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緒 言

好塩基球 と肥満細胞 は ともに細胞内 にmeta

chromasiaを 呈 する好塩基性の顆粒 を有す るこ

とを特徴 とする.ま たその細胞表面にはIgE抗

体 を結合 し,生 体内 に侵入 して きたア レルゲ ン

と反応 して, histamine等 種 々のmediatorを

放 出す ることな ど形態 学的 にも機能的 にも極 め

てよく似ている.そ のために以前よ りその異 同

が問題 にされて きた.ヒ ト好塩基球 はその起源

が骨髄細胞であることはよ く知 られてお り,好

中球,好 酸球,単 球 と共通 の前骨髄球 に由来す

る1).ま た,肥 満 細胞 も前駆細胞 が骨髄細胞 由

来で,同 一のprecursorか ら結合組織肥満細胞

と粘膜肥満細胞 とに分化 することがマウスの実

験で証 明されている2～6).ヒ トの場合 も同様 に骨

髄から血液 を経 由 して分化 するもの と推定 され

ている.し かしなが ら電顕 による形態学的検討

において,こ の二つの細胞 の間 には明 らかな相

違が示 されている7).さ らにmediatorの 産 生及

び放出の点でも基本的 な違 いがみ られている8).

一方
,好 塩基球及び肥満細胞の細胞 内顆粒 に存

在するproteoglycanは, proteaseな どの蛋白

とイオ ン結合 して存在 し,刺 激 を うける と他の

mediatorと 共 に細胞 外 に放出 され る点 で近似

したものであるが,そ の役割や差異 につ いては

不明な点が多い.

著 者は本 論文第1編 でヒ ト肺 よ り単離 した肥

満細胞 を用いて, Anti-IgEあ るいはCa-iono-

phore A23187で 刺 激された時放出されるproteo

glycanに 抗 凝 固活性 が存 在 し,そ の活 性は肥

満細胞中 に含まれるheparin proteoglycanで

あ ることを示 した.こ れにより即時型 アレルギ

ー反応での局所炎症 の遷延化 を阻止 しているこ

とが推測 された.結 合織 あるいは粘膜 に固着 し

て存在す る肥満細胞 に対 して,流 血中 を移動す

る好塩基球中に存在するproteoglycanに も同

様 の性質が存在す るか否 かは興味 のあるところ

であ る.そ こで著者は,ヒ ト末梢血 より分離 し

た好塩基球 にIgE依 存性 の特異的刺激 として受

身感作後Anti-IgEで 刺 激 した場合 と,非 特異

的刺激 としてCa-ionophore A23187で 刺 激 し

た場合 に放出 されるproteoglycanの 抗凝 固活舌

性 について検討 した.ま た刺激 された好塩基球

から放 出され るproteoglycanの 組 成 について

も検討 を加 えた.

材 料 と 方 法

1.材 料

ヒト好塩基球は,後 述の方法により正常人 及び

慢性 骨髄性 白血病 患者 の末梢血 よ り分離 して実

験 に供 した.検 討 に用いた試薬は下記の如 くで
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あ る.

MaCoy's 5A medium, Hank's balanced salt 

solution (HBSS) (Grand Island Biological Co., 

Grand Island, NY) penicillin G potassium,

 streptomycin sulfate(明 治 製 菓)sodium [35S]

 sulfate (Amersham International plc, 

Buckinghamshire, England) rabbit anti

human IgE serum (Anti-IgE)(Behringwerke 

AG, Marburg, West Germany) calcium iono

phore A23187 (Ca-ionophore A23187), 6

- aminohexanoic acid, benzamidine hydro

- chloride, bovine serum albumin (BSA), 

chondroitin sulfate type A (whale cartilage), 

chondroitin sulfate type B (porcine skin), 

chondroitin sulfate type C (shark cartilage), 

porcine intestinal heparin, Hypaque-Ficoll 

SG 1.077) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) 

Sephadex G-25, blue dextran (Pharmacia 

Fine Chemicals, Uppsale, Sweden) Dowex 

AG 1-X2 (100-200 mesh), Bio-Rad protein 

assay kit (Bio-Rad Laboratries, Richmond,

 CA)carbazole(石 津 製 薬)heparinase, chond

roitin ABC lyase, chondroitin AC lyase, 

chondroitin-4-sulfate, chondroitin-6-sulfat

ase(生 化 学 工 業)cetylpyridinlium chloride

(東 京 化 成 工 業)antitrombin III (AT III), H-D-

phenylalanyl-L-pipecolyl-L-arginyl-p-nitro

anilide (S-2238), thrombin (AB Kabi, Stockholm,

 Sweden) Azure-A, octylamine, phenol(半 井

化学薬品)

