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略語一覧  
 
本学位論文で使用した略語を以下に示す。  
 
Ig; Immunoglobulin 
BAL; Bronchoalveolar lavage 
BALF; Bronchoalveolar lavage fluid 
BHR; Bronchoalveolar hyperresponsiveness 
BSA; Bovine serum albumin 
DMEM; Dalbecco’s modified eagle medium 
ELISA; Enzyme linked immune solvent assay 
EPO; Eosinophil peroxidase 
FBS; Fetal bovine serum 
GAPDH; Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GM-CSF; Granulocyte macrophage colony stimulating factor 
HV; High volume 
IFN; Interferon 
IL; Interleukin 
IN; Intranasal 
IT; Intratracheal 
LV; Low volume 
Mfsd10; Major facilitator super family domain containing 10 
NALF; Nasal lavage fluid 
NALT; Nasal associated lymphoid tissue 
N.D.; Not detectable 
NHR; Nasal hyperresponsiveness 
OVA; Ovalbumin 
PBS; Phosphate-buffered saline 
PBST; Phosphate-buffered saline with tween 20 
Tg; Transgenic 
TGF; Transforming growth factor 
WT; Wild type 
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背景  
 

アレルギー疾患とは「免疫反応に基づく生体に対する全身的または局所

的な障害」と定義され、気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アレルギー性結

膜炎およびアトピー性皮膚炎など、全身にわたって発症し極めて多種多様

な症状を呈する疾患群である。とりわけ、気管支喘息およびアレルギー性

鼻炎は本邦でも有症率の高い疾患であり、厚生労働省の平成23年発表の報

告によると、気管支喘息有症率は全体の5.4%、アレルギー性鼻炎では47.2% 
と高頻度で発症する。喘息は本邦においても未だに年間1000名程度の患者

が死亡する疾患であり、国民病とも言われるスギ花粉症はその発症に伴う

経済的損失が日本全体で1兆円に及ぶとの試算もあることから、これらの

疾患の発症機序の解明と有効な治療法の開発が急務となっている。  
気管支喘息およびアレルギー性鼻炎患者の中でも、より病態が進行した

患者においては抗原非特異的な刺激にも反応するようになる「過敏性亢進」

が発症している。それにより気管支喘息では気道狭窄など、アレルギー性

鼻炎ではくしゃみ反応などが、塵や気温変化といった抗原非特異的な刺激

にも対しても誘発されるようになるため、症状の起こる回数は劇的に増加

し病態が重症化するとされる [1-3]。その発症機序は以下のように考えられ

ている。気管支喘息患者の特異抗原はハウスダストやダニ、アレルギー性

鼻炎患者ではスギ、ヒノキ、ブタクサ、シラカバなどの花粉やハウスダス

トであることが多くこれらの抗原を吸引することによりアレルギー反応

を引き起こす。反復した抗原吸引により、抗原特異的  IgE 抗体などが産生

され、T細胞が抗原特異的に反応するようになる抗原感作が起こる。感作

された状態でさらに抗原を吸引すると、抗原特異的  IgE 抗体と結合した

マスト細胞や好塩基球が脱顆粒して種々のケミカルメディエーターが遊

離し、それらに反応して平滑筋収縮、血管透過性亢進、腺分泌亢進をきた

す。その結果、気管支喘息患者では気道狭窄による呼吸困難など、アレル

ギー性鼻炎患者では鼻汁分泌やくしゃみ反応などが引き起こされる。一方、

抗原を介した抗原提示細胞とTh2 細胞との作用により IL-4、 IL-5 および

IL-13といったサイトカインなどが放出される。近年では IFN-γを強く産生

するTh1細胞や IL-17Aを強く産生するTh17細胞のアレルギー病態への関

与も報告されている。これらT 細胞などの放出するサイトカインなどに反

応して好中球や好酸球といった炎症細胞が浸潤し、強い細胞傷害性を持つ

塩基性タンパク質や活性酸素などを放出して炎症を起こす。以上の反応が

繰り返されることにより、気管支喘息ではBHR亢進が、アレルギー性鼻炎

ではNHR亢進がそれぞれ発症すると考えられている [1-3]。  
これまでに過敏性亢進発症に直接的に影響する細胞や因子の解析は気

管支喘息での研究が先行しており、好酸球および好酸球活性化サイトカイ
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ン IL-5 [4-6]、T 細胞 [7, 8]および活性化 T 細胞の産生する IL-13[9, 10]な
どの関与が示唆されている。一方、アレルギー性鼻炎では薬理学的解析か

らステロイド系抗炎症薬 [11, 12]の治療効果が報告されたことから T 細胞

の関与の可能性が間接的に示唆されるが、より直接的な手法によって検討

した報告はほとんどない。その結果、いずれの疾患においても重症化に直

結する過敏性亢進の発症機序の詳細はおろか責任細胞すら明らかにされ

ていない。  
BHR 亢進および NHR 亢進の発症機序の解析を困難にしている原因の一

つに、互いの疾患の関連性の高さが考えられる。日本アレルギー学会発行

「アレルギー疾患 診断・治療ガイドライン 2010」によると、我が国の気

管支喘息患者でアレルギー性鼻炎を併発する頻度は成人で約 47.2 % 程度、

アレルギー性鼻炎で気管支喘息を併発する頻度は約 25 % 程度と非常に高

い割合となっている。さらに、アレルギー性鼻炎は気管支喘息のリスクフ

ァクターとしても認識されていることからこれらの疾患の強い関連性が

示唆されている。その原因として二種類の疾患は発症機序に類似点が多く、

加えて発症部位が解剖学的に連続した構造であるため、一方の疾患で起き

た炎症が他方の疾患に比較的容易に影響を及ぼしあうと考えられてきた

[13]。本来、疾患の病態形成機序の性格な解析は他の疾患が影響しない状

態で行うことが必須である。しかしながら、臨床においては上述の通り合

併率が非常に高く、動物を使った研究においては合併の有無にまで検証を

行ったモデルが利用されてこなかった。  
そこで本研究では、第一章で気管支喘息またはアレルギー性鼻炎を選択

的に惹起する新規マウスモデルを構築した。そのモデルを利用し、第二章

では気管支喘息における BHR 亢進発症に対する好酸球の影響について検

討した。続く第三章ではアレルギー性鼻炎における NHR 亢進発症に影響

を与える因子の解析を行った。本研究は目的の疾患を選択的に惹起したモ

デルを用いて病態の解析を行うため、従来の併発の有無が検証されていな

い状態の解析と比較してより正確な解析結果を得られる可能性が高い。加

えて、BHR 亢進および NHR 亢進の発症機序を一連の研究にて解析した報

告はほぼ前例がなく、二種類の疾患の病態形成機序を比較することにより

新たな知見を付与し、新規治療法の開発に大きく貢献する可能性が考えら

れる。
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第一章 気管支喘息またはアレルギー性鼻炎を選択的に惹起するマウス

モデルの構築  
 
目的  
 

気管支喘息とアレルギー性鼻炎はいずれも気道上で発症するアレルギ

ー性呼吸器疾患である。厚生労働省の報告によると、我が国の気管支喘息

患者でアレルギー性鼻炎を併発する頻度は成人で約 48 % 程度、アレルギ

ー性鼻炎で気管支喘息を併発する頻度は約 25 % 程度と非常に高い割合と

なっている。またアレルギー性鼻炎は気管支喘息におけるリスクファクタ

ーとして認識されている。これら二種類の疾患が深く関連する理由として

は複数の仮説があるが、一般的には、発症機序に類似点が多いことに加え、

鼻腔と下気道が解剖学的に連続した構造であることが挙げられる [13]。そ

のため、一方の疾患で起きた炎症が他方の疾患に比較的容易に影響を与え

ると考えられている。  
しかし、発症機序を詳細に解析するためには、他方の疾患の影響なく、

目的の疾患のみを選択的に惹起させることが必須となる。これまでに構築

された気管支喘息を模したマウスモデルは、全身抗原感作後、麻酔下で大

量の抗原溶液を鼻腔から注入し、誤飲によって下気道に到達させるものが

多い [14, 15]。しかしながら、鼻腔を介した抗原投与方法ではアレルギー性

鼻炎を併発する可能性が考えられるにも関わらず、その点を考慮した研究

はほとんど見られない。また、アレルギー性鼻炎の研究においてはごく一

部で気管支喘息の併発の有無を検証した報告もあるが、特定の領域での研

究に限定されている [16]。  
そこで第一章では、従来のモデルを詳細に解析しその病態を評価した。

さらに第二章および第三章にて気管支喘息およびアレルギー性鼻炎で発

症する過敏性亢進について比較検討するため、これらの疾患を選択的に惹

起しうる新規マウスモデルの構築に取り組んだ。  
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材料と方法  
 
1. 実験動物  

6 週齢の雌 Balb/c マウスは日本 SLC (Shizuoka、Japan)より購入した。

すべての動物実験は東京都医学総合研究所の動物実験指針に従って行わ

れた。  
 
2. 全身抗原感作および抗原投与  

実験スケジュールを Fig 1 に示す。具体的には、全身抗原感作は 20 µg 
OVA (Sigma-Aldrich、MO、USA)、2.25 mg alum (Thermo Fisher Scientific、
MA、USA) を 200 µL 生理食塩水に懸濁し、マウスに腹腔内投与した。こ

れを Day 0, 7, 14 および 21 に各日 1 回ずつ行った。抗原投与は下記のい

ずれかの方法により行い、ネガティブコントロールは生理食塩水を投与し

た。  
高容量点鼻投与 (High-volume/intranasal (IN/HV))  

