
高知大学・医学部・特任助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６４０１

若手研究

2022～2020

エンドトキシンにより誘導されるIgE非依存性アレルギー性結膜炎症状の検討

Non-IgE-mediated allergic conjunctivitis induced by endotoxin and allergen in 
mice.

４０７６１７０５研究者番号：

石田　わか（Ishida, Waka）

研究期間：

２０Ｋ１８３４６

年 月 日現在  ５   ６   ７

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：アレルギー性結膜炎は、I型アレルギー反応によって引き起こされると考えられてい
る。しかしながら、アレルギー性結膜炎患者の中には抗原特異的IgEが検出されない患者も少なからず存在す
る。本研究では、アレルギー性結膜炎症状の発症に細菌の構成成分であるエンドトキシンが関与しているかどう
かについて検討した。その結果、IgEやマスト細胞に依存しない受動免疫法において、エンドトキシンにより非
IgE型アレルギー反応が誘導された。非IgE型アレルギー反応はヒスタミン依存性であり、結膜局所においてTh2
細胞が活性化されエンドトキシンの曝露により引っ掻き行動が誘発されることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Allergic conjunctivitis is thought to be caused by a type I allergic 
reaction. however, a small number of patients with allergic conjunctivitis have no detectable 
antigen-specific IgE. In this study, we investigated whether endotoxin, a bacterial constituent, is 
involved in the development of allergic conjunctivitis symptoms. The results showed that 
non-IgE-mediated allergic reactions were induced by passive immunization. The non-IgE-mediated 
allergic reaction was histamine-dependent, and Th2 cells were activated in the conjunctiva, and 
scratching behavior was induced by endotoxin exposure.

研究分野：眼科学

キーワード： アレルギー性結膜炎

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
結膜炎の原因として臨床的には大きく感染性結膜炎とアレルギー性結膜炎の2つに大別される。アレルギー性結
膜炎の即時型反応は、主に抗原特異的IgEによって引き起こされると考えられているが、エンドトキシンがIgE非
依存性にアレルギー性結膜炎症状を誘導することが明らかになれば、新しい疾患概念を提示できる。また、新規
のI型アレルギー反応が細菌の関与で生じることを示す事ができ、その機序がマスト細胞やIgEに依存せず、T細
胞やマクロファージなどの他の免疫細胞を介する事が明らかになれば、その機序に即した新しい診断技術や治療
法を開発し臨床応用するための基盤となりうる重要な基礎的研究となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

花粉症を含むアレルギー性結膜炎は、国民病とも呼ばれ非常に罹患患者数が多く社会問題

となっている。アレルギー性結膜炎は I 型アレルギー反応によって生じると考えられてい

る。I 型アレルギー反応は、体内に侵入した抗原が抗原提示細胞により T 細胞に提示され、

その後 B細胞から抗原特異的な免疫グロブリン Immunogloblin E (IgE) が産生される。抗原

特異的 IgEは結膜のマスト細胞の IgE受容体に結合し、再度侵入した抗原が IgEを架橋する

ことによってマスト細胞が脱顆粒する 1。マスト細胞から放出されたヒスタミンやロイコト

リエンなどのケミカルメディエーターにより充血やかゆみなどの即時相の臨床症状が生じ

る。従ってアレルギー性結膜炎の治療には、マスト細胞の膜安定化剤あるいはヒスタミン拮

抗剤の点眼薬が用いられる 2。一方、春季カタルは T細胞による遅発相の炎症反応が病態の

中心と考えられており、T細胞を選択的に抑制する免疫抑制点眼薬が治療に用いられる 3。 

アレルギー性結膜炎患者の中には抗原特異的 IgEが検出されない患者も少なからず存在し、

IgE非依存性の結膜炎が生じている可能性は否定できない。さらに近年、花粉症患者の症状

が黄砂により増悪するなどの報告も散見される 4,5。黄砂には細菌や真菌などの微生物が含

まれていることが報告されている 6。花粉症患者が感染を併発すると花粉症の症状が増悪す

ることも知られており 7、アレルギー症状の発症あるいは増悪に何らかの微生物が関与して

いる可能性が考えられるが、未だ明らかでない。 

本研究では、細菌の構成成分であるエンドトキシンがアレルギー性結膜炎症状の発症およ

び増悪に関与しているか、関与していた場合はどの免疫細胞や分子が重要かについてその

機序を解明する。 

 

