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研究結果要約 

食物アレルギーでは、食物抗原に対する経口免疫寛容が獲得できなかった、もしくは、獲得した

免疫寛容が破たんすることで、食べた物に対してアレルギーが生じていると考えられる。そこで本

研究では、経口免疫寛容の獲得が阻害される機序の解明や、獲得した免疫寛容が破たんする条件の

解析を行った。 

 これまでに私たちは、マウス食物アレルギーモデルと経口免疫寛容モデルを作製した。また、経

口免疫寛容モデルにおいて、経口免疫寛容の獲得操作時に食品添加物を大量に摂取させると、免疫

寛容の獲得が阻害される結果を報告している。そして、マイクロアレイ解析の結果から、経口免疫

寛容のマウスでは、セリンプロテアーゼの遺伝子発現が上昇している結果を得ていた。そこで、セ

リンプロテアーゼ阻害剤として、アプロチニンを投与し、経口免疫寛容の獲得と阻害に対する作用
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を検討した。しかしながら、アプロチニンは、経口免疫寛容の獲得や阻害に対して、顕著な作用は確

認できなかった。 

 一方で、経皮的な抗原の暴露による獲得した免疫寛容の破たんについて検討した。これまでに、

経皮感作によって経口免疫寛容の一部が破たんし、抗原特異的 IgE 値が上昇することを報告してい

た。今回、抗原を皮内注射することで、より安定的に免疫寛容を破たんさせることを確認した。ま

た、破たんの機序として、経皮的な抗原の反復暴露により炎症性樹状細胞の遊走が促進することが

考えられた。 

 

研究目的 

食物アレルギーは、乳幼児の未成熟な腸管で食物アレルゲンに感作され、アレルギーを発症する

と考えられてきたが、近年は、食物アレルゲンが皮膚に触れて感作されることが主要経路であり、

腸管からのルートは、むしろ、免疫抑制にはたらくと考えられるようになっている 1)。 

本来、経口的に摂取した食物アレルゲンに対しては、免疫寛容を獲得し食物アレルギーは生じな

い。しかしながら、食物アレルギー患者では、食物抗原に対する経口免疫寛容が獲得できなかった

か、もしくは、獲得した免疫寛容が破たんすることで、食べた物に対してアレルギーが生じている。 

近年、小麦の加水分解物を混ぜ込んだ美白石鹸の使用による小麦アレルギーが問題となった 2)。

この事象は、これまで小麦製品を食べてもアレルギーが起きなかった患者が、経皮的な暴露によっ

て獲得したはずの経口免疫寛容が破たんした例である。しかしながら、免疫寛容が破たんする詳細

な機序については不明な点が多い。 

これまでに私たちは、卵白アルブミン (Ovalbumin, OVA) を用いたマウス食物アレルギーモデル

と経口免疫寛容モデルを作製した 3)。経口免疫寛容モデルでは、予め OVA を経口投与しておくと、

その後に OVA の腹腔内注射を行って感作を試みても OVA 特異的な IgE 値の上昇が完全に抑制さ

れることを報告した。また、私たちは、経口免疫寛容誘導時に食品添加物を大量に摂取させること

で、経口免疫寛容の獲得が阻害されることを報告している 4)。そして、テープストリッピングにより

皮膚バリア機能を障害させて OVA を貼付することで、経皮感作による食物アレルギーモデルも作



3 
 

製している (論文には未発表)。本研究では、私たちが作成したモデルを組み合わせて解析すること

で、食物アレルギーにおける、免疫寛容と免疫感作の関係性を明確にしたい。すなわち、食物アレル

ギーにおいて、経口免疫寛容の獲得が阻害される原因や、破たんする要因について解析した。 

 

