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アレルギー性炎症における免疫グ口ブリンの新知見:
分泌型 IgAによる好海基球活性化機構と好酸球の高親和性 IgE受容体発現調節
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緒言

気管支端息、アレルギー性鼻炎、アレルギー性結膜炎、アトピー性皮膚炎などの

アレルギー疾患は、先進国で近代社会の発展とともに増加してきた疾病である。こ

れらのアレルギー疾患は、免疫反応による組織傷害機序に基づく Gell& Coombs分

類での l型アレルギ一反応に主に属する。|型アレルギ一反応では、抗原に対する特

異的な IgE抗体[1]が産生され、それがマスト細胞の高親和性 IgE受容体(FceRI)に結

合している。抗原によりそのマスト細胞上の IgE抗体が架橋されると、マスト細胞

は短時間 (15分以内)で活性化され、ヒスタミン[2，3]や口イコトリエン(LT)C4、

LTD4、LTE4、プロスタグランジン(PG)D2、血小板活性化因子(PAF)をはじめとす

る多彩なケミカルメディエーターが遊離される.これらのメディエーターは多様な

生理活性を有しており、平滑筋収縮、血管透過性元進、粘;夜分泌元進などの組織反

応を惹起し、|型アレルギ一反応の臨床像を形成する。このようなtriggeringmol巴cule

としての IgEとマスト細胞由来のメディエーターによる病態として、これまで 1型ア

レルギ一反応は考えられてきた。しかしながら、アレルギー疾患ではマスト細胞と IgE

だけでは説明のつかない様々な現象が認められる。1型アレルギ一反応は二相性であ

ることが多い。前述した抗原曝露後数分で出現するマスト細胞と IgEによる即時型

反応と、それに引き続き数時間後に出現する炎症の再燃を伴う遅発型反応に分けら

れる[4，5].遅発型反応は、特にアレルギー疾患の遷延化、難治化の主因であり、

組織に流入した好酸球、好i.iHき球とそれらに由来するメディエーターが重要な役割

を担っていることがわかってきた。

l型アレルギー反応の遅発栂で重要な好酸球や好塩基球は、骨髄で増強分化し、流

血中に遊出し、循環系から炎症局所に集積する。好酸球は IL-5により、好塩基球は

主に IL-3による作用を受け増殖分化し、骨髄内から血液中に遊出する。流血中の好

酸球や好塩基球は、細胞表面上の integrinを介して血管内皮細胞に援着し、細胞間

隙を transmigrationする。その後、マスト細胞、 Th2リンパ球、線維芽細胞、血管

内皮細胞、平;骨筋細胞などの多彩なアレルギー性炎症細胞に由来する種々のケミカ

ルメディエーターの作用を受け、好酸球や好復基球は組織内へ遊走し、さらにその

浸潤過程で活性化される。特に、好酸球や好塩基球に強力な作用を及ぽすケミカル

メディエーターとして、Th2リンパ球由来と考えられる IL-5、IL-3などのcytokine[6]

や eotaxin[7，8]などの chemokineが重要な役割を果たしていると考えられている。

炎症局所に浸潤した好酸球は、 IgGや IgAクラスの免疫グロプリン刺激などにより、

major basic protein (MBP)、eosinophilperoxidase (EPO)、eosinophilcationic 

protein (EC円、 eosinophil-derivedneurotoxin (EDN)などの細胞傷害性復基性頼粒

蛋白[9]を遊離し、 LTC4、PAFなどのリン脂質由来メディエーターや活性酸素など
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を産生放出することにより、遅発相においてエフェクタ一機能を発慢する[10]。一

方、好塩基球は、細胞膜上に FCERIを保有しており、 IgEを介する刺激でヒスタミン

や LTC4などを遊離する。また好塩基球は、IgE産生を誘導する IL-4の重要な産生

細胞であり、発現している CD40リガンドと協同して、単独で B細胞に IgE産生を

誘導することも示されている[11，12]，好酸球も lし4を産生する[13]が好塩基球と

比較しその産生量は少ない。

このように、好酸球や好塩基球のメディエーター遊離には、種々のアレルギー性

炎症細胞、免疫グロプリン、 cytokineが関与している。しかしながら、好酸球や好

塩基球の活性化機構に関しては、マスト細胞に比べ、未だに解明されていないこと

が数多く存在する。好塩基球に関しては、 IgE抗体を介する刺激により活性化され脱

頼粒が惹起されることは明らかであるが、 IgE以外の免疫グロプリンで強力な好塩基

球活性化を誘導するものは知られていない。本研究第一章で、 IgE以外の免疫グロプ

リンとして、気道内で IgEより豊富に存在する免疫グロプリンである分泌型

IgA(slgA)に着目し、好塩基球活性化作用を有するかを検討した。本研究第二章では、

好酸球に関して IgE抗体を介する活性化に注目し、高親和性 IgE受容体 (FCERI)の

発現制御機構及び機能を検討した。好酸E求脱頼粒を惹起する;夜性因子として、 IgA、

IgGなどの免疫グ口プリンが従来より知られている。しかし、アレルギー疾患で培加

する IgE抗体を介する好酸球活性化作用に関しては報告が少なく、特に FCERIを対

象とした報告はわずかである。寄生虫感染症やアレルギー疾患患者の一部では、好

草委球上に FceRIが認められると報告されているが、好酸球上の FCERI発現調節機織に

ついては全く知られていない。そこで健常人好酸球を用い、 FCERI発現調節機+普及ぴ

FceRI依存性機能について検討を行った。
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， • 分泌型 IgAによる好塩基球活性化機構
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はじめに

好塩基球は、末梢白血球の 0.5~1 %を占めるに過ぎない最少の白血球であり 、

toluidi円巴 blueなどの化学色素に対し異染性(metachromasia)を呈する特徴を持っ

ている。細胞膜上に FCERIを発現し、その FCERIに結合している IgEが特異的多価抗

原により架橋されると、preformedmediatorであるヒスタミンや newly-generated

mediatorである LTC4などのメディエーターが遊離される[14]。平;骨筋収縮、血

管透過性冗進などの生理活性を持つこれらの炎症性メディエーターを遊離すること

により、好塩基球はマスト細胞とともにアレルギ一反応において重要な役割を発揮

している。好塩基球は、 FCERIの細胞膜上発現、頼粒内ヒスタミンの含有、異染性な

どに関してマスト細胞と多くの共通点を持つにもかかわらず、この二種類の細胞は

納胞起源から考えると全く別の細胞系列に属している。流血中の好塩基球が組織に

逃走し、マス ト細胞となるという単球/マクロファージにみられるような形質変換説

は魅力的であったが、現在では全く否定されている。奇異に聞こえるが、好塩基球

に最も近縁の細胞は好酸球である[6]。組織に固着しているマスト細胞とは異なり、

好塩基球はアレルギー性炎症の惹起とともに、炎症局所に流入し、エフェクタ一機

能を発揮するという好酸球と同じ特性を有している.アレルギー患者の鼻腔内や気

道内に実験的に抗原をチャレンジし惹起させた遅発栂においては、好i，i基球の浸潤

と好塩基球由来のメテ.ィエーターの存在が認められる[15，16].気管支端息の遅発

相での気管支肺胞洗浄液(BALF)中には、好酸球とともに好塩基球が認められ、ヒス

タミンが検出される[5].即時相ではヒスタミンと同時に PGD2も検出されるため、

そのヒスタミンはマスト細胞由来と考えられるが、遅発相では PGは検出されずヒス

タミンのみ検出されるため、遅発栂の BALF中のヒスタミンは好復基球由来のメデ

ィエーターと考えられる。また、気管支哨患患者の気道組織では、好塩基球の浸潤

を認め[17]、好塩基球数は端患の炎症の指標となるアセチルコリンの気道過敏性問

値と負の相関関係にあり、アレルギ一性炎症での好1盆基球の重要性が示唆されてい

る[18].

IgE を介する刺激は殆ど全ての人の好塩基球から約 20~50%の脱穎粒を誘導する

ことから、好塩基球活性化における IgE抗体の重要性は確立している。一方、好塩

基球がエフヱクター機能を発簿するアレルギー性炎症の場である気道や消化管の粘

膜組織において量的に最も多い免疫グロプリンは IgAであり、そのほとんどは

secretory component (SC)を結合した分泌型 IgA(slgA)である[19].slgAは、分

子量約 38万 kDaの糖蛋白で、二塁体の IgAとSCと」鎖により矯成され、 SCはIgA

のCα2domainに、」鎖は IgAのC末端の cysteineに共有結合している(図 1)[20]. 

二量体 IgAと」鎖は、粘膜固有層に存在する形質細胞により産主とされ、上皮細胞の
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基底膜傾IJに存在する polymericIg receptor (plgR)に結合し上皮細胞内を通過し、最

終的には上皮細胞の粘膜函で、 plgRの一部が酵素的に切断され、 slgAとして粘液内

に遊離される(図 2)[19]。これまでに slgAの好塩基球に対する作用は全く知られ

ていない。気管支端息やアレルギー性鼻炎などの病態において、局所で最も豊富な

免疫グ口プリンである slgAがアレルギー性炎症細胞である好塩基球を活性化する機

構が存在するのではないかと考え、 slgAによる好塩基球活性化機構について検討を

行った。
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担盟主主這

試薬

精製ヒト recombinant(r) IL-3、IL・5、granulocyte-macrophage(GM)ーCSFは、

キリンビール(東京)、サントリー(大阪)、住友製薬(東京)より提供された。卵

白アルブミン(OVA)、フィプリノーゲン、genistein、N-formyl-methionyトleucyl-

phenylalanine (FMLP)、cytochalasinBは、 SigmaChemical Co.(St. Louis、MO、

USA)より購入した。血清 IgA、myelomaIgA、slgAなどの精製化ヒト IgA抗体は、

Cappel-Organon Teknika Corporation (West Chester、PA、USA)より購入した。

ヤギ抗ヒト IgE抗体は、日本生物化学研究所(名古屋)から購入した。Clostridium

ramosumから抽出した IgAプロテアーゼ[21]により切断された slgAFab部分と

(Fc)z.SC部分lま藤津隆夫先生(国立療養所三重病院小児科、三重)より供与された。

初乳からヘパリンセフアロースカラムとゲルろ過カラムにより精製したfreeSCは、

茂呂周先生(日本大学歯学部病理、東京)より提供された[22].ウサギ抗ヒト SC

抗体(ポリクロナール)とコントロールウサギ Igは OAKO(Glostrup、Oenmark)

より購入した。百日咳毒素(PTX)はResearchBiochemicals (Natick、MA、USA)よ

り、staurosporineはBiomolResearch Laboratories (Plymouth Meeting、PA、USA)

より、wortmanninは和光純薬(大阪)より、 P098059[23]はNewEngland Biolabs 

(Beverly、MA、USA)より、 SB203580[24]はCalbiochem(La Jolla、CA、USA)

より購入した。ヒト C089(FcαRI)に対するモノクロナール抗体(mAb)である A59

(mouse IgG1 K) r立、 Or.H. Iくubagawa(Oivision of Oevelopmental and Clinical 

Immunology、Universityof Alabama、Birmingham、AL、USA)より提供された[25].

細胞接若阻害作用を持つ抗 integrin抗体は下記のものを使用した。抗 C011a抗体

(TS1/22; IgG1K) [26]は、当科嘗間重人先生より提供された。抗 C011b抗体 (012;

IgG2ぷ)[27]、抗C011c抗体 (SHCL-3;IgG2bK) [28]、抗C018抗体 (L130; IgG1K) 

[29]は、 BectonDickinson (San Jose、CA、USA)より購入した。抗 C049d抗体

(HP2/1; IgG1K) [30]はImmunotech(Marseille、France)より、抗C029抗体(4B4;

IgG1K) [31]はCoulterImmunology (Hialeah、FL、USA)より購入した。マウス mAb

である IgG1K、IgG2a](、IgG2bKはICNPharmaceutical (Aurora、OH、USA)より購入

した。ヒトリコンビナント可溶性ICAM-1(rsICAM-1)はR&OSystems (Minneapolis、

MN、USA)より購入した。

緩衝液; 

25 mM PIPES (Sigma Chemical Co.、St.Louis、MO、USA)、119mM NaCI、5mM 

KCI、0.03%ヒト血清アルブミン(HSA)(ミドリ十字、大阪)を含む PIPESA緩衝
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液でpH7.4に調整したものを使用した。好活基球や好酸球の刺激実験には、PIPESA 

緩衝液に 2mM Ca2+ と 0.5mM Mg2+を加えた PIPESACM緩衝液を使用した。

蛋白結合セフアロースビーズの作製

蛋白結合セフアロースビーズは Fujisawaらと同様の方法にて作製した[32]。まず

cyanogen bromideにより活性化されたセフアロース 4Bビーズ(Pharmacia、

Uppsala、Sweden)を1mM塩酸にて洗浄後、ホウ酸緩衝液 (0.2M H3B03、0.5M 

NaCI、0.02M NaOH、pH8.6)にて3回洗浄した。ホウ酸緩衝液に溶解した蛋白を

セフアロース 4Bビーズ 1mlに対し 10mg量加え、 4
0
Cで一晩撹排反応させた。翌

日、そのビーズを少なくとも 3回以上ホウ酸緩衝液にて洗い、 0.1 M Iysine 

monohydrochlorideを加えたホウ酸緩衝液に置換し、室温で2時間撹排反応させた。

次に、ビーズをホウ酸緩衝液と 0.1M酢酸緩衝液 (pH4.0)の両液で交互に 3回ず

つ洗浄し、最終的にホウ酸緩衝液に再浮遊し 4"Cで保存した。全洗浄液の吸光度を

測定することにより、加えた蛋白の 85%以上はビーズに結合していることを確認し

すこ.

