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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、マウスにおける動物モデルをワクチンの予防効果ならびに治療効果に分けて確立

しその奏功機序を解析した。その結果、予防効果を示すモデルマウスにおいては減感作療法を

行うことによって Th1/Th2 両者のサイトカインの産生量が減少していた。さらに、舌下減感作

療法を行うことによって治療効果を示すモデルマウスにおいて実際の臨床症状を判定する際の

鼻洗浄液中に存在する炎症細胞や顆粒球数の減少が認められた。口腔底において抗原提示細胞

の解析を行った結果、F4/80 抗原を有するマクロファージが中心であった。このことより、口

腔底からの舌下減感作療法はこれまでにない経粘膜ワクチンであることが明らかとなった。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we comparatively examined the effect of SLIT on antigen-induced airway 

inflammation developed in bronchoalveolar and nasal cavities in mice. Massive 

infiltration of eosinophils as well as neutrophils into the bronchoalveolar cavity was 

induced by intratracheal OVA challenge. In the nasal cavity, eosinophil accumulation was 

occurred, though the number of neutrophils was not significantly changed, in response 

to nasal antigen challenge. These antigen-induced airway inflammatory responses, 

including increase in the number of eosinophils and/or neutrophils in the bronchoalveolar 

and nasal cavities were clearly suppressed by sublingual OVA administration. This animal 

model displaying differential inflammatory responses in the bronchoalveolar and nasal 

cavities may be useful to elucidate the efficacy and mechanisms of SLIT against various 

allergic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 

花粉症における根本治療として古くから行

われているスギ花粉抽出物を用いた免疫療

法である皮下減感作療法は、治療または長期

寛解を期待できる現在唯一の方法と考えら

れ、実際に医療現場で行われている(大橋淑

宏 他, Prog Med 2000, 20: 2469., 藤田

洋祐 他, 治療学, 1988, 21: 61., 大久保

公裕, 医学のあゆみ, 2000, 2002: 437.)。

近年、スギ花粉症に対する皮下減感作療法の

長期観察における治療成績について報告が

なされた(奥田稔, 2006, アレルギー, 55: 

