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研究成果の概要（和文）：経皮感作マウスモデルで、抗原感作部位の皮膚の炎症を抑制すると、経口負荷で誘発
される症状が減弱した。皮膚と腸管での遺伝子発現パターンの変化からは、皮膚での好塩基球の活性化とタイプ
２サイトカインの産生抑制により、腸管のマスト細胞活性化が抑制され誘発症状が減弱すると考えらえた
poly(lactide-co-glycolide)を用いたナノ粒子に抗原としてOVAを封入し皮膚に塗布すると血清中抗原特異的IgG
値が上昇した。このナノ粒子を皮膚に塗布して免疫療法を行うと、OVA経口チャレンジによる誘発症状が軽減す
る傾向を認めた。しかし、ブチレートエステル封入ナノ粒子にはアジュバント効果は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：In epicutaneously sensitized mice, suppression of skin inflammation in the 
antigen-administered site alleviated oral challenge-induced symptoms. The changes in mRNA expression
 profiles in the skin and intestine suggested that suppression of basophil activation and type 2 
cytokine expression in the skin and mast cell activation in the intestine was involved in the 
alleviation of the symptoms.
Application of OVA-encapsulated nanoparticles, which were made by poly(lactide-co-glycolide), 
increased serum levels of OVA-specific IgG. Epicutaneous immunotherapy with these nanoparticles 
tended to suppress symptoms induced by oral challenge of OVA. However, butyrate ester-encapsulated 
nanoparticles did not show any adjuvant effects.

研究分野：小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アトピー性皮膚炎に伴う食物アレルギーでは、皮膚炎を抑制することが、原因食物の誤食により誘発される症状
を軽減させる上で重要であることを明らかにした。また、その免疫学的機序として、皮膚における好塩基球の活
性化とタイプ２サイトカインの発現抑制が関与していることを明らかにした。この結果は、原因食物除去だけで
なく皮膚炎のコントロールによる好塩基球の活性化抑制が重要であることを示した。
ナノ粒子を用いた免疫療法としては、食物アレルギーの分野では経口投与が考えられているが、ナノ粒子を皮膚
に塗布する方法が新たな免疫療法となる可能性が示唆された。



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、食物アレルギー患者の増加が社会的問題となっている。食物アレルギーの治療は
原因食物の除去が基本となるが、食物除去は患者およびその家族に身体的・精神的・経済
的負担を強いるだけでなく、誤食によりアナフィラキシーが起きる危険が残る。原因食物
に対する耐性獲得を積極的に誘導するために経口免疫療法が検討されているが、治療に長
期間を要し、重篤な副作用の危険があるため、より安全でより効果的な免疫療法の開発が
急務となっている。 
我々はこれまで、オボアルブミン（OVA）腹腔感作後に OVA経口チャレンジにより即
時型食物アレルギー症状を呈する動物モデルを作成し、感作マウスのCD8+T細胞中には、
食物アレルギー症状を抑制する細胞が存在し、その抑制機序に IL-10が関与することを明
らかにした（Yamada A, J Allergy Clin Immunol 2009）。この結果に基づき、アレルギ
ー抑制機能を持つと考えられる制御性 CD8+T 細胞を誘導する免疫療法を開発するため、
抗原をリポソームに封入し、マンノースレセプターを介して樹状細胞によりクロスプレゼ
ンテーションさせ CD8+T細胞を活性化させる方法を検討した。その結果、オリゴマンノ
ース標識リポソームに抗原を封入し点鼻投与すると、抗原感作成立後でも、CD4+CD25+

