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研究成果の概要（和文）：オートファジーとは細胞構成成分を食胞に閉じ込めて分解する機能で恒常性維持や感染防御
など免疫応答にも重要である。我々は食物アレルギーマウスモデルを用いて、オートファジー機能を修飾する因子(mTO
R阻害剤やPI3K阻害剤)が食物アレルギー症状、腸管免疫応答に及ぼす影響を検討した。その結果抗原感作マウスにおい
て抗原負荷時にオートファジー阻害作用を持つPI3K阻害剤を併用すると、食物アレルギー症状の軽減がみられた。その
機序として腸間膜リンパ節の抗原特異的Th2サイトカイン産生抑制、腸管でのTh2サイトカインmRNA発現抑制や腸管粘膜
肥満細胞の脱顆粒抑制が示唆された。上記成果について関連学会で発表した。

研究成果の概要（英文）：Background: Autophagy is a fundamental bulk degradation process of cellular 
components. Autophagy is also associated with immune response. Therefore we analyzed the role of 
autophagy in the pathophysiology of food allergy. Methods: Balb/c mice were sensitized with 
Ovalbumin(OVA)/Alum and then were repetitively challenged with OVA. The effects of autophagy 
inhibitor,　3-methyladenine (3-MA) on allergic symptoms, mucosal mast cell protease-1 (mmcp-1), and 
OVA-specific cytokine producing ability of mesentric lymph node（MLN）cells, and mRNA expression levels 
in intestines were analyzed. Results: 3-MA treatment suppressed allergic　symptoms induced by OVA 
challenge. In vitro OVA-specific Th2 cytokine production by MLN cells purified from 3-MA-treated mice 
were decreased compared with those of non-treated mice. 3-MA decreased the elevation of serum mmcp-1 
levels and the expression levels of Th2 cytokine mRNA in the intestines.

研究分野： アレルギー
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーとは細胞質内構成成分を、二
重膜のオートファゴソームと呼ばれる食胞に
閉じ込めてライソゾームへ運搬し、ライソゾ
ームと融合して内部物質を分解する機能であ
り、細胞の恒常性維持に重要な役割を果たし
ている。オートファジーは貪食能の乏しい
細胞において細胞質内に侵入したウイルス
や細菌の排除に関わっており、抗原非特異
的な自然免疫応答に重要である一方、抗原
提示細胞がCD4 +T細胞へMHC拘束性に抗
原提示をするためにも必須であり、抗原特
異的な獲得免疫にも重要であることが明ら
かにされてきた。またオートファジーは腸
管パネート細胞の抗菌ペプチド分泌に重要
であること、オートファジー関連遺伝子欠
損マウスでは、実験的腸炎の重症化が認め
られ、ヒトにおいてもオートファジー関連
遺伝子ATG16L1の遺伝子多形がクローン病
の疾患リスク遺伝子であることが報告され
ており、オートファジーが腸管免疫応答に
おいても重要な役割を持つことが推測され
る。 
近年、学童での食物アレルギー患者は増加し
ており、学校給食での除去食対応の増加は社
会的・経済的負担の増加にもつながっている。
一般的に年齢が高い食物アレルギー患者は治
癒しにくいが、一部の患者に研究的治療とし
て経口免疫療法が行われている。経口免疫療
法は、アレルギー症状を誘発する最小量より
少ない抗原量を負荷し、段階的に増量、維持
することで耐性獲得（食物アレルゲンを摂取
しても症状がでない免疫寛容状態）を誘導す
る方法であり、その有効性が示される一方、
重篤な症状のために中断例もあること、耐性
化しにくい食品があることや好酸球性胃腸炎
などの合併症があり、一般的な食物アレルギ
ーの治療として確立するためには、さらなる
有効性と安全性の確保が必要と考えられる。 
食物抗原の経口摂取は、通常免疫寛容を誘導
するが、何らかの原因で免疫寛容が破綻した
状態が食物アレルギーの発症に繋がり、IL-4、
IL-5、IL-13といったTh2サイトカインを産生す
るTh2細胞や抗原提示細胞が重要な役割を果
たしていると考えられている。Th2細胞は細胞
内寄生菌防御に必要なTh1細胞と互いに拮抗
しバランスを取っているが、オートファジー
は、Th1サイトカインIFN-γにより増強され、
Th2サイトカインにより抑制されることが知
られている。病原体認識機構であるToll like 
receptors (TLRs)を介した刺激は樹状細胞など
の抗原提示細胞を活性化し、ヘルパーT細胞の
分化にも影響を及ぼすが、オートファジーを
誘導すること、Th2反応を抑制し、動物モデル
ではアレルギー症状を抑制することも明らか

