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第１章 序論 

 

1.1. 接触過敏症動物実験系 

接触皮膚炎は，外来性の刺激物質や接触アレルゲン（ハプテン）が皮膚に接触して生

じた湿疹性の炎症反応と定義され，一次刺激性接触皮膚炎（irritant contact 

dermatitis; ICD）とアレルギー性接触皮膚炎（allergic contact dermatitis; ACD）

に大別される。ICDは，皮膚に接触した刺激物質が角層の障害部位から侵入して角化細

胞を刺激して惹起する炎症と考えられている。ACD は，Ⅳ型遅延性アレルギーの一種で

あり，職業的な皮膚病の主因となっている。ACDの発症には，ハプテンを捕獲した抗原

提示細胞が所属リンパ節に遊走し抗原情報を Tリンパ球に伝えて感作リンパ球が誘導

される感作相と，感作成立後にハプテンが再び接触することにより感作 T細胞が活性化

されて表皮に炎症をおこす惹起相があるとされる 1-4)。 

ACDの研究において，マウスを用いた接触過敏症（contact hypersensitivity; CHS）

は，よく使用されるモデル動物実験系である 5,6)。ハプテンとして，ジニトロフルオロ

ベンゼン（dinitrofluorobenzene; DNFB)，トリニトロクロロベンゼン

（trinitrochlorobenzene; TNCB)，オキサゾロン（oxazolone），フルオレセインイソチ

オシアネート（fluorescein isothiocyanate; FITC)などの自己タンパク質と化学的に

反応性の高い有機低分子が用いられる。実験系では，まず，有機溶媒とオリーブ油に溶

かしたハプテンを除毛したマウスの胸部に塗布する（感作相）。5-７日後に，耳介に同

じハプテンをチャレンジすると炎症が惹起される（惹起相）。このアレルギー性の炎症

による耳介の腫れは，24-48時間後をピークとして観察される。この耳介の腫れの程度

を指標として CHS 評価が行われる 7-13)。 

 

1.2. 大豆の免疫疾患抑制効果 

大豆は，アジアで数千年間食べられてきた主要な作物の一つであり，イソフラボン

（soy isoflavone; SI），サポニン，ステロール，リグナンなどの植物性化学物質を含



 

2 

 

んでいる。伝統的大豆食品には，様々な疾患に対する効果が知られている 14,15)。また，

最新の臨床研究から，大豆食品または SIには，乳がんや子宮がんなどのがん 16)，心筋

梗塞 17)，骨粗鬆症 18)，更年期障害の軽減に対する効果 19)が報告されている。 

大豆に含まれる SI のアグリコンの主成分はゲニステイン，ダイゼイン，グリステイ

ンであり，ほとんどが配糖体として存在している。SI は，配糖体のままでは吸収され

ず，グリコシダーゼの作用でアグリコンとなり体内に吸収される 20)。そのため，腸内細

菌のグリコシダーゼが，SI の吸収に重要な役割を果たしていると考えられている。大

豆には，12 種類の異性体が含まれており，3種類のアグリコン（ゲニステイン，ダイゼ

イン，グリステイン），3 種の配糖体（ゲニスチン，ダイジン，グリシチン），3 種類の

マロニル化配糖体（マロニルゲニスチン，マロニルダイジン,マロニルグリシチン），3

種類のアセチル化配糖体(アセチルゲニスチン, セチルダイジン,アセチルグリシチン)

がある。大豆に含まれる SI をアグリコンに換算すると，ゲニステイン，ダイゼイン，

グリステインがそれぞれ 50%，40%，10%の比率となる 21)。 

モデル動物実験系を用いた実験によるSIの免疫疾患抑制効果が，報告されている 22-24）。

ゲニステイン投与には，遅延型過敏症（delayed-type hypersensitivity; DHS）の抑制

効果が示された 25,26)。大豆食品と SI の摂取は，アレルギー性鼻炎を軽減し，喘息に効

果があることが報告されている 27.28)。SI とゲニステイン摂取は，オボアルブミン誘導

気管支炎を軽減させ好中球の浸潤を抑制する効果があることが，マウスを用いた喘息モ

デルで示された 29）。喘息患者において，SI 摂取により好酸球におけるロイコトリエン

C4の産生と気管支炎の減少が報告されている 30)。さらに，マウスを用いたモデル動物実

験系で，オボアルブミン特異的免疫反応の抑制 31)，大豆発酵食品のピーナツアレルギー

緩和作用 32)，ゲニステインとダイゼイン摂取によるデキストラン硫酸による大腸炎の抑

制 33)が報告されている。しかしながら，大豆もしくは SIの免疫系疾患に対する利用研

究は，ヒトではほとんど進んではおらず，モデル動物実験系を用いた研究も限られてい

るのが現状である 22）。 
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1.3. ザクロポリフェノールの健康増進効果 

ザクロ（Punica granatum L.）は，中東，地中海地域，中国，米国など広い地域で生

産されており，主に果実やシュースとして消費されている。ザクロジュースは，オレン

ジ，ブドウ，グレープフルーツ，リンゴなどの他のジュースと比べてより多くのポリフ

ェノールを含んでいること，抗酸化活性が最も高いなどの特徴がある 34)。ザクロジュー

スの可溶性ポリフェノール含量は品種によって異なるが，0.2％～1.0%含まれている。

ザクロポリフェノールは，エラジタンニンを主成分としており，がん，糖尿病，心血管

疾患などの慢性病にたいして予防効果が報告されている 35,36)。 

エラジタンニンは，加水分解性タンニンに分類され，ザクロはプニカラジンやプニカ

リンなどを含んでいる。ザクロジュースのエラジタンニンについてヒトで生物学的利用

能が研究された。エラジタンニンは，腸内でエラグ酸に加水分解され，腸内菌叢によっ

てウロリチンに代謝される。エラジタンニンとエラグ酸はほとんど吸収されず，ウロリ

チン（主にウロリチン A; UA）として吸収される 37-42)。 

ザクロポリフェノール，エラグ酸，UA には，抗酸化性，抗腫瘍性，抗動脈硬化症性，

抗炎症性作用など様々な生理活性があることが知られている 42-45)。長野らは，ザクロジ

ュースからザクロポリフェノール濃縮物(pomegranate polyphenol concentrate; PPC)

を調製し，CHS 動物実験系を用いて CHS抑制効果を検討した。その結果，DNFB による耳

介の腫れは，コントロール群と比較して PPC摂取群で抑制された。血清中の抗原特異

IgG1は，コントロール群と比較して PPC摂取群で低下したが，IgG2a は変わらないこと

が判明した。さらに，脾臓の IL-10産生細胞と IFN-γ/IL-4産生 CD4+T細胞にコントロ

ール群と比較して PPC摂取群で増加が観察された。以上の結果から，PPCの CHSと IgG1

産生の抑制作用は，IL-10産生細胞の増加と Th1/Th2 バランスの調節作用によるものと

考えられた（長野ら，未発表データ）。しかしながら，現在のところザクロポリフェノ

ールの CHS 抑制作用についての研究は少ないことから，不明な点が多い。 

以上のことから，本研究では CHS動物実験系に与える DNFBの影響，大豆及びザクロ

ポリフェノールの影響について検討した。 
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第 2章 接触過敏症動物実験系に与えるジニトロフルオロベンゼンの影響 

