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研究成果の概要（和文）：食物アレルギーの治療法改善に資することを目的に、経口免疫療法施行中の牛乳アレ
ルギー患者を対象に、アレルゲン特異的2型ヘルパーT細胞（Th2）、制御性T細胞（Treg）、好塩基球の動態を解
析した。
低アレルゲン化ペプチドミルクを用いて行った4ヵ月間の経口免疫療法では、治療によりIL-4産生牛乳特異的T細
胞数の有意な低下をみとめ、経口免疫療法がTh2の抑制を介して奏効する可能性が示唆された。抗IgE抗体療法併
用経口免疫療法では、治療が有効であった症例では、抗IgE抗体により好塩基球活性化試験が陰性化することが
示され、本試験が抗体の至適投与量決定、有効性の予測に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to analyze the dynamics of allergen-specific type 2 helper 
T cells (Th2), regulatory T cells (Treg) and basophils in oral immunotherapy (OIT) participants to 
improve the treatment of food allergies.
After 4 months, patients receiving OIT using hypoallergenic peptide milk exhibited a marked decline 
in the number of IL-4 producing milk-specific T cells, implying OIT exerts its effects through the 
inhibition of Th2. In OIT combined with anti-IgE antibody therapy, the basophil activation test 
(BAT) was completely depressed by anti-IgE therapy only in a case where the succeeding OIT was 
effective. It might suggest that BAT is useful for determining the optimal dose of anti-IgE antibody
 and predicting its efficacy.

研究分野： 小児科学
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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 
近年増加傾向にある食物アレルギーは、患

者の成長・発育に悪影響を及ぼす上に、時に
アナフィラキシーのように生命の危険を伴
うにもかかわらず、発症および耐性獲得の機
序は、明らかにされておらず、有効な発症予
防法、根治を期待しうる治療法は確立してな
い。このため、食物アレルギーの主な対策は、
原因となる食物の回避と、誤食時の対症療法
にとどまっており、最近、アレルゲン特異的
経口免疫療法(OIT)の有効性を示す報告が国
内外で蓄積され、脚光を浴びているものの、
安全性や効果の永続性など未だ多くの課題
を残しながら、改良は試行錯誤に基づいてい
るのが現状である。 
 食物アレルギーの発症機序としては、経口
摂取された食物に対して、本来誘導されるは
ずの、様々な制御性 T 細胞(Treg)を介した
「経口寛容」が充分に機能せず、2 型ヘルパ
ーT 細胞（Th2）により産生される IL-4 など
の 2 型サイトカインが優位となって、アレル
ゲン特異的 IgE産生を促すとの考え方が有力
であるが、充分な証明はなされていない。ま
た、感作相における 2 型サイトカインの産生
は、Th2 のみが担うものではなく、新規に同
定され type 2 innate lymphoid cell (ILC2)や
好塩基球など自然免疫機構の役割も大きい
ことが、最近マウスモデルで提唱され、注目
されつつあるものの、ヒトでの解析は少ない。 
治癒機構に関しては、Treg による寛容の回

復が自然治癒につながると考えられている
が、一方、OIT では、制御性細胞の中でも、
アレルゲン特異的に抑制性サイトカインを
産生する誘導性制御性T細胞(inducible Treg、
iTreg)、1 型制御性 T 細胞（Tr1）の重要性が
指摘されている。このように、自然治癒と
OIT による耐性誘導は、必ずしも同一の機序
によるものではないとも考えられ、いずれの
機序も未だ不明な点が多い。また、OIT の開
始直後には、こうした制御性細胞の関与が考
えにくい早期から、マスト細胞や好塩基球と
いったエフェクター細胞の反応性低下が指
摘されており、OIT の重要な作用機序の一つ
と考えられているが、この点も詳細は明らか
にされていない。 

 
２．研究の目的 
有効な食物アレルギーの予防法や根治療

法の確立に資することを目的に、multicolor 
flow cytometryを用いて食物アレルギー患者
のアレルゲン特異的 Th2、Treg、ILC2、好
塩基球を解析し、食物アレルギーの発症およ
び治癒の免疫学的機序について検討する。 