細胞の譲整

ヒト好塩基球や好酸球は、アレルギー疾患の既往がなく、 informedconsentが得

られたボランティアの末梢血から分離精製した。ほとんどの実験では、 Percollより

部分精製した好塩基球を使用した。まず末純血に 1/9量の 0.1M EDTA溶液を抗凝

固剤として加えた。 15mlチューブに比重 1.079g/mlのPercoll溶液 5mlを入れ、

その上に比重 1.070g/mlのPercoll溶液 5mlを重層した。二重 Percoll層の上に

EDTA血5mlを重層し、 700x g、22"C、 15分間遺心した。その後、重層した Percoll

溶液聞に移動した細胞を回収し、 PIPESA緩衝液で洗浄し、これを Percoll分離好塩

基球とした。一部の実験では、既報の如く、 negativepanningによりさらに好筏基

球を精製したものを用いた[33]oPercoll分離好塩基球をマウス抗CD2抗体、抗CD14

抗体、抗CD19抗体 (BectonDickinson)、抗CD16抗体(Immunotech)で40C、60

分間反応させた。あらかじめヤギ抗マウス抗体(Biosource: Camarillo、CA、USA)

を圏相化させたプレートに撒き、 40C、60分間反応させた.好塩基球以外の細胞を

プレートに接着させ、浮遊細胞を回収することにより、精製好寝基球を得た。精製

度は、 Percoll分離好塩基球群では 24:t11%、精製好塩基球群では約 72:t11%で

あった。両群とも好酸球の混入は全く認められなかった。細胞の生存率は、 trypan

blueによる色素排除法にて測定し、常に 95%以上であった。

好酸球の精製法はa:報の如く行った[34]。まず末梢血に 1/9量の 0.1M EDTA溶

液を加え、さらに 1/4量の 5% Dextran (Pharmacia)を含む pH7.4 Dulbeccoリ
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ン酸緩衝液(PBS)を加えた。室温で 30分間静置後、赤血球層のよの白血球層を回収

した。比重 1.088g/mlのPercoll湾液のよに白血球浮遊液を重層し、 700xg、22"C、

15分間遠心した。その後 Percoll溶波層の底の細胞を回収し、蒸留水で 1分間処理

することにより、赤血球を溶血させた。抗 CD16抗体結合 magneticmicrobeads 

(Miltenyi Biotec GmbH、BergischGladbach、Germany)と4.C、30分間反応させ

た後、 MACScell sorter column (第一化学、東京)にて、 CD16陽性細胞である好

中球を除去し、精製好酸球を得た。好酸球の純度は 99%以上であった。生存率は、

trypan blueにて測定し、常に 95%以上であった。

好塩基球からのメディヱーター遊議

細胞浮遊液に希釈した抗IgE抗体試薬を加え、 37'C、45分間反応させることによ

り、抗 IgE抗体刺激を行った[35].OVA、IgA、slgA、SCなどを結合させたセフア

ロースビーズによる刺激は以下のように施行した。 Alcianblue染色にて計測した好

塩基球数に基づいて決めたビーズ量(図に示すビーズ細胞比)を、細胞浮遊液の入

っているそれぞれのチューブに加えた。さらにビーズと細胞の接触を増すために、

チュープを 50x 9、8分間遠心した。その後、 37'Cにて、 45分間反応させた.プ

レート固栂化法による好塩基球脱穎粒に関しては次のように行ったo PBSに湾解し

たOVA、IgA、slgA、SCを 100μlずつ 96穴プレート(Maxisorp: Nunc、Roskilde、

Denmark)の各穴に加え、 4"C、一晩放置することにより、コーティングした。翌日、

1 %HSAを含む PBSで37"C、60分間 blockingした。次いで、 PIPESACM 200μ| 

に浮遊させた Percoll分離好塩基球をプレートに加え、 SOxg、8分間違心し、 37"C、

120分間、反応させた。反応終了後、遠心し上清を回収した。ヒスタミン測定用の

検体は、除蛋白のため最終濃度 2%の過塩素酸(和光純薬、大阪)を加えた後 40Cで保

存した。ヒスタミンは、自動蛍光測定器(TechniconInstruments Co.、Tarrytown、

NY、USA)を用い測定した。 LTC4は、 BuhlmannLaboratories AG (Schonenbuch、

Switz巴rland)のELlSAキットにて測定した。

それぞれの実験において、可溶性刺激では PIPESACMによるヒスタミン遊離

(blank)を、セフアロースビーズ結合刺激では OVA結合セフアロースビーズによる

ヒスタミン遊離を対照遊離としたが、常に全ヒスタミン含有量の5%以下であった。

それぞれの実験は少なくとも duplicateで行った。ヒスタミン遊離率は、次式によ

り求めた。

ヒスタミン遊離率(%)=(刺激によるヒスタミン遊離量対照遊離量)1(総細胞内

含有ヒスタミン量ー対照遊離量)x100 

Flow cytometryによる FcaRIの解析
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細胞表面上の FcαRIの解析に用いた好塩基球は、 negativepanningにより 98.5%

以上に精製した。好!1A基E去を PIPESACM緩衝液に浮遊させ、 lし35ng/mlの濃度で、

37"C、30分間反応させた。 IL-3にて前処置した好塩基球と 99%以上に精製した好

酸球を‘それぞれ 3%FCS、0.1% NaN3を含む PBSに浮遊させ、 A59mAbもしく

はコントロール mAb5μg/mlで 60分間氷中で反応させた。細胞は 2回 3%FCS、

0.1% NaN3を含む PBSで洗浄し、 7μg/mlの濃度の FITC結合ヤギ抗マウス IgG抗

体 F(ab')z部分(JacksonImmunoResearch Labs、WestGrove、PA、USA)と30

分間氷中で反応させた。その後、細胞は 2回洗浄し、細胞の蛍光強度を EPICSXL 

System 11 (Coulter、東京)で測定した。

気管支端怠患者と鍵常人における slgAによる好塩基球税額粒の比較

informed consentの得られた提供者から採血を行い、好塩基球脱頼粒実験を行っ

た。提供者の背景を表 1に示す。気管支瑞息の診断は、日本アレルギー学会による

端息予防管理ガイドラインに基づき、①発作性の呼吸困難、端嶋、胸苦しさ、咳な

どの症状の反復、②少なくとも部分的には見られる可逆性の気流制限、③心肺疾患

などの鑑別可能な疾患でないことを基準に決定した。アトピー素因の存在に関して

は、 RAST陽性(score2以上)またはプリックテスト陽性者をアトピー型とした。哨

患の発作強度は、 A:大発作、 B:中発作、 C:小発作、 01:端嶋、 02:胸苦しい、 N:症状

なしに分類し、重症度は、軽症間欠型、軽症持続型、中等症持続型、重症持続型に

分類した。末梢血 20mlより Percollにて好復基球を部分精製し、 IL-3で priming

する群としない群に分け、それぞれ種々の濃度でプレートに固相化したslgA、抗 IgE

抗体、 FMLPで刺激し、ヒスタミン遊離を検討した。ヒスタミン遊離に関して、最大

ヒスタミン遊離率を reactivi旬、最大ヒスタミン遊離率の 50%の遊離を惹起する刺

激物の濃度を sensitivityとして解析した。また、気道閉塞の程度を客観的に捉える

ために、採血と同時にミニライトピークフローメーター (ClementClarke 

International， London， England)で3回測定を行い、最大値をその人のピークフロ

ー(PEF)値とした。

統計学的分析

データは平均±標準誤差(SEM)にて表現した。統計学的有意差の検定には、有意

水準 5%で Studentトtestを用いた。ヒスタミン遊灘における種々の因子の相関関

係は、 SpearmanJ順位棺関j去を用い、有意水準 5%で相関関係ありとした。
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量墨

1・1 囲網化slgAによる好糧基球脱額粒

/L-3にてprimingした好塩基球からの s/gA依存性ヒスタミン遊離

まず、 slgAが好塩基球を活性化し得るかを検討するために、セフアロースビーズ

に固相化した slgAを用いて好趨基球への影響を検討した。IL-3などの好塩基球増殖

因子が好復基球の脱穀粒を培強するという Hiraiらの報告[36]に基づき、 Percoll分

離好塩基線を IL-3(5ng/ml)fこて、 3rc、30分間前処置する群としない群に分け、
それぞれ 45分間、種々の濃度のビーズ細胞比で slgA結合セフアロースビーズと反

応させた。図 3に示すように、 IL-3で前処置しない好泡基球からは全てのビーズ細

胞比で、有意なヒスタミン遊離は認められなかった。一方、 IL-3前処置好塩基球で

は、固相化 slgAにより明らかなヒスタミン遊離が誘導され、ビーズ細胞比に依存し

遊離率の増加を認めた。高濃度(ビーズ細胞比 1: 10)の slgA刺激で約 15%のヒ

スタミン遊離が認められ、ビーズ細胞比 1: 20-40の slgA刺激では、 5-10%のヒ

スタミン遊離が認められた。一方、ビーズに固栂化せずに可溶性 slgAにでも直接好

塩基球刺激を試みたが、高濃度の slgAでも全くヒスタミン遊離は認められず、 slgA

による好塩基球脱頼粒には slgAの困相化が重要であることが明らかになった。

以上の実験は Percollによる非連続密度勾配;去によって約 15%に部分精製した好

塩基球を用いた。Percoll分離好塩基球中には、リンパ球、単球、好中球などの白血

球の混入が 70~90%ほど認められる。そこで、好塩基球以外の混入白血球が好塩

基球に与える間接的な影響を除外するために、 negativeselectionにて好塩基球を

さらに高純度に精製し問機の実験を行った。図 4に示すように高純度に精製した好

塩基球でも Percoll分離好塩基球と同程度のヒスタミン遊離が認められた。この結果

から、 IL-3及びslgAは、好糧墓球以外の白血球に作用して間接的に好塩基球を刺激

するのではなく、両者とも直接好塩基球に作用しヒスタミン遊離を誘導することが

確認された。また IL-3で処置後に slgAで刺激する通常の過程とは逆に、好塩基球

を slgAで 45分間反応させた後に IL与を添加しでもほとんどヒスタミン遊離が認

められない(図 5)ことから、 slgAによるヒスタミン遊離には slgA刺激前に IL-3で

前処置することが必須であると考えられた。

図6にslgAによる好塩基球ヒスタミン遊離の timecourseを示す。 slgAによる

好塩基球の脱穎粒は比較的早い反応であり、 5分間の slgA刺激にて有意なヒスタミ

ン遊離 (~5%) が認められ、ヒスタミン遊離はほぼ 45 分以内に plateau に達した。
Hiraiらは数 pMのIL-3が好塩基球脱頼粒の primingに十分であると報告している

[36]0 slgAによる好泡基球脱頼粒でも同様の現象が確認された。IL-3は低濃度 (5-
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50 pg/ml)でも好塩基球に対して有意な priming効果を示し、slgAによる有意な

目見穎粒を誘導した。IL-3の濃度依存性に slgA依存性ヒスタミン遊離は増加し、 5000

pg/mlの IL-3では、約 15-20%のヒスタミン遊離に達した(図 7)。受容体のP鎖が
共通である IL-5や GM-CSFも IL-3と同様に好塩基球の活性化作用を持っているこ

