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I. 研究目的

シラカンパ花粉症。アレルギー性鼻炎は、北米、北欧に多く、日本では主に北海道に認められる疾患で

ある。アレルギー性鼻炎患者における、 T細胞に抗原を提示し免疫応答を開始する抗原提示細胞に関する

研究は散見されるのみで、抗原提示細胞の機能はいまだ不明な点が多い。アレルギー性鼻炎の発症機序を

考え、さらに効果的な免疫療法等を開発するうえで、抗原提示細胞の機能解析は重要な役割を持っと考える。

本研究では、強力な抗原提示細胞である樹状細胞を用いて、シラカンバ花粉症患者と健常者での抗原刺

激後の mRNA を cDNA アレイを用いてスクリーニングし、明らかな差異のあった mRNA に関して蛋白発

現の差異について検討を行った。さらに、その蛋白に関してシラカンパ花粉症発症に関わる機序を解析し

た。
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ll. 材料。方法

1.シラカンパ花粉症患者および健常者

シラカンパ花粉JI~1致時期に一致して臨床応状を有し、シラカンパ花粉抗出に対する RAST またはプリッ

|クテスト陽性である j品者 7 名、及びアトピー来凶のなし、(辿'，';\":1'í- 5 4"，の末梢 Ifn.J仏核 j求をHlいた。採 Ilu.にあた
ってはインブオームドコンセントを得た。 cDNA アレイスクリーニングでは忠者、健常者それぞれ 3 名で

比較検討した。

2. シラカンパ花粉粗抗原の抽出

日本産シラカンパ花粉 Ig を 10mM リン酸緩衝液(pH7.4) IOOml に溶解し、 40Cで 4 時間静置した。上清を

回収しシラカンパ花粉粗抗原とした。粗抗原の蛋白量は BCA 法にて決定した。

3. 樹状細胞の培養

患者及び健常者末梢血より比重遠心法にて単核球を分離後、 MACS カラム(Miltenyi 社製)を用いて CDI4

陽性細胞を分離し、 GM-CSF、 IL-4添加 10% ウシ胎児血清を含む RPMI-1640 培地(以下 RPMI-IO%FBS 培

地)にて 7 日間培養し樹状細胞とした。 cDNA アレイスクリーニングでは、末梢血単核球を 6 穴プレ-1-:

にて 2 時間静 l宜し、付着した細胞を GM-CSF および IL-4添加 RPMI-IO%FBS 培地にて 7 日間培養し樹状細

胞とした。

4. フローサイトメトリー

3. で培養した樹状細胞の表面分子を蛍光色素標識単クローン抗体で染色し、フローサイトメーターに

て解析した。用いた抗体は抗 CD旬、抗 CDI4、抗 CD40、抗 CD80、抗 CD83、抗 CD86、抗 HLA-DR (コ

ールタ一社製)である。

5. RNA 抽出と cDNA アレイ解析

培養した樹状細胞に粗抗原抽出液を 20μg/ml となるよう添加し、 370Cで i 時間刺激した。刺激後、セパ

ゾール(ナカライテスク社製)を用いて RNA を抽出した。各人から件られた RNA をそれぞれ同量ずつ混
きが

合し、患者群 RNA、健常者群 RNA とした。それぞれの RNA を SMART cDNA amplification kit (クロンテ

ック社製)にて逆転写した後増幅し、 32p 標識の後、 cDNA アレイ(クロンテック社製)にハイブリダイズ

した。結果は BAS2000 システム(富士写真フイノレム社製)を用いて補正した値で比較検討した。

6. ケモカイン量測定

cDNA アレイで発現差のあった CCL22/MDC(macrophage derived chemokine) および CCL3/MIP­

lα(macrophage inflammatory p'前ein-lα)について、抗原刺激樹状細胞培養上清をサンドイツチ ELlSA 法 (R&D

社製)にて解析した。

7. 細胞遊走試験

樹状細胞を 24 穴プレートにて培養し、花粉粗抗原抽出液を添加して刺激した。 24 11寺間後、上清をケモ

タキシスチャンパーの下層に移した。チャンパーの上層には MACS カラムで分離した CDギ陽性T細胞を
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加えた。 24 時間後、チャンバード層に遊走した細胞を回収し、フローサイトメーターにて細胞数をカゥ!
ントした。さらに、抗 CCR4 抗体、抗 CCR5 抗体(ファーミンジェン社製)を用いて遊走したT細胞を染

色し、フローサイトメーターにてケモカインレセプターの発現を検討した。

8. 免疫組織化学的検討

シラカンパ花粉症 3 名、鼻中隔奇曲症・!le::厚性鼻炎 3 名のド鼻甲介粘膜切|徐術より得られた鼻粘膜凍結

切片を、抗 MDC 抗体(ペプロテック社製)、抗 CDla 抗体、 tiL CD83 抗体(コールター社製)を用いて免

疫染色した。手術検体の使用にあたり患者から同意を得た。

車。成績

1.フローサイトメーターによる樹状細胞表面マーカーの解析

付着細胞及び MACS にて分離した CDI4 陽性細胞を IL-4，GM-CSF 存在 Fで 7 日間培養し、細胞の表面マ

ーカーをフローサイトメーターにて検討した。し、ずれも HLA-DR、 CD40、 CD 旬、 CD80 陽性、 CDI4、 CD83 、

CD86 陰性であり過去の報告と同様であった。このことから培養細胞は樹状細胞であると考えられた。

2. cDNA アレイによる角利行

cDNA アレイにより mRNA の発現を比較検討すると、極々の mRl刈A に強現差を認めた。なかでも

CCL22/MDC は、患者では健常者と比較して約 30 倍の発現増強が見られた。ケモカインに着目して比較す

ると CCLl 7rrARC(Thymus and Activation-Regulated Chemokine) が患者/健常者比1.1 ，

CCLl7/RANTES(Regulated upon Activation, Normal T Expresscd and Secretcd)が 0.84 とほぼかわりがなかった

