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【目的】

ア ナ フ ィ ラ キ シ ー は肥満 細胞上 の F c 受容 体 に I g E が 結合す る こ と に よ っ て 誘

導 され る脱頼 粒 が原 因と な っ て 引き起 こ され る 全身性 の 重篤で 生命 に 関わ る ア

レ ル ギ ー

性過敏 反応 で ある ｡ 重 篤 で 生命に 関わ る疾患で あ る が故 に ､
ア ナ フ ィ

ラ キ ン 一

に 対す る予防法を開発す る こ と は 重要 で あ り
､ 現在そ の一一

つ の 方法 と

して ､ 減感 作療法が 有効 で あ る と考え られ て い る ｡

C p G - O D N は結核菌な どの 細菌 の ゲノ ム D N A の 特徴的 な配列 で メ チ ル 化 され て

い ない シ トシ ン
､
グア ニ ン の 連続 した塩基配列(C p G モ チ

ー フ) が繰り 返 され て お

り ､ 免疫賦 括作用 を有 して い る こ と が 知 られ て い る ｡
一

方 で
､ 晴乳類 の ゲノ ム

D N A で は C p G モ チ
ー

フ の 頻度が少 なく ､
また 高頻度に メ チ ル 化 され て い るた め に

免疫醗清 作用 は な い ｡

T o l ト1 i k e R e c e p t o r (T L R) は細胞外領域に タ ン パ ク 質問 の 相互 作用 に 関わ る モ

チ ー フ で ある ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ
ー

トを
､ 細胞 内領域に 1 L - 1 R e ｡ e p t ｡ r の 細胞

内領域と相 同性 を持 つ T I R 領域を持 ち細菌､ 真菌 ､ 寄 生虫
､ ウイ ル ス な ど の 様 々

な病原 体を感 知す る受容体 で あり ､ 自然免疫 を調節す る の み な らず
､
自然免疫

と 獲得 免疫 の 橋渡 し と し て 重 要 な役割を果 た し て い る
.｡ 近 年 の 研 究 に よ り ､

C p G ~ O D N の 免疫貝耐舌作用が樹状細胞 ､
マ ク ロ フ ァ ー ジ

､
N K 細胞 ､

B 細胞 に 発現 し



て い る T L R 9 を介 して 発揮され る こ と が 明 ら か に な っ て い る ｡

生体内 で の 特異抗原 に対す る防御機 能 と して 獲得免 疫が 誘導され る ｡ 獲得免

疫 は C D 4
+

T h l 細胞 に よ っ て調節 され る細胞性免疫 と C D 4
+

T h 2 細胞 に よ っ て 調節

され るf夜性免疫に大別 され る ｡ T h l ､ T h 2 細胞 は それぞれ相互 に 作用を抑制す る

働 きが あり ､ 生体 内 で の T h l
､
T h 2 バ ラ ン ス が疾患の 制御 に重要 で あ ると 考え ら

れ て い る ｡.

