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概要 
背景：関節リウマチ rheumatoid arthritis (RA) は関節破

壊を伴う自己免疫疾患である。RA の病態として Th1 お

よびTh17細胞が IL-17を介してマクロファージや滑膜線

維芽細胞を活性化し、腫瘍壊死因子 tumor necrosis 

factor (TNF) -を始めとする炎症性メディエーターを分

泌し、軟骨を傷害すると考えられている。また、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 受容体を介してマクロファージを

活性化させ、TNF-を産生させる機序も考えられている。

Lee らは RA 患者および変形性関節症 Osteoarthritis 

(OA) 患者の関節滑膜よりヒト培養滑膜マスト細胞を分

離および培養に成功し、凝集 IgG (免疫複合体刺激の代替

として使用) が FcRIと FcRIIを介して培養滑膜マスト

細胞を活性化し多量の TNF-を産生することを報告した。

すなわち、マスト細胞も RA において TNF-産生細胞の

１つであることを示した。K/BxN 血清で誘導した関節炎

が Interleukin (IL) -33 投与で増悪することや、IL-33 の

受容体である ST2 ノックアウトマウスでコラーゲン誘発

関節炎が改善することより IL-33のRAへの関与が示唆さ

れている。また、RA 患者では、関節液中の IL-33 が OA

患者と比較して有意に上昇していることが報告されてい

る。さらに、IL-33 はヒト臍帯血由来培養マスト細胞から

IL-13 と IL-8 を産生させ、マウスマスト細胞においては

FcRI の架橋刺激によるサイトカイン産生を増強させる

ことが報告されている。しかし、滑膜マスト細胞におい

て IL-33 が TNF-を産生させるか、さらに凝集 IgG 刺激

による TNF-産生を増強させるかは不明である。したが

って免疫複合体と IL-33 の共存下における滑膜マスト細

胞からの TNF-産生を検討することは意義がある。
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目的：ヒト培養滑膜マスト細胞における IL-33 の受容体

ST2 の発現の検討と、IL-33 単独刺激による滑膜マスト細

胞の活性化の検討及び免疫複合体刺激による滑膜マスト

細胞活性化における IL-33 の影響を検討した。 

 

方法：RA 患者の関節滑膜より凍結標本を作製し、マスト

細胞における IL-33 の受容体である ST2 発現を免疫組織

染色法で確認した。 

分離したヒト滑膜マスト細胞は stem cell factor (SCF)

および IL-6 を含有されたメチルセルロース培地 

(methylcellulose medium) を用いて培養した。そして、

培養滑膜マスト細胞上の FcRI および ST2 発現はフロー

サイトメトリーを用いて確認した。免疫複合体と IL-33

共刺激後の脱顆粒反応、IL-8 および TNF-産生は酵素結

合免疫吸着法 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) を用いて測定した。 

 

結果：RA 患者および OA 患者由来の培養滑膜マスト細胞

はその表面に ST2 を発現していた。また、滑膜組織にお

いてもマスト細胞が ST2 を発現していた。IL-33 の刺激

によって滑膜マスト細胞から IL-8とTNF-が産生された。

免疫複合体刺激による培養滑膜マスト細胞からの脱顆粒

反応において、IL-33 は何ら影響を及さなかった。しかし、

IL-8 および TNF-α産生においては免疫複合体単独刺激

と比較して、IL-33 を添加することにより IL-8 および

TNF-αの産生が相乗的に増加した。 

 

