
牛乳中の機藍性物質に関する研究

一特にアレルギー抑制ペブチドに騰する研究一

策京大学大学隊長星学生命剥常務究科教授上野川 修 一

牛乳中には民主郊の栄養ャ索以外に免疫系・神経系・分減、糸などに作総し、生体を言題委詳し、生命を後3l:

Lこ事長つ成分が芥夜している。したがって、牛乳は食品中最も栄養錨の高い食品とじて位機づけられて

いる。 牛乳がなければわれわれ日本人の食生活はあり得ないとまで、考えられる。

最近のわれわれの食ゑt還の改善は緩めて顕著で込号、その結巣多くの疾病は減少しつつある。しか

しながら、疾病のなかで増加しているものがあるc アレルギーである。アレルギ}の機慰霊容は会人口

の30%といわれまた食品を原滋とするいわゆる食品アレルギーは乳幼児会人口の14%をおめでいる。

多くの食品のなかでアレルギーの長室波となるのは郎会支最も多く次に牛乳が総隊づけられる。これは

おそらく、栄養鰻が非常に務くそのため多く摂取されているためと考えられる。牛乳のなかでは、 a"

制フ~-ëインそじて βmラクトグt:lプリンなど-'È撃さなタンパク笈が三主要原因タンパク質(アレルゲン)で

あるolj::!fもアレルギーを予防・治療する方法の…つに牛乳を摂取しない方法があるが、これでは乳幼

児のみならず成人においても栄養学釣な問題を生じる。またステロイド淘jや抗アレルギ一期lによる治

療も考えられるが、創作線が問題となっている。

われわれは牛乳ゅの機能物質を探索する研究のなかで牛乳アレルゲンのペプチド、そしてその置換

体のt.J:かにアレルぞ…を抑制する湾台芸伎のあるペプチドを見出した。本研究ではその成果について報

2きする。

まず第1畿ではこの研究のま春本概念となっている免疫学約背景について、第2部でiま告書1部の考え

にき毒づいて行ったβ・ラクトグロプリン出来のペヅチドを利用したアレルギ…反応の鈴鋭、告書3部でi玄

関様iご歩高 l郊の考えにま審づいて幸子われた α"カゼイン由来ペプチドを利用したアレルギ←反応、11)事事市立

について主主ベ7.Jo そして護軍4郊では aSI-カゼイン由来の特定のペプチドを豪華口約に投与した場合の勝

後免疫系への彩毒事について述べ為。

第 1部本研究の免疫学釣背景

生命俸はその独立性と轡核燃を維持するための様々なシステムをま襲絡してきた。そのひとつである

免室長系は、自己と委主自己を認織し、券自己を排除する主主体防御システム"である。この数十年間におけ

る免疫学の進歩には闘を見張るものがある。 1960:年の免疫案事撃の研究のパーネットとメダワ…以来、

ノ」ペル長護者手抜理学賞;こ;}Hrる免疫学11)分妻子での 9つもの受賞は、その3重要性と予告益還後を象徴してい

るむおれわれが潟等生物における主義幸運な免疫系11)概要を剣るに歪号、様々な疾患がその荷主綻によるも

のであることも紛らかになってきた。

本研究め対象となっており、かつ大きな社会開綴ともなっているアレルギーは、外来の主毒物と緩触
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した際に免疫系が過剰に応答し、自己に傷答を与えとしまうために起こるものである。

抗原特異的な免疫応答には細胞倣免疫および液性免疫、 2稜類のメカニズムが存在する。前者の細

総性免疫の主主役であるT綴胞は、ウイルスに感染した細胞やi重傷網目aを議官、議悲し、排除する。後者の液

後免疫は、 B車産砲の重量生するま先手宇治安時z心的な役言語を呆たしている。 B綴総が抗体霊童生細胞に分化するに

iまー絞にす綴抱の分量きが必妥であ号、このようにT綴砲は主主役免後Q)i襲撃話機能をも握っている。以上の

ように免疫応答の議室告において、中心的役認を呆たしているのはす綴総でるる。したがって、す綴ぬ応

答め制御を行うことによって、免疫系金体の制御が可能となる。

抗原に対して特異的に応答する上での主役は、 aβT細胞である。この αβT細胞は細胞表爾に発渡

している分子の穂類によって、 CD4マ細胞と∞8+T細胞に分けられる(関1)。これらのT細胞は、 B

細胞のように抗療を夜援は総議悲しない。抗原の認識には以下のブロ-e!スが必要である。抗原タンパク
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笈は抗原設五ミ綴胞内でプロテア…ゼによ持ペプチド断片に分発事されるとともに、主要最乱織長整会?主主克隊