5 % イソフルランでマウスを麻酔し、15 mg/mL OVA を 25 µL 点鼻投

与した。これを Day 35 から 38 まで、各日 1 回ずつ行った。  
低容量点鼻投与 (Low-volume/intranasal (IN/LV))  

マウスに無麻酔下で、15 mg/mL OVA を 5 µL ずつ 4 回点鼻投与した。

これを Day 35 から 38 まで、各日 1 回ずつ行った。  
下気道投与  (Intratracheal (IT))  

5 % イソフルランでマウスを麻酔し、マイクロスプレイヤー  (Penn-
Century, Inc、PA、USA) を用いて 15 mg/mL OVA を 25 µL、下気道に直

接噴霧した。これを Day 35 から 37 まで、各日 1 回ずつ行った。  
 
3. 血清採取  

Day 0 および 28 にマウスの頬を 23G シリンジ (Terumo、Tokyo、Japan)
で 2mm 程度刺して出血させ、ヘパリンをあらかじめ分注した 1.5 ml チュ

ーブに末梢血を回収した。遠心分離により上清を回収し血清を得た。  
 

4. 血清中 OVA 特異的 IgE、 total IgG および IgG サブクラスの検出  
OVA 特異的 IgE、 total IgG および IgG サブクラスの検出は ELISA 法

にて行った。具体的には以下の方法で行った。 96well プレート (Thermo 
Fisher Scientific) に 10 µg/mL OVA を 50 µL/well ずつ添加し、37 度で 2
時間インキュベートした。 次いで PBST で 200µL/well ずつ 3 回洗浄後、

PBST で 4 倍希釈したブロックエース (雪印メグミルク、Hokkaido、Japan) 
を 200µL/well ずつ添加し 4 度で一晩ブロッキングした。PBST で 3 回洗

浄後、Can Get Solution 1 (TOYOBO、Osaka、Japan) で希釈した血清  
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(IgE 検出 ; 10 倍、 IgG 検出 ; 500 倍、 IgG サブクラス検出 ; 100 倍 ) を 50 
µL/well ずつ添加し 37 度で 2 時間インキュベートした。PBST で 3 回洗浄

後、Can Get Solution 2 (TOYOBO)で 4000 倍希釈した HRP 標識  ヤギ抗

マウス IgE 抗体、IgG 抗体、IgG1 抗体、IgG2a 抗体、IgG2b 抗体および IgG
抗 3 抗体  (Southern Biotech、AL、USA) を 50 µL/well ずつ添加した。37
度で 2 時間インキュベートした後 PBST で洗浄し、テトラメチルベンジジ

ン溶液を 100 µL/well ずつ添加して暗所で発色させた。 2N 硫酸を 50 
µL/well ずつ添加して発色反応を停止させ、450nm の吸光度を測定した。 
 
5. くしゃみ反応の計測  

最終抗原投与直後から 5 分間、くしゃみ回数を計測した。  
 

6. BALF および NALF の回収と細胞数の算出  
最終抗原投与から 6 時間後、マウスを頸椎脱臼により安楽死させて気

道切開した。BALF はサーフローフラッシュを下気道に向けて挿入し、0.5 
mL PBS を注入して直後に回収することを 3 回反復した。NALF は切開し

た箇所から鼻に向かって 200 µL PBS を注入し、鼻腔から回収した。得ら

れた BALF および NALF を 5000 rpm、4 度で 5 分間遠心して上清を除き

BALF 中および NALF 中に含まれる細胞を単離した。細胞数を多項目自動

血球計数装置 (pocH-100iV Diff；Sysmex、Shizuoka、Japan) により計測

した後、サイトスピン (Thermo Fisher Scientific) に供して細胞標本を作

製し Diff-Quick (Sysmex) にて染色した (Fig 2)。細胞標本を顕微鏡下で観

察してリンパ球、好酸球、好中球およびマクロファージを計 200 個カウン

トした。それぞれの細胞分画の比率を算出し、これを細胞数に乗じること

で各細胞分画の細胞数を算出した。  
 
7. 下気道過敏性試験  

最終抗原投与 72 時間後、ペントバルビタール麻酔したマウスの下気道

に 19G カ ニュ ー レ を挿 管 し て 小 動 物 用ベ ン チ レ ータ ー (FlexiVent；
SCIREQ、 QC、Canada)と接続し、メサコリン刺激により誘発された非特

異的下気道過敏性 (BHR)の亢進レベルを解析した。  
 
8. 統計解析  

得られた値は各郡の平均値±標準誤差として示した。有意差検定は統計

解析ソフト  Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software、CA、USA)で解析

した。解析方法は t 検定を使用し、  p 値が 0.05 未満を統計学的に有意で

あるとした。  
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結果  
 
1. 血清中 OVA 特異的 IgE、 total IgG および IgG サブクラスの評価  

OVA で全身抗原感作したマウス血清中の OVA 特異的 IgE 、 total IgG
および IgG サブクラスを ELISA 法により検出した。OVA 特異的 IgE レベ

ルは全身抗原感作したマウスで naive マウスに比べて有意に高かった。

OVA 特異的 total IgG および IgG サブクラスに関しては、全身抗原感作し

たマウスでのみ高いレベルとなり、naive マウスでは検出限界以下であっ

た (Fig. 3)。以上より OVA/alum 腹腔内投与により OVA 全身抗原感作がな

されたことが示された。  
 
2. 好中球および好酸球数の評価  

OVA で全身感作した Balb/c マウスに IN/HV 投与、IN/LV 投与および IT
投与により OVA を投与し炎症反応を比較した。 IN/HV 投与では抗原投与

により BALF 中好中球数がコントロールに比べ有意に増加し、BALF 中好

酸球数、NALF 中好中球数および好酸球数のいずれも増加傾向にあった。

IN/LV 投与では抗原投与により NALF 中好酸球数および好中球数がコン

トロールに比べ有意に増加したが、BALF 中からはこれらの細胞はほとん

ど検出されなかった。 IT 投与では抗原投与により BALF 中好酸球数がコ

ントロールに比べ有意に増加し好中球数も増加傾向にあったが、NALF 中

からはこれらの細胞はほとんど検出されなかった (Fig.4 A, B)。  
 
3. 鼻症状の評価  

最終抗原投与直後、アレルギー性鼻炎特有の症状である抗原特異的くし

ゃみ反応回数を計測した。IN/HV 投与では抗原投与マウスに加え、コント

ロールマウスでもくしゃみ反応が誘発されたが、IN/LV 投与では抗原投与

したマウスでのみくしゃみ反応が強く誘発された。IT 投与ではくしゃみ反

応はほぼ誘発されなかった (Fig. 4C)。  
 
4. BHR 亢進の評価  

最終抗原投与 72 時間後に、気管支喘息特有の症状である BHR 亢進につ

いて評価した。IN/HV 投与では抗原投与マウスでやや弱い NHR 亢進が見

られた。IN/LV 投与ではいずれのマウスでも BHR は亢進していなかった。

IT 投与では抗原投与したマウスでのみメサコリン濃度依存的な反応が誘

発され、コントロールマウスと比べて有意に BHR が亢進していた (Fig. 
4D)。  
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Fig. 1 炎症細胞サイトスピン標本  
OVA で全身抗原感作し OVA を投与したマウスの BALF および NALF をサ

イトスピンに供し Diff-Quick にて染色した。図中バー；10 µm 
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Fig. 2 疾患特異的マウスモデル構築および病態評価方法  
Day 0, 7, 14 および 21 に Balb/c マウスに 20 µg OVA、2.25 mg alum を

腹腔内投与して全身抗原感作した。最終感作 2 週間後から、高容量点鼻投

与 (IN/HV)、低容量点鼻投与 (IN/LV)または下気道投与 (IT)により OVA を

投与した。最終抗原投与 0 分後にくしゃみ回数の計測、6 時間後に BALF
および NALF の回収および 72 時間後に BHR 試験をそれぞれ行い病態を

評価した。  
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Fig. 3  OVA 全身感作マウスの血清中 OVA 特異的 IgE, total IgG および

IgG サブクラスの評価  
血清中 OVA 特異的 IgE、 total IgG および IgG サブクラスを ELISA 法に

より検出した。データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の

平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05；Naïve マウス群との比較 (t 検定 )。 
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Fig.4 各種抗原投与法により誘導された炎症反応の比較  
IN/HV投与、IN/LV投与および  IT 投与により誘導された病態を評価した。

BALF中好中球数および好酸球数 (A)、NALF中好中球数および好酸球数 (B)、
くしゃみ回数 (C)およびBHR亢進反応 (D)。データは一群あたり4-8匹のマ

ウスから得られた測定値の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、  
**p < 0.01；生理食塩水投与マウス群との比較 (t検定 )。  
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考察  
  
 気管支喘息とアレルギー性鼻炎は高い割合で併発し、影響を与え合うこ

とが知られている。これまでにもアレルギー性鼻炎患者がその発症時に

BHR 亢進を併発して呼吸機能障害を起こすことは多数報告されてきた

[17-19]。二種類の疾患が高い割合で併発する理由としては他方の炎症によ

り放出されたメディエーターによる影響  [13] 以外にも、鼻・肺反射  [20, 
21]、鼻閉による口呼吸回数の増加  [22, 23] なども有力な仮説であるが、