制御性 T 細胞に加え抑制機能を発揮する CD8+CD28-細胞が誘導され、アレルギー性下痢
症状が抑制されることを明らかにした（Kawakita A, Allergy 2012）。 
一般に、皮膚深部の損傷では Th1反応が誘導されるのに対し、皮膚上皮浅層への損傷で
は Th2反応あるいは制御性 T細胞が誘導されることが報告されている、ビタミン Dは制
御性 CD4+T細胞の誘導に関わることから、ビタミン D3をアジュバントとして用いる経皮
免疫療法 epicutaneous immunizetionの可能性を検討した。しかし、ビタミン D3と OVA
を皮膚に塗布すると、OVAに対する Th1反応や制御性 T細胞は誘導されず、逆に、感作
が誘導され、その後の経口チャレンジにより即時型アレルギー性下痢症状と感作部位の皮
膚反応が惹起された。この結果を利用し、ビタミン D3 アナログをアジュバンドとして用
いて経皮感作食物アレルギーモデルを作成し、その病態解析を行ったところ、一旦経皮感
作が成立すると感作部位の皮膚の炎症の悪化により、食物アレルギー症状が増悪すること
が明らかとなった。 
皮膚角質バリア機能が正常であれば、分子量の大きなものは経皮的に吸収されにくい。
そのため、抗原を角質パリアを通過させるため密封貼付、角質ストリッピング、透過性亢
進のための化学的処理、マイクロニードルなど検討されている。しかし、これらの方法で
は皮膚損傷によりアレルギー症状が増悪する可能性がある。一方、軟性リポソームや
200nm までのナノ粒子であれば毛包周囲の抗原提示細胞に取り込まれることから食物ア
レルギーの経皮免疫療法に応用出来る可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
１）本研究では、経皮感作による食物アレルギーマウスで、皮膚症状が誘発症状に与える機序
を明らかにする 
２）経皮感作マウスに、抗原をアジュバンドと共にナノ粒子を用いて投与する経皮免疫療法を
検討し、経口チャレンジによる食物アレルギー症状を抑制する条件を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）オボアルブミン（OVA）経皮感作による食物アレルギーマウスの作成。 
ビタミン D3 アナログである MC903 を Balb/c マウスの耳介に塗布後、オボアルブミン(OVA)
溶液を染み混ませた濾紙を 48 時間貼付する。貼付による抗原曝露を 1週間毎に 3回繰り返す。
最終の経皮抗原投与後、6 日後に OVA 溶液を栄養チューブを用いて胃内に投与し、投与後の直
腸温変化、下痢の有無を観察した。 
投与前、投与後の血清を採取、腸管組織、耳介組織を回収し、組織検索用にホルマリン固定
するとともに、mRNA 発現解析用に RNAlater 中に保存した。 
２）抗原特異的 Ig 及び血清中 mmcp-1 の測定 
 OVA 特異的 IgE, IgG1, IgG2a, IgA、mmcp-1 を ELISA により測定した。 
３）サイトカインｍRNA 発現の測定 
 組織より RNAeasy を用いて RNA を拐取し、皮膚の RNA を Affimetrix 社の GeneChip Mouse 
Genome 430 2.0 Array チップを用いて網羅的に発現量を解析した。一部、リアルタイム RT-PCR
方法により各種サイトカインの mRNA 量を定量した。 
４）組織学的検査 
 腸管、耳介組織の好酸球は肥満細胞などの炎症細胞浸潤、組織変化を評価した。 
５）ナノ粒子の作成と投与 
ヒトへの使用が認可されている poly (lactide-co-glycolide)(PLGA)に polyvinyl alcohol
を安定剤として用い double emulsion 法でナノ粒子を作成した。 
 
４．研究成果 
１）抗原感作部位の皮膚炎症状の変化が誘発症状に与える機序 



 OVA で経皮感作後、初回の経口チャレンジを行い、
食物アレルギーを発症させた。その後、MC903 を皮膚
に塗布し皮膚炎を悪化させたマウスと、MC903 塗布に
加えデキサメサゾンを塗布して皮膚炎の治療を行った
マウスに対し、2回目のOVA経口チャレンジを行った。
その結果、皮膚炎を悪化させると 2 回目の誘発症状は
増悪した。一方、デキサメサゾンの塗布により皮膚の
炎症を軽減させると誘発症状の増悪は抑制された。 
 皮膚のmRNAの発現を網羅的に解析したところ、
MC903塗布群でMcpt8, Mcpt1, IL-3, IL-4, TSLP
のmRNA発現量の増加を認めた(図 1)。 
 デキサメサゾン塗布により皮膚の炎症を軽減させ  図１皮膚の遺伝子発現解析結果 
た場合、皮膚炎の増悪により発現量が増加した IL-4, 
IL-5, Mcpt8, Mcpt1のmRNA発現量は減少していた(図 2)。一方、空腸では、皮膚炎の増
悪によりMcpt-1, Mcpt2のmRNA発現量は増加していたが、IL-4, IL-3, IL-9の発現量は
増加していなかった。皮膚炎を軽減させた場合、発現が増加していた Mcpt1と Mcpt2の
mRNA 発現は抑制された(図 3)。また、腸管粘膜局所における肥満細胞数も、皮膚の炎症
増強に伴い増加し、炎症の抑制とともに減少していた。 
  これらの結果より、皮膚炎の程度が誘発症状を規定する機序として、皮膚炎局所にお
ける好塩基球の活性化と IL-4, IL-3の産生、腸管局所における肥満細胞の浸潤と活性化が
重要な役割を果たしていると示唆された。経皮免疫療法を考える場合、免疫源となる抗原
を投与する際に、好塩基球の活性化を阻止することが必要であると考えらえれた 

