
食物アレルギーにおける免疫記憶の機序解明

研究結果要約

食物アレルギーの原因の 1 つは腸管バリア機能の低下（leaky gut）といわれており、腸管バリア機能

に重要な IL-22 および IgA に着目し、食物抗原特異的な IgE 産生機序との関連についての研究を行っ

た。2019 年度の研究助成の成果として、IgA が食物アレルギーに深く関わっていることを示唆する結果

を得ており、独自に樹立した IgA 欠損マウスを用いて、IgA の機能のさらなる解析を行った。IgA 欠損

マウスでは腸内細菌のゆがみに依存して回腸炎が起こるが、これにはグラム陽性、陰性の腸内細菌とも

関与していること、また、炎症は回腸の上皮陰窩に起因していることを見出した。この微細な異常は、

食物アレルギーの予防や診断をするうえで超早期の標的になると考えられる。さらに IgA 産生細胞の動

態を詳細に解析するために、IgA 産生細胞可視化マウスを作製し、脾臓や小腸で検出できることを確認

した。また、IgA 欠損マウスでは、野生型マウスに比べ、抗原感作によってより多くの抗原特異的 IgE

抗体が誘導されることを昨年度報告したが、皮膚感作アレルギーモデルで IgE 抗体産生細胞の検出方法

を確立し、リンパ節に IgE 産生細胞が存在していることをつきとめた。一方、IL-22 に関しては、IL-22

欠損マウスを樹立し、腸管バリア機能の低下を確認後、食物アレルギーモデルで評価をしたが、それだ

けでは食物アレルギーは誘導できず、他の要因の関与が示唆された。
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食物アレルギーにおける免疫記憶の機序解明

研究目的

食物アレルギーは食物抗原に一旦感作されて

免疫記憶が成立してしまうと抗原を摂取するた

びにアレルギー症状が惹起されてしまう。しかし、

その治療方法としては、アレルギーの原因となる

食物を避けるといった対処療法が、いまだ主流で

ある。少量の抗原を投与する減感作療法も行われ

ているが、根本的な解決には至っていない。通常

は、食物抗原により、制御性 T 細胞が誘導されて

経口免疫寛容がされるが、腸管や皮膚などのバリ

ア機能が破綻すると、食物が体内に侵入し、免疫

反応が惹起され、アレルギーを発症すると考えら

れる。これまでの研究から、独自に腸管、皮膚の

バリア機能を低下せた食物アレルギーモデル系

を複数構築し、IgA が IｇE の産生を抑制するこ

とを、IgA あるいは IgE を制御する食品成分も見

出している。また、図１に示すとおり、IgA を欠

損させると免疫細胞の過剰な活性化が起こり、回

腸に炎症がみられることを明らかにしてきた 1)。

これらを基盤として、食物アレルギーにおける

免疫記憶、さらには免疫グロブリンのクラススイ

ッチを標的として食物抗原特異的に免疫記憶を

制御する根本的な治療法の開発ができるのでは

ないかと考える。そこで本研究では、食物アレル

ギーにおいて免疫記憶が成立および維持される

機序を明らかにすること、それをもとにした抗原

特異的な免疫記憶およびクラススイッチの機序

を明らかにするとともにその制御法の確立を目

的とした。またアレルギーと発達障害の関連も指

摘されており、アレルギー疾患と神経性疾患との

因果関係についても多角的に調べ、アレルギーの

治療による他の疾患の制御の可能性についても

検討することとした。このことが解明されれば、

アレルギー疾患にとどまらず、新たな医療の枠組

みを創生する画期的なことである。

研究計画及び研究手法

腸管・皮膚のバリア機能に重要な IL-22 欠損マ

ウスにおける食物アレルギーの解析

CRISPR/Cas9 によるゲノム編集により IL-22

欠損マウスを作製し、正常マウスとの交配により

IL-22 欠損マウスのライン化を行い、IL-22 遺伝

子部分の欠失をシークエンスにより確認した。腸

管および皮膚のバイア機能を、皮膚については、

経皮水分蒸散量（transepidermal water loss;