にされている。一方、オートファジーはマク
ロファージにおいてTLRs刺激によるサイト
カイン産生を制御すること、TLR7を介した細
胞内寄生菌排除にオートファジーが必要であ
ることが報告されており、抗原提示細胞活性
化にオートファジーが深く関わり、ひいては
獲得免疫応答の制御にも影響すると考えられ
る。実際、オートファジー関連遺伝子の一塩
基多形と喘息患者の呼吸機能低下の関連が報
告されており、アレルギー疾患におけるオー
トファジー機能の解明が今後必要になると考
えられる。 
 
２．研究の目的 
 過去の研究成果より、抗原感作後マウスに
抗原を経口投与する際、オートファジー阻害
剤を併用すると、本来アレルギー症状が強く
発現するはずの抗原特異的 IgE が高値のマウ
スにおいても食物アレルギー症状の軽減が
みられた。本研究ではその機序を解明し、オ
ートファジー機能の修飾を介した食物アレ
ルギーの新規治療法開発に繋がるエビデン
スの構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
抗原をアジュバントと共に 2 週間隔で 2 回

腹腔内投与し、抗原に対する感作が成立した
マウスに、抗原を反復して経口投与すること
で、抗原投与 1 時間以内に一過性の下痢、低
体温などの即時型食物アレルギー症状を呈
するモデルを用いた。 
(1) 抗原感作が成立したマウスに抗原を経口
投与する際に、オートファジー阻害剤を併用
することで下痢や低体温などのアレルギー
症状の継時的変化を確認した。 
 
(2) 上記マウスにおける抗原投与前、抗原最
終投与後の血清中抗原特異的抗体(IgE、IgG2a、
IgG1)値変化を ELISA 法で評価した。抗原最
終投与後の腸洗浄液中抗原特異的 IgA を
ELISA 法で評価した。 
 
(3) アレルギー症状の調節が免疫寛容を誘導
しているのかどうかを確認するために脾臓
より遠心比重法で単核球を分離し、in vitro で
の抗原刺激による抗原特異的なT細胞の増殖、
抗原特異的サイトカイン産生を MTT assay 変
法、ELISA 法で評価した。 
 
(4) 腸管より total RNA を抽出し、Th1/Th2 サ
イトカイン・自然免疫応答に関与するサイト
カイン・抑制性サイトカイン (IL-4、IL-10、 
IFN-、IL-25、IL-33、TSLP)、肥満細胞特異
的キマーゼ mast cell protease-1 の mRNA 発現
を quantitative real-time PCR 法で評価した。 
 
(5) 腸管での肥満細胞脱顆粒抑制の評価のた
め、血清中 mast cell protease-1 濃度を ELISA
法で測定した。 



 
(6) 腸管標本の Alcian blue 染色、H-E 染色、
オートファジー関連蛋白の免疫染色を行い、
肥満細胞の脱顆粒、オートファジー関連蛋
白の発現を評価した。 
 
４．研究成果 
抗原感作後マウスに抗原投与をする際、オ

ートファジー阻害剤を併用すると、食物アレ
ルギー症状（下痢/低体温）の軽減がみとめら
れた。 
オートファジー阻害剤併用マウスにおい

て、腸間膜リンパ節の抗原特異的 Th2 サイト
カイン産生や腸管での Th2 サイトカイン・自
然免疫応答に関与するサイトカインの
mRNA 発現誘導は抑制されていた。一方で抗
原特異的なTh1サイトカイン産生は抑制され
ておらず、Th2 反応を特異的に抑制すると考
えられた。 
抗原負荷後に上昇する血清中 mast cell 

protease-1 濃度はオートファジー阻害剤併用
マウスでは抑制されており、肥満細胞の脱顆
粒を抑制することは、作用機序の一つと考え
られた。一方腸間膜リンパ節の抗原特異的細
胞増殖や抗原負荷後の抗体産生はコントロ
ールと同等であり、抗原特異的な免疫応答を
全般的に抑制するわけではないことが判明
した。また感作後、抗原最終投与後の抗原特
異的抗体産生の推移も、コントロールと同等
であった。 
上記成果について日本アレルギー学会、日

本小児アレルギー学会等で発表した。 
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