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研究成果の概要（和文）：特異的IgE検査の簡便さと好塩基球活性化試験(BAT)の正確性を併せ持つ好塩基球細胞
株をベースにしたアレルゲンによる活性化試験法の開発を目的とした。まず幼弱好塩基球細胞株の効率よい分化
培養系を確立し、更にクローニングし高いFcERI発現を示す株を樹立。次にⅠ型アレルギー患者血清を用いてフ
ローサイトメトリーで好塩基球活性化マーカー（CD164等）測定を行い、抗原特異的活性化を確認。しかし細胞
株の自発的活性化がみられたため、刺激前に細胞洗浄を行い刺激による脱顆粒反応時に分泌されるトリプターゼ
活性を測定した。測定は簡便で自発的活性化の影響が少なくBAT法の欠点を補完する手法になりうることが示さ
れた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop a novel allergen test using a 
basophil cell line that possesses both the simplicity of the serum specific IgE measurement and the 
specificity of basophil activation test (BAT) for the diagnosis of IgE-mediated allergic diseases. 
We established an efficient differentiating culture system of an immature basophil cell line and 
subcloned a cell line that highly expresses Fcε receptor I. We incubated the cells with serum from 
patients with Japanese cedar pollinosis, activated it with the allergen, and determined the 
expression of basophil activation markers, such as CD164, with flow cytometry. Since spontaneous 
activation of the cells impaired the detection of allergen-specific activation, we measured the 
activity of tryptase, which is released upon degradation. The tryptase activity increased upon 
allergen stimulation, indicating that this new method was simple and easy, while complementing the 
drawbacks of a BAT assay.

研究分野： 小児アレルギー

キーワード： アレルギー検査　好塩基球　特異的IgE抗体　Ⅰ型アレルギー
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１．研究開始当初の背景 
食物アレルギーや花粉症などの I 型アレル
ギー患者は増加の一途をたどっており、医療
経済的にも大きな負担となっている。その対
策には精度の高い診断に基づいた治療ある
いは予防が重要である。 
現在、アレルギー検査として広く利用され
て い る 特 異 的 IgE 抗 体 検 査 法
（Radioallergosorbent Test, 以下 RAST 法）
は、定量的であり多種抗原が一度に解析でき
る利点があるものの、その結果は必ずしも生
体内での反応と一致しない。これを補う検査
として近年、好塩基球活性化試験(Basophil 
Activation Test, 以下 BAT 法)法が開発され
た。BAT 法では、生きた好塩基球の表面上に
結合したIgE抗体とアレルゲンを反応させて、
好塩基球の活性化の程度を細胞表面の活性
化マーカー(CD203c, CD63等)のフローサイト
メトリー法による測定で評価する。 
BAT 法では、アレルゲンによる細胞の活性化
すなわちⅠ型アレルギー反応の初期の段階
を直接検出するため、より的確に症状を反映
すると期待される。しかしながら、新鮮な末
梢血を用いて検査することが前提となるた
め、末梢血全血を新鮮な状態で検査施設に送
付する必要があることなど RAST 法と比較し
て検査としての制約が多いことや小児では
採血量が多いなどの問題点がある。また、抗
原濃度依存的に活性化が上昇するが、個人間
で活性化の程度が大きく異なることが知ら
れている。このことは、好塩基球自体の活性
化能に個体差があることに起因していると
考えられている。 
そこで、以上の問題点を克服すべく、RAST
法の簡便さと、アレルギー反応の一部を in 
vitro で再現するという BAT 法の正確性を併
せ持つ手法として、患者血清とヒト好塩基球
細胞株を反応させた後に抗原で刺激する新
規検査法の開発を考えるに至った。RAST 法の
ように患者検体は血清を使用するため長期
保存が可能である点、細胞株を用いるため検
査結果の標準化が容易に行える点などの利
点が挙げられ、優れた検査となると期待され
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.アレルギー検査の位置づけ 

２．研究の目的 
RAST 法の簡便さと、BAT 法の正確性を併せ

持つ手法を開発することを目的として、好塩
基球細胞株をベースにしたアレルゲンによ
る 活 性 化 試 験 （ Basophil cell Line 
Activation Test, 以下 BLAT）法の開発を目
的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）幼弱好塩基球細胞株（KU812）の効率
よい分化培養系の確立と、BLAT 法に最適化な
好塩基球前駆細胞株の樹立 
KU812 は、高アフィニティーIgE レセプタ