とが知られている[36，37]. slgA刺激においても同様で、|し3の代わりに IL-5や

GM-CSFによる前処置にて明らかなヒスタミン遊離が誘導された(図 7)。

slgAによる好塩基球からの LTC4遊離

IgEを介する刺激では、好塩基球は脱頼粒を起こし、 preformedmediatorである

ヒスタミンを遊離するのみならず、newlysynthesized mediatorである LTC4も産

生、遊離する[38，39]. slgA刺激によっても newlysynthesized mediatorの産生

が誘導されるかを検討するために、好塩基球からの LTC4遊離実験を施行した。図

8に示すように、セフアロースビーズに園相化したslgAは、 IL-3でprimingした好

塩基球から有意な LTC4遊離を誘導した。その LTC4遊灘量は、 IL-3により priming

された好塩基球が抗 IgE抗体に反応して遊離する量の約半分であった。 IL-3により

primingされた好境基球からの LTC4遊離は全員に認められたが、数人 (9人中 4

人)の pnmlngしていない好塩基球からも少量の LTC4遊離が認められた。このこ

とから、 slgAによる LTC4遊離には、全員ではないが、一部の者では、IL-3による

primingが必須ではないということが示唆された。

好塩基球ヒスタミン遊厳における slgAの(FC)2SC部分の重要性

slgAは2量体の IgAにJ鎖と SCが結合した構造をとっている(図 1).slgAの

いかなる部分が好泡基球活性化に関与しているのかを解明するために、正常血清 IgA、

myeloma IgA、slgAの Fab部分、 slgAの(Fc)zSC部分について好塩基球の脱穀粒

作用を検討した(図 9)。正常血清 IgA、myelomaIgA、また slgAの Fab部分によ

る刺激では全く好塩基球ヒスタミン遊離は認められなかった.一方、 slgAの(Fc)zSC

部分による刺激ではslgA刺激とほぼ同等のヒスタミン遊離が認められた。

slgAの(Fc)zSC部分が重要であることが判明したたため、 IgAの Fc部分の受容

体である FcαRI(C089)が好塩基球の細胞表面上に発現しているかを抗 C089抗体を

使用し、 flowcytometryにて検討した。同時に施行した好駿球では、既知の報告[40] 

どおりに明らかな C089発現が認められた。一方、好復基球上に C089発現は認め

られないとする P.Valentらの報告[41]と同様に、 IL-3で 30分間 primingした好
塩基球でも C089の発現は全く認められなかった(図 10)。

プレート陸相化;去による slgA依存性好塩基球脱頼粒



以上の実験は固相化担体としてセフアロースビーズを用いてきた。より強力な作

用を惹起するために、slgAを 96穴 ELlSAプレートにコーティングし、好塩基1京税

額粒を検討した。図 11 に示すように、セフアロースビーズ面相化法の結果と同様

に、プレート固相化 IgA刺激や myeloma細胞由来の二量体 IgA2(日大病理の茂呂

先生より供与)[42J刺激では全くヒスタミン遊離は認められなかった。一方、プレ

ート固栂化 slgA刺激は約 50%という IgE刺激に匹敵する強力なヒスタミン遊離を

誘導した。同一人の好塩基球からの slgAによるヒスタミン遊離を担体問で比較した

ところ、ビーズ固相化法では 19.6士7%、プレート固栂化法では 58.8:t20%とプ

レート園相化法で有意に強力な (pく0.02)ヒスタミン遊離が認められた(図 12)。図

13にプレート固相化法による timekineticsを示すが、約 120分後に slgA刺激に

よるヒスタミン遊離は最大となり、その後はほぼ plateauであった。次に IL-3によ

るpriming時間を変えることにより slgA依存性好塩基球ヒスタミン遊離を検討した

ところ、 priming時聞が 5分で最大の遊離となった(図 14)。この結果は、IL-3によ

るprimingは30分以内に生じるという既知の報告[36Jと同じであった。

次に、初乳より精製した SCを直接プレートに回相化して、好塩基球のヒスタミン

遊離を検討した。 1ロットの SCでヒスタミン遊離が認められたが、その SCには、

少量であるが IgAまたは slgAの混入が ELlSAにて認められ、他の全てのロットで

は全くヒスタミン遊離は認められなかった。さらに、 slgAをプレートに閤稲化後、

ポリクロナール抗 SC抗体でそのプレートを前処置し、IL-3で primingした好塩基

球をプレートに入れ刺激する実験を施行した。図 15に示すように、抗 SC抗体 30

μg/mlの濃度の前処置にて、 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離は約 24%に抑制

された。



1-2 slgAによる好塩基球脱頼粒機様

slgAによる好塩基球脱穎粒の細胞内シグナル伝達機織を明らかにする目的で、級

胞外 CaZ+、Mg2+イオンの影響、百日咳毒素、各種キナーゼ阻害剤による影響を検討

した。

slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離における細胞外 Ca2+イオンと Mr/+イオ

ンの必要性

slgAによる好塩基球税額粒が細胞外 Ca2+イオンと Mg2+イオンに依存しているか

を明らかにするために、両イオンの存在下非存在下 (Ca2+-/Mg2+-，Ca2に IMg2++、

Ca2++/Mg2+-、Ca2++ IMg2+ +)で好塩基球を slgAで刺激した(図 16).Caz+ーIMg2+

では、 slgA刺激でも抗 IgE抗体刺激でも全くヒスタミン遊離は誘導されなかった。

既報[43]の如く、抗 IgE抗体刺激によるヒスタミン遊離は Ca2++/Mg2+ーでも変化な

く、細胞外 Ca2+イオンのみに依存していることが確認された。一方、 slgA刺激では、

両イオン一方の存在下でも、有意なヒスタミン遊離抑制 (Ca2川IMg2++での最大ヒ

スタミン遊離量の~35%) を認めた。 このことから、 slgA によるヒスタミン遊離に

は細胞外 Ca2+、Mg2+両イオンに依存していることが示唆された。

百日咳毒素による slgA依存性好復基球税額粒の抑制

GTP結合蛋白 (G蛋白)が slgA依存性脱頼粒の細胞内シグナル伝達機備に関与し

ているかを検討した。 G蛋自のサブユニットを ADPリボシル化する作用を持つ百臼

咳毒素(PTX)[44]で好塩基球を 37"C、2時間前処置し、 slgA、抗 IgE抗体、 FMLP

によるヒスタミン遊離を検討した。図 17に示すように、 G蛋白非結合受容体である

FCERIを介する抗 IgE抗体刺激は PTXで全く抑制されなかった。一方、 slgA刺激で

は、 PTXの濃度依存性にヒスタミン遊離の抑制が認められ、その濃度依存幽線は、 PTX

感受性 G蛋白共役受容体を介する FMLP[45]刺激とほぼ同様であった。 slgA刺激に

よる好塩基球税額粒のシグナル伝達機備には、 PTX感受性の Giクラスの G蛋白が関

与していることが示唆された。

各種キナーゼ銀書薬による slgA依存性好塩基球脱寂粒の抑制

好塩基球活性化には、種々のキナーゼが働いていることが報告されている[46-49].

好塩基球の slgA受容体を介するシグナル伝達機構におけるキナーゼの関与を明らか

にするために、各種キナーゼ阻害剤を使用してヒスタミン遊離を検討した(表 2).

phosphatidylinositol (PI) 3-kinas巴阻害薬の wortmannin、MEK-1 阻害薬の

PD98059、p38MAPkinase阻害薬の SB203580、proteinkinase (PK) C阻害薬

のstaurospori問、 proteintyrosine kinas巴(PTK)阻害薬の genisteinで好塩基球

働，5 -



を前処置し、slgAによるヒスタミン遊離を行い、抗 IgE抗体刺激と比較した。阻害

薬なし時のヒスタミン遊離を 100%とした表である(表 2)。抗 IgE抗体によるヒス

タミン遊離は staurospori問、 wortmannlnで抑制された。一方、 slgAによる遊稼

はPD98059、 SB203580では部分的にしか抑制されず、 wortmanninでは完全に

抑制lが認められた。



1-3 slgA依存性好温基球脱頼粒における細胞接着の重要性

slgA依存性好塩基球税額粒におけるs2 integrinの役割

slgAによる好塩基球目見穎粒は slgAを固栂化しないと誘導されない。また、細胞

内の microtubuleの集合限害作用を持つ cytochalasinB[50]にて好塩基球を前処置

すると、抗 IgE抗体によるヒスタミン遊離は既知の報告どおり増強したが、 slgAに

よる遊離は完全に抑制された(図 18)。これらのことから、 slgAによる好塩基球税

額粒には細胞接着が関与していると考えられ、接着分子の役割を検討した。好塩基

球の細胞表面上には、接着分子として、 LFA-1(C011 aパ8)、MAC-1(C011 bハ8)、
gp95， 150 (C011 c/18)の 3種類のs2integrin、VLA-4(C049d/29)、VLA-5

(C04ge/29)、VLA-6(C049f/29)の3種類のs1integrinが発現しうることが報告

されている[41，51-53]，そこで、 slgAによる好塩基球脱頼粒における各種integrin

の影響を検討した。s2integrinである C011a、C011b、C011c、C018に対する

mAb、また日1integrinである C049d、C029に対する mAbで好泡基球を前処置

して、固禍化 slgA刺激によるヒスタミン遊離を検討した。図 19に示すように、抗

C011目、 C011b、C011c、C049d、C029抗体による前処置は、全く slgAによる

好塩基球目覚頼粒に影響を及ぼさなかった。一方、抗 C018抗体による前処置では、

明らかにヒスタミン遊離の抑制が認められ、 slgAによる好塩基球脱頼粒には院

integrinが関与していることが示唆された。次に、直接s2integrinを介した刺激に

より好塩基球脱頼粒が誘導されるかを明らかにするために、 s2integrinのリガンド

である sICAM-1やフィブリノーゲンを直接 96穴プレートに固相化して、|し3で

pnmlngした好塩基球を反応させたが、全くヒスタミン遊離は認められなかった(図

20)。



1-4 端息患者と健常人における slgAによる好塩基球脱頼粒の比較

気管支端怠患者における slgA依存性好盗基球脱穎粒の重要性

表 1に示すように、アトピー型哨息 8人、非アトピー型哨息 2人、アレルギー疾

患を持たない健常人 10人について、 slgAによる好塩基涼ヒスタミン遊離について

検討を行った。その結果を表 3に示す。どの項目に関しでも端怠患者群と健常人群

とで有意差は認められなかった。

端息患者 10人中 4人で、 IL-3による primingなしで、 slgA刺激にて明らかな好

塩基球ヒスタミン遊離が認められた(図 21)。その中の一人は IL-3primingなしでも

約 11%ものヒスタミン遊離が誘導された。本症例はアスピリン端息患者で非アトピ

ー性端息であった.

年齢、擢病期間、 PEF(%)、好塩基球数、好温基球比率、好酸球数、好自主球比率、

slgA刺激(IL-3 priming+)、抗IgE抗体刺激(IL-3priming-)、FMLP刺激(IL-3priming-) 

の sensitivity、reactivityなどの穣々の因子に関して、栂関関係が認められるかを

検討した。表4に有意水準 5%で相関関係が認められたものを示すが、端怠患者 10

人のみに絞った検討で、哨息患者の穫病期間と slgA刺激の sensitivityに正相関が

認められた。なお、症例数が少ないため、日常息患者の重症度や発作強度との関連に

関しては検討できなかった。



主豊

気道や消化管などの粘膜組織の表面は、種々の微生物の侵入に対する特異的な感

染防御機備として、粘膜バリアーと呼ばれる粘;夜層に濯われている。粘;夜層を婿成

する分泌;夜中に最も多く含まれる免疫グ口プリンは IgAであり、その大部分は slgA

の形をとる[54].粘膜組織の IgA、主に slgAは、微生物などの侵入に対する生体防

御機構に関わっている[19，55]. IgA、特に slgAは、粘膜免疫において、細菌由来

の毒素、 E事素やウイルスに対する中和作用や、細菌の粘膜面への接着阻害作用など

を介して、微生物の侵入を阻止していると考えられている。 IgA欠損症患者では、

健常人では見られないタイプの感染をしばしば繰り返すことが知られている[55]。

試験管内の実験では、好中球やマクロファージが IgAと細菌の複合体を除去し得る

ことや微生物や毒素に対して FcαRを介した抗体依存性細胞傷害作用(ADCC)や貧食

活性を示すことも証明されている。さらに、最近の報告では、 slgAは HIVに対して

も中和活性や ADCC活性などを有することも明らかになった[56，57]。このように

IgA、slgAを介した感染防御を担っている粘膜組織は、気管支端患、アレルギー性

鼻炎、食物アレルギーなどのアレルギー性炎症の場でもある。 IgAや slgAも、細菌

やウイルスに対する感染防御だけではなく、アレルギー性炎症の病態形成に関わっ

ていることが報告されている。瑞息患者のR客療中 IgAは健常人と比較し有意に多い

[58]。また、アレルギー性鼻炎患者の鼻腔洗浄液中や端息患者の肺胞洗浄液中の IgA

は、アレルギー疾患でない者より高値をとる[54].抗原特異的 IgAに関しでも、ダ

ニ抗原に感受性を持つ瑞息患者の略波中ダニ特異的 IgAは、ダニ抗原に感受性を持

たない端怠患者のものより上昇していることが示されている[59]。またブタクサに

感受性を持つアレルギー性鼻炎患者では、ブタクサの飛散時期に、鼻汁中のプタク

サ特異的 IgA値と好酸球数やEDNが同時に上昇する[60].さらに端息患者の生理食
塩水による誘発曜夜中の ECP値と IgA値には有意な正相関が認められ、生体内でも

slgAが好酸球活性化に関連していることも報告されている[58，61]. 

