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略語一覧  

 

ADP: adenosine 5 ’-d iphosphate  

ATP:  adenosine 5 ’- tr iphosphate  

BSA: bovine serum albumin  

DMSO: d imethyl  sulfoxide  

DMEM: dulbecco’s modif ied eagle ’s medium 

DNP-HSA: d init rophenylated human serum albumin  

DPPH: diphenylp icrylhydrazyl   

ERK: extracellular s ignal - regulated kinase  

FBS: fetal bovine serum  

FcRI:  fc epsi lon recepto r I  

GM-CSF: granulocyte -macrophage co lony-st imulat ing f acto r  

Th:  helper T-cel l  

IFN-  interferon- 

IL: inter leukin  

Ig: immune glob lin  

IP3: inosi tol tr i sphosphate  

ITAM: immunorecepto r tyrosine -based act ivat ion mot if  

JAK: janus kinase  

Lyn: tyrosine-p rotein kinase Lyn  

MEM: minimum essent ial med ium  

MHC: major his tocompat ibi li ty complex  

MyD88: myeloid d ifferent ia t ion f actor 88  

NADPH: nico tinamide adenine dinucleo t ide phosphate ox idase  

Nfil3:  basic leucine zipper t ranscrip t ional regulator  

NF-B: nuclear f acto r-kappa B  

OVA: ovalbumin  

PCA: passive cutaneous anaphylaxis  

PGE2: prostagland in E2  



PPIS: p rotease and phosphatase inhib ito r solution  

PVDF: polyvini lidene d if luoride  

RBL-2H3: rat cel l  l ine der ived f rom basophil ic leukemia cel ls  

ROS: react ive oxygen species  

SH2:  src-homology 2  

SOD: superoxide dismutase  

Syk: sp leen tyrosine kinase  

TCR: T-cel l recep tor  

TGF- transforming growth f acto r 

TLR: to ll - like recepto r  

Treg: regulato ry T-cel l  

Trolox:  6-hydroxy-2,5,7,8- te t ramethyl-chroman-2-carboxylic acid  
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第一章 緒言  

 

第一節 生体内における免疫反応とアレルギー  

 

第一項 生体異物に対する免疫反応  

 

 免疫反応は細菌やウイルスなどの病原体をはじめとする生体異物の生体への

侵入に対して起こる防御反応である。自然免疫と獲得免疫に分類され、自然免疫

は非特異的な生体異物に対する反応であり、獲得免疫は特異的な生体異物に対す

る反応（免疫学的記憶の成立）である。なかでも獲得免疫は病原体（抗原）が繰

り返し侵入した場合に強い防御反応（二度なし現象）を示す（ 1）。例えば、生体

内に侵入した異物は、まずマクロファージや樹状細胞の細胞膜表面にある Toll

様受容体群（ toll -l ike recepto r;  TLR）により異物と認識される。次に異物を認識

したマクロファージや樹状細胞から種々のケモカインや炎症性サイトカイン、脂

質メディエーターを放出することにより、血管の拡張に伴う血流増加や好中球な

どの細胞が集まる。集まった樹状細胞やマクロファージは非特異的に貪食能を示

し、自然免疫と呼ばれる（ 1）。これに続く獲得免疫はさらに複雑かつ高度に制御

されている。異物を貪食した樹状細胞やマクロファージは細胞内でリソソームに

よ る 分 解 を 経 て 、 異 物 の 断 片 （ エ ピ ト ー プ ） を 主 要 組 織 適 合 抗 原 （ major 

his tocompatib il i ty complex;  MHC）クラス II 分子と共に細胞表面に提示する。そ

して、提示された抗原はナイーブ T 細胞の細胞膜表面にある T 細胞受容体（ T-cell  

recepto r ; TCR）により認識され、ナイーブ T 細胞を活性化する。活性化したナイ

ーブ T 細胞は細胞環境のサイトカインにより、種々の免疫細胞に分化する。この

分化に関与するサイトカインは、異物を認識したマクロファージや樹状細胞から

放出される。例えば、インターロイキン 6（ inter leukin-6; IL-6）や IL-12、イン

ターフェロン （ interf eron- ;  IFN-）などにより、ヘルパー T 細胞（ helper T-cell ;  

Th）、制御性 T 細胞（ regulato ry T-cel l ;  Treg）に分化する（ 1,2）。分化に関わるサ

イトカイン及び脂質メディエーターを Table 1 に示す。分化した Th1 や Th2、Th17、

Treg はそれぞれサイトカインを分泌し、B 細胞や上皮細胞、血管内皮細胞の機能

や各箇所での炎症を制御する。Th1 は IFN-と IL-2 を放出し、マクロファージや
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樹状細胞などの貪食細胞を活性化する（ 3~5）。また IgM から IgG へのクラスス

イッチの役割を果たす。また Th2 は IL-4、5、13 を放出し、B 細胞の形質細胞へ

の分化を促進する。さらに Th2 の放出するサイトカインでは形質細胞から分泌さ

れる抗体は IgE に偏る。このため、Th1 と Th2 のサイトカインバランスは、正常

な抗体産生の重要な因子である（ 1）。さらに近年では Th1 に抗原刺激が続くと塩

基 性 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 転 写 制 御 因 子 （ basic leucine zipper t ranscr ipt ional 

regulato r;Nf il3）が発現し、Th2 と同様に IL-13 を産生するという報告がある（ 6~9）。

サイトカインバランスの調節に関与する免疫細胞やサイトカインの同定が行わ

れることで、今後もより詳細な免疫応答メカニズムが判明すると考えられる。一

方で、 Th17 は IL-17 を放出し上皮細胞や血管内皮細胞からの IL-8 や IL-6、顆粒

球マクロファージコロニー刺激因子（ granulocyte -macrophage co lony-st imulating 

factor ; GM-CSF）を産生させることで異物に対する貪食細胞の作用を高めている

（ 4,5）。ナイーブ T 細胞の各ヘルパー T 細胞への分化により、B 細胞の形質細胞

への分化が起こり、その結果形質細胞から異物に特異的な抗体が産生される。抗

体と異物が反応することで、貪食細胞の異物認識能が高まる（オプソニン化）。

このように体液性免疫では異物（抗原）特異的な抗体を産生することにより、免

疫応答を増幅している（ 1）。  

 

 

Table 1  ナイーブ T 細胞の分化に関わるサイトカイン及び脂質メディエーター  

サイトカイン  

脂質メディエーター  
T 細胞の分類  

IFN- ,  IL-12 Th1  

IL-4,  IL-13,  PGE2* Th2  

IL-6,  IL-23,  TGF-** Th17 

TGF-  Treg 

*プロスタグランジン E2（ prostaglandin E2;  PGE2）  

**形質転換増殖因子 （ transforming growth factor  ;TGF-）  
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第二項 アレルゲンとアレルギーについて  

 

 アレルギーはアレルゲンに対して過度な免疫応答が生じることで引き起こさ

れる。このアレルゲンとは生体では抗原と同義であり、生体内に取り込まれると

アレルギー反応を引き起こす抗原をアレルゲンという。またアレルギーは過敏反

応（Hypersensi t ivi ty react ion）の一部であり、本来であれば感染とは関係のない

無害な物質に対して免疫反応を引き起こす（ 1,10~16）。アレルギーには I～Ⅳ型

に分類されている。なかでも、 I 型アレルギーは腸管の寄生虫に対する本来の生

体応答が過剰な、そして有害な免疫応答として発現するものである。その結果、

アレルギー性鼻炎や気管支喘息、蕁麻疹、アナフィラキシーがあり、代表的な症

例に花粉症がある。花粉症はスギ花粉やカモガヤ花粉、イネ花粉などの植物から

飛散する花粉がアレルゲンとなるため、花粉飛散の時期にくしゃみや鼻水、目の

かゆみなどの症状を呈する（ 17~20）。また食材に対するアレルギーもあり、卵や

大豆、小麦などを調理した食品を食べると花粉症と同様な症状や呼吸困難、口唇

浮腫、アナフィラキシーなど重篤な症状を呈することがある。これらの反応は即

時型反応と呼ばれており、抗原特異的抗体で感作した肥満細胞が抗原を認識する

ことにより肥満細胞の顆粒に含まれるヒスタミンやロイコトリエン等のメディ

エーターが放出され、血管透過性亢進や好酸球遊走などの炎症反応を惹起し、症

状を惹起する（ 1）。メディエーターのなかでもヒスタミンは主要な病因因子であ

り、治療薬の標的分子にされている。  

 アレルゲンに対する過剰な免疫応答を引き起こす初発のメカニズムについて

は、未だ不明であるが、免疫学では免疫応答を増強させる物質（アジュバント）

を用いて、通常は生体に対して無害な物質に対する免疫応答を惹起する実験が多

くなされている（ 1）。このため、アレルゲンによるアレルギー応答の誘導には、

アレルゲン以外にもアジュバントとなりうる物質の関与が示唆されている（ 21）。

卵白アルブミン（ ovalbumin; OVA）はフロイト完全アジュバントを用いて免疫す

ると、OVA 特異的 Th1 を誘導し、 IgG 抗体を産生する（ 21,  22）。一方、水酸化

アルミニウムゲルを用いた免疫では、OVA 特異的 Th2 を誘導し、IgE 抗体を産生

することが知られている（ 21,  23）。このように、アジュバントが異なると同じ抗

原を用いても Th1 あるいは Th2 を誘導することができる。フロイト完全アジュ
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バントは菌体成分により、 TLR を介して樹状細胞が刺激されることで、 IL-12 の

産生や CD80/CD86（活性化した樹状細胞の細胞膜表面に存在し、ナイーブ T 細

胞の細胞膜表面の CD28 と結合することでナイーブ T 細胞を活性化する）を発現

し、Th1 への分化を促す。また、水酸化アルミニウムを含むアルミニウム塩（ alum）

は、これまで alum に抗原が吸着することで長期間、免疫部位にとどまり、抗原

を少量ずつ放出することが Th2 誘導に関与していると考えられていたが、最近の

研究では、抗原は投与後まもなく免疫部位を離れることや、 alum による肉芽を

除去した条件でも Th2 を誘導することから疑問がもたれている（ 24）。このため、

フロイト完全アジュバントのように抗原提示細胞に対する影響が検討されてい

る。いままでに Th1 誘導で認められる TLR を介した活性化は関与しておらず、

インフラマソーム（炎症反応や細胞質内の異物の認識、除去に関与するタンパク

複合体）の活性化により、 Th2 誘導を起こしてしると考えられている（ 25）。た

だし、詳細なメカニズムに関しては現在も研究が進められている。アレルゲンと

アジュバントの関連性を含むアレルゲンの性質について、 Takai らが以下の 3 つ

の点を挙げている（ 26）。第一に IgE 抗体や Th2 による認識、第二にタンパク質

としての作用、ダニ由来アレルゲンに代表されるシステインプロテアーゼやセリ

ンプロテアーゼである。第三に本項で示した IgE 抗体や Th2 に依存しないアジュ

バント様作用であり、免疫応答の誘導や粘膜上皮や皮膚のバリア機能を減弱する

（ 26）。代表的なアレルゲンとして知られるダニ由来アレルゲンのプロテアーゼ

活性は、in  vivo での皮膚バリアの破壊を誘導・促進し、呼吸器を介した感作や免

疫応答への関与が示唆されている。また花粉やカビ、寄生虫などに由来するプロ

テアーゼによっても皮膚バリアの破壊が起こることで感作していると考えられ

ている（ 10~16）。スギやブタクサなどの花粉由来アレルゲンでは、ニコチンアミ

ドアデニンジヌクレオチドリン酸（ nico tinamide ad enine dinucleot ide phosphate 

oxidase; NADPH）オキシダーゼがマウスモデルでの Th2 誘導に重要であると報

告されている。また花粉由来の脂質によって好酸球や好中球を活性化させるもの

や、樹状細胞の IL-12 産生を抑制することで Th2 を誘導していると示唆されてい

る (17~20)。このような、アレルゲンのアジュバント様作用のメカニズム解明に

より、新たな抗アレルギー作用のターゲットが見出されると考えられる。  

 I 型アレルギーを含めたアレルギーの患者数は増加の一途を辿る。日本国内に
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おいて 1997 年と 2008 年の鼻アレルギー有病率を比較すると 30%から 39%へ約

10%も増加している（ 27）。この患者数の増加は日本国内に留まらず、中国や韓

国などアジア諸国や欧米諸国など世界的に増加している（ 28）。この増加の原因

として、アレルギー発症の原因である遺伝と環境要因のうち、環境要因による影

響が主たる原因と言われている（ 29）。現代社会では衛生環境を整えたために、

生後数週から数年間のウイルスや細菌曝露の機会が減少し、第一項で示したヘル

パー T細胞のサイトカインバランスが Th2 に偏ることでアレルギーを発症するリ

スクが高まると考えられる。  

 

第三項 医薬品による I 型アレルギー抑制  

 

 現在までに I 型アレルギーを予防する手段として、アレルゲンを体内に侵入さ

せないマスクの着用や清掃や薬剤によりダニの繁殖を抑制する方法がある。また、

ヒスタミンがヒスタミン H1 受容体に結合して、血管透過性の亢進や気管支収縮

等を生じ、炎症反応や急性反応を惹起することから、ヒスタミン H1 受容体との

拮抗薬として抗ヒスタミン剤が開発されており、ヒスタミンによる痒みやくしゃ

み、鼻水などの症状を抑える方法がとられている（ 30）。またメディエーターの

遊離抑制作用を有するものは抗アレルギー剤として用いられ、抗ヒスタミン作用

やメディエーター遊離抑制作用の両作用を有する薬剤は少なくなく、他にもロイ

コトリエンやトロンボキサンなどの脂質メディエーターとの拮抗薬も市販され

ている（ Table 2）。これらの薬剤による治療において最も注目すべき点は副作用

である。例えば、抗ヒスタミン作用を有するケトチフェンフマル酸やオキサトミ

ドなどでは脳内のヒスタミン受容体とも拮抗作用を示すため神経伝達を阻害し、

倦怠感や眠気を催す。また重大な副作用としてヒスタミン H1 拮抗薬やトロンボ

キサン A2 拮抗薬、ロイコトリエン拮抗薬に共通する肝機能障害がある。他にも

浮腫や嘔吐、頭痛などが報告されており、抗アレルギー剤の副作用が懸念されて

いる（ 30）。これらの薬剤による症状の緩和は対症療法であり、またアレルギー

の自然治癒は難しいことから、花粉症やハウスダストによるアレルギーでは花粉

飛散の季節や場所によって症状を呈し、それに備えて薬剤を服用する必要がある。

このため、対症療法ではなくアレルギーの自然経過を改善する治療法も研究され
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ており、薬剤による対症療法的な治療ではなく、アレルギーの根本治療の可能性