いずれも発症機序を十分に説明しうるものではない。本研究において、鼻

腔を介して下気道に抗原を注入する IN/HV 投与では、鼻粘膜への炎症細

胞浸潤およびくしゃみ反応の増加を特徴とするアレルギー性鼻炎様症状

と、下気道への炎症細胞浸潤および BHR 亢進を発症する気管支喘息様症

状が併発することが示された。このことから、より臨床状態に近い病態お

よび二種類の疾患が併発する機序の解析に対し、IN/HV 投与が有用である

可能性が示唆された。  
一方、疾患の発症機序を詳細に解析するためには、いずれかの疾患を選

択的に惹起しうるモデルの構築が必須となる。そこで抗原を目的の組織に

直接投与し、かつ、目的外の組織への影響が少なくなるよう投与法を工夫

し比較検討した。その結果、IT 投与ではアレルギー性鼻炎様症状の発症な

しに抗原特異的に BHR 亢進発症と下気道への炎症細胞浸潤が発症し、

IN/LV 投与では気管支喘息様症状の発症なしに抗原特異的にくしゃみ反応

と鼻粘膜への炎症細胞浸潤が増加した。しかし、Hens らは動物モデルで

の研究で鼻粘膜特異的な抗原投与を用いたにも関わらず BHR 亢進が発症

したと報告している [24]。本研究と Hens らの報告の相違について詳細な

理由は不明であるが、Hens らのモデルは 8 日間に及ぶ長期間の抗原投与

法であることが原因である可能性が考えられる。本研究での投与はこれに

比べてより短期間であることが疾患特異的モデルの構築に寄与している

可能性が示唆される。  
 以上より第一章において、従来の IN/HV 投与は気管支喘息のみならず

アレルギー性鼻炎をも併発した病態を惹起させることを示した。加えて、

新規に構築した IN/LV 投与ではアレルギー性鼻炎が、 IT 投与では気管支

喘息がそれぞれ選択的に惹起することを示した。このことから、第二章の

気管支喘息の解析には IT 投与を用いたモデルを、第三章のアレルギー性

鼻炎の解析には IN/LV 投与を用いたモデルをそれぞれ利用することとし

た。
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第二章 気管支喘息における好酸球浸潤および BHR 亢進発症に対する  
抗 Mfsd10 抗体の抑制効果  

 
目的  
 

好酸球浸潤は Th2 型気管支喘息の特徴的な病態の一つである。気管支喘

息患者では喀痰中の好酸球数が増加し [25]、慢性の患者では末梢血中およ

び BALF 中好酸球数と病態の重症度との相関が強いことからも [26]、好酸

球が気管支喘息の病態形成に重要な役割を果たすことが示唆される。好酸

球の機能は Th2 細胞などが産生する IL-3、IL-5 および GM-CSF などのサ

イトカインなどにより調節されているが [27]、特に IL-5 の影響により分化、

炎症部位への浸潤および活性化し BHR 亢進の発症にも関与する可能性が

考えられている。好酸球が分泌する物質のうち、強力な細胞障害性を持つ

主要塩基性タンパク質、好酸球カチオン性タンパク質、および好酸球ペル

オキシダーゼなどは気道上皮組織を傷害し [27, 28]、ロイコトリエンなど

のケミカルメディエーターは気道平滑筋収縮や血管透過性亢進による浮

腫を併発する [28]。これらが繰り返されることで BHR 亢進が発症すると

考えられており、喘息の重症化に対する好酸球の強い関与が示唆される。 
これまでにも好酸球の検出および機能の中和を目的として好酸球に対

する特異性の高い抗体が樹立されてきた。特に好酸球表面に特異的に発現

する Siglec-F、 CCR3 に対する抗体は炎症部位への好酸球浸潤を有意に抑

制することが報告されている [29-31]。しかし、いずれの抗体も臨床研究に

おいて BHR の亢進を抑制するには至っておらず、有効な治療法の開発が

急務となっている。  
近年、マウス血球系細胞において、好酸球細胞表面に特異的に発現する

分子、Msfd10 が見いだされた [32]。この分子は Major facilitator super 
family に属し、インドメタシンなどの有機陰イオンの取り込みに関与する

ことが報告されている [33, 34]。フローサイトメトリーによる細胞表面解

析では、Mfsd10 に対するモノクローナル抗体、M2 は、BALF 中好酸球に

選択的に反応することが示されたが [32]、Th2 型気管支喘息における好酸

球浸潤や BHR 亢進発症に対する効果は不明である。そこで今回、抗原特

異的 Th2 細胞移入と第一章にて有用性が示された IT 投与を利用して Th2
型気管支喘息を選択的に惹起したマウスモデルを利用し、気管支喘息の重

症化に対する M2 の効果について検討した。  
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材料と方法  
 
1. 実験動物  

6 週齢の雌 Balb/c マウスは日本 SLC より購入した。OVA 特異的 T 細胞

受容体を恒常的に発現する DO11.10×Rag-2 欠損  マウスは東京都医学総

合研究所花粉症プロジェクトにて管理・維持されているものを使用した。

すべての動物実験は東京都医学総合研究所の動物実験指針に従って行わ

れた。  
 
2. 抗体  

M2 の樹立は既報に従った [32]。ラット IgG モノクローナル抗体は Inter-
Cell Technologies (FL、USA)、抗 Siglec-F モノクローナル抗体は R&D 
systems (MN、USA)より、それぞれ購入した。  
 
3. DMEM-F12HAM コンプリートメディウムの調整  

DMEM-F12HAM (Sigma-Aldrich) に 56 度で 30 分間非働化した FBS
を 10 % (V/V) 添加し、さらに 55 μM 2-メルカプトエタノール、20mM 
HEPES (Thermo Fisher Scientific)、1mM ピルビン酸、×1  MEM 非必

須アミノ酸溶液、×1 ペニシリン -ストレプトマイシン混合溶液  (ナカライ

テスク、Kyoto、Japan) となるようそれぞれ添加した。  
 

4. In vitro での OVA 特異的 Th2 細胞の分化・増殖  
頸椎脱臼により安楽死させた DO11.10×Rag-2 欠損マウスより脾臓を摘

出し、DMEM-F12HAM コンプリートメディウム中にてすりつぶし、脾臓

細胞懸濁液を得た。CD4 に対する抗体を結合した磁気ビーズ (Miltenyi、  
Bergisch Gladbach、Germany)を用いて、磁気細胞分離システム (Miltenyi)
により、脾臓細胞懸濁液中から CD4 陽性ナイーブ T 細胞をポジティブセ

レクションした。ポジティブセレクション以外の画分は X 線照射により抗

原提示細胞とした。CD4 陽性ナイーブ T 細胞が 1×105 細胞 /mL、抗原提示

細胞が 2×105 細胞 /mL となるよう DMEM-F12HAM コンプリートメディ

ウムで調整し、さらに 0.3 μM OVA323-339 ペプチド、10 U/mL リコンビ

ナント IL-2 (塩野義製薬、Osaka、Japan)、10 U/mL リコンビナント IL-
4 (PeproTech、NJ、USA)、10 μg/mL 抗 IFN-γ モノクローナル抗体  (e-
Bioscience、CA、USA)をそれぞれ添加し、5% CO2 存在下、37 度で培養し

た。培養 7 日後に遠心分離により上清を除き、細胞を回収した。  
 

5. サイトカイン濃度の測定  
In vitro で樹立した Th2 細胞が 1×107 細胞 /mL、X 線照射した Balb/c
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マウス脾臓細胞が 2×107 細胞 /mL となるよう DMEM-F12HAM コンプリ

ートメディウムで調整した。さらに 0.3μM OVA323-339 ペプチドを添加

し、100 uL /well、5% CO2 存在下、37 度で培養した。24 時間後に培養上

清を回収し培養上清中に含まれるサイトカインの濃度をビーズサスペン

ションアレイシステム (Bio-plex Pro Mouse Cytokine Assay； Bio-Rad 
Laboratories、CA、 USA) にて測定した。操作は付属の使用説明書に従っ

て行った。  
 
6. マウス気管支喘息モデル  
全身抗原感作モデル  

実験スケジュールを Fig 1A に示す。具体的には、第一章に記載した方

法で Day 0, 7, 14 および 21 に OVA 全身抗原感作し、Day 35-37 に OVA
を IT 投与した。抗体処置は Day 34 と Day 37 に各日１回行った。  
Th2 細胞移入モデル  

実験スケジュールを Fig 1B に示す。細胞移入は Day 0 に in vitro で分

化させた Th2 細胞を 1×108 細胞 /mL となるよう PBS に懸濁し、正常な

Balb/c マウスに 200 µL ずつ尾静脈注射した。Day 1 に OVA を 1 回 IT 投

与した。抗体処置は Day 1-3 に各日 1 回行った。  
抗体処置はいずれのモデルでも M2 は 20 mg/kg、抗 Siglec-F モノクロ

ーナル抗体は 4 mg/kg、ラット IgG モノクローナル抗体（ネガティブコン

トロール）は 20 mg/kg で尾静脈注射した。  
 
7. 気管支喘息病態の評価  

最終抗原投与から 72 時間後、第一章に記載した方法で下気道過敏性試

験を行い、BALF 中炎症細胞数を計測した。  
 
8. IL-5 濃度の測定  

BALF 上清中の IL-5 濃度を ELISA 法にて測定した。操作は Mouse IL-5 
ELISA kit (eBioscience) 付属の使用説明書に従って行った。  
 
