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研究成果の概要（和文）：本研究は、活性型ビタミンD3を基軸として口腔粘膜の免疫応答調節機構の解明に迫る
ことを目的とした。まず、遅延型過敏症マウスモデルでは、抗原感作後に、抗原とともに活性型ビタミンD3を舌
下投与すると有意に耳介の腫脹を抑制した。この抑制には制御性T細胞が関与しており、活性型ビタミンD3誘導
制御性T細胞は、通常の制御性T細胞とは異なる遺伝子発現と機能を有していた。また、ビタミンD3受容体欠損マ
ウスでは、IgAクラススイッチに関わる遺伝子発現が著しく低下していた。以上の結果は、ビタミンD3は口腔粘
膜免疫応答の調節に重要な役割を果たしていることを示唆する。

研究成果の概要（英文）：This study was aimed to elucidate effects of activated vitamin D3 (VD3) on 
oral mucosal immune system. We first address the outcome of VD3 supplementation of sublingual 
immunotherapy (SLIT) in a murine delayed-type hypersensitivity (DTH) model. SLIT with VD3 
significantly inhibited DTH response after the second challenge. Adoptive transfer of regulatory T 
(Treg) cells from mice treated with SLIT with VD3 exhibited therapeutic effects on OVA-DTH. 
Transcriptome analysis of Treg cells revealed that SLIT with VD3 generated functionally different 
Treg cells with altered gene expression profile. In the vitamin D3 deficient mice, expression of 
genes which are essential for IgA class switch from IgM, was markedly down-regulated. Taken 
together, these results suggest that VD3 play as important role for control of oral mucosal immune 
responses. 

研究分野： 口腔免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、“口腔（舌下）粘膜の免疫学的特性”を世界に先駆けて明らかにするという学術的基盤を構築するだ
けでなく、患者に負担をかけずに行えるSLITの効果を格段に向上させる基礎的研究基盤を提示するという点で、
社会的にも大きな意義のある研究である。

※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) 口腔粘膜は常に飲食物などの抗原にさらされているが、これらに対するアレルギーや炎症
反応は通常起きない。花粉症などのアレルギー疾患の根本的治療法として注目されている舌下
免疫療法（sublingual immunotherapy、SILT）はこの現象を利用して開発されたアレルギーの治
療法であるが、その詳しいメカニズムは分かっていなかった。研究代表者は、口腔粘膜に存在す
る CD103－CD11b＋という表現型をもつ口腔樹状細胞（dendritic cells, DCs）が、免疫を抑える
働きをもつ制御性 T (regulatory T, Treg) 細胞を誘導し、アレルギー症状を抑制するという口
腔粘膜の免疫寛容誘導機構を明らかにした１,２。しかし、免疫療法という観点からは SLIT の効果
は必ずしも強いものではなく、効果を増強する方法の開発に期待が寄せられている。 
(2) 唾液の主要抗体である分泌型 IgA は、口腔の防御機構に重要な役割を果たしている。抗原特
異的 IgM から IgA にクラススイッチする分子基盤について詳細な解明が進んでいるが、全容が
明らかになっている訳ではない３。 
(3) ビタミン D3はコレステロール誘導体で、肝臓と腎臓で水酸化を受けて活性化し、活性型ビ
タミン D3（1α,25-ジヒドロキシビタミン D3、カルシトリオール）となる。活性型ビタミン D3
は脂溶性であり細胞膜を通過し、細胞質内のビタミン D 受容体（VDR）に結合しその機能を発揮
する。このように、活性型ビタミン D3 はステロイドホルモン様の特性をもち、ビタミンという
よりはホルモンとしての性格が強い。活性型ビタミン D3 は腸管でのカルシウムの吸収を促進し
骨形成を促進することは良く知られていが、活性型ビタミン D3 の免疫への関与については不明
な点が極めて多い。 
(4) 研究代表者らは、① 舌下免疫寛容を誘導する際、活性型ビタミン D3 誘導体とともに抗原を
投与すると、舌下免疫寛容の誘導効果が飛躍的に高まること、② 授乳期の VDR 欠損マウスの唾
液腺と乳腺では IgA 産生性の形質細胞が欠失していることを見出した。これら予備実験の結果
は、活性型ビタミン D3 は骨代謝という観点以外に、これまで考えられていなかったような口腔
粘膜での免疫調節作用を有していることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、未解明な部分が多い「口腔の粘膜免疫」という研究分野の中で、ステロ