 

2.1. 要約 

 

CHSモデルマウスの耳介にチャレンジするジニトロフルオロベンゼン（DNFB）の濃度

と回数の影響について検討した。まず，耳介の腫れを調べた結果，0.15％と 0.3％DNFB

では 2回のチャレンジで，0.5％DNFB では 1回のチャレンジで評価をすることが望まし

いと考えられた。次に，耳介組織をヘマトキシリン・エオジン（HE）と免疫組織化学（IHC）

を用いて染色した。IHC では，抗 Gr-1 抗体を使用して耳介組織に浸潤した炎症細胞を

染色した。その結果，HE 染色では 0.15％と 0.3％DNFB 群で耳介組織の腫れに差はみら

れなかった。一方，IHC染色では，0.3％DNFB 群は 0.15％DNFB 群と比べて耳介組織に浸

潤した炎症細胞の数に有意な増加がみられた。従って，抗 Gr-1 抗体を使用した IHC 染

色は，CHS 評価において有用な研究方法と考えられた。 
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2.2. 諸言 

 

今までに CHS 動物実験系を用いた報告では，チャレンジするハプテンの量と回数は

様々であり，その影響を詳細に検討した報告はみられない。そこで本研究では，ハプテ

ンとして最もよく使用される DNFBを使用して，耳介にチャレンジする濃度と回数が CHS

反応に与える影響について検討した。さらに，免疫組織化学的（immunohistochemical, 

IHC）手法を用いて CHSによる耳介の炎症状態について評価をおこなった。 
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2.3. 実験方法 

 

2.3.1. 試薬 

2,4-Dinitrofluorobenzene（DNFB）は，関東化学から購入した。 

 

2.3.2. マウス 

6 週齢雌 BALB/c マウスを日本エスエルシーから購入した。マウスには，F2PLD1（オ

リエンタル酵母）と酸性水を自由摂取させた。実験は，コントロール群（n=3），0.15%DNFB

群（n=6），0.3%DNFB 群（n=6），0.5%DNFB群（n=6）の 4群で行なった。なお，本動物実

験は，川崎医療福祉大学動物実験委員会（承認番号：13-011），及び川崎医科大学動物

実験委員会（承認番号：14-019）の承認を得て実施した。 

 

2.3.3. 接触過敏症動物実験系 

実験スケジュールを Fig. 2-1に示す。まず，マウスの胸部の毛をトリマーで剃った。

感作は，毛を剃った胸部に 0.5% DNFB（アセトン：オリーブ油（4：1）に溶解）50 L /

匹を滴下し，実験 0日目と 1日目に合計 2回おこなった。ここで，コントロール群は溶

媒のみで感作した。耳介にチャレンジする DNFB 濃度は，コントロール群で 0％，

0.15%DNFB 群で 0.15%，0.3%DNFB群で 0.3%，0.5%DNFB 群で 0.5%とした。チャレンジは，

DNFB をマウス耳介の背側部分（両耳）に 20 L ずつ，計 40 L /匹を滴下し，実験 5

日目，12 日目，19 日目の合計 3 回おこなった。また，すべての操作はセボフレン吸入

麻酔剤を使用して麻酔下でおこなった。 

 

2.3.4. 耳介の腫れの測定方法 

耳介の腫れは，チャレンジ 24時間後の耳介の厚みからチャレンジ前の耳介の厚みを

差し引いて求めた。耳介の厚みは，マイクロメータ（ソフトタッチマイクロ CLM，ミツ

トヨ）を使用して測定した。 
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2.3.5. 耳介組織の観察方法 

3 回目のチャレンジをおこなった 24 時間後（実験 20日目）に耳介を採取し，IHC Zinc 

Fixative（日本 BD）で 24 時間固定をおこないパラフィン包埋切片(3 m)を作製した。

組織切片は，ヘマトキシリン・エオジン（HE）と IHC で染色を行った。HE 染色をおこ

なった耳介組織は，10倍対物レンズを使用して光学顕微鏡で組織観察した． 

 

2.3.6. 免疫組織化学染色方法 

IHC染色は，ベンタナ XT システム ディスカバリー（ロシュ・ダイアグノスティッ

クス）を使用しておこなった。一次抗体として anti-mouse Ly-6G (Gr-1)抗体

(eBioscience)を用い，二次抗体として biotin mouse anti-rat IgG2b(日本 BD)を使用

した。また，ヘマトキシリンで核の染色をおこなった．IHCで染色した組織は，40倍対

物レンズを使用して光学顕微鏡で観察し，210 m 四方中の染色された細胞を数えた。

細胞数の計測は，1切片につき 5箇所でおこなった。 

 

2.3.7. 統計解析の方法 

結果は，平均値と標準偏差（SD)で示した。統計解析には，Origin 8.5J （OriginLab）

を使用し，2群の比較には t検定を用いた。3群以上の比較には一次元配置分散分析を

行い，その後に Tukey検定でポストホックテストをおこなった。 
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2.4. 研究結果 

 

2.4.1. マウスの体重測定 

実験開始時と終了時の各群におけるマウスの体重を測定した（Table 2-1）。その結果，

実験開始時と終了時で，各群間での有意な差は観察されなかった。このことから，チャ

レンジした DNFB濃度の違いはマウスの体重に影響を与えないと考えられた。 

 

2.4.2. 耳介の腫れの評価 

DNFBの濃度を変えてマウス耳介にチャレンジし，24時間後の耳介の腫れを評価した。

まず，1回目のチャレンジを行ない耳介の腫れを測定した結果，コントロール群で-0.001 

± 0.005 mm，0.15％DNFB 群で 0.058 ± 0.021 mm，0.3％DNFB群で 0.099 ± 0.019 mm，

0.5％DNFB 群で 0.224 ± 0.028 mm であった（Fig. 2-2A）。次に，2回目のチャレンジ

を行ない耳介の腫れを測定した結果，コントロール群で 0.007 ± 0.006 mm，0.15%DNFB

群で 0.218 ± 0.020 mm，0.3％DNFB 群で 0.243 ± 0.040 mm，0.5％DNFB群で 0.376 ± 

0.040 mmであった。0.15％DNFB群と 0.3％DNFB群では有意な差は認められなかった（Fig. 

