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研究成果の概要（和文）：舌下に抗原を投与することで効率よく誘導される舌下免疫寛容を応用してアレルギー
症状の改善を図る舌下免疫療法は、簡易かつ有効なアレルギー治療法として注目されているが、この舌下免疫寛
容の誘導機構は不明である。本研究は、舌下免疫寛容が舌下粘膜免疫と腸管粘膜免疫とのクロストークによって
誘導されることを実証することを目的とした。本研究により、舌下から侵入した抗原はマクロファージに捕捉さ
れた後に舌下粘膜樹状細胞に受け渡されて所属（顎下）リンパ節に遊走し抗原特異的制御性T細胞が誘導される
こと、舌下粘膜ランゲルハンス細胞はこの機構に関与しないこと、腸管免疫寛容との関連について明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Sublingual immunotherapy (SLIT) is an allergen-specific treatment for 
allergy. SLIT operates by acting on the sublingual mucosa and increases allergen tolerance with 
safety and effective effect. However, the underlying immunological mechanism remain unclear. This 
study aimed at providing evidence that sublingual immune tolerance is induced by cross-talking with 
gut mucosal immunity. This study showed that after sublingual application of antigen, antigen was 
captured by macrophages, transferred to migratory dendritic cells, and antigen-specific regulatory T
 cells were induced in the draining (submandibular) lymph modes. This study also showed that 
Langerhans cells in sublingual mucosa were not responsible for the induction of sublingual immune 
tolerance, and that sublingual immune tolerance was related to intestinal immune tolerance.

研究分野：口腔免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（1）口から入って腸管で吸収された抗原に
対する免疫寛容は経口免疫寛容と呼ばれ、抗
原に反応するクローン除去、アナジー（抗原
不応答性）の誘導、制御性Ｔ（regulatory T, 
Treg）細胞の誘導という３つの機構により誘
導される。特に、腸管粘膜固有層と腸管関連
リンパ組織において免疫応答を抑制的に制
御する Treg 細胞の分化誘導や腸管への集積
（腸管ホーミング）に関する研究は欧米で活
発に展開されている。 
 
（2）一方、舌下に抗原を投与することで効
率よく誘導される免疫寛容は舌下免疫寛容
と呼ばれ、これを応用してアレルギー症状の
改善を図る舌下免疫療法（ sublingual 
immunotherapy, SLIT）は、簡易かつ有効な
アレルギー治療法として注目されている。ヨ
ーロッパでは既にアレルギー性鼻炎などに
対する治療法として普及している。その主な
抑制機序は“舌下に抗原を投与すると Treg
細胞が誘導され、また、免疫環境を Th2 から
Th1 へシフトさせる”と考えられている（J. 
Allergy Clin. Immunol. 2014;133:621-31）
が、この舌下免疫寛容の誘導機構を明確に示
した研究成果はない。 

 
２．研究の目的 
（1）本研究は、舌下免疫寛容が舌下粘膜免
疫と腸管粘膜免疫とのクロストークによっ
て誘導されることを実証する。 
 
（2）具体的には、抗原舌下投与後、誘導さ
れた制御性 T細胞は、腸管粘膜固有層にホー
ミングし、そこで増殖して全身に播種される
ことにより全身性トレランス（舌下免疫寛
容）が誘導されるという機構を明らかにし、
臨床応用のための基礎的研究基盤を提示す
る。 
 
３．研究の方法 
（1）マウス：C57BL/6 (CD45.2＋)、コンジェ
ニック C57BL6 CD45.1＋, OT-II マウスなどを
使用した。マウス実験は東北大学環境・安全
委員会動物実験専門委員会の審査の後、総長
の承認を得て、遺伝子組換えマウス実験は、
さらに、同遺伝子組換え実験安全専門委員会
の審査の後、総長の承認を得て実施した。 
 
（2）細胞の調整：舌・舌下組織はコラゲナ
ーゼ処理により、重層扁平上皮を分解可能な
トリプシン/EDTA 処理により細胞を分散させ、
フローサイトメトリーにより目的とする細
胞を精製した。 
 
（3）Treg 細胞誘導能の判定：本実験では、
MHC クラスⅡに提示された OVA323-339エピトー
プを特異的に認識する T 細胞受容体 (Vα2V
β5) を遺伝子導入したマウス（OT-II マウス、
C57BL/6 (CD45.2＋) バックグラウンド）と

CD45.1＋ コンジェニックマウスを使用した。
ドナー細胞として、ナイーブ OT-II CD4＋ T
細胞（CD45.2）を調整し、CD45.1＋レシピエ
ントマウスに移入する。その後、舌下に OVA
＋候補物質を複数回投与する。数日後、所属
リンパ節（顎下リンパ節）内のドナーCD4＋ T
細胞が発現する Foxp3（Treg 細胞のマスター
転写因子）を細胞内染色し、フローサイトメ
トリーで解析した。 
 
（4）レチノイン酸産生能：ALDEFLUOR キット
を用いた aldehyde dehydrogenase（ALDH）活
性を測定することによりレチノイン酸産生
能を調べた。基質 ALDEFLUOR は ALDH により
分解されると蛍光を発する。この蛍光強度を
フローサイトメトリーで解析した。 
 
（5）SLIT：マウスを麻酔した後、OVA と３％
カルボキシメチルセルロースを混ぜ20μLを
マウス舌下に投与する。これを週２回、２～
４週間投与する。 
 
（6）DTH マウスモデル：OVA を抗原とし、完
全フロイントアジュバントとともに乳濁液
としマウス皮下に投与し感作を成立させた。
１３日目にOVAを耳介皮下にチャレンジする。
継時的に耳介の腫脹をマイクロゲージで計
測し DTH の程度を定量した。 
 