を有しているとされる（ 31~33）。  

アレルギーの根本療法として現時点で挙げられるのは減感作療法（抗原特異的

免疫療法）である。長期（週に 1 回、 2 年間）の間、アレルゲンである花粉やダ

ニの粗抽出物を皮下または舌下投与することで、生体内では IL-10 産生制御性 T

細胞が活性化する。 IL-10 は形質細胞の免疫グロブリン（ immune globlin; Ig） E

産生を抑制し、IgG 産生を促進するためアレルギー反応初期に必須な IgE を減少

させアレルゲンとの反応を抑えることが可能となる（ 31）。また長期間治療を継

続すると生体内の Th1/Th2 サイトカインバランスが整えられ、アレルゲンの定期

的な投与なしでもアレルギー反応を生じないため、対症治療である薬剤と異なり

根本的な治療が期待出来る。しかし、減感作療法は長期の治療にも関わらず、そ

の有効率は 6～ 7 割と個人差が大きく、 1 年間の治療では治療していない人との

差が認められず、2 年以上の治療で改善されるという報告がある。またアレルゲ

ンを投与するため先の個人差を含め、濃度を誤るとアナフィラキシーショックを

誘発する可能性がある。この問題点の解決に向けてアレルゲン抽出液の投与にア

ジュバントを添加することで短期間、有効率の改善を目指した試みが行われてい

る（ 31）。  

アレルギーでは肥満細胞や好塩基球の細胞膜表面にある高親和性 IgE 受容体

（ Fc epsi lon recepto r I;  FcRI）に結合した IgE と抗原との反応により症状が引き

起こされる。そこで FcRI に結合するための IgE を抗 IgE 抗体によって捕捉、不

活化させる医薬品として Omalizumab が開発された（ 34）。Omalizumab はマウス

で抗ヒト IgE 抗体を作製し、特に FcRI に結合する IgE の免疫グロブリン結晶化

可能断片（ f ragment crystal lizable  of  immunoglobul ins  t ;  Fc）部分を認識する。こ

のため、 FcRI に結合前の IgE を捕捉し、既に結合している IgE は認識しないこ

とから、抗体刺激により受容体を活性化することがなく、副作用を最低限に抑え

ている。またマウス由来の抗体であるため、ヒトの生体内では抗マウス IgE 抗体

として抗体を生じ、アナフィラキシーショックを引き起こす可能性や抗体により

捕捉されることで、治療効果を発揮できないと考えられた。このため、マウス由

来抗 IgE 抗体の 95%をヒト由来に置き換えたものが Omalizumab である（ 34）。

生体内の IgE 濃度は、Omalizumab により IgE が捕捉されることで低下する。 IgE
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濃度の低下が長期間継続すると肥満細胞の FcR I の発現量も減少するため、抗体

医薬によるアレルギー治療は予防や改善だけでなく根本治療も期待される。しか

し、問題点として Omalizumab は抗体であるため他の抗アレルギー剤と比較して

も分子量は極めて大きいため、血中から組織への移行量が少なく、アレルギー性

皮膚炎や食物アレルギーなどの皮膚組織に分布する肥満細胞に感作する IgE に

対しては反応が弱く、治療が困難であることが指摘されている。  

 

Table 2 現在利用されている抗アレルギー剤  

薬剤名  作用  副作用  

遊離抑制薬  

クロモグリク酸ナトリウム  遊離抑制作用  

発疹、咽喉痛  

刺激感  

トラニラスト  遊離抑制作用  

膀胱炎、腎機能障害

肝機能障害  

ヒスタミン H1 

拮抗薬  

ケトチフェンフマル酸  

遊離抑制作用  

抗ヒスタミン作用  

肝機能障害、眠気  

倦怠感、頻尿  

オキサトミド  

遊離抑制作用  

抗ヒスタミン作用  

肝機能障害、アナフ

ィラキシー様症状  

トロンボキサン A2 

拮抗薬  

セラトロダスト  平滑筋収縮の抑制  

肝機能障害  

劇症肝炎、眠気  

ラマトロバン  平滑筋収縮の抑制  

肝機能障害、浮腫  

眠気  

ロ イ コ ト リ エ ン

（ LT）拮抗薬  

ザフィルルカスト  

選択的ペプチド LT  

受容体拮抗作用  

劇症肝炎  

肝機能障害、蕁麻疹  

モンテルカストナトリウム  

Cys  LT1 受容体に  

選択的に結合  

アナフィラキシー様

症状、血管浮腫  

Th2 サイトカイン  

阻害薬  

トシル酸スプラタスト  

IgE、 I L-4、 I L-5  

産生抑制  

肝機能障害  

ネフローゼ症候群  

浦部 晶夫ら編集 今日の治療薬解説と便覧 2014 より引用改変  
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第四項 食品成分によるアレルギー抑制  

 

食品には、 3 つの機能があり、それぞれ一次機能―栄養面での働き、二次機能

―嗜好面での働き、三次機能―疾病予防面での働きが提唱されている。特に注目

されているのが、三次機能の疾病予防面での働きである（ 35）。近年は高齢化が

進み 2015 年には高齢化率 25%を超えることが予想されており、何らかの病気に

罹患する高齢者が増加している。病気の蔓延は、国民医療費の増加にも直結する

ため、高齢化とともに社会問題となっている。これに対して、国民医療費を圧縮

するためには病気にならないこと、予防が最も有効な手段であるとし、食品の三

次機能により疾患の発症リスクを低減させることが期待されている。最近では食

品の三次機能に特化した特定保健用食品が多く市販されるようになっている

（ 36）。特定保健用食品は、 in  vitro、 in  vivo 試験やヒトに対する有効試験などの

科学的根拠をもとに食品に含まれる成分が健康の保持・増進に役立つ証明を受け

た食品であり、オリゴ糖、乳酸菌などの整腸作用成分を含んだ飲料や、コレステ

ロール低下作用を目的とした植物コレステロールを多く含有する油などが市販

されている（ 37）。アレルギーに関しては第三項で述べた予防や治療法が行われ

ており、そのような対策も重要な課題として挙げられるが、近年では食品の機能

性に着目し、機能性成分によりアレルギーの予防や改善する試みがなされている。

例えば、ある種の乳酸菌をプロバイオティスクやプレバイオティスクに利用し、

正常な腸内菌叢に整えることで、経口寛容の誘導や Th1/Th2 細胞バランスの正常

化を行い、アレルギー反応を抑制するものや医薬品の作用メカニズムにあるケミ

カルメディエーターの遊離抑制作用を有する機能性成分の探索も行われている

（ 32,  33）。  
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第二節 アレルギー疾患のメカニズム  

 

第一項 アレルギー疾患における細胞内シグナル伝達  

 

 特異的な IgE 抗体で感作された好塩基球や肥満細胞が抗原と相互作用するこ

とにより細胞内では脱顆粒プロセスが惹起される。細胞内シグナル伝達ではプロ

テインキナーゼが主な役割を果たしている。プロテインキナーゼとは、標的タン

パク分子にリン酸基を付加するリン酸化酵素をいい、アデノシン三リン酸

（ adenosine 5 ’- t riphosphate;  ATP ） や ア デ ノ シ ン 二 リ ン 酸 （ adenosine 

5’-d iphosphate;  ADP）などのリン酸基を有する化合物が基質となる。アレルギー

疾患治療の標的因子には、サイトカイン産生やリンパ球の分化・成熟、細胞増殖

に関与し、サイトカイン受容体に結合する Janus キナーゼ（ Janus kinase; JAK）

や T 細胞や B 細胞、肥満細胞の活性化などの特にアレルギーに関与する免疫受

容体チロシン活性化モチーフ（ immunorecepto r tyrosine-based act ivat ion mot if ;  

ITAM）含有受容体に結合するチロシンプロテインキナーゼ（ tyrosine-pro tein 

kinase Lyn; Lyn）や脾臓チロシンキナーゼ（ spleen tyrosine kinase; Syk）、炎症反

応や獲得免疫、自然免疫制御に関与する TLR に結合するミエロイド系分化因子

88（myeloid d ifferent ia t ion factor 88; MyD88）がある（ 38~41）。またプロテイン

キナーゼの他にも炎症反応において重要な転写因子である B 阻害因子（ I-kappa 

B; IB）や核内因子 B（ nuclear factor-kappa B;  N F-B）なども注目されている。 

 



10 
 

 

Scheme 1 Cell s ignal ing pathway of  Type I a llergy  

 

第二項 I 型アレルギーの細胞内シグナル伝達  

 

アレルギー疾患発症に至る流れには、アレルゲンが侵入し、体内の抗原提示細

胞（樹状細胞）によるアレルゲンの取り込みと抗原提示が起こる。提示された抗

原により、Th2 細胞を誘導し、 IL-4 の産生を増加させる。また、B 細胞によるア

レルゲン特異的 IgE 抗体の産生が起こり、肥満細胞や好塩基球の FcRI に IgE 抗

体が結合し、感作される。ここにアレルゲンが再侵入すると特異的 IgE 抗体によ

りアレルゲンが捕捉され、架橋結合することにより肥満細胞や好塩基球の活性化

が起こる。活性化された肥満細胞と好塩基球はヒスタミンやセロトニンなどのケ

ミカルメディエーターを含む顆粒を放出（脱顆粒）し、好酸球の遊走や血管拡張、

血管透過性の亢進などのアレルギー炎症を誘発する（第一項）。このようなアレ

ルギー反応を惹起する根本的な要因は未だ解明されておらず、現在でも衛生仮説

が主たる原因ではないかと考えられている（ 42）。  

衛生仮説は 1989 年に Strachan により提唱されたアレルギー疾患発症メカニズ

ムの仮説である（ 42）。衛生仮説では、花粉症の保有や既往の割合は兄弟の数に
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反比例し、またその効果は年下よりも年上の兄弟の数に依存している。すなわち、

屋外での活動や行動が活発となる年上の兄弟と接触または行動することで間接

的、直接的に感染曝露機会が増加しているという結果から、生育時の感染曝露頻

度の違いであると推測し、これを衛生仮説として提唱している（ 42）。加えて、

環境中のエンドトキシン量の多い地域で育つとアレルゲン特異的 IgE 抗体の保

有率は最大で 5 倍程度低くなるというもある（ 43）。従って、衛生仮説は乳幼児

期の環境要因がアレルギー体質を決定するとしている。エンドトキシンとともに

アレルゲンが侵入するとナイーヴＴ細胞からアレルゲン特異的 1 型ヘルパー

（ Th1）や 17 型ヘルパー (Th17)T 細胞への分化が促進され、IFN-などを放出し、

細胞性免疫や感染防御に関与する一方で、それらと拮抗するアレルゲン特異的

Th2 細胞、特にメモリー Th2 細胞への分化を抑制する（ 1,  20,）。これにより、免

疫バランスが保たれ、アレルギーの発症が抑えられる。一方で、乳幼児期に曝露

しないと、メモリー Th2 細胞が発達し、エンドトキシンの存在の有無に関係なく

アレルゲン侵入によりただちに Th2 細胞が増殖し、その結果、アレルギー発症に

つながるといも言われている。ただし、衛生仮説で提唱されている幼少期の Th1

誘導に対して、鉤虫や住血吸虫などの蠕虫症の感染とアレルギー発症は負の相関

があることも認められている（ 42）。 Th2 応答を誘導する蠕虫（寄生虫）に感染

している子供と抗蠕虫薬により感染していない子供ののちのアレルギー発症状

況を調べると、抗蠕虫薬により非感染を維持しているよりも感染して Th2 応答を

促すと発症が少ないことが認められている。このため、衛生仮説は対向制御仮説

（Counter- regulat ion hypothesis）に修正され、その定義は「すべての感染症は、

IL-10 や TGF-などの Th1 と Th2 両方の応答を抑制するサイトカインを誘導する

ことによって発症を抑える」とされている（ 44）。  

 

Scheme 2 Type 1 al lergy response  
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第三項 RBL-2H3 細胞（好塩基球）と肥満細胞の差異  

 

 ラ ット好塩基球性白血病（ ra t cel l  l ine der ived f rom basophi lic leukemia：

RBL-2H3）細胞は、Wistar 系ラットに  -chloroethylamine を投与しクローニング

の結果得られた好塩基球である（ 47,  48）。腹腔内に誘導される肥満細胞と同様に、

抗アレルギー作用の指標となる脱顆粒抑制活性のスクリーニングに使用されて

いる（ 49）。好塩基球と肥満細胞の差異として、まず生体内での分布が異なるこ

とが挙げられる。好塩基球は血中に多く存在し、一方で肥満細胞は皮膚や粘膜な

どの組織に多く分布している（ 46）。また脱顆粒誘発因子に対する反応性も異な

っており、脱顆粒惹起モデル化合物の compound 48/80 による刺激に対しては、

好塩基球は反応しないのに対して、組織結合性の肥満細胞は反応し、粘膜中の肥

満細胞は好塩基球と同様に反応しない（ 45,  50,  51）。また、細胞内のヒスタミン

含有量も異なっており、好塩基球は細胞 10
6 個あたり 0.1 g であるのに対して、

組織結合性の肥満細胞は 10~30 g であり、粘膜中の肥満細胞は 0.1~1 g である

（ 45）。このことから、好塩基球は粘膜中の肥満細胞と同等の反応性を有してい

ると考えられている。生体内における免疫応答に関しては、好塩基球は組織での

炎症局所に動員され、サイトカインや抗原により活性化すると細胞膜表面に

FcRI を発現する。好塩基球に発現する FcRI は、肥満細胞に発現する FcRI と

同様に IgE 抗体を結合するため、炎症局所での脱顆粒を起こし、ヒスタミンや

IL-4 を放出する（ 46）。また肥満細胞と好塩基球は相互に影響を与えることが知

られており、これに好酸球を加えた 3 つの細胞種はアレルギー反応の増強を引き

起こすと考えられている（ 46）。従って、 in  vitro と in  v ivo では反応性が異なる

ため、スクリーニングした化合物の動物実験は必要不可欠と考えられる。  

 

第三節 本研究について  

 

現在までに、抗アレルギー作用物質の探索を目的として、茶や野菜等の様々な

食資源から脱顆粒抑制活性を指標にスクリーニングを行ってきた。その結果、ホ

ウレンソウの搾汁液に強い脱顆粒抑制活性が認められた。ホウレンソウは中央ア

ジアから西アジア原産の野菜で、本学庄原キャンパスのある広島県庄原市の有力
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な地産農産物である。これまでにホウレンソウに関する生理活性の報告には抗酸

化、抗腫瘍活性などがあるのみであった（第二章に示す）。著者の研究と時期を

同じくして、ホウレンソウ抽出物の脱顆粒抑制活性に関する報告が Ishida らによ

ってなされているが、脱顆粒抑制物質については作用本体の解明には至っておら

ず、主成分はペプチドやオリゴサッカライドなどの高分子化合物が想定されてい

る状況である（ 52）。従って、本研究では第一の目的として脱顆粒抑制活性を指

標にホウレンソウ熱水抽出物から脱顆粒抑制活性物質の単離・精製を行った。次

に作用メカニズムを解析するためにウエスタンブロッティングによる細胞内シ

グナル伝達経路に対する影響と細胞内 Ca
2 +濃度に対する影響を評価した。次にホ

ウレンソウ由来脱顆粒抑制物質を in  v itro 試験と in  v ivo 試験により、抗アレルギ

ー作用評価を行った。また、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質と既知の脱顆粒抑

制物質との抗酸化活性と脱顆粒抑制活性を比較し、構造活性相関や既知物質との

作用の差を解析することとした。  
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第二章 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の単離・精製  

 

第一節 序論  

 