2-2B）。0.5％DNFB 群では，多くのマウスの耳介に水疱が観察されたため耳介の厚み測

定は困難であった。さらに，3 回目のチャレンジを行ない耳介の腫れを測定した結果，

コントロール群で 0.006 ± 0.005 mm，0.15％DNFB 群で 0.196 ± 0.014 mm，0.3％DNFB

群で 0.311 ± 0.044 mm，0.5％DNFB 群で 0.951 ± 0.261 mmであった（Fig. 2-2C）。

0.3%DNFB群でマウスの耳介に水疱が観察され,耳介の厚み測定に支障をきたす個体が見

られた。0.5％DNFB 群では，耳介で苔癬化が進んでおり，測定値に大きなバラツキが生

じた。 

 

2.4.3. 耳介の組織観察 

チャレンジ 3回目の 24時間後にマウス耳介を採取して組織切片を作製し，HE染色に

よる組織観察を行った（Fig. 2-3）。コントロール群と比較して，0.15％DNFB 群，0.3％
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DNFB群，0.5％DNFB 群で CHSにより耳介組織が腫れている様子が観察された。0.15％と

0.3％DNFB 群では，組織の腫れに大きな差は見られなかった。0.5％DNFB群では，耳介

組織の苔癬化が進んでいたことから IHC染色は困難と判断した。 

 

2.4.4. IHC 染色 

抗 Gr-1抗体を用いて耳介組織に浸潤した炎症細胞の IHC染色を行った（Fig. 2-4）。

画像で，青色に染まった部分はヘマトキシリンで染色された核であり，褐色に染まった

部分は耳介組織に浸潤した炎症細胞と考えられる。IHC染色された細胞の数は，0.15％

DNFB群で 166 ± 59個/mm²，0.3％DNFB群で 253 ± 59個/mm²であった。0.3％DNFB 群

は，0.15％DNFB群と比較して耳介組織に浸潤した炎症細胞の数に有意な増加がみられ

た（Fig. 2-5）。 
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2.5. 考察 

 

マウスを用いた CHSは，ヒト ACDのモデル動物実験系として有用と考えられている 5,6)。

本章の研究では，ハプテンとして報告が最も多い DNFB を用い，耳介にチャレンジする

DNFBの濃度と回数が CHS に与える影響について検討した。CHSの評価は，1）耳介の腫

れ，2）耳介組織の観察，3）耳介組織に浸潤した炎症細胞についておこなった。耳介に

異なる濃度の DNFB をチャレンジし，24時間後の CHS による耳介の腫れを比較した。1

回目のチャレンジをおこなった結果，耳介の腫れの平均値は 0.15%および 0.3%DNFB群

で 0.1mm 以下であり，0.5%DNFB 群で 0.2 mm を超えた。この結果から，0.15%と 0.3%DNFB

群はさらにチャレンジが必要であり，0.5%DNFB群は 1回目のチャレンジで CHS 評価が

可能であると考えられた。次に，2回目のチャレンジをおこなった結果，耳介の腫れの

平均値は 0.15%と 0.3%DNFB 群でどちらも 0.2 mm以上となった。また，0.15%と 0.3%DNFB

群で耳介の腫れに有意な差は認められなかった。一方，0.5%DNFB群の耳介の腫れの平

均値は 0.376 mmと高値ではあったが，多くのマウス耳介で水疱ができており，耳介の

厚み測定による評価は困難な状態であった。この結果から，0.15%と 0.3%DNFB 群では 2

回目のチャレンジで CHS評価が可能となり，0.5%DNFB 群では 2 回チャレンジをおこな

うと CHS評価は難しくなると考えられた。さらに，3回目のチャレンジをおこなった結

果，0.15%と 0.3%DNFB 群で耳介の腫れに有意な差はなく，どちらも 2回目のチャレンジ

をおこなった結果と比べて差は観察されなかった。また，0.3%DNFB 群でマウスの耳介

に水疱ができ耳介の厚み測定に支障をきたす個体が見られた。以上の結果から，0.15％

と 0.3％DNFB は 2回のチャレンジで，0.5％DNFBは 1回のチャレンジで CHS 評価をする

ことが望ましいことが示された。Inagaki and Nagai5)は，0.15％DNFB を 5回チャレン

ジして CHS 評価する方法を提唱している。Bhol and Schechter7)は，0.2％DNFB を 2回

チャレンジして CHS評価をおこなった。この Bhol and Schechterの方法を用いて，Yuan

ら 8)と Ishida ら 9)は CHS 評価をおこなっている。Tüting のグループ 10,11)は，0.3％DNFB

を 2回または 3回チャレンジして CHS 評価をおこなった。さらに，Sugawara のグルー
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プ 12,13)は，0.5％DNFBを 1 回チャレンジする方法で CHS 評価をおこなった。すなわち，

CHS 動物実験系を用いた先行研究において，0.5％DNFB では 1回のチャレンジで，0.15％

から 0.3％DNFBでは数回のチャレンジで CHS評価を行っている。そのため，我々の結果

は，先行研究と矛盾がない結果と考えられる。本研究では，HE 染色と IHC 染色をおこ

ない 3回チャレンジをおこなった耳介組織を評価した。HE染色後に耳介組織を観察し

たところ，0.15％と 0.3％DNFB群で耳介組織の腫れに大きな差は見られなかった。一方，

耳介組織中の IHC 染色された細胞数を測定したところ，0.3％DNFB 群は 0.15％DNFB群

と比べて有意な細胞数の増加が見られた。CHS の惹起相では，ハプテンが再び皮膚表面

に接触すると表皮細胞からサイトカインやケモカインの産生がみられる。続いて，血管

の拡張と内皮細胞の活性化がおこり，好中球や好酸球などの炎症細胞が耳介組織に浸潤

して炎症状態となる 6)。抗 Gr-1抗体を使用すると，この耳介組織に浸潤した炎症細胞

を特異的に染色することができる 10)。さらに，本研究で耳介の腫れを測定した結果にお

いても，0.15％と 0.3％DNFB群で有意な差は見られなかった。これらの結果から，抗

Gr-1抗体を使用した IHC 染色は，CHS 評価をするうえで有用な研究方法と考えられる。 

耳介の腫れを指標とした結果，0.15％と 0.3％DNFB は 2回のチャレンジで，0.5％DNFB

は 1回のチャレンジで CHS 評価をすることが望ましいことが示された。次に，耳介組織

を HEと IHC で染色した。IHC染色では，抗 Gr-1抗体を使用して耳介組織に浸潤した炎

症細胞を染色した。その結果，HE染色では 0.15％と 0.3％DNFB群で耳介組織の腫れに

大きな差は認められなかった。一方，IHC 染色では，0.3％DNFB 群は 0.15％DNFB 群と比

べて耳介組織に浸潤した炎症細胞の数に有意な増加が見られた。従って，抗 Gr-1抗体

を使用した IHC染色は，CHS評価をするうえで有用な研究方法と考えられた。 
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Table 2-1. Mouse body weight (g) at the start and end dates of the experiment.  