TEWL）により評価した 2)。また腸管バリア機能

は FITC 標識したデキストランを経口投与し、小

腸での透過性を血液中の FITC の蛍光を測定す

ることによって評価した。

昨年度、確立した C57BL/6 マウスを用いた食

物アレルギーモデル系を用い、IL-22 欠損マウス

にニワトリオボアルブミン（OVA）50 ㎍を抗原

として水酸化アルミニウムをアジュバンドとし
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図１ ． I g A⽋損による回腸での炎症
⼩腸は上部から⼗⼆指腸、空腸、および回腸からなるが（左）、IgA⽋損によ
り特に回腸での腸内細菌叢の歪みが⼤きく、それに応答してT細胞からの炎症
の原因となるサイトカインの分泌が増え、炎症が起こることにより回腸の組
織が損傷を受ける（右）。
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てゲル化したもの（OVA/Alum）を腹腔に投与し

て免疫した。2 週間後に追加免疫した後、さらに

1週間後にゾンデにより 30㎍のOVAを 0.3mlの

リン酸化バッファーに溶解したものを投与した。

投与後の体温測定を行い、アナフィラキシー反応

を検討した。また、IgA 欠損マウスと比較した。

腸管のバリア機能に重要な IgA あるいは IL-22

を欠失したマウスの糞便より腸内細菌叢につい

て、DNA を抽出し、16S rRNA の次世代シーク

エンス解析により調べた。

IgA 産生細胞の動態の可視化解析

IgA のクラススイッチを機序、さらに IgA 産生

細胞の動態を解明するために、CRISPR/Cas9 に

よるゲノム編集により IgA 産生細胞可視化マウ

スの構築を行った。IgA 産生細胞で、同時に Cre

リコンビナーゼを発現させ、これまでに確立して

きた LoxP によるカルシウムバイオセンサー

YC3.60 マウス 3 , 4)との交配により IgA 産生細胞

特異的にYC3.60を発現するマウスを用いた生体

イメージングにより IgA 産生細胞の動態を明ら

かにすることにした。

IgE 産生プラズマ細胞分化の詳細な検出系の確

立

光変換蛍光タンパク質 KikGR を発現する

KikGR マウス 5)を用い、IgE 産生プラズマ細胞、

および抗原特異的 IgE 産生プラズマ細胞の前駆

細胞の生体内動態を明らかにすることで、IgE 産

生プラズマ細胞の誘導および維持機構を明らか

にすることを目指した。前年度には、IgA 欠損マ

ウス 1)では IgE 産生が増強される特徴を生かし、

OVA/Alum 感作した IgA 欠損 B6 マウスを用い、

フローサイトメトリーにより IgE 陽性細胞を、さ

らに Enzyme-Linked ImmunoSpot （ELISPOT）

アッセイにより、抗原特異的 IgE 産生プラズマ細

胞の検出法を確立した。プラズマ細胞分化では、

B220 (あるいは CD19 など)+ 細胞表面 Ig– →

B220+細胞表面 Ig+ → B220–細胞表面 Ig+→

B220–細胞表面 Ig– (形質細胞)と、分化が進むに

つれて細胞表面 Ig が陰性となる。そこで、今年

度は、OVA/Alum 感作 KikGR 発現 IgA 欠損

C57BL/6 マウスを用いて、細胞内および細胞表

面 IgE を分けて同時に分けて染色して検出し、

IgE 産生細胞分化過程の詳細を、フローサイトメ

トリー解析による B220–細胞表面 IgE– (形質細

胞)検出と同時に ELISPOT アッセイによる抗原

特異的 IgE 産生細胞検出により明らかにするこ

とにした。

IgE 陽性細胞の生体内動態解析

昨年度に報告したように、IgA 欠損 C57BL/6

マウスへの OVA/Alum 感作により、血液中 IgE

上昇とOVA特異的 IgE+形質芽細胞の誘導を確認

出来た。そこで、今年度は IgA 欠損マウスと

KikGRマウスとを掛け合わせて作製したKikGR

IgA 欠損 C57BL/6 マウスに OVA/Alum 感作して

IgE+細胞を誘導し、IgE+細胞の生体内動態を検出

することにした。

皮膚感作Ⅰ型アレルギーモデルの確立と解析

小麦加水分解物を含む石鹸による小麦粉アレ
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ルギーや英国の乳児へのピーナッツオイル塗布

