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through TRAIL-expressing plasmacytoid dendritic cells in mice 
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平田宗一郎

（背景・目的】脂質はエネルギー源や生体膜成分として使用されるだけではなく、脂質メデ

ィエーターとして免疫応答を含む様々な生体応答に関わることが知られている。多くの脂

質は日常的に摂取する食用油から供給されるが、その脂肪酸組成は製造に用いる原料によ

り大きく異なる。例えば、大豆油にはco6多価不飽和脂肪酸 (PUFA)であるリノール酸、亜麻

仁油にはco3PUFAである aリノレン酸、オリーブ油にはオレイン酸といった脂肪酸が豊富

に含まれている。脂肪酸の中でもro3PUFAとro6PUFAは必須脂肪酸と呼ばれ、哺乳動物の

体内では合成できないため、食事による免疫制御に大きな影響を与える可能性が提唱され

ている。これまでに当研究室では、ニワトリ卵白アルブミンをアレルゲンに用いた食物アレ

ルギーマウスモデルを用いた解析から、 co3PUFAである aリノレン酸を多く含む亜麻仁油

の摂取により食物アレルギーを抑制可能であることを報告している (Kunisawa,J. et al. Sci. 

Rep. 2015)。さらに質量分析技術を用いたリヒ°ドミクス解析により、亜麻仁油による食物ア

レルギーの制御因子は、 co3PUFAであるエイコサペンタエン酸 (EPA)由来の代謝物の一つ

である 17,18ーエポキシエイコサテトラエン酸 (EpEIB)であることを見出した。引き続き行

った研究から、 17,18-EpEIBは皮膚炎に対しても有効であることをマウスやカニクイザルを

用いた接触皮膚炎モデルから明らかにしている (Nagatake,T. et al. J. Allergy Clin. Immunol. 