 
３．研究の方法 
 本研究は、当該施設で進行中の２つの臨床
試験「ペプチドミルクによる低アレルゲン経
口免疫療法の検討」、「抗 IgE 抗体療法併用に
よる、牛乳アレルギーに対する経口免疫療法
の、有効性と安全性の改善効果を検討するた

めのパイロットスタディ」参加者を対象とし、
multicolor flow cytometry を用いて、以下
の検討を行った 
①アレルゲン特異的T細胞応答並びにiTreg、
Tr1 の解析 
対象より得た末梢血単核球（PBMC）をアレル
ゲン存在下に６時間培養し、細胞膜染色、細
胞固定、サポニン処理、細胞質内サイトカイ
ン 、 Foxp3 染 色 を 順 に 行 い 、 Gallios 
multicolor flow cytometer (Beckman 
Coulter)にて分析した。CD4 陽性 CD154 陽性
細胞をアレルゲン特異的 T細胞とし、これら
の内、細胞質内サイトカイン（IFN-γ、IL-4、
IL-5）陽性細胞数を算定する。同時に、アレ
ルゲン刺激にて増加した Foxp3 陽性 CD154 陰
性 LAP 陽性細胞を iTreg、Foxp3 陰性 IL-10
陽性細胞を Tr1 として、各々を算定する。 
②末梢血 ILC2 細胞の解析 
自然免疫系のシグナルを受けて IL-4 を産生
することにより、２型免疫応答を誘導すると
される ILC2 を、lineage marker 陰性、CRTH2
陽性、CD127 陽性の細胞として同定した。 
③好塩基球の解析 
好塩基球の、惹起相における古典的な機能

とともに、感作相において IL-4 を産生し、
Th2 型免疫を誘導する機能の両者を解析する
ため、末梢血中あるいは in vitro での各種
刺激後の好塩基球の、活性化抗原 CD63、
CD203c、総 IgE、特異的 IgE、FcRI 等の発現
を解析して、好塩基球の活性化状態や反応性
の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
①ペプチドミルクによる低アレルゲン経口
免疫療法の検討参加者を対象とした検討    
低アレルゲン化ペプチドミルクを用いて

行った4ヵ月間の経口免疫療法が及ぼす影響
を解析した。対象は、1 歳から 9 歳までの牛
乳アレルギー児 20 例で、プラセボ投与 2 ヵ
月と治療 2 ヵ月の群 9 人と 4 ヵ月治療群 11
人にランダム化した。治療開始前と開始後 2
ヵ月、4 ヵ月で採血し、免役学的検討を行っ
た（図１）。 

 
 図１ペプチドミルクによる低アレルゲン 

経口免疫療法のプロトコール 
 
T 細胞に関しては、末梢単核球を牛乳抗原

で刺激した後、CD154 と細胞質内サイトカイ
ン(IL-4, IL-5, IL-10, IFN-)、転写因子
Foxp3 を 蛍 光 標 識 し 、 multicolor flow 
cytometry で解析した。その結果、アレルゲ
ン特異的T細胞のサイトカイン産生の検討で
は、4ヵ月治療群では治療後に IL-4 産生牛乳



特異的 T細胞数の有意な低下をみとめた（図
2）。 

図 2 IL-4 産生牛乳特異的 T 細胞数の変化 
 

また治療2ヵ月の時点での経口負荷試験で
牛乳摂取可能量の増加をみとめた治療反応
群では、有意に IL-4 産生 T 細胞が低下して
いた（図 3）。 

図 3 治療反応群での IL-4 産生牛乳特異的 
T 細胞数の減少 

 
好塩基球については、リンパ球ゲートでの

CD3-、CRTH2+、CD203c+を指標に好塩基球を
同定し、細胞表面の CD63、IgE、カゼイン特
異的IgE、FcRIをmulticolor flow cytometry
で検討した。蛍光標識したカゼインを用いて
行ったカゼイン特異的IgE陽性好塩基球の検
討では、好塩基球の蛍光強度と牛乳特異的な
IｇE が強い相関を示し（p=0.96）、検討方法
の妥当性に関しては期待できる結果であっ
たが、免疫療法自体は各種パラメーターに有
意な影響を与えなかった(図 4)。 