研究計画及び研究手法 

1. 経口免疫寛容の獲得が阻害される原因の探索 

これまでに私たちは、マウスによる食物アレルギーモデルと経口免疫寛容モデルを報告している

3)。マウス食物アレルギーモデルでは、食物抗原である卵白アルブミン (ovalbumin, OVA) と免疫

アジュバント (alum) を腹腔内注射することで感作し、OVA を経口投与することで食餌的アナフ

ィラキシーを誘導した。経口免疫寛容モデルでは、OVA/alum による感作前に、少量の OVA を

経口投与し経口免疫寛容を誘導しておくと、血中の OVA 特異的 IgE 値の上昇が完全に抑制され、

食物アレルギーが発症しないことを示した。また、その経口免疫寛容の誘導操作である OVA の経

口投与において、サッカリンなどの食品添加物を同時に摂取させると、経口免疫寛容の獲得が阻害

され、食物アレルギーが発症することを報告した 4)。 

サッカリンの投与によって経口免疫寛容の獲得が阻害される要因について、経口免疫寛容を誘導

したマウスの腸間膜リンパ節と、サッカリンを投与することで経口免疫寛容を破たんさせてマウス

の腸間膜リンパ節に対して、マイクロアレイを用いて遺伝子の変化を網羅的に確認していた。その

結果から、経口免疫寛容を誘導したマウスのリンパ節では、セリンプロテアーゼ関与の遺伝子の発

現が上昇し、サッカリンを飲ませてマウスでは、その上昇が抑制されるデータを得ていた。そこ

で、本検討では、広範囲のセリンプロテアーゼ阻害薬であるアプロチニンを、経口免疫寛容の誘導

時やサッカリンの投与時に腹腔内注射することで、経口免疫寛容の獲得阻害におけるセリンプロテ

アーゼに役割について確認した。プロトコールと群構成を Figure 1A に示す。 
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2. 皮膚を介した食物抗原の暴露による経口免疫寛容の破たん 

経口免疫寛容と経皮感作を合わせたマウス食物アレルギーモデルにおいて、経皮感作によって経

口免疫寛容が破たんする可能性を示していた。経皮感作は、既存の報告 5) にならい、剃毛したマ

ウスの後背部をテープストリッピングによって物理的なダメージを与え、OVA をしみ込ませたろ

紙を 3 日間貼付することで行った。これまでに、経口免疫寛容状態のマウスに経皮感作を行う

と、不安定であるが、血中の OVA 特異的 IgE 値を上昇させる可能性を示した。また、テープスト

リッピングの代わりに、テープストリッピングによって産生されることが知られている IL-336) を 

OVA に加えて皮内注射する方法を試し、OVA 特異的 IgE 値が上昇することを確認している。本検

討では、IL-33 を注射する量を、高用量、中用量、低用量と変化させ、経皮感作や経口免疫寛容の

破たんにおける IL-33 の必要性について検討した。また、その結果を受けて、経口免疫寛容状態

に対する経皮感作 (EC モデル)、OVA 皮内単独投与 (ID モデル)、OVA と IL-33 の混合液投与 

(IL-33 モデル) の影響について、通常の腹腔内投与によるモデル (IP モデル) に対して比較検討し

た。これらのプロトコールを Figure 2 に示す。 

 

3. 樹状細胞を標的とした経口免疫寛容が破たんする機序の解析 

上述の OVA を皮内注射するモデル (ID モデルや IL-33 モデル) において、経口免疫寛容の破た

んが確認され、食物アレルギー症状を発症したため、樹状細胞を標的とした、免疫寛容が破たんす

る機序の解析を行った。 

OVA を経口投与して経口免疫寛容を誘導したマウスに、OVA を皮内注射し、皮膚所属リンパ節

におけるランゲルハンス細胞や、真皮の CD11b 陽性の炎症性樹状細胞や CD103 陽性の免疫寛容
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性樹状細胞 7)の挙動をフローサイトメーターで測定した。Figure 2 に示したように、ID モデルで

は、皮内投与は 4 週間行っており、樹状細胞の動きは、1 週目の最初の OVA 注射時と、4 週目の最

初の注射時に測定した。 

 

