
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３６０１

基盤研究(C)

2014～2012

自然免疫系細胞によるプロテアーゼ認識機構の解明

The recognition and signaling pathway of cysteine protease activity in innate 
immune cells

１０３４５７６２研究者番号：

肥田　重明（HIDA, Shigeaki）

信州大学・学術研究院医学系・准教授

研究期間：

２４５９１４１９

平成 年 月 日現在２７   ６ １７

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：好塩基球は様々な分子を認識し、IL-4などのサイトカインを産生する。システインプロテア
ーゼであるパパインはTh2免疫応答を誘導する活性があるがその分子機構は不明である。FcRγ欠損好塩基球では、パパ
イン依存的なIL-4産生が誘導されず、このシグナル経路には、FcRγが関与している。パパインによって誘導されるmRN
A遺伝子発現パターンは、IgE-FcεRIα経路とは異なり、IFN-関連分子の発現が特異的に認められた。FcRγは、IL-4産
生のアダプター分子であるが、システインプロテアーゼには他の受容体経由が関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Basophils have recently been recognized as an initiator of type 2 immune 
responses producing interleukin-4 (IL-4) in response to various stimuli. The cysteine protease papain was 
shown to induce production of IL-4 and other molecules in murine basophils. Papain has been shown to not 
only trigger IL-4 production but also activate antigen presentation machinery by basophils, thereby 
initiating Th2 responses. However, the papain receptor and the signaling pathway for IL-4 production 
induced by the protease remained unclear. Here we show that basophils lacking FcRγ failed to produce 
IL-4 in response to papain. Retroviral reconstitution experiments showed that the FcRγ-ITAM-Syk 
signaling pathway was essential in papain-induced IL-4 production. In addition, papain specifically 
induced the expression of IFN-related genes in bone marrow-derived basophils. These observations 
indicated that other receptors as well as FcRγ-associated molecules could potentially recognize the 
protease papain.

研究分野： 免疫学

キーワード： シグナル伝達　好塩基球　サイトカイン
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
生体外の多彩な抗原に対する的確な獲得

免疫応答にはヘルパーT細胞のTh1/Th2/Th17
のいずれかへの分化が重要である。その分化
の方向性の決定には樹状細胞やマクロファ
ージなどの自然免疫系細胞に発現する病原
体センサーに依存したサイトカイン産生が
重要な役割を担っている。寄生虫感染やアレ
ルギー性疾患において重要な２型免疫応答
に関与する自然免疫細胞集団として好塩基
球や樹状細胞、そしてグループ２自然リンパ
球(ILC2)など、多くの自然免疫系細胞の関与
が報告されてきた。しかし２型免疫応答は、
細菌感染などの１型免疫応答(細胞性免疫)
に比べて、その解析は遅れている。Th2 分化
には IL-4 は重要であることは遺伝子欠損マ
ウスでの解析からよく知られている事実で
あるが、その免疫応答初期の IL-4 産生細胞
については、未だ不明な点も多い。最近、注
目されている ILC2 細胞群は IL-33, IL-25, 
TSLP などのサイトカインに刺激され、IL-13
や IL-5 を大量に産生することは知られてい
るが IL-4 はほとんど産生しない。IL-4 産生
細胞として、これまでに候補に挙がっている
のは、Th2 細胞、NKT 細胞、マスト細胞、好
塩基球などがあり、その中で好塩基球は抗原
提示細胞としても機能することが報告され
たことから、注目されていた。しかし、その
一方で in vivo における生理的な役割を明ら
かにするために、好塩基球を除去した場合の
アレルギー反応や Th2 分化誘導については
様々な報告があり、好塩基球がアレルゲンな
どの刺激によってTh2分化を誘導する初期の
IL-4 産生細胞かどうかについては疑問が残
っている。また、アレルギー性疾患や寄生虫
感染など多彩な２型免疫応答において、好塩
基球が単独で必須の役割を果たしていると
は考えにくく、体内の多くの自然免疫細胞群
との相互作用が重要であると考えられる。 
 2 型免疫応答を惹起する抗原の一つとして、
生体内外由来の種々のプロテアーゼなどの
分子が関与している可能性が注目されてい
る。寄生虫より分泌されるタンパクや植物の
果実内部には多種類のプロテアーゼが存在
している。これらの中にはヒトに対してアレ
ルゲンの一つとして作用する物質が存在す
る。さらに内在性のプロテアーゼは生理的活
性物質として重要であるばかりでなく、その
一方で、ネクローシスや炎症時には細胞外に
放出され、2 型免疫応答の調節に関与してい
る可能性がある。また、生体内には抑制因子
であるシスタチンCなどの内在性プロテアー
ゼ阻害物質も存在し、プロテアーゼとその阻
害物質のバランスが免疫応答を制御し、慢性
炎症や自己免疫反応の感受性を決める一つ
の要因となっていると考えられる。 
 自然免疫細胞の中でも好塩基球やマスト
細胞は２型免疫応答に重要なエフェクター
細胞としてサイトカインや化学伝達分子を