1)好 塩 基球の分離 とproteoglycanの 標 識

Metcalfeら の方法9)に 準 じて行った.す なわち,

正 常人より血液200mlをACD-A液 で採血 し,

 IEC(International Electric Co., U. S. A.)社 製

DPR 6000遠 沈機 で3,500g, 5分 間遠沈 して白

血球濃厚分画を約20ml分 離 した.ま た好塩基球

増多 を伴 う慢性骨髄性 白血病(CML)患 者 より

静脈血20mlを1/7容 の3.8%ク エ ン酸ナ トリウ

ムで採血 し, 90分 間室温 に静置後,白 血球層 を

分離 した.そ れぞれの多白血球分画を400g, 22℃,

 5分 間遠沈 して上清の血小板 を除去 した.そ れ

らをCa2+, Mg2+を 含 まないHanks' Balanced

 Salt Solution(HBSS)に 再 浮遊 させ, 10mlの

Hypaque-Ficollに 重 層 し, 600g, 22℃, 40分

間遠沈 した。好塩基球 を含む単核球層 を回収 し,

 HBSSに て2回 洗浄後, MaCoy's 5A Medium

(5u/mlのpenicillinGと100μg/mlのstrepto

mycinを 含 む)に 浮遊 させた,得 られた好塩基

球 は,木 村 らの好塩 基球-好 酸球同時 直接算定

液10)で 染色後, Fuchs-Rosenthal計 算 盤 にて

総好塩 基球 数 を算定 した.

好塩 基球106-7個 細胞 あたり0.5-1mCi/50ml

の[35S]sulfateを 加 え, CO2イ ンキュベーター

(95%air, 5%CO2, 37℃)で18時 間 培養 した.

培 養後, freeの[35S]sulfateを 除 く目的で細胞

をHBSSで6回 洗浄後回収 し,後 の実験 に使用

した.な おCML患 者 より得た好塩基球は[35S]

sulfateの 標 識と, anti-thrombin活 性 の測 定

に用いた.ま た正常人より得た好塩基球はanti-

thrombin活 性, metachromatic substance,

 histaminleの 測 定に用いた.

2)放 出 反応実験

本論文第1編 に記 した方法 と同様 に行 なった.

す なわ ち[35S]標 識 好塩基球及び 非標識好塩基

球約7.5×106個 を2mlのTyrode緩 衝 液に再浮

遊 させ,ア レルギー患者 から採 取した高IgE血

清 を終濃度1,000U/mlと な るよ うに添加 して受

身感作 をおこなった.受 身感作後,終 濃 度1/25

のAnti-IgEを 加 え, 37℃, 30分 間加温 して放

出を惹起 した.ま た終濃度1μg/mlのCa-iono-

phore A23187を 添 加 し, 37℃, 20分 間加温 し

て放出 を惹起 した.そ れぞれを,上 清 と細胞成

分沈渣 とに分離 し,非 標識好塩基球 より得た細

胞成分沈渣 は1mlのTyrode緩 衝 液 に再浮遊 さ

せ,凍 結融解 を6回 繰 り返 した後, 500g, 5分

間遠沈 して細胞 成分沈渣 抽出液 を得 た.

3)分 析 方法

i)抗 凝 固活 性, metachromatic substance,

お よ びhistamineの 測 定

本論文第1編 に記 した方法 と同様 に行 なった.

す なわち,抗 凝固活性 は, Lasserら の 方 法11)

に準 じて発色 合 成基 質S-2238を 用 いてanti-

thrombin heparin様 活 性(anti-thrombin活

性 と略 す)と して測 定 した. metachromatic

 substanceの 測 定 は, Jaquesら の方法12)と

Parekhら の 方法13)を 改 変 してAzure-Aを 用
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い て おこなった. histamineの 測 定 は, Shore

の方 法14)に 準 じて行 ないTechnicon社 の 自動

分析装置にて測定 した15).

ii)ウ ロ ン酸の定量16)

75μlの 検体 と450μlの 濃硫酸 を混和 し, 20

分 間沸騰水 中で加熱後,流 水で冷却 した.次 い

で20μlの0.1%カ ルバ ゾールを添加 して2時 間

静置後, 535nmで 吸 光度 を測定 した.

iii)蛋 白の定量

Bradfordの 色 素 結合 法17)を 利 用 するBio-

Rad蛋 白測定法 を用 いて測定 した.

4)[35S]標 識proteoglycanの 抽 出

放出反応 実験 にて, [95]標 識 好塩基球をAnti-

IgEで 刺 激 して得られた上清 に, 2mlの1M NaCl

(0.05M Na acetate, 0.01M EDTA, 0.1M 6-

aminohexanoic acid, 0.005M benzamidine

 HClを 含 む)(1M NaCl液)を 加 えた.ま た細

胞成分沈渣 は,同 液2mlに 再 浮遊 させた後,凍

結融解 を6回 繰 り返 し, 500g, 5分 間遠沈 し,上

清に細胞成分沈渣抽 出液 を得た.さ らに,そ れ

ぞれの上清 を10,000g, 40分 間 遠沈 して,そ の

上清に[35S]標 識proteoglycanを 抽 出 した.

