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【緒 言】 

 

 近年、日本では飛躍的な経済の発展と食生活の向上とともに、アレルギーを

発症する人も急増している。アレルギーとは、ある特定の物質に対して免疫機

構が異常に反応することをいい、アレルギーを引き起こす原因となる物質をア

レルゲンという（1）。食物を摂取することにより、生体に様々な病的徴候を引

き起こすことを“Adverse Reaction to Food”（ARF）とよび、このうち非毒性

のもので免疫を介する反応が食物アレルギーとされている（2）。 

 食物アレルゲンの代表的なものには鶏卵、牛乳、小麦がある（3）。特に鶏卵

は良質なタンパク質を含み、高い栄養価と消化吸収性を有する食品として評価

されているが、乳幼児期に発症頻度の高い食物アレルゲンでもある（4）。しか

し、食物アレルギーは誰にでも起こるものではない。本来、生体には経口的に

摂取した食物成分に対して、免疫反応を抑制しようとする経口免疫寛容機構

（oral tolerance）が腸管組織に備わっている（5,6）（図 1）。経口から摂取し

た食物によって引き起こされる食物アレルギーの発症機構においては、この経

口免疫寛容機構がうまく働いていないために引き起こされるとも考えられてい

る（7）。従って、乳幼児期の食物アレルギーが学童期までに寛解することが多

い理由として、成育に伴う消化管の成長と適切な経口免疫寛容の成立によるも

のが考えられている。 

 これまでの経口免疫寛容と栄養状態に関する研究では、中程度のタンパク質

欠乏状態、および高タンパク質栄養状態が与える影響について調べられ、高タ

ンパク質栄養状態においては血清中の IgE の産生能が亢進するという結果が得

られている（8）。また、食物抗原であるオボアルブミン（卵白アルブミン）に

対する免疫寛容に与える食餌タンパク質の影響についても調べ、通常のタンパ

ク質食よりも低タンパク質食を与えたマウスにおいて卵白アルブミンに対する

経口免疫寛容を誘導するという結果が得られている（9）。さらに、経口免疫寛

容を誘導したマウスにおいて、誘導しなかったマウスと比較して、抗体産生量

が 1/100～1/1,000 に低下するという報告もある（10）。このような背景から、

経口免疫寛容を利用した治療が、最近、花粉症に対するものを中心に行われて

いる。例えば、花粉症やダニアレルギーの治療において、これらの疾患の抗原
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を薄めたカプセルを患者に経口的に投与することで抗原特異性 IgE の産生を抑

制する試みである（11）。また、ミエリン塩基性蛋白（myelin basic protein：

MBP）やコラーゲンタイプⅡを大量に経口投与することで全身系における自己抗

原特異的免疫応答を抑制し、多発性硬化症や関節リウマチの予防もしくは疾病

の進行を抑制しようという試みも展開されつつある（12）。 

食物アレルギーを起こす人でも、アレルゲンが体内に進入すると、常にアレ

ルギー反応を起こすわけではなく、そのときの体調によって起こしたり、起こ

さなかったりすることが知られている。このことは、アレルゲンの量的な暴露

以外にもアレルギー症状の強さを決める要因となるものがあり、それを取り除

くことで食物アレルギーを起こす割合を減少させる可能性があることを示唆し

ている。その要因のひとつの可能性に、ストレスが挙げられる。ストレスは、

体の内外から受けるストレス要因（ストレッサー）により、肉体的、精神的な

疲労が蓄積された状態である（13）。また、ストレスは、免疫力を低下させるこ

とが解明されており、アレルギーの発症において、重要な原因となっているも

のと考えられている（図 2）。   

これまでのアレルギーとストレスに関する研究では、免疫系において、ヘル

パーT 細胞活性が液性免疫優位に傾き、IL-４産生の増強を経て、IgA、IgE 産生

の亢進がもたらされやすい状況が存在することが示唆されている。また、スト

レスは腸管免疫系と密接な関係を有することが知られており、抗原刺激によっ

て粘膜上皮や血管の透過性が変化することも報告されている（14）。 

しかし、ストレスと食物アレルギー、特に経口免疫寛容との関係についての

研究は、ほとんどなされていない。そこで本研究では、日常的に多くの人が経

験していると思われる軽度のストレス負荷を想定し、実験動物としてマウスを

使用し、1 日 1 時間という軽度の拘束ストレスを負荷し、食物アレルギーに対

する経口免疫寛容に及ぼす影響について、種々の免疫学的指標に加えて組織学

的手法も加味して検討を行った。本研究では、経口免疫寛容を誘導した実験動

物として、主要な食物アレルゲンであるオボアルブミンを用いてモデル動物を

作成し、ストレス負荷を行うものと行わない群に分け、一定の飼育期間の終了

後に採取した血清中の総 IgE 濃度およびオボアルブミンに対する特異的抗体価

として IgE、IgG、IgG1 および IgG2a を測定した。また、脾臓リンパ球培養上清
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中のオボアルブミンに対する IL-4、IFN-γの産生量、さらに腸管組織における

ストレス負荷強度を小腸の空腸粘膜組織観察と小腸パイエル板のヘマトキシリ

ン・エオジン染色による観察を行うことにより、食物アレルゲンに対する経口

免疫寛容の誘導能にストレスがどのように関与しているかを解析した。本研究

で取り上げた経口免疫寛容機構は、喘息や花粉症の患者を対象に、アレルギー

症状の寛解を図る免疫療法として展開してきている。そこで、経口免疫寛容を

利用したアレルギー治療の最新の知見と今後の展望についても整理した。 
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【実験方法】 

 

1.  実験動物 

 BALB/c AnNCrj マウス（初体重 12～17g、4 週齢、雌；日本チャールズ・リバ

ー株式会社）を実験動物として使用した。 

 

2.  実験動物の飼育 

１週間の予備飼育後、マウスを N 群、I 群、O 群、T 群の４群に分け、ストレ

ス負荷を行う群と行わない群の計８群に分類した。実験中、ストレス負荷を与

える群では、毎日、マウスを図 3 に示す細い管の中に、１時間、閉じ込めるこ

とによる拘束ストレスを与えた。なお、実験期間中、飼料として MF と水は自由

摂取させた（表 1）。また、摂食量は毎日、体重は 3 日に 1 回測定した。 

 

3.  経口免疫寛容の誘導 

オボアルブミンに対する経口免疫寛容の誘導は、図 4 に示す免疫スケジュー

ルに従って行った。ストレス負荷の開始から１週間後に抗原タンパク質として

5 mg のオボアルブミンを含む水溶液（0.5ml）を 1 日 1 回、4 日間連続して胃内

に強制的に経口投与した（図 5）。最初の経口投与から 1 週間後に硫酸カリウム

アルミニウム 12 水和物をアジュバンドとした 5 μg の卵白アルブミン（0.25 

ml）を腹腔内に投与することにより免疫し（図 6）、さらにその 2 週間後に同様

の方法で第 2 回目の腹腔免疫を行った。このように処置したマウスは、オボア

ルブミンに対して経口免疫寛容が誘導された動物となり、T 群とした。なお、

対照群として蒸留水を経口投与し、オボアルブミンを腹腔免疫した群を I 群と

した。また、腹腔免疫を行わず、蒸留水を経口投与した群を N 群とし、オボア

ルブミンを経口投与した群を O 群とした。 

 