出ajorhist叫細雪atibilitycomplex :関至。分子と結合する。抗感ベブチドと間配分3こは複合体!l)形で

抗綴提示綴胞上に移行令る。 T細胞は、統芸員提示品開胞上に提示されているMHC分子/抗燦ペプチド複

合体をT線総レセブター (Tcell踏出ptor:TCR) を介して慾殺し、初めて活性化される。

統芸まタンパク質ゆで、 MHC分子と結合しT縦施IZ4事を誘起するのは、 T細胞抗事長決告と呼ばれる

数カ所の緩られた領域である。抗燦タンパク質においてのT細胞応答を強く言語起するT級車露抗原決定基

を利用し、その修飾により、免疫応急事のおi主揮は可能であろうか ?T細胞のま完療に対する応急事i土、 MHC

分子/ペプチド/TC豆の相互作用から始まる。路交分子に結合するT細胞抗原淡定義を修飾すること

によち‘ T細胞応答に笈ましい変化を誘導することが以来れば、免疫応答の制御が可書きと考えられる。

絡にペプチドやその修飾ペプチドの利用iま免疫反応の抑制法として翁効な方法と考えられる。免疫反

応、を抑制す吋ることが出来れば、アレル.:fーなどの利用への応用も軍事務となる。

これまでにペプチドを免疫反応の掬総に利用したものとしては

こじペプチドそのものを利用し、議ゃ投与錫鴻を緩適化サることにより免疫反応、を抑制する。

@ペプチドの葬奪還主を‘綿貫換して免疫反応を載機する(凶 2)。

などが考えられている。

抗原提示細胞
(APC) 

γ細臨

増殖応答

サイトカイン産主主

細胞傷害活性

etc. 

-1残塁審澄換

説探提示韓罷

帯
T綿抱

ー 応答の変化

図2 APCIペプチド1M判。間相互作慰とその変化

本研究においては③を尽いた方法に基づき研究を行った。

@のベヅチドめ構迭を変えた方法については数近多くの研究治ぎ行われつつるる。まず望書2訟で主主べ

られるTCRアンタゴニストと命名されている免疫終手まの現象について述べる。

TCRアンタゴニストペプチドは1992若手にDeMagistrisらによって初めて銭安された。 DIミl分子結合性
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のインフルエンザヘマグルチニン (HA)307闇319ペプチドをーアミノ酸残後後換したアナログペプチ

