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概要 
 

背景：近年、ヒト滑膜マスト細胞が関節リウマチ

（rheumatoid arthritis; RA）の病態形成に関与して

いることが明らかになってきた。マスト細胞の活性化

の経路として、RA 患者に認められる IgG クラスの自

己抗体および滑膜に沈着する免疫複合体が、IgG 受容

体を介して滑膜マスト細胞を活性化させる経路が考え

られる。しかし、ヒト滑膜マスト細胞における IgG 受

容体の発現は不明である。 

 

目的：RA 患者および疾患コントロール群としての変

形性関節症（Osteoarthritis; OA）患者の滑膜組織よ

りマスト細胞を分離し、受容体の発現および機能を比

較する。また、ヒト培養滑膜マスト細胞を樹立し、分

離直後の滑膜マスト細胞のフェノタイプと機能を比較

する。さらに、免疫複合体により滑膜マスト細胞が活

性化されるかどうか、活性化されるとしたら責任受容

体は何かを検討する。 

 

方法：分離したヒト滑膜マスト細胞におけるタンパク

質発現はフローサイトメトリーで解析した。そして、

Stem cell factor (SCF)および Interleukin (IL) -6 が含

有された methylcellulose medium を用いて培養した。

脱顆粒反応、プロスタグランディン D2 

(prostaglandin D2; PGD2)、IL-8 および tumor 

necrosis factor- (TNF-産生は enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)で測定した。さらに、

滑膜マスト細胞が免疫複合体で活性化されるかどうか
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調べるために、凝集 IgG を用いて刺激した後の脱顆粒

および TNF-産生を ELISA を用いて測定した。

FcRI と FcRII の中和抗体を用いて、凝集 IgG によ

るマスト細胞の活性化の抑制を検討した。 

 

結果：RA 患者および OA 患者において、関節滑膜か

ら分離直後のマスト細胞表面に FcRI、Kit、FcγRI

および FcRII の発現を認めた。どちらの患者におい

ても FcRI および FcRI の架橋による脱顆粒反応を

確認した。そして、分離したマスト細胞の培養に成功

し、培養期間に応じて、純度および細胞数の上昇を認

めた。培養 10 週後の培養マスト細胞においても Kit、

FcRI、FcRI、FcRII の発現を認めた。培養滑膜マ

スト細胞において、FcRI および FcRI の架橋により

脱顆粒反応、PGD2、IL-8 および TNF-産生を認めた。

さらに、凝集 IgG の刺激によって脱顆粒反応および

TNF-産生を認めた。抗 FcRI 中和抗体および抗

FcRII 中和抗体を添加すると有意にヒスタミンの遊

離が抑制された。 

 

結論：OA 患者由来の滑膜マスト細胞と RA 患者由来

の滑膜マスト細胞との間に、Fc 受容体の発現および

機能における差は認められなかった。滑膜組織から培

養滑膜マスト細胞の樹立に成功した。培養滑膜マスト

細胞は、分離直後の滑膜マスト細胞と同様に FcRI 

および FcRII を恒常的に発現していた。FcRI およ

び FcRII は、凝集 IgG 刺激による滑膜マスト細胞で

の TNF-産生において、責任受容体であった。免疫

複合体は FcRI および FcRII を介して滑膜マスト細

胞を活性化させうることが明らかになった。 
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諸言 
 

1．関節リウマチ 

RA は、関節滑膜炎を中心とする全身性の炎症性疾

患である。RA の有病率は約 1％であり(1)、女性に好

発する。 

RA 滑膜炎の病態は、炎症の形成と遷延化とそれに

続く軟骨・骨破壊を中心とする。RA 患者における滑

膜炎で産生される TNF-や IL-6 などの炎症性サイト

カインが、血管新生、T 細胞や単球などの細胞集積、

滑膜細胞の増殖を介してこの病態が引き起こされる。

炎症性サイトカインは滑膜細胞にマトリックスメタロ

プロテアーゼの産生を誘導し、軟骨の主成分であるⅡ

型コラゲンなどを切断し、炎症性肉芽と接する軟骨を

破壊する。また、これらのサイトカインにより、破骨

細胞の分化が誘導され、骨破壊が生じる。 

RA に対して、以前より非ステロイド系抗炎症薬

(nonsteroidal anti-inflammatory drugs; NSAIDs)、

抗リウマチ薬(disease-modifying anti-rheumatic 

drugs; DMARDs)、ステロイド薬を組み合わせた治療

が行われていた。1980 年代に RA に対するメトトレ

キサート(Methotrexate; MTX)の低容量経口パルス療

法の有効性が確立され、本邦では 1999 年に治療薬と

して承認されて以来、アンカードラッグとして RA 治

療の中心となってきた。しかし、MTX でさえも関節

破壊の抑制に関しては十分な結果が得られなかった。

これに対して、TNF-に対する特異抗体、いわゆる生

物学的製剤の登場により関節破壊の抑制が可能となり、

RA の治療は新たな時代を迎えた。現在では早期から
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の MTX、そして TNF-阻害薬を始めとする生物学的

製剤の使用により、RA の治療目標が臨床症状の改善

にとどまらず、寛解導入さらにはドラッグフリーへと

シフトしてきている。これらのことから、RA の病態

形成・維持に TNF-を代表とするサイトカインが極

めて重要な役割を担っていることは明白となった。 

 

2．関節炎マウスモデルとマスト細胞 

RA は、患者血清中にみられる抗シトルリン化蛋白

抗体（Anti-citrullinated peptide antibodies; ACPAs)

などの自己抗体と深い関連を示す全身性の自己免疫疾

患である(1,2)。K/BxN マウス血清中には抗グルコー

ス 6 フォスフェートイソメラーゼ抗体が含まれており、

K/BxN マウス血清を正常マウスに移入すると、関節

炎（K/BxN-PA）が生じる(3)。K/BxN-PA は Fc 受容

体のサブユニットや FcRIII を欠いたマウスでは生

じない(4, 5)。抗Ⅱ型コラーゲンモノクローナル抗体

を用いた cocktail-induced 関節炎モデルと抗原誘発性

関節炎モデルの研究は、IgG 受容体の活性化が関節炎

発症に中心的な役割を果たしていることを明らかにし

た(6-8)。マスト細胞欠損マウスである W/Wvマウスと

S1/S1dマウスに、IgG1 自己抗体を添加した実験にお

いて、K/BxN-PA にはマスト細胞の活性化が必要であ

り(9,10)、さらに FcRIIIA がトリガーとなっている

ことが報告されている(11)。W/Wvマウスと同様に末

梢血の顆粒球が尐なく、また Kit に変異を持つマスト

細胞欠損マウスである Pretty2 マウスにおいて、

K/BxN-PA は減弱した(12)。対照的に、マスト細胞欠

損マウスの Wshマウスとマスト細胞根絶マウスの
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Cre-mediated マウスでは関節炎は減弱しない(13-15)。

