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研究成果の概要（和文）：①マウス小腸由来腸管上皮細胞株 MoS13 の TLR1/2 リガンド刺激後

の培養上清が、マウス腸管粘膜固有層 B 細胞の IgA 産生を増強することを示した。②酵母細胞

壁由来多糖体グルコマンナンとソバアレルゲン Fag e 1 の複合体の BALB/c マウスへの経口投

与により，Th2 細胞の減少及び IgE 抗体産生の低下が観察された。③BALB/c 経口感作食物ア

レルギーモデルマウスで、濾胞ヘルパーT 細胞(Tfh)の分化抑制が示された。④環境アレルゲン

の減感作への応用可能性をめざして、ソバ主要アレルゲン Fag e2 に対する T 細胞エピトープ

の同定を行った． 

 
研究成果の概要（英文）：We newly obtained following four results in our studies: ①Increase 

of IgA production from peyer’s patch IgA+B220-cells by addition of culture medium of 

small-intestinal epithelial cell line MoS13 cells stimulated with TLR1/2 ligand, ②Decrease 

of IgE production by yeast glucomannan (YGM)-Fag e 1 conjugates treated mice, ③
Decrease of IL21-production and Tfh cell differentiation by re-stimulated peyer’s patch 

cells obtained from OVA-oral-sensitized BALB/c mice, ④Identification of T-cell epitopes of 

major buckwheat allergen Fag e 2.  
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１．研究開始当初の背景 

  食物等の経口摂取による免疫応答にお
いては、腸管系に存在する粘膜免疫系
(GALT(gut-associatedlymphoid tissue))に、
外来物質が捕えられ、ここで、感作の成立が
決定する。この粘膜免疫系に関する研究は、
免疫寛容とのバランスから、まだ、十分に解

析がすすんでおらず今までマウスを用いた
よい経口感作モデルのないのが現状であっ
た。経口による感作を成立させるため，投与
量や投与回数の違いによる免疫寛容の誘導
のされやすさが検討されてきた。私共は、経
口感作高感受性の W/Wvマウス並びに、サル
チル酸併用下で経口高感受性となる BALB/c
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マウスを用いた研究を展開しており、粘膜免
疫成立メカニズムの解析が待たれていた。ま
た、環境アレルゲンの解析研究ではソバ主要
アレルゲンの同定、大腸菌での発現に成功し
ており、そばアレルゲンの機能解析が可能な
状態となっていた。 

 

２．研究の目的 

  マウスの粘膜免疫成立のメカニズムを
知ることの必要性, さらには，環境アレルゲ
ンの経口減感作への応用を図る目的から、
GALT を構成する免疫細胞系を単離し個々の
免疫細胞系に起きている現象を分子論的に
解析し，免疫寛容を促す物質の探索を行うこ
とを着想した。本研究では、(1) 経口感作で
重要となる免疫寛容への小腸上皮細胞の役
割、パイエル板の T 細胞の役割について解析
を行うこと、(2)環境アレルゲンの減感作へ
の応用をめざすために、酵母細胞壁由来多糖
体グルコマンナン(YGM)とソバアレルゲン
Fag e 1 の複合体による IgE 抗体産生への影
響を調べ、また、Fag e 2 の T 細胞エピトー
プの解析を行うことを目的とした。 
 

３．研究の方法 

 (1)  培養小腸上皮細胞の TLR リガンド
刺激後の培養上清のマウス腸管粘膜固有層
B細胞からの IgA 産生への効果 --  
  BALB/c 胎仔マウス由来の小腸の断片を
EDTA 処理したものを培養し、それぞれの腸
管上皮細胞の初代培養を得,これに SV40 ラ
ージ T抗原遺伝子をレトロウイルスベクタ
ーを用いて導入し、過剰発現させることに
より不死化したマウス小腸由来腸管上皮細
胞株 MoS13（Iwamoto T. et al. Biosci. 
Biotech.Biochem.(2011), 75(5), 925）を
TLR1/2リガンドであるPam3CSK4で 24時間
刺激して培養上清を得た。一方、マウス腸
管粘膜固有層 B細胞は、BALB/c マウス小腸
からパイエル板を除去し、2 mm 角に切断し
たものをコラゲナーゼ処理することで細胞
懸濁液を得、これをパーコール密度勾配遠
心により得た。さらに磁気ビーズ法で
IgA+B220-細胞を調製した。この細胞に、上
記MoS13細胞培養上清を添加し96時間培養
後、培養上清中の総 IgA 量を ELISA 法にて
測定した。 
(2)経口感作の成立した BALB/c マウスの
GALT 細胞からのサイトカイン産生-- 
 7週齢の雌性BALB/cマウスにサリチル酸
(SA)併用下、生理食塩液とリノール酸/大豆
レシチン混合液 4：1（LL）の乳化液媒体(卵
白アルブミン(OVA)/LL＋SA)あるいは生理
食塩液媒体（OVA/S）を用いてそれぞれ OVA 
1mg を経口投与した。OVA の経口投与後 3
および 6時間に両群 3匹のマウスからパイ
エル板および腸管膜リンパ節を取り出し、

