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アレルギー性炎症における好酸球の増多機構とその役割に関する研究
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Eosinophils are one of the cells that play a critical role in the pathogenesis of allergic diseases. The increase in the
number of eosinophils in such diseases is regulated by interleukin-5 (IL-5). The author have prepared recombinant rat
IL-5 using a baculovirus expression system and examined its biological activities in rat eosinophils. It was demonstrated
that recombinant rat IL-5 prolongs the survival of mature eosinophils and diŠerentiates immature eosinophils into ma-
ture eosinophils, suggesting that rat IL-5 is a factor for eosinophilia in rats. Recombinant rat eosinophil-associated
ribonuclease (Ear)-1 and Ear-2 were also prepared. Eosinophil granule proteins are thought to cause tissue damage due
to their cytotoxic activity, but using recombinant rat Ear-1 and Ear-2, it was found that rat Ear-1 and Ear-2 have strong
RNase A activity and bactericidal activity, suggesting that these proteins play critical roles in host defense. Finally, the
important role of acetylation of histones was clariˆed in the diŠerentiation of HL-60 clone 15 cells into eosinophils using
the histone deacetylase inhibitors sodium n-butyrate, apicidin, and trichostatin A. These ˆndings would be useful for
further investigations of the role of eosinophils in allergic in‰ammation.
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1. はじめに

気管支喘息，アトピー性皮膚炎あるいはアレル

ギー性鼻炎などのアレルギー性疾患は，その難治性

と近年の環境の変化に伴う患者数の増加によって社

会的な問題になっている．このようなアレルギー性

疾患では，白血球の 1 つである好酸球が骨髄，末梢

血及び炎症部位で増加し，炎症部位に浸潤した好酸

球は細胞内顆粒中に存在する塩基性蛋白質を放出す

ること,1)及びそれらの顆粒蛋白質が種々の細胞を

傷害する活性を持つこと2)が報告されて以来，特に

気管支喘息においては，炎症局所への好酸球の集積

が病態の悪化に深く関与すると言う理論が確立され

た．マウスやヒトの系を用いた解析結果から，in-

terleukin-5 (IL-5）は好酸球前駆細胞を成熟好酸球

に分化・増殖させる作用,3,4)及び成熟好酸球の生存

を延長させる作用5,6)を持つため，IL-5 が好酸球数

の増加に重要な役割を果たしていると考えられてい

るが，その詳細は明らかではない．一方，気管支喘

息を始めとするアレルギー性疾患や炎症病態モデル

動物として用いられている動物種ラットにおいては，

IL-5 の標品化が行われていなかったため，ラット

IL-5 がラット好酸球に対してどのような生物活性

を示すか明らかではなく，ラット好酸球とラット

IL-5 の関係はマウス及びヒトの解析結果から推定

せざるを得なかった．そこで，筆者はまず recom-

binant ラット IL-5 を調製し，その生物活性を解析

することにより，ラットにおいても IL-5 が好酸球

増多を誘導する因子として作用することを示し

た.7―9)ついで，ラット好酸球顆粒蛋白質である eo-

sinophil-associated ribonuclease (Ear)-1 及び Ear-2

の recombinant 体を調製し，その生物活性を解析す

ることによりラット Ear-1 及び Ear-2 が強い

ribonuclease (RNase）活性と大腸菌に対する殺菌

活性を持つことを示した.10,11)さらに，好酸球への

分化モデルとして広く利用されている HL-60 clone
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Fig. 1. EŠects of Recombinant Rat IL-5 on the Viability of Rat Eosinophils
(A) Rat eosinophils were incubated at 37°C for the periods indicated in medium containing 100 pM recombinant rat IL-5 (closed circles) or vehicle (open cir-

cles). (B) Rat eosinophils were incubated at 37°C for 96 h in medium containing the indicated concentrations of recombinant rat IL-5. The viability of eosinophils
was determined by the ability to exclude Trypan blue dye. Values are the means from 5 samples with S.E. shown by vertical bars. Statistical signiˆcance: (A)p＜
0.01, p＜0.001 vs. corresponding control, (B) p＜0.001 vs. vehicle control. The detail of this data is described in Ref. (7) by Ishihara et al.
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15 細胞が sodium n-butyrate により好酸球に分化す

る機序が明らかにされていなかったため，その機序

を詳細に解析し sodium n-butyrate がヒストン脱ア

セチル化酵素を持続的に抑制し，ヒストンをアセチ

ル化状態に保つためであることを明らかにし

た.12,13)

