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ニッポンハム食の未来財団 2020 年度個人研究助成 研究完了報告書 

 

研究結果要約 

本研究では、健康で幸せな食生活を営み、多くの人々が食を楽しむことを可能とすることを目的

として、食物アレルギーの予防・治療に有効な食品成分の探索研究を行うこととした。腸管におけ

る免疫寛容を担う免疫細胞である制御性 T細胞を分化制御する核内受容体NR4A2/RXRをターゲッ

トとして、これらに作用する食品由来成分の探索をおこなった。まず、奄美・沖縄由来の植物エキス

を作成し、1200 種類ほどのエキスを作成した。これらと食品由来の素材を多く含む生薬エキスライ

ブラリー150 種類について、作成した NR4A2/RXR の活性化評価系でスクリーニングした。その結

果、いくつかのエキスで NR4A2/RXR の活性化を見出した。その中で、これまでの研究から RXR に

作用する成分を見出しているホウノキの樹皮コウボクと、マメ科植物の根茎サンズコンに活性があ

ることから、それらの成分に関して評価をおこない、ホーノキオールおよびプレニルフラボノイド

3 種類にアゴニスト活性が確認された。さらに、ナイーブ T 細胞を用いた制御性 T 細胞への分化促

進を評価したところ、ホーノキオールおよびプレニルフラボノイド 2 種類に分化促進効果が見られ

たが、プレニルフラボノイドの 1 種類に関しては逆に抑制効果が確認された。今後、実験動物を用

いた有効性の評価や、これら以外の食品由来素材の持つ詳細な有用性についても評価していきたい
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と考えている。 

研究目的 

食は人々の生活で重要な部分を占めており、健康的な食生活や食を楽しむことで人々の生活にお

ける QOL は大幅に向上すると考えられている。一方、食物に対するアレルギーを有する人は、食べ

物の種類の制限や、アレルギー物質が入っていないかなどを恐れながら食事を行うことになり、旅

行や外食などを友人などと充分に楽しむことができない状況が多く存在する。集団生活を営む上で

食物アレルギーが引き起こす問題は疾患というもの自体よりも、精神的な面での影響が大きく、特

に集団行動を多くおこなう子供にとって重要な問題であり、不登校などにつながる原因ともなるよ

うな社会問題にもなっている。そこで本研究では、健康で幸せな食生活を営み、多くの人々が食を

楽しむことを可能とすることを目的として、食物アレルギーの予防・治療に有効な食品成分の探索

研究を行うことを考えた。ターゲットとしては、腸管における免疫寛容を担う免疫細胞の１つであ

る制御性 T 細胞（Treg）を分化制御するというメカニズムで、食品成分の探索をおこないたいと考

えた。腸管免疫に関して、発展途上国における栄養不足による感染症や下痢症状による子供の死亡

を、ビタミン A の摂取により大幅に防ぐことができるようになったということが知られている。1)

このビタミン A の活性本体であるレチノイン酸が、腸管へのリンパ球のホーミング作用を促進して

いることや、免疫寛容に関わる制御性 T 細胞への分化を促進するなどの作用が報告 1,2)されている。

また、このレチノイン酸は核内受容体の retinoic acid receptor(RAR)や retinoid X receptor(RXR)に

作用してその生理作用を示すことも報告 3)されている。さらに、他の核内受容体である NR4A2 が制

御性 T 細胞への分化誘導に重要であるという報告 4)もあるが、この NR4A2 に関しては核内受容体

のグループに属しているが、リガンドポケットがふさがっており、リガンドが存在しない核内受容

体という特徴がある。そこで、様々な核内受容体とヘテロダイマーを形成し、その転写活性を補助

する役割を持つ核内受容体RXRとリガンドポケットのないNR4A2とのヘテロダイマーをターゲッ

トとすることにより、制御性 T 細胞への分化制御が可能な食品由来の成分を探索することとした。 
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研究計画及び研究手法 

① 核内受容体 NR4A2/RXR のヘテロダイマー活性化評価系の作成およびスクリーニング 

GAL4 融合タンパクとして核内受容体 NR4A2 をクローニングし、さらに RXR についてもクロー

ニングを行い、GAL4 結合配列をプロモーターに持つレポータープラスミドを用いたルシフェラー

ゼアッセイ系を作成した。このアッセイ系は図 1 に示したように、ルシフェラーゼ活性を示す GAL4

結合配列に結合できるのは NR4A2 のみであり、RXR は GAL4 融合タンパクでないことから直接の

結合はできない。したがって、このアッセイ系ではプロモーター配列に NR4A2 タンパクが結合し、

ヘテロダイマーとして RXR が NR4A2 に結合したうえで、RXR に転写活性化を促すリガンドが結

合しなければルシフェラーゼ活性の活性化は生じないという評価系となっている。この

NR4A2/RXR ヘテロダイマーを活性化することができると報告 5)がある化合物 XCT0135908 を評価

系のポジティブコントロールとして使用するが、この化合物は市販されていない化合物であり、研

究協力者の湘南医療大学薬学部の片川准教授が有機合成したものを使用している。スクリーニング

に使用したエキス濃度は 100 µg/mL である。 

 