産生する細胞として認識されている。寄生虫
が産生するプロテアーゼや植物由来のプロ
テアーゼに加えて、炎症や組織傷害時に放出
される内因性プロテアーゼやATPなどの低分
子によって惹起される炎症応答と２型免疫
応答の解析を行うことは、アレルギーなどの
慢性疾患の治療に貢献すると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究代表者はこれまで IFN 制御因子 
(IRF) ファミリーの免疫調節機構を解析し
ており、Th1/Th2 免疫応答制御、NK 細胞分化
における機能を明らかにしてきた。特に
IRF-2 遺伝子欠損マウスで、好塩基球の異常
増多に起因する 2型免疫応答や Th2シフトに
ついて解析した。この研究から好塩基球が 2
型免疫応答のIgE依存的なエフェクター細胞
としての役割だけではなく、Th1/Th2 バラン
スを監視するという重要な役割を担ってい
ることが明らかになってきた。 
 アレルゲンの１つである寄生虫や植物由
来のプロテアーゼは、Th2 応答を誘導する性
質を持つと考えられるが、その分子機構は明
確になっていない。最近、自然免疫系の細胞
である好塩基球がシステインプロテアーゼ
であるパパインに応答してTh2免疫応答を惹
起 す る こ と が 報 告 さ れ (Sokol 他 , 
Nat.Immunol.2008)、好塩基球にシステイン
プロテアーゼの病原体センサーが存在する
可能性が示唆された。また、外来性システイ
ンプロテアーゼのみならず、内在性システイ
ンプロテアーゼとシスタチンなどの内在性
阻害物質とのバランスが生体内の恒常性を
決める要因として、免疫応答に影響する可能
性がある。細胞性免疫に重要な 1型免疫応答
や Th1 分化については、樹状細胞に発現する
Toll 様受容体(TLR)や IL-12 等のサイトカイ
ン産生など自然免疫細胞を中心にした解析
が進んでいるが、その一方でアレルギーや寄
生虫に関与する 2 型免疫応答に重要な IL-4
産生細胞や自然免疫細胞に発現するセンサ
ー分子については未だに詳細な免疫制御機
構は不明のままである。我々はこれまでに
FcRγ欠損マウスの骨髄由来の培養好塩基球
(BM-Bs)がパパインに応答しないことに注目
し、FcRγ-Syk 経路が重要であることを見出
した。 
 本研究課題では2型免疫応答における好塩
基球の役割を明らかにし、さらに好塩基球の
IL-4産生に関する新たなFcRγ分子とサイト
カイン受容体シグナル伝達のクロストーク
に関するこれまでの成果に基づいた新たな
プロテアーゼセンサーの分子機構の解析を
行う。これまで研究成果を更に発展させるこ
とによってシステインプロテアーゼ「センサ
ー」の同定とそのシグナル伝達機構を解明し、
抗原の質的特性による免疫応答の変化につ
いて新たな知見を得ることを目的とする。将