4. 解剖と採血 

 マウスの飼育終了後、麻酔下で解剖し、下大静脈より血液を採取した。採取

した血液は、遠心により血球と血清に分離し、血清を－80℃で凍結保存した。 
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5. 小腸粘膜の組織観察、および小腸パイエル板の組織染色 

マウスの小腸の空腸部分を採取し、解剖バサミで粘膜領域を開き、ストレス

による出血の有無を確認するためにデジタルカメラで写真撮影した。また、パ

イエル版を付属する小腸の一部は、リン酸緩衝 10%ホルマリン溶液にて組織固

定し、4℃で保存した。固定した組織は、アルコール・キシレン系で脱水し、パ

ラフィン包埋した。パラフィン包埋した小腸組織は、ミクロトームにより 4μm

の超薄切片とし、ゼラチンコーティングしたスライドガラスに付着させた。ス

ライドガラス上の組織切片は、ヘマトキシリンとエオジンにより染色した。組

織染色した小腸パイエル板を光学顕微鏡下で写真撮影した。 

 

6. 脾臓リンパ球の調製と培養 

マウスから脾臓を採取し、7ml のハンクス液（Sigma 社）を入れた 10cm の無

菌シャーレの中に入れた。その後、クリーンベンチ内で、脾臓細胞をステンレ

ス製のメッシュで磨砕し、浮遊細胞を調整した。そのようにして得られた脾臓

細胞の懸濁液を 15ml 溶のポリプロピレンチューブに入れ、1,200rpm で 10 分間

遠心し、上澄み液を取り除いた。上澄み液を取り除いた脾臓細胞から赤血球を

取り除くために、157mＭの塩化アンモニウム溶液を 7ml 加え、室温で 5 分間静

置することにより赤血球を溶血させた。その後 7ml のハンクス液を加え、

1,200rpm で 10 分間遠心し、上澄み液を取り除いた。このようにして得られた

脾臓細胞を、10％の FBS（Sigma 社）、50μM の 2－メルカプタエタノール（Sigma

社）および 1/100 容 Antibiotic－Antimycotic Mixed Stock Solution（ナカラ

イテスク）になるように添加した Hepes modified RPMI1640 培地（RPMI164 培

養培地）（Sigma 社) 2ml に浮遊させた。脾臓細胞浮遊液の細胞濃度は、25μl

をハンクス液で 20 倍に希釈し、その 75μl に同量の 0.4％トリパンブルー溶液

（Sigma 社）を加え、トリパンブルーの色素を排除する生細胞を光学顕微鏡下

でカウントすることにより求めた。各群から得られた脾臓細胞は、RPMI164 培

養培地で 6×106cell／ml になるように調整し、各 1ml を組織培養用マイクロプ

レート（24well；IWAKI）の各穴に分注し、50μl のオボアルブミン（8mg/ml）

を添加し、5％CO2 37℃条件下で、無菌的に 72 時間培養した。 
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7. 栄養状態の評価 

 実験期間中のマウスの栄養状態を評価するため、血清中のアルブミン濃度と

総タンパク質濃度をアルブミン・グロブリン比測定用 A/G B-テストワコー（和

光純薬工業株式会社）を用いて測定した。アルブミン濃度は、検体（血清 0.01 

ml＋発色試液 2.5ml）、標準（標準血清 0.01ml＋発色試液 2.5ml）および試薬盲

検（発色試液 2.5ml）を室温に 10 分間放置し、試薬盲検を対照として検体およ

び標準（1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0g/dl）の吸光度を 630nm で測定した。

測定した標準の吸光度より検量線を作成し、検体のアルブミン濃度を算出した。

総タンパク質濃度は、検体（血清 0.05ml＋発色試液 2.5ml）、標準（血清 0.05ml

＋発色試液 2.5ml）および試薬盲検（蒸留水 0.05ml＋発色試液 2.5ml）を室温

に 30 分間放置し、試薬盲検を対照として検体および標準（1.6、3.2、4.8、6.4、

8.0、11.9g/dl）の吸光度を 540nm で測定した。測定した標準の吸光度より検量

線を作成し、検体の総タンパク質濃度を算出した。 

 

8. 血清中の総 IgE 濃度の測定 

 血清中の総 IgE 濃度は二抗体サンドイッチ ELISA 法（enzyme-linked 

immunosorbent assay）により測定した（図 7）。ELISA プレート（96 well；IWAKI）

に一次抗体として 50 mM carbonate buffer（pH 9.6）で希釈した rat antimouse 

IgE（2μg/ml；Yamasa）100 μl を添加し固相化させるために室温で 30 分間振

とう後、4 ℃で一晩静置させた。その後 TBS-T で 4 回ウェル内を洗浄し、3 % BSA 

200 μl で 1.5 時間の室温処理により、ブロッキングを行った。ウェル内を洗

浄後、PMSF、EDTA・3Na および 10-5M Leupeptin 含有の 20 mM Tris-HCl（pH 7.2）

で希釈したマウスの血清（N 群および O 群；20 倍希釈、I 群および T 群；50 倍

希釈）および monoclonal mouse IgE 標準液（0、6.25、12.5、25、50、100、200、

400ng/ml；Yamasa）のそれぞれを 100 μl 添加し、1.5 時間室温で反応させ、

ウェル内を洗浄後、二次抗体として Biotinylated rat antimouse IgE（1 μ

g/ml；Yamasa）100μl を添加し、室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄

後、Avidin-biotin-alkaline phosphate complex（Vectastain）100μl を 添

加し、室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、Blue Phos Substrate 

solution（KPL）100μl を添加し発色反応を開始し、適切な発色が認められた
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時点で Blue Phos Stop solution（KPL）100μl を添加し反応を停止した。発色

の程度はイムノミニ NJ-2300（システムインスツルメンツ株式会社）を用いて

620nm で測定し、血清中の総 IgE 濃度を monoclonal mouse IgE 標準液の標準曲

線より算出した。 

 

9. オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgE、IgG、IgG1および IgG2aの測定 

 オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgE、IgG、IgG1 および IgG2a は ELISA

