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緒 言 

 

花粉症、アトピー性皮膚炎、喘息などのアレルギー疾患は、国民の半数以上が、何らかのアレルギー症状を示して

いるにもかかわらず、その根治療法は未だ確立されていないのが現状である。 
その要因の一つとして、アレルギー反応が示す多様性が挙げられる。アレルギー疾患は、発症部位（鼻、皮膚、腸、

気管支など）、病態（発疹、浮腫、瘙痒など）、重症度（軽微、ショックなど）など、極めて多様な疾患症状を示す。さ

らに、アレルギー疾患の多くは、幼児、成人、高齢者といった成長・加齢により多様な病状変化を伴うため、疾患の複

雑化・慢性化を招いている。このようにアレルギー反応が示す多様性の分子メカニズムを解明し、その実体を明らかに

することは、新たな治療戦略を確立する上で極めて重要であると考えられる。 
上述した様々なアレルギー疾患には、マスト細胞が重要な役割を担っている。マスト細胞の細胞膜上には、

Immunoglobulin E（IgE）受容体（FcRI）が発現し、アレルゲン特異的 IgEと結合している。アレルゲンが IgEを

介して IgE受容体を架橋すると、細胞内シグナル伝達経路の活性化とヒスタミンを始めとする炎症性メディエータの分

泌反応が亢進し、その結果アレルギー反応が惹起される（図 1）。この様に、マスト細胞の活性化やアレルギー応答の

決定には細胞外のアレルゲン情報を細胞内に伝達する過程、すなわちアレルゲン、アレルゲン特異的 IgE、そして IgE
受容体の3者の関係による、IgE受容体の活性化制御が重要な役割を担っている［1］。 
 

 

 

図1．アレルゲンによるマスト細胞の活性化と分泌反応 
アレルゲンがアレルゲン特異的 IgEを介して IgE受容体を活性化すると、受容体の活性化、シグナル伝達を経てケミカ

ルメディエータの分泌反応（脱顆粒反応）が誘導される。 
 
末梢血中 IgE 量やアレルゲン特異的 IgE 量は、アレルギー診断において重要な役割を担っている。しかしながら、

臨床現場では、必ずしも末梢血中 IgE 量やアレルゲン特異的 IgE 量と疾患症状が一致しない場合も数多く見受けられ

るのが現状である。 
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そのような中、IgE 受容体の活性化状態を制御する要因の一つとして、アレルゲンとアレルゲン特異的 IgE の親和

