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加
14）
も報告されており , これらは直接マスト細胞を

活性化する。またマスト細胞は tumor necrosis fac-

tor (TNF)-αや IL-6の主要な産生細胞であり，RAの

病態へのマスト細胞の関与が示唆されている。ヒト

のマスト細胞には多様性があるが，単離した滑膜組

織マスト細胞での研究は，未だなく，滑膜組織マス

ト細胞に発現している受容体の詳細は不明である。

我々は，約2％のヒト末梢血由来培養マスト細胞が

高親和性 IgG受容体 (FcγRI) を発現しているが，ヒ

ト末梢血由来培養マスト細胞および肺マスト細胞を

IFN-γにて，24時間培養するとFcγRI mRNAと細胞

表面の受容体の発現は有意に増強することを報告し

た
15）-17）

。FcγRIの架橋によって，FcεRIの架橋と比

較して同程度の脱顆粒，PGD2，LTC4の産生を認め，

TNF-α，IL-1β，IL-6といったproinflammatory cyto-

kineが産生された
15）-17）

。そこで滑膜組織マスト細

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
1）
。また，マスト細胞の関節リウ

マチ (RA) における役割については近年注目されて

いる。RAにおけるマスト細胞の関与に関しては，

マウス関節炎モデルの実験に供するマスト細胞欠損

マウスの種類によって結果が異なり未だ議論が多

い
2）-7）
。しかしながら，ヒトのRA患者の滑膜組織

病変部にはマスト細胞数が増加し，活動性と相関し

ている
8）-10）
。また，トリプターゼやヒスタミンといっ

たマスト細胞から遊離されるメディエーターの関節

液中の濃度の増加が報告されている
9）-12）
。関節液中

のサブスタンスP
13）
や interleukin (IL) -33濃度の増
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変部マスト細胞において高く発現していた。この受容体を介して皮膚マスト細胞は神経ペプチドサ

ブスタンスPによって活性化されるのみならず好酸球顆粒タンパクによっても活性化されることが
分った。以上より，マスト細胞は疾患によってそのフェノタイプを変え，疾患特異的な活性化機構

が存在することが示唆された。
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胞が IgG受容体を発現しており，免疫複合体で活性

化され多量のTNF-αを産生するという仮説を立て

て研究を行った。

慢性蕁麻疹 (CU) は，蕁麻疹が1ヶ月以上に亘り

出現する疾患で原因が不明である
18）
。橋本病などの

自己免疫疾患がと高頻度に合併すること，自己反応

性 IgGが検出されることから自己免疫疾患である可

能性も示唆されている
18）， 19）

。マスト細胞の活性化

がその原因であるが，マスト細胞の活性化機構は不

明のままである。皮膚マスト細胞はサブスタンスP

やコンパウンド48/80に反応し脱顆粒が惹起される

が肺マスト細胞はこれらに反応しない
20）， 21）

。最近，

サブスタンスPやコンパウンド48/80の新規受容体

としてMas-related gene X2 (MrgX2) が同定され

た
22）
。MrgX2は神経節後根

22）
およびヒト臍帯血由

来培養マスト細胞
23）
に発現している。我々はヒト

皮膚マスト細胞にMrgX2が発現していることを報

告している
24）
。MrgX2のリガンドとしてはサブスタ

ンスPやコンパウンド48/80のみならず，コルチス

タチン，ソマトスタチン，オキシトシン，バソプレッ

シン，オピオイドペプチドのダイノルフェン，バソ

アクテイブインテスチナルペプチド，抗菌ペプチド

LL-37などの報告がある
22），23），25），26）

。CU患者にサブ

スタンスPやバソアクテイブインテスチナルペプチ

ドを皮内注射すると健常人よりも有意に大きい膨疹

が惹起され長く持続するという
27），28）

。そこでCU患

者の皮膚マスト細胞がMrgX2を健常人よりも高く

発現しているという仮説を立てて検討した。

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
29）
。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，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
30）
，肺マスト細胞

と皮膚マスト細胞は，それぞれ滑膜組織，肺組織と

皮膚組織から分離培養した。できるだけ新鮮な滑膜

組織，肺組織と皮膚組織は採取後ただちに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hyaluronidase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 medium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：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 µg/mL oligo (dT12-18) primer  (Invitrogen, Carls-

bad， CA), 10 mM dNTP mix (Invitrogen)，5 x first 

strand buffer (Invitrogen)，0.1 M DTT  (Invitrogen)，

SuperScript III RNase H-Reverse Transcriptase (Invi-

trogen) および RNase OUT (Invitrogen) を用いて

cDNAに逆転写を行った。MrgX2およびGAPDHの

primerとprobeはAssays-on-Demand ™ service（Ap-

plied 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
24）
にてヒト皮膚組織由来培養マスト細

胞のMrgX2の発現抑制をおこなった。MrgX2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 (St. Louis, MO) 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