法により測定した（図 7）。ELISA プレートに 50 mM carbonate buffer（pH 9.6）

で希釈した 100μl のオボアルブミン（100μg/ ml）を添加し、室温で 30 分間

振とう後、4℃で一晩静置させた。その後 TBS-T で 4 回ウェル内を洗浄し、3% BSA 

200μl で 1.5 時間室温で処理することにより、ブロッキングを行った。ウェル

内を洗浄後、PMSF、EDTA・3Na および 10-5M Leupeptin 含有の 20 mM Tris-HCl

（pH 7.2）で希釈したマウスの血清（オボアルブミンに特異的な血清中の抗体

価 IgE；20 倍希釈、IgG；4000 倍希釈、IgG1；4000 倍希釈、IgG2a；50 倍希釈）

100 μl を添加し、室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、Biotinylated 

antimouse IgE rat monoclonal antibody（1μg/ml；Yamasa）、antimouse IgG horse 

serum（1μg/ml；Vectastain）、antimouse IgG1 rat monoclonal antibody（1

μg/ml；BD PharMingen）もしくは antimouse IgG2a rat monoclonal antibody

（1μg/ml；BD PharMingen）100μl を添加し、室温で 1.5 時間反応させた。こ

れ以降は血清中の総 IgE 濃度の測定と同様の手順で行い、イムノミニ NJ2300 を

用いて 620nm で吸光度を求めた。 

 

10. 脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する IL-4 産生量の測定 

 脾臓リンパ球培養上清中の IL-4 の産生量は二抗体サンドイッチ ELISA 法

（enzyme-linked immunosorbent assay）により測定した（図 7）。脾臓リンパ

球培養上清は、OVA で刺激したものと、OVA で刺激しなかったものを全ての群で

測定した。ELISA プレート（96 well；IWAKI）に一次抗体として 50 mM carbonate 

buffer（pH 9.6）で希釈した Rat antimouse IL-4（0.5mg/ml；Phar Mingen）

を固相化させるために室温で 30 分間振とう後、4 ℃で一晩静置させた。その後、

TBS-T で 4 回ウェル内を洗浄し、3 % BSA 200μl で室温で 1.5 時間処理するこ
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とにより、ブロッキングを行った。ウェル内を洗浄後、PMSF、EDTA・3Na およ

び 10-5M Leupeptin 含有の 20 mM Tris-HCl（pH 7.2）で希釈した脾臓リンパ球

培養上清と Monoclonal murime IL-4 標準液（0、12.5、25、50、75、100ng/ml；

PEPRO TECH）のそれぞれを 100μl 添加し、4℃で一晩静置させた。ウェル内を

洗浄後、二次抗体として Biotinylated rat antimouseIL-4（ 0.5mg/ml；

PharMingen）100μl を添加し室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、

Avidin-biotin-alkaline phosphate complex（Vectastain）100μl を 添加し、

室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、Blue Phos Substrate solution

（KPL）100μl を添加し、発色反応を開始し、適切な発色が認められた時点で

Blue Phos Stop solution（KPL）100μl を添加し反応を停止した。発色の程度

はイムノミニ NJ-2300（システムインスツルメンツ株式会社）を用いて 620nm

で測定し、脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する IL-4 の産生量

を Monoclonal murime IL-4 標準液の標準曲線より算出した。 

 

11. 脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する INF-γ産生量の測定 

 脾臓リンパ球培養上清中の INF-γの産生量は二抗体サンドイッチ ELISA 法

（enzyme-linked immunosorbent assay）により測定した（図 7）。脾臓リンパ

球培養上清は、OVA で刺激したものと、OVA で刺激しなかったものを全ての群で

測定した。ELISA プレート（96 well；IWAKI）に一次抗体として 50 mM carbonate 

buffer（pH 9.6）で希釈した Purified rat anti-mouseINF-γ（0.5mg/ml；BD Phar

ｍingen）を固相化させるために室温で 30 分間振とう後、4 ℃で一晩静置させ

た。その後、TBS-T で 4 回ウェル内を洗浄し、3 % BSA 200μl 室温で 1.5 時間

ブロッキングを行った。ウェル内を洗浄後、PMSF、EDTA・3Na および 10-5M 

Leupeptin 含有の 20mM Tris-HCl（pH 7.2）で希釈したマウスの脾リンパ球培養

上清と RECOMBINANT MOUSE INF-γ標準液（0、12.5、25、50、75、100ng/ml；

serotec）のそれぞれを 100 μl 添加し、4℃で一晩静置させ、ウェル内を洗浄

後、二次抗体として Biotinylated rat antimouse INF-γ（0.5mg/ml；Phar 

Mingen）100μl を添加し、室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、

avidin-biotin-alkaline phosphate complex（Vectastain）100μl を 添加し、

室温で 1.5 時間反応させた。ウェル内を洗浄後、Blue Phos Substrate solution
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（KPL）100μl を添加し発色反応を開始し、適切な発色が認められた時点で Blue 

Phos Stop solution（KPL）100μl を添加し反応を停止した。発色の程度はイ

ムノミニ NJ-2300（システムインスツルメンツ株式会社）を用いて 620 nm で測

定し、脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに対する応答性としての INF-

γの産生量を RECOMBINANT MOUSE INF-γ標準液の標準曲線より算出した。 
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【実験結果】 

 

1. 実験動物の摂食量および体重変化 

 実験期間中における各群のマウス 1 群当たりの 1 日の摂食量を図 8 に示す。

ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに、腹腔免疫を行った群（I 群、

T 群）で腹腔免疫後に摂食量の低下が認められた。一方、腹腔免疫を行ってい

ない群（N 群、O 群）においては、摂食量に変化は認められなかった。各群のマ

ウスの体重変化を図 9 に示す。ストレス負荷を行った群、行っていない群とも

にゆるやかな体重の増加が認められた。また、実験終了時には、I 群と O 群で、

ストレス負荷を行った群がストレスを行っていない群に比べて、わずかに体重

が低かった。 

 

2. 実験動物の栄養状態 

 実験動物の飼育期間中の栄養状態を評価するため、血清中の総タンパク質濃

度およびアルブミン濃度を測定し、その結果を図 10 に示す。総タンパク質濃度

は、I 群および O 群で、ストレス負荷を行った群より行わなかった群のほうが

若干低くかった。また、アルブミン濃度は N 群でストレス負荷を行った群が行

わなかった群より若干低かった。しかし、いずれの実験群の血清中の総タンパ

ク質濃度およびアルブミン濃度は、基準値の範囲内にあり、栄養状態は良好だ

ったと判定した。また、拘束ストレスの負荷や腹腔内免疫による影響も最小限

の範囲と思われた。 

 

3. 小腸の組織学的観察 

 実験動物のストレスの程度を判定するため、小腸を十二指腸末端より空腸方

向の 10cm を切除し、腸管粘膜を解剖バサミで開き、観察した（図 11-14）。視

覚的には、ストレス負荷の有無に関わらず、出血などの強いストレス負荷によ

り観察される病変はなく、今回の拘束ストレス負荷の強度は、軽度のものであ

ったと判断した。 

 パイエル板を付属する小腸を組織固定し、パラフィン超薄切片をヘマトキシ

リン・エオジン染色により、光学顕微鏡下で観察した（図 15-19）。小腸に付属
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するパイエル板の大きさには差があるが、オボアルブミンを免疫した I 群で組