 本研究では抗アレルギー作用物質の探索を目的として、ホウレンソウを始め、

ダイコンやアスパラガス、ネギ等の野菜やクワ茶、スギナ茶、ハブソウ茶等の健

康茶を食資源として用いて、脱顆粒抑制活性を指標にスクリーニングを行った。

その結果、ホウレンソウの搾汁液に強い脱顆粒抑制活性が認められた（ Fig.  1）。

ホウレンソウ（ Spinacia oleracea  L.）は世界中で栽培され、食材としての利用や

地域によっては薬草として使用されている。例えば、日本や中国では天日で乾燥

させたホウレンソウからエキスを抽出し、これを飲むと貧血や便秘、糖尿病、高

血圧、脱力感等に効果があるとされている（ 53）。また、これまでにホウレンソ

ウに含まれる成分やその生理活性について多くの研究が行われている（ Table 3）。

生理活性では抗変異原性や血糖降下作用、抗浮腫やタンパク質合成阻害活性など

が知られている。またホウレンソウを食べるとアレルギー反応を示し、アレルゲ

ン性の活性を持つことも報告されている。ホウレンソウの有する生理活性には

様々なものがあるが、現在までに脱顆粒抑制活性は知られていない（ 53）。そこ

で、脱顆粒抑制活性を示すホウレンソウからスクリーニングと同様に脱顆粒抑制

活性を指標として活性成分の単離・精製を試みた。  

 評価法としては、主に細胞として肥満細胞のモデル細胞系であるラット好塩基

球性白血病（ rat basophi l ic leukemi a cells ;  RBL-2H3）細胞株を用い、測定対象と

して細胞内顆粒から分泌される  -ヘキソサミニダーゼ量を測定する方法である。

ラット由来のマスト細胞は、ヒト由来マスト細胞に似た顆粒を持ち、顆粒中の  -

ヘキソサミニダーゼ量は、ヒスタミン量に相関していることも知れられているた

め、一般に抗アレルギー薬の作用評価に利用されている。しかし、実際にラット

由来マスト細胞を使用するためには、実験毎にラットから調製しなければならず、

またラットの個体差や操作の煩雑さから再現性が悪い。このため、現在ではスク

リーニングに株化されたラット好塩基球性白血病細胞（ RBL-2H3）細胞が使用さ

れており、再現性などの欠点を解決している（ 47,48）。RBL-2H3 細胞は、ラット

由来の白血病細胞で好塩基球である。好塩基球は血中の白血球の内 0.5％程を占
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め、マスト細胞と同様に FcRI を細胞表面に有し、Th2 サイトカインの分泌を行

う。アレルゲンによる FcRI に結合した IgE 抗体の架橋で脱顆粒を起こし、ヒス

タミンなどの炎症メディエーターを放出する。このため、脱顆粒抑制活性試験に

よく用いられている（ 49）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  1   Evaluation of  inhib itory activity of  spinach extract on IgE -mediated  

degranulat ion in RBL-2H3 cel ls.  
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Table 3  B ioactivi ty of  Spinacia oleracea  

Antimutagenic  activity      

Hypoglycemic act ivi ty  
  

Glucose metabol ism st imulat ion activi ty  

Insulin recep tor b inding effect  
 

Antiedema activity  
  

Antiox idant activi ty  
  

Anti tumor-promoting activity  
 

Pancreat ic secret ion s timulat ion act ivi ty  

Amylase release s timulat ion act ivi ty  
 

Lipase release st imulat ion activity  
 

Proteolytic act ivity  
  

Quinone recuctase induct ion act ivi ty  

Protein syntase induct ion act ivi ty  
 

Naphthyl  butyrate es terase s t imulation act ivi ty  

Amine te trazol ium reductase inhibi t ion act ivi ty.  

Int raocular p ressure reduct ion act ivity  

Allergenic act ivi ty  
  

Catalase s timulat ion activi ty  
 

Hemagglutinin activity  
  

Antimalar ial act ivity  
  

Elas tase inhib it ion activi ty    

Kimura T.  Internat ional col lat ion of  t rad i tional and folk medicine.より引用改変  

 

本章ではホウレンソウに含まれる脱顆粒抑制活性物質を単離・精製、構造解析

までを目的とし実験を行った。  
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第二節 材料および方法  

 

第一項 脱顆粒抑制物質の単離・精製  

 

ホウレンソウ熱水抽出物の調製  

生のホウレンソウ（広島県庄原市内の農産品直売所ゆめさくらで購入）をミキ

サーでペースト状にし、80°C に加熱した純水をホウレンソウペーストに対して 2

倍量加え、 3 時間撹拌後、ガーゼろ過を行った。残渣に同量の熱水を加え、 3 時

間撹拌し、同様にガーゼろ過を行った。次にろ液をひとつにまとめた後、吸引ろ

過（No. 2 濾紙）を行った。ろ過後、ろ液全量を次の分離に用いた。  

 

Diaion HP20 カラムクロマトグラフィー  

 ガラス製カラム (3  cm i.d .×45 cm)にメタノールで一晩膨潤させた Diaion HP20 

(Mitsubishi Chmemical )を 200 ml 充填し、純水に置換後、クロマトグラフィーに

使用した。  

 

Sephadex LH-20 カラムクロマトグラフィー  

 ガラス製カラム (2  cm i.d .  ×  30 cm)にメタノールで一晩膨潤させた Sephadex  

LH-20 (GE Heal thcare Bio -Sciences AB)を 80 ml 充填し、純水に置換後、クロマト

グラフィーに使用した。  

 

分取用薄層クロマトグラフィー  

 PLC プレート (Si ll ica gel 60F254,  0 .5 mm, Merck Ltd.  Japan)を使用し、ガラス製

展開層に CHCl3 :  MeOH: Water  =  6 :  4  :  1（ v/v/v）の溶媒を入れ、展開した。展開

後、目的成分のスポットをスパーテルでかきとり、吸引濾過でシリカゲルを除き、

回収した。  
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・HPLC 

送液ポンプ ;  Shimadzu LC -10AD 

検出装置 ;  Shimadzu SPD -10Avp  

記録装置 ;  Shimadzu CHROMATOPAC C-R8A 

Mobile phase: 26% AcCN -  0.02% TFA 

Column: Mightysil  RP -18 GP (10×250 mm) 

Flow rate: 2 .0 m l/min 

Detection: 260 nm or 210 nm  

 

・構造解析  

核磁気共鳴装置  

 Avance700 (Bruker  Biospin)  

 1
H-NMR（ 700 MHz, C 5D5N）  

 1 3
C-NMR（ 175 MHz, C 5 D5N）  

 2D-NMR（HMBC, ROESY）  

質量分析装置  

 APEX-Qe 9.4T AS (Bruker D al tonics)  

 

第二項 細胞培養  

 

試薬  

・細胞培養液  

  ウシ胎仔血清  (Fetal bovine serum; FBS, Cel l Culture  Technology)は 56℃、 30

分間の非働化処理後、0.45 m フィルターろ過し、-30℃で保存した。使用時に

0.22 m フィルターでろ過し、終濃度 10%（ v/v）になるようにイーグル最少必

須培地（Minimum essentia l medium; MEM, Sigma Aldrich Co. ) 培地に添加して

調製した。  

・トリプシン -EDTA 溶液  

  トリプシン（ Sigma Aldr ich  Co.）、EDTA（和光純薬）をそれぞれ 0.25%、0.02%

となるように PBS に溶解し、 0.22 m フィルターでろ過して調製した。  
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細胞培養法  

 RBL-2H3 細胞は、独立行政法人 医薬基盤研究所 JCRB 細胞バンクから購入

した。細胞は 10%FBS を含む MEM 培地中で 5%CO 2  空気気相下、 37℃で培養し

た。継代は 2、 3 日ごとに、細胞密度が 80%コンフルエントになる前に行った。

継代回数を重ねることで細胞の形質に変化が起こる可能性があるため、継代を

20 回前後行うごとに廃棄し、新たに凍結保存しておいた細胞と交換した。凍結

保存液として 10%DMSO を含む細胞培養液を用い -145℃で保存した。  

 

継代方法  

 古い培養上清を捨て、新しい培地を加え、細胞層を洗浄した。トリプシン -EDTA

溶液を細胞が浸る程度加えて細胞を剥離させ、細胞をチューブに回収した。37℃、

1100 rpm で 5 分間遠心後、上清を捨てて新しい培地を加え、静かに懸濁して細

胞浮遊液を調製した。細胞浮遊液の一部をとり、血球計算盤にて細胞数を測定し、

新しいディッシュに播種した。  

 

第三項  -ヘキソサミニダーゼ遊離抑制活性試験  

 

試薬  

・ 0.1%BSA 含有 Tyrode-HEPES buffer  

  Tyrode-HEPES buffer は以下の組成で調製し、１N NaOH で pH 7.4 に調製後、

ウシ血清アルブミン（ bovine serum albumin; BSA, Sigma Aldrich Co.）を 0.1%

（ v/v）になるように溶解し、 0.45 m フィルターでろ過した。 137 mM NaCl、

2.7 mM KCl、1.8 mM CaCl2、1.0  mM MgCl2、0.4 mM NaH2PO 4、20 mM HEPES (Free 

Acid )、 5.6 mM D-glucose、 0.1%（ w/v） gelat in  

・マウスモノクローナル抗 DNP- IgE 抗体溶液  

1  mg/ml のマウスモノクローナル抗 DNP-IgE 抗体（ Sigma Aldr ich Co.）は細

胞培養液で所定の濃度に希釈した。  
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・DNP-HSA 溶液  

  Dinit rophenylated human serum albumin（DNP-HSA、 Sigma Aldrich Co.）を 1 

mg/ml となるように超純水に溶解した。実験に使用するとき、 Tyrode-HEPES 

buffer で所定の濃度に希釈した。  

・Calcium ionophore A23187 溶液  

  Calcium ionophore A23187（ Sigma Aldr ich  Co.）を 1 mg/ml となるように DMSO

に溶解した。実験に使用するとき、 Tyrode-HEPES buffer で所定の濃度に希釈

した。  

・基質溶液  

4-Ni t rophenyl -N -acetyl - -D-glucosaminide（ Sigma Aldr ich Co.）を 1.3 mg/ml

となるように Citrate buffer（ 0.1 M、 pH 4.5）に溶解した。  

・ Lysis buffer  

  Tris-EDTA buffer（ Tris 50 mM（Wako pure chemical）、EDTA 20  mM（Wako pure 

chemical,  pH 7.5）に Tri ton-X 100（Nacalai tesque）を 1%（ v/v）となるように

溶解した。  

・ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質  

  試 験化合物を 12.5 mg/ml になるよう dimethyl sulfoxide（ DMSO,  Kanto 

Chemical Co.）で溶解した。さらに実験には、Tyrode HEPES buffer で 100 倍希

釈  （ 125 g/ml）し、各濃度に Tyrode HEPES buffer で希釈したものを用いた。  

・抗アレルギー剤  

  ケトチフェンフマレート（ Sigma Aldr ich Co.）とトラニラスト（ Funakoshi）

を DMSO に溶解し、さらに各濃度に Tyrode HEPES buffer で希釈したものを用

いた。なお、DMSO の終濃度は 0.5%以下とした。  

方法  

(1) 抗原抗体刺激  

 細胞を 96 well カルチャープレート（NUNC）に 5×10
4
 cel ls/90   l /well で播種し、

抗 DNP-IgE 抗体溶液を 10  l 添加後、 24 時間、 37℃で培養し、細胞を接着させ

た。上清の培地を吸引除去し、Tyrode-HEPES buffer で  wel l を 2 回洗浄した。試

料溶液を 80 l 添加し、 37℃、 30 分インキュベートした後に DNP-HSA を 20  l

添加し、37℃、１時間インキュベートした。各ウェルの細胞上清 20  l を 96 well
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アッセイプレート（ IWAKI）に回収した。Blank の細胞には Lysis buffer を 100  l

添加し、細胞の溶解を確認後、細胞溶液 20 l を 96 wel l アッセイプレートに回

収した。細胞上清、細胞溶解液に基質溶液を 50 l 添加し、37℃、90 分間インキ

ュベートした。Borate  buffer（ 0.2 M、 pH 9.8）を 100 l 添加、混合後、マイクロ

プレートリーダーを用い、 415 nm における吸光度を測定した。 

(2) Calcium ionophore A23187 刺激  

細胞を 96 wel l カルチャープレート（NUNC）に 5×10
4
 cel ls/100 ml/wel l で播種

し、 24 時間、 37℃で培養し、細胞を接着させた。培地の上清を吸引除去し、

Tyrode-HEPES buffer で well を 2 回洗浄した。試料溶液を 80 l 添加し、 37℃、

30 分後、 Calcium ionophore A23187 溶液を 20  l 添加し、 37℃、 1 時間インキュ

ベートした。各ウェルの細胞上清 20 l を 96 wel l アッセイプレート（ IWAKI）

に回収した。 Blank の細胞には Lysis  buffer を 100  l 添加し、細胞の溶解を確認

後、細胞溶解液 20 l を 96 wel l アッセイプレートに回収した。細胞上清、細胞

溶解液に基質溶液を 50  l 添加し、37℃、90 分間インキュベートした。Borate buffer 

(0.2 M、pH 9.8 ) を 100  l 添加、攪拌後、マイクロプレートリーダーを用い、415 

nm における吸光度を測定した。  

 

(3) 遊離量の評価法  

  -hexosaminidase の遊離率は、以下の式に基づき算出した。  

Release rate (%) = 
Abs stimulation - Abs blank

Abs cell lysate - Abs blank
×100 

Abs s t imu la t ion :  cel l  (+) ,  ant i  DNP-IgE ant ibody-DNP-HSA ant igen (+)  

or Calcium ionophore A23187  (+)  

Abs b la nk :  Tyrode-HEPES buffer  (+),  cel l  (+)  

Abs ce l l  l ys a t e:  cell  lysate treated with lysis buffer  

 

抑制活性の評価法  

  試料添加による  -hexosaminidase 遊離に対する抑制率は、以下の式に基づき

算出した。  
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   Inhib it ion (%) = [1 –  (Abs+s  –  Absb ) /(Abs - s  –  Absb )]×100 

 

Abs+s :  tes t sample (+),  DNP -HSA (+) ,  or Calcium ionophore A23187 (+)  

Absb :  b lank with test sample ( -) ,  DNP-HSA (-),  Tyrode HEPES buffer (+)  

Abs - s :  contro l with tes t sample ( - ),  DNP-HSA (+),   

or Calcium ionophore A23187 (+)  

 

第四項 WST-1 法による細胞障害性試験  

 

試薬  

・試料溶液  

  DMSO で溶解し、保存溶液を作製した。実験で使用する場合は細胞培養液で

各濃度に希釈した。ただし、DMSO 含有量は終濃度において 0.1%以下になる

ように希釈した。  

・HEPES buffer  

  20 mM HEPES となるように超純水で調製し、1N NaOH で pH 7.4 に調製した。 

・Methoxy PMS 溶液  

  20 mM 1-Methoxy PMS（DOJINDO）となるように HEPES buffer に溶解した。  

・WST-1 溶液  

  WST-1（DOJINDO）を 5  mM、Methoxy PMS 溶液を 100 倍希釈となるように

HEPES buffer で調製した。  

 

方法  

 RBL-2H3 細胞を 96 穴プレート（NUNC）に 5×10
4
 cells /  100  l /  wel l で播種し、

3 時間、 37℃、 5% CO 2 インキュベーターで培養し、細胞を接着させた。試料溶

液を 100  l 添加し、24 時間、37℃、5% CO 2 インキュベーターで培養した。WST-1

溶液を 20  l 添加し、2 時間、37℃、5% CO 2 インキュベーターで培養後、マイク

ロプレートリーダーを用いて、 415 nm における吸光度を測定した。  
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細胞障害性の評価  

 試料添加による細胞障害性は、以下の式に基づき算出した。  

 

Relative cel l  viab il i ty (%) = (Abs+s  –  Absb  )  /  (  Abs - s  –  Absb  )×100  

Abs+s :  Sample (+),  Cell  (+),  Medium (+)  

Abs - s :  Sample ( - ),  Cel l  (+),  Medium (+)  

Absb  :  Sample  (+),  Cell  ( - ),  Medium (+)  



第五項  -グルクロニダーゼによる  

ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の加水分解  

 

方法 

 第一項より単離した化合物を 10 mmol/L になるよう 0.1 M Sodium acetate buffer

（ pH5.2） -0.5 M Sodium chlor ide に溶解し試料溶液とした。試料溶液 950  l に

Helix pomatia 由来  -グルクロニダーゼを 50  l 加え、よく撹拌した後、2 時間 37℃

インキュベートした。インキュベート後、 10,000×g で遠心分離を行い、沈殿し

た生成物を試料として用いた。  

 

・分析条件  

Mobile phase:  35% AcCN -  0.02% TFA 

Column: Mightysil  RP -18 GP 150×6.0 mm (5m) 

