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研究成果の概要（和文）：本研究は喘息発症に関与する乳幼児期のウイルス感染症の機序の解明を目的とした。
我々は肺胞マクロファージが発症に関与する、独自の”ブタクサ花粉の気道感作モデル”を実験の軸とし、肺胞
マクロファージの活性物質であるimiquimod（TLR7のリガンド）を用いた解析を行った。in vivoあるいはin 
vitroの実験系を用いた実験は、残念ながら仮説通りにimiquimodによる実験系の促進は認めなかった。実化計画
を修正し、別の独自の”気道感作による牛乳アレルギー発症モデル”で解析を行ったところ、TLR7と同様に重要
な自然免疫受容体であるTLR4が実験系に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanisms of viral infections in infancy 
that contribute to the onset of asthma. We focused on alveolar macrophages and used our unique "
ragweed pollen airway sensitization model" as the basis for our experiments. We conducted analyses 
using imiquimod, an activator of alveolar macrophages and a ligand for TLR7. Unfortunately, in vivo 
and in vitro experiments did not show the expected enhancement of the experimental system by 
imiquimod as hypothesized. Revising our experimental plan, we then analyzed using another unique "
milk allergy onset model by airway sensitization." This revealed that TLR4, another important innate
 immune receptor similar to TLR7, plays a crucial role in the experimental system.

研究分野：小児アレルギー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
当初予定したTLR7に関連する、気道アレルギー発症の免疫機序の解明は不十分な結果に終わった。しかし、研究
計画の修正により、”気道感作による牛乳アレルギー発症モデル”でTLR4が決定的な役割を果たすことを明らか
にした。より自然な感作方法を用いたモデルの確立、モデルを生かした抗原投与早期の自然免疫の役割の解明、
肺胞マクロファージが気道アレルギーで果たす役割の解明、TLR4が分子機序の重要な役割を果たしていることの
発見、はいずれも重要な科学的意義を有していると考える。本研究を推し進めることで、乳児期の牛乳アレルギ
ーの発症予防方法の確立、あるいはその後のアレルギーマーチ抑制の可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 乳幼児期の RS ウイルス感染症やライノウイルス感染症が、気管支喘息発症のリスク因子で
あることが報告されている。乳幼児期のアレルゲン感作を介して喘息を発症すると考えられる
が、その直接的な因果関係や詳細な免疫機序は明らかでない。 
 
(2) 申請者は、ブタクサ花粉気道感作モデルにおけるアレルギー発症早期の特異的 IgE 産生が、
肺胞マクロファージの活性化に依存的であることを明らかにした。一方、Toll-like receptor 
(TLR) 7 は、ウイルスの一本鎖 RNA に対する受容体として、肺胞マクロファージを含む自然免
疫細胞の細胞質に発現している。最近、TLR7 のリガンドである imiquimod が、肺胞マクロフ
ァージを ex vivo で活性化することが報告された。そこで、本モデルにおける TLR7 の役割を明
らかにすることが、ウイルス感染症と喘息発症の免疫機序を明らかにする、創造的で学術的独自
性がある研究テーマと考えた。 
 
２．研究の目的 
(1) ウイルス感染症による気管支喘息発症において、TLR7 が肺胞マクロファージ活性化を介し
て促進的に関与していることを、世界に先駆けて明らかにすることを目的とした。 
 
(2) 本研究では肺胞マクロファージが免疫機序に関わる、ブタクサ気道感作モデルでその免疫機
序の一端を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 実験１：ブタクサ花粉刺激時の活性化肺胞マクロファージからの IL-1 産生に対する
imiquimod の効果を明らかにする。未感作 BALB/c マウスの肺胞洗浄液から肺胞マクロファージ
を分離する。新鮮分離肺胞マクロファージをブタクサ花粉で 24 時間刺激し、培養上清あるいは
細胞溶解液中の IL-1αなどのサイトカインを ELISA で測定する。この実験系に imiquimod 添加
の追加効果を検討することで、imiquimod が肺胞マクロファージ活性化に与える影響を明らかに
する。 
 
(2) 実験２：生後 6-8 週齢の未感作 BALB/c マウスに対して 0日目と 7日目にブタクサ花粉 50µg
を気道投与することで、マウスを感作させた。投与開始 21 日目に血清中のブタクサ特異的免疫
グロブリン、24 日目にブタクサ抗原の気道投与後の肺胞洗浄液中の細胞分画を評価した。ブタ
クサ花粉を投与の際に、imiquimod を添加することで、本実験系に imiquimod の与える影響を評
価した。 
 
