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アレルギー反応におけるストレスの影響
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The purpose of the present study was to investigate the eŠects of stress on allergic reaction. We studied changes in
the contact hypersensitivity reaction (CHR) of mice exposed to foot shock (FS) stress or psychological (PSY) stress in-
duced by the communication box. CHR was elicited by applying antigen (2,4-dinitro‰uorobenzene, DNFB) to the ear of
the mice at 4 days after DNFB sensitization. In acute stress experiments, DNFB-sensitized mice were exposed for 2 h to
FS or PSY stress after contact challenge with DNFB. Acute FS stress signiˆcantly inhibited CHR immediately after the
end of the stress period (3 h after DNFB-challenge), and a signiˆcant enhancement of the CHR was observed at 5 h after
DNFB-challenge. The concentration of the serum corticosterone level of the mice exposed to acute FS stress signiˆcantly
increased compared to the control mice, immediately after stress loading. Both CHR and serum corticosterone levels af-
ter acute PSY stress loading were almost the same as those of the control groups. The temporary decrease of the in‰am-
matory reaction at CHR caused by acute FS stress loading may have been correlated with serum corticosterone produced
by the stress, and the increase of corticosterone may act as a trigger of enhancement of the CHR (delayed-type hypersen-
sitivity). Chronic stress experiments were designed to expose mice to FS or PSY stress 2 h daily after sensitization with
DNFB. These chronic stresses caused a signiˆcant reduction in the body weight of mice. The temporary decrease eŠect
on the CHR of chronic FS stress-loaded mice was similar to the acute FS stress-loaded mice. In contrast, no signiˆcant
enhancement of the CHR (late phase) at 24 h and 48 h after challenge was observed. Although the changes in body
weight suggested that mice were in‰uenced by chronic PSY stress, no signiˆcant diŠerence from the control group for
the CHR of mice exposed to chronic PSY stress was found, as in the case of acute PSY stress loading. The correlation
between chronic PSY stress and CHR remains to be ascertained.
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緒 言

アレルギー疾患の発症には，遺伝因子に加えて様

々な環境因子が関与している．環境因子としてアレ

ルゲン性食品の増加や大気汚染などが挙げられる

が，特に近年，社会の複雑化によって増大したスト

レスが注目されている．

種々の身体的及び心理的ストレスは，視床下部―

下垂体―副腎系（ hypothalamic-pituitary-adrenal

axis；HPA 系）と自律神経系を介した 2つの経路

によりアレルギー反応や免疫機能に影響してい

る．1)一般にストレスは HPA 系を介したグルココ

ルチコイドの分泌増加により，免疫系を抑制する方

向に作用することが知られている．ナチュラルキ

ラー（natural killer；NK）細胞活性の抑制による

癌抵抗力の低下や，抗体産生反応やリンパ球幼若化

反応の抑制による感染症の罹患率の増加などがその

例である．

しかし一方で，ストレスにより気管支喘息やアト

ピー性皮膚炎などのアレルギー疾患が増悪すること

が知られている．2)近年，アレルギー疾患の急激な

増加に伴いこのような臨床例が数多く報告されてい

るが，その機序に関しては十分解明されていない．

そこで著者らは，アレルギー反応に及ぼすストレ

スの影響について，マウスの接触過敏反応（con-

tact hypersensitivity reaction；CHR）を指標にして

検討した．ストレッサーとしてコミュニケーション

ボックス3)を用い，身体的，肉体的ストレスを与え
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Fig. 1. Experimental Schedule of the CHR and Stress Loading
See text for further details.
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る電気刺激ストレス，及び心理的ストレスを急性又