ドは、 HA307-319の共存下で、 HA307ω319に対するDR1拘束伎のT細胞クロ…ンの応答を効率よく抑制

した。このアナログペプチドHA307叩 319とは無罪毒係な配列を持つDR1分子絡会伎のペプチドと比較し

て綴織に低濃度で1!/l市i効采令書きf撃した。その効条はDR1分子4こ対する意義令|怒号撃によるものでなく、当

初iお怨C分子/アナログペプチド後会俸がMHC分子一抗原ペプチドネ夏合体とすCRとが結合するのを

競合湿害することによるとされていた。このようなアナログペプチド?は議号室学で浴いられるアンタゴ

ニストの概念との類似?生からすC設アンタゴニストと名付けられた。

TCRアンタゴニストによるT繍ぬ応答の抑制は、抗原ペプチドを線機するT縮施クローンにおいての

み特異的に引き起こされ、無関係な抗胤特奥f性を持つT細胞クローンに対しではなんの影響も与えな

い。また、 TCRアンタゴニスト令長君、言語したT細胞は、無応答状認設に陥るわけではなく、再度抗原ペヅ

チドで刺激するとi議予言の免疫応答を怒とす。

したがって本研究の務2綴においては 1Mアレルギ}の涼閣であるIgEの窓生をこのTCRアンタゴ…

ストによって狗秘することを試み成功したので報告する。

次に第3認で迷べられるす線総よ智也される免疫議室言滋子終にアレルギー害事務jサイトカインァぴ%

のE量生を増強する…子議長義霊堂主要ペプチドについての免疫的背祭について主主ペる。

生体の恒常性維持に携わる免疫系には非常に多くの綿総務が関わり、複雑に作用し合って翻節され

ている。前述したようになかでもその調節に最も深〈関与しているのはT細胞である。 T級2包i主総Jlil1.~

閣に発現しているタンパク紫抗原によって大きく二綴業員に分類苔れる。 CD8分子を細胞議長聞に予告現し

ているCD8湯佼 (CD8+)T細胞と、 CD4分子を絢捻荻jfjifこ多量減しているCD4陽性 (CD4つT細胞であ

る。 CD8分子はMHCクラス I分子と、 CD4分子は絞HCクラス草分子と、それぞれ毅和役会持つことか

ら、多くのCD8+T童話波紋MHCクラス I分子と絡会したま護主義i特?主主主原由来ペプチ内線機し、 CD4+

T細EきはMHCクラス哀分子と綜合した総潟外来型受筑波綴采ペプチドを認議する。ウ 11しス慾室長綴滋や

渥主義絡服毒事の綿織内<'!令主党されたタンパク質E設業Il)ペプチド滋片はMHCクラス I分子と毛筆合体を形成

して提示きれるため、 CD8+T締胞により認畿される。統Jゑペプチド 'MHCクラス I分子C'I;集合体をま草議

したCD8+T細胞はサイトカインを産生すると同時に、 F加を多量現する細胞にアポトーシスを誘導した

り、パーブオリンを分泌することにより標的細胞に火をあけ犯に至らしめたりする。したがってCD8+

T級胞は総ぬ惨事善後T綴胞にrL)とも呼ばれる。一方、花粉等のアレルゲンや食物抗原告事の細胞外来

性抗原潟楽のペプチド紙片i主、 MHCクラス立分子と縫合体を形成して提示されるため、三主にCD4+T縮

胞に認議達される。 CD4争T季語滋iまへんパーτ総君主とも呼;まれ、抗原ペプチド/販をCクラス立分子複合体

を言言、襲業した後、サイトカインや綴君主表苦言分子の害毒液によ号、 8総2きによる抗体重義主主応急事や後のTま銭感応

答を介立ちする。

免疫応答の翻節iこ笑際に重要な役割を主義式としているのはサイトカインである。サイトカインは免疫

細胞の分化.j:語調:[.応答等に関与するタンパク~である。 CD4+T細胞は、そのサイトカイン産生パ

タ…ンの縫いにより、 Th1細胞、 Th2細胞、 ThO細胞と呼ばれるサブセットに分語録されている。 Th1細
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滋i主、主にインタ…ロイキン (rrJ之、 yインターアエロン (r-IFN)等のサイトカインを産主主し、