結果と考察 

1. 経口免疫寛容の獲得が阻害される原因の探索 

経口免疫寛容を誘導したマウスの腸間膜リンパ節と、サッカリンを飲ませることで経口免疫寛容

の獲得を阻害したマウスの腸間膜リンパ節によるマイクロアレイ解析の結果から、セリンプロテア

ーゼ阻害剤であるアプロチニンを投与し、経口免疫寛容の獲得、および、獲得阻害に対して、セリン

プロテアーゼの関与について検討した。 

その結果、食物アレルギーを誘導した群 (FA 群) では体温低下や下痢の誘導、血中の OVA 特異

的 IgE 値の上昇が確認され、経口免疫寛容誘導群 (OT 群) では、それらの症状が完全に抑制され、

さらにサッカリンを投与することで (OT/S 群)、再び食物アレルギー症状が観察されるようになっ

た (Figure 1B, C, D)。経口免疫寛容誘導に加えてアプロチニンを注射した群 (OT+A 群) では、経

口免疫寛容の獲得に対して影響を及ぼさず、食物アレルギーの発症は確認できなかった。また、サ
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ッカリン投与に加えてアプロチニンを注射した群 (OT/S+A) では、むしろ、食物アレルギーの発症

が抑制された (Figure 1B, C, D)。 

 

実験終了後に腸間膜リンパ節を回収し、遺伝子の発現について測定した。セリンプロテーゼの遺

伝子発現は、OT 群において FA 群の 6 倍程度に上昇していたが、OT/S 群や OT+A 群では、OT 群

に比べて 25 分の 1 程度に減少していた。また、OT/S+A 群では、OT/S 群より 4 倍程度上昇して

おり、アプロチニンの投与による食物アレルギーや経口免疫寛容への影響には、一貫性が確認でき

なかった。 

セリンプロテアーゼは、アレルギーや癌などの発症にも関与が疑われており、前立腺がんの指標

として使われる、prostate specific antigen (PSA) はセリンプロテアーゼの一種であり、免疫系と深

く関与している。これらのことからも、セリンプロテアーゼが経口免疫寛容の獲得や獲得阻害に関

与すると考え実験を行ったが、明確な関与を確認することができなかった。 

 

2. 皮膚を介した食物抗原の暴露による経口免疫寛容の破たん 

これまでに、経皮感作によって経口免疫寛容の一部が破たんし、血中の OVA 特異的 IgE 値が上

昇する可能性について報告した。また、経皮感作の代わりに OVA と IL-33 の混合溶液を注射する

と、同様に、血中の OVA 特異的 IgE 値が上昇する結果を得ていた。しかしながら、これまでのデ
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ータでは、明確なアナフィラキシーショックを確認することができなかった。今回は、OVA に加え

る IL-33 の量を、低用量、中用量、高用量とすることで、IL-33 の経口免疫寛容破たんに対する寄

与の確認を行った。その結果、OVA とともに高用量の IL-33 を投与したが群において、経口免疫

寛容が破たんし、血中の OVA 特異的 IgE 値を上昇させた。 

この結果をもとに、従来の OVA/alum による腹腔内注射のモデル (IP モデル)、テープストリッ

ピングした頸背部の皮膚に OVA 含有ろ紙を貼付するモデル (EC モデル)、OVA を単独で皮内投与

するモデル (ID モデル)、OVA に加えて IL-33 を皮内投与するモデル (IL-33 モデル) の 4 種類の

モデルにおいて、経口免疫寛容を破たんについて比較検討を行った。 

その結果、IP モデルの食物アレルギー誘導群では、反復的な OVA の経口投与によって、重症度

の食物アレルギーが誘導され、ほとんどのマウスがアナフィラキシーショックで死んでしまった。

そのような強度なアナフィラキシーが誘導される状況においても、IP モデルの経口免疫寛容誘導群

では、血中の OVA 特異的 IgE 値がほとんど上昇せず、アナフィラキシーショックは誘導されなか

った。また、EC モデル、ID モデル、IL-33 モデルの食物アレルギー誘導群においても、重度なアナ

フィラキシーショックによって、死亡するマウスが複数観察された。 

 

