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研究成果の概要（和文）：Allergin-1は免疫グロブリンスーパーファミリーに属する膜型受容体で肥満細胞に強
く発現しており、IgE受容体のシグナルを抑制し、in vivoではIgE依存性全身性アナフィラキシーを抑制するア
レルギー抑制分子である。Allergin-1のリガンドを同定するため、Allergin-1の細胞外領域とヒトIgG1Fc領域を
融合したキメラタンパク質（Allergin-1Fc）をプローブとして用いてAllergin-1が結合する分子を解析したとこ
ろ、イノシトールリン脂質がヒトおよびマウスAllergin-1Fcに結合し、試験管内の機能解析で肥満細胞からの脱
顆粒反応を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Allergin-1 is an immunoglobulin-like receptor that contains immunoreceptor 
tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) in the cytoplasmic region and is highly expressed on mast 
cells in both human and mice. Allergin-1 recuits the Src homology 2 domain-containing tyrosine 
phoshphatases-1 (SHP-1), which inhibit high-affinity receptor for IgE-mediated signaling in mast 
cells and suppress IgE-mediated systemic anaphylaxis in mice. To further elucidate the physiological
 roles of Allergin-1, it is essential to identify the ligand for Allergin-1. To achieve this issue, 
a chimeric protein consisting of extracellular portion of Allergin-1 fused to Fc portion of human 
IgG1 was use to detect the Allergin-1 ligand. 

研究分野： 免疫学

キーワード： アレルギー
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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 
 花粉症、アトピー性気管支喘息、アトピー