によるピーナッツアレルギーなどが典型的な例

として挙げられるが、食物アレルギーは皮膚感作

により誘導された食物と同一抗原に対する抗

IgE 状態下における食物摂取により惹起される。

従って、皮膚感作時に誘導される IgE 産生細胞の

誘導メカニズムの解明、特に、皮膚感作により誘

導された IgE 産生細胞にコミットした細胞の検

出と臓器間移動、そして、皮膚からの再感作およ

び食物アレルギー惹起時における IgE 産生細胞

にコミットした細胞から IgE 産生細胞への分化

誘導と生体内動態の解明は、食物アレルギーの感

作機序の解明を大きく推し進める。しかし、皮膚

感作時に IgE 産生細胞がどの臓器でコミットし、

のその後、骨髄などに移動するのかについては、

ほとんど分かっていない。

昨年度確立した OVA/Alum 感作による食物ア

レルギーモデルは、誘導された抗原特異的 IgE 産

生細胞と食物アレルギーの発症解析にはとても

有用なツールであるが、前述の生体内での IgE 産

生細胞誘導過程の解明には、抗原皮膚感作 IgE 誘

導モデルが必須である。そこで本年度は、

C57BL/6 系 IgA 欠損マウス、および皮膚持続感

作によるアトピー性皮膚炎モデルとして用いら

れる BALB/c 系マウスを用いて、腹部皮膚をテー

プストリッピング後、OVA 塗布感作を繰り返す、

抗原反復塗布感作アトピー性皮膚炎モデルの確

立を試みた。

腸管バリア機能低下モデルマウスにおける行動

異常の解析

腸管バリア機能に重要な IgA を欠失させた

IgA 欠損マウス 1)において網羅的な行動学解析を

行い 6)、脳について組織切片を染色し、病理解析

を行った。

結果と考察

腸管・皮膚のバリア機能に重要な IL-22 欠損、

IgA 欠損マウス、IgE 過剰発現マウスにおける食

物アレルギーの解析

CRISPR/Cas9 により IL-22 を欠損したマウス

を作製し、IL-22 を欠失した複数の系統を樹立し

た。そのうちの 1 系統について皮膚、腸管のバリ

ア機能を評価したところ、経皮での TWEL が亢

進しており、また FITC-デキストランの腸管での

透過性の更新も見られ、それぞれの機能に低下が

あることが確認された。この IL-22 欠損マウス、

IgA 欠損マウス、IgE 過剰発現マウスを用いて

OVA で免疫後、OVA を経口投与した食物アレル

ギーモデルにおいて、OVA に対する特異抗体価

を評価したところ、IL-22 欠損マウスでは腸管の

透過性が上がっているにもかかわらず、正常マウ

スに比べて、明らかな差異は見られなかった（図

２）。IL-22 欠損マウスについて、CD4 陽性 T 細

胞、CD8 陽性 T 細胞、NK 細胞、制御性Ｔ細胞、

濾胞性ヘルパーＴ細胞、Ｂ細胞などの免疫細胞に

ついても、正常マウスと比較したがいずれも明ら

かな差異はなかった。糞便による腸内細菌叢の解

析では、正常マウスと異なっていることが明らか

となった（図３）。
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IgA 産生細胞可視化マウスの動態解析