は慢性的に負荷した時，CHRはどのように変化す

るかについての基礎的な研究を行った．

実験材料及び方法

1. 動物 SPF の 7 週齢 ddY 系雄性マウス

（日本 SLC株式会社）を用いた．なお，実験に際し

動物は「武庫川女子大学動物実験指針」に基づいて

取り扱われた．

2. 試薬 アセトンは和光純薬株式会社製の特

級品を，オリブ油（日本薬局方適合品）及び 2,4-

ジニトロ -1-フルオロベンゼン（DNFB）はそれぞ

れ丸石製薬株式会社製，ナカライテスク株式会社製

を用いた．また，コルチコステロン及びコルチゾー

ルはそれぞれ東京化成工業株式会社，Sigma社より

購入した．

3. CHR の誘発 剃毛したマウスの背部に，

アセトン：オリブ油（4：1）に溶解した 0.5％の

DNFB を 100 ml 塗布することによりマウスを感作

し，4日後，0.5％DNFB/アセトン：オリブ油（4：

1）溶液 20 ml を右耳に塗布することにより惹起し

た．また，溶媒自身の影響の有無を確認するため，

左耳にはアセトン：オリブ油（4：1）溶液のみを塗

布した．惹起後，経時的に耳の厚さを測り，惹起前

の厚さと比較して浮腫率を算出した．本実験はすべ

て，日内変動の影響を考慮して感作及び惹起操作を

午前 9：00に行った（Fig. 1）．

4. ストレスの負荷 ストレッサーとしてコミ

ュニケーションボックス装置（東洋産業株式会社製）

を用いた（Fig. 2）．装置は床に刺激電流が流れる

ステンレス製のグリッドが敷いてあり，透明の仕切

り板によって 9 区画に分割されている（各区画は

10 cm×10 cm，コミュニケーションボックスの高

さは 40 cm）．それぞれの区画は直接電気刺激を受

ける区画 a と，プラスチック製のショック回避プ

レートを敷くことにより電気刺激を受けない区画 b

を交互に配置した．マウスは各区画に 1匹ずつ入れ

た．区画 aのマウスは，直接電気刺激されることに

より身体的，肉体的ストレスを受けることとなる

（電気ショック（foot shock），FS ストレス負荷マ

ウス）．区画 bのマウスは，直接電気刺激を受けな

いが隣接する FSストレス負荷マウスの飛び跳ねや

もがき，悲鳴，排尿，排便などの情動反応にさらさ

れることにより，不安や恐れなどの心理的なストレ

スを受けることとなる（心理的（psychological），

PSYストレス負荷マウス）．なお，繰り返して PSY

ストレスを負荷（区画 b）する場合は，区画 a の

FSストレス負荷マウス（PSYストレス負荷マウス

に情動反応を提供するために用いる）は同じ個体を

用いると FSに対して馴化，感受性の低下をきたす

ため，毎回新しいマウスを用いた．動物は，午前

9：15に装置内に入れ，15分間装置に馴化させた後，

2時間（9：30～11：30）ストレスを負荷した．電

気刺激は，タイマーにより 60秒間のうち 10秒間だ
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Fig. 2. Schema of the Communication Box
Foot shock (FS) stress-loaded mice were placed individually into the ˆve shaded areas (a) and FS was delivered through the ‰oor grids. Psychological (PSY)

stress-loaded mice were placed into the four solid areas (b) insulated by plastic plate. They were prevented from receiving the direct foot shock, but exposed to vari-
ous emotional conditioned stress from FS stress-loaded mice.
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け電気が流れるようにセットし，電流はショックジ

ェネレーターを用いて最初の 1時間は 1 mA，次の

1時間は 2 mAとなるように強度を調節した（Fig.

1）．コントロール群の動物は，試験群の動物がスト

レスに暴露されている期間中もホームケージで飼育

するが，午前 9：15から 11：30まで飼料，及び水

を与えなかった．なお，照明は，通常の実験室で使

用している蛍光灯の下で行った．

本研究ではアレルギー反応を惹起した直後に 1回

だけ FS あるいは PSY ストレスを負荷した場合を

急性 FS ストレス負荷マウス，又は急性 PSY スト

レス負荷マウス，感作した日から 6日間，繰り返し

FSあるいは PSYストレスを負荷した場合をそれぞ

れ，慢性 FS 又は慢性 PSY ストレス負荷マウスと

した．また，慢性 PSYストレス負荷実験では，前

述したように PSYストレス負荷マウスに情動反応

を提供するマウス（区画 a）は，慢性 PSY ストレ

ス負荷を行うたびに毎日新しいマウスを用いた．

5. 血清中コルチコステロン量の測定 エーテ

ル麻酔下，マウスの心臓より採血し，10000 r.p.m.

