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好塩基球におけるeosinophil peroxidaseの発現

―幼若好塩基球締胞株KU812-Fを用いて―
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好酸球ベルオキシダ-ゼ,免疫細胞化学,好塩基球

は じ め に

生体内7レノしギー.一反応において好塩基球は好酸球,肥

満細胞,memoryT細胞,B細胞と共同し重要な役割

を担っていると考えられており,好塩基球の生体におけ
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る機能の解明はアレルギ-反応の病態を考える上で重要

である.これまで好塩基球の顔能には不明の点が多かっ

たが,近年好塩基球の細胞質内蛋白や細胞膜表面レセプ

タ-の検索が徐々に進められてきている.

PeTOX豆dase活性は好中球,単球,好酸球の細胞質内
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額粒をこ認められる1)2).ヒト白血球の持つ peTOXiぬse

活性を示す蛋白としてはこれまで好中球ベルオキシダ-

ゼ (MPO)と好酸球ペルオキシダーゼ (EPO)が単離

されている.好中球の-次賓粒,単球の額粒をこ存在する

MPO は細菌防御に重要な役割を果たしているへム含有

糖蛋白である3)4).-方,EPO も-ム含有糖蛋白であ

り,好酸球願粒に存在し寄生虫防御をこ主要な役割を果た

すとともにアレルギー反応の mediatorとしての機能

も持っていることが知られている5)6).MPO と EPO

は額似した酵素活性を持ち,高いアミノ酸相同性を持っ

ているが,それぞれの遺伝子は別々に染色体上に存在し

ている7)a).また好魔選球の願粒にも peroxidase活性

が証明されたとの報告もある9)10)那,その生体内での

機能は不明であり,現在まで好塩基球中で peroxidase

活性を示す蛋白やそれをコ-ドする遺伝子は単離されて

いない.

当教室で岸らが以前慢性骨髄性白血病急性転化患者よ

り樹立した幼君好塩基球細胞株 :KU812の亜細胞株で

ある KU812十FlH12)は ILT3の添加により好塩基球-

の分化が促進される柑).本論文では KU812-F細胞株

の好塩基球分化細胞車に EPO と同一の抗原性を持つ

peroxidase活性を示す蛋白が存在すること,さらをこそ

れらの細胞に EPOmRNA が発現していることを示し

た.

材料および方法

細 胞 培 養

ⅠくU812-F細胞株は CO2incubator(50dCO･1)を用

い,100誹台仔血清 (FCS,三光純薬∴東京卜含有 RPM1

1640培養液 (ニプロ,東京)中で37℃で維持した.好

塩基球への分化を促進するため,細胞は 20ng/mlの

recomb豆nantm-3(キリソピ-ル株式会社より供与)

を加え,上記の条件で3日間培養した.また,gpo,MPO

発現の陽性コソトロールとして,当教室で岸らが樹立し

た HT93細胞株を用いた.H1､93細胞株は急性前骨髄

性白血病の患者から樹立された MPO 陽性畢粒をもつ

細胞株であるが,all-tt-ansL･チ/(ン醸 しATRA)お

よび grallulocyteで010nystimulatingfactor(G.CSF)

を添加することにより,好酸球に分化する1畑 この好

酸球倉化した細胞には,細胞質内に EPO陽性常粒が出

現する.HT93細胞株も同様に CO2incubator(5%CO営)
を用い,100｡胎仔血清 (FCS.三光純薬,東京l含有 RPI

MI1640培養液 卜二プロ,東京〕中で37℃で維持した.

好酸球-(T)分化誘導は 1OmM の ATRA (Sigma,米国)
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及び 50ng･:mlの G{SF(キ])ンビー一一′し株式会社より

供与)を加え5日間培養することにより行った.

細 胞 化 学

lくLT812-F細胞株は cliospin漂本を作製LMayイ;run-

wald<,ieLmSa染色を行うと共に,toluidineblue染色

を行い異染性を観察した15).光学顧徽鏡を用いたペル

オキシダーゼ巣色は diamino鮎nzidine(DAB)法で行っ

た.