 

 Control  0.15% DNFB  0.3% DNFB 0.5% DNFB 

Start date  19.8 ± 0.8 20.1 ± 0.8 20.1 ± 0.6 18.7 ± 1.0 

End date  20.1 ± 0.8 20.6 ± 0.6 20.1 ± 0.7 19.8 ± 0.8 

＊Data are expressed as the means ± SD. 
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Figure 2-1. Experimental protocol 

 

Notes: BALB/c mice were sensitized (S) with 0.5% 2,4-dinitrofluorobenzene 

(DNFB), and were challenged (C) with different DNFB concentrations. The control 

mice were sensitized and challenged with vehicles. 
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Figure 2-2. Ear swelling 24 h after the DNFB-challenge. 

 

Notes: Ear thickness was measured using a micrometer and ear swelling was 

calculated as the difference in ear thickness before and after the challenge. A) Ear 

swelling 24 h after the first DNFB-challenge. B) Ear swelling 24 h after the second 

DNFB-challenge. C) Ear swelling 24 h after the third DNFB-challenge. Each value 

represents the mean  SD. a, b: p < 0.01. 
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Figure 2-3. Histopathological images of DNFB-challenged mouse ears. 

 

Notes: Mice were sensitized and challenged as described in Fig. 2-1. Ear tissues 

were collected 24 h after the third challenge and fixed with zinc for 24 h. 

Paraffin-embedded ear tissue sections were stained with hematoxylin and eosin.  

A) Control group. B) 0.15％ DNFB group. C) 0.3% DNFB group. D) 0.5% DNFB 

group. Scale bars, 500 μm. 
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Figure 2-4. Immunohistochemical stained images of DNFB-challenged mouse ears. 

 

Notes: Paraffin-embedded ear tissue sections were prepared as described in the 

figure legend of Figure 2-3. These sections were immunohistochemically (IHC) 

stained with an anti-Gr-1 antibody. A) 0.15％ DNFB group. B) 0.3% DNFB group. 

Scale bars, 200 μm.  
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Figure 2-5. The number of Gr-1-positive cells infiltrating into ear tissues.  

 

Notes: The number of Gr-1-positive cells were counted on the 

immunohistochemical stained images. Each value represents the mean  SD of 

measurements from six mice each. **p  0.01. 
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第 3章 大豆及び大豆イソフラボンの接触過敏症抑制効果 

 

3.1. 要約 

 

接触過敏症（CHS）動物実験系は，ヒトでのアレルギー性接触皮膚炎のモデル動物実

験系として最もよく用いられる。本章では，ジニトロフルオロベンゼン（DNFB)による

CHS 動物実験系を用いて，大豆及び大豆イソフラボン（SI）摂取の CHS抑制効果を研究

した。実験の結果，DNFB による耳介の腫れは，大豆摂取群と SI 摂取群で抑制された。

病理組織学的検討から，大豆及び SI 摂取による耳介の腫れの緩和と Gr-1陽性細胞の耳

介組織への浸潤の抑制が示された。遺伝子発現解析から，大豆摂取したマウスの耳介組

織で Ccl24 の遺伝子発現抑制が示された。以上の結果から，大豆及び SIの摂取は，好

酸球を動員する CcL24の遺伝子発現を抑制することから CHSが緩和されると考えられた。 
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3.2. 序論 

 

MF（オリエンタル酵母）は，齧歯動物用飼料として広く使われている。MFなどの齧

歯動物用飼料には，たんぱく質源として大豆タンパク質が配合されることから SIを含

むことが報告されている 37)。そのため，MFの SI含量が高いことから MFには CHS 抑制

効果があるとの仮説を立てた。そこで本章では，MF飼料と市販の SIを用いて大豆と SI

の CHS抑制効果を検討した。 
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3.3. 実験方法 

 

3.3.1. 材料と方法 

MFと F2PLD1 は，オリエンタル酵母から購入し，ソヤフラボン HG（以下，HG）は不二

製油から提供を受けた。 

 

3.3.2. 試薬 

2,4-Dinitrofluorobenzene（以下，DNFB）は，関東化学から購入した。Anti-mouse Ly-6G 

(Gr-1) 抗体は eBioscience から，Biotin Mouse Anti-rat IgG2bは日本 BD から購入し

た。 

 

3.3.3. SI含量 

SI含量の測定は，Kudouらの方法を用いた 28）。 

 

3.3.4. マウス 

6 週齢雌 BALB/cマウスを日本エスエルシーから購入した。マウスには，MFあるいは

F2PLD1と給水瓶で酸性水を自由摂取させた。なお，本動物実験は，川崎医療福祉大学

動物実験委員会（承認番号：13-011），及び川崎医科大学動物実験委員会（承認番号：

15-007）の承認を得て実施した。 

 

3.3.5. 接触過敏症動物実験系 

F2PLD1と酸性水摂取（ネガティブコントロール（ネガコン）群，n = 3とポジティブ

コントロール（ポジコン）群，n = 6），MFと酸性水摂取（大豆摂取群，n = 6），F2PLD1

と 0.1% HG溶液摂取（SI摂取群，n = 6）の 4群に分けて実験を行った。実験スケジュ

ールを Fig. 3-1Aに示す。感作は，実験 0日目と 1日目に毛を剃った胸部に 0.5% DNFB

（アセトン：オリーブ油（4：1）に溶解）を 50 L /匹を滴下して行った。チャレンジ
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は，実験 5日目と 12日目に両耳の背側に 20 µLの 0.15% DNFB を滴下した。耳介の厚み

は，マイクロメータ（ソフトタッチマイクロ CLM，ミツトヨ）を使用して測定した。耳

介の腫れは，チャレンジ 24 時間後の耳介の厚みからチャレンジ前の耳介の厚みを差し

引いて求めた。 

 

3.3.6. 耳介組織の観察 

2回目のチャレンジをおこなった 24時間後にマウス耳介を採取し，IHC Zinc Fixative

（日本 BD）で 24 時間固定をおこなった後にパラフィン包埋切片(3 μm)を作製した。

組織切片の染色は，ヘマトキシリン・エオジン（HE）と免疫組織化学

（immunohistochemical; IHC）染色を行った。HE染色をおこなった耳介組織は，10倍

対物レンズを使用して光学顕微鏡で組織観察した。IHC 染色は，ベンタナ XTシステム 

ディスカバリー（ロシュ・ダイアグノスティックス）を使用しておこなった。一次抗体

として anti-mouse Ly-6G (Gr-1) 抗体を用い，二次抗体として biotin mouse anti-rat 

IgG2bを使用した。また，ヘマトキシリンで核の染色をおこなった。IHC染色した組織

切片は，40倍対物レンズを使用して光学顕微鏡で観察し，210μm 四方中の染色された

細胞を数え，1切片につき 5箇所の細胞数の平均を求めた。 

 