Detection:  210 nm 

Flow rate:  0 .7 ml/min  

・分取条件  

Mobile phase:  40% AcCN -  0.02% TFA 

Column: Mightysil  RP -18 250×10 (5m) 

Detection:  260 nm 

Flow rate:  2  ml/min 
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・UV スペクトルの測定  

V-530 UV/VIS spectrophotometer (日本分光 ) 

Wavelength:  190 ~ 400 nm  

Sample:  20 g/ml  

Solvent:  Methano l  

 

第六項 統計処理  

 脱顆粒抑制活性試験と細胞障害性では各濃度 3 wel l を使用し、その平均値を求

める実験を 3 回行い、その平均 ±標準誤差  (SEM) を求めた。3 回未満の実験では、

平均値のみを示した。  

 

第三節 実験結果  

 

第一項 脱顆粒抑制活性物質の単離・精製  

 

 広島県庄原産のホウレンソウ 1.34 kg をミキサーでペースト状にしたのち、 2

倍量の熱水 80℃を加えて 3 時間撹拌抽出を行った。撹拌後、二重のガーゼろ過

により抽出液とした。残渣は熱水抽出を繰り返し、 6 L の熱水抽出液を得た。熱

水抽出液は抗原抗体刺激による脱顆粒に対する抑制活性（第三項）を認めた。次

に熱水抽出液を Diaion HP20 を担体としたオープンカラム（ 45×3 cm）に供し、

ゲルベットの 2 倍量の純水と MeOH を用いて水溶出画分と MeOH 溶出画分とし

た。それぞれの画分で脱顆粒抑制活性を評価し、脱顆粒抑制活性を認めた MeOH

溶出画分を次の分離に用いた。 MeOH 溶出画分はロータリーエバポレーター

（ 45℃）で濃縮乾固し、次の Sephadex  LH-20 オープンカラム（ 30×2 cm）に供し

た。ゲルベットの 2 倍量になるよう純水を流し、水溶出画分（画分 (Fr. ),  Fr.  W-1~3）

を得た。次に 2 倍量の 70%（ v/v）アセトン溶液を用い溶出し、 70%アセトン画

分とした。各画分の脱顆粒抑制活性を評価し、 Fr.  W-3 に脱顆粒抑制活性が認め

ら れ た こ と か ら 、 1.21 g の Fr.  W-3 を 分 取 用 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

（CHCl3-MeOH-H 2O, 6 /4/1）により分離を行い、 6 画分を得た（ Fig.  2）。脱顆粒

抑制活性が認められた Fr.  4（ 408 mg）について HPLC を用いて分取を行った。
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PLC で分離した 6 つの画分の内、Fr.  4 に強い脱顆粒抑制活性が認められた（ Fig.  

3）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  2   Isola t ion procedure of  degranulat ion- inhib itory substances  

from sp inach extract  

 

 

 

 

 

 

 

 

Spinacia oleracea leaves (1.34 kg)  

80°C Hot water, 3 hr  

Hot water  extract  (6  L)  

Diaion HP20 column chromatog.  

Water  eluate  MeOH eluate  

Sephadex LH-20 column chromatog.  Water,  70% Acetone  

Fr. W-1 Fr. W-2 Fr. W-3 (1.21 g)  Fr. 70% Acetone   

Preparative TLC  

Fr. 1      Fr.  2  Fr. 3     Fr. 4 (408 mg)   Fr. 5     Fr. 6  
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Fig.  3   Inhibitory effect of  Fr.4 on IgE-mediated degranulat ion  

in RBL-2H3 cells  

Right f igure shows the TLC patterns of  Frs.  1 -6 separated by p reparat ive TLC. 

Solvent ;  CHCl3 -MeOH-H2O, 6/4 /1 (v/v/v)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fr.1  Fr.2  Fr.3  Fr.4  Fr.5  Fr.6  Final concentration (g/ml)  

Antigen s t imulat ion  
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次に、脱顆粒抑制活性の強い Fr.  4 について HPLC を用いて分離を行った（ Fig.  

4）。分取した Fr.  4-2,  3 ,  4 について脱顆粒抑制活性を比較したところ、 Fr.  4-4 に

強い脱顆粒抑制活性が認められた（ Fig.  5）。 Fr.  4 -2 および Fr.  4 -3 についても弱

い抑制活性を認めたが、用量相関は見られなかった。  

 次に Fr.  4-2,  3 ,  4 について HPLC を用いて精製を行い、最終的に高純度に精製

した化合物を SO-1（ Fr.  4 -4）、SO-2（ Fr.  4-2）、SO-3（ Fr.  4 -3）と命名した（ Fig.  6）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  4 Separation of  Fr.  4  by preparative HPLC  

Mobile phase: 26% AcCN -  0.02% TFA, co lumn: Mightysil  RP -18 GP (10 ×250 mm) 

Flow rate: 2 .0 ml/min,  detection: 260 nm  

 

 

Fig.  5  Inhibitory effect s of  Fr.4-2,  3  and 4 on IgE-mediated degranulat ion  

in RBL-2H3 cells  

Antigen s t imulat ion  

Fr. 4-1  Fr. 4-2  Fr. 4-3  Fr. 4-4  Fr. 4-5  Fr. 4-6  

Final concentration (g/ml)  
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Fig.  6  F inal iso lat ion of  Fr.  4 -2,  3  and 4 by HPLC 

Fr.  4-2 and Fr.  4 -3 ; Mobi le phase: 26% AcCN -0.02%TFA 

Fr.  4-4 ; Mobi le phase: 36% AcCN -0.02%TFA 

 

 

Fr. 4-2 

Fr. 4-3 

Fr. 4-4 
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ホウレンソウから単離した SO-1、SO-2、SO-3 について、抗原抗体刺激による

RBL-2H3 細胞からの  -ヘキソサミニダーゼ遊離に対する抑制活性を評価した結

果、 SO-1 は濃度依存的な抑制活性を示し、 IC50 は 1.76 M であった（ Fig.  7）。

SO-2、3 に関しても弱いながらも脱顆粒抑制活性が認められた。しかし、カルシ

ウムイオノフォア刺激に対しては、 SO-1 が高濃度域で弱い抑制活性を示したも

のの、他の 2 化合物には殆ど活性は認められなかった（ Fig.  8）。ポジティブコン

トロールとして用いた抗アレルギー剤のケトチフェンフマレートの IC50 は 114 

M であった（ Fig.  9）。また同様に抗アレルギー剤であるトラニラストの IC50 は

436 M であった（データは示していない）。  

 RBL-2H3 細胞における細胞障害性を評価した結果、 SO-1 は脱顆粒抑制活性を

認めた最大 10 g/ml の濃度範囲では細胞障害性は認められなかった。一方、SO-2

および SO-3 では、 SO-2 に弱いながらも細胞障害性を認め、 SO-3 は 10 g/ml で

細胞生存率が 60%程度であることから細胞障害性を示すことが示唆された（ Fig.  

10）。  

 

Fig.  7   Dose dependency of  SO-1,  2  and 3  on IgE-mediated degranulat ion  

in RBL-2H3 cells  
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Fig.  8   Dose dependency of  SO-1,  2  and 3  on Calcium ionophore - induced  

degranulat ion in  RBL-2H3 cel ls  

 

 

Fig.  9   Inhibitory effect of  ketot ifen fumarate salt  

on IgE-mediated degranulat ion in RBL-2H3 cel ls  

 



31 
 

 

Fig.  10  Cytotox ici ty of  SO-1,  2  and 3  on RBL-2H3 cells  

 

 

第二項 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の構造解析  

 

 第一項で得た、 SO-1、 2、 3 に関して HRMS、NMR、による構造解析を行った

（ Fig.  11,  12,  13）。 1
H-NMR および 1 3

C-NMR スペクトルからプロトンおよび炭素

を帰属した結果、 3 つの化合物は C6-C3-C6 のフェニルクロマン骨格を有するフ

ラボノイドであり、B 環 4 位にグルクロン酸が結合しているフラボノイドのグル

クロン酸配糖体と推定された。また SO-1 に関しては １ H-NMR スペクトルより、

複素環式化合物のシグナル 6.10（ 2H, s）と 1 3
C-NMR スペクトルより、エーテル

化合物のシグナル（ 103.2 ppm）が考えられ、A 環の 6 位および 7 位にメチレン

ジオキシ基を有していると推定された（ Fig.  11）。また SO-2 および SO-3 に関し

ては 3.94（ 3H,s）のシグナルより、A 環 6 位にメトキシ基を有していると推定さ

れた（ Fig.  12,  13）。また、 3 つの化合物に共通する置換基として、 3.85（ 3H, s）

のシグナルより、C 環 3 位にメトキシ基を有していると推定された。次に、HMBC

および ROESY の結果から相関関係を帰属した。 3 つの化合物に共通する B 環 4

位のグルクロン酸結合は、グルクロン酸の H1 位からアグリコンの B 環 C4 位へ

の HMBC による相関が認められ、B 環 H5 位への ROESY による相関が認められ

た（ Fig.  11,12,13）。次に SO-1 の A 環メチレンジオキシ基に関しては、メチレン
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ジオキシ基のプロトンから A 環 C6 位および C7 位への HMBC による相関が認め

られた。さらに A 環 H8 位への ROESY による相関が認められた（ Fig.  11）。また

SO-2 および SO-3 の A 環 6 位のメトキシ基のプロトンから、A 環 C6 位への HMBC

による相関が認められた。3 つの化合物に共通する C 環 3 位のメトキシ基のプロ

トンから、それぞれ C 環 C3 位への HMBC による相関が認められ、B 環 H2 位及

び H6 位への ROESY による相関が認められた。SO-3 の B 環 3 位のメトキシ基の

プロトンから、B 環 C3 位への HMBC による相関が認められた。また HRMS より、

SO-1 は C2 3 H2 1O1 4、SO-2 は、C2 3 H2 3 O1 4、SO-3 は C2 4 H2 5O1 4 となり、フラボノイド

のグルクロン酸配糖体であることが推定された（ Fig.  11,12,13）。以上の結果から

ホ ウ レ ン ソ ウ 由 来 脱 顆 粒 抑 制 物 質 の 構 造 式 は 、 SO-1 が

5,3’,4’ -Trihydoroxy-3-methoxy-6,7 -methylened ioxyf lavone 4 ’-β-glucuronide（ 54,  55,  

57）、SO-2 が Axil lar in 4 ’-β-glucuronide（ 56,  57）、SO-3 が Jaceid in 4 ’-β-glucuronide

（ 55,  57）であると同定した。いずれの化合物は既知のものであったが、脱顆粒

抑制活性の報告はなく新規の生理活性であった。  
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1
H- NMR (700MHz, C 5D 5N) 

1 3
C- NMR (175MHz, C 5 D 5N) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  11  Assignment of  chemica l structure of  SO -1  

 

 

 

HR-ESI-MS;  m/z 521.0941 [M+H]
+
(calcd. 521.0931 for  C 2 3H21O1 4)  

5,3’ ,4’-Trihydoroxy-3-methoxy-6,7-methylenedioxyflavone  

4’-β-glucuronide  
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Fig.  12  Assignment of  chemical structure of  SO -2  

 

 

 

HR-ESI-MS;  m/z  523.1067 [M+H]
+

 (calcd.  523.1088 for C 23H2 3O14)  

Axillarin 4 ’-β-glucuronide  
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Fig.  13   Assignment of  chemical structure of  SO -3  

 

 

HR-ESI-MS;  m/z  537.1234 [M+H]
+

 (calcd.  537.1244 for C 24H2 5O14)  

Jaceidin 4’-β-glucuronide   
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第三項  -グルクロニダーゼによるホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質 SO-1 の  

加水分解と生成物の単離  

 

ホウレンソウ抽出物から単離された脱顆粒抑制物質 SO-1 は、フラボノイドの

グルクロン酸配糖体であり、 in  vitro 細胞培養系では顕著な活性を示す物質であ

った。しかし、体内ではグルクロン酸の結合した化合物は消化吸収がされにくく、

また生理活性の発現も抑制されると考えられる。そこで、グルクロン酸を除いた

アグリコンの活性を評価するため SO-1 について、  -グルクロニダーゼによる加

水分解を行い、アグリコンを精製した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enzyme 50  l  

 -Glucuronidase  (EC 3.2.1.31) Type HP-2 f rom Helix pomatia  

Sample  

SO-1 10 mmol/ l d ilution at buffer  

Buffer 950  l  

0 .1  M Sod ium acetate buffer (pH 5.2) -0.5 M Sodium chlor ide  

Total 1000  l  

Scheme 3  Enzymatic hydro lysis of  SO-1 by  -glucuronidase  

  

 -Glucuronidase 

Composi t ion of react ion mixture  
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反応液を 37℃でインキュベートし、一定時間毎に一部採取し、HPLC により分

析した。 Fig.  14 に示すように、 0 min と 120 min を比較すると、 SO-1 のピーク

（R.T.=9.6  min、図中に白矢印で示す）よりも後ろに大きなピークの出現が確認

され、 -グルクロニダーゼによる水解を確認した。最も遅いピーク（R.T.=23.9 min、

図中に黒矢印で示す）は時間経過に従って量が増加していることから、 SO-1 の

主たる加水分解物と推定された。  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  14  HPLC profiles of  enzymatic d igests  of  SO-1  

 

 

 

 

 

 

 

 

0 min reaction  120 min reaction  
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そこで、反応 3 時間の反応液から SO-1 の加水分解物を分離するため、分取ク

ロマトグラフィーを行い、 SO-1 の加水分解物と考えられる成分を精製した。そ

の結果、 SO-1（ 18.6 mg）から主たる加水分解物 11.9 mg を得、その HPLC クロ

マトグラムから高度に精製されていることを確認した（ Fig.  15）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  15  HPLC profile of  i sola ted product from  -glucuronidase-treated SO-1  
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HPLC のリテンションタイムから SO-1 のアグリコンであると予想される加水

分解物について、分解前の SO-1 と UV スペクトルを比較することにより、成分

の同定を行った。Fig.  16 に示すように UV スペクトルに類似性が確認され、吸収

極大波長についてもほぼ同様の結果であったことから、加水分解産物は SO-1 の

アグリコンであると特定した。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig .  16  Spectra of  SO-1 and isolated product  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SO-1  Iso lated p roduct  
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第四項 脱顆粒抑制物質 SO-1 のアグリコンの脱顆粒抑制活性  

 

SO-1 の  -グルクロニダーゼ処理により調製したアグリコンについて、 SO-1 と

同様の方法で、脱顆粒抑制活性を評価した。抗原抗体刺激における脱顆粒に対す

る抑制活性を比較したところ、SO-1 は IC5 0＝ 1.76 M を示したのに対して、アグ

リコンは IC5 0=1.47 M と、より低値を示し比活性の上昇が認められた（ Fig.  17）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  17  Degranulation -inhibitory act ivi ty of  aglycon obtained f rom SO-1  
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第五項 脱顆粒抑制物質 SO-1 のアグリコンの細胞障害性  

 

 脱顆粒抑制物質 SO-1 のアグリコンについて、 SO-1 と同様に RBL-2H3 細胞に

おける細胞障害性を測定した。SO-1 は脱顆粒抑制活性を示す濃度範囲において、

ほとんど細胞障害性は示さないが、そのアグリコンは高濃度域で弱い細胞障害性

を示すことが伺われた（ Fig.  18）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18  Cytotoxici ty  of  SO-1 and its aglycon on RBL-2H3 cells  
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第四節  小括  

 

