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研究成果の概要（和文）：食物アレルギーの治療用抗原改変食品の作成を目的とした、T細胞エピトープの評価
に必要なリンパ球刺激試験を放射性同位元素を用いないBrdU-ELISA法で条件設定をした上で、特に食物アレルギ
ー患者さんでの反応を確認し、三重水素チミジンを用いた旧来の方法に迫る良好な結果を得た。さらにELISpot
法について、条件検討を行い、さらに食物アレルギー患者において、ELISpot法を実施した。Dualcolor ELISpot
法を用いて食物蛋白誘発胃腸炎 (FPIES)の患者さんで検査を実施したところ、IL-4のspotは抗原刺激でほとんど
確認できず、むしろIFN-γの多くのspotが確認された。

研究成果の概要（英文）：Lymphocyte stimulation test (LST), which is necessary to exploring T cell 
epitope in food allergy patients for the development of immunomodulatory foods, was developed using 
BrdU-ELISA, an alternative method without using radioisotope, and we confirmed a comparable response
 to the conventional method using tritiated thymidine in the patient of food allergy. In addition, 
we explored the optimal condition for the ELISpot and performed it in the patients of food allergy. 
In the patients of food protein-induced enterocolitis syndrome (FPIES), dual color ELISpot showed no
 spot in IL-4 but showed many spots to IFN-γ.

研究分野： アレルギー・免疫学

キーワード： T細胞エピトープ　食物アレルギー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ球刺激試験(LST)は感度の高さとダイナミックレンジの広さなどから、放射性同位元素を用いた方法が主
流であるが、化学発光法を用いたBrdU-ELISA法でも検査に必要な一定の感度とダイナミックレンジを得ることが
できた。特にLSTは、食物蛋白誘発胃腸炎 (FPIES)の診断において有用であるとされており、さらに条件設定を
すすめる予定である。また、ELISpot法を用いることで、このリンパ球の反応がTh2型ではなくむしろTh1型であ
ると考えられ、FPIESの病態に迫る意味で重要な成果であると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 食物アレルギーに対する経口免疫療法の有効性が示されている。この方法は一定の有効性を
認めるものの、アレルギー反応を呈するなどのリスクも生じる。申請者らの研究室ではこれまで、
牛乳アレルゲンに対する IgE の反応性を落とした上で、かつ、T細胞反応性をリンパ球刺激試験
(LST)で確認し、「食べて治す」抗原改変食品を作成した。緩徐法による経口免疫療法を行ったと
ころ、牛乳の症状誘発閾値が低い人も含めて 13人中 10 人で漸増後に閾値の上昇を認めた。 
 IgE は立体・連続エピトープを認識し、肥満細胞などを活性化してアレルギー反応を誘導する。
一方、抗原提示細胞により抗原提示された T細胞の反応部位（T細胞エピトープ）は、通常連続
エピトープで T細胞の活性化を促す。T細胞が調節性 T細胞を誘導することで、アレルギーが寛
解に至ると考えられる。ヘルパーT細胞(Th)は B 細胞のクラススイッチを IgE 側へ誘導する IL-
4 を産生する Th2 と、IFN-γなどを産生することでこの細胞を抑制し、感染免疫に関わる Th1 細
胞に分類される。これらの食物抗原ペプチドがリンパ球などにどのような反応を誘導するかを
確認することで、メカニズムの解明をすすめたり、効率良く寛解を誘導するペプチドの開発につ
なげたりする必要があった。 
 従来、リンパ球刺激試験(LST)については、その感度の高さとダイナミックレンジの広さから、
放射性同位元素を使う方法が一般的に行われてきたが、特別な施設が必要であることから、放射
性同位元素を用いない方法の応用が求められている。さらに ELISpot 法でこのリンパ球の反応
がどのようなサイトカイン産生を誘導しているかを知ることで、メカニズムの解明につながる
と考えられた。これらのことから、治療用抗原改変食品作成を目的とした食物アレルギーにおけ
る T細胞エピトープの探索を目的とした技術の開発を行う必要があった。 
 
２．研究の目的 
 抗原改変食品の開発を目標とした食物アレルゲンの T 細胞エピトープの解析のための手法と
して、放射性同位元素を用いないリンパ球刺激試験(LST)および ELISpot 法によるサイトカイン
産生細胞の評価の手法を開発する事を目的に以下の２点をすすめた。 
(1) 放射性同位元素を用いない食物アレルゲンによるリンパ球刺激試験の開発 
 リンパ球刺激試験は、そのダイナミックレンジと感度から、三重水素チミジン(3H-TdR)を用い
ることが多いが、放射性同位元素を用いる点がデメリットでもある。BrdU はチミジンアナログ
であり、3H-TdR と同様に核内に取り込まれるため、これを検出することで放射性同位元素を用い
ないリンパ球刺激試験（リンパ球増殖試験）に使用されている。しかしアレルギーの分野で検出
感度やダイナミックレンジが 3H-TdR に及ぶのかの検証が必要である。今回は BrdU の検出を高感
度の方法として化学発光法を用いた Cell-ELISA で検出する。 
(2) 食物アレルギー患者における ELISpot 法によるサイトカイン産生細胞の評価 
 ２種類のサイトカイン産生細胞を同時に評価することができる Dual color 法を用いて、IFN-
γ, IL-4 を target とした ELISpot 法の条件設定を行い、患者において実施する。 
 
