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研究成果の概要（和文）：　本研究では、アレルゲン分解物を用いた食品アレルギー予防ワクチンの安全性と有
効性を実証することを目的としている。
　まず始めに、酸処理法を用いて多様なペプチドを含むアレルゲン分解物を調製した。次に、得られた分解アレ
ルゲンの抗原性とT細胞刺激能を評価し、T細胞刺激能は保持したまま、抗原性を大きく喪失した分解アレルゲン
を調製できることを示した。最後に、食品アレルギーモデルマウスに得られたアレルゲン分解物をアレルギー発
症前に摂取させ、その後に未分解のアレルゲンを含む餌を与えても食品アレルギーが誘導されないことを示し
た。これにより、酸分解抗原を用いた食品アレルギー予防ワクチンの有効性を実証した。

研究成果の概要（英文）：   The aim of this study is to demonstrate the efficacy and safety of the 
vaccine for food allergy using degradated allergens.
   We first prepared the degradated allergen by treating the allergen under the acid condition.  We 
then evaluated the antigenicity and T cell stimulatory activity of the degradated allergen, and 
showed that the treatment could be used to prepare the degradated allergen having T cell stimulatory
 activity with reduced antigenicity.  We finally showed that the oral administration of the 
degradated allergen to food allergy model mice inhibited the induction of food allergy triggered by 
the subsequent intake of the intact allergen.  Our results demonstrated that the efficacy and safety
 of the food allergy vaccine.

研究分野： 農学

キーワード： アレルギー　免疫寛容　ワクチン　分解アレルゲン
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 先進国におけるアレルギー患者数は年々
増加する傾向にあり、大きな社会問題となっ
ている。現状ではアレルギーの予防法や根治
的治療法は存在せず、アレルギーは患者の
QOL を著しく低下させ社会活動を制限する
要因となっている為、アレルギーの予防法を
確立することは、社会の発展に極めて大きな
貢献をすると期待できる。特に、食品アレル
ギーはその後に発症する様々なアレルギー
疾患の引き金になるため、その予防法の確立
は喫緊の課題である。 
	 アレルギーは体外から侵入する抗原に対
する過剰な免疫応答により誘導される疾患
であるが、本来食品に対して免疫系は応答し
ない。この現象は経口免疫寛容と呼ばれ、
日々多量に体内に取り込まれる食品に対し
てアレルギーに繋がるような不要な免疫応
答を引き起こさないための免疫系の特殊な
仕組みである。一方で、経口免疫寛容の誘導
機構は明らかでなく、その破綻は食品アレル
ギーの原因の一つであると考えられていた。
その為、従来の研究では経口免疫寛容を破綻
させない方法や、破綻した経口免疫寛容を正
しく誘導し直す方法に着目した研究が多数
実施されてきたが、現在までに良好な治療成
績は残せていない。申請者らはこれまでの研
究で、卵白アレルゲンである卵白アルブミン
（OVA）に対する食品アレルギーモデルマウ
スを用いて、食品アレルギー状態下でも経口
免疫寛容が成立しており、その成立過程でア
レルギーが起こってしまっていることを明
らかにした。これは、既に食品アレルギーに
なってしまっている患者に改めて経口免疫
寛容を誘導するような従来の治療法が有効
でないことを支持する結果である。 
	 一方で、申請者らは同様に食品アレルギー
モデルマウスを用いて、OVA 分解物を発症
前に摂取させて経口免疫寛容を誘導すると
その後に未分解な OVA を摂取しても食品ア
レルギーは誘導されないことを見いだした。
この際、事前に未分解の OVA を同条件で摂
取させても食品アレルギーは予防出来なか
った。すなわち、抗原分解物を用いれば食品
アレルギーを誘導することなく経口免疫寛
容を誘導することが出来、食品アレルギーを
予防することが出来ることを意味している。
この方法は、一度食品アレルギーを発症して
しまった患者には適用することが出来ない
ため、食品アレルギーを発症する前（アレル
ゲンを食べる前の乳児期）に安全確実に経口
免疫寛容を誘導することによってのみ食品
アレルギーを予防することが可能であり、そ
の方法として分解したアレルゲンを摂取さ
せる本法が有効であることを意味している。
このような研究は前例がなく、本法の有効性
と安全性を複数のアレルギーモデル動物を
用いて、個体および細胞レベルで実証するこ
とによって、経口免疫寛容を用いたこれまで
に例のない安全確実な食品アレルギー予防

