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研究成果の概要（和文）：ペプチド修飾マイクロファイバーを用いた細胞捕捉システムは血液中の特定の分子発
現細胞の分離に有用であった。また好酸球性消化管疾患病理標本を症例に基づいて解析し、消化管アレルギー関
連分子候補が判明した。加えてmRNA・蛋白レベルでの網羅的解析のための基礎的検討を行なった。さらに重症新
生児・乳児食物蛋白誘発胃腸症での好酸球性炎症や好酸球ETosisの詳細を明らかにした。また、好酸球だけでな
くヘルパーT細胞表面分子発現の疾患毎の違いや、消化管アレルギー患者の経口食物負荷試験陽性に関連する蛋
白候補を確認した。さらに、ラット体外循環モデルを改良して血球の分離に有用な侵襲の少ない体外循環回路を
樹立した。

研究成果の概要（英文）：A cell capture system utilizing peptide-modified microfibers was found to be
 an effective method for isolating cells expressing specific molecules from blood. We also analyzed 
pathological specimens taken from patients with eosinophilic gastrointestinal disorders to identify 
candidate disorder-specific cell-displayed molecules. Furthermore, we conducted fundamental studies 
for comprehensive mRNA and protein level analyses. We then elucidated mechanistic details of 
eosinophilic inflammation and ETosis in severe non-immunoglobulin E-mediated gastrointestinal food 
allergy, and confirmed disease-specific differences in molecules expressed on the surface of helper 
T cells and eosinophils and identified candidate proteins associated with positive oral food 
challenge test results in patients with gastrointestinal food allergies. Finally, we optimized a rat
 extracorporeal circulation (ECC) model and developed a minimally invasive ECC circuit for blood 
cell separation.

研究分野：小児科学、アレルギー免疫学

キーワード： 好酸球性消化管疾患　消化管アレルギー　マイクロファイバー　新生児・乳児食物蛋白胃腸症　好酸球
　EETosis

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、増加している好酸球性消化管疾患や新生児・乳児食物蛋白誘発胃腸症などの消化管アレルギー疾患の病態
に関連する免疫細胞、分子をより詳細に解析するために、マイクロファイバーを用いた新しい細胞分離技術を、
動物実験モデルも用いて検討し開発した。さらに、免疫染色やフローサイトメトリー、分子の網羅的解析などの
研究手法を用いて患者検体を解析し、本疾患群のより詳細な病理像や病態に関連する分子候補も明らかにした。
本疾患群のより良い診断・治療法開発に有用であり、さらに今後の免疫細胞の研究にも役立つ結果が得られた。

※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 
近年、わが国では「消化管アレルギー」と呼ばれる疾患群が注目されている。新生児・乳児食物
蛋白誘発胃腸症（新生児・乳児消化管アレルギーとも呼ばれ、Non-IgE mediated 
gastrointestinal food allergies [Non-IgG-GIFAs]が国際病名、以後、non-IgG-GIFAs）と幼児か
ら成人での好酸球性消化管疾患（EGIDs）を意味することが多い 1)。いずれも指定難病である。
研究代表者は食物アレルギー診療ガイドラインの本疾患群関連の章、厚生労働省研究班ガイド
ラインの作成において、中心的な役割を果たし、わが国の本疾患群の診療・研究の現状をみてき
た。さらに最近では超早期発症型炎症性腸疾患（VEO-IBD）との鑑別も重要となり、「消化管ア
レルギー」のより詳細な病態解析、重症度評価が重要と考えられた。また、消化管では生理的に
脱顆粒好酸球が観察されることから病理組織での病的意義の判断が難しいとされていた。これ
までのマウスモデルやヒト末梢血での検討では、操作などの技術的な問題も影響し、炎症局所の
評価は難しい部分があった。そのため正確な病態の把握には Ex vivo の機能解析や遺伝学的に
網羅的解析にも耐えうる高効率・高純度・低刺激の細胞分離が必要になる。そこで研究分担者の
高井らが確立した発現分子特異的に極めて短時間に高純度、低刺激な細胞分離が行えるマイク
ロファイバー細胞分離法（MF法）2)を用いることを考えた。本研究ではMF法等を用いて、詳
細なアレルギー性炎症局所の消化管アレルギーの病態解明が行えると考え研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は消化管アレルギー炎症局所の細胞を高純度分離（あるいは分画）して解析し、病態解明
に繋げることを目的とした。一つには細胞分離技術そのものの改良・開発を目的とした。さらに
消化管アレルギーの病態の解析においては、生理的に好酸球が存在し、脱顆粒をも認める臓器は
食道を除く消化管と骨髄のみであり、消化管のアレルギー性炎症・好酸球性炎症では特殊性があ
り、この特殊性に関わる病態の解析を目的とした。加えて近年、重症な好酸球性疾患で注目され
ている好酸球の非アポトーシス細胞死であるETosisの解析を考えた。ETosisはネット状のDNA
を放出する特殊な非アポトーシス細胞死 3)であり、病原微生物に対するひとつの自然免疫機構で
あり炎症病態に関わっており、これまでと違った好酸球の存在意義、好酸球残骸の意義を説明し
ている概念であることから、好酸球 ETosisの解析を行うことで新たな側面から消化管アレルギ
ーの病態を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ペプチド修飾マイクロファイバーによる標的細胞の選択的捕捉の検討 
ペプチドをマイクロファイバーに固相化し 2)、蛍光染色した細胞株とヒト血液を混合し、真空ポ
ンプで吸引し同マイクロファイバーを介して細胞を捕捉し共焦点顕微鏡で観察した。 
 
