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研究成果の概要（和文）：コレラ毒素（CT）はアレルギー・免疫反応を賦活するものの、その免疫誘導の詳細に
ついてはよく分かっていなかった。我々はCTが腸管上皮細胞の細胞死を誘導すること、損傷上皮からHMGB1のよ
うな損傷関連分子パターン（DAMP）が放出されること、放出されたHMGB1が腸管樹状細胞を活性化し食物抗原に
対する過剰な液性・細胞性免疫を媒介することを明らかにした。さらに、HMGB1阻害剤であるグリチルリチンの
マウスへの投与によりアレルギー・免疫反応が抑制できた。
　本研究によって、CTが腸管の上皮細胞死とHMGB1放出を誘導すること、HMGB1は食物アレルギーの抗原感作と進
行を媒介する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cholera toxin (CT) is a mucosal adjuvant and oral administration of 
ovalbumin (OVA) plus CT induces OVA-specific T cell responses and antibody production in mice. 
　We showed that oral CT enhances expression of CD80 and CD86 and antigen presentation to T cells of
 intestinal dendritic cells (DCs). We found that oral CT enhances cell death and cytoplasmic 
expression of high-mobility group box 1 protein (HMGB1) in intestinal epithelial cells (IECs), and 
fecal HMGB1 levels. HMGB1 dose-dependently enhanced the expression of CD80 and CD86 on DCs in vitro,
 and intravenous or oral administration of glycyrrhizin, an HMGB1 inhibitor, suppressed intestinal 
DC activation and induction of OVA specific T cell responses, IgA production, and delayed-type 
hypersensitivity induced by oral CT.
　These results showed that oral CT triggers cell death of IECs and the release of HMGB1 from the 
damaged IECs, and that the released HMGB1 may mediate antigen sensitization and progression of food 
allergy.

研究分野：食生活学、免疫学、アレルギー学、食品衛生学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　粘膜や皮膚は様々なアレルゲンが体内に入る門戸であると同時に、細菌感染などにより細胞損傷を受けやすい
部位でもある。細菌外毒素により損傷した腸管上皮は損傷関連分子パターンであるHMGB1を放出し、アレルギ
ー・炎症を引き起こす起点となることが明らかとなった。損傷上皮から侵入したアレルゲンは活性化樹状細胞に
取り込まれ、T・B細胞活性化と抗体産生を誘導し、食物アレルギーを引き起こす可能性が示唆された。
　食物アレルギーの予防のために、消化器急性感染時は粘膜損傷が治癒するまでアレルゲンを含む食品の摂取を
控えた方がよいと考えられる。アレルギー予防の食事指針の確立に向けて、本研究結果は極めて重要な意義を持
つ。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 食物アレルギーを含むアレルギー疾患は、近年増加の一途をたどっている。アレルギーの発
症には一部遺伝的要素の関与が指摘されてはいるが、後天的な環境因子がその発症や進行に大
きく関与すると考えられる。環境因子の中でも細菌感染は、アレルギー疾患の発症のきっかけ
や増悪因子であることが、臨床的・実験的に多々報告されている。例えば、アレルギー性鼻炎
や気道アレルギーは細菌感染に起因・悪化する症例が非常に多い。また、アトピー性皮膚炎の
患者の皮膚からは、黄色ブドウ球菌とそれらが放出する毒素が多く検出される。このように細
菌感染とアレルギーの発症・進行は深く関与することが考えられるが、そのメカニズムについ
てはまだよく分かっていない。 
 コレラ菌の外毒素であるコレラ毒素は強力な粘膜免疫賦活作用を有し、申請者はこれまでに、
卵白アルブミン（OVA）と共にコレラ毒素を経口投与したマウスにおける、OVA 特異的な腸管粘
膜 IgA と血中 IgG 産生（文献１）、および CD8+細胞傷害性 T リンパ球（CTLs）の腸管粘膜誘導
（文献２）を報告した。またコレラ毒素は IgE を産生しやすい系統マウスでは、IgE 産生が関
与する実験的食物アレルギーを誘導する。 
 コレラ毒素を投与したマウスでは下痢が誘発されると共に著しい消化管のびらんがみられ、
腸管上皮細胞の細胞死や損傷が起こっている可能性がある。死細胞や損傷細胞は、損傷関連分
子パターン（DAMPs）と呼ばれる物質を放出し、アレルギーや炎症反応の誘導に深く関与するこ
とが示唆されてはいるものの、詳細は未だ不明な点が多い。特に、消化管粘膜における細胞の
損傷による DAMPs の放出と食物アレルギーとの関係についての詳細はまだよく分かっていない。 
  