3.3.7. 遺伝子発現解析 

マウスの耳組織試料は，DNFBで 2回目のチャレンジをおこなった 24 時間後に採取し

た。RNeasy Fibrinous Tissue Mini Kit（Qiagen）を使用して，耳組織からトータル

RNA を精製した。DNAマイクロアレイによる遺伝子発現解析は Filgen に依頼し，

GeneChip® Mouse Gene ST Array（アフィメトリクス）を使用して行われた。 

 

3.3.8. 統計分析 

結果は，平均値±SEMで示した。統計解析には，Origin 8.5J（OriginLab）を使用し

て一次元配置分散分析を行い，その後に Tukey 検定でポストホックテストをおこなった。 
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3.4. 研究結果 

 

3.4.1. SI 含量 

SIは，MFに 51.2 mg/100 g（0.0512%）含まれており，F2PLD1 では検出されなかった。

HG には，54.4%の SIが含まれていた。そのため，マウスに与える HGの濃度は 0.1％で

行うこととした。 

 

3.4.2. 大豆と SI摂取の DNFBによって誘発された耳介の腫れに対する抑制効果 

0.5%DNFB で感作したマウスを実験 5 日目と 12日目に 0.15%DNFB でチヤレンジした。

2 回目のチャレンジをおこなった 24 時間後の耳介の腫れを評価したところ，ポジコン群と

比較して大豆または SI 摂取群で耳介の腫れが有意に抑制された（Fig. 3-1）。 

 

3.4.3. 大豆と SI摂取の耳介組織の腫れと Gr-1陽性炎症細胞の浸潤抑制効果 

DNFBで 2回目のチャレンジをおこなった 24 時間後に耳介組織を採取して，組織切片

を作製した。まず，組織切片はヘマトキシリン・エオジン（HE）で染色した後に耳介組

織の観察をおこなった。ネガコン群の耳介組織と比較すると，ポジコン群では耳介組織

の腫れと多くの炎症細胞の浸潤が観察された。また，ポジコン群と比較すると，大豆と

SI 摂取群で耳介組織の腫れに低下が見られた（Fig. 3-2）。 

次に，抗 Gr-1抗体を用いて耳介組織に浸潤した炎症細胞の IHC染色を行った（Fig. 

3-3A）。IHC画像で，青色に染まった部分はヘマトキシリンで染色された核であり，褐

色に染まった細胞は耳介組織に浸潤した炎症細胞と考えられる。耳介組織に浸潤した

Gr-1陽性炎症細胞の数は，コントロール群で 366 ± 40 個/mm²，大豆摂取群で 203 ± 50

個/mm²,SI 摂取群で 223 ± 51個/mm²であった。大豆と SI 摂取群は，コントロール群

比較して耳介組織に浸潤した炎症細胞の数に有意な減少がみられた（Fig. 3-3B）。 

 

3.4.3. CHS マウス耳介組織における大豆摂取による遺伝子発現抑制効果 
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大豆摂取による CHSの抑制効果のメカニズムを明らかにするために，DNAマイクロア

レイを使用して遺伝子発現解析を行った。DNFB で 2 回目のチャレンジをおこなった 24

時間後の耳介組織を試料として，ポジコン群と大豆摂取群のマウスについて調べた。ポ

ジコン群のマウスに対して大豆摂取群のマウスでの遺伝子発現比が 0.5 以下であった

遺伝子を Table 3-1 に，抑制されたサイトカイン遺伝子を Table 3-2 にそれぞれ示す。

その結果，大豆摂取により好酸球を抑制する Ccl24 遺伝子が抑制されることが示された。 
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3.5. 考察 

 

本章では,大豆または SIの摂取により CHS が抑制されることを示した。組織病理学的

検討から，大豆と SIの摂取により耳介組織の腫れと浸潤する Gr-1陽性免疫細胞の数が

低下することを示した。これらの結果は，ゲニステイン投与が DHS 反応を抑制する報告

と一致している。Verdrengh らは,オキサゾロンにより DHS 反応がゲニステイン投与マ

ウスで抑制されることを示した。ゲニステイン投与は，オキサゾロン特異的 IgG の産生

も抑制した 25)。他の報告として，Yellayi はゲニステインが 4-ヒドロキシ-3-ニトロフ

ェニルアセチルスクシンイミドによる DHS 反応を抑えることを卵巣切除したマウスで

示した。8–80mg/kg のゲニステインを投与したマウスで，DHS 反応が 46-67％減少した。

病理組織学的検査から，ゲニステインを投与したマウスで，炎症部位に浸潤した炎症細

胞数が低下し,リンパ節の CD4と CD8 陽性 T細胞が減少した。ゲニステインの作用は，

エストロゲン受容体（ER）と非 ERの両方の経路によるものであった 26)。本章の研究で

は，ゲニステインでなく SI混合物を使用した。また,大豆はサポニン，ステロール，リ

グナンといったいくつかの他の植物化学物質を含有している 48)。今後，SI の異性体と

他の大豆の植物化学物質について研究を行う必要がある。 

大豆と SI摂取による免疫制御効果におけるメカニズムには，サイトカインやケモカ

インの制御が関与していると考えられる。本章では，DNA マイクロアレイ解析から大豆

摂取マウスはポジコンマウスに比較して，耳介組織における Ccl24，Xcl1，Ifng と Ccl17

の遺伝子発現が低下することを示した。本研究と同様の実験系において，CCL24 の mRNA

とタンパク質の発現が大豆と SI摂取群において抑制されたことが示されている。 

CCL24（eotoxin-2）は，CC ケモカイン族に属しているサイトカインのひとつである。

CCL24はケモカイン受容体 CCR3 と相互作用して好中球のケモタキシスを誘導する 49)。

アレルギー性反応によるマウスの肺における好酸球の増加は，CCL11（eotoxin）と CCL24

によって抑制されているが，CCL24 は主要な役割を果たしている 50,51)。一方，BALB/c マ

ウスでトリニトロクロロベンゼンによって誘発された CHSについて，33のケモカイン
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遺伝子について発現が調べられた。その結果，11遺伝子の発現が確認されたが，Ccl11

