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研究成果の概要（和文）：抗原を封入したナノ粒子や炎症抑制作用を有する薬剤をアジュバントとして経皮投与
する免疫療法を検討した。オボアルブミンOVAを経皮感作させた食物アレルギーモデルを用いた。
W/Oクリーム基材にOVA溶液を分散させると、皮膚症状を誘発しなかったが、誘発症状は抑制されなかった。OVA
を封入したPoly(d,l-lactidecoglycolide)で作成したナノ粒子の皮下投与では誘発症状は増悪した。アジュバン
トとしてタクロリムスを用いた場合、誘発症状は増悪した。JAK阻害剤を用いた場合、誘発症状は抑制されなか
ったが、特異的IgG2a産生が選択的に抑制された。

研究成果の概要（英文）：Epicutaneoud immunotherapy with antigen-encapsulated nanoparticles and 
anti-inflammatory drugs as adjuvants was investigated. A food allergy model with transdermal 
sensitization to ovoalbumin OVA was used. Dispersion of OVA solution in a W/O cream substrate did 
not induce cutaneous symptoms but did not suppress eliciation symptoms. Subcutaneous administration 
of nanoparticles made of poly(d,l-lactidecoglycolide) encapsulating OVA exacerbated the symptoms. 
Tacrolimus as an adjuvant exacerbated the induced symptoms, and JAK inhibitor selectively suppressed
 specific IgG2a production, but not the induced symptoms.

研究分野： 小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食物アレルギーに対する免疫療法が検討されているが、未だ有効性･安全性に優れた方法は確立されておらず研
究段階の治療として位置づけられている。食物アレルギーの発症には経皮感作が関与し、皮膚の炎症が誘発症状
の増悪因子と成り得ることから、本研究で得られる抗原の投与方法、アジュバントの免疫療法としての効果は新
たな経皮免疫療法を確立する上で重要な情報となる。また、近年、アトピー性皮膚炎とそれに伴う食物アレルギ
ーの予防策として保湿剤等による早期介入が注目されているが、経皮的抗原暴露による食物アレルギーの誘発症
状を増悪する条件が明らかとなれば、発症予防策を検討する上でも有用な情報となる。

※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 
 食物アレルギー患者の増加とその対応が社会的問題となっている。食物アレルギーの治療原
則は原因食物の必要最低限の除去であるが、除去対応は患者だけでなく家族にも身体的・精神
的・経済的負担を強いる。さらに、誤食によるアナフィラキシーの危険を伴う。原因食物を積極
的に摂取可能にするため経口免疫療法が検討されているが、現行の方法では、自然治癒と同じ状
態に到達させるのは困難で、大多数の患者では不応答状態 sustained unresponsiveness が誘導
されるにすぎない(Jones, J Allergy Clin Immunol 2016)。また、治療中、軽微なアレルギー症
状の誘発は必至であり、重篤な後遺症を残した症例も報告されている。経口免疫療法に代る治療
として、近年、食物抗原が放出されるシールを皮膚に貼付する経皮免疫療法が検討されている。
しかし、この方法は、安全性は高いが治療効果が弱い。そのため、経口免疫療法よりも有効性、
安全性が高い免疫療法の開発が喫緊の課題となっている。 
食物アレルギー発症には食物抗原への感作が前提となるが、その機序として経皮感作が注目

されている。皮膚バリア機能が障害され、皮膚に炎症が生じると抗原感作が誘導されると考えら
れている(Tordesillas, Immunity 2017)。一方、食物抗原が放出されるシールを貼る経皮免疫療
法では、食物抗原が樹状細胞に取り込まれ、制御性 T細胞が誘導されると考えられている。一般
に食物アレルギーの原因となる抗原の分子量は30-70kDa程であるが、皮膚角質層は分子量500Da
以上の分子を通過させにくい（500Da ルール）。そのため、経皮免疫療法で抗原を効率良く樹状
細胞に取り込ませるには、角質の皮膚バリア機能を低下させるか、角質層以外の経路を利用する
必要がある。角質の皮膚バリア機能を低下させた場合、皮膚炎を惹起する危険があるため感作が
増強される危険がある。我々は、動物モデルで経皮感作成立後に皮膚炎を悪化させたり、角質層
を物理的に剥がす操作を加えたりすると抗原の経口投与により誘発される食物アレルギー症状
が増悪することを報告している（Kawasaki, Allergy2018）。従って、経皮免疫療法を行う上で、
皮膚の炎症を惹起しない抗原投与方法とその経路、制御性 T 細胞を誘導する機能を持つ樹状細
胞の誘導方法の確立が求められる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、食物アレルギーに対する新規の経皮免疫療法の開発を目的とする。免疫療法の安

