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研究成果の概要（和文）：

アレルギー性鼻炎にはアレルゲン特異的 T 細胞の反応が大きく関わっている。RNA 干渉の手法
を利用して、アレルゲン特異的 T 細胞の反応を抑制することを試みた。同時にアレルゲン特異
的 T 細胞応答に及ぼす制御性 T 細胞の役割について検討した。RNA 干渉による T 細胞の機能抑
制は Th2 反応、制御性 T細胞とも不十分であったが、制御性 T 細胞がアレルゲン特異的 T 細胞
反応の Th1 反応を有意に抑制すること、アレルゲン特異的 IL-10 産生制御性 T細胞が存在する
ことがわかった。

研究成果の概要（英文）：
Allergic rhinitis has been defined as the inadequate peripheral regulation of
allergen-specific T cells in individuals. In this study, we investigated the suppressive
effect of RNA interference to allergen-specific Th responses and regulatory T cell
responses in patients with allergic rhinitis. The suppressive effect to allergen-specific
Th2 responses and regulatory T cell responses by RNA interference was not sufficient.
On the other hand, our findings showed that regulatory T cells predominantly suppressed
Th1 responses rather than Th2 responses, where allergen-specific IL-10-producing
regulatory T cells might be responsible for the down-regulation of allergen-specific
responses.
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１．研究開始当初の背景

