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3．セリアック病毒性
3-1．毒性のテスト
　さまざまな穀物および非穀物原料，穀物タンパ
ク質およびペプチドの CD 毒性と免疫原性を特定
し，新しい治療法をテストするために，多数の in 

vivo および in vitro の方法が開発された。テストは，
（1）CD 患者の生体内チャレンジテスト（2）CD

患者の組織および細胞を用いた in vitro テスト（3）
動物モデルテスト 31, 32）に分類できる。テストの前に，
材料は化学分析によって十分に特性評価される必要
がある。

（1）テストする材料
　穀物由来のタンパク質およびペプチド製剤は，信
頼性の高い言明を保証するために，毒性と免疫原性
をテストする前に化学的に特性評価する必要があ
る。小麦グルテンなどの原材料は，たとえばケルダー
ル法またはデュマ法などを使用して，窒素の含有量
を分析する必要がある。窒素の含有量から，係数 5.7

によって粗タンパク質含有量に変換できる。グルテ
ン組成は調製または加工の異なる起源と条件により
かなり変化する可能性があるため，プロラミンとグ
ルテリンの割合や不純物の含有量などのタンパク質
組成のさらなる研究が望ましい。たとえば，抽出 /

液体クロマトグラフィーを組み合わせた手順は，さ
まざまなタンパク質画分の詳細な分析に使用できる

33）。in vitro 試験の場合，タンパク質はペプシン，ト
リプシン，キモトリプシン，パンクレアチンなどの
酵素によって部分的に加水分解され，消化管消化を
模倣し，不溶性タンパク質を可溶性ペプチドに変換
する必要がある。塩が存在する場合（例えば，酵素
消化中の中和ステップから生じる），乾燥加水分解
物のタンパク質 / ペプチド含有量は窒素測定により
分析する必要がある。少量の精製タンパク質および
ペプチドは，RP-HPLC で定量できる 3）。計算には，
定義済みのリフェレンスタンパク質（PWG-gliadin34）

など）を使用する必要がある。分離または合成さ
れたペプチドは，純度と同一性を確認する必要が
ある。この目的には，RP-HPLC と質量分析が推奨
される 35）。

（2）In vivo試験
　多くの研究者は，in vivo 試験が CD 毒性を評価す
るためのゴールドスタンダードであることに同意す
る。これは，数年間 GFD (Gluten-free diet) を使用し
ているセリアックボランティアで実施されるため，
小腸の形態が正常であることが期待される。最初に，
CD 患者は，摂食試験に続いてキシロースと脂肪の
吸収不良を測定するか，脂肪便などの症状を監視す
ることにより，穀物製品と粗タンパク質画分に挑戦
した 36）。ただし，これらのテストは，チャレンジ
の素材の最適量とチャレンジの最適の期間が不確実
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性のために満足を与えるものではないと見なされて
いる。さらに，キシロース吸収不良および脂肪バラ
ンスへの影響は二次的であり，上皮表面での反応に
関する情報を与えない。ほとんどの研究では，わず
かな CD 患者のみが検査され，対照は含まれていな
かった。1970 年代に，腸の生検の技術が導入され，
患者とコントロールのより大きなグループで挑戦さ
れ，毒性に関するより正確な結論に至った。オート
ムギ毒性に関する Janatuinen と研究者の in vivo 研究
は，試験成績の例かもしれない 37）。彼らは，一定
量のオートムギを含む選択された食事で挑戦され
た CD 患者について無作為に研究を行った。評価の
主な方法は，特別な食事の適用の前の十二指腸生検
と，およびそれらのテスト後の血清学的検査であっ
た。患者（n=92）は，オートミールを食べるグルー
プとコントロールグループに分けられた。オートム
ギグループの患者は，6 ケ月または 12 ケ月間，1 日
あたり約 50g のオートムギを摂取した。完了すると，
その後の組織学的および形態計測的測定と血清学的
検査を伴う十二指腸生検が行われた。このような広
範なテストは，大量に入手可能な材料（穀物，小麦
粉，小麦グルテンなど）でのみ実行できるが，調製
が困難な精製タンパク質やペプチドでは実行できな
い。寛解期（治療中）の CD 患者の小腸への直接注
入による経口チャレンジの導入，それに続く試験の
開始時および数時間後の生検により，タンパク質お
よびペプチドの量を約 1g に 38）さらに少なく減らす
ことができた 35, 39）。
　例として，グリアジンペプチド α56-75 を使用した
生体内試験は，次のプロセスで説明されている 35, 39）: 