② 探索資源の準備 

ヘテロダイマー活性化検出実験
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本研究では、食品由来の制御性 T 細胞分化制御物質の探索を目的としているが、その探索資源と

して１つはこれまでの研究で使用してきた生薬エキスライブラリー（メタノール抽出物）を利用す

ることとした。生薬には生姜や山椒、シナモン、シソ、ハッカ、人参など食品として用いられる素材

を多く含むことが知られており、さらに生薬として市販されているものに関しては、規程がありロ

ット間での成分の違いが比較的少ないとされているため、研究としての再現性をとる必要があると

いう点で優れた探索資源である。さらに本研究では、沖縄産の植物エキスと奄美産の植物エキスを

作成し探索資源として利用することとした。この計画は当初の計画から少し外れた内容となるが、

幅広く食品として利用できる素材を増やすという意味では、本研究の研究内容に含まれる。この植

物エキス（80％メタノール抽出物）は他大学の薬学部の研究者と協力して作成し、将来的に日本全

国の特徴的な植物などの有効利用にも使用することを目的とし、採取した植物の標本や採取場所の

GPS データを保管することにより、研究の発展により再度植物が必要となった場合に入手すること

ができるようにしたものである。既に採取は完了しており、抽出エキスの作成と保存を実施した。 

 

③ ナイーブ T 細胞から制御性 T 細胞への分化制御実験 

制御性 T 細胞で特異的に蛍光タンパク EGFP を発現するトランスジェニックマウスを利用し、脾

臓より採取したリンパ球を抗体の結合した磁気ビーズを用いて、ナイーブ T 細胞を分離精製し、in 

vitro での制御性 T 細胞への分化誘導条件（CD3ε抗体、CD28 抗体、TGFβ刺激）に化合物などを

添加し、3 日後の制御性 T 細胞への分化誘導割合をフローサイトメーターで Foxp3-EGFP 発現細胞

（制御性 T 細胞細胞）の割合で評価した。 

 

当初の研究計画では食物アレルギーモデルを用いて有効性の解析をおこなう計画にしていたが、

新型コロナウイルス感染の全国的な流行などにより、研究活動の自粛や感染時の対応などのために、

途中で実験を止めることができない動物モデルの実験に関しては保留とすることとした。探索研究

や in vitro 解析を中心とする実験をすすめ、有用な食品素材などが見出されたものに関して、将来

的に動物モデルでの有効性解析を実施していきたいと考えている。 
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結果と考察 

奄美産および沖縄産植物エキス約 1200 種類を作成し、以前より所持している生薬エキス約 150

種類とともに探索資源とするエキスライブラリーとした。核内受容体 NR4A2 をクローニングし、

GAL4 融合タンパクとして発現するように発現ベクターに導入した。また、NR4A2 とヘテロダイマ

ーを形成する RXR についても RXRαおよび RXRγをクローニングし、発現ベクターに導入した。

この GAL4-NR4A2、RXR の発現プラスミドと GAL4 結合配列をプロモーターに持つルシフェラー

ゼレポータープラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェクションし、そのアゴニスト活性を評価

するアッセイ系とした。アッセイ系のポジティブコントロールとして、NR4A2/RXR ヘテロダイマ

ー活性化の報告がある XCT0135908 を用いたところ、充分な活性化が評価できなかったため、

XCT0135908 の論文報告を参考に、NR4A2 に関してリガンド結合ドメイン（LBD）だけをクロー

ニングしたものを GAL4 融合タンパクとして発現ベクターに導入した。その結果、充分な濃度依存

的な活性化が検出されたことから、このアッセイ系を用いてスクリーニングをおこなうこととした。

このポジティブコントロールとして使用する XCT0135908 という化合物は、いくつか論文報告され

ているが市販されていない化合物であり、研究協力者である湘南医療大学薬学部の片川准教授が有

機合成で作成したものであるが、本研究報告書においては詳細な合成スキームなどは省略すること

とする。次に、奄美・沖縄産植物エキスの作成に時間がかかるため、このアッセイ系を利用して既に

所有している生薬エキスライブラリーを使用して、NR4A2LBD/RXR の活性化をスクリーニングし

た。その結果、活性を有する生薬エキスとしてコウボク（厚朴）、シュクシャ（縮砂）サンズコン（山

豆根）の３つのエキスに活性を見出した。コウボクはモクレン科のホオノキの樹皮であり、ネオリ

グナンと呼ばれる特徴的な成分を含有する植物である。また、ホオノキの葉は岐阜県飛騨高山方面

で朴葉（ほおば）味噌として郷土料理に使用されている。シュクシャはショウガ科の植物の種子で

あり、主に精油成分を含有する。サンズコンはマメ科サンズコンの根および根茎であり、ポリフェ

ノールであるフラボノイドなどが含有されている。これらは、ショウガ科やマメ科などであり、食

品としての利用がされているか厳密には分からないが、食品として摂取されているものと類縁の植
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物由来のものである。この 3 つのうちコウボクとサンズコンに関しては、これまでに我々のグルー

