
　食物アレルギー児は増加傾向である1）。乳児・幼児早
期の即時型食物アレルギーの主な原因食物は鶏卵であ
る1）。食物アレルギーの治療法は，「正しい診断に基づ
いた必要最小限の原因食物の除去」を原則とし，完全除
去食が行われている1）。近年，食物アレルギーの治療法
として，経口免疫療法（OIT）が注目されている1）。OIT
は，「自然経過では早期に耐性獲得が期待できない症例
に対して，事前の食物経口負荷試験で症状誘発閾値を確
認した後に原因食品を医師の指導のもとで経口摂取さ
せ，閾値上昇または減感作状態とした上で，究極的には
耐性獲得を目指す治療法」である1）。OITの問題点は，
予期せずにアナフィラキシーを引き起こすことがある点
や経過中の症状誘発は必須である点が挙げられ，一般診
療として推奨されていない1）。抗原投与量や投与期間な
どは検討されているが，統一的な OIT方法は提唱され
ていない1）。また，抗原摂取方法と治療効果についての
報告もない。
　Faria et al.2）は，アレルギー感作前の抗原投与方法の
違いがアレルギー耐性の獲得に影響を与えることを報告
している。Maeta et al.3）は，卵白アレルギーモデルマウ
スに 0.1％卵白添加飼料を 4週間与えると，弱い免疫寛
容が誘導できることを報告している。抗原を食餌に混ぜ

る方法は，1日の抗原摂取量を分割できる点や摂取させ
る抗原量の調節が容易な点，抗原の臭いや味を隠せる点
などの利点が考えられ，ヒトにおいても有用であると示
唆される。しかし，1日分の抗原量を単回摂取させる従
来の方法と比較して，食餌に混合した方法で同等の寛容
効果が得られるかは明らかにされていない。
　本研究では，卵白アレルギーモデルマウスに対して，
一定量の抗原を異なった 2種類の投与方法（単回強制経
口投与法（ゾンデ群），随時経口摂取法（食餌群））で
OITを実施し，投与法の違いが免疫寛容効果に及ぼす影
響を検討した。

実　験　方　法

1．�実験材料及び，卵白アレルギーモデルマウス作製
と OITプロトコール

　1.1　実験動物
　6週齢 BALB/c雌マウス（日本クレア（株），東京）35
匹を室温 23±1℃，湿度 60％，1日 12 時間サイクル（明
サイクル 8時から 20 時）の条件下で飼育した。また，
OIT期間はマウスを個別飼育用プラスチックケージに移
し，体重及び飼料摂取量を毎日測定した。20％カゼイン
食を基本飼料（表 1）とし，水及び飼料は自由摂食とした。
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要旨：0.1％抗原添加食餌による経口免疫療法（OIT）が，強制経口投与（ゾンデ）による OITと同等の症
状緩和及び免疫寛容を誘導するか検討した。マウスへの卵白アレルギー誘導は，卵白混合水酸化アルミニウ
ムゲルの腹腔感作と卵白経口惹起で行った。惹起されたマウスを 3群（非治療群，ゾンデ群，食餌群）に分
け，非感作マウスも用意した。治療期間中は 4週間とし，食餌群は 0.1％卵白含有 20％カゼイン食を，他の
群は 20％カゼイン食を与えた。また，ゾンデ群は 30 mg/mL卵白溶液を，他の群はリン酸緩衝生理食塩水
を各々100 μL毎日強制経口投与した。ゾンデ群と食餌群の卵白腹腔負荷試験後の直腸温低下は，非治療群
より抑制された。さらに，ゾンデ群と食餌群の血漿中オボアルブミン特異 IgE濃度とオボムコイド特異 IgE
価は，非治療群より低値を示した。しかし，ゾンデ群と食餌群とでこれらの指標に差はなかった。したがっ
て，1日の抗原摂取量が少量かつ同等であれば，持続的摂取は単回摂取と同等の治療効果を有することが示
唆された。
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本実験は，武庫川女子大学動物実験の承認（FSN-01-
2016-02-A）を得て実施した。
　1.2　動物飼料
　20％カゼイン食は，ミルクカゼイン（オリエンタル酵
母（株），東京），L-メチオニン（和光純薬工業（株），大阪），
糊化コーンスターチ（オリエンタル酵母（株）），セルロー
スパウダー（オリエンタル酵母（株），東京），AIN-93G
ビタミン混合（オリエンタル酵母（株）），AIN-93 ミネラ
ル混合（オリエンタル酵母（株）），スクロース（三井製
糖（株），東京）を表 1の組成に従って作製した。
　卵白粉末は，卵白の 3倍の蒸留水を加え撹拌し，卵白
溶液を作製した3）。その卵白溶液を凍結乾燥させ作製し
た。0.1％卵白添加食は，ミルクカゼインの重量を一部
卵白粉末に置き換えて作製した（表 1）。
　1.3　 卵白アレルギーモデルマウス作製と OITプロト