と Ccl24の発現は確認されなかった 52)。しかしながら，本章の研究では，DNAマイクロ

アレイ解析において CHSの惹起による耳介組織での Ccl24遺伝子発現が示された。従っ

て，CHS における CCL24の役割は，アレルギー性喘息のモデルマウス実験系と比べて不

明な点が多いことからさらに研究の必要がある。 

好酸球はアレルギー性の炎症において重要な細胞である 53)。本研究において,大豆と

SI を摂取したマウスで Gr-1陽性炎症細胞の耳介組織への浸潤が減少した。先行研究に

おいて，SI とゲニステイン投与はオバルブミンによって誘発された気道過敏症（AHR）

を低減すること，好酸球の浸潤が減少することが示された 29)。また，AHR抑制効果は，

100 mg/kg での SIと 30 mg/kgでのゲニステインで同等の結果が示されたことから，主

にゲニステインの効果であることが示唆された。さらに，SI とゲニステインは Ccl11

遺伝子の発現抑制を示した。他の研究では，ゲニステインはリポキシゲナーゼ活性化を

抑制することによってアレルギー性喘息を低減したことを報告している 30)。 

市販齧歯動物用飼料のほとんどは，大豆たんぱく質がタンパク質源として配合されて

いる理由から，SIの含量（平均 39.4 mg～82.9 mg/100g）が高いことが報告されている

54)。本章の研究において，大豆が配合されている MFと大豆が配合されていない F2PLD1

の 2つの市販飼料を使用した。MFには，大豆たんぱく質が配合されており，最も広く

使われている飼料のひとつである。SIの測定をおこなったところ，MFでは 51.2mg/100g

の SIが検出され，F2PLD1 では検出されなかった。本章の研究において，マウスの一日

平均飼料摂取量は 1.9g/匹であった。従って，0.97mg の SIが MFの摂取により毎日消費

されたことから，マウスの SI摂取量はおよそ 49 mg SI/kg体重/日と推定される。アジ

ア地域の成人で，SI摂取量は 30～40 mg/日と報告されている 55）。このヒトでの SI摂

取量と比較すると，本章の研究で得られたマウスでの SI摂取量はヒトで 120Ｌの豆乳

に含まれる SI 量に相当することから，非常に多いと考えられる。しかしながら，本章

では MFが CHS を抑制したことから，大豆に CHS抑制効果があることを示した。また，

大豆の成分のひとつである SIが主に CHS抑制しており，Ccl24遺伝子を抑制すること
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が明らかとなった。これらの結果は，SI摂取により ACDが抑制される可能性を示して

いる。今後，低用量での SIの効果とヒトでの ACD 抑制効果を研究する必要がある。 
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Figure 3-1. Feeding mice with soybean and SI attenuates ear swelling due to 

contact allergy. 

 

Notes: BALB/c mice were fed either MF/acidified-water (soy-treated group, n = 6), 

F2PLD1/0.1% Soyaflavone HG (soy isoflavone-(SI)-treated group, n = 6), or 

F2PLD1/acidified-water (negative control group, n = 3, and positive control group, n 

= 6). Mice in each group were sensitized (S) with 0.5% 2,4-dinitrofluorobenzene 

(DNFB), and were challenged (C) with 0.15% DNFB. The negative control mice 

were sensitized and challenged with vehicles. Ear thickness was measured using a 

micrometer and ear swelling was calculated as the difference in ear thickness before 

and after the challenge. A) Experimental protocol. B) Ear swelling 24 h after the 

second DNFB-challenge. NC, negative control group; PC, positive control group; Soy, 

soy-treated group; SI, SI-treated group. Each value represents the mean  SEM. 

Data are representative of three independent experiments with similar results. **p  

0.01 vs. the positive control. 
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Figure 3-2. Histopathological images of DNFB-challenged mouse ears. 

 

Notes: Mice were sensitized and challenged as described in Fig. 3-1. Ear tissues 

were collected 24 h after the second challenge and fixed with zinc for 24 h. 

Paraffin-embedded ear tissue sections were stained with hematoxylin and eosin. A) 

Negative control. B) Positive control. C) Soy-treated. D) Soy isoflavone-(SI)-treated. 

Scale bars, 500 m. 
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Figure 3-3. Feeding mice with soybean and SI inhibits the infiltration of myeloid 

immune cells. 

 

Notes: Paraffin-embedded ear tissue sections were prepared as described in the 

figure legend of Figure 3-2. These sections were immunohistochemically (IHC) 

stained with an anti-Gr-1 antibody. A) IHC-stained ear tissue images. PC, positive 

control; Soy, soy-treated; SI, soy isoflavone-(SI)-treated. Gr-1-positive cells were 

stained dark-brown and cell nuclei were stained blue with hematoxylin. Scale bars, 

200 m. B) The number of Gr-1-positive cells infiltrating into ear tissues. PC, 

positive control group; Soy, soy-treated group; SI, SI-treated group. Each value 

represents the mean  SEM of measurements from six mice each. Data are 

representative of two independent experiments with similar results. **p  0.01 vs. 

the positive control. 
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Table 3-1. Down-regulated genes in the soy-treated mouse compared with the 

positive control determined by DNA microarray. 

Gene description Gene symbol Ratio 

synaptic nuclear envelope 1  Syne1 0.36 

glutathione S-transferase, alpha 1 (Ya)  Ear1 0.44 

fetuin beta  Col23a1 0.45 

prolactin family 2, subfamily c, member 2  Gsta1 0.48 

keratin associated protein 22-2  Fetub 0.48 

RIKEN cDNA 1110025L11 gene  Prl2c2 0.49 
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Table 3-2. Cytokine genes downregulated in the soy-treated mouse compared with 

the positive control as determined by DNA microarray analysis. 

Cytokine Gene symbol Ratio 

Chemokine (C-C motif) ligand 24 Ccl24 0.59 

Chemokine (C motif) ligand 1 Xcl1 0.68 

Interferon-γ Ifng 0.70 

Chemokine (C-C motif) ligand 17 Ccl17 0.71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

32 

 

第 4 章 ザクロポリフェノール濃縮物の接触過敏症抑制効果 

 

4.1. 要約 

 

マウスを用いた CHS動物実験系を使用して，ザクロポリフェノール濃縮物

（pomegranate polyphenol concentration; PPC）摂取の CHS 抑制効果を研究した。DNFB

による耳介の腫れは，0.01%PPC と 0.2%PPC 摂取群で抑制された。組織病理学的検査か

ら，耳介組織の腫れは軽減され，浸潤した Gr-1陽性細胞の数が低下した。遺伝子発現

解析の結果，耳介組織において Cxcl3 と Cxcl2の遺伝子発現がポジコン群と比べて

0.2%PPC摂取マウスで抑制された。以上の結果から，PPCの摂取により，好中球を動員

する Cxcl3 と Cxcl2 遺伝子が抑制されることから，CHS が抑制されると考えられた。 
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4.2. 諸言 

 