そのため、関節炎モデルにおけるマスト細胞の免疫学

的な機能についてはいまだに異論がある。しかし、マ

ウスマスト細胞プロテアーゼ 6 欠損マウスは K/BxN-

PA の発症に抵抗性であるとも報告されている(16)。 

 

3．関節リウマチとヒトマスト細胞の関係 

RA 患者では滑膜組織において、病勢に応じて脱顆

粒したマスト細胞数が増加すると報告されている(17-

19)。これらの患者において、関節液中のヒスタミン

やトリプターゼの量も増加していることから、マスト

細胞の活性化が RA の病態に関与している可能性があ

る(18-21)。トリプターゼは RA 患者において Fas 依

存性の滑膜線維芽細胞のアポトーシスの抑制に寄与し

ているとも報告されている(22)。 

 

4．関節リウマチと自己抗体 

RA において、リウマトイド因子（RF）をはじめと

する自己抗体は抗原と免疫複合体を形成し、様々な病

態の発症に関与していることが知られている。RF は

IgM クラスが主であるが、IgG クラスのものはより大

きな免疫複合体を形成し、組織傷害に関与することや、

RA の予後不良因子の一つとされる ACPAs において、

IgG クラスは IgM クラスよりも多くのシトルリン化

タンパクを認識し(2)、予後予測因子として IgG クラ

スが最も重要であることなどが報告されている(23)。

これらから、ヒト滑膜マスト細胞の活性化経路として、

RA 患者にみられる IgG 自己抗体や滑膜に沈着する免

疫複合体が IgG 受容体に結合する経路が考えられた。

しかし、凝集 IgG が臍帯血由来培養マスト細胞を活性
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化し、IL-1、IL-5、IL-6、IL-17A を産生したと報告

はされているが、IgG 受容体は特定されていない(24)。

また、フローサイトメトリーでは、RA 滑膜マスト細

胞に FcRI や FcRIII は認められなかったという報告

もある(25)。 

 

5．ヒトマスト細胞における IgG 受容体発現 

FcRIII はヒト培養末梢血マスト細胞では発現して

いないが(26, 27)、我々のグループは過去にヒト培養

末梢血マスト細胞と肺マスト細胞が、IFN-刺激後に

細胞表面に FcRI を発現することを示した(24, 26, 

27)。そしてヒト培養末梢血マスト細胞と肺マスト細

胞において、免疫複合体や抗 FcRI 抗体を用いた

FcRI の架橋により、脱顆粒、PGD2産生、サイトカ

イン産生が惹起された(26, 28, 29)。また、その Fc 受

容体の鎖は FcRI 依存性のマスト細胞の活性化に必

須であることも明らかにした(30)。FcRI の発現はク

ローン病患者からの腸組織や、乾癬患者の皮膚の免疫

組織染色によって観察されるが(31, 32)、病態生理学

的な FcRI の役割は明らかではない。 

 

以上を要約すると、RA において、IgG 受容体を介

してマスト細胞がその病態に関与していることが考え

られるが、RA 患者の滑膜マスト細胞にどの IgG 受容

体が発現しているかはこれまで解明されていない。し

かし、臍帯血由来培養マスト細胞は、凝集 IgG により

活性化されること、また FcRI を発現しうることから、

滑膜マスト細胞においても FcRI を発現している可能

性が考えられる。そこで、著者は、RA 患者および

OA 患者から得られたヒト滑膜マスト細胞における Fc
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受容体の発現様式とその機能を調べる目的で本研究を

行った。また、分離した滑膜マスト細胞から培養滑膜

マスト細胞の樹立を試みた。さらに、免疫複合体によ

り滑膜マスト細胞が活性化されるか否か、そしてどの

IgG 受容体が責任受容体であるかについて、凝集 IgG

を用いて検討した。 
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対象と方法 
 

1．使用抗体 

IgE は Calbiochem (San Diego, CA, USA)から購入

した。 

以下の抗体はそれぞれ下記の会社から購入した。 

抗トリプターゼ抗体 clone G3 と cloneAA1 はそれぞ

れ Chemicon (Billerica, MA, USA)と Dako (Glostrup, 

Denmark)、ビオチン標識抗キマーゼ抗体(clone B7)

は Chemicon (Billerica, MA, USA)、phycoerythrin 

(PE)標識抗 CD117 抗体(clone YB5.B8)は BD 

Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)、ビオチン標

識および PE 標識抗 FcRI抗体(clone CRA1)は

eBioscience (San Diego, CA, USA)、抗 IgE 抗体は

Dako、PE 標識抗 FcRI 抗体(CD64; clone 10.1)、抗

FcRII 抗体(CD32; clone KB61 [FcRIIA および

FcRIIB を認識])は Santa Cruz Biotechnology 

(Dallas, TX, USA)、抗 FcRIIB 抗体(clone EP888Y)

は Epitomics (Burlingame, CA, U.S.A.)、抗 FcRIII

抗体(CD16; clone DJ130c)は Dako、抗 FcRI F(ab')2 

フラグメント(F[ab’]2FcRI, clone 10.1)は ID Labs 

(London, ON, Canada)、抗 FcRII F(ab')2 フラグメ

ント(F[ab’]2FcRII, clone 7.3; FcRIIA および

FcRIIB を認識)は Ancell (Bayport, MN, USA)、マウ

ス IgG1 F(ab')2 フラグメント(F[ab’]2mIgG1)および抗

マウス IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フ

ラグメント(gF[ab’]2mF[ab’]2)は Jackson 

ImmunoResearch (West Grove, PA, USA)。 
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2．ヒト滑膜マスト細胞の分離と培養 