(2) 好酸球性消化管疾患の病理標本の検討 
本研究の関連施設で内視鏡検査を行った症例の病理所見を後方視的に検討し、全消化管の各部
位ごとに数十例以上の好酸球性消化管疾患の病理標本患者リストを作成し、網羅的解析のため
に基礎的検討を行った。 
 
(3) 消化管組織の炎症・好酸球 ETosis の検討 
消化管アレルギー患者の消化管組織を HE 染色と好酸球 ETosis 関連分子についての免疫染色を
行い、炎症を評価した。また血清を用いて、好酸球の活性化や ETosis に関連が深いと予想され
る分子の発現 4)を検討した。 
 
(4) ヘルパーT細胞表面分子発現の検討 
健常群、疾患対照群と消化管アレルギー、他のアレルギー疾患患者の残余末梢血を染色し、フロ
ーサイトメトリーを用いて CD4 陽性リンパ球でのケモカイン受容体や Th2 関連分子について発
現を既報の方法 5)を用いて比較した。 
 
(5) 消化管アレルギー患者検体での網羅的解析 



消化管アレルギー患者の血清と唾液を用いて、原因食物摂取に関連する分子候補を蛋白レベル
の網羅的解析を行った。 
 
(6) 動物モデルでの血球あるいは血清分子分離に向けた検討 
ラットを用いて血球あるいは分子の分離あるいは除去を行うために既報の体外循環回路 6)を元
に作成し、回路の形状、温度や内径、さらに内部のコーティングなどでの侵襲の違いを評価した。 
 
４．研究成果 
(1) ペプチド修飾マイクロファイバーによる標的細胞の選択的捕捉の検討 
血液中に蛍光染色した細胞株を違った濃度で混合させ、ペプチド修飾マイクロファイバー透過
させた。血液は問題なく通過し、血液に混合した細胞株も濃度依存性に捕捉されていた。以上の
結果から、本システムで血液中の細胞を捕捉できることが確認できた。このことにより生体内で
特定の分子を発現している細胞を分離するのに有用なシステムとなると考えらえた。 
 
(2) 好酸球性消化管疾患の病理標本の検討 
本研究の関連施設で消化管内視鏡検査を行った症例について過去 5 年間の患者リストを作成し
た。100 例以上の生検検体があり、古くから用いられている好酸球数 20/HPF 以上の基準を満た
す症例が半数以上であった。その中で、消化器症状毎にもそれぞれ 15-30 例程度の症例が存在し
た。また公開された ESPGHAN/NASPGHAN ガイドラインの基準に合致する症例も多数存在した。消
化管の各部位ごとに好酸球数、治療内容で分類した。また潰瘍を伴う好酸球性十二指腸炎や重症
例については別途リストを作成した。食物除去療法を行った症例を中心に、組織での発現分子、
血清分子などを解析し、好酸球性消化管疾患や一部の消化管アレルギーで高値を示す分子候補
が見つかった。さらにパラフィンブロックから mRNA・蛋白レベルでの網羅的解析のための基礎
的な検討を行なった。 
 
(3) 消化管組織の炎症・好酸球 ETosis の検討 
壊死性腸炎を起すなど、重症の Non-IgE-GIFAs 患者の消化管組織検体を用いて、HE 染色と好酸
球 ETosis に関連した免疫染色を行い、HE 染色では脱顆粒が確認できた。免疫組織化学染色で
は好酸球細胞外に放出された好酸球顆粒蛋白や NET 様 DNA などの ETosis 関連分子の発現が, 
好酸球が既に存在しない部位においても確認できた。これまでに好酸球性食道炎では好酸球が
消失した後にも好酸球顆粒蛋白が残存していることが確認されており 7)、また重症の Non-IgE-
GIFAs は中等症までの症例に比べむしろ好酸球浸潤が見られないとの報告がある 8)。今回の結果
から重症の Non-IgE-GIFAs においても、好酸球は既に存在していない状態でも好酸球性炎症、さ
らには好酸球性 ETosis がみられることが明らかになった。 
 
(4) ヘルパーT細胞表面分子発現の検討 
疾患対照群のウイルス感染では Th1 関連ケモカイン受容体の発現細胞比率が高く、消化管アレ
ルギーや食物アレルギー患者では低下、逆に Th2 関連分子・ケモカイン受容体の関与が確認され
た。 
 
(5) 消化管アレルギー患者検体での網羅的解析 
消化管アレルギー患者において経口食物負荷試験前後で血清中、唾液中のタンパク質を網羅的
に解析した。OFC 後に発現が増加する蛋白が同定できた。今後、より詳細な解析を行い病態に関
連している分子や OFC の予測に関連する分子が同定できると考えている。 
 
(6) 動物モデルでの血球あるいは血清分子分離に向けた検討 
ヒト検体は重量も少なく、かつ貴重であることから、まず動物での基礎的検討を行った。好酸球
ETosis の観察に利点のあるラットで行った。組織での分離の前に末梢血での検討を行った。採
血での検討では小集団の細胞や分子の分離は難しく、血液を循環させながら細胞や分子を分離
する系を考えた。そこで研究代表者施設内で別の研究に用いられていたラットでの体外循環モ
デル 6)を用いた。しかしながら当初、この体外循環回路では侵襲が強く生理学的な実験以外には
不向きな部分があり、改良した。より侵襲の少ない系を樹立するため温度や内径や内部のコーテ
ィングを検討した。5-40℃と温度を変更して検討。熱交換を行う系と人工肺の系で行った。ガス



交換等で全体的な侵襲を、目視等で血球の侵襲を検討した。また熱効率や溶血を考慮して回路そ
のものを改善した。今後、血球表面分子の変化を検討して、実際の血球分離を行うことができる
状態となった。 
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