プで核内受容体 RXR に作用する成分が含有されていることを明らかにしている。しかし、これまで

の研究で明らかにしてきた効果は、脂質代謝や糖代謝などを促進する異なる核内受容体とのヘテロ

ダイマー活性化に関する内容であり、制御性 T 細胞の分化に関わる NR4A2/RXR ヘテロダイマーに

ついての解析はおこなったことがなかった。そこで、コウボクとサンズコンに含有される RXR リガ

ンドであるネオリグナン（ホーノキオール：HK）とプレニルフラボノイド（SPF1-3）について、ル

シフェラーゼアッセイを用いて、NR4A2/RXR ヘテロダイマー活性化を評価した。まずは、RXRα

とのヘテロダイマー活性化を評価したところ、濃度依存的な活性化が確認されたが、アッセイ系の

感度があまり高くない結果となった。次に、RXRγとのヘテロダイマーを利用したアッセイ系で評

価したところ、RXRαの時よりもより感度が高く濃度依存的な活性化が確認された。また、その活

性を比較したところ、ネオリグナンよりプレニルフラボノイドのほうがより強い活性を示す結果が

得られたが、この結果はこれまでに他の核内受容体とのヘテロダイマーで確認した結果と相関して

いる結果となった。つぎに、これらの成分に関してナイーブ T 細胞から制御性 T 細胞への分化促進

活性を評価することとした。ここでは、制御性 T 細胞だけで蛍光タンパク EGFP を発現するように

遺伝子組換えされたトランスジェニックマウスを利用して、制御性 T 細胞への分化誘導割合をフロ

ーサイトメーターで解析することとした。マウスの脾臓を採取し、抗体と磁気ビーズを利用したマ

ウスナイーブ CD4+ T 細胞精製キットを利用し、ナイーブヘルパーT 細胞を単離精製し、制御性 T

細胞への分化誘導条件（CD3ε抗体、CD28 抗体、TGFβ刺激）に前述の活性成分を添加し、3 日ほ

ど in vitro で培養した後、フローサイトメーターで解析した。その結果、ホーノキオール(HK)およ

びプレニルフラボノイド 2 種類(SPF-1、SPF-2)で制御性 T 細胞への分化促進活性が見られた。しか

し、プレニルフラボノイドのうちの 1 種類(SPF-3)に関しては、逆に抑制活性を示す結果が得られた。

これらの結果より、核内受容体 NR4A2/RXR を用いたレポ-ターアッセイだけでは充分な解析ができ

ないため、ある程度絞り込んだところで実際の制御性 T 細胞への分化促進活性を評価する必要があ

ると考えられた。また、これらの解析を進めることと同時に、完成した奄美・沖縄産植物エキスの
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NR4A2/RXR ヘテロダイマー活性化のスクリーニングを実施した。生薬エキス成分の解析の際に

