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研究成果の概要（和文）： 

本研究により、プロテアーゼ、エイコサノイド類縁脂質および NADPHオキシダーゼなどの花

粉由来物質やダニアレルゲンは、樹状細胞や好塩基球に作用して成熟化とサイトカイン産生を

Th2 優位に修飾すること、マウスアレルギー性気道炎症モデルではアレルゲン原因生物に由来

する物質が Th2アジュバントとして作用することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
   Present study showed that house dust mite allergens as well as pollen-derived 
substances such as proteases, eicosanoid-like lipids and NADPH oxidase modulate the 
maturation and/or cytokine production of dendritic cells and basophils in favor of 
Th2 differentiation, and that substances derived from allergenic organisms function 
as Th2 adjuvant in the murine allergic airway inflammation model. 
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１．研究開始当初の背景 

 
これまでに我々の研究グループでは、ダニ

や花粉に由来するアレルゲンが有するプロ
テアーゼ活性が、（１）皮膚や呼吸器上皮の
バリア機能を破壊することによりアレルゲ
ンやその他の刺激物質が組織に侵入しやす
い環境をつくる（２）呼吸器上皮細胞やケラ
チノサイトからの炎症性サイトカイン産生
を誘導し、組織中に炎症の場を形成する（３）
免疫系細胞に作用しアレルゲン特異的な Th2

細胞分化／IgE 産生を誘導する、等の経路で
アレルギー疾患の発症に関与していること
を提唱してきた。 
この仮説に基づいて組換体ダニアレルゲ

ン Der p1 のマウスへの投与実験をおこなっ
たところ、Der p1特異的 IgE産生の誘導がみ
られ、システインプロテアーゼ阻害剤 E64で
処理した Der p1 では IgE 誘導は消失するこ
とから、この現象が Der p1 のシステインプ
ロテアーゼ活性に依存することが示された
（J Immunol. 2006 Aug 1;177(3):1609-17）。 
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一方、花粉由来分子のアレルギー疾患発症
への寄与については、花粉抽出物中にシステ
インプロテアーゼが放出されること、植物種
間で花粉からの各種プロテアーゼの放出パ
ターンやその基質特異性に差異があること
（Int Arch Allergy Immunol 147(4)：276-88，
2008）を示すとともに、花粉での刺激によっ
て樹状細胞の抗原提示能が修飾を受け、
IL-12 p70 の産生が抑制されること、さらに
スギ花粉をマウスに吸入させることで血清
中の IgE値に上昇が見られ、好酸球を主体と
する肺への細胞浸潤が見られることを明ら
か に し た （ J Immunol. 2009 Nov 
15;183(10):6087-94）。 
これらの結果はアレルギー疾患の発症機

序における、アレルゲンのプロテアーゼ活性
の重要性を示すものではあるが、免疫系のど
の細胞へのプロテアーゼの作用が、どのよう
な機序で Th2 細胞分化、IgE の誘導、ひいて
は局所におけるアレルギー性炎症へとつな
がるのかを説明する上では充分といえるも
のではない。例えば、花粉により樹状細胞か
らの IL-12産生が抑制されることは Th1細胞
分化を抑制する機構とはいえても、Th2 細胞
分化を誘導する機構を直接説明するものと
はいえない。 
近年、外来抗原に対する Th2応答の初期段

階で、Th2 細胞分化の引き鉄となる IL-4 や
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)を産
生する細胞として、好塩基球の重要性が注目
を集めている。Sokol らはシステインプロテ
アーゼ活性を持つ分子であるパパインによ
り、好塩基球からの IL-4や TSLPの産生がプ
ロテアーゼ依存性に誘導されることを報告
しており、好塩基球由来のこれらのサイトカ
インがプロテアーゼアレルゲンによる Th2細
胞分化や IgE産生の開始に重要であると述べ
ている（Nat Immunol 9(3):310-8, 2008）。
ダニアレルゲンである Der f1や Der p1もシ
ステインプロテアーゼ活性を有することが
知られており、また、花粉抽出物中にもシス
テインプロテアーゼが放出されることが明
らかとなっていることから（ Int Arch 
Allergy Immunol 147(4)：276-88，2008）、
ダニアレルゲンや花粉によって惹起される
アレルギー性気道炎症にも、特に感作初期の
段階で、好塩基球が関与している可能性が考
えられる。 
我々の行った予備検討では、マウス骨髄よ