来的にはアレルゲンによる2型免疫応答の制
御とその生理的意義を明らかにし、慢性炎症
疾患などに対する新たな治療方針の開発に
結びつける。 
 
 
３．研究の方法 
 
自然免疫系細胞の一つである好塩基球には
プロテアーゼに応答するセンサー分子が存
在し、２型免疫応答に重要なサイトカインや
遺伝子発現を誘導する。マウス末梢血には、
好塩基球は 0.1％程度であり極めて少数しか
存在しないため、骨髄細胞をIL-3で培養し、
好塩基球を誘導した細胞（骨髄由来好塩基
球:BM-Bs）を用いて一連の実験を行った。 
 
(1)骨髄由来の培養好塩基球(BM-Bs)を IL-3
で継続的に維持した状態を活性化好塩基球
とし、逆に IL-3 を枯渇させた好塩基球を休
止状態の細胞として、パパインによる刺激を
行い IL-4 産生の変化を調べた。活性化好塩
基球は IgE刺激によって IL-4,IL-6 を産生す
るが、増殖は誘導されない。IL-3 刺激では増
殖は誘導されるが IL-4, IL-6 を産生しない。
一方、休止状態の好塩基球は IgE の刺激には
殆ど応答せず、IL-3 刺激によってのみ
IL-4,IL-6 を産生するようになる。パパイン
がどちらのパターンで IL-4 を産生するか調
べた。 
 
(2)これまでにレトロウイルスベクターを用
いて培養好塩基球に種々の遺伝子を導入す
る系は確立している。FcRγ欠損好塩基球を
用いて、FcRγ分子の野生型、点変異型分子
を再構築し、パパイン受容体との結合に重要
なドメインやアミノ酸配列を確認する。FcR
γ分子は、細胞質内に ITAM (immunoreceptor 
tyrosine - based activation motifs)と呼
ばれるモチーフを持ち、この領域を介して
Syk が結合し、下流へのシグナル伝達が伝わ
る。これまで IgE-FcεRI を介した FcRγ
(ITAM)-Syk 経路については、マスト細胞にお
いて検証されてきたが、好塩基球のパパイン
受容体-FcRγ依存的な IL-4 産生誘導につい
て ITAM 変異体や Syk の変異体を発現させ、
パパイン依存的なシグナル伝達経路がIgEと
同様の FcRγシグナル経路か、パパイン特異
的なシグナル経路か確認した。 
 
(3)パパインのシステインプロテアーゼ活性
がシグナル伝達に必要かどうか調べるため
に阻害剤を加えてIL-4産生について調べた。
また好塩基球、リンパ球などの細胞表面上の
分子がパパインによって切断されるかどう
かについて、フローサイトメトリーを用いて
経時的に確認した。 
 
(4)好塩基球をパパインで刺激し、得られた
total RNA を用いて、シグナル伝達分子や転

写因子など、サイトカイン発現に関連する
mRNAの発現量を、定量的RCRを用いて解析し、
サイトカイン産生に重要な分子の解析を行
った。 
 
４．研究成果 
 
(1)好塩基球では、IgE 受容体(FcεRI)刺激時、
IL-4,IL-6,IL-13 などの２型免疫サイトカイ
ンは、Syk や MAPK を介して遺伝子の発現が誘
導される。また、これらの遺伝子発現は IL-3
による活性好塩基球でより顕著に促進され
た。システインプロテアーゼアレルゲンであ
る パ パ イ ン に お い て も 、 同 様 に
IL-4,IL-6,IL-13 産生が誘導され、さらに
IL-3 存在下で顕著に増多し、逆に休止好塩基
球では微量の IL-4 しか産生されなかった。
これらの結果から、IgE-FcεRIαと同様のシ
グナル伝達経路が使用されていることが明
らかになった。 
 
(2) FcRγ欠損好塩基球を用いて、FcRγ分子
の野生型を再構築したところ、パパインによ
る IL-4 産生が回復した。また、FcRγの 21
番目のロイシン点変異型分子を再構築した
場合、FcεRIαなどの受容体の発現も、パパ
インによるIL-4産生も全く回復しなかった。
これはパパイン受容体も FcεRIαなどの受
容体と同様にFcRγとの結合に21番目のロイ
シンが重要なアミノ酸であることを示して
いる。また、逆に IL-3 受容体-FcRγとは異
なる結合様式であることを示した結果であ
る。シグナル伝達分子についても同様に調べ
たところ、FcRγの ITAM の変異体や Syk の変
異体をレトロウイルスベクターで発現させ
た場合も同様に、パパインによって IL-4 は
産生されなかった。これらの結果からパパイ
ンの受容体は、FcεRIαなどの受容体と類似
の構造を持ち、同じシグナル伝達経路を使用
している可能性が示唆された。 
 
