
　ストレス社会と称される現代では，我々は，様々なス
トレスに曝されて生活している1）。ストレスは，生活習
慣の乱れを引き起こすだけでなく，様々な生活習慣病の
発症に関わることが明らかにされている2）。また，生体
がストレスに曝されると，自律神経系や内分泌系だけで
なく免疫系も大きな影響を受ける。ストレスによってリ
ンパ球をはじめとする免疫能に関係した細胞の機能が影
響を受け，アレルギーや自己免疫疾患の発症が促進され
ることが知られている3‒6）。我が国では約 2人に 1人が
何らかのアレルギー疾患を有しているとされており，ア
レルギー疾患の急速な増加が危惧されている7）。アレル
ギー疾患の発症には，遺伝的要因に加え，環境衛生や食
生活の変化，ストレスの増加など様々な環境要因が挙げ
られている8）。
　アレルギーとストレスとの関係については，ストレス
によりストレス応答の中心である視床下部‒下垂体‒副腎
皮質軸（hypothalamo-pituitary-adrenal axis：HPA axis）
で，副腎皮質からのグルココルチコイド放出を促進し
IFN-γ産生抑制と IL-4 産生亢進を引き起こすといわれて
いる9）。よって，ストレスは免疫系を Th2 細胞への分化
に誘導すると考えられている9）。
　また，ストレスはコルチコステロンおよびノルエピネ
フリンの増加により骨芽細胞からのオステオカルシン分

泌を抑制し10），グルココルチコイドにより腎臓における
Ca再吸収の抑制や腸管における Caの吸収抑制，副甲
状腺における副甲状腺ホルモン（parathormone：PTH）
の増加を引き起こす11）など，骨密度に影響を与えると
いわれている。
　しかしながら，ストレス負荷がアレルギー疾患および
骨密度に及ぼす影響については，未だ十分な報告もなく
明らかにされていない。そこで，本研究では，アレルギー
遺伝子素因を有するアレルギー疾患性モデルラットの
Brown Norway（BN）ラット12）13）を用いて，拘束スト
レス負荷が腸管免疫の主要組織の 1つである腸間膜リン
パ節（mesenteric lymph node：MLN）リンパ球の免疫
機能および骨密度に及ぼす影響について検討した。

実　験　方　法

1．実験動物および飼育方法
　実験動物は 6週齢の雄性 BNラット 20 匹を日本 SLC
（株）より購入した。ラットは，室温 23±1°C，湿度 55±
7％，明暗サイクル 12 時間（明期 8：00‒20：00）の環
境下で個別に金網ケージにて飼育し，市販固形飼料
（MF，オリエンタル酵母（株））および水を自由に与えた。
　ラットは 1週間の通常飼育を行った後，4匹について
はストレス負荷前に解剖し，副腎およびMLNの摘出を
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行った。残りのラットについては，ストレス負荷を行わ
ずに通常飼育を行う Non Stress（NS）群と拘束ストレ
スを 7日間負荷する Stress（S）群の体重に有意差が認
められない 2群に分けた。さらに，ストレス負荷 7日目
には，NS群と S群のそれぞれについてアレルギーを惹
起させない Non Allergy（NA）群とアレルギーを惹起さ
せる Allergy（A）群の 2群に分けた。したがって，NS
群は NA-NS （Non Allergy on Non Stress）群と A-NS （Al-
lergy on Non Stress）群とし，S群は NA-S（Non Allergy 
on Stress）群と A-S（Allergy on Stress）群と称し，各
群 4匹ずつとした。また，NA-S群と A-S群は，ストレ
ス負荷開始から解剖までの 16 日目までストレス負荷を
継続した（図 1）。
　なお，本実験は「武庫川女子大学動物実験規定（平成
23 年 4 月 1 日 規定第 14 号）」を遵守して実施した。

2．体重・食餌量
　体重および食餌量は，毎日，同時間帯に計量を行った。

3．ストレス負荷
　ストレス負荷は，ラットを拘束用ネット（高密度ポリ
エチレン（タキロン社製）を袋状に成型したもの）の中
に入れ，ネット上部を山形クリップ（LION社製）で留
めて拘束した。拘束時間は，1日 4時間とし，ストレス
負荷開始日から 16 日間継続して行った。また，ストレ
ス負荷は，NS群からは見えない位置で行い，NS群に
心理的ストレスが負荷されないように考慮した。なお，
S群へのストレス負荷中は，NS群の給餌および給水も
停止した。