コラゲナーゼ処理によって細胞液を調製し
た。また、OVA を投与しない無処置マウス
（Naive）3匹からもパイエル板および腸管
膜リンパ節の細胞液を調製した。各細胞液
から CD4 ネガティブセレクションキット 
（インビトロジェン）を用いて精製した
CD4＋細胞 8×104個に同数の T細胞活性化
ビーズ（ダイナビーズ）を加え、4日間培
養した。培養上清中に分泌された IFN-γ、
IL-2、IL-4、IL-10、IL-17 および IL-21 を
ELISA で測定し、OVA/LL＋SA 群のサイトカ
イン分泌量を Naive および OVA/S 群と比較
した. 
(3) 酵母細胞壁由来多糖体グルコマンナン
(YGM)とソバアレルゲン Fag e 1 の複合体に
よる IgE 抗体産生への影響-- 
  普通蕎麦（Fagopyrum esculentum）から，
蕎麦粉を脱脂後，0.28 % NaHCO3含有 1.1 % 
NaCl 溶液でホモゲナイズしてグロブリン
画分を溶出し，これを濃縮後，イオン交換
及びサイズ排除クロマトグラフィーで分離
精製することによって分子量 22ｋDa の純
粋な Fag e 1 タンパク質を得た。多糖修飾
は，酵母細胞壁由来のグルコマンナン（YGM）
を用いて行った。すなわち，Fag e1 と多糖
とを一旦混合溶解し，その後凍結乾燥して
得られた粉末を 60℃，相対湿度 65％に 1
週間インキュベーションした。得られた反
応物は，サイズ排除クロマトグラフィーで
分離精製後，蕎麦アレルギー患者血清との
反応性をウエスタン・ブロッティング法，
ELISA 及び水晶発振子マイクロバランス
（QCM）法によって調べた。また，Fag e1
－多糖類複合体を BALB/c 由来の蕎麦アレ
ルギーマウスに経口投与し，免疫応答の変
化を追跡した。血清中の IgE 量は ELISA，
脾臓中に発現されたサイトカイン mRNA 量
はリアルタイム PCR 法，脾臓中の T細胞サ
ブセットバランスはフローサイトメトリー
法によってそれぞれ測定した。 
(4) Fag e 2 の T細胞エピトープの解析-- 
  Fag e 2 は、ソバ種子より、RNA を調製し、
16kDa タンパク質(BWp16, Fag e 2)の全長
に相当する cDNA を大腸菌に組込んで発現
させた組換え Fag e 2(Koyano S. et al. 
Int.Arch.Allergy Immunol. 140, 73 
(2006))を用いた。T 細胞エピトープは、
National Institute of Allergy and 
Infectious Diseases (NAAID) 
(http://tools.immuneepitope.org/main/h
tml/tcell_tools.html)を用いて予測し、特
定の 4ヶ所のアミノ酸を部位特異的に変換
した変異体を無細胞系で作成し、T細胞の
分化並びにサイトカインの産生から T細胞
エピトープの同定を行った。 
４．研究成果 
 (1)  培養小腸上皮細胞の TLR リガンド刺
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激後の培養上清のマウス腸管粘膜固有層 B細
胞からの IgA 産生への効果 --– 
 TLR リガンド刺激した MoS13 細胞培養上清
は、未刺激の培養上清に比べて BALB/c マウ
ス小腸粘膜固有層由来の IgA 抗体形質細胞
（IgA+B220-細胞）による IgA 抗体産生を増
強した。この IgA 産生増強効果は、B 細胞培
養時に IL-6 中和抗体を添加することによっ
てほぼ完全に抑制されたことから、IL-6 産生
亢進を介してマウス腸管粘膜固有層 B細胞の
IgA 産生を増強することが示された。 
(2) 経口感作の成立した BALB/c マウスの