CRISPR/Cas9 の系を用いて IgA の H 鎖の遺

伝子座に Cre リコンビナーゼ遺伝子を導入し、

IgA を産生する細胞で Cre リコンビナーゼを発

現するマウスを作製した。Cre リコンビナーゼに

より発現誘導できる細胞系譜特異的カルシウム

バイオセンサー（YC3.60）マウスとの交配により、

IgA を産生する細胞を可視化できるマウスを樹

立した。このマウスについて生体イメージングに

より IgA 産生細胞の動態を解析したところ、脾臓

では、広く散在していたが、小腸パイエル板では

2 次濾胞に集積していることが明らかになった

（図４）。

腸管での IgA の機能解析

IgA 欠損マウスの腸管の切片を調製し、HE 染

色したところ、小腸の陰窩の上皮細胞に異常があ

ることがわかった。この結果は小腸炎のモデルマ

ウスで、小腸での炎症は陰窩のパネート細胞の異

常から始まるという結果 7)とよく一致しており、

食物アレルギーにおいても陰窩の小腸上皮に異

常がある可能性が示され、食物アレルギーにおけ

る下痢などの原因となっていると推測された。

IgE 産生プラズマ細胞分化の詳細な検出系の確

立
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IgA 欠損 C57BL/6 マウスに 1 週間感覚で

OVA/Alumを4回感作して IgE+細胞を誘導した。

脾臓細胞について、B220、Alexa647-OVA およ

び細胞表面 IgE を Phycoerythrin 標識抗 IgE 抗

体で染織後、permeabilize し細胞内 IgE を

Brilliant Violet241 標識抗 IgE 抗体で染織して

検出した。そして、細胞内 IgE+細胞(細胞内 IgE

は、細胞内および細胞表面 IgE+細胞で陽性のた

め)、さらに Alexa647-OVA+細胞(OVA に結合す

る抗体を産生している)に gating した。そして、

B220+、B220 細胞について調べてみると、いずれ

の細胞でも細胞表面 IgE 細胞は、1%程度であっ

た (図５)。

また、他の染色パネルでも再現のある結果が得

られた。また、脾臓細胞 100 万個当たり CD19–

細胞表面 IgE– (形質細胞)は約 4 個であった。一

方、ELISPOT アッセイで、同じサンプルについ

て解析すると、OVA 特異的 IgE 産生細胞は 100

万個当たり約 5.5 個であった。フローサイトメト

リーと ELISPOT 評価系では検出感度の差を考

える必要もあるが、ほぼ同数との結果が得られた。

以上の結果をまとめると、当モデルでの IgE 産生

プラズマ細胞分化は、B220+ 細胞表面 IgE–細胞

→ B220+細胞表面 IgE+細胞 → B220–細胞表面

IgE+→CD19–細胞表面 IgE– (形質細胞)と進行す

るが、B220–細胞表面 IgE+細胞に比べて、CD19–

細胞表面 IgE– (形質細胞)の割合が当初想定して

いた頻度よりも低かった。これは、B220–細胞表

面 IgE+細胞のうちのごく一部の細胞が CD19–細

胞表面 IgE– (形質細胞)に分化していく、あるい

は、CD19–細胞表面 IgE– (形質細胞)の寿命が

B220–細胞表面 IgE+細胞に比べてとても短いた

めである可能性を考えている。

食物抗原摂取時における腸間膜リンパ節、脾臓、

骨髄での B220+細胞表面 IgE+細胞、B220–細胞表

面 IgE+細胞、CD19–細胞表面 IgE– (形質細胞)の

頻度変化の解析は、食物抗原による IgE 産生細胞

分化のタイミングと分化臓器、そして分化の場を

明らかにするための有用な情報となると考えて

いる。

IgE 陽性細胞の生体内動態解析

当研究の IgE 産生プラズマ細胞の生成を、その

前駆細胞の生成と維持機構を解明して制御する

という目的から、IgE+プラズマブラスト細胞

(B220–細胞表面 IgE+)、およびその前駆細胞で

IgE+細胞にコミット直後の B220+細胞表面 IgE+

細胞の臓器間移行について解析した。昨年度の

OVA/Alum 感作 IgA 欠損 B6 マウスの検討にお

いて、腸間膜リンパ節、脾臓、骨髄で IgE+細胞を

検出出来ている。そこでまず、OVA 特異的 IgE+

細胞の腸間膜リンパ節から脾臓、骨髄への移動を

解析した。KikGR 発現 IgA 欠損 B6 マウスに

図５ ． 感作抗原特異的I g E産⽣プラズマ細胞分化過程の検出
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OVA/Alum を感作して 3 回感作して１週間日後