イドホルモン様の特性をもつ栄養素である活性型ビタミン D3 を基軸として、どのようなメカニ
ズムで口腔粘膜の免疫応答を調節しているのかという口腔粘膜免疫の根幹を成す「問い」が本研
究課題の核心をなす学術的「問い」であり、本研究はこの解明に迫ることを目的とした。具体的
には、活性型ビタミン D3が、(1) 口腔粘膜の免疫寛容誘導機構と、(2) 唾液腺 IgA のクラスス
イッチ機構をいかに調節しているのかという研究を通して口腔粘膜免疫の根幹を成す「問い」の
解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 活性型ビタミン D3：生体内で産生される活性型ビタミン D3（カルシトリオール）はカルシ
ウム代謝に対する効果が高く、高カルシウム血症や腎不全といった副作用があるため、本研究で
はカルシトリオールに比べカルシウム代謝に対する効果が 100－200 倍弱く副作用が起きにくい
活性型ビタミン D3 の誘導体 カルシポトリオール（Cal）を使用した。 
(2) 遅延型過敏症（delayed type hypersensitivity, DTH）マウスモデル：卵白アルブミン
（ovalbumin, OVA）を抗原とした。OVA と完全フロイントアジュバント乳濁液をマウス皮下に投
与して感作を成立させ、13日目に OVA を耳介皮下にチャレンジする。48時間をピークとする耳
介の腫脹が誘導され、この腫脹をマイクロゲージで計測することにより DTH の程度を定量した。
マウスは野生型（wild type, WT）と VDR 遺伝子ノックアウト（VDR-/-）（RIKRN BRC より入手）を
使用した。 
(3) SLIT：上記 DTH モデルにおいて感作前に OVA 抗原を舌下投与する方法を「予防的プロトコー
ル」、感作後に舌下投与する方法を「治療的プロトコール」とした。OVA 抗原舌下投与の際に PBS
あるいは Cal を抗原とともに舌下投与した。 
 
４．研究成果 
(1) 活性型ビタミン D3 による免疫寛容誘導機構の
増強： 
① 活性型ビタミン D3 誘導体である Cal による

SLIT 増強効果と VDR の関与について解析した。OVA
抗原単独の SLIT では予防的プロトコールでは免疫
寛容を誘導したが、治療的プロトコールでは効果が
なかった。しかし、Cal を併用することにより治療
的プロトコールでも有意な SLIT 増強効果が認めら
れた。これに対し、VDR 欠損マウスではこの増強効



果が認められなかった。以上の結果から、Cal は OVA に対する遅延型過敏症（OVA-DTH）への治
療効果を増強すること、その効果は VDR を介することが明らかとなった（図１）。 
 さらに、この治療効果の持続性について検討した。その結果、[OVA + Cal] SLIT 後 6 カ月を

経過しても治療効果が持続しており、[OVA + Cal] SLIT は一時的な脱感作ではなく、持続的な
免疫寛容を誘導していることが示唆された。 
 
② [OVA + Cal] SLIT による治療効果における Treg 細胞の関与について解析した。SLIT を施

したマウスの脾臓より精製した Treg細胞を OVA-DTHマウスに移入したところ、[OVA + Cal] SLIT
マウス由来の Treg 細胞にのみ治療効果が認められ、[OVA + Cal] SLIT による治療効果に Treg
細胞が関与していることが示唆された。 
次に、[OVA + Cal] SLIT による Treg 細胞数の増加

は認められなかったため、誘導された Treg 細胞の機
能的変化について詳細に解析した。SLIT を施したマ
ウスの脾臓より精製したTreg細胞の遺伝子発現を網
羅的に解析した結果、[OVA + Cal] SLIT を施したマ
ウス由来の Treg 細胞は[OVA] SLIT を施したマウス
由来Treg細胞と比較して大きく異なる遺伝子発現パ
ターンを示した（図２）。また、KEGG パスウェイ解析
の結果から、[OVA + Cal] SLIT マウス由来 Treg 細
胞では、”glycosphingolipid biosynthesis-lacto 
and neolacto series” and “cytokine-cytokine 
receptor interaction”に関連する遺伝子群の有意
な発現変動が認められた。これらの遺伝子群がどの
様にしてSLIT治療効果の増強に関与しているかにつ
いては、更なる解析が必要である。 
 
③ SLIT 増強機構を明らかにする目的で、DCｓに対する Cal 刺激の影響について解析した。 

DCｓが産生するビタミンＡ代謝産物レチノイン
酸はTGF-と協働でTreg細胞を誘導する能力がある。
そこで、顎下リンパ節の口腔 DCs におけるレチノイン
酸産生能を解析したところ、Cal 舌下投与の有無に関
わらず、口腔由来 DC のレチノイン酸産生能の変化は
認められなかった。 

一方、骨髄由来樹状細胞を[OVA + Cal]で刺激する
ことにより、ケモカイン受容体 CCR7 の mRNA 発現が
有意に増強した。CCR7 は局所樹状細胞の所属リンパ
節への遊走に関与するケモカイン受容体であること
から、Cal により舌下粘膜の樹状細胞の所属リンパ節
への遊走が増強される可能性が示された（図３）。 
 

(2) 活性型ビタミン D3による唾液腺 IgA クラススイッチ機構の調節：VDR シグナルを介した唾
液腺 IgA 産生に関する責任細胞の特定のため、マウス顎下腺における免疫担当細胞の解析法を
検討し、IgA 産生細胞（B細胞および形質細胞）に着目し、フローサイトメトリーによる解析法
を確立した。さらに、IgA クラススイッチに重要な遺伝子発現についても解析を進めた。その結
果、IgA 産生に関わる重要な遺伝子の一つである AID（抗原刺激を受けた B 細胞が IgM から IgA
にクラススイッチする際に必須の酵素）の発現が著しく低下していた。詳細についてはさらに検
討中である。 
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