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〈要 約〉

　アレルギー性疾患の発症および増悪にはさまざまな因子が関与するが，そのひとつとして，大気中に浮遊するPM2.5や黄砂など微細粒子の関与が示唆されている．このような微細粒子は免疫反応を増強するアジュバントとしてはたらくと考えられており，とくに，免疫グロブリンEの産生をはじめとするアレルギー性炎症を誘導することが報告されている．しかしながら，微細粒子によるアレルギー性炎症の誘導あるいは増悪の分子機構は詳細には明らかにされていない．この研究においては，微細粒子の貪食により肺胞マクロファージに細胞死が誘導されインターロイキン1αが放出されること，さらに，このインターロイキン1αの放出は肺において2週間も持続することが見い出された．また，微細粒子のアジュバントとしての効果もインターロイキン1αの放出と同様に持続し，微細粒子の投与の数日のちに抗原を曝露しても抗原に特異的な免疫グロブリンEが産生された．さらに，このようなマウスの肺には誘導性気管支関連リンパ組織とよばれる異所性リンパ節が形成され，このことが免疫グロブリンEの産生およびアレルギー性炎症の誘導に関与すると考えられた．
はじめに

　先進国や都市部を中心にアレルギー性疾患は増加の一途をたどっており，大きな社会問題になっている．アレルギー疾患の発症および増悪にはさまざまな因子の関与が報告されているが，大気中に浮遊する微細粒子も増悪因子のひとつと考えられている．とくに，黄砂，ディーゼル粒子，PM2.5などの吸入性の微細粒子は免疫反応を増強するアジュバントとしてはたらきアレルギー性炎症を誘導および増悪する作用のあること，さらに，疫学的な解析により大気中の粒子状の汚染物質の増加と喘息患者の入院とのあいだに相関関係のあることが報告されている．

　免疫学の分野においては，アルミニウム塩や結晶シリカなど多くの微細粒子が免疫グロブリンEの産生や好酸球性炎症を特徴としたTh2型の免疫反応を誘導し，アレルギー性炎症を惹起することが報告されている1)．このようなアジュバントはTh2アジュバントとよばれ，多くの微細粒子がTh2アジュバント活性をもつことが報告されているが，その免疫学的な機構について詳細は明らかにされていない．

　アジュバント活性をもつ物質は自然免疫を活性化することにより獲得免疫を誘導すると考えられており，アレルギー性炎症に関与するTh2型の免疫反応の誘導にも自然免疫の活性化が必須であると考えられている2)．一般に，宿主のもつパターン認識受容体が病原体に由来する抗原を認識することにより自然免疫は活性化されると考えられているが，損傷をうけた細胞や死細胞に由来する因子である損傷関連分子パターン（damage-associated molecular pattern：DAMP）も同様に，パターン認識受容体やサイトカイン受容体を介して自然免疫を活性化することが知られている．さきに述べたように，微細粒子の多くがTh2アジュバント活性をもつことから，自然免疫を活性化する微細粒子に共通したなんらかの分子機構が存在すると考えられていた．最近の報告から，アルミニウム塩などの微細粒子はそれを貪食した細胞の細胞死を誘導することが示されており，微細粒子による損傷関連分子パターンを介した免疫の活性化機構の関与が示唆されている3,4)．この研究においては，微細粒子によるアレルギー性炎症の誘導の機構に関して細胞死や損傷関連分子パターンの観点から解析し，微細粒子による細胞死の誘導が抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生に重要であることを見い出した．