コール
　1.3.1　卵白アレルギーモデルマウスの作製　実験プ
ロトコールは，図 1Aに示した。卵白アレルギーモデル
マウスは，Maeta et al.3）の方法に従って作製された。感
作群（28 匹）に，1 mg/mL卵白溶液と水酸化アルミニ
ウムゲル（Imject™ Alum Adjuvant, Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, MA, USA）を等量ずつ混合した溶液
を 200 µL腹腔投与した。非感作群（7匹）に，生理食
塩水と水酸化アルミニウムゲルを等量ずつ混合した溶液
を 200 µL腹腔投与した。腹腔感作は，2週間おきに 2
回（Day －15，－29）実施した。Day －10 に，イソフ
ルラン麻酔下で頬部静脈より採血した。Day －8, －6,  
－4に，全てのマウスに 100 mg/mL卵白溶液を 200 μL
強制経口投与し，アレルギー惹起を行った。アレルギー
誘導は，Day －10 の血漿中オボアルブミン特異 IgE
（OVA-IgE）濃度と OIT前の卵白経口負荷試験（Day －1）

で確認した。
　1.3.2　0.1％卵白添加飼料による OITと，卵白強制経
口投与による OIT　非感作群 7匹及び，経口負荷試験
で顕著な症状誘発が認められた感作群 21 匹を使用した。
感作群は，非治療群・食餌群・ゾンデ群の 3群に分けら
れた（Day －1）。
　非感作群及び非治療群，ゾンデ群は 20％カゼイン食
で 4週間飼育し，食餌群は 0.1％卵白添加食を与えた。
ゾンデ群に 100 µLの 30 mg/mLに調整した卵白溶液を，
非感作群及び非治療群，食餌群に 100 µLのリン酸緩衝
生理食塩水（PBS）を毎日強制経口投与した。OIT期間
は，4週間（Day 1-28）とした。OIT期間の中間（Day 
14）で，頬部静脈採血を行った。その翌日に経口負荷試
験を行った（Day 15）。OIT期間終了後に，卵白腹腔負
荷試験（Day 29）と卵白経口負荷試験（Day 30）を行っ
た。試験食終了後 1週間以内に解剖を行った。解剖前日
の夜からマウスは 12 時間絶食させ，当日朝にイソフル
ラン麻酔下で全血と脾臓，小腸を採取した（Day 32：非
感作群と非治療群，Day 34：ゾンデ群と食餌群）。糞便は，
Day 14 と Day 29 に回収した。

2．�アレルギー重症度及びアレルギー関連バイオマー
カーの測定

　2.1　卵白経口負荷試験，卵白腹腔負荷試験
　経口負荷試験では消化管を介した即時型反応の重症度
を測定し，抗原に対する局所反応性を検討した。卵白経
口負荷試験には 200 mg/mL卵白溶液を使用した。経口
負荷試験の前日の夜から当日の朝まで，マウスは 12 時
間絶食させた。当日の朝に直腸温測定（KN-91-AD-
1687-M，（株）夏目製作所，東京）し，その後マウスに
200 µLずつ卵白溶液を強制経口投与しアレルギー症状
を誘発させた。投与 15 分後に再度直腸温を測定し，投
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表 1　飼料組成†

20％カゼイン食 0.1％卵白添加食

g/kg of diet
ミルクカゼイン 200 199
卵白粉末‡ 　0 　1
DL-メチオニン 　2 　2
糊化コーンスターチ 453 453
スクロース 200 200
コーン油  50  50
セルロース粉末  50  50
ミネラル混合（AIN-93G）  35  35
ビタミン混合（AIN-93）  10  10
†ミルクカゼイン，糊化コーンスターチ，セルロース粉末，AIN-
93Gミネラル混合，AIN-93 ビタミン混合は，オリエンタル酵母工
業（株）（東京）から購入した。DL-メチオニンおよびコーン油は，和
光純薬工業（大阪）から購入した。スクロースは，三井製糖（株）（東
京）から購入した。
‡卵白粉末は，生卵白を水で 3倍に希釈し 1時間混合した後，ガー
ゼで濾過し凍結乾燥させた。全ての飼料は研究室で作製した。



与前直腸温からの変化量を求めた。
　腹腔負荷試験では消化管を介さない即時型反応の重症
度を測定し，抗原に対する全身反応性を検討した。卵白
腹腔負荷試験には，フィルター滅菌済み 2 mg/mL卵白
溶液を使用した。当日の朝に直腸温測定し，その後マウ
スに 100 µLずつ卵白溶液を腹腔投与しアレルギー症状
を誘発させた。投与 30 分後に再度直腸温を測定し，投
与前直腸温からの変化量を求めた。
　2.2　 血漿抗原特異抗体価測定（IgE，IgA，IgG1，

IgG2a）
　全血をエチレンジアミン四酢酸 2Na入り 1.5 mL
チューブに回収し，遠心分離（860×ɡ，4℃，30 分間）
し血漿を得た。
　抗原特異 IgE及び IgAは，Capture ELISAによって測
定された3）4）。本研究では，OVA （Grade VI，Sigma-Al-
drich，St. Louis，MO，USA）及びエタノール沈殿法によっ
て卵白から精製したオボムコイド（OM）を抗原として
使用した5）。さらに，OVAと OMのビオチン化は，ビオ
チン化キット（Sulfo-OSu，（株）同人化学研究所，熊本）
を用いた。
　96ウェル平底 ELISAマイクロプレート（Nunc-Immuno 
Maxisorp，Thermo Fisher Scientific Inc.）に，2 µg/mL
の Goat anti-mouse IgE antibody （Bethyl Laboratories，
Montgomery，TX，USA）または，Goat anti mouse IgA 
antibody（Bethyl Laboratories）を播種し，一晩 4℃で吸