先のマウスを用いた CHS動物実験系を用いた研究において，0.2%PPC 摂取群で CHS抑

制効果が示された。給水瓶でマウスに PPC 溶液を自由摂取させると，一日平均摂水量は

4～5g/匹である。従って，0.2%PPC 摂取群のマウスでは 1日に 5～6mgのポリフェノー

ルが消費され，およそ 280 mg/kg体重/日のポリフェノールを摂取したと推定される。 

一方，ザクロジュースのポリフェノールの含量は 0.2%～1.0%であることから，コッ

プ 1杯（200 mL）のザクロジュースには 0.4～2.0gのポリフェノールが含まれることに

なる。以上のことから，0.2%PPC摂取群のマウスが摂取したと推定されるポリフェノー

ル量は食事の量としては多いことが考えられる。 

そこで本章では，0.01%PPC と 0.2%PPC 摂取群で CHS 抑制効果を研究した。さらに,PPC

の CHS抑制メカニズムを明らかするために，耳介組織における遺伝子発現について検討

した。 
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4.3. 実験方法 

 

4.3.1. 材料 

市販のザクロジュース 3倍濃縮物から，クロマトグラフィーを用いてポリフェノール

濃縮物（PPC）を得た。没食子酸エチルを基準物質としてポリフェノール量をフォリン-

デニス法で測定したところ，PPCに含まれているポリフェノール量は 59.5%であった。 

 

4.3.2. マウス 

6週齢雌 BALB/cマウスを日本エスエルシーから購入した。マウスには，F2PLD1（オ

リエンタル酵母）と酸性水を自由摂取させた。なお，本動物実験は，川崎医療福祉大

学動物実験委員会（承認番号：13-011），及び川崎医科大学動物実験委員会（承認番号：

14-019）の承認を得て実施した。 

 

4.3.3. 接触過敏症モデル動物実験系 

酸性水摂取（ネガティブコントロール（ネガコン），n = 3 とポジティブコントロー

ル（ポジコン），n = 6），0.01%PPC 摂取群（n = 6），0.2%PPC 摂取群（n = 6）の 4群に

分けて実験を行った。実験スケジュールを Fig. 4-1 に示す。感作は，実験 0 日目と 1

日目に毛を剃った胸部に 0.5% DNFB（アセトン：オリーブ油（4：1）に溶解）を 50 L /

匹を滴下して行った。チャレンジは，実験 5日目と 12日目に両耳の背側に 20 µLの 0.15% 

DNFB を滴下した。耳介の厚みは，マイクロメータ（ソフトタッチマイクロ CLM，ミツ

トヨ）を使用して測定した。耳介の腫れは，チャレンジ 24 時間後の耳介の厚みからチ

ャレンジ前の耳介の厚みを差し引いて求めた。 

 

4.3.4. 耳介の組織観察方法 

2回目のチャレンジをおこなった 24時間後にマウス耳介を採取し，IHC Zinc Fixative

（日本 BD）で 24 時間固定をおこなった後にパラフィン包埋切片(3 μm)を作製した。
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組織切片の染色は，ヘマトキシリン・エオジン（HE）と免疫組織化学

（immunohistochemical; IHC）染色を行った。HE染色した耳介組織は，10倍対物レン

ズを使用して光学顕微鏡で組織観察した。IHC染色は，ベンタナ XTシステム ディス

カバリー（ロシュ・ダイアグノスティックス）を使用して行った。一次抗体として

anti-mouse Ly-6G (Gr-1) （eBiscience）を用い，二次抗体として biotin mouse anti-rat 

IgG2b （日本 BD）を使用した。また，ヘマトキシリンで核の染色をおこなった。IHC 染

色した組織切片は，40倍対物レンズを使用して光学顕微鏡で観察し，210μm 四方中の

染色された細胞を数えた。細胞数の測定は，1切片につき 5箇所行った。 

 

4.3.7. 遺伝子発現解析方法 

マウスの耳組織試料は，DNFBで 2回目のチャレンジをおこなった 24 時間後に採取し

た。RNeasy Fibrinous Tissue Mini Kit（Qiagen）を使用して，耳組織からトータル

RNA を精製した。DNAマイクロアレイによる遺伝子発現解析は Filgen に依頼し，

GeneChip® Mouse Gene ST Array（アフィメトリクス）を使用して行われた。 

 

4.3.8. 統計分析方法 

結果は，平均値±SEMで示した。統計解析には，Origin 8.5J（OriginLab）を使用し

て一次元配置分散分析を行い，その後に Tukey 検定でポストホックテストをおこなった。 
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4.4. 研究結果 

 

4.4.1. PPC 摂取による耳介の腫れに対する抑制効果 

DNFB で誘導される耳介の腫れに対する PPC 摂取の抑制効果を検討した。0.5%DNFB

で感作したマウスを，実験 5 日と 12 日に 0.15%DNFB でチヤレンジした。2 回目のチャレ

ンジをおこなった 24 時間後の耳介の腫れは，ポジコン群（0.206±0.007 mm）と比較して

0.01%PPC（0.153±0.011 mm）と 0.2%PPC 摂取群（0.136± 0.005 mm）で有意に抑制され

た(p  0.01, Fig. 4-1）。すなわち，ポジコン群と比較して，耳介の腫れは 0.01%PPC摂取

群で 25.7%，0.2%PPC摂取群で 34.0%抑制されることが示された。 

 

4.4.1. PPC 摂取による耳介組織の腫れと Gr-1陽性炎症細胞の浸潤抑制効果 

DNFBで 2回目のチャレンジをおこなった 24 時間後に耳介試料を採取して，耳組織の

組織病理学的観察をおこなった。まず，HE染色した耳介組織の観察をおこなった。ネ

ガコン群の耳介組織と比較すると，ポジコン群では耳介組織の腫れと多くの炎症細胞の

浸潤が観察された。また，ポジコン群と比較すると，0.01%PPC と 0.2%PPC 摂取群で耳

介組織の腫れに低下が見られた（Fig. 4-2）。 

次に，抗 Gr-1抗体を用いて耳介組織に浸潤した炎症細胞の IHC染色を行った（Fig. 

4-3A）。IHC画像で，青色に染まった部分はヘマトキシリンで染色された核であり，褐

色に染まった細胞は耳介組織に浸潤した炎症細胞と考えられる。Figure 4-3B に，IHC

染色された Gr-1陽性炎症細胞数を示した。耳介組織に浸潤した炎症細胞の数は，ポジ

コン群で 346±25細胞/mm2，0.01%PPC 群で 253±21細胞/mm2，0.2%PPC 群で 221±26細

胞/mm2であった。ポジコン群と比較して 0.01%PPC群と 0.2%PPC群では，耳介組織に浸

潤した炎症細胞の数が有意に低下していた（p < 0.01）。 

 

4.4.2. PPC摂取の耳介組織での遺伝子発現に対する効果 

PPC摂取における CHS抑制効果のメカニズムを明らかにするために，耳介組織中の遺
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伝子発現解析をおこなった。2回目のチャレンジをおこなった 24時間後にポジコン群