1．微細粒子は肺胞マクロファージの細胞死およびインターロイキン1αの放出を誘導する
　PM2.5やナノサイズの微細粒子は吸入により気道や肺の奥に到達し炎症反応をひき起こすことが明らかにされており，そのような微細粒子は肺胞マクロファージにより貪食され体外へ排出されると考えられている5)．そこで，微細粒子の肺胞マクロファージへの影響について解析した．微細粒子としてアレルギー性炎症をひき起こすことの知られているアルムニウム塩および結晶シリカを用いて，in vitroにおいて微細粒子により肺胞マクロファージを刺激したところ，培養上清にインターロイキン1αが遊離した．そのほかの炎症性サイトカインは産生せず，また，腹腔マクロファージや顆粒球単球コロニー刺激因子により骨髄から分化させたマクロファージにおいては微細粒子によりインターロイキン1αは産生されなかった．インターロイキン1αの産生を誘導する微細粒子は肺胞マクロファージの細胞死を誘導する特性ももち，ヒドロキシアパタイトなどアレルギー性炎症を誘導しない微細粒子による刺激ではインターロイキン1αの産生も細胞死も認められなかった．これらの結果から，肺胞マクロファージからのインターロイキン1αの産生は細胞死と密に関連することが示唆された．事実，肺胞マクロファージを凍結融解した際にもインターロイキン1αが遊離した．すなわち，肺胞マクロファージは定常状態において細胞にインターロイキン1αを保持し，これは微細粒子などによる細胞死により細胞外へと放出されると考えられた．
2．微細粒子の肺への投与はインターロイキン1αの産生を長期間にわたり誘導する
　in vivoにおける評価として，微細粒子の気管への投与による肺におけるインターロイキン1αの産生について解析した．アルミニウム塩は肺胞マクロファージからのインターロイキン1αの放出を誘導したが，アルミニウム塩の気管への投与により肺胞洗浄液からインターロイキン1αが検出された．投与の直後のみならず，投与の2週間のちにおいても肺においてインターロイキン1αは放出された．細胞死の指標であるDNAの放出も微細粒子の投与の直後から2週間にわたり検出された．このことから，in vivoにおいてもin vitroと同様に肺胞マクロファージによる微細粒子の貪食，細胞死，インターロイキン1αの産生が起こっており，この現象は少なくとも微細粒子の投与の2週間のちまでくり返されると考えられた．結晶シリカの気管への投与によっても肺においてインターロイキン1αが放出されたが，結晶シリカによる細胞死の誘導の阻害剤であるポリ-2-ビニルピリジン-N-オキシドを同時に投与することにより，肺においてDNAおよびインターロイキン1αの放出は有意に抑制された．また，マクロファージに細胞死を誘導するクロドロン酸リポソームの投与によっても肺においてインターロイキン1αが放出されたことから，in vivoにおいても肺胞マクロファージの細胞死がインターロイキン1αの放出の引き金になることが示唆された．さらに，アルミニウム塩の投与の2週間のちに肺の組織を観察したところ，インターロイキン1に依存的にリンパ球クラスターが形成されていた．
3．微細粒子による長期間にわたるインターロイキン1αの放出およびリンパ球クラスターの形成は微細粒子のアジュバントとしての効果を持続させる
　微細粒子の投与により長期間のインターロイキン1αの放出およびリンパ球クラスターの形成が認められたが，このような現象がアレルゲンの感作に関与するかどうか検討した．マウスの気管にアルミニウム塩を投与し，投与の3日後，7日後，14日後から抗原として卵白アルブミンを数回にわたり曝露した．そののち，血中の抗原に特異的な免疫グロブリンEを測定したところ，アルミニウム塩の投与の7日後あるいは14日後から抗原の曝露を開始しても抗原に特異的な免疫グロブリンEの量は増加した．結晶シリカあるいは酸化ニッケルのナノ粒子を気管に投与し7日のちに抗原を曝露した際にも，アルミニウム塩の投与と同様に，抗原に特異的な免疫グロブリンEの量は増加した．免疫グロブリンEの産生はインターロイキン1に依存的であり，インターロイキン1受容体ノックアウトマウスあるいはインターロイキン1αノックアウトマウスにおいては抗原に特異的な免疫グロブリンEの量は低下した．また，アレルギー性炎症の誘導されない微細粒子を用いて同様に実験した際には免疫グロブリンEは産生されなかった．これらの結果から，微細粒子による肺胞マクロファージの細胞死とそれにともなうインターロイキン1αの放出やリンパ球クラスターの形成は，のちの抗原の曝露による免疫グロブリンEの産生に重要であることが示唆された．さらに，微細粒子の投与の14日のちから抗原を曝露しても抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生されたことから，微細粒子を吸入したのちにはアレルゲンに対する感受性の高い状態がつづいており，その期間にアレルゲンの曝露をうけることによりアレルギー性疾患を発症する可能性のあることが示された．

4．肺に形成される誘導性気管支関連リンパ組織は抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生に関与する

