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A. 研究目的 
１）近年、免疫応答における好塩基球の様々な機
能が注目され、アレルギー疾患の発症初期におけ
る関与の可能性も報告されている。好塩基球のア
レルゲンに対する特異性は基本的にはIgEに依存
するが、実際には特異的IgEが同程度でもスギ花
粉症の発症者と未発症者が存在し、またこれまで
の検討から特異的IgEの濃度が同定度でも、好塩
基球の応答は感作未発症者より発症者の反応が高
く、発症者においては抗原に対する好塩基球の反
応性の増強といった変化が示唆される。このよう
にアレルギー性鼻炎の未発症から発症への段階に
おける好塩基球の機能的変化が示唆されることか
ら、好塩基球の遺伝子レベルにおける変化を検討
した。 
２）アレルギー性鼻炎に対して唯一自然経過を改
善させることが期待できる免疫療法は、従来の皮
下注射法の欠点を補う治療法として舌下免疫療法
が開発され、本邦でも2014年に保険診療として開
始された。しかし安定した効果を得るためには長
期間の投与が必要であり、治療期間の短縮とさら
なる効果の向上が課題である。そのため有効なア
ジュバントの開発が期待される。そこで我々は免
疫調整作用を持つNKT細胞に注目し、リガンドで
あるαGalCerを舌下免疫療法のアジュバントと
し、アレルギーモデルマウスを用いて基礎検討を
行った。 
３）アレルギー性鼻炎の治療評価にはプラセボ効
果が大きく関与することから，有効性の評価，と

くに個人の治療効果を判定することは難しい。こ
れまでの舌下免疫療法の臨床試験において，実薬
でも効果が低い症例や、プラセボ群でも軽症で推
移した症例が少なからず認められている。舌下免
疫療法の有効性を客観的に評価するためには，治
療効果を反映するバイオマーカーを明らかにし，
評価法として確立する必要がある。 
 
B. 研究方法 
１）健常者およびスギ花粉症のボランティア22名
（男性16名、女性6名）に対し。問診・診察・採
血・誘発テストを行い、未感作群・感作未発症群・
発症群に分け、それぞれ未感作群は5名、感作未発
症群は6名、発症群は11名で検討を行った。3群か
らそれぞれ末梢血採血をおこないnegative select
ionによる好塩基球分離を行った。分離した好塩基
球に、スギ抗原(0.1ng/ml)による刺激、もしくは
培養液のみを加え4時間培養し、total RNAを抽出
した。抽出したtotal RNAを、次世代シーケンサ
ーを用いて解析し、感作・発症に関連のある遺伝
子を検索した。 
２）OVA感作未発症マウスの検討では、OVAの腹
腔内投与を3回/3週行い1次感作させたのち、Lipo-
αGalCerおよびOVAを1週間舌下投与し、その後
１週間再度OVAの曝露を行い、くしゃみ・鼻掻き
のアレルギー症状を5分間観察し回数を計測した。
その後採血および、リンパ節中CD4陽性T細胞と
脾臓中の抗原提示細胞を回収し、これらの細胞と
OVAを共培養し産生されるサイトカインをELIS

スギ舌下免疫療法におけるアジュバントの開発とバイオマーカーの確立、お
よびアレルギー性鼻炎発症における好塩基球の遺伝子変動解析の研究 
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研究要旨   
アレルギー性鼻炎の発症機序は未だ明らかではない。好塩基球の応答変化が、感作から発症

に関与する可能性が示唆され、機序の解明、発症のマーカーの探索目的に、好塩基球の遺伝子
変化の検討を行った。また舌下免疫療法はアレルギー性鼻炎の根本治療として期待されるが、
安定した効果を得るため年単位の治療期間が必要であり依然として負担も大きい。そこで早期
の強力な治療効果を期待し NKT 細胞のリガンドであるαGalcer を封入した liposome を舌下
免疫療法のアジュバントとして用い検討した。さらに、アレルギー性鼻炎の治療効果を判定す
ることは現状難しく、舌下免疫療法の有効性を客観的に評価するためには，治療効果を反映す
るマーカーを明らかにし，評価法として確立する必要がある。今回、候補となるスギ特異的 IL-10
陽性制御性 T 細胞、スギ特異的 Th2 細胞について検討を行った。 
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Aにて測定した。一方、OVA感作発症マウスの検
討では、OVA感作後マウスに１週間OVA点鼻を行
い、鼻炎を発症させた後、Lipo-αGalCer＋OVA
を１週間舌下投与し、さらに１週間OVA点鼻を行
い解析した。 
３）スギ花粉症に対する舌下免疫療法のランダム
化プラセボ対照二重盲検比較試験において、実薬2
0名、プラセボ20名の、治療開始後の花粉飛散期2
シーズンの症状をもとに、1年目に中等症以上で、
2年目に軽症もしくは著明改善例を有効群とし、1
年目に中等症以上で、改善が低い症例を無効群と
した。これらにおいて、スギIgE抗体価、スギ特
異的IgG4抗体価の測定、およびスギ抗原刺激後の
特異的IL-10陽性制御性T細胞をフローサイトメ
トリーにて、スギ抗原刺激後に特異的に反応する
Th2サイトカイン産生細胞をELISPOTにて検討
を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
参加者には書面による十分な説明を行い、同意を
得たうえで行われた。内容や実施法については千
葉大学内の倫理委員会に申請し承認を得て行われ
た。動物実験にあたっては、動物実験に対して動
物愛護の面からの配慮を最大限払って行い、学内
の実験動物実施規定を遵守し、委員会の承認を得
て行われた。 
 
