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研究成果の概要（和文）： 

マウスアレルギー性鼻炎モデルを作製し、反応相における LPS の影響について検討した。Day0

と Day7 に OVA、Alum を Balb/c マウスに腹腔内投与して感作を成立させ、Day14 に血清を採取

して ELISA 法にて OVA 特異的抗体価を測定した。Day21 から 28 まで、OVA および LPS の点鼻を

行い、マウスアレルギー性鼻炎モデルを作製した。最終点鼻直後より 5分間くしゃみの回数を

測定し、鼻粘膜組織を採取して組織学的検討を行なった。鼻粘膜における Th2 型のサイトカイ

ンの発現について、免疫沈降‐western blot 法にて検討した。その結果、くしゃみの回数は、

OVA 単独点鼻群と比較して、OVA と LPS 点鼻群において有意な増加を認めた。鼻粘膜組織では、

OVA 単独点鼻群において好酸球浸潤を認めたが、OVA と LPS 点鼻群では好酸球浸潤がより顕著と

なった。鼻粘膜の Th2 型サイトカイン発現の検討では、IL-5,IL-10,IL-13 いずれも OVA 単独点

鼻群で発現を認めたが、OVA と LPS 点鼻群では OVA 単独点鼻群と比較して IL-5 の発現の増強を

認めた。続いて、TLR４の遺伝子変異マウスである C3H/HeJ マウスと、野生型の C3H/HeN マウス

とを用いて、LPS の影響について検討しました。その結果、TLR４の遺伝子変異マウスである

C3H/HeJ マウスでは、反応相における LPS の同時点鼻投与の影響（くしゃみの回数、好酸球浸

潤、Th2 型サイトカイン産生）を認めなかった。 

上記の実験結果から、マウスアレルギー性鼻炎モデルにおいては LPS が肥満細胞の TLR4

を介し Th2 型サイトカイン産生を誘導することにより、実効相の増悪因子として関わることが

明らかとなった。臨床的に、喘息では抗原に付着するエンドトキシン量と喘息の重症度が相関

することが報告されているが、アレルギー性鼻炎においてもエンドトキシンが増悪因子となる

可能性が示唆される。近年、マウスにおいては alternative splicing により可溶型 TLR4 が存

在することが報告された（Iwami K. et al. J.Immunol. 2001）が、効果相において可溶型 TLR4

を投与することによりアレルギー性炎症を抑制できる可能性が考えられ、新たな治療戦略の一

つとなりうる。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Mast cells which is the key player at the eliciting phase of allergic rhinitis, have been reported to 

produce Th2 cytokines in vitro with LPS stimulation via TLR4 , but in vivo study remains to be 

performed.  Therefore, we investigated the LPS effect on the eliciting phase of murine allergic rhinitis 

model. As a result, LPS aggravated the eliciting phase of type-I allergic reaction, in a murine allergic 

rhinitis model. Furthermore, the significant difference in sneezing rates between C3H/HeN mice 

challenged with OVA alone and OVA with LPS was found, but this difference was not detected in 

C3H/HeJ mice, which are TLR4-deficient natural mutants .  Eosinophil infiltration was more 

prominent in C3H/HeN mice challenged with OVA and LPS, in comparison with those in mice 

challenged with OVA alone.   In western blot analysis, IL-5,IL-10,IL-13 expression was seen in both 

groups, but IL-5 expession was upregulated in mice challenged  with OVA and LPS.  However, there 
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was no significant difference in eosinophil infiltration and Th2 cytokine expression between C3H/HeJ 

mice challenged with OVA alone and OVA with LPS. These data taken together suggests that LPS 

aggravates nasal symptom, upregulating Th2 cytokine production of mast cells via TLR4. In a future 

study, soluble form of TLR4 should be examined to be one of promising treatment options in a murine 

model of allergic rhinitis and patients with allergic rhinitis as well. 
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１．研究開始当初の背景 

