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研究成果の概要（和文）：アレルギー性疾患の発症における RS ウイルスによる感染の役割を解

明し、分子遺伝マーカーを同定することによって予防法を開発することを目的とした。動物実

験と分子疫学によって、その分子遺伝マーカーとして、Th2 サイトカイン、LR4 と CD14 が同

定された。RS ウイルス由来の S 糖タンパク遺伝子を用いた DNA ワクチンは、この活性を抑

制することによってアレルギー予防につながることが見出され、その有効性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the involvement of RS virus in allergic 
diseases and develop preventive methods by determining the molecular and genetic marker 
in it.  Animal experiments and molecular epidemiology determined Th2 cytokines, LR4 
and CD4 as the markers.  DNA vaccine containing S glycoprotein gene was found to lead 
to the inactivation of the markers, subsequently resulting in the efficient preventive agents. 
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１．研究開始当初の背景 

 最近のアレルギー性疾患に関する疫学は、

小 児 期 の 前 半 に 最 も 頻 繁 に 感 染 す る

Respiratory syncytialウイルス(RSV)が小児

期の気管支喘息の危険因子だけでなく、RS ウ

イルスの感染そのものが、その後の喘息や他

のアレルギー性疾患の発症の誘引であるこ

とを認められてきた。これまでの RSV による

アレルギー発症の分子メカニズムとして、樹

状細胞の Th2 サイトカイン（IL4, IL5, IL10, 

IL13）に対する役割が RSV 感染とアレルギー

において共通であるため、アレルギー反応が

増強されるとする知見がよく知られている。

さらに、ごく最近では RSV に含まれる可溶性

糖タンパク Gに着目され、それがあたかもア

レルゲンのように、肥満細胞の IgE/FcεRI+

の Vh3 領域に結合し、Th2 サイトカインを放

出することが in vitro の系で証明されてい

る。しかしながら、これらのパスはアレルギ

ー発症の誘導相を見ているに過ぎず、喘息な

どのアレルギーが成立するための必須であ

るアレルギー反応における好酸球を中心と
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した効果相の役割を解明することは、RSV に

よるアレルギー発症を解明するために最も

重要であると考えられる。そのため、RSV 感

染における好酸球を中心とした分子機構を

明らかにし、新しい分子遺伝マーカーを同定

することによって、RSV によるアレルギー発

症の早期発見につながるばかりではなく、新

しい予防法の開発につながると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、RSV によるアレルギー発症の

メカニズムを分子遺伝学的に解明し、新しい

マーカーの同定と新しい予防法を研究期間

内に開発する。分子遺伝的マーカーの同定の

ためには、アレルギー発症モデルマウスを用

いて RSV 感染によって従来の Th2 系サイトカ

インの動向以外に、エオジノフィル・ペルオ

キシターゼ、ニトロチロシンなどの好酸球関

連タンパクを解析する。それとともに自然免

疫系に関連するタンパクも調べ、従来の RSV

によるアレルギー発症の分子機構をさらに

詳細に解明する。同時に、ヒトに対する分子

疫学を実施し、RSV によるアレルギー発症と、

Th2 系サイトカインおよび好酸球関連タンパ

クなどの遺伝子多型との関連を調べる。また、

予防法としてごく最近提唱されている CpG 

oligodeoxynucleotides の有効性をモデルマ

ウスを用いて調べるとともに、分子機構の解

明から導かれる新しい免疫療法、あるいは RS

ウイルス由来の S糖タンパク遺伝子を用いた

アレルギー症予防 DNAワクチンなどを開発し、

その有効性をも検証する。 

 

３．研究の方法 

 本研究は、アレルギー発症モデルマウスに

よる動物実験と分子疫学から成った。動物実

験では、まずはアジュバント系として自動車

排出物質（Diesel exhaust particulate, DEP）

投与の際、生じるアレルギー反応における分

子機構をまずは解明した。次に、RSV 感染ア

レルギーマウスを用いて樹状細胞の Th2サイ

トカイン（IL4, IL5, IL10, IL13）の活性化

をその遺伝子発現とプロテオーム解析によ

って評価した。 

 また DNA ワクチンを設計するために、RS ウ

イルス由来の S糖タンパク遺伝子が、IL2 の

シグナル配列とヒト胎盤アルカリホスファ

ターゼの C末端膜貫通ドメインの間に目的遺

伝子をクローニングした。そのワクチンの予

防効果を RSV感染アレルギーマウスを用いて

検証した。 

 また分子疫学では、0-12 歳のスギ花粉症患

者 75 人と、その対照の 98 人において環境要

因とウイルスマーカの評価と同時に DNA資料

を収集し、解析した。 

 

