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研究成果の概要（和文）：アレルギー性結膜炎と疾患コントロール患者の眼瞼結膜の FcεRIβ鎖
の発現を免疫組織化学染色にて調べたところ，アレルギー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。shRNA の技術を用いてヒトマス
ト細胞の FcεRIβ鎖の発現を抑制したところ IgE 依存性の活性化は有意に抑制され、FcεRI の架
橋後の Lyn の細胞内局在が変化していた。したがって FcεRIβ鎖はアレルギー疾患の治療の分子
標的となることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：The ratio of the FcεRIβ+ cell number to the mast cell number was 
significantly increased in cases of atopic conjunctivitis, compared with non-allergic 
conjunctivitis. The diminution of FcεRIβ significantly down-regulated IgE-dependent 
mediator release, and the redistribution of Lyn to the cell membrane following IgE 
sensitization. Specific inhibition of the interaction between FcεRIβ and Lyn may 
represent a new therapeutic strategy for the treatment of human allergic diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
高親和性IgE受容体(FcεRI)はIgEと特異的に
結 合 す る 1 個 の α 鎖 、 immunoreceptor 
tyrosine–based activation motifs (ITAM)
を持ち、シグナル伝達に関与する、2 量体を
形成するγ鎖、および ITAM を持ち、やはりシ
グナル伝達に関わるとされる 1 個のβ鎖の 4
量体構造をとる。マウスでは FcεRI が細胞表

面に発現するためにはβ鎖が必須であり、
αβγ2 の 4 量体構造のみが存在するが、ヒトに
おいては・鎖のないαγ2 の 3 量体構造でも細
胞表面に発現することが遺伝子導入法によ
り実験的には示されているが (Annu Rev 
Immunol 17:931-972, 1999)、実際のヒトの
マスト細胞や好塩基球でαβγ2とαγ2の 2つの
タイプがどのように混在しているかは不明



である。 
我々の研究室ではマウスFcεRIのβ鎖の機能
に関して詳細な検討を行っている。β鎖ITAM
には定型的なITAM (YXXLX7-11YXXL)と異なり 3
つ 目 の 非 定 型 的 な チ ロ シ ン 残 基 
(YEELNVYSPIYSEL)が存在する。細胞膜上に発
現しているFcεRIが凝集(架橋)される条件下
では、β鎖ITAMのすべてのチロシン残基をフ
ェニルアラニンに置換した(FFF)マウス骨髄
由来培養マスト細胞(BMMC)ではFcεRIの架橋
による活性化Lynとβ鎖との会合、Syk、LAT、
SHIP-1 などのリン酸化が減少し、脱顆粒およ
び脂質メディエーターの産生能が野生型
(YYY)BMMCと比較して低下するが、一方NF-κB
の転写活性化能およびIL-6, IL-13, TNF-αの
産生は顕著に亢進している(J Biol Chem 
279:49177-49187, 2004)。両端をチロシン残
基に戻したBMMC (YFY)では、脱顆粒能はYYY
と同程度に回復するが、SHIP-1 のリン酸化が
減少し、NF-κBの転写活性化能およびIL-6, 
IL-13, TNF-αの産生は亢進していた。また、
中央のフェニルアラニン残基だけをチロシ
ン残基に戻したBMMC (FYF)では、脱顆粒は低
下し、サイトカイン産生の亢進は認めなかっ
た。したがってβ鎖ITAMの定型的なチロシン
残基は脱顆粒および脂質メディエーターの
産生に対し正の制御を行い非定型的なチロ
シン残基は炎症性サイトカインに対して負
の制御を行うことが明らかとなった。ヒトの
β鎖の役割に関しては、NIH3T3 細胞にヒト
FcεRIα鎖と γ鎖を共発現した細胞とヒト
FcεRIα鎖とγ鎖とβ鎖を共発現した細胞にさ
らにSykとLynを共発現させ、FcεRIの架橋によ
りFcεRIα鎖とγ鎖とβ鎖を共発現した細胞の
方が、α鎖とγ鎖のみを共発現した細胞に比較
してSykとLynのリン酸化の程度が大きいこ
とよりβ鎖はシグナル情報伝達のamplifier
だと報告されている (Cell 85:985-995, 
1996; Immunity 8:517-529, 1998)。また、β
鎖の欠損マウスにヒトα鎖を過剰発現させ、
さらにヒトβ鎖を導入したマウスのほうがヒ
トβ鎖を導入しなかったマウスに比較してI
型のアレルギー反応が大きかったことより、
β鎖はシグナル情報伝達のamplifierだと結
論付けた (Immunity 12:515-523, 2000)。シ
グナル分子は会合する蛋白により異なる細
胞応答が誘導されることもあり、ヒトの・鎖
の役割を検討するには、β鎖が実際に発現し
ているヒトマスト細胞あるいは好塩基球で
の検討が必要である。また、マウスとヒトで
はβ鎖の役割に種差があるかどうかも不明の
ままである。 
 