関節滑膜組織の使用に際して、倫理委員会・臨床研

究審査委員会の承認(平成 22 年 2 月 8 日付け)を受け

た。その後改訂版に関して平成 23 年 4 月 12 日付け、

平成 24 年 12 月 17 日付け、平成 25 年 6 月 25 日付け

で追加承認を受けた。承認番号は RK-100115-4 であ

る。患者に対して手術前にインフォームドコンセント

を行い承諾書を頂いた。その後、日本大学医学部附属

板橋病院で行われた人工膝関節置換術の際に切除され

た関節滑膜組織の一部を実験に供した。滑膜組織を酵

素的に処理し、細胞を単離した(マスト細胞の純度は

約 5%) (33)。マスト細胞の純度を上げるために、単離

された細胞を、2%ウシ胎児血清(Gibco, CA, USA)と

100 units/ml ペニシリン/ストレプトマイシン

(Invitrogen, CA, USA)を添加した Iscove’s modified 

Dulbecco’s medium (IMDM; Invitrogen)に再浮遊さ

せた後、22.5% HistoDenz solution (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)とリンパ球分離溶液(lymphocyte 

separation medium[LSM]; Organon Teknika, 

Durham, NC, USA)を用いて遠心した。滑膜マスト細

胞の前駆細胞と成熟マスト細胞は、その遠心により得

られた沈殿層と LSM の境界面の細胞層より回収され

た。キムラ染色陽性細胞、すなわちマスト細胞の平均

純度は 43±4% (9 検体の平均±標準誤差)であった。

好中球、好塩基球、好酸球の混入の程度は、それぞれ

0.6%、0.2%、0.8%であった(3 検体の平均)。回収され

たマスト細胞前駆細胞と成熟マスト細胞は、0.1%ウシ

血清アルブミン(bovine serum albumin[BSA]; Sigma-

Aldrich)、100 ng/ml ヒトリコンビナント SCF 
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(PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA)、および 50 ng/ml 

ヒトリコンビナント IL-6 (PeproTech)を含んだ

IMDM で 24 から 48 時間インキュベートした。こう

して得られた細胞を分離直後の滑膜マスト細胞とした。 

滑膜マスト細胞は臍帯血マスト細胞の培養方法と同

様に、比重遠心後に回収した滑膜マスト細胞を

serum-free Iscove’s methylcellulose medium 

(StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada)に

200 ng/ml ヒトリコンビナント SCF と 50 ng/ml ヒ

トリコンビナント IL-6 を添加した IMDM で培養した

(34)。42 日目には methylcellulose medium をリン酸

緩衝液で溶解し、0.1% BSA、100 ng/ml ヒトリコン

ビナント SCF、50 ng/ml ヒトリコンビナント IL-6 

を含有した IMDM (以下、MC medium)に再浮遊させ

培養を継続した。 

 

3．フローサイトメトリー 

ヒト滑膜マスト細胞における、細胞表面および細胞

内のタンパク質の発現を調べるために、各々の蛍光色

素で標識した抗体と 4℃、30 分間反応させた後、染色

細胞を FACSCalibur (Becton Dickinson Bioscience, 

San Jose, CA,USA)で解析した。 

 

4．ヒト滑膜マスト細胞の活性化 

FcRI の架橋のために、マスト細胞に 0.5 g/ml 

IgE を 37°C で 30 分間感作させ、一度洗浄した後に

HEPES 緩衝液もしくは MC medium で再浮遊させた。

IgE で感作されたマスト細胞を、ヒスタミンおよび

PGD2アッセー(マスト細胞数：100 l あたり 1×103

個)では抗 IgE 抗体で 30 分間刺激し、サイトカインア
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ッセー(マスト細胞数：100 l あたり 1×105個)では抗

IgE 抗体で 6 時間刺激した(模式図①)。この方法の他

に、IgE で感作せずに抗 FcRI抗体(clone CRA1)で

刺激した実験も行った(模式図②)。FcRI および

FcRII の架橋には、まずマスト細胞を抗 FcRI 

F(ab')2フラグメント(clone 10.1)、抗 FcRII F(ab')2フ

ラグメント(clone 7.3)、またはマウス IgG1 F(ab')2フ

ラグメントとともに、それぞれ 1g/ml または

10g/ml の濃度で °C で 30 分間インキュベートした。

そして洗浄後に、HEPES 緩衝液または MC medium

で再浮遊させ、得られたマスト細胞を 0.3 から

10g/ml の抗マウス IgG F(ab')2フラグメント特異的

ヤギ F(ab')2フラグメントとともにヒスタミンおよび

PGD2アッセー(マスト細胞数：100 l あたり 1×103

個) では 30 分間、サイトカインアッセー(マスト細胞

数：100 l あたり 1×105個)では 6 時間インキュベー

トした(模式図③)。その他、FcRI (clone 10.1)および

FcRII (clone7.3)の中和抗体を添加した場合としない

場合で凝集 IgG とともにインキュベートした。ポジテ

ィブコントロールとして、マスト細胞をカルシウムイ

オノファ A23187 (10�6M)とともに 30 分間インキュベ

ートした。 
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模式図① 

 

 
模式図② 
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模式図③ 

 

5．メディエーターアッセー 

ヒスタミンの測定には enzyme immunoassay (EIA) 

kit (Bertin Pharma, Montigny le Bretonneux, 

France)を用いた。PGD2の測定には Prostaglandin 

D2-MOX EIA Kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, 

MI, USA)を用いた。IL-8 および TNF-の測定には

ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

を用いた。percent histamine release は、(放出され

たヒスタミン量/未刺激のマスト細胞に含まれる総ヒ

スタミン量)×100%として算出した。net percent 

histamine release は[(刺激により放出されたヒスタミ

ン量�自然放出されたヒスタミン量)/(未刺激のマスト

細胞に含まれる総ヒスタミン量)]×100%として算出し

た。 
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6．免疫組織化学染色法 

日本大学医学部附属板橋病院で行われた人工膝関節

置換術の際に採取された滑膜組織は、すぐに Optimal 

Cutting Temperature medium (Sakura Finetek 

Japan, Tokyo, Japan)に浸漬され、液体窒素で瞬間凍

結された後、クリオスタットで凍結切片が作製される

までは－80°C で保存された。マスト細胞は Alexa 

Fluor 488 標識した抗トリプターゼ抗体(clone AA1)お

よびビオチン標識した抗 FcRI 抗体(CD64; clone 

10.1)で染色された。そして、streptavidin–Cy3 

(BioLegend, San Diego, CA, USA)とともにインキュ

ベートすることで、FcRI 陽性細胞を可視的に検出し

た。 

 