電子顕微鏡観察

細胞は 1.2500glutaraldehyde含有 Geyのりン酸

緩衝溶液中 (ptJ7.2)(Gitx=oBRL,米国1中で室温で

10分間固定した後,Geyのリソ酸緩衝溶液で3回洗浄

した.その後 pH を 1Msodium hydI･OXidcを用い7.6

化水素含有 50m入/ITris-･Hcl溶液 10ml中で零温で

1時間暗所で反応させた.反応後 0.1M 日ソ酸緩衝液

(pH7.2)を用い数回洗浄 し1%'osmium tetraoxide

含有リン酸緩衝液で30分間後固定した.

NorthernHybridizationおよび逆転写 PCR

(RT-PCR)汰

TotalRNA は HT93および KU812-F細胞よE･〕

ISOGENTM(ニッポンジ…ソ,富山)を用い抽出した.

TotalRNA2O/Egを 1-0rmaldehyde■MOPSbuffer

(PI17.0)中で1.9-6'agarose上に展開しnitrocellulose

membranefilte1-に転写 した.filterは 〔32p]でラベ
ルした好酸球ベルオキシダ-ゼ (cDNA塩基番号 No.2006

から2390領域,geneballk,CloneX143461及び好中

球ペルオキシダーゼ (d)NA塩基番号 No.1430より1870

領域,genebank.clone･M195071cDNA断片を用い.

Thomas16､の方法iこより50.Q/6/formamideL,5xSSC､50

mM sodium phosphate(pH6.5㌦ 5×Denhald溶液,

250mg:J■ml熱処理変性サL,-精子 DNA含有 hybridization

buffer中で42℃で-仁ハトダ1'ズした.さらに KU812-F

細胞中の好酸球ベルオキシダ-ゼ遺伝子の発現を逆転写

PCR(RT-PCR)法を開いても検討した.一一本鎖 cI)NA

は 1,lLg の totalRNA よi)100pmolの random

hexadeoxynucleotideを用い 10LTの RAV12逆転写

酵素 (宝酒造 東京)により20plの系で食成した.d)NA

0.5FLlを 1U の rTaqpolymerase(宝酒造,東京1お

よび 0.2mM の dNTPを含有する 20FLlの反応液中

で EPOpl-inユer(serlSe:5′-{ACGGm CAAGGGAC-

ATC.mltisense:5′m m GCCrGGGGTGland

Mm primerLselue:5㌧Tm ACTm GACr,ACAAC.

a.ntisense:5'{TGCAAm GGTTCTGACGA)を用
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い増幅した.コソトロールとしては 紬 融 通転子を SerlSe

pr･imer:(5′-ATCATGm GAGACCTTCAA.1およ

び antisenseprimer:(5′-{ATCTCrI､GC'rCGAAGTI

CCA)を用いて増幅した.PCR条件は94℃で3分間変

性後.94℃で1分の変性,サンプJL-特異的アニー.-りンブ

温度 (EPO60℃.MPO55℃,針actin54℃)で1!')

の7ニーりンゲ,72℃で1分の伸長を30サ†J7,,目上)た.

PCR産物は39.agarosegel中で電気泳動LethidiuJll

bromideで染色した.

免疫細胞化学

KU812-F細胞の MPO,EPO 蛋白LpT)発現を,単ク

ローン抗体を拝卜､た蛍光免疫細胞化学により検討した.

細胞は Slideglass上で純 methanolで5分間固定し,

直接法 (MI)0)または間接法 (EPO)を用い単クロー

ン抗体で染色LFlTC蛍･光で検出した.すなわち細胞

は抗好酸球ベノL･オキシダ-ゼ抗体で (anti-EP,IgG2a,

ニチ レイ,東京)室温で 2時間反応 させ洗浄後,

FITC-C()njugatedgoatanti-mouselgG (Bect()n

DickillSnn-米国)を用い室温で30分間暗所にて染色し

た.もしくは細胞を直接 FITC-conjugated抗好中球

ベルすキ二･でーゼ抗体 (Caltag,米国)で室温で2時間

染色した.

結 果

KU812-F細胞株の好塩基球分化

培養前の KLT812-F細胞の約300J61が toluidine-blue

染色により異染性を示した.lL13を添加L3日間培養

した後をこぼ異染性を示す細胞は46%に増加しており,そ

れらの細胞をこは好塩基性額粒が認められた (図 1&,ち).

このことより.この細胞株の好塩基球への分化が IL-3

の添加により促進されたと考えL-1れ このことは Valent

らの報告13)と同様の結果であった.

