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研究成果の概要（和文）：オボアルブミン(OVA)産生遺伝子組換え乳酸菌をマウス経口投与後、OVAとアラムの腹
腔内投与を行った。しかし、乳酸菌のOVA産生能の低いため、OVA特異的IgEの抑制は認められなかった。OVAとこ
の乳酸菌を混合して経口投与すると、OVA特異的IgEの抑制効果は10μgから強い抑制が認められた。この結果に
よって、混合投与するだけでも強い抑制が認められることが分かった。食物アレルギーのイヌにおいて約10%が
卵白粗抗原IgE陽性さらにその中の75%はOVAに陽性を示した。本研究によって、アレルゲンと乳酸菌の混合投与
によるイヌの食物アレルギーの治療法が確立できる可能が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ovalbumin (OVA)-producing lactic acid bacteria (LB) were orally 
administrated to mice, followed by an intraperitoneal injection of OVA and alum. There were no 
differences in the levels of OVA-specific IgE between the group that received OVA-producing LB and 
the control groups, suggesting that the OVA-producing ability of these LB was low. Next, a mixture 
of OVA and LB was administered orally to mice. We found that the administration of more than 10 μg 
of OVA suppresses the levels of OVA-specific IgE. Mixtures of OVA and LB may therefore be used in 
immunotherapy for egg allergies. We then measured the levels of IgE specific to egg allergens in 82 
dogs with food allergies. Approximately 10% of these dogs produced IgE specific to crude white egg. 
Furthermore, 75% of dogs with IgE specific to crude white egg also produced OVA-specific IgE. This 
suggests that a mixture of egg allergens and LB could be used in immunotherapy for food allergy in 
dogs.

研究分野： 免疫学

キーワード： 食物アレルギー　オボアルブミン　乳酸菌　イヌ　マウス
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１． 研究開始当初の背景 
多くの疫学調査がヨーロッパで行われ、西

欧は東欧に比べ、明らかにアレルギー疾患の
発生が多いことが明らかになっている。その
関連因子として東欧の子供の腸内細菌叢は、
西欧の子供に比べ、乳酸菌が多いことが疫学
的に明らかになっている。アレルギーの治療
のための免疫療法として、減感作療法が以前
から行われてきた。2000 年代の後半から接
種ルートを経口に代えた経口免疫療法が行
われるようになった。さらにその適当症例も
食物アレルギーを対象とした臨床研究も行
われるようになった。牛乳、卵、ピーナッツ
アレルギー患者で行われ、いずれも重症例の
食物アレルギー患者を対象にしながらも高
い有効性を示した。IL-10 は抑制性サイトカ
インとして知られている。食物アレルギー患
者への経口免疫療法の臨床試験において、そ
の機序に制御性Ｔ細胞とその細胞から産生
される IL-10 が関与していると考えられてい
る。 
 
２．研究の目的 
食物アレルゲン産生組換え乳酸菌ワクチ

ンを食物性アレルギー発症モデルマウスに
投与してアレルギー抑制効果について評価
する。現在の食物アレルギーの治療は原因と
なるアレルゲン食物の除去が最も効果的と
されている。しかし、原因アレルゲン食物を
確定することが困難であり、代替の食物に切
り替えることもむつかしい場合もある。次に
IL-10 とのキャリアーとしたワクチンを作製
して、より効果的な食物アレルギーの治療に
対する可能性を検討する。 
さらに本研究により、犬の食物性アレルギ

ーに対する臨床応用の可能性について検討
する。これまで犬における食物アレルギーの
対処はアレルゲンを除去したドックフード
による対処療法が主であったが、食物アレル
ギーの根治的治療法として用いられる可能
性がある。また、本研究はヒトでの食物アレ
ルギーの経口免疫療法のモデルとして有用
になると考えられる。食物アレルギーの根治
的治療法はまだ確立していない。本研究がそ
の先駆的な研究となり、その研究的意義は大
きいと考えられる。 

 
３．研究の方法 
(1) オボアルブミン(OVA)産生遺伝子組換え
乳酸菌のマウス実験 
卵アレルギーにおける主要アレルゲンで

あるオボアルブミン(OVA)遺伝子をプラスミ
ド DNA に組込み、乳酸菌（Lactobacillus 
casei, IGM393株）にトランスフェクトした。

BALB/cマウスをOVA発現組換えL.casei投与
群、OVA 非発現組換え L.casei 投与群、OVA
投与群、生理食塩水投与群の計 4 群に分け、
実験を行った。0,1,2,7,8,9 日目に組換え
L.casei（5×109 CFU/匹）、OVA（1 μg/匹）
または PBS(-)を胃内投与した。16 日目と 28
日目に OVA 10 μg と水酸化アルミニウム(ア
ラム) 2 mg の混合液を腹腔内投与した。マウ
スの感作状態を評価するため、14 日、35 日
目の血清の採取を行い、それらに含まれる抗
原特異的イムノグロブリンの測定を行った。
38 日目に OVA 1 mg/匹を静脈内投与し、アナ
フィラキシー反応を誘発し、評価した。アナ
フィラキシー反応評価後、Treg の測定のため
に無菌的に脾臓を採取した。 
(2)OVA と乳酸菌の混合ワクチンのマウス実
験 
BALB/cマウスをOVA投与量別に分け実験を