C. 研究結果 
１）RNAシーケンサーの解析から約4万の遺伝子
が拾い上げられた。スギ抗原刺激前後で有意に変
動のあった遺伝子数は、未感作群から感作未発症、
発症へと向かうに従い増加していた。次にRNAシ
ーケンサーで未感作から発症へと上昇、もしくは
低下する遺伝子の中で、有意な挙動を示した遺伝
子に注目しreal time-PCRにて追加検討を施行し
たところ、RNAシーケンサー、real tim-PCRで同
様の挙動を示す遺伝子が複数個確認された。 
２）OVA感作未発症マウスを用いた発症予防の検
討では、Lipo-αGalCer（0.2μg）とOVAの同時
投与群では、OVA単独群またはOVAと空のリポソ
ームのみを投与した群と比較して鼻掻きおよびく
しゃみ回数の抑制を認めた。この効果はLipo-αG
alCerの高用量（2μg）投与でさらに顕著であっ
た。また血中IgEは有意に抑制されたが、IgG2a、
IgAは有意な増加を認めた。OVA感作後の発症マ
ウスを用いた検討では、感作未発症マウスによる
検討と同様にLipo-αGalCer、OVA同時投与群で
症状の有意な改善を認め、また血液所見も同様に
血中IgE産生は有意に抑制されたが、IgG2a、IgA
の有意な増加を認めた。また頸部リンパ節細胞の
検討ではIL-4の産生抑制、IFN-γの産生増強が認
められた。 
３）スギ特異的IgE、スギ特異的IgG4については、
治療開始後、実薬はプラセボに対し有意な上昇が
みられたが、実薬有効群と実薬無効群に差が見ら
れなかった。CD4+CD25+細胞中のスギ特異的IL-

10+Foxp3+細胞の比率は、実薬有効群でのみで有
意な上昇を認め、実薬無効群およびプラセボ群の
有効群と無効群では有意な上昇を認めなかった。
スギ特異的IL-4産生細胞およびIL-5産生細胞は、
実薬有効群において、花粉飛散後に実薬無効群お
よびプラセボ群の有効群と無効群と比較し有意に
低値であった。治療開始前後での変動差は、実薬
有効群は実薬無効群に比較し有意に低値であった。 
 
D. 考察 
１）今回好塩基球に対しの抗原刺激と未刺激での
遺伝子発現変化を検討したところ、未感作、感作
未発症、発症と遺伝子変動が増大し、発症に向か
って段階を経て好塩基球が変化している可能性が
示唆された。感作未発症群と発症群においてもス
ギ抗原に対する好塩基球の反応性に違いがあるこ
とが示され、遺伝子変化が感作から発症へと段階
を経てアレルギー症状の出現を変化させていく可
能性が示唆される結果であった。さらなる検討を
行うことで、アレルギー発症機序の解明と、発症・
未発症を診断するマーカーの開発につながること
が期待される。 
２）OVA感作未発症マウス、および発症マウスと
もOVA抗原とともにLipo-αGalCerをアジュバン
トとして投与することで、速やかにアレルギー症
状の改善を認め、血液所見、頸部リンパ節所見か
らTh1へのシフトが示唆された。また血中IgA値の
上昇については、粘膜免疫の賦活化が示唆された。 
３）スギ特異的IgE、スギ特異的IgG4については、
実薬有効群と実薬無効群は同様の挙動を示したこ
とから、アレルゲン投与により影響を受けるが、
治療効果と関連しないことが示唆された。末梢血
中のスギ特異的IL-10陽性制御性T細胞、およびス
ギ特異的Th2細胞は、実薬有効群でのみ有意な上
昇を認めたことから、スギ舌下免疫療法の治療効
果を反映する可能性が示唆された。 
 
E. 結論 
１）スギ花粉症の未感作・感作未発症・発症の3
群における好塩基球の応答の変化に着目し、好塩
基球の遺伝子レベルにおける変化をRNAシーケ
ンサー、rear time-PCRを用いて検討した。両者
の検査において同様の挙動を示した遺伝子は発症
機序の解明に有用な可能性と、感作・発症を診断
しうるマーカーとなりうる可能性が示唆された。 
２）Lipo-αGalCerを舌下免疫療法のアジュバン
トとして用いることにより、早期にアレルギー症
状の抑制が認められ、効果的なアジュバントとな
りうる可能性が示唆された。その機序としてNKT
細胞を介したTh1へのバランスシフトが示唆され
た。 
３）末梢血特異的IL-10陽性制御性T細胞、および
特異的Th2細胞の変動は、舌下免疫療法の治療効
果を反映する可能性が示唆された。 
 
G. 研究発表 
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