GALT 細胞からのサイトカイン産生--- 
食物アレルギー（OVA/LL＋SA）あるいは通
常（OVA/S）の摂食条件で OVA を経口投与し
たマウスから 3および 6時間後に採取したパ
イエル板あるいは腸管膜リンパ節の CD4＋細
胞が分泌したサイトカインを ELISAで測定し
たところ、3 時間後に採取したパイエル板の
CD4＋細胞では OVA/S 群に比べて OVA/LL＋SA
群の IFN-γ、IL-2 、IL-4 および IL-21 の
分泌量が有意に減少し、IL-2 以外は 6時間で
はさらに減少した。3 時間後に採取した腸管
膜リンパ節の CD4＋細胞においても OVA/S 群
に比べてOVA/LL＋SA群のIFN-γ、IL-2 、IL-4 
および IL-21 の分泌量が有意に減少したが、
6 時間では差はなくなった。 
通常の摂食条件に比べて食物アレルギーの
摂食条件ではパイエル板および腸管膜リン
パ節の IFN-γ、IL-2 、IL-4 および IL-21 の
分泌量が減少したことから Th1、Th2 および
濾胞ヘルパーT細胞（Tfh）の分化が抑制され
ていることが示唆された。Th2 細胞への分化
誘導を伴った Th1細胞への分化抑制は免疫反
応を食物アレルギーへコントロールする要
因と考えられるが、食物アレルギーの摂食条
件では Th2 細胞への分化も抑制された。特に
パイエル板でのTh2細胞およびTfh 細胞への
分化抑制は経口投与後 3時間に比べて 6時間
の細胞でより著明であり、摂食条件の影響を
強く受けていると考えられた。Tfh は濾胞の
胚中心において、B 細胞を記憶 B 細胞や長寿
命の抗体産生細胞へと分化させる働きが知
られており、パイエル板では IgA の産生に重
要である。食物アレルギーの摂食条件は IgA
産生に影響を与えている可能性が考えられ
た。一方、食物アレルギーの摂食条件によっ
て IL-10 および IL-17 の分泌量に差はなく、
Treg および Th17 への分化への影響は認めら
れなかった。食物アレルゲンの経口投与後短
時間で腸管リンパ組織において認められた
ヘルパーT 細胞分化抑制は、いくつかの免疫
反応を経て食物アレルギー発症に寄与する
ものと考えられた。 
(3) 酵母細胞壁由来多糖体グルコマンナン

(YGM)とソバアレルゲン Fag e 1 の複合体に
よる IgE 抗体産生への影響--- 

 一週間乾熱インキュベーションしたFag e1
－多糖類混合粉末を SDS-PAGE にかけたとこ
ろ，一部ではあるが，両者は互いに反応して，
高分子化していることが確認された。そこで
高分子画分を分取し，精製後，遊離アミノ基
数及びカルボニル基数を調べた。その結果，
多糖類の還元末端と Fag e1 の遊離アミノ基
とがメイラード反応の初期に起こるシッフ
の塩基形成反応及びそれに随伴するアマド
リ転移反応によって化学的に共有結合し，
Fag e1－多糖類複合体を形成していることが
確認された。そこで，Fag e1－多糖類複合体
と蕎麦アレルギー患者血清との反応性をウ
エスタン・ブロッティング法，ELISA 及び QCM
法によって調べたところ，多糖鎖の導入によ
って Fag e1 のアレルギー性は著しく低減化
していることが示された。患者血清によって
バラツキがあるものの，Fag e1－多糖類複合
体と血清中 IgE との反応性は未修飾物の
5-10%程度までに低下していることが明らか
にされた。こうして調製された低抗原性 Fag 
e1－多糖類複合体を BALB/c 由来の蕎麦アレ
ルギーマウスに 6mg/kg-body weight/day，5
週間経口投与した。その結果，特に酵母細胞
壁由来グルコマンナン（YGM）との複合体に
おいて，下痢症状の改善や血清中の IgE 量の
低下といった顕著なアレルギー症状の改善
効果が見られた。そこで，これ以降の実験は
Fag e1-YGM 複合体に焦点を絞って実施した。
その結果，Fag e1-YGM 複合体の経口投与によ
って免疫寛容の状態になったアレルギーマ
ウスの脾臓中の mRNA の変化は，図 1 に示す
ように，経口投与が進むにつれ，典型的な Th2
型サイトカインであるインターロイキン 4
（IL4）が減少していることが示された。こ
の点について，実際に細胞としてはどのよう
になっているかをさらに調べた。フローサイ
トメトリー法で分化した CD4 陽性の T細胞サ
ブセットの状態を調べたところ， Th1 細胞の
増加と Th2 細胞の減少が見られ，Th1/Th2 バ
ランスから見てもアレルギー状態から脱却
したことが推測された。加えて，制御性 T
（Treg）細胞についても調べた結果，Fag 
e1-YGM 複合体を経口投与したグループにお
いて，Treg 比率の有意な増加が確認された。 
以上、酵母細胞壁由来グルコマンナン

（YGM）との複合体形成によって，蕎麦主要
アレルゲン Fag e1 のアレルギー性は著しく
低減化した。このアレルギー性低減化 Fag e1
－YGM 複合体を蕎麦アレルギーマウスに経口
投与するとアレルギーマウスのアレルギー
症状を改善することができることを明らか
にすることができた。 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 アレルギーマウスの脾臓中の mRNA の変化 

 
(4) Fag e 2 の T 細胞エピトープの解析 
  Fag e 2 の 4 つの T 細胞エピトープの同定
が行われ、B 細胞エピトープとは異なる部位 
であることが確認された。 
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