KU812-F細脂株の peroxidase反応

光顕的細胞化学反応の結果. IL-3添加培養後の

KU812-F細胞の約5%が peroxidase反応陽性であっ

た (図 2且).電子顕微鏡での観察では.peroxidase陽

性頬粒は stipplingappeal-anCeを皇しており,さらに

粗面小胞体や,核膜周囲腔でも perox.idase反応陽性で

あった (図 2b).頬粒が stipplingappearanceを呈し

たことは,これらの細胞が幼若好塩基球であることを支

持する所見であった.

NorthernHybridiEation及び RT-PCR
[32p]でラベルした EPO および MPO の cDNA

断片を用いた NortherIIHybridizationの結果,EPO

mRNA の強いシゲ十,Lが ATRA および G-CSF を

添加培養 した HT93細胞のレーソの約 2500base鞄

位際i･こ検出された.また培養前の KL丁812-F細胞!二IL-3

を添加培養した KU812-F細胞のレ-ソには弱いなが

ら EPOmRNA のシグナルが検出された (図 3盈).-

方,MPOmRNA のシグナルは HT93細胞のレ-ソ

(')約 3200baseLT)位置に検出されたが,KU812-F細

胞では検出されなかった し図 3b上

RTl'CRを円いた検討でも f;;l〕OmRNA の発現は

ATRA とG.CSFを添加培養した r-nt)3細胞株と IL-3

を添加培養した KU812-i/細胞株で同じ長さの PCR

b

図 1 1L-3添加3日間培養径の KU812-F細胞株
の細胞形態

May-Grunwald-Giemsa染色 (a)および tolui-
dine-bule染色 (也).
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産物として検出されたが,KU812-F細胞株での発現畳

は NorthernHybridizationの結果日司様微量である

と考:ir_)Itた.一五 MPOnlRNAの発現は ATRA と

かCSFを添加培養した HT93細胞株のみで認められ,

Ku812-F細胞株では認められなかった (図 4),

免疫細胞化学

は抗好酸球ベルオキシダ-ゼ抗体を用いた免疫簸色をこて

その凝粒や棋院周囲腔に陽性に染色された (図 5).EPO

陽性 KL7812⊥F細胞の割合は細胞化学的 peoxidase･玩

応陽性細胞の割合と同程度であった.一方 MPO 陽性

の細胞はこれらの細胞中には認められなかった.

考 察

好塩基球は好酸球,肥満細胞,nlemOryT細胞.B

細胞と共同しアレルギー反応において重要な役割を担っ

ていると考えられており,好塩基球の生化学的境能解析
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b

図 2 KL丁812-F細胞の per｡xidase反応

KU812-F細胞の一部に光学的 peroxidase反応陽性細胞がム[-,'Itる (al.電
子顕徽鏡では陽性頬粒が stipplingappearaneeを呈しさtl_パこ,粗面′ト胞体や核
膜周囲腔に陽性である (bl .
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図 3 MPOmRNA および EPOmRNA の NorthernHybr･idization

Lane1,HT93;Lane2,ATRA および GICSF添加 HT93:lーan(ナ3.KL T1

formaldehydegel上に展開し,nitroceLluloseHterl･_に転写させた.filttlrは

るハイプリダイザ-ショソ (a).MPOeDNA 断片による-イブリダイゼ-ショ
ン (b).18SrRNA の ethidium blonlideによる染色によIlそれぞ.ナ巨J欄臼胞株
より抽出した totalRNA LIT)泳動最を示 した.

EPO

MPO

図 4 MPO および EPO の RT-PCR

Lane1,a:3添加培養後の KU812-F細胞.Lane
2,ATRA および G-CSF添加培養経の HT93細
胞.PCR産物は39･6agaroscgel上で電気泳動し,
ethidiumblomideで染色した.PCR産物は EP(-)

ルとして β-actin遺伝子を増幅した.

はアレルギ-反応の機構解明に濃密である.しかしなが

ら.好塩基球はヒト白血球中の割合が非常に少なく.秤

塩基球の分化機構,機能については束だ不明の点が多い.

好塩基球の peroxidase活性はこれまで細胞化学的iこ証

明されてきた9､10､. しかし,その生体内でCT)摸能は不明

であり,現在まで peroxidase活性を示す蛋白やコー ド

図5 抗好酸球ペルオキシダーゼ抗体を用いた蛍光
免疫細胞化学

3ト雄司II:3添加培養した KU812-F細胞(T).一
部が陽性である.陽性部位は聴粒ならびに核膜周囲

厳である.検出は FITC を cor血卵teした二次抗
体を用いて行った.