 図 2 皮膚におけるmRNA発現量の変化     図 3 空腸におけるmRNA発現量の変化  
 
２） OVA 封入ナノ粒子の作成法と投与方法の検討 
ナノ粒子の PBS 懸濁液をマウスの背中の皮膚に塗布した場合、皮脂によりはじかれ水滴を形
成し、皮膚に馴染ませることが出来なかった。PBS にグリセリンを加え、皮膚に馴染むグリセ
リンの最低濃度を検討したところ、
25%/v/v 混合させると皮膚に塗布可
能と考えられた。 
 作成したOVA封入ナノ粒子を皮膚
に塗布することで、OVA に対する免
疫応答が誘導されるかをOVA特異的
IgG1 と IgE の産生の有無で確認し
た。 0.27 ㎎,あるいは 0.135 mg 
OVA/4 mg ナノ粒子/ml の懸濁液 50 
l を隔日で 3 回塗布後、21 日目に
血清中 OVA 特異的 IgG1 と IgE を測
定した。その結果、塗布量依存性に
OVA 特異的 IgG1 値の上昇を認めた
が、OVA 特異的 IgE 値の上昇は認め
なかった(図 4)。                図 4 OVA 封入ナノ粒子塗布による特異的 IgG 産生誘導                   
 
３）OVA 封入ナノ粒子による経皮免疫療法の効果 
 初回の経口チャレンジ後、OVA 封入ナノ粒子をマウスの背中に隔日で 3回塗布した。その後、
2 回目の経口チャレンジを行い誘発症状の変化を比較した。2 回目のチャレンジまでに MC903
を塗布しないと皮膚炎は改善傾向を示し、2 回目のチャレンジにより誘発される症状は軽快し
た。ナノ粒子の塗布による免疫療法を行った場合、2 回目のチャレンジによる体温低下の程度
はやや弱くなり、下痢症状の出現率も低下した。一方、1 回目の経口チャレンジ後に MC903 を



抗原感作部位である耳介に塗
布しつつ、背中の皮膚に免疫療
法を行うと、2回目の経口チャ
レンジにより誘発されるアレ
ルギー症状は、1回目よりも増
悪したが、ナノ粒子の塗布によ
る免疫療法の効果を検出する
ことは困難であった（図 5）。
この結果は、OVA 封入ナノ粒子
だけを塗布する免疫療法のア
レルギー誘発症状抑制効果は
わずかであり、皮膚の炎症が強
い場合には、十分な抑制効果を
発揮できないと考えられた。         図 5 OVA 封入ナノ粒子による経皮免疫療法の効果      
 
４）酪酸エステル封入ナノ粒子のアジュバント効果 
 制御性 T細胞の誘導効果が報告されている酪酸のアジュバント効果を検討した。 
 酪酸は悪臭物質であることから、酪酸エステルをナノ粒子に封入した。OVA 封入ナノ粒子と
酪酸エステルを封入したナノ粒子の混合物を皮膚に塗布して免疫療法を行ったが、酪酸エステ
ルを封入したナノ粒子を混合して塗布する方法では免疫療法の効果の増強は認められなかった。
ナノ粒子による免疫療法を確立する上で、抗原と同じナノ粒子内にアジュバント物質を封入す
る方法、あるいは、他のアジュバント候補物質の検索が必要と考えられた。 
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