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研究成果の概要：われわれは、自然免疫を刺激する LPS の受容体である Toll-like receptor 4 
(TLR4)に対する刺激型抗体(UT12)を樹立した。本研究では、UT12 を気管支喘息モデルマウス
に投与すると気道炎症が抑制されるという知見が得られたことより、TLR4 シグナルの喘息抑
制効果の機構を解析した。 

本研究の過程においては、UT12 投与喘息モデルマウスの肺組織や脾細胞では、IL-4, IL-13, 
IL-17A, IFN-γの mRNA 発現が抑制されており、また、IgG1 および IgE へのクラススイッチが抑
制されていることが見出された。すなわち、UT12 が Th バランスを Th1 もしくは Th17 に傾け
て Th2 への分化を抑制しているというよりは、UT12 によりナイーブ T 細胞の応答全般が抑制
されていることが推定された。 
次に、樹状細胞のオバルブミン取り込みを観察したところ、UT12 で前処理をしたマウスで

は、樹状細胞による OVA の取り込みが抑制されることが判明した。また、UT12 の作用は、制
御性 T 細胞の誘導や、CD4 陽性 T 細胞のアナジーによるものではないことを明らかにした。 
 これは TLR4 刺激が樹状細胞の抗原取り込みを抑制することで気管支喘息の発症を抑制して

いることを示した初めての研究であり、気管支喘息の予防的治療につながる可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
気管支喘息は最近増加傾向にあるが、その

理由の一つとして、衛生環境の改善による感
染症罹患リスクの低下により、幼少期の免疫
系への刺激が不十分なため、通常無害な抗原
に対して異常な免疫応答をしてしまう、とい
う衛生仮説がある。この仮説を支持する研究
として、喘息抗原に感作される際、微生物由
来物質を投与すると発症を抑制できること

が報告されている。したがって、病原体の最
初の認識とそのシグナル伝達を司る自然免
疫が喘息の発症に重要な役割を担っている
ことが予想され、自然免疫と気管支喘息との
関連が注目されている。しかし、なぜ気管支
喘息が自然免疫刺激により抑制されるのか、
そこにどのようなシグナル経路やサイトカ
インが関与しているのか、詳細は未だ明らか
でない。 
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われわれは、グラム陰性細菌の細胞壁成分
lipopolysaccharide (LPS)の受容体であり、自然
免疫の最前線を担う分子である Toll-like 
receptor 4 (TLR4)に対するマウスモノクロー
ナル抗体(UT12)を樹立した(Ohta S. et al., Clin. 
Vaccine Immunol. 13: 1131-1136, 2006)。UT12
はマウス TLR4 に特異的に結合し、LPS 様の
刺激を誘導することができる刺激型抗 TLR4
抗体である。われわれは、UT12 を気管支喘
息モデルマウスに投与することにより、その
発症が抑制できるかどうかを観察してきた。
その結果、UT12 が LPS よりも効果的に気管
支喘息の発症を抑制することを見出した。 
前述のマウスの肺組織において、種々のサ

イトカインの発現レベルを比較したところ、
UT12 投与群の気管支喘息マウスでは、非投
与群またはコントロール抗体投与群と比べ
て、IL-4や IL-13などのTh2サイトカインや、
IL-6 や IL-17A といった、Th17 に関連するサ
イトカインの発現レベルが有意に減少して
いるのが認められた。このとき Th1 サイトカ
インである IFN-γの発現は上昇していなかっ
た。すなわち、UT12 は Th バランスを Th1 も
しくは Th17 に傾けて Th2 への分化を抑制し
ているというよりは、UT12 によりナイーブ T
細胞の応答全般が抑制されていることが考
えられた。 

 
 

２．研究の目的 
本研究課題では、TLR4 の刺激が気管支喘

息発症を抑制する機構を解析することを目
的とし、以下の項目を明らかにしていくこと
とした。 
(1) 喘息マウスの UT12 刺激による Th バラン
スの変化 
予備実験により、UT12 刺激が Th17 を抑制
していることが示唆される。本研究では喘
息モデルマウスのTh1/Th2/Th17バランスが
UT12 刺激によってどのように変化してい
るかを詳細に検討する。 

