおよびガラムマサラの抗腫蕩作

用(Zheng et a1.， 1992; Rao et a人1995)、 黒胡淑および、Capsiωmannumの抗変

異原性作用(Higashimoto et a1.， 1993; Azizan， et a1.， 1995)などが報告され、 反

対に副作用としては、 香辛料の摂食によるアレルギー症状の惹起や(Sastre et 
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a1.， 1996)、 赤とうがらしの摂取による皮膚炎の発症(Cooper et a人1996;

Kanerva et a1.， 1996)およびaniseedによる哨息の発症(Fraj et al.， 1996)などが

報告されている。 一方、 生体の免疫機構に及ぼす影響については、 ヨーロッパ

における「セロリ ・ニンジン ・ ヨモギ・香辛料症候群」においてニンジン特異

的19Eの産生に香辛料が関与することが報告されたり(Helbling et a1.， 1993)、

また香辛料中のアレルゲンが花粉や野菜中のアレルゲンと交差反応するという

報告別iinimaki et a1.， 1995)があるが、 抗体産生に及ぼす影響についてはほと

んど報告されていなし、。 そのため、 はじめにわれわれはマウス牌臓リンパ球の

抗体産生に及ぼす種々の香辛料の影響について検討した。 その結果、 オールス

パイスパウダー、 オニオンパウダー、 ニンニクにIgGおよび、IgA産生を増強し、

カレーパウダ一、 クローブ、 黒胡板、 白胡淑、 西洋わさびにIgG産生を増強す

る傾向が認められた。 また、 シナモン、 ショウガ、 セージには強い細胞毒性が

認められた。 香辛料はDNA修飾誘導作用を有するが(Randerath et a1.， 

1993)、 今回見られた細胞毒性がどの作用によって起こったかはさらなる検討

が必要である。

多くの香辛料は抗酸化成分を合んでおり、 たとえばオールスパイスおよびク

ロープのメタノール抽出物はヒドロキシラジカルを除去することにより、 N-α

t -bu to:xycarbo nyl-fructoselysin eおよびN-a.-ιbuto:xycarbonyl-arginineのpentosidine

形成を抑制することが報告されている(Oya et a1.， 1997)ことから、 香辛料は

生体内において発生したラジカルを抑制し、 抗体産生を調節することが考えら

れる。 またWEHI-279細胞においては香辛料は強い抗体産生能を示さないこと

から、 香辛料の抗体産生調節作用にはT細胞由来のサイトカインおよび細胞聞

の相互作用の関与が考えられる。 また、 香辛料中の脂溶成分の合有率は0.1から

5.2%であることから、 本実験において細胞に香辛料のエタノール抽出物を添加

したとき、 細胞に対して約30nMのオイゲノールを添加したものと換算される

が、 オイゲノールは抗体産生に影響を及ぼさなかったことから、 オイゲノーノレ

以外の成分に活性が存在することが示唆された。

これまでわれわれはマウスおよびラットの牌臓あるいは腸間膜リンパ節
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(MLN)リンパ球を用いて、 様々な食品および環境中の抗体調節因子の検索を