で 20分間遠心分離を行い血清を得た．直ちに測定

しない場合は測定まで－80°Cで保存した．内標準

としてコルチゾールを用いた．2％メタノール/生理

食塩水にて 5 mg/mlに調製した内標準を 50 ml加え

た血清 0.4 mlに，2 mlの酢酸エチルを加えて 5分

間振とうした．上層を分取し，45°C の水浴上で窒

素ガスにて溶媒を蒸発乾固した．残渣を移動相 50

mlに溶解したものを試験溶液とし，UV検出器付高

速液体クロマトグラフィー（UV-HPLC）で測定し

た．UV 波長は 242 nm，カラムは室温で Crestpak

C18S（4.6 mm i.d.×150 mm）を用いた．なお，移

動相はメタノール：水（55：45），流速 0.8 ml/min，

1 回の注入量は 25 ml とした．検量線は，0.05 mg/

ml～5 mg/mlの範囲で R2＝0.999以上の良好な直線

性を示した．

6. 統計処理 データは平均値±標準誤差で示

した．また，試験群とコントロール群の間の有意差

検定は，Fisherの PLSDテストを用いて行った．

結果及び考察

1. CHR に対するコミュニケーションボックス

自体の影響 CHR は惹起誘発後 1―2 時間目

（即時相）と，24―48時間（遅発相）に耳介腫脹の

ピークを示す抗原特異的な 2相性の反応である．初

めに，マウスの CHRに対して，コミュニケーショ

ンボックスそのものによる影響がないかどうかにつ

いて調べた．アレルギー反応惹起後，ストレス負荷

期間中，そのままホームケージで飼育したマウスを

ホームケージコントロール群，コミュニケーション

ボックスのコンパートメント aに入れるが FSを与

えないマウスをコントロール a 群，同様に，コン

パートメント bに入れるが PSYストレスを与えな

いマウスをコントロール b 群とし，DNFB による

耳介浮腫率を測定した．その結果，コントロール a

群及びコントロール b 群の両者においてホーム

ケージコントロール群との間に有意な変化は観察さ

れなかった（Fig. 3）．そこで，マウス CHRに対す

るコミュニケーションボックスそのものの影響はな
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Fig. 3. EŠect of the Communication Box Itself on the CHR
All mice were sensitized with 100 ml of 0.5 DNFB in acetone-olive oil

(41) to the shaved dorsal skin on day 0. Four days after sensitization, the
mice were challenged on the right pinna (R) with 20 ml of 0.5 DNFB in
acetone-olive oil (41). Acetone-olive oil (41) (20 ml) as a vehicle was
also painted to the left pinna (L). These mice were placed into the home cage
or the communication box. These mice in the communication box did not
receive either FS nor PSY stress. Each symbol represents the mean±S.E. (n
＝4～5/group). home: home cage, a: compartment ``a'', b: compartment
``b''.

Fig. 4. EŠect of Acute Stress on the CHR
All conditions of induction of the CHR were same as described in Fig.

3. After DNFB challenge, mice were exposed for 2h to either FS or PSY
stress. Control mice were left undisturbed in their home cages. Each symbol
represents the mean±S.E. (n＝12～15/group). : p＜0.05 vs control
(Fisher's PLSD test).