IgE抗体がレアギンとして好塩基球脱頼粒に免疫グロプリンとして関わっているこ

とは明らかである[1]。また IgG4抗体も好塩基球脱頼粒を誘導し得るという報告も

認められる[62]。一方、好塩基球活性化における slgAの役割に関する報告はこれ

までなかった。本研究で初めて居中目化 slgAがヒト好塩基球からのメディエーター遊

離を誘導することが明らかにされた。アレルギー性炎症の場である粘膜組織で slgA

は最も豊富な免疫グロプリンであり、 slgAによる好塩基球活性化機構は、生体内に

おいても重要な役割を果たしているものと考えられる。

slgAによる好塩基球脱頼粒には IL-3による primingが必須であった(図 3).IL-

3はもともとマウスマス ト細胞において増摘、分化を誘導する因子として同定され
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た[63]。しかしながら、ヒトにおいて、IL-3は、マスト細胞の治殖には関与せず、

好塩基球に対する増殖、分化因子として働いていることが明らかになった[6].一般

約に増殖因子は、前駆細胞に対する分化増殖作用と成熟細胞に対する生物活性増強

作用の二つの生理活性を有している。これはヒト好塩基球にも適合することで、ヒ

ト好塩基球i営殖因子である|し3はヒト好塩基球活性化因子として作用することが判

明している[64].IL-3は、好塩基球の逃走作用[33]、内皮細胞への接着作用[51]、

生存延長作用[65]以外にも、好塩基球のメディエーター遊離を増強する作用[36，

66]も有している。 IL-3は、一部のアレルギー患者の好海基球に対しては直接ヒス

タミン遊離を惹起するが、健常人やアレルギー患者のほとんどに対しては直後の脱

頼粒作用は持たず、刺激によるメディエーター遊離を増強する priming作用を有し

ている。本研究においても IL-3による primingなしで固相化 slgAにより刺激して

も、好海基球の税額粒は全く誘導されなかった。しかしながら、短時間 IL-3でpriming

することにより slgA刺激で明らかな好塩基球税額粒が認められた。一般的に好塩基

球の primingに要する時間は短時間で十分であり、 IL-3で 15分間好塩基球を前処

置することで抗 IgE抗体刺激による好塩基球ヒスタミン遊離が増強される[36].slgA 

による好塩基球脱穎粒も同様であり、 IL-3で 5分間 primingするだけで強力なヒス

タミン遊離が認められた(図 14)。また、 IL-3の次に slgAを添加するという順序

が、 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離には重要であり、 IL-3が pnmmg作用を持

ち、 slgAが脱穎粒作用を持つことが確認された(図 5).slgAの場合と同様に、IL-

3による primingが好塩基球脱頼粒を惹起するために必須であるという現象は

C3a[66]やPAF[67]などの因子でも認められる。 slgAによる好塩基球活性化に要す

るIL-3はpMという低濃度で十分であり、 IL-3は好塩基球上の高親和性 IL-3受容体

(IL-3R)に結合して作用を及ぽしていると考えられた。 IL・3Rを介するシグナル伝達

には IL-3RのP鎖が関わっていると考えられている。 IL-5や GM-CSFも受容体の日鎖
が IL-3Rs鎖と同一であり、日鎖を介するシグナル伝達が重要であることが報告され

ている[68].IL-5や GM-CSFによる primingでも slgAによる好塩基球脱頼粒は誘

導された(図 7)。このことから slgAによる好塩基球税穎粒の pnmlngに関連する

細胞内シグナル伝達は IL-3RのP鎖を介するものが重要であると考えられた。これら

の好塩基球活性化作用を持つ cytokineは主にアレルギー性炎症局所で活性化された

ThZ細胞や上皮細胞により産生される。生体内では、組織に遊走した好塩基球がこ

れらの cytokineで primingされることは充分に考えられ、本研究で認められた slgA

による好塩基球目覚頼粒は、生体内のアレルギー性炎症局所でも生じていると考えら

れる。

好塩基球の遊離するアレルギー性炎症で重要なメディエーターとして、 preformed

mediatorであるヒスタミン、 earlygenerated mediatorである LTC4、delayed
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generated mediatorである IL-4[12，69]や|し13[70，71]などの Th2タイプの

cytokineが挙げられる。slgAによる好塩基球活性化として、preformedmediator 

であるヒスタミンと earlygenerated mediatorであるLTC4遊離が認められること

を確認した(図 8)0slgA刺激によって、IL-4や|し13が産生され得るかどうかは

重要な諜題であり、現在検討中である。

slgAは、前述の通り二量体の IgAと」鎖と SCにより構成されている。IgAには、

IgA1とIgA2の二種類のサブクラスが存在する。血清 IgAは IgA1の占める割合が

多く、 slgAはIgA2が占める割合が多い[72]が、単量体の IgA1、二量体の IgA2を

固相化しでも全く好塩基球からヒスタミン遊離は認められなかった。また、 10%は

IgA2を含有していると考えられる血清 IgAの高濃度刺激においても全く好塩基球脱

穎粒を認めなかった。このことから IgAとslgAによる好塩基球脱頼粒作用の違いは

IgAのサブクラスの栂違に起因するものではないと考えられた。我々の結果から slgA

の好塩基球脱頼粒には、 Fab部分ではなく、 (Fc)zSC部分が重要であると判明した

(図 9)が、好泡基球上の slgA結合部位は下記の理由から FcαRI(C089)とは異な

ると想定される。好中球、好酸球などの白血球ではFcαRIの発現が報告されている[40，

73]が、他の報告[41]や我々の検討でも flowcytometryによる解析では好塩基球

上に C089は全く認められない(図 10)。また、競合実験の検討では、固相化 slgA

によるヒスタミン遊離は、250μg/mlという高濃度の可溶性血清 IgA存在下におい

ても全く抑制されなかった。これらの結果や、固相化単量体 IgAは脱穀粒作用を持

たないという事実から、 slgAにより惹起される好塩基球脱頼粒に C089は関与して

いないと考えられる.最近の報告で、好酸球上に splicingvariantのFcαRが報告さ

れた[74，75]。この FcαRはFcαRIの第二細胞外 domainが欠損しており、 slgAや

二霊体 IgAはこの FcαRに総合できるが、単量体 IgAは結合できないとされている.

好復基球上にもこのような variantの FcαRが発現しているのかは不明である。しか

しながら、 myeloma細胞由来の固相化二量体 IgA2でも全く好塩基球ヒスタミン遊

離が誘導されなかったことから、このような variantの FcαRもslgAによる好復基

球脱頼粒に関与しているとは考え難い。

一方、同じアレルギー性炎症細胞である好酸球は C089を発現し[40]、IgAもslgA

もFcαRIを有する好酸球に対する強力な脱頼粒作用[32，76]、活性酸素産生作用[29]

を持っている。しかしながら、 slgAによる好厳球脱穎粒は FcαRIを介する経路だけ

ではない。 Abu-Ghazalehらの報告では、slgAは常に IgAより強力な好酸球 EON遊

離を誘導する[76]。さらに IgAによる活性酸素産生は抗 FcαRI抗体による前処置で

完全に抑制されるのに対して、 slgAによる好酸球からの活性酸素産生は、抗 FcαRI

抗体による前処置で部分的にしか抑制されないと報告されている[77]0これらの結

果から slgAによる好酸球のシグナル伝達には、 FcαRIと未同定の slgA結合部位の
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2種類が関わっていると考えられる。好酸球では FcαRI以外の slgA結合部位のリガ

ンドとして、 SCが想定されている.我々の検討では、固相化 SCにより IL-3前処置

好塩基球から有意な脱頼粒は誘導されなかった。大量の高純度の好塩基球を手に入

れることは困難なため、これまでに直接 SCが好塩基球に結合することは証明できて

いない。 slgAと好塩基球との結合部位は、slgAの(Fc)zSC部分であることは明らか

であるが、 (Fc)zSC部分の中で SCが直接好湿基球に結合するかどうかは現在検討中

である。一方、好酸球では SCの結合部位/受容体の存在が報告されている。

Lamkhiouedらは、 15kDa蛋白が好酸球上の SC結合部位であり [78]、Scatchard

解析にて細胞あたり 1.1x 105個の受容体が存在し解離定数 lくa=2.76x 108/Mであ

ると報告している[79]。また、 Motegiらは、 SCが直接好酸球に結合し、EDN遊離

を誘導することを証明している[29].Lamkhiouedらは、 SCにより好酸球から EPO

遊離が誘導されることを示している[78]。また、国相化 SCは IL-5との共存で活性

酸素も産生させる[29].これらの報告での SCによる好酸球活性化は、 FcαRI以外

を介する slgAの生物学的活性の一端を示している。

重要なことは、好酸球上の SC結合部位が機能的にs2integrinに連関していると

いう点である。 Motegiらは SCによる好酸涼の活性酸素産生が抗 CD18抗体により

完全に抑制されたと報告している[29]が、直後 SCが日2integrinに結合しているか

は不明である。日2integrinはヒト好酸球の脱頼粒において必須の役割を果たしてい

ることが明らかになっている。アルブミンはs2integrinのリガンドであるが、アル

ブミンを国相化したプレート上の好酸球に、可溶性刺激として PAFを加えると脱穎

粒が誘導される[80].このような可溶性刺激による好酸球目見顕粒は、非接毒喜好酸球

では認められず、 s2integrinは直接細胞に脱頼粒シグナルを送るわけではないが、

PAF依存性脱穎粒に必須の繍助的な受容体として働いていると考えられる.この接

着依存性好酸球脱穀粒は、抗 CD18抗体により完全に、抗 CD11b抗体により部分

的に抑制される。さらに、CD11bハ8は、固栂化 IgG刺激による好酸球脱頼粒にも
重要である[81]。このケースでもs2integrinである CD11b/18は、基本的には補

助的なシグナルを送っていると考えられる。一方、好酸球と比較し、好塩基球脱頼

粒に関するs2integrinの役割はほとんど知られていない。しかしながら、 s2integrin 

が好塩基球活性化に関しても重要な役割を担っていることが報告されている。

zymosanは補体の alternativepathwayを活性化し、 C3bi結合 zymosanは

CD11b/18を介して、細胞内にシグナルを伝えることが知られているが、活性化

zymosanは IgEを介した好塩基球ヒスタミン遊離を増強することが示されている

[82].さらに、 entryreceptorとしてs2integrinを使用する rhinovirus感染では、

抗原曝露後の血妓ヒスタミン値が上昇しているとの報告も認められる[83].このこ

とからも好塩基球の生理的機能を活性化するシグナルを誘導するためにs2integrin 
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への結合は重要な役割を果たしていると考えられる。

回相化した slgA刺激と比較して、国相化していない slgA刺激では全く好復基球

脱頼粒は誘導されなかった。 IL-3でprimingした好塩基球を可溶性slgAと反応し、

さらにポリクロナール抗 IgA抗体や抗slgA抗体を加えても好垣基球脱穎粒は誘導さ

れなかった。また、凝集させた slgAを可溶性刺激として使っても、好塩基球脱頼粒

は生じなかった(datanot shown)。また、細胞接着阻害作用を持つ cytochalasinB 

による前処置で、 slgAによる脱頼粒は完全に抑制された(図 18)。これらの結果か

ら、細胞接着が slgAによる好混基球脱穎粒機織には重要であることが示唆された。

また、 s2integrinを介する接着には、細胞外 Ca2+，Mg2+イオンに依存しているこ

とが知られている[84].Ca2+イオンのみに依存している IgEを介するメディエータ

ー遊離に対し、 slgAによる好塩基球脱頼粒には、細胞外 Ca2+，Mg2+イオンの両者に

依存していた(図 16)。さらに好塩基球は、元々s2integrinを細胞表面に発現して

いるが、 IL-3で処置するとその発現が治加することが知られている[51]。好酸球の

場合と同様に、 IL-3で primingした好塩基球を抗 CD18抗体で前処置すると、 slgA

による脱穎粒が抑制された(図 19)。日2integrinが重要な働きをしていることはほ

ぼ間違いないが、下記の理由から SC/slgAの給合部位はs2integrinとは異なってい

ると考えられる。第一に、 s2integrinのリガンドである sICAM-1やフィプリノー

ゲンを固相化して刺激しでも、 IL-3で primingした好塩基球から全く脱穎粒は認め

られなかった(図 20)，第二に、 flowcytometryによる検討で、 IL-3で pnmlng

した好塩基球を slgAと反応させても但 integrinの発現は全く変化しなかった(data

not shown)。第三に、 s2integrinのシグナル伝達には、 PTX感受性 G蛋白は関与

していない.従って、これらの結果から slgAの受容体はs2integrinとは異なり、s2

integrinは、 slgAを介する好塩基球脱頼粒に関して必須ではあるが、補助的なシグ

ナルを送っているものと考えられた。

slgAによる好泡基球脱穀粒に関するシグナル伝達機織を明らかにするために、種々

の阻害剤を用いてその脱頼粒を検討した。 slgAを介するシグナル伝達は根本的に IgE

を介するものとは全く異なり、むしろ FMLPに似た G蛋白共役受容体が関与してい

た。 Giクラスの PTX感受性G蛋白は slgAを介する好塩基球脱頼粒には非常に重要

な役割を果たしていると考えられた。また、好中球や U937celllineではG蛋自のsy

サブユニットからのシグナルが直接 PI3-kinaseの p110yサプユニットを活性化す

ると報告されている[85-87]，nM濃度の wortmanninは直接 PI3-kinaseの p110

サブユニットを抑制する[88]が、 slgAによるヒスタミン遊離は wortmanninにより

完全に抑制され(表2)、slgAを介する好塩基球脱穎粒には PI3-kinaseのp110が

重要であることが示唆された。種々の MAPkinaseが G蛋白共役受容体を介するシ

グナルにより活性化され[89]、PI3-kinaseの p110γが G蛋自前サブユニットに依
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存した MAPkinaseの調節に関与していることが報告されている[90].MEK-1阻害