取込 まれていない[35S]sulfateを 除 くために,溶

出用緩衝液(1M NaCl液)に て平衡されたSepha

dex G-25(column size 0.9×15cm, flow rate

 1.5ml/hr)に て ゲル濾過 をおこない, [35S]標 識

検体 を分画回収 した.

また,こ の[35S]標 識 分画をさらに精製 するた

めに, 1M NaClを 含 む0.01M Tris-HCl緩

衝 液(pH9.0)に て平衡 されたDowex AG1-

X2(column size 1.0×10cm)に て イオン交換

クロマトグラフィー をおこなった. [35S]標 識検体

は, 3M NaClを 含 む0.01M Tris-HCl緩 衝 液

(pH9.0)で 溶 出 され,こ れを分画回収 した.

それぞれの[36]標 識 検体 を-50℃ に て保存

し,以 下の実験 に使用 した.

5) glycosaminoglycan(GAG)分 解 酵素の影

響

Sephadex G-25に てゲル濾過 され,分 画回収さ

れた[35S]標 識検体 を, 0.01M Tris-HCl緩 衝

液(pH7.0)に て24時 間透析 した. 300μlの[35S]標

識 検体と, 200μlの0.05M Tris-HCl緩 衝 液

(0.1M NaCl, 0.1% bovine serum albuminを

含 む, pH7.0)を300μlのGAG分 解 酵素(he

parinase 6U/ml, chondroitin ABC lyase

 0.6U/ml, chondroitin AC lyase 0.6U/ml,

 chondroitin-4-sulfatase 0.6U/ml, chondroitin-

6-sulfatase 0.6U/ml)と37℃, 6時 間加温 した.

尚,対 照 として300μlの0.05M Tris-HCl衝

液 を加 えた.

6)抽 出時 およびGAG分 解 酵素処理後の[35S]

標識proteoglycanの 測 定

Shimadaら の 方法18)に 準 じて行なった.す な

わち, 0.1mlの[35S]標 識検体 と, 0.5mlの1%

 cetylpyridinium chloride(CPC)と を混和 し,

 37℃, 1時 間加温後, 2,000g, 30分 間遠沈 して

沈渣 を得た.こ のCPC-GAG複 合体 を0.1mlの

4M NaClに 溶 解し, 1.4mlの80%エ タノール

を加 えて精製GAGを 得 た.こ れを再 度0.4ml

の水 に溶解 し,そ の放射活性 を液体 シンチ レー

ションカウンターにて測定 した.

結 果

1.好 塩 基球の分離

得 られた好塩基球 の絶対数は正常人で(8.9±

4.6)×106個, purityは6.2±1.7%(mean±se, 

n=11), CML患 者 で絶対数(1.4±0.3)×107個,

 purityは52.1±6.9%(mean±se, n=3)で あ

った.

2. Anti-IgEお よ びCa-ionophore A23187

刺 激 に対す る好塩基球 からの放出反応(表1)

Anti-IgEお よ びCa-ionophore A23187刺

激 によ り誘 導 される好塩基球の脱顆粒反応 に際

して放 出されるhistaminleやmetachromasiaを

呈 する物質 と一緒 に,抗 凝固活性 を有 する物 質

が放出 され るか否 かについて検討 した.い ずれ

の活性 も, Anti-IgEお よびCa-ionophore A-

23187刺 激 後 の上清中の活性 と細胞成分沈渣抽

出液中の活性より遊離率(%)と して示 した. Anti-

IgEの 刺 激 により好塩基球 からは上清中にmeta-

chromatic substanceは37.8±5.2%, histamine

は7.8±0.8%が 検 出 されたが,発 色合 成基質S-

2238で 測 定 したanti-thrombin活 性 は検 出 さ

れなかった.ま たCa-ionlophore A23187の 刺

激 に対 しても好塩基球 からはanti-thrombin活

性 は検出 されなかった. CML患 者より分離 した
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表1　 Anti-IgEお よ びCa-ionophore A23187で 刺 激 した 時 の ヒ ト好 塩 基

球 より放 出 さ れ たanti-thrombin活 性, metachromatic substance,

 histamineの 遊 離 率(%)

percent release=

supernatant content

/supernatant+sediment content
×100

x±se: mean±standard error

Heparin concentration

図1　 市 販 のheparin, chondroitin sulfate type A

及びtype BのAzure-Aに よ るmetachro-

masiaの 比較

好 塩 基 球 にも同 様 にanti-thrombin活 性 は 認 め

ら れ な か っ た.