9. 統計解析  

得られた値は各郡の平均値±標準誤差として示した。有意差検定は統計

解析ソフト  Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software)で解析し、解析方

法は一元配置分散分析および Dunnett’s 多重比較検定を使用し、  p 値が

0.05 未満を統計学的に有意とした。
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結果  
 

1. OVA 特異的 Th2 細胞の評価  
In vitro で樹立した OVA 特異的 Th2 細胞の分化レベルを評価するため、

Th2 細胞のサイトカイン産生パターンを解析した。  Th2 細胞と抗原提示

細胞に抗原を加えて 24 時間培養した後に培養上清を回収し、上清中の各

種サイトカイン濃度を測定した。その結果、抗原刺激した Th2 細胞では

IL-4、 IL-5、IL-13 が高濃度であったが、抗原刺激なしではこれらのサイ

トカインは検出されなかった。 IL-17A は抗原刺激した Th2 細胞でのみ、

極僅かに検出された。抗原刺激の有無に関わらず、IL-1β  が僅かに検出さ

れたが、 IFN-γ 濃度は検出限界以下であった (Fig. 2)。  
 
2. 全身抗原感作マウスにおける好酸球浸潤に対する M2 の効果  

OVA で全身抗原投与して OVA を IT 投与したマウスに M2、および比

較用コントロールとして抗 Silec-F モノクローナル抗体をそれぞれ投与し、

BALF 中炎症細胞数を比較した。その結果、抗原投与により有意に増加し

た好酸球数は M2 処置により有意に減少したが、リンパ球数、好中球数お

よびマクロファージ数に影響はなかった。抗 Siglec-F モノクローナル抗体

処置マウスでも好酸球数が有意に減少したが、好中球数に関しても、有意

差はないもののやや減少傾向にあった (Fig. 3)。  
 
3. Th2 細胞移入モデルにおける好酸球浸潤および BHR 亢進に対する M2

の効果  
In vitro で樹立した OVA 特異的 Th2 細胞を移入して OVA を IT 投与し

たマウスに M2、および抗 Silec-F モノクローナル抗体をそれぞれ投与し、

BALF 中炎症細胞数を比較した。その結果、抗原投与により有意に増加し

た好酸球数は M2 処置により有意に減少したが、リンパ球数、好中球数お

よびマクロファージ数に影響はなかった。抗 Siglec-F モノクローナル抗体

処置マウスにおいても M2 処置と同程度に好酸球数が減少した (Fig. 4A)。
また、抗原特異的 Th2 細胞を移入したマウスに抗原投与するとコントロー

ルマウスと比較して BHR が有意に亢進したが、M2 処置により有意差はつ

かなかったものの、やや強い抑制傾向が見られた。一方、抗 Siglec-F 抗体

処置による BHR の亢進抑制は見られなかった (Fig. 4B)。  
 
4. IL-5 産生に対する M2 の影響  

M2 による好酸球浸潤抑制および BHR の亢進抑制効果に対し、 IL-5 が

関与しているかを検討した。BALF 中の IL-5 濃度は、OVA 投与により生

理食塩水投与と比較して強く上昇した。一方、M2 処置および抗 Siglec-F
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モノクローナル抗体処置マウスではコントロール抗体処置マウスと比較

して IL-5 濃度の顕著な変化は見られなかった (Fig. 5)。  
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Fig. 1 気管支喘息の惹起、抗体投与および病態評価方法  
Day 0, 7 14 および 21 に Balb/c マウスに 20 µg OVA、2.25 mg alum を腹

腔内投与し全身抗原感作した。Day 35-37 に OVA を IT 投与し、Day 34 と

37 に抗体処置した。 Day 40 に BHR 試験および BALF を回収し、病態を

評価した (A)。Day 0 に in vitro で樹立した OVA 特異的 Th2 細胞を Balb/c
マウスに移入し、Day 1 に OVA を IT 投与した。Day 1-3 に抗体処置後、

Day 4 に BHR 試験および BALF を回収し、病態を評価した (B)。  
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Fig. 2 Th2 細胞によるサイトカイン産生  
In vitro で分化・増殖した OVA 特異的 Th2 細胞を OVA323-339 ペプチド

で 24 時間刺激し、培養上清中の各種サイトカイン濃度をビーズサスペン

ションアレイシステムにて測定した。データは一群あたり 3 well の測定

値の平均値±標準誤差で示した。
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Fig. 3 全身抗原感作マウスにおける好酸球浸潤に対する M2 の効果  
OVA 全身抗原感作マウスに、Day 35-37 に OVA を IT 投与した。Day 34
および Day 37 にそれぞれの抗体を静脈注射し、Day 40 に BALF 中炎症

細胞数を評価した。データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定

値の平均値±標準誤差で示した。 *p < 0.05、 **p < 0.01 および  ***p < 
0.001；OVA 投与 /ラット IgG 抗体処置マウス群との比較 (Dunnett’s 多重

比較検定 )。
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Fig. 4 Th2 細胞移入モデルにおける好酸球浸潤および BHR 亢進に対す

る M2 の効果  
Day 0 に OVA 特異的 Th2 細胞をマウスに移入し、Day1 に OVA を IT 投

与した。IT 投与 2 時間前、24 時間後および 48 時間後にそれぞれの抗体を

静脈注射した。Day 4 に BALF 中炎症細胞数を計測し (A)、BHR 試験を行

った  (B)。データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の平均

値±標準誤差で示した。**p < 0.01、 ***p < 0.001；OVA 投与 /ラット IgG
抗体処置マウス群との比較 (Dunnett’s 多重比較検定 )。
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Fig. 5 Th2 細胞移入モデルマウスの下気道における IL-5 産生  
OVA 特異的 Th2 細胞移入モデルマウスの BALF 中 IL-5 濃度を ELISA 法

にて測定した。データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の

平均値±標準誤差で示した。  
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考察  
 
 好酸球は気管支喘息において病態形成に重要な役割を担う可能性が示

唆されており、これまでにも好酸球特異的な抗体の樹立および抗体を用い

た治療効果の検討がなされている [29-31, 35]。近年、マウス血球系細胞を

対象とした解析から Mfsd10 が好酸球表面に特異的に発現することが示さ

れ、Mfsd10 に対するモノクローナル抗体、M2 は喘息モデルマウスの BALF
中好酸球を選択的に認識した [32]。そこで本研究では M2 を用い、気管支

喘息の BHR 亢進発症における好酸球の役割について検討した。その結果、

M2 投与により、好酸球浸潤の減弱を伴った BHR 亢進の抑制が示され、

BHR 亢進の発症に好酸球の関与が示唆された。BHR 亢進発症に対する好

酸球の関与の可能性は、好酸球欠損マウスを用いた研究 [36]および好酸球

浸潤抑制などを目的とした抗 IL-5 抗体投与 [4]でも報告されている。好酸

球欠損マウスを用いた研究では抑制効果が得られなかった報告も一部あ

り [37]その評価は分かれるが、抗 IL-5 抗体に関しては臨床研究においても

奏効した報告もあることから [5]、BHR 亢進に好酸球が深く関与する可能

性が示唆される。  
M2 は下気道に浸潤した好酸球に選択的に反応し、リンパ球、好中球お

よびマクロファージにはほとんど影響を及ぼさなかった。この結果は、

Mfsd10 の mRNA が好酸球において非常に高レベルで発現し、B 細胞、T
細胞、マクロファージ、好中球、好塩基球および樹状細胞ではほとんど発

現していなかった既報の結果と合致する [32]。以上から M2 は生体内にお

いても好酸球表面に発現する Mfsd10 分子を選択的に認識して結合し、好

酸球機能を阻害することで BHR 亢進を抑制する可能性が考えられる。  
IL-5 は活性化 Th2 細胞などで産生され、好酸球の分化、成熟、浸潤、生

存延長およびエフェクター機能などを促進するサイトカインである [27, 
28]。本研究では M2 および抗 Siglec-F モノクローナル抗体投与によって

も BALF 中 IL-5 濃度は変化しなかった。このことから、好酸球浸潤およ

び BHR 亢進の抑制は抗体投与による IL-5 産生阻害によるものではないと

考えた。Siglec-F のオーソログであるヒト Siglec-8 に対する抗体は、好酸

球に対してカスパーゼ依存的なアポトーシスを誘導する [38, 39]。一方、牛

島らの報告では、Mfsd10 は有機陰イオンの取り込みに関与するトランス

ポーターとして機能するが [34]、M2 が気管支喘息病態において好酸球浸

潤および BHR 亢進発症を抑制する機序は不明であり、今後の解析が必要

である。  
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 抗 Siglec-F モノクローナル抗体は M2 と同程度に好酸球浸潤を抑制した

が、好中球に対しても抑制効果を示す傾向が見られた。Siglec-F 分子は好

酸球のみならず、好中球表面にも発現することが以前の報告でも示されて

おり [32, 40] 本研究結果はこれらを反映している可能性が考えられる。一

方、Song らの報告では抗 Siglec-F モノクローナル抗体による好中球浸潤

の抑制効果は限定的であったとの報告もある [29]。これらの結果の相違に

ついてはより詳細な検討が必要とされるが、抗 Siglec-F モノクローナル抗

体が好酸球のみならず好中球に対しても反応した結果および BHR 亢進の

抑制効果の比較から、抗 Siglec-F モノクローナル抗体に対する M2 の優位

性が示された。  
 以上、第二章では気管支喘息における BHR 発症機序に対し好酸球の関

与が示された。  
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第三章 アレルギー性鼻炎における NHR 亢進発症に対する CD4 陽性 T
細胞の関与  

