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APCs  antigen presenting cells； 抗原提示細胞 

BSA  bovine serum albumin； ウシ血清アルブミン 

CCL  CC-chemokine ligand 

CCR  CC-chemokine receptor; CCケモカイン受容体 

CD  cluster of differentiation 

cDNA  complementary DNA； 相補鎖 DNA 

DC  dendritic cell；樹状細胞 

DC-SIGN dendritic cell-specific ICAM-grabbing nonintegrin  

dDC  dermal dendritic cells; 真皮樹状細胞 

ECM  extracellur matrix; 細胞外マトリックス 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid; エチレンジアミン四酢酸 

E-lig  E selectin ligand 

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay； 酵素免疫測定法 

EW  egg white diet; 卵白食 

FACS  fluorescence-activated cell sorter；蛍光表示式細胞分取器 

FcR  immunogulobulin E Fc receptor；IgE Fc受容体 

FCS  fetal calf serum； ウシ胎仔血清 

FITC  fluorescein isothyocyanate 

Foxp3  forkhead box protein P3 

GALT  gut-associated lymphoid tissue 腸管関連リンパ組織 

HE  hematoxylin-eosin  

HEV  high endothelial vennula; 高内皮静脈 

HPLC  high performance liquid chromatography；高速液体クロマトグラフィー 

HPR  horseradish peroxidase; 西洋ワサビペルオキシダーゼ 

IFN-  interferon-； インターフェロン 

Ig  immunoglobulin； 免疫グロブリン 

IL  interleukin； インターロイキン 

iSALT  inducible skin associated lymphoid tissue; 誘導的皮膚関連リンパ組織 
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KC  keratinocyte; ケラチノサイト 

KikGR  Kikume-ishi Green-Red 

LC  Langerhans cell; ランゲルハンス細胞 

MACS  magnetic cell sorting； 磁気細胞分離システム 

MHC  major histocompatibility complex；主要組織適合遺伝子複合体 

MLN  mesenteric lymph node； 腸間膜リンパ節 

mRNA  messenger ribonucleic acid；伝令 RNA 

OIT  oral immunotherapy; 経口免疫療法 

OVA  ovalbumin； 卵白アルブミン 

OVM  ovomucoid; オボムコイド 

PBS  phosphate-buffered saline； リン酸緩衝液 

PCR  polymerase chain reaction； ポリメラーゼ連鎖反応 

PE  phycoerythrin 

PP  payer’s patch; パイエル板 

PSGL1  p-selectin glycoprotein ligand-1 

sDLN  skin draining lymph node; 皮膚所属リンパ節 

SPL  spleen； 脾臓 

TARC  thymus and activation and regulated chemokine 

TCR  T cell antigen receptor； T細胞抗原レセプター 

TGF-  transforming growth factor-； 形質転換成長因子-

TNF  tumor necrosis factor; 腫瘍壊死因子 

Tg  transgenic； トランスジェニック 

Th  T-helper 

TJ  tight junction; タイトジャンクション 

Treg  regulatory T cell； 制御性 T細胞 

TSLP  thymic stromal lymphopoietin 
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序論 

 

 

 

アレルギー 

本来であれば無害であるはずのものが、生体にとって不利益な免疫応答を引き起こすことがあり、

その一つにアレルギーがある。アレルギー反応は、I 型、II 型、III 型、IV 型の 4 つの型に分けられ

るが、最も頻度の高いものは免疫グロブリン（immunoglobulin; Ig）E抗体を介した I型アレルギーで

ある。アレルギーを引き起こす抗原が体内に侵入すると、まず抗原提示細胞に捕捉され、分解酵素

によりペプチドへと断片化される。その後、抗原提示細胞の主要組織適合複合体（mjor 

histocompatibility complex; MHC）クラス II分子上に提示され、それをナイーブ CD4＋
 
T細胞が認

識すると活性化され、ヘルパー2型T細胞 (T-helper 2; Th2) に分化・増殖する。Th2細胞から産生

されるサイトカインインターロイキン (interleukin; IL) -4はB細胞にはたらきかけ、IgE抗体を産生す

る形質細胞へと分化させる。また同じく Th2サイトカインである IL-5 と IL-13 も B細胞を活性化する

ことが分かっており、特に IL-5は好酸球の増殖や分化にも重要である。活性化されたB細胞から産

生された IgE 抗体は高親和性 Fc レセプターである FcRI を介して全身の至る所に存在するマスト

細胞に結合する。抗原が再度侵入し、マスト細胞上の IgE に結合すると架橋がおこり、結果的にマ

スト細胞からヒスタミンなどの化学メディエーターが放出される。このメディエーターにより、各種アレ

ルギー症状が発症する 1
 

2。また好酸球はプロテアーゼなどの産生により、組織傷害を引き起こす。

また、ケモカイン CCL（CC-chemokine ligand）17 や CCL22 を産生することにより、Th2 細胞を誘導

することなども明らかになっている 3。 

近年、花粉症、アトピー性皮膚炎、食物アレルギー、喘息などのアレルギー疾患の罹患率は増

加の一途をたどっており、25%の人がなんらかのアレルギー疾患を患っていると言われている 4。 

 

食物アレルギー 

我々が毎日とる食事が原因となるアレルギーが食物アレルギーである。食物アレルギーは「原因

食物を摂取した後に免疫学的機序を介して生体にとって不利益な症状が惹起される現象」として定

義されている。我が国における食物アレルギーの有病率は、乳幼児が 10%、3 歳児が 5%、保育所

児が 5.1%、学童以降が 1.3-2.6%程度であり、全年齢を通すと 1-2%と推定される 5。有病率から分か
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るように、食物アレルギーは乳幼児に多く、また、加齢とともに寛容を獲得するという特徴を持つ疾

患である。起こりうる症状としては、皮膚症状、呼吸器症状、粘膜症状、消化器症状、ショック症状が

あげられ、この中で最も多いとされる症状は皮膚炎症である。また、近年食物アレルギーの有病率

も先進国を中心に増加傾向にあり、例えばイギリスでは、18歳以下における有病率がここ10年で約

18%増加したと言われている 6。 

 