2018)。また最近ではEPAだけではなく、 EPAの脂肪酸鎖長が伸長されたドコサペンタエン

酸 (DPA)、さらに不飽和化が進んだドコサヘキサエン酸 (DHA)由来の代謝物が抗炎症活性

を持っていることが報告されつつあり、各脂質代謝物が持つ機能の解明と創薬シーズの開

発が期待されている。一方で複数のコホート研究により、母乳中のco3PUFAが乳幼児アレ

ルギーの発症を抑制する可能性が示唆されているが、因果関係の有無やメカニズムについ

ては明らかとなっていない。そこで本研究では、母体が摂取するco3PUFAによる仔マウス

の皮膚アレルギー制御とその作用機序を明らかにすることを目的とする。

【方法・結果】 co3PUFAが豊富な亜麻仁油もしくは通常の市販餌に用いられるco6PUFAが

豊富な大豆油を含む餌で飼育したマウスから生まれてきた仔マウスに対する接触皮膚炎の

症状を解析した。ジニトロフルオロベンゼン (DNFB)をアレルゲンとして腹部皮膚へ感作、

耳介皮膚へ惹起した際に誘導される耳介皮膚の腫れを測定したところ、亜麻仁油群では耳

の腫れが抑制されていた。接触皮膚炎は DNFBのようなハプテンに暴露された皮膚中の樹

状細胞により、ハプテン特異的な CD8陽性T細胞が活性化され、 IFN-yが産生されること

により表皮に細胞間浮腫が引き起こされるアレルギー疾患である。また CD8陽性T細胞を

活性化する細胞として、樹状細胞、好中球やマクロファージが関与することが報告されてい

る。一方でCD8陽性T細胞の活性化を抑制する制御性T細胞や形質細胞様樹状細胞のよう

な免疫寛容性の細胞も報告されている。そこでこれらの免疫細胞の数や分布、機能分子の発

現をフローサイトメトリー解析や定量PCR法にて検討したところ、亜麻仁油群では接触皮

膚炎増悪の主要な役割を担う皮膚中の IFN-y産生 CD8陽性 T細胞が減少していた。さらに

過去の報告から CD8陽性 T細胞の活性化を抑制しうる候補分子の発現を検討したところ、

これまでに CD8陽性T細胞のアポトーシスや活性化の阻害を誘導することが示されている

証関連アポトーシス誘導リガンド (TRAIL)分子の発現が、亜麻仁油群の皮膚中に存在す

る形質細胞様樹状細胞 (pDC)において上昇していた。また TRAIL阻害抗体の投与により、

亜麻仁油による接触皮膚炎の抑制効果がキャンセルされたことから、母体亜麻仁油摂取に

よる仔マウス接触皮膚炎の抑制効果は、 pDCにおける TRAILの発現誘導を介していること

が示唆された。次に里子実験により出産直後に親子を入れ替えたところ、亜麻仁油群の母マ



ウスに大豆油群の仔マウスを哺乳飼育させることにより、仔マウス皮膚中の pDCにおける

TRAILの発現誘導を伴う接触皮膚炎の抑制が観察された。よって母体亜麻仁油摂取による

仔マウス接触皮膚炎の抑制効果は、母乳中因子が重要であることが示唆された。そこで母乳

中のco3PUFAを高速液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置 (LC-MSIMS)により測

定したところ、亜麻仁油群ではDPAが多く検出された。そこでDPAの抗アレルギー効果を

検証する目的で、 DPAを仔マウスヘ腹腔内投与したところ、予想に反し仔マウスでの接触

皮膚炎は抑制されなかった。一方で、大豆油で飼育した母体へDPAを腹腔内投与すること

により、仔マウス pDCにおける TRAILの発現誘導を伴う接触皮膚炎の抑制が認められたこ

とから、母体で産生される DPA由来代謝物が、仔マウス接触皮膚炎抑制因子である可能性

が示唆された。そこで仔マウス血清中のDPA由来代謝物をLC-MS/MSにより測定したとこ

ろ、亜麻仁油群ではDPAの12-lipoxygenase(12-LOX)代謝物である 14-HDPAが特徴的に検

出された。次にリコンビナントの 12-LOXとDPAを反応させ脂質画分を抽出した 14-HDPA

を含むDPAの14-lipoxygenation代謝物は、 invitroにてヒト pDC株における TRAILの発現
を直接顕著に上昇させた。そこで次に 14-HDPAが母乳で産生されるメカニズムを検証する

ため、授乳期乳腺における脂肪酸代謝酵素の mRNA発現レベルを定量 PCR法にて検討し

た。一般に脂肪酸代謝が盛んな臓器として知られている肝臓をコントロールとして授乳期

乳腺と比較したところ、授乳期乳腺においては、 EPAからDPAへと変換するElov/5mRNA

の発現が肝臓と比較して高い一方で、 DPAの鎖長を伸長しテトラコサペンタエン酸へと代

謝する酵素である Elov/2mRNAの発現レベルは顕著に低かった。また DPAから 14-HDP4.

を産生する 12-LoxmRNAの発現は授乳期乳腺と肝臓で同等であった。よって授乳期乳腺で

は肝臓と比較してDPAと14-HDPAを中心とする 14-lipoxygenation代謝物が産生、蓄積しや

すい臓器であることが示唆された。

【結論】母体が亜麻仁油を摂取することにより、乳腺における酵素環境により母乳中にDPA

が蓄積すると共に 14-HDPAなどの 14-lipoxygenation代謝物が産生される。これら DPAの

14-lipoxygenation代謝物は母乳を介して仔マウスヘ移行し、皮膚中の pDCにおける TRAIL

の発現を上昇させ、 IFN-y産生CD8T細胞を減少させることで、接触皮膚炎を抑制すると考

えられた。これらの知見は母子栄養を介した乳幼児アレルギーの制御において、有用な基礎

的情報であり、新たな乳幼児アレルギー予防・改善法の開発につながると期待される。
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要旨