Quinton® 油圧式，複数生検カプセルにカニューレを
取り付けた。カプセルは，蛍光透視下で鎮静された
CD 患者の十二指腸遠位に配置された。消化性トリ
プシンタンパク質消化物またはグルテンペプチドの
溶液は，シリンジドライバーによって 2 時間十二指
腸に注入される。注入前および注入開始の 2, 4, 6 時
間後に生検を行う。その後，組織をカプセルから取
り出し，形態計測分析のためにホルマリンで固定す
る。組織の一部は部分的に染色され，一部は瞬間凍
結される。染色切片の絨毛の高さ，陰窩の深さ，お
よび腸細胞の高さを測定する。凍結切片を使用して，
特殊な抗体検査により腸細胞 100 個あたりの上皮内
リンパ球（IEL）の数を測定する。絨毛の高さ，絨
毛の高さと陰窩の深さの比率，および IEL の数の
変化は，毒性評価の信頼できるパラメーターである
と考えられている（図 2.15）35）。
　侵襲的な生検検査を避けるために，CD 毒性の可
能性のある薬剤による経口投与後の腸透過性の測定
または末梢血 T 細胞の検査を使用して検査するこ
とができる。透過性試験は，血液循環に対する腸の
障壁を特異的に通過するオリゴ糖（例えばラクツ
ロース）と単糖（例えばマンニトール）の経口投与
に基づいている 40）。小さい分子（単糖）はバリア
機能の喪失とは無関係に，腸のバリアを自由に通過
することを考えたのに対し，より大きな分子（オリ
ゴ糖）はバリア機能の喪失中にのみ通過する。経口
摂取後 5 ～ 6 時間に収集された尿サンプル中の両方
の糖類の比率は，バリア機能の損失，したがって，
テストされた薬剤の CD 毒性を反映すると考えられ
る。ただし，14 日間，3.0 または 7.5g グルテン / 日

図 2.15　腸上皮の概略図および in vivo 毒性の測定に使用される要因の表示
（IEL,  上皮内リンパ球 ; EH, 腸細胞の高さ ; VH,   絨毛の高さ ; DC,  陰窩の深さ）
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にチャレンジした GFD で 20 人の CD 患者を用いた
in vivo 試験では，ラクツロースとマンニトールの比
率に有意な変化は見られなかったが，生検形態，抗
体価，および胃腸症状大多数の患者で変化した 41）。
したがって，糖とタンパク質 / ペプチドに対する異常
な腸管透過性の間の相関の程度は確立されていない。
　血液検査に関して，CD が確認された患者は，検
査対象の薬剤で 3 日間の経口チャレンジを受ける。
末梢血単核細胞（PBMC）は数日後に分離され，薬
剤（ペプチドまたはタンパク質）とインキュベー
トされる 42）。インターフェロン -γ（IFN-γ）応答は，
サイトカイン特異的アッセイにより測定される。直
腸は粘膜組織を取得するためのアクセスが容易な部
位を提供するため，局所グルテン攻撃に対する反応
が調査された 43）。2g のグルテン消化物で攻撃され
た CD 患者の直腸粘膜は，粘膜固有層の著しい腫脹，
マスト細胞の急速な低下，IEL の顕著な上昇，およ
び粘膜固有層のリンパ球の実質的な浸潤を示した。
これらの観察は，直腸粘膜がグルテンに感作されて
いることを示しており，したがって，調査および診
断の目的に便利なアプローチを提供した。