着させた。OVA-IgE及び OVA特異 IgA（OVA-IgA）は，
ビオチン化 OVAと horseradish peroxidase （HRP）-conju-
gated streptavidin （Abcam，Cambridge，UK）で検出した。
HRP基質に o-フェニレンジアミン（OPD，ナカライテス
ク（株），京都）を使用した。Mouse anti-OVA IgE mono-
clonal antibody E-G5（Chondrex Inc.，Redmond，WA，
USA）及びMouse anti-OVA IgA monoclonal antibody 
2G12E12（Chondrex, Inc.）を用いて濃度を決定した。
OM特異 IgE （OM-IgE）価及び IgA （OM-IgA）価をビ
オチン化 OMと HRP-conjugated streptavidinを用いて
検出した。OM-IgE価及び OM-IgA価では HRP基質に
OPDを使用し，結果は吸光度 492 nmで示した。抗原特
異 IgG1 及び IgG2aは，間接 ELISAで測定した。抗原は
OVAと OMを使用し，濃度は特異 IgG1 では 1 µg/mL
で，特異 IgG2aでは 10 µg/mLで行った。HRP抗体は，
Goat anti-mouse IgG1 HRP-conjugated （Bethyl Laborato-
ries）または，Goat anti-mouse IgG2a HRP-conjugated 
（Bethyl Laboratories）を使用した。OVA特異 IgG1（OVA-
IgG1）価及び OM特異 IgG1（OM-IgG1）価では HRP
基質に 2,2′-アジノ-ビス 二アンモニウム塩（ABTS，和
光純薬工業（株））を使用し，OVA特異 IgG2a （OVA- 
IgG2a）価及び OM特異 IgG2a （OM-IgG2a）価では
OPDを使用した。これらの結果は，吸光度（IgG1：415 
nm，IgG2a：492 nm）で示した。
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図 1　実験プロトコール（A）及び卵白経口負荷試験（B; Day －1（OIT開始前），C; Day 30（OIT終了後））
及び腹腔負荷試験（D）による直腸温変化
負荷試験のデータ（B-D）は，個々の卵白溶液投与前直腸温からの変化量と平均値で記載した。有意
差検定は一元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。
各群間の有意差は，異なるアルファベット（a，b）で表した。



　2.3　糞便及び小腸の IgA抽出方法
　糞便は，12 時間サイクル（前日 20 時-当日 8時）で
行い 1ゲージ 1匹ごとに採取された。採取された糞便は
速やかに凍結乾燥され，乾燥糞便重量を測定した。糞便
中 IgAの抽出は，Jiménez-Saiz et al.6）の方法に従った。
初めに，乾燥重量の 7倍量の PBSを加え 60 分間懸濁し
た。懸濁液を遠心分離（1,600×ɡ，4℃，15 分間）し，
上清を回収後，さらに遠心分離（9,500×ɡ，4℃，10 分間）
した。上清は 0.8 µmフィルター（DISMIC-25cs，東洋
濾紙（株），東京）で濾過し，糞便抽出液として－40℃の
冷凍庫で保存した。
　小腸の処理と抽出は，Leonard et al.7）の方法に従った。
初めに，4 mLのプロテアーゼインヒビター（Protease 
inhibitor cocktail tablets，Roche Diagnostics GmbH，Ba-
sel，Switzerland）を含む滅菌 PBSで小腸内に通し洗浄
した。小腸洗浄液及び内容物を全て絞り出した後に小腸
重量を測定した。小腸洗浄液及び内容物は，遠心分離
（1,600×ɡ，4℃，15 分間）され，その上清を小腸洗浄液
とした。洗浄後の小腸に 5倍量のプロテアーゼインヒビ
ターを含む滅菌 PBSを加え，氷中でホモジナイズ（T 
25 digital ULTRA-TURRAX®，IKA®-Werke GmbH & 
CO，Staufen im Breisgau，Germany）した。小腸ホモ
ジネイトを，遠心分離（25,000×ɡ，4℃，30 分間）し，
上清を回収し測定試料とした。
　2.4　 糞便及び小腸洗浄液，小腸ホモジネイト中OVA-

IgA濃度測定
　各試料の OVA-IgA濃度は，間接 ELISAで測定された。
吸着抗体は，10 μg/mL OVA （Sigma-Aldrich）を使用し
た。HRP抗体にGoat anti mouse IgA-HRP （Bethyl Labo-
ratories）を，HRP基質に ABTSを使用した。標準は，
Mouse anti-OVA IgA monoclonal antibody 2G12E12（Chon-
drex, Inc.）を用いた。
　2.5　 糞便中OVA特異 IgA免疫複合体価（OVA-IgA 