４．研究成果 

 気管支喘息症などのアレルギー性疾患の

発症におけるRSウイルスによる感染の役割

を解明し、同時にRSウイルスによるアレルギ

ー発症における分子遺伝マーカーを同定す

ることによって、新しい免疫療法やワクチン

などを用いた予防法を開発することを目的

とした。 

1) アレルギー発症モデルマウスによる動物

実験 

 高IgE 産生系マウスとして知られている

BALB/c マウス6匹を1群として、自動車排出

物質（Diesel exhaust particulate, DEP）

投与の有無およびアレルギー予防フィルタ

ーの有無の4群、計24匹に対して、ダニ抗原

を用いて感作させ、DEPによる気管支喘息発

症の機序を検証した。DEPによって著しい杯

細胞の過増生・浮腫部位への好酸球浸潤が観

察された。またDEPはp38MAPK経路の活性化を

通じて、好酸球細胞の遊走能の増加を、また

NFκBの活性化を通じて、好酸球のMCP-1の産

生、IL-8産生を増加させた。したがってDEP

は好中球、マクロファージ、好酸球の浸潤を

過剰に促進させることにより、炎症の拡大を

引き起こしていることが推測された。 

 またBALB/c マウス6匹を1群として、4群、

計24匹に対して、RSV前投与と後投与の有無

で4群とし、RSVの投与が無い群では、不活化

RSVを投与した。その結果、RSVによるアレル

ギー発症の分子メカニズムとして、樹状細胞

のTh2サイトカイン（IL4, IL5, IL10, IL13

）およびTLR4とCD14の活性化が重要であるこ

とが遺伝子発現とプロテオーム解析によっ

て認められた。 

  RSV感染アレルギーマウスを用いて下記の

方法によって作成されたワクチンによる予

防効果を検討するために、BALB/c マウス6匹

を1群として、4群、計24匹を用意した。RSV

前投与と後投与の有無およびワクチンの前

投与の有無の4群とし、RSVの投与が無い群で

は、不活化RSVを投与した。その結果、本ワ

クチンによって、樹状細胞のTh2サイトカイ

ン（IL4, IL5, IL10, IL13）およびTLR4とCD14

の活性化を抑制することによって、アレルギ

ーに対する感作は有意に減少し、また気道抵

抗性のBALFの細胞から喘息が有意に抑制さ

れることが認められた。以上より、本ワクチ

ンはアレルギーの予防に有効であることが

示された。 

2) 分子疫学 



0-12歳のスギ花粉症患者75人と、その対照の

98人において、IL4、IL13、Toll-like receptor

（TLR）4およびCD14遺伝子に関する分子疫学

（患者対照研究）を行った。IL-4 のC33T、

IL13の Arg130Gln、TLR4のAsp299Glyおよび

Thr399Ile、CD14のC159Tのアレル頻度は、両

群に有意な差はなかったが、RSV抗体価の高

い群においてのみ、IL-4 のC33 、IL13の 

130Gln、TLR4の299Glyと399Il、CD14のC159C

が有意に高い頻度を示した。したがって、RSV

の感染によるアレルギー感作および発症に

おいて、IL-4、IL-13、TLR4およびCD14の関

与が大きいことが推測された。 

3) ワクチン設計では、DNAワクチンは、RSウ

イルス由来のS糖タンパク遺伝子が、IL2のシ

グナル配列とヒト胎盤アルカリホスファタ

ーゼのC末端膜貫通ドメインの間に目的遺伝

子をクローニングした結果、細胞表層に提示

、認識されるようになった。この際、SV40エ

ンハンサーの付加により、非分裂細胞におい

て核内に輸送されたプラスミドの遺伝子発

現レベルを向上させることができた。さらに

、E.coliにおけるpVACの複製と選択に必須の

バクテリアに特徴的な配列として、Ori遺伝

子の最小化や、CpGフリーのゼオシン耐性遺

伝子(Sh ble-ΔCpG)を構築することによって

、免疫原となるCpGモチーフの数を減じるこ

とが認められた。 

 以上より、RSウイルスによるアレルギー発

症の分子遺伝マーカーとして、Th2サイトカ

インであるIL4, IL5, IL10, IL13およびTLR4

とCD14が同定された。RSウイルス由来のS糖

タンパク遺伝子を用いたDNAワクチンは、こ

の分子遺伝マーカーの活性を抑制すること

によってアレルギー感作の抑制につながる

ことが見出され、その有効性が示された。 
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