全性を高めるため、抗原を修飾したり、ペプチド化したりすることで IgE との結合エピトープ
を変化させ、アレルゲン性を低下させることが検討されている。しかし、IgE との結合エピトー
プは患者毎に異なる可能性があり、全ての患者に適応可能なものを作成することは困難である。
そこで、本研究では粗抗原をナノ部位に封入することで、IgE を介してマスト細胞に刺激を与え
ず、樹状細胞に抗原を選択的に取り込ませる方法を検討する。 
食物アレルギーの治療としてナノ粒子を用いる方法は経口投与で試みられているが、経口投

与では、大量のナノ粒子が必要となることと、アジュバントの設定によってはかえって症状が増
悪する問題がある（Virkud, Clin Rev Allergy Immunol 2018）。一方、ワクチン開発において、
ナノ粒子ワクチンを皮膚に塗布投与した場合、粒子径に応じて毛包部に沈着し、ナノ粒子から放
出される抗原が毛包周囲の樹状細胞に取り込まれることが報告されている（Baleeiro, J Invest 
Dermatol 2013）。そこで、この現象を応用し、食物抗原を封入したナノ粒子を用い、角質を傷
害せずに食物抗原を樹状細胞に取り込ませる点が本研究の特色である。 
我々は経皮感作動物モデルで感作部位に発現する遺伝子の網羅的解析を行った。その結果、経

皮感作局所では T2 反応誘導に関わるサイトカインや好塩基球のマーカーである Mcpt8 遺伝子
の発現が増加し、皮膚バリア構造に関与する遺伝子以外に複数の遺伝子の発現低下を認めた
（Kawasaki, Allergy 2018, Gene Expression Omnibus database 登録番号 GSE95278）。発現
が低下した遺伝子により制御されるタンパクや代謝産物などが、制御性 T 細胞や免疫寛容誘導
に関わっている可能性も考えられることから、発現が減少するタンパクや代謝産物、あるいはそ
の発現量に影響を与える薬剤を経皮免疫療法のアジュバントとして用いることを検討し、新規
アジュバントの開発を狙う。 
これまで、ナノ粒子は抗腫瘍免疫を増強させるワクチンとしての利用を中心に研究が進めら

れてきたが、本研究では制御性 T 細胞の誘導により、抗原特異的に過剰な免疫応答を抑制し免
疫寛容を誘導する点が特色である。本研究により経皮免疫療法が確立されれば、他のアレルギー
疾患や自己免疫疾患の治療にも応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
（１） 経皮感作動物モデルと治療効果判定法 
  ビタミン D3 アナログである MC903 を Balb/c マウスの両耳介に塗布し、その後抗原としてオ
ボアルブミン OVA を塗布することで径皮感作を行った。経皮感作成立後に、OVA の経口チャレン
ジを行い、誘発される即時型下痢症状をスコア化した。また、体温変化と血中 mucosal mast cell 
protease 1 (mmcp1)濃度の変化で評価した。 
 OVA の初回経口チャレンジ後に、経皮免疫療法を行い、その後、２回目の OVA 経口チャレンジ



を行い誘発される食物アレルギー症状が１回目のチャレンジと比較して増悪するか、軽快する
かで経皮免疫療法の効果を判定した。 
 また、血清中 OVA 特異的 IgG1, IgG2a, IgE を ELISA で測定した。 
 
（２）ナノ粒子の作成 
 人体への使用の安全性が確認されている Poly(d,l-lactide-co-glycolide)(PLGA)を用いて粒
子径を調整したナノ粒子を作成し、OVA をナノ粒子中に封入した。 
 一部の実験では、ナノ粒子に OVA を封入する代わりに、脂肪酸エステルの 2-Ethylhexyl 
Palmitate に界面活性剤を加えた W/O クリーム基材に OVA の PBS 溶液を懸濁し、ナノサイズの液
滴を分散させたものを経皮免疫療法に用いた。 
 
（３）アジュバント候補 
 皮膚の炎症状態の存在が食物アレルギー症状を増悪することから（Kawasaki, Allergy2018）、
アトピー性皮膚炎の治療で、皮膚の炎症を抑制する目的で使用されるステイロイド、タクロリム
ス、JAK 阻害剤 CP 690550 citrate のアジュバント効果を検討した。 
 消化管においては酪酸やプロピオン酸などの短鎖脂肪酸が制御性 T 細胞の誘導や経口免疫寛
容の成立に関与することが報告されている。酪酸やプロピオン酸は悪臭物質のため皮膚に塗布
することは困難であるため、グルココルチコイドとのエステル化合物であるクロベタゾン酪酸
エステルとベタメタゾン酪酸エステルプロピオン酸エステルによるアジュバント効果を検討し
た。 
 
