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研究成果の概要（和文）：アレルギー性喘息に対する治療法を確立するにはその病態の理解が重要となる。我々は、抑
制性免疫受容体、Allergin-1遺伝子欠損マウスを用いて、House Dust Mite (HDM)抽出物による喘息モデルを検討し、A
llergin-1が、気道抵抗、肺胞浸潤好酸球数および血清IgE抗体価を抑制することを見出した。さらに、これらの喘息症
状のうち、気道抵抗は肥満細胞上のAllergin-1が担っており、一方、肺胞浸潤好酸球数と血清IgE抗体価は樹状細胞上
のAllergin-1が制御することを明らかにし、Allergin-1が喘息治療における標的分子となることを示した。

研究成果の概要（英文）：Allergin-1 is an immunotyrosine-based inhibitory motif (ITIM)-bearing 
immunoglobulin-like receptor and inhibit FcεRI-mediated activating signal in mast cell (MC). We found 
that Allergin-1 suppress house dust mite (HDM)-induced serum IgE elevation, lung eosinophilia, and 
methacholin-induced airway hyperresponsiveness (AHR) in vivo. We also found that treatment of mice with 
Allergin-1-ligand inhibited IgE-dependent passive cutaneous anaphylaxis in vivo. These results indicate 
that Allergin-1 may be a promising target molecule for therapy against allergic asthma.

研究分野：免疫学
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１． 研究開始当初の背景 

【重症喘息の発症機構の解析と治療法につ

いて】近年、ヒト化抗 IgE 抗体 omalizumab

が開発され、高用量の吸入ステロイドと長時

間作用性 β2 刺激薬などの併用薬でコントロ

ール不良な重症喘息に対する選択薬として

推奨されている（GINA2006, NHLBI Expert 

Panel Report-3）。抗 IgE抗体療法の有効率は

60-70％とされており（Allergy, 60: 309, 2005）、

重症喘息に対する新しい治療手段として期

待されている。重症喘息患者の約半数は不可

逆的な気道閉塞を有しているが、これは、慢

性喘息患者の気道で気道リモデリングが

徐々に進行し、10 年以上の経過を経て生じ

るとされており、難治化の要因となる（Am J 

Respir Crit Care Med, 160:1035, 1999）。重症喘

息に対する omalizumabの効果は、気道リモ

デリングにおいて IgE抗体や IgE受容体陽性

細胞が関与することを示唆しているが詳細

な分子機構は不明である。喘息病態に関与す

る因子を明らかにすることは重症喘息の病

態の理解や、より有効な新しい治療法を開発

する上で重要な課題である。 

【新しいアレルギー抑制分子、Allergin-1 の

発見】申請者らは、IgE 受容体を介した肥満

細胞の活性化を抑制する新しい免疫受容体

であるアラジン -１（ Allergin-1; Allergy 

inhibitory receptor）を同定した。Allergin-1

は、細胞外に免疫グロブリン様領域、細胞内

に 抑 制 性 シ グ ナ ル を 伝 達 す る ITIM

（Immunotyrosine-based Inhibitory Motif）を

有する。ヒト及びマウス Allergin-1 は肥満細

胞、樹状細胞、マクロファージ、好中球に発

現する。In vitro の解析より、IgE 受容体

（FcεRI）と Allergin-1を架橋すると肥満細胞

からの脱顆粒反応が抑制されることを明ら

かにした。さらに Allergin-1 遺伝子欠損マウ

スは、全身性および局所性アナフィラキシー

の症状が増悪することを見出した。このこと

から、Allergin-1は FcεRIを介した肥満細胞の

活性化シグナルを抑制してアレルギー症状

を抑制する機能を持つ、新しい分子であるこ

とを報告した（Nat Immunol, 11: 610, 2010）。

これらの結果から、FcεRIと Allergin-1を人為

的に架橋することにより、IgE 依存性のアレ

ルギー反応を抑制することが可能であると

考えられた。 

【喘息モデルの解析の予備実験結果】この研

究成果をさらに発展させるため、野生型およ

び Allergin-1 遺伝子欠損マウスにヤケヒョウ

ダニの抽出物を経鼻的に免疫して喘息を誘

導した。その結果、Allergin-1 遺伝子欠損マ

ウスは野生型と比較して、血清 IgE 抗体価、

肺胞浸潤好酸球数、気道抵抗が亢進すること

を見出した。このことから、Allergin-1は FcεRI

のシグナルを抑制するだけでなく、IgE 抗体

産生経路も抑制し、喘息病態に関わる分子で

あることが示唆された（未発表）。 

 