図 4 好塩基球表面牛乳特異的 IgE と血漿牛乳 
特異的 IｇEにみられた強い相関 

 
②抗 IgE 抗体療法併用による、牛乳アレルギ
ーに対する経口免疫療法の、有効性と安全性
の改善効果を検討するためのパイロットス
タディ参加者を対象とした検討 
 牛乳負荷試験で陽性閾値が3ml以下の重症
牛乳アレルギー児 3名を対象に、抗 IgE 抗体

療法を併用して副反応を抑制しつつ、OIT に
より根治を目指すパイロットスタディーを
行い、免疫学的検討を行った。 
OIT の 5 週間前から、抗 IgE 抗体（オマリ

ズマブ）の皮下注を 4週ごとに 5回おこない、 
OIT は入院での初日急速増量の後、外来通院
で緩徐増量し、牛乳 100ml に達すれば同量で
維持を継続した。治療開始 1 年後には、2 週
間の完全除去後経口負荷試験（確認試験）を
行った。免疫学的検討は、抗IgE抗体開始前、
OIT 開始前、翌日退院時、OIT 開始後 3 ヵ月
目、6 ヵ月目、9 ヵ月目、12 ヵ月目に行った
（図 5）。 

  図 5 抗 IgE 抗体併用 OIT 研究プロトコール 
  
 治療経過としては、症例１（6歳男児）は、
研究開始直前の負荷試験では、積算 1.5ml で
陽性であったが、免疫療法開始後 4 ヵ月で
100ml の維持量に達し、1 年後の確認試験で
は 2週間の除去期間をおいても 200ml の摂取
が可能であった。一方、直前の負荷試験で、
積算 2.1ml で陽性であった症例 2（7歳男児）、
積算 0.1ml で陽性であった症例 3（6歳女児）
は、免疫療法開始後4ヵ月で、それぞれ、7ml、
20ml 摂取可能になったものの、その後誘発症
状が頻発し、それぞれ 3ml、0.5ml の微量で
の維持を余儀なくされている（図 6）。 

図６ 摂取可能量の推移 
 

 症例１と症例 2、3 の免疫学的パラメータ
ーを比較すると、治療前の時点で症例１は牛
乳異的 IgE が 1.14UA/mL、好塩基球活性化試
験（BAT）におけるアレルゲン閾値も 0.1 ㎎
/dl と（図７A,B）、免疫学的には比較的軽症
であったのに対し、症例 2、3 は、牛乳異的
IgE がそれぞれ 47.1UA/mL、45.2UA/mL、BAT
のアレルゲン閾値が両者とも 0.001 ㎎/dl と
（図７A,B）、症例１に比べ重症であった。こ
のため抗 IgE 抗体使用により、症例 1では好
塩基球活性化がほとんど消失したのに対し、



症例 2、3 では変化しなかった（図７B）。特
異的 IgE の少ない症例１では、抗 IgE 抗体に
より十分な阻止が可能であったが、症例 2、3
では阻止しきれなかったものと推測される。
好塩基球細胞表面上の FcRI やカゼイン特異
的 IgE は抗 IgE 抗体の使用により、ほぼ消失
したが、にもかかわらず症例 2、3 では、好
塩基球活性化は抑えられず、わずかに残存し
た特異的IgEが十分に好塩基球を活性化しう
ると推測された（図 7C、D）。 

 
図 7 経過中の免疫パラメーターの変化 

 
抗 IgE 抗体の使用終了後、症例１では BAT

が再度陽性化したが、その後は再度低下し、
これはOITによる効果と考えられた。症例2、
3 では抗 IgE 抗体使用中も BAT の十分な抑制
を達成できず、誘発症状が起きてしまったた
め、十分な牛乳摂取を達成できないことにな

り、結果として十分な OIT の効果を得られな
かったものと考えられた。 
今回、抗 IgE 抗体併用 OIT の治療効果が、

治療前の牛乳特異的IgE値の低い症例でのみ
観察されたこと、この症例は抗 IgE 抗体の使
用によりBATが陰性化していたことを考える
と、今後は BAT の陰性化を指標に、症例ごと
に十分量の抗 IgE 抗体を、より長い期間使用
する検討を行う必要があると考えられた。 
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