IC）測定
　Hirose et al.8）の報告より，糞便中 OVA-IgAの一部は
OVA-IgAの可変領域に OVAが結合した OVA-IgA ICを
形成していることが想定された。そこで，糞便中 OVA-
IgA IC価は，サンドイッチ ELISAで測定した。96 ウェ
ル平底 ELISAマイクロプレート（Nunc-Immuno Max-
isorp，Thermo Fisher Scientific Inc）に 2 µg/mLに調製
した Goat anti mouse IgA antibody （Bethyl Laborato-
ries）を播種し，一晩 4℃で吸着させた。OVA-IgA ICは
OVAを保持しているため，二次抗体として Rabbit anti 
OVA IgG （Sigma-Aldrich）を使用し OVAを検出した。
HRP抗体には Goat anti Rabbit IgG-HRP （Thermo Fisher 
Scientific Inc.）を，OPDを HRP基質に使用した。OVA-
IgA IC価は，吸光度（492 nm）で結果を示した。
　2.6　脾リンパ球培養上清中サイトカイン測定
　脾臓からのリンパ球の回収及び培養方法はMaeta et 
al.3）の方法に従った。マウスから採取した脾臓をハンク

ス溶液（0.98％ Hank’s solution （日新製薬（株），東京），
0.46％ HEPES （（株）同仁化学研究所），0.2％ NaHCO3，
1.0％ penicillin-streptomycin （ナカライテスク（株）），
10％ fetal bovine serum （Corning Inc，New York，NY，
USA））でホモジナイズし，Lympholyte（R）-M Cell Sepa-
ration Media （Cedarlane Laboratories，Ontario，Cana-
da）でリンパ球を回収した。脾リンパ球は RPMI1640 完
全培地（1％ RPMI-1640（日水製薬（株）），0.23％ NaH-
CO3，1.0％ penicillin-streptomycin，10％ fetal bovine se-
rum，2 mmol/L L-glutamine （ナカライテスク（株）），1
× 2-mercaptoethanol（和光純薬工業（株））で懸濁し，
24 ウェル細胞培養プレート（IWAKI（株），東京）に 1.5
× 107 個/ウェルずつ播種した。脾リンパ球は 2 mg卵白/
ウェルで刺激し，5％ CO2 下で 48 時間培養した。培養
上清は，測定まで－40℃で保存した。培養上清中インター
フェロン γ（IFN-γ）及びインターロイキン 4（IL-4）濃
度 は，市販 ELISAキット（BioLegend，San Diego，
CA，USA）を使用した。

3．統 計 処 理
　データは平均±標準誤差で示した9）。統計処理は，一
元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用いて解
析し，有意水準は 5％未満とした。解析ソフトは Graph 
Pad Prism version 5.0（GraphPad Software，San Die-
go，CA，USA）を用いた。

実　験　結　果

1．�卵白アレルギーモデルマウスにおけるゾンデまた
は食餌による OIT効果

　初めに，OITによる体重変化及び食餌量の影響を調べ
た。その結果，OIT期間中の体重変化量と 1日あたりの
平均飼料摂取量において，全ての群で差は認められな
かった（表 2）。OIT開始前の群分け時（Day －1）の卵
白経口負荷試験において，アレルギー群間で直腸温変化
に有意差は認められなかった（図 1B）。OIT中間時の卵
白経口負荷試験（Day 15）において，ゾンデ群と食餌群
共に非治療群との間に有意差は認められなかった（表
3）。さらに，OIT終了後（Day 30）の卵白経口負荷試験
の直腸温変化においても，ゾンデ群と食餌群共に非治療
群との間に有意差は認められなかった（図 1C）。
　OIT終了後に実施した卵白腹腔負荷試験（Day 29）に
おいて，ゾンデ群の直腸温低下は非治療群より有意に抑
制され，食餌群の直腸温低下は抑制傾向を示した（図
1D）。さらに，ゾンデ群及び食餌群の直腸温変化量は，
非感作群との間に有意差は認められなかった（図 1D）。

2．�ゾンデまたは食餌によるOITが血漿抗原特異抗体
価と脾臓リンパ球サイトカイン産生に及ぼす影響

　中間時（Day 14）の血漿中 OVA-IgE濃度及び OM-
IgE価は，アレルギー群間で有意差は認められなかった
（表 3）。一方，OVA-IgA濃度及び OM-IgA価において，
ゾンデ群と食餌群共に非治療群と比較して高値を示した
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（表 3）。また，ゾンデ群の OVA-IgG1 価及び OM-IgG1
価は，他の群よりも有意に高値を示した（表 3）。それ
に反して，食餌群の OVA-IgG2a価及び OM-IgG2a価は，
非治療群とゾンデ群と比較して低値傾向であった。
　解剖時の血漿中 OVA-IgE濃度において，ゾンデ群は
非治療群より低値傾向を示し，食餌群は非治療群より有
意な低値を示した（表 4）。さらに，OM-IgE価では，
ゾンデ群と食餌群共に非治療群と比較して有意に低値で
あった（表 4）。OVA-IgA濃度及び OM-IgA価は，アレ
ルギー群間で有意差は認められなかった（図 2A，表 4）。
食餌群の OVA-IgG2a価と OM-IgG1 価，OM-IgG2a価
は，非治療群よりも有意に低値を示した（表 4）。一方，
ゾンデ群では，OM-IgG2a価のみ非治療群と比較して