２． 研究の目的 

気管支喘息患者の約 10％はステロイド抵抗

性の重症喘息である。抗 IgE抗体療法が重症

喘息で有効性を示すことから、IgE 抗体およ

び IgE受容体陽性細胞が重症喘息の病態に関

わることが示唆されているが、詳細な分子機

構は不明である。申請者らは、IgE 受容体の

シグナルを抑制する免疫受容体、アラジン-

１（Allergin-1）を同定した。Allergin-1 遺伝

子欠損マウスにダニ抽出物で喘息を誘導し

たところ、血清 IgE抗体価及び気道抵抗が亢

進し、Allergin-1が喘息の病態に関わることを

発見した。本申請課題では、重症喘息の病態

解明と新規治療法を開発することを目的と

して、① Allergin-1 リガンドの同定 ② 

Allergin-1 遺伝子欠損マウスを用いた喘息モ

デルの解析 ③ FcεRIとAllergin-1に結合す

る二価抗体を作製し、治療効果を検討するこ

とを課題申請した。 

 

３．研究の方法 



(1) Allergin-1リガンド同定 

① LC/MS解析によるリガンド蛋白の同定 

マウスAllergin-1細胞外領域とヒト IgG1Fc領

域を融合したキメラ蛋白（mAlg-Fc）を用い

て Allergin-1 リガンドの発現局在を解析した

予備実験から、mAlg-Fc は、マウス上皮細胞

株に結合することを見出した。この細胞を

1% Brij98で溶解した細胞溶解液に、mAlg-Fc

を反応させた後、Protein A (Dynabeads)で免

疫沈降する。陰性コントロールにはヒト IgG1

を用いる。免疫沈降したサンプルを

SDS-PAGE に泳動後、銀染色を行い、得られ

たバンドを液体クロマトグラフィー/質量分

析法（LC/MS）によりアミノ酸配列を決定し

た。得られたアミノ酸配列から、全長 DNA

配列を決定し、Allergin-1 リガンドトランス

フェクタントを作製して、mAlg-Fc の結合を

確認した。 

② 脂質との結合 

数種類の脂質がブロットされているメンブ

レンを用いて、Alg-Fcの結合が見られるのか

を検討した。 

 

（２） 喘息病態における Allergin-1 の役

割 

①Allergin-1 遺伝子欠損マウスを用いた喘

息モデルの解析 

HDM は経鼻的に反復投与するスケジュー

ルでマウスに免疫し、免疫開始後 28日目で

個体を解析した。野生型と Allergin-1遺伝子

欠損マウスで以下の項目について比較検討

した。解析項目；flexiVent を用いた気道抵

抗、血清 IgE 抗体価、フローサイトメトリ

ー法による肺胞浸潤細胞の解析（好酸球、

好中球、マクロファージ、T 細胞（T 細胞

は細胞内サイトカインを染色する）、杯細胞

の組織染色 

 

② Allergin-1遺伝子欠損マウスの喘息病態

増悪に関わる細胞の同定：樹状細胞上

の Allergin-1の機能解析 

CD11c-DTRマウスはCD11cプロモーター依

存的にヒトジフテリア毒素受容体を発現す

るトランスジェニックマウスで、このマウ

スにジフテリア毒素（DT）を投与すること

で CD11c陽性細胞である樹状細胞を人為的

に消失させることができる。野生型または

Allergin-1 遺伝子欠損マウス由来の骨髄由

来樹状細胞（BMDC）を in vitroで HDM（100 

μg/ml）で刺激し、24 時間後に DT 投与後

の CD11c-DTR マウスに経鼻的に Adaptive 

transferした。2週間後に HDMを経鼻的に

投与し、投与後 2日目の血清 IgE抗体価お

よび肺胞浸潤好酸球数を定量解析した。 

 