ー(FcεRI)をほとんど発現していない幼弱
好塩基球細胞である。既報の IL-4、IL-3 刺
激を含め、いくつかの成長因子・サイトカイ
ン・ケモカイン刺激による成熟法を確立する。
成熟好塩基球への分化の度合いは、FcεRI 発
現をフローサイトメトリーによる測定で評
価し、分化に最適な条件を検討する。 
同時に限界希釈法を用いてKU812細胞をサ

ブクローニングし、刺激でもっとも効率よく
成熟好塩基球に分化する細胞株を樹立する。 
同細胞株をもっとも分化能の高いクローン
を選択・樹立する。以降この細胞株を用い
て実験を行う。 
 

（２）I 型アレルギー患者の好塩基球活性化
能の解析 
確立された分化培養法、細胞株を用いて、

患者末梢血血清を用いたBLAT法を確立する。 
Ⅰ型アレルギー患者あるいは対照末梢血

を採取し血清を分離する。分離した血清を
KU812 細胞に添加培養を行い、血清中の IgE
を KU812 細胞表面
のFcεRIに結合さ
せる。洗浄後、ア
レルゲン、陽性コ
ントロールとして
抗 IgE 抗体を添加
培養する。この時、
同時に活性化マー
カー抗体（抗 CD63
抗体、抗 CD203c 抗
体）を添加する。
刺激培養後、洗浄
してフローサイト
メトリーで活性化
マーカーを検出す
る。 

図 2.BLAT 法 
 
（３）BLAT, BAT, RAST 法の比較 
BLAT 法と同じサンプルの全血を用いて

BAT 法を行う。全血を刺激培養液で希釈後、
アレルゲン、抗 IgE 抗体、および好塩基球
ゲーティング用抗体（抗 CD3, 抗 CCR3）、活
性化マーカー抗体（抗 CD63 抗体、抗 CD203c
抗体）を添加、培養する。フローサイトメ
トリーで、好塩基球集団をゲーティングし、

活性化マーカー検出

末梢血血清
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この集団の活性化マーカーを検出する。 
同時に RAST 法も行い、ROC 分析（受信者

動作特性曲線）を行い、BLAT、BAT、RAST 法
それぞれの検査の有効性の比較を行う。 
 
４．研究成果 
（１）幼弱好塩基球細胞株（KU812）の分化
培養系の確立と好塩基球前駆細胞株の樹立 
① 幼弱好塩基球細胞株（KU812）の効率よ

い分化培養系の確立 
KU812 細胞を IL4、IL-3 等のサイトカイン

の存在下で培養し、成熟好塩基球への分化の
度合いを、FcεRI 発現をフローサイトメトリ
ーによる測定で評価した。結果、サイトカイ
ン刺激により若干 FcεRI の発現量は上昇す
るものの、陽性細胞の比率は 20-25%であった。
より安定して高感度な検査を確立するため
に、KU812 細胞株のクローニングを試みた。 
 
② BLAT 法に最適化な好塩基球前駆細胞株

の樹立 
通常の限界希釈法によるクローニングを

試みたが、希釈することにより細胞の生存
性・分裂能が著しく減少しクローンをえるこ
とができなかった。さらに、軟寒天内培養、
メチルセルロース法によるコロニー形成法
を用いてもクローンの取得は出来なかった。
現在は、フィーダー細胞を用いることで限界
希釈法によるクローニングが可能であるこ
とを見出し、19 種の KU812 細胞クローンを得
ることに成功した。 
 
（２）確立した細胞株の機能解析 
KU812 細胞クローンのスクリーニングのた

め、①分化能（FcεRI 発現量が高いか）、②IgE
結合能、③活性化能を調べた。 
① 分化能の確認 
抗 FcεRI 抗体を使用してフローサイトメ

トリーにて FcεRⅠの発現量を IL3 刺激とサ
イトカイン無刺激で測定した。その後リアル
タイム PCR で遺伝子を確認し、FcεRⅠ発現
の高いクローン（KU812/AC4 株）を以下の実
験に用いた。 

