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研究成果の概要（和文）：ヒト臍帯血由来単核球を 10 ng/ml IL-3 存在下に 2 週間培養すると

Alcian blue 陽性細胞が得られ、IgE に受動感作後、抗 IgE 抗体で刺激すると IL-8 産生が確認

されたが、末梢血から得た好塩基球に比べて、IgE Fc レセプターの発現は極めて小さかった。

そこで、ヒト臍帯血 CD34 陽性細胞を 10 ng/ml IL-3、500 ng/ml IgE 存在下に 2週間以上培養

することにより、IgE Fc レセプターを十分に発現した細胞を得ることができた。この細胞では

抗 IgE 抗体刺激により IL-8、IL-4、LTC4 の産生が確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：Human umbilical cord blood-derived mononuclear cells were cultured 
in the presence of 10 ng/ml IL-3 for 2 weeks. Alcian blue stained cells were isolated 
after the culture. These premature basophils were passively sensitized with human IgE 
and stimulated by anti-human IgE polyclonal antibody (1 g/ml). Substantial amount of 
IL-8 was detected in cell supernatants at 3h after the stimulation. Although the 
expression of IgE Fc receptors in these cells was analyzed by flowcytometry, the 
expression was a little. To increase the expression of IgE Fc receptors, CD34+ cells 
isolated from human cord blood were cultured in the presence of 500 ng/ml IgE as well 
as 10 ng/ml IL-3 for 2 weeks. Substantial expression of IgE Fc receprors was observed 
on cell surface of CD34+ cell-derived premature basophils cultured in this condition. 
IL-4, IL-8, and leukotriene C4 were detected in the supernatants of CD34+ cell-derived 
premature basophils following the stimulation of anti-IgE. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、好塩基球は抗原提示能を有することが
明らかにされ、アレルギー性気道炎症のイニ
シエーターとしての役割が注目されつつあ

る。また、好塩基球は細胞あたりの産生量と
して IL-4 を最大量産生する細胞と予想され
ており、Th2 細胞、サイトカインによる慢性
炎症、いわゆる好酸球性気道炎症を引き起こ
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す中心的な役割をもつ細胞かもしれないと
考えられるようになってきた。さらに、喘息
発作で死亡した患者の気道には好塩基球が
多く観察されることより、通常の治療では症
状のコントロールが得られない難治性気管
支喘息の病態への好塩基球の関与が示唆さ
れている。 
 
２．研究の目的 
ヒト好塩基球は末梢血白血球のわずか 0.5%
に過ぎず、末梢血から十分量の細胞を得るこ
とは困難である。アレルギー性疾患の研究に
おいてヒト好塩基球の機能を解析すること
は重要であり、併せて細胞内シグナル伝達に
関する研究を進めるためには１回の実験当
たり107 個以上の細胞が得られることが望ま
しい。また、好塩基球の生理的な刺激として、
高親和性 IgE Fc 受容体(FcRI)に結合した
IgE の架橋による刺激を用いるが、FcRI を十
分に発現した好塩基球性白血病細胞株がな
いため、ヒト好塩基球の IgE を介するサイト
カイン産生、ロイコトリエン C4 産生などの
機能に関与する細胞内シグナル伝達因子の
研究をするためには、ヒト培養好塩基球をモ
デル細胞として使用するしかない。そこで、
ヒト臍帯血単核球から、好塩基球を誘導、培
養し、IgE を介するサイトカイン産生やロイ
コトリエン産生のモデル細胞としての妥当
性を検証する目的で本研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
ヒト臍帯血由来単核球を 10% Fetal bovine 
serum (FBS)、10 ng/ml IL-3、2-メルカプト
エタノール含有 RPMI 1640 培養液で培養した。
細胞を 1x106/ml で培養を開始し、1週間後に
培養液を交換し、以後 2～3日毎に継代培養
を行った。２週間後に得られた細胞から
Basophil isolation kitⅡを用いて CD3、CD
４、CD7、CD14、CD15、CD16、CD36、CD45RA、
HLA-DR、CD235a 陽性細胞を除去して実験に供
した（単核球由来培養好塩基球）。ヒト末梢
血好塩基球はLymphoprepTMを用いて末梢血よ
り分離した単核球を上記Basophil isolation 
kitⅡを用いて単離した。次に、細胞表面に
発現する高親和性 IgE Fc レセプター（FcRI）
を増加させるために、ヒト臍帯血由来 CD34
陽性細胞を0.5-1 g/ml ヒト IgE存在下に上
記培養液中で 2週間培養した。細胞を 2～3 
x105/ml で培養を開始し、２～４日毎に継代
培養した（CD34 陽性細胞由来培養好塩基球）。
単核球由来培養好塩基球、末梢血好塩基球は
ヒト IgE (1 g/ml)を添加し、2時間培養後、
洗浄した細胞を抗ヒトIgE抗体(1g/ml)によ
り刺激した。刺激後回収した上清中のサイト
カインは Antibody array および ELISA キッ
トにより、ロイコトリエン C4 (LTC4)は EIA
キットにより測定した。細胞の染色には