性が、マスト細胞の活性化やアレルギー反応の多様性に重要な役割を担うのではないかと考え、親和性の異なるアレル

ゲンや独自の研究システムを作製し、アレルゲン親和性がアレルギー炎症反応の「強弱」だけでなく「質的」にも異な

るアレルギー応答を示すことを明らかにした［2］。 
本研究では、先に得られた研究成果をさらに発展・展開することによって数多くの新たな知見を得た。具体的には、

アレルゲン親和性に依存的に分泌されるケミカルメディエータに違いが観られたことから、個々の分泌顆粒内のメディ

エータに着目したところ、個々の分泌顆粒には不均質性が存在していることが明らかになった。また、親和性の異なる

アレルゲンによって浸潤する免疫細胞の種類に違いが生じていることから、これら浸潤細胞とマスト細胞の相互作用に

ついて追究した結果、ダイナミックな相互作用が観察され、浸潤細胞とマスト細胞の相互作用がアレルギー反応の多様

性に関与している可能性が示唆された。 
 

方 法 

 
1．骨髄由来マスト細胞の分化と骨髄好中球の単離・精製方法 

骨髄由来マスト細胞はマウス大腿骨から骨髄細胞を採取し Interleukin-3、stem cell factorの存在下で1ヶ月間培養

しマスト細胞に分化させた。骨髄好中球はマウス骨髄細胞を密度勾配遠心分画法により単離・精製した。骨髄由来マス

ト細胞や骨髄好中球の確認には、フローサイトメータを用い、マーカー蛋白質の発現解析により行った［3～4］。 
2．顕微光学法による画像解析 

単一顆粒レベルでの分泌顆粒の画像解析には、骨髄由来マスト細胞及びマウス耳介組織を用いた。各種目的蛋白質

の検出には、目的蛋白質と蛍光蛋白質とのキメラ蛋白質や特異的抗体を用いた免疫染色法により行った。また、共存培

養システムを用いた解析では、骨髄由来マスト細胞と骨髄好中球をマトリゲルコートディッシュ上で共存培養し、実験

に用いた。共存培養した骨髄由来マスト細胞を抗DNP（Dinitrophenyl）-IgE抗体で感作し、抗原（DNP-HSA）で特

異的に刺激し、アレルギー反応に伴う細胞間相互作用を追究した。画像解析には、共焦点レーザ顕微鏡（Carl Zeiss 
LSM-510、LSM-800）、走査型（HITACHI、S-4300）及び透過型電子顕微鏡（HITACHI、H-7600）を用いた。 
 

結果および考察 

 
1．アレルギーの多様性における分泌顆粒の不均質性の解析 

アレルゲン親和性が、分泌するサイトカイン（高親和性アレルゲン）やケモカイン（低親和性アレルゲン）の種類

を厳密に制御していることが明らかになっている。このことから、外来アレルゲン情報によって複雑な分泌反応が誘導

されており、その結果として多様性なアレルギー反応が誘導されている可能性が示唆された。これら多様な分泌反応の

一因として、個々の分泌顆粒に含まれるケミカルメディエータに違いが生じているのではないかと考えた。そこで、TNF
αや CCL2 と各種蛍光蛋白質のキメラ蛋白質や特異的抗体を用いた免疫染色法による画像解析を行った。その結果、

TNFαとCCL2は細胞内で異なる分泌顆粒に存在している様子が観察された（図2A）。また、TNFαを含む分泌顆粒

は、CCL2が含まれる分泌顆粒と比較して、顆粒サイズが有意に大きいことが明らかになった（図2B）。さらに、マス

ト細胞の開口放出に関与すると考えられている分泌機能蛋白質 SNARE の一種である VAMP（Vesicle Associated 
Membrane Protein）の異なるサブタイプについて、個々の分泌顆粒におけるVAMPの局在解析を行った。その結果、

TNFαやCCL2を含む分泌顆粒では、それぞれ異なるサブタイプのVAMPと共局在していることが明らかになった。 
次に、生体組織内に存在するマスト細胞においても、先に観察されたような個々の分泌顆粒で異なる分泌機能蛋白質

が局在しているかどうかについて追究した。ここでは、目的組織を切片処理やパラフィン処理をせずに直接染色するこ

とが可能なホールマウント法を用いた。ホールマウント法によりマウス耳介組織の3次元組織イメージング解析を行っ

たところ、生体組織内におけるマスト細胞においても、in vitro研究で観察されたようにサブタイプの異なるVAMPで、

局在が異なっている様子が観察された。さらに、サブタイプの異なる VAMP を発現する分泌顆粒の顆粒サイズについ

て追究したところ、異なる VAMP が発現する分泌顆粒サイズには有意に違いが存在することが明らかになった。この
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ことから、マスト細胞では、単一分泌顆粒レベルで開口放出が制御され、外来アレルゲン情報によって多様に分泌反応

が制御されている可能性が示唆された。 

 

図2．マスト細胞における分泌顆粒の不均質性 
マスト細胞におけるTNFαやCCL2 の分布及び分泌顆粒サイズ。A）TNFαやCCL2 と蛍光蛋白質のキメラ蛋白質を

発現しているマスト細胞における TNFαや CCL2 の分布。B）図 A で観察した分泌顆粒においてそれぞれの分泌顆粒

サイズを測定した。（Student's t-test, *p ＜ 0.05） 
 

2．In vitro共存培養システムを用いた細胞間相互作用の解析 
我々の研究から、アレルゲン親和性に特異的な浸潤細胞がアレルギー疾患の病態を制御していることが明らかにな

