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研究成果の概要（和文）： IL-21 とナノ DDS を用いたアレルギーの制御を試み、さらにその機

構を解析した。IL-21 の投与量、投与法等の検討から、IL-21 シグナルがアレルギーを抑制す

る機序として、IgE クラススイッチの抑制以外の機序も存在する可能性が示唆された。そこで

マスト細胞への作用を解析したところ、IL-21 シグナルがマスト細胞の脱顆粒を抑制すること、

またマスト細胞前駆細胞の増殖は Id2 により抑制されている可能性が示唆された。一方、ナノ

DDS を用いた脱感作療法によっても IgE の減少とアレルギー反応の減弱が導けることを示し

た。本研究の成果はアレルギー病態の新しい制御法につながる可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： We explored the mechanisms underlying the IL-21-mediated 
suppression of IgE-based allergic responses. We also examined whether nano DDS is useful 
for therapeutic application for allergic diseases. Analyses of dose-response and 
administration methodology revealed that IL-21 may suppress allergic responses not only 
by inhibiting IgE class switch recombination but also by affecting other pathways. Then we 
asked whether IL-21 directly acts on mast cells. IL-21 signal suppresses degranulation of 
mast cell, while proliferation of mast cell precursors may be inhibited by Id2 
transcriptional repressor. Meanwhile, nano DDS was also useful for desensitization 
procedures and significantly reduced IgE level while suppressing allergic responses. The 
present study may lead to a novel therapeutic strategy against allergic disorders.  
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１．研究開始当初の背景 

Ⅰ型アレルギー疾患の発症にはIgEが決定

的な鍵を握っている。IgEの産生を抑制するこ

とができれば、IgE型アレルギーの根本的な治

療に繋がると期待できるが、そのような治療

法は実用化されていなかった。 

IL-21は、活性化T細胞から分泌されるサイ

トカインであるが、NK、T、B細胞に働いて多

彩な作用を発揮することが、多くのin vitro

の実験で示された。一方で、生体内での機能

については報告されていなかったので、我々

はIL-21遺伝子をマウスにin vivo導入する研

究を行ったところ、IL-21はCTL誘導、NK活性

化、Ig産生誘導を促進することが示された [

岸田ら、Mol. Ther. 2003；中野ら、J. Gene Med.

、2006]。 

IL-21は、IgE産生にも重要な関わりをもつ

分子であると考えられている。IL-21レセプタ

ーのノックアウト（KO）マウスは著しく高い

血清IgE 濃度を示す [Ozaki et al. 2002]。

また、IL-21がIgEクラススイッチを抑制する

との報告がなされた [Suto et al. 2002]。し

かしながら、逆に、IL-21がIgE産生を亢進す

るという報告もあり、コンセンサスを得るに

は至っていなかった。 

そこで我々は、アレルギー動物にIL-21を投

与し、アレルギー症状に対する影響を解析す

る実験を、世界に先駆けて行ない、その効果

を立証した。さらにその分子的なメカニズム

として、Id2分子が必須の役割を担っているこ

とを、Id2 KOマウスを用いて証明した

[Kishida et al., J Immunol. 2007； Hiromura 

et al., J Immunol. 2007]。 

 

２．研究の目的 

本研究では、上記の結果をふまえ、基礎免

疫学者とナノテクノロジーの研究者との共同

研究の元に、臨床応用を視野に捕らえた動物

治療実験を行ない、IL-21投与によるアレルギ

ー病態の制御をめざす。そのために、IL-21

投与のドーズ、時期、投与法等を検討する。

さらにIL-21によるアレルギー応答制御のメ

カニズムを分子レベル、細胞レベル、および

組織レベルで解明することを目標とする。さ

らに新しい試みとして、ナノDDSにてアレルゲ

ンを接種する減感作療法も検討する。 

 

３．研究の方法 

（１）アレルギーモデルマウスの作成。

C57/BL6、Balb/c マウス、OVA 特異的 T 細胞

レセプタートランスジェニックマウス、Id2

ノックアウトマウスを用いた。アナフィラキ

シーモデルは CPE の反復投与にて行った。ア

レルギー性鼻炎モデルはオヴアルブミン

（OVA）を抗原とし、アジュバントとともに

反復腹腔内および経鼻投与することにより

作成した。またアレルギー性皮膚過敏症モデ

ルは OVAを腹腔内と皮内投与することにより

樹立した。（２）アレルギー免疫応答の解析。

血清中の IgE、IgG2a,IL-4、IL-10、ヒスタミ

ン等は ELISA にて測定した。IgE クラススイ

ッチは、RT-PCR と real time RT-PCR による

germ line-Cεの検出にて評価した。鼻粘膜

および NALT の IL-10、T-bet、GATA3、RORγt、

および Foxp3 の mRNA は real time RT-PCR に

て検出した。組織学的解析（トルイジンブル

ーによるマスト細胞の染色を含む）、MPO 活性

測定等は定法にて行った。（２）IL-21 の投与

とアレルゲンの接種。ナノ DDS としては、CHP

ナノゲルとその誘導体を用い、[Shimizu et 

al. Biochem Biophys Res Commun. 2008]の

ように種々の条件で IL-21とアレルゲンを封

入した。減感作療法では、CHP または CHP-NH2

ナノゲルに封入した OVA を、感作後毎週 2回、

10 週にわたって点鼻投与した。（３）細胞培

養。ワイルドタイプ、または Id2 ノックアウ

トマウスの骨髄より単核球を培養し、マスト

細胞への誘導を行った。細胞増殖はテトラゾ

リウム塩アッセイで計測し、c-kit と Fcεレ

セプターI の発現は FACS で解析した。In 

vitro の感作は DNP 特異的 IgE の添加後、DNP

でチャレンジし、ヒスタミン、LTC4、TNF-α、

RANTES のリリースを ELISA で評価した。 

 