Wright 染色と Alcian blue 染色を用いて観察
した。細胞の IgE Fc レセプターの発現はヒ
ト IgE (1 g/ml)を添加し、2時間インキュ
ベーション後洗浄し、FITC 標識抗ヒト IgE モ
ノクローナル抗体または FITC 標識コントロ
ール抗体と反応させ、フローサイトメトリー
により解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト臍帯血単核球由来培養好塩基球お
よびヒト末梢血好塩基球の IL-8 産生 
臍帯血単核球由来培養好塩基球および末梢
血より分離した好塩基球を IgE で感作、洗浄
後、抗ヒト IgE 抗体を添加し、overnight で
刺激した上清を Ray Bio 社の Antibody array
を用いて産生されたサイトカインのスクリ
ーニングを行った。単核球由来培養好塩基球
からの IL-8、MCP-1、MIP-1、IL-13、IL-16、
RANTES、末梢血好塩基球からの IL-8 の産生
が確認された。単核球由来培養好塩基球の抗
IgE 抗体による IL-8 産生を ELISA 法により、
詳細に検討した結果、抗 IgE 抗体 (1 g/ml)
刺激１時間後より、有意な IL-8 産生が確認
され、刺激後 2時間でほぼ最大(約 1.5 ng/106

細胞)に達した。刺激時間を 3 時間として、
抗 IgE 抗体の濃度を変えて検討した結果、
IL-8産生量は0.3-3 g/ml刺激で最大に達し、
0.1g/ml、10g/ml 刺激では IL-8 産生は明
らかに低下した。抗 IgE 抗体 (1 g/ml)刺激
１時間後の IL-8 mRNA 発現を Taqman プロー
ブを用いた real time PCR で半定量すると、
無刺激の細胞に比べて 4～5 倍の発現を認め
た。ヒト末梢血より分離した好塩基球も同様
に抗IgE抗体 (1 g/ml)刺激後3時間では106 
個の細胞あたり約 1 ng の IL-8 を産生した。
以上の IL-8 産生に関する検討では 10% FBS、
10 ng/ml IL-3 を含む培養液を用いた。 
 
(2) ヒト臍帯血単核球由来培養好塩基球の
IL-8 産生におよぼす Fetal bovine serum 
(FBS)の影響 
臍帯血単核球由来培養好塩基球を 1～10%FBS
を含む RPMI 1640 培養液と 0.1% BSA を含む
無血清培養液中で、抗 IgE 抗体 (1 g/ml)刺
激後 3時間の IL-8 産生を比較すると、FBS 非
存在下では IL-8 産生は僅かであり、FBS 濃度
に依存して抗 IgE 抗体 刺激による IL-8 産生
は増加した。単核球由来培養好塩基球が IL-8
を十分に産生するためには FBS中の何らかの
因子が必要であると予想された。また、抗 IgE
抗体刺激時の IL-3 の有無による IL-8 産生へ
の影響を検討したところ、10ng/ml IL-3 存在
下で IL-8 産生が若干増加したが、FBS による
影響の方が大きかった。 
 
 
 



 

 

