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研究成果の概要（和文）：舌下粘膜では、レジデント樹状細胞分布が制限されており、舌下粘膜

への非感染性抗原塗布により、早期の新規樹状細胞のリクルートが起こるものの、24 時間後で

は、ほぼ枯渇することが、ハプテン抗原 FITC およびタンパク抗原 OVA の実験系で確認でき

た．舌下粘膜への抗原反復投与により、レジデント DC とは異なる CD11b 陽性 DC/マクロフ

ァージ様細胞がリクルートしていることが明らかになった．上記の所見は、新しく樹立したア

ジュバントと精製抗原と使用しないマウススギ花粉症モデルにおける舌下免疫療法後の舌下粘

膜においても確認できた．以上の結果から、CD11b 陽性細胞が舌下免疫療法における免疫寛容

誘導に関与している可能性が示された． 

 
研究成果の概要（英文）： In the studies using hapten fluorescein isothiocyanate (FITC) and 

protein antigen (Ag) ovalbumin (OVA), we demonstrated that distribution of resident 

dendritic cells (DCs) in the sublingual mucosa was very limited, and albeit the rapid 

recruitment of new DCs after non-infectious Ag application, most DCs were disappeared at 

24 hrs after topical Ag application. The repeated Ag application onto the sublingual mucosa 

induced altered recruitment of CD11b+ DCs/Macrophages that are distinct from resident 

DCs. The above observation was confirmed in the sublingual mucosa after sublingual 

immunotherapy in our newly established cedar pollen rhinitis mouse model without the 

use of adjuvant and purified cedar pollen extract. Our results suggest that recruitment of 

unique CD11b+ cells contribute to tolerant mechanisms in sublingual immunotherapy.   
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１．研究開始当初の背景 

 

 舌下免疫療法は、欧州ではアレルギー性鼻
炎や喘息の治療法としてその有用性が高く
評価されている．本邦においては、スギ花粉
症治療のためのスギ花粉アレルゲンエキス
を使用した舌下免疫療法臨床試験が実施さ
れており、その有効性と安全性が検討されつ
つある．舌下免疫療法により、アレルゲンに
対する免疫寛容誘導が得られるが、寛容誘導
メカニズムについては未だ明らかではない．
腸管粘膜における経口寛容誘導であるのか、
抗原の反復投与により舌下粘膜における特
有の免疫応答が寛容誘導に関与しているの
かどうかについては不明である． 

 また、舌下粘膜は、免疫寛容を誘導する舌
下免疫療法に使用されると同時に、舌下粘膜
経由で免疫応答増強させる舌下ワクチンの
投与部位としての使用も検討されている．同
じ抗原投与部位を使用しながら、どのような
メカニズムで、免疫応答と免疫寛容がコント
ロールされるのか．抗原の種類と投与量、投
与経路、アジュバントの有無などの因子が誘
導される免疫応答の質と量を制御している
と考えられるがその詳細は明らかではない． 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、舌下免疫療法の効果発現メカ
ニズムを解明するために、口腔粘膜免疫シス
テムの特性を明らかにすることを目的とし
た．抗原塗布後の口腔粘膜上皮に存在する口
腔粘膜樹状細胞(DC)の分布・動態・機能と誘
導される抗原特異的 T 細胞免疫応答につい
て検討する．最終的には、マウススギ花粉症
モデルを樹立し、舌下免疫療法の効果発現メ
カニズムを分子および細胞レベルで解明す
ることを目指す． 

 

３．研究の方法 

 

(1) 舌下粘膜経由で取込まれた非感染性抗
原に対する免疫応答の解析 
 非感染性抗原として、ハプテン FITC ある
いはタンパク抗原卵白アルブミン(OVA)を使
用し、舌下粘膜への抗原塗布後の DC の経時
的変化を MHC class II, CD207, CD11b に対
する抗体を用いて免疫組織染色にて検討し
た． MHC class II陽性舌下粘膜 DCを、CD207
発現と存在部位から CD207+ 上皮ランゲルハ
ンス細胞  (LC), CD207+ 粘膜下樹状細胞 
(smDC)と CD207-smDC に３分類し、その数を
定量評価した．また、反復抗原塗布後の舌下
粘膜 DCの変化も同様に検討した． 
 舌下ワクチン投与マウスモデルでは、粘膜
アジュバントとしてコレラトキシン（CT）が

使用されている． DO11.10 TCRトランスジェ
ニックマウスから分離した DO11.10 CD4+ T
細胞を CFSE標識し、免疫不全 RAG2KOあるい
は SCIDマウスに移入後、舌下粘膜に OVAを
塗布することで、舌下粘膜経由で侵入した抗
原に対する特異的な CD4+ T細胞免疫応答を評
価した．その際、CT存在下あるいは非存在下
で OVA抗原塗布し、その違いを検討した．
CFSE減衰による細胞増殖、分裂細胞のサイト
カインおよび抑制性補助シグナル分子 PD-1
発現を評価すると共に、 PD-1に対する中和
抗体を投与し、 PD-1分子の関与を検討した． 
 
