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研究成果の概要（和文）：経皮感作成立後、抗原の経口投与によりアレルギー症状を呈するマウスモデルを作成し、食
物アレルギー発症後の皮膚の状態が、食物アレルギー誘発症状に与える影響を検討した。経皮感作による食物アレルギ
ー発症後に皮膚症状を悪化させると、抗原経口再投与で誘発される症状の悪化をみとめた。一方、皮膚炎症状を外用ス
テロイド剤塗布により抑制すると、誘発される食物アレルギー症状は軽快した。乳児期のアトピー性皮膚炎では、食物
アレルギーを合併することが多いが、本研究から、経皮的抗原曝露により感作が成立すると、初回の経口摂取時にアレ
ルギー症状を呈すること、症状抑制には、食物除去に加え皮膚症状の改善が重要でと考えられた。

研究成果の概要（英文）：We established a mouse model, in which after epicutaneous sensitization, allergic 
diarrhea was induced by initial oral ingestion of an antigen and thereby we examined effects of skin 
lesion on the induced symptoms of food allergy. After development of food allergy caused by epicutaneous 
sensitization, continuous exacerbation of the skin lesion deteriorated the oral antigen induced allergic 
symptoms. Epicutaneous application of steroid improved the skin lesions, leading to suppression of food 
allergy symptoms. Infants with atopic dermatitis often comorbid with food allergy. Our results suggest 
that after epicutaneous sensitization, even initial intake of food could induce allergic symptoms and 
that control of skin lesion is important to prevent the development of food allergy symptoms as well as 
food elimination.

研究分野：アレルギー
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１． 研究開始当初の背景 
近年、食物アレルギー患者の増加が社会的
問題となっている。食物アレルギーの治療は
原因食物の除去が基本となるが、食物除去は
患者およびその家族に身体的・精神的・経済
的負担を強いる。また、誤食によりアナフィ
ラキシーのような重篤な症状が誘発される
危険が残る。そのため、積極的に耐性獲得を
誘導する方法として経口免疫療法が注目さ
れている。しかし、現行の経口免疫療法には
重篤な副作用の可能性が付きまとい、症状誘
発の危険に怯えながら原因食物の摂取を長
期間続ける必要がある。また、免疫寛容が成
立し耐性獲得にまで至る患者の割合は 6 割
程度に留まり、重症例では耐性が獲得されに
くい問題がある。そのため、より安全でより
効果的な免疫療法の開発が望まれている。 
経口免疫療法による耐性獲得過程におい
ては、IgE 依存性の好塩基球活性化反応の低
下、食物抗原特異的 IgE の一過性の上昇後の
低下と食物抗原特的 IgG4 の上昇、
CD4+CD25+制御性 T 細胞の一過性の増加、
末梢血単核細胞の抗原特異的サイトカイン
産生パターンの変化などが観察される。しか
し、これらの変化は、食物アレルギーの耐性
獲得機序の本質を反映したものか、単なる二
次的変化を示しているものかは不明であり、
経口免疫療法および食物アレルギーの耐性
獲得機序については未だ不明の点が多い。 
 我々はこれまで、オボアルブミン（OVA）
特異的 T 細胞レセプター発現マウスを用い、
OVA 経口チャレンジにより即時型アレルギ
ー下痢症状を呈する食物アレルギーモデル
を作成し、食物アレルギーの病態を解析して
きた。その結果、抗原感作マウスの CD8+T 細
胞中には、食物アレルギー症状を抑制する細
胞群が存在し、その抑制機序に CD8+T 細胞
による IL-10 産生が関与することを IL-10 
ノックアウトマウスを用いて証明した。この
結果から、制御性 CD8+T 細胞が、食物アレ
ルギーの耐性獲得に関わるとともに、その誘
導法が食物アレルギーの新規治療法になる
と考えた。 

MHC class I 拘束性のCD8+T 細胞が食物
抗原のような外来抗原により活性化される
ためには、抗原がクロスプレゼンテーション
される必要がある。マンノースレセプターを
介した抗原取り込みはクロスプレゼンテー
ションされやすくなること、リポソームに抗
原を封入すると IgE に直接結合出来なくな
ることを利用し、オリゴマンノース標識リポ
ソームに抗原を封入し投与する免疫療法を
検討した。その結果、既に抗原感作が成立し
たマウスにオリゴマンノース標識リポソー
ムに封入した抗原を点鼻投与した場合、抗原
特異的分泌型 IgA 産生と、CD4+CD25+制御
性 T 細胞が誘導されるとともに、制御細胞と
しての機能を発揮する CD8+CD28-細胞が誘
導され、アレルギー性下痢症状が抑制される
ことが明らかとなった。また、腹腔投与や皮