薬の PD98059や p38MAPkinas巴阻害薬の 5B203580はslgAによる好ig墓球脱

頼粒を部分的に抑制したことから、 MEK-1や p38MAPkinaseもslgAを介する好糧

基球脱頼粒に一部関与しているものと考えられた。低濃度の staurosporineは選択

的に PKCを阻害する[91]が、そのような低濃度(0.1・10nM)のstaurosporineでは、

slgAによるヒスタミン遊離は抑制されなかった。直接それぞれの阻害剤の基質を測

定してはいないが、これらの結果から、 slgAを介する好塩基球脱穀粒のシグナル伝

達には、 PTX感受性 G蛋白、 PI3-kinase、MAPkinaseが関与していることが示唆

された。

slgAによる好塩基球脱頼粒の気管支哨息患者と健常者との相違については、現在

例数が少ないため正確な結果とはいえないが、日議患患者の一部の者は、好1皇基球を

IL-3でprimingしなくても、 slgA刺激にて明らかなヒスタミン遊離が惹起された(図

21)。おそらく端息患者の一部では、 Th2細胞が活性化されていて、 Th2細胞由来

の IL-3、IL-5などにより常に好塩基球が primingされている状態にあり、ヒスタミ

ン遊離が起こりやすい状態にあると考えられた。端息患者 10人のみに絞った検討

で、嶋息患者の権病期間と slgA刺激の sensitivityに正相関が認められた(表 4)

ことから、臨床的にも slgA依存性好寝基球脱穎粒が重要であることが示唆された。

今後、症例数を増やし、端息患者の重症度や発作強度との関連に関しても検討して

行きたい。

試験管内の実験での slgAによる好泡基球からのメディエーター遊離は、生体内に

おける slgAによる好塩基球活性化機序の存在を示唆している。末梢血中の好塩基球

はslgAに対する反応性を持たないが、 IL-3や lしろなどの好塩基球活性化サイトカ

インにより primingされることで、 slgA刺激で好窓基球脱額粒が誘導される。生体

内では、これらのサイトカインは進行中のアレルギー性炎症の場に浸潤した Th2リ

ンパ球によって局所で産生され、その炎症組織に遊走した好塩基球を primingする。

プレート固格化 slgA刺激では約 50%の強力なヒスタミン遊離が誘導され、 slgA依

存性好混基球脱穎粒は、抗 IgE抗体刺激に匹敵する強力なものであった。抗原-slgA

免疫複合体は生体内における回相化 slgAの生理的な形と考えられる。生体内のアレ

ルギー炎症局所では、 IgE抗体より slgA抗体の方が豊富に存在しているため、 slgA

による好塩基球脱穎粒は、今までに想定されていない好塩基球活性化機序として非

常に重要な役割を担っているものと考えられる。
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主主旦ι

本研究にて、気道などの粘膜組織で最も豊富に存在する slgAが|型アレルギ一反

応遅発相で重要な好塩基球からのメディエーター遊離を IgEと同様に強力に誘導す

ることを初めて報告した。図22にslgAによる好塩基球脱穎粒の模式図を示す。 slgA

による好境基球脱頼粒には好塩基球活性化因子である IL-3による primingが必須で

あった。また、 slgAを介する好塩基球税額粒のシグナル伝達には、 PTX感受性 G蛋

白、 PI3-kinaseが重要な役割を果たしていることが確認された。また、情息患者の

一部の者では、|し3による primingなしでも slgAによる好塩基球脱頼粒が誘導され

た。slgAは粘膜分泌液中で最も豊富な免疫グロプリンであり、アレルギー性炎症の

場で選択的に産生される IL-3などの cytokineで pnmlngされた好塩基球から slgA

が脱穎粒を惹起するという好痘基球活性化機備は、気道や消化管などの粘膜でのア

レルギー性炎症の遷延化において重要な役割を果たしているものと考えられる。



2. 好酸球の高親和性 IgE受容体発現調節



旦旦金ι

アレルギー疾患や寄生虫感染症において、血液中の好酸球や IgEの増加は特徴的

に認められる所見である[92，93]。流血中より炎症局所に遊走し活性化された好酸

球は、 MBP、EPO、ECP、EONなどの細胞傷害性頼粒蛋白を遊離したり [9]、LTC4、

PAFなどのリン脂質由来メディエーターや活性酸素などを康生放出する[6]ことによ

り、炎症局所でエフェクター細胞として働くと考えられている。アレルギー疾患の

一つである気管支哨息では、炎症局所の気道における好酸球指加と好酸球由来の穎

粒蛋白が認められ、これらは哨息の重症度と相関していると報告されている[94]。

さらに寄生虫感染症でも、寄生虫の周聞に好酸球由来の MBPの沈着が認められてい

る[95]，好酸球が機能を発鐸するには各種メディエーター遊離が重要であるが、生

体内における好酸球活性化機備は未だ充分には解明されていない。

一方、 IgEは健常人において血清中濃度が 10-200ng/mlと最も低値の免疫グ口

プリンである。しかし、アトピー型気管支端息、アトピー性皮l喬炎などのアレルギ

ー性疾患や寄生虫感染症の際には著明に上昇する。成熟 B細胞における抗原特異的

IgE抗体の産生誘導に関しては IL-4や IL-13などの cytokineとC040からのシグ

ナルが重要である[96]，Th2細胞だけでなく、マスト細胞、好寝墓球などから産生

されることも近年報告されている IL-4や IL-13[70，71， 96]は、 B細胞上の IL-4R

や IL-13Rに結合する。 B細胞は T細胞やマスト細胞に発現する C040リガンドと

のcognateinteractionにより刺激され、 IgE産生が誘導される。産生された IgEは

マスト細胞や好塩基球に存在する FceRI(図 23)に結合する。さらに多価抗原が細

胞表面の IgEに結合し、 FceRIが架橋されることにより、マスト細胞や好塩基球が活

性化される[97]ことにより抗原依存性 l型アレルギーが惹起されると考えられてい

る.

ヒトにおいてマスト細胞や好塩基球が FCERIを発現することは従来より知られて

いるが、最近では Langerhans細胞[98，99]、単球[100]、務H犬細胞[101]、巨核

球/血小板[102，103]にも機能的な FCERIの発現が報告されているe さらに近年の

研究からヒ ト好酸球も FceRIを発現し得ることが明らかとなっている[95，104-

108]。健常人の好酸球には FceRIの細胞表面発現は認められないが、アレルギー疾

患患者[105]や好酸球噌多症患者[95]では少量の FCERIが細胞表面に発現されてい

ることが報告されている。 1994年に Gounniらは、好酸球t曽多症患者において細胞

表面に FCERIが発現していることを flowcytometryで証明し、その FCERIを架橋す

ることにより細胞内に活性化シグナルが伝達され、 IgE依存性 AOCCやメディエー

ター遊離が生じることを報告している[95]。この実験事実は、ヒト好酸球がある条

件下では細胞表面に機能的 FCERIを発現し得ることを示している。しかしながら、
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好酸球の細胞表面 FCERI発現の調節機備に関しては未だに解明されていない。さら

に健常人由来の好酸球が細胞表面に FCERIを発現し得るかについても不明である。

一方、マウスのマスト細胞[109]、およびヒト好活基球[110，111]、ヒト膝帯血由

来培養マスト細胞[112，113]では、 FCERIの表面発現が IL-4とIgEにより増強され

ることが最近報告されている[114]。この報告に基づいて、マスト細胞や好塩基球

とともにアレルギー性炎症に関与する好酸球においても同様の機序で FCERIの発現

が調節され得るとの仮説の下、健常人好酸球を用いて IL-4とIgEにより FCERIの発

現が誘導調節され得るかを検討した。



畳坐主主盗

試薬

ヒト myelomaIgE は Biodesign(Kennebunk、ME、USA)から、ヒト r1L-4は

Peprotech (London、イギリス)よりそれぞれ購入した。ヒ卜 rIL-Sはサントリー (大

阪)より提供された。FCf:RI発現の;.IIIJ定には、 IgEと競合することなくヒト FceRlcx鎖

を認識するマウス mAbである CRA-1 (順天堂大学の羅智靖先生より提供)[96]を

使用した。 isotypeの一致したマウスコントロール抗体として IgG2bK(MOPC 141) 

を ICNPharmaceutical (Aurora、OH、USA)より騰入した。リコンビナント可湾化

ヒト FceRIα鎖(rsFceRIα)[11S、116]も羅智靖先生より提供された。lonophore

A23187はCalbiochem(La Jolla、CA、USA)より購入した。

細胞調整と培養

アレルギー疾患の既往がないボランティアから、 informedconsentを得て採血し

た末梢血から好酸球を分鱗精製した。前述の方法で、 Percollによる非連続密度勾配

法後、抗CD16mAb結合 magneticmicrobeadsでnegativeselectionし、精製好

酸球を得た[34]。好酸球の純度は 99%以上、生存率は 9S%以上であった。精製好

酸球は3回洗浄後、10%FCS (大日本製薬、大阪)、 rlL-S (10 ng/ml、培養期間中

の好酸球維持のため添加)、 L-glutamine(2 mM) (GIBCO、GrandIsland、NY、USA、

以下同様)、抗生物質として penicillin(100 U/ml)、streptomycin(1 00μg/ml)、

amphotericin B (0.4μg/ml)を含む RPMI1640 mediumに浮遊させ、 12穴もしく

は 24穴プレート(岩械硝子、千葉)で IL-4、IgEの存在下、非存在下にて 37"C、7

日間培養した。

Flow cytometryによる FCERIの解析

培養後回収した好酸球は、3%FCS、0.1% NaN3を含む PBSで2回洗浄し、5μg/ml

のCRA-1もしくはコントロール mAb(lgG2bK)で 60分間氷中で反応させた。1回

洗浄後、細胞を FITC結合ヤギ抗マウスIgG抗体F(ab')z(7μg/ml) (Jackson Immuno 

Research Labs、WestGrove、PA、USA)と 30分間氷中で反応させた。その後、

細胞を Z回洗浄し、細胞の蛍光強度を EPICSXL System 11 (Coulter、東京)を用い

て測定した。好酸球の蛍光強度の中央値は FITC標準粒子、すなわち Quantum2S 

microbeads (Flow Cytometry Standards Co.、SanJuan 、PR、USA)を使い、

molecules of equivalent soluble fluorochromes (MESF)値に換算して計;.IIIJした

[112].図 24にMESF値換算の一例を示す。
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メディヱーター遊離の解析

メディエーター遊離には、 0.1%HSAを含む RPMI1640 mediumを使用した。7

日間培養後、好酸球を myelomaIgE (1μg/ml)で 37"C、2時間感作し、その後 Z

回洗浄し、 CRA-1、コントロールマウス IgG2bもしくは ionophoreA23187で 37"C、

4時間反応させた。反応後の上清中の EDNは、 RIAキット(Pharmacia、Uppsala、

Sweden)にて測定した。 EDN遊離率は全細胞内 EDN含有量に対する百分率で示し

た。上清中の LTC4はEIAキット(CaymanChemical Co.、AnnArbor、MI、USA)

