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アレルギー症状緩和成分を含む植物種子候補の検討
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　本研究は，患者の身体への負担を最小限に抑えたアレルギー症状緩和の成分を含む植物種子候補の検討を目的に実験

を行った．実験は，ヒト臍帯由来の血管内皮細胞にTNF-α刺激により炎症反応を起こさせた．また，食用植物種子の

熱水抽出を行い，計12種類のサンプルを作成した．これらを血管内皮細胞に投与し，炎症性サイトカインICAM―1，

IL―25，IL―33についてリアルタイムPCRで遺伝子発現を解析した．その結果，本研究で用いた植物種子抽出物サンプ

ルにより炎症性サイトカインが抑制されていること，IL―25遺伝子mRNA発現とIL―33遺伝子mRNA発現との間に相関

関係があることが分かった．特に，レタス，アオジソ，ヘチマ，トウモロコシ，コマツナ種子抽出物に炎症抑制作用が

あることが示唆された．これは，それぞれのサンプル種子に含まれるポリフェノールなどの抗酸化作用によるものだと

推察された．
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Ⅰ．緒　　言

　近年，アレルギー性疾患患者は増加傾向にある．日本
におけるアレルギー性疾患患者の全国調査報告は数少な
いが，厚生科学審議会疾病対策部会リウマチ・アレル
ギー対策委員会（2011）によると，日本人の約2人に1
人が何らかのアレルギー性疾患に罹患していることが明
らかにされており，さらに，2008年の1月から4月にか
けて行われた鼻アレルギーの全国疫学調査では，アレル
ギー性鼻炎の有病率は39.4％であったことが分かってい
る（環境省，2014）．
　アレルギー性鼻炎とは，肥満細胞上の抗原特異的IgE
抗体と抗原の架橋によってヒスタミンが放出され，く
しゃみ，鼻汁，鼻閉などの即時型反応を起こすものであ
る（原ら，2009）．また，アレルゲンと異物を認識する
マクロファージ細胞が出会い，T細胞と抗原の複合体が
でき，B細胞へ情報が送られ生まれたIgE抗体と抗原が

反応することによって有害な状態が生じるという流れが
機序として示されている（厚生労働省，2009）．
　アレルギー性疾患治療において，治療薬の副作用によ
る強い眠気が特徴的であり，これによって日常生活に支
障をきたし，QOLの低下が危惧される．また，治療薬
は決して安価なものばかりではなく，症状自体も慢性的
なもので継続した治療が必要となり，結果的に高額とな
る．それゆえ，患者が薬による副作用の影響を受けるこ
となく，最大限，身体に負担をかけずにすみ，なおかつ
私たちが気軽に手に入れられるようなアレルギー性鼻炎
治療に用いることのできる物質探求を行うことが重要で
あると考える．
　同じくアレルギー性疾患の中でも，加茂，平田，三原，
須田（Personal Communication）によるアトピー性皮
膚炎に関する先行研究では，レタス種子は炎症抑制の効
果があると示されている．そこで，この結果を基に，今
回著者らは，菊池，一志，広畑（1997）により血管内皮
細胞にTNF-α刺激を与えて炎症状態を再現した実験方
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法を参考に，食用植物種子抽出物により，アレルギー性
サイトカインにおいて炎症抑制反応が起こるのかどう
か，研究を行ったのでここに報告する．

Ⅱ．材料および実験方法

1．実験材料
　植物種子はオクラ，チンゲンサイ，ヘチマ，カイワレ，
インゲン，トウモロコシ，ニガウリ，レタス，エダマメ，
アオジソ，秋侍ゴボウ，コマツナの計12種類を用意し，
次のように調製したものを使用した．調製方法は，植物
種子を粉砕し，粉末重量の10倍量の蒸留水を加え，10
分間沸騰させた後，濾紙で濾過し，滅菌処理したものを
使用した．
　HUV-EC-C（ヒト臍帯由来正常血管内皮細胞）は国立
研究開発法人医薬基盤・健康・栄養研究所JCRB細胞バ
ンクから購入した．CS-C無血清培地キットR CS-C（株
式会社ケー・エー・シー），リアルタイムRT-PCR用プ
ライマー（タカラバイオ），TNF-α（富士フイルム和光
純薬株式会社），TrypLE Select Enzyme（1X）（Thermo 
Fisher Scientific），SuperPrep THUNDERBIRD Prob 
qPCR Set，SuperPrep Cell Lysis & RT Kit for qPCR
（TOYOBO）について購入し，また，その他の試薬はす
べて特級試薬（和光純薬株式会社）を使用した．