655.)。その報告によると、治療効果は年次

飛散花粉数の影響を受けたが、治療中止後10

年間の平均スコアは治療終了時におけるス

コアと比較して有意に減少しており42%の患

者は無症状無投薬であったことを報告して

いる。しかしながら、現行で行われている短

期間での急速法（奥田稔 他, モダンクリニ

カルポイント, 金原出版, 東京, 1991, 18

4.）においても専門医院に通院すること４０

回以上（平均3.6年）であり患者さんに大き

な負担をしいる治療法である。さらにこの皮

下減感作療法は、時に重篤な副作用であるア

ナフィラキシーを誘発することがあり、長期

にわたる通院を含めて医療機関における管

理が必須となっている点は満足できるもの

ではない。そこでアレルゲンを用いた免疫療

法の有効性を念頭に入れて、この皮下減感作

療法に代わるより安全で治療効果の高い新

規の治療法の開発に取り組む必要がある。 

 
２．研究の目的 

実際にヒトへ応用されているこの舌下減

感作療法に関しては誘導メカニズムや作用

機序に関してあまりにも不明な点が多く臨

床疫学の成績に依存した結果のみによって、

近い将来におけるアレルギー療法の中心と

なることは、医学的ならびに社会学的にも大

変危険である。そこで本研究の目的は、粘膜

免疫学の中の経口免疫寛容のコンセプトを

用いた「舌下減感作療法」の免疫寛容誘導機

構を解明し、その特徴を踏まえた抗原デリバ

リーシステムを開発することにより、科学的

な根拠に基づいた医学的な効果と安全性が

あり、社会学的また経済的に優れたアレルギ

ー予防・治療法を社会に提供することである。 

 
３．研究の方法 

１． マウスを用いた舌下減感作療法モデル

動物の開発 

予防効果の評価 

1) マウス(Balb/c)はケタミンによる麻

酔下にて、舌下に5 分のlの抗原希釈

液を投与する。抗原投与頻度は、1週

間に1回、3回ならびに連日投与する群

を作製し1ヶ月間の期間で実施する。 

2) 実験系の条件検討などに用いる抗原

は、免疫実験における標準抗原として

広く使用されている鶏卵白アルブミ

ン(OVA)をスギ花粉抽出液と同じ濃度

で用いた。 

3) 最終投与1週間後、全身性アレルギー

を誘発するための追加免疫はコスモ

バイオ社製のスギ花粉抽出物または

OVAを使用する。この場合100 g 抗

原/ 5 mg 水酸化アルミニウムを腹腔

内に2週間ごとに2回投与する。最終投

与1週間～1ヶ月後に血清中の抗原特

異的 IgE量を中心にサイトカイン

(IL-4, -5 ,-13)やヒスタミン量の測

定し予防効果を検討する。 



 

治療効果の評価 

1) 治療効果の検討は上記の予防効果の

実験系において、全身性アレルギーを

誘発するための追加免疫を始めに行

う。その後、適宜希釈された抗原溶液

を1週間に2回投与する。始めの１ヶ月

間は原液の100倍希釈液を使用し、続

く１ヶ月間は原液の50倍希釈液を使

用し、さらに後の１ヶ月間は原液の25

倍希釈溶液を使用する。このようにし

て抗原希釈液を投与して約６ヶ月間、

毎週血清中の抗原特異的IgE量を測定

する。 

2) 治療処置前後のマウス血清から多項

目（IL-4, -13などを含めた各種サイ

トカインとケモカイン）に渡る検出解

析を行う。 

 

２．口腔底における抗原の取り込み機構

の解明 

  1) 舌下口腔粘膜に存在するMHC-classII

を発現する抗原提示細胞の分離をコ

ラゲナーゼ法で行い表層抗原のFACS

解析を行う。 

2) 口腔底に存在するリンパ節における

抗原提示細胞の分離と表層抗原の解

析を行う。  

 

４．研究成果 

１． 予防効果の評価 

1)舌下免疫療法における動物モデルの開発 

標準抗原である OVAを事前に投与する実験系

を確立するために、抗原投与量を検討した結

果、図１に示す実験系を確立した。その結果

によると、事前の抗原投与は抗原濃度が

23ng/5 l の場合に 2 週間の期間において毎

日１回は舌下に抗原溶液 5 l を投与しなけ

ればならなかった。 

 

2)抗原特異的 Ig量の測定 

免疫療法の予防効果を検討するために抗原

特異的 IgEを測定した。その結果、血清中の

抗原特異的 IgEまたは IgG量は舌下免疫投与

によってコントロール群と比較して優位に

減少していた（図２）。この結果は、抗原特

異的鼻アレルギー疾患において、舌下免疫療

法による予防効果を動物実験により示して

おり、この実験モデルを以後の研究に用いた。 

 

 

3)抗原特異的 T 細胞の応答解析 

抗原特異的 CD4 陽性Ｔ細胞の反応性を in 

vitro の培養試験にて行った。T 細胞はマウ

ス脾臓より分離し、抗体を用いた磁気分離シ

ステム(MACS)により精製を行った。その結果、

舌下免疫療法を行ったマウスより得られた

CD4 陽性 T 細胞の抗原特異的増殖は抑制され

た（図３）。さらに、この増殖試験における

培養上清に産生される Th1/Th2型サイトカイ

ンの産生量を ELISAにより測定した。その結

果、測定した全てのサイトカイン Th1 型

（IL-2）と Th2 型(IL-4, -5, -10)において

舌下免疫療法を行った場合に抗原特異的サ

イトカインの産生量が優位に減少している



ことが認められた（図３）。特に抑制性サイ

トカインである IL-10量の減少は顕著であっ

た。 

 