（3）In vitro試験
　毒性を試験するための in vitro システムの開発は，
少量（≈ 1mg 以下）の試験ができるため，純粋なタ
ンパク質およびペプチドの研究における重要なス
テップである。CD 患者の腸組織の器官培養は，最
も信頼性の高い in vitro モデルであることが提案さ
れており，in vivo 状況を反映している可能性がある。
このテストは，1969 年に Browning and Trier によっ
て最初に導入された 44）。CD 患者の組織は，診断手
順の一部として採取され，テスト対象のタンパク質
またはペプチドを含む培地でインキュベートされる
45）。長期培養後の粘膜形態の質の保証はないが，生
検は培養システム内で 24 ～ 48 時間またはそれ以上
継続することができる 31）。元々，活動的な CD 患者
の生検が行われ，組織は培養液のみで酵素活性，炎
症の徴候，および形態の改善を示したが，CD 毒性
物質の存在下では認められなかった。現在，寛解期
の患者の組織は潜在的に有毒な物質とインキュベー
トされ，サイトカイン（例 :IFN-γ，インターロイキ
ン（IL）-4，IL-10）および一酸化窒素などの CD 特
異的効果のマーカーが測定される。この方法の利点

の 1 つは，治療を受けた患者の生検で CD に特徴的
なさまざまな特徴を再現できるため，研究者が CD

の開発に関係するメカニズムを発見できることであ
る 31）。腸生検には腸細胞と粘膜固有層が含まれて
いるため，このモデルは生得応答と適応応答の両方
を判断するのに役立つ。欠点として，器官培養シス
テムはハイスループット法ではなく，組織が循環，
神経系，およびリンパ器官への接続のないことだ。
器官培養システムは，毒性効果を検出するための最
良の in vitro モデルだが，免疫原性効果のみを特定
する T 細胞に関する研究に広く置き換えられてい
る。1990 年代から，小腸粘膜または CD 患者の末
梢血からの T 細胞株およびクローンが，タンパク
質およびペプチドの免疫原性効果を測定し，潜在的
な新規治療形態をテストするために使用されてきた
46）。グルテンに対して産生された T 細胞株とクロー
ンは，多数の実験を行うのに役立ち，刺激に対する
T 細胞の反応を容易に実証する。グルテン感受性 T

細胞は，in vitro で培養および刺激された腸の生検
から分離できる 46），または 3 日間の経口グルテン
チャレンジ後 6 日目に治療を受けた CD 患者の血液
に見られる 42）。頻繁に使用されるテストは，抗原
提示細胞（APCs）（例えば B 細胞）およびトリチウ
ム化チミジンの存在下で TG2 で処理された推定抗
原（約 100 ～ 200μg/mL）と腸の CD 感受性 T 細胞
のインキュベーションによって実行される T 細胞
増殖アッセイである。シンチレーション測定によっ
て決定された T 細胞の増殖は，免疫原性効果のパ
ラメーターである。さらに，IFN-γ または IL の産生
を測定できる。T 細胞検査は，免疫原性効果のレベ
ルを比較するために広く使用されている。たとえば，
異なるグリアジンペプチド 47）およびオートムギ栽
培品種 48）（表 2.8）とのインキュベーション後，SI （刺
激指数，抗原の 1 分あたりのカウントを抗原なしの
1 分あたりのカウントで割った値）および IFN-γ 濃
度を測定するために増殖アッセイを適用した。T 細
胞の感度は大きく変化し，刺激を受けた患者と刺激
の手順に依存するため，参照グルテンタンパク質ま
たはペプチドを比較のために摂取する場合，相対的
な値のみを決定できる。
　グルテン感受性クローンからではなく，複数の
CD 患者からのグルテン感受性 T 細胞株の使用が推
奨されている 49）。
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　グルテンに敏感な T 細胞は腸組織ではまれなの
で，直接評価することはできない。十分に高い頻度
で新鮮なポリクローナルグルテン感受性 T 細胞の
唯一の既知のソースは，短期経口グルテンチャレン
ジの直後に採取された CD ドナーからの末梢血であ
る 42）。グルテン攻撃の数日後に収集された CD 患者
の末梢血単核細胞は，96 ウェルプレートを使用し
て潜在的な抗原とインキュベートされる。IFN-γ の
放出は自動リーダーによってカウントされ，グルテ
ンタンパク質の免疫原性 T 細胞エピトープの包括
的なマッピングが可能になる 50）。一般に，T 細胞は
腸内に存在する他の細胞タイプとの関連性がないた
め，in vivo で小腸に必ずしも影響しないことを言及
する必要がある。さらに，T 細胞は抗原に対する反
応が異なることが多いため，異なる患者の複数の T