２．研究の目的 
 
 細菌外毒素であるコレラ毒素を OVA と共にマウスに経口投与すると、OVA に対する過剰な免
疫・アレルギー反応が誘導される。本研究では、コレラ毒素によって腸管上皮細胞が損傷し細
胞死が誘導されるか否か、損傷した腸管上皮から high-mobility group box 1（HMGB1）核タン
パクのような DAMPs が放出されるか否か、放出された HMGB1 が腸管樹状細胞を活性化して特異
的 T細胞への OVA 抗原提示を増強するか否か、について検討した。細菌外毒素の腸管上皮損傷
による DAMPs の放出と、食物アレルギーへの関与を明らかにし、アレルギー予防のために消化
管感染・損傷時のアレルゲン摂取への注意を喚起することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マウス：実験には６週齢の C57BL/6 雌マウスを用いた。マウスは日本医科大学動物実験
施設において、特定病原体を含まない（SPF）環境下で飼育した。 
 
（２）マウスへの経口投与：イソフルラン吸入麻酔下のマウスに、胃ゾンデを用いてコレラ毒
素、コレラ毒素 Aまたは Bサブユニット、OVA を経口投与した。 
 
（３）マウス腸管樹状細胞の分離と解析：マウス腸管膜リンパ節よりパーコール比重分離法お
よび MACS カラムを用いて CD11c 陽性樹状細胞を分離・精製した。 
 
（４）樹状細胞表面抗原の解析：細胞表面における CD80、CD86、MHC クラス I・II などの活性
化マーカーの発現の変化を、蛍光標識抗体による染色とフローサイトメトリーを用いた測定に
よって解析した。 
 
（５）樹状細胞による OVA 特異的 CD4+ OT-Ⅱおよび CD8+ OT-I T 細胞活性化能の検討：マウス
腸管樹状細胞を OT-I または OT-Ⅱ細胞（OVA 特異的 TCR を遺伝子導入した CD8+ または CD4+ T
細胞）と４日間共培養する。T細胞の増殖を細胞増殖色素カルボキシフルオレセイン・ジアセ 
テート(CFSE)を用いてフローサイトメトリーで測定した。 
 
（６）腸管上皮細胞の生死の解析：マウス小腸よりパーコール比重分離法を用いて上皮細胞を
分離した。トリパンブルー染色液を用いて顕微鏡下に生細胞数を測定した。また蛍光抗体によ
る上皮細胞接着分子（EpCAM）を発現する小腸上皮細胞の同定に加え、Annexin V と 7-AAD の二
重染色法によって上皮死細胞の割合をフローサイトメトリーで測定した。 
 
（７）ELISA 法による糞中・血中 HMGB1 濃度の定量：マウスより糞および血液を採取し、糞抽
出液および血漿中の HMGB1 量を酵素標識抗体を用いた ELISA 法により測定した。 
 
（８）HMGB1 添加による樹状細胞活性化および HMGB1 阻害剤添加による活性化阻害：マウス腸
管から分離した樹状細胞に様々な濃度の HMGB1 および HMGB1 阻害剤グリチルリチンを添加して
16 時間培養した後、樹状細胞表面の活性化マーカーをフローサイトメトリーで解析した。 
 



（９）マウスへの HMGB1 阻害剤投与による腸管樹状細胞および T細胞の活性化抑制：マウスに
グリチルリチンを静脈または経口投与し、コレラ毒素投与後の腸管樹状細胞表面における CD80
と CD86 の発現をフローサイトメトリーで解析した。また樹状細胞を OT-Ⅱまたは OT-I T 細胞
と共培養し、それら T細胞の増殖を測定した。 
 
