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PGD2が産生される。そのPGD2がマスト細胞の

PGD2受容体DP1を介してマスト細胞を成熟させる

ことを我々は最近報告した
17）
。マウスでは粘膜型の

マスト細胞を結合織に移植するとマスト細胞のフェ

ノタイプが変ることから，マウス細胞周囲の微小環

境がフェノタイプの決定に重要であることが報告さ

れた
18）
。粘膜型マスト細胞を線維芽細胞と共培養す

ると，結合織型マスト細胞に変化させる因子および

成熟因子として膜結合型stem cell factor, thymic stro-

mal lymphopoietin （TSLP） と IL-33が同定されてい

る
19- 22）
。このように，それぞれの炎症性疾患におい

てマスト細胞が疾患特異的にフェノタイプを変えて

いるのは，マスト細胞の存在する微小環境によって

影響を受けているという仮設を立て，関節リウマ

チ，慢性蕁麻疹およびアトピー性皮膚炎のフェノタ

イプの変化の機序と病態への関与を明らかにし，新

規治療薬の開発に資する研究を行うことを目的とし

た。また脱落膜組織マスト細胞の特徴を解析した。

1．はじめに

我々は，今まで皮膚，肺，扁桃腺および腸管のヒ

トマスト細胞の薬物に対する反応の多様性
1-3）
や組

織マスト細胞のサイトカイン産生能の多様性
4-6）
を

報告してきた。また，各組織のマスト細胞を分離培

養して組織特異的な分子の発現を報告してきた。例

えば扁桃腺組織などのリンパ節のマスト細胞には

OX40Lが発現しており
7）
，肺マスト細胞では血小板

活性化因子（PAF）受容体を，皮膚マスト細胞では

MrgX2を発現していることを報告した
8）
。ヒトマス

ト細胞は interferon-γに曝露されるとそのフェノタイ

プを変え，FcγRI 
9-12）
，Toll様受容体4

13, 14）
や，NOD2

15）

を発現することを報告したが，関節滑膜マスト細胞で

は構成的にFcγRIを発現していることを報告した
16）
。

また，マスト細胞のフェノタイプの変化に関して，

マスト細胞から産生されるGroup III Phospholipase 

A2が線維芽細胞に働き，L型のprostaglandin（PG）合

成酵素の活性を上げ，その結果，線維芽細胞から
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慢性蕁麻疹，アトピー性皮膚炎，関節リウマチ病変部におけるマスト細胞のフェノタイプを同定

し，その性状を解析した。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

化機構が存在している。重症の慢性蕁麻疹患者の皮膚マスト細胞はMrgX2を有意に高く発現してい
る。上皮細胞由来サイトカインである IL-33と thymic stromal lymphopoietin（TSLP）はその発現を
増加させなかった。アトピー性皮膚炎のマスト細胞はFcεRI β鎖を高く発現している。その発現増
加の機序としては上皮細胞から産生されるTSLPがその一因である。関節リウマチ患者の病変滑膜
マスト細胞はCOX1, COX2, LTC4S, TBXAS1を変形性膝関節症の滑膜マスト細胞と比較して有意に
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養マスト細胞を樹立した。
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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

え実験実施規程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
23）
。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，Pepro-

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

roTech EC Ltd）を含んだ無血清培地（Iscove meth-

ylcellulose medium, Stem Cell Technologies Inc., 

Vancouver, BC, Canadaと Iscove’s modified Dulbec-

co’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
16）
，肺マスト細胞

7, 8）
と

皮膚マスト細胞
7, 8）
は，それぞれ滑膜組織，肺組織，

皮膚組織と脱落膜組織から分離培養した。新鮮な滑

膜組織，肺組織，皮膚組織と脱落膜組織を採取後た

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1mm
3
以下に細切した。collagenaseとhyaluron-

idase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-

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。

また，滑膜組織は酵素で細胞を分散後，培養し，プ

レートに接着した線維芽細胞を採取した。

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（Invit-

rogen）および RNase OUT （Invitrogen）を用いて

cDNAに逆転写を行った。COX1，COX2，LTC4S，

TBXAS1およびGAPDHのprimerとprobeはAssays-

on-Demand ™ service（Applied Biosystems，東京）

のものを使用した。

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
13）
。以下の抗体を用いて細胞を染色した。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），

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），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-streptavi-

din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
13）
。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FcεRIαモノクロー

ナル抗体（クローンCRA1），Alexa Flour 555標識抗

FcεRIβ鎖抗体
24）
，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FcεRIα 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

0.1，1.0，10 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分間刺激した。FcγRIの架橋は，

マスト細胞を1.0，10 µg/ml の抗ヒトFcγRI抗体のF 

(ab’)2 fragments (F (ab’) 2αFcγRI, clone 10.1，IDLabs, 

London, カナダ）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’)2m 

IgG1, Jackson Immune Laboratory, West Grove, PA）

で30分間刺激した。細胞を１度洗浄後FcγRI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 Im-

mune 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
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しなかった。皮膚マスト細胞を皮膚線維芽細胞と共

