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る。細胞膜上に発現しているFcεRIが架橋される条

件下では，β鎖 ITAMのすべてのチロシン残基を

フェニルアラニンに置換した（FFF）マウス骨髄由

来培養マスト細胞（BMMC）ではFcεRIの架橋によ

る活性化Lynとβ鎖との会合，Syk，LAT，SHIP-1

などのリン酸化が減少し，脱顆粒および脂質メディ

エーターの産生能が野生型（YYY）BMMCと比較し

て低下するが，一方NF-κBの転写活性化能および

IL-6，IL-13，TNF-αの産生は顕著に亢進している
1）
。

ヒトのβ鎖の役割に関しては，NIH3T3細胞にヒト

FcεRIα鎖とγ鎖を共発現した細胞とヒトFcεRI α

鎖とγ鎖とβ鎖を共発現した細胞にさらにSykと

Lynを共発現させ，FcεRIの架橋によりFcεRI α鎖

とγ鎖とβ鎖を共発現した細胞の方が，α鎖とγ

鎖のみを共発現した細胞に比較してSykとLynのリ

ン酸化の程度が大きいことよりβ鎖はシグナル情

報伝達の増幅因子だと報告されている
2, 3）
。また，

β鎖の欠損マウスにヒトα鎖を過剰発現させ，さ

1. はじめに

マスト細胞は即時型のアレルギー反応を惹起する

のみならず，マスト細胞の産生，放出するケモカイ

ンやサイトカイン，ロイコトリエンなどのメディ

エーターにより，遅発型のアレルギー反応および慢

性炎症を惹起する，炎症のコンダクターであり，マ

スト細胞の制御が治療の一つの鍵になる。現在のマ

スト細胞活性化阻害薬はげっ歯類のマスト細胞の活

性化は抑制するが，ヒトマスト細胞の活性化に対し

ての抑制効果はない。唯一，ヒト化された抗ヒト

IgE抗体は IgEと高親和性 IgE受容体FcεRIの結合

を阻害し，ヒトマスト細胞の活性化を阻害するが，

極めて高価である。

我々の研究室ではマウスFcεRIβ鎖の機能に関し

て詳細な検討を行っている。β鎖 immunoreceptor 

tyrosine-based activation motif （ITAM） には定型的

な ITAM （YXXLX7-11YXXL）と異なり3つ目の非定型

的なチロシン残基 （YEELNVYSPIYSEL）が存在す
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産生，サイトカイン産生は統計学的有意に抑制された。β鎖の発現が抑制されたマスト細胞では

Lynの細胞膜への移行が阻止されていることがわかった。Lynの細胞膜への移行を阻止するため，Fc
εRIβ鎖の immunoreceptor tyrosine-based activation motif （ITAM） のチロシン残基をリン酸化させ
たペプチドをマスト細胞へ導入すると IgE依存性の活性化が抑制された。FcεRIβ鎖の ITAM のチロ
シン残基をリン酸化させたペプチドは細胞内Lynに会合し，Lynが細胞膜へ移行するのを抑制して
いた。したがって，FcεRIβ鎖とLynの会合を阻止することによってヒトマスト細胞の IgE依存性の
活性化を抑制できることがわかり，β鎖 ITAMのチロシン残基を3つリン酸化したペプチドがアレ
ルギー疾患の治療に有用であることが示唆された。
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らにヒトβ鎖を導入したマウスのほうがヒトβ鎖