２．研究の目的 

アレルギー性結膜疾患のマウスモデルにおいて、抗原に含まれるエンドトキシンが IgE 非

依存性の結膜炎症状を誘導するかどうかについて検討する。マウスの結膜炎は、既報の方法

に基づいて能動免疫法あるいは受動免疫法により誘導し、評価する。能動免疫法では、卵白

アルブミン (ovalbumin：OVA) でマウスを感作した後、エンドトキシン非含有 OVA(endtoxin 

free OVA: Ef-OVA) あるいはエンドトキシン含有 OVA (endtoxin containing OVA: Ec-OVA)を

点眼して結膜炎の症状に差が出るか観察する。T細胞依存性の反応かどうかを検討するため

に受動免疫法も行う。また、抗ヒスタミン薬で抑制されるか、T細胞依存性の反応であれば

免疫抑制点眼薬により症状が抑制されるかについて検討する。 

 

３．研究の方法 

1) 能動免疫法によるアレルギー性結膜炎の誘導と即時反応における臨床症状の評価 

Iwasaki らの方法 8 に従って野生型 BALB/c マウスに OVA および水酸化アルミニウムゲル

を PBSに懸濁したエマルジョンをマウスの腹腔内に投与し、7日後および 14日後に同量の

エマルジョンを再び腹腔内投与してアレルギー反応を誘導する。最初の腹腔内投与の 19日

後からは、以前我々が報告したマウス結膜炎モデルを少し改良した方法を用いて、PBS、Ef-

OVAあるいは Ec-OVAを 1日 1回、4日間点眼し結膜炎を誘導する 9。アレルギー性結膜炎

の評価方法は、PBS、Ef-OVA あるいは Ec-OVA の点眼から 10分間 (1日 1回、4日間) 、

臨床所見として引っ掻き行動を観察する。 



2) 受動免疫法によるアレルギー性結膜炎の誘導と即時反応における臨床症状の評価  

IgE非依存性のアレルギー性結膜炎モデルを作製する。野生型 BALB/cマウスの脾細胞を採 

取し、γ線照射を行う。OVA323-339エピトープを特異的に認識する T細胞レセプタートラ

ンスジェニックマウス DO11.10 の脾臓およびリンパ節から Mouse CD4+CD62L+T Cell 

Isolation Kitを使用して naïve CD4陽性 T細胞 (CD4 +CD62L + ) を分離し、interleukin (IL) -

2、IL-4、抗 IL-12抗体および抗 interferon (IFN) -γを添加、抗原として OVA peptide 323-339

を添加、抗原提示細胞として 30Gyの γ線を照射した BALB/cマウスの脾細胞を加えて 3日

間培養する。得られた細胞に、マウスリコンビナント IL-2を添加してさらに４日間培養し、

細胞を回収して活性化 T細胞（CD4+CD62L-T細胞）を同系の BALB/c野生型マウスに尾静

脈から養子移入する。8。移入の 2日後から PBS、Ef-OVAあるいは Ec-OVAを 1日 1回、4

日間点眼し引っ掻き行動を解析する。 

3) 抗ヒスタミン薬によるアレルギー性結膜炎の抑制効果 

上述の能動免疫法あるいは受動免疫法によりアレルギー症状を誘導したマウスに、ヒスタ

ミン H1 受容体拮抗薬のエピナスチン塩酸塩点眼薬 0.1%を点眼し、アレルギー性結膜炎の

抑制効果があるどうかについて検討する。能動免疫法の場合、初回のエマルジョンの腹腔内

投与から 19 日後、抗原点眼の 90 分前と直前にエピナスチン塩酸塩を点眼する。受動免疫

法の場合は、前述のように OVA 特異的 Th2細胞移入の 2日後、抗原点眼の 90分前と直前

にエピナスチン塩酸塩を点眼する。 

4) 免疫抑制点眼薬によるアレルギー性結膜炎の抑制効果 

同様に能動免疫法あるいは受動免疫法によりアレルギー症状を誘導したマウスに、免疫抑

制点眼薬のタクロリムス水和物懸濁点眼液 0.1%を点眼しアレルギー性結膜炎の抑制効果が

あるかどうかについて検討する。能動免疫法の場合、初回の OVA/alumエマルジョンの腹腔

内投与の 19日後から 1日 1回、4日間、免疫抑制点眼薬を抗原点眼の 90分前と直前に点眼

する。受動免疫法の場合は、OVA特異的 Th2細胞移入の 2日後から 1日 1回、4日間、免

疫抑制点眼薬を抗原点眼の 90分前と直前に点眼する。 

 