細胞株を同時に適用する必要がある。さらに，免疫
原性は，in vivo または器官培養試験で示される毒性
に常に対応するとは限らない。例えば，オートムギ
のプロラミン画分であるアベニンは，T 細胞試験で
は免疫原性を示すが，器官培養試験では非毒性であ
ることが示された 51, 52）。
　皮膚試験，ヒト K562（S）細胞による凝集試験，
白血球遊走阻害試験，またはマクロファージ凝血
促進活性試験などの難易度の低いスクリーニング
アッセイは，一般に受け入れられていない。1990

年代以来，2 つの上皮細胞培養モデル，T84 細胞と
Caco-2 細胞が，CD 特有の効果をテストするための
モデルとして使用されてきた 31）。T84 細胞は結腸癌
の肺転移に由来する。この細胞株は結腸起源だが，
高分子およびイオンに対する腸上皮透過性の研究に
広く使用されている。T84 細胞は，CD の病因の研

究，例えば，自然免疫反応 53）および腸管透過性へ
の影響 54）の研究にも応用されている。Caco-2 細胞
は，比較的高分化したヒト結腸腺癌に由来する。コ
ンフルエンスに達すると，細胞は自発的に分化し，
先端表面が微絨毛で覆われた分化した腸細胞の超微
細構造形態を保持する。Caco-2 細胞は，タイトジャ
ンクションと，腸の内側の細胞に特徴的な多くの酵
素とトランスポーターを含んでいる 55）。これらの
特性により，Caco-2 細胞は腸上皮バリアのモデル
として，および CD に関連する研究で広く使用され
ている。例えば，それらは個々のペプチドがどのよ
うに処理されるか 56），CD 患者の抗体が疾患の病因
にどのように関与するか 57）を明らかにするために
使用されてきた。

（4）動物モデル
　ヒトの腸内物質とは別に，グリアジン画分の細胞
毒性活性を実証するために，ラットまたはヒヨコ胎
児の未熟腸の培養物が使用されている 58, 59）。CD 活
性化合物は，非常に未熟な小腸の発生と形態形成を
阻害し，グリアジンペプチドがその形態形成の初期
段階で小腸粘膜に対して直接的な損傷活性を有する
可能性があることを示す。別のアプローチは，活性
グリアジンペプチドによって引き起こされるラット
肝臓リソソームの破壊研究である 60）。
　CD の免疫学的経路とメカニズムをよりよく理解
するために，さまざまな目的の動物モデルを作成す
るために多くの試みが行われた。現在，グルテン依
存性下痢を自発的に生成する 3 つのモデルがある :

（1）犬，（2）アカゲザル，および（3）馬モデル 32, 

61）。犬モデルでは，アイリッシュセッターはグルテ

表 2.8　異なる栽培品種からのグリアジン消化物，グリアジンペプチド，およびアベニン消化物に対するグルテン感
受性 T 細胞の反応性 (47, 48)a
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ンの消費に応じて部分的な絨毛萎縮と IEL（上内皮
リンパ球）浸潤を発症する 62）。アカゲザルではグ
ルテン依存性の小腸粘膜損傷が報告されており 63），
炎症性小腸疾患のウマではグルテン依存性の抗体レ
ベルの上昇が観察されている 64）。これら 3 つの自
発的モデルすべてに共通するのは，HLA-DQ 2/8 対
立遺伝子との関連性の欠如である。他のモデル（マ
ウス，ラット，ウサギなど）は自発的ではなく，グ
ルテン感作，化学的および / または薬物治療，およ
び CD の機能を開発するための遺伝子改変が必要で
ある。マウスモデルは，特定の遺伝子の CD の発
生への寄与を評価するために導入遺伝子を導入でき
るため，他のモデルよりも大きな利点がある。例え
ば，ヒト HLA-DQ2 または -DQ8 を発現するトラン
スジェニックマウスが生成されたが，使用された動
物のいずれも本格的な絨毛萎縮を発症しなかった 65, 