食物アレルギーの発症機構 

腸管は食物を吸収する栄養器官であると同時に、常に外界に曝されている粘膜組織であるため、

最大級の免疫器官としても機能する。腸管には、食物成分、無数の病原体、腸内細菌が存在して

おり、生体防御と栄養吸収を両立させるために免疫応答が厳密に制御されている。そのため、腸管

では全身免疫系とは独立した独自の免疫組織である腸間関連リンパ組織  (gut associated 

lymphoreticular tissue; GALT) が存在する。さらに、腸管免疫系と全身免疫系を仲介する免疫器官

として、腸間膜リンパ節 (mesenteric lymph node; MLN) が存在する。この腸管免疫システムのはた

らきにより、我々は外来抗原である食物を摂取しても、過剰な免疫応答が誘導されることはなく栄養

源として吸収することができる。この経口的に摂取した、すなわち腸管から吸収された外来抗原に

対して、全身の免疫系が低応答化することを経口免疫寛容と呼ぶ。経口免疫寛容は抗原特異的な

CD4
+ 

T細胞の活性化抑制に付随する免疫寛容である。このような経口免疫寛容を誘導、維持する

機構として、①アクティブサプレッション、②クローン消失、③アナジーの 3つの機構が知られている。

①は経口抗原により、免疫抑制機能を持つ制御性 T細胞 (regulatory T cell; Treg) が誘導されると

いうものである。Tregの特徴としては、転写因子 Foxp3（forkhead box protein P3）を発現し、トランス

フォーミング増殖因子 (transforming growth factor-TGF) や IL-10を産生することが知られてい

る。また②は経口抗原を認識した T 細胞がサイトカイン分泌能、増殖能の低い状態へ移行すること

である。③は経口抗原により抗原特異的 T細胞のアポトーシスが誘導される。これまでの研究により、

抗原の投与量により誘導メカニズムが異なることが知られている。抗原量が少ない場合は Tregが誘

導され、能動的な免疫抑制が起こる。一方、抗原量が多い場合はアポトーシスや低応答化 7が起こ

る。しかしながら、Treg 自体がアナジー状態であることや、アポトーシス誘導活性をもつことから、3

つの機構が協調してはたらく可能性がある 8。食物アレルギーが発症する一因として、この経口免疫

寛容の破錠もしくは誘導の不全が考えられている 9
 
8。 

経口免疫寛容の破錠や誘導不全の理由としては、腸管透過性の増加や抗原感作ルートの違い
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が挙げられる。例えば、食物アレルギーの乳幼児では、健常な乳幼児よりも腸管透過性が増加して

いるという報告がある 10。またマウスの実験で、高用量のピーナッツを経口摂取させることで経口免

疫寛容が誘導されるモデルに、あらかじめピーナッツを皮膚に塗布しておくと経口免疫寛容が誘導

されなかったとの報告がある 11。このことから、感作が腸管ではなく、皮膚で起こることが経口免疫寛

容の誘導を失敗させ、食物アレルギー発症のリスクを高めるという説がある 12。 

 

食物アレルギーの発症要因 

またその他の因子も食物アレルギーの発症の要因となりうる。一般に、胃液や腸で消化酵素に分

解されにくい食物は食物アレルギーを誘発しやすい 13,14。また遺伝子多型も要因の一つで、これま

でに IL-10
15、IL-13

16、STAT6（signal transducer and activator of transcription 6）17における遺伝子

多型が食物アレルギー患者で多いことが統計的に証明されている。また、食物アレルギーに限って

ではないが、乳幼児期の腸内細菌叢の違いが将来のアレルギーの発症に関与するとされている。

将来的にアレルギーを発症した人の乳幼児期における腸内細菌叢では、Lactobacilli 属と

Bifidobacterium属が少なかったことが報告されている 18
 

19。また、原因食物の特性も発症要因の一

つである。例えば、重篤な症状を惹起しやすいピーナッツの主要糖タンパク質アレルゲンである

Ara h 1 は DC-SIGN (dendritic cell-specific ICAM-grabbing nonintegrin) に結合して樹状細胞 

(dendritic cell; DC) を活性化し、Th2優位な応答を誘導させる Th2アジュバント効果をもつ 20。 

 

食物アレルギーと経皮感作 

皮膚は我々の体を覆う構造物である。常に病原体や物理的・化学的な刺激などに曝されている

ため、強固なバリア機能が発達している。皮膚は、主に表皮と真皮からなる。表皮はケラチノサイト

（keratinocyte; KC）により構成され、さらに角質層、顆粒層、有棘層、基底層の４つに分かれている。

表皮には DCの一種であるランゲルハンス細胞（Langerhans cell; LC）やメラノサイトが存在する。ま

た真皮には血管、リンパ管、脂腺、汗腺などの構造物があり、真皮樹状細胞（dermal dendritic cell; 

dDC）、好中球、好酸球、肥満細胞、T細胞といった免疫細胞も存在する 21。皮膚のバリア機能は表

皮の角質層と、表皮の顆粒層に存在するタイトジャンクション（tight junction; TJ）である。 

上述したように、食物アレルギーの感作は腸管だけではなく、皮膚でも成立すると考えらえている。

例えば本邦では、加水分解小麦を含む石鹸を使用した後に、小麦を経口摂取することで生じるア

ナフィラキシーの例が社会問題となっている 22。食物アレルギーの症状に皮膚炎が多いことから、こ



6 

 

れまで皮膚は炎症が誘導される場であると考えられてきたが、近年はそれに加え感作の場としても

注目を集めている。通常我々の皮膚は 500Da 以下の低分子しか通すことが出来ない。大きな分子

である食物抗原は健康な皮膚から通過することはできないため、皮膚における食物抗原感作のメカ

ニズムは不明であった。しかし近年バリア機能に傷害のある皮膚から LC が抗原を取り込む機序が

明らかとなった。 

皮膚に存在するDCは、表皮に存在する LCと真皮に存在する dDCの二つに大きく分けられる。

dDC が真皮に侵入してきた抗原を取得すると考えられている一方で、表皮に存在する LC は活性

化すると、樹状突起が TJ を突き抜け、TJ の外側の抗原を取得することが明らかになった 23,24。LC

に炎症性サイトカインである腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor; TNF）-と IL-1を作用させ活性化

させることで抗原を取得することが可能であることから、表皮から何らかの危険シグナルが LC に作

用することが、食物抗原の取得に必要と考えられる。食物抗原を取得した LC はこの後真皮まで移

動し、真皮に存在するリンパ管からリンパ節に移動し、ナイーブ T細胞に抗原提示を行うと予想され

る。これにより食物抗原への感作が成立すると考えられる。 

 

食物アレルギーの治療法  

現在、食物アレルギーに根本的な治療法は存在しない。主に臨床現場で取られている治療法は、

原因となる食物を摂取しない除去食が中心であり、それに加え、抗ヒスタミン薬や抗アレルギー薬な

どの薬剤療法が行われる。いずれも対症療法であり、患者やその家族に精神的なストレスや栄養学

的障害を与え、QOL（Quality of life）の低下を招く。したがって、食物アレルギーの早急な根本的治

療法の開発が求められている。 

このような状況下で、食物アレルギーの根治療法開発のため様々な研究が行われており、その

中でも特に注目されている治療法が経口免疫療法（oral immunotherapy; OIT）である。上述したよう

に、食物アレルギーは経口免疫寛容の破錠もしくは誘導の不全により惹起される。OIT とは、原因

食物を避けるのではなく、食べることで経口免疫寛容を獲得させ、食物アレルギーを根本的に治す

治療法である。経口免疫寛容に関しては、抗原を経口摂取することで、全身性の免疫応答を抑制

できることから、食物アレルギー以外のアレルギーにおいても治療法への応用が期待されている。 

OIT には、大きくわけると、無修飾のアレルゲンを用いる場合と修飾アレルゲンを用いる場合があ

る。無修飾のアレルゲンを用いる場合は、アレルゲン性はそのまま維持されているため、経口摂取

により、アレルギー反応が惹起される可能性がある。そこで治療の安全性や有効性を上げるため、
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治療に用いるアレルゲンを修飾する試みがなされている。その修飾アレルゲンの一つにペプチドが

