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CSUは，原因が不明な6週間以上持続する蕁麻疹

であり，マスト細胞の活性化が病態の本態である

が，マスト細胞の活性化機構は解明されていない。

私達は，CSUに関しては，substance Pの新規受容体

MrgX2が重症CSU患者のマスト細胞に高発現して

いることおよびsubstance Pのみならず好酸球顆粒

タンパクが皮膚マスト細胞上のMrgX2を介して活

性化することを報告した 1）。一方，CSU患者血清の

5～10％に IgEに対する自己抗体（抗 IgE抗体），30

～45％に高親和性 IgE受容体（Fce RI）α鎖に対す

1．はじめに

免疫・アレルギー疾患の難治化の病態解明，さら

には難治例の治療薬の開発には，疾患モデル動物の

解析のみならず，重症患者の組織，血液や鼻汁など

を用いた病変部の直接的な解析が必須である。慢性

特発性蕁麻疹（chronic spontaneous urticarial; CSU）

や気管支喘息の難治化は，患者のQOLを著しく低

下させることから社会的な問題となっており，高額

な医療費が掛かる点から医療経済学的にも解決すべ

き課題となっている。
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要旨

一部の慢性特発性蕁麻疹患者血清中には IgEに対する自己抗体（抗 IgE抗体）あるいは高親和性
IgE受容体（Fce RI）α鎖に対する自己抗体（抗α鎖抗体）が存在することが報告されているが， こ
れら自己抗体によるマスト細胞活性化能は明らかにされていない。さらに， これら自己抗体のマス
ト細胞活性化能と臨床症状との関連性は不明である。そこで， CSU患者の抗 IgE抗体， 抗α鎖抗体
のマスト細胞活性化能と臨床的特徴の関連性およびその役割を調べることを第一の目的とした。ウ

イルス感染は， 喘息発作の誘因であり喘息の難治例では，感染型喘息も多く， ウイルス感染はその
重要な誘因である。そこでRSウイルスによるヒトマスト細胞の活性化機序を明らかにすることを第
二の目的とした。慢性特発性蕁麻疹患者群の抗 IgE抗体の濃度およびマスト細胞活性化能は， 健常
コントロール群と比較して有意に高値であり， 慢性特発性蕁麻疹の病態に関与していることが示唆
された。マスト細胞にRSVを暴露すると， おそらくRSVがマスト細胞に接着し， これによって IgE
依存性の IL-8産生を増強させた。従ってRSVによる急性細気管支炎罹患時にアレルゲンに暴露され
ると気道炎症が増強されることが示唆された。
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る自己抗体（抗α鎖抗体）が存在することが報告さ

れているが，これら自己抗体によるマスト細胞活性

化能は明らかにされていない。さらに，これら自己

抗体のマスト細胞活性化能と臨床症状との関連性は

不明である。そこで，CSU患者の抗 IgE抗体，抗α

鎖抗体のマスト細胞活性化能と臨床的特徴の関連性

およびその役割を調べることを第一の目的とした。

気管支喘息・喘鳴に関しては，乳幼児の反復喘鳴

を起こすbiomarkerとして鼻汁中のMIP-1αが有意

に高いこと，初回喘鳴の段階ですでに鼻汁中にマス

ト細胞のメディエーターである tryptaseやRSウイ

ルス（RSV）に対する IgE抗体が存在している例が

あることを発見した 2）。ウイルス感染は，喘息発作

の誘因であり喘息の難治例では，アレルゲンの明ら

かでない所謂，非アトピー型喘息（感染型喘息とも

言う）も多く，ウイルス感染はその重要な誘因であ

る。そこでRSVによるヒトマスト細胞の活性化機

序を明らかにすることを第二の目的とした。

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（RK-15908-12，RK-160112-2およびRK-

