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研究成果の概要（和文）：　本研究では、マウスを用いたアレルギー性鼻炎モデルの病態形成において、好酸球
がどのように関与するかを検討した。アレルギー鼻炎の遅発相では、鼻粘膜に好酸球が集積して鼻閉を起こすの
に重要な役割を果たすことはよく知られている。しかし、好酸球は多機能な免疫細胞なので、鼻粘膜以外の様々
な局面で好酸球が病態に関与している可能性があると考えられる。そこで、アレルギー性鼻炎モデルを誘導した
野生型マウスと好酸球欠損マウスを比べて好酸球の役割を検討した。
　結果、好酸球が早期相の増悪と抗原特異的IgE産生に対して抑制的に働くことがわかった。また、鼻粘膜中の
好酸球はその他の免疫細胞の分画にも影響を及ぼすと考えられた。

研究成果の概要（英文）： In this study, we examined how eosinophils are involved in pathogenesis of 
murine allergic rhinitis model.It is well known that in the late phase of allergic rhinitis, 
eosinophils accumulate in the nasal mucosa and play an important role in causing nasal obstruction. 
However, since eosinophils are multifunctional immune cells, it is considered that eosinophils may 
be involved in the pathology in various aspects other than the nasal mucosa. Therefore, the role of 
eosinophils was examined by comparing wild type mouse and eosinophil deficient mouse which induced 
allergic rhinitis model.
 As a result, it was found that eosinophils may exacerbate the early phase and inhibit 
antigen-specific IgE production. Eosinophils in the nasal mucosa were also thought to affect the 
fractionation of the other immune cells.

研究分野：耳鼻咽喉科
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１．研究開始当初の背景 
アレルギー鼻炎の遅発相では、鼻粘膜に好
酸球が集積し、局所で炎症性サイトカインや
ケモカイン放出、炎症細胞浸潤を誘導し、鼻
閉症状を起こすのに重要な役割を果たすこ
とはよく知られている。しかし、好酸球は脱
顆粒をおこして組織を障害すること以外に、
自然免疫系・獲得免疫系の役割も有する免疫
細胞であり、鼻粘膜のみではなく、様々な局
面で病態に関与する可能性があると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
好酸球がアレルギー性鼻炎において、遅発
層で集積して炎症性サイトカインや脂質メ
ディエータの放出、脱顆粒を介した組織障害
を起こすこと以外に、どのような役割を果た
すのかについて検討した。 
 
３．研究の方法 
実験動物 

6-8週齢のC57BL/6JJclマウスを野生型と
し 、 同 じ 背 景 の 好 酸 球 欠 損 マ ウ ス
（ΔdblGATA）に同処置を施し、好酸球の役
割について検討した。マウスは実験期間を通
して室温 23±3 ℃、湿度 30～90 ％、照明時
間７時から 21 時のクリーンエリア飼育室で
飼育し、固形飼料（MF、オリエンタル酵母
工業）と水を自由に摂取させた。本研究は，
川崎医科大学動物実験委員会の承認を受け
（No.15-082，16-097）、川崎医科大学動物実
験指針に基づいて実施した。 

 
アレルギー性鼻炎モデルの作製 
卵白アルブミン（以下 OVA）を抗原とする
ものを用いて作製した。実験プロトコルは、
Day 0, 7, 14 に OVA grade Ⅵ（A2512, 
Sigma Aldrich）75μg と Alum adjuvant 
（77161， Thermo Fisher Scientific）2mg
を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 phosphate 
buffered saline（以下 PBS）100μlに懸濁し、
腹腔内投与した。陰性対照には PBS のみを
投与した。Day 21から 27まで連日 1回 OVA 
500μgを PBS 20μlに懸濁し、半分ずつ左右
の鼻腔に投与してアレルギー性鼻炎を誘導
した。陰性対照には PBSのみを投与した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
PBS腹腔投与 PBS鼻腔投与群を PBS/PBS、
OVA腹腔投与 PBS鼻腔投与群をOVA/PBS、 
OVA腹腔投与 OVA鼻腔投与群を OVA/OVA
として結果を示す。 
 