3. porcine intestinal heparin, chondroitin

 sulfate type A, chondroitin sulfate type

 BのAzure-Aに よ るmetachromasiaの

検 討(図1)

市 販 のporcine intestinal heparin及 びchond

roitin sulfate type A, type Bのmetachro

masiaを 測 定 した. Azure-Aを 用 い たmeta

chromasiaの 標 準 曲 線 は, porcine intestinal

 heparinを0.05U/ml, 0.1U/ml, 0.15U/ml,

 0.2U/mlに 希 釈 して 作 製 した.図1に 示 す よ う

に, chondroitin sulfate type Aの11.2μg/ml

は0.022U/ml, chondroitin sulfate type Bの

11.2μg/mlは0.048U/ml, porcine intestinal

 heparinの5.6μg/mlは0.184U/mlのheparin

濃 度 に相 当するmetachromasiaを 呈 した.

4. Anti-IgE刺 激 に対する好塩 基球からの[35S]

標識proteoglycanの 放 出反応(図2)

標 識 された好塩基球 を細胞数 よ り3群(1×

107個, 2×107個, 3×107個)に 分 けて,受 身

感作後,終 濃度1/25量 のAnti-IgEを 添 加 し,

放 出 された[35S]標 識proteoglycan([35S]glycos

aminoglycan: 35S-GAGと 略 す)を 測定した(図

2, A).

遊 離 率(%)に は変化 がみ られ なかったが,細

胞数 の増加 に比例 して35S-GAG量 の放出は増加

した.ま た,細 胞数 を一定(1×107個)に して,

添 加するAnti-IgEの 量 を変 えると,添 加量 の

増加 にともない遊離率は一定(約50%).な が らも

35S-GAG量 の放出は増加 した(図2
, B).

5. [35S]標 識proteoglycanの 抽 出(図3,図4)

約7.5×106個 の[35S]標 識 好 塩 基 球 をAnti-

IgEで 刺 激 し,得 られた上清 に1M NaCl液 を

加 え,ま た細胞成分沈渣 には1M NaCl液 を加

えて凍結融解 した後,こ れ らを超遠沈 して,そ

の上清に[35S]proteoglycanを 抽 出 した.取 込

まれていない[35S]sulfateか ら分離す るために

Sephadex G-25に てゲル濾過 を行 なった(図3

A, B).図3, Aに は上清中 に放 出 された,ま た

図3, Bに は 細胞成分沈渣 中に残った[35S]標 識

検体の溶 出パターンを示す.と もにblue dextran

の ピークに一 致す る高 いピ-ク が得 られ,こ の
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図2　 Anti-IgE刺 激 した 時の ヒト好塩 基 球 よ り放 出 され た[35S]標 識 検 体 中 のproteoglycanの

遊 離 率(%)

A: 1×107, 2×107, 3×107個 の 好 塩基 球 に終 濃 度1/25量 のAnti-IgEを 添 加 した時

B: 1×107個 の 好 塩 基 球 に終 濃 度0,1/50, 1/25量 のAnti-IgEを 添 加 した時

●-●: Anti-IgE刺 激 に よ り ヒ ト好塩 基 球 より放 出 され た35S-GAG量(DPM)

○-○: Anti-IgE刺 激 に より ヒ ト好 塩 基 球 よ り放 出 され た35S-GAGの 遊 離 率

図3　 Anti-IgEで 刺 激 され た[35S]

標 識 好 塩 基 球 より上 清 中 に放

出 され た,お よび 細胞 成 分 沈

渣 中に残 存 する[35S]標 識 検体

のSephadex G-25に よ る溶

出パ ター ン

A: 上 清 中 に放 出 された[35S]

標 識 検 体

B: 細 胞 成 分 沈 渣 中 に残 存 す

る[35S]標 識 検 体

Column: 0.9×15cm

Elution buffer: 1M NaCl con

taining 0.05M Na acetate,

 0.01M EDTA, 0.1M 6-amino-

hexanoic acid and 0.005M

 benzamidine HCl

Flow rate: 1.5ml/hr
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図4　 Sephadex G-25に よ り溶 出 され た[35S]標 識

proteoglycan(Fraction 10-16)のDowex

 AG1-X2に よる イオ ン交 換 クロマ トグ ラフ ィー

Column: 1.0×10cm

Equilibration buffer: 0.01M Tris-HCl buffer

 containing 1M NaCl (pH9.0)

Elution buffer: 0.01M Tris-HCl buffer

 containing 3M NaCl (pH9.0)

Flow rate: 1.5ml/hr

ピ ー ク は 分 画 液 中 の ウ ロ ン酸 含 量 の ピ ー ク と も

一 致 す るた め 標 識 され たproteoglycanと 考 えら

れ た.そ の 後 方 にfreeの[35S]sulfateの ピー ク

が み ら れ た.各 々No. 10-16ま で の 分 画 を プ ー

ル し て 保 存 し,以 後 の 実 験 に 使 用 し た.