４．研究成果 

（１）IL-21投与量、投与法等の検討とアレ

ルギー抑制のメカニズム。我々は以前、IL-21

遺伝子、あるいはIL-21の生体内投与によるア

ナフィラキシーとアレルギー性鼻炎の制御に

は成功し、とくにアナフィラキシーは完全に

消失させることができたが、アレルギー性鼻

炎については抑制効果は部分的であった。そ



こでIL-21の投与量、投与法（投与の時期とル

ート）等をさらに詳細に検討した。その結果

、高ドーズのIL-21ではアレルゲン特異的な

IgEの低下とアレルギー応答の軽減が見られ

たのに対して、比較的低ドーズのIL-21ではア

レルゲン特異的なIgEは減少せず、アレルギー

反応の減弱のみがみられた。したがって、

IL-21によるアレルギー性鼻炎の抑制には、

IgEクラススイッチの抑制以外のメカニズム

もあると考えられた。投与時期の検討では、

感作後の比較的早期のチャレンジ時での

IL-21投与により、アレルゲン特異的なIgEの

低下が見られたが、チャレンジ後期での投与

では見られなかった。この結果は上記と合致

し、さらにアレルギー反応のプロセスにおい

てIL-21シグナルはIgE産生よりも後の過程で

も抑制している可能性を示唆している（後述

）。他方、アレルギー性皮膚過敏症モデルでは

、チャレンジ後1時間と24時間をそれぞれ反応

のピークをする即時型反応と遅延型反応が起

こり、IL-21の投与はその両方を有意に抑制す

ることが分かった。感作時における投与で、

総IgEとアレルゲン特異的IgEの両者が有意に

減少していた。 

一方、OVA特異的TCRトランスジェニックマ

ウスでは、ワイルドタイプのマウスに比して

、OVAに対するアレルギーは起きにくく、IL-21

によるアレルギー抑制の機序解析には有用で

はなかった。このマウスではおそらく、OVA

特異的な免疫応答がTh1、Th17あるいはTreg

にいずれかの方向にskewしているのではない

かと考えられ、その詳細を現在解析中である

。 

（２）ナノDDSによる減感作療法。感作後毎

週2回、10週に亘って投与後、チャレンジを行

ったところ、いずれもくしゃみの回数は減少

した。一方、ナノゲルを用いずOVAだけを同様

のプロトコールで接種した群では有意差を認

めなかった。しかしながら、いずれの群も血

清中総IgEおよびOVA特異的IgEには有意差が

なかった。CHP-NH2ナノゲル群のみ、鼻粘膜お

よびNALT のFoxP3とTbetのmRNA発現は減少し

たが、GATA3のｍRNAには変化がなかった。し

たがって、ナノゲルによるアレルゲンの反復

投与が、ナノゲルを用いない減感作療法に比

して、アレルギー抑制に有効である可能性が

示され、その機序としてThサブセット間のバ

ランスの偏移に伴うIgE抑制があることが示

唆された。 

他方、マウス骨髄からIL-4とGM-CSFの添加

により樹状細胞（DC）を誘導し、OVAをパルス

してマウスに移植したところ、OVAのみの投与

と比べて、総IgEおよびOVA特異的IgEの血清濃

度の上昇が見られた。DCにIL-10刺激、あるい

はIL-10とIL-28の共刺激を与えると、この効

果はさらに増強した。この系は、新しいアレ

ルギーモデルの樹立につながる可能性がある

。 

（３）マスト細胞に対する IL-21 の作用とそ

の分子機序。上記のように、アレルギー反応

のプロセスにおいて IL-21 シグナルは IgE 産

生よりも後の過程でも抑制している可能性

が示された。そこで、マスト細胞に対する

IL-21 シグナルの影響をしらべた。まず、我々

は以前、B 細胞においては IL-21 シグナルが

Id2 発現を誘導し、この Id2 が IL-21 による

IgE クラススイッチの抑制には必要かつ十分

であることを見出したので[Kishida et al., 

J Immunol. 2007]、マスト細胞の増殖と分化

における Id2 の寄与について解析した。その

結果、Id2 ノックアウトマスト細胞の前駆細

胞はワイルドタイプに比して増殖能が高く、

多くのマスト細胞を生成することが示され

た（図１）。一方、in vitro および in vivo

でのマスト細胞への分化は正常であったこ

とから、Id2 はマスト細胞前駆細胞の増殖に

ネガティブに働くが分化には影響しない可

能性が示された。 
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図１ Id2 ノックアウトマウス骨髄由来マス

ト細胞前駆細胞は、ワイルドタイプに比し、

高い増殖能を有し多くのマスト細胞を生成

する。Id2 はマスト細胞の増殖を負に制御す

る可能性がある。 

 

 

さらにマスト細胞に対する IL-21の直接作

用を調べたところ、マスト細胞は機能的

IL-21 を発現し、また IL-21 の添加により Fc

εRI のクロスリンクによるヒスタミン、LTC4、

TNF-α、および RANTES のリリースを有意に

抑制した。一方、in vivo におけるマスト細



胞の IL-21シグナルによる制御を調べる目的

で、アレルギー性皮膚過敏症モデルにおける

皮膚炎症局所のマスト細胞を観察すると、

IL-21 投与によりマスト細胞の脱顆粒が顕著

に抑制されていることが見出された。 

これらの結果は、IL-21R－Id2パスウェイが

、IgE型アレルギー反応の感作のみならずエフ

ェクターのフェーズでも、その調節に寄与し

ている可能を示しており、このパスウェイが

アレルギー病態の予防のみならず治療にとっ

ても重要な標的となる可能性を示すものと考

えられる。 
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