脂質はエネルギー源や生体膜成分として使用されるだけではなく、脂質メディエーターとして免

疫応答を含む様々な生体応答に関わることが知られている。多くの脂質は日常的に摂取する食用油

から供給されるが、その脂肪酸組成は製造に用いる原料により大きく異なる。本研究では、母体が

摂取するro3PUFAによる仔マウスの皮膚アレルギー制御とその作用機序を明らかにすることを目的

とする。

ro3 PUFAが豊富な亜麻仁油もしくは通常の市販餌に用いられるro6PUFAが豊富な大豆油を含む餌

で飼育したマウスから生まれてきた仔マウスに対する接触皮膚炎の症状を解析した。ジニトロフル

オロベンゼン (DNFB)をアレルゲンとして腹部皮膚へ感作、耳介皮膚へ惹起した際に誘導される耳

介皮膚の腫れを測定したところ、亜麻仁油群では耳の腫れが抑制されていた。接触皮膚炎は DNFB

のようなハプテンに暴露された皮膚中の樹状細胞により、ハプテン特異的なCD8陽性T細胞が活性

化され、IFN一ッが産生されることにより表皮に細胞間浮腫が引き起こされるアレルギー疾患である。

またCD8陽性T細胞を活性化する細胞として、樹状細胞、好中球やマクロファージが関与すること

が報告されている。一方でCD8陽性T細胞の活性化を抑制する制御性T細胞や形質細胞様樹状細胞

のような免疫寛容性の細胞も報告されている。そこでこれらの免疫細胞の数や分布、機能分子の発

現をフローサイトメトリー解析や定量PCR法にて検討したところ、亜麻仁油群では接触皮膚炎増悪

の主要な役割を担う皮膚中の IFN~産生 CD8 陽性 T 細胞が減少していた。さらに過去の報告から CD8

陽性T細胞の活性化を抑制しうる候補分子の発現を検討したところ、これまでにCD8陽性T細胞の

アポトーシスや活性化の阻害を誘導することが示されている TNF関連アポトーシス誘導リガンド

(TRAIL)分子の発現が、亜麻仁油群の皮膚中に存在する形質細胞様樹状細胞 (pDC)において上昇

していた。またTRAIL阻害抗体の投与により、亜麻仁油による接触皮膚炎の抑制効果がキャンセル

されたことから、母体亜麻仁油摂取による仔マウス接触皮膚炎の抑制効果は、 pDCにおける TRAIL

の発現誘導を介していることが示唆された。次に里子実験により出産直後に親子を入れ替えたとこ

ろ、亜麻仁油群の母マウスに大豆油群の仔マウスを哺乳飼育させることにより、仔マウス皮膚中の



pDCにおける TRAILの発現誘導を伴う接触皮膚炎の抑制が観察された。よって母体亜麻仁油摂取に

よる仔マウス接触皮膚炎の抑制効果は、母乳中因子が重要であることが示唆された。そこで母乳中

のro3PUFAを高速液体クロマトグラフィータンデム質量分析装置 (LC-MS/MS)により測定したとこ

ろ、亜麻仁油群ではDPAが多く検出された。そこでDPAの抗アレルギー効果を検証する目的で、 DPA

を仔マウスヘ腹腔内投与したところ、予想に反し仔マウスでの接触皮膚炎は抑制されなかった。一

方で、大豆油で飼育した母体へDPAを腹腔内投与することにより、仔マウス pDCにおける TRAILの

発現誘導を伴う接触皮膚炎の抑制が認められたことから、母体で産生される DPA由来代謝物が、仔

マウス接触皮膚炎抑制因子である可能性が示唆された。そこで仔マウス血清中の DPA由来代謝物を

LC-MS/MSにより測定したところ、亜麻仁油群ではDPAの12-lipoxygenase(12-LOX)代謝物である

14-HDPAが特徴的に検出された。次にリコンビナントの 12-LOXとDPAを反応させ脂質画分を抽出し

た 14-HDPAを含む DPAの 14-lipoxygenatio-n代謝物は、 invitroにてヒト pDC株における TRAIL

の発現を直接顕著に上昇させた。そこで次に 14-HDPAが母乳で産生されるメカニズムを検証するた

め、授乳期乳腺における脂肪酸代謝酵素の mRNA発現レベルを定量PCR法にて検討した。一般に脂

肪酸代謝が盛んな臓器として知られている肝臓をコントロールとして授乳期乳腺と比較したとこ

ろ、授乳期乳腺においては、 EPAから DPAへと変換する Elov15mRNAの発現が肝臓と比較して高い

一方で、 DPAの鎖長を伸長しテトラコサペンタエン酸へと代謝する酵素である Elov12mRNAの発現

レベルは顕著に低かった。またDPAから 14-HDPAを産生する 12-LoxmRNAの発現は授乳期乳腺と肝

臓で同等であった。よって授乳期乳腺では肝臓と比較して DPAと 14-HDPAを中心とする

14-lipoxygenation代謝物が産生、蓄積しやすい臓器であることが示唆された。

本研究は、母体が摂取する(03PUFAによる仔マウスの皮膚アレルギー制御に関する作用機序を解析

した研究であり、重要な知見を得たものとして価値ある集積であると認める。よって、本研究は、

博士（医学）の学位を得る資格があると認める。




