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研究成果の概要（和文）：アレルゲンとなるダニ・花粉はプロテアーゼ抗原を産生・含有する。経皮感作後のプ
ロテアーゼ抗原吸入により気道炎症を発症する新規モデルにおいて吸入抗原のプロテアーゼ活性が発症に必要で
あること（機序）、シクロオキシゲナーゼ 阻害が経皮感作とその後の気道炎症惹起を促進し治療標的となり得
ること（治療標的）、プロテアーゼ活性を除去した抗原の経皮投与が経気道Th2/Th17感作・気道炎症を予防でき
ること（予防的免疫療法）、そして皮下感作モデルにおける新機機序を論文報告した。他の経路阻止や遺伝子欠
損による促進・抑制の現象も見いだして解析しており、他の症状を伴うさらに新規なモデルについて構築・解析
中である。

研究成果の概要（英文）：Using a model protease antigen, we reported that the antigen protease 
activity on inhalation is essential to airway inflammation in epicutaneously presensitized mice; 
that cyclooxygenase inhibition promotes epicutaneous sensitization and subsequent airway 
inflammation; that epicutaneous tratment with antigen with inactivated protease activity 
prophylactically blocks subsequent induction of airway inflammation, and a new mechanism for 
subcutaneous sensitization. We found other mechanisms and a further new epicutaneous sensitization 
model with other symptoms, for which investigations are on-going. 

研究分野： アレルギー学・免疫学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
 本研究において、ダニ・花粉などのアレルゲン原因生物が産生・含有するプロテアーゼ活性に着目し、プロテ
アーゼ抗原を用いた経皮感作およびその後の気道炎症（アトピーマーチ）に関するモデルを独自に開発し解析し
た。従来の実験モデルとは異なる機序・治療標的が示唆された。将来の経皮免疫療法における課題を見いだすと
共に、その解決手段を考案した。得られた知見は、実際の皮膚アレルギーおよびアトピーマーチなどの理解を前
進し応用にも関与するとともに、基礎免疫学的な理解の前進にも貢献している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 経皮感作とアレルギー疾患 
皮膚バリア機能の破綻はアトピー性皮膚炎の重要な病因であるだけでなく、経皮的抗原感作を
促進して他のアレルギー疾患（喘息・鼻炎・食物アレルギーなど）の成立（皮膚炎症を起点と
した乳幼児期から始まるアレルギーマーチ）にも関わる。社会問題となった小麦分解抽出物含
有石鹸の使用による小麦アレルギー発症にみられるように、経皮感作は小児のみならず成人に
おいても重要である。しかし、現実の経皮抗原曝露がどのような分子機序によって炎症・感作
を誘導するのか、特にその起点に関して不明な点が多い。 
 
(2) プロテアーゼ抗原 
ダニ排泄物や花粉などのアレルゲン原因物質やアトピー性皮膚炎患者の皮膚で繁殖する黄色ブ
ドウ球菌は多様な生体分子を含有・生産する。これらの分子群の中には、気道上皮・皮膚のバ
リアを破壊し、獲得免疫を介さずに種々の細胞を直接的・間接的に刺激することによって獲得
免疫の成立を促進するものがある。中でも抗原のプロテアーゼ活性は強い作用を有する。現実
の抗原曝露における分子機序を解明するためには、これらのアレルゲン関連アジュバントの作
用を解析することが重要である。 
 マウスモデルは、アレルギー疾患発症に先行する初期の炎症・感作のプロセスの解明のため
の強力な研究ツールとなる。申請者は現実の環境アレルゲンの多くが含有するプロテアーゼ活
性に早くから着目し、プロテアーゼ抗原を用いた皮膚炎症・経皮感作モデルを独自に複数構築
した。 
 