ある。特に、食物アレルギー症状を誘導する IgE 結合領域が含まれない、あるいは少なく、かつ経

口免疫寛容誘導に必須な T細胞のエピトープ領域のみのペプチドを投与することで、より安全で効

果的に経口免疫寛容を誘導できると予想される。このような食物アレルゲン由来 T 細胞エピトープ

ペプチドをマウスに投与して経口免疫寛容の獲得に成功した例が報告されている。卵白のアレル

ゲンであるオボムコイド (ovomucoid; OVM) の T細胞エピトープである 157-171のシングルペプチ

ド (SP) とこの領域を 3 つ連結させた複合ペプチド (MP) を胃内に投与した後、OVM を経口チャ

レンジした 25。すると無修飾アレルゲンである全長OVMを投与した群よりも SPやMPを投与した群

で、血中の IgE抗体量や脾臓（Spleen; SPL）CD4
+
 T細胞の IL-4産生量が減少した。また、SPでは

SPL CD4
+
 T細胞の IL-12 と IL-10の産生量および CD4

+ 
Foxp3

+ 
T細胞の割合が増加していた。こ

のことから、T細胞エピトープの経口免疫療法における有効性が示された。 

 

食物アレルギーモデルマウス 

食物アレルギーの診断が曖昧であったために、症状が改善されない例や、不必要な除去食を続

け栄養学的障害が生じることが少なからずある。臨床においては、食物アレルギー発症機構の解

明に限界がある。そのため、科学的根拠のない臨床の知見から治療方針が決定され、必ずしも適

切な治療が進められるとは限らない。経口免疫療法においても、現在のところ、寛容が獲得された

かどうかを正確に判断する方法はなく、不十分な診断により、アレルギー症状がより重篤になる場合

がある。以上のことから、臨床でより適切な診断や治療が行われるよう、モデル動物を用いて、食物

アレルギー発症機構解明や治療法開発のための基礎研究を行う必要がある。 

当研究室ではこれまでに、OVA23-3 マウスという代表的な卵アレルゲンである卵白アルブミン 

(ovalbumin; OVA) の 323-339 残基に特異的な T 細胞抗原レセプター (T cell antigen receptor; 

TCR) を発現するトランスジェニックマウスを用いて、OVA含有飼料 (卵白食 egg white diet; EW) 

の摂取のみで食物アレルギー症状を発症するモデルマウスの開発に成功している 26（序論 図 

1）。 

T 細胞の TCR は、TCR 遺伝子の再構成により多様性を獲得している。そのため、通常のマウス

では単一抗原を認識する T細胞の割合が非常に低く、抗原特異的な免疫応答を解析することは困

難である。そこで、抗原特異的応答を解析するために、特定の抗原ペプチド（OVA323-339）に特異

的な TCR を高発現するトランスジェニックマウスである OVA23-3 マウスが作製された。実際、全
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CD4
+ 

T細胞中の 85%程度が OVA特異的な TCRを発現していることが分かっている 27。OVA23-3

マウスは卵白食の摂取のみで、投与 10 日目に向けて体重減少を伴う腸炎症が誘導される。28 日

目に向けて体重減少から回復するとともに、炎症による組織損傷から組織の再生が認められる。こ

の炎症は IL-4および CD4
+ 

T細胞依存的に発症する。EWが経口投与されると、腸管の DCにより

OVAが取り込まれるが、DCは主にMLNへと移動した後に、OVAペプチドをMHC classII分子上

に載せて CD4
+ 

T 細胞へと提示する。OVA23-3 マウスでは OVA323-339 領域に特異的な CD4
+ 

T

細胞が高い割合で存在するため、OVA特異的な DCから CD4
+ 

T細胞の抗原提示が効率よく行わ

れる。抗原提示により活性化された CD4
+ 

T細胞は主に IL-4を産生する Th2細胞へと分化する。こ

の CD4
+ 

T細胞が組織の腸炎症の誘導に関わると考えられる。また、EWの摂取のみで血中特異的

IgE抗体が産生されることも分かっている 28。 

通常の食物アレルギーモデルを用いた研究では、抗原と共にアジュバントや他の薬剤を投与す

る必要があり、免疫系への影響が問題となる。しかしながら OVA23-3 マウスでは、食餌投与のみで

食物アレルギー性腸炎を発症するため、アジュバント等の影響なしに免疫応答の解析ができる。さ

らには、そのまま食餌投与を継続させることで経口免疫寛容が誘導され、アレルギー症状が改善す

るという、食物アレルギーの病態に近い症状を示す唯一の食物アレルギーモデルである。 

 

食物アレルギーにおける CD4
+ 

T細胞の動態 

上述したように食物アレルギーでは原因食物を経口摂取することで、高い割合で皮膚症状が誘

導される。しかし、これまでに食物アレルギー性皮膚炎を発症するモデルがほとんど存在しないこと

から、食物を食べて皮膚炎が発症するメカニズムはほとんど分かっていない。唯一報告されている

食物アレルギー性皮膚炎の研究では、腸管ホーミングレセプターである47 を発現する MLN 

CD4
+ 

T 細胞が、皮膚ホーミングレセプターである CCR4 を発現するようにプログラムされることで皮

膚に移動し、その結果皮膚炎が誘導されると示している 29。また、抗原を TSLP（thymic stromal 

lymphopoietin）と共に皮膚に塗布し、その後同抗原を経口摂取することで下痢やアナフィラキシー

症状が誘導されるという経皮感作型の食物アレルギーモデルが報告されているが、誘導された下

痢やアナフィラキシー症状が CD4
+ 

T細胞依存的な応答であることが証明されている 30。以上のこと

から、食物アレルギーモデルにおいて皮膚と腸管間で誘導される免疫応答には CD4
+ 

T 細胞が重

要な役割をしていること、すなわち CD4
+ 

T 細胞が生体内を移動することで経皮感作型食物アレル

ギーや食物アレルギー性皮膚炎が誘導されていることが予想される。 
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CD4
+ 

T細胞の生体内循環 

抗原に未感作な T 細胞をナイーブ T 細胞と呼ぶ。ナイーブ T 細胞は抗原に出会うまではリンパ

節、リンパ管、血流を循環し、末梢組織に移行することはない。T 細胞が末梢組織に移行して機能

するには、ナイーブ T細胞からエフェクター・メモリーT細胞に分化することが必要である。T細胞は

TCR により抗原を認識しており、活性化されるためには効率よく抗原提示細胞に出会うことが必要

である。そのための組織として二次リンパ器官が存在する。二次リンパ器官の一つであるリンパ節は

リンパ管の集合点に位置し、組織で抗原を取得した DC が輸入リンパ管を通ってリンパ節に入り、T

細胞がリンパ節内の高内皮静脈（high endotherial venules; HEV）から移動してくるため、ここで効率

良く T細胞がエフェクター・ナイーブ T細胞に増殖・分化することができる。二次リンパ器官としては

この他にも腸管のパイエル板（payer’s patch; PP）や SPLが存在するが、リンパ節同様効率よく抗原

に出会うことのできる構造を持っている。 

 