4．アレルギー誘導
　アレルギー誘導は，ストレス負荷 7日目よりオボアル
ブミン（ovalbumin：OVA）10 mg/水 500 μLを 5日間経
口投与し，経口投与 4日目に OVA 0.5 mg/生理食塩水
425 μLと水酸化アルミニウムゲル 75 μLを混合したもの
を腹腔内投与して行った。

5．採　　　血
　採血は，ストレス負荷前の 4匹と負荷後（16 日目）
の各群において行った。ヘパリン処理シリンジを用いて
エーテル麻酔下でラットの尾静脈より採血した。得られ
た血液は，遠心分離（KUBOTA社 2010）にて血漿を分離・
回収し，測定に用いるまで-40°Cにて保存した。
　5.1　血漿コルチコステロン測定　血漿コルチコステ
ロンは， Assay Max Corticosterone ELISA Kit（ASSAY-
PRO社製）を用いて Sandwich法にて測定した。
　5.2　血漿総抗体価測定　血漿の総 IgE価は，一次抗
体として anti-Rat IgE（UK-SerotecLtd社製），標準抗原
として Rat IgE（ZYMED社製），標識抗体として anti-Rat 
IgE HRP（NORDICIMMUNOLOGIC LABORATORIES
社製）を使用して Sandwich法にて測定を行った。また，
抗原の血漿は，100 倍希釈して測定に用いた。次に，血
漿の総 IgG価および総 IgG1 価，総 IgG2a価については，
各種 ELISA Quantitation Kit（BETHYL社製）を用いて
Sandwich法にて測定した。血漿は，10,000 倍に希釈し
て用いた。抗体価は，測定で得られた標準曲線より算出
した。
　5.3　血漿 OVA特異抗体価測定　血漿の OVA特異
IgG1 価および OVA特異 IgG2a価は，OVA（1 μg/mL）
を一晩固層した 96 wellプレートに 50 倍に希釈した血漿
を加えて反応させた後，標識抗体を結合させる間接法に
て測定を行った。なお，抗体価は，5.2 の総抗体価と同
様の測定方法にて標準曲線を作成して算出した。測定に
は，各種 ELISA Quantitation Kit（BETHYL社製）の抗
体を用いた。

6．骨密度測定
　骨密度は，各群のストレス負荷前および負荷終了の前
日（15 日目）にそれぞれ測定を行った。ラットの右脚
脛骨の海綿骨および皮質骨を合わせた全骨密度を実験動
物用 X線 CT装置（ALOKA社製）にて測定・解析して
算出した。ただし，ピクセルサイズ 120 μm，スライス
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図 1　実験計画



厚 240 μm，スライス間隔 480 μmとした。
7．�副腎およびMLNの摘出，ならびにMLNリンパ
球の単離・培養

　ストレス負荷前の 4匹および負荷終了後（16 日目）
の各群のラットをエーテル麻酔下で解剖し，副腎および
MLNを摘出した。副腎は左右の総重量を測定し，体重
当たりの重量を算出した。また Lim14）の方法に従って，
MLNからリンパ球を単離した。すなわち，MLN細胞
を Hank’s solution（ニッスイ製薬社製）で懸濁し，洗浄
操作をした後，Act Solution（トリスヒドロキシアミノ
メタン 0.41 g，NH4Cl 1.5 g/200 mL，pH 7.65）にて赤血
球の除去を行った。その後，Lympholyte-Rat（CEDAR-
LANE社製）を用いた密度勾配遠心法によりリンパ球を
単離した。得られたMLNリンパ球を Hank’s solutionに
て 2回洗浄操作を行った後，RPMI-1640 培地（ニッスイ
製薬社製）にて懸濁した。最終細胞数が 2.5× 106 cells/mL
になるよう調整し，24 wellプレートに添加した。その後，
細胞懸濁液と同量の Concanavalin A（ConA，和光純薬
社製，終濃度 10 μg/mL）または Phytohemagglutinin
（PHA，和光純薬社製，終濃度 25 μg/mL）を加え，37°C，
5％CO2 通気下で ConA添加細胞は 24 時間，PHA添加
細胞は 48 時間培養した。24 時間または 48 時間培養後，
培養液上清を採取し，分析まで-40°Cにて凍結保存した。
　7.1　MLNリンパ球産生の抗体価測定　MLNリンパ
球産生の総 IgE，総 IgG，総 IgG1，総 IgG2a，OVA特
異 IgG1 および OVA特異 IgG2aの各々の抗体価につい
ては，血漿抗体価と同様の方法にて測定を行った。また，
MLNリンパ球培養上清中の総 IgA価については，ELI-
SA Quantitation Kit（BETHYL社製）を用いて Sandwich
法にて測定した。なお，MLNリンパ球産生の抗体価測
定については，ConA刺激の 24時間培養上清を使用した。