2．細胞培養
　ヒト臍帯由来正常血管内皮細胞は，血球計算版で細胞
数を計測した．全体で10.0x104cells/mLであった．培地
を4mL加え，全体で5mLにした．培養シャーレに25μ
Lずつアタッチメントファクター（血管内皮細胞接着剤）
を加え，吸引除去後，血管内皮細胞を一定期間37℃，
5％ CO2インキュベーターで培養した．その後，培養後
の細胞を剥離し，培地を加えた．培地で撹拌後の細胞
5mLをリザーバーに移した．リザーバーに培地をさら
に20mL加え，全体を25mLにして撹拌し，96wellマイ
クロプレート2枚に8連のピペットマンで500Cells/well
を125μLずつ入れた．同じくそのマイクロプレート2枚
に125μLずつ培地を加え，全体で250μL/wellにして培
養した．

3．TNF-α投与
　種々の濃度のTNF-α（0.02―20ng/mL）によって引き
起こる鼻粘膜上皮細胞のICAM―1mRNA発現増強は，

濃度依存性であり経時的に増強されることが報告されて
いる（白崎，2006）．それゆえ，TNF-αを用いて，実験
を行った．96mLの蒸留水に50μgのTNF-αを加え，滅
菌濾過したTNF-α溶液を以下に示すように投与した．
　培養調整したヒト臍帯由来正常血管内皮細胞に各植
物種子抽出液，カテキン（比較検討物質として使用），
蒸留水（control）をマイクロプレートに加え，24時間
インキュベートした．その後，TNF-α溶液を終濃度
20ng/mLに調整し，10μLずつ加え，5％ CO2インキュ
ベーターにおいて37℃で4時間インキュベートした．そ
の後炎症性サイトカイン測定のため，上澄み200μLを
とり，マイクロチューブに入れ，1000×g，4℃で10分
間遠心分離した．そしてその上澄みを新しいマイクロ
チューブに入れ，測定まで―20℃で冷凍保存した．

4．細胞生存率測定
　細胞生存率はCell Counting Kit―8（CCK―8，Dojindo）
を用いて測定した．サンプルを投与し4時間培養した細
胞から220μLずつ培地を抜き，PBSでマイクロプレー
トを洗った．そして，CCK―8の溶液10μLずつ気泡を発
生させないように加え，5％ CO2インキュベーターで30
分間インキュベートした．その後，マイクロプレートリー
ダー（Tecan infinite F200）を使用して450nmで吸光度
を測定した．