 ホウレンソウ熱水抽出物から RBL-2H3 細胞を用いた脱顆粒抑制活性を指標に

単離・精製を行なったところ、3 成分の脱顆粒抑制物質を得た。いずれも 3-メト

キシフラボンのグルクロン酸配糖体と同定された（ Fig.  11,12,13）。これらの物質

については、ホウレンソウから分離された先行研究があり、その活性に抗酸化活

性や抗腫瘍活性の報告はされているが、脱顆粒抑制活性についての報告はこれま

でになく初めてである。抗原抗体刺激下で、もっとも強い脱顆粒抑制活性を示し

た SO-1 は、抗アレルギー剤である Ketot ifen fumarate よりも強く、 IC50 =1.76 M

を示した（ Fig.  7 ,  9）。またその他の脱顆粒抑制物質である SO-2、 SO-3 に関して

は、弱いながらも抑制を示した（ Fig.  7）。カルシウムイオノフォア刺激による脱

顆粒に対して、 3 成分は弱い抑制かほとんど抑制を示さなかった（ Fig.  8）。また

WST-1 の結果、 SO-1 は脱顆粒抑制活性を示す濃度範囲において、細胞障害性は

認められなかった（ Fig.  10）。  

 近年では脱顆粒抑制活性を示す成分が食資源からも多く発見されており、そ

の数は年々増加している。例えば、レモンなどの柑橘類やイチゴ、小豆があり活

性成分としてフラボノイドを中心に研究されている（ 58~63）。加えて、抽出液の

クルードな状態で作用を示すものも見出され、それらの食品による I 型アレルギ

ーの予防や改善が行われるかもしれない。また、 I 型アレルギーの予防や改善に

効果を見出した食品を実際の食事から取り入れるとなると、その作用濃度から摂

取量が膨大になる場合があり、日々の食事により予防、改善を図るためには相応

しくない。このため食品に脱顆粒抑制活性が認められた場合、その作用本体を見

出し、低濃度での作用を検討および科学的に検証することで食事やサプリメント

として日常に取り入れることが可能になると考えられる。食資源由来脱顆粒抑制

物質の多くは、 in  vi tro 試験が主であり in  v ivo 試験は多くない（ 60~63）。また in 

vivo 試験では作用物質の経口投与を行う報告はほとんどなく、皮下や腹腔内投与

がほとんどである。従って、食資源に由来する脱顆粒抑制物質を経口投与した実

験系で評価することが求められる。  

本実験で得たホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質は、3 成分ともフラボノイドの

グルクロン酸配糖体であり、クエルセチンやルテオリンなどのフラボノイドと同



43 
 

様の C6-C3-C6 のフェニルクロマン構造を有している。しかし、ホウレンソウ由

来のフラボノイドはグルクロン酸配糖体である一方、ルテオリンやアピゲニンは

アグリコンである。先行研究からフラボノイドは配糖体化すると、その生理活性

が低下することが知られていることから、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質を  -

グルクロニダーゼにより加水分解し、アグリコンを得て脱顆粒抑制活性を評価し

た（ 62,64）。結果から配糖体よりも強い脱顆粒抑制活性を示し、SO-1 は IC 5 0＝ 1.76 

M、アグリコンは IC 5 0 =1.47 M であった。これらの値は、既に脱顆粒抑制活性

の知られているルテオリンやいずれのフラボノイドよりも高く植物起源の脱顆

粒抑制物質として特記されるものである。しかも、グルクロン酸配糖体に同程度

の強い活性が認められたことから B 環の構造より A 環、C 環が脱顆粒抑制活性

に関与するかもしれない。さらに、今回単離した 3 化合物のなかで、強い抑制活

性を示した SO-1 とアグリコンは、特徴的な A 環のメチレンジオキシ基を有して

おり、一方で弱い抑制活性を示した SO-2 および SO-3 に関しては A 環のメチレ

ンジオキシ基は開裂し、メチル基とヒドロキシル基である。このことから、メチ

レンジオキシ構造が脱顆粒抑制活性に強く関与していると考えられる。  

ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質として単離・精製した 3-メトキシフラボン

のグルクロン酸配糖体である SO-1 は、他のフラボノイドと比較して A 環 6,7 位

にあるメチレンジオキシ基が特徴的であり、脱顆粒抑制活性に寄与すると考えら

れる。この特徴的な置換基を持つフラボノイド、特にフラボノイド骨格の A 環

6,7 位にメチレンジオキシ基を有するフラボノイドを生合成する植物は少なく、

フラバノンではイソマツ科ルリマツリ（ 66）、アヤメ科アイリス（ 65）、フラボン

ではホウレンソウやアカザ科ビート、ヒユ科 Blutaparone（ 67）がある。現在ま

での知見では SO-1 は唯一ホウレンソウから分離されたフラボノイドである。  
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フラバノン  

 

イソマツ科ルリマツリ                   アヤメ科アイリス  

フラバノン              フラボン  

 

アヤメ科アイリス           Blutaparon のヒユ科  

 

以上のことから、 SO-1 のメチレンジオキシ基は脱顆粒抑制活性において重要

な置換基であると考えられる。これについては第五章で既知のフラボノイドとの

活性を比較し考察する。  
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第三章 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の細胞内シグナル伝達における  

作用メカニズムの解析  

 

第一節 序論  

 

 生体内におけるアレルギー応答は、特定の抗原と反応する特異的抗体に感作さ

れた肥満細胞や好塩基球に抗原刺激が加わることにより、ヒスタミンやセロトニ

ンなどの炎症性メディエーターが放出されること、さらにこれに引き続いて。好

酸球やマクロファージなどの免疫細胞が遊走し炎症箇所でより強度の反応が惹

起されることによる。このように炎症性メディエーターの放出（脱顆粒）は、ア

レルギー応答初期に生じる反応であるため、抗原刺激後の細胞内シグナル伝達の

解析は抗アレルギー作用を解明するための重要な要点となる（ 1,  2 ,  20）。  

 細胞内シグナル伝達に関して、主要なシグナル分子として Lyn タンパク質

（ tyrosine-p rotein kinase； Lyn）、膵臓チロシンキナーゼ（ spleen tyrosine kinase; 

Syk）、ホスホリパーゼ C（ phospho lipase C; PLC）、が挙げられる。これらのシグ

ナル分子は、抗原が IgE を介して FcRI に結合し、脱顆粒を惹起するための起点

となる。まず Lyn は Fc受容体の 鎖と会合し、自己リン酸化を起こす、この分

子 が  鎖 の 免 疫 受 容 活 性 化 チ ロ シ ン モ チ ー フ （ immunorecep tor tyrosine 

based -activation mot if ;  ITAM）をリン酸化する。 Lyn によるリン酸化を受けた g

鎖に Syk が Src 相同性領域 2（ src-homology 2;SH2）を介して会合し、自己リン

酸化を生じることで、さらに下流へシグナル伝達が起こる（ Scheme 4）。  
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Scheme 4  IgE-mediated stimulation  system focused on Lyn and Syk 

 

ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質である SO-1 とそのアグリコンは RBL-2H3

細胞の抗原抗体刺激において、低濃度で効果的に脱顆粒の指標である  -ヘキソサ

ミニダーゼ遊離を抑制することが示された。この脱顆粒抑制作用メカニズムを解

析するため、 RBL-2H3 細胞を抗原抗体刺激した際の細胞内シグナル伝達をウェ

スタンブロッティングにより評価した。評価対象のシグナル分子として Lyn、Syk、

細胞外シグナル制御キナーゼ（ extracellular  s ignal -regulated kinase;  ERK）のリン

酸化を評価した。また脱顆粒シグナルカスケードの下流に位置する細胞内カルシ

ウムイオン（ Ca
2 +）の濃度変化に関して、 Fura 2-AM を用い評価を行った。すな

わち、細胞膜を容易に透過する Fura 2 -AM は細胞内エステラーゼによる分解を受

け、細胞内 Ca
2 +と結合する Fura 2 となる。 Fura 2 は細胞内 Ca

2 +濃度が高くなる

と 340 nm で励起する蛍光強度が上昇し、一方で 380 nm で励起する蛍光強度が低

下する。このため蛍光強度比（ R=F e x 3 4 0  n m /F e x  3 8 0  n m）を求めることにより、細胞

内 Ca
2 +濃度を評価することが可能となる。細胞内の Ca

2 +濃度は脱顆粒シグナル

伝達の上流部（ Lyn や Syk）のリン酸化が抑制されることによって抗原抗体刺激

後も低値を示すと考えられる。  
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第二節 材料および実験方法  

 

第一項 タンパク回収  

 

試薬  

・ PPIS（ Pro tease and phosphatase inhib ito r solution)  

  154 mg/ml DTT(Dithiothrei tol )、 10 mg/ml  leupept in、 1 mg/ml  pepstain A にな

るよう超純水に溶解し、 50  l ずつチューブに分注し、 -28°C で保存した。  

・Apro tinin solution  

  超純水に aprotinin を 10 mg/ml になるよう溶解し、50 l ずつチューブに分注

した後 -28°C で保存した。  

・ PMSF-DMSO solution  

  11.5 l の DMSO に 1 mg の PMSF (phenylmethylsulfonyl f luor ide)を溶解した

（用時調製）。  

・ Lysis buffer  

   MOPS（ Sigma Aldr ich Co.）を 25 mM になるよう超純水に溶解し、1N の NaOH

を用いて pH 7.2 に調整した。その後、 15 mM EGTA（Kanto Chemical Co.）、 40 

mM  -glycerophosphate（Kanto Chemical Co.）15 mM MgCl2（Wako Pure Chemical）、

15 mM p -ni t rophenyl phosphate（ Sigma Aldr ich Co.）、 0.2 mM Na3VO4（ Sodium 

orthovanad ate,  Wako Pure Chemical）になるよう溶解した。ろ過滅菌した後、褐

色ビンで -4°C に保存した（使用期限 1 カ月）。この溶液 1 ml を用時、10  l  PPIS、

10  l  Apro t inin、2 l  PMSF、10  l  Tri ton X-100（Nacalai tesque）と混合し、Lysis 

buffer として用いた。  

・ PBS ( - )  

  PBS(-) (phosphate buffered saline,  Nissui Pharmaceutical Co.) 9 .6 g を純水に溶

解した後、全量を 1 L にメスアップした。濾過滅菌した後、 6°C で保存した。 
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細胞培養  

 対数増殖期の RBL-2H3 細胞を細胞培養液で 100×10
4
 cel ls/d ish になるよう 60 

mm ディッシュ（Nunc）に播種した後、抗 DNP-IgE 抗体を終濃度 50 ng/ml とな

るように添加し、一晩 37°C、5%CO2 インキュベーターで培養した。培養後、Tyrode 

HEPES buffer でディッシュを二度洗浄後、試料を各濃度添加し 30 分間 37°C、

5%CO2 インキュベーターで培養した。その後、 DNP-HSA 抗原を終濃度 50 ng/ml

になるように添加した。処理 15 分及び 30 分、 60 分後に細胞をセルスクレイパ

ーで剥がし、 PBS(-)を 4 ml 加え回収した。回収した細胞懸濁液を 9500×g、 3 分

間、 4°C で遠心し、上清を除去したのち底部のペレットに Lysis buffer を加え、

細胞溶解液とした。細胞溶解液を 9500×g、10 分間、4°C で遠心後、上清を Western 

blot ting の試料として回収し、 -80°C で保存した。  

 

第二項 Bradford 法によるタンパク定量  

 

試薬  

・BSA solution  

  ウシ血清アルブミン  (bovine serum albumin; BSA, Sigma Aldr ich Co.)を 1 

mg/ml になるように純水に溶解し、280 nm における吸光度が 0.630 になるよう

純水で調整した。 0.6 ml チューブに 100  l ずつ分注し、 -30°C に保存した。測

定時には純水で各濃度の希釈系列を作製した。  

 

測定方法  

 96 wel l assay plate ( IWAKI)に 500、 250、 125、 62.5 g/ml になるよう希釈した

BSA solution 及び純水で希釈した細胞溶解液を 10 l、 Bradford reagent (Sigma 

Aldr ich Co. ) 200  l を混合してマイクロプレートミキサー (NS-P,  Iuchi)で 5 分間撹

拌した後、マイクロプレートリーダー (Model 550,  Bio -Rad)を用いて 595 nm にお

ける吸光度を測定した。細胞溶解液中のタンパク質量は BSA solution の検量線か

ら BSA 換算した。  
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第三項 Western b lot ting による細胞内シグナル伝達の解析  

 

試薬  

・ Sample buffer  

  4% SDS（ Sodium lauryl  sulfate;  SDS, Wako Pure Chemical）、20% glycero l（Kanto  

Chemical Co.）、10% 2-mercap toethanol（Wako Pure Chemical）となるように 0.125 

M Tris -HCl（ pH 6.8,  Wako Pure Chemical）で調製した。  

・ TBS（ Tris buffered saline）  

  25 mM Tris -HCl、 0.25 M NaCl（Kanto Chemical Co.）を純水に溶解した後、

pH 7.4 に調整した。  

・ TBST（ TBS-Tween）  

  Tween-20（ Sigma Aldrich Co.）を終濃度 0.05%になるように TBS に溶解した。  

・ブロッキング溶液  

  スキムミルク（Wako Pure Chemical）を 0.8%になるように TBST に溶解した。  

・メンブレン  

  PVDF（ Polyvini l idene Dif luor ide）メンブレン（Millipore）を用いた。  

・泳動用緩衝液  

  3.03 g の Tris 及び 1 g の SDS、 14.4 g の glycine（Wako Pure Chemical）を純

水で 1 L になるよう溶解した。  

・転写用緩衝液  

  20%メタノールになるよう泳動用緩衝液で調製した。  

・抗体  

  一 次抗体： Phospho-p44/42 MAP kinase (Thr202/Tyr204) Ant ibody,  Source ;  

Rabbi t  (1000 t imes d iluted,  Cel l Signaling),  p -Syk (Y525/526)(C87C1) Rabbi t 

Antibody,  Source ;  Rabb it  (1000 t imes d iluted,  Cel l  Signal ing),  p -Lyn (Tyr507) 

Antibody,  Source; Rabbi t (1000 times diluted,  Cell Signaling),   -Act in polyclonal 

Antibody,  Source; Rabbi t (200 times diluted,  Funakoshi)  

  二次抗体：Anti- rabbi t IgG, HRP -l inked Antibody(3000 (MAP,  p -Lyn,   -Actin) o r  

1000 (p-Syk) times d iluted,  Cel l Signal ing)  
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・発光基質  

  Immobilon Western (Mill ipore)  

・剥離溶液  

  WB Str ipping solution (Nacalai tesque)  

 

方法  

 泳動試料（ 10 g p rotein/ lane）に等量の Sample buffer を加え、 100°C で 5 分間

加熱処理したものを泳動用試料とした。試料は 12.5% SDS-PAGE ゲルにて分離を

行った。泳動条件は 200 V 定電圧で 45 分間行った。泳動後のゲルは 15 分間、メ

ンブレンは 30 分間、 20%メタノール溶液に浸した後、ゲルから PVDF メンブラ

ンに 5.5 mA/cm
2 定電流で 30 分間転写した。次いで、ブロッキング溶液で 1 時間

ブロッキングを行い、一次抗体を反応させた。一次抗体は 0.8%スキムミルク

-TBST で希釈したものを用いた。次に PBST で 10 分間の洗浄を 3 回行い、 0.8%

スキムミルク -TBST で希釈した二次抗体を反応させた。その後、PBST で 10 分間

の洗浄を 3 回行い、発光基質を添加し 5 分間反応させ Ez-cap ture II (ATTO)で発

光バンドを検出した。  

 

第四項 細胞内 Ca
2 +動態の測定  

 

