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研究成果の概要（和文）：ダニアレルゲンと同じシステインプロテアーゼアレルゲンのファミリーに属するパパ
インを用いて、アレルゲンの皮膚投与により、その後の気道投与へのアレルギー応答が増強されるというアレル
ギーマーチモデルの解析を行った。これまでにパパイン皮下投与後の応答に好塩基球とマスト細胞が関与するこ
とを明らかにするとともに、パパインによる気道炎症モデルではIL-33と２型自然リンパ球が中心的役割を果た
すのに対し、パパインによる皮膚炎症モデルではIL-33による2型自然リンパ球活性化を抑制する因子が産生され
ていることをつきとめた。また、各種アレルゲンへの好塩基球応答がIgE受容体γ鎖に依存することを報告し
た。

研究成果の概要（英文）：We analyzed an allergy march model in which allergic airway responses to 
intranasally administered papain are enhanced by prior subcutaneous/epicutaneous exposure to papain.
 We demonstrated the involvement of basophils and mast cells in the antibody response and allergic 
skin inflammation in response to subcutaneous papain administration. We found that in contrast to 
the papain-induced airway inflammation model, in which IL-33 and ILC2s play the central roles, 
IL-33-induced ILC2 activation is suppressed by a papain-inducible, skin-derived suppressive factor 
in the papain-induced skin inflammation model. We also reported that basophil IL-4 production in 
response to various allergens is dependent on FceRI γ-chain.

研究分野： アレルギー学

キーワード： アレルギーマーチ　アレルゲン　アレルギー性皮膚炎症　アレルギー性気道炎症　マウスモデル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
アレルギー疾患では、乳児期早期のアトピ

ー性皮膚炎や食物アレルギーに始まり、１，
２歳で現れる気管支喘息を経て乳幼児から
学童期のアレルギー性鼻炎・結膜炎発症へと
至る、年齢に伴う発症部位の推移が知られて
いる（アレルギー・マーチ）。アレルギー・
マーチの最初期においては、湿疹や遺伝的素
因によりバリア機能の低下した皮膚がアレ
ルゲンへの感作の入口となっていることが
臨 床 的 な 見 地 か ら 提 唱 さ れ て い る
(Matsumoto and Saito, 2013)。 
しかしその後に発症部位が推移してゆく

機序を詳細に示す基礎研究は少ない。本研究
課題では皮膚バリア機能の低下を再現した
マウスの皮膚に、プロテアーゼアレルゲンの
ひとつであるパパインを塗布することでア
レルギー性皮膚炎症を誘導した後、通常では
アレルギー反応を惹起しない濃度のパパイ
ン吸入によりアレルギー性気道炎症を発症
させる「アレルギー・マーチモデル」を解析
し、感作の成立から発症部位の推移へと至る
機序を明らかにする。 
代表者らは短期間で結果の得られる予備

検討モデルとして、バリア機能の低下した皮
膚のアレルゲンへの曝露をパパイン皮下注
射によって代替したモデルにおいて、パパイ
ンのプロテアーゼ活性に依存的にパパイン
特異的 IgE と Th2 細胞分化を伴うアレルギ
ー性皮膚炎症が発症するという結果を得て
いる。さらに、同皮膚炎症マウスではパパイ
ン吸入によるアレルギー性気道炎症への感
受性が上昇しており、気道炎症感受性の上昇
には皮膚感作と肺における IL-33 依存的応答
との協調が必須であることを示す結果が得
られている（雑誌論文③）。この結果は、従
来考えられてきた Th2 細胞によるサイトカ
イン産生と IgEによるマスト細胞の活性化を
中心とした機序に加え、皮膚感作による獲得
免疫応答と、その後の IL-33 を介した自然免
疫応答との相互作用の重要性を示唆するも
のである。 
皮膚感作を行わないパパイン吸入モデル

