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研究成果の概要（和文）：　安全な経口免疫療法の確立を目指して、加水分解乳を用いた牛乳アレルギーの免疫療法に
おける、アレルゲン特異的Ｔ細胞と好塩基球の活性化を解析した。
　牛乳アレルゲン特異的Ｔ細胞は、活性化マーカーCD154 陽性細胞として同定し、同時に細胞質内サイトカインを多重
染色して解析した。その結果、牛乳アレルギー患者では、非牛乳アレルギー患者に比し、牛乳アレルゲン特異的Th2サ
イトカイン産生細胞が有意に増加しており、また、牛乳アレルゲン特異的IL-4産生細胞数は牛乳特異的IgEと正の相関
を示した。一方、好塩基球の解析では、症例数は少ないが、免疫療法後にSykの低下が認められた。現在症例数を増や
して検討中である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanism of oral immunotherapy for food allergy immunologically, 
with the aim to establish a safe oral immunotherapy. In this study, we evaluated allergen-specific T cells
 and the activation of basophils in immunotherapy using hypo-allergic hydrolyzed milk. Milk allergen speci
fic T cells were identified as CD154 positive cells after allergen stimulation, and intracytoplasmic cytok
ines were simultaneously analyzed by multi-color flow-cytometry (Galios). As a result, the milk allergic p
atients, compared to non-milk allergic patients, milk allergen-specific Th2 cytokine producing cells have 
increased significantly, and milk allergen-specific IL-4 producing cells were positively correlated with m
ilk specific IgE. On the other hand, in the analysis of basophils, the reduction of Syk involved in signal
 from Fc epsilon RI was observed after immunotherapy, although the number of cases is still small. It is u
nder investigation by increasing the number of cases currently.
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１．研究開始当初の背景
我が国における食物アレルギーの有病率

は、乳児が約 10％、3 歳児で約 5％、学童以
降が 1.3～26％と推定され、年々増加傾向を
示している。乳幼児期発症の鶏卵、乳製品、
小麦による即時型アレルギーなど、加齢にと
もなう耐性獲得が期待しうる場合もあるが、
学童から成人で新規発症してくる甲殻類、小
麦、果物、魚類、ソバ、ピーナッツなどは、
耐性獲得の可能性が低い。有効な根治療法は
確立しておらず、現状では原因となる食物の
回避が唯一の対策といえるが、成長・発育に
悪影響を及ぼし、患者や家族の QOL を損な
う上に、アナフィラキシーのように生命の危
険を伴う病態もあるため、有効な根治療法の
開発が望まれるところである。近年、アレル
ゲン特異的な経口免疫療法の有効性を示す
報告が国内外で蓄積され、特に急速増量免疫
療法の際立った効果が脚光を浴びているが、
安全性や効果の永続性など未だ多くの課題
が残されている。

２．研究の目的
アレルゲン特異的免疫療法の作用機序は

明らかでなく、今後のさらなる改良には耐性
獲得の機構を明らかにすることが不可欠と
思われる。なかでも T 細胞は、2 型ヘルパー
T 細胞（Th2）による IgE へのクラススイッ
チ、種々の制御性 T 細胞(Treg)によるアレル
ギー反応の制御など、アレルギーの発症や寛
解の獲得に果たす役割は大きいと考えられ
る。一方、好塩基球は肥満細胞と並び IgE 依
存性アレルギー反応の重要なエフェクター
細胞であるが、肥満細胞に比し、比較的容易
に in vitro での解析が可能である。本研究で
は、経口免疫療法の改良に資することを目的
に、アレルゲン特異的 T 細胞と好塩基球に着
目して免疫学的に作用機序を解析する。

３．研究の方法
本研究の対象は、当初、当該施設において

施行するアレルゲン特異的経口免疫療法の
臨床試験参加者および対照（自然寛解後を含
むその他の食物アレルギー患者、非アレルギ
ー者）と計画したが、免疫療法の進捗状況の
関係から、主に、牛乳アレルギーに対する加
水分解乳を用いた免疫療法参加者の解析と
なった。