２．研究の目的 
1. 実際のヒトのマスト細胞や好塩基球で
FcεRI αβγ2 とαγ2 の 2 つのタイプがどのよう
に混在しているかを調べること。また、アレ

ルギー疾患患者と健常人でのアレルギー炎
症部位でのマスト細胞のβ鎖の発現に差があ
るかどうかを調べること。
 
2. ヒトのFcεRI β鎖の役割を調べること。
(FFF) BMMC, (FFF)BMMC, および(FYF)BMMCと
いった遺伝子改変のヒトマスト細胞を作成
することは非常に困難であるため、ヒトβ鎖
のそれぞれのチロシン残基の役割は同定で
きないが、ヒトβ鎖の発現抑制および過剰発
現の条件下でマスト細胞を活性化させメデ
ィエーター遊離・産生に対する影響をみるこ
とによりマウスの(YYY) β鎖と(FFF)β鎖の比
較でみられた現象がヒトでもみられるのか
を検討する。ヒトマスト細胞では内在性のβ
鎖を完全になくすことはできないが、shRNA
の系を用いて内在性のβ鎖の発現を減少させ、
FcεRIの凝集後の脱顆粒および脂質メディエ
ーターの産生能、ケモカイン産生能、炎症性
サイトカイン産生能を比較することにより、
またその細胞内シグナル情報伝達の詳細を
比較検討することにより、β鎖の役割を調べ
る。FcεRIの凝集後β鎖と会合する分子を調べ
る。 
 
３．研究の方法 
目的１ 実際のヒトのマスト細胞や好塩基
球でFcεRI αβγ2 とαγ2 の 2 つのタイプがどの
ように混在しているかを調べること。また、
アレルギー疾患患者と健常人でのアレルギ
ー炎症部位でのマスト細胞のβ鎖の発現に差
があるかどうか調べること。
 
具体的な研究の方法 
市販のヒト FcεRIβ鎖に対する抗体は内在性
のヒトのマスト細胞や好塩基球 FcεRIβ鎖を
捕らえることができず、この分野の研究が遅
れていた。私たちは、感度が高く、特異性の
高 い 抗 体 作 成 に 成 功 し た (Matsuda A, 
Okayama Y, et al. J Immunol Methods 336: 
229-234, 2008.)。この抗体を用いて末梢血
由来培養マスト細胞のFcεRIβ鎖とα鎖をFACS
にて検討したところ FcεRI αβγ2とαγ2 の 2つ
の別々のサブタイプが存在するのではなく、
β鎖の発現の低い細胞から高い細胞が一つの
集団で存在することがわかった。そこで、ヒ
トの肺から分離したマスト細胞と末梢血か
ら単離した好塩基球を同様の方法で検討す
る。また、ヒトのアレルギー疾患の病変部位
に集積する、ヒトのマスト細胞や好塩基球が
FcεRI αβγ2 とαγ2 のどちらのタイプが有意で
あるのか、気管支喘息の気道粘膜、アレルギ
ー性結膜炎の結膜の組織免疫染色をそれぞ
れ連携研究者の相良と松田が施行する。 
 
目的 2 ヒトのFcεRI β鎖の役割を調べること。 
shRNA の系を用いて内在性のβ鎖の発現を減



少させ、FcεRI の凝集後の脱顆粒および脂質
メディエーターの産生能、ケモカイン産生能、
炎症性サイトカイン産生能を比較すること
によりβ鎖の役割を調べる。FcεRI の凝集後β
鎖と会合する分子を調べる。 
 
具体的な研究の方法 
ヒト末梢血由来培養マスト細胞にはリポフ
ェクションではsiRNAが導入できなかったた
め、shRNAはレンチウイルスの系を用いる。
VSV-G pseudotyped lentivirus vector 
encoding EGFPを用いてヒト末梢血由来培養
マスト細胞への感染効率は検討済みである。
また、ヒトマスト細胞腫セルラインLAD2 には
リポフェクションでsiRNAが導入できたので、
適切なsiRNAのシークエンスを選択した。刺
激にはIgEの影響を考え、IgEを使わず、抗
FcεRIα鎖モノクローナル抗体(CRA1)を用い
る。脱顆粒および脂質メディエーターの産生
能はそれぞれヒスタミン、プロスタグランデ
インD2アッセイを用いる。ケモカイン産生能、
炎症性サイトカイン産生能はそれぞれ
MIP-1α、TNF-αの産生をELISAで測定する。さ
らに細胞内シグナルの比較を行うため、β鎖、
γ鎖、Lyn、Syk、PLCγ1/2、LAT、SHIP-1 およ
びMAPKのリン酸化を比較する。細胞内Ca2+の
動因の比較、NF-κBの活性化の比較を行う。
FcεRIの凝集後、FcεRIβ鎖とSyk、SHIP-1 およ
びFynの会合を免疫沈降法にて検討する。 
 