（１０）マウスへの HMGB1 阻害剤投与による抗体産生抑制：マウスにグリチルリチンを静脈ま
たは経口投与し、コレラ毒素と OVA 経口投与後の糞を採取した。糞抽出液中抗 OVA IgA 抗体価
を ELISA 法により測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）経口コレラ毒素による腸管樹状細胞
の共刺激分子発現と抗原提示機能の増加 
 
 OVA 抗原に対する T 細胞免疫反応が誘導
されるためには、OVA タンパク抗原を取り
込んだ抗原提示細胞が断片化ペプチドを
MHC 分子上に提示し、これを認識したナイ
ーブT細胞が活性化され分化増殖する必要
がある。コレラ毒素をマウスに経口投与し
たところ、腸管の抗原提示細胞である
CD11c+樹状細胞における CD80、CD86 といっ
た共刺激分子（図１A）および MHC クラス
Ⅰ・Ⅱ分子の発現が著しく増加した。また
OVA と共にコレラ毒素を経口投与したマウ
スより分離精製したこれら活性化した腸
管 CD11+樹状細胞は OVA 特異的 CD4+ OT-Ⅱ細胞と CD8+ OT-
Ⅰ細胞のいずれをも増殖させた（図１B）。しかしコレラ毒
素 A または B サブユニットを経口投与した場合、腸管樹状
細胞における CD80、CD86、MHC クラス I・Ⅱの発現増加およ
び CD4+ T 細胞と CD8+ T 細胞への抗原提示活性は観察されな
かった（図 1A, B）。 
 さらに、コレラ毒素が試験管内で樹状細胞を直接活性化
することはなかったことより、我々はコレラ毒素刺激によ
って放出を促された何らかの腸管局所のメディエーターが
樹状細胞を活性化するのではないかと仮説を立てた。 
 
（２）経口コレラ毒素による腸管上皮細胞の損傷・細胞死
の誘導 
 コレラ毒素を経口投与したマウスは一過性に下痢を起こ
すと共に肉眼的に消化管のびらんが見られ、これらのマウ
スの小腸上皮では生細胞数が有意に減少した。しかしコレ
ラ毒素 A または B サブユニットを経口投与した場合は肉眼
的な変化は見られず、上皮の生細胞数にも変化はなかった。
さらに上皮細胞接着分子（EpCAM）を発現する小腸上皮細胞
において Annexin V と 7-AAD の二重染色法を用いて
死細胞を測定したところ、コレラ毒素経口投与マウ
スの EpCAM+上皮では Annexin V+ 7-AAD+死細胞の割合
が著しく増加していた（図２）。 
 
（３）経口コレラ毒素による核タンパク HMGB1 の上
皮細胞質発現と細胞外放出 
 細胞が様々なストレスを受けると、核タンパクで
ある HMGB1 は細胞質に移行し細胞死を促進する。死
細胞は HMGB1 を細胞外に放出さし、細胞外に放出さ
れた HMGB1 は DAMP・アラーミンメディエーターとし
て炎症を引き起こす。また HMGB1 は活性化した樹状
細胞やマクロファージからも分泌され、炎症をます
ます促進させる。 
 我々はコレラ毒素経口投与によって細胞死した腸
管上皮から HMGB1 が放出されるか調べるため、マウ
スの糞中 HMGB1 量を測定した。コレラ毒素経口投与
６時間後と１６時間後のマウスの糞で HMGB1 量の有



意な増加がみられ、糞中 HMGB1 量の増加は CTA や CTB サブユニットを経口投与したマウスでは
見られなかった（図３）。次に我々はマウスの小腸上皮細胞を分離して細胞質 HMGB1 の発現を調
べた。そうしたところコレラ毒素を経口投与したマウス小腸の EpCAM+CD45-上皮細胞において細
胞質 HMGB1 の明らかな発現増加がみられた。これらの結果は、コレラ毒素が腸管上皮細胞に作
用して核 HMGB1 タンパクを細胞質に移行させること、および上皮細胞死を誘導して死細胞から
HMGB1 が腸管局所に放出されることを示す。 
 