ワクチンを創出できると考えている。 
 
２．研究の目的 
（1）ヒトへの応用が可能なアレルゲン分解
物の効率的な調製法を確立する。これまでの
研究では食品アレルギーモデル動物として
特定のペプチドのみを認識する TCR トラン
スジェニックマウスを用いてきた。その為、
アレルゲン分解物を調製するにあたり、当該
ペプチドを含む分解物を最も効果的に調製
する方法として酵素を用いて抗原を分解し
ていた。しかしながら、食品アレルギー予防
ワクチンをヒトへも応用するためには、特定
のペプチド断片だけでなく広範なペプチド
を含む分解物を効率的に調製する方法を確
立することが求められる。そこで本研究では、
抗原を酸処理することでランダムな断片を
含む分解抗原を調製する。その際に、寛容の
誘導に必要な T 細胞の刺激能を保持しつつ、
アレルゲン性の原因となる抗原性は極力低
下させた調製条件を確立できることを実証
する。 
（2）種々の異なった食品アレルギーモデル
マウスを用いてワクチンの有効性を実証す
る。従来の研究結果は一系統の食品アレルギ
ーモデルマウスと一種類のアレルゲン分解
物を用いた実験により得られた結果である。
また、用いているアレルゲン分解物は当該系
統のアレルギーモデルマウスに最適化した
分解方法で調製したものである。そこで本研
究では、他の系統のアレルギーモデルマウス
や新たに確立したヒトへも応用可能な分解
条件で調製したアレルゲンを用いて、この結
果が特殊な事例でないことを確認し、ヒトへ
の応用が可能な研究課題であることを示す。 
（3）経口免疫寛容の誘導を評価できる寛容
化 T細胞のマーカー遺伝子を同定する。アレ
ルゲン分解物による食品アレルギーワクチ
ンを実用化するにあたり、経口免疫寛容を確
実に誘導するために必要な抗原量は個人に
よって異なっていると考えられる。その為、
分解物を摂取した後に経口免疫寛容が誘導
されたことを簡便に確認する方法の確立が
求められる。そこで本研究では、寛容誘導を
評価する指標として用いることが可能な、寛
容状態のT細胞に特異的かつ安定に発現する
分子を同定することを目的とする。この分子
は既に食品アレルギーを発症した患者につ
いて発現を解析することで、治療として行う
経口減感作療法の効果を予測することにも
応用可能であると期待される。 
 
３．研究の方法 
（1）多様なペプチド断片を含むアレルゲン
分解物を調製するために、酸性条件下で OVA
を加熱し、ペプチド結合をランダムに切断し
た分解物を調製した。分解条件としては、0.5 
M HCL中で 60または 80℃で 1-24時間処理
した。得られた分解物を SDS-PAGE に供し
て、分解の進行と分解物のおおよその分子量



を確認した。 
	 得られた分解物の抗原性は別途用意した
抗 OVA抗血清を用いて、含まれる IgM抗体
を対象にした競合ELISAによって評価した。 
	 さらに、分解物の T細胞刺激能を評価する
ために、OVA特異的 TCRトランスジェニッ
クマウスである DO11.10 の脾臓細胞と共に
培養し、誘導される増殖応答を BrdU ELISA
によって評価した。 
（2）アレルゲン分解物の収率を向上させる
ために、分解条件の最適化を行った。凝集物
の生じない条件を検討するため、分解時のタ
ンパク質濃度を変更したが、期待した効果が
得られなかったため、溶解の手順を変更し、
酸性溶液に直接溶解するのではなく、一旦純
水に溶解してから溶液を酸性にする方法を
採用した。次に、この条件下における分解時
のタンパク質濃度の影響も検討した。調製し
た分解物は、PD-10カラムにより脱塩した。	
（3）食品アレルギーモデルマウスである
DO11.10に飲用水として OVA溶液を摂取さ
せることで経口免疫寛容を誘導した。脾臓細
胞を抗原と共に培養し、増殖応答を測定する
ことで、寛容の誘導を評価した。この際、摂
取させる OVA 溶液の濃度、および摂取させ
る期間を多段階に設定し、経口免疫寛容を強
く誘導する為に必要な条件を検討した。 
（4）得られた分解物の中から、抗原性が低
く T 細胞刺激能が高かった 80℃で 8 時間処
理した分解物を選び、飲用水に溶解して
DO11.10マウスに摂取させた。その際、経口
免疫寛容を強く誘導する為に必要な条件と
して 150 mg/mLで 3週間摂取させた。同様
に、未分解抗原を摂取させる群も設けた。摂
取後に両群から採血し、血清中に含まれる
OVA特異的 IgE抗体を ELISAで測定した。 
	 その後、OVA を 20%含む餌を与えて食品
アレルギーを誘導した。2 週間後に採血し、
血清中に含まれる OVA 特異的 IgE 抗体を
ELISAで測定した。 
	 同様な実験を、申請者らが以前に確立した
小麦アレルギーモデルマウスと小麦タンパ
ク質分解物を用いて実施した。 
（5）寛容化 T 細胞のマーカー遺伝子を同定
する為に、OVA の摂取により経口免疫寛容
を誘導した DO11.10 マウスの脾臓 T 細胞か
ら mRNA および DNA を抽出した。ライブ
ラリを作製し、次世代シーケンサーを用いて
トランスクリプトームおよび網羅的 DNA メ
チル化解析を行った。なお、DNA はバイサ
ルファイト処理をしてから用いた。両者の結
果から、寛容化 T細胞に特異的かつエピジェ
ネティックな制御により発現が安定的に増
加している遺伝子を同定した。 
	 	