を導入しなかったマウスに比較して I型のアレル

ギー反応が大きかったことより，β鎖はシグナル情

報伝達の増幅因子だと結論付けられている
4）
。シグ

ナル分子は会合する蛋白により異なる細胞応答が誘

導されることもあり，ヒトのβ鎖の役割を検討す

るには，β鎖が実際に発現しているヒトマスト細胞

あるいは好塩基球での検討が必要である。また，マ

ウスとヒトではβ鎖の役割に種差があるかどうか

も不明のままである。その理由として，市販のヒト

FcεRIβ鎖に対する抗体は内在性のヒトのマスト細

胞や好塩基球FcεRIβ鎖を捕らえることがでなかっ

たことが挙げられる。我々は感度が高く，特異性の

高い抗体作成に成功した
5）
。この抗体を用いてアレ

ルギー疾患患者（アトピー性角結膜炎および春季角

結膜炎）および健常人の結膜のマスト細胞のαβγ2

とαγ 2の発現比率を免疫組織化学染色によって調

べたところ，アレルギー患者でマスト細胞数が増加

しているのみならず，β
+
cells/α

+
cellsの比率はアレ

ルギー疾患患者（0.69±0.08）で健常人（0.07±0.16）

に比較して有意に増加していた。また，β
+
マスト細

胞は上皮細胞周囲に局在していた
6）
。すなわちアレ

ルゲンと接触しやすい場所にFcεRIβ鎖陽性マスト

細胞は増加していることがわかった。

今回，我々はFcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基

をリン酸化させたペプチドを細胞膜透過性ペプチド

と結合させ，ヒトマスト細胞に導入すると，IgE依

存性のヒトマスト細胞の活性化をほぼ完全に抑制す

ることを見出した。

2. 対象及び方法

倫理的考慮 :生命倫理に関しては，日本大学医学

部倫理委員会および臨床研究委員会に研究倫理およ

び臨床研究審査申請書を提出し，当委員会の承認を

得ている。安全対策に関しては，日本大学遺伝子組

換え実験実施規定に定める学長の確認を受けて実施

した。

細胞：ヒト末梢血および臍帯血培養マスト細胞はす

でに報告した方法を用いて樹立した
7）
。ヒト末梢血

より単核球を分離し，単核球から linage negative 細

胞 （CD4
－
，CD8

－
，CD11b

－
，CD14

－
，CD16

－
，およ

びCD19
－
細胞）を分離したのち，臍帯血ではCD34

+

細胞を分離したのち，stem cell factor （SCF; 200 ng/

ml, PeproTech EC Ltd., London，England），IL-6 （50 

ng/ml, PeproTech EC Ltd.） お よ び IL-3 （1ng/ml，

PeproTech EC Ltd.）を含んだ無血清培地（Iscove 

methylcellulose mediumと Iscove’s modified Dul-

becco’s medium）で培養した。42日目にPBSで Is-

cove methylcellulose mediumを洗浄し，SCF（100 

ng/ml）および IL-6 （50 ng/ml）を含んだ Iscove’s 

modified Dulbecco’s mediumで培養した。

RT-PCR：マスト細胞の総RNAはRNeasy mini kit 

（Qiagen, Valencia, CA, USA）を用いて抽出し，精製

した。500 µg/mL oligo （dT12-18） primer （Invitrogen，

Carlsbad, CA, USA），10 mM dNTP mix （Invitro-

gen），5 x first strand buffer （Invitrogen），0.1 M 

DTT（Invitrogen），SuperScript III RNase H-Reverse 

Transcriptase（Invitrogen）および RNase OUT （In-

vitrogen）を用いてcDNAに逆転写を行った。定量

的RT-PCRは，TaqMan解析を用いた。FcεRIαの

sense primerの配列は下記の通りである。（5’-TG-

GAATCCCCTACTCTACTGTGTGTA-3’）antisense 

primerの配列は下記の通りである。（5’-CCTTAG-

GTTTCTGAGGGACTGC-3’）またprobeの配列は下

記の通りである。（5’-FAM-CCTTACTGTTCTTC-

GCTCCAGATGGCGTGT-TRAM-3’）FcεRIβ, FcεRI

γおよびGAPDHのprimerとprobeはAssays-on-De-

mand ™ service （Applied Biosystems. 東京）のもの

を使用した。

遺伝子発現抑制：レンチウイルスベクターを用いた

shRNA技術
8）
にてヒト末梢血由来培養マスト細胞

FcεRIβ鎖およびLynの発現抑制をおこなった。  

FcεRIβとLynのコンストラクションに対する

sense とantisenseオリゴヌクレオタイド配列のレン

チウイルス発現プラスミドはSigma-Aldrichから購

入した。

フローサイトメトリー：マスト細胞のフローサイト

メトリーよる解析はすでに報告した方法を用いて

行った
9）
。PEあるいはビオチン標識 抗FcεRIαモノ

クローナル抗体（クローンCRA1），PE標識抗CD63

（クローンH5C6，BD Biosciences，San Diego，CA），

あるいは膜透過性モチーフ
10）
を含んだFITC標識  
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psala, Sweden）を細胞ライセイトに加えそのチュー