４．研究成果 
（１）OVA の経皮的投与方法 
 PLGA で作成したナノ粒子に OVA 封入し皮膚に塗布した場合には、OVA 特異的 IgG 値が増加す
るものの、その上昇程度は軽度であり、経口チャレンジによる誘発症状の有意な抑制効果を認め
なかった。OVA 封入ナノ粒子を皮下投与した場合には、投与局所の皮膚や、全身のアレルギー反
応は誘発されなかったが、その後の OVA 経口チャレンジによる誘発症状は抑制されなかった。ナ
ノ粒子サイズを小さくした場合、粒子内に封入可能な OVA の量の制約が大きいこと、また、ナノ
粒子を懸濁液として皮膚に塗布する場合、マウスの皮脂成分のためナノ粒子が毛包周囲に到達
しにくい点が問題と考えられた。 
脂肪酸エステルの 2-Ethylhexyl Palmitate に界面活性剤を加えた W/O クリーム基材に OVA の

PBS 溶液を懸濁しナノサイズの液滴を分散させたものを皮膚に塗布すると、OVA の PBS 溶液を塗
布する場合に比べ、皮膚症状を誘発することなく OVA を皮膚に塗布投与できたが、経口チャレン
ジによる誘発症状は抑制されなかった。 
 
（２）クロベタゾン酪酸エステルとベタメタゾン酪酸エステルプロピオン酸エステルが免疫療
法に与える効果 
 １回目の経口チャレンジの後、MC903 を皮膚に塗布し、アトピー性皮膚炎様の皮膚の炎症状態
を持続させると、２回目の経口チャレンジにより誘発される症状の増悪を認める。MC903 により
惹起される皮膚炎症を、デキサメサゾンを塗布することで抑えると、２回目の経口チャレンジに
よる誘発症状が軽快することを報告している（Allergy 2018）。そこで、皮膚に免疫療法として
の OVA の塗布を反復することで生じる可能性がある炎症をステロイドで抑制し、かつ、酢酸、プ
ロピオン酸がアジュバントとして作用することを期待して、OVA とともに、クロベタゾン酪酸エ
ステル、およびベタメタゾン酪酸エステルプロピオン酸エステルを塗布する免疫療法を検討し
た。しかし、２回目の経口チャレンジによる誘発症状には有意な抑制効果を認めなかった。 
 
（３）タクロリムスが免疫療法に与える効果 
 OVA の経皮投与時に、タクロリムス軟膏を重層塗布し、免疫療法に与える効果を検討したとこ
ろ、OVA 経口再チャレンジにより誘発される症状の増悪を認めた。タクロリムスの全身投与では
腸管上皮のタイトジャンクションが減弱し、抗原の腸管上皮の透過性が更新することが指摘さ
れている。タクロリムス外用薬の吸収は、ヒトよりもマウスの方が良いと想定されていることか
ら、アジュバントとしてタクロリムスを経皮投与した場合に、免疫寛容を誘導するよりはむしろ 
腸管上皮への作用により抗原取り込みが亢進する結果、誘発症状を増悪をきたした可能性が想
定された。免疫療法としてのアジュバント効果を検討する上で、ヒトとマウスの皮膚バリア機能
の違いを考慮する必要があると考えれる。 
 
（４）JAK 阻害剤が免疫療法に与える効果 
 OVA の経皮投与時に、JAK 阻害剤である CP690550 citrate を塗布した場合、OVA 経口再チャレ
ンジにより誘発される症状には有意の変化を認めず、チャレンジ後の血清 mmcp-1 値もコントロ
ール群と有意な差を示さなかった。 
 OVA 特異的 Ig を測定したところ、JAK1 阻害剤を塗布した群ではコントロール群に比べ血清中
OVA 特異的 IgE および特異的 IgG1 値は統計学的に有意ではないが抑制される傾向を示し、特異
的 IgG2a 値は選択的に増加していた。JAK1 阻害剤の種類や投与方法、投与量を検討し、OVA 特異



的 IgE 値がより抑制され、Th2 タイプの液性応答を反映すると考えられる特異的 IgG2a がより増
加する条件を検討することが必要と考えられる。 
 

  図 JAK 阻害剤 CP690550 citrate をアジュバントとして用いた経皮免疫療法の効果 
  OVA 経口再チャレンジ前の血清中 OVA 特異的 IgE, IgG１,IgG２a値と、２回目の再 

チャレンジ後の血清中 mmcp1 濃度を測定 
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アレルギーマーチと発症予防

病原性大病菌O-6の感染を契機に乳児消化管アレルギーを発症したと考えらえる一例

食物アレルギーの新規治療を目指して
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オマリズマブ併用下でダニ経皮免疫療法を完遂した気管支喘息の1例

食物アレルギーのup-to-date

アレルギー疾患診療拠点病院モデル事業　福井県
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