 
目的  
 

アレルギー性鼻炎患者では特異抗原の吸入によりくしゃみ反応、鼻閉お

よび鼻汁分泌といった即時性の症状が誘発される。これらの症状はマスト

細胞などにより放出されるヒスタミンなどのメディエーターを介した反

応であると理解されてきた。それゆえ、 IgE を結合したマスト細胞の抗原

特異的な脱顆粒反応は鼻症状の誘発に必須であるとされている [41, 42]。
さらに、アレルギー性鼻炎では他のアレルギー疾患同様、好酸球や T 細胞

などの炎症細胞浸潤を伴った鼻粘膜上での遅発性の炎症も誘発する二相

性の病態形成機序となっている [41, 43]。  
くしゃみ反応は鼻粘膜上への物理的または化学的刺激に対して誘発さ

れる反応である。重症化したアレルギー性鼻炎患者では、抗原非特異的な

刺激によってもくしゃみ反応が誘発されることが知られる。そのため、ヒ

スタミン刺激によるくしゃみ反応誘発試験では、アレルギー性鼻炎患者は

健常人よりも有意に低い濃度のヒスタミンでもくしゃみ反応を示し、その

ヒスタミン感受性と病態の重篤度が相関することが知られている [44-46]。
またスギ花粉症などの季節性アレルギー性鼻炎患者では、花粉飛散期にお

けるヒスタミン誘発くしゃみ反応は非飛散期と比較して増強することも

報告されている [47]。  
鼻粘膜上での反復したアレルギー性炎症は NHR 亢進を発症させ、その

結果、抗原非特異的な刺激にも反応するようになり病態の重症化につなが

る。しかし、アレルギー性鼻炎患者のくしゃみ反応の増加と NHR 亢進発

症との関連性については未知な部分が多い。既報では、アレルギー性鼻炎

患者のくしゃみ反応に対するヒスタミン感受性の増強は NALF 中好中球

数および好酸球数の増加と相関すること [48]、アレルギー性鼻炎の治療に

用いられるステロイドの一種、ベクロメタゾンの処置では、好酸球浸潤の

抑制を伴ったヒスタミン感受性の減弱が報告されているが [11]、好中球お

よび好酸球と NHR 亢進発症の関連の詳細もほとんどが不明である。  
アレルギー性鼻炎病態では IgE/マスト細胞系依存的にくしゃみなどの

鼻症状が誘発されることだけでなく、CD4 陽性 T 細胞が鼻粘膜上でのアレ

ルギー性炎症に対して重要な役割を果たすことも報告されている。アレル

ギー性鼻炎患者の鼻粘膜や NALF 中では活性化 CD4 陽性 T 細胞や T 細胞

28 
 



に関連したサイトカインが検出される [49-51]。またこれらの反応は特異的

な抗原刺激により増強し [52, 53]、ステロイドや特異抗原に対する免疫治

療により鼻症状とともに緩和される [49-51, 54-57]。  
アレルギー性鼻炎の病態形成機序、とりわけ NHR 亢進発症に対する

CD4 陽性 T 細胞の影響に関する報告はこれまでにほとんど例がない。そこ

で本研究は複数の手法を用い NHR 亢進発症に対する CD4 陽性 T 細胞の

関与について解析した。その中で、全身抗原感作および抗原投与したマウ

スでは抗原非特異的な刺激に対してもくしゃみ反応が増強する NHR 亢進

が発症することを見出した。さらに各種遺伝子改変マウス（マスト細胞欠

損マウス、好酸球欠損マウスおよび抗 OVA 特異的 IgE Tg マウス）、抗体

処置による CD4 陽性 T 細胞除去および抗原特異的 T 細胞移入などの手法

を用い、抗原特異的 CD4 陽性 T 細胞が NHR 亢進発症に対して必須であ

る可能性を示した。  
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材料と方法  
 
1. 実験動物  

6 週齢の雌 Balb/c マウスは日本 SLC より購入した。OVA 特異的 T 細胞

受容体を恒常的に発現する DO11.10×Rag-2 欠損マウス、マスト細胞欠損

マウス (W/Wv)、好酸球欠損マウス  (∆dblGATA) および抗 OVA-IgE Tg マ

ウスは東京都医学総合研究所花粉症プロジェクトにて管理・維持されてい

るものを使用した。すべての動物実験は東京都医学総合研究所の動物実験

指針に従って行われた。  
 
2. In vitro での OVA 特異的 T 細胞の分化・増殖  

T 細胞の分化・増殖は既報に従って行った [58, 59]。第二章に記載した方

法で CD4 陽性 T 細胞と抗原提示細胞を DMEM-F12HAM コンプリートメ

ディウムで調整し、さらに Th1 細胞への分化には 10 U/mL リコンビナン

トマウス IL-12 (Peprotech)および 10 μg/mL 抗 IL-4 モノクローナル抗体  
(Peprotech) をそれぞれ添加した。Th17 細胞への分化には 10 ng/mL IL-
1β、20 ng/mL IL-6、1 ng/mL TGF-β  (Peprotech)、10 ng/mL IL-23 (R&D 
systems)、10 μg/mL 抗 IL-4 モノクローナル抗体  (Peprotech) および 10 
μg/mL 抗 IFN-γ モノクローナル抗体  (e-Bioscience) をそれぞれ添加した。

Th2 細胞への分化は第二章に記載した方法で行った。すべての T 細胞サブ

セットは 5% CO2 存在下、37 度で 7 日間培養し、遠心して培養上清を除い

た後に以降の実験に使用した。  
 
3. 樹立した細胞のサイトカイン産生の解析  

In vitro で樹立した OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞

を評価した。細胞内 IFN-γ、IL-4、IL-10 および IL-17A レベルの測定は既

報に従い 5 nM PMA および 1 µM イオノマイシンで 6 時間刺激後、抗体で

染色してフローサイトメトリーで解析した [59]。培養上清中のサイトカイ

ン濃度の測定は第二章に記載した方法で行った。  
 
4. 全身抗原感作および IN/LV 投与  

OVA 全身抗原感作は第一章に記載した方法で Day 0, 7, 14 および 21 に

行った。Day 35-38 (一部は Day 5-38 および 41-43) に各日 1 回、30 mg/mL 
OVA、BSA およびカゼイン (Sigma-Aldrich) を IN/LV 投与した。  

 
5. T 細胞移入および IN/LV 投与  

In vitro で樹立した OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞

の移入は、第二章に記載した方法で行った。T 細胞移入  24 時間後、4 日連

30 
 



続で各日 1 回、30 mg/mL OVA を IN/LV 投与した。  
 
6. 鼻粘膜過敏性試験  
最終抗原投与 6 時間後、30 mg/mL OVA、BSA および 100 mM ヒスタミ

ンを点鼻し、くしゃみの回数を 5 分間計測した。  
 
7. 鼻粘膜炎症の評価  

最終抗原投与  6 時間後、NALF中炎症細胞の解析を第一章に記載した方

法で行った。病理組織学的解析は、マウスを4 % パラホルムアルデヒドで

固定後に鼻組織を採取して脱灰し、パラフィン包埋後、厚さ5 µm に薄切

してヘマトキシリン・エオシン染色にて行った。好酸球については、40倍
の対物レンズで左右鼻甲介を  6-10 視野観察し、1 mm2 あたりの細胞数を

計測した。鼻粘膜上皮傷害は好酸球と同様の範囲で観察し、Ponikauらの

方法 [60] を改変したスコアで評価した。傷害スコアをTable 1 に示す。  
 
8.  血清中 OVA 特異的 IgE、 total IgG および IgG サブクラスの検出  
血清採取および血清中OVA特異的 IgE および IgGの検出は第一章に記載し

た方法で行った。  
 
9. T 細胞集積の確認  

NALF 細 胞 お よ び NALT 細 胞 に 抗 DO11.10-TCR-PE 抗 体  (BD 
Bioscience、 CA、USA) および抗 CD4-APCeFluor780 抗体  (eBioscience) 
をそれぞれ加えて 1 時間 4 度で染色し、フローサイトメーター (FACS 
Canto2; BD Bioscience) にて解析した。  
 
10. 抗体処置による CD4 陽性 T 細胞除去  

最終抗原投与の 9 および 6 日前に、抗 CD4 モノクローナル抗体  (GK1.5；
eBioscience) を 50 mg/kg、ラット IgG モノクローナル抗体（ネガティブ

コントロール）を 50 mg/kg で尾静脈注射した。抗体処置の効果を確認す

るため、マウス脾臓細胞に抗 CD3-PECy7 抗体  (BioLegend、CA、USA) お
よび抗 CD4-APCeFluor780 抗体  (eBioscience) をそれぞれ加えて 1 時間

4 度で染色し、フローサイトメーターにて解析した。  
 
11.  mRNA 発現レベルの解析  

最終抗原投与 6 時間後、マウス鼻組織を回収し ISOGEN (ニッポンジ

ーン、  Tokyo、Japan) 中で懸濁した。得られた懸濁液から、ISOGEN 添

付のプロトコルに従って mRNA を抽出し、ランダムプライマー (Toyobo) 
と  SuperScript 3 逆転写酵素 (Thermo Fisher Scientific) を用いて逆転写
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し、反応産物と IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-13、IL-17A、EPO および GAPDH
のプローブ (TaqMan MGBprobe; Thermo Fisher Scientific) をそれぞれ