にて測定した。全ての実験は少なくとも duplicateで測定した。

分光蛍光光度計による細胞内C<I+流入の測定

培養後の好酸球を洗浄し、 2%BSAを含む Hanks'Balanced Salt Solution (GIBCO 

BRL)にて 2x 106 cells/mlの濃度で浮遊させた。その後、 2μMFura 2-AM (同仁

堂、熊本)で 370C、20分間処理した。細胞を洗浄後、 PIPES緩衝液(25mM PIPES、

119 mM NaCI、5mM KCI、1mM CaCI2、1mM MgCI2、0.03%HSA)に1.6x 10
6 

celis/mlの濃度で浮遊させた。細胞浮遊液(600μ1)をキュベットに入れ、予め 37"C

に温めたのち、 CRA-1、コントロールマウス IgG2bもしくは ionophoreA23187 

を添加し、細胞内 Ca2+流入を F-2500形分光蛍光光度計(臼立‘東京)にて測定した。

統計学的分析

データは平均±標準誤差(SEM)にて示した。統計学的有意差の検定には Student

トtestを用い、 p<0.05で有意差ありとした。



鐘星

2-1 Iレ4とIgEの共存下における健常人好酸球の FCERI表面発現誘導

アレルギー疾患を持たない健常人から得た好酸球上に FCERIの発現が認められる

かをまず flowcytometryにて解析した。しかしながら、検討した4人の好酸球上

には有意な FCERI発現は認められなかった。一方、ヒト騎帯血由来t音養マスト細胞

では、 IgEが FCERI発現を増加させ、 IL-4はIgEと協調して細飽表面への FCERI発現

をさらに抱強すると報告されている[112，117]。また、 IL-4がヒトマスト細胞や好

酸球での FCERIαmRNA発現を増強することも報告されている[113，118]。これら

の知見に基づき、好酸球を IgE(1μg/ml)、IL-4(10 ng/ml)の存在下、非存在下に

て7日間培養し、細胞表面への FCERI発現を flowcytometryにて検討した。図25A

に示すように、 6人中 2人においては、 IL-4とIgEの非存在下や IL-4のみ或いは IgE

のみの存在下では、好酸球上に有意な FCERI発現は認められなかった.これに対し

て、 6人中4人の好酸球ょには IL-4単独存在下でわずかながら有意な FCERI発現が

認められた(図 258)。一方、 6人全員において|し4とIgEの共存下では 7日間培養

で好酸球上に明らかな FCERI発現が認められた(図 25)。しかしながら、ヒト培養マ

スト細胞と比較すると、好酸球上に発現した FCERItまMESF値として 1000程度で

ありマスト細胞の FCERI発現量の 1%以下と非常に少量であった。

CRA-1 mAbが好酸球上に発現した FCERIを特異的に認識しているかを確認するた

めに、 rsFCERlaによって好酸球への CRA-1結合を抑制できるかを検討した。 IL-4と

IgEの存在下で 7日間培養後、好酸球を回収し 2回洗浄した。その後、複々の濃度

のrsFCERIαを加えた後lこCRA-1抗体を添加し、好酸球に結合したCRA-1抗体を flow

cytometryで解析した。図 26に示すように、 5μg/ml以上の濃度の rsFCERlaの存

在下で、好酸球への CRA-1結合はほぼ完全に抑制された。なお、 FCERIを高発現し

ている好痘基球への CRA-1抗体の結合も、 5μg/ml以上の浪度の rsFCERla存在下で

ほぼ完全に抑制された。これらの結果から、 IL-4と IgEの存在下で 7日間培養した

好酸球へ CRA-1抗体が結合することは、好酸球の細胞表面に FCERIが発現されてい

ることを反映しているものと考えられた。

2-2 好酸球上の FCERI発現誘導における IL-4とIgEの重要性

Yamaguchiらは既にヒト縫養マスト細胞において、健常人血清に認められうる低

濃度 (50ng/ml)のIgEが invitroで細胞表面の FCERI発現を増強することを報告

している[112]。同様の現象が好酸球においても認められた。 lし4(10 ng/ml)存在

下の鴇養による好酸球上の FCERI発現量は、培養液に添加する IgEの濃度依存性に

増加し、 50ng/ml以上の濃度の IgE存在下で7日間培養すると有意な FCERI発現が
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好酸球表面にも認められた(図 27).0.5μg/ml以上の濃度の IgE存在下にて、 最強

の Fce;R1発現が認められた。なお、前述のように IL-4非存在下では、IgEは好自主涼

に対して有意な FCERI発現を誘導しなかった。

次に、好酸球の FCERI発現に対する各種濃度の IL-4の影響を、IgE(1μg/ml)の存

在下、非存在下で検討した(図 28).IgE非存在下では、 IL-4(1 0~1 00 ng/ml)存在

下培養での好酸球の MESF値は、 IL-4非添加培養時よりもわずかながら高値を示し

た。これに対して、 IgE(1μg/ml)存在下では、IL-4 (0.1~100 ng/ml)存在下培養

で、好酸球上に有意な FCERI発現が認められた。最大の FCERI発現誘導には、 IgE(l

μg/ml)に加えて、 1~1 00 ng/mlの濃度の IL-4の存在が必要であった。

好酸球の FceRI発現に対する|し4、IgEの影響を時間を追って検討した。図 29に

示すように、 IL-4(10 ng/ml)、IgE(1μg/ml)の存在下培養で2日目には明らかな

FCERI発現が認められた。その後は培養日数が増えるのに従い徐々に FCERI発現量は

増加した。しかしながら、図には示さないが、 14日間培養と 7日間培養で比較した

ところ FCERI発現量はほぼ同じであり、最大の FCERI発現誘導には 7日間培養で充

分であることが確認された。なお、14日間培養では生存する好酸球数が7日間培養

と比較し箸減したため、他の実験では培養期聞を 7日閉までとした。IL・4単独存在

下では、培養 2日目に明らかな FceRI発現が認められたが、さらに培蓑を続けると

FCERI発現量は徐々に減少した。IgE単独存在下培養では、ほとんど FCERI発現は認

められなかった。他の健常人から得た好酸球でも同様の結果であった。

2-3 好酸球上の FCERIの機能解析

好酸球上に発現した FCERIの機能を調べるために、まず、 IL-4(1 0 ng/ml)、IgE(1 

μg/ml)のそれぞれの存在下、非存在下にて 7日間培養した好酸球を使い、メディエ

ーター遊離を検討した。しかしながら、どの条件下の好酸球も CRA-1 mAb刺激に

対して(表 5)、また表には示さないがポリクロナール抗 IgE抗体刺激に対しても、全

くEDN遊離が認められなかった。一方、非特異刺激である Caionophore A23187 

では、 t告養好酸球から明らかな EDN遊離が認められた(表 5).LTC4遊離に関して

も、 CRA-1刺激では全く認められなかったが、 ionophoreA23187刺激では明らか

な遊離が認められた。さらに CRA-1 mAbによって、好酸球の細胞表面の FCERIを

架橋することにより、細胞内 Ca2+流入が生じるかを検討したが、有意な Ca2+流入は

認められなかった。
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主塁

健常人末梢血の好駿球は繍胞表面に FCERIを発現していないが、 IL-4と IgEの存

在下で数日培養すると少量ながら明らかに細胞表面に FCERIを発現することが確認

された。 IL-4とIgEの存在下培養後の好酸球への CRA-1結合がrsFCERIαによって抑

制されたことは、好酸球上に FCERIが発現されていることを示している(図 26)。興

味深いことは、 IL-4単独や IgE単独ではなく、 IL-4と IgEの共存下にて初めて有意

な FCERI発現が認められた点である。つまり、 lし4と IgEは、好酸球の細胞表面へ

の FCERI発現誘導に関して協調的に作用していると考えられる.1999年 6月に

Seminarioらが IL-4とIgEの共存下で好酸球を培養しでも好酸球上に FCERIの発現

は認められなかったと報告している[119]。この報告と本研究の結果は全く相反し

ているように見えるが、細胞の蛍光強度を半定量化するという本研究の手法によっ

て、好菌室球上に非常に少量しか発現されていない FCERIの検出を可能にしたと考え

られる。

好酸球に対し、 lし4と IgEがそれぞれいかなる機序で FCERI発現を誘導したのか

は、健常人より得られる好酸球数が制限されること、 FCERI発現量が僅かであること

から解析が困難である。しかしながら、FCERIを高発現するマスト細胞を用いた研究

により、次のことが明らかとなっている。マウス骨髄由来培養マスト細胞に対し IgE(5

凶1m!)を添加すると、わずか 3 時間後には表面 FCERI 発現量は 3~4 倍に増加し、

以後も急速に FCERI発現量は唱加し続ける [109]。また、蛋白合成阻害1f!J

cycloheximideを用いても、 IgE添加後 3時間で既に認められる FCERI発現量培加は

抑制されない[109]。このことから、 IgEによる FCERI発現量治加は、 mRNA発現変

化を介した transcriptionallevelで主に起こっているとは考えにくい[97].ラット

のマスト細胞株(RBL)を用いた検討で、 IgEが結合すると FCERIのstabilityが高まり

膜表面からの internalizationが抑制される結果、表面 FCERI発現量が約 2倍に増加

するとの報告がなされており[120，121]、この結果は、前述の IgEによる急速なFCERI

発現量増加と合致する。おそらく好酸球においても表面に発現されたFCERIに対しIgE

は stabilityを高める結果 FCERI発現量を治加させたものと推測される。一方、 IL・4

は、ヒトおよびマウスマスト細胞に対し FCERI発現量を増加させることが報告され

ている[113]。しかしながら、 IgEとの比較では、lし4単独の FCERI発現量増加作用

は弱いようである。 IL-4がヒ卜培養マスト細胞[113]およびアレルギー性鼻炎患者

の末梢血好酸球[118]において FCERI<lmRNA発現を冗進させることから、おそらく

本研究で用いた健常人好酸球においても IL-4はtranscriptionallevelでの制御を介

して FCERI発現量調節を行っていると推測される(なお、後述する通り、基礎検討
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により健常人好酸球の FCERIamRNA発現を、IL-4+lgEの存在下、非存在下培養後

に RT-PCRにて検討したが、 mRNA発現量が非常に少なく、一定の差を見出すに到

っていない)。従って、 IL-4とIgEは、おそらく異なる機序により協調的に好酸球の

FCERI発現調節に関与するものと推測される。

図には示していないが、 IL-4と IgEの共存下培養の好酸球を用いて RT-PCRを試

みたところ、極僅かな FCERlamRNAの発現と、明らかな FCERlymRNAの発現を認

めた。しかしながら、 FCERIsmRNAの発現は認められなかった。この結果に基づく

と、健常人の好酸球上に発現誘導される FceRI1;1:、おそらくαsy2のheterotetramer

ではなく、 α，y2のheterotrimerの形を取っていると考えられた。FCERIの架橋シグナ

ルは FceRI憾員を介して伝達されるが、 αßy2型はαy2型に比べて 5~7 倍もの強力な細

胞内刺激を惹起し、 P鎖がamplifierとして機能すると Kinetらは報告している[122].
IL-4とIgEの共存下培養の好酸球の表面 FCERIにはP鎖が欠損しているために、刺激
により惹起されるシグナル伝達が弱いと推測される。

IL-4とIgEによる FceRI発現は、全ての健常人から得られた好酸球で認められた。

FCERIの最大発現量は各個人である程度違いが認められたが、好酸球上に発現する

FCERI量は非常に少量であることには変わりなかった。これらの結果から、以前より

報告されているアレルギー疾患患者や好酸球治多症患者の好酸球上の FCERI発現[95，

105]には、 IL-4や IgEが強く関わっていると想定された。患者好酸球で FCERI発現

を認めたとするこれらの報告では血清中の IL-4やIgEの濃度は述べられていないが、

アレルギー疾患や寄生虫感染症では IL-4や IgEが病態に深く関与すると考えられ、

これらの因子により好酸球上に FceRIの発現が誘導されたものと想定される.また、

発現された FceRIは、アレルギー性炎症の病態形成における工フェクタ一作用や、

寄生虫に対する生体防御機構を高める働きに繋がると考えられる。

しかしながら、本研究において、 IL-4と IgEの共存下宿養で FCERIを発現させた

好酸:球に対して、 CRA-1mAbや抗IgE抗体で FceRIを介する刺激を加えても、脱頼

粒や LTC4遊離や細胞内 Ca2+流入は全く認められなかった。 FceRI依存性機能が全

く認められなかったという本実験の結果は、 Gounniらの結果とは異なる固彼らの報

告は好酸球i普多症患者を対象とし、好酸球表面に FCERIの発現が認められ、しかも

FCERIを介してメディエーター遊離やADCCなどの機能を発揮したとしている[95].