(2) マウス花粉症モデルにおける舌下免疫
療法の効果発現メカニズムの解析 
 精製していないスギ花粉粒を使用し、 Th2
誘導アジュバントを使用しない、よりヒト花
粉症に類似したマウス花粉症モデルを樹立
した．PBSに懸濁したスギ花粉粒の経鼻吸入
を７週間実施することで感作し、２週後に１
週間連日同様の経鼻吸入を行いチャレンジ
とした．最終チャレンジ後 10分間のくしゃ
み数、鼻掻き時間、喘鳴を臨床症状として評
価した．免疫学的評価としては、血清総 IgE
値、花粉特異的 IgG1/IgG2b値、気管支洗浄
液 (BALF)中好酸球比率、鼻粘膜の肥厚と好
酸球浸潤、脾細胞を精製花粉エキスで刺激す
ることによるサイトカイン産生、制御性 T細
胞比率などを測定した．種々の臨床症状と免
疫学的評価項目との相関関連を調べた． 
 舌下免疫療法は、樹立したマウス花粉症モ
デルにおいて、感作後に、臨床で使用されて
いるスギ花粉エキス相当を使用して、投与量
を漸増しつつ１ヶ月間連日舌下免疫療法を
実施した．陰性対照群では、 PBSを舌下塗布
した．その後、チャレンジを行い、上記と同
様にその効果を検討した．  
 
４．研究成果 
 
(1) 舌下粘膜経由で取込まれた非感染性抗
原に対する免疫応答の解析 
 未刺激時における舌下粘膜では、頬粘膜や
舌背粘膜に比較して、3種類すべての DC分布
数は有意に低かった．FITC塗布後の舌下粘膜
DCの経時的観察では、６時間後で、舌下粘膜
塗布においても、有意の CD207-smDCの増加が
認められ、その後低下した．24時間後では LC
および CD207-smDC 共に頬粘膜および舌下粘
膜両者において有意の減少が認められた．
元々分布数の低い舌下粘膜では、この時点に
おいて、レジデント DCがほぼ消失していた．
未刺激の舌下粘膜では、lamina propriaにお
ける CD11b 陽性の細胞は僅かしか認められ
ないが、DC数がピークになる FITC刺激 6時
間後では、CD11b陽性DC比率が有意に増加し、



その後減少した．４日目における再塗布後 6
時間では、レジデント DC は存在せず、 MHC 
class II+ DC のほとんどが CD11b 陽性 DC で
あった．同様の変化が、タンパク抗原である 
OVA塗布によっても観察された． OVAの場合
は、早期にリクルートする DCの数は少なく、
また DCリクルートがピークになる時間は 10
時間後で、FITCと比較して遅れていた． 
  DO11.10T細胞移入実験では、CTの有無に
拘らず、ほぼ同レベルの抗原特異的 CD4+ T細
胞の分裂が CFSE減衰から観察されたが、 CT
存在下においては抗 PD-1 抗体投与により増
殖反応が顕著に抑制されたが、抗 B7-H1抗体
投与では明らかな変化を認めなかった．PD-1 
発現レベルは CT の有無で変化は無かった、 
PD-1 欠如による CD4+ T 細胞応答の抑制は、
PD-1 欠損 DO11.10 細胞移入によっても確認
できた． OVA抗原塗布後の舌下粘膜組織樹状
細胞における B7-H1発現は、CTの存在により
抑制されていたが、 MHC class II 発現を増
強していた．B7-DC 発現誘導は CT の存在に
拘らず認められなかった．以上の結果から、 
舌下粘膜経由の抗原侵入では、PD-1依存性で 
B7-H1 非依存性の免疫増強経路の存在が示唆
された． 
 
(2) マウス花粉症モデルにおける舌下免疫
療法の効果発現メカニズムの解析 
 アジュバントを使用せず、精製していない
花粉粒を用いた経鼻吸入により、くしゃみや
鼻粘膜肥厚と好酸球浸潤を呈する花粉症マ
ウスを誘導することができた．花粉症マウス
では、 BALF 中の好酸球比率や総数も増加し
ており、喘息様の喘鳴を発症するマウスも存
在した．花粉症マウスでは、スギ花粉特異的 
IL-4, IL-5, IL-13の Th2サイトカイン産生
が有意に増加していた．総 IgE値とくしゃみ
回数あるいは鼻掻き時間、くしゃみ回数と花
粉特異的 IgG1、鼻掻き時間と好酸球比率の間
には、正の相関が認められた． 
 舌下免疫療法の実施により．くしゃみおよ
び鼻掻き症状は有意に改善された． BALF お
よび鼻粘膜における好酸球浸潤、花粉特異的
IgG1値、花粉刺激による IFN-, IL-4, IL-5, 
IL-13. IL-10産生の有意の低下が認められた． 
末梢血および脾臓における Foxp3 陽性制御
性 T細胞比率には、差が認められなかった． 
所属リンパ節中の CD11c 陽性 DC における 
MHC class II および CD86 発現は、舌下免疫
療法により有意に低下していた．舌下免疫療
法実施群の舌下粘膜組織においては、 LC お
よびレジデント smDC 数が有意に減少してお
り、逆に CD11b陽性細胞比率が増加していた． 
 
 以上の結果から、元々レジデント DC 分布
の少ない舌下粘膜では、非感染性抗原の塗布
により、レジデント DC が早期に減少し、舌

下免疫療法などの抗原反復投与を行う操作
によって、レジデント DC が枯渇する可能性
が明らかになった．抗原刺激後に新規に舌下
粘膜にリクルートした細胞は CD11b 陽性で
あり、形態的にも樹状細胞よりマクロファー
ジに近い形態をしていた．今後、この CD11b
陽性細胞が、どのような分子発現をし、どの
ような機能をもっているかを解析していく
ことで、舌下免疫療法における口腔粘膜樹状
細胞の関与が明らかになると思われた． 
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