　7.2　MLNリンパ球産生のサイトカイン測定　MLN
リ ン パ 球 産 生 IL-4，IL-10 お よ び IFN-γは，PEPRO-
TECH社製の抗体を用いて Sandwich法にて測定した。
TNF-αは，Rat TNF-α Immunoassay（R & D社製）を用
いて測定した。また，IL-4，IL-10 および TNF-αの測定
については，ConA刺激の 24 時間培養上清を使用した。
IFN-γについては，PHA刺激の 48 時間培養上清を使用
した。いずれのサイトカイン測定においても，試料の培
養上清は原液のまま使用した。

8．統 計 処 理
　データは，平均値±標準偏差で表した。また，ストレ
ス負荷前と負荷後（15 日目または 16 日目）および 4群
間の統計学的分析は，PASW Statistics 17.0 を用いて，t

検定による有意差検定および Bonferroniによる有意差
検定を行った。なお，ストレス負荷前および負荷後の比
較は，コルチコステロン，血漿抗体価，副腎重量，
MLNリンパ球産生の抗体価およびサイトカインについ
ては t検定（対応なし）を用い，骨密度については t検
定（対応あり）で検定を行った。p＜0.05 で統計学的に
有意とした。

結　　　　　果

1．体重・食餌量
　体重は，S群間（NA-S群・A-S群）および NS群間
（NA-NS群・A-NS群）ともにアレルギー誘導の有無に
よる差は認められなかったが，ストレス負荷により S群
の体重増加は抑制され，NS群より低い値を示した（図
2）。また，食餌量においても S群間および NS群間とも
に有意差は認められなかったが，ストレス負荷 2日目に
S群において大きく減少し，8日目以降は，NS群の値
まで摂取量の回復が認められた（図 3）。
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図 2　体重推移
図は，ストレス負荷前（0日目）から負荷 16 日目まで
のラットの体重推移を示した。NA-NS群（○），A-NS
群（●），NA-S群（□），A-S群（■）。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意
差検定は＊p＜0.05（A-NS群 vs A-S群）で示した。

図 3　食餌量推移
図は，ストレス負荷前（0日目）から負荷 16 日目まで
のラットの食餌量推移を示した。NA-NS群（○），A-NS
群（●），NA-S群（□），A-S群（■）。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意
差検定は＊p＜0.05，＊＊p＜0.01（A-NS群 vs A-S群）で示
した。



2．血　　　漿
　2.1　血漿コルチコステロン　ストレス指標の血漿コ
ルチコステロンは，負荷前に対して 16 日目において
A-NS群，NA-S群および A-S群にて有意な増加が示され
た。また，16 日目において S群間および NS群間とも
にアレルギー誘導の有無による差は認められなかった
が，ストレスを負荷した NA-S群はストレス非負荷の
NA-NS群に対して有意な高値を示し，また A群におい
ても A-S群は，A-NS群に対して有意な高値を示した（表 1）。
　2.2　血漿総抗体価　血漿の総抗体価として，総 IgE
は S群（NA-S群および A-S群）の両群で負荷前に対し
て有意な増加を示した。また，総 IgG1 および総 IgG2a
については S群間および NS群間では有意差は認められ
なかったが，S群の両群は負荷前に対して増加を示し，
A-S群は A-NS群に対して有意な高値を示した。総 IgG
については，有意差は認められなかった（表 2）。
　2.3　血漿 OVA特異抗体価　OVA特異 IgE，IgG1，

IgG2aのいずれの抗体価も，A-NS群および A-S群は負
荷前に対して有意な増加が認められた。また，A-S群は
A-NS群に対して，OVA特異 IgEは高値となる傾向を示
し，OVA特異 IgG1 は有意な高値を示した。一方，OVA
特異 IgG2aについては有意な低値を示した。また，
OVA特異抗体価の IgG1/IgG2a比は，A-S群は A-NS群
に対して有意な高値を示した（表 3）。