鼻症状 
最終のOVA投与から 10分間のくしゃみ回
数を測定し、即時相の評価とした。 

 
血清 OVA特異的 IgEの測定 
解剖時に血清を回収し、anti-OVA IgE 

ELISA Kit（No.500840, Cayman）にて定量
した。まずヤギ抗マウス IgE捕捉抗体をコー
ティングしてある 96 ウェルプレートに、
Assay buffer にて 4倍希釈した血清 100 μl  
ずつ分注し、カバーをかけて密閉し、時々混
和しつつ常温にて 2時間かけてインキュベー
トした。次に、洗浄後 OVA-biotin conjugate  
100 μlずつ分注した後、カバーをかけて常温
にて１時間インキュベートした。さらに、洗
浄後 streptavidin-HRP 100μl ずつ分注し、
カバーをかけ常温 30分インキュベートした。
洗浄後に 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine 
substrate solution 100 μlを分注し、常温で
15 分インキュベート後、stop solution 100  
μl を 添 加 し、Varioskan Flash（Thermo 
Fisher Scientific）を用いて 450 nm にて吸
光度を測定し、定量した。 
 
組織学的評価 
解剖時に頭部を切断して皮膚・筋肉を除去
したものを 4%パラホルムアルデヒドで 1 週
間固定し、0.5M ethylenediaminetetraacetic 
acidにて脱灰後、パラフィンにて包埋してク
リオスタットにて 6μm厚の薄切スライド標
本を作製した。杯細胞同定目的に Periodic 
acid Schiff（以下 PAS）染色を用い、200倍
率で鋤鼻器を含む冠状断で 3つの異なる領域
の鼻中隔粘膜を任意に選び、基底膜 100μm
に存在する杯細胞数を算出した。また、鼻粘
膜の厚さについても同様に無作為に 3カ所選
択し、平均値を用いて比較検討した。 
 
解析 
 有意差の比較検討は Mann-Whitney の U
検定を用いた。p<0.05をもって統計学的に有
意とした。 
 
４．研究成果 
（1）PBS/PBS群や OVA/PBS群では 
野生型と好酸球欠損マウスで差がないが、 
OVA/OVA群においては好酸球欠損マウス 
は野生型と比較して有意にくしゃみ回数 
が減少した。 

 



（2）OVA特異的 IgE産生について、 
PBS/PBS群と OVA/PBS群では野生型と 
好酸球欠損マウスで有意な差は認められ 
なかったが、OVA/OVA群において、 
好酸球欠損マウスは野生型と比較して 
有意に血清 OVA特異的 IgE産生が増加 
した。 
 

 
 
（3）PBS/PBS群、OVA/PBS群、 
OVA/OVA群のいずれの群も、好酸球欠損 
マウスは野生型と比較して杯細胞化生に 
差は認められなかった。 
 

 
 
これらのことから、好酸球は 
① 即時相の増悪に関与すること 
② 抗原特異的 IgE産生を抑制すること 
③ 局所の杯細胞化生には影響しないこと 
が示された。 
 
具体的に好酸球が即時相の増悪にどのよ
うに関与するかについては鼻腔洗浄液中の
ヒスタミンやその他の脂質メディエータに
差があるのか、免疫細胞の分画についても増
減させることがあるのか、フローサイトメト
リーを用いた検討などで検討する必要があ
ると考えられる。 
 
血清抗原特異的 IgE定量の結果については、
総免疫グロブリン量に差がないか、総 IgEな
どについても比較した data があるほうが、
より正確な結論が出ると考えられる。また、
獲得免疫応答の場である所属リンパ節にお
ける免疫応答を比較する必要があると考え
られる。 
 
杯細胞化生については IL-13が関与すると
されているため、局所の IL-13産生は好酸球
の有無によって変動しない可能性が示唆さ

れた。鼻粘膜 mRNA にてサイトカインを比
較すること、鼻腔洗浄液中のサイトカイン定
量についても比較検討する必要があると考
えられる。 
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