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研究成果の概要（和文）： 喘息患者ではアレルギー体質がなくても、そのアレルゲン曝露により症状悪化をき
たすことがある。
 我々は家塵ダニが好酸球の接着反応、ならびにエフェクター機能を直接的に誘導するかを検討した。
 室内塵ダニは好酸球の接着反応および活性酸素産生を有意に誘導した。この反応は特異蛋白であるDerf 1でも
同様の結果が得らえた。室内塵ダニが好酸球に直接的に作用し、エフェクター機能発現に影響を与える事が示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Even without an allergic constitution in asthmatic patients, symptoms may be
 exacerbated by exposure to the allergen.
We investigated whether house dust mites directly induce eosinophil adhesion and effector function.
　House dust mites significantly induced adhesion reaction and active superoxide production of 
eosinophils. Similar results were obtained with this specific reaction even with the specific 
protein Derf 1. It was suggested that indoor dust mites act directly on eosinophils and affect 
expression of effector functions.

研究分野： 気管支喘息
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

アレルギー性炎症に関与するTh2サイト

カインは好酸球の気道粘膜への浸潤を亢進

させる。好酸球から放出された各種炎症性

メディエーターはアレルギー症状の発現に

強く関与している。特に喘息の気道では好

酸球が気道組織に浸潤し局所の炎症を起こ

すとともに、炎症が遷延すると気道の再構

築すなわちリモデリングを惹起し不可逆性

の気道壁肥厚を生じることが知られている。 

一方で，健常人（アレルゲン特異的IgE

抗体が検出されない人）においても生活環

境アレルゲンへの曝露により上気道症状

（鼻汁等）が誘発される事がある。自然免

疫系においては非IgE依存的に好酸球が活

性化され，その活性化は好酸球表面に発現

するToll様受容体（Toll-like receptor：

以下TLR）、プロテアーゼ活性化型受容体

（protease activated receptor：以下PAR）

を介していると考えられている。 

PARは，特定のプロテアーゼによって特異

的に活性化される7回膜貫通型受容体で、消

化管や気道など生体内に広く分布している。

ヒトにおけるPARはPAR1からPAR4まで確認

されており、ヒトの好酸球表面上にはPAR2

と3が存在し、PAR2が最も好酸球炎症に関与

することが報告されている。とくにPAR2は

トロンビンやトリプシンなどのセリンプロ

テアーゼやパパインなどのシステインプロ

テアーゼ刺激で活性化され、matrix 

metalloproteinase-9、IL-6、IL-8、プロス

タグランジンE2などの産生促進が報告され

ている。さらにPAR2ノックアウトマウスを

用いた実験ではアレルギー性気道炎症にお

いて好酸球浸潤や気道過敏の進行を促進す

ると報告され、PAR2が好酸球活性化に関与

している可能性が示唆された。 

代表的な生活環境アレルゲンであるダニ

（house dust mite: 