における IL-33 を介した自然免疫応答の重要
性について、代表者らはパパイン吸入により
肺で IL-33 が放出され IL-33 受容体陽性の２
型自然リンパ球が活性化されること、IL-33
依存的に肺での IL-5 および IL-13 の産生が
起こること、肺の好酸球性炎症は IL-33 だけ
でなく、T 細胞・B 細胞等の獲得免疫系細胞
にも依存すること、さらにこれらの応答はパ
パインのプロテアーゼ活性に依存すること
を報告している(Kamijo et al., 2013)。 
また、代表者らは in vitro においてパパイ

ンのプロテアーゼ活性が好塩基球に直接作
用して IL-4 等のアレルギー疾患に重要なサ
イトカインを誘導することを報告している
(Kamijo et al., 2013)。Th2 応答における好
塩基球の役割については多くの報告がなさ
れているにもかかわらず、代表者らのパパイ

ン吸入モデルでは好塩基球の関与はみられ
ず(Kamijo et al., 2013)、パパイン皮下注射モ
デルでは IgG1 産生は好塩基球依存であった
が皮膚炎症は非依存であった（未発表デー
タ）。しかしながら、好塩基球は IL-33 受容
体陽性であり、IL-33 は IgE を介した好塩基
球の脱顆粒とサイトカイン産生を増強する
ことが知られている(Smithgall et al., 2008, 
Kroeger et al., 2009, Silver et al., 2010)。し
たがって、パパイン経皮投与により全身的
IgE の上昇が、パパイン経気道投与により肺
での IL-33 産生が誘導されるアレルギー・マ
ーチモデルでは、IL-33 により活性化した好
塩基球の貢献がみられる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
以上の背景に立脚し、本研究課題ではアレ

ルギー・マーチモデルを用いて皮膚感作によ
る Th2 分化や IgE 産生等の獲得免疫応答と、
アレルゲン吸入による２型自然リンパ球活
性化や好塩基球活性化等の自然免疫応答と
の相互作用に着目した解析を行う。 
 なお、代表者らはスギ花粉吸入によるアレ
ルギー性気道炎症モデルも確立しており
(Kamijo et al., 2009)、これを応用したスギ花
粉によるアレルギー・マーチモデルについて
も解析を行う。また、アレルギー・マーチに
おいて順次異なるアレルゲンへと応答性が
推移する機序を解析するため、パパインによ
る皮膚炎症マウスにスギ花粉を吸入させる
モデルを検討する。 
 本研究はアレルギー・マーチ発症機序究明
のため、プロテアーゼアレルゲンまたはスギ
花粉への皮膚の曝露によってアレルギー性
皮膚炎症を発症したマウスに対する、アレル
ゲン吸入によるアレルギー性気道炎症の感
受性上昇モデルを用いる。本モデルを解析し、
アレルギー性皮膚炎症が気道炎症へと進行
する機序を明らかにすることにより、アレル
ギー疾患に対する先制介入治療法における
新規標的の発見を目指す。 
 
３．研究の方法 
アレルギー・マーチモデルを用いて、皮膚

感作による獲得免疫応答と気道曝露による
IL-33 依存性自然免疫応答との相互作用を明
らかにする。計画の初期においてはパパイン
皮下注射とパパイン吸入による予備検討モ
デルで解析を進める。得られた結果をより実
際の曝露に近い条件であるパパイン塗布と
パパイン吸入によるモデルで検証する。この
際、パパイン自体のプロテアーゼ活性による
皮膚バリアの破壊も考えられるが、予めバリ
ア機能の低下した皮膚への曝露を再現する
ため、テープストリッピングやフィラグリン
欠損マウスを用いる。パパインで得られた結
果は、より臨床的に重要な環境因子であるス
ギ花粉の塗布・吸入モデルでも検証する。さ
らに、ヒトのアレルギー・マーチにおいてア
レルギー反応の出るアレルゲンが推移して