7．凝集 IgG の精製 

凝集 IgG はヒト IgG (Jackson Immuno-Research)

を 63℃で 1 時間加熱することで得られた(35)。大きな

凝集物を 10,000g で 30 分遠心することで除去し、上

清中の凝集 IgG を実験に使用した。 

 

8．統計処理 

実験データが非正規性データであったため、マン・

ホイットニーの U 検定を用い、p<0.05 を統計学的に

有意差がある傾向にあるものとした。 
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結果 
 

1．分離直後の滑膜マスト細胞には、FcRI および

FcRII が発現している。 

 

最初に、OA 患者および RA 患者の滑膜マスト細胞

の形態を光学顕微鏡および電子顕微鏡で比較した。

OA および RA 患者の滑膜マスト細胞は単核であり、

細胞質に豊富な顆粒と脂肪体を認めた。細胞内の顆粒

は渦巻状および格子状のパターンが混合しており(図

1A) (36, 37)、OA 患者と RA 患者の間で形態学的な違

いは認めなかった。 

フローサイトメトリーで、分離直後のトリプターゼ

陽性細胞すなわちマスト細胞表面の、受容体発現を調

べた。その結果、OA および RA 由来の細胞に Kit、

FcRI、FcRI,および FcRII が発現していたが、

FcRIII は発現していなかった(図 1B)。OA 患者由来

滑膜マスト細胞と RA 患者由来滑膜マスト細胞との間

で、FcRI と FcRI の発現量に有意な差は認められな

かった(図 1B)。フローサイトメトリーでは、FcRI の

発現量が低値であったため、免疫組織化学染色法を用

いて RA 患者由来の滑膜マスト細胞に FcRI が発現し

ているかどうかを調べた(図 1C)。トリプターゼ陽性細

胞に FcRI の発現を確認した(図 1C)。 

マスト細胞のサブタイプとして、粘膜においては顆

粒内のプロテアーゼとしてトリプターゼのみを有する

マスト細胞（MCT）が多くみられ、結合織や粘膜深層

においてはトリプターゼ、キマーゼ、カルボキシペプ

チダーゼおよびカテプシン G 様プロテアーゼを有す
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るマスト細胞（MCTC）が多く認められる。そのため、

OA および RA 患者由来滑膜マスト細胞との間に、ト

リプターゼとキマーゼの発現パターンに差があるかを

調べた。まず、FcRI の発現を増強するために、マス

ト細胞を IgE で 24 時間感作した後に、FcRI 陽性細

胞を抗トリプターゼ抗体および抗キマーゼ抗体で染色

した。どちらの滑膜マスト細胞においても、FcRI 陽

性細胞の 80%以上が、MCTCであった(図 1D)。 

ヒト滑膜組織由来の MCTCと、MCTとの間に IgG 受

容体の発現に差があるかを調べるために、フローサイ

トメトリーを用いて OA 患者および RA 患者由来の

FcRI 陽性マスト細胞上の FcRI、FcRII、FcRIII

の発現を検討した(図 1E)。Kit と FcRII は MCTCお

よび MCT において、共に高く発現していた。さらに、

MCTCおよび MCTのどちらの分画にも FcRI は発現し

ていた。しかし、FcRIII は MCTCおよび MCTどちら

にも発現していなかった(図 1E)。 

 

小括：OA および RA 患者由来の IgE 感作滑膜マスト

細胞のどちらも、同様の Fc 受容体の発現様式を示し、

恒常的に FcRI を細胞表面に発現している。 
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図 1．分離直後のマスト細胞における Fc 受容体の発

現 

 

 
   

SSC : side scatter(側方散乱)               

 

図 1：(A)滑膜組織中のマスト細胞をトルイジンブルー

染色を用いて検出した(上)。OA 患者由来のマスト細

胞(中)と RA 患者由来のマスト細胞(下)の顆粒の形状

を電子顕微鏡で観察した。バーは 25m を示す。

(B)OA 患者および RA 患者由来のトリプターゼ陽性細

胞すなわちマスト細胞をゲートし、Kit、Fc 受容体の

発現を調べた(左)。OA 由来マスト細胞(白バー)および
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RA 由来マスト細胞(黒バー)表面の FcRI と FcRI 発 

現を平均蛍光強度(Mean fluorescence Intensity ; 

MFI)で比較した(右)。バーは、平均値±標準誤差を示

す。(n=3 検体) (C)滑膜組織中のトリプターゼ陽性細

胞(上図、緑)、FcRI(中図、赤)を免疫組織化学染色法

で観察した。この 2 つの画像を重ね合わせると、トリ

プターゼ陽性細胞に FcRI が発現していることがわか

る(下図、白矢頭)。緑矢頭はトリプターゼのみ陽性細

胞で赤矢頭は FcRI のみ陽性細胞を示す。(D)フロー

サイトメトリーで、OA および RA 患者由来マスト細

胞における、MCTCと MCTの比率を調べた。(E)MCTC

および MCT上の Kit および Fc受容体の発現を調べた。 

数字は MFI を示す。 



19 

 

2．分離直後の滑膜マスト細胞は、FcRI および

FcRI の凝集によって活性化されると脱顆粒が惹起さ

れる。 

 

OA 患者由来と RA 患者由来の分離直後の滑膜マス

ト細胞との間で、FcRI、FcRI、FcRII を介した反

応性を比較するために各々に対する抗体で刺激した

（下表）。 

受容体 刺激抗体 

FcRI 抗 FcRI抗体 

 

FcRI 抗 FcRI F(ab')2 フラグメントプラス 

抗マウス IgG F(ab')2 フラグメント特異的ヤギ F(ab')2 フラグメント 

FcRII 抗 FcRII F(ab')2 フラグメントプラス 

抗マウス IgG F(ab')2 フラグメント特異的ヤギ F(ab')2 フラグメント 

 