Sephadex G-25で ゲ ル濾 過 され た[35S]標 識

proteoglycanを さ ら に 精 製 す る た め に,上 記

保 存 検 体 の 内,上 清 中 に放 出 され た[35S]標 識 検

体 をDowex AG1-X2に よ る イ オ ン交 換 クロ マ

トグ ラ フ ィー を 行 な っ た(図4).混 入 蛋 白 は1M

 NaClで 溶 出,洗 浄 され, [35S]標 識 検 体 は3M

 NaClで 溶 出 され るの でproteoglycanで あ る こ

と が 確 認 さ れ た.

6. [35S]標 識 好 塩 基 球proteoglycanのGAG

分 解 酵 素 に対 す る 影 響(図5)

Anti-IgEで 刺 激 さ れ た 好 塩 基 球 よ り放 出 さ

れ た[35S]標 識proteoglycanを 同 定 す る目的 で,

各 種GAG分 解 酵 素 に 対 す る反 応 性 を検 討 した.

す な わ ち, Sephadex G-25で ゲ ル 濾 過 さ れ た

上 清 及 び 細 胞 成 分 沈 渣 中 の[35S]標 識proteo

glycan(No. 10-16分 画)を24時 間透 析 後, hepa

rinase, chondroitin ABC lyase, chondroitin

図5　 Sephadex G-25で 溶 出 された[35S]標 識pro

teoglycanに 対 す るGAG分 解 酵 素 の影 響

□: Anti-IgE刺 激 後,受 身 感 作 好 塩 基 球 よ

り上 清 中 に放 出 され た[35S]標 識proteo

glycan

〓: Anti-IgE刺 激 後,受 身 感 作 好 塩 基 球 の

細 胞 成 分 沈 渣 中 に残 存 した[35S]標 識pro

teoglycan

GAG分 解 酵 素 に よ り変 性 分 解 し た[35S]標 識

proteoglycanは,約2,000DPMの[35S]標

識proteoglycanと 各GAG分 解 酵 素 と反 応

させた後 に残存 する35S-GAGをcetylpyridi

nium chlorideと 結 合 させ,測 定 後 逆 算 して

求 め た.

AC lyase, chondroitin-4-sulfatase, chond

roitin-6-sulfataseと そ れ ぞ れ 反 応 さ せ た.反

応 後, CPCを 添 加 し, GAG分 解 酵 素 に よ って

分 解 され ず に 残 っ た[35S]標 識proteoglycanと

CPCの 複 合 体 を形 成 させ,こ れ を再 度 溶 解 して

液 体 シ ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 測 定 した.

結 果 は,対 照 に 比 較 して の 分 解 率(%)で 表 した.

上 清 及 び 細 胞 成 分 沈 渣 中 の[35S]標 識proteo

glycanの 各GAG分 解 酵 素 に よ る 分 解 率 は そ れ

ぞ れ, heparinaseで は0%, 1%, chondroitin

 ABC lyaseで は77%, 92%, chondroitin AC

 lyaseで は76%, 93%, chondroitin-4-sulfatase

で は80%, 95%, chondroitin-6-sulfataseで

は2%, 14%,で あ っ た.

考 按

正 常 人 の 末 梢 血 よ り分 離 さ れ た 好 塩 基 球 を 受
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身感作 の後, Anti-IgEで 刺激 した場合 もCa

ionophore A23187で 刺 激 した場合 もともに抗

凝固活性 の放出は認 められなかつた(表1).正

常入の末梢血 より好塩基球 を精製す ることは困

難で,今 回もpurityは6.2±1.7%と 低 かった.

しか し本論文第1編 で行 なったヒ ト肺肥満細胞

での検討 で,細 胞数5×106/2ml個 でAnti

thrombin活 性 及びAnti-FXa活 性 の両者の

抗 凝固活性 が認 め られてお り,そ の1.5倍 の細

胞数(7.5×106個/2ml)で 検 出 されなかったの

で,好 塩基球か らの抗凝 固活性の放 出はなかっ

たと考 えられる.し かもAnti-IgEで 刺 激 した

時の好塩基球からのmetachromatic substance

あ るいはhistamineの 遊 離率は,ヒ ト肺肥満細

胞 と同様 な値で認 め られている(表1).こ の こ

とは逆 に抗凝固活性 を持 たないmetachromasia

を呈 する物質が放出 された ことを示 して おり,こ

れを検討す るために.まず市販のchondroitin sul

fate type A, chondroitin sulfate type B及 び

porcine intestinal heparinの 一 定量 に対す る

Azure-Aのmetachromasiaを 測定 した(図1).

 porcine intestinal heparin 5.6μg/mlは0.184

U/mlの 標 準heparin濃 度 に相当するmetachro

masiaを 呈 し, chondroitin sulfate type A及

びtype Bは その倍 量の11.2μg/mlで そ れ ぞれ

0.022U/ml, 0.048U/mlの 標準heparin濃 度 に

相 当す るmetachromasiaを 呈 した.つ ま り,

 heparinよ り高濃度 を必要とするが, chondroitin

 sulfate type A及 びtype Bは ともにAzure-Aと

親 和性 を持 ちmetachromasiaを 呈 する ことが

示 された.従 来よりAzure-Aに よるmetachro

masiaを 用 いて細胞内heparinを 定 量す る方法

がな されていたが13),例 えばラット19)あ るいは

ヒ ト肥満細胞20)の よ うに,細 胞内proteoglycan

の ほとんどすべてがheparinで あるような組成の

分析 された もの に限って使用 されるべ きであろ

う.