作用機序の免疫学的検討としては、アレル
ゲ ン 特 異 的 T 細 胞 は 、 multicolor 
flow-cytometry 法により活性化抗原 CD154
を用いて同定し、細胞質内サイトカインの検
討を行った。好塩基球の活性化については、
同じく multicolor flow-cytometry 法を用い、
カゼイン特異的 IgE、総 IｇE、FcRI、CD203c、
CD63、Spleen tyrosine kinase (Syk)、リン
酸化 Syk、L-4 について検討した。

４．研究成果
牛乳アレルゲン特異的Ｔ細胞は、牛乳アレ

ルゲン存在下6時間培養して出現する活性化
マーカーCD154 陽性細胞として同定し、同時
に、細胞質内サイトカインおよび forkhead 
box P3(FOXP3)を多重染色して解析した（図
１）。

その結果、牛乳アレルギー患者では、非牛
乳アレルギー患者に比し、牛乳アレルゲン特
異的 IL-4 産生細胞（図２、P<0.05）、IL-5 産
生細胞（P<0.05）が有意に増加していた。

また、牛乳アレルゲン特異的 IL-4 産生細
胞は牛乳特異的 IgEとの有意な正の相関を認
めた（図 3、P<0.05）。

一方、牛乳アレルゲン特異的 INF-γ産生細
胞も、牛乳アレルギー群で増加していたが、
Th2/Th1 は、牛乳アレルギー群で有意に高く、
Th2 に偏倚していると考えられた（図４）。ま
た、アレルギーに抑制的に働くと考えられた
アレルゲン特異的 IL-10 産生細胞は、牛乳ア

図２ 牛乳アレルゲン特異的 IL-4、IL-5産生細胞

図３アレルゲン特異的IL-4産生細胞と特異的
IgE の相関

図１ 牛乳アレルゲン特異的 T細胞サブセット



レルギー患者でむしろ増加する傾向が認め
られ、CD4+CD25+Foxp3+の Treg も両群間で差
が認められなかった（図５）。現在、これら
の指標の免疫療法による推移を検討中であ
る。

一方、牛乳アレルゲンによる好塩基球活性
化の解析では、いまだ症例数が少ないが、免
疫療法により、非刺激時のSykの発現量や（図
６）、カゼイン刺激時のSykリン酸化（図７）、
IL-4 産生が低下する症例が認められた。

以上、経口免疫療法の機序を解析して、有
効性、安全性を改善する目的で、牛乳アレル
ギーを対象に、アレルゲン特異的な T細胞お
よび、好塩基球の活性化を解析した。牛乳ア
レルゲン特異的な T細胞の解析では、牛乳ア
レルギー患者では、非牛乳アレルギー患者に
比し、Il-4、IL-5 産生 Th-2 細胞が有意に多
かった。IFN-γ産生細胞も、牛乳アレルギー
患者で有意に多かったが、これは、牛乳アレ
ルゲン特異的T細胞全体が増加していること
を反映していると考えられ、Th-1 と Th-2 の
比からは、Th-2が優位であることが示された。
抑制性サイトカインであるIL-10を産生する
特異的 T細胞（Tr-1）は、予想に反し、牛乳
アレルギー患者で有意に増加しており、
Foxp3 陽性 Treg が、牛乳アレルギー患者と非
牛乳アレルギー患者で差がみられなかった
ことも考慮すると、牛乳アレルギー患者と非
牛乳アレルギー患者の差は、抑制系の発現よ
り、Th-2 を含む、アレルゲン特異的な T細胞
クローンの減少が、重要であることを示唆し
ているのかもしれない。さらに、症例数を増
やし、また、自然な耐性獲得ではなく、免疫
療法による耐性獲得の場合には、これらの指
標がどう変化しているかを今後検討して行
く予定である。

一方、牛乳による好塩基球の活性化を解析
する目的で、牛乳特異的 IgE、総 IgE、FceRI、
Syk、リン酸化 Syk、IL-4 を発現する好塩基
球を同時に解析する系を確立した、この手法
により、解析しえた症例数は少ないが、経口
免疫療法により、無刺激時の Syk の発現量が
低下し、牛乳アレルゲン刺激後の Syk のリン
酸化も低下する症例を認めた。経口免疫療法
により、特異的 IgE の減少や特異的 IgG4 の
出現とは独立して、好塩基球が抑制される機
序が考えられ、さらに症例を増やして検討し
て行く予定である。
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