性皮膚炎などのＩ型アレルギー疾患は、世界

の成人の約３割が罹患しており、根治療法の

開発は社会的急務である。Ｉ型アレルギーは、

アレルゲン特異的な IgE 抗体が主な要因であ

り、この IgE抗体が肥満細胞上の高親和性 IgE

受容体（FcεRI）に結合した後、再び同じアレ

ルゲンに暴露されると肥満細胞の脱顆粒反

応が起こり、顆粒に含まれるケミカルメディ

エーターがアレルギー症状を引き起こす。こ

のため、IgE 抗体産生および FcεRI のシグナ

ル経路は治療標的となる。IgE 抗体産生を制

御する治療法として、最近、アレルゲン特異

的に免疫寛容を誘導する舌下免疫療法（J 

Allergy Clin Immunol, 17:1021, 2006）が保険適

用となり花粉症治療で一定の効果をあげて

いる。一方、FcεRI のシグナルを標的とした

治療法として、ヒト化抗 IgE 抗体

（omalizumab）が開発され、喘息治療では有

効率60-70%の治療効果をあげている（Allergy, 

60: 309, 2005）。しかし、どちらも治療期間の

長さや費用負担の大きさ、さらに全てのアレ

ルギー症状を制御するに至らない等の課題

があり、新しいシグナル分子を標的とした治

療法の開発が重要である。 

 申請者らは、免疫グロブリンスーパーファ

ミリーに属し、細胞内領域に Immunoreceptor 

tyrosine-based inhibitory motif（ITIM）を有す

る受容体、Allergin-1 を新しく同定した。

Allergin-1 は肥満細胞に強く発現する他、樹

状細胞および単球・マクロファージに発現し

ており、肥満細胞上では FcεRI のシグナルを

阻害することで全身性および局所アナフィ

ラキシーを抑制する（Hitomi K, et al, Nat 

Immunol, 2010）。Allergin-1 の生理的役割を明

らかにすることは、Ｉ型アレルギーの病態の

理解と治療法確立の基盤研究となる。申請者

は、Allergin-1 の生理的役割を明らかにする

ため Allergin-1 リガンドの同定を試み、イノ

シトールリン脂質がヒトおよびマウスの

Allergin-1-Fc キメラ蛋白に結合することに着

目した。マウス骨髄細胞由来肥満細胞

（BMMC）を脂質リポソームで刺激すると脱

顆粒反応が抑制され、さらにこのリポソーム

を局所性アナフィラキシーモデルに投与す

ると IgE に感作された耳介の血管透過性が抑

制される予備実験結果を得た。 
 
２．研究の目的 
平成 27 年度：Allergin-1 リガンドとしての

当該脂質の生理機能を明らかにするため、

この脂質に結合する結合蛋白質（バイオセ

ンサー）を用いて当該脂質の発現様式明ら

かにする。 

① Allergin-1 遺伝子欠損マウス由来骨髄培

養肥満細胞（BMMC）における当該脂

質の結合様式 

② Allergin-1 遺伝子欠損マウス耳介組織に

おける当該脂質の結合様式 

③ エクソソームにおける当該脂質の発現

様式 

平成 28 年度以降：アレルギー疾患モデルを

誘導して、 

① 当該脂質の発現様式を平成 27年度と同

様に解析する。 

② 当該脂質リポソームを投与することで、

アレルギー病態の抑制効果を明らかに

する。 
 
３．研究の方法 
【当該脂質の発現局在解析】 

1、肥満細胞における当該脂質の発現をバイ

オセンサーの結合を指標に共焦点レーザー

顕微鏡を用いて解析する。さらに、肥満細

胞を IgE で感作させた状態や感作させた肥

満細胞を抗原刺激した状態で同様に当該脂

質の局在を解析する。 

2、定常状態で肥満細胞を含む耳介組織に当

該脂質が細胞外に局在して肥満細胞と接触

しているか否かを明らかにするため、GFP



標識化バイオセンサーを用いて組織染色を

行う。 

3、エクソソームは、GFP 標識化バイオセン

サー発現ベクターを遺伝子導入した

Allergin-1 遺伝子欠損マウス由来 BMMC の

培養上清を回収し、多段階的遠心法にて濃

縮する。エクソソームには

Phosphatidylserine (PS)が露出していること

から、PS 特異的に結合する Annexin V を沈

殿物に結合させ、エクソソームの存在は

Annexin V の蛍光シグナルを指標に判断す

る。 

4、当該脂質がエクソソーム小胞の外に露出

していることを明らかにするため、エクソ

ソームを aldehyde/sulfate ラテックスビー

ズに吸着させ、その後 GST 標識化バイオセ

ンサーを結合させてフローサイトメトリー

法で解析する。 

5、野生型および Allergin-1 遺伝子欠損マ

ウスにヤケヒョウダニの抽出物を週 5 日

4 週間、計 20 回経鼻投与すると、Allergin-1

遺伝子欠損マウスは野生型と比較して血

清 IgE 抗体価、肺胞浸潤好酸球数、メサ

コリン刺激による気道抵抗が増悪する予

備実験結果を得ている。この系にリポソ

ームを投与し、野生型で症状の改善が見

られ、Allergin-1 遺伝子欠損マウスでは観

察されないことを検証する。 
 
４．研究成果 

（1）HDM による喘息モデルの HDM 投与条

件の検討：HDM 経鼻投与により野生型で肺

胞浸潤好酸球数が増加し、なおかつ Allergin-1

遺伝子欠損マウスとの差が観察される条件

は、HMD (100 µg)週１回、４週間投与が最適

と評価した。  

（2）リン脂質リポソーム作製法の検討：

Allergin-1Fc が結合するリン脂質と結合しな

い phosphatidylcholine (PC)の混合比を振り、

粒度分布測定装置にて、粒度が 100 µm に安

定的に均一に形成するのは、混合比 50％であ

ることを見出した。 

（3）脱顆粒抑制効果の検証：骨髄由来培養

肥満細胞（BMMC）を用いて、FcεRI を介し

た脱顆粒反応を抑制するか検討した。その結

果、リン脂質リポソームが野生型 BMMC の

脱顆粒は抑制したが、KO 由来の BMMC の脱

顆粒は抑制しないことから、このリン脂質が

Allergin-1 を介して脱顆粒を抑えることを見

出した。 

（4）HDM による気管支喘息モデルにおける

予防効果および治療効果の検討：リン脂質リ

ポソームは、50％混合物（PC：Allergin-1 リ

ガンドリン脂質）を用い、陰性コントロール

に 100%PC のリポソームを用いた。その結果、

陰性コントロールとして用いた PC リポソー

ムで HDM 誘導性喘息モデルの症状が低減す

ることを見出した。 

（5）リン脂質の生理的な発現は組織、肥満

細胞、およびエクソソームで検出されなかっ

たことから、生理的役割については明らかに

するに至らなかった。 
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