行った。 この系を用いることによって多くの試料を迅速かつ簡便にスクリーニ

ングすることができた。 しかし、 さらに詳しいメカニズムを検討する際に問題

になるのはT細胞由来のサイトカインの関与を考慮しなければならないという

ことである(Armitage et al.， 1993; Collins et al.， 1995; Ling et al.， 1995)。 そのた

め、 われわれは直接B細胞に作用する抗体産生調節因子の検索を行うために、

マウスBリンパ腫であるWEH1-279細胞を利用した系も併せて用いることにした。

本実験においては九州大学医学部付属生体防御医学研究所より提供された

WEH1-279細胞を用いたが、 本来この細胞はWalter and Eliza Hall 1nstitute 

(WEHI， Melbourne， Australia)において樹立された細胞株である。 樹立当初

のWEH1-279細胞はB細胞の分化の初期段階に位置し、 高密度の細胞膜表面19M

(軽鎖はK鎖)を発現しているが、 培養上清中における抗体は検出されないこ

とが報告されている(Wamer et al.， 1979; Gutman et al.， 1981)。 しかし、 この

細胞についての情報は非常に少ないため産生される抗体、 細胞膜免疫グロプリ

ンおよび抗体に関する遺伝子発現について検討した。 まず、 われわれは19Gお

よび、19E抗体を培養上清中において見出した(Fig.2- 3)。 この結果については、

B細胞より産生したサイトカインはautocrineまたはparacnne的な作用によって

B細胞自身を刺激する(Pistoia， 1997)など、 サイトカインの作用もしくは継代

途中の突然変異によって抗体産生細胞に分化したことが考えられる。 つぎに、

細胞膜免疫グロプリンについて検討したところ、 本実験におけるほとんどの

WEH1-279細胞は19Mを細胞表面に発現していたが、 一部には19Gや19Eを発現

することがフローサイトメーターによる分析で示唆された。 異なるクラスの抗

体を細胞表面に同時に発現するとアポトーシスによって排除されるが(Kindler

et al.， 1997)、 本細胞にこのことが当てはまるかどうかはさらに検討し、 19Gお

よび、19E発現細胞をクローニングする必要がある。

最後に抗体に関する遺伝子発現については次のようなことが見出された。 B

細胞が19Mから19Gもしくは19Eヘクラススイッチを引き起こすとき応型転写物

(Gyおよび、Gê)の発現が認められることが知られているが(1chiki et aJ.， 1993; 
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Li etal.， 1994)、 WEH I-279細胞はGy、 Gε双方の発現が認められたことから、

この細胞はIgMからIgGおよび、IgEヘクラススイッチを起こす能力を備えている

ことが示唆された。 食品中には様々な抗体産生調節因子が見出されているが

(Ahmed et al.， 1997; Verdaguer et al. ， 1993)、 その調節メカニズムはいまだ不

明である。 WEHI-279細胞を用いた食品成分および環境中の抗体産生調節因子

の検索系は、 抗体産生調節メカニズムの解明に対して非常に有用であると思わ

れる。

つづいて、 色素を合む様々な食品添加物を用いて、 それらがリンパ球の抗体

産生に及ぼす影響について検討した。 その結果、 キサンテン色素であるローズ

ベンガルが50μMにおいてIgE濃度を上昇させ、 IgGおよび、IgM濃度を低下させ

ることが認められた。 さらに、 ローズベンガノレの抗体産生調節機構を検討する

ため、 様々なキサンテン色素を用いてリンパ球の抗体産生に及ぼす影響につい

て調べた。 その結果、 4個のヨウ素原子と4個の塩素原子を有するローズベン

ガルが最も強い19E濃度の上昇効果を示し、 4個のヨウ素原子を有するエリス

ロシンがそれにつづくIgE濃度の上昇効果を示したが、 4個の臭素原子と4佃

の塩素原子を有するフロキシンには弱い上昇効果しか認められなかった。 さら

に、 ハロゲン原子を持たないアシッドレッド、 フルオレセインには抗体産生調

節能は認められなかった。 これらの結果から、 芳香環に結合したハロゲン原子、

特にヨウ素原子は、 キサンテン色素の抗体産生調節効果に重要な役割を演じて

いることが示唆された。 さらに、 ローズベンガルを摂食させたマウスの甲状腺

腫療の誘導にヨウ素原子が重要な役割を演じていることが報告され(Ito et a人

1986)、 ヨウ素原子は甲状腺細胞と何らかの相互作用を及ぼしていることが考

えられるため、 リンパ球に対してどのような作用を及ぼすかを検討する必要が

ある。

また、 キサンテン色素は光増感反応により一重項酸素を放出することが知ら

れており、 その色素をより重い原子(I> Br> H)で置換すると、 光増感作用を

受けやすいことが報告されている(Legrum， 1991)。 さらに、 胆汁酸、 不飽和

脂肪酸および過酸化水素はラット腸間膜リンパ節(MLN)リンパ球のIgE産生
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を増強し他のクラスの抗体産生を抑制するという報告(Yamada et a1.， 1996)も

