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食物アレルギーに関連する糖脂質抗原の解析とその応用

松 下 祥(埼 玉医科大学免疫学)

1.は じ め に

アレルギーは21世 紀に解決されるべ き病気の

一つとして位置付けられ
,そ の治療法や予防法の

開発に対する社会的要請も大きい。なかでも食物

アレルギーはアレルゲンが身近なものであるだけ

に,抗 原を回避するという考え方だけでは不十分

であ り,根 本的な治療法の開発が待たれる分野で

ある。

近年,結 核菌に対するヒ トT細 胞応答の解析

などから,蛋 白抗原と同様に,糖 脂質抗原もまた

生体にさまざまな応答を誘導する重要な抗原であ

ることが明かとなった。このような糖脂質抗原の

提示を担っているのがCDI蛋 白である。我 々は

さまざまな食物中の糖脂質抗原に対する免疫応答

を解析 してきた。本研究では当初,こ のような抗

原の特徴を明らかにし,そ れを寛容誘導に応用す

ることを目的とした。

しかし,研 究が進むにつれ,こ のような糖脂質

の中には特異的免疫応答誘導活性よりも抗原非特

異的なアレルギー誘導活性の強いものがあること

がわかってきた。

つまり,「 トレロゲン」としての糖脂質よりも

「アジュバント」としての糖脂質の方が活性が強

いことがわかってきた。我々は研究過程において,

食物アレルギーの解決に向けてこのアジュバン活

性に焦点を当てた方向に研究をシフトさせていっ

た。

2.実 験 方 法

2.lT細 胞クローンの樹立法

牛乳,小 麦,卵 を出発材料として,常 法に従い,

シクロヘキサンrク ロロホルム ドメタノール/グ

ラスビーズを用いて,非 極性脂質と極性脂質を抽

出した。DMSOに10～100mg/mlと なるように

溶解し,ろ 過滅菌ののち,抗 原液とした。ヒト末

梢血単核球よりディッシュ付着性細胞を分離し,

抗原(DMSOの 最終濃度は無害なo.1%以 下とす

る),GM-CSEIL-4を 加 えて6日 間培養 した

(途中,抗 原/GM-CSF/IL-4を 一度追加)。 次

に抗原/GM-CSF/IL-4/TNFQを 加え,さ

らに2～3日 培養した。これにより,マ クロファ

ージが未熟樹状細胞から成熟樹状細胞へ と分化し

ていく課程で抗原に暴露されるという条件が満た

される。樹状細胞を回収 したのち,再 度分離 した

新鮮自己T細 胞とともに96-wellプ レートの中で

培養 した。7日 後,芽 球化の認められるwellに

上記方法に従って別途調整 した樹状細胞/IL-2

/IL-4を 加えた。このようにして樹立したT細

胞株の抗原特異性 を確認したのち,脂 質抗原に対

して反応するものについてのみ限界希釈法による

クローニングを行った。 この過程で,HLA-DR

をshareし ていないアロの樹状細胞を用いること

により,HLA-DR拘 束性の自己反応性T細 胞の

株化を避けることができた。通常,こ の過程の後

半においてアロの樹状細胞を用いれば,ア ロ反応

性T細 胞の出現は防止できた。ちなみにCDIabc
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図1CD14fill胞 の磁気細胞分離