3．骨　密　度
　骨密度は，4群ともに負荷前に対して有意な増加を示
した。また，15 日目において S群間および NS群間と
もに有意差は認められなかったが，S群は NS群と比較
して増加率は低値を示し，A-S群は A-NS群に対して有
意な低値を示した（表 4）。

4．副 腎 重 量
　副腎重量は，4群とも有意な差は認められなかったが
S群の両群で負荷後（16 日目）に高値となる傾向を示
した（データ非掲載）。
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表 1　血漿コルチコステロン

負荷前
負荷後（16 日目）

NA-NS群 A-NS群 NA-S群 A-S群

ng/mL 480.5±18.3 520.6±15.4 557.1±42.6＊ 640.9±40.6＊＊, §§ 682.7±56.2＊＊＊, ＃＃

ストレス負荷前および負荷後にラットの採血を行い，得られた血漿よりコルチコステロン濃度を測定した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05，＊＊p＜0.01，＊＊＊p＜0.001（vs負荷前），
§§p＜0.01（vs NA-NS群），＃＃p＜0.01（vs A-NS群）で示した。

表 2　血漿総抗体価

負荷前
負荷後（16 日目）

NA-NS群 A-NS群 NA-S群 A-S群

総 IgE（μg/mL） 4.88±0.96 6.00±1.63 8.88±2.46 9.10±3.66＊ 11.22±1.72＊
総 IgG（mg/mL） 1.80±0.86 1.68±1.21 1.44±0.56 5.76±3.27  7.51±5.26
総 IgG1（mg/mL） 0.14±0.05 0.65±0.15 0.48±0.21 0.90±0.40  1.25±0.44＊＊,＃

総 IgG2a（mg/mL） 0.24±0.07 0.28±0.08 0.23±0.05 0.62±0.16＊＊  0.71±0.35＊＊,＃

ストレス負荷前および負荷後にラットの採血を行い，得られた血漿中の各総抗体価を測定した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05，＊＊p＜0.01（vs負荷前），＃p＜0.05（vs 
A-NS群）で示した。

表 3　血漿 OVA特異抗体価

負荷前
負荷後（16 日目）

A-NS群 A-S群

OVA特異 IgE（ng/mL） 312.56±28.56 449.67±75.69＊ 533.00±31.56＊＊＊
OVA特異 IgG1（μg/mL）   0.05±0.02   0.57±0.02＊＊＊   0.77±0.13＊＊＊,＃

OVA特異 IgG2a（μg/mL）   0.21±0.07   4.44±1.45＊＊＊   2.40±0.36＊＊＊,＃

OVA特異抗体価　IgG1/IgG2a比   0.25±0.13   0.14±0.06   0.32±0.05＃＃

ストレス負荷前および負荷後にラットの採血を行い，得られた血漿中の各 OVA特異抗体価を測定した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05，＊＊＊p＜0.001（vs負荷前），＃p＜0.05，＃＃p＜0.01
（vs A-NS群）で示した。



5．MLNリンパ球
　5.1　MLNリンパ球産生の抗体価　MLNリンパ球の
総 IgE，総 IgG，総 IgG1，総 IgG2a，総 IgAのいずれも
S群間および NS群間における有意差は認められず，
A-NS群と A-S群間にも有意差はなかった。なお，総
IgG1 は，いずれの群も負荷前に対して低下となる傾向
あるいは有意な低下を示した。総 IgAでは，A-S群で負
荷前に対して有意な増加を示した（表 5）。一方，OVA
特異 IgEおよび OVA特異 IgG1 は，A-NS群および A-S
群とも負荷前に対して有意な増加を示し，A-S群は
A-NS群に対して有意な高値を示した。また，OVA特異
抗体価の IgG1/IgG2a比についても，A-S群は A-NS群
に対して有意な高値を示した（表 6）。
　5.2　MLNリンパ球産生のサイトカイン　MLNリン