FcRI および FcRI の凝集により、OA 患者由来マ

スト細胞と RA 患者由来マスト細胞で同等量のヒスタ

ミンが遊離された(図 2A、B)。FcRI の凝集によるヒ

スタミン遊離は、コントロールであるマウス IgG1 

F(ab')2フラグメントを添加した場合と比較して

p<0.05 であり、統計学的に有意な差を認めた。9 頁で

述べた通り、好塩基球の混入は 0.2%であり、好塩基

球の関与は極めて尐ない。また、ヒスタミン値は刺激

後 30 分の計測値であるため、測定されたヒスタミン

は滑膜マスト細胞から直接的に放出されたものと考え

られた。 

FcRII の凝集では、どちらのマスト細胞においても

有意なヒスタミンの遊離は認めなかった(図 2C)。 

さらに、どちらのマスト細胞においても、サブスタ
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ンス P および C5a の刺激により同等のヒスタミンの

遊離が認められた(図 2D)。なお、分離直後の滑膜マス

ト細胞の純度は約 40%であり、単球/マクロファージ

が混在していたため、FcRI の凝集による滑膜マスト

細胞からの TNF-産生量は正確に測定することがで

きないため施行しなかった。 

 

小括：FcRI および FcRI の凝集により分離直後の滑

膜マスト細胞からヒスタミンが遊離される。 
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図 2．FcRI、FcRI、FcRII の架橋による分離直後

の滑膜マスト細胞からのヒスタミン遊離 

 

 
 

HR : histamine release(ヒスタミン遊離) 

 

図 2：(A)抗 FcRI抗体(CRA1)またはカルシウムイオ

ノファ A23187 (Iono)で刺激後にヒスタミン遊離量を

測定した。無刺激時のヒスタミン遊離の平均値±標準

誤差は、OA 由来のマスト細胞では 24±9%、RA 由来

のマスト細胞では 6±9%であった。(n=4 検体) (B)分

離直後のマスト細胞は、抗 FcRI F(ab')2フラグメン

トまたはマウス IgG1 F(ab')2フラグメント 1g/ml を

添加して 30 分間インキュベートされた後、抗マウス

IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フラグメ

ント 10g/ml で 30 分間刺激された。無刺激時のヒス

タミン遊離の平均値±標準誤差は、OA 由来のマスト

細胞では 27±9%、RA 由来のマスト細胞では 21±6%
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であった。(n=4 検体) (C)マスト細胞は、抗 FcRII 

F(ab')2フラグメントまたはマウス IgG1 F(ab')2フラグ

メント 10g/ml を添加して 30 分間インキュベートさ

れた後、抗マウス IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤ

ギ F(ab')2フラグメント 0.3-10g/ml で 30 分間刺激さ

れた。無刺激時のヒスタミン遊離の平均値±標準誤差

は、マウス IgG1 F(ab')2フラグメントを添加したマス

ト細胞では 30±8%、抗 FcRII F(ab')2フラグメント

を添加したマスト細胞では 24±17%であった。(n=4

検体) (D)サブスタンス P および C5a の刺激による

マスト細胞からのヒスタミン遊離を測定した。バーは、

平均値±標準誤差を示す。なお、RA 由来マスト細胞

の実測値と平均値は下表の通りである。(OA 由来マス

ト細胞 n=4 検体、RA 由来マスト細胞 n=2 検体)  

*p＜0.05。  

 

検体 ① ② 平均値 

0 2.19 3.77 2.98 

SP0.03 2.46 5.13 3.79 

SP0.3 2.19 8.36 5.28 

SP3 2.73 3.49 3.11 

C5a0.03 1.61 5.86 3.73 

C5a0.3 2.58 8.02 5.30 

C5a3 15.69 10.48 13.09 
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3．培養滑膜マスト細胞は分離直後の滑膜マスト細胞

と同様の形態、受容体およびプロテアーゼを有する 

 

分離直後の滑膜マスト細胞の純度は、他の研究者が

報告している酵素処理法に準じても 40%程度が限界で

あったため(38)、methylcellulose medium を用いた

培養を行い、高純度の滑膜マスト細胞の獲得を試みた。 

キムラ染色を行い、培養週数におけるマスト細胞数

と全細胞におけるマスト細胞の割合を調べた(39)。比

重遠心分離後のマスト細胞の純度は 39±2%であった

が、培養 10 週後のキムラ染色陽性細胞の割合は 98%、

細胞数は 19×105個にまでに上昇した(図 3A)。 

光学顕微鏡および電子顕微鏡を用いて、培養 10 週

後のマスト細胞の形態を調べた。培養滑膜マスト細胞

はトルイジンブルー染色陽性であった(図 3B)。培養滑

膜マスト細胞の顆粒は、細胞内の顆粒は渦巻状および

格子状のパターンが混合しており (図 3C)、分離直後

の滑膜マスト細胞と同様に、結合組織型のマスト細胞

と考えられた。 

培養滑膜マスト細胞が分離直後の滑膜マスト細胞と

同様に細胞表面に FcRI、FcRI、FcRII および Kit

を発現しているかどうかをフローサイトメトリーで評

価した。培養滑膜マスト細胞は細胞表面に Kit、

FcRI、FcRI、および FcRII を発現していたが、

FcRIII は発現していなかった(図 3D)。培養滑膜マス

ト細胞上の Kit および FcRI の発現レベルは分離直後

の滑膜マスト細胞よりも高かったが、FcRII の発現

は低かった。 

フローサイトメトリーで分離直後の滑膜マスト細胞
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と 10 週後の培養滑膜マスト細胞における、トリプタ

ーゼおよびキマーゼの発現について比較した。培養滑

膜マスト細胞 4 検体の平均±標準誤差は、MCTCが 81

±3%で MCTが 12±4%であった（図 3E）。そして、

MCTCおよび MCTのどちらにおいても FcRI が発現

していた。 

 

小括：培養滑膜マスト細胞は、顆粒の形態、Fc 受容

体の発現パターン、MCTCと MCTの割合において、分

離直後の滑膜マスト細胞と同様の特徴を有していた。 
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図 3．培養滑膜マスト細胞の樹立． 

 

 
 

図 3：(A)各週数における培養滑膜マスト細胞の純度と

細胞数。バーは平均値±標準誤差を示す。0 週の値と

比較すると有意な増加を示した。(n=4 検体) *＜0.05。

(B)トルイジンブルー染色した培養滑膜マスト細胞。

バーは 10m を示す。(C)培養滑膜マスト細胞内顆粒

の電子顕微鏡像。(D) 培養滑膜マスト細胞における

Kit、FcRI、FcRI、FcRII、FcRIII の発現。(E) 