織の肥厚と固有層の発達が観察されたが、経口免疫寛容を誘導した T 群では、

腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）に近い状態であった。 

 また、各群ともストレス負荷を行った群の方がストレス負荷を行っていない

群よりも固有層の発達が観察された。 

 

4. 実験動物の脾臓重量および脾臓細胞数 

 実験動物の経口免疫寛容の誘導能と脾臓重量および脾臓細胞数に相違が確認

できるかどうかを評価するため、脾臓重量および脾臓細胞数の測定をした（図

19、20）。その結果、腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）に比べ、腹腔免

疫を行った群（I 群）で、脾臓重量が高い結果が得られ、経口免疫寛容を誘導

した群（T 群）では、I 群に比較して低く抑制されていた。ストレスの有無で比

較すると、O 群を除いて、各群ともストレス負荷を行わなかった群で、脾臓重

量が高いことが認められた。 

脾臓細胞数は、腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）に比較して、腹腔免

疫を行った群（I 群）では、脾臓細胞数が多いことが認められた。経口免疫寛

容を誘導した群（T 群）では、脾臓細胞数の抑制がみられた。ストレスの有無

で比較すると、O 群を除いて、各群ともストレス負荷を行わなかった群の方が、

脾臓細胞数が多いことが認められた。 

 

5. 血清中の総 IgE 濃度 

 血清中の総 IgE 濃度を二抗体サンドイッチ ELISA 法により測定した結果を図

21 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）においては、オボアルブ

ミンの経口投与の有無に関わらず、総 IgE 濃度は基準値に範囲内であった。オ

ボアルブミンを免疫した群（I 群）において、ストレス負荷を行った群、行っ

ていない群ともに総 IgE 濃度の上昇がみられた。一方、経口免疫寛容を誘導し

た群（T 群）においては、ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに総

IgE 濃度の上昇の抑制がみられたが、ストレス負荷を行った群において、スト

レス負荷を行わなかった群よりも有意な上昇を示した。 
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6. オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgE、IgG、IgG1および IgG2a 

（1）オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgE 

 血清中のオボアルブミンに対する特異的抗体価IgEを ELISA法により測定し、

図 21 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）においては、オボアル

ブミンの経口投与の有無に関わらず、抗体価の上昇がみられなかったが、オボ

アルブミンを免疫した群（I 群）においては、ストレス負荷を行った群、行っ

ていない群ともに抗体価の上昇がみられた。一方、経口免疫寛容を誘導した群

（T 群）においては、ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに抗体価

の上昇の強い抑制がみられた。 

 

（2）オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG 

 血清中のオボアルブミンに対する特異的抗体価IgGを ELISA法により測定し、

図 22 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）においては、オボアル

ブミンの経口投与の有無に関わらず、ストレス負荷を行った群、行っていない

群ともに抗体価の上昇がみられなかったが、オボアルブミンを免疫した群（I

群）においては、ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに抗体価の上

昇がみられた。一方、経口免疫寛容を誘導した群（T 群）においては、抗体価

の上昇の抑制がみられた。 

 

（3）オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG1 

 血清中の卵白アルブミンに対する特異的抗体価 IgG1を ELISA 法により測定し、

図 22 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）においては、オボアル

ブミンの経口投与の有無に関わらず、ストレス負荷を行った群、行っていない

群ともに抗体価の上昇はみられなかったが、オボアルブミンを免疫した群（I

群）においては、ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに抗体価の上

昇がみられた。一方、経口免疫寛容を誘導した群（T 群）においては、ストレ

ス負荷を行った群、行っていない群ともに抗体価の上昇が抑制された。 

 

（4）オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG2a 

 血清中のオボアルブミンに対する特異的抗体価IgG2aを ELISA法により測定し、
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図 23 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）においては、オボアル

ブミンの経口投与の有無に関わらず、ストレス負荷を行った群、行っていない

群ともに抗体価の上昇はみられなかった。オボアルブミンを免疫した群（I 群）

および経口免疫寛容を誘導した群（T 群）においては、ストレス負荷を行った

群、行っていない群ともに抗体価の上昇がみられた。 

 

（5）脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する IL-4 産生量 

 脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する IL-4 産生量の測定を

行った結果を図 24 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）において、

オボアルブミンの経口投与の有無に関わらず、ストレス負荷を行った群、行っ

ていない群ともに高い IL-4 の産生量がみられたが、ストレス負荷を行っていな

い群の方がストレス負荷を行った群よりも IL-4 の産生量が有意に高かった。ま

た、脾臓リンパ球をオボアルブミン刺激した群と刺激していない群ともに IL-4

の産生量は高かった。オボアルブミンを免疫した群（I 群）では、脾臓リンパ

球をオボアルブミンで刺激した群で IL-4 の産生がみられ、ストレスを負荷した

群の方が負荷しなかった群より IL-4 の産生量が高かった。また、経口免疫寛容

を誘導した群（T 群）では、IL-4 の産生が脾臓リンパ球のオボアルブミン刺激

の有無に関わらず抑制されており、ストレス負荷を行った群の方が行っていな

い群よりも抑制されていた。さらに、オボアルブミンを免疫した群（I 群）と

経口免疫寛容を誘導した群（T 群）を、脾臓リンパ球のオボアルブミン刺激の

有無で IL-4 の産生量を比較すると、各群とも、オボアルブミンで刺激した群の

方がオボアルブミンで刺激していない群よりも、IL-4 の産生が高く、特に I 群

で IL-4 の産生量が高かった（図 25）。 

 

（6）脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する INF-γ産生量 

脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する INF-γ産生量の測定し、

図 26 に示す。腹腔免疫を行っていない群（N 群）において、刺激した群と脾臓

リンパ球をオボアルブミン刺激していない群ともに IFN-γの産生が確認された。

また、ストレス負荷を行った群、行っていない群ともに IFN-γの産生がみられ

たが、ストレス負荷を行っていない群の方がストレス負荷を行った群よりも産
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生量は高かった。腹腔免疫を行っていない群（O 群）において、ストレス負荷

を行っていない群で、オボアルブミン刺激した群と刺激していない群ともに

INF-γの産生が若干みられた。腹腔免疫を行った群（I 群）では、いずれも IFN-

γの産生がみられなかった。経口免疫寛容を誘導した群（T 群）では、オボア

ルブミンで刺激していない群では IFN-γの産生はみられなかったが、オボアル

ブミンで刺激し、ストレス負荷を行った群では IFN-γの産生がわずかにみられ

た。 
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【考 察】 

 