ブを4℃で2時間インキュベートした。ビーズを洗

浄した後，回収されたタンパクをウエスタンブロッ

ト法を用いて解析した
11）
。

マスト細胞の活性化：マスト細胞を0.01～30 µg/

mlの抗FcεRIαモノクローナル抗体（クローン

CRA1）あるいはカルシウムイオノフォアA23187

（10
-6
M）で30分刺激し，ヒスタミン遊離とPGD2産

生を測定するためその細胞上清あるいは細胞ペレッ

トを回収した。サイトカイン測定では6時間刺激後，

細胞上清を回収した。

脱顆粒，PGD2産生，サイトカイン産生測定：ヒス

タミン遊離とPGD2産生は酵素免疫法，サイトカイ

ン産生はELISA法を用いた。

統計解析：2群間の統計学的解析はunpaired Stu-

dent t-test を用いてP < 0.05を有意とした。

3. 結果

FcεRIβ鎖の発現抑制による細胞表面のFcεRIの発

現と IgE依存性のヒトマスト細胞の活性化への影響

FcεRIの架橋後の脱顆粒および脂質メディエーター

の産生能，サイトカイン産生能におけるFcεRIβ鎖

の役割を検討する目的にてレンチウイルスベクター

を用いたshRNA技術にてヒト末梢血由来培養マス

ト細胞FcεRIβ鎖の発現抑制をおこなった。FcεRI

β鎖の発現が抑制されたマスト細胞では細胞表面

のFcεRIの発現が有意に抑制された（図1A，B）。ま

たFcεRIの架橋による脱顆粒，PGD2産生，サイト

カイン産生は統計学的有意に抑制された（図1C，D，

E，F）
12）
。

FcεRIβ鎖が IgE依存性のヒトマスト細胞の活性化

を制御している機序の検討

FcεRIの架橋後にβ鎖はLynなどのSrc kinaseによっ

て ITAMのチロシン残基がリン酸化され，同時にチ

ロシンリン酸化されたβ鎖 ITAMにLynが会合し，

Lynが細胞膜へ移行するが，FcεRIβ鎖の発現が抑制

されたマスト細胞ではLynの細胞膜への移行が阻止

されていることがわかった（図2）。

FcεRIβ ITAM ペプチド，FcεRIβのNおよびC末端

（表1）を用いた。これらのペプチドは東レリサーチ

センター（神奈川）で製作した。PE/Cy5-streptavidin

は Biolegendから購入した（San Diego, CA）。

共焦点顕微鏡による解析：共焦点顕微鏡による解析

はすでに報告した方法を用いて行った
9）
。細胞を固

定して，膜の穴あけをした後，ウサギ抗FcεRIβ抗

体
5）
，マウス抗Lynモノクローナル抗体（クローン

LYN-01; Biovendor, Brno, Czech Republic），アイソ

タイプコントロールマウス IgG1，ウサギ IgG，ある

いはFITC標識FcεRIβペプチド（東レリサーチセ

ンター）とインキュベートした。次に細胞を rhoda-

mine標識ヤギ抗マウス IgG （Millipore, Billerica, 

MA）あるいはAlexa Fluor 488標識ヤギ抗ウサギ

IgG （Invitrogen, Carlsbad, CA） とインキュベートし

た。FV500あるいはFV1000型共焦点レーザー顕微

鏡（Olympus，東京） を用いた

イムノブロット：細胞のライセイトとウサギ抗     

FcεRIβ抗体
5）
，抗FcεRIα抗体，抗FcεRIγ抗体，

抗Lyn抗体および抗PLCγ1抗体（Upstate Biotech-

nology）および抗βアクチン抗体（クローンC4, 

Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz，CA）をイ

ンキュベートした。

プルダウンアッセイ：pre-cleared細胞のライセイト

は，ビオチン標識FcεRIβペプチド（東レリサーチ

センター）とインキュベートした。次にstreptavidin 