MCTCおよび MCT表面の FcRI および FcRI の発現

を、phycoerythrin 標識抗 FcRI F(ab')2フラグメント

(clone 10.1)および Alexa Fluor 647 標識抗 FcRI 抗

体(CRA1)を用いて調べた。 

数字は MFI を示す。 

 



26 

 

4．FcRI の架橋、サブスタンス P および C5a 刺激に

よる培養滑膜マスト細胞の活性化 

 

培養滑膜マスト細胞上の FcRI が機能するかどうか

を調べるために、IgE で 30 分間感作し洗浄後に、抗

IgE 抗体で刺激した。IgE を介した刺激は濃度依存的

なヒスタミン遊離が認められた（図 4A）。 

培養滑膜マスト細胞の約 80％を占める MCTCの特徴

として、神経ペプチドおよび補体刺激によって脱顆粒

反応が生じることが知られている(40,41)。そこで、培

養滑膜マスト細胞をサブスタンス P および C5a で刺

激したところ、ともに同程度のヒスタミン遊離が認め

られた（図 4B）。 

また、FcRI の凝集により、PGD2、IL-8、TNF-

の産生が誘導された（図 4C-E）。 

 

小括：培養滑膜マスト細胞は FcRI の架橋、サブスタ

ンス P および C5a 刺激により活性化された。 
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図 4．FcRI の架橋、サブスタンス P および C5a 刺激

による培養滑膜マスト細胞の活性化 

 

 
 

図 4：(A)抗 IgE 抗体刺激によるヒスタミン遊離。

(n=3 検体) (B) サブスタンス P および C5a 刺激によ

るヒスタミン遊離。(n=3 検体) (C)培養滑膜マスト細

胞における抗 IgE 抗体刺激による PGD2産生。(n=6

検体) (D)培養滑膜マスト細胞における抗 IgE 抗体刺

激による IL-8 の産生。(n=4 検体) (E)培養滑膜マス

ト細胞における抗 IgE 抗体刺激による TNF-の産生。

(n=4 検体) 

バーは、平均値±標準誤差を示す。*p＜0.05。Iono

はカルシウムイオノファ A23187 を示す。 
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5．Fc受容体の架橋による培養滑膜マスト細胞の活性

化 

 

マスト細胞表面の FcRI が機能をもっているかどう

かを確かめるために、FcRI の架橋によって培養滑膜

マスト細胞からヒスタミン遊離が生じるかを調べた。

FcRI の架橋によって培養滑膜マスト細胞からのヒス

タミン遊離と PGD2の産生を認めた(図 5A、B)。 

興味深いことに、IL-8 と TNF-に関しては、抗マ

ウス IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フラ

グメントを加えずに抗 FcRI F(ab')2フラグメントの

みの刺激でも、産生が誘導された(図 5C、図 5D)。 

以上より、培養滑膜マスト細胞は FcRI を介して活性

化されることが示された。また、F(ab')2フラグメント

がとどく距離に FcRI が発現していることを示してい

る。 

FcRII の凝集によっても培養滑膜マスト細胞からの

ヒスタミン遊離が起こるかどうかを調べるために、抗

FcRII F(ab')2フラグメントを添加後に、抗マウス

IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フラグメ

ントで刺激した。培養滑膜マスト細胞は FcRII の凝

集により、FcRI 刺激の際と同等のヒスタミン遊離を

認めた(図 5E)。さらに、我々は DNA チップを用いて、

培養滑膜マスト細胞における FcRIIA と FcRIIB の

messenger RNA (mRNA)の発現パターンを調べたと

ころ、FcRIIA が優位に発現しており、FcRIIB の発

現はほとんど認められなかった。 

次に我々はフローサイトメトリーを用いて、分離直

後の滑膜マスト細胞と培養滑膜マスト細胞とで
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FcRIIB の発現を比較した。FcRIIB の発現は、分離

直後の滑膜マスト細胞において認められたが、培養滑

膜マスト細胞では認められなかった(図 5F)。FcRIIB

陽性マスト細胞である培養臍帯血マスト細胞をポジテ

ィブコントロールとして用いた(42)。 

 

小括：培養滑膜マスト細胞は FcRI および FcRII に

より活性化された。また、培養滑膜マスト細胞では

FcRIIA が優位に発現していた。 

 



30 

 

図 5．Fc受容体の架橋による培養滑膜マスト細胞の

活性化 

 

 
 

Primary SyMCs : primary synovial mast cells 

(分離直後の滑膜マスト細胞) 

Cultured Sy-d-MCs : cultured synivium-derived mast cells 

(培養滑膜マスト細胞) 

Cultured CBMSs : cultured cord-blood-derived mast cells 

(培養臍帯血マスト細胞) 

 

図 5：培養滑膜マスト細胞での FcRI の架橋によるヒ

スタミン遊離(A)、PGD2産生(B)、IL-8 産生(C)、

TNF-産生(D)。マスト細胞は抗 FcRI F(ab')2フラグ

メントまたはマウス IgG1 F(ab')2フラグメント 10 

g/ml を添加して 30 分間インキュベートした後、抗

マウス IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フ
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ラグメントで 30 分間刺激された。バーは、平均値±

標準誤差を示す。(n=4 検体) *p＜0.05。(E) FcRII

架橋後の培養滑膜マスト細胞によるヒスタミン遊離。

マスト細胞はマウス IgG1 F(ab')2フラグメント(白バ

ー)、抗 FcRII F(ab')2フラグメント(灰色バー)、また

は抗 FcRI F(ab')2フラグメント(黒バー) 10g/ml を

添加して 30 分間インキュベートした後、抗マウス

IgG F(ab')2フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フラグメ

ント 0.3g/ml または 3g/ml で 30 分間刺激した。

(n=3 検体) (F)分離直後の滑膜マスト細胞(primary 

synovial mast cells; Primary SyMCs)、培養滑膜マス

ト細胞(cultured synivium-derived mast cells; 

