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研究成果の概要（和文）：アレルゲン免疫療法におけるバイオマーカーの探索として、スギ花粉症患者の末梢血
を用いて、ELIFABの測定系を樹立した。スギ花粉症に対してアレルゲン免疫療法（皮下免疫療法）を行っている
患者では、ELIFABは有意に抑制されることが明らかとなった。
研究の本題である、スギ花粉症患者と健常者およびアレルゲン免疫療法を受けている患者の末梢血単核球の
IL-27産生を検討したが、再現性の乏しいデータとなった。IL-27のプロモーター解析も思うような結果が得られ
なかった。試薬や細胞を保存していたフリーザーが故障したことが原因と考えられた。研究の期間は終了した
が、現在も研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：As a search for biomarkers in allergen immunotherapy, peripheral blood of 
cedar pollinosis patients was used to establish a measurement system of ELIFAB. ELIFAB was found to 
be significantly suppressed in patients undergoing allergen immunotherapy (subcutaneous 
immunotherapy) for Japanese cedar pollinosis.
We examined IL-27 production of peripheral blood mononuclear cells in patients with cedar 
pollinosis, normal subjects and patients who are received allergen immunotherapy. However, the data 
were poorly reproducible. Also, the promoter analysis of IL-27 did not give the desired results. It 
was thought that the cause was failure of the freezer that was storing reagents and cells. The 
research period has ended, but the research is still ongoing.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アレルゲン免疫療法におけるバイオマーカーの探索として、皮下免疫療法にいてELIFABが有効なバイオマーカー
となる可能性を示した。現在、IgG4やIgEとの関連や、舌下免疫療法においても、同様にバイオマーカーとして
用いることができるか、可能性も検討している。これらの検討は、現在広まりつつある舌下免疫療法を受けてい
る患者様にとって、事情に有益になると考えられる。
一方、アレルギー性鼻炎におけるエピジェネティクスとして注目したIL-27のプロモーター解析は、十分な結果
を示すことができなかった。しかし、可能性を否定するデータも得られていないので、今後さらに研究を継続
し、結果を社会に還元したい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
IL-27 は IL-12 サイトカインファミリーに属するサイトカインであり、近年、その免疫抑制・
免疫調整作用が注目され、自己免疫疾患における臨床応用が期待されている。イネ科花粉症患
者を対象とした先行研究では、IL-27 はアレルギー性炎症に対しても抑制的に働き、健常人と
比較しアレルギー性鼻炎患者では、末梢血樹状細胞からの IL-27産生が低下し、さらに、アレ
ルゲン免疫療法を受けている患者では IL-27産生が亢進することが明らかとなっていた。そこ
で、IL-27 のアレルギー性鼻炎における役割を明らかにするべく、エピジェネティクスを検討
しようと考えた。 
 
２．研究の目的 
アレルギー性鼻炎患者における末梢血樹状細胞の IL-27産生は、感作・発症、さらにアレルゲ
ン免疫療法の作用機序に深く関与している可能性が示唆されている。さらに、アレルギー性鼻
炎の病態に重要な自然免疫系の細胞である ILC2 と、IL-27 産生が深く関与していることも、
マウスの実験で報告されている。そこで、本研究では、末梢血樹状細胞からの IL-27産生調節
機構を解明し、アレルギー性鼻炎の感作・発症およびアレルゲン免疫療法の作用機序における
樹状細胞の新たな役割を明らかにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
スギ花粉症患者ボランティアと健常者ボランティア、皮下免疫療法をうけている患者ボランテ
ィアの募集を行う。ボランティアより末梢血を 200ml 採血し、末梢血単核球を比重遠心法にて
分離する。分離した末梢血単核球は凍結後にディープフリーザーにて凍結保存した。凍結保存
した末梢血単核球は、LPS およびスギ抗原 Cryj1 にて刺激し、さらに PMA、イオノマイシンにて
刺激し、IL-27 産生細胞である樹状細胞を、サブユニットである p28 と EBI3 の細胞内 2重染色
し、フローサイトメトリーにてダブルポジティブな IL-27 産生細胞を測定した。次に、IL-27
のプロモーター領域のメチル化について検討を行う。アレルギー性鼻炎患者末梢血中からの
IL-27 産生は、健常者比較して有意に低下していることが予測される。よって、アレルギー性
鼻炎患者ではIL-27のプロモーター領域でメチル化が起きていることによりIL-27 産生が低下
している可能性が考えられる。よって、マグネットビーズ法を用いて樹状細胞を IL-27 のプロ
モーター領域の Real Time PCR を行い、IL-27 のプロモーター領域のメチル化について解析を
おこなった。 
また、各患者から得られた血清を用い、アレルゲン免疫療法のバイオマーカーとなりうる、IgE、
IgG4 について、Immuno-CAP にて測定を行った。さらに、ELIFAB についても検討を行った。以
前より、B細胞の抗原提示脳に着目し、患者血清を用い、血清中の IgE と抗原の免疫複合体と B
細胞表面の低親和性 IgE 受容体（CD23）との結合を測定する Facilitated Antigen Binding は
ヨーロッパを中心に行われてきた。同方法は、EBウイルス感染のB細胞セルラインを用いるが、
sCD23 をコートしたプレートを用いた ELIFAB（Enzyme-Linked Immunosorbent Facilitated 
Antigen Binding）法は、セルラインを用いない新たな検出法として近年報告された。そこで、
スギ花粉抗原を用いた ELIFAB 法を確立し、測定を行った。 
 
４．研究成果 
アレルゲン免疫療法におけるバイオマーカーの探索として、健常者、スギ花粉症患者、皮下免
疫療法を受けているスギ花粉症患者の末梢血を用いて、ELIFAB の測定系を樹立した。同時に、
IgE と IgG4 も測定を行い、スギ花粉症に対して皮下免疫療法を行っている患者では、行ってな
い患者に対して IgG4 が有意に増加し、ELIFAB では有意に抑制されることが明らかとなった。
そこで、ハウスダスト・ダニアレルギー性鼻炎患者に対しても同様の結果が得られるか検討を
行ったが、用いた抗原が原因なのか、同様の条件で結果は得られていない。新たな条件設定が
必要であると考えられた。 
また、舌下免疫療法を行った患者についても検討すべく、スギ花粉およびダニの併用舌下免疫
療法を行った患者についても、投与初期の IgE と IgG4 を測定し、舌下免疫療法でスギ花粉のお
よびダニに対する特異的 IgE および IgG4 が増加することが明らかとなった。ELIFAB について
は現在検討中である。 
研究の本題である、アレルギー性鼻炎におけるエピジェネティクスの探索について、IL-27 を
中心に検討してきた。スギ花粉症患者、健常者、皮下免疫療法を受けている患者の末梢血単核
球の IL-27 産生について、フローサイトメトリーを用いて検討を行った。IL-27 産生は健常者
や皮下免疫療法を受けている患者では高く、スギ花粉症患者では低い傾向があると考えていた
が、得られたデータについて FlowJo 解析ソフトウエアを用いて結果を解析すると、再現性に乏
しい結果となっていた。IL-27 のプロモーター解析についても思うような結果が得られなかっ
た。現在、実験の条件設定や試薬の見直しを行っている。 
本研究では、先行研究で用いた抗体と同じ抗体を使用することができなかった。また、試薬を
保存していた冷蔵庫や、細胞を保存していたディープフリーザーも、研究期間期間中に不具合
を起こしてしまったので、それらも原因と考えられる。本研究の期間は終了してしまったが、
現在も研究を継続している。 
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