また、EC モデルの経口免疫寛容誘導群では、やはり OVA 特異的 IgE 値の上昇が確認できたが、

顕著な食物アレルギー症状は認められなかった。一方で、ID モデルや IL-33 モデルの経口免疫寛容

誘導群では、食物アレルギー症状が確認され、特に ID モデルの経口免疫寛容誘導群においては、1

匹のマウスのアナフィラキシーショックによる死亡が確認された。これらの結果から、ID モデルは

EC モデルに比べて、安定的に経口免疫寛容を破たんさせることができる可能性が示された。IL-33

は、テープストリッピングなどの物理的な損傷によって産生されるサイトカインであり、経皮感作

に関与する 6)と考えていたが、今回の結果からは、IL-33 の関与は部分的である可能性が示された。 

 

3. 樹状細胞を標的とした経口免疫寛容が破たんする機序の解析 

前述のモデルにおいて、OVA の皮内注射によって経口免疫寛容が破たんする可能性が示唆された
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ため、経口免疫寛容状態において、OVA を皮内注射したときの樹状細胞の遊走状況について測定し

た。測定タイミングは、最初の皮内投与時 (1 週目の 1 回目) と 4 週目の 1 回目の皮内投与時に、

投与 1 日後と 3 日後に皮膚所属のリンパ節を採取し、フローサイトメーターで測定した。1 週目の 

OVA 投与時での測定では、経口免疫寛容状態で樹状細胞の動きを測定できると考え、また 4 週目

のタイミングでは、反復的な皮内投与によって蓄積される免疫状態での動きを測定できると考えて

いる。 

結果のまとめを Table 1 に示す。ランゲルハンス細胞は、最初の投与の 3 日後の経口免疫寛容誘

導群において、遊走した細胞の割合が減少していた。一方で経口免疫寛容誘導群における CD11b 陽

性炎症性樹状細胞は、投与 1 日後で減少し、また CD103 陽性免疫寛容性樹状細胞は、投与 3 日後

に増加していた。4 週目の投与では、ランゲルハンス細胞の遊走には差が認められなかった。4 週目

の投与 3 日後の経口免疫寛容誘導群において、依然として免疫寛容性樹状細胞の誘導が確認された

が、炎症性樹状細胞の遊走も増加していた。 

ランゲルハンス細胞は、アトピー性皮膚炎において、皮膚表面の抗原をとらえることで、アレル

ギーの増悪に関与すると考えられているが 8)、接触性皮膚炎においては、経皮感作への関与は曖昧

であり 9-11)、経皮的な感作における役割は不明確である。また、今回の検討では、OVA を皮内注射

していることから、表皮の樹状細胞より真皮の樹状細胞のほうが関与していると推測される。した

がって、OVA の反復的な皮内投与によって、経口免疫寛容誘導群においても炎症性樹状細胞の遊走

が増加することが、経口免疫寛容を破たんさせる機序の一因であると考えられた。 

 

今後の研究活動について 

現在、4 つのモデル (IP モデル、EC モデル、ID モデル、IL-33 モデル) と経口免疫寛容のデー

タ、および、樹状細胞の遊走に関するデータは、論文投稿準備中であり、近日中に投稿する予定であ

る。 

今後の課題について、アプロチニンを用いた経口免疫寛容の獲得と阻害の機序を解析する実験で

は、より狭い範囲のセリンプロテアーゼを使った実験を行う必要がある。 
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経皮的暴露、特に皮内投与 (ID モデル) によって、経口免疫寛容が破たんする可能性を示した実

験においては、樹状細胞の遊走状況の違いが要因の一つであると考えられた。しかしながら、腹腔

内投与のモデル (IP モデル) において経口免疫寛容が破たんしない理由を明確しておらず、今後は、

IP モデルと ID モデルを比較検討することで、経口免疫寛容が破たんし食物アレルギーが発症する

原因について詳しく解析していきたい。 
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