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研究成果の概要（和文）：250 名の出生コホートにおいて乳児期アトピー性皮膚炎発症(AD)発症

者 3名、非発症者 3 名の凍結臍帯血単核球を解凍して、LPS で刺激した。刺激後６時間の mRNA 

をマイクロアレイ により解析した。差異が見られた分子の mRNA 発現について、AD 発症児 10

名、非発症児10名のLPS刺激臍帯血単核球のmRNAをreal time PCRで比較した。IL-10、IL-12p40, 

IL-6, Indoleamine 2,3 dioxgenase(IDO)、GM-CSF の mRNA発現が発症群において非発症群より

も有意に低値であることが判明した。AD を発症する児では出生時から自然免疫系細胞における

TLR4からの刺激に対する調整性 T細胞誘導能が非発症児に比して低いことが示唆された。この

機序の解明はアレルギー疾患発症の予防、ハイリスク児の早期発見につながることが期待され

る。   

 
研究成果の概要（英文）：Neonates were followed from birth to 12 months of age on the 
development of eczema in a birth cohort in Chiba city. Frozen cord blood mononuclear cells 
(CBMCs) from 3 children who developed eczema and 3 children who did not developed eczema 
at 12 months of age were thawed and stimulated with LPS for 6 hours and RNA were obtained. 
Gene chip analysis of mixture of RNA from each group revealed that substantial numbers 
of genes are differentially expressed between 2 groups. Using real-time PCR we further 
analyzed expression of mRNA from LPS-stimulated CBMCs from 10 children who developed 
eczema and 10 children who did not developed eczema at 12 months of age. IL-10、IL-12p40, 
IL-6, Indoleamine 2,3 dioxgenase(IDO)、GM-CSF mRNA expression were significantly lower 
in eczema group compared to controls, suggesting that TLR4-mediated induction of 
regulatory T cells is dampened in cord blood mononuclear cells of babies who later develop 
eczema. Elucidation of this mechanism will give an important clue to predict and prevent 
allergic diseases in infancy. 
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１．研究開始当初の背景 

 乳幼児期のアレルギー疾患の発症は衛生
仮説（Hygiene hypothesis）により説明され
ることが多い。衛生仮説とは、「新生児期の
適応免疫応答能はアトピー素因の有無に関
わらず基本的に Th2 型の免疫応答であり、正
常児では成長に伴い微生物に対する自然免
疫分子を介する刺激により環境抗原に対し
て Th1 あるいは Treg（制御性 T 細胞）優位
の応答性に偏倚してゆく。衛生環境の向上に
よる微生物曝露の低下が、Th1 あるいは Treg

の誘導を妨げて Th2 型免疫応答性の持続に
よりアレルギー疾患発症の危険が高まる」と
する仮説である。乳児がもっとも頻繁に曝露
する微生物は腸内細菌叢であり、実際にアレ
ルギーを発症する乳児では発症以前から腸
内細菌叢の異常があることが北欧を中心と
する出生コホート研究で報告されている。さ
らに、プロバイオティクスを新生児期から投
与する試みがなされ、アトピー性皮膚炎の発
症を半減させることが可能であった。しかし
ながらプロバイオティクスの投与による発
症予防率は 100％ではなく、またプロバイオ
ティクス投与によってもアトピー性皮膚炎
を発症した患者ではその重症度が対照群の
重症度と差がなかった。この結果は、出生時
から自然免疫系の機能に個体差が存在する
可能性を示しているが、アレルギー発症と関
連する臍帯血中の自然免疫細胞の機能に関
する研究は国内外でほとんど存在しない。 

 

２．研究の目的 

 出生時臍帯血単核球上の Toll 様受容体
(TLR)刺激刺激による遺伝子発現を、乳児期
のアレルギー疾患の有無別に比較すること
によりアレルギー疾患の発症予知の可能性
を検討する。 

 

３．研究の方法 

 我々が千葉市において設定した出生コホ
ートで乳幼児期のアレルギー発症の有無が
判明している児を対象として、あらかじめ採
取し凍結保存してある臍帯血単核球を Toll 

様受容体(TLR)のリガンドで刺激して誘導さ
れ る 遺 伝 子 の 発 現 を Affymetrix 社
GeneChip® Human Genome U133 Plus 2.0 

Array（およそ 20,000 個の遺伝子発現解析が
可能）により解析する。これにより、アレル
ギー非発症健康児に比較してアレルギー発
症児で発現が低下あるいは亢進している遺
伝子を明らかにする。さらに候補遺伝子につ
いて実際の mRNA 発現を real time PCR を

用いて定量化解析を行ない確認する。 

 
４．研究成果 
(1)１歳児アレルギー発症児と非発症児での
LPS 刺激による臍帯血単核球からの遺伝子発
現の比較 
 １歳で気管支喘息、アトピー性皮膚炎、あ
るいは食物アレルギーを発症した児３名と
アレルギー疾患を発症しなかった対照群３
名の臍帯血を解凍し、LPS で刺激６時間後の
RNA を抽出した。これを Affymetrix 社
GeneChip®にて解析した（図１）。これらの遺
伝子の中で、アレルギー疾患発症群で非発症
群と比べ LPS刺激による発現が低い遺伝子を、
①自然免疫刺激により活性化する遺伝子と
して、 LPS刺激により無刺激より 2 倍以上発
現が増強した遺伝子、② その中で LPS 刺激
下の遺伝子発現が、アレルギー疾患発症群で
非発症群の 1/2 以下であった遺伝子、の基準
で解析した。その結果、合計 73 の遺伝子が
同定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)候補遺伝子の定量的評価 
 次に、１歳でのアトピー性皮膚炎発症児 10
名と非アレレギー児 10 名について LPS 刺激
臍帯血単核球を用いて、アレイ解析からの候
補遺伝子の発現を定量的に解析した（表１）。
2 群間で、性別、出生体重、在胎週数、母親
のアレルギー歴に差は認めていない。獲得免
疫の評価として用いられる IgEも臍帯血血清
中 IgEでは２群間では差は認めず、有意差が
あったのは食物アレルギー発症頻度のみで
あった。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 定量的 PCRでは、IL-10, IDO (indolamine 
2,3-dioxygenase)、IL-12p40、GM-CSF、IL-6
の遺伝子発現がアトピー性皮膚炎発症群で
対照群に比して有意に低下していた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) LPS刺激で mRNA発現に差異のあった細胞
の同定 
 LPS刺激での mRNA発現に差異がみられた細
胞を同定するために、あらかじめ臍帯血単核
球を磁気ビーズ法で CD14陽性細胞と CD14陰
性細胞に分画し、LPS刺激を行って mRNA発現
をみると、CD14陰性細胞での発現はほとんど
なく、主な発現細胞は CD14 陽性の単球であ
ることが示唆された（図３）。 
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