RXRγとのヘテロダイマーのほうがより感度が高い結果が得られていたことから、こちらのスクリ

ーニング系では RXRγとのヘテロダイマーを用いて実施した。結果の図に示すようにポジティブコ

ントロールである XCT0135908 と比較すると活性は低くなるが、いくつかの植物エキスにおいて活

性を持つ植物エキスが存在することがあきらかとなった。今後、これらの植物に含有される活性成

分を明らかにしていきたいと考えている。さらに、これらの植物エキスに関しては、RXR を介した

他のヘテロダイマー活性化も考慮して活性成分を明らかにすることができるように、RXR リガンド

結合ドメインを GAL4 融合タンパクとして導入したアッセイ系も作製し、そのスクリーニングも実

施済みである。本研究において、多くの植物エキスを作成することができ、食物アレルギーへの改

善・予防を目指した制御性 T 細胞誘導に利用できる成分の探索をおこなうことができた。しかし、

今回おこなった実験内容はあくまで in vitro での核内受容体ヘテロダイマー活性化の評価と、一部

の成分の制御性 T 細胞分化誘導の評価である。食品としてその有効性が発揮されるには、生体への

吸収・代謝などの影響も含めた解析が必要であり、さらに腸管での制御性 T 細胞の抑制活性が発揮

されることが重要である。今回の研究期間では、新型コロナウイルスの流行という社会情勢により

実験時間の縮小などから実施することができなかったが、食物アレルギーモデルを使った動物実験

での有効性をさらに評価する必要があると考えられる。また、NR4A2/RXR のヘテロダイマーをタ

ーゲットとした研究をおこなってきたが、他の核内受容体とのヘテロダイマー活性化による副作用

などが存在しないかという解析も動物モデルでおこなう必要がある。特に、我々の過去の核内受容

体研究では、LXRα/RXR のヘテロダイマーを活性化すると、肝臓における脂肪酸合成を活性化し、

脂肪肝を発症するといった副作用が存在するため、そのような副作用についても確認が必要である。

また、レチノイン酸受容体である RAR との RAR/RXR ヘテロダイマーを活性化することで、制御性

T 細胞への分化誘導を大きく促進するという報告もあるので、そちらを介した効果の併用も期待さ

れるが、ビタミン A に関しては過剰摂取による催奇形性をはじめとした副作用が存在するので、副

作用に関する注意も必要である。研究期間内での成果発表はできなかったが、今後これらの研究で
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得られた研究成果に関して、学会における成果発表（日本生薬学会、日本薬学会、食品免疫学会な

ど）をおこなうとともに、学術論文としても論文発表していきたいと考えている。 
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10 nM 100 nM 10 µM1 µM

TGFβ(ｰ) CTRL

HK

SPF1

SPF2

SPF3

XCT

Foxp3-EGFP

2.0％ 48.5％

48.7％ 49.5％ 55.2％ 68.5％

56.4％63.2％51.6％50.4％

49.4％ 51.1％ 58.3％ 63.0％

21.3％46.6％47.4％50.8％

48.6％ 47.1％ 47.9％ 61.5％

マウスの脾臓より採取精製したナイーブT細
胞を用いて、制御性T細胞への分化誘導条件
（CD3ε抗体、CD28抗体、TGFβ 刺激）により
3日間培養し、制御性T細胞（Foxp3-EGFPの
発現細胞）の割合をFACSで測定した。

423Journal of Natural Medicines (2019) 73:419–430  

1 3

Results

Inhibitory e ects of RXR agonists 
on proin ammatory cytokine production

To investigate whether SPF1 and SPF2 had anti-inflam-

matory effects (Fig. 1), we examined the effects of SPF1 

and SPF2 on LPS-stimulated interleukin (IL)-1  mRNA 

induction in RAW 264.7 cells. Pretreatment of RAW 264.7 

cells with 10 µM SPF1 reduced the level of IL-1  mRNA 

induced by LPS (Fig. 2a). W hen RAW 264.7 cel ls were 

treated with increasing concentrations of SPF1 for 8 h, 

SPF1 reduced the level of IL-1  mRNA in a concentra-

tion-dependent manner (Fig. 2b). Similarly, 10 µM SPF2 

and 10 µM BEX reduced IL-1  mRNA levels significantly, 

whereas SPF3— which does not exert agonistic effects on 

RXR despite having a similar structure to SPF1 and SPF2 
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今後の研究活動について 

今回は、核内受容体 NR4A2 と RXR にターゲットを絞った研究を行ったが、RXR に関しては他

の核内受容体とのヘテロダイマーを活性化することから、副作用として脂質代謝や糖代謝などへの

影響などがないかといったことも調べていく必要があると考えている。さらに、in vitro での解析と

吸収や代謝などが影響する in vivo での有効性には大きな差が出てくると考えられる。この点に関し

ては食品として効果的なものをターゲットとしており、短期的な摂取ではなく、長期的に摂取する

ことによって体質改善を含め、食物アレルギー改善・予防効果を期待するものであることから、餌

に混ぜ込むなどの実験動物への長期的な投与での有効性を評価するような実験を今後おこなってい

くべきであると考えている。また、本研究で行った制御性 T 細胞の分化制御に関わる核内受容体に

作用する食品由来成分の探索に関しては、無数にある食品となりうる植物エキスのうちの一部であ

り、まだまだ多くの探索素材が存在する。しかし、多くの素材の活性評価だけでは不十分であり、そ

の活性成分の単離精製、成分レベルでのアレルギー抑制効果の検討などが進める必要がある。しか

し、このスクリーニングから単離精製・有効性解析までを単独の研究者によっておこなっていくに

は、実験量的に難しいため、今回の研究結果を１つの例として、単離精製を専門とする研究者や有

効性解析を専門とする研究者と研究結果を共有し、共同研究として広く食物アレルギーの改善・予

防につながる食品の開発に発展させていきたいと考えている。将来的には、医学部の臨床講座など

とも連携し、ヒトなどを対象とした臨床研究に発展させ、研究成果を広く社会に還元していきたい。 
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