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研究成果の概要（和文）：患者血清をIgE感作マスト細胞と共培養したのちに脱顆粒実験を行ったところ、著効
群血清（HR）では有意な脱顆粒抑制効果が認められたが、無効群血清（NR）では抑制効果は見られなかった（図
1）。この2群の各5人の治療前後の血清をiTRAQ解析し、治療後の著効群で発現が増強しかつ無効群との発現差の
大きなタンパクを探索した結果、5種類の分子が候補にあがった。この中でThrombospondin-1は濃度依存的に脱
顆粒を抑制した（図2）。以上の結果から、舌下免疫療法では治療後に増加したThrombospondin-1によるマスト
細胞の脱顆粒抑制効果が奏功メカニズムのひとつである可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：When the patient's serum was co-cultured with IgE-sensitized mast cells and 
then a degranulation experiment was performed, a significant degranulation inhibitory effect was 
observed in the effective group serum (HR), but no effect was seen in the ineffective group serum 
(NR). (Fig. 1). Therefore, iTRAQ analysis was performed on the sera of 5 patients in each of these 2
 groups before and after treatment, and as a result of searching for a protein whose expression was 
enhanced in the effective group after treatment and whose expression difference was large from that 
in the ineffective group, 5 types of molecules were found. Among them, Thrombospondin-1 was found to
 suppress degranulation in a concentration-dependent manner (Fig. 2). From the above results, it was
 suggested that the effect of thrombospondin-1 on sublingual immunotherapy, which was increased 
after treatment, to suppress mast cell degranulation may be one of the successful mechanisms.

研究分野： アレルギー性鼻炎・花粉症
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アレルゲン免疫療法（舌下免疫療法を含む）は、喘息の発症を抑えたり、新規抗原感作を予防したりする効果が
期待されている。対症療法である薬物療法にはない有益な有効性があることから舌下免疫療法は根治的治療法と
位置づけられているが、効果発現が遅いことや数年間に及んで治療継続しても20%程度の症例には効果が乏しい
というデメリットがある。
舌下免疫療法の効果を十分発揮させ、必要な患者に広く普及させるためには、治療効果予測や効果発現メカニズ
ムのさらなる解明が課題である。Thrombospondin-1の効果をより詳細に検討することによって、花粉症が社会へ
与える影響を最小限にすることが期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
アレルゲン免疫療法（舌下免疫療法を含む）はアレルギー疾患の自然史を修飾する可能性がある
と言われている。具体的には喘息の発症を抑えたり、新規抗原感作を予防したりする効果が期待
されている。対症療法である薬物療法にはない有益な有効性があることから、舌下免疫療法は根
治的治療法と位置づけられているが、効果発現が遅いことや数年間に及んで治療継続しても
20%程度の症例には効果が乏しいというデメリットがある。舌下免疫療法の効果を十分発揮さ
せ、必要な患者に広く普及させるためには、治療効果予測や効果発現メカニズムのさらなる解明
が課題である。今回我々は治療効果メカニズム解明のために舌下免疫療法の著効群と無効群の
患者血清に着目し、アレルギー反応を制御する何らかの成分が血清中に存在する可能性につい
て検討した。 
 
２．研究の目的 
花粉症はⅠ型アレルギー疾患の典型的病態を示す。アレルゲンがマスト細胞上の IgE 抗体に架
橋することによってマスト細胞が活性化することが反応の第 1 段階である。もし何らかの機序
によってマスト細胞の活性化をコントロールすることができれば、アレルギー反応を早い段階
から制御できる可能性がある。本研究では治療効果の異なる患者血清成分がマスト細胞脱顆粒
に影響を及ぼすかどうか検討し、血清中の何が脱顆粒に関与しているのか同定することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
1)著効・無効の判定 
2 年間の舌下免疫療法前後でアレルギー性鼻炎症状の重症度をスコア化し順位付けすることに
よって、顕著に改善した著効群と改善の認められなかった無効群に分類した。 
2)血液採取 
舌下免疫療法開始前および 2 年間の継続治療後に患者から血液を採取した。血液中の各種細胞
分画の変化について確認するとともに、分離した血清を用いてアレルギー反応に重要な役割を
果たす IgE の値なども同時に評価した。 
3)マスト細胞脱顆粒試験 
ヒト CD34 陽性細胞からマスト細胞を作製し、IgE を感作させたのち抗 IgE を作用させて
hexosaminidase 遊離反応での脱顆粒試験を行った。この際、免疫グロブリンを含む多量タンパ
クを取り除いた患者血清をあらかじめマスト細胞と共培養することで脱顆粒に与える影響を確
認し、著効・無効血清での違いを評価した。 
4)マスト細胞脱顆粒抑制因子の探索 
マスト細胞脱顆粒反応試験において脱顆粒抑制効果が認められた著効群と、抑制効果の見られ
なかった無効群の治療前後における血清を ProteoMiner タンパク質濃縮キットを用いてタンパ
ク含量調整したのち、それぞれ 5人分を混合して iTRAQ 解析を行った。著効群における治療前後
および治療後において著効・無効群間で大きく発現変化したタンパクを同定した。 
5)脱顆粒抑制因子の機能検証 
4)で抽出された候補分子のリコンビナントタンパクや抗体を用いてヒトマスト細胞の脱顆粒に
与える影響を検証した。 
 
４．研究成果 
アレルゲン免疫療法の奏功メカニズムとして IgE の減少や制御性 T細胞の増加、Th1/Th2 バラン
スの正常化などが考えられている。しかしこれらの結果は報告者によっても大きく異なってお
り、未だ統一された見解や全容解明には至っていない。今回の我々の検討においても著効群・無
効群間で IgE 抗体やアレルギー炎症に関わる免疫細胞分画、分布に有意な差は認められなかっ
た。それにも関わらず舌下免疫療法の治療効果に明確な違いを認めたことから、メカニズムのひ
とつとして治療によっての著効群患者血清中にマスト細胞脱顆粒抑制因子が増加している可能
性があると考えた。 
血清をそのままマスト細胞に作用させると脱顆粒が促進されるため、本研究では免疫グロブリ
ンを含む多量タンパクを取り除いた血清を準備した。この患者血清を IgE 感作マスト細胞と短
時間共培養したのちに脱顆粒実験を行ったところ、著効群血清（HR）では有意な脱顆粒抑制効果
が認められたが、無効群血清（NR）ではそのような効果はほとんど見られなかった（図 1）。そこ
でこの 2群の各 5人の治療前後における血清を iTRAQ 解析し、治療後の著効群で発現が増強し、
かつ無効群との発現差の大きなタンパクを探索した結果、5種類の分子が候補にあがった。これ
らのリコンビナントタンパクをマスト細胞脱顆粒実験で患者血清の代わりに作用させたところ、
Thrombospondin-1 によって濃度依存的な脱顆粒抑制が認められ（図 2）、またこの抗体を作用さ
せることでその抑制効果が打ち消されることが確認できた。以上の結果から、舌下免疫療法では
治療後に増加した Thrombospondin-1 によるマスト細胞の脱顆粒抑制効果が奏功メカニズムのひ



とつである可能性が示唆された。 
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