66）。デ・パオロと共同研究者は，グリアジンを与え
られたヒト化 HLA-DQ8 マウスが固有層で IL-15 を
過剰発現していることを報告した。ただし，粘膜
構造は正常のままである 67）。多くの研究でトラン
スジェニックマウスを使用して，CD 病因のさまざ
まな要素（CD4+T 細胞，TG2，IL-15，腸内微生物
叢の役割など）を調査した 32, 61）。特定のマウスモデ
ルは，CD の新規治療法のテストにも使用された 32, 

61）。病原性ステップを標的とする例は，グルテンペ
プチドの修飾，自然反応の抑制，ゾヌリン -1，炎

症性 T 細胞応答の抑制，および IL-15 または IL-15

の受容体の遮断である。これらすべての試みに関係
なく，この障害のすべての側面を再現する CD の動
物モデルはまだ開発を待っている。

（5）毒性レベル
　穀物，タンパク質画分とタイプ，およびペプチド
の CD 毒性レベルに関する推測を多くの論文が提供
している。たとえば，六倍体の普通小麦は，最も毒
性の強い穀物として頻繁に説明されている。二倍体
および四倍体の小麦種は，六倍体の普通小麦より
も毒性が低いことが示唆された 68–70）。グリアジンは
グルテニンよりも毒性が強い傾向がある 36）。グリ
アジン内では，α- グリアジンが最も毒性が強く，γ-

グリアジンと ω- グリアジンの毒性が低いことが提
案された 71-73）。D ホルデインと C ホルデインはホ
ルデインの中で最も免疫原性が高いことがわかった
74）。多数の報告が，α2- グリアジンからの 33 量体
ペプチドがグルテンペプチド内の最も重要な免疫原
性物質であることを強調している。これらの仮定は
すべて正当化されているか，CD の毒性と免疫原性
のレベルを決定することはまったく可能か ? 意欲的
な患者の数が限られていること，毒性効果を生み出
すのに必要な薬剤の量が比較的多いこと，実験の労
力が大きいため，毒性レベルの統計的に有意な評価
のために生体内チャレンジを考慮することはできな

表 2.9　ペプチド α31-49 および 5 つのアラニン（A）置換ペプチド変異体，フレイザー画分 FIII（FFIII），およびオボ
アルブミン（OVA）で培養された検体の腸細胞高さ（µm）75）
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い。対照的に，CD 患者に由来する小腸生検の臓器
培養は，毒性効果の違いを測定する可能性を提供す
る。寛解期の患者の組織は潜在的に有毒な物質と
インキュベートされ，酵素活性，形態的特徴，サ
イトカイン濃度などの CD 特異的効果のマーカー
を測定できる。陽性および陰性の対照物質を実験
に含める必要がある。例として，ペプチド α31-49

と 10 人の CD 患者の検体で試験した 5 つのアラニ
ン置換変異体の検査を表 2.9に示した 75）。フレイ
ザーの画分 FIII（小麦グルテンの消化性トリプシン
消化物の水溶性部分）およびオボアルブミンをそ
れぞれ陽性および陰性コントロールとして使用し，
培地のみと比較した腸細胞の高さの変化（図 2.15）
を毒性のマーカーとして使用した。結果は，非修
飾ペプチド α31-49 は，陽性対照と同程度の毒性が
あった。ペプチド α31-49/A31 および α31-49/A36

は毒性が低かった。また，ペプチド α31-49/A38，
α31-49/A39，および α31-49/A42 は非毒性だった。

器官培養システムが多種多様な細胞タイプを含み，
生体内の状況を反映していることを考えると，こ
の方法が少数の研究でしか使用されてないことは
驚くべきことである。
　対照的に，CD 患者の小腸粘膜および末梢血から
得られたグルテン感受性 T 細胞による検査は，CD

特異的免疫原性効果の評価に広く使用されている。
表 2.8に例を示した。ただし，T 細胞株とクローン
の感度と特異性は，いくつかのパラメーター（例え
ば，それらが採取された患者や刺激に使用される薬
剤）に強く依存している。一部の T 細胞は特定の
グルテンペプチドに高度に特異的だが，他の T 細
胞は相同ペプチドと交差反応し，これらの T 細胞
間の比率は患者ごとに異なる 76）。これらの制限を
克服するために，T 細胞クローンではなく，異なる
患者からの複数の同時 T 細胞株の適用が推奨され
ている 49）。
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