100910-11）。安全対策に関しては，日本大学医学部

バイオセーフティ委員会の承認を受けて実施した。

対象：CSU患者108人，健常者コントロール（NC）

56人の血清から IgG分画を精製した。 

抗 IgE抗体，抗α鎖抗体濃度の測定：酵素免疫測

定法により，精製 IgG分画中の抗 IgE抗体および抗

α鎖抗体濃度を測定した。抗α鎖抗体の IgG1分画

と IgG4分画およびavidityも測定した。

抗α鎖抗体および抗 IgE抗体による FceRIの架橋

能の測定：IgE crosslinking-induced luciferase expres-

sion（EXiLE）法を用い，CSU患者群とNC群の抗α

鎖抗体および抗 IgE抗体による FceRIの架橋能（マ

スト細胞活性化能）を測定し，それぞれを比較した。

図1は，改良型EXiLE法の原理である。ラット好塩

基球白血病細胞にヒト高親和性 IgE受容体FceRIと

NF-AT-responsive ルシフェラーゼ reporter遺伝子を

強制発現させた細胞を用いると抗FceRI α鎖自己

抗体によるFceRIの架橋能を簡便かつ高感度に測定

できる。抗 IgE自己抗体の場合，IgEで感作した後，

患者の精製 IgGを添加する。

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 3）。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）を分離した後，臍帯血ではCD34＋