用いて CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad、CA、USA) 
にて解析した。  

 
12.  統計解析  

得られた値は各郡の平均値±標準誤差として示した。有意差検定は統計

解析ソフト  Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software) で解析し、2 群間

の比較は Mann-Whitney U test、多群間の比較は Kruskal-Wallis test お

よび Dunn’s 多重比較検定を使用し、  p 値が 0.05 未満を統計学的に有意

であるとした。  
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結果  
 
1. 全身感作マウスにおける抗原誘発 NHR 亢進の発症  

OVA で全身抗原感作し、OVA を 7 回投与した Balb/c マウスでは、8 回

目の OVA 投与直後に強いくしゃみ反応が誘発された (Fig. 1A, B)。生理食

塩水および非特異抗原である BSA を 8 回投与したマウスではくしゃみ反

応は誘発されなかった。そこで OVA を 7 回投与したマウスに BSA を投与

すると、OVA のみを投与したマウスと同程度のくしゃみ反応が誘発された

(Fig. 1B)。詳細に解析すると、抗原非特異的なタンパクである BSA 投与

により誘発されるくしゃみ反応の増加は 2 回の抗原投与により既に確認さ

れ、同様の反応は代表的なくしゃみ誘因物質であるヒスタミンの投与でも

誘発された (Fig. 1C)。また BSA 同様、抗原非特異的なタンパク質である

カゼイン投与でもくしゃみ反応は誘発された (Fig. 1D)。抗原投与後のマウ

スに対するヒスタミン誘発くしゃみ反応の増加は、ヒスタミン濃度依存的

に誘発された (Fig. 1E)。以上の結果より、全身抗原感作したマウスに特異

抗原を投与すると NHR 亢進が発症し、抗原非特異的な刺激にも反応して

くしゃみ反応が増加するようになることが示された。4 回抗原投与したマ

ウスの NHR 亢進反応の経時変化を追うと、最終抗原投与 3 時後には強く

NHR が亢進して 6 時間後にピークを迎え、48 時間後にはほぼ消失した

(Fig. 1F)。以上の結果から、以降の実験における NHR 亢進の評価（鼻粘

膜過敏性試験）は、抗原投与 6 時間後にヒスタミン誘発くしゃみ反応を計

測することで行うこととした。  
 
2. 全身感作マウスにおける抗原誘発鼻粘膜炎症の評価  

OVA で全身感作し、OVA を 4 回投与した Balb/c マウスでは、リンパ

球、好中球および好酸球といった炎症細胞数が生理食塩水投与したマウス

と比較して有意に増加した (Fig. 2A)。このマウスの鼻組織を回収し mRNA
の発現レベルを比較すると、IL-4、IL-5、IL-13 および EPO がコントロー

ルマウスと比較して有意に高かったが、IFN-γ および IL-17 はほとんど差

はなかった (Fig. 2B)。病理組織学的解析では、OVA 投与マウスの鼻粘膜で

好酸球の増加と鼻粘膜上皮傷害の増強が観察された (Fig. 2C, D)。  
 
3. マスト細胞の関与  

NHR 亢進発症に対するマスト細胞の関与について解析するため、マス

ト細胞欠損マウス (W/Wv) を用いて解析した。OVA で全身抗原感作し、8
回 OVA 投与した W/Wv マウスでは生理食塩水投与マウスと比較して有意

に NHR が亢進していたが、抗原投与した同腹の野生型マウス (+/+) も同

程度に NHR が亢進していた (Fig. 3A)。同様に W/Wv マウスおよび  +/+ マ
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ウスのいずれも抗原特異的  に NALF 中リンパ球数、好中球数および好酸

球数 (Fig. 3B)、血清中の抗原特異的 IgE レベル (Fig. 3C) が増強したが、

W/Wv マウスと+/+ マウスとではほとんど差はなかった。これらの結果か

ら、  NHR 亢進発症に対するマスト細胞の関与は比較的小さい可能性が示

唆された。  
 
4. 好酸球の関与  
 次に NHR 亢進発症に対する好酸球の関与について解析した。OVA で全

身抗原感作し、8 回 OVA 投与した∆dblGATA マウスでは生理食塩水投与マ

ウスと比較して有意に NHR が亢進していたが、抗原投与した同腹の WT
マウスも同程度に NHR が亢進していた (Fig. 4A)。同様に∆dblGATA マウ

スおよび WT マウスのいずれも抗原特異的  に NALF 中リンパ球数および

好中球数  (Fig. 4B)、血清中の抗原特異的 IgE レベル (Fig. 4C) が増強した

が、∆dblGATA マウスと WT マウスとではほとんど差はなかった。好酸球

数の増加は抗原投与した WT マウスでのみ確認された (Fig. 4B)。これらの

結果から、NHR 亢進発症に対する好酸球の関与は比較的小さい可能性が

示唆された。  
 
5. CD4 陽性 T 細胞の関与  

CD4 陽性 T 細胞の関与について解析するため、抗 CD4 抗体処置による

T 細胞除去実験を行った。OVA で全身抗原感作し 4 回 OVA 投与した Balb/c
マウスに抗 CD4 抗体処置すると、抹消の CD3 陽性 /CD4 陽性細胞はほぼ

消失した (Fig. 5A)。NHR は抗原投与により生理食塩水投与マウスと比較

して有意に亢進したが、抗体処置により強く抑制された (Fig. 5B)。NLAF
中リンパ球数、好中球数および好酸球数も同様に抗体処置により有意に減

少した (Fig. 5C)。これらの結果から、NHR 亢進発症に対する CD4 陽性 T
細胞の強い関与が示唆された。  
 
6. 樹立した抗原特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞の評価  

NHR 亢進発症に対する抗原特異的 T 細胞のサブセット間での比較解析

を行うため、OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞を in vitro
で分化・増殖し、得られた細胞の分化レベルを評価した。細胞内サイトカ

インを解析すると、抗原刺激により Th1 細胞は主に IFN-γ を、Th2 細胞

は主に IL-4 を、Th17 細胞は主に IL-17 をそれぞれ強く産生していた (Fig 
6A)。培養上清中のサイトカイン量についても、抗原刺激により細胞内サイ

トカインと同様のパターンを示した (Fig 6B)。以上、それぞれの T 細胞サ

ブセットに特徴的なサイトカインが抗原特異的に産生されたことから、そ

れぞれの T 細胞サブセットへの分化がなされたことが確認された。  
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7. 抗原特異的 T 細胞の関与と T 細胞サブセット間の比較  

NHR 亢進発症に対する CD4 陽性 T 細胞の関与が細胞除去実験により示

唆されたため、次にいずれの抗原特異的 T 細胞サブセットが NHR 亢進を

発症しうるか検討した。OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞

を正常な Balb/c マウスに移入して OVA を投与すると、いずれの T 細胞サ

ブセットにおいてもヒスタミン誘発くしゃみ反応および BSA 誘発くしゃ

み反応がそれぞれ増加し、NHR 亢進の発症が確認された (Fig 7A)。NALF
中細胞数の比較では、抗原投与した Th2 細胞移入マウスは好酸球数が有意

に増加した一方、抗原投与した Th1 細胞および Th17 細胞移入マウスでは

好中球数が有意に増加した (Fig 7B)。NALF および NALT 細胞を解析する

といずれも OVA 投与したマウスでのみ DO11.10 陽性 /CD4 陽性細胞の割

合が生理食塩水投与マウスと比較して増加していた (Fig 7C)。鼻組織にお

けるサイトカインの mRNA 発現レベルを解析すると、Th1 細胞移入およ

び抗原投与マウスでは主に IFN-γ 、Th2 細胞移入および抗原投与マウスは

主に IL-4、Th17 細胞移入および抗原投与マウスは主に IL-17 の発現レベ

ルがそれぞれ高かった (Fig.7D)。Naïve な T 細胞を移入したマウスでは

OVA 投与しても NHR 亢進の発症、炎症細胞の浸潤および鼻組織でのサイ

トカイン産生はいずれも誘導されなかった (Fig.7)。  
 
8. IgE の関与  

NHR 亢進発症に対するマスト細胞の関与は比較的小さい可能性が示唆

されたが、抗原特異的 IgE はマスト細胞や好塩基球と結合してアレルギー

反応を惹起する。そこで、NHR 亢進の発症に対する抗原特異的 IgE の関

与について検討するため、未感作の抗 OVA-IgE Tg マウスと OVA 特異的

T 細胞移入マウスおよび OVA 全身抗原感作マウスとの比較解析を行った。

血清中 OVA 特異的 IgE レベルは抗 OVA-IgE Tg マウスおよび OVA 全身抗

原感作マウスで高いレベルであったが、OVA 特異的 T 細胞移入マウスで

は非常に低いレベルであった (Fig. 8A)。Total IgG およびそのサブクラス

は全身抗原感作マウスでのみ高いレベルで検出された。次にヒスタミン誘

発くしゃみ反応はについて全身抗原感作マウスと抗 OVA-IgE Tg マウスを

比較した。抗原投与により全身抗原感作マウスではくしゃみ反応が有意に

増加したが、抗 OVA-IgE Tg マウスでは生理食塩水投与マウスと同程度に

しかくしゃみ反応が計測されなかった (Fig. 8B)。同様に、NALF 中炎症細

胞も全身抗原感作マウスでのみ抗原特異的に増加した (Fig. 8C)。これらの

結果から、NHR 亢進発症に対する抗原特異的 IgE の関与は比較的小さい

可能性が示唆された。  
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Table 1. 鼻粘膜上皮の傷害スコア  
 

スコア    傷害レベル  
 

0  正常  
1  上皮細胞の線毛脱離  
2  粘膜上皮の一部浸食  
3  粘膜上皮の完全な浸食  
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Fig. 1 抗原誘発 NHR 亢進の発症  
Day 0, 7 14 および21にBalb/cマウスに20 µg OVA、2.25 mg alumを腹腔

内投与し全身抗原感作した。Day 35-38およびDay 41-43に、OVA、BSAお

よび生理食塩水を IN/LV投与し、Day 44 にも図に示した組み合わせで投

与した  (A)。Day 41-43 に投与直後のくしゃみ回数を計測した (B)。Day 34 
(0)-38 (4) 各日の  OVA 投与  6 時間後にBSAおよびヒスタミンを点鼻し

て誘発したくしゃみ回数を計測した (C)。Day 35-37 にOVA投与したマウ

スに対し、Day 38 にOVA、BSAおよびカゼインを投与し、直後のくしゃ

み回数を計測した (D)。くしゃみ反応におけるヒスタミン濃度依存性 (E)。
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Day 35-38 にOVAを投与したマウスに対するヒスタミン誘発くしゃみ反