パ球産生 IL-4 については，アレルギー誘導を行った
A-NS群および A-S群とも増加となる傾向を示し，16 日
目において NS群間および S群間ともに有意な差が認め
られた。A-NS群と A-S群の群間には差は認められなかっ
た。 IL-10 は，16 日目において NS群間および S群間と
もに有意差は認められなかったが，ストレス負荷を行っ
た S群の両群で負荷前に対して有意な増加を示し，16
日目において A-S群は A-NS群に対して高値となる傾向
を示した。IFN-γは，群間で有意差は認められなかった。
TNF-αでは，4群ともに負荷前に対して有意な増加を示
し，NS群間および S群間ともに有意差は認められな
かったが，A-S群は A-NS群に対して有意な高値を示し
た。また，IL-4/IFN-γ比については，16 日目において
A-NS群は NA-NS群に対して高値となる傾向を示し，
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表 4　骨密度
NA-NS群 A-NS群 NA-S群 A-S群

mg/cm3 負荷前 517.5±16.4 503.8±4.6 500.2±18.4 516.5±27.8
負荷後（15 日目） 601.5±5.2＊＊ 598.9±2.9＊＊＊ 560.3±7.7＊＊ 563.8±16.9＊＊, ＃＃

増加率（%）  16.3±4.1  18.9±0.8  12.1±3.9   9.3±2.6＃＃

ストレス負荷前および負荷後にラットの右脚脛骨の骨密度を実験動物用 X線 CT装置にて測定・解析した（ピクセ
ルサイズ：120 μm，スライス厚：240 μm，スライス間隔：480 μm）。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊＊p＜0.01，＊＊＊p＜0.001（vs負荷前），＃＃p＜0.01（vs 
A-NS群）で示した。

表 5　MLNリンパ球産生総抗体価

負荷前
負荷後（16 日目）

NA-NS群 A-NS群 NA-S群 A-S群

総 IgE（ng/mL） 77.65±16.90 69.54±4.87  71.78±8.86 96.13±41.50  57.80±9.31
総 IgG（ng/mL） 13.65±2.20 17.78±2.66  12.78±3.16 16.30±6.06  12.61±4.89
総 IgG1（ng/mL）  9.63±3.87  2.61±1.01＊＊   2.72±1.00＊＊  4.35±3.78   1.82±0.70＊
総 IgG2a（ng/mL）  2.41±0.71  4.33±1.67   2.41±0.933  4.47±3.62   3.10±1.54
総 IgA（ng/mL） 52.66±17.79 68.70±10.83 101.14±52.97 89.04±38.92 163.73±43.56＊

ストレス負荷前および負荷後にラット解剖し，得られたMLNリンパ球を培養した培養上清中の各総抗体価を測定
した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05（vs負荷前）で示した。

表 6　MLNリンパ球産生 OVA特異抗体価

負荷前
負荷後（16 日目）

A-NS群 A-S群

OVA特異 IgE（ng/mL） 88.25±3.09 102.14±3.44＊＊＊ 116.58±8.11＊＊＊, ＃＃

OVA特異 IgG1（ng/mL）  0.26±0.07  11.88±0.67＊＊＊ 108.53±7.78＊＊＊, ＃＃＃

OVA特異 IgG2a（ng/mL）  0.36±0.06   0.51±0.07＊   0.45±0.05
OVA特異抗体価　IgG1/IgG2a比  0.74±0.15  23.93±4.25＊＊＊ 243.03±34.63＊＊＊, ＃＃＃

ストレス負荷前および負荷後にラット解剖し，得られたMLNリンパ球を培養した培養上清中の各 OVA特異抗体
価を測定した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05，＊＊＊p＜0.001（vs負荷前），＃＃p＜0.01，
＃＃＃p＜0.01（vs A-NS群）で示した。