あることから、 活性酸素の生成がキサンテン色素の抗体産生調節活性の原因で

あることも考えられる。 キサンテン色素以外のヨウ素化合物の効果を調べるた

め、 10pMから3mMのチロシン、 モノヨードチロシン、 ジヨードチロシン、 ト

リヨードサイロニンおよびチロキシンをラット牌臓リンパ球に添加し、 抗体産

生に及ぼす影響を検討したが、 これらにはリンパ球からの抗体産生に影響を及

ぼすものは認められなかった。 この結果から、 芳香環に結合したハロゲン原子

の種類および数だけでなくキサンテン色素の基本構造が抗体産生調節活性に関

与していることが示唆された。

ラット牌臓リンパ球を用いた実験ではT細胞の関与が考えられるので、 ロー

ズベンガノレの抗体産生調節活性のメカニズムをさらに検討するためにマウスB

リンパ腫WEHI-279細胞を用いてB細胞に対するローズ、ベンガルの直接的な影響

を検討した。 WEHI-279細胞は高密度に細胞表面IgMを発現しており、 抗体は

産生していないという報告がある(Gutman et a1.， 1981)が、 われわれはこの細

胞の抗体産生を確認した。 さらに、 WEHI-279.1細胞は、 細胞分化における最

終的な成熟期への細胞の活性化およびBリンパ球の免疫グロプリン合成を研究

するモデルとして用いられていること(Sibley et a人1980， 1981; Paige et a1.， 

1982)から、 今回われわれが用いた細胞は細胞の分化経路において抗体を産生

するように分化したと考えられた。

われわれはローズベンガルをラット牌臓リンパ球に添加したとき、 培養上清

中のIgE濃度を上昇させ、 IgGおよびIgM濃度を低下させることを先に確認した

が、 抗体濃度の変化はリンパ球からの抗体分泌に影響したものかそれともリン

パ球の抗体産生に影響したものかを明らかにするため、 WEHI-279細胞に100μ

Mのローズベンガルを添加し24時間後の細胞内および細胞外(培養上清中)の

抗体濃度を酵素抗体法で定量したところ、 ローズベンガルは双方におけるIgE

濃度を上昇させることを確認した。 この結果から、 ローズベンガノレはT細胞に

由来するサイトカイン等の影響を受けずにB細胞に直接働きかけ、 抗体分泌で

はなく抗体の合成に対して影響を及ぼすことが示唆された。
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ローズベンガノレのIgE産生促進機構を検討するために、 IgE重鎖mRNAである

Pεの発現に及ぼすローズベンガルの影響について、 RT-PCR法を用いて検討し

た。 この結果、 ローズ、ベンガノレはWEHI-279細胞のれの発現を濃度依存的に増

強することを見出した。 一方、 IgMからIgEへのクラススイッチにおいてε鎖の

脹型転写物(Gε)の発現が認められるが(Alt et a1.， 1982)、 今回Gεの発現に

は影響を及ぼさないことから、 ローズベンガノレはIgMからIgEへのクラススイッ

チに影響せず、 Pεの翻訳促進を通じてIgE合成を促進することが考えられた。

同様に、 Gεの発現に影響を及ぼすことなしにPεの発現を促進させた物質につ

いては、 Epstein-Barrウイルスで形質転換したヒトB細胞樹立細胞株である2C4j

F3細胞をディーゼ、ル排気ガス中の微粒子(DEP )と共に培養したとき、 DEPに

合まれる芳香族炭化水素であるフェナンスレンが細胞質中のAhレセプターに結

ムし、 転写因子の誘導を通じてPεの発現を増強させることが報告されている

(Tsien et a1.， 1997)。 フェナンスレンは非水溶性であり細胞膜を通過して細胞

内に侵入し、 上記のように作用することは容易に想像できる。 一方、 ローズベ

ンガルは水溶性で、あるがその構造中にハロゲン原子を有することから疎水的性

質も合わせ持つので細胞内に入ることが出来る。 よって、 ローズ、ベンガルは細

胞内におけるシグナル伝達を活性化させれの発現を促進する可能性が考えられ

た。

また、 今回用いたWEHI-279細胞はGεおよびGylを常時発現していることが

本研究によって明らかとなった。 つまり、 IgMからIgEまたはIgG1にクラスス

イッチを起こしやすいことを意味しており、 本来IgMを産生するこの細胞にお

いてIgEおよびIgGの産生が認められる理由ではないかと考えている。 本細胞は

種々の物質のクラス特異的抗体産生を検討する系として優れた細胞系であると

思われる。

本研究において、 キサンテン色素であるローズベンガルが50μMにおいてIgE

濃度を上昇させ、 IgGおよび、IgM濃度を低下させることが明らかとなった。 ヒ

ト細胞においてローズベンガルが及ぼす影響を検討するため、 つぎにわれわれ

はヒト末梢血リンパ球およびヒト樹立細胞株の抗体産生に及ぼすローズベンガ
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ノレの効果について検討した。 その結果、 ローズベンガルはヒト末梢血リンパ球