り誘導した好塩基球を in vitroにおいて Der 
f1または Der p1で刺激することにより IL-4
等のサイトカイン発現が誘導されることが
mRNAレベルで確認されており、この実験系に
システインプロテアーゼ特異的阻害剤を加
えると IL-4 mRNAの発現誘導は消失すること
から、好塩基球からの IL-4 産生誘導はダニ
アレルゲン由来のシステインプロテアーゼ

によっても引き起こされるという結果が得
られた（未発表データ）。 
これらの結果を受けて本研究では、ダニア

レルゲンまたは花粉に由来するプロテアー
ゼに対し好塩基球の示す応答がアレルギー
性炎症発症へとつながる機序を明らかにす
ることを目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
 
アレルギー疾患の発症過程においてアレ

ルゲン特異的 Th2 細胞分化とそれに続く IgE
産生の誘導は鍵となる段階である。IL-4 が
Th2 細胞分化を誘導するサイトカインである
ことは古くから知られていたが、アレルゲン
への感作の初期において最初に IL-4 を産生
する細胞は長く特定されていなかった。本研
究はダニおよび花粉に対する感作の成立過
程において、その初期段階で IL-4 を産生す
る細胞としての好塩基球の働きを明らかに
しようとするものである。 
マウスへの寄生虫感染実験やパパイン皮

下投与による免疫実験で、Th2細胞分化や IgE
誘導に好塩基球が重要な役割を果たすこと
は既に報告されているが（Nat Immunol. 2009 
Jul;10(7):706-12, Nat Immunol. 2009 
Jul;10(7):713-20, Nat Immunol. 2009 
Jul;10(7):697-705）、日本において臨床的に
重要なアレルギー原因生物であるダニのア
レルゲンやスギ花粉が引き起こすアレルギ
ー性気道炎症の発症機序にも好塩基球を介
した Th2細胞分化や IgE誘導が関与している
か否かは未だ明らかにされていない。 
また、アレルゲンの有する特性の内、プロ

テアーゼ活性はアレルギー疾患を引き起こ
す上で重要なものとして認識されてきたが、
アレルゲン由来プロテアーゼの標的となる
細胞（および細胞表面分子）の機能が、アレ
ルギー性疾患の発症機序にどのように関与
しているかは明らかにされていない。 
本研究は Th2細胞の分化を誘導する細胞と

して近年注目されている好塩基球が、ダニア
レルゲンや花粉のプロテアーゼ活性にどの
ような応答を示し、どのような機序でアレル
ギー性気道炎症の発症に寄与しているのか
を明らかにすることにより、アレルギー性疾
患の予防・治療における新たな標的細胞・標
的分子の発見を目指すものである。 
 
 
３．研究の方法 
 
 ダニアレルゲンおよび花粉由来のプロテ
アーゼに対する好塩基球の反応がアレルギ
ー性気道炎症モデルの発症機序にどのよう
に関与するかを明らかにするため、以下の各



 

 