(3)システインプロテアーゼ阻害剤存在下で
好塩基球を刺激した場合は、IL-4 や IL-6 産
生は、完全に抑制されたことから、パパイン
に関しては、そのプロテアーゼ活性が必須の
役割を果たしていると考えられる。リンパ球
を用いた結果から、CD8a はパパイン感受性で
あることが明らかになった。そこで CD8a/FcR
γの融合タンパクを作成し、FcRγ欠損好塩
基球に発現させた好塩基球をパパインで刺
激したところ、興味深いことに微量であるが
IL-4 の発現が誘導され、この結果からもプロ
テアーゼによる受容体の切断が重要である
可能性が示唆された。好塩基球やマスト細胞
特異的な分子である FcεRIαに注目したが、
フローサイトメトリー解析やタンパク質ブ
ロットではパパインによる切断は確認でき
なかったことから、他の FcRγ結合分子の可
能性が示唆された。プロテアーゼによる受容
体の切断か、プロテアーゼによって生成され



たペプチドが受容体に結合するかについて
の分子機構については、不明な点もあり、質
量分析も用いてさらに詳細な解析を行って
いる。 
 
(4)遺伝子発現パターンを IgE の架橋とパパ
イン刺激で比較したところ、IL-4 などのサイ
トカインは、両方の刺激で観察できた。しか
しながらパパインでは IFNβを含め IFN 関連
分子の mRNA 発現が特異的に観察された。ま
た、これらの遺伝子発現誘導にはプロテアー
ゼ活性や FcRγ分子は必須ではなかった。病
原体センサーの免疫アダプター分子である
ASC などの関与について、shRNA や遺伝子欠
損マウス由来好塩基球を用いた予備的な観
察では、IL-4 産生は 60％程度に減弱した。
これらの結果は、パパインには FcRγ以外の
受容体を介したシグナル伝達経路が重要で
あることを示している。IL-4 産生にのみ注目
すると、タンパク合成阻害剤存在下でのパパ
イン刺激でも、IL-4ｍRNA の発現は減弱しな
いことから、タンパク合成を介した間接的な
IL-4 産生誘導ではないことが示された。タン
パク質合成阻害剤存在下で好塩基球をパパ
インで刺激した場合は、逆に IL-4 mRNA 発現
誘導は 8 倍以上増加した。この結果は FcRγ
依存的な IL-4 産生を抑制する分子が関与し
ていることを示している。活性化好塩基球の
マイクロアレイ解析では、シグナル伝達関連
分子の発現に変化があった分子が多数得ら
れ、その中で Bcl-6 は休止好塩基球で高発現
しており、逆に SOCS1, Cish が活性化好塩基
球で高発現していることが確認された。これ
らの遺伝子はIL-4産生に関与するFcRγシグ
ナルの抑制に関与している可能性があると
考えられる。また、樹状細胞やマクロファー
ジでは、パパイン刺激によって、IFN 関連分
子などの遺伝子発現は認められたが、IL-4 の
サイトカイン産生は認められなかったこと
から、好塩基球特異的な分子機序であること
が示唆された。寄生虫感染では、寄生虫由来
のプロテアーゼが２型免疫応答の惹起に関
与すると考えられている。FcRγ遺伝子欠損
マウスに、寄生虫 Trichinella spiralis を
感染させたところ、所属リンパ節で IL-5 や
IL-13 の減少は確認できたが、血清 IgE 量や
筋肉シスト内の寄生虫数には変化はほとん
ど認められなかった。これらの結果から、寄
生虫感染防御においては FcRγのみではなく、
種々の自然免疫細胞やセンサー分子が複合
的に作用し、2 型免疫反応を制御していると
考えられる。 
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