次 に,好 塩基球 から放出されるproteoglycan

を分析 するために, CML患 者 の末梢血 から精製

した好塩基球 を[35S]sulfateで 標 識 した.ま ず

[35S]標 識 された好塩基球 から,刺 激 によって[35S]

標 識proteoglycanが 実 際 に放 出 され るか どう

かを調 べ る目的 で,細 胞数 によ り3群 に分け,

受 身感作 の後Anti-IgEを 添 加 して放 出 を惹起

した.図2, Aに 示 すように遊離率(%)に は変

化がみ られなかったが細胞数 の増加 に比例 して

35S-GAG量 が 増加 した.ま た図2, Bに 示 すよ

うに細胞数 を一定 にして,添 加するAnti-IgE量

を変 えると,添 加量の増加 にともない放出 され

る35S-GAG量 は増加 し,一 定の遊離率 を示 し

た.こ れは細胞 内で産生されたproteoglycan

がAnti-IgEの 刺 激で一定の遊離 をし,し か も

それは刺激(Anti-IgE)の 強 さに依存 している

ことが うかがわれた.こ の放出 された[35S]標 識

proteoglycanを さ らに検 討 す るために,細 胞

内に残存 している[35S]標 識proteoglycanと 同

様 にSephadex G-25で ゲ ル濾過 した ところ,両

者ともウロン酸の ピークに一致 し, proteoglycan

で あ ることが確認 された(図3, A, B).放 出 さ

れた[35S]標 識proteoglycanを さ らにDowex

 AG1-X2で イオ ン交換 クロマ トグラフィー を行

なうと[35S]標 識proteoglycanは3M NaClで

溶 出 され, proteoglycanが 標 識 されてい るこ

とが確認 された(図4).次 にSephadex G-25で

ゲ ル濾 過後 の,放 出 されたあるいは細胞 内に残

存 した[35S]標 識proteoglycanをGAG分 解 酵

素 と反応 させ,そ の感受性 を検討 した.図5に

示す ように,放 出 されたproteoglycanも 細 胞

内に残存 しているproteoglycanも 同 様 の結 果

で, heparinaseに は 分解 されず, chondroitin

 ABC lyase, chondroitin AC lyase, chond

roitin-4-sulfataseに よって分解 され, chond

roitin-6-sulfataseに よつて僅 かに分解 された.

 chondroitin ABC lyaseはchondroitin sulfate

 type A, type Bとtype Cを 分 解するがheparin

は分 解 しない.ま たchondroitin AC lyaseは

chondroitin sulfate type Aとtype Cを 分 解

するがtype Bとheparinは 分解 しない. chond

roitin-4-sulfataseとchondroitin-6-sulfatase

は それぞれchondroitin sulfate type Aとtype

 Cを 分 解するがheparinとchondroitin sulfate

 type Bは 分 解 しない.し たがって好塩基球で産

生あるいは放出されるproteoglycanは そのほと

ん どがchondroitin sulfate type Aで あ るこ

とが示 された.こ こで用いた好塩基球はpurity

が52.1±6.9%(n=3)で 他 はリンパ 球で あった.
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リンパ球 には[35S]sulfateが 取 込 まれないこと

が示 されてお り21),放 出 されたproteoglycan

は好塩基球 由来であ ることに問題 はない.た だ

[35S]標 識 した好塩基球 はCML患 者 から採取 さ

れてい るため,正 常好塩基球 との異同 が問題 と

なるかもしれない.し かし,採 血 されたCML患

者 は"blast crisis"の 状 態ではな く,し たがっ

て得 られた好塩基球 は好塩 基性顆粒 と分葉核 を

もつ成熟型 のもので未 熟型 のものは認められず,

光 顕的 には正常好塩基球 と区別で きなかった.

Olssonら22)はCML患 者 か ら得 た好塩 基球

内 にはheparin及 び種々のcondroitin sulfate

が 含 まれており,そ れには抗凝固活性 が存在す

ることを示 した.ま たGalliら23)はCML患 者

の好塩基球内 には75%のchondroitin sulfate

 type Aとtype C, 9%のchondroitin sulfate

 type B, 16%のheparin sulfateが 含 まれると報

告 した.し かしMetacalfeら9)は3人 のCML

患者 の好塩基球内のproteoglycanを 分 析 し,

 92%がchondroitin sulfate type A, 6%が

chondroitin sulfate type C, 2%が 二 硫化二

単 糖類 で,抗 凝 固 活性 は認 め られないとした.