行った。それぞれの群は、OVA（OVA10 mg/匹, 
1 mg/匹, 100 μg/匹, 10 μg/匹, 1 μg/匹）
と乳酸菌（5.0×109 CFU）の混合液を経口投
与もしくは PBS（-）のみ経口投与を行った。
経口投与は 0～4, 7～11, 14～18 日目に行っ
た。20, 34 日目に OVA 10 μg とアラム 2 mg
の混合液を腹腔内投与した。19 日目と 39 日
目に血清ならびに糞の採取を行い、それらに
含まれるOVA特異的イムノグロブリン濃度の
測定を行った。40 日目に各群のマウスより採
取した脾細胞を OVA 添加、非添加の 2種類の
条件で培養を行い、培養後の CD4+細胞におけ
る Treg の割合を測定した。 
(3)食物アレルギー犬における卵アレルゲン
の反応 
ふじむら動物病院（箕面、大阪）に来院し

たイヌでアトピー性皮膚炎を示し、食物除去
試験により、食物アレルギーである皮膚型食
物有害反応（CAFR）犬と診断された 82 頭と
陰性対照として卵を含まない餌を給餌され
ている 20 頭の健康なイヌ２０頭の血清を使
用した。卵白粗抗原及び OVA に対する抗原特
異的 IgE抗体を蛍光 ELISA 法によって測定し
た。さらにウェスタンブロット法により OVA
特異 IgE 抗体の存在を再確認した。 
 

４．研究成果 
(1) 食物アレルゲン産生遺伝子組換え乳

酸菌のマウス実験 
OVA 発現プラスミドベクターを導入した組

換え L.casei の OVA 発現量をフローサイトメ
ーターによって測定した。OVA 発現 L.casei
と OVA 非発現 L.casei を比較したところ、OVA
発現L.caseiの75.9％は菌体表層にOVAを発
現していた。(図１)。この組換え乳酸菌また
は OVAや PBS を前処置としてマウスに経口投



 

 

与したのち、OVA とアラムを腹腔内投与して
感作し、38 日目にアナフィラキシー反応の評
価と脾細胞の採取を行った。全ての群で血清
中 IgE 濃度の上昇が認められ、統計的な有意
差は見られなかった。アナフィラキシー反応
では全ての群で直腸温の低下が認められた。
OVA 非発現 L.casei 投与群と PBS 群を比較し
ても、有意な違いはなかったことから乳酸菌
の抗アレルギー効果は認められなかったと
考えられる。各群のマウスより採取した脾細
胞を OVA 添加または非添加培地で 48 時間培
養した。OVA 非添加で培養した脾細胞と比較
して、OVA と共培養した脾細胞の Treg の細胞
数は全ての群で変わらなかった。本実験の結
果より、OVA 発現 L.casei の抗原特異的 Treg
を介した免疫寛容誘導能は認められなかっ
た。 
 

図１ 組換え乳酸菌の菌体表面の OVA 発現 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(2)OVA と乳酸菌の混合ワクチンのマウス実
験 
マウスに対してOVAと乳酸菌を混合して経

口投与した時、抗アレルギー効果を誘導する
のに必要なOVAアレルゲン量の検討を行った。
39日目の血清中OVA特異的IgE値を比較した
ところ、OVA 特異的 IgE の抑制効果は 10μg
から強い抑制が認められ、用量依存性に OVA
特異的 IgE の減少傾向が認められた(図２)。
OVA 特異的 IgG2a は、39 日目において PBS 投
与群と比較してOVA投与群で増加が認められ
た。しかし、対照群と比較して特異的な Treg
の増加は認められなかった。OVA 特異的 IgE
の産生抑制はTh1へのシフトを介したメカニ
ズムが考えられた。この結果から食物アレル
ゲンと抗アレルギー作用を有する乳酸菌の
混合投与によって食物アレルギーの経口免
疫療法の可能性が示唆された。 
 

(3)食物アレルギー犬における卵アレルゲン
の反応 
食物アレルギー（犬の 9.8％（82 頭のうち

8頭）が卵白粗抗原特異的 IgE 陽性だった(図
３A)。卵白粗抗原特異的 IgE 陽性を示した 8
頭のイヌのうち 5頭に対して、卵を含む食品
で食物負荷試験を行い、全頭で皮膚アレルギ
ー症状が誘発された。ヒトと同様にイヌにお
ける食物アレルギーの原因として卵も重要
であることがわかった。次に卵白粗抗原に対
する IgE反応性を有する 8頭のイヌの血清を
用いて、OVA 特異的 IgE 反応性を ELISA 法に
よって調べた。OVA に対する IgE 反応性は、8
頭中 6 頭（75.0％）で認められた(図３B)。
ヒトと同様にイヌにおける卵アレルギーの
主要アレルゲンがOVAであることがわかった。
ELISA 法で OVA 特異的 IgE が認められた 3 頭
のイヌの血清を用いたウェスタンブロット
でも OVA に対する反応性が確認できた。これ
らの結果によってイヌの食物アレルギー犬
でも卵アレルギーが認められ、ヒトと同様に
OVA が主要なアレルゲンとなっていることが
確認できた。 
 

図２ OVA 経口免疫を行ったマウスの OVA 特
異 IgE 抗体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図３A 食物アレルギー犬における卵粗抗原
に対する IgE 反応性 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

図３B 卵粗抗原特異IgE陽性犬におけるOVA
特異 IgE 反応性 
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