(2) UT12 が作用する標的細胞の同定 
UT12 が作用して喘息抑制の機能を発揮す
る細胞を同定する。 

(3) UT12 刺激が抗原提示と T 細胞応答に与え
る影響 

Th17 が抑制されているという予備実験の
結果から、UT12 投与が抗原提示細胞に何ら
かの影響を及ぼして、それを介して T 細胞
の分化を制御していることが推測される。
UT12 刺激した抗原提示細胞を T 細胞と作
用させ、T 細胞応答の変化を検討する。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 喘息モデルマウスにおける UT12 刺激の
Th バランスの変化の検討 

野生型マウスをオバルブミン(OVA)と alum
で感作した後、OVA を吸入させ、喘息モデ
ルマウスを作製する。脾細胞から T 細胞を
単離して、Th1 サイトカイン（IL-12, IFN-γ
など）、Th2 サイトカイン（IL-4, IL-13 など）、
Th17 サイトカイン（IL-17A, IL17F, IL-6 な
ど）を染色し、Th1/Th2/Th17 細胞の割合を
測定する。このマウスに UT12 を投与した
場合、Th1/Th2/Th17 細胞の割合がどのよう
に変化するか観察する。 

 
(2) UT12 の標的細胞の同定 

UT12 が作用する標的細胞の一つは、抗原
提示細胞であると予想しているため、樹上
細胞やマクロファージなどに UT12 が作用
したときの抗原提示細胞の活性化状態（副
刺激分子の発現）、抗原提示能、遊走能など
を解析する。 

 
(3) UT12 刺激が抗原提示と T 細胞応答に及ぼ
す影響の in vitro での観察 
 マウス生体へのUT12投与で観察されたTh
バランスの変化が、in vitro で再現できるか
検討する。In vitro の実験系を確立すること
で、UT12 刺激・非刺激の細胞を組み合わせ
ることが容易になり、UT12 の作用を細胞ご
とに切り分けて観察することができる。 
具体的にはOVAと alumで感作した野生型
マウスに UT12 を投与した後、脾細胞（抗
原提示細胞と T 細胞が混在）を取り出し、
in vitro で OVA を加えて、各種サイトカイン
の産生レベルを RT-PCR や ELISA にて測定
し、UT12 非投与の場合と比較する。 
また、OVA 感作野生型マウスに UT12 を投
与した後、セルソーティングにて脾細胞ま
たは樹状細胞を単離する。次に UT12 非投
与の OVA 感作マウスの T 細胞を単離して、
前記細胞と混合し OVA 刺激の後、サイトカ
イン産生および T 細胞の増殖を観察する。 

 
 
４．研究成果 

UT12 を投与した気管支喘息モデルマウス
の肺組織においては、IL-4, IL-13 のみならず、
IL-17A の発現も抑制されていた上、IFN-γの
発現も増強されていないことを確認した。ま
た、OVA 感作後のマウスより脾細胞を取り出
して、in vitro で OVA 存在下に培養すると、
UT12 投与群で IL-4, IL-13, IL-17A, IFN-γの
mRNA 発現が抑制されており、また、IgG1
および IgE へのクラススイッチが抑制されて
いることを見出した。これらのことより、
UT12 が Th バランスを Th1 もしくは Th17 に
傾けてTh2への分化を抑制しているというよ
りは、UT12 によりナイーブ T 細胞の応答全
般が抑制され、Th 分化が阻害されていること
という仮説が裏付けられた。 



 

 

次に蛍光標識 OVA と alum の混合物をマウ
スの腹腔内に投与して、脾臓の樹状細胞のオ
バルブミン取り込みを観察したところ、UT12
で前処理をしたマウスでは、樹状細胞による
OVA の取り込みが抑制されることを明らか
にした。また、UT12 による抗原感作抑制は、
制御性 T 細胞の誘導や、CD4 陽性 T 細胞のア
ナジーによるものではないことを明らかに
した。 
 これは TLR4 刺激が樹状細胞の抗原取り

込みを抑制することで気管支喘息の発症を
抑制していることを示した初めての研究で
あり、気管支喘息の予防的治療につながる可
能性がある。 
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