これ らの研究 では抗凝 固活性 は感度 の低 い部分

トロ ンボプ ラスチ ン時間 を用 いて測定しており,

この方法で は好塩基 球内 に存在 す るproteo

glycanの 抗 凝 固 活性 を論 ずることは不適格で

ある,著 者 は極 めて 感度 の 高い発色 合成 基質

を用 いる精製系 で測 定 したが, CML患 者 由来

の好塩 基 球内にも,放 出 されたproteoglycan

に も抗凝 固活性は検 出 されなかった.

以上 の結果 よ り,ヒ ト好塩基球か ら放出 され

るproteoglycanは 主 にchondroitin sulfate

 type Aか ら成 り,ヒ ト肺肥満細胞で分析された

heparin proteoglycanと は 異 なってい る.組

織 に固着 している肥満細胞 がIgEを 介 する即時

型過敏反応 において放 出するheparinは, fibrin

の形 成 を阻止す ることによって潜 在的 に重要 な

役割 をしているのか もしれない.そ れに対 して

流血 中を移動 する好塩基球 はIgEを 介 する反応

において抗 凝固活性 の放 出が見 られ なかった.

このこ とは それぞれの細胞の局在環境 において

妥 当なことなのか もしれない.な ぜ な ら,以 前

よ り血管内凝固特 に血管壁の内腔 表面の血栓形

成の阻止 には,内 皮細 胞膜 の表 面のproteo

glycanの 関 与 が報告 され24,25),事 実,こ れは

血液の流動性 を維持す るために重要 な働 きをし

てい るらしい.こ のメカニズムを研究 する過程

で,内 皮細胞表面は最 も重要 な活性化凝固因子

であるthrombinを 血中から除去 し, thrombin

とAT IIIの 反 応 を促 進 す ることが示 され てき

た26).そ して このthrombinの 急 速 な阻害 に

はthrombinが 内皮細胞の高親和 性結合部位 と

結合 し,ま た内皮細胞のAT III cofactorが 抗

凝 固性proteoglycanで あるhepa血 やheparan

 sulfateと 共 に機 能す る必要 がある26～28).そ し

て細 胞 表 面 のheparan sulfateが 一 部 で は

thrombinの 内皮細胞への高親和性結合部位 で

あることが示 されている18).ま た ラットの後足

をthrombinとAT IIIで 潅 流 することによっ

て, Marcumら29)はthrombin. AT III複 合 体

形成 が10-20倍 上 昇 し, heparin様 物 質 が こ

の活性 に対 して影響 をもつ としている.こ のよ

うに血管内皮細胞表面上 に存在するheparin様

物 質 は抗凝 固性 に対 して重要 な役割 を演 じてい

る.ま た一方ではthrombinと 内 皮細胞 との反

応で,他 の生物 学的影響 がこれを修 飾 している.

な かで もthrombinと その内皮細胞表面のco

factorで あ るthrombomodulinと の複合体 に

よるprotein Cの 活性 化が知 られており,こ の

反応 により活性化 されたprotein Cは, Factor

 Va, Factor VIIIaを 不 活性化す ることで凝固

抑制的 に働 く30).こ の ように血管内皮細胞表面

が抗凝固性,抗 血栓性 に働 いてい ることが解明

され て きた が,血 漿 中 にも強 力 な凝 固阻止物

質で あるAT IIIやheparin cofactor IIな

どが存 在 している.故 に好塩 基球 か ら放出され

るproteoglycanが 抗 凝 固活性 を持 たないこ

とは,こ の細胞 の環境 からは合 目的であるのか

もしれない.

そ れでは この好塩基球の主た る役割 は何であ

ろうか これについてはheparin以 外 のmediator

の遊 離 が問題となる.特 にneutrophil chemo

tactic factor(NCF), eosinophil chemotactic

 factor(ECF), platelet-activating factor(PAF)

やleukotriene B4(LTB4)な ど を遊 離 す る こと

によって,反 応局所へ好 中球,好 酸球 などを遊
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走,集 合 させ,局 所 での反応 で中心的 な役割 を

担 うleukotriene C4(LTC4)を 遊 離 させ ること

により,遅 発型 アレルギー反応 に関与 している

可能性が強 い.な かでも好塩基球は, IgEレ セ

プター を介 して惹 起 される即 時型 反応以外 に,

特 にIgGレ セ プターに関連 して.発現 する遅発型

反応 を繰 り返 し惹起す る役割 を有 しているよ う

に思 われる.好 塩基球の アレルギー反応修復へ

の関与につ いてはなお不明な点 が多 く,今 後の

検討 にまちたい.