ゆく現象を再現するため、パパイン塗布／ス
ギ花粉吸入モデルを確立し、これについても
機序の解析を行う計画である。 

 
【平成２６年度】 
（１）皮膚感作なしのパパイン吸入モデルで
の検討 
 パパイン吸入後に肺で２型自然リンパ

球活性化と IL-33 依存的 IL-5/IL-13 産生が
確認された同モデルを用いて、肺における
IL-5/IL-13 産生細胞を特定する。Halim らの
獲得免疫非依存モデルでは IL-5/IL-13 産生
細胞は２型自然リンパ球であることが示さ
れており、本モデルでも２型自然リンパ球か
ら検討を始める。代表者らのモデルではパパ
インの初回吸入では3時間後をピークとした
一過性である IL-5/IL-13 産生が２回目の吸
入では 3 時間後に加え 24 時間後により高い
産生がみられる二峰性を示す(Kamijo et al., 
2013)。これは複数の産生細胞またはその相
互作用の存在を示唆しており、Th2 細胞が関
与する可能性が高い。２型自然リンパ球から
の IL-9 産生では IL-2 を介した Th2細胞との
相互作用が重要であることが Wilhelm ら
(Wilhelm et al., 2011)により報告されてお
り、IL-5/IL-13 産生の二峰性が２型自然リン
パ球とTh2細胞との相互作用によるものであ
るとしたら興味深い。Rag2 欠損マウス（T細
胞不在）、Rag2 欠損マウスへの抗体投与での
２型自然リンパ球の除去（T 細胞、２型自然
リンパ球とも不在）、除去抗体投与 Rag2 欠損
マウスへの T細胞移入（２型自然リンパ球不
在）のいずれで肺での IL-5/IL-13 産生が消
失するかにより特定する。 
 

（２）アレルギー・マーチモデルへの好塩基
球の貢献を検討 
 パパインによる直接刺激、または IgE と

IL-33 による共刺激を受けた好塩基球がアレ
ルギー・マーチモデルの気道炎症に貢献する
かを解明する。抗体投与による好塩基球除去
と、Fc 受容体γ鎖欠損マウス由来好塩基球
（IgE 受容体からのシグナルが入らない）の
移入、および IL-33 欠損マウスを組み合わせ
た実験を行う。アレルギー・マーチモデルで
はIL-33欠損マウスでも気道炎症は軽度に発
症する（IL-33 非依存的気道炎症，未発表デ
ータ）。下記①で好塩基球の気道炎症への貢
献を明らかにした上で、②と④の比較により
IgE/IL-33 による共刺激とその他の刺激のい
ずれが重要であるかを明らかにする。③では
IL-33 非依存的気道炎症への好塩基球の貢献
を明らかにする。 
① 好塩基球除去による野生型マウスにお

けるアレルギー・マーチモデルでの気道炎症
抑制 
② ①のマウスへの野生型またはFc受容体

γ鎖欠損マウス由来好塩基球の移入 
③ 好塩基球除去による IL-33 欠損マウス

におけるアレルギー・マーチモデルでの気道

炎症抑制 
④ ③のマウスへの野生型またはFc受容体

γ鎖欠損マウス由来好塩基球の移入 
 

（３）アレルギー・マーチモデルでの IL-33
依存的自然免疫応答の解析 
上記（１）の検討項目をパパイン皮下注射

後のパパイン吸入によるモデルで検証する。
皮下注射後の応答は獲得免疫に依存するた
め、野生型マウスに皮下注射後、獲得免疫応
答成立後に抗体投与により T細胞、２型自然
リンパ球の除去を行う。 
 
（４）より実際のアレルゲン曝露に近い条件
でのアレルギー・マーチモデルの確立 
現時点ではパパインの皮下注射と吸入に

よる予備検討モデルで解析を行っているが、
今後の解析に先立って、より現実的な条件で
アレルギー・マーチの過程を再現するモデル
を確立する。パパインでのモデルが確立でき
次第、スギ花粉でのモデルの予備検討を開始
する。なお、in vitroにおける好塩基球から
の IL-4 産生はスギ花粉刺激によっても誘導
されるというデータが得られている（雑誌論
文⑤）。 
① バリア機能の低下した皮膚を再現する。
掻破等によるバリア機能低下をテープスト
リッピングで、遺伝的素因によるものをフィ
ラグリン欠損マウスでそれぞれ再現する。 
② 皮膚へのパパイン塗布とパパインの吸入
は長期反復で行い、濃度は皮膚炎症、気道炎
症および抗体産生を惹起できる最低限度に
設定する。 
③ 皮膚・気道へのパパインの投与期間は予
備検討結果を見つつ設定する。 
 