の19E産生も促進することが明らかとなった。 さらに、 B細胞に直接及ぼす影響

を調べるためにヒト樹立細胞株を用いたところ、 ローズベンガルは、 IgG産生

細胞であるHMy-2細胞の抗体産生を抑制することが確かめられた。 これらの結

果はマウスおよびラットリンパ球について得られた結果を反映しており、 種の

違いによるローズベンガノレの影響は認められないことが示唆された。

ローズベンガルがB細胞に直接及ぼす影響について検討するために、 樹立細

胞株としてNAT-30細胞、 HMy-2細胞およびU-266細胞を用いたが、 初代細胞を

用いた培養の結果を反映したのはHMy-2細胞だけであった。 NAT-30細胞は無

血清培養においても増殖可能なクローンから選抜された細胞であるため

(M urakami et a人1985)、 増殖に血清を必要とする抗体産生細胞とは抗体産生

に至るメカニズムが異なる可能性がある。 また、 U-266細胞はヒトーマウスハイ

ブリドーマであり19Eを多量に産生する細胞株であるため、 IgE抗体産生を抑制

する因子の検索には有用であるが、 本実験系においてはそのメカニズムの解明

は困難であるので他の細胞株を用いてさらに検討する必要がある。

さらに、 大気汚染物質の免疫調節機構について検討した。 ディーゼ、ノレエンジ

ンから排出される排気ガス中の多環状芳香族炭化水素(PAH)は呼吸器疾患の

原因物質として注目されている(Diaz-Sanchez， 1997; Sisovic et a1.， 1996)。 こ

ういった報告に基づき、 われわれはPAHがマウス牌臓リンパ球およびWEHI-

279細胞の抗体産生に及ぼす影響について検討した。 その結果、 9-メチルアント

ラセン、 y-BHC、 2，7-ジニトロフルオレン、 1，2-ベンズアントラセン、 9，10-ジ

メチノレー1，2-ベンズアントラセン、 ピレン、 1-ニトロピレンおよび1・アミノピレ

ンが10-3および10-2 nMで、 コントロールに比べてWEHI-279細胞におけるIgGレ

ベルを1.7倍程度まで上昇させた。 Juvenile chinook salmon (Oncorhynchus 

tsha"グtscha)をTNP-KLHで免疫したとき9，10-ジメチノレ-1. 2何ペンス、アントラセ

ンを同時に添加したB細胞には影響がなかったが(Arkoosh et aJ.. 1994)、 PAH

の一種であるフェナンスレンはEBVで形質転換したヒトB細胞のIgE産生を増強

したこと(Tsien et a1.， 1997)から、 リンパ球の機能に及ぼすPAHの影響は
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PAHの構造によって異なることが示唆された。 また、 PAHが抗体産生に及ぼす

影響についてはまだ分からない点が多いが、 2， 3， 7， 8-Tetrachlorodibenzo-p-

dioxin (TCDD)は細胞内に存在するaryl hydrocarbonレセプター(AhR)を介

してヒトBリンパ球の免疫グロプリン産生を抑制することが報告されており

(Masten et al.， 1995)、 PAHの構造とAhRとの親和性が抗体産生に影響してい

る可能性がある。

さらにPAHの免疫調節機能を調べるため、 ラットPECのLTB4放出に及ぼす

影響について検討した。 その結果、 アントラセン、 9. 10ジメチルアントラセン、

フルオランセン、 1. 2-ベンズアントラセン、 7-メチルベンズ(a)アントラセン

および1-アミノピレンがLTB4放出を有意に促進する効果を示す一方、 2，7-ジニ

トロフルオレンおよび1-ニトロピレンがLTB4放出を有意に抑制する効果を示し

た。 PAHはAhRを介して様々な影響を及ぼすことが知られており、 たとえば

AhRを欠損したマウスでは免疫機能が著しく以下し、 PAHの一種であるダイオ

キシンによって誘導される酵素の発現応答が見られないことが報告されている

(Fernandez-Salguero et al.， 1995)。 また、 AhRは核輸送タンパク(ARNT)

と結合して転写調節因子として働くことが報告されていることから(Abbott et 

al.. 1996: Carver et al.， 1994)、 PAHはAhRを介してアラキドン酸からロイコト

リエンへの合成に関わるリポキシゲナーゼ、mRNAの発現を調節する可能性があ

り、 この点について今後検討しなければならない。 PAHの構造とLTB4放出と

の関係については、 骨格構造としてアントラセンを有するPAHにLTB4放出を

促進する傾向があった。 一方、 アミノピレン、 フルオランセンにはLTB4放出を

促進させる効果が認められたが、 それらをニトロ基で置換するとLTB4放出を抑

制した。 ニトロ基の付加される位置によって、 PAHがDNA損傷に与える影響

は異なることから(Fu et aJ.， 1997)、 PAHはその構造によってLTB4放出を調

節することが示唆された。
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