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研究成果の概要（和文）：スギ花粉症発症者と感作未発症者を選別し、PBMCsを分離した。スギ花粉抗原で刺激
し培養、抗原刺激で分裂した細胞を単離した。両群のスギ特異的CD4 T細胞に対してRNA-seqを行い、機能や性質
の差異となりうる候補遺伝子を探索した。
感作未発症と発症者では遺伝子発現のパターンに一定の差があった。発症者で亢進していた遺伝子、859遺伝子
に対してGene Ontology解析を行った。免疫反応の活性化に関わる遺伝子群の関与を認めた。GO解析で免疫反応
に関わるとして抽出された遺伝子に対してreal-time PCRを行った。発症者のスギ特異的CD4T細胞に発現亢進し
ている遺伝子を特定した。

研究成果の概要（英文）：PBMCs were separated from patients with Japanese cedar pollinosis and 
patients with asymptomatic sensitization. The cells were stimulated with Japanese cedar pollen 
antigen and cultured, and cells divided by the antigen stimulation were isolated. RNA-seq was 
performed on cedar-specific CD4 T cells in both groups to search for candidate genes that could have
 differences in function and properties.
There was a certain difference in the pattern of gene expression between asymptomatic and affected 
individuals. Gene Ontology analysis was performed on 859 genes, which were upregulated in affected 
individuals. Genes involved in the activation of the immune response were involved. Real-time PCR 
was performed on the genes extracted by GO analysis as being involved in the immune response. Genes 
whose expression was upregulated in cedar-specific CD4 T cells of affected individuals were 
identified.

研究分野：アレルギー

キーワード： 花粉症　アレルギー性鼻炎　T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はスギ花粉症の病態を健常人と発症者ではなく、その病態の進展を原因細胞の分化・機能獲得から捉えら
れないかとしているのが特徴である。結果で得られた遺伝子を解析していくことにより、メモリーTh2細胞のな
かでも、さらに細分化された機能が重要であることが証明される。その標的分子を治療ターゲットとすることが
できる可能性もある。さらには増加の一途をたどるアレルギー性鼻炎・花粉症の発症の予防・予知が可能であ
る。応用次第では本研究の成果はスギ花粉症のみならず気管支喘息などの他の気道アレルギー疾患の治療・予防
法にも貢献できる可能性があり、アレルギー疾患全体に福音となる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1．研究開始当初の背景 

 

アレルギー性鼻炎と花粉症は、今や日本国民の約 4割近くが罹患していると言われている。

2月などのスギ花粉症シーズンにはテレビのニュースで花粉天気予報が流れ、花粉症対策の

眼鏡やマスクをした人々が町にあふれるなど国民病となっている。 

花粉症は上気道における I型アレルギーの代表疾患である。I型アレルギーの病態に対して

以前より用いられる機序は、肥満細胞上に結合した抗原特異的な IgEに特異抗原が付着・架

橋されることにより各種ケミカルメディエーターが放出され炎症が惹起されるというもの

である。しかし、特異的 IgEも特異抗原も肥満細胞も存在するにもかかわらず、症状を呈さ

ない患者が存在し、感作未発症と呼ばれている。 

 

I型アレルギー疾患は特異的 IgE の存在と症状の有無により、3つの段階を経ることが以前

より知られている。すなわち、抗原に未感作な状態（特異的 IgEも症状も存在しない）、感

作されているが発症していない状態（特異的 IgEは検出されるが症状が無い；感作未発症）、

そして発症している状態（特異的 IgEも症状も存在する）である。例えばスギ花粉に対して

感作未発症に分類される対象では、鼻内に肥満細胞が存在し血中でスギ特異的 IgE を検出

されるにもかかわらず、スギ花粉飛散期に症状を呈さない。 

 