メーターよる解析はすでに報告した方法を用いて

行った
31）
。 以下の抗体を用いて細胞を染色した。
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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：臨床データの2群間の統計学的解析およ

び in vitroの実験の3群間の統計学的解析はMann-

Whitney U testを用いてP < 0.05を有意とした。in 

vitroの実験の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

初代滑膜マスト細胞（関節滑膜から分離直後のマス

ト細胞）におけるFcεRI，FcγRI，FcγRII，FcγRIIIお

よびKit発現とFcεRIおよびFcγRI架橋刺激による初

代滑膜マスト細胞の脱顆粒反応

滑膜組織から酵素で分散した滑膜細胞中のマスト

細胞の純度は43 ± 4％（n = 9 ドーナー）であった。

この細胞分画中のマスト細胞は，構成的にFcγRI

を発現しており，FcεRI，FcγRI，FcγRIIおよびKitの

発現レベルはOAとRAで有意な差はなかった（図

1A，B）。FcγRIIIはOAとRAのマスト細胞で発現し

ていなかった。FcεRI，FcγRI架橋刺激による初代滑

膜マスト細胞の脱顆粒反応に関してヒスタミン遊離

率を指標に比較したがその遊離率に有意差はなかっ

た（図1C，D）
30）
。

培養滑膜マスト細胞のにおけるFcεRI，FcγRI，Fcγ

RII，FcγRIIIおよびKitの発現とフェノタイプ

分離した滑膜マスト細胞の培養に成功した。培養

期間に応じて，マスト細胞の純度および細胞数の上

昇を認めた。培養10週後にはマスト細胞の純度は

98%に達し，培養10週後の培養マスト細胞において

もKit，FcεRI，FcγRIおよびFcγRIIの発現を認めた

（図2A）
30）
。培養滑膜マスト細胞では，MCTC（トリ

プターゼ，キマーゼの両方を発現しているマスト細

胞）が85％，MCT（トリプターゼのみを発現してい

るマスト細胞）が15％であった（図2B）
30）
。

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, eBioscience, San Diego, CA)，

PE標識抗CD64 (クローン10.1) と抗CD32  (clone 

KB61，Santa Crus Biotechnology，Dallas，TX)，ビ

オチン標識抗chymaseモノクローナル抗体 (クロー

ンB7)，抗 tryptaseモノクローナル抗体 (クローン

G3, Chemicon International，CA)，抗CD16 (クロー

ンDJ130c，DakoCytomation, Carpinteria，CA)，PE

標識抗CD117 (クローンYB5.B8，BD Biosciences，

San Jose，CA)，抗MrgX2モノクローナル抗体 (ク

ローン477533，R&D Systems，Minneapolis，MI)。

PE/Cy5-streptavidinは Biolegend (San Diego，CA) 

から購入した。

免疫化学組織染色と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
31）
。滑膜組織，皮膚組織あるいは，細胞を固

定して，膜の穴あけをした後，Alexa Flour 488標識

抗 tryptase抗体，ビオチン標識抗CD64 (クローン

10.1)，Alexa Flour 555標 識 抗MrgX2抗 体 (Abca，

Cambridge, UK)，アイソタイプコントロールマウ

ス IgG1およびウサギ IgGとインキュベートした。

ビオチン標識抗CD64 陽性細胞は，streptavidin-Cy3 

(Biolegend) を用いて可視化した。FV1000型共焦点

レーザー顕微鏡 (Olympus，東京 ) を用いた。

マスト細胞の活性化：IgE感作したマスト細胞を

0.1，1.0，10μg/mlの抗FcεRIαモノクローナル抗体 

（クローンCRA1），サブスタンスP，major basic pro-

tein (MBP)，eosinophil peroxidase (EPO)，eosino-

phil derived neurotoxin (EDN) あるいはカルシウム

イオノフォアA23187 (10
-6
M) で30分間刺激した。 

FcγRI と FcγRIIの架橋は，マスト細胞を1，10 µg/

mlの抗ヒトFcγRI抗体のF(ab’)2 fragments (F(ab’)2

αFcγRI, clone 10.1) と抗ヒトFcγRII (F(ab’)2αFcγ

RII，clone 7.3) で30分間刺激した。コントロールと

してマウス IgG1のF(ab’)2 fragments  (F(ab’)2mIgG1, 

Jackson Immune Laboratory, West Grove, PA)で 30

分間刺激した。細胞を1度洗浄後FcγRI と FcγRIIを

架橋させるため抗マウス IgG F(ab’)2 fragmentsのヤ

ギ F(ab’)2 fragments (gF(ab’)2αmF(ab’)2, Jackson 

Immune Laboratory) を添加しさらに30分間刺激し

た。ヒスタミン遊離とPGD2産生を測定するためそ
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図1　 初代滑膜マスト細胞におけるFcεRI，FcγRI，FcγRII，FcγRIIIおよびKit発現とFcεRIおよびFcγRI架橋刺激による
初代滑膜マスト細胞の脱顆粒反応