1. 拘束ストレスが経口免疫寛容に及ぼす影響 

経口免疫寛容とは腸管組織に備わっており、生体にとって不必要な免疫反応

を抑制する機構である。食物アレルギーの発症機構においては、この経口免疫

寛容の破錠により引き起こされるとも考えられている（15）。食物アレルゲンと

なる主な食品には鶏卵、牛乳、小麦などがあり、特に鶏卵に対するアレルギー

は乳幼児期に発症し、学童期以降に寛解する場合が多く、これは成長に伴う消

化管の発達と適切な経口免疫寛容の成立によるものと考えられている。  

食物や花粉など、本来は生体に障害を及ぼすことがない異物の場合、生体の

抗原提示細胞は、リンパ球を活性化することなく、これらの抗原の侵入を無視

するか、または少量の IL-4 や IL-10 などのサイトカインを産生する Th2 細胞を

誘導するにとどまっている。つまり、Th1（IFN-β）と Th2（IL-4、IL-10）の

サイトカインによる液性免疫は、互いに抑制しあうことで過剰な免疫応答を予

防し、自己免疫疾患やアレルギーなどの自己障害が引き起こさないようにバラ

ンスを保っている。このように、経口免疫寛容の発現機序に関しては、現在の

ところ T 細胞を中心とした免疫応答を抑制するような調節性 T 細胞が関わって

いるとの考えに加えて、ヘルパーT 細胞の不応答化（アネルギー）、または選択

的な細胞死（アポトーシス）により説明されることもある（16）。 

生体に必要な食物を取り込む腸管では、過剰な免疫応答を抑制するための特

殊に分化した経口免疫寛容システムが構築されている（17）。食物抗原に対する

経口免疫寛容の詳細な機構は不明な点が多いものの、血中特異抗体応答、遅延

型過敏反応、脾臓･リンパ節の抗原特異的 T 細胞からのサイトカイン産生応答の

低下によることが、動物実験を通して報告されている（10）。また、生体が受け

る様々なストレスも、経口免疫寛容に何らかの影響を及ぼす要因となっている

かもしれない。生体にストレスが負荷されることにより、内分泌系の視床下部－下垂体

－副腎軸（hypothalamic-pituitary-adrenal axis：HPA 軸）が活性化されると、

副腎皮質からグルココルチコイドが分泌される。体外からのストレスの程度が

強まるとグルココルチコイドはさらに多量に分泌されるようになり、胸腺の萎

縮やリンパ球の機能低下を招くといわれている（18-20）。また、拘束ストレス
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を負荷する研究により、脾臓リンパ球数の減少や、抗原刺激による IL-2 や IL-4

の産生量の増加などが確認されていることから、ストレスは免疫機能と深く関

わりあっている（21）。 

本研究では、食物アレルゲンに対する経口免疫寛容に及ぼすストレスの影響

を実験動物としてマウスを用い、ストレス負荷を行う群と行わない群に分け、

経口免疫寛容の誘導能の相違を血清中の抗体価の測定と、脾臓リンパ球による

サイトカインの産生量を測定することにより行った。実験動物には BALB/c マウ

スの雌を使用した。BALB/c マウスは IgG1、IgA、IgE などの Ig 量が高値で、Th2

サイトカインの免疫反応が高いため、アレルギーを研究する分野において広く

使用されている（22）。また、経口免疫寛容を誘導するための抗原タンパク質は、

免疫応答が良好なオボアルブミンを用いた。なお、実験群の中で蒸留水を経口

投与しオボアルブミンで腹腔免疫を行った I 群はオボアルブミンを免疫された

動物となり、経口投与および腹腔免疫ともにオボアルブミンで行った T 群は、

オボアルブミンに対する経口免疫寛容が誘導された動物となった。 

 実験期間中のマウスの摂食量については、腹腔免疫を行った群で第一回目と

第二回目の腹腔免疫直後に低下がみられたが、体重の減少に反映されることは

なかった。また、マウスの体重は系統により異なり、雌で 18～40 g となってい

ることから、本研究で飼育したマウスの成長は良好と思われるが、ストレス負

荷を行った群のほうが行わなかった群に比べて上昇がやや少なく、ストレス負

荷の影響があったと考えられた。また、血清中の総タンパク質濃度およびアル

ブミン濃度の基準値は BALB/c マウスの雌の場合、それぞれ 4.2±0.1 g/ dl、

2.4±0.1 g/ dl とされている（23）。血清アルブミン濃度において、本研究で

飼育したマウスで若干の高値を示したが顕著な差はなく、実験期間中の各群の

マウスの栄養状態は良好であったと思われた。しかし、ストレス負荷を行った

群と行わない群で比較すると、総タンパク質濃度ではO群と I群で差が見られ、

アルブミン濃度では N 群で差がみられ、マウスの栄養状態にわずかながらスト

レス負荷の影響があったと考えられる。 

 血清中の総 IgE 濃度において、オボアルブミンを免疫した群（I 群）で総 IgE

濃度の上昇がみられた。IgE 抗体は血中に数 ng/ml 程度しか存在しないが、強

力な生物活性を持つ免疫グロブリンである（24）。アレルギーの発症機構におい
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ては、IgE 抗体が肥満細胞上の FcεRI 受容体に結合し、そこに抗原（アレルゲン）

が結合することにより、2 個の IgE 抗体が架橋されると、肥満細胞内にシグナ

ルが伝わり、脱顆粒が引き起こされる（24）。従って、血清中の総 IgE 濃度の強

い上昇がみられた場合、アレルゲンの暴露によりアレルギー症状を引き起こし

やすくなると考えられる。これまでのアレルギーとストレスに関する研究では、

ヘルパーT 細胞の活性化により液性免疫優位に傾き、IL-４産生の増強を経て、

形質細胞が産生する IgE 産生へのクラススイッチの誘導がもたらされやすい状

況が示唆されている。今回の研究で、経口免疫寛容を誘導した群（T 群）にお

いては、ストレス負荷を行った群、行わなかった群ともに総 IgE 濃度の上昇の

抑制がみられたが、ストレス負荷を行った群においてストレス負荷を行わなか

った群よりも、総 IgE 濃度の有意に高値を示したことから、ストレス負荷を行

った群で経口免疫寛容の誘導が抑制されたと考えられる。 

 オボアルブミンに対する血清中の特異的抗体価 IgE においては、オボアルブ

ミンを免疫した群（I 群）で抗体価の上昇がみられ、経口免疫寛容を誘導した

群（T 群）においては、ストレス負荷を行った群、行わなかった群ともに総 IgE

濃度の上昇の抑制がみられた。I 群と T 群のオボアルブミンに対する特異的抗

体価 IgE の比率から求めた経口免疫寛容指数を比較すると、ストレス負荷を行

った群においてストレス負荷を行わなかった群よりも経口免疫寛容の誘導性が

低かった。このことから、血清総 IgE 濃度の場合と同様に、ストレス負荷を行

った群においてストレス負荷を行わなかった群よりも経口免疫寛容の誘導性が

低くなっていることを示していた。 

 オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG においては、経口免疫寛容を誘導

した群（T 群）で、ストレス負荷を行った群、行わない群ともに有意に抗体価

の上昇の抑制がみられた。ストレス負荷を行った群と行わなかった群を比較す

ると、ストレス負荷を行った群で高い抗体価を示した。食物アレルゲンに対す

る特異的抗体価 IgG は、食物アレルギー患者のほとんどに検出される抗体であ

るが、経口免疫寛容を誘導した群で抗体価の上昇が抑制されたことから、食物

アレルゲンに対する経口免疫寛容との関連性の強さが示唆された。また、スト

レス負荷の影響については、I 群と T 群のオボアルブミンに対する特異的抗体

価 IgG の比率から求めた経口免疫寛容指数の比較において、ストレス負荷を行
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った群がストレス負荷を行わなかった群よりも、経口免疫寛容の誘導性が低か