細胞位免疫に深く関与ふしているe…方τh2細胞は、 IL4、江司5、IL-昔、設.10、IL-13毒事のサイトカイン

をE養生し、 B総総による抗体援金応答を主体とした液性免疫に深く関与・しているαThO細胞に分類され

るのは、これらのサイトカインをいずれも主主主主するような捌胞であ号、 Thl細胞やTh2細胞の前級車露ぬ

といわれている。 IL4等(7)Th2型サイトカインl立、 ThO選出胞のTh2細胞への分化を誘導するとともに、

Th1細胞への分化を抑制する。一方、 r-IFNや江ω12等のTh1愛サイトカインは、百10細胞のすh1繍胞へ

の分化を誘導し、 T泌総ぬへの分化を抑制する。このようにTh1綴ぬとTh2細胞はおZまに抑制jし合って

おり、生体内で過織な反応を抑制するように巧妙に潟主主されていると考えられる。しかし、 Th1/Th2

パランスの燃緩や過剰なT綴ぬ応答により発症すると考えられる免疫疾患が数多く存在し、その抑制J

が免疫研究の大きなテーマとなっている。

これまで免疫応、事与の議室言には、外楽まえ療に応答を埼玉すCD4+T締~が主に関わるとされてきたことか

ら、内在位タンパク質由来の主主義主ペプチドを長室、織して細胞際慾活性を示すとされてきたCD8マ綴君主の

免疫議議官機能については印作総3主主比較して米安裂の幸信仰ぎ多かった。

しかし、最近の研究ではCD8+T細ぬも繕君主内在タンパタ笈由来の抗!tilペプチドを認li議して綴飽隊察

活性を誘導草することにより生体の恒常倣維持に潔わるのみでなく、細胞外来性統芸まを認識して免疫応、

宅与の審議総なかTもj:として免疫抑制4こ深く関与していることが示されている。当主資究室では、外来抗

B震であり主要なミルクアレルゲンである f1SJ-カぞインに終異的な、 CD8+T級~クロ…ンを樹立しこれ

らの応答の詳車裂な解析をすすゐてきた。

ヱド義奇究の事務3きsにおいてはこれらのCD8+T細目包をアナログペプチドによって刺激しアレルギ…を抑

制する γ[FNの増強念試みた。

第2慾 β"ラクトグロブリン由来ペプチドによる牛乳アレルギーの抑制

IgEIまl主主アレルギーの際関として知られている免疫グロプリンである。 8総立訟によるIgEの室主主主か

らアレルギ}の疑惑，~こ怒る協穫には、l. B細胞のIgE産主主細胞への分化、 2. 抗際によるB細胞およびT暴露

胞の溺議妻、 3.T細胞によるIgE綾主主総総に主主する抗体裏金の介助、 4.Ig器抗体のγスト線路への結合、

5.抗厳によるIgE抗体梨殺のもたらすγスト暴露胞のsJi.!IlJi粒化とそれに伴う化学伝送物質の遂薬草、 6.滋

高まされた化学伝達物質の頑;抜作用による組織の&JZ、とこれらの物質により誘起きれる好機球ゃなF塩基

球の反応、潟所への動録、という多くのプt:J-l!スが存在する。これらのことから、アレルギーの除、関と

なる19E重量生の抑燃が、そのi会主義や予防においても後も重淡な言葉是認のーっと考えられるo

本研究でははじめにB6γウスにおいて、アナログペプチドD129S(129~番目のアスパラギンをセリ

ンに変えたもの)によるI喜志ii'生抑制効泉を評f耐するためのp119-1334寺奨金9Ig韮産生糸のま葬祭を試みた。

またわれわれはp119-1331土、 TCRとMHC分子と ~3 のような結合をしていることを明らかにしている o

我々はこのD129SペプチドにはすでにすC豆アンタゴニスト活性があることを註明している。しかし、

19Eil詰伎を言語選手しやすいアジュパントとして知られる水費量化アルミニニウムとともに、ペプチドよりも
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図3 12ふ130残基領域(!)紛糾Cクラス 11(I-A')分子、