Dermatophagoides farinae：Df）は気管支

喘息やアレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚

炎などのアレルギー疾患と関連する重要な

吸入抗原として広く知られている。Dfには

主要アレルゲンとしてDer f 1及びDer f 2

が同定され, Der f 1はシステインプロテア

ーゼ活性を持つことが報告されている。こ

れまでにマウスを用いた実験結果から、シ

ステインプロテアーゼのアゴニストである

パパインとシステインプロテアーゼ活性を

有するDer f 1が好酸球の脱顆粒を亢進させ

ることを示したが、その作用機序について

は明らかになっていない。 
２．研究の目的 

今回、ダニアレルギー患者及び健常人の

血液を用い、好酸球活性化の作用メカニズ

ム並びにPAR2の関与を検討した。 
３．研究の方法 

（1）好酸球分離法 

 好 酸 球 は 既 報 の 方 法 に 従 い

immunomagnetic beads による negative 

selection にて分離した。すなわち健常人

末梢血をヘパリン処理したものと 4.5％デ

キストランを 50 ml のポリプロピレンチュ

ーブに 4対 1 の比率で混ぜ、血漿成分と赤

血球とに分離した。この血漿成分を比重

1.085 の Percoll 液を用い比重遠心分離

を行い、リンパ球ならびに低比重の顆粒球

を除去後、蒸留水にて赤血球の溶血操作を

行った。その後好中球除去を目的として抗

CD16 モノクロナール抗体ビーズを使用し

た negative selection 法で好酸球を選択

的に分離した。これを 0.1％ gelatin を含

有する HBSS（HBSS/gel）に浮遊し、接着反

応については 1.0×105cells/ml に、活性酸

素産生反応については 1.0×106 cells/ml 

に調節して実験に供した。好酸球の分離純

度は 98％以上であり、また実験終了直後の

cell viability は trypan blue 染色で

95％以上であった。 

（2）好酸球接着反応とブロック実験 

好酸球の接着反応：既報の方法に従い、各



刺激と共に、 IL-5 や接着分子である

rh-VCAM-1,rh-ICAM-1の好酸球の接着反応

を EPO 発色法用いて評価する。まず、

rh-ICAM-1(10μg/ml)を 0.05M NaHCO3 で溶

解し、96-well 組織培養プレートにコーティ

ングを行い、4℃で一晩インキュベーション

する。インキュベーション後、HBSS で洗

浄除去し、非特異的接着反応を軽減するた

めに HBSS/gel 100μl をコーティングされた

ウェルに加える。室温で 1 時間インキュベ

ーション後、HBSS/gel を除去する。健常ド

ナーあるいはアレルギードナーから分離し

た好酸球を HBSS/gel で 1×105 cell/ml に浮

遊して、各ウェルに 100μl/well ずつ分注す

る。rh-ICAM-1 コーティングプレートにお

いて、 IL-5(100pM)存在下・非存在下で

37℃・20 分のインキュベーションを行う。

プレートを HBSS で洗浄し、HBSS/gel 100μl

を加える。空いているウェル内に 1×103, 

3×103, 1×104, 3×104, そして 1×105cell/well

の好酸球を分注し、スタンダードを作成す

る 。 そ れ か ら OPD 溶 液 (1mM 

o-phenylenenediamine, 1mM H2O2,0.1%Triton 

X-100 inTris buffer, pH 8.0) 100μl をすべて

のウェルに加え、室温で 30 分間インキュベ

ーションする。インキュベーション後、4M 

H2SO4 20μl をウェルに加え、反応停止させ、

IMMUNO-MINI (NJ-2300, 日本インターメ

ッツ株式会社、東京、日本)を使用し、波長

490nm の吸光度を測定する。インテグリン

の関与を調べる際には、ウェルへ分注する

前に HBSS/gel で浮遊した好酸球を mouse 

IgG1, anti-β2 integrin monoclonal mAb, 

anti-αM integrin monoclonal mAb, anti-α4 

integrin monoclonal mAb (3μg/ml)で 4 度・15

分間前処理を行い、上記と同様に好酸球接

着実験を行う。それぞれの実験は単一のド

ナーから分離した好酸球を使用し、好酸球

接着率は log 対数変換法を用いて平均値か

ら測定する。インキュベーション後の cell 

viability は trypan blue 染色で確認する。 

（3）好酸球活性酸素産生反応と block 実験 

好酸球のスーパーオキサイド（O2
−）活性

を我々が行ってきた 96 穴プレートを用い

たチトクローム C還元法により測定した。

まず SOD コントロール well に SOD（0.2 

mg/mL in HBSS/gel）を 20 μl を入れ、各

well が 80 μl となるよう HBSS/gel を加

え た 。 そ の 後 Df (crude ；

10ng/ml,100ng/ml,1µg/ml)あるいは Der f 