に個体差 は ないので抗 原提示 は行 われ る。

2.2ア ジ ュバ ント活性 の 同定法

PBMCsよ り,抗 ヒ トCDI4マ イ クロ ビー ズを

用 い てCD14陽 性 細 胞 を 分 離 し,IL-4(100

U/ml),GM-CSF(100ng/ml)で6日 間培 養 した

ものを モ ノサ イ ト由来 樹状 細 胞(Mo-DC)と し

て用 いた(図1)。 この 細胞 を回収 し,4-ml培 養

tubeを 用 いて,2×10a/tubeで 培 養 した。そ の

際,DCを 成熟 させ る刺 激 と してTNFα10ng/

ml,な らび に試験 したい ア ジュバ ン トを加 え た。

2日 後 に培 養上 清 を回 収 した 後,tubeの ま ま

Mo-DCを 洗 浄 した。 こ の培養 上清 に つ いて は,

IL-12p40,MDC,TARC,CCL2,IL-10な どを定量

した。 一 方,HLA-DRタ イ ピ ング 済 み の ア ロ

PBMCsか ら,negativeselection法 によ りnaive

CD4T細 胞を調整した(図2)。 これを洗浄済み

のMo-DCと 共培養 し,MLRを 誘導 した。 これ

により,naiveCD4T細 胞 にはThlま たはTh2

への分化圧が加わることになる。7～9日 後,分

化 したT細 胞にanti-CD3とanti-CD28で 再刺激

を加え,そ の16時 間後に培養上清を回収した。

培養上清中のIL-4,5,13,IFNγ を測定し,Th1ま

たはTh2へ の分化を判定した。方法の全体の流

れ図を図3に 示 した。

3.結 果と考察

3.lT細 胞クローンの樹立

親水性糖脂質を認識する数種類のクローンが得

られた。 しかし,末 梢血中におけるそのクローン

頻度は予想外 に低いものであり,PBMCと 抗原

図2ナ イーブCD4T細 胞の磁気細胞分離
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図3ア ジュバンド活性の同定法

の単純な共培養では,増 殖反応を定量できなかっ

た。

3.2牛 乳のアジュバント活性

そこで,C18-RP-HPLCを 用いて,Folch変 法

で食物から調整 した脂質を分画精製し,そ のアジ

ユバント活性を評価した。その結果,牛 乳由来の

比較的疎水性の強い分画にTh2ア ジュバント活

性を見い出すことができた。エストロゲンについ

て同 じように活性を評価したところ,エ ストロゲ

ンにもTh2ア ジュバ ント活性が見出された。さ

17(3-Estradiol
Estrone

Estriol

eth _yn_ylestradiol

BisphenolA

p-nonylphenol

図4エ ストロゲン類似体
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らにHPLC上 で同じ分画に溶出されることから,