推測ではあるが、本研究の結果と彼らの報告との相違は、次のような点に起因する

と思われる。第一に、我々の用いた好酸球では細胞表面に発現した FceRI量はあま

りにも少ないために FceRIを介する刺激が細胞内に入らなかった可能性がある。 flow

cytometryにて、ヒト培養マスト細胞では 1OS~ 106 MESF値の FceRI発現量が認

められる[112]のに対して、好酸球では多くても 103MESF値の FCERI発現量しか認
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められず、マスト細胞の 1%以下しか FCERIを発現していない。このように少量し

か FCERIを発現していないため、好酸球の機能を発現するのに必要なシグナルが入

らないものと考えられた。第二に、好酸球における FCERI依存性機能の発現には、

FceRIs鎖の存在が関わっていると想定される。FceRIsA貨は FceRlyを介する活性化シ

グナルを増強する作用を持つことが報告されている[122，123]， Gounniらの報告

[95]では好酸球は FceRIα、9、ymRNAを発現すると述べているのに対し、我々の

RT-PCR解析では、培養後においても好酸球に FceRIsmRNAの発現は認められず、

FCERIs鎖が欠如しているために、 FCERI依存性刺激が好酸球を活性化するには到らな

いと考えられた。第一、第二の推測!と関連するが、患者群においては IL-4や IgE以

外の何らかの因子が関与することにより、FceRI発現量の噌強や FCERIsmRNA発現

誘導、或いは好酸球機能の冗進が生じている可能性も考えられる。従って、今後、

末梢血好酸球において FCERI発現を認めるようなアレルギー患者を対象とした解析

を行い、健常人好酸球を用いた本研究の結果と比較することにより FCERIの発現と

機能の制御機構をさらに明らかとしていきたい。



主主山三

FCeRI;を高発現するマスト細胞や好塩基球では、 IL-4或いは IgEが FCERI表面発現

量を増加させること、および FceRI発現量増加は IgE-FceRI依存性反応の増強をもた

らすことが知られている。従って、 FceRI発現量調節機繕を明らかにすることは、細

胞機能制御の観点からも重要である。しかしながら、マスト細胞や好塩基球以外の

FCERI発現細胞における FCeRI発現制御機構はほとんど解明されていない。本研究に

おいて明らかとなった実験事実、すなわち IL-4と IgEによる健常人好酸球の表面

FCERI発現誘導は、マスト細胞や好塩基球と類似した機備により好酸球の FCeRI発現

が制御されていることを示している。本研究の手法を、樹状細胞、マクロファージ

や血小板などの好酸球以外の FCERI発現細胞にも適用し、これらの細胞においても

同様の機構が FceRI発現に関与しているのかを明らかにすることは今後の課題であ

る。 FCERIを発現する種々の細胞における FCERI発現制御機備を解明することは、ア

レルギー疾患の病態解明、および FCeRIをターゲ‘ッ トとした新しい視点からのアレ

ルギ一治療戦略に繋がるものと期待される。



結語

アレルギー疾患の慢性化には、種々のアレルギー性炎症細胞、免疫グ口プリン、

cytokineが関与している。特に好塩基球や好酸球は l型アレルギ一反応遅発相にお

いてエフェクタ一機能を発揮している重要なアレルギ一性炎症細胞であり、その活

性化と制御機構の解明は新たな治療法の開発に直結する重要な課題である。

本研究第一章にて、 IgE依存性遊離に匹敵する強力な好塩基球活性化が slgAによ

り惹起されたという新しい知見を報告した。 IgEを介する刺激に匹敵する強力な好塩

基球メディエーター遊離という invitroの結果と同様の機織が、アレルギー疾患患

者の生体内でも働いていることが想定される。 slgAは粘膜において最も豊富に存在

する免疫グロプリンであり、好塩基球もアレルギー性炎症の遅発相において粘膜上

に動員されることからも、 slgA刺激による好塩基球脱類粒は、アレルギー性炎症の

病態形成において重要な役割を担っていると考えられた。局所の抗原特異的 slgA抗

体の定量などの研究を通じて、近年増加傾向にあるアレルギー疾患患者の

managementと monitoringに新しい視点から大いに害寄与すると考えられる。この

新しい免疫グロプリン依存性の好塩基球活性化機織の解明は、アレルギー疾患にと

どまらず、 slgAを主要な抗体としている粘膜免疫機構の理解にも結ひoつく可能性が

ある。

本研究第二章にて、 IL-4と IgEにより健常人好酸球上にも FCERIが発現されるこ

とを報告した。マスト細胞や好塩基球の場合と同じ因子が好酸球において FCERI発

現調節を行っているという知見は、これらの細胞における表面 FceRI発現量が同様

の機序により制御されていることを示唆している。今後、樹状細胞、単球/マクロフ

アージ、巨核球/1血小板なと、においても表面 FCERI発現制御機績が解明されることに

より、ヒトにおける各種細胞の FCERI発現量が一元的に制御されるのかが明らかと

なるであろう。 FCERIを発現する好酸球は、|型アレルギ一反応に基づくアレルギー

疾患において、 IgE依存性のエフェクタ一機能を発簿することで病態形成に深く関与

しうると考えられる。本研究において、健常人好酸球に対し、 FCERI発現を誘導した

ものの、 FCERI依存性活性化は観察されなかった。しかしながら、患者好酸球を用い

た FCERI依存性活性化の報告に基づくと、本研究では明らかにされなかった何らか

の機構が、好酸球の FCERIに対し機能を付与すると考えられる。今後、好酸球の発

現する FCERIの機能制御を解析することは、アレルギー疾患における好酸球活性化

機備の解明に大きく寄与すると期待される。

slgAによる好塩基球活性化や IgEによる好酸域活性化といった、従来の観点、にと

らわれない新しい視点からアレルギー性炎症を捉えることにより、アレルギー疾患

の更なる病態解明、新しい治療法の発見に繋がるものと期待される。
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表 1

気管支端息患者と健常人の背景

晴息患者 健常人

人数(人) 10 10 

アトピー型 8

非アトピー型 2

年齢 47.4 :t 13.0 39.3 :t 15.2 

男女比 8:2 4:6 

擢病期間(年) 18.6 :t 8.5 

PEF(%)* 83.0 :t 27.3 106.3:t 10.1 

好塩基球数 (1μ1) 107.6 :t77.2 57.9 :t 40.2 

好塩基球比率(%) 1.6:t 1.1 0.9:t 0.8 

好酸球数 (1μ1)女 397.1 :t242.0 184.8 :t147.1 

好酸球比率(%) 5.9 :t 3.8 3.3:t 3.0 

データは平均±標準偏差で示した.PEF(%)(ま年齢と身長から予測される PEF

値に対する割合で示した。患者の発作強度は Nまたは D2で、重症度は、軽症

間欠型が8人、重症持続型が 2人であった。また、経口ステロイドの使用はな

く、吸入ステロイド(bec(om巴thasonedipropionate) O~ 1600μg/日の使用

を認めた。女患者群と健常人群との間で、有意水準 5%で有意差を認めた。



表 2

slgA、抗 IgE抗体刺激による好寝基球ヒスタミ ン遊離における

種々のキナーゼ阻害淘lの影響

inhibi tor(kiJlaSe) concentration slgA aoti-lgE 

wo口m組 日in (PI 3-k:inase) 1 nM 95.7 土 7.4% 82.1 土 7.5% 

10 nM 78.9 土 6.5%* 39.4土 6.7%料

100 11M 47.5 土 10.6%* 3.0 土 3.6%判

1000 Iホ4 7，6 土 2.9%料 3.9 土 2.3 %材

PD98059 小1EK) 2凶 4 75.9 土 13.4% 100.1 土 6，6% 

10μM 61.6 土 14.0% 97.1 土 5.3% 

50μM 43.8 or 9.9%* 80.1 士 4.8%* 

SB203580 (p38 MAP Ianase) 0.1μM 73.4士 11.9% 78.9 土 4.406 

l凶 4 68.3 士 14.1% 60.6 士 9.0O{; 

10μM 41.1 土 10，5%* 49.3 土 4.9%*キ

staurosporine (prot巴inkinase C) 0.1 nM 83.2 土 4.5% 84.6 土 7.9% 

i凶4 92.2 土 4.6% 84.3 土 6.9% 

10 Iホ4 72.0 土 3.3%本 63.8 土 0.8%キ

100 nM 60.3土 4.5%* 13.7 土1.5%宇

gemsteill (protein tyrosine凶lase)0.4凶4 84.9 土 10.8% 100.3 土 12.4% 

4凶 4 79.4 土 8.2% 95.9 土 10.5% 

40μM 63.7 土 9.1%ホ 87.3 土 6.3%* 

|し3で primingした好塩基球を種々のキナーゼ阻害剤で 37"C、 5分間処理した後、プ

レート固相化 slgA(10μg/ml)で 120分間、或いは抗 IgE抗体(1/3000)で 45分間刺

激した。データは阻害剤で未処理の好糧基球によるコントロールのヒスタミン遊灘に対

する百分率で示した。slgA、抗 IgE抗体によるコントロールの遊離は、それぞれ 37.2%、

46.3%であった。コントロールの遊離と比較して、安p< 0.05、村Pく 0.01で有意差あ

りとした(n=4)。



表 3

気管支端息患者と健常人における

slgA依存性好塩基球ヒスタミン遊離の比較

P諾怠患者 健常人

IL-3 priming (ー)

slgA 

50%HRの濃度 (μg/ml) 8.67す

最大ヒスタミン遊離率(%) 8.0* 

抗 IgE抗体

50%HRの濃度(希釈倍率) 11077 7796 

最大ヒスタミン遊離率(%) 40.0 26.3 

FMLP (0.5μM)での遊殻率(%) 36.7 28.0 

IL-3 priming (+) 

slgA 

50%HRの濃度 (μg/ml) 2.05 2.15 

最大ヒスタミン遊離率(%) 48.8 53.9 

抗 IgE抗体

50%HRの濃度(希釈倍率) 12033 10791 

最大ヒスタミン遊離率(%) 60.4 52.3 

FMLP (0.5μM)での遊離率(%) 62.2 42.6 

ヒスタミン遊離*は平均値で示した。slgA濃度は個々の対数の平均値から、抗

IgE抗体の希釈濃度は個々の希釈倍率の逆数の平均値から求めた。

目指患、患者群と健常人群との聞でどの項目に関しても有意差なし。

*気管支哨息患者 10人中ヒスタミン遊離の認められた 4人のみ解析



表4

好塩基球ヒスタミン遊離における種々の因子の相関関係

端息患者10人+健常人10人

slgA刺激のsensitivity
p=0.0327で逆相関

抗IgE抗体刺激のsensitivity

slgA刺激のreleasability

年齢

slgA刺激のreleasability

FMLP刺激のreleasability

端息患者10人

%PEF 

年齢

slgA刺激のsensitivity

擢病期間

slgA刺激のsensitivity

好塩基球数

slgA刺激のsensitivity

好酸球数

健常人10人

slgA刺激のsensitivity

抗IgE抗体刺激のsensitivity

p=0.0256で逆相関

p=0.0494で正相関

p=0.0158で逆相関

p=0.0459で正相関

p=0.0332で逆相関

p=0.0418で逆相関

p=0.03で逆相関

*Spe訂 man順位相関係数の検定で検討した。



表5

CRA-l抗体または ionophore A231 87で刺激した好酸球からの EDN遊離

Culture conditioJl 

StiDlulus None ll.-4 IgE IgE + ll.-4 

control mouse IgG2b 12.1 土 2.0 9.5 土1.8 15.2 士 2.4 9.7 土1.4

CRA-l 7.8 土 1ρ 6.7 土1.0 10.9 土 1.6 7.0 士 0.7

1ooopboreA23187 22.8 士 0.9 22.6 土 2.4 24.1 土 2.2 19.6 土 0.8

精製好酸球を |し4(10 ng/ml)、IgE(1μg/ml)の存在下、非存在下で 37"C、7日間培養し

た。その後、細胞を IgE(1μg/ml)で 37"C、2時間感作し、 CRA-1 (10μg/ml)、 コントロ

ールマウス IgG2b(10μg/ml)または ionophoreA2 3 1 87 (1μg/ml)で 37"C、4時間刺激

し、上清中の EDNを測定した。データは、好酸球の含有する EDN総量に対する遊離率(%)

で表し、平均 士標準誤差で示した (n=3).
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局所に浸潤したIgA+形質細胞により二量体IgAとJ鎖が産生される。二塁体IgAは上皮

細胞の基底膜ffillのpolymericIg receptor (plgR)に結合し、上皮細胞内を輸送され、最

終的には粘液層にslgAとして分泌される。
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図3 slgA結合セフアロースビーズによる好塩基球からのヒスタミン遊離
Percoll分離好塩基球をIL-3(5ng/ml)で3rc、30分間primingする群としない群
に分け、さらに37"C、 45分間、種々の濃度のビーズ細胞比(セフアロースビーズの好
塩基球数に対する比率)でslgA絡合セフアロースビーズと反応させた。反応後、よ清
は回収し、上清中のヒスタミン値を測定した。ヒスタミン遊離惑は、全細胞内含有ヒス

タミン量からOVAビーズによるコントロール遊離量を差し引いたものを100%として
計算した。各データは平均±標準誤差にて示した(n=5).OVAビーズによるコントロー
ル遊離と比較し、 *p<0.05、**p<0.01で有意差ありとした。
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図4 Percoll分離好趨基球と高純度精製好塩基球とにおけるslgA依存性ヒス
タミン遊灘の比較
同一の健常人から採血し、好糧基球をPercollによる非連続密度勾配法で粗精製したも
の (0)と、更lこnegative panning selection にて高純度に精製したもの<.)を
使用した。好塩基球はIL-3(5ng/mlで30分間)で前処置後、 slgA結合ビーズにて45分間
刺激した.好塩基球の純度は、 16:t 8 % (Percoll分離好塩基球)、 72:t12%(高純度
精製好塩基球)であった。各データは平均土標準誤差を示す(n=4)o2群聞に有意差は認