τCRとの相互作用(!)様式図

ま克原性が高いと考えられる抗原タンパク'l!tのβdβを投与した場合でも、 B6x-ウスではs-LG特異善寺19B

lま検t討されなかった。 B6マウスは、リーーシュγょこアなどの議ゑ虫に対し感染録抗性が高く、 Th1型の

免疫応答に偏り易いことが知られている。 Th2細胞によって生獲されるJL-4はIgEの産主主に議擦である

ため、 B6x-ウスは、 19B足農伎を誘導し難いと考えられた。

そこで抗原特異的IgE~主主主系の構築のため、話DF1x-ウスの事IJ沼を試みた。 BDF1マウスはDBA2x-ウ

スとC57BL/6マウスをかけ合わサたマウスである。 BDA2マウスは遺伝的iこアレルギーの発症に関与

するTh2裁のT級殺を誘導しやすく、 BDF1マウスも問機の特性を寂している。 19-1正3と水酸化アルミニ

ウムをBDF1マウス腹膜に投与することによ号、 β-LGに特異一的なIgEil量念が誘導できるかどうかを瀦

べたところ、試験した全てのγウスにおいて、 s-LG特義的IgEの産生が認められた。また、水酸化ア

ルミニウムとpll9-133をBDF1x-ウスに投与した場合にも、 P119-133特異的IgEが誘導された。これら

の結泉をもとにして、ひ12合Sのp1l9-133に対するIgEil窓生事p総寄与3裂の線価の系として、 BDFlマウスを

用いることにした。

議守主主のようにB綴身長によるIgE(!)jl主主主は、 Th2級殺が産主主する1L-41こよって紛議される。本研究におい

て、われわれはすでにTCRアンタゴニストD129S匂119-1お持薬指gGlの産さとを抑制することを示し

た。 IgGlもまたTh2細践によ号誘導される主主体であることから、Dl29Sの投与により主主体内におけるp

119-133特異的IgEの重量生抑制lの可能性会{~峻された。そこで、抗原ペプチドp119-133に対するIgEの主主

主主をDl29Sが抑紛できるどうかを薬事析した。

一次免疫の際、Dl29Sとp1l9-133をBDF1マウスに問符に投与することによって、Dl29Sの芸書主義を調

べた。その紛果、 pll9-133を単独投与したすウスに比較して、 p1l9-133とDl29Sを肉雲寺投与した主義令

には、 p119-133に特異的な19B:抗手李総の低下治安総通告られた。 TC技アンタゴニスト i土、生体内の抗原ペプ

チドに対するIgEの緩を耗1畿できることが努らかになった。これまでにTC設アンタゴニストを用い

ることにより生体内でのI必要長生を抑約した伊jは報告されていない。本宣告で得られた委員兎は極めて室長
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要な是主主義であり、 TCRアンタゴニストIJ)アレル本一の治療や予防への邪~F詰 iこ、重要警なお豊?を引き出す