(3) 本研究の着想に至る背景 
申請者の究極の目標はアレルゲン等に対する応答における遺伝子-環境相互作用の実態を解明
し、治療・予防に役立てることである。特にアレルゲン等に含有されるプロテアーゼに対する
自然免疫応答に着目し、気道感作に関してプロテアーゼ抗原（rDer f 1・パパイン）や花粉を
用いるモデルを構築して解析し、皮膚感作に関連してダニや黄色ブドウ球菌のプロテアーゼ抗
原のケラチノサイト刺激活性と皮膚バリア減弱能をはじめて明らかにした。さらに皮膚表面か
らのプロテアーゼ感作により IgE 産生を誘導する複数モデルを新規構築した。これらのモデル
は経皮抗原曝露後の皮膚炎・感作の機序解明の強力な研究ツールになると考え、本研究を着想
した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、プロテアーゼアレルゲンを用いたマウス皮膚感作モデルを構築し、初期の
自然型応答および続いて誘導される獲得免疫依存的応答を解析することによって、皮膚から
の感作におけるプロテアーゼアレルゲンの役割を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス 
6-13 週齢の雌マウスを使用した。マウス系統は C57BL/6 を使用した。遺伝子改変マウスは MTA
を締結、または共同研究者の許可を得て使用した。SPF 施設においてマウスの飼育を行い、順
天堂大学動物実験委員会のガイドラインを遵守して使用した。 
 
(2) 抗原 
プロテアーゼ抗原のモデルとしてパパインを使用した。卵白アルブミン（OVA）を使用した。パ
パインは食肉加工に用いられるパパイヤ由来のプロテアーゼであるが、ダニ主要アレルゲン
Der p 1/Der f 1 と同じシステインプロテアーゼファミリーに属することから、ダニ等の環境
アレルゲンに含有されるプロテアーゼアレルゲンのモデルとして使用した。 
 一部の実験では、パパインを不可逆的システインプロテアーゼ阻害剤である E64 と反応させ
た後、透析処理することにより E64 とパパインが１対１で共有結合した標品を調製し、使用し
た（E64-パパイン）。対照として、E64 の添加は行わずに、しかしそれ以外は全く同じ操作によ
って処理を行ったパパイン標品を調製し使用した。一部の実験で者、プロテアーゼ活性を持た
ない抗原のモデルとして卵白アルブミン（OVA）を使用した。 
 
(3) 経皮感作 
抗原の経皮投与は、抗原溶液の C57BL/6 マウスへの耳介塗布によって行った。耳介抗原塗布は、
未処置の耳介あるいはテープストリッピング処理を行った耳介、その他の処理を行った耳介の
いずれかに対して行った。テープストリッピングは引っ掻き等の機械的バリア破壊を模した操
作である。 



 
(4) 経皮水分蒸散量（transpepidermal water loss: TEWL） 
Mobile Tewameter (Courage + Khazaka Electronic GmbH, K.ln, Germany) を使用して測定した。 
 
(5) 耳介腫脹測定および組織標本 
Dial thickenss gauge (Ozaki, Tokyo)を使用して測定した。 
 
(6)組織染色 
耳介または肺組織をホルマリン固定・パラフィン包埋後に切片を作製しヘマトキシリン-エオジ
ン染色、ギムザ染色、PAS 染色等を行った。 
 
(7) 血清中抗体 
血清中総 IgE 濃度はサンドイッチ ELISA によって測定した。抗原特異的 IgE おより IgG1 の評価
は、抗原を固定化したプレートへの抗体結合を吸光度にて比較することによって行った。 
 
(8) リンパ節細胞の再刺激実験 
耳介皮膚の所属リンパ節である頸部リンパ節を回収した。これを抗原の存在下で培養し再刺激
した。培養上清を回収し測定キットを用いてサイトカイン濃度を測定した。一部の実験では気
道の所属リンパ節である縦隔リンパ節を回収し、同様の刺激実験を実施した。 
 
(9) 点鼻抗原チャレンジおよび気道炎症の評価 
アレルギーマーチを模して、経皮感作後に抗原を点鼻投与した。肺胞洗浄液を回収し、細胞数
を計数した。サイトスピン標本の Diff-Quick 染色後に顕微鏡観察によって細胞種別の計数を行
った。 
 