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

ml，PeproTech EC Ltd, London, UK）と IL-6（50 ng/

ml，PeproTech EC Ltd）を含んだ無血清培地（Iscove 

methylcellulose medium, Stem Cell Technologies 

Inc., Vancouver, BC, Canadaと Iscove’s modified Dul-

becco’s medium [IMDM]）で培養した。42日目に

PBSで Iscove methylcellulose mediumを洗浄し，SCF

（100 ng/ml）と IL-6（50 ng/ml）を含んだ IMDMで培

養した。ヒト滑膜マスト細胞は，滑膜組織から分離

培養した 4）。できるだけ新鮮な滑膜組織を採取後た

だちに2％ FCS + 100 U/L streptomycin/penicillin + 

1％ fungizoneを含んだ IMDMに入れ，はさみを用

いてできるだけ細切した。collagenaseとhyaluroni-

daseを用いて細胞を酵素的に分散させた。赤血球

を除去した後，SCF（200 ng/ml）と IL-6（50 ng/ml）

を含んだ無血清培地（Iscove methylcellulose medi-

図1　改良型EXiLE法の原理

図1
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3．結　果

慢性特発性蕁麻疹におけるマスト細胞活性化機構の解明

慢性蕁麻疹（CSU）患者における抗 IgE自己抗体お
よび抗FceRIa鎖（α鎖）自己抗体の臨床的意義
抗 IgE抗体濃度は，CSU患者群の方がNC群より

も統計学的に有意に高値だった（P < 0.0001, cutoff 

value: 0.558 mg/mL）。抗 IgE抗体濃度のcutoff値以

上と未満のCSU患者の臨床的特徴を比較すると，

cutoff値以上の患者で罹病期間が有意に長かった。

抗α鎖抗体濃度は両者間に統計学的な有意差はな

かった。EXiLE法によるマスト細胞活性化能はCSU

患者群の抗 IgE抗体の方がNC群よりも統計学的に

有意に高値であった（P = 0.0106，図2）。抗α鎖抗

体の IgG1/IgG4比はCSU患者群の方がNC群よりも

統計学的に有意に高値だったが，avidityには有意差

はなかった 5）。

感染型気管支喘息におけるマスト細胞活性化機構の解明

RSウイルス暴露によるヒトマスト細胞からの IgE依
存性の IL-8産生の増強

RSVを暴露したマスト細胞においてRSV Fタンパ

ク質は検出されず，RSV RNAの増幅も見られなかっ

た。RSVの暴露によってマスト細胞からの IgE依存

性ヒスタミン遊離の増強はみられなかったが，刺激

12時間後に IgE依存性の IL-8 mRNAの発現は増強さ

れ，刺激24時間後に IgE依存性の IL-8産生は増強さ

れた。

4．考　察

CSU患者群の抗 IgE抗体の濃度およびマスト細胞

活性化能は，NC群と比較して有意に高値であった

ことから，CSU患者群の抗 IgE抗体は，NC群と何か

質的な違いがあることが示唆された。CSU患者にお

いて抗 IgE抗体濃度と抗 IgE鎖抗体によるマスト細

胞活性化能には相関がなかったことから抗 IgE抗体

の一部がマスト細胞活性化能を有していることが示

唆された。マスト細胞活性化能の機序としては，抗

IgE抗体のエピトープの違い，avidityの違いやアイ

ソタイプの違いなど様々な要因の結果である。

RSVは，ヒトマスト細胞に感染しないが，ヒトマ

スト細胞表面上のCX3CR1やTLR4を介して接着し

て細胞の活性化を増強した可能性がある。

umと IMDM）で培養した。42日目にPBSで Iscove 

methylcellulose mediumを洗浄し，SCF（100 ng/ml）

と IL-6（50 ng/ml）を含んだ IMDMで培養した。

RT-PCR：ヒト培養マスト細胞にRSV (long strain, 

ATCCⓇ, Manassas, VA) を添加した後，マスト細胞

の総RNAは，RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA) 

を用いて抽出し，精製した。500 mg/mL oligo 

(dT12-18) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA), 10 mM 

dNTP mix (Invitrogen), 5 x first strand buffer (Invit-

rogen), 0.1 M DTT (Invitrogen), SuperScript III RNase 

H-Reverse Transcriptase (Invitrogen) および RNase 

OUT (Invitrogen) を用いてcDNAに逆転写を行っ

た。RSV Fusion (F) proteinのprimerとprobeは，F, 

5’-GCCAGAAGAGAACTACCAAGGTTTAT-3’; R, 

5’-CTGGCGATTGCAGATCCAA-3’; probe, 5’-AC-

CAAAAAAACCAATGTAAC-3’.を使用した。GAPDH

および IL-8のprimerとprobeは，Applied Biosystems

社（Foster City，CA）から購入した。

免疫化学組織染色による解析：ヒト培養マスト細

胞にRSVを添加し，RSV Fタンパク質に対する抗体

を用いた免疫染色を行った。ヒト培養マスト細胞を

固定して，膜の穴あけをした後，FITC標識抗RSV F

タンパク質モノクローナル抗体（IMAGENTM, Dako-

Cytomation, Glostrup, Denmark）およびアイソタイ

プコントロールマウス IgG1とインキュベートした。

マスト細胞の活性化：IgE感作したヒト培養マス

ト細胞にRSVを添加し，3時間インキュベートした

後，細胞を洗浄した。その細胞を0.1，1.0，10 mg/ml

の抗FceRIa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（10－6M）で

30分間あるいは24時間刺激した。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

24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：臨床データの2群間の統計学的解析は，

Mann-Whitney U testまたはFisher’s exact testを用

いた。in vitroの実験の群間の統計学的解析は，Two-

way ANOVA and Sidak’s testsを用いた。P < 0.05を

有意とした。
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5．結　語

1． CSU患者群の抗 IgE抗体の濃度およびマスト細胞

活性化能は，NC群と比較して有意に高値であり，

CSUの病態に関与していることが示唆された。

2． マスト細胞にRSVを暴露すると，おそらくRSV

がマスト細胞に接着し，これによって IgE依存

性の IL-8産生を増強させた。従ってRSVによる

急性細気管支炎罹患時にアレルゲンに暴露され

ると気道炎症が増強されることが示唆された。
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図2　抗α鎖抗体と抗 IgE抗体によるマスト細胞活性化能
CSU患者の抗IgE自己抗体によるFceRIの架橋能がNC群に比較して有意に高いことが判明した（B）。
非刺激の fold increaseを1とした。
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