培養する実験準備としてヒトの皮膚線維芽細胞の培

養系を確立した。皮膚マスト細胞は，入手数が少な

いため，臍帯血由来培養マスト細胞と皮膚線維芽細

胞の培養実験を開始した。

2） アトピー性皮膚炎の皮膚マスト細胞における

FcεRI β鎖の高発現の機序の解明 :

アトピー性皮膚炎の上皮細胞においてはTSLPが

高発現していることが知られている。そこで，TSLP

がヒトのマスト細胞のFcεRIβ鎖発現を増強するか

どうかを調べた。TSLPをマスト細胞に添加し，5日

間でFcεRIβ鎖タンパクの発現が増強された。しか

しながらFcεRIβ mRNAの有意な発現増強はみられ

なかった。

3） 関節リウマチ患者の病変滑膜マスト細胞におけ

るCOX1，COX2，LTC4S，TBXAS1の強発現の機

序の解明 :

変形性膝関節症の滑膜マスト細胞を関節リウマチ

患者の滑膜線維芽細胞と共培養し，変形性膝関節症

の滑膜マスト細胞におけるCOX1，COX2，LTC4S，

TBXAS1の発現をReal Time RT-PCRで検討したが，

これら遺伝子発現には関節リウマチ患者の滑膜線維

芽細胞は，何ら影響を及ぼさなかった。また，変形

性膝関節症の滑膜マスト細胞にTSLPを添加し，

COX1，COX2，LTC4S，TBXAS1の発現をReal Time 

RT-PCRで検討したが影響はなかった。

疾患特異的にマスト細胞で発現している分子の疾患

の病態への関与の解析

関節リウマチ患者の病変滑膜マスト細胞における

COX1，COX2，LTC4S，TBXAS1の病態への関与の

解析 :

Fc受容体を介する刺激で関節リウマチ患者の滑

膜マスト細胞がより多量のPGD2を産生することが，

関節リウマチの病態にどのように関与しているのか

を検討した。FcεRI架橋およびFcγRI架橋の刺激に

よる変形性膝関節症および関節リウマチ患者の滑膜

マスト細胞からのPGD2産生量を比較したところ，

関節リウマチ患者の滑膜マスト細胞からのPGD2産

生量が有意に高いことが分かった。また，関節滑液

中のPGD2量を測定すると，関節リウマチ患者で有

意に高いことが分かった。関節リウマチ患者の滑膜

組織でのPGD2産生細胞はマスト細胞のみでなく滑

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

疾患特異的マスト細胞のフェノタイプの同定

1）慢性蕁麻疹 : 

重症の慢性蕁麻疹患者の皮膚マスト細胞はMrgX2

を有意に高く発現していることと，MrgX2はsub-

stance Pの受容体であるのみならず，好酸球顆粒タ

ンパクのなかでmajor basic proteinとeosinophil per-

oxidaseの受容体であることを報告した
25）
。

2）アトピー性皮膚炎 :

アトピー性皮膚炎と疾患コントロールである乾癬

患者の皮膚組織のFcεRIβ鎖の発現を免疫組織化学

染色にて調べたところ，アトピー性皮膚炎患者では

マスト細胞数が有意に増加しているのみならず，

FcεRIβ鎖の発現が有意に増加していた。

3）関節リウマチ : 

関節リウマチ患者と変形性膝関節症の病変滑膜マ

スト細胞に発現している遺伝子をDNAチップで比

較した。関節リウマチ患者マスト細胞はCOX1，

COX2，LTC4S，TBXAS1を変形性膝関節症のマスト

細胞と比較して有意に高く発現していた。Real-

Time RT-PCRにてその結果を確認した。

4）脱落膜組織マスト細胞：

ヒト脱落膜マスト細胞を酵素的に分散させる方法

を確立した。ヒト脱落膜マスト細胞のフェノタイプ

は tryptaseおよびchymaseを持つMCTC typeであっ

た。ヒト脱落膜由来の培養マスト細胞を樹立した。

疾患特異的にマスト細胞がフェノタイプを変える機

序の解明

1） 重症慢性蕁麻疹患者の皮膚マスト細胞における

MrgX2の高発現の機序の解明 :

ヒト上皮細胞由来サイトカインであるTSLPおよ

び IL-33は慢性蕁麻疹の上皮細胞で発現が上昇して

いるという報告
26）
があるが，これらサイトカイン

はヒト皮膚マスト細胞表面のMrgX2の発現を増強
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膜線維芽細胞やマクロファージも産生細胞であるの

で，変形性膝関節症および関節リウマチ患者の滑膜

線維芽細胞の培養上清中のPGD2量を測定したが，

その量はアッセイの感度以下だった。

4．考　察

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している。疾患

特異的にマスト細胞に高発現している遺伝子の発現

増強機構は炎症組織の微小環境によるものとエピ

ジェネティックな変化によるものがあると考えられ

た。

5．結　語

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し，マスト細胞

は炎症組織の微小環境によってそのフェノタイプを

変化させるものとエピジェネティックな変化による

ものがあることが示唆された。
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