リンパ球の生体内循環 

多くの免疫細胞が生体内を循環することで免疫系が維持されている。全身にはリンパ管と血管が

はりめぐらされており、リンパ球が循環している。血液の循環は心臓を出発点と考えると、心臓から

出て、組織の毛細血管、静脈を通り、再び心臓に戻る。一方、リンパ管は血管のようにつながった回

路ではなく、管の先端が末梢組織に存在する。先端は閉じた状態であり、弁が存在し、流れは中枢

方向へと向かっている。リンパ管には所々にリンパ節が存在する。そしてリンパ球がこのリンパ節・リ

ンパ管・血管の間を循環するには主に二つの経路が存在する 31。一つ目は、血管から組織に浸出

した後、組織の輸入リンパ管を通り、リンパ節に移動し、リンパ節から輸出リンパ管を通り、下流に他

のリンパ節がある場合はそのリンパ節を通り、ない場合は直接胸管を経て、血中に戻るルートである。

二つ目はリンパ節内の HEV からリンパ節に入り、輸出リンパ管と胸管を経て再び血液に戻るルート

である。 

 

T細胞の組織指向性の獲得 

体内を循環していたナイーブ T 細胞が DC から抗原提示を受けることでエフェクター・メモリーT

細胞に分化・増殖すると、組織に移行し、その機能を発揮することができる。ナイーブ T 細胞は L-

セレクチン（CD62L）を高発現しているが、抗原提示を受けると、その発現を消失させ、CD44を発現
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するようになる。CD62L はリンパ球の組織への移動に重要な細胞接着分子であり、リガンドは

GlyCAM-1 と CD34 といった糖タンパク質である 32。また CD44はヒアルロン酸などの細胞外マトリッ

クス（extracellular matrix; ECM）と結合する接着分子であるため、組織に存在する ECMを介して、

組織に移動することが出来る 33。また、T 細胞は抗原提示を受けたリンパ節が所属する組織に移動

する傾向が強い（組織指向性）ことが知られている。例えば、腸管組織のリンパ節で抗原提示を受

けた場合、エフェクター・メモリーT細胞は腸管指向性を、皮膚組織の所属リンパ節で抗原提示を受

けた場合は、皮膚指向性を獲得する。この指向性の獲得は抗原が侵入してきた組織に、抗原特異

的な T 細胞を効率よく移動させる仕組みであると考えられる。腸管関連リンパ組織である PP や

MLNで抗原提示を受けた T細胞はインテグリン47 とケモカイン受容体である CCR9を発現する

ことで、腸管にホーミングすることが出来る。47 のリガンドは血管内皮細胞に発現する mucosal 

addressin cell adhesion molecule-1（MAdCAM-1）であり、CCR9 のリガンドは小腸で産生される

CCL25 である 34。一方皮膚にホーミングする CD4
+ 

T 細胞は、ケモカイン受容体である CCR4、

CCR6、CCR8 および CCR10 などを発現すると言われている 35,36,37。CCR4 のリガンドは

CCL17/CCL22、CCR8は CCL8、CCR6は CCL20、CCR10は CCL27である 38,39,40。これらのリガン

ドは表皮細胞などに発現している。また、皮膚の血管内皮細胞との接着には E-セレクチンリガンドと

P-セレクチンリガンドが重要である。血管内皮細胞に発現する Pセレクチンは主にムチン様糖タンパ

ク質PSGL-1（p-selectin glycoprotein ligand-1）を、Eセレクチンは主に糖タンパク質や糖脂質糖鎖の

シアリルルイス X構造を認識すると考えられている 41,42。 

このようにリンパ節において組織指向性を獲得したT細胞が血管から組織に移出する機序は、血

流中の T細胞がセレクチンを介することで血管内皮細胞上をローリングしながら減速する。そこにケ

モカインによる刺激が加わることで、細胞間接着分子が T 細胞上のインテグリンと結合し強固な接

着が生まれる。T 細胞は血管内皮細胞上で停止し、さらにケモカインにより誘引され、血管外へと遊

走する。43,44
 

 

本研究の目的 

前述のように、近年、食物アレルギーの根治療法として多くの成功例が報告され 45,46、期待され

ているのが、OITである。OITは原因食物を除去するのではなく、あえて経口摂取することで経口免

疫寛容を獲得させ、食物アレルギーを根治する方法である。しかしながら問題点として、原因食物

を摂取するために、治療中にアレルギー反応が惹起され、治療の中断が余儀なくされることが挙げ
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られる。一方、食物アレルギーの臨床症状としては皮膚炎症がもっとも多いとされている。また、これ

まで食物アレルギーは、食物を食べること、すなわち経腸管型の感作で発症すると考えられてきた

が、近年、経皮的に食物アレルゲンに暴露されることで食物アレルギーが発症するという、経皮感

作型の食物アレルギーも注目されるようになった 47。このような状況下で食物アレルギーにおける皮

膚と腸管の免疫応答のクロストークが注目を集めている。特に、最近の研究報告により、皮膚と腸管

のクロストークには CD4
+ 

T細胞の全身の移動が重要であると考えられる。 

そこで本研究の第一章では、OIT の基礎研究として、食物アレルギーモデルマウスである

OVA23-3 マウスにアレルギー反応誘発の可能性が低い食物アレルゲン由来ペプチドを経口投与

することで、食物アレルギーが抑制出来るか否かを調べた。 

第二章では、OVA23-3 マウスを用いて食物アレルギー性皮膚炎を発症するモデルマウスの開発

を試みた。抗原を経口的に摂取することで、皮膚炎が発症するメカニズムの解明を目指した。 

第三章では、細胞の動態解析に適した光変換蛍光タンパク質 KikGRを発現するマウスを用いて

食物アレルギー性皮膚炎発症時の免疫細胞の動態解析を行った。特に、MLN または皮膚から免

疫細胞がどのように移動しているのか、その動態解析を行った。 

 

  



12 

 

  



13 

 

 

 

第一章 

Ｔ細胞エピトープペプチドを用いた食物アレルギーの 

抗原特異的な抑制法の検討 

 

 

本章の内容の一部は Bioscience of Microbiota, Food and Health Vol. 33, No. 1, pp.47-51

「Oral Administration of T Cell Epitope Peptide Inhibits the Systemic IL-4 Response 

Elicited by an Egg-White Diet in a TCR Transgenic Mouse Model」に掲載済みであり、契約

内容により、インターネット公表に不適切なカ所があるため、公表できないカ所がある。また、今後学

術誌として出版予定の内容も含むため、一部公開できないカ所がある。5 年以内に出版予定であ

る。 

 

I. 序 

 