【平成２７年度以降】 
（１）In vitro における２型自然リンパ球
-Th2 細胞相互作用の検討 
 前年度の解析で IL-5/IL-13 産生細胞が２
型自然リンパ球またはTh2細胞であることが
示された後、両者の相互作用を in vitro で
の共培養とサイトカイン測定、および中和抗
体やsiRNAを用いた阻害実験により解析する。
T 細胞はパパイン皮膚投与マウス脾臓から、
２型自然リンパ球はパパイン吸入マウス肺
から標識抗体とセルソーターで分離する。相
互作用への関与が示された因子への中和抗
体をマウスに投与し、アレルギー・マーチモ
デルへの抑制効果を検討する。 
 
（２）パパイン塗布／パパイン吸入モデル・
スギ花粉塗布／スギ花粉吸入モデルでの検
討 
 前年度（４）の各モデルが確立でき次第、
前年度（１)～（３)で得られた結果を各モデ
ルで検証する。 
 
（３）パパイン塗布／スギ花粉吸入モデルで
の検討 



 アレルギー・マーチにおいてアレルギー反
応の出るアレルゲンが推移してゆく現象を
再現するため、パパイン塗布／スギ花粉吸入
モデルの解析を行う。アレルゲン吸入による
肺でのIL-33依存的自然免疫応答は抗原非特
異的な応答であるため、皮膚感作に用いたも
のとは別のアレルゲンに対しても応答が惹
起される可能性を検討する。皮膚感作により
吸入後のIL-33依存的応答が増強されるかを
ここまでに得た結果に則して細胞レベルで
解析する。 
 なお、代表者らはスギ花粉粒子がプロテア
ーゼを含有することを示しており(Gunawan 
et al., 2008)、また、ブタクサ花粉の吸入
によるアレルギー性鼻炎モデルでは上皮細
胞からの IL-33 放出が報告されていること
(Haenuki et al., 2012)から、スギ花粉吸入
によってもパパイン吸入モデルと同様のプ
ロテアーゼ依存的なIL-33放出がみられる可
能性は高い。 
 
４．研究成果 
 パパイン皮下注射モデルでの検討により、
同モデルでの血中 IgE/IgG1 応答やアレルギ
ー性皮膚炎症が、パパイン気道炎症モデルと
は異なり、IL-33 に非依存であることを明ら
かにした。また、パパインアレルギーマーチ
モデルの解析により、パパイン塗布による経
皮感作では掻把を模したテープストリッピ
ングや、界面活性剤の塗布による皮膚バリア
の破壊と、パパイン自身が持つプロテアーゼ
活性とが協調して関与していることを明ら
かにした（雑誌論文①②④⑦）。また、パパ
インアレルギーマーチモデルでは経皮感作
後に低濃度のパパインを吸入する事で惹起
されるアレルギー性気道炎症の発症には、吸
入するパパインのプロテアーゼ活性が必要
であることを報告した（雑誌論文①）。 
 一方、アレルギー疾患発症機序における好
塩基球の機能を解析した結果、各種アレルゲ
ン、サイトカインまたは Toll 様受容体リガ
ンド刺激に対する好塩基球からの IL-4 産生
には Fc 受容体γ鎖が必須であることを明ら
かにした（雑誌論文⑤） 
 これらの成果により、プロテアーゼアレル
ゲンによるアレルギーマーチモデルの発症
機序、およびアレルゲンに対する好塩基球応
答についてその一端を明らかにした。 
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