A-S群は NA-S群に対して有意な高値を示した。A-NS群
と A-S群の間には有意差は認められなかった（表 7）。

考　　　　　察

　アレルギー誘導ラットにおけるストレス負荷が，
MLNリンパ球の抗体価およびサイトカインの産生に及
ぼす影響について検証した。生体に慢性的なストレスの
負荷は，視床下部‒下垂体前葉を介して副腎皮質からの
コルチコステロンの分泌を促進する15）。また，副腎皮質
刺激ホルモン（adrenocorticotropic hormone：ACTH）
の作用により副腎皮質細胞の増大や血液含有量の増大に
より副腎重量が増加することも報告されている15）。した
がって，ストレスを負荷した S群では血漿コルチコス
テロンが有意な増加を示し，副腎重量においても S群
で高値となる傾向を示した。この結果から，拘束用ネッ
トを用いた S群ラットに対する拘束は，明らかにスト
レスが負荷されたものと考えられた。げっ歯類への重篤
なストレッサーは，摂食障害と体重減少を起こすことが
報告されており，コルチコトロピン放出ホルモン（corti-
cotropin-releasing hormone：CRH）がげっ歯類の脳室
内にて強力な食欲減退薬となることが証明されてい
る16）。結果にも示されているように体重は，ストレス負
荷により増加が抑制され，ストレス負荷を行っていない
NS群に比べて低値であった。また，食餌量も，ストレ
ス負荷 2日目に S群で減少し，その後 NS群の食餌量ま
で回復が認められた。ストレス負荷 2日目の食餌量の減
少やストレス負荷が，体重減少への影響を引き起こした
と考えられた。
　ラットへの拘束ストレス負荷により，血漿コルチコス
テロンおよびノルエピネフリンが増加し，骨芽細胞から
のオステオカルシン分泌を抑制することが報告されてい
る10）。また，血漿のグルココルチコイドは，腎臓におけ
る Ca再吸収の抑制や腸管における Caの吸収抑制，副
甲状腺における PTHの増加を引き起こすともいわれて
いる11）。このことにより，骨芽細胞の増殖と代謝を抑制
し，またアポトーシスを増加させる一方で，破骨細胞の

増殖と骨吸収を高め，骨粗鬆症を引き起こすといわれて
いる11）。ストレス負荷後（15 日目）の骨密度は，全て
の群において負荷前に比較して有意な増加を示した。し
かし，ストレス負荷前後の骨密度増加率は，NS群に比
較して S群はいずれも低かった。このことは，成長に
より骨密度は増加するものの，ストレス負荷により骨形
成が抑制的に働くものと考えられた。
　アレルギー疾患の重要な指標となる抗体価の総 IgE
については，ストレス負荷を行った S群の両群（NA-S
群および A-S群）で，アレルギー誘導の有無に関係なく
負荷前に比較して有意な増加を示した。また，Th2 細胞
メディエータで誘導される IgG1 が S群で高値を示し，
特に A-S群で有意な増加を示した。このことは，ストレ
ス負荷により Th2 細胞への分化が誘導されたものと考
えられた。 さらに，OVA特異抗体価も，A-S群と A-NS
群のアレルギー誘導群で有意な増加を示した。また，ス
トレス負荷を行った A-S群は，ストレス非負荷の A-NS
群と比較して，OVA特異 IgEが高値となる傾向および
OVA特異 IgG1 の有意な高値が認められ，さらに，
Th2/Th1 バランスを示す OVA特異抗体の IgG1/IgG2a
比でも，A-S群は A-NS群に対して有意な高値を示した。
したがって，ストレス負荷時にアレルギーが誘導される
と，感作抗原の OVAに対する IgEおよび IgGサブクラ
ス抗体価が増加し，Th2 細胞への分化誘導が優位な方向
に働くことが考えられた。
　MLNリンパ球産生の総 IgE，総 IgG，総 IgG2aにつ
いては，有意な差は認められなかったが，総 IgAでは
A-S群のみで有意な増加が認められた。また，OVA特異
抗体価では，アレルギー誘導を行った A-NS群と A-S群
ともに Th2 細胞からのメディエータの OVA特異 IgEお
よび OVA特異 IgG1 の有意な増加が認められた。さら
にストレス負荷を行った A-S群は，A-NS群よりも有意
な高値を示した。OVA特異抗体の IgG1/IgG2a比につい
ても同様に A-S群は有意な高値を示した。よって，スト
レスは，血漿抗体価と同様にMLNリンパ球産生 OVA
特異抗体価についても，Th2 細胞への分化に優位に誘導
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表 7　MLNリンパ球産生サイトカイン

負荷前
負荷後（16 日目）

NA-NS群 A-NS群 NA-S群 A-S群

IL-4（ng/mL）  5.13±1.23   2.30±1.06  7.46±2.09††  1.85±0.92＊  7.03±1.32‡‡
IL-10（ng/mL）  0.08±0.01   0.09±0.02  0.11±0.03  0.11±0.01＊  0.16±0.02＊＊
IFN-γ（ng/mL）  1.86±0.87   4.13±2.02  3.05±1.49  3.99±0.63＊  3.00±2.61
TNF-α（pg/mL） 31.66±7.86 48.918±6.51＊＊ 52.48±8.89＊＊ 69.86±8.84＊＊ 88.19±13.82＊＊, ＃＃