食物アレルギーの有病率は先進国を中心に増加傾向にある。現在の治療法は原因となる食物

を食べない（除去食）という一時しのぎの対処療法が基本であり、根本的な治療法が確立されてい

ない。このような状況下で近年、臨床を中心に注目を集めているのが、経口免疫療法（OIT）と呼ば

れる治療法である。原因となる食物を避けるのではなくあえて食べることで経口免疫寛容を獲得し、

食物アレルギーの治癒を目指す治療法である。この治療法の問題点としては、原因食物を食べるこ

とが必要であるため、それに伴い食物アレルギー症状も誘発されてしまうことである。現在の所、

OIT の成功例は国内外で多く報告されているが、原因食物をどの程度の量で、どのような日程で摂

取するべきかという明確な基準が存在せず、様々な病院で独自の方法が存在する現状である。そ

こで本研究では、より安全で効果的な経口免疫療法を行うために、原因食物そのままではなく、修

飾を施した食物アレルゲンをOITで使用することを考えた。その修飾食物アレルゲンとして、経口免

疫寛容の誘導に必須である T 細胞が抗原を認識するために必要な領域（エピトープ）部分のみを
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含むペプチドを検討した。T細胞エピトープペプチドとしては、10～20アミノ酸残基の低分子ペプチ

ドを用いることで、経口免疫寛容の誘導に必須なT細胞エピトープとしての機能は保持され、アレル

ギー症状を誘導する IgEの架橋は避けることができると予想できる。 

具体的には、代表的な卵アレルゲンであるOVAの 323-339残基に相当する合成ペプチド（17残

基）と、OVA の 323-339 残基に特異的な TCR を持つトランスジェニックマウスである OVA23-3 マウ

スを用いて抗原特異的な経口免疫療法開発のための基盤研究を行った。OVA23-3 マウスは、EW

の自由摂取のみで 7日から 10日目に向けて IL-4を中心とする Th2サイトカインの産生、血中 IgE

抗体価の上昇、および体重減少を伴う腸炎症などの食物アレルギー症状を引き起こす有用な食物

アレルギーモデルである 26。この OVA23-3マウスに T細胞エピトープである OVA323-339ペプチド

を EW摂取の前もしくは後に胃内投与した。T細胞エピトープペプチドの経口投与が抗原特異的に

Th2応答を抑制し、さらに食物アレルギー症状を抑制できるかどうかを調べた。 
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II. 材料と方法 

 

 

1. 実験動物 

Balb/cA (H-2
d）マウスは日本クレア（東京）より購入した。OVA23-3マウスは東海大学医学部免疫

学教室の垣生園子教授より供与された。なお、繁殖は三協ラボサービス（東京）に委託した。

OVA23-3マウスはBalb/cAマウスと同一の遺伝的背景を有し、OVAの 323-339残基を I-A
d拘束特

異的に認識するマウス CD4
+ 

T細胞クローン 7-3-7のTCR遺伝子が導入されたマウスである。両

マウスは東京大学農学部 2号館地下動物室において飼育した。飲水として滅菌水（脱イオン水をオ

ートクレーブにより 121
o
Cで 20 分間滅菌）を、餌として Balb/cA マウスには MF（オリエンタル酵母、

東京）を、OVA23-3マウスには線照射飼料CE-2（日本クレア）を与えた。なお実験には 6週齢以上

の雄または雌のマウスを用いた。実験ごとに雄雌を揃えた。なお動物実験は、東京大学農学生命

科学研究科動物実験委員会の承認を得て、東京大学動物実験実施規則を遵守し行った。 

 

2. 卵白食および OVAペプチド 

 OVA 含有飼料（卵白食）として、飼料中のタンパク質成分 20%全てが卵白タンパク質からなる飼

料を使用した。なお、卵白タンパク質のうち 54%が OVA である。卵白食の作製は船橋ファーム (千

葉) に委託した。 

  OVA ペプチドとして、OVA の 323-339 残基に相当する合成ペプチドを使用した。323-339 残基

のアミノ酸残基は ISQAVHAAHAEINEAGRである。なお、全てのペプチドはHPLCにより精製され

ている。合成ペプチドの作製は株式会社バイオロジカ（愛知）または東京大学医科学研究所蛋白

質解析室に委託した。 

 

3. OVA323-339ペプチドの胃内投与 

OVA323-339ペプチドを 2.5 mMになるように生理食塩水に溶解した。マウス 1匹の 1回の投与

につき、2.5 mMの合成ペプチドを 200 l胃内投与した。胃内投与には、0.9× 38 mm長のディス

ポーザブル・フィーディングニードル (フチガミ器械、京都) と 1 mlシリンジ (テルモ、東京) を用い

た。 
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4. 試薬調製 

(1) 培地 

 RPMI1640 （日水製薬、東京）を超純水に終濃度 10.2 g/L になるように溶解した後、オートクレー

ブにより 121
o
Cで 20分間滅菌した。その後、100 U/mlペニシリン（Meiji Seika ファルマ、東京）、ス

トレプトマイシン（Meiji Seika ファルマ）、50 M 2-メルカプトエタノール（東京化成工業、東京）、

0.2% 炭酸水素ナトリウム（和光純薬工業）および 0.03% L (+) – グルタミン（和光純薬工業）を加え、

無血清 RPMI培地とした。無血清 RPMI培地にウシ胎仔血清（Fetal Calf Serum; FCS）（BioWest, 

France）を 5%になるように加えたものを 5% FCS-RPMI 培地、10%になるように加えたものを 10% 

FCS-RPMI培地とした。 

(2) MACS緩衝液 

 0.5% ウシ血清由来アルブミン（BSA）と 2.0 mM エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を含むリン酸緩

衝生理食塩水（PBS）をMACS緩衝液とした。 

(3) PBS-Tween 

 PBS溶液 5 Lに 655 gのリン酸水素二ナトリウム・十二水和物（和光純薬工業）、125 gのリン酸二

水素カリウム（和光純薬工業）、58.8 g の塩化ナトリウム（和光純薬工業）、5.0 g のアジ化ナトリウム

（和光純薬工業）および 12.5 mlのTween 20 (Polyoxyethylene (20) Sorbitan Monolaurate) (和光純

薬工業)を溶解し、この溶液を 5×PBS-Tween溶液とした。 

(4) BSA/PBS 

1% BSA (和光純薬工業) 、0.02% アジ化ナトリウム (和光純薬工業) を含む PBS 溶液を

1%BSA/PBA とした。3% BSA を含むようにしたものを 3% BSA/PBS とした。 

(5) 1%BSA/PBA-Tween 

 1%BSA/PBAに Tween 20 を 250 l加えたものを 1%BSA/PBA-Tween とした。 

(6) ジエタノールアミン塩酸塩緩衝液 

 超純水に 97 mlの 2,2’-イミノジエタノール (和光純薬工業)、100 mgの塩化マグネシウム・六水和

物 (和光純薬工業) を溶解した。塩酸を用いて pH 9.8 に調整し、超純粋を加えて全量を 1 L とし

た。 

(7) FACS緩衝液 

 1% FCS (Bio West)、0.1% アジ化ナトリウム (和光純薬工業) を含む PBS溶液を FACS緩衝液と

した。 
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5. 脾臓または腸間膜リンパ節細胞の調製 

 マウスより脾臓または腸間膜リンパ節（MLN）を摘出し、シリンジプラグを用いて 5%FCS-RPMI 培

地中ですり潰した。得られた細胞懸濁液をメッシュに通し、これを脾臓 whole 細胞または MLN 

whole細胞とした。なお各群 n = 2以上で実験しており、培養は群ごとにすり潰した細胞を混ぜ、培

養実験に用いた。 

 