(3) 実験３：肺胞マクロファージ活性化の関与する別の気道感作モデルの開発。ブタクサ花粉の
気道感作の実験（実験２）で当初の仮説が成立せず、今後の研究の新たな方向性を見出すため、
肺胞マクロファージの活性化を免疫機序とする別のモデルの確立を試みた。ブタクサ花粉のか
わりの抗原に牛乳＋塩酸の混合液を用いることとした。乳児期の牛乳アレルギー発症を模する
もので、胃食道逆流を病態とした気道感作を仮説としている。①感作の可否を評価した後、②単
回投与後の自然免疫の働きをシングルセル RNA-seq で評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 実験１：培養上清と細胞溶解液中の
IL-1αを測定したところ、ブタクサ花粉
（RWp）の刺激でいずれも IL-1αの濃度
上昇を確認し、imiquimod の添加により
この上昇が増強された（図１）。さらに、
細胞溶解液中では、imiquimod単独でも
IL-1αが上昇し、培養上清とはIL-1αの
動態が異なっていた。 
 
(2) 実験２：マウスをブタクサ花粉で感

作させた後に、血清中のブタクサ特異的

IgE、IgG1 を ELISA で評価した。陰性コントロール（PBS 投与）と比較してブタクサ花粉で感作

した群は、ブタクサ特異的 IgE、IgG1 の上昇を認めたが、imiquimod 投与による修飾は認めなか

った。また、ブタクサ抗原の気道投与後に、肺胞洗浄液中の細胞分画を評価したところ、ブタク

サ花粉（RWp）で感作することにより、好酸球の増加を認めたが、レプチン（Lep）の投与による

修飾は認めなかった。 



 

 

 

(3) 実験３①：牛乳と塩酸の混合液

で 2回/週（合計 8回）の気道投与

を行い、牛乳の感作を成立させた。

投与開始 28 日目の牛乳抗原の腹腔

投与で、アナフィラキシー反応を誘

導した（図２）。 

 

実験３②：抗原投与３時間後のマウ

ス肺の Single cell RNA-Seq を行

った。UMAP で得られた細胞集団に対して、各クラスターが十分に分離されるようにクラスター

分けを行ったところ、27 クラスターを得ることができた。

細胞同定は、過去の報告の細胞マーカーを参考に行い、最

終的に 19細胞集団を同定することができた。牛乳＋酸 vs 

牛乳で各 1 サンプルで発現変動遺伝子を比較した。

Volcano plotを用いて、それらの 19細胞集団について確

率変動遺伝子を示したところ、肺胞マクロファージ

（alveolar macrophage）で最も多くの発現変動遺伝子を

確認した（図３）。さらに、発現変動遺伝子の解析を進めた

ところ、Tlr7 は変動を認めなかったが、別の自然免疫受容

体である Tlr4 に有意差を認めた（図４）。 

 

実験３③：TLR4 KOマウスを用いて、実験３①と同様の実

験を行った。野生型マウスでアナフィラキシーを誘導した

のに対して、TLR4 KOマウスではその反応を抑制した。 

 

(5) 全体を通じた本研究の成果と今後の方向性：本研

究は当初はブタクサ花粉の気道感作モデルを用いて、

肺胞マクロファージの活性化に注目することで、ウイ

ルス感染症での気道アレルギー発症機序の解明を試

みることで開始した。しかし、in vivo の実験系では

仮説に一致する実験結果が得られたものの、in vivo

で当初予定したいくつかの試みは仮説どおりには結

果が得られなかった。 

 そのため、肺胞マクロファージの活性化による気道

アレルギーというキーワードを元に、ブタクサ花粉と

は異なる抗原を使用した、新しいモデルの確立を新た

に発案した。牛乳と酸を気道に投与する、これまでに

ないモデルであるが、胃食道逆流を模した牛乳アレルギー発症モデルとなっている。 

 抗原投与早期の自然免疫の動きを

Single cell RNA-Seq で網羅的に行った

ところ、肺胞マクロファージ、あるいは

TLR4の役割を明らかにした。当初予定し

た TLR7 に関係する研究成果は、十分な

ものが得られなかったが、軌道修正した

実験計画により、期待以上の研究成果を

得ることに成功した。この研究成果につ

いては論文投稿中である。 
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