A）OAとRA患者の関節滑膜から分離直後のマスト細胞表面のFc受容体とKitの発現（フローサイトメトリー）。数値は
各受容体発現量とアイソタイプ抗体との比（MFI）である。灰色のヒストグラムがアイソタイプコントロール，黒線が
Fc受容体とKitの発現。 B）AのFcεRIとFcγRIの発現の統計学的解析（n = 3ドーナー）。 MFIで表示した。B～D）白バー
がOAマスト細胞，黒バーがRAマスト細胞。 C）FcεRIおよびD）FcγRI架橋刺激によるOAとRA患者の関節滑膜から
分離直後のマスト細胞からのヒスタミン遊離率（文献30より改変引用）。
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中和抗体を添加すると凝集 IgGの刺激によるヒスタ

ミンの遊離が有意に抑制された（図5C）
30）
。

皮膚マスト細胞のMrgX2の発現

皮膚マスト細胞表面のMrgX2の発現をフローサ

イトメーターにて解析した。ヒト臍帯血由来培養マ

スト細胞，LAD2細胞および皮膚マスト細胞表面に

はMrgX2が発現していたが，肺マスト細胞には発

現していなかった（図6A）
32）
。次に健常人の皮膚マ

スト細胞にMrgX2が発現しているかどうかを皮膚

生検組織の免疫組織化学染色によって検討したとこ

ろ，皮膚マスト細胞はMrgX2を発現していた（デー

FcεRIおよびFcγRIの架橋刺激による培養滑膜マス

ト細胞の脱顆粒反応，PGD2，IL-8およびTNF-α産生

培養滑膜マスト細胞において，FcεRI（図3）およ

びFcγRIの架橋刺激（図4）により脱顆粒反応，

PGD2，IL-8およびTNF-α産生を認めた
30）
。

凝集 IgG刺激による培養滑膜マスト細胞の脱顆粒反

応およびTNF-α産生

凝集 IgGの刺激によって培養滑膜マスト細胞から

の脱顆粒反応およびTNF-α産生を認めた（図5A, 

5B）。一方，単量体 IgGは培養滑膜マスト細胞を活

性化しなかった。抗FcγRI 中和抗体および抗FcγRII

FcRIKit

2414
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図2　培養滑膜マスト細胞におけるFcεRI，FcγRI，FcγRII，FcγRIIIおよびKitの発現とフェノタイプ
A）培養滑膜マスト細胞表面のFc受容体とKitの発現（フローサイトメトリー）。灰色のヒストグラムがアイソタイプコ
ントロール，黒線がFc受容体とKitの発現。数値は各受容体発現量とアイソタイプ抗体との比である。B）MCTとMCTC 
の2つのサブタイプの解析のため，抗 tryptase抗体と抗chymase抗体で染色し，フローサイトメーターによる解析を行っ
た。MCTとMCTCにおけるFcεRIとFcγRIの発現レベル解析。灰色のヒストグラムがアイソタイプコントロール，黒線
がFc受容体の発現。ヒストグラムの数値は各受容体発現量とアイソタイプ抗体との比である（文献30より改変引用）。
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サブスタンスP刺激による皮膚マスト細胞からのヒ