(3) ヒト臍帯血単核球由来培養好塩基球お
よびヒト末梢血好塩基球の IgE Fc 受容体
（FcRI）の発現 
ヒト臍帯血単核球由来培養好塩基球を IgEで
感作後、抗 IgE 刺激を行った場合、非感作細
胞を抗IgE刺激した場合に比べて有意なIL-8
産生が確認されたことより、機能的な IgE Fc
レセプター（FcRI）の発現が予想されたので、
細胞当たりの発現量をフローサイトメトリ
ーにより解析した。Positive control として
末梢血から分離した好塩基球を用いた。末梢
血好塩基球に比べて、単核球由来培養好塩基
球の FcRI の発現レベル（蛍光強度）は遥か
に低かったので、IgE を介する細胞内シグナ
ル伝達や IL-4 産生を研究するうえでは若干
問題であると思われた。そこでヒト臍帯血
CD34+細胞を IL-3存在下で培養することとし、
さらに FcRI の発現を増加させるために、ヒ
ト IgE (500 ng/ml) を培養液に添加して培養
し、添加しない場合と比較した。その結果、
CD34+細胞から培養した細胞では単核球から
培養した細胞よりも、若干 FcRI の発現が増
加したが、IgE を添加して培養することによ
り、FcRI の発現レベルは著明に増加した。 
 
(4) CD34+細胞由来培養好塩基球の IL-8 およ
び IL-4 産生 
CD34+細胞から IgE 存在下に培養した好塩基
球では、IgE 非存在下に培養して得られた好
塩基球と比較して、抗ヒト IgE 抗体で刺激し
た際に産生される IL-8 産生が約 2 倍、IL-4
産生量が約 3倍に増強された。ヒト好塩基球
からの IL-4 産生のアレルギー疾患における
重要性が強調されて久しいが、IL-4 産生量そ
のものは IL-8 に比べ、わずかであり、高感
度 ELISA を用いて測定するレベル (20pg/ml
未満)であった。IgE 存在下に CD34+細胞より
培養した好塩基球では 106 細胞あたり 40 pg
以上の IL-4 が産生されることより、IL-4 産
生機構の研究にも適したモデル細胞となる
ことが確認された。 
 
(5) CD34+細胞由来培養好塩基球のロイコト
リエンC4 (LTC4) 産生と細胞内グルタチオン 
ヒト臍帯血 CD34+細胞を 500 ng/ml IgE、10 
ng/ml IL-3 存在下に 10% FBS 含有 RPMI1640
で 2 週間以上培養すると、FcRI を十分に発
現する幼若な好塩基球が得られた。この細胞
を用いて IgE を介するロイコトリエン C4 
(LTC4)産生について検討した。培養好塩基球
を 0.1% BSA 含有 RPMI1640 で洗浄後、抗ヒト
IgE 抗体(1g/ml)を添加し、30 分後に遠心し
て得られた上清中の LTC4 を EIA により測定
した結果、細胞 1x106当たり 2 ng 以上の LTC4
が産生された。LTC4 産生経路における律速段
階は LTA4 から LTC4 への変換であり、この反
応は LTC4 synthase によって LTA4 にグルタ

チオンが付加されることによる。すでに、私
はマウス肥満細胞株ではグルタチオン産生
に係わる g-glutamylcysteine synthetaseを
阻害する L-buthionine-sulfoximine (BSO)
や一部のプロスタノイドの作用により細胞
内グルタチオン濃度が低下すると LTC4 産生
が低下し、逆に Glutathione reduced ethyl 
ester を用いて、細胞内グルタチオン濃度を
増加させると LTC4 産生が増大することを確
認しており、細胞内グルタチオン濃度により
LTC4 産生量が規定されると考えている。培養
好塩基球においても Glutathione reduced 
ethyl ester 存在下および非存在下に 0.1% 
BSA含有RPMI1640で 6時間インキュベーショ
ンした後、抗 IgE 抗体で 30 分間刺激し、上
清中の LTC4 を測定した結果、Glutathione 
reduced ethyl ester 処理により LTC4 は約 4
倍に増加した。また、BSO で 24～48 時間処理
すると LTC4 産生は 35～60％まで低下した。 
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