Fig. 5. Changes of Serum Corticosterone Levels in Stress-
Loaded Mice

All conditions of induction of the CHR were same as described in Fig.
3. After DNFB challenge, mice were exposed for 2h to either FS or PSY
stress. Control mice were left undisturbed in their home cages. Serum was
prepared 30 min after the stress period. Data represent the mean±S.E. ( n＝
3～4/group). : p＜0.005 vs control (Fisher's PLSD test).
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いとみなし，以後は，すべての試験群に対するコン

トロールとしてホームケージコントロール群を用い

た．なお，実験を通して，溶媒のみを塗布した左耳

に浮腫は観察されなかった．

2. CHR に対する急性 FS及び急性 PSYストレ

スの影響 あらかじめ感作したマウスに，惹起直

後の 2時間，急性ストレスを負荷した時の耳介浮腫

率の変化を測定した（Fig. 4）．急性 FSストレス負

荷群において，ストレス負荷期間終了から 30分後

（すなわち惹起後 3時間目，以下ストレス負荷直後

と呼ぶ）の浮腫は有意に抑制された．その後，耳介

浮腫は惹起の 5時間目から，コントロール群と比較

して有意な増強が観察された．一方，急性 PSYス

トレス負荷群ではコントロール群と比較して顕著な

CHRの変化は観察されなかった．

次に急性ストレス負荷直後（12：00）にマウスか

ら採血し，血清中コルチコステロン濃度を測定し

た．その結果，Fig. 5に示したように急性 FSスト

レス負荷群のコルチコステロン濃度はコントロール

群と比較し，有意に高値を示したが，急性 PSYス

トレス負荷群に変化は認められなかった．

ストレスは一般的に神経系及び内分泌系を介して

生体に様々な影響を及ぼすが，免疫系に対しては，
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Fig. 6. EŠect of Chronic FS Stress on the CHR
All conditions of induction of the CHR were same as described in Fig.

3. cont: Mice were left in their home cages. FS: Mice were exposed for 2h dai-
ly to FS stress. Each symbol represents the mean±S.E. ( n＝16～18/group).
: p＜0.05 vs control (Fisher's PLSD test).
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その機能を抑制する方向に作用するといわれてい

る．例えば，マウスに 4時間の拘束ストレスを負荷

した実験で，遅延型過敏反応，NK活性及びマクロ

ファージの貪食作用が抑制されたという報告や，4)