牛乳由来のTh2ア ジュバント活性はエストロゲ

ンに由来するものと考えられた。

3.3環 境ホルモンのアジュバント活性

エス トロゲン以外にも様々な合成化合物が環境

ホルモンとして知られている。その中には食品添

加物ないしは食材への混入物としてヒ トに摂取さ

れている物が含まれている。例えば,ト リブチル

錫(TBT)は 大型魚に多く含まれている。また,

ビスフェノールは飲料缶の内面コーティングに多

い(日 本では2001に 改良された)。ノニルフェノ

ールは食品用ラップフィルムに多い(日 本では

2001に 改良)。フタル酸エステル(フ タル酸ブチ

ルベンジル,フ タル酸ジーn一ブチル,フ タル酸ジ

シクロヘキシル,フ タル酸ジエチルヘキシル,フ

タル酸ジエチル)は 瓶詰め食品のキャップシーリ

ングに多い(図4)。 この ような化合物のTh2

adjuvant活 性を調べた結果,そ の多 くにDC2の

分化誘導能があることが判明した。

3.4抗HLA-DQ抗 体のアジュバント活性

我々は以前の研究から,通 常の蛋白抗原を認識

するT細 胞クローンにおいてもその拘束分子(抗

原提示分子)に よって性質が異なっっており,こ

れは,MHC-peptide-TCR複 合体が形成された際

にMHCを 介して抗原提示細胞内に伝えられるシ

グナルの差に由来することを示していた。そこで,

抗HLA-DQ抗 体を用いて抗原提示細胞に刺激を

入れ,そ のT細 胞分化誘導能を観察 した。予想

された通り,HLA-DQ分 子を介 した刺激はDC2

を誘導することが明らかとなった(図5)。

3.5HLA-DQ拘 束性T細 胞クローンのThl/

Th2シ フト

そ こで,実 際にPBMCか ら得 られ たshort-

termTcelllineの 拘束分子によってThl/Th2シ

フトがみられるかを観察した。図6に 示すように

HLA-DR拘 束性 クローンに比べ ると,HLA-DQ

およびHLA-DP拘 束性のT細 胞クローンは明ら

かにTh2に シフトしたパ ターンを示す ことが明

らかとなった。

本研究で得られた最 も重要な情報は,食 物中

の脂質はCD1分 子により提示される抗原として

よりも,ア ジュバント活性を有する物質としての

ほうに重要な意味があるという点である。また,

通常のアレルゲンの抗原提示においてもその抗原

提示分子の種類がTh1/Th2分 化に重要な意味を

持っており,HLA-DQに よる抗原提示はT細 胞

応答をよりTh2寄 りに傾けることが判明したこ

とも意義深い。

SignalingviaHLA・DQcanbetransmittedeitherb:

1.anti-HLA-DQmAb

l::謙蕊a離器 諸;畿(
4.agaroseconjugatedR・i山anti・HLA-DQmAb

5.HLA-DQ・restrictedTcelldonestraetedwith

emetine

図5HL.a-DQを 介した刺激はTh2分化を誘導する
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図6HLA-DQ拘 束性クローンはTh2寄 りにシフトしている

そもそも,ア レルギーは特定のアレルゲンに対

す るIgEク ラスの抗体が産生されることにより

引き起こされる。このような抗体が結合する抗原

をア レルゲ ンと呼ぶ。このIgEク ラスの抗体が

産生されるためにはT細 胞の中でもTh2細 胞が

分化誘導される必要がある。免疫学における近年

の トピックスは,Th2細 胞の分化には特定の性

質をもった樹状細胞(Dendriticcells:DC)の 存

在が必須であることがわかった点にある。このよ

うな樹状細胞をDC2と 呼ぶ。最も重要なポイン

トは,環 境要因が直接影響を与えることができる

のはこのDCで あり,こ の細胞こそが環境要因と

免疫応答の接点になっているという点である。一

部の環境ホルモンなどの低分子化学物質はアレル

ゲンとしてではなく,DCをDC2に することで

アレルギーの 「起こりやすさ』を支配しているの

である。 したがって,こ のような物質を多数の物

質の中から効率よく見出すスクリーニング系を樹

立することができれば,ア レルギー学や環境医学

に対して大きな貢献をすることができると期待さ

れる。このような物質は従来のアレルゲンとして

ではなく,多 数のアレルゲンに対するIgE免 疫

応答の成立に抗原非特異的に関与する,と 考えら

れるからである。環境中のさまざまな物質がアレ

ルギー増強因子として働いていることが示唆され

てきた。しか しこれらはlgEク ラスの抗体 と直

接反応するわけではない。つまりいわゆる 「アレ

ルゲン』ではないわけだが,そ の作用機序の本態

は明 らかではなかった。

近年,プ ロフェッショナル抗原提示細胞として

の樹状細胞(DC)に 関する研究が急速に進展し

てきた。その中で得られた重要な情報の中に,

DCに 発現するToll-likereceptor(TLR)が アジ

ュバ ント受容体として機能しているという知見が

ある11。細菌などに特徴的な構造を持つ核酸2β1,

lipopolysaccharide4},さ らには真菌由来のユニー

クな糖タンパクJ)などは,TLRの 特定のisoform

と結合することにより,DCの 形質を変化 させ,

Thl細 胞を誘導 しやすくする。このようなDC

をDCI細 胞と呼ぶ。誘導されたTh1細 胞は炎症

反応を媒介する重要な細胞である。このように

DCI細 胞の誘導を介してTh1細 胞を誘導する物

質はThlア ジュバントと呼ばれている。

同様な機序でDCの 形質を変化させ(DC2細

胞),こ れを介してTh2細 胞を誘導するような物

質も次第に知られるようになってきた。このよう

な物 質 をTh2ア ジュバ ン トと呼 んでい る。

Yazdanbakhshら6.71は 住血吸虫由来のリン脂質

(phosphatidylserine)がDC2細 胞を誘導す るこ

と示 した。すなわち,寄 生虫は抗原特異的な免疫

応答を誘導する以前に抗原提示細胞の応答を抗原

非特異的に動かすことによってTh2ア ジュバ ン

ト活性を発揮できるがゆえに 「アレルゲン」なの

である。これはTLR2を 受容体の一部 として利

用 している81。この成果は我々により再現性が確

認されている。
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■ アレルギー騰導活性物質の新しい試験管内スクリーニング法の確立。