った。このことから、特異的抗体価 IgG においてもストレス負荷を行った群で

経口免疫寛容が誘導されやすい可能性があると考えられた。一方、オボアルブ

ミンに対する特異的抗体価 IgG1においては、経口免疫寛容を誘導した群（T 群）

で、ストレス負荷を行った群、行わなかった群ともに抗体価の上昇の抑制がみ

られた。通常、IgG1 抗体は抗原暴露早期に産生するものであり、IgG 抗体の中

で血清中に含まれる濃度が最も高いため、特異的抗体価 IgG と同様の傾向を示

したとものと思われる（25，26）。 

 オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG2aにおいては、オボアルブミンを免

疫した群（I 群）および経口免疫寛容を誘導した群（T 群）で同程度の抗体価の

上昇がみられ、他の抗体と著しく異なる変化がみられた。I 群と T 群の抗体価

の比率から求めた経口免疫寛容指数でも他の抗体とは異なり、ストレス負荷を

行った群においてストレス負荷を行わなかった群よりも、経口免疫寛容の誘導

性が高かった。IgG2a 抗体は、IgM のクラススイッチにより産生される抗体であ

り、このクラススイッチには IL-4 が重要な役割を果たしている。IL-4 は、主

に Th2 細胞や肥満細胞から産生され、IgE や IgG1抗体の産生を促進し、IgG2aへ

のクラススイッチを抑制する作用がある（27、28）。このことは IgG2a 抗体の上

昇がみられる場合は、生体内での IL-4 の産生が低いことが予想され、アレルギ

ー患者がアレルギー症状を引き起こしにくい状況となっていることが考えられ

るが、今回の研究において、I 群と T 群で抗体価 IgG2aの値に顕著な差はなく、

IgG2a抗体と経口免疫寛容機構の誘導やストレス負荷による影響に顕著な関連性

は見受けられなかった。 

 今回の研究では、脾臓から調整したリンパ球を in vitro で培養し、培養上清

中のオボアルブミンに対する応答して産生する IL-4 と IFN-γも測定した。ま

ず IL-4 については、全ての群の脾臓から調整したリンパ球で IL-4 の産生が認

められたが、脾臓リンパ球をオボアルブミン刺激した群とオボアルブミン刺激

していない群ともに、腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）で産生量が高か

った。また、脾臓リンパ球をオボアルブミンで刺激し、腹腔免疫を行った I 群

を除いて、全ての群でストレス負荷を行わなかった群の方がストレス負荷を行

った群よりも IL-4 の産生量が高かった。IL-4 は抗体を産生する形質細胞に対



                     19

して IgE 産生にクラススイッチを誘導する強力なサイトカインであり、アレル

ギーの発症と進展に深く関わっているとされる。IL-4 は、in vitro で多彩な生

物活性を示すものの、IL-4 ノックアウトマウスを用いた研究では、マウスの系

統差や実験条件の違いにより相反する成績が報告され、一定した見解が得られ

ていないものもある（29）。今回の研究では、さらに腹腔免疫を行った I 群と T

群について、オボアルブミンで脾臓リンパ球を刺激したものからオボアルブミ

ンで刺激しなかったものを差し引いた IL-4 の産生量をストレス負荷の有無で

比較した。その結果、各群ともオボアルブミンで刺激したリンパ球がオボアル

ブミンで刺激しなかったものより IL-4 の産生量が高かった。また、経口免疫寛

容を誘導した T 群で、I 群よりも IL-4 の産生量の抑制がみられた。このような

結果から、IL-4 の産生量と経口免疫寛容機構の誘導とに関連性があることが認

められた。 

 次に脾臓リンパ球の培養上清中のオボアルブミンに応答して産生される IFN-

γでは、腹腔免疫を行っていない群（N 群、O 群）のみで検出された。特に O 群

において、オボアルブミンの刺激の有無に関わらず、ストレス負荷を行わなか

った群のみで IFN-γの産生がみられた。IFN-γは Th1 細胞から産生され、マク

ロファージを活性化し、遅延型アレルギー反応を誘導する作用を有する。また、

Th2 細胞の増殖を阻害し、IL-4、5、10 などの Th2 サイトカインの産生を抑制す

ることも知られているが、今回の研究の結果では、IFN-γの産生と経口免疫寛

容の誘導能やストレス応答に直接関連するものはなかった（29）。 

 以上の研究より、総合的にはストレス負荷を行った群と行わなかった群で、

食物アレルゲンに対する抗体価の産生が高いことが示唆された。特にストレス

負荷により、IgE 産生の亢進が示唆された。また、ストレスの暴露は、腸管免

疫系と密接な関係を有することが知られており、抗原刺激によって粘膜上皮や

血管の透過性が変化する機序への影響などの免疫促進作用が報告されている。

一方、ストレスの強度や個体のストレスへの対応能力により、免疫作用が抑制

される場合があることも報告されている（14）。ストレスの負荷に対するマウス

の感受性には個体差があると思われたが、全体的にストレスの影響と思われる

抗体価の上昇が認められ、経口免疫寛容の誘導性にも抑制的に働くものと示唆

された。 
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2. 経口免疫寛容を利用した治療の現状と実際 