結 語

即時型 アレルギー反応 において好塩基球 から

放出されるproteoglycanの 抗 凝固活性 の有無

を解明する目的で,正 常人およびCML患 者 よ

り採取 したヒ ト好塩基球 を用 いて検討 し,以 下

の結果 を得 た.

1)正 常 人血液200mlを 遠 沈 して,ま たCML

患者血液20mlを 静 置 して白血球濃厚分画 を得,

それぞれをHypaque-Ficollを 用 いた比重遠沈

法 にて精製 し,ヒ ト好塩基球 を得た.得 られた

好塩基球の絶対数は正常人で(8.9±4.6)×106

個, purityは6.2±1.7%(mean±se, n=11),

 CML患 者 で絶対数(1.4±0.3)×107個, purity

は52.1±6.9%(mean±se, n=11)で あ った.

 2)正 常 人より分離 された好塩基球をAnti-IgE

あるいはCa-ionophore A23187で 刺 激 した時,

抗 凝固活性 の放出は検 出 されなかった.し かし

Anti-IgEで 刺 激 した時, metachromatic sub

stanceお よびhistamineの 遊 離率 は それぞれ

37.8±5-2%, 7.8±0.8%で あった.

3) CML患 者 より分離 された好塩基球 を[33S]

sulfateで 標 識 し, Anti-IgEで 刺 激 した時,放

出される,ま た細胞内 に残存 している[35S]標 識

検体 をSephadex G-25で ゲ ル濾 過 したところ

ウロ ン酸 の ピー クに一致する[35S]標 識proteo

glycanが 抽 出された.こ のSephadex G-25で

ゲ ル濾過 された放出[35S]標 識proteoglycanは

Dowex AG1-X2の イ オン交換 クロマ トグラフ

ィー によ り3M NaClで 活容出されproteoglycan

で あ るこ とが確認 された.放 出または細胞内 に

残存 している[35S]標 識proteoglycanを 種 々

のglycosaminoglycan分 解 酵素 と反応 させ る

と,分 解率は それぞれ, heparinaseで0%, 1

%, chondroitin ABC lyaseで77%, 92%,

 chondroitin AC lyaseで76%, 93%, Chond

roitin-4-sulfataseで80%, 95%, chondroitin-

6-sulfataseで2%, 14%で あった.

以上の結果 よりヒト好塩基球 をAnti-IgEで

刺 激 した時 に放出され るproteoglycanは その

ほ とんどがchondroitin sulfate type Aで あ

り,抗 凝固活性 は検出 されなかった.ヒ ト肺肥

満細胞 から放出 されるheparin proteoglycanが

その抗凝固活性 によって即時型過敏反応 におけ

るhistamineを 主 とする組織内炎症の遷延防止

にかかわっていると推測 されるの に対 して,好

塩基球の この性 質はそれぞれの細胞環境 におけ

る合 目的性 を示唆 してい ると考 えられ,む しろ

heparin以 外 のmediator即 ちNCF, ECF, PAF,

 LTB4な どの遊離 による遅 発型反応 を主 とす る

アレルギ-反 応 に関与 している可能性 がある.

稿 を終 えるにあたり,御 指導,御 校閲を賜った恩

師木村郁郎教授 に深甚の謝意を表するとともに,終

始御懇篤なる御指導を賜った林 久智講師に深謝い

たします.
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The anticoagulant activity of proteoglycans released from human basophils was evaluated. 

Basophils were obtained from normal donors and patients with abnormally high peripheral 

blood basophilia accompanying chronic myelogenous leukemia (CML) and enriched by Hypaque-

Ficoll gradient sedimentation. From normal donors (8.9•}4.6)•~106 basophils were obtained with a 

purity of 6.2•}1.7%, and from patients with CML (1.4•}0.3)•~107 basophils were obtained with 

a purity of 52.1•}6.9%. Isolated basophils from normal donors, which were passive-sensi

tized with high IgE serum from an allergic patient and challenged with rabbit anti-human IgE 

or stimulated by calcium ionophore A23187, released proteoglycans which stained metachro

matically with Azure A, as well as histamine. No anticoagulant activity was detected in pro

teoglycans released from human basophils by the amidolytic method using chromogenic sub

strate S-2238. Isolated basophils from patients with CML, which were labeled by [35S] 

sulfate, were also passive-sensitized and challenged with rabbit anti-human IgE. Released 

[35S] proteoglycans filtered on Sephadex G-25 were resistant to heparinase and chondroitin-6

- sulfatase, and susceptible to degaradation by chondroitin ABC lyase, chondroitin AC lyase 

and chondroitin-4-sulfatase. These findings indicate that the [35S] proteoglycans released from 

basophils were made up of chondroitin sulfate type A. No heparin was identified. The baso

phil proteoglycans had no anticoagulant activity and were different from the proteoglycans of 

human lung mast cells. This fact may be particularly relevant to the location of each cell.