5．ICAM―1，IL―25，IL―33mRNAの発現測定
　今回，我々はアレルギー性鼻炎症状測定のマーカーと
して炎症性サイトカインICAM―1，IL―25，IL―33を用い
た．これは，寺木，塩原（1995）が，アレルゲンをはじ
めとする刺激により，血管内皮細胞はICAM―1をはじ
めとする様々な接着分子を発現させることを報告してい
たからである．また，神前ら（2012）は，IL―25の作用
によりTh2が優位に働くことや，IL―4をはじめとする
炎症性サイトカインの発現を亢進させるなどアレルギー
性炎症の形成に関連していることを示している．さら
に，一般的にIL―33はTh2型アレルギー性疾患の増悪因
子と考えられており（武藤，2014），IL―33の産生が促
進されることでアレルギー性鼻炎の症状は悪化すること
が報告されている．また，Haenukiら（2012）は，IL―
33がアレルギー性鼻炎発症の必須因子であることを示
した．以上のことから，コントロールの値を1としたと
き，ICAM―1，IL―25，IL―33の発現量がそれ以下であっ
た場合，炎症が抑制されたことが推察されるため，これ
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らを指標として実験を行った．
　サンプル投与による影響を炎症性サイトカイン
ICAM―1，IL―25，IL―33についてリアルタイムPCR
を用いて遺伝子発現を検討した．RNA精製キット
（SuperPrep®Cell Lysis，Toyobo）を使用し，培養細胞
から全RNAを抽出した．その後，マニュアルに従って，
qPCR用のSuperPrep®RTキット（Toyobo）を使用し，
トータルRNAを逆転写した．得られたcDNAサンプル
を希釈し，その後の定量的リアルタイムPCR（qRT-PCR）
分析のテンプレートとして使用した．
　これらの分析は，CFX96 TouchリアルタイムPCR
検出システム（Bio-Rad Laboratories）を使用して，
Thunderbird SYBR qPCR Mix（Toyobo）を使用して
実行した．
　尚，炎症性サイトカイン等に用いたプライマーの塩基
配列は以下の通りである．
Homo sapiens interleukin 33 （IL33）, transcript variant 
1, mRNA. （GenBank accession number NM_033439.3）, 
forward, GTTGCATGCCAACAACAAGGA and 
reverse, GCATTCAAATGAAACACAGTTGGAG; for 
Homo sapiens interleukin 25 （IL25）, transcript variant 
1, mRNA. （GenBank accession number NM_022789.3）, 
forward, AGTCCTGTAGGGCCAGTGAAGATG and 
reverse, GCCGGTTCAAGTCTCTGTCCA; for Homo 
sapiens intercellular adhesion molecule 1 （ICAM1）, 
mRNA. （GenBank accession number NM_000201.3）, 
forward, TGTATGAACTGAGCAATGTGCAAGA 
and reverse ,  CACCTGGCAGCGTAGGGTAA; 
and for Human 18S ribosomal RNA. （18S rRNA; 
GenBank accession number X03205）, forward, 
ACTCAACACGGGAAACCTCA and reverse , 
AACCAGACAAATCGCTCCAC.
　各遺伝子は，18S rRNAハウスキーピング遺伝子の
mRNAに対して標準化された．すなわち，特定の遺伝
子のmRNAをt＝0での18S rRNA mRNAで割った比を
1.00と定義し，t＝0に関してすべてのサンプルの比を計
算した．

6．細胞内活性酸素量測定（DCF-DA）
　細胞の酸化ストレスレベルはDCF-DA分析法で測定
した．サンプルを投与し4時間培養した細胞に10μMの
DCF-DA10μLを加え5％ CO2インキュベーターで15分
間インキュベートした．PBSでマイクロプレートを洗

い，蛍光強度（λex＝485nm，λem＝535nm）を測定した．

Ⅲ．実験結果

1．細胞生存率の測定
　本研究はヒト臍帯由来正常血管内皮細胞を用いて
TNF-α投与により，細胞数が減少していた場合，DCF-
DA，ICAM―1，IL―25，IL―33の測定に影響が出る可能性
があるため細胞数を確認した．結果はコントロールの細
胞数を100％として，図1に示す．
　オクラ，チンゲンサイ，ヘチマ，カイワレ，インゲン，
トウモロコシ，ニガウリ，レタス，エダマメ，アオジソ，
秋侍ゴボウ，コマツナにおいて有意差のある増加がみら
れた．
　この図から，使用したすべての種子でコントロールよ
り細胞生存率が高かったため，TNF-αによる細胞数へ
の影響がなかったと判断した．よって，細胞内活性酸素
量，ICAM―1，IL―25，IL―33の測定結果には影響がない
と判断した．また，各サンプルは細胞数を増加させてい
る可能性があると推察された．