結論：免疫複合体と IL-33 の共刺激により培養ヒト滑膜

マスト細胞は活性化され、多量な TNF-を局所に産生す

ることから、関節リウマチの病態形成や症状の増悪に関

与することが示唆された。 
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諸言 
1．関節リウマチ 

RA は、関節破壊を伴う免疫細胞に関連した慢性炎症性

疾患である。RA の有病率は約 1％であり、女性に好発す

る。35〜50 歳の間に最も好発するが小児または高齢者も

罹患する(1)。 

RA の関節局所での病態には、活性化された T 細胞、主

に Th1細胞及び T helper 17 (Th17) 細胞が炎症シグナル

を滑膜に伝達することが重要となる(2)(図 1)。Th1 細胞は

IFN-を産生して滑膜線維芽細胞、樹状細胞やマクロファ

ージを活性化する。これらの細胞から産生される

vascular endothelial growth factor (VEGF) および

fibroblast growth factor (FGF) により血管内皮細胞は血

管新生、IL-8 及び granulocyte-colony stimulating factor  

(G-CSF) により好中球の遊走と炎症及び組織傷害、IL-1、

IL-6および TNF-により骨芽細胞の分化が起こる。一方、

Th17 細胞は C-C chemokine receptor 6 (CCR6) を発現

しており滑膜細胞から産生するケモカイン Chemokine 

(C-C motif) ligand 20  (CCL20) によって滑膜へ動員さ

れる。Th17 細胞 が lL-17 を産生し、マクロファージや

樹状細胞、マスト細胞に作用し、滑膜線維芽細胞分化を

促進する炎症性サイトカインである IL-1、IL-6 および

TNF-の産生を増加させる。滑膜線維芽細胞の増殖は、

肉芽(パンヌス)の形成をもたらし、肉芽の増大は組織の循

環障害や栄養障害をもたらす。滑膜線維芽細胞および骨

細胞から receptor activator of nuclear factor (RANKL)

が破骨細胞前駆細胞に作用すると破骨細胞の分化を誘導

する(2)。Th17 細胞は滑膜線維芽細胞にマトリックスメタ

ロプロテアーゼ(MMPs) の産生を誘導し、軟骨の主成分

であるⅡ型コラーゲンを切断し、炎症性肉芽と隣接する

軟骨を破壊する。 
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炎症をおこした関節滑膜組織には、リウマトイド因子と

よばれる免疫グロブリン（抗体）が大量に分泌され、免

疫複合体を介して補体を活性化している。炎症性サイト

カインの放出は、RA の全身および関節の症状の一因とな

っている(1)。RA の発病は、全身症状から始まり関節症状

に進行することが多いとされる。全身症状は，関節の早

朝のこわばり、倦怠感、食欲不振および全身性脱力であ

る。関節症状は疼痛と腫脹および、こわばりがある。 

RA の治療には、理学療法、薬物療法、手術療法がある。

薬物療法では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て行われていた。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、治療の基本となるアン

カードラッグとして RA 治療の中心となってきた。MTX

は高用量で免疫抑制効果を有する葉酸の拮抗薬である。

RA に使用する用量では迅速な抗炎症性を示す。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

られていない。また、副作用などによる投与中止後に、

重度の関節炎が再発も認めている(3)。 

炎症性サイトカインに対する治療薬の開発により、

TNF-阻害薬、IL-6 阻害薬および T 細胞選択的共刺激調

整剤 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

[CTLA-4]の細胞外ドメインとヒト IgG1の Fcドメインか

らなる可溶性融合タンパク) の生物学的製剤により関節

破壊の抑制が可能となった(4-8)。現在では早期からの

MTX、そして上記の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、寛解導入が可能

となってきている。これらのことから、RA の病態形成・
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維持に炎症性サイトカインが重要な役割を持つことが明

らかとなった。 

 

2. IL-33 

IL-33は 2005年 Schmitzらによって IL-1ファミリーと

して報告され、強力な Th2 サイトカイン誘導能を持つサ

イトカインとして同定された (9) 。ヒトの IL-33 は内皮

細胞、上皮細胞、マクロファージ、単球及びマスト細胞

に発現されている。細胞核内に存在し、ストレスやネク

ローシスによって細胞外へ放出され Th2 タイプの免疫反

応を誘導する (9) (図 2)。 

IL-33の構造は 270からなるアミノ酸蛋白から成り N末

端には核移行シグナルを有し、核内で機能する蛋白と考

えられていた(9)。同様の IL-1 ファミリーである IL-1や

IL-18などは前駆体で産生され caspase-1の酵素反応でN

末端のペプチドが切断され分子量 18kDaの型で活性化さ

れるのに対し、IL-33 は caspase-1 による caspase 不活性

化サイト(Asp178)で切断されると不活性化される(10) 