ものであるo

近年、絡ま芝のアレルゲンに主すするIgBの滋主主やアレjレ本一疾患の発掘主主MHCクラス江分子IJ)間には

秘書基金主のあることが報告されている。スギ花粉lJtJJ.il:LoむとおLA-DR3王子デ (DRBl・0初心でみられる初

演はその一例である。このような現象において磁A分子の来たす役割はアレルゲンや自己抗康上の抗

原ペプチドのT細胞への提示が3替えられる。ブタ草花紛の非主聖書アレルグンであるAmbVに対するア

レルギー，慾殺は95%諸当ILA嶋DQ2分子 (DRB1*1501)を手ぎしていると報告されている。 Huangらは、慾

者より AmbV終異的T継総クローンを樹立し、 T縦胞抗原室長後領域が25繍39アミノ鮫残基領域に幸子表す

ること、そしてDRB1・1501分子によちこの領域に紛議するペプチド会汁車種胞に提示されることを示し

た。この準装告は、 T紛阪に対しての特定の砥A分子によるアレルゲンの主要なτ総施抗際決定基の主義永

がアレルギーの遺伝華客観となる爽例モある。

おLA分子とアレルギ一発淡の関係が切らかにな号、 HLA分子と結合するアレルグン上:のベプチド配

列が決定されれば、応、答するT総抱群にTC設アンタゴょニストとして働くベブチドを間後し、これを投

ることで、アレル本一疾患のぞ予紡と治療が可援となるであろう。すでに100種以上に及ぶアレル

ゲンの一次害事蕊が明らかになるとともに、 HLA義者会性ペプチドの機遣をモチーフの滋穏の研究も進んで

いる。今後、これらの傍幸齢、らアレルゲン上のT細胞採JJ.il:~是認まきが設技IJぞきるようになれば、 Tι双ア

ンタゴニストのアレルギーのj合緩や予防へのj室、渇IJ)可能↑設が広がるものと考えられる。

第 3部 CKS1-カセイン由来ペプチドによるアレルギ…反応、の抑制

CD4+T総胞は、その産生するサイトカインのき重芸誌により、 Tお1重量とTh2裂に分類されるoすなわち、

引は型iまy仔 NやIL-2を蓬生し、 Th2裂はロバや且与を護憲益三する。…方、多〈のCD8+T綴君主iまy-1附滋

主主を君主し、 Th1怒IJ).I5絡を主主す。 Thl裂のサイトカインである y-IFNi主、 Th1ll!!);芯雲寺を充;i/iサるととも

に、 Th2霊堂TI51撃を強く符号認するサイトカインである。統述したように、多くのω8.'T級総会室季語胞内由

主主主主E去に応司答して説話ぬ傷害活燃を示すのに立すし、タ主主義抗原に応、事与するCD8+T細胞は免疫系の調節にも

漆く関与していると考えられ、 y-I附産生をええしてTh2話~r.t答の抑制にもIl!lわっていることが示され

ている。

Th2裂の応答によち誘導される免疫系疾感、として、 I型アレルギーが紛られているの I型アレルギー

は、江4により誘潔される19E抗体が原/tSIと考えられている。したがって、百:刻応答を誘導すること

によち 1 毅アレルギーの抑制を試みた報告が若手数存在する。 Th2童話ÞÎ5~の抑制終を有する y-ll明星差益三

を溌択的に誘導撃することも、 I 型アレ Jルレギ一号等撃♂の)Thω2優害勢争z念~);応s答;にこより 2誘秀毒導事さ才れt;'ゐら免疫系雪疾芸怒を新郊l古制制IJ j 

するの;にこ有効であると考えられるQ 寺符寺sに仏こ二、 その多く告が£勺τh刻H墾翌をf添戸すCD8令マτ車綴邸胞応応、卒終客を義溺需節してY

護緩差主生色をi増首E強車づすずること iはま、 CD4ど+T裂紛盟2磁色ヨ余三体のT担泌2基澄芝応応吉答を事納抑n罪対するのに効果的であると考えられる。 し

かし、外来抗B誌に応答を示すのはCD4+T総般であり、CD8マ細胞は継総内出楽抗原に応害事するとされ

てきたため、外事長抗原であるアレルグンに対するζD8+T細胞の応答はCD4+T細脇(l)J;c.答と比較して詳
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しく芸事訴されてこなかった。そこでぎ量級究室では、 aS¥-カゼインでマウスを免疫することにより九抗

産主将異的なCD8+T会議総クロ}ンを複数樹立し、その応答を泌総に解析してきた。これらのクローンiま

れ ，'-7J{!イン(J)缶詰分ペプチド(1'142-149)にだ捺して抑制性サイトカインであるまL川、 r-IFN産生を

示し、免疫応答の調節に淡〈関与していると考えられた{密 4}。これらのCD8+T細主主クロ}ンの応

答を修室撃し、その機擦を碗らかlこするJ3釣から、1'142-149の結合部分以外の手義務を他アミノ駿に援会換

したアナログペプチドを作製し、それらに対する各CD8+T細ぬクローンの応、答を議事訴した。

p142同 149
MHC class I (KD) 

T cell receptor (TCR) 

L1421 

1iR14 a割判カゼイン(J)昔品分ペプチド p142輪 149lf<V'
そのアナログペプチド

これま吋?に、アナログベブチドを用いた aSI-カぞイン特異的CD8+T細胞クローン5F1、ら郎、 Uc、Ud

の応答の惨事?により、 142~香自のLeu幾蒸をIleに霊堂換したLl421 が、複数のクローンの y 必演の護主主主を

地検する活性を符寸ることが明らかとしている。アレルグン特異的CD8+T綴総の r-IFNil量生を増験す

ることは、 I型アレルギーにおけるアレルゲンに対するCD4+T綴5主主体のTh2盤応答を抗原特異的に

効率よく抑制するのに有効であると考えられた。そこで実際の免疫応急事系によち近いと増設える系を沼

いて実験した。すなわち1'142-14留め免疫によ号待られたCD8+T細胞、 CD8+T車道徳除去リンパお童話胞の

Y鳴館N愛生応答を翻ベた。

C57詰L/6マウスに1'142-149をCF必王37Raとともに乳{としたものを投与し、一週喜善後リンパ節細胞を

分離し、 CD8マ総君主とCD8+T*議総除去リンパ節季語E撃を待た。それぞれCD8+T細胞の含司考察i立、 90%、

0.1%であった。後られたまE君主を主義々 なi幾度(J)p142-149で刺激し、 r -IFNil主主主を潟j主主した。 CD8+T紙胞
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i立、 p142-149!こ対して大援のr-在N産生をt詳したが、 CD8+T綴絡を徐去したすンパ節細胞からの y-