Cultured Sy-d-MCs)、培養臍帯血マスト細胞

(cultured cord-blood-derived mast cells; Cultured 

CBMSs)における FcRIIB および FcRII の発現を、

Alexa Fluor 647 標識した抗 FcRIIB 抗体 (clone 

EP888Y)および Alexa Fluor 647 標識抗 FcRII 抗体

(clone KB61)を用いて、フローサイトメトリーで調べ

た。数字は MFI を示す。 
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6．凝集 IgG による培養滑膜マスト細胞の活性化 

 

培養滑膜マスト細胞が免疫複合体により活性化され

るかを調べるために、凝集 IgG で刺激することでヒス

タミン遊離および TNF-産生が起こるかを調べた。

ヒスタミン遊離および TNF-産生は凝集 IgG 刺激に

より誘導されたが、単量体 IgG 刺激では誘導されなか

った(図 6A、B)。 

また、高濃度(10μg/ml)の凝集 IgG 刺激では、0.1μ

g/ml および 1μg/ml 刺激よりも TNF-産生量が低値

であった(図 6B)。 

FcRI と FcRII のどちらが凝集 IgG による滑膜マ

スト細胞の活性化に寄与しているかを評価するために、

それぞれの中和抗体である抗 FcRI F(ab')2フラグメ

ント(clone 10.1)および抗 FcRII F(ab')2フラグメント

(clone 7.3)を用いて、ヒスタミン遊離の減尐率

(percent inhibition of degranulation)を調べた。[(刺

激により放出されたヒスタミン量�中和抗体を添加し

た場合に放出されたヒスタミン量)/(刺激により放出さ

れたヒスタミン量)]×100%として算出した。抗 FcRI 

F(ab')2フラグメント 10 g /ml、50 g /ml、または抗

FcRII F(ab')2フラグメント 50 g /ml を添加した場

合では、凝集 IgG 刺激によるヒスタミン遊離は有意に

抑制された(図 6C)。 

 

小括：これらから免疫複合体は FcRI および FcRII

を介して滑膜マスト細胞を活性化させることが示され

た。 
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図 6．凝集 IgG による培養滑膜マスト細胞の活性化 

 

 
 

Monomeric IgG : 単量体 IgG 

Aggregated IgG : 凝集 IgG 

 

図 6：凝集 IgG 刺激による培養滑膜マスト細胞におけ

るヒスタミン遊離(A)と TNF-産生(B)。(n=4 検体) 

(C) 抗 FcRI 中和抗体または抗 FcRII 中和抗体によ

る凝集 IgG 刺激後のヒスタミン遊離の抑制率。なお、

無刺激時のヒスタミン遊離率の平均値±標準誤差は、

3±1％、凝集 IgG 刺激によるヒスタミン遊離率は 35

±6％であった。アイソタイプコントロールとしてマ

ウス IgG1 F(ab')2フラグメントを用いた。F(ab')2フラ
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グメント 1 g /ml および 10 g /ml を用いた実験で

は 11 検体を用い、F(ab')2フラグメント 50 g /ml を

用いた実験では 3 検体を用いた。 

バーは、平均値±標準誤差を示す。*p＜0.05。**p＜

0.01。 
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考察 
 

本研究は、分離直後の滑膜マスト細胞と培養滑膜マ

スト細胞上の IgG 受容体の発現パターンを示した最初

の報告である。分離直後の滑膜マスト細胞表面には、

恒常的に機能的な FcRI を発現していた(図 1、2)。

OA および RA 由来の分離直後の滑膜マスト細胞は、

顆粒の形態、MCTCと MCTの比率、IgG 受容体の発現

パターンにおいて、同様のフェノタイプを呈していた。 

また、滑膜マスト細胞の培養に成功し、そのフェノ

タイプは分離直後の滑膜マスト細胞と同様であった。

培養滑膜マスト細胞は Kit、FcRI、FcRI、FcRII

を発現しており、80％以上が MCTCであった(図 3)。

培養滑膜マスト細胞では FcRI および FcRI の架橋

により、ヒスタミンの遊離と PGD2やサイトカインの

産生が起こり、またサブスタンス P や C5a の刺激で

もヒスタミンの遊離が生じた（図 4、5）。さらに、

中和抗体を用いることで、FcRI および FcRII が凝

集 IgG によるマスト細胞活性化の責任受容体であるこ

とを確認した(図 6)。これらの結果から、滑膜マスト

細胞は Fc 受容体を介して、RA の病態形成に重要な

役割を果たしていると示唆される。 

免疫組織染色法を用いて Blom らは、RA 患者から

採取した滑膜組織中のマクロファージにおける

FcRII と FcRIII の発現は、健常者のマクロファー

ジより高値であったことを報告した(43)。一方で、

FcRI 発現レベルは同等であった(43)。その他、RA

患者の末梢血および関節液中の単球における FcRI の

発現レベルは、健常者や OA 患者よりも高値であった
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と報告されている(44, 45)。加えて、RA 患者の滑膜マ

スト細胞上の C5a 受容体(CD88)の発現レベルは OA

患者よりも高かったとも報告されている(25)。 

一方、本研究においては、RA 患者由来滑膜マスト

細胞と OA 患者由来滑膜マスト細胞との間で、Fc 受

容体の発現、そして IgE および IgG 依存性刺激によ

るヒスタミン遊離量と TNF-産生量、さらにはサブ

スタンス P および C5a 刺激によるヒスタミン遊離量

に差は認められなかった。 

しかし、RA 患者と OA 患者では滑膜組織中の微小

環境に違いがあり、この微小環境の違いが RA 患者に

おいて滑膜マスト細胞を活性化させ、OA 患者と RA

患者との症状の違いを生じさせている可能性がある。

すなわち、ACPAs は RA 患者に特異的な自己抗体で

あり、予後不良因子の一つである(46, 47)。また、in 

vitro の実験で ACPAs の免疫複合体はヒトのマクロフ

ァージと補体系を活性化させると報告されている(48-

50)。したがって ACPAs をはじめとした IgG タイプ

の免疫複合体が RA 患者の滑膜マスト細胞を活性化さ

せる可能性がある。さらに、RA 患者の滑液中のサブ

スタンス P の濃度は、OA 患者の滑液中より高い(51)。

補体の活性化は RA の特徴の一つであり、C5a と C3a

の値は RA 患者の関節液で上昇していると報告されて

いる(52)。このような滑膜マスト細胞周囲の微小環境

の違いが、RA 患者の滑膜マスト細胞を活性化してい

る可能性が高い。 

なお、RA 患者および OA 患者の滑膜組織において

同様にマスト細胞が検出された。組織採取の際には肉

眼的に滑膜組織のみを採取しており、また組織学的に
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も滑膜組織として矛盾しないことを確認した。なお、