経口免疫寛容の発現機序には、抗原の量にも依存している。以前より、喘息

や花粉症の患者を対象に、少量の抗原を皮下注射することによって症状の寛解

を図る免疫療法が行われてきた。このアレルゲンを投与することにより脱感作

を行う免疫療法の作用機序は、ごく少量の抗原により種々の調節性 T 細胞が直

接あるいは IL-10 や TGF-βを介して、能動的に抗原特異的な T 細胞の増殖を抑

制するためと考えられている。一方、食物アレルギーにおいても、少量の食物

抗原を経口的に与えることによって、経口免疫寛容を誘導し、アレルギー症状

の寛解を図る免疫療法が試みられてきている（21）。生体に本来備わっている経

口免疫寛容機構を利用したアレルギーの治療は、副作用の低い治療法として、

現在、その活用が期待されている。 

上述の少量の抗原を投与することにより脱感作を誘導する免疫療法とは対照

的であるが、抗原を大量に与えることにより食物アレルギーの症状がどのよう

に変化するのかを検討した報告がある（16）。アナフィラキシー症状のない鶏卵

アレルギー患者に対して、患者家族の十分な了解を得て抗原となる鶏卵を大量

に、かつ連続的に投与した結果、鶏卵に対するアレルギー症状は悪化すること

はなく、むしろ一部の患者で症状が軽快したというものである。この研究例で

は、大量の抗原に T 細胞が曝露された結果、T 細胞のアポトーシスが誘導され

たり、T 細胞がアネルギーを引き起こしたために、鶏卵に対する免疫寛容が誘

導されたのではないかと考えられている。この報告から抗原物質を大量に、し

かも連続的に与えることによって経口免疫寛容を誘導し、それによって症状が

軽症した例が認められたことは、食物アレルギーの積極的治療の一つとして大

きな意義があると思われる。 

しかしながら、経口的な免疫療法は、抗原そのものを治療に用いるため、生

体への危険性も考慮しなければならない。また、抗原を長期間にわたって、頻

回に投与しなければならず、アレルギーをもつ患者への身体的・精神的負担は

大きいだろう。従って、使用する抗原の量とともに、抗原の形態にも工夫する

ことで、経口的な免疫療法をより安全に、より効率良く行うことができるよう

にする必要があると思われる。 

このような現状から、細菌やウイルスの遺伝子に特有の塩基配列である CpG
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モチーフを利用したワクチンの開発がアレルギー性疾患をはじめ、癌や感染症

の治療の分野で注目されている。CpG モチーフとは、中心部にシトシン（C）と

グアニン（G）が並び、合計で 6 塩基からなる特殊な塩基配列のことである。哺

乳類にも CpG 配列が DNA に存在するが、存在がわずかであることと、シトシン

残基がメチル化されているため、哺乳類の自己 DNA には反応せず、細菌の DNA

のみを認識し、病原体を排除する免疫システムが働くことになる（30）。この免

疫システムを利用して、DNA ワクチンに CpG 配列を組み込ませることで、ワク

チンの免疫刺激性を高めるというものである。なお、この DNA ワクチンには、

メチル化されていない非メチル化 CpG 配列が使用されている。細菌由来の DNA

を認識するメカニズムには、Toll-like レセプター(TLR)が重要な働きをしてい

る。細菌などの異物に対するマクロファージや樹状細胞の貪食作用による自然

免疫反応が生体防御の初期段階で重要な役割を担っているが、この貪食作用に

おいて異物の認識に関与している分子が TLR である。細菌などの微生物には、

哺乳類に存在しない分子構造（Pathogen associated molecular patterns：

PAMPs）が認められ、TLR は PAMPs を認識して自然免疫を活性化していると考え

られている。TLR にはそれぞれ特有の PAMPs を認識することが知られており、

ヒトでは、現在、10 種類の TLR が確認されている。このうちの TLR9 は、細菌

由来 DNA および非メチル化 CpG モチーフを有する合成オリゴペプチド（CpG ODN）

の認識レセプターであることが確認されている（31）。従って、TLR9 を介した

免疫反応は、自然免疫系を活性化させ細菌などに対する防御反応を惹起させる

だけでなく、Th1 反応を誘導することから、感染症、癌、アレルギーなどで活

用されることが期待されている（図 27）。 

DNA ワクチンは、それ自体には感染性がないと考えられ、ワクチンの設計方

法も従来のものより簡便であり、また副作用の危険性も低いことから、研究開

発が進められている分野である（32）。アレルギー性疾患の分野では、減感作療

法が一定の評価を受けて治療に使用されているが、減感作療法を安全に行うた

めには標準化されたアレルゲンエキスが必須である。日本では、唯一、スギ花

粉エキスが標準化されたアレルゲンとして市販されているのみである。また、

減感作療法には、活性のあるアレルゲンをそのまま投与することによるアナフ

ィラキシーなどの副作用の発生の危険性や長期間にわたる頻回のアレルゲン投
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与が必要となっているため、患者に負担をかける治療でもある。そこで、遺伝

子工学の視点から、アレルゲン改変体の作製よる免疫療法の一つとして CpG ODN

を結合させたアレルゲンによるアジュバンド免疫療法が実用化に向けて開発さ

れている（33）。研究に使用されている ODN は、phosphorothioate 化した ODN

（通称 S-オリゴ）で、DNA を生体内へ投与すると DNaes によってすみやかに分

解されてしまうため、S-オリゴは核酸のリン酸基部位にある酸素元素を硫黄元

素に置換するで DNase の作用を受けにくくしている。また、生体内の安定性が

高いことからアンチセンス製剤にも使用されている（34）。 

実験動物を使って、CpG ODN とオボアルブミンを結合させたものを経口投与

させたところ、抗原特異的 Th1 反応が誘導され、経口ワクチンとして有用であ

るという報告がある（35）。この報告では、抗原としてオボアルブミンを使用し

ているが、CpG ODN に結合させる抗原をアレルギー性疾患の原因物質に変える

ことによって、様々なアレルギー性疾患に応用することができるのではないか

と期待される。ブタクサ花粉症に対して、ブタクサ抗原と CpG ODN 結合体の臨

床効果について検討された報告では、花粉シーズンにブタクサ抗原‐CpG ODN

結合体を週 1 回 12 週間皮下投与すると、翌年の花粉シーズンで鼻炎と喘息症状

がプラセボ群よりも有意に改善している（36）。この報告では、皮下投与の方法

をとっているが、抗原と CpG ODN との結合体が個々のアレルギー性疾患へ有用

であることが確認され、その効果が長期間持続するという有用性も確認された。 

ところで、経口免疫寛容の成立に関与すると考えられているパイエル板に選

択的かつ多数存在するプラズマサイトイド樹状細胞群についての研究も、近年、

進められている。プラズマサイトイド樹状細胞は、α型 IFN を作る細胞として

末梢血中に 0.05％しか存在しないが、経口免疫寛容が成立しない IL-18 マウス

や無菌マウスでは、このプラズマサイトイド樹状細胞の比率が低下していたと

の報告もある（37）。今後、このような樹状細胞にも注目した経口免疫寛容を利

用した治療も、さらに開発されていくものと推察する。 

今回の研究で取り上げた経口免疫寛容機構に関して、いまだ不明な点も多く、

さらなる研究が進められることが期待されるが、経口免疫寛容機構を利用した

治療法は、視点を変えて、様々な方法で開発されてきている。抗原そのものを

摂取することによる減感作療法をはじめ、サイトカインの働きに着目した抗ア
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レルギー剤や DNA ワクチンの開発など、経口免疫寛容機構に関わる、食物アレ

ルギーの治療の幅を広げていくことになると推測する。
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【要 約】 