6. CD4
+ 

T細胞の調製 

 磁気細胞分離システム（MACS; Miltenyi Biotec、Germany）を用いて CD4
+ 

T 細胞を調製した。

上記の方法で調製した脾臓whole細胞とMLN whole細胞の細胞数を数え、細胞 1×10
7個に対し、

抗マウス CD4マイクロビーズ（Myltennyi Biotec）を 5 l、MACS緩衝液を 45 l加えてよく混ぜ合わ

せた。15分間氷上で静置した後、MACS緩衝液を用いて 2回洗浄した。この細胞懸濁液をMACS 

LS分離カラム（Miltenyi Biotec）に添加し、磁気フィールド内で CD4陽性細胞を選択的に回収した。

得られた CD4
+ 細胞画分を脾臓 CD4

+ 
T細胞またはMLN CD4

+ 
T細胞とした。 

 

7. 抗原提示細胞の調製 

 Balb/cAマウスより脾臓を摘出し、シリンジプラグを用いて 5% FCS-RPMI培地中ですり潰した。メッ

シュに通した後、細胞数を数え、1×10
7個の細胞に対して 5%FCS-RPMI 培地を 90 l、マイトマイ

シン C (Sigma) 溶液を 10 l（終濃度 50 g/ml）加えて良く混ぜ合わせた。37
o
Cで 30分間静置さ

せた後、5%FCS-RPMI培地を用いて 2回洗浄した。これを抗原提示細胞とした。 

 

8. 細胞培養 

 96 ウェル平底プレート (BD Falcon) を用いて、200 lの 5%FCS-RPMI中に CD4
+
T細胞を 1×

10
5 個、抗原提示細胞を 4×10

5 個、さらに抗原として OVA (2 × cryst. ; 生化学工業) または

OVA323-339ペプチドを適切な終濃度になるように添加した。37
o
C、5% CO2存在下で 48時間培養

した後、培養上清を回収した。 

 

9. サイトカイン産生試験 

 培養上清中に含まれるサイトカイン量をサンドイッチ ELISA (Enzyme-linked immunoSorbent 
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assay) により測定した。方法は以下の通りである。 

(1) IL-2、IL-4および IFN-測定方法 

一次抗体を 0.1 M リン酸水素二ナトリウム溶液を用いて適切な濃度になるように希釈した。これを

96 ウェル ポリスチレン製マイクロタイタープレート (Nunc、Denmark) に 1ウェルあたり 50 l添加し、

4
o
C で一晩静置した。Skan WASHER (SKATRON) を用いて PBS-Tween で 5 回洗浄し、1% 

BSA/PBSを 1 ウェルあたり 100 l添加して室温で 30分間以上 2時間未満静置した。同様に洗浄

した後、培養上清または標準溶液を適切な濃度になるように 1% PBS/BSA-Tweenで希釈し、1 ウェ

ルあたり 50 l 添加して、常温で 2 時間静置または 4
 o

C で一晩静置した。洗浄後、1% 

PBS/BSA-Tweenで適切な濃度に希釈した二次抗体を 1ウェルに 50 l添加して、室温で 1時間静

置した。洗浄後、1% PBS/BSA-Tweenでストレプトアビジン結合アルカリフォスファターゼ (ZYMED、

USA) を適切な濃度に希釈し、1ウェルあたり 50 l添加して、室温で 30分間静置した。洗浄後、4-

ニトロフェニルリン酸二ナトリウム・六水和物 (東京化成工業) をジエタノールアミンバッファーで 1 

mg/mlになるように溶解し、1 ウェルあたり 50 l添加した。室温で静置して、発色させ、マイクロプレ

ートリーダーModel 680 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) により 405 nm (reference 490 nm) で吸光値

を測定した。 

用いた一次抗体および二次抗体は、ラット抗マウス IL-2 モノクローナル抗体 JES6-1A12 および

JES6-5H4 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA)、ラット抗 IL-4モノクローナル抗体 BVD4-1D11

および BVD6-24G2 (BD Pharmingen)、ラット抗マウス IFN-モノクローナル抗体 XMG1.2 および

R4-6A2 (BD Pharmingen) である。また標準溶液は、IL-2 と IFN-に関しては当研究室で精製した

ものを、IL-4に関してはリコンビナント マウス IL-4 (PeproTech) を使用した。 

IL-2、IL-4 および IFN-は第一章と同様に ELISA 法を用いて測定した。IL-10 は以下に示す方

法で測定した。 

(2) IL-10測定方法 

ラット抗マウス IL-10 抗体 (JES5-2A5, BD Pharmingen) を一次抗体とし、0.2 M リン酸ナトリウム

溶液で適切な濃度に希釈した。これを 96 ウェル ポリスチレン製マイクロタイタープレート (Nunc) 

に 1 ウェルあたり 50 l 添加し、4
o
C で一晩静置した。PBS-0.05% Tween で 3 回洗浄した後、10% 

FCS/PBS を 1 ウェルあたり 100 l 添加し、室温で 1 時間静置した。同様に洗浄した後、10% 

FCS/PBSで適切な濃度になるように希釈した培養上清と標準溶液 (当研究室で精製したもの) を 1

ウェルに 50 l添加し、4
 o

C で一晩または室温で 2時間静置した。PBS-0.05% Tweenで 5回洗浄
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後、10% FCS/PBS で適切な濃度になるように希釈した二次抗体であるビオチン化ラット抗マウス

IL-10抗体 (JES5-16E3, BD Pharmingen) とHRP標識ストレプトアビジンを1ウェルに50 l添加し、

室温で 2時間静置した。PBS-0.05% Tweenで 7回洗浄後 (1回の洗浄ごとに 30秒静置した)、TMB 

Substrate Reagent Set (BD OptEIA
TM

) の Substrate Reagent A と Substrate Reagent Bを等量混合し

た溶液液を 1ウェルに 50 l添加し、室温・暗所で 30分間静置した。2 N H2SO4を 1ウェルに 20 l

添加して酵素反応を停止させ、マイクロプレートリーダーModel 680 (Bio-Rad) により 450 nm 

(reference 570 nm) で吸光値を測定した。 

 