試薬  

・Recording medium 

  Record ing Medium（ 2×）5 mL に 250 mmol/ l  Probenecid を 50  l 加え、これに

全量が 10 ml になるよう純水を加えて混合した。使用する前に Record ing 

Medium を 37°C インキュベーターで保温した。  

・ Load ing buffer  

  DMSO（Dimethylsulfoxide,  Kanto Chemical  Co.）を 50  l、Fura-2AM（ 50 g）

に加え、溶解した。Recording Medium（ 2×）を 5 ml 取り、 5%pluro nic  F-127 を

80  l、 250 mmol/l  Probenecid を 50   l 添加し、これに全量が 10 ml になるよう

に純水を加え、よく混合した。 Fura 2-AM 溶液を 50  l を添加し、超音波で溶

解した。  
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方法  

 細胞内 Ca
2 +濃度は Calcium Kit-Fura 2 (Dojindo) を用いて測定した。 RBL-2H3

細胞を 96 well f la t plate (Nunc)に 5×10
4
cel ls /90 l /wel l で播種し、 37℃  1 時間、

5%CO 2 インキュベーターで培養した。インキュベート後、マウスモノクローナ

ル抗 DNP-IgE 抗体溶液を 0.5 g/10   l /  wel l 添加し、 37℃  24 時間、 5%CO 2 イン

キュベーターで培養した。その後、細胞培養液を除去し、37℃に加温しておいた

PBS(-)で well を 2 回洗浄した。Fura 2 -AM を含む Loading buffer を 100  l /wel l 添

加し、 37°C 1 時間、 5%CO 2 インキュベーターで培養した。細胞を傷つけないよ

う Loading buffer を吸引除去し、再び PBS(-)で 2 回洗浄し、Record ing medium ま

たは Recording medium で希釈した試料を 80 L/wel l ずつ加え、37℃  30 分間でイ

ンキュベートした。その後、DNP-HSA 溶液 (0.25 g/ml)を 20  l 添加し、蛍光強

度変化を蛍光プレートリーダーで測定した ( e x=340 nm/380 nm,  e m =510 nm)。  

 

第五項 統計処理  

  数値は 3 つの測定値からの平均 ±標準誤差  (SEM) を求め、エラーバーとし

てグラフ中に示した。3 回未満の実験では、平均値のみを示した。有意差検定で

は実験系に合わせて Student t- tes t または paired t - tes t、分散分析 one-way ANOVA

及び Dunnett  tes t を行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

第三節 実験結果  

 

第一項 Western b lot ting による細胞内シグナル伝達分子のリン酸化の解析  

 

 抗 DNP-IgE 抗体で感作した RBL-2H3 細胞にホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質

SO-1 または SO-1 アグリコンを添加し、抗原抗体刺激した際の細胞内リン酸化型

Syk、Lyn、ERK の検出を行った。Fig.  18 に示すように、抗原刺激後 15 分の細胞

内リン酸化型 Syk が SO-1 及び SO-1 アグリコンの終濃度 10 g/ml において顕著

に抑制されていた。また 1 g/ml においてもリン酸化抑制が認められた。抗原刺

激後 30 分におけるリン酸化型 Syk の発現では、15 分処理よりも強いリン酸化抑

制作用を示した。また抗原刺激後 60 分におけるリン酸化型 Syk の発現では、 30

分処理よりも弱いものの 15 分処理よりも強いリン酸化抑制作用を示した。これ

らは SO-1 と SO-1 アグリコンともに認められた。  

 リン酸化型 Lyn に関しては、 Fig.  19 に示すように抗原刺激後 15 分において、

Syk よりも弱いながらも SO-1 の終濃度 10 g/ml においてリン酸化抑制が認めら

れた。一方で SO-1 アグリコンでは終濃度 1 g/ml に強いリン酸化抑制が認めら

れた。また抗原刺激後 30 分では SO-1 のみが Lyn のリン酸化を抑制した。 SO-1

アグリコンはリン酸化抑制を示さなかった。抗原刺激後 60 分では SO-1 及び SO-1

アグリコンは Lyn のリン酸化を抑制しなかった。  

 リン酸化型 ERK に関しては抗原刺激後 15 分において、SO-1 の終濃度 10 g/ml、

1 g/ml 共にリン酸化抑制は認められなかった。一方で SO-1 アグリコンでは終濃

度 10 g/ml、1 g/ml においてリン酸化抑制が認められた。また抗原刺激後 30 分

では SO-1 アグリコンのみに ERK のリン酸化抑制作用が認められた。また抗原刺

激後 60 分では SO-1 アグリコンによる ERK のリン酸化抑制作用は認められなか

った。  
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Fig.  18   Effects of  SO-1 and i ts aglycon on ant igen-st imulated phosphoryla tion  

of  Syk 

IgE-sensi tized RBL-2H3 cel ls were t reated wi th o r without samples a t the indicated 

concentrations.  Fif teen minutes af ter the s timulat ion wi th ant igen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  19  Effects of  SO-1 and i ts aglycon on ant igen-st imulated phosphoryla tion  

of  Lyn 

  IgE-sensit ized  RBL-2H3 cells  were t reated  with or  wi thout  samples  at  the indicated  

concentrations.  Fif teen minutes af ter the s timulat ion wi th ant igen.  
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第二項 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の細胞内 Ca
2 +動態に及ぼす影響  

 

 Calcium Kit  Fura 2 を用いて抗原抗体刺激した際の SO-1 及び SO-1 アグリコン

が細胞内 Ca
2 +濃度に及ぼす作用を評価した。  

 細胞内 Ca
2 +濃度は抗原である DNP-HSA で処理した場合と未処理の場合では顕

著な差が認められ、脱顆粒シグナル伝達系及び細胞内 Ca
2 +濃度の測定は正常に行

われていることが確認された。感作した RBL-2H3 細胞に SO-1 及び SO-1 アグリ

コンで処理した後、抗原抗体刺激したところ SO-1 では脱顆粒抑制活性の IC 5 0 よ

りも遥かに低濃度である 0.1 g/ml では 50%程度の細胞内 Ca
2 +濃度上昇の抑制を

示した。一方で 1 g/ml 及び 10 g/ml においては約 100%の抑制を示し、抗原抗

体刺激を行っていない細胞と同等の Ca
2 +濃度であった。  

 SO-1 アグリコンに関しては 0.1 g/ml、 1 g/ml、 10 g/ml のいずれの終濃度に

おいても細胞内 Ca
2 +濃度上昇を顕著に抑制し、0.1 g/ml では配糖体の SO-1 より

も強い作用を示した。  

 

 

Fig.  20  Effects of  SO-1 and i ts aglycon on antigen -st imulated elevation  

of  intracellu lar Ca
2 +

 levels in RBL-2H3 cel ls .  

IgE-sensi tized RBL-2H3 cel ls were t reated for 30 min wi th or wi thout samples a t 

the ind icated  concentrat ions.  After  the st imulat ion wi th ant igen at 20 seconds,  

int racellular Ca
2 +

 levels were measured.  
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第四節 小括  

 

 SO-1 および SO-1 アグリコンでは Lyn のリン酸化、その下流に位置する Syk

のリン酸化が抑制されていることが認められた。また SO-1 および SO-1 アグリ

コンの作用時間によるリン酸化への影響を評価したところ、 Lyn と Syk は反応

15 分で抑制が認められたが、 30 分後には Lyn のリン酸化抑制は消失し、 Syk の

みリン酸化を抑制していた（データは示していない）。このため、 SO-1 と SO-1

アグリコンの作用点は Syk を含めた細胞膜近傍、もしくは FcRI に対して作用し、

Fc 受容体を構成する複合体タンパク質のリン酸化を抑制している可能性が考え

られた。  

 さらなるシグナル伝達解析として、抗原抗体刺激した際の脱顆粒抑制活性にお

ける細胞内 Ca
2 +濃度の動態変化を確認したところ、10 g/ml の SO-1 および SO-1

アグリコン処理した細胞は、抗原刺激した細胞と比較して、顕著な細胞内 Ca
2 +

濃度上昇の抑制を示し、濃度依存的に細胞内 Ca
2 +濃度を低下させた。抗原刺激に

よる細胞内 Ca
2 +濃度の上昇には 2 つの経路があり、1 つは細胞内 Ca

2 +貯蔵庫であ

る小胞体からの放出、もう 1 つは細胞外からの Ca
2 +流入がある（ 58,59）。抗原抗

体刺激により細胞内にシグナルが流れるとイノシトール三リン酸（ inosito l  

tr i sphosphate;  IP3）が小胞体の IP3 レセプターに結合し、小胞体内に貯蔵された

Ca
2 +を細胞質へと放出する。前者の小胞体からの Ca

2 +の不出は迅速かつ一過性で

あるのに対し、後者の細胞外からの Ca
2 +の流入は持続的である。SO-1 および SO-1

アグリコンが抗原刺激による Ca
2 +濃度の上昇を抑制させたのは、小胞体からの

Ca
2 +放出、また小胞体中の Ca

2 +減少に伴う細胞外からの Ca
2 +流入を阻止したため

であると言える。  

 以上のことから、細胞内 Ca
2 +濃度の抑制が確認できた理由として、細胞内シグ

ナル伝達の上流に位置する Lyn や Syk もしくは FcRI を介したリン酸化の抑制に

より、シグナル伝達が制御され、下流へのシグナル伝達が抑制されたためである

と示唆される。  
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第四章 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質のマウスにおける  

抗アレルギー活性の評価  

 

第一節 序論  

 

 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質は、RBL-2H3 細胞を用いた in  v itro 試験にお

いて既知抗アレルギー剤よりも強い作用を認め、その作用は脱顆粒シグナル伝達

に関わるシグナル因子の一つである Syk のリン酸化を抑制していることが示唆

された。しかし、実際にこれらの化合物が生体に摂取された場合には、消化管を

経た吸収から体内での代謝、分布、排泄の過程で抗アレルギー作用が失われるこ

とがある（ 68,69）。そこで本章では実験動物を使用し、 I 型アレルギーを再現し

たモデル実験（受動皮膚アナフィラキシー反応、 passive cutaneous anaphylax is: 

PCA）を行った。また作用解析のため、炎症性メディエーターであるヒスタミン

とセロトニンによる血管透過性亢進作用に対する効果も検討した。  

In v ivo 試験における抗アレルギー評価にはラットやマウスなどの動物を用い

たアレルギーモデルが用いられている。特に I 型アレルギーモデルには、 PCA

反応、実験的気管支喘息モデル、鼻炎モデル、アナフィラキシーショック、アト

ピー性皮膚炎モデルが知られている。本実験では、抗アレルギー薬のスクリーニ

ングに適した、 PCA 反応に対する抗アレルギー評価を行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 5  Passive cutaneous anaphylax is react ion  in vivo  
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PCA 反応は、免疫グロブリン IgE の Fc 部分を介した細胞の受動感作と抗原抗

体反応による肥満細胞からのケミカルメディエーターの遊離、遊離したメディエ

ーターによる血管透過性亢進までの一連のアレルギー反応である（ Scheme 5）。

手法として、ある抗原に特異的な IgE 抗体を皮下注射し、周辺のマスト細胞表面

にある FcRI に結合させ、感作する。その後、静脈に抗原を投与することで、感

作している箇所で血管透過性亢進や浮腫など炎症性反応が惹起される。この反応

を抑制することが確認されれば、生体での抗アレルギー活性を定量的に測定でき

る。  

 

第二節 材料及び方法  

 

第一項 受動皮膚アナフィラキシー反応における  

SO-1 および SO-1 アグリコンの作用  

 

試薬  

・ 0.86% NaCl 溶液  

  0.86%となるように NaCl (Kanto Chemical Co.) を純水に溶解し、 0.22 m フ

ィルターで濾過滅菌した。  

・マウスモノクローナル抗 DNP-IgE 抗体溶液  

マウスモノクローナル抗 DNP-IgE 抗体（ Sigma Aldrich,  Co.）は、 1 mg/ml を

5  l ずつ分注し、冷凍保存した。実験に使用する時、0.86% NaCl 溶液で所定の

濃度に希釈した。  

・DNP-HSA 溶液  

DNP-HSA 溶液（ Sigma Aldrich,  Co.）を超純水に希釈し（遮光）、Evans blue 溶

液と混合して終濃度 0.4 mg/ml となるように調整した。  

・エバンスブルー溶液  

エバンスブルー  (Sigma Aldr ich,  Co . )を 0.86% NaCl 溶液に溶解し、DNP-HSA

溶液と混合して 1％となるように使用した。  
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・ 5% アラビアガム水溶液  

アラビアガム  (Sigma Aldr ich,  Co. )を 5% (w/v) になるよう秤りとり、純水で

溶解した。  

・オキサトミド  

オキサトミド  (Wako Pure Chemical) を経口投与量 100 mol/kg になるよう

5%アラビアガムに懸濁し、均一になるようミキサー  ( Iedatrad ing  Co. )を用いて

ホモジナイズしたものを使用した。  

・ SO-1 および SO-1 アグリコン  

オキサトミドと同様に 100 mol/kg になるよう 5%アラビアガムに懸濁し、

均一にしたものを順次 5%アラビアガムで希釈し使用した。  

・ 1 N KOH 水溶液  

  1 N となるように  KOH (Nacalai Tesque)を純水に溶解した。  

・ 0.6 N H3PO4 水溶液  

  0.6 N となるように  H3PO4（Kanto  Chemical  Co.）を純水で希釈して用いた。  

・アセトン -0.6N H3PO4 混液  

アセトン  (Kanto Chmeical  Co. ) と 0.6 N H3PO4 水溶液を 13： 5 の割合  (v/v) 

で混合したものを使用した。  

 

動物   

Jcl : ICR 雄性マウス  (作用評価用 11 週齢  各群 3 匹、検量線用 12 週齢  4 匹 ) 

(CLEA Japan)を用いた。恒温、恒湿の一定環境の飼育室で、固形飼料  (CE-2,  CLEA 

Japan) を 5 g /  mouse /  day 与え、水道水は自由摂取させ飼育した。約一週間の予

備飼育を行った後、実験に供した。なお実験動物の取り扱いは、県立広島大学人

間及び動物を対象とする研究に関する倫理規程（平成 17 年 7 月 8 日施行）に従

い、動物実験倫理審査委員会の承認（承認番号 13SA001）を受けて実施した。  

 

方法   

ICR 系雄性マウスの耳介に麻酔下で 0.86% NaCl 溶液または抗 DNP-IgE 抗体を

20  l 皮下投与した。 24 時間後、無麻酔下でコントロール群には 0.86% NaCl を

0.1 mL/10 g、アグリコン群とオキサトミド群 100 mol/kg になるよう経口投与を
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行なった。この 2 時間後に DNP-HSA 溶液を 0.25 mL 尾静脈投与した。30 分後に

頸椎脱臼により屠殺し、両耳の皮膚中に漏出してくるエバンスブルー量を測定し

た。屠殺後の耳介は切断し、1N KOH 水溶液 500  l で一晩かけて溶解させた。そ

の後、アセトン -0.6N H3PO4 混液を 3.25 ml 加え撹拌後、遠心 (700×g ,  20 min)し上

清を 620 nm における吸光度を測定し、検量線をもとにエバンスブルー量を求め

た。求めたエバンスブルー量より、各群の PCA 反応抑制率を以下の式により算

出した。  

Inhibi t ion of  PCA reaction (%) =  

[Amount of  dye (Control) -Amount of  dye (Sample t reatment)]/Amout of  dye  (Contro l)  

検量線は 12 週齢の ICR マウスの耳介にそれぞれ、 10、 20、 40、 60 g/s i te にな

るよう皮下投与し、直ちに頸椎脱臼を行い、サンプル投与群と同様の手順で 620 

nm における吸光度を測定し、検量線を作成した (Fig.  21)。  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.  21  Standard curve of  Evans blue extracted from mouse ears  
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第二項 ヒスタミンとセロトニンによる血管透過性亢進作用に対する SO-1  

および SO-1 アグリコンの作用  

 