項目について検討を行う。 
 
１）マウス気道炎症モデルの感作・発症とア
レルゲン由来プロテアーゼとの関連性。 

 
ダニアレルゲンおよび花粉の点鼻投与に

よりアレルギー性気道炎症モデルマウスを
作製する。点鼻投与には①組換体ダニアレル
ゲン（Der p1: ヤケヒョウヒダニ由来、Der 
f1: コナヒョウヒダニ由来）②花粉粒子（ス
ギ、ヒノキ、ブタクサ、シラカバ等）③花粉
抽出物を用いる。発症の評価は①血清中の
IgEの定量（ELISA法）②肺胞洗浄液中の総
細胞数および好酸球数の測定（サイトスピン
による塗沫標本で検鏡下にて測定）により行
う。また、Th2細胞分化の解析としては、脾
臓における IL-4陽性細胞（Th2）と
Interferon-（IFN-）陽性細胞（Th1）の存
在比をフローサイトメトリーにて解析する。
E64等のプロテアーゼ阻害剤で前処理したア
レルゲンの点鼻投与実験により、発症へのプ
ロテアーゼ活性の関与を証明する。また、ダ
ニアレルゲンに関してはプロテアーゼ活性
を欠損した変異体が作製されているので
（Int Arch Allergy Immunol. 2001 
Apr;124(4):454-60）、発症へのプロテアーゼ
活性の関与を証明するにあたってはこの変
異体アレルゲンの点鼻投与実験も用いる。 
 
 
２）ダニアレルゲンおよび花粉刺激による好
塩基球からの IL-4, TSLP産生とアレルゲン
由来プロテアーゼとの関連性。 

 
ヒトおよびマウス末梢血白血球のうち、好

塩基球の占める割合はわずか 0.5%であり、そ
の希少さゆえにこれまでは解析が困難であ
ったが、近年、IL-3存在下で培養したマウス
骨髄細胞から CD49b陽性細胞を磁気標識抗体
を用いて分離することにより、in vitro で
の解析が可能な量の好塩基球を得ることが
可能となった（骨髄由来好塩基球）。そこで、
この骨髄由来好塩基球をダニアレルゲンま
たは花粉の存在下にて培養した後、培養上清
中の IL-4, TSLP等のサイトカイン産生量を
ELISA法にて、mRNA発現を Real-time PCR法
にて定量する。ダニアレルゲンおよび花粉に
よる骨髄由来好塩基球への作用がプロテア
ーゼ活性に依存するものであるか否かを検
討するため、プロテアーゼ阻害剤および前述
の変異体ダニアレルゲンを用いた刺激実験
も行う。 
 
 
３）好塩基球欠損マウス作製法の最適化。 
  
上記１）に述べたダニアレルゲンまたは花

粉の点鼻によるアレルギー性気道炎症モデ
ルの発症に好塩基球の存在が必須であるか
否かを検討するため、好塩基球欠損マウスで
のダニアレルゲンまたは花粉の点鼻実験が
必要となると考えられる。しかしながら、現
時点では好塩基球を欠損したノックアウト
マウスは開発されていない。一方、好塩基球
表面に発現する高親和性 IgE受容体に対する
モノクローナル抗体（クローン名：MAR-1）
を投与することにより、マウス体内から好塩
基球が消失することが報告されている（Nat 
Immunol 9(3):310-8, 2008, Nat Immunol. 
2008 9(7):733-42）。しかしながら、T細胞の
分化や好塩基球の機能自体の解析を主眼と
したこれらの報告と、気道や肺におけるアレ
ルギー性炎症の病態解析を包含する本研究
とでは、抗原の投与経路等に相違があり、こ
れらの報告にある実験条件が本研究に最適
とは限らない。そこで、これらの報告を参考
に本研究での実験条件に即して好塩基球欠
損マウス作成法の最適化を行う。 
 
 
４）マウス気道炎症モデルの感作・発症への
好塩基球の貢献。 
  
上記３）にて作製法を最適化した好塩基球

欠損マウスを用いて上記１）に述べた Der p1、
Der f1または花粉の点鼻投与によるマウス気
道炎症モデルの発症を解析することにより、
同モデルにおけるアレルゲンへの感作、気道
炎症の発症、および Th2細胞の分化に好塩基
球が必須であるか否かを検討する。 
 