2. Recombinant ラット Interleukin-5 の調製及び

ラット好酸球増多因子としての生物活性の解析

IL-5 は，分子量約 13 kDa のポリペプチドが 2 量

体を形成するサイトカインであり，活性化されたタ

イプ 2 ヘルパー T 細胞，肥満細胞及び好酸球によ

って産生され，マウス B 細胞の増殖を誘導する因

子（B-cell growth factor II: BCGF-II),14)マウス B

細胞を抗体産生細胞へ分化させる因子（T-cell

replacing factor: TRF),15)及びマウス好酸球前駆細

胞を成熟好酸球へ分化させる因子（ eosinophil

diŠerentiation factor: EDF)3)として報告された．

1986 年，Kinashi らによって TRF の cDNA がク

ローニングされ，これらの因子が同一蛋白質である

ことが明らかになり IL-5 と命名された.16)ラット

IL-5 は，1991 年にその cDNA がクローニングさ

れ，マウス及びヒトの IL-5 とアミノ酸レベルでそ

れぞれ 92％及び 67％の相同性を持つこと17)が明ら

かにされ，IL-5 依存性マウス B 細胞株 T88-M 細胞

にラット IL-5 cDNA を発現させるとこれらの細胞

が増殖することから，ラット IL-5 は BCGF-II 活性

を持つこと17)が示されていた．しかし，ラット

IL-5 が好酸球に対してどのような作用を示すかは

明らかにされていなかったため，筆者は recom-

binant ラット IL-5 を調製し，ラット好酸球に対す

る生物活性を解析した．ラット IL-5 cDNA はアス

カリス抗原で感作したラットの腹腔浸潤細胞よりク

ローニングし，バキュロウイルス発現系を用いてカ

イコ幼虫の体液中に recombinant ラット IL-5 を発

現させて精製した.7) Recombinant ラット IL-5 は in

vitro においてラット成熟好酸球の生存を延長させ

る作用を持つこと，及びラット骨髄好酸球前駆細胞

を成熟好酸球に分化させる作用を持つこと7,8)が明

らかになった（Figs. 1 and 2）．また，in vivo にお

いて recombinant ラット IL-5 をラット尾静脈から

12 時間おきに 6 日間投与すると，末梢血中及び骨

髄中の好酸球数の割合が有意に増加すること8)が明

らかになった（Fig. 2）．さらに，recombinant ラッ

ト IL-5 による成熟好酸球の生存延長作用を解析し

た結果，recombinant ラット IL-5 による生存延長

活性は，チロシンキナーゼ阻害薬によって抑制され

るものの ERK の上流 MEK の阻害薬 PD98059 では

抑制されず，Jak2 阻害薬 AG490, actinomycin D 及

び cycloheximide によって抑制されること9)が明ら

かになった（Fig. 3）．好酸球の生存を延長するサ

イトカインには IL-5 以外に IL-318) 及び GM

CSF19) があるが，これらはそれぞれの受容体を介

して Jak2Stat5 経路，9,19) ERK MAP キナーゼ経

路,9,19) p38 MAP キナーゼ経路,20) NFkB 経路20)及

び PI3K 経路19)などを活性化することが報告され

ている．GMCSF による生存延長作用も PD98059
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Fig. 2. EŠects of Recombinant Rat IL-5 on the Generation of Rat Eosinophils
(A) Rat bone marrow cells were incubated at 37°C for 6 days in medium containing the indicated concentrations of recombinant rat IL-5. After incubation,

number of eosinophils was calculated as follows: total number of eosinophils＝(number of total cells)×(percent of eosinophils)×0.01. Values are the means from
6 samples with S.E. shown by vertical bars. (B) Rat bone marrow cells were incubated at 37°C for the periods indicated in medium containing 100 pM recombinant
rat IL-5. The cells were lysed and MBP contents in 1×105 cells were detected by immunoblotting. (C) Recombinant rat IL-5 was injected intravenously at a dose of
10 pmol/kg at intervals of 12 h for 6 days, and the number of eosinophils in peripheral blood cells and in bone marrow cells were counted 12 h after the last injection
of recombinant rat IL-5. Values are the means from 5―6 rats with S.E. shown by vertical bars. Statistical signiˆcance: (A)p＜0.001 vs. vehicle control, (C)
p＜0.01, p＜0.001 vs. before injection (day 0), ##p＜0.01, ###p＜0.001 vs. corresponding 6 day control. The detail of this data is described in Ref. (8) by Ishi-
hara et al.