応の経時変化 (F)。データは一群あたり4-8匹のマウスから得られた測定値

の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01 および  ***p < 0.001；
生理食塩水投与マウス群との比較 (t検定 )。  
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Fig. 2 抗原誘発鼻粘膜炎症反応  
Day 0, 7 14 および 21 に OVA で全身抗原感作したマウスに、Day 35-38
に OVA を IN/LV 投与した。最終抗原投与 6 時間後に NALF 中リンパ球

数、好中球数および好酸球数を計測し (A)、鼻組織での IL-4、IL-5、IL-13、
IFN-γ、 IL-17A および EPO の mRNA 発現レベルを測定した (B)。病理組

織学的解析は鼻組織をパラフィン包埋後に薄切し、ヘマトキシリン・エオ

シンで染色した。下段は上段画像中に四角で示した位置の拡大画像。図中

バー；上段 500 µm、 下段；50 µm (C)。病理学的解析により評価した好酸

球数および鼻粘膜上皮傷害レベル (D)。データは一群あたり 4-8 匹のマウス

から得られた測定値の平均値±標準誤差で示した。*p < 0.05、 **p < 0.01
および  ***p < 0.001；生理食塩水投与マウス群との比較 (t 検定 )。  
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Fig. 3 マスト細胞欠損マウスにおける NHR 亢進の発症  
Day 0, 7 14 および 21 に OVA で全身抗原感作した W/Wv マウスまたは

+/+マウスに、Day 35-38 および Day41-44 に OVA を IN/LV 投与した。最

終抗原投与 6 時間後、NHR 亢進レベル  (A)、NALF 中リンパ球数、好中球

数および好酸球数  (B)および血清中抗原特異的 IgE レベル (C)を評価した。

データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の平均値±標準誤

差で示した。*p < 0.05、**p < 0.01 および  ***p < 0.001；生理食塩水投与

マウス群との比較 (Dunn’s 多重比較検定 )。  
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Fig. 4 好酸球欠損マウスにおける NHR 亢進の発症  
Day 0, 7 14 および 21 に OVA で全身抗原感作した∆dblGATA マウスまた

は WT マウスに、Day 35-38 および Day41-44 に OVA を IN/LV 投与した。

最終抗原投与 6 時間後、NHR 亢進レベル  (A)、NALF 中リンパ球数、好中

球数および好酸球数 (B)および血清中抗原特異的 IgE レベル (C)を評価した。

*p < 0.05 および  **p < 0.01；生理食塩水投与マウス群との比較 (Dunn’s 多

重比較検定 )。  
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Fig. 5 NHR 亢進発症に対する抗 CD4 抗体の効果  
Day 0, 7 14 および 21 に OVA で全身抗原感作したマウスに、Day 35-38
に OVA を IN/LV 投与した。最終抗原投与 9 および 6 日前に抗 CD4 抗体

およびラット IgG 抗体をそれぞれ静脈注射した。最終抗原投与 6 時間後に

脾臓中 CD3 陽性 /CD4 陽性細胞をフローサイトメトリーで検出し (A)、NHR
亢進レベルを計測後 (B)、NALF 中リンパ球数、好中球数および好酸球数を

計測した (C)。データは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の平

均値±標準誤差で示した。*p < 0.05 および**p < 0.01；OVA 投与 /ラット

IgG 抗体投与マウス群との比較 (Dunn’s 多重比較検定 )。  
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Fig. 6 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞によるサイトカイン産生  
In vitro で樹立した OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞の

サイトカイン産生パターンを評価した。5 nM PMA および 1 µM イオノマ

イシンで 6 時間刺激し、細胞内 IFN-γ、 IL-4、 IL-10 および  IL-17A をそ

れぞれ染色してフローサイトメトリーで測定した (A)。OVA323-339 ペプ

チドで 24 時間刺激し、培養上清中の IFN-γ、 IL-4 および  IL-17A 濃度を

ELISA 法により測定した (B)。データは一群あたり 3 well の測定値の平均

値±標準誤差で示した。**p < 0.01 および  ***p < 0.001；OVA 刺激した

他の T 細胞サブセットとの比較 (Dunn’s 多重比較検定 )。  
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Fig. 7 T 細胞移入マウスにおける NHR 亢進の発症  
In vitro で樹立した OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞を

正常マウスに移入した。移入 24 時間後から 1 日 1 回、3 日間、OVA を

IN/LV 投与し、最終抗原投与 6 時間後に NHR 亢進レベル  (A)、NALF 中

リンパ球数、好中球数および好酸球数 (B)、Th2 細胞移入マウスの NALF お

よび NALT 中に集積した DO11.10-TCR 陽性 /CD4 陽性細胞 (C)および鼻組

織中 IFN-γ、 IL-4 および  IL-17A mRNA 発現レベル (D)を評価した。デー

タは一群あたり 4-8 匹のマウスから得られた測定値の平均値±標準誤差で

示した。*p < 0.05、**p < 0.01 および  ***p < 0.001；Naïve T 細胞移入

/OVA 投与マウス群との比較  (Dunn’s 多重比較検定 )。
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Fig. 8 抗 OVA-IgE Tg マウス、全身抗原感作マウスおよび T 細胞移入マ

ウスにおける NHR 亢進発症の比較  
Day 0, 7 14 および 21 に OVA で全身抗原感作した Balb/c マウス、in vitro
で樹立した OVA 特異的 Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞を移入した

正常マウスおよび未感作の抗 OVA-IgE Tg マウスに 1 日 1 回、3 日間、

OVA を IN/LV 投与した。最終抗原投与 6 時間後に血清中 OVA 特異的 IgE、

total IgG および IgG サブクラス (A)、NHR 亢進レベル (B) および NALF
中リンパ球数、好中球数および好酸球数 (C)を評価した。データは一群あた

り 4-8 匹のマウスから得られた測定値の平均値±標準誤差で示した。*p < 
0.05、**p < 0.01；OVA 全身感作 /OVA 投与マウス群との比較  (Dunn’s 多

重比較検定 )。  
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考察  
 
 本研究において、全身抗原感作および抗原投与したマウスで誘導される

NHR 亢進の発症は CD4 陽性 T 細胞依存的であり、IgE/マスト細胞系およ

び好酸球の関与は比較的小さい可能性が示された。特に CD4 陽性 T 細胞

の中でも、それぞれのサブセットに分化した抗原特異的 T 細胞の重要性が

示唆された。  
 IgE/マスト細胞系はアレルギー性鼻炎の病態形成に極めて重要な役割を

果たす [11, 41, 42, 61]。好塩基球も抗原刺激を受けると活性化しアレルギ

ー病態に関与することが近年多く報告されているが [62, 63]、本研究では

好塩基球に対する検討は行っていない。しかしながら、マスト細胞同様に

IgE 依存的に活性化する好塩基球も、少なくとも本研究の実験系おいては

NHR を発症させる可能性は低いと考えられる。加えて既報では抗原特異

的 IgE 単独ではアレルギー性鼻炎病態へ与える影響が小さいことが報告さ

れている [64]。以上より、 IgE/マスト細胞系および好塩基球の関与は比較

的小さい可能性が示唆された。  
鼻粘膜に浸潤する炎症細胞のうち好酸球は NHR 亢進発症への関与が小

さいことが欠損マウスでの実験の結果から示唆されたが、好中球に関して

は欠損マウスや中和抗体が樹立されておらず、今回検討することができな

かった。しかしながら、抗原投与した Th2 細胞移入マウスで確認されたご

くわずかな好中球が NHR 亢進発症に強く関与する可能性は低いと考えら

れ、NHR 亢進の発症には好中球の関与は小さい可能性が考えられる。  
 本研究では、全身抗原感作モデル、CD4 陽性 T 細胞除去実験および抗原

特異的 T 細胞移入モデルを利用して、CD4 陽性 T 細胞依存的に NHR 亢進

が発症することを示した。アレルギー性鼻炎症状を模したマウスモデルは

これまでにも報告されており、全身抗原感作し抗原投与したマウスではく

しゃみ反応と鼻かき反応が鼻粘膜上への炎症細胞浸潤を伴って誘発され

[65-68]、抗原特異的にくしゃみ反応の増加が誘導された [69, 70]。しかし

ながら、抗原非特異的な刺激によってもくしゃみ反応が誘発されるように

なる NHR 亢進の発症に関するような研究はほとんど前例がない。  
本研究のアレルギー性鼻炎の重症化の過程に CD4 陽性 T 細胞が直接的

に関与するという結果は、臨床における薬理学的解析とも合致する。主に

T 細胞をターゲットとした薬剤であるベクロメタゾンは、アレルギー性鼻

炎患者の NHR 亢進と鼻炎症状を抑制した [11]。マウスモデルにおいても、

T 細胞活性を抑制するタクロリムス投与によって抗原誘発炎症反応が抑制

されており [12]、これらの結果は本研究結果を支持している。  
臨床における一般的なアレルギー性鼻炎の病態は、 IL-4 および IL-5 な

どのサイトカインが強く産生され、好中球に比べて好酸球が強く浸潤する
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Th2 型であるとされてきた [71, 72]。Alum のアジュバンド効果を利用した