図 1　細胞生存率の測定　＊p＜0.05

2．細胞内活性酸素量の測定
　植物種子抽出物の抗酸化能を用いて，アレルギー反応
によって生じる細胞内活性酸素を抑制しうることを期
待し実験を行った．結果はコントロールの蛍光強度を
100％として示し，実験サンプルの影響を図2に示す．
　有意差（p＜0.05）はなかったものの，すべてのサン
プルにおいて細胞内活性酸素量の減少がみられた．
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図 2　細胞内活性酸素量の測定

3．IL―25の測定
　コントロールにおけるIL―25の発現量を1とし，サンプ
ルの測定結果を図3に示す．
　オクラ，ヘチマ，インゲン，トウモロコシ，アオジソ，
コマツナにおいてIL―25の発現量がコントロールに比べ
て低下していたことが分かった．また，アオジソとコマ
ツナは特にIL―25の発現が抑制されており，最も発現を
抑えたのはコマツナで80.7％抑制していた．一方，コン
トロールに比べ，IL―25の産生をチンゲンサイは約10.5倍，
カイワレは約15.2倍，ニガウリは約12.3倍促進していた．

図 3　IL―25 の測定　＊p＜0.05

4．IL―33の測定
　コントロールのIL―33の発現量を1とし，サンプルの
測定結果を図4に示す．

　コントロールと比較すると，どのサンプルもIL―33の
発現量は少なく，特にオクラ，ヘチマ，インゲン，アオ
ジソ，コマツナは発現量が少なく，最も発現を抑えたの
はインゲンでほぼ100％抑制していた．これらの結果よ
り，IL―33の発現量は，すべてのサンプルにおいて抑制
されていることが分かった．また，チンゲンサイの発現
量は0.316，カイワレの発現量は0.312で，チンゲンサイ
とカイワレは発現量が他のサンプルに比べて高く，その
抑制効果は低いものと推察された．

図 4　IL―33 の測定　＊p＜0.05

5．ICAM―1の測定
　コントロールにおけるICAM―1の発現量を1とし，サ
ンプルの測定結果を図5に示す．
　コントロールと比較すると，オクラとチンゲンサイに
おいて，ICAM―1が産生されていたが，それ以外のサン
プルにおいてはICAM―1の発現が抑制されていた．最
も発現を抑えたのはカイワレで，99.9％抑制していた．

図 5　ICAM―1 の測定　＊p＜0.05
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6．細胞生存数と細胞内活性酸素量の相関関係
　細胞生存数と細胞内活性酸素量の相関関係を図6に示
す．この図から，r＝－0.459と，この結果の相関関係は
得られなかったが，コントロール値と各サンプルを比較
すると，サンプルを投与した場合，酸化ストレスが少な
いほど細胞生存数は多くなるという傾向が推察された．

図 6　細胞生存数と細胞内活性酸素量の相関関係

7．細胞生存数とIL―25の相関関係
　細胞生存数とIL―25の相関関係を図7に示す．この図
から，r＝－0.179と，この結果の相関関係は得られなかっ
た．

図 7　細胞生存数と IL―25 の相関関係

8．細胞生存数とIL―33の相関関係
　細胞生存数とIL―33の相関関係を図8に示す．この図
から，r＝－0.369と，この結果の相関関係は得られなかっ
た．

　しかしながら，コントロール値と各サンプルを比較す
ると，サンプルを投与した場合，IL―33の発現が抑制さ
れ，細胞生存数が多くなるという傾向が推察された．

図 8　細胞生存数と IL―33 の相関関係

9．細胞生存数とICAM―1の相関関係
　細胞生存数とICAM―1の相関関係を図9に示す．こ
の図から，r＝－0.028とこの結果の相関関係は得られな
かった．

図 9　細胞生存数と ICAM―1 の相関関係

10．細胞内活性酸素量とIL―25の相関関係
　細胞内活性酸素量とIL―25の相関関係を図10に示す．
この図から，r＝－0.332とこの結果の相関関係は得られ
なかった．
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図 10　細胞内活性酸素量と IL―25 の相関関係

11．細胞内活性酸素量とIL―33の相関関係
　細胞内活性酸素量とIL―33の相関関係を図11に示す．
この図から，r＝－0.13とこの結果の相関関係は得られ
なかった．