末梢血由来培養マスト細胞は IFN-の存在無しには

FcRI を発現せず(26)、また末梢血中には成熟したマ

スト細胞は存在せず、細胞の採取の際に混入する微量

の血液がこの結果に関与している可能性はない。つま

り対象とした細胞は滑膜マスト細胞である。 

我々のグループは以前に、IFN-がヒト末梢血由来

培養マスト細胞とヒト肺マスト細胞上に FcRI を発現

させるために必要であると報告したが(26, 28)、今回

我々は、OA 患者および RA 患者由来滑膜マスト細胞

の表面に FcRI が恒常的に発現していることを発見し

た。Kiener らは、分離直後の滑膜マスト細胞に対す

るフローサイトメトリーでは FcRI の発現は認められ

なかったと報告した(25)。この Kiener らの報告と

我々の実験結果との不一致は、FcRI に対する抗体の

違いや滑膜組織の酵素処理方法の違いによるものと考

えられる。また、我々は免疫組織化学染色法において

も、滑膜組織中のマスト細胞に FcRI が発現している

ことを確認した(図 1C)。  

分離直後および培養滑膜マスト細胞の両者に FcRI

と FcRII が発現しており、培養滑膜マスト細胞は

FcRI および FcRII の特異抗体を用いた架橋により

活性化されることを確認した。培養滑膜マスト細胞に

おける凝集 IgG によるヒスタミン遊離は、中和抗体で

ある抗 FcRI F(ab')2フラグメントおよび抗 FcRII 

F(ab')2フラグメントを添加することで有意に抑制され

た（図 6）。OA 患者、RA 患者由来の分離直後の滑膜

マスト細胞では、FcRII の架橋によるヒスタミン遊

離を生じないが(図 2C)、これは FcRIIB の発現が高
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く FcRIIA の架橋によるマスト細胞の活性化を抑制

していると考えられた。しかしながら FcRIIB の発

現が低下するような環境において、滑膜組織に免疫複

合体が沈着するような状況下で、FcRII がマスト細

胞の活性化に寄与している可能性がある。なお、

FcRI に対する抗原濃度が高くなると、受容体と抗原

が一対一で結合するようになり架橋が障害されること、

ネガテイブシグナルの産生が増加することにより、活

性化が抑えられることが知られているが(53)、図 6B

において高濃度(10μg/ml)の凝集 IgG 刺激では TNF-

産生量が低値となったのは、これと同様の機序によ

るものと考えられる。 

我々は培養滑膜マスト細胞を樹立し、分離直後の滑

膜マスト細胞と同様のフェノタイプを示すことを確認

した。分離直後の FcRI 陽性マスト細胞の 80%以上

で、トリプターゼとキマーゼが共に発現していたこと、

分離直後の滑膜マスト細胞はサブスタンス P および

C5a の刺激でヒスタミン遊離を生じたこと、分離直後

の滑膜マスト細胞の顆粒の電顕像では細胞内の顆粒は

渦巻状および格子状のパターンが混合していたことか

ら、滑膜組織内のマスト細胞は結合織型マスト細胞が

主である。 

培養滑膜マスト細胞は、RA 患者の滑膜マスト細胞

に対する新しい治療法の効果を確かめるために有用な

材料となり得る。しかしながら、注意しなければなら

ないのは、分離直後の滑膜マスト細胞と培養滑膜マス

ト細胞との間で、FcRII を介した反応に違いがある

ことである。つまり、培養滑膜マスト細胞では

FcRII の架橋により脱顆粒が生じるが、分離直後の
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滑膜マスト細胞では生じないということである。

FcRIIB の発現が分離直後のマスト細胞で認められた

が、培養滑膜マスト細胞では認められなかった(図 5F)。

このことから、分離直後の滑膜マスト細胞における抗

FcRII F(ab')2フラグメントへの反応の低さは、

FcRIIA と FcRIIB の発現の程度によって生じてい

ると考えられる。FcRI、FcRI、サブスタンス P お

よび C5a 受容体を介した反応で、分離直後のマスト

細胞と培養マスト細胞とを単純に比較することはでき

ないが、FcRI の発現と細胞内顆粒の超微細構造は同

様であった。 

TNF-は RA 患者に滑膜炎を引き起こす上で特に重

要なサイトカインである。マクロファージは免疫複合

体刺激により TNF-を産生する主要な細胞であると

考えられている(43)。我々は、滑膜マスト細胞もまた

免疫複合体刺激による滑膜組織での多量な TNF-産

生において中心的な役割を果たしうることを本研究で

示した。さらに興味深いのは、抗マウス IgG F(ab')2

フラグメント特異的ヤギ F(ab')2フラグメントは添加

せずに、抗 FcRI F(ab')2フラグメントの刺激のみで

も TNF産生が誘導されたことである。抗 FcRI 

F(ab')2フラグメントの刺激のみでは脱顆粒は惹起され

なかったことを考えると、強い FcRI の架橋なしに

TNF-が産生されたということである。また、他のマ

スト細胞と TNF-産生を比べると、滑膜マスト細胞

は FcRI の架橋により、IFN-刺激後のヒト肺マスト

細胞、ヒト末梢血マスト細胞、ヒト末梢血単球の約 7

倍の TNF-を産生した(28, 32)。これらのことから、

滑膜マスト細胞は FcRI の弱い架橋により、多量な
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TNF-を産生することで、滑膜炎の発生と悪化に寄与

している可能性がある。 
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まとめ 
 

本研究で著者は、RA 患者および OA 患者から得ら

れたヒト滑膜マスト細胞が機能的な FcRI を発現して

いることを示した。また、培養滑膜マスト細胞の樹立

に成功した。さらに、凝集 IgG 刺激により、滑膜マス

ト細胞から多量な TNF-が産生されることを示し、

FcRI および FcRII がその責任受容体である可能性

が強く示唆された。このことから免疫複合体は、

FcRI および FcRII を介して滑膜マスト細胞を活性

化している可能性があることが考えられた。 
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