に、腸間膜リンパ節に紫色光を照射して腸間膜リ

ンパ節に存在する細胞を赤色(KikGR-Red)にマ

ークした。24 時間後に骨髄および脾臓細胞を分

離して解析した。当検討では、B220 の代わりに

CD19 を使用した。腸間膜リンパ節から 24 時間

の間に移動してきた KikGR-Red の CD19+ IgE+

細胞、および IgE+プラズマブラスト(CD19–細胞

表面 IgE+)は、それぞれ骨髄では 6.1%と 0.06%、

脾臓では 2.4%と 0.17%であった (図６)。

この結果から我々は、頻度は低いが、細胞表面

IgE+産生細胞は腸間膜リンパ節、脾臓、骨髄間を

移動していると考えている。IgE 産生にコミット

して直後の CD19+IgE+細胞が骨髄および脾臓に

移動して IgE+形質芽細胞(IgE+CD19–)に分化し、

IgE+形質芽細胞に分化後は、その臓器からほとん

ど動かずにいる可能性を考えている。今後、脾臓、

あるいは、骨髄を光照射して解析する事で、生体

内動態が明らかになると考えている。

皮膚感作Ⅰ型アレルギーモデルの確立と解析

C57BL/6 系 IgA 欠損マウス、および皮膚持続

感作によるアトピー性皮膚炎モデルとして用い

られる BALB/c 系マウスを用いて、腹部皮膚をテ

ープストリッピング後 OVA あるいは PBS を週

に 1 回塗布感作して繰り返す、抗原反復塗布感作

アトピー性皮膚炎モデルの確立を試みた。

1 回/週 × 3 回実施して 3 日後、および 1 回/週 ×

5 回実施して 3 日後に、血中 IgE を測定しとこ

ろ、n=2 であるが OVA 感作群では PBS 群に比

べ、血中総 IgE および抗 OVA IgE 抗体濃度が増

加していた(図７)。

そこで ELISPOT アッセイにて OVA 特異的

IgE産生細胞の検出を試みたが皮膚感作3回およ

び 5回のいずれでも骨髄細胞、脾臓細胞でもOVA

特異的 IgE 産生細胞を検出出来なかった。そこで

さらに、IgA 欠損 C57BL/6 マウスと、IgE が誘

導されやすい BALB/c マウスを用いて、腹部皮膚

をテープストリッピング後OVA塗布/1回/週 × 3

回、および 5 回で追加実験を実施した。その結果、

IgA 欠損 C57BL/6 マウスでは血中抗 OVA IgE 抗

図６ ． 腸間膜リンパ節から⾻髄への抗原特異的I g E+細胞の移動
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体誘導は検出される個体も認められたが不確実

