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研究成果の概要（和文）：本研究では各種食物アレルギー（鶏卵、ソバ、牛乳）の原因アレルゲ

ン分子の遺伝子情報に基づき、哺乳細胞発現ベクターを用いた DNA ワクチンを構築した。また、

牛乳アレルギーモデルマウスを作出し、牛乳アレルギーDNA ワクチンを処理することで、抗ア

レルギー作用を誘導することに成功した。さらに、新たな知見として食物アレルギーDNA ワク

チンによる炎症抑制効果が示唆され、DNA ワクチン開発における新たな展開が期待された。 

 

研究成果の概要（英文）：In this study, we constructed the DNA vaccine based on the genetic 

information of the food allergen molecules (egg, Sova, and milk). We demonstrated that 

the DNA vaccine induced anti-allergic activation on the milk allergic model mice. In 

addition, we found that DNA vaccine induced the anti-inflammatory effects in the mice 

splenocytes. Exploiting this property may also prove useful in the design and production 

of new physiologically functional vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 
 我が国では若年層を中心に、国民のおよそ

1/3 がなんらかのアレルギーを発症しており、

大きな社会問題に発展している。そこで、我

が国における急務な課題として、今まさにア

レルギー予防・改善に関する研究が必要であ

ると考えた。 

 強力なプロモーターとその下流にコード

された抗原タンパク遺伝子を持つ pDNA を利

用した DNA ワクチンは、感染症、アレルギー
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予防などへの応用が期待され，生産コストの

面からも優れた次世代ワクチンとして注目

されている。近年、腸管関連リンパ組織

（GALT）を主とした粘膜免疫学の発展により、

粘膜免疫系の制御を目的とした経口型ワク

チンの開発研究が盛んに行われるようにな

った。しかし、ワクチン分子の、腸管粘膜上

皮および免疫細胞における作用機序の解明

と細胞まで運搬されるデリバリーシステム

の構築が今後の課題となっていた。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、食物アレルギー抗原をコードし

たプラスミド DNA（pDNA）を用いた DNA

ワクチンの腸管免疫細胞における作用機序

を解明し、また、ワクチンキャリアーとして

ナノ粒子に注目し、免疫刺激性 DNAをアジ

ュバントとする DNAワクチンの新たなデリ

バリーシステムの構築を目的とする。そこで

以下の３点に注目し、研究を行った。 

（１）食品アレルギーの原因物質として卵白

オボアルブミン（OVA）、βラクトグロブリン

およびソバアレルゲン遺伝子をクローニン

グする。 

（２）pDNA 単体での免疫刺激性とアジュバン

ト効果について TLR9 を介する免疫応答に注

目し分子生物学的手法により解析する。また、

細胞内において食物アレルギー抗原が発現

誘導される事によるワクチン効果について

も同様に解析する。 

（３）pDNA を腸管免疫細胞に運搬するデリバ

リーシステムの構築を行う。とくにカチオン

性脂質などのナノ粒子と pDNA 複合体の構築

を目指す。 

 

３．研究の方法 
（１）遺伝子バンクからの遺伝子情報に基づ

き、牛乳アレルゲン（βラクトグロブリン

β-Lac）、ソバアレルゲン 16kDa 分子(BW16)、

および鶏卵アレルゲン（卵白アルブミン

（OVA））遺伝子を化学合成、またはクローニ

ングし、発現ベクターへのサブクローニング

を行った。また、DNA シーケンスにより遺伝

子配列の確認を行った。 

 

（２）マウスより調製した脾臓細胞および腸

管粘膜系のパイエル板細胞に対して pβ-Lac

および空ベクターである pDNA で処理した。

また、牛乳アレルギーモデルマウスから脾臓

細胞を調製し、DNA ワクチンで処理した。そ

れぞれについて免疫関連遺伝子発現を定量

的 PCR 法により解析した。 

 
４．研究成果 

 哺乳類発現用ベクターpcDNA6/His-A のマ

ルチクローニングサイト（1020-1035）へβ

-Lac、BW16 および OVA 遺伝子を組み込み、

DNAワクチンを構築した。シークエンス解析

により変異・欠損のないことを確認した。  

 とくに本研究では、β-Lac を水酸化アルミ

ニウムアジュバントとともにマウス腹腔内

に感作することで、β-Lac アレルギーマウ

スを作出し、pβ-Lac の抗アレルギー効果を

検討した。βラクトグロブリンで感作しなか

ったマウス由来脾臓細胞では、pβ-Lac 処理

により IL-1β、IFNα、IFNγおよび IL-33 の

発現が誘導された。βラクトグロブリンで感

作したマウスから調製した脾臓細胞を用い

た実験系では、pβ-Lac 処理により IL-6 およ

び IFNγの発現が強く誘導された。IL-12 の

発現は pDNA と同程度誘導された。pDNA と同

様に、pβ-Lac により IL-13、IL-17 および

IL-33 の発現が抑制された。本研究において、

感作したマウス脾臓細胞において IFNγが強

く誘導されると同時に IL-13、IL-17 および

IL-33 発現が抑制され、Th2 系に偏ったアレ

ルギーの状態を改善する可能性が示唆され

た。また、新たな知見として本研究により



 

 

pDNAによるIL-17の抑制効果が示されたこと

から、プラスミド DNA が、Th17 関連の炎症反

応の抑制効果を有している可能性が示唆さ

れ、DNA ワクチン開発における新たな展開が

期待された。 
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