４．研究成果 
 
１．アレルギー疾患患者のアレルギー炎症局
所の粘膜のマスト細胞ではFcεRIβ鎖が高発
現していた。 
市販のヒトFcεRIβ鎖に対する抗体は内在性
のヒトのマスト細胞や好塩基球FcεRIβ鎖を
捕らえることができず、この分野の研究が遅
れていた。私たちは感度が高く、特異性の高
い抗体作成に成功した。この抗体を用いて我
々はアレルギー疾患患者（アトピー性角結膜
炎および春季角結膜炎）および健常人の結膜
のマスト細胞のαβγ2とαγ2の発現比率を免疫
組織化学染色によって調べたところ、アレル
ギー患者でマスト細胞数が増加しているの
みならず、β+cells/α+cellsの比率はアレル
ギー疾患患者(0.69±0.08)で健常人(0.07±
0.16)に比較して有意に増加していた。また、
β+マスト細胞は上皮細胞周囲に局在してい
た。 
 
２．FcεRIβ鎖はヒトマスト細胞においてIgE
依存性の刺激の増幅因子として働いていた。
ヒト末梢血由来培養マスト細胞のFcεRIβ鎖
をレンチウイルスベクターを用いたshRNA技
術でノックダウンした。刺激にはIgEの影響
を考え、IgEを使わず、抗FcεRIα鎖モノクロ

ーナル抗体(CRA1)を用いた。脱顆粒の指標と
してヒスタミンを用いた。炎症性サイトカイ
ン産生能はMIP-1α、IL-8の産生をELISAで測
定した。また細胞表面のFcεRIα鎖の発現への
影響はFACSで検討した。FcεRIβ鎖をノックダ
ウンすると、脱顆粒、サイトカイン産生、細
胞表面のFcεRIα鎖の発現は統計学的有意に
抑制された。 

 
３．FcεRIβ鎖の発現抑制によりFcεRIの架橋に
よるヒトマスト細胞のLynの細胞内局在の変
化は抑制された。 
ヒト末梢血由来培養マスト細胞のFcεRIβ鎖を
ノックダウンするとIgE依存性のマスト細胞
の活性化が阻害されたため、その機序の解明
を行った。FcεRIの架橋後にFcεRI β鎖はLynな
どのSrc kinaseによってITAMのチロシン残基
がリン酸化され、同時にチロシンリン酸化さ
れたFcεRI β鎖ITAMにLynが会合し、Lynが細胞
膜へ移行するが、FcεRI β鎖の発現を抑制され
たマスト細胞ではLynの細胞膜への移行が阻
止されていることがわかった。したがって
FcεRIβ鎖がIgE依存性のヒトマスト細胞の活
性化を制御していることが示唆され、Lynの細
胞膜への移行を阻止することがIgE依存性の
ヒトマスト細胞の活性化を抑制できるのでは
ないかと考えドミナントネガテイブな効果を
期待しFcεRIβ鎖のITAM チロシン残基をリン
酸化させたペプチドに細胞膜透過性ペプチド
と結合させたペプチドを作製しIgE依存性の
マスト細胞の活性化に対する効果を検討した
。 
４．FcεRIβ鎖の ITAM のチロシン残基をリン
酸化させたペプチドがヒトマスト細胞の活
性化を抑制した。FcεRIβ鎖の ITAM のチロシ
ン残基をリン酸化させたペプチドは Lynに会
合した。ヒトマスト細胞をヒトリコンビナン
ト IgE (1 μg/ml)で 24 時間感作したのち、洗
浄し、このペプチドあるいはコントロールの
ペプチド 5 μM と細胞を 10 分 37℃でインキ
ュベートし、抗 IgE 抗体あるいは calcium 
ionophore で 30 分 37℃でインキュベートし
たのちの細胞上清中に遊離されたヒスタミ
ンを測定したところ FcεRI β鎖 ITAM のチロ
シン残基を 3つリン酸化したペプチドおよび
外側 2つのチロシン残基をリン酸化したペプ
チドが IgE依存性の脱顆粒を統計学的有意に
抑制した。 
以上より、マスト細胞・鎖はアレルギー疾患
の治療の標的となる可能性を示した。 
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