図 3.フローサイトメトリーによるFcεRⅠ発

現量の測定 

KU812/AC4 株は高度に IgE レセプターを発現

している。 

 
② IgE 結合能の確認 

KU812/AC4細胞をヒトIgE蛋白に反応させ、
フローサイトメトリーにてIgE結合能を確認
した。サイトカイン無刺激では FcεRI 発現
細胞のうち、50-60%は IgE 結合能があること
が判明した。次に細胞を各々サイトカイン無
刺激、IL3、IL6、TNFα刺激下で分化能や IgE
結合能を測定したが、変わらなかった。 
 

③ 活性化能の確認 
KU812/AC4 細胞にヒト IgE 蛋白を添加し

IgE 結合させた後、抗 IgE 抗体で刺激し、フ
ローサイトメトリーで好塩基球活性化マー
カー（CD164、CD63、CD203ｃ）量を確認した。
その結果、CD203ｃは全く変動なかったが、
抗 IgE 抗体の刺激で CD63 と CD164 は活性化
率の増加がみられた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.フローサイトメトリーによる活性化マ

ーカー量の測定 

 
（３）Ⅰ型アレルギー患者血清を用いた抗原
特異的活性化の確認 
① 好塩基球活性化マーカー（CD164、CD63）

量の測定 
KU812/AC4 細胞は好塩基球と同等の活性化

機能があると判断し、実際の患者血清（スギ
花粉症）と抗原（スギ花粉）を用いて、活性
化するかをコントロールとともに確認した。 
前培養時間を、40 時間と 1６時間の 2通り

で行った。結果、活性化細胞率（/FcεRⅠ）
は IL3 刺激条件では増加していたが、無刺激
では低下していた。しかし活性化細胞数では、
ともに増加していた。また、前培養時間は、
40 時間より 16 時間の方が FcεRⅠ陽性率や
活性化率が高かった。 
 

② 自発的活性化の抑制方法と新たなマー
カーの検討 

KU812/AC4 細胞は、高い FcERI 発現を示す
ものの、培養中に自発的に活性化し、結果と
して無刺激区においても一定の活性化マー
カーの発現がみられた。自発的活性化を抑え
るために、いくつかの可逆的な阻害剤による
抑制培養を試みたが十分な成果は得られな
かった。 
そのため、自発的活性化の問題解決と検査

としてより有利なものとするため、フローサ
イトメトリーではなくより簡便に検出が可
能な活性化マーカーの検討が必要と考えた。 
まずリアルタイム PCR で、KU812 細胞およ

びクローンのトリプターゼ遺伝子の発現を

CD164 CD63 



確認したところ、 KU812/AC4 細胞では
Tryptase-Alpha/Beta1 の発現量が高いこと
が判明した。次に刺激培養によっておこる脱
顆粒反応時に分泌されるトリプターゼの活
性を測定した。刺激前に細胞を洗浄後、刺激
をおこない培養上清を採取した。トリプター
ゼ活性の測定は、トリプターゼにより
Boc-phe-Ser-Arg-MCA が加水分解をうけ遊離
されたAMCの濃度を蛍光プレートリーダーに
より測定した。結果、ヒト IgE 蛋白およびス
ギ花粉患者血清を添加した細胞にそれぞれ、
抗 IgE 抗体と Cry j 1 で刺激することにより
トリプターゼの上昇がみられ、定量確認が可
能であった。トリプターゼ活性の測定は簡便
で刺激前の活性化の影響が少なかった。しか
しながら少なからず自発的活性化がみられ
たため、より安定して培養可能な細胞株を新
たに樹立する必要性を感じた。 
 
表 1.トリプターゼ活性の測定 
スギ花粉症患者に抗原(CryJ1)を刺激し測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上より、BLAT 法は RAST、BAT 法の双方の

利点を有し、BAT 法の欠点を補完する優れた
手法になりうることが分かったが問題点も
残っている、また BAT 法、RAST 法と比較する
ことで有効性を実証するところまで至らな
かった、今後、スギ花粉症患者に RAST、BAT
測定も行い、BLAT 法と比較する予定である。
本法が開発されれば、アレルギー臨床の様々
な局面で幅広く利用されるとともに、アレル
ギー研究分野にも非常に大きなインパクト
かつ意義のあるものとなると期待される。 
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