図 11　細胞内活性酸素量と IL―33 の相関関係

12．細胞内活性酸素量とICAM―1の相関関係
　細胞内活性酸素量とICAM―1の相関関係を図12に示
す．この図から，r＝0.014とこの結果の相関関係は得ら
れなかった．

図 12　細胞内活性酸素量と ICAM―1 の相関関係

13．IL―25とIL―33の相関関係
　IL―25とIL―33の相関関係について図13に示した．こ
の図から，r＝0.774と相関関係が得られ，IL―25が発現
するほどIL―33の発現量も増強することが示唆された．
（p＜0.01）この結果から，IL―25とIL―33との間の炎症
性サイトカインには，関連性があることが推察された．

図 13　IL―25 と IL―33 の相関関係

14．IL―25とICAM―1の相関関係
　IL―25とIL―33の相関関係について図14に示す．この
図から，r＝0.004と，この結果の相関関係は得られなかっ
た．
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図 14　IL―25 と ICAM―1 の相関関係

15．IL―33とICAM―1の相関関係
　IL―33とICAM―1の相関関係について図15に示す．
　この図から，r＝0.159とこの結果の相関関係は得られ
なかった．

図 15　IL―33 と ICAM―1 の相関関係

Ⅳ．考　　察

　今回の研究結果より，ICAM―1，IL―25，IL―33におけ
る発現量を総合的に検討すると，ヘチマ，インゲン，ト
ウモロコシ，アオジソ，コマツナ，レタスは炎症性サイ
トカインの発現を抑制するという結果が得られた．また，
炎症が強く起こるほどIL―25とIL―33の発現は増強され
るという森田ら（2013）によって述べられているような
結果も得られた．
　アレルギー反応の過程では，活性酸素が細胞内外にお
いて発生する．中村（2013）は，抗酸化物質について，