する遺伝子は単離されていない.

本論文では幼君好塩基球細胞株 KU812-Fがその細

胞質内額粒ならびに核膜周囲腔に peroxidase活性を持っ

ており,免疫細胞化学により,それらが EPO 蛋白に

よることを示した.また,さ吊こNorthem Hybridization

法ならびに RT-PCR法により EPO mRNA c')発現
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を検討 し,EPO が好塩基球において賓際をこ転写され

発現していることを示した,

r)ヽ,ort･lk吊まと卜贋帯血単核球分画より分化させた,

好塩基球の常粒に peroxidase活性を認めることを報告

し,それが好塩基球で合成されたものではなく,好酸球

から放出された EPO の蔑食により,生じたものであ

ると推測 している17). しかしながら,今回の検討では

Ku812-F細胞中に peTOXidase活性を細胞質内凝粒の

みならず粗面小胞体や核膜周鰐腔にも認められた く図 2

b).それゆえ,好塩基球の額粒に認められる peroxidase

活性は好塩基球それ自身により産生されていると考えら

れる,さらに Ku酎2-F細胞で NoTthernHybridization

法ならびに RT-PCR法により EPOmRNA の発現

を示し得た (図 3及,図 4)ことは,好塩基球がそれ自

身において EPO遺伝子を転写,合成 している可能性

を示唆する.

これまでのいくつかの報告により好酸球と好塩基球は

その共通の前駆細胞より分化する可能性が示されている.

Schmidtらは慢性骨髄性白血病の愚老の末槽血中に好

酸性と好塩基性の額粒を合わせ持つ hybrid額粒球を

見い出し報告している18).また Joshuaらはと卜正常

済帯血単核球分画より分化させた好酸球/好塩基球 的br呈d

額粒球を報告している19).本研究で用いた KU812-ど

細胞株が好酸球と好塩基球の共通前駆細胞の性質を持っ

ている可能性や,細胞株の-部が好魔球に分化する可能

性は否定できない.しかしながら,KU812-F細胞を好

酸球に分化し得たとの報告は現在までなく,事実今回の

研究においても培養中に好酸球は全く出現しなかった.

それゆえ,今回示した KU812-F細胞株にみられた EPO

は正常の好塩基球の持つ peoxidaseと同一であると考

えられる.事実,ヒト正常束縛血から精製した好塩基球

について検討したところ,約半数がペルオキシダーゼ活

性を持ち,EPO を発現していた (著者ら投稿車上

今回の結果では培養 KU812-F細胞中での EPO 陽

性細胞の割合は toluidine-bule染色で異染性を示す細

胞の割合より非常に小さかった (図 1b,図 2a,図 5),

また NoI-thenlHytlridization(')結果で EPOmRNA

のシグナルが培養前後においていずれも弱く,シグナル

の強さに明らかな差異を認めなかった (図 3&),これ

らの結果はすべてのと卜好酸球が EPO を発現してい

るのに対し,好塩基球では一部の細胞にのみ EPO が

発現していることを示していると考えられる.

好酸球と好塩基球は好酸球 majorbasicproteinや

Charco卜LeydencrystalproteinなどいくJL,かの共通
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の細胞質内蛋白を持っていることが知られていた20).

さらに近年,好塩基球のみならず,好酸球あ高親和性 王gE

レセプター21)や macrophagein鮎mmatoryprotein-1

(MIP弓)22)を締りことが明らかをこなり,好酸球と好塩

基球は額縁の細胞であると認識されつつある.好魔球と

好塩基球は他のアレルギ-免疫反応に関わる分子も共有

している可能性も考えられる.好塩基球の持つ EPO

の生化学的機能は不明であるが,好酸球の EPO が siow

TeaCtim宮Substanceの不活化作用を持つ23)と同様,狗

らかのアレルギー反応の制御に関わっている可能性もあ

ると思われる.つまり EPO はアレルギ-反応に関わ

る好酸球,好塩基球をこ共通する分子の一つである可能性

がある.EPO を持つ好塩基球と EPO を持たない好塩

基球との生体内における機能の相違,アレルギ-反応に

おける好酸球と好塩基球の機能的な関連,好酸球と好塩

基球の分化機構の詳細については,今後のさらなる研究

が必要な課題である,
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