(10) シクロオキシゲナーゼ(COX)阻害 
飲水に COX 阻害剤を添加することにより、抗原の経皮投与または経鼻投与の期間、COX を連日
摂取させた。 
 
(11) 統計解析 
t-test あるいは Mann-Whitney U test、ANOVA 解析後の Tukey post hoc test などにより統計
解析を行った。P < 0.05 の場合に統計的有意差ありと判定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 経皮感作後の気道炎症惹起時におけるプロテアーゼ活性の重要性 
テープストリッピング後にプロテアーゼ抗原で経皮感作した後、少量の抗原の経鼻投与によっ
て好酸球性気道炎症を誘発する新規モデルを構築した。本モデルにおいて、気道炎症惹起時に
使用する抗原のプロテアーゼ活性が気道炎症および特異的 IgE の維持に必要であることを明ら
かにした。また肺胞洗浄液中の IL-33 受容体陽性の Th2 細胞数、ILC2 数、Th2 誘引ケモカイン
濃度の増加、および気道所属リンパ節細胞の Th サイトカイン産生に対する抗原添加と IL-33
添加の相乗効果も、プロテアーゼ活性を保持した抗原による気道チャレンジ群においてのみみ
とめられた。吸入抗原のプロテアーゼ活性は、気道炎症・特異的 IgE 産生・特異的 Th 分化に関
与し、気道炎症に必要な抗原量の閾値を低下することが明らかになった（Nishioka I. et al. J 
Allergy Clin Immunol 2018）。 
 
(2) 経皮感作および経皮感作後の気道炎症惹起に対する COX 阻害による増悪化 
COX 阻害はプロテアーゼ抗原の経鼻投与による Th2 分化/IgE 産生および獲得免疫型気道炎症お
よび Rag2 欠損マウスにおける自然免疫型気道炎症を促進し、IL-33 経鼻投与による自然免疫型
気道炎症を促進した（Maruyama N. et al. Allergy 2019）。プロテアーゼ抗原経皮感作および
それに続く経鼻チャレンジによる気道炎症についても COX 阻害による促進をみとめた 
(Suchiva P. et at. Int Arch Allergy Immunol 2021)。プロテアーゼ抗原を用いた本モデルで
は Th2 分化だけでなく Th17 分化も COX 阻害によって促進される点が、プロテアーゼ活性を有し
ない卵白アルブミンモデルで報告と異なる。本モデルにおいて経皮感作相での COX 阻害には部
分的な寄与がみとめられたが、経鼻惹起相での COX 阻害の方がより大きな促進効果を示した。
プロスタノイド経路の増強は、経皮感作とその後の気道炎症惹起を抑制すると考えられ治療標
的として期待される。 
 
(3) プロテアーゼ抗原経皮投与による気道炎症発症予防（予防的免疫療法） 
臨床的には、抗原への経皮曝露は感作を促進すると考えられている。一方で、頻回の抗原の経



皮投与がアレルギーの予防および治療効果を発揮することが近年明らかになっており、経皮ア
レルゲン免疫療法（epicutaneous immunotherapy）として臨床応用へ向けた研究も進められて
いる。では我々の経皮感作モデルではプロテアーゼ活性依存的な感作が誘導される。本研究で
は、プロテアーゼ抗原経鼻投与によって獲得免疫型の好酸球性気道炎症を誘導するモデルを利
用し、頻回のプロテアーゼ抗原の経皮投与を先に実施した後に、経鼻投与を実施して気道炎症
発症に対する効果を調べた。するとプロテアーゼ抗原でもプロテアーゼ活性を除去した抗原で
も経皮投与によって気道炎症を低減することができ、気道所属リンパ節での抗原特異的 Th2 分
化を抑制した。プロテアーゼ抗原の経皮投与では気道所属リンパ節での抗原特異的 Th17 応答を
みとめたが、プロテアーゼ活性除去抗原では Th17 応答がみられなかった。すなわち抗原のプロ
テアーゼ活性を消去することによって経皮投与によるTh17分化を誘導なしにTh2依存性気道炎
症を予防できた、(Kunimine S. et at. Biopys Biophys Res Commun 2021)。臨床的には Th17
分化の誘導は望ましくないため、将来の経皮免疫療法においてプロテアーゼ活性を除去した抗
原を使用することはメリットがあると思われる。 
 
(4) 皮下感作モデルの新規機序 
プロテアーゼ抗原の皮下投与によって短時間で IL-17A が産生され IgE 産生と炎症に関与する
ことを見いだした。本モデルではリンパ節における IL-17A 産生はT 細胞であった(Kamijo S. 
et at. J Invest Dermatol 2021)。 
 
以上のように、経皮感作モデル、経皮感作後の気道炎症発症モデル、経皮投与による気道アレ
ルギー予防モデルなど、複数モデルにおいてプロテアーゼ抗原に固有な応答を明らかにし、機
序の一部を明らかにした。引き続き応答と機序について解析を進めている。 
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