Fig. 3. EŠects of Various Regents on IL-5-induced Prolonga-
tion of Eosinophil Survival

Eosinophils were incubated at 37°C for 96 h in medium with or without
100 pM recombinant rat IL-5 and the indicated concentration of cyclohex-
imide (CHX), actinomycin D (AM D), herbimycin A (HM A), PD98059
(PD) or AG490 (AG). The viability of eosinophils was determined by the
ability to exclude Trypan blue dye. Values are the means from 5 samples with
S.E. shown by vertical bars. Statistical signiˆcance: p＜0.001 vs. 100 pM

IL-5. The detail of this data is described in Ref. (9) by Ishihara et al.
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や PI3K 阻害薬 wortmannin や LY294002 では抑制

されず，AG490 によって抑制されることが報告さ

れている19)ため，好酸球の生存延長には Jak2

Stat5 経路が重要な役割を果たしており，この経路

を介した蛋白質の de novo 合成により生存を延長

していると考えられる．本研究では，ラット IL-5

がラット好酸球に対して好酸球生存延長活性及び

EDF 活性を持つことを示した．

3. Recombinant ラ ッ ト Eosinophil-associated

Ribonucleases の調製及びその生物活性の解析

好酸球は細胞内に primary granule, secondary

granule, small granule 及び lipid body などの顆粒を

持ち，secondary granule は MBP が含まれる crys-

talloid core と ECP, EDN 及び EPO が含まれる

matrix によって構成されている.21―24) ECP 及び

EDN は RNase 活性を持つことから RNase A スー

パーファミリーに属する.25)現在，ヒト RNase A

スーパーファミリーは RNase 1―8 まで報告されて
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Fig. 4. Ribonuclease A Activity of Recombinant Rat Ear-1 and Ear-2
Yeast tRNA (20 mg) was incubated for 10 min at 37°C in the presence of the indicated concentrations of recombinant rat Ear-1 (A) or recombinant rat Ear-2

(B). Values are the means from 3 samples with S.E. shown by vertical bars. Statistical signiˆcance: p＜0.001 vs. corresponding control. The detail of this data is
described in Ref. (11) by Ishihara et al.

Fig. 5. EŠects of Recombinant Rat Ear-1 and Ear-2 on the Growth of E. coli
E. coli (LE392) were incubated for 2 h at 37°C in the presence of the indicated concentrations of recombinant rat Ear-1 (A) or recombinant rat Ear-2 (B).

Colony-forming units of E. coli remaining after exposure to Ear protein were then determined. Values are the means from 5 samples with S.E. shown by vertical
bars. Statistical signiˆcance: p＜0.01, p＜0.001 vs. corresponding control. The detail of this data is described in Ref. (11) by Ishihara et al.
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おり，RNase 2 及び RNase 3 はそれぞれ EDN 及び

ECP である.25―27) RNase A スーパーファミリーは

立体構造に必要な 6―8 個のシステイン残基及び触

媒部位となる 2 個のヒスチジン残基と 1 個のリシン

残基が保存されている25)が，ECP 及び EDN は好

酸球の特異的に発現している RNase であることか

ら eosinophil ribonuclease とも呼ばれる.28)霊長類

では 1 あるいは 2 種類同定され ECP あるいは

EDN と命名されているが，齧歯類ではマウスで 13

種類,29,30)ラットで 8 種類10,29―31)存在し Ear と呼ば

れている．本研究では，当教室の Nittoh ら10,31)に

よりクローニングされたラット Ear-1 及び Ear-2 の

recombinant 体を調製してその生物活性を解析し

た．その結果，これらの蛋白質は強い RNase 活性

と殺菌活性を持つこと10)が明らかになった（Figs. 4

and 5）．Eosinophil ribonuclease は種を超えて広く

保存されているものの，生物進化論的な解析から祖

先遺伝子がそれぞれの動物種の中で独自の進化を遂

げたものであること29)が明らかにされているため，

eosinophil ribonuclease はそれぞれの動物種におい

て必要な遺伝子であり，生体防御などの重要な役割

を果たしていると考えられる．

4. Sodium n-Butyrate による HL-60 Clone 15 細

胞の好酸球分化誘導機序の解析

IL-3, IL-5 及び GMCSF による成熟好酸球に対

する作用は生存延長作用だけではなく多岐に渡り，

p38 MAP キナーゼ経路や NFkB 経路を活性化さ

せることにより ICAM-1, CD11b 及び CD18 の発現
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Table 1. Summary of the EŠects of HDAC Inhibitors on HL-60 Clone 15 Cells

HDAC inhibitors

Apicidin TSA Sodium n-butyrate

Single Withdrawal Single Repeated Single Withdrawal

DiŠerentiation into eosinophils Yes No No Yes Yes No

Change of intracellular structure ＋ － － ＋ ＋ －

Expression of integrin b7 ＋ － － ＋ ＋ －

Expression of MBP ＋ － － ＋ ＋ －

Suppression of cell proliferation ＋ － － ＋ ＋ －

Activation of C/EBP ＋ ND － ND ＋ ND

Acetylation of histones Continuous Transient Transient Continuous Continuous Transient