方法  

ICR 系雄性マウスに無麻酔下でコントロール群には 0.86% NaCl を 0.1 ml/10 g、

アグリコン群とオキサトミド群にはそれぞれ 100 mol/kg になるよう経口投与を

行なった。この 2 時間後に背部皮下に麻酔下で 0.86% NaCl 溶液またはヒスタミ

ン、セロトニン溶液を 20 l 投与した。その後、DNP-HSA 溶液を 0.25 ml 尾静脈

投与した。 30 分後に頸椎脱臼により屠殺し、背部皮膚に漏出するエバンスブル

ー量を測定した。エバンスブルーの抽出は第一項と同様の操作を行った。なお、

背部皮膚片は漏出個所を中心に 1 cm 角に切り取り使用した。  

 

第三項 統計処理   

結果は平均値±標準誤差（ standard  erro r of  the mean; SEM）で示した。有意差

検定には Student t -tes t を用いた。 P 値が 0.05 未満で有意差ありと判定した。ま

た本実験では陽性対照群（オキサトミド投与群）とコントロール群（生理食塩水

投与群）、試料投与群（ SO-1 または SO-1 アグリコン投与群）を用いた 3 群の実

験系であることから、本実験は優先順位を定め、逐次的に検定を行う閉手順によ

り統計処理を行った。すなわち、優先順位の高い以下の組み合わせで順次、有意

差検定を行うことで多重性の問題の回避、実験系の有効性を示した。コントロー

ル群と陽性対照群を絶対条件（実験条件の適切さ）とし、コントロール群と試料

投与群を必要条件（試料投与の効果）、試料投与群と陽性対照群を十分条件（試

料と対照の比較）と定義し、各条件で有意差が認められない場合は次の検定を行

わないこととした。  
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第三節 実験結果  

 

第一項 受動皮膚アナフィラキシー反応における  

SO-1 および SO-1 アグリコンの作用  

 

In vi tro 実験で脱顆粒抑制活性が認められた SO-1 と SO-1 のアグリコンを用い、

in  vivo 実験での抗アレルギー作用を評価した。Fig.  22 に示すように、マウス PCA

反応の結果、 SO-1 と SO-1 のアグリコン投与群に強い抑制作用が認められた。

SO-1 のアグリコンとオキサトミドの抑制率を比較すると、アグリコンは 100%、

オキサトミドは 64.3%を示し、有意差（ P<0.05）が認められた。実験に用いた投

与量はアグリコンで 25 mol/kg（ 8 .5 mg/kg）、オキサトミドで 100 mol/kg（ 43 

mg/kg）、と 4 倍薄い濃度で SO-1 のアグリコンは作用していたことになり、アグ

リコンは抗アレルギー剤であるオキサトミドよりも遥かに強い抗アレルギー作

用を示した（ Fig.  22A）。一方、SO-1 とオキサトミドの抑制率を比較すると、SO-1

は 73.5%、オキサトミドは 53.9%を示し、有意差（ p<0.05）が認められた。加え

て、それぞれの投与量は 100 mol/kg（ SO-1 ; 52 mg/kg.  オキサトミド ;  43 mg/kg）

であることから、抗アレルギー剤よりも強い作用を示した（ Fig.  22B）。  
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Fig.  22  Effect of  SO-1 and its ag lycon on PCA reaction in mice.  

  A,  Mice were administered with aglycon of  SO -1 (25 mol/kg b.w.) o r oxatomide 

(100 mol/kg b.w.).B,  Mice were administered with SO -1 (100 mol/kg b.w.)  or  

oxatomide (100 mol/kg b.w.).  Each value rep resents the mean±SEM of  4-5 mice.  

*P<0.05 or  
#
P<0.05 as compared with the contro l group or  oxatomide group.  
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第二項 ヒスタミンとセロトニンによる血管透過性亢進作用における  

SO-1 および SO-1 アグリコンの作用  

 

 SO-1 及び SO-1 アグリコンはヒスタミンとセロトニンによる血管透過性亢進

作用を抑制した（ Fig.  23）。コントロールのオキサトミド投与群は、ヒスタミン

とセロトニンの作用を約 100%抑制した。一方で SO-1 及び SO-1 アグリコン投与

群では約 70%の抑制を示し、有意差（ P<0.05）が認められた。  

 

 

 

Fig.  23   Effect of  SO-1 and its ag lycon on histamine o r serotonin -induced 

vascular hyperpermeabil ity  in mice  

Mice were adminis tered with SO -1  (100 mol/kg b.w. ),  aglycon of  SO -1 (100 

mol/kg b.w.)  or  oxatomide (100 mol/kg b.w.) .  Each value rep resents  the mean±
SEM of  5 mice.  *P<0.05 or 

#
P<0.05 as compared with the contro l group or oxatomide 

group.  
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第四節 小括  

 

 SO-1 と SO-1 アグリコンについて、マウス PCA 反応における抗アレルギー評

価を行った結果、抗アレルギー剤であるオキサトミドと同程度または、より低濃

度において強い抗アレルギー作用を認めた（ Fig.  22）。マウス PCA 反応では SO-1

と SO-1 アグリコンの実験を別日に実施したことから、それぞれのポジティブコ

ントロールであるオキサトミドの抑制率は 100 mol/kg（ 43 mg/kg）投与におい

て、 53.9%と 64.3%の抑制率を示した。アグリコンを 25 mol/kg 投与した結果、

約 100%の抑制率を示し、オキサトミドよりも強い抑制率であった。アグリコン

の経口投与後、餌や水を摂取していたことから、毒性も低いと考えられる。また、

耳介を溶解させた溶液を観察すると、コントロールと比較して、黄色を帯びてい

た。血清や組織中のアグリコン量の分析を行なっていないため推測になるが、ア

グリコンの黄色が観察できるほどの量が体内に吸収されていると考えられる。  

 ヒスタミンとセロトニンによる血管透過性亢進作用に対する SO-1 および SO-1

アグリコンの効果については、約 70%の抑制を示した。一方、オキサトミドは約

100%の抑制活性を示した。この結果から SO-1 および SO-1 アグリコンは炎症性

メディエーターの受容体と拮抗し、その作用を抑制していると考えられる。また

血管透過性亢進作用はヒスタミンやセロトニン受容体からのシグナル伝達によ

り、組織のヒアルロン酸が酵素により消化されることで脆くなった結果、漏出し

ていると考えられる。この点に関しては、脱顆粒抑制活性の測定に用いる  -ヘキ

ソサミニダーゼの活性を SO-1 および SO-1 アグリコンが阻害していないことか

ら消化酵素活性の阻害による血管透過性亢進作用抑制ではないといえる。すなわ

ち、 -ヘキソサミニダーゼは糖脂質、糖蛋白質や糖アミノグリカンの糖鎖非還元

末端に 結合した N-アセチルグルコサミン、N-アセチルガラクトサミンを加水分

解して遊離する酸性加水分解酵素であり、炎症部位の組織安定性に関与するヒア

ルロン酸や血管内皮細胞の間隙を分解することによって、血管透過性を亢進して

いる。このため、 -ヘキソサミニダーゼを阻害しない SO-1 および SO-1 アグリコ

ンの抗アレルギー作用は、血管透過性亢進作用抑制によるものではないと示唆さ

れる。  
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第五章 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の抗酸化活性および  

脱顆粒抑制に対する影響  

 

第一節 序論  

 

 肥満細胞や好塩基球の脱顆粒シグナル伝達ではアレルゲンの高親和性 IgE 受

容体 FcRI への結合から Lyn、 Syk のリン酸化シグナルカスケードを経てセカン

ドメッセンジャーとして小胞体からの Ca
2 +の放出が行われる。この時、小胞体内

からの Ca
2 +放出と同時に細胞外からのチャネルを介した Ca

2 +の取り込みが行わ

れるが、この取り込みを促すシグナルに活性酸素種（ React ive oxygen species;  ROS）

の発生が関与しており、脱顆粒シグナル伝達では特にニコチンアミドアデニンジ

ヌクレオチドリン酸（ nico tinamide adenine dinucleo tide phosphate;  NADPH） オキ

シダーゼによる ROS の生成が主な経路となっている（ 64）。なかでも NADPH オ

キシダーゼから産生されスーパーオキシドアニオンが細胞内のスーパーオキシ

ドアニオンジスムターゼ（ superox ide dismutase; SOD）により過酸化水素となる

ことから、シグナル伝達には NADPH オキシダーゼの活性化→スーパーオキシド

アニオンの産生→ SOD による過酸化水素の発生→ Ca
2 +の流入という経路が考え

られている（ 69）。このため ROS 産生の抑制や ROS の消去を行うことにより細

胞内 Ca
2 +濃度上昇を抑制し、脱顆粒シグナル伝達を阻害することができると考え

られている。また、NADPH オキシダーゼの発現、すなわち関連タンパク質の細

胞質から細胞膜への移動が抑制されることでも同様に ROS 産生を抑制すること

が可能である。例えば、Itoh らの報告によると、ウェスタンブロッティングを用

いた NADPH オキシダーゼ関連タンパク質の解析により、抗原抗体刺激による脱

顆粒抑制活性を示すカルコン類は、NADPH オキシダーゼ活性に関与するタンパ

ク複合体の膜移行を抑制するという報告がある（ 69）。  
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Scheme 6   ROS-act ivat ing degranulat ion system  

 

 脱顆粒シグナル伝達に重要な ROS として、NADPH オキシダーゼにより産生さ

れるスーパーオキシドアニオン、および細胞内 SOD によりスーパーオキシドア

ニオンと 2 個のプロトンによって生じる過酸化水素である（ Scheme 6）。従って、

本研究では脱顆粒シグナル伝達に関与し、最も初期に発生する ROS のスーパー

オキシドアニオンの消去活性を評価した。加えて、スーパーオキシドアニオン消

去活性の他に、 ROS 消去活性の評価方法として最も多く検討されており、既報

との比較が容易なジフェニルピクリルヒドラジル（ Diphenylp icrylhydrazyl ;  DPPH）

ラジカル消去活性も評価した（ 70）。  

 本章では既知フラボノイド類とホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の抗酸化活

性と脱顆粒抑制活性を比較することにより、抗酸化活性と脱顆粒抑制活性の関連

性を検討することを目的とした。  
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第二節 材料および方法  

 

第一項 試料調製  

・ SO-1 (≧ 98% HPLC, f rom spinach leaf)  

・ SO-1 アグリコン (≧ 98% HPLC, f rom SO -1 t reated with  -glucuronidase)  

・ SO-2 (≧ 98% HPLC, f rom spinach leaf)  

・ SO-3 (≧ 98% HPLC, f rom spinach leaf)  

・アピゲニン（Wako Pure Chemical）  

・ルテオリン -7-O-グルコシド（ Funakoshi）  

・ルテオリン（Wako Pure Chemical）  

・ヒドロキシメチルメチレンジオキシフラボン  

（ 3-Hydroxy-6-methyl -3’ ,  4’ -methylened ioxyf lavone;  MF, Funakoshi）  

・ケンフェロール（ Sigma Aldr ich Co.）  

・クエルセチン（ Sigma Aldr ich Co.）  

・ナリンギン（≧ 90% HPLC, f rom Cit rus f rui t）  

・ナリンゲニン（ Sigma Aldr ich Co.）  

・ヘスペレチン（≧ 90% HPLC, f rom Citrus f ruit  UNSHU ）  

・ (+)-カテキン（ Sigma Aldr ich Co.）  

・ (- )-エピガロカテキンガレート（ Funakoshi）  

 

第二項 DPPH ラジカル消去活性の測定法  

 

試薬  

・ 0.1 M Tris -HCl 緩衝液（ pH 7.4）  

  1.211 g の Tris（Nacalai Tesque）を適量の純水に溶解し、1N の HCl を用いて

pH 7.4 に合わせる。  

・DPPH ラジカル溶液  

  2,2-Diphenyl -1 -picrylhydrazyl（ Sigma Aldrich Co.）を 0.157 mg/ml になるよう

エタノール（Kanto Chemical Co.）に溶解する。反応液中終濃度が 0.2 mM にな

るよう添加する。  
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・ Tro lox 溶液  

  ポ ジ テ ィブコントロールと して 6-Hydroxy-2,5,7,8 -te tramethyl -chroman-2- 

carboxyl ic acid（ Trolox,  Sigma Aldr ich Co.）を 1 mM になるよう DMSO（Kanto  

Chemical Co.）に溶解する。  

 

方法  

 96 穴アッセイプレートに 0.1 M Tris -HCl 緩衝液を 90 l、試料溶液 10  l を添

加する。DPPH ラジカル溶液を 100  l 添加し、プレートミキサーでよく撹拌して

から、室温で 30 分間インキュベートする。インキュベート後、プレートリーダ

ーで 516 nm における吸光度を測定する。  

コントロール（ 0%反応：試料の代わりに緩衝液または試料溶媒を加えたもの）

及びブランク（ 100%反応：試料として 10 mM アスコルビン酸水溶液を加えたも

の）、各試料を 2 wel l ずつ用意する。  

 

データ処理  

消去活性（%）＝  

（吸光度 (0%反応 )-吸光度 (100%反応 )） -（吸光度 (試料 )-吸光度（ 100%反応）

吸光度 (0%反応 )-吸光度（ 100%反応）
×100 

 

第三項 スーパーオキシドアニオンラジカル消去活性の測定法  

 

試薬  

・スーパーオキシドジスムターゼ（ Superoxide dismutase: SOD）  

ウシ赤血球由来 SOD（Dojindo）を 10 g/ml になるよう緩衝液で希釈する。  

・ 50 mM sodium carbonate buffer (pH  9.4)  

50 mM NaHCO 3（Kanto Chemical  Co.）に 50 mM Na2CO 3（Kanto Chemical Co.  ）

を加え、 pH 9.4 に調整する。  

・ 3 mM EDTA 

EDTA・ 2Na（Dojindo） 5.6 mg を 5 ml の緩衝液に溶解する。  
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・ 3 mM ヒポキサンチン  

ヒポキサンチン（Wako Pure Chemical）2.04 mg を 5 ml の純水に溶解する。

このとき微量の 1N NaOH を添加する。  

・ 1 mM WST-1  

WST-1（Dojindo） 3.5 mg を 5 ml の純水に溶解する。  

・ 100 mU/ml キサンチンオキシダーゼ  

キサンチンオキシダーゼ（バターミルク由来 12.5 U/ml、Nacalai Tesque）を

100 mU/ml に緩衝液で希釈して使用する。反応液に添加する酵素液の希釈率は

酵素標品のロットごとに決定する。  

 

方法  

 96 穴アッセイプレートに 50 mM Sodium carbonate buffer を 150  l、3 mM EDTA、

3 mM ヒポキサンチン、 1mM WST-1 をそれぞれ 10  l ずつ添加し、その後試料

溶液 10 l を添加する。 100 mU/ml キサンチンオキシダーゼを 10 l 添加し、プ

レートミキサーでよく撹拌してから、室温で 10 分間インキュベートする。イン

キュベート後、プレートリーダーで 415 nm における吸光度を測定する。  

コントロール（試料なし）、ブランク（キサンチンオキシダーゼなし）、各試料

をそれぞれ 2 wel l ずつ用意する。  

 

データ処理  

消去活性 (％ )＝
吸光度 (コントロール ) −吸光度 (試料）

吸光度 (コントロール ) −吸光度（ブランク）
× 100 

 

第四項 脱顆粒抑制活性の測定法  

第一章第三項  -hexosaminidase 遊離抑制活性試験と同様に行った。  

 

第五項 統計処理  

数値は 3 回の測定値からの平均 ±標準偏差（ SD）を求めた。 3 回未満のデータ

には平均値を示した。  
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第三節 実験結果  

 

第一項 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質および既知フラボノイドの  

スーパーオキシドアニオン消去活性および DPPH ラジカル消去活性  

  