であり、誘導された濃度も低値に留まった。それ

に対し、BALB/c マウスでは、総 IgE と抗 OVA 

IgE 抗体が有意に誘導された (図８)。ELISPOT

アッセイによる OVA 特異的 IgE 産生細胞の検出

においても IgA欠損C57BL/6 マウスでは誘導は

安定しなかったが BALB/c マウスでは安定して

検出された(図９)。以上の結果から、皮膚感作Ⅰ

型アレルギーモデルでは、IgA 欠損 C57BL/6 マ

ウスによる解析は難しく、BALB/c マウスバック

グラウンドであることが必要で有ることが分か

った。そこで、皮膚感作Ⅰ型アレルギーモデルに

おいて、IgE+細胞の生体内動態を解析するために、

KikGR マウス(C57BL/6 バックグラウンド)を

BALB/c マウスと交配し、現在、ほぼ BALB/c バ

ックグラウンドに置き換わるとされる 6 世代目

の KikGR 発現 B/c マウスを作成した。今後、OVA

の経口摂取により食物アレルギーの発症の有無

を確認する。さらに、KikGR 発現 B/c マウスに

て皮膚感作Ⅰ型アレルギーを誘導し、皮膚所属リ

ンパ節、脾臓、骨髄、そして、腸間膜リンパ節間

の IgE+細胞の動態と、IgE+プラズマ細胞の局在

を明らかにしていく。

さらに BALB/c マウスを用いて検討を進める

と、OVA 感作した皮膚の所属リンパ節では

CD19–OVA+IgE+産生細胞は検出されなかったが、

ELISPOT アッセイでは OVA 特異的 IgE 産生細

胞検出されたことから、所属リンパ節では形質細

胞のみが存在している可能性がある。以上の結果

から、所属リンパ節は IgE 産生細胞分化の場とい

うよりもむしろ産生の場として機能している可

能性を我々は考えている。

皮膚感作時および経口摂取時における骨髄お

よび脾臓に存在する B220+IgE+細胞およぶ

IgE+プラズマブラストの生体内動態変化と、IgE

産生プラズマ細胞の局在の詳細の解明は、IgE 産

生プラズマ細胞の誘導と維持のメカニズム解明

に繋がると考えている。

腸管バリア機能低下モデルマウスにおける行動

異常の解析

IgA 欠損マウスにおいて網羅的な行動学解析

を行い、オープンフィールドテストで不安行動の

増加が見られた。腸管に炎症があると行動にも異

常が見られ、食物アレルギーを発症した状態では

脳神経にも影響を及ぼすことが示唆された。

今後の研究活動について

IgA 欠損マウスでは IgE 陽性細胞が増えてい

ることが明らかになり、IgE 抗体産生細胞の局在
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については一部明らかとなったが、それらの局在

性、維持に関する機序については、まだまだ不明

である。また、本年度の研究から、マウスのバッ

クグランドを BALB/ｃにした方が、実験の検出

感度が上がり、より詳細な解析が可能であること

も明らかとなった。このことより IgA 欠損マウ

ス、および IL-22 欠損マウスについても C57BL/6

のバックグランドのものを BALB/ｃに戻し交配

させ、食物アレルギーにおける IgE 陽性細胞の検

出感度を上げたシステムを取り入れる予定であ

る。これらのマウスを利用して、IgE 陽性細胞の

動態、活性化、抗体産生細胞への分化についてさ

らなる解析を行い、食物アレルギー発症時の IgE

を継続的に供給するメカニズムの解明が必要で

ある。アナフィラキシー反応の検出にはC57BL/6

バックグランドの IgA 欠損マウスでも十分に高

い感度で検出できるので、このマウスに IgA 抗体

の投与や IgA 産生細胞を移入するなどで、食物ア

レルギーが回避できるか、確かめる必要がある。

また、IgA 産生細胞可視化マウスが樹立されたの

で、食物アレルギー誘導時の、クラススイッチ、

また IgA 産生細胞への活性化・維持についての動

態を詳細に調べ、トレランスの誘導機序を明らか

にする。IgA の産生を高めるプロバイオティクス

などが実際に食物抗原による IgA の産生を高め、

トレランスに寄与するか、またそれが食物アレル

ギーの抑制効果を発揮するか、検討する。これら

のことが検証できれば、食物アレルギーにおける

治療の標的を突止め、具体的な治療法が確立でき

ると考えられる。

食物アレルギー誘導系での行動学解析につい

ては継続中であり、食物アレルギー発症時の脳の

炎症や海馬でのニューロン新生を調べることや、

腸脳相関 8)を調べることにより神経性疾患への

影響を明らかにすることができると考えられる。
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