immobilized Sepharoseビーズ（GE Healthcare, Up-

表1.　 FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基（Y）をリン
酸化させたペプチドおよびコントロールのペプ

チド

（1） YYY -FITC標識

（2） Y Y（p） Y-FITC標識

（3） Y（p） Y Y（p） -FITC標識 

（4） Y（p） Y（p） Y（p） -FITC標識

（5） N 末端 -FITC標識

（6） C末端1-FITC標識

（7） C 末端2-FITC標識

Y（p） ; phospho-Y
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図1.　 FcεRIβ鎖の発現抑制による細胞表面のFcεRIの発現と IgE依存性のヒトマスト細胞の活性化への影響
A） FcεRIβ鎖の発現抑制による細胞表面のFcεRIの発現（フローサイトメトリー解析）赤線がアイソタイプコントロー
ル，緑線がFcεRIの発現

B） はAの統計学的解析（n = 6） MFIで解析。C~F）白バーが非処理マスト細胞，横線のバーがコントロールshRNAを導
入したマスト細胞，黒バーがFcεRIβ鎖shRNAを導入したマスト細胞（文献12より引用）
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図2.　 マスト細胞活性化によるLynの細胞膜への移行へのFcεRIβ鎖の発現の抑制の影響
A） コントロールshRNAを導入したマスト細胞とFcεRIβ鎖shRNAを導入したマスト細胞の非刺激（-），IgE感作，IgE + 
抗 IgE抗体刺激後のFcεRIβ鎖とLynの細胞内局在 白矢印はLynが細胞質内に散在しているが赤矢印は細胞膜内へ局
在していることを示す。

B） 赤矢印の細胞のようにLynが ring状に細胞膜内へ移行した細胞を陽性細胞としてカウントした。（文献12より引用）
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ベクターを用いたshRNA技術にてヒト末梢血由来

培養マスト細胞Lynの発現抑制を行い IgE依存性の

脱顆粒を検討したところ，Lynの発現抑制によって

IgE依存性のヒトマスト細胞の脱顆粒は有意に抑制

された（図3）。

FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させ

たペプチドのヒトマスト細胞の活性化への影響

FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基（Y）をリン酸化

させたペプチドおよびコントロールのペプチドを作

Lynの発現抑制による IgE依存性のヒトマスト細胞

の活性化への影響

β鎖の発現抑制されたマスト細胞（FcεRIβshRNA） 

ではLynの細胞膜への移行がコントロール（control 

shRNAに見られる赤い環状の細胞）に比較して阻止

されていた。したがってFcεRIβ鎖が IgE依存性の

ヒトマスト細胞の活性化を制御していることがこれ

らのデータから示唆され，Lynの細胞膜への移行を

阻止することが IgE依存性のヒトマスト細胞の活性

化を抑制できるのではないかと考えレンチウイルス
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図3.　 Lynの発現抑制による IgE依存性のヒトマスト細胞の活性化への影響
白バーが非処理マスト細胞，横線のバーがコントロール shRNAを導入したマスト細胞，黒バーがLyn shRNAを導入し
たマスト細胞（文献12より引用）♯1と♯2の2種類のLyn shRNAを用いた
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(negative control)