気道アレルギー性炎症は, 抗原に感作さ
れるまでの感作相と,引き続き起こる効果相
にから成り立っている。効果相においては, 
抗原の暴露により架橋形成が起こり, サイ
トカインの分泌やヒスタミンをはじめとし
たメディエータの脱顆粒が誘発され, 好酸
球や好塩基球が粘膜局所へ動員されること
により炎症性変化が惹起される。これまでに, 
この架橋形成によるIgEレセプター（FcRI）
下流のシグナル伝達機構を中心に検討が行
われてきたが、近年、菌体成分の認識機構と
して注目されるToll-like receptor (TLR)が
肥満細胞に発現していることが明らかとな
り、TLR下流のシグナル伝達機構の検討が進
められている。TLRのうち、リポポリサッカ
ライド(LPS)がagonistであるTLR4について
は, LPS刺激により肥満細胞においてIL-5や
TNFなどのサイトカインの遺伝子転写に増
強させることが明らかとなっている（Masuda 
A. et al. J. Immunol. 2002）。一方, 気管
支喘息の臨床検討により、抗原に含まれるエ
ンドトキシンが喘息の重症度に相関すると
報告され（ Rizzo MC. Pediatr. Allergy 
Immunol. 1997）, 効果相の成立にLPSなどの
菌体成分が肥満細胞に何らか影響しサイト
カイン産生を誘導することにより病態形成
において重要な役割を担っている可能性が
示唆される。我々が渉猟し得た範囲では, 効
果相での気道アレルギー性炎症に及ぼす肥
満細胞におけるTLRの関与についての検討は

乏しく, 特にアレルギー性鼻炎モデルを用
いた検討は皆無である。 
 

２．研究の目的 

以上の知見を基に, 本研究では, マウ
スアレルギー性鼻炎モデルを作成し、効果
相における肥満細胞のTLRの関与について
以下の検討を行う予定である。 

我々の教室では, これまでに, 実効相
におけるLPSの肥満細胞に及ぼす影響につ
いて検討するため、Balb/cマウスを用いて
予備実験を行った。抗原と共にLPSを鼻腔
局所に点鼻チャレンジすると、鼻粘膜にお
いて好酸球浸潤の増加傾向をみとめ、また
鼻粘膜由来の total protein を用いた
western blot法での検討では, IL-5発現の
増強傾向を認めた。即時相の反応のひとつ
であるくしゃみについても、LPSと抗原と
の共点鼻群において増加する傾向をみと
め, LPSが効果相の増悪因子として影響し
ていることが示唆された(日本鼻科学会
2004にて報告)。これら、LPSの共点鼻によ
る効果相の変化が肥満細胞に関わるもの
であるのか、さらに検討を進めるため、本
研究では, ① 卵白アルブミンで感作した
アレルギーマウスを用いてのTLR4下流の
シグナル伝達系因子の発現 また, ② 実
験系肥満細胞欠損マウスのひとつである
WBB6F1 W/Wvマウスなどの, アレルギー性
鼻炎モデルマウスでのTLR4下流のシグナ
ル伝達系因子の発現について詳細な検討



を行う。 
 

３．研究の方法 

(1)アレルギー性鼻炎モデルマウスの作成 
Balb/c マウスを用いて、卵白アルブミン

(OVA)およびアジュバントとして Alum を腹腔
内投与し全身感作を行い、血清中の卵白アル
ブミン特異的 IgE、IgG1をELISA法にて測定し、
誘導相の成立を確認した後、４週目より点鼻
にて鼻腔内に卵白アルブミンをチャレンジし
上気道にアレルギー性炎症を成立させる。気
道炎症の評価は、粘膜を HE 染色に供し、好
酸球の浸潤、上皮細胞の障害の程度を評価す
るとともに、粘膜より total protein を採取し
（紫外・可視分光光度計を要する）、免疫沈
降 western blot 法にて IL-4、IL-5、IL-10 およ
び IL-13 発現について検討する。 
 
(2)LPS のアレルギー性鼻炎マウスへの影響 

Balb/c マウスを用いて、予備実験で確認し
た実効相の増悪傾向を、上記のアレルギー性
鼻炎モデルを用いて再検討する。予備実験で
は、点鼻液に対し 0.04％の濃度で行ったが、
濃度を 5 段階に作成し検討を行う。また、全
身的な投与（腹腔内投与）を併せて行い、投
与経路の相違での差異について検討を行う。 
 
(3)LPS 刺激アレルギー性鼻炎マウスの肥満細
胞における TLR の発現プロフィール 

LPS 刺激アレルギー性鼻炎モデルマウスの
骨髄由来肥満細胞を採取し, 以下の因子につ
いて ABI prism7700 を用いた real time PCR で
の検討を行う。 