４．研究成果 

能動免疫法によるアレルギー性結膜炎の誘導および即時反応における臨床症状を評価した。

まずモデル確立をするため、マウスに OVA および水酸化アルミニウムゲルを PBS に懸濁

したエマルジョンを合計 3回腹腔内投与し、初回投与の 19日後から 4日間、Ec-OVAある

いは PBSを点眼した。Ec-OVA点眼後 10分間引っ掻き行動を確認すると PBS点眼群と比

較して、1,3,4日後に有意に引っ掻き回数が増加した。この能動免疫法のモデルを用いて、

アレルギーを誘導したマウスに PBS点眼群、Ec-OVA点眼群および Ef-OVA点眼群を設け

て実験を行った。Ec-OVA 点眼群は PBS 点眼群と比較して、点眼 2,3,4 日後に有意に引っ

掻き回数が増加した。また、Ef-OVA点眼群と比較しても点眼 3,4日後に有意に引っ掻き回

数が増加した。これらの結果から、能動免疫モデルにおいてエンドトキシン含有 OVAの点

眼によりアレルギーの即時反応が増強されることがわかった。 

能動免疫法の検討に加えて受動免疫法によるアレルギー性結膜炎の誘導および即時反応に

おける臨床症状を評価した。養子移入のモデル作成のため、OVA抗原特異的活性化 Th2細

胞を準備し、同系の BALB/c 野生型マウスに尾静脈から移入した。細胞移入の 3,4,5,6 日後

に Ec-OVA、Ef-OVAあるいは PBSを点眼し、引っ掻き回数を計測した。細胞移入から 4,5,6

日後、PBS点眼群あるいは Ef-OVA点眼群と比較して Ec-OVA点眼群は引っ掻き回数が増加



する傾向にあった。 

これらの引っ掻き行動が、ヒスタミン点眼薬あるいは免疫抑制点眼薬により抑制されるか

について検討するため、Ec-OVA点眼の 1時間前と直前に PBS、抗ヒスタミン点眼薬あるい

は免疫抑制点眼薬を点眼すると、PBS 点眼群と比較して抗ヒスタミン点眼薬あるいは免疫

抑制点眼群は引っ掻き回数が減少し、4日目には有意に引っ掻き回数が減少した。 

受動免疫法によるモデルは非 IgE 依存型であり、エンドトキシンにより引っ掻き行動が誘

導されたものと考えられる。Ec-OVA点眼の 1時間前と直前に PBS、抗ヒスタミン点眼薬あ

るいは免疫抑制点眼薬を点眼し引っ掻き回数を観察すると、3 日目には PBS 点眼群と比較

して抗ヒスタミン点眼薬あるいは免疫抑制点眼群は有意に引っ掻き回数が減少した。この

ことから、誘導された非 IgE型アレルギー反応はヒスタミン依存性であり、Th2細胞が活性

化されエンドトキシンに曝露されると引っ掻き行動が誘発されることがわかった。 

今後、能動免疫モデルにおいて IgE受容体遺伝子欠損マウスを用いた検討が必要である。結

膜局所における抗原特異的 Th2 細胞の活性化が非 IgE 型アレルギー性結膜炎に関与すると

考えられるが、メカニズムの解明のため TLR4-/-マウスやMyD88-/-マウスを用いて TLR4あ

るいはMyD88を介したシグナル伝達により引っ掻き行動がどうなるかを検討する必要があ

る。受動免疫法では、結膜局所で抗原特異的 Th2細胞が活性化され、エンドトキシンに曝露

されて引っ掻き行動が誘発されると考えられるが、その引っ掻き行動は抗ヒスタミン点眼

薬で有意に抑制できたことから、非 IgE 型アレルギー反応はヒスタミン依存性であると考

えられる。近年、非 IgE 型アレルギー鼻炎において Th2 細胞とマクロファージによりヒス

タミンが産生されるという報告がなされた 10。その報告によるとマクロファージと Th2 細

胞を共培養するとヒスタミンが放出されることが明らかにされており、in vivo の検討では

Th2 細胞移入マウスモデルにクロドロン酸内包リポゾームを投与しマクロファージを除去

するとくしゃみが抑制される。受動免疫法において免疫抑制点眼薬の点眼で引っ掻き行動

が有意に減少したことから、Th2細胞の活性化が抑制されたと考えられるが、マクロファー

ジの作用については明らかではないため、今後クロドロン酸内包リポゾームの投与により

マクロファージを除去して、引っ掻き行動の検討を行う。また、結膜局所における抗原特異

的 Th2 細胞とマクロファージの相互作用についても検討したい。また炎症性結膜において

IL1rl1-encoding ST2および Calca-encoding calcitonin-gene-related peptide（CGRP）を優先的に

発現するメモリー型病原性 Th2 細胞のサブセットの存在が明らかとなり、慢性結膜炎にお

ける IL-33-ST2- CGRP経路を介したかゆみの誘発についても報告されている 11。エンドトキ

シンにより誘導される引っ掻き行動における IL-33-ST2- CGRP 経路の関与も検討したい。

本研究の終了時には不明な点も多いため、今後詳細なメカニズムについて更なる検討を行

う。 
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