２． 治療効果の評価 

1)舌下免疫療法における動物モデルの開発 

治療効果を検証するための動物実験系を確

立した（図４）。図４に示すように予防効果

の実験系を抗原による感作を初めに行うこ

とにより全身をアレルギー体質化したモデ

ルを構築した。抗原量は、図１に実験系を参

考に構築を行った。抗原感作後の血清中の抗

原特異的 IgE量を測定することによってアレ

ルギー疾患モデルマウスであることを確認

した。 

 

2)治療効果の検索  

a)気管支肺胞洗浄液中の細胞構成 

実際にスギ花粉症を想定したモデルマウス

を用いて解析を行うために、使用抗原はスギ

花粉抽出物を使用して、舌下減感作療法を施

した。その結果、浸潤総細胞数は、舌下減感

作療法を行うことにより優位に減少した（図

５）。その中でも好酸球と好中球は、治療を

施すことに優位に減少していることが明ら

かとなった（図５）。これらのことは、アレ

ルギーの病態増を誘導する液性因子が減少

することによって、炎症性細胞である好酸球

と好中球の浸潤が抑制されたと考えられる。 

 

b)気管支肺胞洗浄液中の液性因子の検索 

一般に気管支におけるアレルギーは喘息疾

患としてとらえられているが、花粉症などに

おける鼻アレルギーにおいて気管支の炎症

状態を検索することは重要である。 

そこで気管支肺胞内の浸潤細胞の種類と数

を検索したが、これらの細胞を郵送させる可

能性のあるサイトカインとケモカインを肺

胞洗浄液中より検索した。その結果、サイト

カイン(IL-4, -5, -13)とケモカイン(RANTES, 

MIP-1, MIP-2, KC)全てにおいて舌下減感作

療法を行った場合、産生量が減少しており治

療効果が明らかに現れていることが明らか

となった（図６）。 

 

c)鼻腔洗浄液中の細胞構成 

鼻アレルギーにおいてアレルギー症状が最

も反映される臓器であり、マウス洗浄液中の

浸潤細胞の種類と数を検討した。その結果、

舌下減感作療法を行うことにより鼻腔内に

浸潤する炎症細胞が優位に減少することが

明らかとなった（図７）。特にアレルギー疾

患と関連が強い好酸球の浸潤数が優位に減

少していることが明らかとなった（図７）。

さらに、抗原特異的免疫応答を誘導するのに

重要である抗原提示細胞を検索すると、マク



ロファージの浸潤の抑制が顕著であった（図

７）。 

 

d)鼻腔洗浄液中の抗体価 

鼻アレルギーは、抗原が鼻粘膜より取り込ま

れることにより発症する。特にこのＩ型アレ

ルギーは即時型アレルギーと言われており

IgE が重要な働きをしている。そこで鼻腔洗

浄液中に存在する IgE量を測定することによ

り、治療効果を検討した。 

治療的舌下減感作療法を行うことによりス

ギ花粉抗原特異的 IgE量は優位に減少してい

ることが明らかとなった（図８）。一方、抗

原投機的 IgG量も減少していることが明らか

となった（図８）。 

 

 

3.抗原取り込み機能の解析 

1)各種 CD３陽性 T細胞の解析 

口腔底(Oral cavity:OC)より単核細胞を分離

してこれまでに腸管免疫でよく解析されて

いるパイエル板(PP)と比較しながら FACS 解

析を行った。その結果、PPにおいて分離され

た単核細胞中 CD3 陽性 T 細胞は 15%であるの

に対して OC では 7.5%であった。一方、PP に

おける B220抗体陽性 B細胞は 80%であったの

に対して、OC では 2%ほどしか存在しなかっ

た。 

 

2)口腔底に存在する抗原提示細胞の解析 

CD11c 陽性細胞である樹状細胞は PP には 1%

以下であったが、OCでは約 2%存在していた。

また、樹状細胞とならんで重要な抗原提示細

胞であるマクロファージ（F4/80 陽性細胞）

も PP より OC の方が高頻度で存在していた。

これらの結果より口腔底粘膜においては、舌

下減感作療法における抗原を取り込んだ後

の免疫寛容を誘導する高度な細胞群が存在

する細胞の存在が示された。      
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