められなかった。
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図5 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離におけるIL-3前処置の必要性
好猛基球をIL-3で30分間前処置後にビーズ細胞比1: 10のslgAビーズで37"C、4
5分間反応させたものを左棒グラフに示す。一方、好溢基球をslgAで45分間反応後
にIL-3で30分間処置したものを右棒グラフに示す。 データは平均土標準誤差で示し
た(n=4)，p<0.005で、両群間に有意差を認めた。



20 

ろ~ 15 
、旬〆

U 師団ω 

畠 10

立申

+E z的u J 
5 

工

15 30 45 60 75 90105 

Incubation Time (min) 

図6 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離の時間経過

IL-3でprimingした好塩基球をビーズ細胞比1: 10のslgAビーズで種々の時間
反応させた。データは平均±標準誤差で示す(n=5).0分時のヒスタミン遊離率と比

較し、 **p<O.01、*p<O.05で有意差ありとした。
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図7 Iし3、IL-5，GM-CSFによる好猛基球priming効果の比較
好塩基球をよ記の濃度のIL-3、IL-5、GM-CSFで37"C、 30分間前処置し、ビーズ
細胞比1・10の濃度のslgAビーズで45分間反応させた。 IL-3、IL-5，GM-CSFで前

処置しただけでは、 5%未満のヒスタミン遊離しか認めなかった。データは平均±標

準誤差で示した(n=5).primingせずにslgA刺激した際のヒスタミン遊離(none)と

比較し、市<0.05，**p<O.Olで有意差ありとした。
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図8 slgAおよび抗IgE抗体刺激による好塩基球からのロイコトリエンC4遊離

Percoll分離好泡基球は、 IL-3(5 ng/ml)で37"C30分間前処置した後、
あるいは未処置のまま、 slgA刺激(ビーズ細胞比1: 20または 1: 5)或いは抗 IgE刺

激(1/3000)で37"C45分間反応させた。データは平均土標準誤差で示す(n=9)。

slgA刺激に対してはOVAによるヒスタミン遊離と比較し、抗 IgE刺激に対しては緩

衝液のみの際の遊隊(None)と比較し、 *p<0.05、**p<0.01で有意差ありとした。
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図9 種々のslgAの構成成分によるIL-3でpnmmgした好猛基潔からの

ヒスタミン遊離
IL-3でprimingした好塩基球を、 ビーズ細胞比 1:10で種々のslgAの構成成分

(serum IgA、myeloma IgA、slgA、Fab部分、 (Fc) 2SC部分)で37"<:、

45分間反応させた。データは平均±標準誤差で示す(n=4).OVAによるヒスタミ
ン遊離と比較し、勺<0.05、**p<O.Olで有意差ありとした。
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図10 Iし3で前処置した好塩基球と好酸球の細胞表面上FcαRI(CD89)の発現

98.5%以上に精製した好塩基球を1し3(5 ng/ml)で3rc、30分間前処置した。|し3
で前処置した好塩基線や99%以上に精製した好酸球は、抗CD89モノクロナール抗体であ

るA59(実線)、もしくはコントロール抗体であるIgG1κ(灰色部分)で40C、60分間反

応させた。その後、 FITC結合ヤギ抗マウスIgG抗体F(ab')zで染色し、その蛍光をフローサ

イトメトリーにて測定した。
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図11 プレート団組化法によるslgAおよひ。IgA刺激による|し3前処置好境基球
からのヒスタミン遊離

Percoll分離好塩基球を5ng/mlのIL-3で3rc、15分間前処置後、予め種々の濃度
でプレート上に固相化したslgAまたはIgAで刺激し、3rc、120分間反応を行った。
ヒスタミン遊離率は、金細胞内ヒスタミン含有量からOVAによる遊離量を差し引いたも

のを100%として計算した。データは平均±標準誤差で示す(n=4)oOVAIこよる遊離と
比較し、市<0.05で有意差ありとした。
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図12 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊磁のセフアロースビーズ固相化法

とプレート固相化法との比較

5ng/mlのIL-3でprimingされた好措置基球は、ビーズ細胞比1: 10のslgAビー

ズもしくは10μg/mlの濃度でプレートに回相化したslgAで反応を行った。デー
タは平均±標準誤差で示す(n=4)。両群聞には、 p<0.02で有意差を認めた。
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図13 プレート固相化法によるslgA依存性好塩基球ヒスタミン遊離の時間経過

Percoll分離好塩基球は、 5ng/mlのIL-3で15分間priming後、プレート固相化slgA

(10μg/ml)で刺激し、上記の種々の時間反応を行った。各データは、平均±標準誤差

で示す(n=4).0分時のヒスタミン遊離率と比較し、*p<O.05、**p<O.Olで有意差あり

とした。
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図14 種々のIL-3前処置時間によるslgA依存性好塩基球ヒスタミン遊厳

Percoll分離好復基球は、 5ng/mlのIL-3で上記の種々の時間前処置し、プレート
固相化slgA刺激(10μg/ml)で37"C、120分間反応させた。各データは、平均±標準
誤差を示す(n=4)。
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図15 ポリクロナール抗sc抗体前処置によるslgA依存性好塩基球
ヒスタミン遊離

slgA(10μg/ml)を固相化したプレートを種々の濃度のポリクロナール抗sc抗
体或いはコントロール抗体にて室温で3時間前処置し、その後3回プレートを洗浄
した。そのプレートに IL-3でprimingした好塩基球を入れ、 3rc、120分間
反応させた。ヒスタミン遊離率を平均±標準誤差で示した(n=4)。コントロール
抗体のヒスタミン遊離率と比較し叩<0.05で有意差ありとした。
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図16 細胞外Caイオン、 Mgイオンの存在下、非存在下におけるslgAビーズ

または抗IgE抗体による好塩基様からのヒスタミン遊離の比較

|し-3でprimingした好忠基球を、 PIPES A緩衝液、 Caイオン(2mM)を含む

PIPES A緩衝液、 Mgイオン(0.5mM)を含もiPlPESA緩衝液もしくは両イオンを含む

PIPES A緩衝液 (PIPESACM)中で、 slgAビーズ刺激(ビーズ細胞比1: 10)反応を

行った(左棒グラフ)。同様の4条件の緩衝液中で、好塩基球をIL-3で前処置せずに

抗IgE抗体(1/3000)で45分間刺激した(右棒グラフ)。データはPIPESACM緩衝液中

での最大ヒスタミン遊離率を100%とした百分率で示した。各俸グラフは、平均±標

準誤差で表し (n=4) 0 PIPES ACM緩衝液中での最大ヒスタミン遊離率と比較して、

すPく0.05、村p<0.01で有意差ありとした。
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図17 slgA、FMLPまたは抗IgE抗体刺激による好塩基球ヒスタミン遊離

に対する百日咳毒素の効果

Percoll分離好塩基球は、 IL-3で前処置後、種々の濃度の百日咳毒素(PTX)で

120分間、 3rcで処理を行った。その後、プレート国相化slgA(10μg/ml)で
120分間、またはFMLP(1μM)、抗IgE抗体C1/3000)で45分間の3条件で好塩基

球を刺激し、上清中のヒスタミンを測定した。データは、PTXで処理していない

好塩基球によるヒスタミン遊離を100%とした百分率で表した。 slgA、FMLP、

抗IgE抗体のPTX未処置好塩基球からのヒスタミン遊灘率は、それぞれ45.1%、

71.7%、32.5%であった。Barは標準誤差を示す(n=4).PTX未処置好塩基球に

よる遊離率と比較し、 **p<0.01で有意差ありとした。
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図18 slgA、抗IgE抗体刺激による好塩基球ヒスタミン遊荷量の

cytochalasin B処理による影響

IL-3でprimingした好趨基球を cytochalasinB(5μg/ml)で37"<:、
5分間前処置後、 slgA(10μg/ml)、あるいは抗IgE抗体(1/3000)で刺

激した。データは平均土標準誤差で示した(n=4)。
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図19 slgAによる好塩基球ヒスタミン遊離に対する種々の抗インテグリン

抗体による影響
Percoll分離好猛基球はIL-3でpriming後、種々の抗インテグリンmAb
(5μg/ml)で4"<:、30分間処理し国相化slgA(10μg/ml)で刺激した。マウスmAbの

IgG1、IgG2a、IgG2b処理によるコントロール遊離は、それぞれ29.5%、31.2%、

31.3%であった。データは平均±標準誤差で示した(n=4)。コントロール遊離と比較

し、安p<O.05で有意差ありとした。
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図20 プレートに国相化したsICAM-1、フィブリノーゲン、 slgAによる

好塩基球ヒスタミン遊離
IL-31こてprimingした好塩基球を、プレートに10μg/mlの濃度で園相化した

sICAM-1、フィプリノーゲン、 slgAで3rc、120分間刺激した。データは平均
±標準誤差で示した(n=4)。
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図21 気管支端息患者と健常人におけるslgA刺激(IL-3primingなし)による好

塩基球の最大ヒスタミン遊離率
Percoll分離好塩基球を種々の濃度のプレート固相化slgAで37"C、 120分間刺
激し、得られた最大のヒスタミン遊離率を両群で比較した。
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図24 MESF換算の一例
4種類の既知数のFITC分子が結合しているビーズ (10485，23653，91729，
450607のMESF値)の蛍光をflowcytometryで測定し、 FITCのmean
fluorescence intensity (MFI)を下図のようにMESFrこ換算するグラフを作製す
る。実際の検体のMFrが2.3であれば、 MESFは40000となる。
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図25 IL-4とIgEの添加培養後の好酸球におけるCRA-l抗体結合能の比較

健常人由来の精製好量産球をIL-4(1 Ong/ml)、IgE(1μg/ml)の存在下、非存在下

で37"C、 7日間活養した。細胞はCRA-l抗体或いはコントロールmAb(lgG2b)で4

oc、60分間反応させ、 FITC-ヤギ抗マウスIgG抗体F(ab')2で30分間反応後、 flow
cytometryで解析した。好駿球の蛍光強度の中央値lまMESFi直に変換した。 A、8は

6実験中の代表的な2例として示した。実験はtriplicate で行い、各データは平均

±標準誤差で示した。
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図26 rsFCERIαによる好酸球へのCRA-1抗体の結合阻害

IL-4とIgEで7日間培養した好酸球(黒俸グラフ)を、 CRA-1抗体の添加前に種々の濃度の

rsFCERIαと4"C、 10分間反応させた。CRA-1抗体との反応後、細胞は2回洗浄し、通常の過程

にて染色し、 flow cytometryで解析した. 対照として、 IL-4もIgEも入れずに培養した好

酸球のMESF値を自縛グラフに示す。 negative control stainとして、 CRA-1の代わりに

コントロールマウスIgG2bと反応させた好酸涼のMESF値も示す(図中にIgG2bと表示)。

triplicateで施行した各データは、平均土標準誤差で示した。 IL-4とIgξで7日間培養した好

酸球でrsFCERIαによる前処理をしていないものと比較し、安p<0.01で有意差ありとした，
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図27 IgE各種濃度による好酸球上へのFcεRIの発現調節

好酸稼を種々の濃度のIgEとIL-4(10ng/ml)、IL-5(10ng/ml)を入れて、3rc、7日
間培養し、細胞表面に発現したFce RIをflow cytometryfこて解析した。 triplicate

で施行した各データは、平均±標準誤差で示した。IgEを添加せずに培養し、コントロー

ルIgG2bで染めた好酸球と比較し、 **p<O.Olで有意差を認めた。IgEを添加せずに縫養
し、 CRA-lを用いて染めた好酸球と比較し、ゆく0.05，HP<O.Olで有意差を認めた。
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図28 IL-4各種濃度による好酸球上へのFcE RIの発現調節
好酸球を種々の濃度のIL-4とIgE(0または1μg/ml)、 IL-5(10ng/ml)を入れて、

37"C、7日間堵養し、細胞表面に発現したFcE RIをflowcytometryにて解析した。

triplicateで施行した各データは、平均土標準誤差で示した。コントロールIgG2b

で染めた好酸球と比較し、市<0.05、**p<O.Olで有意差ありとした。|し4を添加せ

ずに培養し、 CRA-lで染めた好酸球と比較し、 ↑p<0.05、竹p<O.Olで有意差ありと

した。
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養し、細胞表面に発現したFcE RIをflow cytometryにて解析した。CRA-lで 染めた

好酸球のMESF値とコントロールIgG2bで染めた好酸球のMESF値との差を縦軸にした。
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女p<O.05、**p<O.Olで有意差ありとした。
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