IFN産生は主主滋きれなかった。また、抗原を含まないPBSとアジ品パントを乳イとして免疫した場合、

CD8+T級施からの r-IFN菜室生は会く絞められなかヮヌこ。 pl42-149の免疫により CD8マ総君主のみが選択

的に治像化されることがポされた。

次にp142-149、L1421、F145H免疫により機られたポリクロ…ナルCD8マ綴君告の各ベプヂれこ対す

る応答を言葉ベた。

C57BL/6マウスにp142日 149、L1421、あるいはF145HをCFAH3双aとともに乳化したものを投与し、

議よちしたリンパ箆綴胞から?グネティック~ーズを用いてCD8+T綴砲を機織した。回収したCD8+T細

滋(純度約お%)をそれぞれ 3 緩業員のベブチドで刻激し、培撃をよ液中のγCIFN~量銃殺を澗}定した。

p142-149免疫により得られたポリタローナルなCD8マ事選砲は、クローンの場合と同事震に、L142I斜

激3ごませして強いy剛ぴ災後伎を示した。しかし、 F145H約数に対する y輸 IFNil主役応答はほとんど認めら

れなかった。Ll421の免疫によって得られたCD8マ級胞は、Ll42Iのみならずp142-149刺激に対しで

もy-1問主主主主をぶしたが、 F145日刺激に対しでは会く応答を示さなかった。それに対し、 F145H免疫

によって得られたCD汐T綴胞は、 F145おお身以外にはほとんど応答せず、非常に高濃授のLl421に僅

かに反応したのみであった。Ll42I免疫により得られたCD8マ綴箆辻、 p142-1490う免疫により得られ

たCD8+T細目きよちも、 p142-1491こ対して約 2f普笈のy-IFN度伎をmした。 F.1451まの免疫により争奪られ

たCD8+T綴胞は、 p142-1491こ対する r-IFN産生を会く示きれなかった。これらの給3長から、Ll42I /K' 

分子被合体とp142-149/K'分子複合体の玉主体構造が類似していること、 F145妊IK'分子後合体のみ構造

が大きく黙なること、がえ~n~ðれた。アナログペプチドの免疫によ号、その襲予定愛ペプチドに対する

CD8+T細胞応答を樹車できたことから、アナログペプチドがペプチドワクチンとして有効である明器

燃が添きれた。

次tこα51"カゼインiこより誘導されるBALB.BマウスのTh2型車応答に対するL1421の主主条を繍ベた。

Ll42 Iでマウスを免疫することにより、 p142-14告に対してy鱒荻N窓生応答を2去しうるCD8マ綴胞が、

in vivoで効翠よく活性化されていることが示された。Ll421免疫により効翠よく誘禁容されたr-I制緩

生を示すCD8+T細胞が、 α51-カゼインの免疫により 2義務きれるTh2淑応答を抑制できる湾総殺が考え

られた。まず、 BA工.J3.BマウスにおいてもC57BLノ告と問機、Ll42I免疫により、 invi加?のp142剛149

総激に対する r-IFN産生の士創造会室認められることを穣認した。そこで、 αSl-jきそさイン特異的な後12~塁

E官、宅事(牌綴総総17)IL-4ilE生、重量t青ヰ"IgE、IgGI重量生)、 Th1裂応答(隊綴織飽17)r -IFNJl装然、 Ig(h.ilE主主)

を総べ、Ll421問符投与の効果を検討した。

今留まえした免疫方法では、 p142屯 14917)投与により、会粋臓細胞の aS1-カゼイン刺激に対する y必烈

窓生の増強やIL-4重量生の低下はそれぞれ認められたが、それらが問時に誘導されることはなく、主主に

IL-4jj装さとが増強されることもあった。また、手142-149よちTh2型応答を除く締約するiお燃をもっと期待

されたLl42Iは、 ThH設応答、 Th2Wl応答にほとんど影響を淡ぼさなかった。今闘の実毒素系マi止、ベプ

チドの投与によちおl/Th2応答のバラシスを選定事業することはできなかったが、 Th1/Th2応答のパラン
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スは手ド殺に微妙に務宣告されていると考えられることから、アジニぇパントやまえ療の投与量についてさら