● 医薬、化学、建築、食品、衣料、化粧品など、種々 の業界における、
自社製品の効率的な安全性評価法の確立。

圏 化学物質の安全性評価の一手段として、広く社会に認知せしめるこ
とができれば、人類の長期的健康の維持と増進に著しく貢献する。

■ 臓器特異的な種 の々自己免疫病において、Th2アジュバントは、責任
自己抗原と共に用いることによって免疫寛容誘導治療薬となる。

■ 現存する医薬品や低分子ライブラリーをスクリーニングすることで、
適応拡大および新薬開発により自己免疫病の新規治療法の開発に貢
献できる。

■ 減感作治療用のダニエキスや花粉エキスから,Th2アジュバントとな
る成分を除去することにより、より有効で安全な減感作治療用エキ
スの開発に貢献できる。

図7期 待される波及効果

我々は,他 の低分子物質の中にも同様のTh2

アジュバ ント活性を有するものがある,と いう作

業仮説の もと,食 品,ダ ニ抽出物,ス ギ花粉抽出

物のHPLC画 分,な らびにエス トロゲン類似体

を用いて研究を進めてきた。その結果,食 品に含

まれるエス トロゲンやbisphenolAにDC2誘 導

活性があることが証明され,我 々の仮説が正 しい

ことが証明された。また,抗 原提示分子の中でも

HLA-DQ分 子を介 したシグナルはDC2を 誘導す

ることが明らかになった。この知見は我々らが

17年 前に発表 した免疫抑制遺伝子を分子 レベル

で理解することにも貢献した9.1°.111。本研究をさら

に発展 させることにより,図7に 示 したような

様々な成果が期待される。
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Analysisofglycolipidantigensassociatedwithfoodallergy

ShoMatsushita

(DepartmentofAllergyandImmundogy.SaitamaMedicalSchool)

Inourpreviousstudies,weshowedthatclassIIHLAmolecules,notonlypresent

peptideantigenstoTcellsbutalsotransmitsignalsintoantigen-presentingcellsandlead

to:i)secretionofIgMfromBcells(J.Biol.Chem.2000);ii)secretionofvariousmonokines

frommonocytes(J.Immunol.2001);iii)anergyinductionofactivatedTcells(lmmunol.

Lett.2002):andiv)secretionofchemokinesfromfibroblastswithoutT-cellproliferation

(Cytokine2002)Furthermore.HLA-DRtendstostimulatemonocytestosecretepro-

inflammatorymonokines,suchasIL-1Q,whereasDQandDPstimulateanti-inflammatory

monokinessuchasIL-10,bydifferentialactivationofMAPkinases(J.Immunol.2001)In

thisstudy,weusedhumandendriticcells(DCs)preparedfromfreshlyisolatedCD14-

positiveperipheralbloodmonocytes.ImmatureDCs,whenincubatedfortwodayswith

TNFaandanti-DQmAbs,didstimulateallogeneicnaiveCD4Tcellstodifferentiateinto

Th2cells.whereasisotype-matchedcontroloranti-DRmAbsdidnotexhibitsuchaneffect.

Indeed,DQ-restrictedT-cellclonesestablishedagainstrandom19-merpeptidemixture,

exhibitedTh2-pronephenotype,comparedwithDR-restrictedTcells.Thesedata

collectivelyindicatethatantigenpresentationbyHLA-DQmoleculestendstoenhanceTh2

differentiation,byalteringDCfunctionviasignalingthroughHLA-DQmoleculesthemselves

intoDCs.Thesimilarpatternofeffectwasdetected,byusingsomeendocrinedisrupters,

suchasestrogen,BPA,nonylphenol,andTBT.Thus,thesechemicalscontainedinoutdaily

foodconsumption,exhibitTh2adjuvantactivity,whichneedstobefurtheraddressedinour

futurestudies.