 既知フラボノイドおよびホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質として精製したフ

ラボノイドのスーパーオキシドアニオン消去活性および DPPH ラジカル消去活

性を評価した。  

スーパーオキシドアニオン消去活性では、 SO-1 アグリコンに強い活性が認め

られ、その 50%有効濃度（ 50% effect ive concentrat ion; EC 5 0）は 44.9 M であっ

た。一方、配糖体である SO-2 と SO-3 は EC50 が 50 M 以上の中程度の活性と推

定されたが、 SO-1 は 50 M でも 10%以下の消去活性で、非常に弱かった。既知

フラボノイドでは、フラバン -3-オールの B 環にピロガロール構造、C 環 3 位に

没食子酸を有する (-)-エピガロカテキンガレートが最も強く、その EC50 は 11.6 

M であった。その他にもフラボンの B 環にカテコール構造を有するルテオリン

（ EC50＝ 23.5 M）やフラボノールの B 環にカテコール構造を有するクエルセチ

ン（ EC50＝ 44.7 M）が強い消去活性を示した。 B 環にメチレンジオキシ基を有

する MF は SO-1 と同様に 50 M で 10%以下の非常に弱い消去活性であった。  

 DPPH ラジカル消去活性では、ホウレンソウ由来フラボノイドと既知フラボノ

イドともにスーパーオキシドアニオン消去活性と同様の結果であった。ホウレン

ソウ由来フラボノイドでは SO-1 が 30 M で 10%以下の弱い消去活性を示したの

に対して、SO-1 アグリコンは EC50 が 29.2 M とホウレンソウ由来フラボノイド

では最も強い DPPH ラジカル消去活性を示した。また SO-2 および SO-3 の EC50

は 30 M 以上である物の中程度の活性と推定された。既知フラボノイドでは、  

(+)-カテキンが最も強く EC50  は 4.7 M であり、次いでクエルセチン 15.3 M、

ルテオリン -7-O-グルコシドの 20.4、ルテオリン 24.2 M であった。ナリンゲニ

ンやヘスペレチンは EC50 が 30 M 以上の濃度と推定され、MF は 30 M で 10%

以下の非常に弱い消去活性であった。  
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Table 4  Superox ide anion scavenging activi ty  of  various f lavonoids  

 

－ ;  Scavenging activ i ty is less than 10% at 50 M.  
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Table 5   DPPH radica l scavenging act ivi ty  of  various f lavonoids  

 

－ ;  Scavenging activi ty is less than 10% at 30 M. 
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第二項 ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質および  

既知フラボノイドの脱顆粒抑制活性  

 

 既知フラボノイドおよびホウレンソウ由来フラボノイドの抗原抗体刺激によ

る脱顆粒とカルシウムイオノフォア刺激による脱顆粒に対する抑制活性を評価

した。  

 抗原抗体刺激による脱顆粒に対する抑制活性は、ホウレンソウ由来フラボノイ

ド SO-1 および SO-1 アグリコンともに強く、その 50%阻害濃度（ 50% inhibi tory 

concentration; IC 5 0）はそれぞれ 1.9 M と 1.5 M であった。また SO-2 と SO-3

は 200 M 以上で IC50 を示すと推定された。一方、既知フラボノイドではクエル

セチンが最も強い脱顆粒抑制活性を示し、 IC50 は 2.2 M であった。次いで、ル

テオリン（ 2.5 M）となった。抗酸化活性の評価で強いラジカル消去活性を認め

た  (- )-エピガロカテキンガレートの脱顆粒抑制における IC50 は 97 M であり、

著しく弱い活性であった。またラジカル消去活性の弱いナリンゲニンとヘスペレ

チンはそれぞれ IC50 が 26.1 M と 70.8 M の脱顆粒抑制活性を示したが、MF に

は 200 M でも脱顆粒抑制活性は認められなかった。  

 カルシウムイオノフォア刺激では、ホウレンソウ由来フラボノイドは全て 200 

M において脱顆粒抑制活性が認められなかった。一方、用いたフラボノイド

の中ではクエルセチンが最も強い活性を示し (IC5 0=20.8 M)、次いでケンフェロ

ール、ルテオリン、アピゲニンに活性が認められ、さらにナリンゲニンとヘス

ペレチンが弱い活性を示した。しかし、 (+)-カテキン、(- )-エピガロカテキンガ

レート、そして MF には 200 M でも活性は認められなかった。  
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Table 6   Inhib itory act ivi ty of  various f lavonoids on IgE-st imulated  

degranulat ion  in RBL-2H3 cel ls   

 

－ ;  Inhib i tory act ivi ty is less than 10% at 200 M.  
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Table 7   Inhib itory act ivi ty of  various f lavonoids  

on calcium ionophore-st imulated  degranulat ion in RBL-2H3 cells   

 

－ ;  Inhib i tory act ivi ty is less than 10% at 200 M. 
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第四節 小括  

 

 スーパーオキシドアニオン消去活性については、B 環にカテコール構造を有す

る SO-1 アグリコンに活性が認められたが、B 環 4 位にグルクロン酸が結合した

SO-1 には消去活性は認められなかった。一方、同じく B 環 4 位にグルクロン酸

が結合している SO-2 および SO-3 に関しては弱い活性が認められたが（ Table 4）、

これは A 環のメチレンジオキシ基の開裂に因ると考えられる。加えて、DPPH ラ

ジカル消去活性においても同様の傾向を認めた（ Table 5）。このことから B 環の

カテコール構造が抗酸化に強く関与すること、そして A 環のメチレンジオキシ

基の開裂もその活性に関与する可能性があることが示唆され、先行研究の知見と

一致した（ 70）。また既知フラボノイドについてもスーパーオキシドアニオンや

DPPH ラジカル消去活性ともに B 環にピロガロール構造を有する (-)-エピガロカ

テキンガレートや B 環にカテコール構造を有する (+)-カテキンが強かった。これ

らの結果からラジカル消去活性では B 環のカテコール構造が最も重要であると

考え得られ、ホウレンソウ由来フラボノイドのうち、 SO-1 アグリコンはその構

造を有することで強い活性を発揮するといえる。  

この点を踏まえて、ホウレンソウ由来フラボノイドや既知フラボノイドの脱顆

粒抑制活性に関する構造活性相関を考察し、ホウレンソウ由来フラボノイドの活

性発現に特徴的な構造を Scheme 7 に示す。先行研究では脱顆粒抑制活性に関し

ても B 環のカテコール構造の重要性が報告されており、本研究で得られた結果

もその点では一致する（ Table 6,7）。さらに、本研究で見出したホウレンソウ由

来フラボノイドの活性知見を加えると B 環のカテコール構造とともに A 環 6、 7

位のメチレンジオキシ基の存在および C 環の二重結合やメトキシ基の存在が脱

顆粒抑制に重要であると示唆される。すなわち、抗原抗体刺激で同程度の強い活

性を認めた SO-1 および SO-1 アグリコンは、B 環 4 位のグルクロン酸結合の有無

がラジカル消去活性の差となり、さらに脱顆粒抑制活性の弱い SO-2 と SO-3 は、

SO-1 と B 環 4 位のグルクロン酸配糖化が共通するものの A 環 6,7 位のメチレン

ジオキシ基が開裂していることで脱顆粒抑制活性の弱さにつながると考えられ

る。従って、ホウレンソウ由来 SO-1 に関しては B 環へのグルクロニド結合は脱

顆粒抑制活性に直接関与せず、B 環のカテコール構造と A 環のメチレンジオキシ
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基が脱顆粒抑制活性に関与する重要な化学的構造であると考えられる。  

ホウレンソウ由来フラボノイドと既知フラボノイドの脱顆粒抑制活性と抗酸

化活性の構造活性相関の解析から抗酸化活性の脱顆粒抑制活性への直接的な関

連性は弱いことが示唆された。  

 

Scheme 7  S tructure-act ivi ty rela tionship  of  f lavonoid responsib le  

for the degranulat ion inhibit ion in mast  cells and basophi ls   

*J.  Food Hyg.  Soc.  Japan,  35,  497-503,  1994 

** J.  Pharmacol .  Sci. ,  92,  291-295,  2003 

***  Chem.  Pharm. Bu ll. ,  57(10) 1089 -1095,  2009 
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第六章 総括  

  

 花粉症に代表される I 型アレルギーは、先進国を中心に増加の一途を辿ってい

る。またその治療薬には副作用の懸念があり、そして治療法では患者への負担が

大きいという問題点があるため、近年は機能性食品のような食資源をアレルギー

の予防や改善に利用する動きがある。報告例として、Sugahara らによってミカン

果皮とヨーグルトを摂取することにより花粉症の改善に繋がるとされている

（ 71）。本研究では、日々の食事で予防・改善できる食物として探索を行い、有

用な化合物を見出すことを目的に研究を行った。  

第二章のホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の単離及び構造解析では、まず抗ア

レルギー作用の指標として脱顆粒抑制活性を用いた。脱顆粒抑制活性は、市販の

抗アレルギー剤のスクリーニングに汎用されている評価法で、本研究ではラット

好塩基球性白血病細胞株（ RBL-2H3 細胞）を使用し、抗原抗体刺激により細胞

から遊離される顆粒成分である  -ヘキソサミニダーゼ量を測定した。ホウレンソ

ウを含む野菜や健康茶など多様な地域農産物について探索し、その中で脱顆粒抑

制活性の認められたホウレンソウ熱水抽出物から、各種のクロマトグラフィーに

より 3 成分（ SO-1、 SO-2、 SO-3）を精製し、それぞれ NMR、MS による構造解

析を行った。3 成分ともに 3-メトキシフラボンのグルクロン酸配糖体と同定した。

いずれの化合物もホウレンソウに含有する既知化合物であったが、新規な生物活

性として脱顆粒抑制活性を有することを認めた。ホウレンソウから精製した 3

化合物のうち SO-1 に最も強い脱顆粒抑制活性を認めた。抗原抗体刺激による脱

顆粒を 50%抑制する濃度（ IC50）は  1 .85 M であり、さらに、既存の抗アレルギ

ー薬（ケトチフェンフマレートやトラニラスト）よりも強いことを認めた。一方、

SO-2 や SO-3 の脱顆粒抑制活性は弱いことから、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物

質に共通する B 環 4 位に結合するグルクロン酸は脱顆粒抑制活性に関与しない

ものの B 環カテコール構造の重要性と A 環のメチレンジオキシ基の存在が重要

であることが示唆された。また、 SO-1 から  -グルクロニダーゼ酵素処理で調製

されたアグリコンの脱顆粒抑制活性は、 SO-1 よりも高活性で、 IC5 0  は 1.47 M

であった。このことから、ホウレンソウから単離された SO-1 の作用本体はアグ

リコンであると推測される。  
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第三章では、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の脱顆粒に至るシグナル伝達経

路の作用部位に関して解析を行った。強い脱顆粒抑制活性を示した SO-1 と SO-1

アグリコンを用いて、 RBL-2H3 細胞内におけるシグナル伝達因子のリン酸化に

対する影響をウェスタンブロッティングにより解析した。その結果、いずれの化

合物ともに 1 g/ml（ SO-1;  1 .9 M, SO-1 アグリコン ;  2 .9  M）、10 g/ml（ SO-1 ; 19.2 

M, SO-1 アグリコン ;  29.0 M）でシグナルカスケードの上流に位置する 2 つの

チロシンキナーゼ（ Syk と Lyn）のリン酸化を抑制することを認めた。また時間

ごとのリン酸化 Syk、 Lyn の発現を観察した結果、長時間になると Lyn のリン酸

化の抑制活性は消失し、 Syk のリン酸化の抑制のみが認められた。 Syk は Lyn に

よる FcRI（高親和性 IgE 受容体）の 鎖のリン酸化を認識して、自己リン酸化す

る。このとからホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質 SO-1 と SO-1 アグリコンは、

FcRI のタンパク質複合体に対して影響を及ぼしていると考えられる。加えて、

脱顆粒シグナル伝達で生じる細胞内 Ca
2 +濃度の上昇をともに抑制することも明

らかにした。従って、これらの結果から、SO-1 と SO-1 アグリコンともに同一の

作用点であると推定され、細胞膜表面における抗原抗体結合部位、特に Fc  RI

に作用し、細胞内シグナル分子のリン酸化を抑制することが示唆された。  

第四章では、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の実験動物における抗アレルギ

ー作用を評価した。ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質 SO-1 と SO-1 アグリコン

を用いて、ICR 系雄性マウスにおける受動皮膚アナフィラキシー反応（ PCA 反応）

とヒスタミンまたはセロトニン惹起血管透過性亢進反応に対する抑制活性を評

価した。その結果、PCA 反応では SO-1 は 52 mg/kg で 73.5%の抑制を示し、SO-1

アグリコンは 8.5 mg/kg で 100%の抑制率を示した。特に、アグリコンの活性は

オキサトミド（ポジティブコントロール、 43 mg/kg で約 60%の抑制率）より顕

著に強かった。またヒスタミンやセロトニンによる血管透過性亢進に対する効果

も確認されたことから、これら化合物は個体レベルでも抗アレルギー活性を発揮

することが明らかになった。  

第五章では、ホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の有する抗酸化活性と脱顆粒抑

制活性との構造活性相関の比較を行った。ポリフェノール化合物には抗アレルギ

ー作用とともに抗酸化活性を有するものが知られていることから、既知のフラボ

ノイド 11 種と比較検討した。フラボノイド系グルクロン酸配糖体である SO-1
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とそのアグリコンの有する抗酸化活性については、 SO-1 はほとんど活性を示さ

ないのに対して、アグリコンは強い活性を発揮した。このことは抗酸化活性発現

にはフラボノイド B 環のカテコール構造が必須であることを示すものである。

しかし、第二章で考察した脱顆粒抑制活性に関与する A 環のメチレンジオキシ

基の重要性や第三章で示した細胞内シグナルカスケードへの関与の証明から抗

酸化活性と脱顆粒抑制活性の直接の相関はないと考えられる。ただし、既知フラ

ボノイドが抗酸化活性を介して脱顆粒抑制活性を発揮するという報告に従って、

ホウレンソウ由来 SO-1 アグリコンが NADPH オキシダーゼ関連タンパク質の膜

移行の抑制や発現抑制などを介して抗酸化性を発揮することが脱顆粒抑制活性

にも一部関与する可能性は残される。  

本研究ではホウレンソウ由来脱顆粒抑制物質の体内動態を確認できていない。

しかし、先行研究の結果からクエルセチンやケンフェロールなどのフラボノイド

は生体内でアグリコンの形で吸収され、その後グルクロン酸転移酵素により、グ

ルクロン酸抱合を受けることが知られている。またこのとき抱合を最も受けやす

い構造の部位は、A 環 7 位＞C 環 3 位＞B 環 3 位である（ 74）。加えて、 SO-1 ア

グリコンは A 環及び C 環がメチレンジオキシ基またはメトキシ基であるため、

主に B 環に対する抱合反応が起こると考えられる。そして、フラボノイドのグ

ルクロン酸配糖体が生体内の  -グルクロニダーゼで加水分解されると、A 環 7 位

>C 環 3 位 >B 環 4 位の順に影響を受けやすい（ 72,73）。このため、B 環 4 位にグ

ルクロン酸を有する SO-1 は消化管で分解を受けてアグリコンの状態で吸収され

ても生体内では再びグルクロン酸配糖体の形に戻り、局所における抗アレルギー

作用を発揮できると考えられる。つまり、 SO-1 のまま吸収されても、また分解

と抱合代謝を受けても抗アレルギー作用を発揮すると考えられる。  

このような代謝特性と化合物特性を有する SO-1 は新規な抗アレルギー作用を

有する機能性分子としてサプリメント以外にも新たな抗アレルギー薬のシーズ

としての活用が期待される。さらに、ホウレンソウから新たな、かつ有望な抗ア

レルギー物質が発見された事実は地産農産物の高付加価値化を推進するととも

に、他の有用資源の探索にも大きな推進力となり、食資源の機能性研究における

今後の展開が期待される。  
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