X1000 1.0
X500   1.0

b. Peptide A 
(YYY)
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X500   9.6

c. Peptide D 
(YpYpYp)

X1000 3.7
X500   6.3

A

B a. DMSO b. Peptide A c. Peptide D 

図4.　 ペプチドのヒトマスト細胞内への移行（A）FACS解析と（B）共焦点レーザー顕微鏡解析（文献12より引用）
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させLynの局在の変化を共焦点レーザー顕微鏡で観

察した。FcεRIβ鎖の ITAM のチロシン残基をリン

酸化させたペプチドは細胞内Lynに会合し，Lynが

細胞膜へ移行するのを抑制していることが共焦点顕

微鏡を用いた検討にて確認した。図6はペプチドが

導入された細胞はペプチドをFITC標識しているた

め緑色に発色している。Lynは赤色に染色されてい

る。コントロールペプチド（N末端）が導入された

マスト細胞ではマスト細胞を IgE + anti-IgEで活性

化した後，約60％のマスト細胞のLynは細胞膜付

近に移動し，ring様に赤く染色されるがFcεRIβ鎖

の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチド

（YpYpYp）の入ったマスト細胞ではマスト細胞を

IgE + anti-IgEで活性化した後，約20％のマスト細

胞においてのみLynの細胞膜付近への移動が観察さ

れた。

Lynをもつマスト細胞，好塩基球以外の細胞におけ

るβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペ

プチドの影響

U937セルライン（単球系のセルライン）を IFN-γ

でインキュベートし細胞表面の高親和性 IgG受容体

Fc γRIの発現を増加させたのち，FcεRIβ鎖の

ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチドと

ITAMのコントロールペプチドを加え，ヒツジ抗マ

ウス IgG抗体を用いてFc γRIを架橋させた。24時

間後に上清を回収し，IL-8産生に対する影響を比較

検討した。2実験で（peptide D） YpYpYp-FITCは，

ヒツジ抗マウス IgG抗体によるFc γRIの架橋後の，

IL-8産生に対して何ら影響を及ぼさなかった（data 

not shown）。

4. 考察

FcεRIの架橋後の脱顆粒および脂質メディエー

ターの産生能，サイトカイン産生能におけるβ鎖

の役割を検討する目的にてレンチウイルスベクター

を用いたshRNA技術にてヒト末梢血由来培養マス

ト細胞FcεRIβ鎖の発現抑制をおこなった。FcεRI

β鎖の発現が抑制されたマスト細胞ではFcεRIの架

橋による脱顆粒，PGD2産生，サイトカイン産生は

統計学的有意に抑制された。また，FcεRIβ鎖の

ITAM のチロシン残基をリン酸化させたペプチドが

アレルギー患者の粘膜組織におけるヒトマスト細胞

製した（表1）。N末端に膜透過性ペプチド（AAV-

LLPVLLAAP），C末端にFITCを付けた。

これらペプチドのヒトマスト細胞内への移行を共

焦点レーザー顕微鏡とFACSで確認した（図4）。こ

のペプチドは細胞膜付近に存在することが分かっ

た。次にβ鎖 ITAM のチロシン残基を3つリン酸化

したペプチドはマスト細胞内のLynと会合すること

をプルダウンアッセイで確認した（図5A）。そこで

ヒトマスト細胞をヒトリコンビナント IgE （1µg/

ml）で24時間感作したのち，洗浄し，それぞれの

ペプチド 2 µMと細胞を10分37℃でインキュベート

し，抗 IgE抗体あるいはcalcium ionophore A23187

で30分37℃でインキュベートしたのちの細胞上清

中に遊離されたヒスタミンを測定したところβ鎖

ITAMのチロシン残基を3つリン酸化したペプチド

［上記ペプチド（4）］および外側2つのチロシン残基

をリン酸化したペプチド［上記ペプチド（3）］が IgE

依存性の脱顆粒（図5B）とPGD2産生（data not 

shown）を統計学的有意に抑制した。我々はこのβ

鎖 ITAMのチロシン残基を3つリン酸化したペプチ

ドを発明等案件名「アレルギー性疾患治療薬」とし