10. 血中総 IgE抗体価および OVA特異的 IgE抗体価の測定 

(1) 血清の採取 

 カミソリでマウスの尾に切り込みを入れ、採血をした。得られた血液を 4
o
Cで 3時間以上静置した。

10,000 rpm、4
o
Cの条件で 10分間遠心し、血清を採取した。 

(2) サンドイッチ ELISA法による血清中の抗体価の測定 

一次抗体である抗マウス IgE抗体 R35-92 (BD Pharmingen) を 0.05 M 炭酸水素ナトリウム溶液 

(pH 9.6) で適切な濃度になるように希釈した。これを96 ウェル ポリスチレン製マイクロタイタープレ

ート (Nunc) に 1 ウェルあたり 50 l 添加し、4
o
C で一晩静置した。PBS-Tween で洗浄し、

3%BSA/PBSを 1 ウェルあたり 100 l添加し、2時間静置した。同様に洗浄後、試料血清および標

準溶液を 1% PBS/BSA-Tweenで適切な濃度になるように希釈して、1ウェルあたり 50 l添加し、常

温で 2時間静置または 4
 o
Cで一晩静置した。なお、標準溶液は、血中総 IgE抗体価の測定にはマ

ウス IgE抗体 (BD Pharmingen) を、OVA特異的 IgE抗体価の測定にはOVAを過剰免疫して得ら

れた血清を使用した。洗浄後、総 IgE抗体価測定にはビオチン標識抗マウス IgE抗体 (LO-ME-2, 

Serotec) を、OVA 特異的 IgE 抗体価の測定にはビオチン標識 OVA を、適切な濃度になるように

1%BSA/PBA-Tweenで希釈して、1 ウェルあたり 50 l添加し、1 時間静置した。洗浄後、ストレプト

アビジン結合アルカリフォスファターゼ (ZYMED) を 1%BSA/PBA-Tween で適切な濃度になるよう

に希釈して、1ウェルあたり 50 l添加し、1時間静置した。洗浄後、4-ニトロフェニルリン酸二ナトリウ

ム・六水和物 (東京化成工業) をジエタノールアミンバッファーで 1 mg/mlになるように溶解し、1 ウ

ェルあたり50 l添加した。室温で静置して発色させ、マイクロプレートリーダーModel 680 (Bio-Rad) 

により 405 nm (reference 490 nm) で吸光値を測定した。 
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11. 増殖応答の測定 

 培養開始から 24 時間後の培養上清中に[
3
H]-メチルチミジン（Moravek Biochemicals, USA）を

18.5 kBq (0.5 Ci) となるように添加した。その 18 時間後にセルハーベスター（SKATRON 

Instrumental, Lier, Norway）により細胞をグラスファイバーフィルター（PerkinElmer Life Sciences, 

Boston, MA, USA）に回収した。細胞中の[
3
H]-メチルチミジンをカウンター（PerkinElmer Life 

Sciences）により測定した。 

 

12. 空腸組織切片の作製および染色 

 マウスの空腸を摘出し、10％中性ホルマリン（和光純薬工業）を用いて固定した。腸管を一晩流水

にて洗浄し、脱水処理の後、パライフィンに包埋した。包埋には自動包埋装置（SAKURA 

Tissue-Tek VIP 5 Jr）を用いた。パラフィンブロック作製の際には、切片が薄切面に垂直になるように

した。パラフィンブロックはリトラトーム REM-710 (大和光機工業、埼玉) を用いて薄切した。腸管組

織の炎症評価はパラフィン切片をヘマトキシリン・エオジン染色 (HE染色)することにより行った。  

 

13. フローサイトメトリーによる CD4
+
 Foxp3

+ 
T細胞の解析 

Foxp3の染色は PE anti-mouse/rat Foxp3 Staining Set (eBioscience) 付属のプロトコールに従っ

て行った。MACS 法もしくは溶血により得られた 2-10×10
5個の細胞を FACS 緩衝液で洗浄した。

その後、FACS緩衝液で希釈したラット抗マウスCD16/CD32抗体 (93, BioLegend) を添加し、遮光

して 4
o
C で 5 分間静置した。さらに適切な濃度に希釈した APC 標識抗 CD4 抗体 (RM4-5, 

eBioscience) を50 l添加し、遮光して4
o
Cで20分間静置した。FACS緩衝液で洗浄した後、300 l

の Fix/Perm working solutionに懸濁し、遮光して 4
o
Cで 2-18時間静置した。FACS緩衝液で洗浄

した後、500 lの Permeabilization Bufferで二回洗浄した。Permeabilization bufferで希釈したラット

抗マウス CD16/CD32抗体 (93, BioLegend) を 50 l添加し、遮光して 4
o
Cで 15分間静置した。さ

らに Permeabilization bufferで希釈した PE標識抗 Foxp3抗体 (FJK-16s, eBioscience) を 50 l添

加し、遮光して 4
o
Cで 30分間静置した。Permeabilization bufferで 2回洗浄し、FACS緩衝液で懸

濁した懸濁液を検体とした。検体はフローサイトメーターFACS LSR (BD Bioscience) を用いて蛍光

染色した細胞の頻度を解析した。得られたデータは FlowJo ソフトウェア (Tree Star) を用いて解析

を行った。 
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14. 有意差検定 

2 群間の有意差検定には Student の t 検定を用いた。他群間の有意差検定には Tukey の HDS

法を用いた。 
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III. 結果 

 

 

1. OVA323-339ペプチド事後投与におけるサイトカイン産生量の抑制効果 

OVA23-3マウスに EWを経口投与することで食物アレルギー症状を誘導させた（炎症誘導期間）。

その後、OVA323-339 ペプチドを胃内投与した（寛容誘導期間）。一度誘導された食物アレルギー

症状が抑制されるかどうか、すなわち治療効果が期待できるかどうかを調べた。この系を以降

「OVA323-339ペプチドの事後投与」として扱う。 

具体的には、OVA23-3マウスに EWを 7日間自由摂取させた後、7日間のうちに 3回 2.5 mMの

OVA323-339ペプチドを 200 l胃内投与した（EW/Peptide群）。対照群として、OVA323-339ペプチ

ドの代わりに生理食塩水を等量胃内投与した群（EW/Saline 群）と通常食である CE-2 で同期間通

常に飼育した群（CE-2群）を設けた。なお、EW/Peptide群もEW/Saline群も胃内投与期間は通常の

CE-2食と滅菌水で飼育した（図 1-1a）。 

EW投与開始から7日目とペプチド投与期間終了後の 14日目に解剖を行った。SPLからCD4
+ 

T

細胞を分離し、抗原提示細胞および OVA323-339 ペプチドと共に培養し、サイトカインの産生量を

測定した（図 1-1b）。その結果、7日間 EWを自由摂取させると、CE2摂取群と比較して、IL-2の産

生量が低下し、IL-4 および IFN-の産生量が増加した（図 1-2a）。その後 OVA323-339 ペプチドを

胃内投与すると（EW/Peptide 群）、生理食塩水を胃内投与した群（EW/Saline 群）よりも、IL-4 産生

量が有意に低下した（図 1-2b）。IFN-の産生量はEW/Peptide群が EW/Saline群よりもわずかに低

下した。IL-2 の産生量は両群で差はなかった。以上の結果より、EW 経口投与により食物アレルギ

ー状態の OVA23-3 マウスに、OVA323-339 ペプチドを胃内投与すると、Th2 応答が抑制されること

が明らかになった。 なお、この Th2応答抑制効果は修士論文で明らかになったことである。 

この項の図は Bioscience of Microbiota, Food and Health  Vol. 33, No. 1, pp.47-51「Oral 

Administration of T Cell Tpitope Peptide Inhibits the Systemic IL-4 Response Elicited by an 