った。特に、高親和性アレルゲンの場合には好中球が有意にアレルギー炎症部位浸潤しマスト細胞と相互作用しており、

両者の相互作用がアレルギー応答を制御している可能性が示唆された。ここでは、マスト細胞と好中球との相互作用を

追究するため、マウス骨髄由来マスト細胞と骨髄好中球を用いた in vitro共存培養システムの確立を試みた。マウス骨

髄由来マスト細胞は、マウス骨髄細胞から分化させた骨髄由来マスト細胞を用いた。骨髄細胞を、SCF及び IL-3の存

在下で1ヶ月間培養することで骨髄由来マスト細胞を得た。また、マウス骨髄好中球の単離・精製には、マウス大腿骨

の骨髄細胞についてPercollを用いた密度勾配遠心分画法により行った［5］。 
先の方法で得たマスト細胞と好中球を共存培養すると、どちらの細胞も球形をしており、好中球（~7 m）は、 

マスト細胞（~12 m）と比較して、やや小さいことが分かった。アレルギー反応に伴う両者の相互作用を追究するた

め、マスト細胞をアレルゲンで特異的に刺激した。アレルゲンによって活性化されたマスト細胞では、脱顆粒反応（ケ

ミカルメディエータの開口放出）が誘導され、それに伴う形質膜の波打現象（ラッフリング）が観察された。その後、

球形をしていた好中球が、紡錘形に変化しマスト細胞の方向へ移動し、脱顆粒をしているマスト細胞と相互作用（接着）

している様子が観察された。 
細胞内カルシウムイオン濃度上昇は、マスト細胞において脱顆粒反応による各種メディエータ放出に関与し、好中

球においては細胞の遊走に重要な役割を担っている［6～7］。そこで、マスト細胞と好中球の細胞内カルシウムイオン

動態に着目し、両細胞間の情報伝達機構を追究した。アレルゲンでマスト細胞を特異的に刺激すると、はじめにマスト

細胞でカルシウムイオン濃度が上昇し、その後、好中球がマスト細胞の方向に向かって遊走し、マスト細胞に接着する

様子が観察された。そして、マスト細胞と接着した好中球において一過的に細胞内カルシウムイオン濃度が上昇してい

る様子が観察された（Data not shown）。このことから、マスト細胞と好中球が相互作用（接着）した結果、好中球で

細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が誘導されている可能性が示唆された。現時点では、これら相互作用に伴うカルシ

ウムイオン動態変化に関する分子メカニズムや生理的役割については不明であるが、慎重に検討中である。次に、走査

型及び透過型電子顕微鏡を用いた解析では、マスト細胞と好中球の接着形態についてより詳細に追究した。はじめに走

査型電子顕微鏡を用いて接着形態を観察したところ、紡錘形をした好中球とマスト細胞に密接に接着している様子が観

察された（図 3）。また、透過型電子顕微鏡を用いた解析では、好中球がマスト細胞から分泌された顆粒内物質を貪食

している様子が観察された（Data not shown）。このことは、好中球がマスト細胞から放出された炎症性メディエータ

を貪食しアレルギー炎症応答を制御している可能性が示唆された。 
以上のように、本研究で明らかになったマスト細胞の分泌顆粒の不均質性や細胞間相互作用についての研究成果は、
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アレルギー反応の実体を明らかにする上で重要な情報を提供するものであり、多様なアレルギー疾患への治療戦略を構

築する上でその一助となると考えられる。 
 

 

 

図3．骨髄由来マスト細胞のアレルゲン刺激応答に伴う骨髄好中球の相互作用 
アレルゲンで活性化され脱顆粒したマスト細胞に複数の好中球が集積し相互作用している。矢頭の部分で両者が接着し

ている（scale bar = 10 m）。 
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