（４）HMGB1 添加による樹状細胞の活性化と HMGB1 阻害剤添加による活性化阻害 
 HMGB1 はヒ
トやラットの
樹 状 細 胞 の
CD80 や CD86
といった共刺
激分子の発現
を増加させる
ことが報告さ
れ て い る 。
我々は HMGB1
がマウスの樹
状細胞を試験
管内で活性化
するかを調べ
た。HMGB1 は濃
度依存的にマ
ウスの CD11c+

樹状細胞の CD80 と CD86 の発現を増強させ（図４A）、これらの発現増強は HMGB1 阻害剤である
グリチルリチンによって濃度依存的に抑制された（図４B）。 
 
（５）HMGB1 阻害剤投与による腸管樹状細胞の活性化と液性・細胞性免疫誘導の阻害 
 最後に、
HMGB1 阻害
剤グリチル
リチンをマ
ウスに投与
することで、
コレラ毒素
を経口投与
したときの
腸管上皮細
胞 か ら の
HMGB1 放出、
腸管樹状細
胞の活性化、
抗原特異的
T細胞反応、
抗体産生な
どが抑制されるかを調べた。その結果、グリチルリチンを静脈または経口投与したマウスにお
いて、コレラ毒素投与後の腸管の樹状細胞における CD80 と CD86 の発現増強（図５A）、CD4+と
CD8+ T 細胞への抗原提示能（図５B）が著しく抑制された。さらには、コレラ毒素による腸管
における OVA 特異的 IgA 産生（図５C）および遅延型過敏反応の誘導は、HMGB1 阻害剤グリチル
リチン投与によって有意に抑制された。これらの結果より、コレラ毒素によって損傷した腸管
上皮細胞から放出される HMGB1 のような DAMP は、腸管由来抗原を取り込んだ樹状細胞の活性化
と抗原提示を促し、腸管における過剰な CD4+ と CD8+ T 細胞反応や IgA 産生、および遅延型ア
レルギー反応に寄与することが明らかになった。 
 
（６）結論 
 強力な免疫反応・アレルギーを賦活することが知られているコレラ毒素であるが、その液性
免疫および細胞性免疫の誘導の機構についてはこれまでよく分かっていなかった。本研究にお
いて我々は、コレラ毒素が腸管上皮細胞の細胞死を誘導すること、損傷した腸管上皮細胞から
HMGB1 核タンパク質のような DAMPs が放出されること、放出された HMGB1 が腸管樹状細胞を活
性化し食物抗原に対する過剰な液性免疫および細胞性免疫を媒介することを明らかにした。 
 さらには HMGB1 阻害剤であるグリチルリチンをマウスに投与することによって、この食物抗
原に対する過剰な免疫・アレルギー反応を抑制することができた。グリチルリチンは薬用植物



である甘草に含まれる成分であり、古くから抗炎症・抗アレルギー作用が知られている物質で
ある。 
 粘膜や皮膚は様々なアレルゲンが体内に入る門戸であると同時に、細菌感染などによって細
胞損傷を受けやすい部位でもある。本研究によって、腸管上皮の細胞死および DANPs の放出が
食物アレルギー感作に深く関与する可能性が示唆された。したがって、消化管細菌感染などに
よって腸管上皮が損傷している際にアレルゲンを含む食品を摂取することは、食物アレルギー
の発症や増悪に関与する可能性がある。食物アレルギー予防の観点から、消化器急性感染時は
粘膜損傷が治癒するまでアレルゲンを含む食品の摂取を控えた方がよいと考えられる。また、
甘草成分グリチルリチンのような DAMPs 阻害剤の摂取によって、食物アレルギーの感作や増悪
が抑制できる可能性が示唆された。今後も食物アレルギーの予防や治療に応用可能な基礎研究
に真摯に取り組む所存である。 
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