① Toll like receptor family１～13 
② TRAF, MyD88 

サイトカイン：IL-4、IL-5, IL-10, IL-13 
 
(4)肥満細胞欠損マウスに対する LPSの影響に
ついての検討 

肥満細胞欠損マウスである WBB6F1W/Wv
マウスを用いて検討する。Balb/c マウス同様
にアレルギー性鼻炎モデルを用いて、くしゃ
み回数、鼻粘膜における好酸球浸潤および
Th2 型サイトカイン発現について検討を行う。
野生型マウスと比較して、実効相の増悪傾向
が肥満細胞欠損マウスにおいて抑制傾向を示
せば、Balb/c マウスにおいて認めた LPS によ
る実効相増悪が肥満細胞を標的としているこ
とが推測される。 
(5)可溶型 TLR4 投与の実効相への影響につい
て 

Alternative splicing により TLR4 の isoform
として可溶型 TLR4 が報告されている ( Iwami 
K. et al. J.  Immunol. 2001)が、可溶型 TLR4 発
現ベクターを作成し、E. coli を用いて大量精
製を行い、Balb/c マウスを用いたマウスアレ
ルギー性鼻炎モデルの実効相において全身投

与し、くしゃみ回数、好酸球浸潤および Th2
型サイトカイン発現に及ぼす影響について検
討を行う予定である。 
 
４．研究成果 
マウスアレルギー性鼻炎モデルを作製し、

反応相におけるLPSの影響について検討した。
Day0とDay7にOVA、AlumをBalb/cマウスに腹腔
内投与して感作を成立させ、Day14に血清を採
取して ELISA法にてOVA特異的抗体価を測定
した。Day21から28まで、OVAおよびLPSの点鼻
を行い、マウスアレルギー性鼻炎モデルを作
製した。最終点鼻直後より5分間くしゃみの回
数を測定し、鼻粘膜組織を採取して組織学的
検討を行なった。鼻粘膜における Th2型のサ
イトカインの発現について、免疫沈降‐
western blot法にて検討した。その結果、く
しゃみの回数は、OVA単独点鼻群と比較して、
OVAとLPS点鼻群において有意な増加を認めた
。鼻粘膜組織では、OVA単独点鼻群において好
酸球浸潤を認めたが、OVAとLPS点鼻群では好
酸球浸潤がより顕著となった。鼻粘膜のTh2
型サイトカイン発現の検討では、
IL-5,IL-10,IL-13いずれもOVA単独点鼻群で
発現を認めたが、OVAとLPS点鼻群ではOVA単独
点鼻群と比較してIL-5の発現の増強を認めた
。続いて、TLR４の遺伝子変異マウスである
C3H/HeJマウスと、野生型のC3H/HeNマウスと
を用いて、LPSの影響について検討しました。
その結果、TLR４の遺伝子変異マウスである
C3H/HeJマウスでは、反応相におけるLPSの同
時点鼻投与の影響（くしゃみの回数、好酸球
浸潤、Th2型サイトカイン産生）を認めなかっ
た。上記の結果から、実効相においてLPSが肥
満細胞のTLR4を介しIL-5発現を誘導すること
によりアレルギー性炎症の増悪因子として作
用することが示唆された。 
肥満細胞欠損マウスを用いて検討したとこ

ろ、野生型マウスではOVA/LPSの点鼻による好
酸球浸潤の増加およびIL-5発現の増強が確認
されたが、肥満細胞欠損マウスではOVA単独群
とOVAとLPS点鼻群との間で有意な差を認めな
かった． 
肥満細胞欠損マウスの鼻粘膜のTh2型サイ

トカイン発現の検討ではIL-5,IL-10,IL-13い
ずれもOVA単独点鼻群で発現が確認されたが、
OVAとLPS点鼻群ではOVA単独点鼻群と比較し
てIL-5の発現の増強は認められなかった。 
実効相の増悪傾向が肥満細胞欠損マウ

スにおいて抑制されたことより、Balb/c マ
ウスにおいて認めたLPSによる実効相の増
悪が肥満細胞を標的としていることが示
唆された。 
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