1(1ng/ml,10ng/ml,100ng/ml)を各 20 µl加

えたのち、好酸球浮遊液(100 ml of 1×106 

cells/ml in HBSS/gel)とチトクローム C

（12 mg/ml）を体積比 4 対 1で混合したも

のを各 well に 100 μl ずつ加えた。ブラ

ンクには HBSS/gel 180 μl とチトクロー

ム C 20 μlを加えた。その後、直ちに上記

測定器を使用し 550 nm の吸光度を経時的

（0,10,20,30,40,50,60,90,120,150,180,2

10,240 分後）に測定した。測定の間はプレ

ートを 5％CO2，37℃のインキュベーターで

保温した。これらの反応は duplicate で行

い，SOD を含んだ反応と比較した。O2
− 産生

量は分子吸光度計数 21.1×103M/L・cm から

nmoles cytochrome Creduced/106 

cells−SOD control として算出した。イン

キュベーション開始から 240 分後の好酸

球生存率はtrypan blue 染色にて95％以上

であった。 

スーパーオキサイド（O2
−）産生のブロッ

ク実験では、SOD（0.2 mg/mL in HBSS/gel）

と HBSS/gel 前述の通り加えたプレートに

Df (crude,1µg/ml) あ る い は Der f 

1(100ng/ml)を各 well に 20µl加えた。好酸

球 を anti-CD11b Ab 、 anti-CD18 Ab 、

anti-PAR2 Ab (FSLRY-NH2) 3µg/ml 、

anti-PAR2 Ab（ENMD-1068）3µg/ml、oxidized 

ATP (oATP)30µM と 37℃、15 分間プレイン

キュベーションした後、好酸球浮遊液(100 

ml of 1×106 cells/ml in HBSS/gel)とチ



トクローム C（12 mg/ml）を体積比 4 対 1

で混合したものを各 well に 100 µlずつ加

え上記と同様に 550 nm の吸光度を経時的

に測定した。 

 それぞれの実験において吸光度測定した

後、各wellから上清を120 µl採取し－30℃

で保存し EDN 測定を行った（→（5）に詳細

を記す）。 

（4）ATP放出 

好酸球からのATP放出をみるため、

0.01%HEPEを25mM加えたHBSSで1×106 /mlに

調整した好酸球100 µlにDF（crude）1 µg/ml、

Der f 1 100ng/mlをそれぞれ10 µl加え5％ 

CO2，37℃のインキュベーターで保温した。

経時的に1,3,5,10,15,20分後に上清を採取

し、－30℃で保存した。ATP Determination 

Kit (BioAssay Systems,Hayward, CA) と

luminometerを用いてATPを測定した。 

（5）好酸球の脱顆粒 

好酸球の脱顆粒をみるため

eosinophil-derived neurotoxin (EDN)を測

定した。EDN測定にはEDN ELISA KIT((株)

医学生物学研究所、日本)を使用した。組織

培養プレートの各wellに（3）の好酸球活性

酸素産生およびそのブロッキング実験で採

取した検体の上清30 µlとBuffer(Assay 

diluent)120 µlを入れ、5倍希釈（total 150 

µl）になるよう調整した。そのうち100 µl

ずつプレートに移し室温で1時間反応させ

た。その後、反応液を捨てDDWで10倍希釈し

たWash solutionで各wellに200 µlずつ4回

洗浄した。Conjugateを各wellに100 µlずつ

入れ室温で1時間反応させDDWで10倍希釈し

たWash solutionで各wellに200 µlずつ4回

洗浄した。終了後にSubstrate（TMB）を各

wellに100 µlずつ入れ、10分間反応させ

Stop solutionを各wellに100 µlずつ添加し

反応停止させ450 nmで吸光度を測定した。 

（6）統計処理法 

統計解析方法については医学統計ソフト

Stat view 5.0（SAS Company, Cary, North 

Carolina, USA）を用いてt検定で行い、各

群間差を検討しp＜0.05を有意差ありとし

た。 
４．研究成果 

室内塵ダニ（clude）刺激によるプラスチッ

クプレートへの好酸球の％接着率は濃度依

存性に上昇した。カイネティクス実験では

コントロールと比べ有意に％接着率が上昇

し、45 分で反応はプラトーに達した。ダニ

（crude）刺激により rh-ICAM-1 への好酸球

の％接着率は有意に上昇し、VCAM-1 と

Fibronectin 存在下では反応がブロックさ

れた。また、ダニ特異蛋白（Derf-1）の

ICAM-1 への好酸球の％接着率も有意な上

昇を示した。 

また、室内塵ダニ（crude）刺激により好酸

球は有意な活性酸素産生を示した。室内塵

ダニによる好酸球接着反応ならびに好酸球

活性酸素産生は、各々Der f 1 によって

mimic された。 

結果については現在登校中にて図説掲載を

控えさせて頂きました。 
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