低値傾向を示した（表 4）。
　抗原存在下で脾臓リンパ球を培養し，産生されるサイ
トカインを測定することで脾臓リンパ球の分化状況を推
定できる10）。本研究では，ヘルパーT1 細胞（Th1）由来
のサイトカインとして IFN-γを，ヘルパーT2 細胞（Th2）
由来のサイトカインとして IL-4 を測定した。また，こ
れらのサイトカインの比率（IFN-γ/IL-4）は，Th1/Th2
バランスを反映する指標となる。培養上清中 IFN-γと
IL-4 濃度及び IFN-γ/IL-4 比率において，アレルギー群間
で有意差は認められなかった（表 5）。

3．�ゾンデまたは食餌によるOITが腸管内 OVA‐IgA
及び OVA‐IgA IC産生に及ぼす影響

　小腸ホモジネイト中 OVA-IgA濃度は，食餌群は非治
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表 2　OIT期間中の体重と体重変化量，1日あたりの平均飼料摂取量†

非感作群
アレルギー群

p値‡非治療群 ゾンデ群 食餌群

OIT開始時体重（Day 1）（g） 23.2±0.29 　23.4±0.59 　23.1±0.52 　23.6±0.53 N.S.
OIT終了時体重（Day 28）（g） 23.9±0.50 　22.2±0.97 　23.0±0.62 　22.4±0.83 N.S.
OIT期間中の体重変化量（g） 0.67±0.37 －1.23±1.08 －0.08±0.26 －1.15±0.92 N.S.
1 日当たりの平均飼料摂取量（g） 3.00±0.15 　2.78±0.13 　2.76±0.15 　2.54±0.14 N.S.
†データは，平均値±標準誤差で示した（N＝6-7）。
‡有意差検定は一元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。N.S.: not 
significant。

表 3　 OIT中間時における卵白経口負荷試験後の直腸温変化と血漿中抗原特異抗体価，糞便中OVA-IgA及び OVA- 
IgA IC†

非感作群
アレルギー群

p値‡

非治療群 ゾンデ群 食餌群

卵白経口負荷試験
　直腸温変化（℃/15 min） －0.4±0.3a －2.6±0.2bc －1.9±0.2b －2.8±0.2c ＜0.001
血漿中 OVA特異抗体価
　OVA-IgE （μg/mL） 3.30±0.72b 26.2±3.9a 36.5±6.3a 32.6±3.2a ＜0.001
　OVA-IgA （μg/mL） 0.255±0.039b 26.5±5.6ab 43.9±11.0a 56.6±11.8a 　0.002
　OVA-IgG1（Abs 405 nm） 0.001±0.001c 0.214±0.018b 0.347±0.033a 0.230±0.039b ＜0.001
　OVA-IgG2a （Abs 492 nm） 0.159±0.055b 0.540±0.091a 0.693±0.154a 0.341±0.059ab ＜0.001
血漿中 OM特異抗体価
　OM-IgE （Abs 492 nm） 0.007±0.003b 0.171±0.031a 0.221±0.034a 0.248±0.009a ＜0.001
　OM-IgA （Abs 492 nm） 0.000±0.000b 0.073±0.012b 0.390±0.070a 0.279±0.039a ＜0.001
　OM-IgG1 （Abs 405 nm） 0.002±0.001c 0.221±0.075b 0.451±0.114a 0.275±0.123b ＜0.001
　OM-IgG2a （Abs 492 nm） 0.003±0.002b 0.344±0.073a 0.495±0.123a 0.212±0.067ab ＜0.001
糞便中 OVA特異抗体価
　OVA-IgA （µg/g 乾燥糞便） 0.014±0.002b 17.2±3.0a 18.8±3.9a 8.33±3.05ab ＜0.001
　OVA-IgA IC （Abs 492 nm） 0.000±0.000b 0.008±0.005b 0.324±0.070b 1.649±0.191a ＜0.001
†データは，平均値±標準誤差で記載した（N＝6-7）。卵白経口負荷試験の結果は，卵白溶液投与前直腸温か
らの変化量で示した。血漿中 OVA-IgEと OVA-IgA及び糞便中 OVA-IgAは濃度で結果を表記した。その他の
抗体価は吸光度（405 nmまたは 492 nm）で表した。血漿の希釈倍率は，OVA-IgG1 で 50,000 倍，OVA-IgG2a
で 1,000 倍，OM-IgEと OM-IgAで 50 倍，OM-IgG1 で 10,000 倍，OM-IgG2aで 250 倍とした。糞便抽出液
の希釈倍率は，OVA-IgA ICで 10 倍希釈とした。HRP反応時間は，OVA-IgG1 と OM-IgE，OM-IgA，OM-
IgG2aで 10 分間，OVA-IgG2aと OM-IgG1 で 6 分間，OVA-IgA ICで 5分間とした。
‡有意差検定は一元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。各
群間の有意差は，異なるアルファベット（a，b，c）で表した。