動物モデルにおける抗原全身感作は主に Th2 型優位なアレルギー病態を

誘導するが、一部 Th1 型および Th17 型様病態をも併発する非特異的な抗

原感作とされる [73, 74]。本研究でも、Alum を用いた全身感作では鼻粘膜

上での IL-4、 IL-5 および IL-13 といった Th2 型に特徴的なサイトカイン

産生と好酸球優位な細胞浸潤が、NHR 亢進発症を伴って抗原特異的に誘

発された。それは抗原特異的 Th2 細胞移入モデルにおいても同様であっ

た。一方、抗原特異的 Th1 細胞移入モデルでは IFN-γ の産生が、抗原特

異的 Th17 細胞移入モデルでは IL-17A の産生が抗原特異的にそれぞれ増

強し、いずれも好中球優位な細胞浸潤パターンを示した。この結果はこれ

までの Th1 細胞および Th17 細胞の研究結果とよく合致している [59]。本

研究では Th2 細胞のみならず Th1 細胞と Th17 細胞も抗原特異的に NHR
亢進を発症したことから、NHR 亢進発症機序にはこれら T 細胞サブセッ

ト間で共通して産生される因子が関与する可能性が考えられる。  
以上より、第三章では、アレルギー性鼻炎における BHR 亢進の発症に

対し抗原特異的 CD4 陽性 T 細胞の強い関与が示された。  
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総括  
 
 気管支喘息とアレルギー性鼻炎はいずれも気道上で発症するアレルギ

ー性疾患である。これらの疾患は病態の進行に伴って過敏性亢進を発症し、

その結果、抗原非特異的な様々な刺激にも反応して症状が劇的に増強され

病態が重症化する。気管支喘息は未だに死に至る可能性のある疾患であり、

アレルギー性鼻炎は本邦ではスギ花粉症に代表される国民病とも言われ

ていることから、これら疾患の重症化に対する研究は急務となっている。 
 本研究では気管支喘息とアレルギー性鼻炎に共通して発症し、病態の重

症化を引き起こす過敏性亢進に影響する因子について解析した。これまで

BHR 亢進発症に対しては動物モデルなどの研究から好酸球や T 細胞の関

与が考えられてきたが [4-8]、臨床で奏功する治療法の開発には繋がってい

ない。一方、NHR 亢進の発症に対しては薬理学的解析などを用い、T 細胞

の関与を間接的に示唆した報告はあるが [11, 12]、遺伝子改変マウスなど

を用いたより直接的な報告はほとんど見られない。  
これら二種類の疾患は発症機序の類似性や炎症組織の解剖学的な連続

性によりそれぞれの疾患が容易に影響しあう可能性が指摘されており [20]、
実際、臨床での合併率は非常に高いことが知られている。本来、疾患の病

態形成機序の正確な解析は他の疾患が影響しない状態で行うことが必須

であるが、臨床においては合併率が高いこと、また動物を使った従来の研

究においては合併の有無にまで検証を行ったモデルが稀有であったこと

が正確な解析を困難にしている原因の一つであると考えた。そこで第一章

は気管支喘息またはアレルギー性鼻炎を選択的に惹起する抗原投与方法

を検討し、他方の疾患の影響なしに正しく病態を評価できる新規マウスモ

デルを構築した。このモデルを以降の実験に用い、第二章は BHR 亢進発

症に対する好酸球の関与について検討した。続く第三章は NHR 亢進発症

に対する因子を探索した。  
 第一章では気管支喘息またはアレルギー性鼻炎を選択的に発症する新

規マウスモデルを構築した。これまでに多用されてきた IN/HV 投与モデ

ルマウスを解析すると、BHR 亢進の発症、くしゃみ反応の増加、下気道お

よび鼻粘膜への炎症細胞浸潤が誘発され、気管支喘息とアレルギー性鼻炎

が併発した状態であることが示された。その原因として、IN/HV 投与は鼻

腔から下気道に多量の抗原を注入するためいずれの部位においてもアレ

ルギー反応が誘発されたと考えた。そこで特異抗原を目的組織にのみ投与

できるよう改良し、マイクロスプレイヤーを用いて下気道に直接抗原投与

する IT 投与および少量の抗原を点鼻する LV/IN 投与を試みた。その結果、

IT 投与では BHR 亢進の発症と下気道への炎症細胞浸潤が特徴的に誘発さ

れる気管支喘息が、 IN/LV 投与では NHR 亢進の発症と鼻粘膜への炎症細
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胞浸潤が特徴的に誘発されるアレルギー性鼻炎が、それぞれ選択的に惹起

することが示された。以上より、第一章では IT 投与または IN/LV 投与を

用い、疾患を選択的に惹起する新規マウスモデルを構築した。  
 第二章では、好酸球表面分子 Mfsd10 に対する新規モノクローナル抗体、

M2 を用いて、好酸球が BHR 亢進発症に与える影響を検討した。Mfsd10
は近年の白血球系細胞の比較解析の結果、好酸球に特異的に発現すること

が明らかとなった分子である。IT 投与により気管支喘息を選択的に惹起し

たマウスに M2 処置すると下気道への好酸球浸潤が強力に抑制され、BHR
亢進発症に対しても抑制傾向を示した。以上から、BHR 亢進発症に対する

好酸球の関与が示唆された。  
 第三章では NHR 亢進発症に関与する因子を複数の手法を用いて解析し

た。アレルギー性鼻炎を選択的に惹起したモデルの詳細な解析により、こ

のマウスでは抗原非特異的な刺激によってもくしゃみ反応を増強する

NHR 亢進が抗原特異的に発症していることが見いだされた。くしゃみ反

応そのものはマスト細胞 /IgE 系が強く関与するとされているが、マスト細

胞欠損マウスおよび抗原特異的 IgE Tg マウスを用いた解析では、NHR 亢

進の発症に伴うくしゃみ反応の増加にマスト細胞 /IgE 系の関与は少ない

可能性が示唆された。また、NHR 亢進の発症に伴って鼻粘膜中への好酸球

浸潤が強く誘発されていたが、好酸球欠損マウスの解析では NHR 亢進発

症に対して好酸球の関与も限定的であることが示された。一方、CD4 陽性

T 細胞を末梢から除去すると NHR 亢進発症は抑制され、各種抗原特異的

T 細胞サブセット (Th1 細胞、Th2 細胞および Th17 細胞 ) 移入と抗原投与

により NHR 亢進が強く発症した。以上から、NHR 亢進発症に CD4 陽性

T 細胞の強い関与が示された。  
 本研究では、気管支喘息におけるBHR亢進発症には好酸球の、アレルギ

ー性鼻炎におけるNHR亢進発症にはCD4陽性T細胞の強い関与をそれぞれ

示した。この二種類の疾患はこれまで類似性や関連性が強調されてきたが、

本研究にて過敏性亢進発症機序に相違点が存在する可能性が示唆された

ことは非常に興味深い。その原因の一つとして考えられるのが、臨床にお

ける抗原の性情の違いである。本来の気管支喘息の主要抗原であるDer p1
はシステインプロテアーゼ活性、アレルギー性鼻炎の主要抗原であるCry 
j1はペクチン酸リアーゼ活性と酵素活性の差異があり、安定性や免疫原性

なども抗原タンパク質により異なっている [75, 76]。その結果として、鼻腔

と下気道におけるアレルギー反応性には元々相違点がある可能性が考え

られる。さらに、気管支喘息とアレルギー性鼻炎では発症部位の構造や過

敏性亢進発症により増強される症状の違いもあり、今後、本来の抗原タン

パク質を用いた解析や症状ごとの検討など、過敏性亢進の発症機序の解明

により詳細な解析が必須である。  
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 過敏性亢進発症機序に対する好酸球およびCD4陽性T細胞のより詳細な

影響については、いくつかの報告がある。活性化好酸球は強い細胞障害性

を持つ主要塩基性タンパク質、好酸球陽イオン性タンパク質および好酸球

ペルオキシダーゼなどを放出し、下気道上皮を傷害する。それにより知覚

神経が露出し、刺激に対して過敏に反応するようになる [27, 28]。また、同

じく好酸球が放出するロイコトリエンなどのメディエーターは平滑筋収

縮や血管透過性亢進による浮腫を誘発する [28]。これらが反復することに

よりBHR亢進が発症に至る可能性がある。一方、CD4陽性T細胞は抗原特

異的にサブスタンスP などのニューロペプチドを産生し細胞外に放出す

ることが近年示されている [77-79]。ラットやモルモットを用いた薬理学的

解析では、ニューロペプチド受容体に対する阻害剤は鼻閉および粘液の過

剰分泌に効果を示した [65, 80, 81]。NHR亢進発症によるくしゃみ反応の

増加に対するニューロペプチドの影響は不明だが、今後、CD4陽性T細胞が

産生するニューロペプチドの効果について検討が求められる。  
以上、本研究において病態の重症化のきっかけとなる過敏性亢進の発症

に対し、気管支喘息では好酸球が、アレルギー性鼻炎では CD4 陽性 T 細

胞が、それぞれ関与する可能性が示された。加えて、気管支喘息およびア

レルギー性鼻炎いずれの解析も疾患を選択的に惹起した新規マウスモデ

ルを利用したことから、一方の疾患の過敏性亢進は他方の疾患の影響なし

でも独立的に発症しうる可能性が示唆された。BHR 亢進および NHR 亢進

の発症については一連の研究で機序の解明に取り組んだ報告はほとんど

例がないが、本研究は類似性が強調されてきた二種類の疾患の発症機序を

比較することにより相違点の存在する可能性を示した。さらに、本結果は

新規モデルマウスの利用により従来の解析に比べより正確な機序の解明

がなされている可能性が高い。このことにより過敏性亢進発症の抑制に対

する治療法の選択がより明確になるなどの利点が考えられる。本研究の結

果が複雑なアレルギー性疾患病態の解明とその治療法の開発に大きく貢

献するものと期待される。  
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