 
５）各種細胞表面分子の欠損マウスより得た
骨髄由来好塩基球を用いた、アレルゲン由来
プロテアーゼの標的分子の探索。 
  
好塩基球に発現するプロテアーゼアレル

ゲンに対する未知の受容体を探索するため、
各種細胞表面分子のノックアウトマウスよ
り上記２）の方法により得た骨髄由来好塩基
球を、Der f1 または Der p1 存在下にて培養
した後、培養上清中のサイトカインを ELISA
法にて定量する。すでにある細胞表面分子の
ノックアウトマウスより得た骨髄由来好塩
基球において、Der f1 および Der p1 刺激に
よる IL-4 産生が消失するというデータを得
ており、今後、この細胞表面分子と Der f1
もしくは Der p1との結合や、同分子が Der f1
もしくは Der p1 により分解されるかについ
ての検討をおこなう。また、これと併行して
他の細胞表面分子のノックアウトマウスに
ついてもプロテアーゼアレルゲンによる
IL-4 産生誘導の消失が見られるかを検討す
る。 



 

 

 
４．研究成果 

 
１）マウス気道炎症モデルの感作・発症とア
レルゲン由来プロテアーゼとの関連性。 

 
マウスへのスギ花粉、ダニアレルゲン、パ

パインの経鼻投与により、肺への好酸球浸潤
および血清中のアレルゲン特異的抗体価に
上昇が見られた。プロテアーゼ活性欠損変異
体ダニアレルゲンや、プロテアーゼ阻害剤処
理したダニアレルゲンまたはパパインの経
鼻投与では好酸球浸潤もアレルゲン特異的
抗体価の上昇も見られなかったことから、こ
れらの環境因子によるマウス気道炎症モデ
ルの感作・発症にはプロテアーゼ活性が必須
であることが示された。 

 
 
２）ダニアレルゲンおよび花粉刺激による好
塩基球からの IL-4, TSLP 産生とアレルゲン
由来プロテアーゼとの関連性。 

 
マウス骨髄由来好塩基球を花粉およびダ

ニアレルゲンで刺激しサイトカイン産生を
ELISA および real-time PCR で解析したとこ
ろ、一部の花粉とダニアレルゲンは好塩基球
に IL-4 を誘導した。プロテアーゼ活性欠損
変異体ダニアレルゲンや、プロテアーゼ阻害
剤処理したダニアレルゲンでは好塩基球か
らの IL-4産生は誘導されなかったことから、
ダニアレルゲンによる好塩基球からの IL-4
産生はプロテアーゼ活性に依存することが
示された。 

 
 

３）好塩基球欠損マウス作製法の最適化。 
４）マウス気道炎症モデルの感作・発症への
好塩基球の貢献。 
 
 好塩基球表面に発現する高親和性 IgE受容
体に対するモノクローナル抗体（クローン
名：MAR-1）を用いてマウス体内より好塩基
球を除去する方法について検討を行った後、
MAR-1投与マウスでのパパイン経鼻投与によ
る気道炎症モデルの発症評価を行ったとこ
ろ、現在の方法では MAR-1投与マウスと無処
置マウスとの間で肺への好酸球浸潤、血清中
のアレルゲン特異的抗体価のいずれにも差
は見られなかった。この結果は MAR-1投与に
よる好塩基球除去の効率が不十分であるこ
とに起因する可能性も考えられるため、今後、
投与経路、投与量、投与日程、さらには別の
クローンの抗体での検討を行い、プロテアー
ゼアレルゲンによる気道炎症モデルにおけ
る好塩基球の役割について解析を進める予
定である。 

５）各種細胞表面分子の欠損マウスより得た
骨髄由来好塩基球を用いた、アレルゲン由来
プロテアーゼの標的分子の探索。 
 
 In vitroにおいて骨髄細胞より誘導した好
塩基球においてすでに得られている、ある細
胞表面分子のノックアウトマウスでは Der f1
および Der p1刺激による IL-4産生が消失す
るというデータについては、現在、パパイン
や花粉粒子など他の環境因子関しても検討
を行っている。また、プロテアーゼアレルゲ
ンと結合する、またはプロテアーゼアレルゲ
ンによって切断されるその他の細胞表面分
子についても引き続き探索を継続する予定
である。 
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