療群より高値傾向を示し，ゾンデ群は非治療群より有意
な高値を示した（図 2B）。また，小腸洗浄液中 OVA-
IgA濃度は，食餌群と非治療群は同程度であったが，ゾ
ンデ群は非治療群よりも有意に高値であった（図 2C）。
　中間時（Day 15）の糞便中 OVA-IgA濃度は，ゾンデ
群と非治療群は同程度であったが，食餌群は非治療群よ
りも低値傾向であった（表 3）。しかし，食餌群の糞便
中 OVA-IgA IC価は，ゾンデ群と非治療群より有意に高
値であった（表 3）。OIT終了時（Day 29）の糞便中
OVA-IgA濃度は，アレルギー群間で有意差は認められ
なかった（図 3A）。一方，OIT終了時（Day 29）の糞便
中 OVA-IgA IC価は，ゾンデ群と食餌群共に非治療群と
比較して有意に高値であった（図 3B）。さらに，食餌群
はゾンデ群よりも有意に高値を示した（図 3B）。

考　　　　　察

　OITは食物アレルギーの治療法として様々な施設で研
究されているが，統一的な治療方法は提唱されていな
い 1）。動物モデルにおいて，Faria et al.2）はアレルギー感
作前の抗原投与方法の違いがアレルギー耐性の獲得に影
響することを報告している。そこで本研究は，卵白アレ
ルギーモデルマウスを用いて，抗原投与方法の違いが
OIT治療効果に及ぼす影響を検討した。
　本研究において，OIT終了後の卵白経口負荷試験にお
ける直腸温低下はアレルギー群間で差は認められなかっ
たが，卵白腹腔負荷試験における直腸温低下はゾンデ群
及び食餌群で非治療群より抑制された。食餌群の平均食
餌摂取量は 2.5 g/日であった。即ち，食餌群の卵白摂取
量は 2.5 mg/日で，ゾンデ群（3 mg/日）よりも少量となっ
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表 4　解剖時の血漿中 OVA特異抗体価（IgE，IgG1，IgG2a）及び OM特異抗体価（IgE，IgA，IgG1，IgG2a）†

非感作群
アレルギー群

p値‡

非治療群 ゾンデ群 食餌群

血漿中 OVA特異抗体価
　OVA-IgE （μg/mL） 2.15±0.24c 94.7±9.0a 73.3±6.8ab 53.3±10.2b ＜0.001
　OVA-IgG1（Abs 405 nm） 0.001±0.001b 0.355±0.057a 0.392±0.028a 0.257±0.046a ＜0.001
　OVA-IgG2a （Abs 492 nm） 0.011±0.005b 0.469±0.075a 0.437±0.078a 0.182±0.029b ＜0.001
血漿中 OM特異抗体価
　OM-IgE （Abs 492 nm） 0.000±0.000c 0.461±0.036a 0.363±0.058b 0.357±0.026b ＜0.001
　OM-IgA （Abs 492 nm） 0.002±0.002b 0.622±0.134a 0.645±0.074a 0.487±0.067a ＜0.001
　OM-IgG1（Abs 405 nm） 0.004±0.001c 0.338±0.054a 0.377±0.022a 0.162±0.027b ＜0.001
　OM-IgG2a （Abs 492 nm） 0.002±0.001b 0.950±0.279a 0.445±0.091ab 0.165±0.046b ＜0.001
†データは平均±標準誤差で記載した（N＝6-7）。また，OVA-IgEのみ濃度（μg/mL）で，それ以外の抗体価
は吸光度（405 nmまたは 492 nm）で示した。血漿の希釈倍率は，OVA-IgG1 で 50,000 倍，OVA-IgG2aと
OM-IgG1 で 10,000 倍，OM-IgEと OM-IgAで 50 倍，OM-IgG2aで 500 倍とした。HRP反応時間は，OVA-
IgG1 と OM-IgG2aで 10 分間，OVA-IgG2aで 15 分間，OM-IgEと OM-IgAで 7分間，OM-IgG1 で 5 分間と
した。
‡有意差検定は一元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。各
群間の有意差は，異なるアルファベット（a，b，c）で表した。

図 2　解剖時の血漿中 OVA-IgA濃度（A）及び，小腸ホモジネイト中 OVA-IgA濃度（B），小腸
洗浄液中 OVA-IgA濃度（C）
データは，個々の OVA-IgA濃度と平均値で記載した。有意差検定は一元配置分散分析とチュー
キーの多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。各群間の有意差は，異なるアル
ファベット（a，b，c）で表した。