 
食物アレルギーとは経口的に摂取した食物成分に対して免疫機構が異常に反応

することをいい、食物アレルゲンと IgE 抗体が結合し、肥満細胞に含まれている
ヒスタミンなどの物質が放出されることにより誘発される。しかし、本来生体には

経口的に摂取した食物成分に対しては、免疫反応を抑制しようとする経口免疫寛容

機構が腸管組織に備わっている。このことから、食物アレルギーの根本的な発症機

構においては、食物に対する経口免疫寛容機構の破錠により引き起こされるとも理

解されている。経口免疫寛容を誘導したマウスは、誘導しなかったマウスと比較し

て、増大する抗体の量が 1/100～1/1000に低下することが実験で示されている。ま
た、食物アレルギー症状を起こす人でも、アレルゲンが体内に入ると常にアレルギ

ー反応を示すわけではなく、そのときの体調によって起こしたり、起こさなかった

りする。このことは、アレルゲン以外にも要因となるものがあり、それを取り除く

ことで食物アレルギー症状を起こす割合を減少させる可能性が示唆されている。そ

の要因の１つに、ストレスがあげられる。ストレス刺激は、視床下部や下垂体を介

して免疫系に影響を与えることが分かっている。これに伴い、ストレスとアレルギ

ー症状との関連等についての報告が多く発表されているが、ストレスと経口免疫寛

容についての研究はほとんどない。 
そこで本研究では、食物アレルゲンに対する経口免疫寛容に及ぼすストレスの影

響を検討することを目的とし、ストレス負荷を行う群と行わない群に分け、飼育し

た実験動物において、食物アレルゲンに対する経口免疫寛容の誘導能の相違を解析

した。 
実験動物（BALB/cマウス・4週齢・雌）を一週間予備飼育した後、ストレスに
対する経口免疫寛容の誘導能の相違を解析した。マウスを N群、I群、O群、T群
の4群に分類し、ストレス負荷を行う群と行わない群の計8群に分類した。実験中、
ストレス負荷を与える群では、毎日１時間の拘束ストレスを与え、実験終了後、マ

ウスは屠殺し採血した。なお実験期間中、飼料としてMFと水は自由摂取させた。 
ストレス負荷開始から１週間後に抗原タンパク質として 5 mgのオボアルブミン
を含む水溶液（0.5 ml）を 1日 1回、4日間連続して胃内に強制的に経口投与した。
最初の経口投与から 1週間後に硫酸カリウムアルミニウム 12水和物をアジュバン
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ドとした 5 µgのオボアルブミン（0.25 ml）を腹腔内に免疫し、さらにその 2週間
後に同様の方法で第 2回目の腹腔免疫を行った。第２回目の腹腔免疫の 1週間後に
実験動物を解剖し、下大静脈より血液を採取した。採取した血液は血清と血球に分

離し、血清中の総 IgE濃度を二抗体サンドイッチ ELISA法、オボアルブミンに対
する特異的抗体価 IgE、IgG、IgG1および IgG2aを ELISA 法により測定した。ま
た、脾リンパ球を培養し、脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する

IL-4産生量と INF－γ産生量を測定した。 
さらに、実験動物に対するストレス負荷強度を規定するために、腸管組織におけ

る組織学的観察を行った。 
実験動物に対するストレス負荷強度を規定するために行った、腸管組織における

組織学的観察から、今回行った拘束ストレスは軽度のものであったと判断した。 
血清中の総 IgE濃度を二抗体サンドイッチ ELISA法により測定した結果、オボ
アルブミンで腹腔免疫のみを行った群（I群）では、ストレス負荷を行わなかった
群、行った群ともに血清総 IgE 濃度の上昇がみられた。一方、経口投与、腹腔免
疫ともにオボアルブミンで行い経口免疫寛容を誘導した群（T 群）においては、I
群と比較して、ストレス負荷を行わなかった群、行った群ともに総 IgE 濃度の上
昇の抑制がみられ、特にストレス負荷を行わなかった群は定常レベルまで抑制され

た。また有意差も見られたため、経口免疫寛容がストレスによって抑制されたと考

えられる。 
また特異的抗体価 IgE、IgG、IgG1ではオボアルブミンに対する特異的抗体価 IgE、

IgG、IgG1においては、I 群、T 群の両群で抗体価の上昇がみられ、T 群において
は、ストレス負荷を行った群、行わなかった群ともに特異的 IgE、IgG、IgG1濃度

の上昇の抑制がみられた。ストレス負荷を行った群のほうが行わなかった群よりも、

やや高値を示した。このことから、オボアルブミンを免疫した場合での抗体価の上

昇はストレス負荷を行うことで高くなる可能性が示唆される。 
特異的抗体価 IgG2aにおいては、I群、および T群で同程度の抗体価の上昇がみ
られ、他の抗体価と異なる結果となった。I群のストレス負荷を行った群が上昇し
ているように見えるが、これは個体差によるものと考えられる。IgG2a抗体の上昇

がみられる場合は、IL－4の産生が少なくアレルギー反応を引き起こしにくいと考
えられているので、今回の研究においては、 I 群と T 群で抗体価の値に顕著な差
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はみられず、IgG2a抗体と経口免疫寛容機構の誘導に関しての関連性は見受けられ

なかった。また、ストレス負荷による影響も見受けられなかった。 
 脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する IL-4産生量の測定から、I
群、T 群ともにストレス負荷した群の方が負荷しなかった群よりも IL-4 の産生量
が高かった。また、脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答する INF-γ
産生量の測定から、I群では INF-γの産生がみられなかった。T群では、ストレス
負荷を行った群で INF-γの産生がみられたが、その産生の程度が他の測定したサ
イトカインよりも低かった。 
 以上の結果から、ストレス負荷を行った群と行わなかった群で、常に、抗体価の

上昇程度やサイトカインの産生量に有意な差が確認できたというのではないが、ス

トレス負荷を行った群の方が、ストレス負荷を行わなかった群よりも、食物アレル

ギーの発症を引き起こす可能性が高くなると示唆された。
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図１ 経口免疫寛容と免疫機構の関係



 

図 2 生体内ストレスメカニズム 
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図3 ストレス負荷の方法
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図 5 経口投与



 

図6 腹腔投与



 

図7 ELISA法の原理
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図 8 摂食量の変化
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図9 体重の変化
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〈総タンパク質濃度〉 〈アルブミン濃度〉

図10 栄養状態
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図11 小腸組織（N群）
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図 12 小腸組織 （ I群 ）
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図 15 小腸パイエル板（N群）
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図16 小腸パイエル板（ I群）
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図17 小腸パイエル板（O群）



 

ストレスなし ストレスあり

図18 小腸パイエル板（T群）



 
図19 脾臓重量 
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図20 脾臓細胞数 
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図23 オボアルブミンに対する特異的抗体価 IgG2a
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図24脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに
応答するIL-4産生量
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図25 IL-4産生量（OVA刺激ありーOVA刺激なし；I群、T群）
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図26 脾臓リンパ球培養上清中のオボアルブミンに応答するIFN-γ産生量



 
 
 

図 27 CpG モチーフによる DNA ワクチンのメカニズム 
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