（7）食物アレルギーモデル：OVA を抗原とし、
アジュバントとともに胃内投与し感作を成
立させた。２週後に OVA を胃内にチャレンジ
し下痢の程度で食物アレルギーの程度を定
量した。 
 
４．研究成果 
（1）舌下免疫寛容誘導機構の解明： 
①舌下粘膜に抗原（卵白アルブミン、OVA）
を投与すると、所属リンパ節である顎下リン
パ節で転写因子Foxp3を発現する抗原特異的
Foxp3＋制御性 T細胞が誘導された。 
②口腔粘膜の抗原提示細胞は、マクロファー
ジ、樹状細胞およびランゲルハンス細胞に分
類された。主な樹状細胞は CD103－CD11b＋の表
現型でレチノイン酸産生能をもち、CD103－

CD11b＋樹状細胞はレチノイン酸と TGFβ依存
的に、ナイーブ CD4＋T 細胞を Foxp3+制御性 T
細胞を誘導した。 
③顎下リンパ節においては、遊走性の CD103
－CD11b＋樹状細胞はレチノイン酸産生能と
TGFβ活性化能が亢進していた。蛍光標識 OVA
を舌下投与すると、まず舌下粘膜のマクロフ
ァージが、続いて顎下リンパ節の CD103－

CD11b＋樹状細胞が蛍光を発し、抗原の移行が
示唆された。顎下リンパ節の中で遊走性の
CD103－CD11b＋樹状細胞は、Foxp3＋制御性 T細
胞を誘導する主要な樹状細胞であった。 
④OVA を舌下投与した後、顎下リンパ節から
制御性T細胞を精製して別のマウスに移入す
ると遅延型過敏反応が抑制された。 



 以上の結果から、舌下に抗原を投与するこ
とにより、抗原がマクロファージから遊走性
樹状細胞に受け渡され、この遊走性樹状細胞
が所属リンパ節に移行して所属リンパ節内
で抗原特異的制御性T細胞が誘導されること、
さらに、この制御性 T細胞が遅延型過敏症を
抑制することが明確になった。 
 
（２）ランゲルハンス細胞は舌下免疫寛容に
関与するか？： 
①舌・舌下組織をコラゲナーゼと重層扁平上
皮を分解可能なトリプシン/EDTA 処理により、
ランゲルハンス細胞の精製が可能となった。
口腔・舌下粘膜重層扁平上皮内にランゲルハ
ンス細胞が存在することが明確となった。 
②舌・舌下粘膜の３種の抗原提示細胞（ラン
ゲルハンス細胞、樹状細胞およびマクロファ
ージ）を精製し制御性 T 細胞誘導能を in 
vitro で検討した結果、樹状細胞のみが制御 
性 T細胞を誘導し、ランゲルハンス細胞とマ
クロファージは誘導しなかった。 
③蛍光標識卵白アルブミン（抗原）を舌下に
投与し、抗原の動態を調べた結果、舌下と所
属リンパ節（顎下リンパ節）のランゲルハン
ス細胞は抗原の輸送には関与していなかっ
た。 
④顎下リンパ節の遊走性のランゲルハンス
細胞、樹状細胞およびマクロファージの細胞
数は、樹状細胞がランゲルハンス細胞やマク
ロファージと比較して３倍ほど多かった。ま
た、舌下へ抗原投与１６時間後に、顎下リン
パ節の遊走性のランゲルハンス細胞、樹状細
胞およびマクロファージを精製し制御性T細
胞誘導能を検討した結果、ランゲルハンス細
胞は制御性 T細胞誘導能を有するものの、樹
状細胞と比較すると誘導された制御性T細胞
数は 1/5 程度であった。 
 これらの結果より、舌下免疫寛容誘導に主
に樹状細胞が寄与しておりランゲルハンス
細胞はあまり関与していない、ことが明らか
になった。 
⑤さらに、唾液腺の抗原提示細胞を詳細に調
べた結果、これまで存在しないとされてきた
樹状細胞は実は存在して唾液腺の防御機構
に働いていることが明らかになった。 
 
（３）腸管免疫寛容との関連： 
①抗原を口から入れて腸管で吸収させて誘
導する免疫寛容を経口免疫寛容と呼び、これ
を利用した治療法を経口免疫療法（oral 
immunotherapy, OIT）という。舌下免疫療法
（sublingual immunotherapy, SLIT）と OIT
の効果についてアレルギーマウスモデルで
比較検討した。その結果、遅延型過敏症モデ
ルでは SLIT が顕著な抑制効果を示したが、
食物アレルギーモデルは SLIT と OIT は同程
度の抑制効果を示した。この結果は、舌下で
誘導された免疫寛容と腸管で誘導された免
疫寛容は質的に異なることを示唆する。 
 

（4）治療的プロトコルの開発： 
①これまで実施してきた舌下免疫寛容の誘
導方法は、抗原（卵白アルブミン）で感作す
る前に抗原を舌下に投与するという予防的
プロトコルであった。実際にアレルギー患者
に SLIT を実施することを想定し、抗原感作
した後に SLIT を行うという治療的プロトコ
ルが効果を示すかという点について遅延型
過敏症マウスモデルで検討した。その結果、
抗原感作＋チャレンジ後に抗原のみで SLIT
を実施しても明確な過敏症抑制効果は得ら
れなかったが、抗原と物質 A で SLIT を行う
と有意な過敏症抑制効果が得られ。治療的プ
ロトコルの開発に成功した。さらに本プロト
コルは数か月という長期間、過敏症抑制効果
を持続した。 
②現在、特許出願のための準備を進めている。 
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