た。本研究は，食餌による OITがゾンデによる OITと
同等の症状緩和及び免疫寛容を誘導するかを検討したた
め，この卵白摂取量の差は結果の解釈に影響しないと判
断した。したがって，1日に摂取する抗原量が同等であ
れば，摂取方法の違いは OIT効果に大きな影響を及ぼ
さないことが示唆された。村地11）は，タンパク質分子の
腸管取り込み及び吸収量は，投与量の 0.1-2％程度であ
ると報告している。Warshaw et al.12）の報告において，
ラットに強制経口投与した3H-牛血清アルブミンは，腸
管リンパ液中では投与 1時間後に最大濃度を示し，門脈
血中では投与後 3時間は経時的な濃度上昇を示した。さ
らに，経口投与したタンパク質は，投与 6-7 時間後であっ
ても腸管リンパ液や門脈血中に存在することが明らかに
されている13）14）。したがって，強制経口投与された抗原
は腸管内に投与後数時間貯留することが推察された。食
餌群は，1回あたりの抗原量は微量であるが常に抗原を
摂取した。即ち，どちらの投与方法であっても，抗原は
毎日数時間腸管内に存在するため，治療効果に大きな差
はなかったと示唆された。また，非治療群において，経
口負荷試験により卵白に暴露されているのにもかかわら
ずアレルギー重症度の改善は認められなかった。Faria 
et al.2）は，アレルギー感作前の継続的な抗原投与は，単

回の抗原投与よりもアレルギー耐性を強く誘導したこと
を報告している。即ち，OITにおいても，継続的な抗原
摂取が治療効果に影響すると示唆された。
　アレルギーモデルマウスを用いた過去の報告 6）15-17）に
おいて，寛容誘導に必要な抗原摂取量は約 1-5 mg/日で
あった。本研究において，一定の OIT効果が認められ
たゾンデ群と食餌群の 1日抗原摂取量は約 3 mg/日であ
り，過去の報告と同量であった。日本人の食事摂取基準
2015 年度版18）において，3-7 歳児のタンパク質の推奨量
は 25-35 g/日である。0.1％卵白添加食に含まれるタン
パク質中の卵白比率は 0.5％であるため，3-7 歳児では
0.125-0.175 g/日と換算できる。Yanagida et al.19）は，鶏
卵アレルギー患児が加熱全卵 1/32 個（卵白量：6.45 g 
protein/50 g×0.7×1/32＝0.14 g）を 1年間とり続ける
ことで，半数弱の患児が加熱全卵 1/2 個を安全に摂取で
きたと報告している。また我々は，低アレルゲン化卵ボー
ロ（卵白タンパク質量：7.9-11 mg/個）を重症鶏卵アレ
ルギー患児 11 名に 4か月間毎日摂取（最大摂取個数：
10 個/日）させた結果，7名で固ゆで卵白閾値の上昇が
認められた20）。これらの報告と実験結果より，本研究で
使用したモデルマウスの結果はヒトにも応用することが
できると考えられた。本研究で用いた随時摂取法をヒト
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表 5　脾臓リンパ球培養上清中 IFN-γと IL-4 濃度及び IFN-γ/IL-4 比率†

アレルギー群
p値‡

非治療群 ゾンデ群 食餌群

IFN-γ （pg/mL） 431±43 287±63 470±73 N.S.
IL-4（pg/mL） 378±76 218±57 269±69 N.S.
IFN-γ/IL-4 比率 1.28±0.18 1.91±0.58 2.30±0.52 N.S.
†データは平均±標準誤差で記載した（N＝6-7）。
‡有意差検定は一元配置分散分析とチューキーの多重比較検定を用い，有意水準は p
値で 5％未満とした。N.S.: not significant。

図 3　OIT終了時（Day 29）の糞便中 OVA-IgA濃度（A）と OVA-IgA IC
価（B）
データは，個々の OVA-IgA濃度及び OVA-IgA IC価と平均値で記載した。
糞便中 OVA-IgA価（B）の測定において，サンプルの希釈倍率は 10 倍希
釈し，反応時間は 5分とした。有意差検定は一元配置分散分析とチューキー
の多重比較検定を用い，有意水準は p値で 5％未満とした。各群間の有意
差は，異なるアルファベット（a，b，c）で表した。