と 0.2%PPC 摂取マウスの耳介を採取して，DNA マイクロアレイを使用して耳介組織中の

遺伝子発現解析をおこなった。発現比が 0.5以下であった遺伝子を Table 4-1 に示し，

抑制されたサイトカイン遺伝子を Table 4-2に示した。遺伝子発現解析の結果，PPC 摂

取により好中球を動員するケモカインである Cxcl3と Cxcl2の遺伝子が抑制されること

が示された。 
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4.5. 考察 

 

本章では，0.01%PPC 摂取群で CHS が抑制されることを示した。0.01%PPC 摂取群が摂

取したザクロポリフェノール量は，ヒトでコップ 1杯のザクロジュースに含まれる量に

相当する。さらに，PPC摂取は耳介組織の腫れと好中球やマクロファージなどの Gr-1

陽性炎症細胞の浸潤を低下させた。 

PPC摂取による CHS 抑制効果のメカニズムには，サイトカインやケモカインの制御が

関与していると考えられる。本章では，DNA マイクロアレイ解析から 0.2%PPC摂取マウ

スはポジコンマウスと比較して，耳介組織において好中球を動員する Cxcl3 と Cxcl2 の

遺伝子発現が低下することを示した。リアルタイム PCR を使用した研究において，Cxcl3

と Cxcl2の遺伝子がポジコンと比較して 0.01%と 0.2%PPC摂取群で有意に低下していた

（長野ら，未発表データ）。CXCケモカインリガンド 2/3（CXCL2/3）は，CXCケモカイ

ンに属するケモカインであり，CXC ケモカイン受容体 2（CXCR2）と相互作用をして好中

球の遊走を誘導する 56）。 

好中球の炎症部位への浸潤は，CHS の炎症の増悪に重要とされている 57）。それ故，

CXCL1，CXCL2，CXCL3 などの好中球を動員するケモカインを制御することは，CHS の抑

制につながる。Biedermann らは，TNCB 誘導 CHS を解析することで好中球の炎症部位へ

の浸潤は TNF-と CXCL2による共同作用であることを発見した。すなわち，好中球の炎

症部位への浸潤は，抗 CXCL2 抗体を用いることで 60%以上減少すること，肥満細胞欠失

マウスで 80%以上減少した 58）。また，FITCによる耳介の腫れは，抗 CXCL1抗体と抗 CXCL2

抗体を用いること，肥満細胞欠失マウスで抑制されることが報告されている 59）。一方，

CXCL1，CXCL2，CXCL3のレセプターである CXCR2を欠失するノックアウトマウスで，皮

膚への好中球の浸潤が抑制された 60）。さらに，EP3 は，４種類あるプロスタグランジ

ン E2のレセプターのひとつである。EP3特異的アンタゴニストは，Cxcl1と Cxcl2 の遺

伝子発現を抑制することで CHSを抑制することが示されている 61）。 

本章の研究において，PPC 摂取マウスでは Gr-1陽性炎症細胞の耳介組織への浸潤を
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低下させることを示した。また，遺伝子発現解析から好中球を動員する CXCL2/3 の遺伝

子発現を抑制することを示した。従って，PPC 摂取により耳介組織での CXCL2/3 の発現

が抑制されることから，CHSが抑制されるものと考えられた。さらに，ヒトでコップ 1

杯分のザクロジュースに含まれるポリフェノール量で CHS効果が示された。それ故，本

章の研究から，食生活にザクロジュースを取り入れることによりアレルギー性接触皮膚

炎の緩和と予防効果が期待される。 
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Figure 4-1. Feeding mice with 0.01% and 0.2% PPC attenuates ear swelling due to 

contact allergy. 

 

Notes: The mice were divided into four groups, which were fed either 0.2% PPC 

(0.2% PPC-treated group, n = 6), 0.01%PPC (0.2% PPC-treated group, n = 6) or 

acidified-water (negative control group, n = 3, and positive control group, n = 6). 

Mice in each group were sensitized (S) with 0.5% 2,4-dinitrofluorobenzene (DNFB), 

and were challenged (C) with 0.15% DNFB. The negative control mice were 

sensitized and challenged with vehicles. Ear thickness was measured using a 

micrometer and ear swelling was calculated as the difference in ear thickness before 

and after the challenge. A) Experimental protocol. B) Ear swelling 24 h after the 

second DNFB-challenge. NC, negative control group; PC, positive control group; 

0.01% PPC, 0.01% PPC-treated group; 0.2% PPC, 0.2% PPC-treated group. Each 

value represents the mean  SEM. Data are representative of three independent 

experiments with similar results. **p  0.01 vs. the positive control. 
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Figure 4-2. Histopathological images of DNFB-challenged mouse ears. 

 

Notes: Mice were sensitized and challenged as described in Fig. 1. Ear tissues 

were collected 24 h after the second challenge and fixed with zinc for 24 h. 

Paraffin-embedded ear tissue sections were stained with hematoxylin and eosin. A) 

Negative control. B) Positive control. C) 0.01% PPC-treated. D) 0.2% PPC-treated. 

Scale bars, 500 m. 
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Figure 4-3. Feeding mice with 0.01% and 0.2% PPC inhibits the infiltration of 

myeloid immune cells. 

 

Notes: Paraffin-embedded ear tissue sections were prepared as described in the 

figure legend of Fig. 2. These sections were immunohistochemically (IHC) stained 

with an anti-Gr-1 antibody. A) IHC-stained ear tissue images. PC, positive control; 

0.01% PPC, 0.01% PPC-treated; 0.2% PPC, 0.2% PPC-treated. Gr-1-positive cells 

were stained dark-brown and cell nuclei were stained blue with hematoxylin. Scale 

bars, 200 m. B) The number of Gr-1-positive cells infiltrating into ear tissues. PC, 

positive control group; 0.01% PPC, 0.01% PPC-treated group; 0.2% PPC, 0.2% 

PPC-treated group. Each value represents the mean  SEM of measurements from 

six mice each. Data are representative of two independent experiments with similar 

results. **p  0.01 vs. the positive control. 
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Table 4-1. Genes downregulated in the 0.2% PPC-treated mouse compared with the 

positive control as determined by DNA microarray analysis. 

 Gene symbol Ratio 

Chemokine (C-X-C motif) ligand 3  Cxcl3  0.37 

Keratin 1  Krt1  0.42 

Synaptic nuclear envelope 1  Syne1 0.46 

Filaggrin  Flg 0.48 
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Table 4-2. Cytokine genes downregulated in the 0.2% PPC-treated mouse compared 

with the positive control as determined by DNA microarray analysis. 

Cytokine Gene symbol Ratio 

Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 Cxcl3 0.37 

Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Cxcl2 0.57 

Interleukin 1 family, member 5 (delta) Il1f5 0.58 

Chemokine (C-C motif) ligand 3 Ccl3 0.67 

Interferon gamma Ifng 0.70 

Interleukin 1 beta Il1b 0.71 
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