酸化反応を抑え，活性酸素を消去する低分子化合物と示
している．さらに，福岡，善本ら（2015）は，抗酸化剤
の投与がアレルギー性鼻炎の予防法になりうることを
述べている．抗酸化剤，すなわち植物ではその成分とし
て含まれているポリフェノール類がこの可能性がある．
Okada, Okada, Sagesaka（2010）の研究によると，乾
燥種子にもポリフェノール類が多く含まれており，これ
がTNF-αの活性を抑制する働きがあるという可能性が
示されている．また，同研究においては，今回の実験で
炎症性サイトカインの発現を抑制したレタス，コマツ
ナ，インゲンの乾燥種子について，ポリフェノール量が
豊富に含まれていることが解明されている．すなわち，
本研究においてもこれらの種子に含まれるポリフェノー
ル成分がTNF-αの活性を抑制し，炎症性サイトカイン
ICAM―1，IL―25，IL―33の産生を抑制したと推察される．
このことから，これらの種子抽出物が抗炎症効果を発揮
する可能性が示唆された．今後，ヘチマやトウモロコシ，
アオジソの植物種子に含まれるポリフェノール成分やこ
れら抗炎症作用を発揮した種子に関する成分分析がなさ
れれば，トウモロコシ，インゲン，アオジソ，コマツナ，
ヘチマの種子抽出成分の炎症抑制作用についてその機構
が解明されると推察する．また，植物種子抽出物の濃度
を変化させて投与し，遺伝子発現の解析を行えば炎症抑
制作用を最大限得られる濃度の解明も期待できる．
　加えて今回は以前愛知県立大学学生自主企画研究で発
表されたアトピー性皮膚炎におけるレタスの炎症抑制作
用の研究（Personal Communication）の結果に基づき，
アレルギー反応について研究を行ったが，今回の結果で
は，炎症性サイトカインの増強によって発現が促進され
るICAM―1や鼻で起こるアレルギーの原因とされてい
るIL―33において遺伝子発現が抑制されることが示され
た（図4）．Johnston（1996）によると，アレルギー性
鼻炎の原因は体内での化学物質ヒスタミンの放出とされ
ているが，リンゴなどの一部のポリフェノール種ではヒ
スタミンの放出を抑制していることが分かっている（神
田，2000）．また，Boldoghら（2005）によると，花粉
のNADPHオキシダーゼによって生成される酸化ストレ
スが，花粉抗原によって誘発されるアレルギー性気道炎
症を増強することも示されている．ポリフェノール類に
は抗酸化作用があり，レタス種子にもポリフェノール類
が多く含まれているため，ヒスタミン放出を抑制すると
いう作用があるものと推察され，よって，レタス種子は
アレルギー反応においても炎症抑制作用があると考える．
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　本研究では，いくつかの野菜種子の抽出成分による炎
症抑制作用の探索を行った．先述した加茂らの研究によ
ると，レタス種子抽出成分がTNF-αの産生を抑制する
との結果が出ていたため，今回はレタスの種子抽出成分
がアレルギー反応に関連しているサイトカインICAM―1，
IL―25，IL―33に対してはどのような結果を示すのかに
ついても検討を加えた．結果として，ICAM―1の炎症抑
制作用が特に高かった．しかし，その一方でレタスの種
子抽出成分はIL―25の発現を増加させていた．IL―25の
増強とアレルギー性障害に関連があるとWangら（2007）
が示しているように，一般的なアレルギー状態が起こっ
ていることを示すのはIL―25であるが，レタスにおいて
はこの遺伝子発現が増幅されていた．本研究ではアレル
ギー関連サイトカイン遺伝子のmRNAの発現を検討し
たが，このレベルの解析では植物種子抽出成分による炎
症抑制作用についての解明に限界がある．したがって，
さらに詳細に検討するために，タンパク質レベルでの遺
伝子発現の解析が必要であると考える．
　一方で，チンゲンサイ，カイワレ，ニガウリはIL―25
の産生を著しく増強させていた．特に，チンゲンサイ
はIL―33やICAM―1の発現も増強させていた．しかし，
先述したOkadaら（2010）の研究によると，チンゲン
サイは抗炎症作用が示唆されたコマツナと同程度のポリ
フェノール含有量であることから，抗酸化作用が推察さ
れる．なぜチンゲンサイは炎症性サイトカインの産生を
増強させたのか本研究ではその機序を明らかにすること
はできなかったが，炎症性サイトカインを産生する細胞
は他にもリンパ球，好中球，マクロファージなどがある
ので，血管内皮細胞に限らず，様々な細胞を用いてアレ
ルギー状態における炎症性サイトカインの産生について
検討することで，種子抽出成分による抗炎症作用の程度
の差などの解明も期待できるため，今後さらにその機構
について検討を行いたい．

Ⅴ．おわりに

　本研究の当初の目的は，アレルギー症状の早期対処の
ために，私たちの身近にあるもので炎症抑制作用のある
物質，特に食べ物を探索することであった．結果として，
一部のサンプルでは炎症抑制作用があることが明らかと
なった．今回の実験では，植物種子からの抽出物をサン
プルとして使用したが，今後さらに研究を重ね，具体的
な機序や関連する物質などを明らかにすることはもちろ

んのこと，実際の植物そのものを摂取した場合に植物種
子と同じように炎症抑制作用が起こり，アレルギー症状
を緩和できるかどうかについても解明していく必要があ
ると考える．
　また，アレルギー性疾患は，慢性的で，長い期間をか
けて患者自身，そしてその家族が向き合うものである．
だからこそ，患者の気持ちに寄り添い，症状が現れても
できるだけ患者の生活の質に影響を及ぼさず，いつも通
り過ごせるよう，看護職者は日頃のセルフケアを援助す
る必要があると考える．身近な食材を用いてアレルギー
症状の予防と緩和ができるのであれば，日々の生活に取
り入れやすく，セルフケア，つまりは予防・早期対処の
ための行動に繋がる．炎症抑制作用のあったサンプルの
加工や摂取の仕方についてなど，本研究の結果がアレル
ギー研究のさらなる発展に寄与し，アレルギー症状改善
の治療に役立てられることを期待する．
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