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研究成果の概要（和文）：CD40 siRNA発現ベクター（CD40 shRNA）の点鼻投与が鼻アレルギーモデルマウスのくしゃみ
・鼻掻き回数、抗原特異的IgE抗体、Tｈ２サイトカイン産生を有意に抑制し、CD40 shRNAの点鼻にて鼻アレルギーが制
御できる可能性を証明した。
またCD40 siRNAもしくはIL-5 siRNの点鼻投与によってもくしゃみ・鼻掻き回数や鼻粘膜中好酸球数が有意に抑制され
ることを証明した。
さらに、CD40 shRNAの点鼻投与によって頸部リンパ節細胞からのIL-4産生が有意に低下されることも証明した。

研究成果の概要（英文）： Gene silencing using small interfering RNA (siRNA) is a potent, selective, and 
widely-applicable method for specifically blocking expression of desired genes. Small interfering RNA is 
more attractive due to its high specificity, as well as superior potency when compared to antisense 
oligonucleotides.
 Intranasal administration of CD40 siRNA expressing vector (CD40 shRNA) significantly inhibited the 
number of sneezing and nasal rubbing in mice with allergic rhinitis. Intranasal administration of CD40 
siRNA also inhibited the number of sneezing and nasal rubbing in mice with allergic rhinitis. Also, 
intranasal administration of siRNA specific for IL-5 also inhibited the number of sneezing and nasal 
rubbing in mice with allergic rhinitis.

研究分野： 耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
RNA 干渉は二本鎖 RNA と相補的な塩基配列

をもつ mRNA が分解される現象で、1998 年
Andrew Z. Fire と Craig C. Mello により発
見された。この現象を利用することで特定の
遺伝子発現が抑制できる画期的な研究成果
であることから、彼らは 2006 年ノーベル生
理学・医学賞を受賞している。RNA 干渉は
siRNA （ small interfering RNA, short 
interfering RNA）という 21-23bp 塩基対の
短い合成二本鎖 RNA によって惹起されるが、
siRNA を応用することにより悪性腫瘍や免疫
異常などの各種疾患に対して安全で効果的
な根治療法の可能性が示唆されている。 
 一方、CD40 は樹状細胞等の抗原提示細胞に
発現する共刺激分子であるが、抗原提示細胞
は CD40 を介して T細胞を刺激し、IgE 抗体産
生、アレルギー反応を引き起こす。また、CD40
のブロックはT細胞反応を抑制するのみなら
ず regulatoryT 細胞（制御性 T細胞）を誘導
し、免疫寛容(アナジー)が生じると報告され、
CD40 のブロックはアレルギー疾患を制御す
る将来有望な方法として期待されている。 
申請者らは CD40 siRNA を導入したベクタ

ー(CD40 shRNA)の作製に成功したため、CD40 
shRNA をマウスに全身投与してその治療効
果を検討した。その結果、CD40 shRNA はアレ
ルギー感作前のみならず感作後にもアレル
ギー反応を抑制することを証明した（Suzuki 
M, et al. J Immunol. 180:8461-9:2008）。 
 CD40 shRNAを全身投与する治療法は魅力的
であるが、全身投与することで予期せぬ副作
用を引き起こす危険性を含んでいる。 
 
２．研究の目的 
 直接反応がおきている局所へ投与する局
所免疫は全身免疫より少量で高い効果が期
待できる。また siRNA もしくは制御性樹状細
胞を局所投与することにより、副作用を軽減
することができる。 
 以上より、siRNA もしくは shRNA を用いた
局所免疫療法の開発が必要と申請者らは考
えた。 
 以上を踏まえ、本研究の目的はアレルギー
に対する新しい抗原特異的治療法として、
siRNA もしくは shRNA を点鼻投与し、より効
果的で安全な治療法を開発することにあっ
た。具体的には、CD40 shRNA もしくは
siRNA(CD40 siRNA、IL-5 siRNA)をアレルギ
ー性鼻炎モデルマウスに点鼻投与し、本治療
法の有効性と安全性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1)CD40 short hairpin siRNA-expressing 
vector (CD40 shRNA) の準備 
申請者らはすでに免疫反応を制御できる
CD40 shRNA の作製に成功しているが（Suzuki 
M, et al. J Immunol. 180:8461-9:2008）、
本研究のためにこの CD40 shRNA を増幅させ
た。 