IL-4/IFN-γ比  3.33±1.70   0.64±0.32＊  2.90±1.43  0.50±0.30＊  3.51±1.89‡‡

ストレス負荷前および負荷後にラット解剖し，得られたMLNリンパ球を培養した培養上清中の各サイトカイン濃
度を測定した。
各値はMean±SD（n＝4）で示した。統計学的な有意差検定は＊p＜0.05，＊＊p＜0.01（vs負荷前），＃＃p＜0.01（vs 
A-NS群），††p＜0.01（vs NA-NS群），‡‡p＜0.01（vs NA-S群）で示した。



することが示唆された。一方，Th2/Th1 バランスを示
す主要なサイトカインである IL-4，IFN-γおよび IL-4/
IFN-γ比については，A-NS群および A-S群間で有意な差
は認められなかったが，TNF-αについては A-S群は
A-NS群に対して有意な増加を示した。 TNF-αは，炎症
時にマクロファージより産生される炎症性サイトカイン
であることより，アレルギー誘導時のストレスの存在は，
MLN局所における炎症反応を亢進させることが考えら
れた。また，TNF-αは ACTHを介してグルココルチコ
イドを増強することが知られていることより17），血漿の
コルチコステロンの上昇は，HPA axisだけでなく
TNF-αの関与により更に増強し，A-S群へのストレスの
影響を増大させたと考えられた。
　MLNリンパ球産生の IL-10 は，S群の両群で有意な増
加を示し，A-S群は A-NS群に対して高値となる傾向を
示した。IL-10 は Th2 サイトカインであると同時に，
Th1 に抑制的に働くことが知られている18）。また，IL-4
とともに IgA産生に関わるサイトカインとしても知ら
れている19）20）。このことは，A-S群についてMLNリン
パ球産生総 IgAが有意に増加したことと関係づけるこ
とができる。また，腸管粘膜の主たる抗体である IgAに
ついては，ラットへのストレス負荷により腸管における
IgA濃度が増加することが報告されており，その機構と
してコルチコステロンが IgA抗体形成細胞に直接はた
らき，IgAα鎖mRNAの発現と IgA分泌を増加させるこ
とが考えられている21）。よって，A-S群の総 IgAは，ス
トレスにより増加したコルチコステロンおよび IL-10 と
アレルギーにより増加した IL-4 により産生が亢進した
と考えられた。したがって，ストレス負荷時におけるア
レルギー誘導によって，Th2 細胞への分化が誘導され，
Th2 細胞からのメディエータの産生が増加したものと考
えられた。
　本研究において，我々はアレルギーモデルラットへの
心理的ストレスの負荷は，ラットの体重を減少させ，骨
形成を抑制するなど生体への影響を引き起こすことを確
認した。また，ストレスは，全身性の免疫を亢進させ，
感作抗原である OVAに対する特異抗体を増加させ，免
疫応答を Th2 細胞へ優位に分化誘導した。MLN局所に
ついても同様に，ストレスにより Th2 細胞のメディエー
タ産生が増加し，OVA特異抗体の産生が増加した。
　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，アレルギーを増強することが知ら
れている。本研究では，拘束ストレスはアレルギー誘導
時において，MLNリンパ球における免疫応答を Th2 細
胞へ分化誘導し，アレルギー亢進に強い影響を及ぼした
とものと推察する。
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Summary: The present study examined the effects of allergy induction under restraint stress conditions on 
the immune function of mesenteric lymph node lymphocytes and bone density in Brown Norway rats, a rat 
model that is genetically predisposed to allergic diseases. Stress caused by a restraint net affected the plasma 
corticosterone level and dietary bulk as well as body weight immediately after stress application. The rate of in-
crease in bone density under stress conditions was lower in allergy-induced rats than in rats where the allergy 
was not induced. The levels of plasma immunoglobulin （Ig）E, IgG1 , IgG2a, ovalbumin （OVA）-specific IgE, 
OVA-specific IgG1, and OVA-specific IgG2a in allergy-induced rats significantly increased after stress applica-
tion. In addition, the levels of OVA-specific IgE, OVA-specific IgG1, and IL-10 in mesenteric lymph node lympho-
cytes were significantly increased after stress application. These findings suggest that allergy induction under 
conditions of stress greatly affects local immune responses in the intestinal canal, resulting in induction of Th2 
differentiation and also having an influence on bone density.
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