て特許申請した。

FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させ

たペプチドのアレルギー患者の粘膜組織におけるヒ

トマスト細胞の活性化への影響

手術で得られたアレルギー疾患患者（アトピー性角

結膜炎および春季角結膜炎）の結膜切片を細切し，

無血清培地で上記ペプチド（1） YYY -FITC標識，（4） 

Y（p） Y（p） Y（p） -FITC標識， （5） N terminus-FITC

標識を加え30分間培養した。抗 IgE抗体を加えイ

ンキュベートし，組織上清と組織中のヒスタミンを

測定したところY（p） Y（p） Y（p）は IgE依存性の

脱顆粒を抑制した（図5C）。

FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させ

たペプチドがヒトマスト細胞の活性化を抑制する機

序の検討

細胞内に移行したβ鎖 ITAMのチロシン残基を3つ

リン酸化したペプチドが細胞内のLynと会合するか

否かを調べる目的にて上記ペプチド（1），（4），（5）

をヒトマスト細胞内に移行させた後，FcεRIを架橋
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図5.　 FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチドのヒトマスト細胞の活性化への影響
（A） β鎖 ITAM のチロシン残基を3つリン酸化したペプチドとマスト細胞内のLynとの会合（プルダウンアッセイ）。
（B） FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチドのヒトマスト細胞の脱顆粒への影響。
（C） FcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチドのアレルギー患者の粘膜組織におけるヒトマスト細

胞の脱顆粒への影響（文献12より引用）
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図6.　 マスト細胞活性化によるLynの細胞膜への移行に対するFcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペ
プチドの影響

A） コントロールペプチド（FcεRIβ鎖のN末端）とFcεRIβ鎖の ITAMのチロシン残基をリン酸化させたペプチドを導
入したマスト細胞を IgEで感作あるいは IgE + 抗 IgE抗体刺激後のFcεRIβ鎖とLynの細胞内局在を共焦点レーザー
顕微鏡で解析した。赤矢印の細胞はペプチドが導入されている細胞で白矢印の細胞は導入されていない細胞。

B） Lynが ring状に細胞膜内へ移行した細胞を陽性細胞としてカウントした。（文献12より引用）
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の活性化をex vivoで抑制した。β鎖の発現が抑制さ

れたマスト細胞ではLynの細胞膜への移行が阻止さ

れていることがわかった。Lynの細胞膜への移行を

阻止するため，FcεRIβ鎖の ITAM のチロシン残基

をリン酸化させたペプチドをマスト細胞へ導入する

と IgE依存性の活性化が抑制された。FcεRIβ鎖の

ITAM のチロシン残基をリン酸化させたペプチドは

細胞内Lynに会合し，Lynが細胞膜へ移行するのを

抑制していることが共焦点顕微鏡を用いた検討にて

確認した。したがって，ヒトのマスト細胞では，  

FcεRIβ鎖とLynの会合を阻止することによってヒ

トマスト細胞の IgE依存性の活性化を抑制できるこ

とがわかった。自然免疫に重要な細胞である単球の

セルラインであるU937細胞を用いて検討したが，

この細胞での IL-8産生はペプチドで抑制されなかっ

た。他のLynを発現する細胞で大きな影響がなけれ

ば，このペプチドはヒトのアレルギー疾患の新規治

療薬として，局所投与などの方法によって安全かつ

有効であることが示唆された。

5. 結語

FcεRIβ鎖とLynの会合を阻止することによって

ヒトマスト細胞の IgE依存性の活性化を抑制できる

ことがわかり，β鎖 ITAMのチロシン残基を3つリ

ン酸化したペプチドがアレルギー疾患の治療に有用

であることが示唆された。
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