（１）スギ花粉症をはじめとするアレルギー

性鼻炎はI型アレルギーによって引き起こさ

れる代表的疾患であり、現在では生活習慣病

として慢性疾患でもある。すなわち治癒が難

しく、重症化するとQOLの低下をきたす。近年

アレルギー疾患の増加とともに遷延化や難治

性への移行が増加してきつつあり、いわゆる

難治性疾患とも言える。現在、その治療は薬

物療法、手術療法、免疫療法等があり、最近

は分子生物学や細胞免疫学の進歩によりペプ

チド療法やＤＮＡワクチン療法の可能性が模

索されている。

（２）アレルギー性炎症反応はTh2細胞と好酸

球が重要な役割を演じており、分子生物学的

にはサイトカイン、ケモカイン、接着因子な

どの様々な炎症性蛋白の遺伝子発現の亢進に

よって定義される。それゆえこれら蛋白やそ

のシグナル伝達分子の遺伝子発現を操作する

ことにより新しいアレルギーの治療薬の開発

へとつながっていく可能性がある。

（３）RNA interference（RNA干渉）はさまざ

まな細胞に2本鎖RNAが取り込まれることに

より、相補的なmRNAが分解される現象である。

哺乳類細胞では長いdsRNAをそのまま導入す

ることができないため、21塩基の化学合成2

本鎖siRNA が用いられ、合成2本鎖siRNAを用

いた実験は相同組み換えによるノックアウ

トマウス作製のような設備と時間を必要と

せず、培養細胞やモデル動物の実験系でター

ゲットmRNA分解によるノックダウンが簡単

に行えるため、遺伝子の機能解析やターゲッ

ト遺伝子のスクリーニングに活用されてい

る。

２．研究の目的

以上のような背景をベースとして、今回の研

究ではアレルゲン特異的 T細胞反応に対する

RNA 干渉の抑制効果について検討することに

した。特にアレルギー反応において中心的役

割を果たしている Th2 反応（IL-4、 IL-5、

IL-13 産生）について RNA 干渉による抑制効

果を調べる。また、免疫応答の抑制に働いて

いると言われている制御性 T細胞がアレルゲ

ン特異的免疫応答にどのように関わってい

るかを、RNA 干渉を利用して解明できないか

検討する。

３．研究の方法

（１）癌細胞株を用いた preliminary な実験

比較的安定して増える癌細胞株を用いて、癌

細胞から産生される様々なサイトカインに

ついて RNA 干渉による抑制効果を調べる。

（２）アレルゲン特異的 T細胞株の樹立

今回はアレルゲンとしてスギ花粉タンパ

ク：Cry j 1 を使用する。スギ花粉症患者よ

り、末梢血を得たのちに単核球を分離する。

これを Cry j 1 タンパクにて繰り返し刺激し

ながら Cry j 1 特異的 T細胞株を得る。

（３）Cry j 1 特異的 T細胞の機能解析

Cry 1 特異的増殖能、サイトカイン産生能を

調べる。

（４）siRNA による Cry j 1 特異的 T細胞の

機能抑制

Cry j 1 特異的 T細胞からの Th2 サイトカイ

ン産生が siRNAによって抑制できるか調べる。

（５）CD4+CD25+制御性 T細胞除去による T

細胞応答の変化

スギ花粉症患者の末梢血より単核球を分離、

CD4+CD25+制御性 T細胞を除去したのち Cry j

1 タンパクと混合培養を行う。制御性 T細胞

を除去した CD4+T 細胞と除去しない CD4+T 細

胞で Cry j 1 特異的反応がどのように変化す

るかを調べる。増殖能、Th1、Th2 サイトカイ

ン産生、IL-10 産生を調べる。

（６）中和抗体及び siRNA による制御性 T 細

胞の機能抑制



スギ花粉症患者の末梢血より単核球を得た

のち、Cry j 1 タンパクと混合培養を行う。

制御性 T 細胞の機能抑制のために、中和抗体

として anti-GITR Ab を用いる系及び制御性 T

細胞のマスター遺伝子である Foxp3遺伝子を

siRNA にて抑制する系を設定する。CD4+CD25+

制御性 T 細胞を除去した実験系と比較し、制

御性 T細胞のアレルギー反応への関与を確認

するとともに siRNA 手法の有用性について検

討する。

４．研究成果

（１）siRNA の癌細胞株に対する作用

下咽頭癌由来の扁平上皮癌細胞株を用い、こ

の細胞株の培養上清を得、8 種類のサイトカ

インを ELISA assay によって調べたところ、

IL-4, -6,-8, G-CSF, TNF-, TGF-を産生し

ていた。siRNA によってこれらのサイトカイ

ン産生は抑制することができた。

（２）Cry j 1 特異的 T 細胞の樹立と Cry j 1

由来ペプチドに対する反応

健常人及びスギ花粉症患者からの末梢血単

核球を Cry j 1 タンパクで刺激して cell line

を作成し、Cry j 1 タンパク刺激に対する増

殖能、サイトカイン産生を調べた。12 名中 9

名で有意な反応を認めたが、2 名は Th2

pattern、3 名は Th0 pattern、4 名は Th1

pattern を示した。またこれらの cell line

はすべて Cry j 1 タンパクに対して増殖能

を示した。

Cry j 1-derived overlapping peptides を作

成した。これらの cell line を使用して、ど

のペプチドがより多くのスギ花粉症患者で

反応するかを調べたところ、4 種類のペプチ

ドが 12 名のうちの 2 名以上で反応を示すこ

とがわかった。逆にこの 4種類のペプチドに

よって 12 名中の 11 名が反応を示した。この

結果は、ペプチドワクチンの開発にあたり、

これら 4種類のペプチドを使用することによ

って、より多くの患者を対象にできる可能性

があると考えられた。

（３）siRNA による Cry j 1 特異的 T 細胞の

機能抑制

スギ花粉症患者より樹立した Cry j 1 特異的

T cell line について、Cry j 1 特異的 IL-4

産生が siRNA によって抑制できないかを調べ

た。しかしながら、条件によって抑制効果が

異なり、再現性のあるデータを得ることがで

きなかった。

（４）制御性 CD4+CD25+制御性 T細胞の Cry j

1 特異的 T細胞応答に及ぼす影響

スギ抗原特異的 T 細胞反応の抑制に

CD4+CD25+制御性 T 細胞がどのように関与し

ているかを調べるために、まず制御性 T細胞

を除去した実験系によって検討した。

マグネットビーズにて CD4+CD25+制御性 T 細

胞を除去して Cry j 1 特異的 T細胞反応がど

のように変化するかを調べた。Cry j 1 以外

に tetanus toxoid を抗原として使用した。

健常人からの末梢血単核球は制御性 T細胞除

去によっても反応の変化は見られなかった

が、スギ花粉症患者では一部の患者で Cry j 1

特異的 T 細胞反応の増強を認めた。花粉症患

者全体では、増殖能及び IL-5 産生は変化を

認めなかったが、IFN-産生に関しては、増強

を認めた。この反応パターンは tetanus

toxoid においても同じであった。すなわち、

増殖能、IL-5 産生は有意な変化はなかったが、

IFN-産生は増強した。続いて、制御性 T細胞

除去ではなく、制御性 T細胞の機能抑制のた

め、中和抗体の使用と siRNA の使用を試みた。

T 細胞は Anti-GITR 添加により制御性 T 細胞

除去の系と同様の反応パターンを示した。し

かしながら Foxp3 特異的 siRNA によっては反

応抑制の解除には至らなかった。

興味深いことに制御性 T細胞除去の実験系に



おいて IL-10 産生の有意な低下を認めた。こ

の結果は Cry j 1 特異的 CD4+CD25+制御性 T

細胞が存在する可能性を示唆している。それ

ゆえ、有意な IL-10 産生を示した患者の末梢

血中の CD4+CD25+制御性 T細胞を in vitro で

増殖させ、Cry j 1 特異的 IL-10 産生を

ELISPOT assays で確認したところ、2名の患

者で Cry j 1 特異的 IL-10 産生 CD4+CD25+T

細胞を同定できた。

siRNA の T 細胞応答の抑制効果については手

技的問題以外に使用する抗原の種類や T細胞

応答の強さなどによって、その条件が大きく

異なると思われる。また一連のアレルギー反

応において、どの分子をブロックするかとい

うターゲット分子の決定も重要な因子と思

われた。
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