拘束ストレスを負荷したマウスにオボアルブミン

（OVA）で感作したところ，OVA 特異的 IgEの産

生がコントロール群と比較して抑制されたという報

告5,6)がある．また，コルチコステロンはげっ歯類

においてストレス時に上昇するストレスホルモンと

して知られており，ストレスによる免疫機能の抑制

にはこのコルチコステロンが大きく影響していると

考えられている．一方，このような報告に対し，臨

床的にはストレスがアレルギー疾患の発症や増悪に

影響していること，ステロイド剤の長期投与により

IgE値が上昇すること7)も報告されている．

本研究結果から急性 FSストレスにより，遅延型

過敏反応の 1 つである CHR が増強され，FSスト

レス負荷直後には一過性の耳介浮腫の抑制が観察さ

れ，この間に血清中コルチコステロン濃度が上昇し

ていることが確認された．本結果は，ラットにおけ

るコミュニケーションボックスを照明下で用いた実

験において，FSストレス負荷後 1―3時間に血漿中

のコルチコステロン濃度が高値を示しその後低下す

るという報告，8)並びに，拘束ストレス負荷ラット

で有意な DNFB耳介浮腫の増強が観察されるが副

腎摘出ラットではその増強が観察されないこと，ま

たコルチコステロンを急性投与したラットは，

DNFB 耳介浮腫が有意に増強され，同時にリンパ

節内のヘルパー T細胞数が上昇するという報告9)か

らも裏付けられた．

これらの結果を総合すると，本研究はこれらの知

見が 1つの生体反応として証明されたものである．

すなわち，急性 FSストレスによりコルチコステロ

ンが産生され，この直接作用によって，ストレス負

荷直後に一過性の炎症抑制効果が観察され，その

後，このコルチコステロンが CHR増強の引き金の

1つとして作用したことが推定された．ストレスは

その種類や強さ，頻度によって生体に及ぼす影響は

様々であるが，本結果では FSストレス負荷による

影響が再現性良く観察されており，アレルギーや免

疫反応に及ぼすストレスの影響を解明していく上で

の重要な基礎データになるものと思われる．

3. CHR に対する慢性 FS及び慢性 PSYストレ

スの影響 感作した日から毎日 1日 2時間のスト

レスを繰り返し負荷することによる慢性ストレスが

CHR に及ぼす影響を観察した．Figure 6に示した

ように慢性 FSストレス負荷群では，コントロール

群と比較して DNFBによる耳介浮腫の増強が惹起

後 7 時間目と 9 時間目に観察されたが，惹起から

24及び 48時間後の浮腫の増強に有意な差は認めら

れなかった．また，急性 FSストレス負荷時と同様

にストレス負荷直後の浮腫は有意に抑制された．一

方，慢性 PSYストレス負荷の場合は，耳介浮腫に

有意な変化は観察されなかった（Fig. 7）．

次に本慢性ストレス負荷条件がマウスに対して本

当にストレスとなっているのかを検討するための指

標として，慢性ストレス負荷時のマウスの体重変化

を観察し，Fig. 8に示した．まず，(a)に示したよ

うに正常マウスをコミュニケーションボックスに入

れただけでは，コミュニケーションボックス内のマ

ウスとホームケージマウス間の体重変化に有意な差

は観察されなかった．一方，慢性 FSストレス負荷

群では体重の減少がストレス負荷開始より 2日目以
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Fig. 7. EŠect of Chronic PSY Stress on the CHR
All conditions of induction of the CHR were same as described in Fig.3.

cont: Mice were left in their home cages. PSY: Mice were exposed for 2h dai-
ly to PSY stress. Each symbol represents the mean±S.E. (n＝7～10/
group).

Fig. 8. Changes in Body Weight of Mice Exposed to Chronic Stress
(a) EŠect of the communication box itself: home, Normal mice were left in the home cage. FS-areas or PSY-areas, Normal mice were placed into the communi-

cation box. These mice did not receive either FS nor PSY stress ( n＝4～5/group). (b) EŠect of the chronic FS stress loading: cont, Sensitized mice were left in their
home cages. FS: Sensitized mice were exposed for 2 h daily to FS stress (n＝16～18/group). (c) EŠect of the chronic PSY stress loading: cont, Sensitized mice were
left in their home cages. PSY: Sensitized mice were exposed for 2 h daily to PSY stress (n＝7～10/group). Each symbol represents the mean±S.E.: p＜0.005 vs
control (Fisher's PLSD test).
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降に認められ，コントロール群と比較して体重増加

が有意に抑制された(b)．また，PSYストレス負荷

群においてはストレスを負荷した翌日から体重が有

意に減少したが，その後回復傾向を示した(c)．こ

れらの体重変化から，本実験における慢性 FSスト

レス負荷，及び慢性 PSYストレス負荷条件は，マ

ウスに対してストレスとなっていることが推察され

た．

以上の慢性ストレス負荷実験を総合すると，慢性

FS ストレス負荷はストレス負荷直後では急性 FS

ストレス負荷と類似の CHRへの影響を示したが，

惹起から 24及び 48時間目の CHRへの影響は明確

ではなかった．本実験条件では，24時間目と 48時

間目の測定の直前にも FSストレスを負荷している

ので，その直前のストレス負荷により一過性の腫脹

抑制が起こった結果，増強されていた腫脹が相殺さ

れた可能性が示唆された．本考察の証明にはさらな

る研究が必要である．慢性 PSYストレス負荷の場

合は，マウスの体重減少からマウスにストレスが負

荷されていることは明らかと考えられるが急性

PSY ストレス負荷時と同様に CHR に対する PSY

ストレスの顕著な影響を観察することはできなかっ

た．



hon p.7 [100%]

759759No. 10

実社会では，生活習慣や社会機構の変化，人間関

係の複雑化によって生じる心理的社会ストレスが増

大し，慢性的に生じることが多い．しかし，動物実

験におけるストレス，特に慢性ストレスは，その定

義付けが難しく，動物の知的レベルやストレスの感

受性などに大きく影響されると考えられる．コミュ

ニケーションボックスを用いた本研究結果は，スト

レスによりアレルギー反応が増悪される可能性を示

した．今後は本知見を基礎に，心理的なストレス負

荷方法とその応用に関して，さらに詳細な検討をす

る必要があると考えられる．
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