HL-60 clone 15 cells were incubated for 6 days by single application of 100 nM apicidin, 30 nM TSA or 500 mM sodium n-butyrate (single), by pulse-stimulation
with 100 nM apicidin or 500 mM sodium n-butyrate for 24 h of the beginning (withdrawal), or by repeated treatment with 30 nM TSA up to 5 times at an interval of
12 h (repeated). ＋ indicates induction of eosinophilic diŠerentiation and － indicates no induction. ND: not determined. The detail of this summary is described
in Ref. (13) by Ishihara et al.
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を誘導し，炎症局所の血管内皮細胞への接着や炎症

部位への浸潤に関与している.20)また，これらのサ

イトカインは，FcgRII32) や CD30L33) などの発現

誘導作用も持ち，成熟好酸球に対する IL-3, IL-5 及

び GMCSF の作用は共通のシグナル伝達経路の活

性化や生物活性の重複と言ったように類似している

点が多い．しかし，好酸球の分化に対するこれら 3

つのサイトカインの作用は異なっている．好酸球は，

CD34＋ 骨髄幹細胞からさらに分化した CD34－

CD33＋ 前駆細胞が IL-5 によって選択的に分化・増

殖して産生される.34)しかし，この細胞に IL-3 が

作用すると好酸球だけではなく好中球やマクロフ

ァージも産生される.34)また，IL-5 による MBP の

発現は成熟好酸球への分化段階でのみ起こり，成熟

好酸球を IL-5 で刺激しても誘導されない.35)した

がって，IL-5 や IL-3 が成熟好酸球で認められるよ

うなシグナル伝達経路を活性化したのではこのよう

な異種細胞への分化は起こらないはずであり，好酸

球への分化における IL-5 のシグナル伝達経路は

IL-3 や GMCSF によるシグナル伝達経路とは異な

り，IL-5 によるシグナル伝達経路は CD34－CD33＋

前駆細胞と成熟好酸球との間の分化段階においても

異なる可能性がある．しかし，生体内にわずかしか

存在しない CD34－CD33＋ 前駆細胞を用いて詳細な

解析を行うことは困難であるため，筆者は好酸球性

白血病細胞株 HL-60 clone 15 細胞を用いて分化機

構を解析した.13) HL-60 clone 15 細胞は，前骨髄球

性白血病細胞株 HL-60 細胞をアルカリ条件下で 2

ヵ月間培養して樹立された細胞株であり，sodium

n-butyrate により好酸球に分化する細胞である．こ

の細胞は 1984 年に樹立されて以来，好酸球の研究

には広く用いられてきたがその分化機序は不明であ

った．Sodium n-butyrate は，ヒストン脱アセチル

化酵素（HDAC）を阻害する作用を持ち，ヒスト

ンアセチル化酵素（HAT）によってアセチル化さ

れたヒストンの脱アセチル化を抑制することが報告

されている36)ため，HL-60 clone 15 細胞の好酸球

への分化機序の解析には sodium n-butyrate 以外に

他の HDAC 阻害薬として apicidin 及び TSA を用

いて作用を比較検討した.12,13)その結果，Table 1

に示すように， sodium n-butyrate 及び apicidin

は持続的に HDAC を阻害することによって好酸球

への分化を誘導するのに対して，TSA による

HDAC 阻害作用は一過的であり，好酸球への分化

を誘導しなかった． TSA を細胞培養系に繰り返

し添加して HDAC 阻害作用を持続させると好酸球

への分化が誘導され，細胞を sodium n-butyrate や

apicidin 存在下で短時間培養して HDAC を一過的

に阻害すると好酸球への分化が抑制された．好酸

球の分化に関与する転写因子 C/EBP の DNA 結合

活性は sodium n-butyrate や apicidin で持続し，

TSA による C/EBP の活性化は一過的であった．し

たがって， sodium n-butyrate による HL-60 clone

15 細胞の好酸球への分化誘導作用は，sodium n-

butyrate が持続的に HDAC を阻害する結果，細胞

内で HAT 活性が持続するためであると考えられる．

5. おわりに

本研究では，アレルギー性疾患における好酸球の
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増多機構とその役割について解析することを目的と

して，recombinant ラット IL-5 を調製しその生物

活性を解析した．その結果ラットは IL-5 が関与す

る好酸球増多を伴うアレルギー性炎症のモデル動物

として活用できる動物種であることが明らかにな

り，今後，ラットを実験動物として活用することに

より，IL-5 による好酸球増多機構や好酸球のアレ

ルギー性炎症における関与について詳細な解析が行

えると思われる．また，ラット好酸球顆粒蛋白質で

ある Ear-1 及び Ear-2 の recombinant 体を作製し，

ラット Ear-1 及び Ear-2 が強い殺菌活性及び RNase

A 活性を持つことを明らかにし，炎症部位に浸潤

した好酸球の役割について考察する上で重要な知見

を得た．さらに，sodium n-butyrate による HL-60

clone 15 細胞の好酸球への分化機序を明らかにし，

好酸球分化機構を解明する上で重要な知見を得た．
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