下投与では抑制効果を認めず、抗原の投与ル
ートが重要であることが判明した。 
 食物アレルギーの免疫療法の主たる対象
の小児では上気道感染などで鼻症状を呈す
ることが多く、点鼻投与による局所反応への
対応が困難であることから、点鼻に代わる抗
原投与法が望まれる。一方、皮下免疫療法は、
重篤な副作用のため食物アレルギーは適応
外とされている。近年、皮膚角質層に抗原を
塗布投与する経皮免疫療法 epicutaneous 
immunization が報告されたが、その効果は
十分とは言えないのが現状である。経皮免疫
療法の作用機序は不明な点が多いが、皮膚深
部の損傷では Th1 反応が誘導されるのに対
し、皮膚上皮浅層への損傷では Th2 反応あ
るいは制御性 T 細胞が誘導されるとの報告
がある。また、上皮に存在するランゲルハン
ス細胞はクロスプレゼンテーション能を有
することから、皮膚上皮浅層を利用した経皮
免疫療法によりCD8+制御性T 細胞を含めた
制御性 T 細胞を誘導することが期待され、食
物アレルギーの免疫療法としての可能性が
考えられる。 
 
２．研究の目的 
食物抗原を免疫療法として経皮的に投与
した場合、食物抗原の経口摂取により誘発さ
れる免疫応答や症状にどのような影響を及
ぼすかを明らかにする。 
 乳児期の食物アレルギーの発症機序とし
て、従来の経胎盤、経消化管経由での感作経
路以外に近年、経皮感作の関与が指摘されて
いる。そのため、全身性感作による食物アレ
ルギーと経皮感作による食物アレルギーの
症状とその背景にある免疫応答の違いを明
らかにする。 
経皮感作により発症した食物アレルギー
の症状を増悪、あるいは軽快する因子を明ら
かにし、経皮免疫療法の治療標的を明らかに
する。 
 
３． 研究の方法 
(1) 経皮抗原投与法 
 Balb/c マウス耳介無毛部にオボアルブミ
ン(OVA)溶液を染み混ませた濾紙を48時間貼
付する。貼付による抗原曝露を 1 週間毎に 3
回繰り返す。 
 経皮免疫療法としてのアジュバント効果
を期待して、制御性Ｔ細胞誘導作用を持つと
されるビタミン D3 または、そのアナログで
ある MC903 を OVA 貼付の直前に貼付部に塗布
する。ビタミン D3 および MC903 の溶解に用
いる溶媒のエタノールをそのコントロール
として塗布する。 
 
(2) 経口抗原チャレンジ方法 
 最終の経皮抗原投与後、6 日後に OVA 溶液
を栄養チューブを用いて胃内に投与する。 
 アレルギー症状の評価として投与後の直
腸温変化、下痢の出現の有無を観察する。ま



た、同時に OVA 塗布部位の耳介の厚さの変化
を測定する。 
投与前、投与後に血清を採取する。また、
腸管組織、耳介組織を回収し、組織検索用に
ホルマリン固定するとともに、mRNA 発現解析
用に RNAlater 中に保存する。腸管内を PBS
で洗浄し、その洗浄液を分泌型 IgA 測定のた
め回収、保存する。 
 
(3) 抗原特異的 Ig 及び血清中 mmcp-1 の測定 
 OVA 特異的 IgE, IgG1, IgG2a, IgA、mmcp-1
を ELISA により測定する。 
 
(4) サイトカインｍRNA 発現の測定 
 組織より RNAeasy を用いて RNA を拐取し、
リアルタイム RT-PCR 方法により各種サイト
カインの mRNA 量を定量する。 
 
(5) 組織学的検査 
 腸管、耳介組織の HE 染色、トルイジンブ
ルー染色標本を作成し、好酸球は肥満細胞な
どの炎症細胞浸潤、組織変化を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) 経皮感作による食物アレルギーモデル
の作成とその特徴 
 OVA の反復耳介塗布により OVA 特異的 IgE
産生が誘導された。その後、OVA の経口チャ
レンジ投与を行うと、初回の経口チャレンジ
の時から即時型下痢症状の出現を認めた。隔
日で OVA の経口チャレンジを反復すると、誘
発される下痢症状は一時的に軽快するが、さ
らに経口チャレンジを反復すると投与後に
低体温出現を認めるようになるとともに下
痢症状の増悪を認めた。 
 OVA の塗布の直前に in vitro で制御性 T細
胞の誘導効果が報告されているビタミン D3
をアジュバントとして塗布した場合、経口チ
ャレンジにより誘発されるアレルギー症状
は、むしろ増悪し、初回の経口チャレンジの
時から、下痢に加え低体温を伴いアナフィラ
キシーが誘発された。また、血清中の OVA 特
異的 IgE 値は、OVA の単独塗布の場合より高
値を示し、OVA の感作が増強していた。 
ビタミン D3は TSLP のプロモーター領域に
作用し、TSLP の発現を増強することが報告さ
れていることから、ビタミン D3 の皮膚への
塗布は皮膚局所の TSLP の発現を誘導し、制
御性T細胞の分化誘導に作用するよりも、Th2
反応を増強することで、経皮感作を増強した
と考えられた。 
ビタミン D3 をアジュバントとして用いた
経皮感作による食物アレルギーモデルと、従
来のアラムともに OVA を腹腔免疫し、感作を
成立させる腹腔感作による食物アレルギー
モデルと比較した場合、腹腔感作モデルでは
経口抗原チャレンジを2,3回反復しなければ
即時型下痢症状が誘発されないのに対し、経
皮感作モデルでは、初回から症状が誘発され
るという違いを認めた。また、経皮感作モデ