の食事に置き換えた場合，1食あたりの抗原摂取量は
0.042-0.052 g（（0.125-0.175）/3 食）になる。よって，食
事を活用した OITは 1食に摂取する抗原量が少なく，
安全性が高い方法であると期待される。
　一般に，食物アレルギーは IgE依存性反応の即時型
症状に分類される1）。ヒト OIT研究21）において，治療効
果が認められた群は血清中抗原特異 IgE濃度が低下す
ることが報告されている。さらに，Yanagida et al.19）22）は，
抗原摂取量が少量である Low-dose OITであっても患者
の血清中抗原特異 IgE濃度を低下させると報告してい
る。動物実験3）6）15-17）においても，同様の結果が得られて
いる。本研究において，中間時の血漿中 OVA-IgE濃度
及び OM-IgE価はアレルギー群間で有意差は認められ
なかったが，解剖時のゾンデ群と食餌群の血漿中 OVA-
IgE濃度及び OM-IgE価は非治療群と比較して低値を
示した。したがって，少量の抗原であっても長期間継続
して摂取することで IgE産生に影響を与えることがで
きると示唆された。
　抗原暴露による I型アレルギー反応は，Th2 細胞と B
細胞を活性化する10）。さらに，Th2 細胞は IL-4 を産生し，
IL-4 は B細胞のクラススイッチを誘導し，IgEや IgG1
の産生が亢進する10）。また，Th1 細胞は IFN-γを産生し，
IFN-γは B細胞のクラススイッチを誘導し，IgG2a産生
が亢進する10）。さらに，IFN-γはナイーブ T細胞から
Th2 細胞への分化を抑制する23）。しかしながら，中間時
におけるゾンデ群の血漿中 OVA-IgG1 価及び OM-IgG1
価は，非治療群と食餌群と比較して有意に高値であった。
また，解剖時におけるゾンデ群の血漿中 OM-IgG1 価は，
食餌群と比較して有意な高値を示した。卵白アレルギー
モデルマウスに対してタンパク質源を全て卵白で供給し
た卵白食を与えた場合，著しい体重減少と血漿中 OVA-
IgE及び OVA-IgG1 濃度の上昇が認められたと報告され
ている24）25）。この現象は，卵白食により強いアレルギー
反応が誘発されていると推測される。しかし本研究では，
OIT期間中の体重変化量にアレルギー群間で差はなかっ
た（表 2）。ゾンデ群において著しい体重減少は認めら
れなかったが，抗原特異 IgG1 価が他の群よりも高値を
示した。Warshaw et al.12）は，タンパク質を強制経口投
与すると，そのタンパク質は一過的に腸管リンパ液中へ
移行することを報告している。そのため，1日分の抗原
を一度に投与したことによって弱い免疫反応が生じてい
たと考えられる。一方，食餌群においては，著しい体重
減少及び抗原特異 IgG1 価の高値が認められなかった。
さらに，食餌群は，ゾンデ群と同等のアレルギー症状の
改善が認められた。また，有意差は認められなかったが，
ゾンデ群と食餌群の IFN-γ/IL-4 比率は非治療群よりも
高値であり，Th2 細胞優位の改善傾向が示唆された。し
たがって，食事を活用した OITはアレルギー反応が誘
発しにくく，かつ免疫寛容効果が得られる治療方法であ
ると期待される。

　IgAは，粘膜面において生体の防御機能として働く10）。
ヒト OIT研究20）26）において，OIT効果と血清中抗原特異
IgA濃度の上昇との間に関連が報告されている。本研究
において，中間時におけるゾンデ群と食餌群の血漿中
OVA-IgA濃度及び OM-IgA価は，非治療群と比較して
高値であった。また，解剖時における血漿中 OVA-IgA
濃度及び OM-IgA価はアレルギー群間で差は認められ
なかったが，ゾンデ群と食餌群の小腸ホモジネイト中
OVA-IgA濃度は非治療群よりも高値であった。松永ら27）

は，母乳中の抗原特異 IgA IC価がアレルギー耐性の獲得
に重要であると報告している。そこで我々は，糞便中
OVA-IgA濃度だけではなく OVA-IgA IC価も測定した。
その結果，糞便中 OVA-IgA濃度はアレルギー群間で有
意差は認められなかったが，糞便中 OVA-IgA IC価は非
治療群よりもゾンデ群と食餌群で高値であった。以上の
ことから，腸管内の抗原特異 IgAや IgA ICが免疫寛容
に影響していると示唆された。
　本研究より，卵白アレルギーモデルマウスにおいて，
1日に摂取する抗原量が少量でかつ同等であれば，持続
的摂取は単回摂取と同等の治療効果を有することが明ら
かとなった。ヒト OIT研究15）16）19）において，少量の抗原
を継続して摂取することで，アレルギー重症度が改善す
ることが報告されている。したがって，少量の抗原を 3
食に分割する OITは，一度に喫食する抗原量が少なく
安全性が高い方法であると期待される。
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Oral Immunotherapy Using Diet Supplemented with 0.1％ Egg White Ameliorates 
the Severity of Allergy to an Extent Comparable to Oral Gavage Therapy
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Summary: We examined whether oral immunotherapy （OIT） using a diet supplemented with 0.1％ egg white 
ameliorates the severity of allergy and immunological tolerance to an extent comparable to OIT by oral gavage. 
Allergy to egg white was induced in mice via peritoneal administration of egg white-mixed aluminum hydroxide 
gel, and the allergy reaction was induced via oral gavage of egg white. Mice sensitized with egg white were di-
vided into three groups （untreated group, oral gavage group, and diet group）, and non-sensitized mice were 
also prepared. The OIT period lasted 4 weeks. The diet group was fed a 20％ casein diet containing 0.1％ egg 
white, and the other groups were fed a 20％ casein diet alone. Furthermore, the oral gavage group was forcibly 
administered 100 μL of 30 mg/mL egg white solution orally every day, while each of the other groups received 
100 μL of phosphate-buffered saline by daily forced oral gavage. The change in rectal temperature following in-
traperitoneal food challenge was inhibited to a greater degree in the oral gavage and diet groups than in the un-
treated group. Moreover, the ovalbumin-specific IgE concentrations and ovomucoid-specific IgE titers in plasma 
were lower in the oral gavage and diet groups than in the untreated group. However, these antibodies did not 
differ between the oral gavage and diet groups. These findings suggest that if the amount of allergen ingested 
per day is small and equivalent, continuous intake of the allergen has therapeutic efficacy similar to that of sin-
gle oral administration of the allergen.
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