４．研究成果	
（1）ヒトへ応用可能なアレルギー予防ワク
チンに使用できる、多様なペプチドを含むア
レルゲン分解物の調製。	
	 モデルアレルゲンとして卵白アルブミン

（OVA）を用い、酸処理することで分解抗原
を得た。処理温度と処理時間を変えて、アレ
ルゲンを分解したところ、0.5 M HCL 中で
80℃で分解することにより経時的にアレル
ゲンの分解が進行することが明らかとなっ
た。また、処理温度を下げると分解の進行が
遅くなるが、出来る分解物の分子量分布には
変化が見られないことも確認した。	

	 次に、得られた分解アレルゲンの抗原性を
評価した結果、分解の進行に伴い抗原性は顕
著に低下し、80℃で 24 時間分解した場合に
はほとんど抗原性を示さなかった。60℃で分
解した場合も抗原性はある程度低下したが、
24 時間処理した場合でも未分解アレルゲン
と比較して 1/100程度の抗原性が残存してい
た。	
	 さらに、分解アレルゲンの T細胞刺激能を
評価した結果、未分解アレルゲンと比較して
分解の進行に伴い分解アレルゲンのT細胞刺
激能が亢進していることが明らかとなった。
この結果は、分解に伴って T細胞刺激能も低
下するという事前の予想とは異なっていた。
ただし、80℃で 24 時間分解した分解物の T
細胞刺激能は 8時間分解した分解物よりも若
干低下していたことから、T 細胞刺激能を最

 

 



大限高める為には至適な分解条件が存在す
ると考えられる。なお、80℃で 8時間処理し
た分解物の抗原性は未分解アレルゲンと比
較して 1/1000程度であった。	

	 これらの結果は 80℃条件下でOVAを 8時
間酸分解することにより、T 細胞刺激能は保
持したまま、抗原性を大きく喪失した分解ア
レルゲンを調製することが可能であること
を示している。得られた分解アレルゲンは食
品アレルギー予防ワクチンとしてヒトへも
応用することが可能であると期待できる。	

（2）分解アレルゲン調製法の最適化。	
	 従来の調製方法では収率が低いため、より
高収率な分解方法を確立した。従来の方法で
収率の低下をもたらしている大きな要因が、
酸処理中に凝集物が生じ、最終段階で取り除
かれてしまうことであった。そのため、従来
は抗原を酸に直接溶解していた方法を改良
し、まず抗原を純水に溶解した後に、酸を加
えて pH を調整する方法に変更した。また、
処理時の抗原濃度も従来の 10 分の 1 に希釈
した。その結果、凝集物はほとんど生じなく
なり、収率の大幅な向上に成功した。一方で、
抗原の濃度を低下させたことにより反応時
の液量が増え、反応停止のための中和によっ
て生じる塩の量が無視できない状態となっ
た。そのため、これまでは行っていなかった
脱塩処理に供してから、ワクチン抗原として
用いることとした。	
（3）食品アレルギーモデルマウスにおける
経口免疫寛容誘導条件の検討。	
	 予防ワクチンに必要な抗原の摂取量を食
品アレルギーモデルマウスを用いて検討し
た結果、150 mg/mL の抗原溶液を 3 週間自
由に飲水させることで強い経口免疫寛容が
誘導されることが明らかとなった。	
（4）調製した分解アレルゲンを用いた食品
アレルギー予防ワクチンの有効性の実証。	
	 食品アレルギーモデルマウスに発症前に
分解アレルゲン（adOVA）を摂取させておく
ことで食品アレルギーを発症することなく
経口免疫寛容を誘導することができた。一方
で、同様に未分解アレルゲン（iOVA）を摂
取させた場合には、摂取開始から 3週間目に
は高い IgE産生が確認され、食品アレルギー
が誘導された。アレルゲン分解物の投与終了
後にアレルゲンを含む餌を 2週間与えたとこ
ろ、事前にアレルゲン分解物を摂取していな
いコントロール群と比較して事前にアレル
ゲン分解物を摂取していた群では IgE抗体価
が顕著に低かった。この結果より、酸分解に
より調製したアレルゲン分解物を用いた食
品アレルギー予防ワクチンの有用性を実証
することができた。さらに、小麦タンパク質
を用いて同様の結果を検証することにも成
功した。	

（5）寛容化 T細胞のマーカー遺伝子の同定。 
	 食品アレルギー予防ワクチンを実用化す
るにあたって、ワクチン摂取により経口免疫
寛容が確実に誘導されたかどうかを評価す
る指標が必要となる。その為には、寛容化し
たT細胞に特異的なバイオマーカーとして利

 

 

 

 



用できる分子を同定することが望まれる。そ
こで最後に、抗原を摂取することで経口免疫
寛容を誘導したマウスから T 細胞を採取し、
次世代シーケンサーを用いたトランスクリ
プトーム解析および網羅的 DNA メチル化解
析によって寛容化 T細胞で発現が高く、かつ
エピジェネティックな制御により安定的に
発現が持続すると考えられる遺伝子を複数
同定した。	
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