のに対して、 CCL3/MIP司 lα 、 CCL4/MIP-1 (゚Macrophage Inflammatory Protcin-I ß)は患者において発現の低下

が見られ、患者/健常者比はそれぞれ 0.54、 0.56 と患者では約 112 であった。以上の結果から樹状細胞の

抗原刺激によるケモカイン産生について詳細に検討することとした。
弘

3. ケモカインの産生量の検討

患者で mRNA 発現の増強が見られた CCL22/MDC と mRNA 発現減少を示した CCL3/MIP】 lαについて培

養上清中に産生される量をサンドイツチ ELISA 法にて定量したところ、刺激後日時間で CCL22/MDC は

患者で健常者の約 2 倍産生されており、有意に上昇していた。また、 CCL3/MIP-1αで、は反対に約半分と有

意に減少しており、 cDNA アレイによる mRNA の発現差を反映していた。

4. 細胞遊走試験での検討

CCL22/MDC の産生が T 細胞の遊走に機能的に関わっているかどうか検討するため、抗原刺激下に遊走

する細胞数を比較検討したところ、患者群で、は花粉粗抗原抽出被により有志に細胞数が増加した。下層に

抗 CCL22/MDC 抗体を加えて培養したところ、細胞数に減少傾向が見られた。

今
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6. 遊走細胞のフローサイトメーターによる解析

細胞遊走試験で遊走してきた忠者T細胞を抗 CCR4 抗体、抗 CCR5 抗体で染色しフローサイトメーター

で解析したところ、非刺激時のものでは CCR4、 CCR5 陽性の細胞がそれぞれ遊走してきていたが、シラカ

ンパ花粉粗抗原抽出液で、刺激したものでは主に CCR5 陽性細胞は減少し、 CCR4 陽性細胞の割合が増加し

ていた。

6. 免疫組織化学的検討

連続切片にて、患者鼻粘膜には 3 名とも CDla、 CD83 陽性細胞が上皮下に集族を形成し存在していた。

さらに、その細胞表面には CCL22/MDC が陽牲となっていた。それに対して健常者鼻粘膜は 3 名とも CD83

陽性細胞は認められたが CDla 陽性細胞は少数で、 CCL22/MDC の発現は全く認められなかった。

N。 考案

本研究では CCL22/MDC がシラカンパ花粉症患者由来樹状細胞で、多く産生されていること、細胞遊走試

験においてより多くの T 細胞を遊走させ得ること、遊走した細胞の多くは CCR4 陽性の Th2 細胞であるこ

と、患者由来鼻粘膜において CD83 陽性細胞膜に一致して CCL22/MDC が見られ、鼻粘膜に存在する樹状

細胞より CCL22/MDC が産生されていることを見出した。 CCL22/MDC は 1997 年に Godiska ら 1)によって

はじめて報告された CC ケモカインである。当初、マクロブァージより産生されるケモカインとして報告

されたが、その後活性化T細胞や刷状赤IIIJJ包より !?E生されることが ':~~i 仕され、 J}UJ:では刷状主111胞から主に政

生されT細胞の遊走に関与していると考えられている。 CCL22/MDC は CCR斗をレセプターとしているが、

CCR4 は主に Th2 細胞に発現していることから、アレルギー性疾患との関連が指摘されている。アトピー

性皮膚炎、端息、で発現が克進していること、 Kakinuma らむによると血清 CCL22/MDCρベルはアトピー性

皮膚炎の病勢と相関することが報告されているが、 CCL22/MDC とアレルギー性鼻炎(シラカンパ花粉症)

の関連を明らかにしたのは本研究が最初である。アレルギー性鼻炎における樹状細胞の役割を報告した

Hammad ら 3) の報告とあわせるとアレルギー性鼻炎患者における樹状細胞の役割は 1) 樹状細胞は

CCL22/MDC の産生により T細胞を遊走させ、サイトカイン環境と共分子刺激により1'112 に分化成熟させ

る。 2) TI12 細胞は B 細胞を分化成熟させ IgE 産生を促すと同時に IL 斗、 IL-13 を産生する。 3) それらによ

り Th2 細胞自身も CCL22/MDC を産生し、より多くのT細胞を TI12 に分化させる。 4) このサーキットが続

くことにより樹状細胞はT細胞を継続的に Th2 に分化成熟させ続け、アレルギー性炎症を完成させると考

えられた。以上のことから、将来的に CCL22/MDC またはそのリガンドである CCR4 を標的とした治療法

の開発がシラカンパ花粉症の治療に有効となることが期待でき、今後の検討課題であると考えられた。
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V. 結論

1.シラカンパ桔粉症患者における樹状細胞の機能を cDNA アレイを用いて解析したところ、 CC ケモカイ

ンである CCL22/MDC の産生が充進していた。

2. 細胞遊走試験によって、シラカンパ花粉抗原で刺激したヒ清では遊走する T細胞が増加しており、その

大部分は CCR4 陽性の Th2 細胞であった。また、この遊走は抗 CCL22/MDC 抗体を加えることにより減少|

した。

3. シラカンバ花粉症患者由来鼻粘膜において CD83 陽性細胞表面に CCL22/MDC が染色されていることカ

ら、局所での産生が示唆された。

4. 以上の結果よりシラカンパ花粉症患者ではその病態に CCL22/MDC が関与していると考えられた。
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