この感作未発症という病態の存在は古くから知られているものの、海外を含めて 3 群にお

ける詳細な解析は成されていない。理由の一つとしてアレルギー性鼻炎では発症が小児期

になり検討が難しいことが挙げられる。しかし、日本に存在するスギ花粉症は発症が 20-30

歳台に多く、感作未発症の病態をとらえやすく検討対象として適している。感作するメカニ

ズム、また感作未発症者が発症するメカニズムを解明すれば、病態の進展や慢性化の原因解

明につながり、さらに予防法の検討に結びつくのではないかと考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

本研究はスギ花粉症の病態を健常人と発症者ではなく、その病態の進展を原因細胞の分化・

機能獲得から捉えられないかとしているのが特徴である。特に申請者は好酸球炎症の原因

となり得る Pathogenic Th2細胞を解析しているため、本研究でも T細胞に焦点を当てる。メ

モリーTh2細胞のなかでも、さらに細分化された機能が重要であることが証明されれば、そ

の標的分子を治療ターゲットとすることができる。 

 

３．研究の方法 

スギ花粉飛散期の症状の有無、鼻粘膜誘発テスト、血清スギ特異的 IgE の有無によって 

スギ花粉症発症者と感作未発症者を選別した。 

両群の対象者からスギ花粉飛散期に末梢血を採取し、PBMCs を分離した。 

  

採取した PBMCs をスギ花粉抗原で刺激し培養。CTV（cell trace violet）を使用して 

抗原刺激で分裂した細胞（スギ特異的 CD4 T 細胞）を選別し、Flow cytometer と cell sorter 

を用い採取した。両群のスギ特異的 CD4 T 細胞に対して、RNA-seq を行い、機能や性質の差

異となりうる候補遺伝子を探索した。 



４．研究成果 

 

 スギ特異的 CD4T 細胞採取のための Flow cytometry の手順を図 1に示す。 

 スギ花粉症発症者（n = 5）と感作未発症者(n = 4)を選び、単離採取したスギ特異的

CD4 T 細胞の RNA-seq を行った。図 2に RNA-seq の結果を Heat map と Volcano plot で

示す。 

 発現亢進されていた遺伝子群に対し Gene Ontology 解析を行った（図 2）。 

 その結果、もっとも活性化された遺伝子群は免疫反応に関わる活性化因子であり、95の

遺伝子が抽出された。発症者と感作未発症者のスギ特異的 CD4 T 細胞を特徴づける因

子として、いくつかの遺伝子に対して real time PCR で発症者での発現亢進を確認し

た(図 3)。 

 引き続き、特定された遺伝子の機能などを再検していく予定である。 

 

図 1；Flow cytometry の手順 

リンパ球ゲートをかけ、死細胞を除き、CD4T 細胞にゲートをかけている。 

CTV は CFSE と同様の機序によって、刺激によって細胞分裂を起こした刺激特異的な細胞が

わかる。未感作者ではスギ抗原刺激でほとんど分裂を起こさず、感作未発症者と発症者では

CD4T 細胞が分裂していることがわかる。 

 

 

図 2；RNA-seq 

患者 2群のスギ特異的 T細胞に対して RNA-seq を行った。 

クラスタリングを行うとヒートマップ（黄色が発現亢進）

で示すように、確かに感作未発症と発症者では遺伝子発現

のパターンに一定の差があるように思われた。ボルケーノ

プロット（発症者で有意差.05 で 4 倍以上亢進していた遺

伝子が赤い点）で示すように、発症者に発現亢進する遺

伝子を多く認めた。そこで、その発現亢進している 859

遺伝子に対して Gene Ontology 解析を行った。その結果、

有意差をもって免疫反応の活性化に関わる遺伝子群の関

与を認めた。 

 



 

 

図 3；real-time PCR 

GO 解析で免疫反応に関わるとして抽出された遺伝子に対して real-time PCR を行った。有

意差をもって発症者のスギ特異的 CD4T 細胞に発現亢進している遺伝子が分かった。以下に

いくつかの遺伝子の PCR 結果を示す。 
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