ルでは、腹腔感作モデルに比べ、OVA 特異的
IgG1, IgG2a 値は低く、OVA 特異的 IgE 値が
高かった。 
 

  図 1 腹腔感作と経皮感作との違い 
 
 ビタミン D3 をアジュバントとして用いた
経皮感作による食物アレルギーモデルでは、
皮膚へ抗原をチャレンジしていないにも関
わらず、経口チャレンジを行うと経皮感作を
行った耳介部位が腫脹し、局所への好酸球を
中心とした炎症細胞の浸潤を認めた。以上の
結果から、経皮感作による食物アレルギーで
は、腹腔感作による食物アレルギーとは異な
る病態が関与することが示唆された。 
 ビタミン D3 の長期塗布により高カルシウ
ム血症起きる危険があることから、高カルシ
ウム血症に伴う症状の影響を回避した食物
アレルギーモデルとするため、ビタミン D3
のアナログであるMC903をアジュバントとし
て以後の実験に用いることとした。 
乳児期のアトピー性皮膚炎では食物アレ
ルギーを合併することが多く、湿疹による皮
膚のバリア機能障害が食物抗原感作を起こ
し、食物アレルギーが皮膚炎の悪化に繋がる
可能性が指摘されている。今回、樹立した経
皮感作による食物アレルギーモデルは、乳児
期のアトピー性皮膚炎に合併する食物アレ
ルギーの臨床像に類似することから、その病
態解析に有用なモデルとなることが期待さ
れる。 
 
(2) 経皮感作成立後の皮膚炎が食物アレル
ギー症状に与える影響 
 経皮感作による食物アレルギーモデルで
は初回の経口チャレンジにより低体温、アレ



ルギー性下痢症状が誘発される。初回のチャ
レンジの 14 日後に 2 回目の経口チャレンジ
を行うと、初回の時よりも低体温や下痢の程
度は軽くなる。しかし、1 回目と 2 回目の経
口チャレンジの間に、MC903 のみを耳介皮膚
に塗布し続けると、塗布部位に皮膚炎が生じ
て皮膚の肥厚が起きる。皮膚炎が増悪した状
況下では、2 回目の経口チャレンジにより誘
発される即時型下痢症状は1回目の誘発症状
よりもより増強していた。 
 この際、MC903 を皮膚に塗布しつづけた群
と、MC903 の溶媒として用いたエタノールを
皮膚に塗布しつづけた群とでは、OVA 特異的
IgE, IgG1 IgG2a の変化には有意な差を認め
なかった。しかし、2 回目のチャレンジ前お
よびチャレンジ後の血清中 mmcp-1 濃度は
MC903 を皮膚に塗布しつづけた群で高値を示
していた。 
 

 図 2 皮膚症状増悪が食物アレルギー誘発 
症状に与える影響 

 
1 回目の経口チャレンジ後に、MC903 を耳
介皮膚に塗布する代わりに、背中を除毛クリ
ームで除毛後、テープストリッピングを行う
ことで物理的刺激を加えると、2 回目の経口
チャレンジにより誘発される症状は1回目よ
りも増強することが確認された。 
これらの結果から、経皮感作成立後に皮膚
炎が増悪した状態、あるいは皮膚への物理的
刺激が加わる状態が維持されると、皮膚への
新たな食物抗原刺激がなくても、消化管粘膜
における肥満細胞の活性化状態が維持され、
食物抗原経口摂取により誘発される食物ア
レルギー症状が増悪すると考えられた。 
 
(3) ステロイド外用による皮膚炎治療が食
物アレルギー症状誘発に及ぼす影響 
 1 回目の抗原経口チャレンジ後に、MC903
を塗布することで生じる皮膚症状の増悪を
デキサメサゾンを塗布することで抑制する
と、2 回目の経口チャレンジで誘発される食
物アレルギー症状の増悪は抑制することが
出来た。従って、経皮感作による食物アレル
ギーの誘発症状を抑制するには、皮膚症状を
改善することが重要と考えられた。 
 
 

図 3 ステロイド外用による皮膚炎コント 
ロールが誘発症状に及ぼす影響 

 
乳児期のアトピー性皮膚炎には食物アレ
ルギーが合併することが多い。本研究により、
アトピー性皮膚炎に合併する食物アレルギ
ーは、食物除去を行うとしても、皮膚炎症状
を増悪させたままでは、誤食による誘発症状
は増悪する可能性があることを示唆してお
り、食物アレルギーのアウトグローを目指す
ためには、原因食物の除去だけでなく合併す
る皮膚炎自体のコントロールも重要である
と考えられた。 
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