(2)CD40 shRNA 点鼻局所免疫療法の検討 
 申請者らは CD40 shRNA の全身投与がアレ
ルギー性鼻炎を制御できることを以前報告
し た が (Suzuki M, et al. Allergy. 
64:387-97:2009)、本研究で CD40 shRNA の点
鼻投与によってアレルギー性鼻炎を抑制で
きるかを検討した。 
 一次免疫として卵白アルブミン（ＯＶＡ）
抗原を免疫、点鼻してアレルギー性鼻炎モデ
ルマウスを作製する。二次免疫として CD40 
shRNA 点鼻投与群、コントロール shRNA 点鼻
投与群、PBS のみ点鼻投与群の 3 群を作製し
た。 
 点鼻投与の効果を評価する。具体的には、
点鼻後のくしゃみや鼻掻き回数をカウント
してアレルギー性鼻炎症状を評価する。鼻粘
膜を Luna 染色、免疫染色にて評価する。ス
ギ花粉特異的IgE、IgG1、IgG2a、IgG2bをELISA
で測定する。脾臓、頸部リンパ節よりリンパ
球を採取し、スギ花粉で分泌されるサイトカ
イン（IL-4、IL-5、IFN-gamma 等）を ELISA
で測定する。また、スギ花粉による脾臓、頸
部リンパ節と鼻粘膜 T 細胞の反応を
[3H]thymidine の取り込みによって評価する。
これらの結果を 3 群間で比較して、CD40 
shRNA 点鼻がアレルギーを予防できるかどう
か検討した。 
 
(3)IL-5 siRNA 点鼻局所免疫療法の検討 
 一次免疫として IL-5 siRNA、二次免疫とし
て卵白アルブミン（ＯＶＡ）抗原を免疫、点
鼻してアレルギー性鼻炎モデルマウスを作
製する。またコントロールsiRNA点鼻投与群、
PBS のみ点鼻投与群の 2群も作製する。 
 点鼻投与の効果を評価する。具体的には、
点鼻後のくしゃみや鼻掻き回数をカウント
してアレルギー性鼻炎症状を評価する。鼻粘
膜を Luna 染色、免疫染色にて評価する。こ
れらの結果を 3群間で比較して、IL-5 siRNA
点鼻がアレルギーを予防できるかどうか検
討した。 
 
(4)CD40 siRNA 点鼻局所免疫療法の検討 
一次免疫として CD40 siRNA、二次免疫とし
て卵白アルブミン（ＯＶＡ）抗原を免疫、点
鼻してアレルギー性鼻炎モデルマウスを作
製する。またコントロールsiRNA点鼻投与群、
PBS のみ点鼻投与群の 2群も作製する。 
 点鼻投与の効果を評価する。具体的には、
点鼻後のくしゃみや鼻掻き回数をカウント
してアレルギー性鼻炎症状を評価する。鼻粘
膜を Luna 染色、免疫染色にて評価する。こ
れらの結果を 3群間で比較して、CD40 siRNA
点鼻がアレルギーを予防できるかどうか検
討した。 
 
４．研究成果 
 アレルギー性鼻炎モデルマウスに CD40 
siRNA 発現ベクター（CD40 shRNA）を点鼻投
与した。その結果、CD40 shRNA 投与群のくし



ゃみ・鼻掻き回数、抗原特異的 IgE 抗体、T
ｈ２サイトカイン産生はコントロール群と
比べ有意に低下していた。すなわち、CD40 
shRNA の点鼻投与がアレルギー性鼻炎モデル
マウスのくしゃみ・鼻掻き回数、抗原特異的
IgE 抗体、Tｈ２サイトカイン産生を有意に抑
制し、CD40 shRNA の点鼻にてアレルギー性鼻
炎が制御できる可能性を証明した。 
また CD40 siRNA の点鼻投与によってもく

しゃみ・鼻掻き回数や鼻粘膜中好酸球数が有
意に抑制された。 
そして、IL-5 siRN の点鼻投与によっても

くしゃみ・鼻掻き回数や鼻粘膜中好酸球数が
有意に抑制されることを証明できた。 
さらに、CD40 shRNA の点鼻投与によって頸

部リンパ節細胞からの IL-4 産生が有意に低
下されることも証明した。 
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