３．研究の方法 
  牛乳アレルギー患者の末梢血を採取し、PBMCs を分離取得する。この PBMCs を牛乳の各種ア
レルゲン（Table 1）で刺激し、以下の方法でその反応を確認する。 

 
(1) BrdU を用いた食物アレルゲンによるリンパ球刺激試験の開発 
 PBMCs を刺激して BrdU を用いた化学発光法による Cell-ELISA で刺激に対する応答を確認す
る。PHA による刺激を陽性コントロールとし、PHA ないしアレルゲンによる刺激に対する反応を
無刺激の場合の反応で割った値を Stimulation Index (SI)として表示する。PHA 濃度と BrdU で
の培養時間の条件設定、および、培養時間の条件設定を行い、さらに、食物アレルギー患者で、
従来の 3H-TdR を用いた方法と比較するため、臨床検査センターで実施されている ALST と比較検
討を行う。厳密には刺激に用いるアレルゲンが異なる。(Table 2) 



 (2) 食物アレルギー患者における ELISpot 法によるサイトカイン産生細胞の評価 
 ELISpot 法は抗サイトカイン抗体を固相化したメンブレン上で末梢血単核球分画（PBMCs）な
どを刺激することで、産生されたサイトカインをその場で吸着し、Spot としてサイトカイン産
生細胞を検出する。刺激は BrdU と同じ条件で行う。また、条件設定として培養時間の検討も行
う。さらに患者においても検査を行う予定である。 
 
４．研究成果 
(1) BrdU を用いた食物アレルゲンによるリンパ球刺激試験の開発 
 PHA を 0.1 μg/mL, 1 μg/mL, 10 μg/mL
の濃度で３日間刺激した時の反応を確認し
た。また、PHA 刺激の最終段階で BrdU を刺激
終了の 2 時間前に入れたものと 16 時間前に
入れたものの比較を行った。(Figure 1) PHA
刺激による反応は濃度依存性に上昇し、特に
16 時間のものの方が２時間のものに比べて
強いシグナルを得ることができた。 
 さらに、アレルゲン刺激による刺激に対す
る反応の至適培養時間を決めるために、Time 
course study を行った。Cry J1 0.1 μg/mL, 
1 μg/mL, 10 μg/mL と PHA 10 μg/mL で刺
激を行った。BrdU の添加は 2時間前と 16時間で行った。すべての時間において PHA 刺激では良
好な反応が得られた。またアレルゲン刺激では 5日が最も良好な反応と考えられた。(Figure2)
従って、BrdU 添加は 16時間、培養期間は 5日間が最適と考えた。 
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 その後さらに食物アレルギー（牛乳・即時型ないし Food-Protein Induced Enterocolitis 
Syndrome; FPIES）患者さんで、我々の方法(Table 3)と従来法(Table 4)の比較を行った。両者
とも SIが 1.8 を超えたものについては背景の色で示した。多くの条件においてどちらの方法で
も陽性を示すものが多く、比較的良好に検査の実施が可能であった。放射性同位元素を用いない
BrdU によるリンパ球刺激試験はアレルギー患者さんにおいても実施可能と考えられた。 
（以上の成果については学会発表①の通り国際学会で発表した。） 
 
(2) 食物アレルギー患者における ELISpot 法によるサイトカイン産生細胞の評価 

Figure 3 
 培養時間について条件設定を行った。1 well あたりの Spot 数(Figure 3)についても、総 Spot
面積(data not shown)についても PHA 刺激においては３日目から６日目までのすべての条件で
IFN-γについても、IL-4 についても良好なレスポンスを示した。培養時間は３日間でもよいと
考えられたが、今回は BrdU や 3H-TdR と同じ５日間を採用した。 

  
Figure 4 
 代表的なデータとして、生後 3ヶ月の FPIES の患者さんのものを示す。1 well あたりの Spot
数においても、総 Spot 面積においても、PHA 刺激においては IFN-γも IL-4 も反応を認めたが、
アレルゲンの刺激においては、すべての条件で IL-4 の産生はほとんどみられず、IFN-γの産生
のみがみられた。この傾向は他の患者さんにおいても同様であった。 
（今後この結果については国際学会等で発表予定である。） 
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