C p G - O D N は ､
抗原提示 細胞 と して 機 能す る マ ク ロ フ ァ

ー ジや樹状細胞 に 発現す

る T L R 9 を介 し
､
I L - 1 2

､
I L - 1 8

､
I F N -y な どの T h l 反応 を誘導す るサイ トカ イ ン の

産 生を誘導す る こ と で T h l 優位 な免疫環境を惹起す る ｡ こ の 作用か ら T h 2 反応

で あ る晴息 や ア レ ル ギ ー

性結膜炎な どの ア レ ル ギ ー を改善す る効果を有 して い

る こ と が報 告されて い る ｡

本研 究は ､
C p G- O D N が 全身性 の 即 時型過敏 反応 に 対 して 有効 な防御効果を有 し

て い る か を明 らか にす る こ と ､ ま た 有効 で ある場合 に は そ の 機 構 を明 らか に す

る こ と を 目的 と した ｡

【方法 ､ 結果及 び考察】

まず
､
o v A で誘 導す る マ ウス ア ナ フ ィ ラ キ シ ー モ デ ル を樹 立 した ｡ 3 0 0 L^ g の

OV A を 2 Ⅹ1 0
9

個 の 百 日咳菌と共 に 1 m g の 水酸 化 ア ル ミ ニ ウム ゲル ( a l u m) に 懸濁

し
､
C 5 7 B L/ 6 腹腔 内に免疫 した (抗原感 作) ｡ 免疫 12 日後 の 血 中 の O VA 特異的

I g E 濃度を E L I S A に て 測定 した結果 ､ 顕 著な I g E が 検出され た ｡ さ ら に ､
1 4 日

後 に 10 0 けg の O V A を静脈 注射 した と こ ろ (攻 撃接 種) ､ 急激 な体温 の 低 下 が 見

られ
､
ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー

症状 は 麻痩や引き つ け を伴 う重篤な シ ョ ッ ク症 状 を示

す レ ベ ル 3 か ら致死 に 至 る レ ベ ル 4 を示 した ｡ さ らに血 中 の ヒ ス タ ミ ン 濃度 を

E L I S A に て
､
血管 の 透過性 を エ バ ン ス ブ ル ー

の 静脈 注射 に よ っ て 検討 した結果 ､

い ずれ の 測 定値も克進 が 見られ
､ 典型的 な ア ナ フ ィ ラ キ シ ー

で ある こ と を確 認

した ｡

そ こ で
､
こ の O V A 特異 的ア ナ フ ィ ラ キ シ ー に対す る C p G - OD N の 予防効果 を検

討 した ｡ C P G - O D N と o vA を P B S に懸 濁 し
､
C 5 7 B L/ 6 マ ウス 腹腔 内 に免疫 し た ｡ 初

回 免疫 7 日後 に追加免疫 を行 い ､ 初回 免疫 1 4 日後 に前述 の 方法を用 い て ア ナ ｢ 7

イ ラ キ シ
ー

を誘導 した ｡ そ の 結果 ､
C p G - O D N と o v A で 2 回前処置 を施 す と ､ 無処

置 の マ ウス や ､
OV A 単独 処置 ､ 免疫賦清作 用 の な い n o n - C p G - OD N と o v A 処置 ､

C p G - O D N 単独 処置 に比 べ ､
血 中 I g E 濃度 ､

ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 症 状 ､ 体 温 ､
血 中 の

ヒ ス タ ミ ン濃度 ､ す べ て に測定値にお い て劇 的 な改善が 見られ た ｡

C p G - O D N は T L R 9 と結合 し
､
ア ダプ タ ー

蛋白で ある M y D 8 8 を介して シ グナ ル を

伝達す る こ と が知 られ て い るL, そ こ で ､
C p G - O D N に よ る OV A 特異的 ア ナ フ ィ ラ キ

シ
ー

の 軽 減効果が M y D8 8 を介 して 誘導され て い る か を M y D 8 8 欠損 c 5 7 B L/ 6 マ ウ
ス を用 い 検討 した ｡ そ の 結果 ､

M y D 8 8 欠損 マ ウ ス で は C p G - O D N に よ る軽減効果が



完全 に消失す る こ と か ら C p G - O D N が T L R9 と結合 し M y D 8 8 を介し て 軽減効果を発

揮 し て い る こ と が 示 され た ｡

C p G - O D N は抗原 提示細胞 を活性化す る こ とで T h l 免疫反 応 を惹起で き る こ と

が 知 られ て い る ｡ そ こ で まず ､ 骨髄由来樹状細胞 に対す る C p G - Ol)N の 効果を 1 n

v 1

'

t r o に て 検討 した ｡ そ の 結果 ､ C p G - O D N 刺激 を行 うと骨髄 由来樹状細胞 上 の C D 4 0 ､

C D 8 0
､
C D8 6 の 発現 の 上昇及び I FN -y や I L - 1 2 p 4 0 産生 が誘導された こ と か ら ､

C p G - O D N 刺激 が骨髄由来樹状細胞 の 活性 化及 び 成熟化 を誘導 し て い る こ と が 明

らか に な っ た ｡

そ こ で
､
C p G - O D N と O V A で 前処置 した マ ウ ス の 牌臓細胞 に お け る O V A 特異的サ

イ トカ イ ン 産 生を検討 した ｡ 前処置 1 4 日目 に マ ウ ス より 牌臓細胞 を摘出 し ､
O V A

で 刺激 を行 い 上清 中に含ま れ る I FN 一丁を E L I S A に て 測定 した結果 ､
O V A 単独免疫

で は 見られ なか っ た I F N 一丁産生が 見 られ た ｡ さらに ､
C p G - OD N と O V A で 前処置 し

た マ ウス を感作 し
､
感 作 7 日後に マ ウス 牌臓 を摘 出し ､

O VA で 刺激 を行 い 牌臓細

胞が 産生す る サイ トカ イ ン を E L I S A に て 検討 した結果 ､ 末処置群で は I L - 4 産生

が誘導され る の に対 し
､
C p G - O D N と o v A 前 処置群 で は I F N 一丁の 産生 の み が 検 出さ

れ た ｡ また ､ 感作 1 2 日後 の 血清中の O V A 特異的 I g 産 生を E L I S A に て 検 討 した

結果 ､ 末処 置 マ ウス で は I g E が検 出され る の に 対 し ､
C p G - OD N と o v A 前処置群 で

は I g G 2 a が検 出され た ｡ 以上 の こ と か ら ､
C P G - O D N と o v A 前処置 に よ っ て 感 作に

よ る O V A 特 異的免疫 反応 が T h 2 優位 な反応 か ら T h l 優位な反応 - と転化 す る こ

と が 明 らか に な っ た ｡

そ こ で
､
ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー の 軽減効果が c p G- O D N で 誘導され た T h l 免疫反応

に起 因 して い る か を検討 した ｡ T h l 免疫反応 の 誘導に は I F N -γが 重要 な役割を果

た して い る ｡･ そ こ で ､
I F N -γ欠損 マ ウ ス を用 い て 検 討 した ｡ I F N -γ欠損 マ ウ ス を

C p G- O DN と o vA で 2 回 前 処置 し ､
ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー

を誘導す る と ､ 野生型 マ ウス

と比 べ
､
血 中 の I g E 濃度 ､

ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー

症状 ､ 体 温 ､
血 中 ヒ ス タ ミ ン 濃度 ､

す べ て の 測定値 で 野生型 マ ウ ス と の 間に優位な差 は 見 られ なか っ た ｡ こ の こ と

か ら
､
C P G - OD N に よ っ て誘導され る I FN -y 産 生は ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー

の 軽 減に重要

な役割 を果 た して い な い こ と が 明 らか に なり
､
C p G - O D N に よ る ア ナ フ ィ ラ キ ン

-

軽減 に は T h l 免疫反応 が 必 須 で は な い こ と が 示唆され た ｡

T L R 9 は樹状細胞 だ けで は なく ､
B 細胞 に も発現 して い る ｡ C p G - O D N は B 細胞 に

作用 して 転写調節因子 T - b e t の 発現 を誘導す る こ とが 報告され て い る〔〕 また
､
B

細胞 にお け る T - b e t の 発現 は I g G 2 a - の ク ラ ス ス イ ッ チ を誘導す る こ と が知 ら

れ て い る ｡ そ こ で
､
C p G - O D N の B 細胞 - の 影 響を l

'

n vl t r o で 検討 した ｡ 抗 c D 4 0

抗 体と I L - 4 刺激 で 誘導され る牌臓 細胞由来ナ イ ー ブ B 細胞 の I g Gl 及 び I g E 産

生 に対す る C p G - O D N の 影響を E L I S A 及 び 細胞染色法に て検 討 した ｡ そ の 結 果 ､

Cp G ~ OD N 処理 に よ っ て 抗 c D 4 0 抗体と I L - 4 刺激で誘導され る I g G l 及 び I g E の 産



生が 阻害され る の に対 し
､
I g M の 産生量 は む し ろ増加 し て い た ｡ こ の こ と か ら ､

C p G - O D N は B 細胞 に発 現 して い る T K R 9 を介 して I g M か ら I g G l 及 び I g E - の ク ラ

ス ス イ ッ チ を阻害す る こと で ､
I g G l 及 び I g E の 産生 を阻害 して い る こ とが 示唆

され た ,

I.

C p G - O DN はそ の 塩基配列 と修飾状態 か ら2 種類 の タ イ プ に大別 され る ｡ A 型は

5
'

末端 ､
3
'

末端 に p o l y G を有 し ､ そ の G の み が s 化修飾(P = 0 か ら P = S - と置換)

され て お り
､
N K 細胞 を活性 化す る ｡ これ ま で の 検討 に用 い た C p G - O DN は B 型に

区分され ､
す べ て の 塩基 が s 化修飾され て お り ､

5
'

末端 と 3
'

末端 に p o l y - G 配列

を持 た ず
､
B 細胞を活性化す る こ と が報告され て い る ｡ ま た ､

い ずれ の 型も骨髄

系樹状細胞 の 活性化 し ､
I L - 12 産生 を誘導す るが ､

A 型 は 形質細胞様樹状細胞を

活性化 し ､
I F N - α 産生 を誘導す る の に 対 し､

B 型 は I L - 1 2 産生 を誘導す る こ とが

知 られ て お り ､ 同 じ T L R 9 を介 して もそ の 機能発 現が 異 なる こ と が 知 られて い る｡〕

そ こ で ､
O V A で 誘導され る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー に 対す る効果 を比較検討 した ｡ O V A

で誘 導され るア ナ フ ィ ラ キ シ ー に 対す る軽減効果 は血 中 I g E 濃度 ､ 体 温 ､
ア ナ

フ ィ ラ キ シ ー 症状 ､ 血 中 ヒ ス タ ミ ン濃度 い ずれ の 測 定値に お い て も B 型 の 方が

わず か に軽減効果が優れ て い た が ､ 有意差 は見 ら れ なか っ た ,
J
さら に 1

'

n v l

'

t r o

で の 抗 c D 4 0 抗体 と I L - 4 刺激 で誘導され る牌臓 B 細胞 の I g E 及 び I g G l 産 生阻害

効果も有意差は 見 られ なか っ た o こ の こ とか ら
､
C p G - O D N の ア ナ フ ィ ラ キ シ

ー

軽

減効果 は い ずれ の 型 も有 して い る こ とが 示 された ｡

以 上 をま と め る と
､
C P G- O D N は T L R 9 を介 して 抗原提 示 細胞 を活性化す る こ と

に よ っ て O V A 特異的 T h l 型免疫 反応 を誘導 で き る も の の ､
C p G - O D N は 直接 B 細胞

に作用 して I g M か ら I g E - の ク ラ ス ス イ ッ チ を阻害す る こ とで I g E に よ る ア ナ

フ ィ ラ キ シ ー を阻害 して い る こ とが 示唆 され た .

(3 9 5 0 字)