に検討していくことにより、効果的な免疫方法治安待られると恩われる。

第4都 府 $I~カゼイン由来ペプチドの経口投与とその腸管免疫系に及ぼす影響

αSI-カザインの部分ペプチドであるp142-149の絞口投与により、 IELs(腸管上皮内リンパ球)、 pp

(パイエル板)、およひ'MLN(腸間膜リンパ節)のCD8またはCD4の然現に変化が認められるか奇か

を、フローサイトメ}ターを用いて検討した。冬臓器の絢胞を分機後、抗CD8抗体及び抗CD4抗体で

染色し、解析したop142-149はCD8+T細胞の抗原決議肘あるため、 CD8+T細胞が反応してその数が

滋泌しているととも考えられたが、 IELs、pp，およびMLNどの絢胞でも、 CD8+T細胞とCD4+T綴胞の

緩和こ変化は認められなかった。また蕊LsIまy8 IELsとasIELsという 2稜類のTCRを発現している

す暴露漁が含まれていることが務室長であるため、 IELsについては抗柁R抗体でも染色し、 TCRの発渓の

都民向勝こしてフローサイトメーターを紛いて縦守した。ぞのま毒薬T伎の発おこも変化会濯、められ

なかった。さらに、経口投与若手と対照務を比較しても、各綴若手の幸運漉数、つまち奴塁手iこ変化は認めら

れなかった。

次;こ、 p142-149の経口投与によるJZ，害事後の変化を y明 IFNil義主主をま旨擦にその応答牲の変化を検討した。

抗原の経口投与原始2遇跨後、必要な臓著書を摘出した後各細胞を調裂した。 IELsの場合は4X10' cells 

Iwellと2X1ぴcells/wellの抗際機示縦胞以来最!照射した肉系マウスの牌繊細胞)、またはppおよびMLN

の場合は4X 10' cells/wellの濃度で、 10mMのp142ω149とともに37'Cで72時間培養し、その主喜善悪よ滅工伊

のy-IFNをELISAにて調ti定した。その車古巣をTabellにポしたo p142-149を経口投与したマウスのIELs

からの7・IFN産主主は、 invitroにおける抗綴刺激を加えなくても対照群由来のIELsよりも増加していた。

これらのことより、 IELsJilのCD8+T細胞が豪華口的に摂取された抗原を認識し、 Y句研Nを談役すること

が示唆された。

本研究では、牛乳E告の主主要なタンパク霊堂IJ)善意分ペプチドp142-149の経口投与によってIELsを活性化

することに成功した。さらに、この添いの筑波認識は姐ICクラス Z分子拘束であることも後く示唆ち

れた。

p142-149の経口投与によってy欄 IFNの獲さ主告さ促進されたむ経口主主療に反応して、 y構ぴ子守をE主主主する

ことは腸管内のす童予言伎を綾子寺-rるのにZ重姿な意見棄を持つと考えられる。 なぜならば、 IELsIJ)j!菱主主する

y-IFNによってIECsのMHCク汐ス百分子の発現が促進されることも報告されている。在患って、 IELsI土

経口抗原に反応、してY“IFNをE主役して!惑問のIECsのMHCクラス E分子の発現を総:ii!している符続殺が

まず考えられる。さらに、 IELsは細胞儀袋活性を有していることから、 E寄際のIECsを細胞儀袋活性に

よって除去しIECsの符伎を似通長させているとも推察される。また本研究ではY帥ぴN級生色しか検討して

いないが、 IELsカ端々なよ皮細胞に作用するサイトカインを産生しうる事がi開戦僚がれており、経

口抗原に応答してこれらのサイトカインを産生し、腸管の恨常性を保っている可能倣も考えられるで

あろう。さらに、食品アレルヰタ}慾者のIELs数が増加するとの報告今や、止問しアレル本一絞殺の業務血
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よ与樹立dれたれrカゼイン特契約なクロ…ンiま7・IFNを商滋主主することが幸草食されている。淡をの

ところ、 CD8+T細胞からのY-IFN産主主がアレルギーの発症に関与しているのか、あるいは綿綿に働い

ているのかは議論の余地が残きれいるものの、牛乳アレルギーにおいてCD8+T総君主語、司距Nを産主主し

て何らかの作用を及ぼしていると今えられる。従つで、 5署管内のCD8+T総ぬの抗原決定基を豪華口的な

投与によって y-IFNilE生を促進できたことは、牛乳アレルギー予毒症のメカニズムの解明あるいはそ予防

に主義突な匁3誌を与えてくれるものと考えている。
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