③ Allergin-1遺伝子欠損マウスの喘息病態

増悪に関わる細胞の同定：肥満細胞上

の Allergin-1の機能解析 

Mas-TRECK マウスは DT を投与することに

より肥満細胞と好塩基球を除去することが

できるマウスである。 DT 投与後の

Mas-TRECK マ ウ ス に 野 生 型 ま た は

Allergin-1 遺伝子欠損マウス由来骨髄由来

肥満細胞（BMMC）を Adoptive transferする

ことで、肥満細胞のみ Allergin-1を欠損して

いるマウスを構築することができる。肥満

細胞が野生型または Allergin-1 遺伝子欠損

マウスのマウスに HDM を用いて喘息モデ

ルを誘導し、血清 IgE 抗体価、肺胞浸潤好

酸球数およびメサコリンに対する気道抵抗

を定量解析した。 

 

４．研究成果 

（１）喘息モデルにおける肥満細胞上の

Allergin-1の役割 

Mas-TRECK マウスを用いて、HDM による喘

息モデルにおける肥満細胞上の Allergin-1 の

機能を解析した結果、肥満細胞のみ Allergin-1

を欠損すると血清 IgE抗体価および肺胞浸潤

好酸球数に違いがないが、メサコリンに対す



る気道抵抗が亢進する結果を得た。このこと

から、肥満細胞上の Allergin-1は、HDM刺激

に対する IgE抗体産生や好酸球の活性化には

関与しないが、気道抵抗を抑制する役割があ

ることが明らかとなった。気道抵抗は、喘息

で見られる症状のうち、最も治療を要する症

状であることから、喘息を治療する上で、肥

満細胞上の Allergin-1 は重要な標的分子であ

ることを明らかにした。 

 

（２）喘息モデルにおける樹状細胞上の

Allergin-1の役割 

CD11c-DTR マウスを用いて、樹状細胞上の

Allergin-1の機能を解析した結果、樹状細胞の

み Allergin-1 を欠損したマウスでは野生型と

比較して、血清 IgE抗体価および肺胞浸潤好

酸球数が顕著に亢進した。また、メサコリン

に対する気道抵抗値も亢進した。気道抵抗は

肥満細胞上の Allergin-1 で制御している結果

をすでに得ているが、樹状細胞上の Allergin-1

が欠損すると血清 IgE抗体価が亢進する。こ

のため、樹状細胞上の Allergin-1 が欠損する

と結果、肥満細胞の活性化が亢進して気道抵

抗値が増悪すると考えられる。 

 

（３） Allergin-1リガンド同定 

①LC/MS解析結果： 

マウス上皮細胞からヒト Alg-Fc特異的に結合

する分子 X を得た。分子 X は膜分子であり、

X を遺伝子導入したトランスフェクタントが

ヒト Alg-Fcに結合することを確認した。さら

に、Xのリコンビナント蛋白がヒト Allergin-1

トランスフェクタントに弱いながらも結合

することを確認した。分子 X が生理的にも

Allergin-1 リガンドであることを明らかにす

るには、マウスの系を用いることが必須とな

る。そこで、マウス Allergin-1Fc とマウス X

の結合を同様に解析したが、マウス Allergin-1

との結合は観察されなかった。 

②脂質に対する結合能： 

近年、免疫グロブリン様受容体が脂質に結合

することが報告されている。我々のグループ

でも CD300 ファミリー分子がリン脂質と結

合することを報告した。そこで、Allergin-1

が脂質に結合するかについて検討したとこ

ろ、ヒトおよびマウス Allergin-1 が脂質 Yに

結合することを見出した。 

 次に、脂質 Yをリポソーム化して Allergin-1

の抑制能を誘導するかについて in vitro およ

び in vivoの系で検討したところ、脂質 Yのリ

ポソームが Allergin-1 の抑制能を誘導するこ

とを明らかにした。 

 以上の結果から、脂質 Y を用いることで、

アレルギー疾患を制御できる可能性を示し

た。 
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