　アルミニウム塩の投与により肺においてリンパ球クラスターが形成されたが，抗原の曝露により，よりサイズの大きいリンパ球クラスターが多く観察された．このリンパ球クラスターにはB細胞の成熟の場である胚中心が存在し，さらに，リンパ球クラスターの周囲には小さいながらもT細胞領域や抗体産生細胞の集団も観察された．これらの結果より，このリンパ球クラスターは異所性リンパ節である誘導性気管支関連リンパ組織であると考えられた．誘導性気管支関連リンパ組織の形成もインターロイキン1に依存性であり，インターロイキン1受容体ノックアウトマウスにおいては誘導性気管支関連リンパ組織の形成が減少していた．さらに，微細粒子の代わりにインターロイキン1αを抗原とともに気管に投与したところ，抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生や誘導性気管支関連リンパ組織の形成が誘導されたことから，これらの反応にインターロイキン1αが重要な役割をはたすことが明らかにされた．
　これまでの報告により，誘導性気管支関連リンパ組織の形成には肺にリクルートされた樹状細胞が重要な役割をはたすことが示されている6)．そこで，微細粒子の投与および抗原の曝露による免疫グロブリンEの産生および誘導性気管支関連リンパ組織の形成に樹状細胞が関与するかどうか検討した．アルミニウム塩を気管に投与し，7日のちに抗原として卵白アルブミンを曝露したところ，肺においてCD11c陽性CD103陽性の樹状細胞が多くリクルートされた．しかしながら，インターロイキン1受容体ノックアウトマウスにおいて樹状細胞の数は減少しており，インターロイキン1αが肺における樹状細胞の浸潤に関与すると考えられた．さらに，このマウスにおいて樹状細胞を除去したところ，抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生および誘導性気管支関連リンパ組織の形成は有意に低下した．これらの結果から，肺胞マクロファージの細胞死により放出されるインターロイキン1αは樹状細胞を肺へリクルートすることにより免疫グロブリンEの産生および誘導性気管支関連リンパ組織の形成に関与すると考えられた．
　免疫グロブリンEへのクラススイッチにおいてはインターロイキン4が必須であることが知られているが，この反応にはTh2細胞に由来するインターロイキン4ではなく濾胞性ヘルパーT細胞に由来するインターロイキン4が重要であると報告されている7)．そこで，免疫グロブリンEの産生における濾胞性ヘルパーT細胞の関与について調べるため，濾胞性ヘルパーT細胞の欠損したマウスを用いて同様に実験したところ，免疫グロブリンEの産生のみならず，肺における誘導性気管支関連リンパ組織の形成も減少していた．以上の結果より，樹状細胞とともに濾胞性ヘルパーT細胞の活性化が免疫グロブリンEの産生および誘導性気管支関連リンパ組織の形成に重要であると考えられた．

5．肺への直接の感作はほかの投与経路とは異なる機構により免疫グロブリンEの産生を誘導する

　これまでの多くの研究において，アルミニウム塩および抗原を腹腔に投与することにより抗原に特異的な免疫グロブリンEの産生を誘導しアレルギー性炎症のモデルマウスを作製していた．そこで，アルミニウム塩を肺に直接に投与する実験系と比較した．これまでに，腹腔への投与による感作においてはシグナル伝達タンパク質であるMyD88に非依存的に免疫グロブリンEが産生されることが報告されているが8,9)，同様に，腹腔への投与においては免疫グロブリンEの産生にMyD88は関与しなかった．MyD88はインターロイキン1シグナルに関与する重要なシグナル伝達タンパク質であることから，腹腔への投与による免疫グロブリンEの産生においてインターロイキン1は必要とされないと考えられた．一方，アルミニウム塩および抗原の気管への投与による感作においては，MyD88に依存的に免疫グロブリンEが産生された．さらに，腹腔への投与による抗原の感作においては，気管への投与による抗原の感作と比較して，肺におけるリンパ球クラスターの形成が著しく減少した．これらの結果から，気管への投与による抗原の感作はほかの投与経路とは異なる免疫学的な機構によりアレルギー性炎症を誘導すると考えられた（図1）．

おわりに

　最近では，ニュースなどでもPM2.5をはじめとする微細粒子の人体への影響について報道されている．とくに，大気中の微細粒子の増加が喘息患者の発作のリスクと正に相関すると報告されており，微細粒子がアレルギー性炎症の発症に密に関与することが示唆されている．また，大気中の微細粒子のみならず，多くの微細粒子が免疫系を刺激しTh2型の免疫反応を誘導すると報告されているが，その分子機構は不明であった．この研究により，微細粒子の吸入により肺胞マクロファージの細胞死が誘導され，免疫グロブリンEの産生の引き金となるインターロイキン1αが長期間にわたり放出されることが明らかにされた．これらの知見から，細胞死あるいはインターロイキン1を標的とした新しいアレルギー性炎症の予防法あるいは治療法の開発につながることが期待される．
　さらに，この研究においては，微細粒子の吸入により長期間にわたりインターロイキン1αが放出される結果，アレルゲンに感作されやすい状態がつづくことが明らかにされた．この結果から，微細粒子の曝露をうけた直後だけでなく，そののち数日間はアレルゲンの曝露によりアレルギー性炎症を発症する可能性があり，注意が必要であろう．
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〈図説明〉

図1　微細粒子の吸入による肺に特異的な免疫反応の誘導の機構