Egg-White Diet in a TCR Transgenic Mouse Model」に掲載済みであり、契約内容により、インターネ

ット公表できない。 

 

2. OVA323-339ペプチド事後投与における体重減少と腸炎症の抑制評価 

OVA23-3 マウスは EW 経口摂取にともない食物アレルギー症状として体重減少と腸炎症が誘導
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されるモデルである。OVA323-339ペプチドの事後投与にTh2応答抑制効果が認められたため、食

物アレルギー症状の抑制も可能であるか調べた。 

投与期間中は 2、3日おきに体重を測定し、投与開始日からの体重変化率を求めた。またペプチ

ド投与期間終了後（14 日目）に腸炎症を解析した。その結果、EW/Peptide 群、EW/Saline 群共に

EW 投与期間は体重が減少し、OVA323-339 ペプチドまたは生理食塩水投与期間に共に回復した

（図 1-3）。両群の間に差は見られなかった。また 14 日目の腸炎症においても両群で差が見られな

かった (データ未掲載)。以上の結果から、両群ともに寛容誘導期間には EWではなくCE-2を摂取

していたために、体重減少または腸炎症から回復し、OVA323-339 ペプチドのアレルギー症状抑制

効果を評価することが困難と予想された。 

 

3. OVA323-339ペプチドの事前投与における体重減少と腸炎症の抑制効果 

この項の内容は今後学術雑誌論文として出版予定であり、公表することができない。5 年以内に

出版予定である。 

 

4. OVA323-339ペプチドの事前投与におけるサイトカイン産生量抑制効果 

この項の内容は今後学術雑誌論文として出版予定であり、公表することができない。5 年以内に

出版予定である。 

 

5. OVA323-339ペプチドの事前投与における IgE抗体価抑制効果の検討 

この項の内容は今後学術雑誌論文として出版予定であり、公表することができない。5 年以内に

出版予定である。 

 

6. OVA323-339ペプチドの事前投与における Foxp3
+
T細胞の発現割合の測定 

この項の内容は今後学術雑誌論文として出版予定であり、公表することができない。5 年以内に

出版予定である。 

 

VI. 考察 

この項の内容は今後学術雑誌論文として出版予定であり、公表することができない。5 年以内に

出版予定である。 
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第二章 

食物アレルギー性皮膚炎モデルの作製 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため、公表できない。5年以内に出版予

定である。 

 

I. 序 

 

食物アレルギーの有効な治療法の開発には、臨床研究だけでなく、より優れた疾患モデルを用

いて、その発症機構を詳細に解析することが重要であると考えられる。食物アレルギーの臨床症状

は、皮膚症状、粘膜症状、呼吸器症状、消化器症状、ショック症状など多岐にわたる。中でも最も多

いとされるのが皮膚症状であり、80％以上の患者が発症していると考えられる 5。実際、アトピー性

皮膚炎の患者の30～40%が食物アレルギーを併発しているとの報告もある 53
 。しかし、原因食物を

食べて皮膚炎が発症・悪化する詳細なメカニズムは分かっておらず、その解明が重要な課題となっ

ている。この問題を解決するためには、食物アレルギー性の皮膚炎を発症する有用な動物モデル

が必要であるが、ほとんど報告がない。第一章で使用した OVA23-3 マウスは、アジュバントや他の

薬剤なしに卵白食の自由摂取のみで IgE 抗体価の上昇、IL-4 などの Th2サイトカイン産生量の上

昇、体重減少を伴う腸炎症の発症などが認められる有用な食物アレルギーモデルである 26。しかし

ながら、皮膚炎症が惹起されるか否かは調べられていなかった。OVA23-3マウスが皮膚炎も発症す

るモデルであれば、よりヒトの臨床症状に類似したモデルとなり、臨床応用に向けてより有用な知見

を提供できる可能性が高い。そして、患者数が多いにもかかわらずこれまで研究が進めてこられな

かった食物アレルギー性皮膚炎のメカニズム解析が可能となる。よって本研究の目的は、OVA23-3

マウスを用いて有用な食物アレルギー性皮膚炎モデルを開発し、そのメカニズムを解明することで

ある。 
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第三章 

食物アレルギー性皮膚炎モデルにおける 

免疫細胞の動態解析 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため、公表できない。5年以内に出版予

定である。 

 

I. 序 

免疫系は多くの細胞や分子が時間・空間・数量的に複雑に制御された機構である。免疫細胞が

全身の血管およびリンパ管を通り、個体全体を移動することで免疫系が成立している。アレルギー

などの免疫疾患の発症機構を解明するためには、従来のような組織や細胞レベルの解析にとどま

らず、個体レベルでどのように免疫システムが制御されているのかを含めて解明する必要があると

考える。 

本研究の第二章では食物抗原の経口投与に伴い食物アレルギー様の症状を呈する OVA23-3

マウスを用いて、食物アレルギー性皮膚炎モデルを作製した。またそれを用いて食物アレルギー性

皮膚炎発症時に MLN と SPL で CD4
+ 

T 細胞が皮膚ホーミングレセプターと考えられる CCR4 や

E-lig を発現し、皮膚に移動する可能性を示した。しかしながら、細胞や組織レベルの解析であり、

実際に CD4
+ 

T 細胞が SPLや MLN からどのように移動することで、皮膚炎が誘導されるのかは分

からない。そこで本章では、細胞動態の解析に適したOVA-KikGRマウスを用いてEW経口摂取後

の OVA 皮膚接触時における免疫細胞の動態を解析することで、食物アレルギー性皮膚炎の発症

メカニズムの解明を目指した。 

KikGR マウスは光変換型蛍光タンパク質 Kikume-ishi green-red（KikGR）を発現するマウスであ

る 70。KikGR タンパク質は紫外線または紫色の光を照射することで緑色（KikGR-Green）から赤色

（KikGR-Red）に光変換する。ROSA26-CAG-loxP-stop-loxP-KikGR ノックインマウスと CAG-Cre マ

ウスの掛け合わせにより作成されたマウスであり、全身の細胞がKikGRタンパク質を発現する 66。そ
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のため、KikGR マウスの特定の部位に紫外線または紫色光を照射すると、その部分の細胞が緑色

から赤色に光変換し、細胞をマークすることができる。すなわち、紫色光照射後マウスを生かしてお

き、一定時間後に解析することで、一つの個体の中で細胞がどこからどこに移動するかを追跡する

ことが可能である 66。 

本研究ではこの KikGR マウスと OVA23-3 マウスを交配させ OVA-KikGR マウスを作製するこ

とで、抗原特異的な T細胞の動態解析が可能なツールを得た。KikGRや他の光変換蛍光タンパク

質「カエデ」などを発現するマウスを用いて免疫細胞の動態を解析した研究はいくつか存在するが、

抗原特異的な解析はなされてこなかった。本研究では OVA-KikGRマウスに、第二章と同様に EW

経口投与後に OVA を皮膚接触することにより食物アレルギー性皮膚炎を誘導した。その際に、

MLN または皮膚から抗原特異的に移動する免疫細胞の動態を解析した。 
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総合討論 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため、公表できない。5年以内に出版予

定である。 
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