スタミン遊離とPGD2産生はMrgX2を介する

MrgX2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技術にてヒト皮膚培養

マスト細胞のMrgX2の発現抑制をおこなった。

MrgX2の発現が抑制されたマスト細胞ではサブス

タンスP刺激による脱顆粒とPGD2産生は統計学的

有意に抑制された（図8A，B）
32）
。NK1-R拮抗薬CP-

96345の添加ではサブスタンスP刺激による脱顆粒

は抑制されなかった（データは示さず）。

タは示さず）。また，CU患者の皮膚マスト細胞に

MrgX2が発現していることを確認した（図6B）
32）
。

CU患者と健常人（NC）の皮膚マスト細胞における

MrgX2発現頻度の比較

10人の健常人と蕁麻疹活動性スコア7（UAS7）が

30以上のCU患者9人の皮膚生検組織を免疫組織化

学染色し，マスト細胞数，MrgX2陽性マスト細胞数

およびマスト細胞のMrgX2陽性頻度を比較した。

マスト細胞数には有意差はなかったが（図7A），

MrgX2陽性マスト細胞数（図7B）およびマスト細胞

のMrgX2陽性頻度（図7C）はCU患者において健常

人と比較して統計学的有意な増加を認めた
32）
。
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図3　FcεRIの架橋刺激による培養滑膜マスト細胞の脱顆粒反応，PGD2，IL-8およびTNF-α産生
IgE感作したマスト細胞を抗FcεRIαモノクローナル抗体あるいはカルシウムイオノフォアA23187（Iono，10-6M）で刺
激後のA）ヒスタミン遊離率（n = 3ドーナー），B）PGD2産生量（1 x 103個マスト細胞/100 µl，n = 6ドーナー），C）IL-8
およびD）TNF-α産生量 （1 x 105個マスト細胞/100 µl，n = 4ドーナー）を示す。* P < 0.05（文献30より改変引用）。
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子導入するとサブスタンスP刺激によって細胞内カ

ルシウム濃度が増加した（図9A）
32）
。この所見は

MBPとEPOによっても観察されたがEDNでは見

られなかった（図9B）。MrgX2の発現が抑制された

マスト細胞ではMBPとEPO刺激による脱顆粒は統

計学的有意に抑制された（図9C）
32）
。

4. 考　察

RA患者およびOA患者の分離直後のマスト細胞

MBPとEPO刺激による皮膚マスト細胞からのヒス

タミン遊離はMrgX2を介する

我々の検討ではUAS7が30以上のCU患者9人の

うち7人の膨疹部位には好酸球の浸潤があった。好

酸球顆粒タンパクがCUの膨疹部位に存在すること

から好酸球の関与が示唆されていた
33）-35）

。MrgX2

のリガンドは強塩基性のペプチドであることから，

我々はMBPとEPOがMrgX2のリガンドであると

いう仮説を立てた。CHO細胞にMrgX2全長を遺伝
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皮膚マスト細胞は機能を持ったMrgX2を細胞表

面に発現していた。重症のCU患者の膨疹部位のマ

スト細胞のMrgX2発現が健常人に比較して統計学

的有意に増加していた。また，重症のCU患者の膨

疹部位には好酸球が浸潤している症例があった。サ

ブスタンスPのみならずMBPとEPO刺激による皮

膚マスト細胞からのヒスタミン遊離はMrgX2を介

していた。以上より，CU患者では神経ペプチド刺

激や好酸球の活性化がマスト細胞を活性化させてい

ることが示唆され，MrgX2がCU治療の新規分子標

表面に発現しているFcεRI，KitおよびFcγRIには差

が認められなかった。FcεRIおよびFcγRIの架橋刺

激による脱顆粒反応においても差は認められなかっ

た。滑膜組織から培養滑膜マスト細胞の樹立に成功

した。培養滑膜マスト細胞は，分離直後の滑膜マス

ト細胞と同様にFcγRI を恒常的に発現し機能を持っ

ていた。凝集IgGはFcγRIおよびFcγRIIを介してヒ

ト滑膜マスト細胞を活性化させ多量のTNF-αを産

生させたことから，免疫複合体はヒト滑膜マスト細

胞を活性化させることが示唆された
30）
。
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図6　皮膚マスト細胞のMrgX2の発現
A）皮膚マスト細胞表面のMrgX2の発現。LAD2細胞，ヒト臍帯血由来培養マスト細胞（CBMC），肺マスト細胞（LMC），
皮膚マスト細胞（SMC）および線維芽細胞（Fibro）表面のMrgX2発現をフローサイトメーターにて解析した。数値は各
受容体発現量とアイソタイプ抗体との比である。灰色のヒストグラムがアイソタイプコントロール，黒線のヒストグラ

ムがMrgX2の発現。B）CU患者および健常人より皮膚生検を試行し，その組織の免疫染色を行った。CU患者皮膚組織
を抗MrgX2抗体（赤），抗 tryptase抗体（緑）および核染色（青）したものであり，矢印はMrgX2陽性マスト細胞を示す。
Bar = 50 µm（文献32より改変引用）。
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図7　CU患者と健常人（NC）の皮膚マスト細胞におけるMrgX2発現頻度の比較
CU患者および健常人より皮膚生検を試行し，その組織の免疫染色を行った。A）マスト細胞数，B）MrgX2陽性マスト細
胞数およびC）マスト細胞のMrgX2陽性頻度を比較した。N.S. 有意差なし。*** P < 0.001 データは中央値と四分範囲で
示した（文献32より改変引用）。
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