(図 2)。核内で産生された前駆体 IL-33 は caspase-1 によ

り Ser111 と Ser112 の間で切断されると活性型 IL-33 と

なるが、前駆体でも生理活性を持つことが報告されてい

る(11.12)(図 2)。IL-33 の産生機構としては、核内に存在

し、細胞壊死(ネクローシス)あるいは細胞破壊の場合、活

性を保ったまま分子量 33kDaの全長の形で細胞外へ放出

される。しかし、アポトーシスによる細胞死の場合、ア

ポトーシス関連プロテアーゼ (caspase-3，caspase-7) に

よって IL-33 は切断され、不活化される(12) (図 2)。 

IL-33 の活性シグナル伝達は、IL-1 ファミリーである

IL-1や IL-18 と同様であり、その受容体は、細胞外に特

徴的な免疫グロブリン様構造をもつ IL-1 受容体ファミリ

ーとして分類される (13) 。IL-33 の受容体は 1989 年に
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富永らによりクローニングされた ST2 と同一の物質であ

る(14)。ST2 は Th2 細胞や好塩基球、マスト細胞、そし

て好酸球上に発現している(14.)。IL-33 はマスト細胞の生

存を延長させる (15)。ST2 には可溶性の分泌型 ST2 

(sST2) と膜貫通受容体型 ST2 (ST2L) が存在し IL-33R

を構成するのは受容体型 ST2 である (13) (図 3)。 一方、

sST2はデコイ受容体として IL-33と結合することで細胞

内にシグナルを伝達できずに IL-33 の機能を抑制する

(16.17) 。IL-33R は IL-33 結合分子である ST2 (IL-33R

鎖) とシグナル伝達に関与する interleukin-1 receptor 

accessory protein [IL-1RAcP] (IL-33鎖) のヘテロダイ

マーで構成される (16.17) (図 3)。IL-33 がそれら受容体

に結合すると IL-33R の細胞内ドメインにアダプター分

子である myeloid differentiation factor (MyD88)が結合

し、 IL-1R-associated kinase 4 (IRAK4)、IRAK1、TNF 

receptor associated factor 6 (TRAF6)を介して、nuclear 

factor-kappa B (NF-B)経路と mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)経路が活性化され，IL-33 のシグ

ナルが伝達される (18) (図 3)。IL-33 は関節リウマチ、気

管支喘息、炎症性腸疾患、動脈硬化、虚血性心疾患、神

経疾患、敗血症などの病態に関与することが報告されて

いる (18)。 

ST2 は Th2 細胞、好塩基球、好酸球そしてマスト細胞上

に発現し、IL-33 の投与によって気道アレルギーを惹起で

きることから、IL-33 はアレルギー性炎症に重要な作用が

あると示唆されている (19) 。 

 

3. IL-33 及び IL-33 受容体(ST2)と関節炎 

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 (GPI) 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 関節
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炎) を誘導する。関節炎の発症に抗 GPI 抗体 (IgG)およ

びその受容体 FcRIII が重要な役割を果たす。この抗

GPI 抗体が認識する抗原は体内に普遍的に存在するユビ

キタスな糖代謝酵素(GPI)である。関節炎を発症したマウ

スの軟骨表面上には GPI と GPI 抗体の免疫複合体、さら

に補体 C3 の局在が認められる。細胞表面には補体の不活

性化因子が存在しているが、軟骨にはその因子は欠損し

ている。そのため軟骨では GPI-抗 GPI 免疫複合体と補体

を沈着による補体第二経路と C5aR を介した免疫複合体

の活性化により K/BxN 関節炎が誘導される(20)。 

 IL-33 を K/BxN 関節炎マウスに投与すると、関節炎症

状の増悪を認めた(表 1)。また、TNF-や IL-1と、IgG1、

IgG2b の産生を増強させた(21)。さらに、コラーゲン誘発

関節炎(CIA)マウスモデルの培養滑膜線維芽細胞や RA 患

者の滑膜線維芽細胞では IL-33 mRNA の発現が増強して

いる(22.23)。 

野生型マウスに比べ ST2ノックアウトマウスで CIAを

惹起させると野生型マウスに比べ ST2 ノックアウトマウ

スで関節炎症状の改善と、所属リンパ節細胞の IL-17、

IFN-および TNF-の産生と、抗コラーゲン抗体産生の

著明な低下が認められる。また、野生型マウス由来のマ

スト細胞を ST2 欠損マウスに移入すると、CIA の炎症症

状が野生型マウスと同様になった(21)。  

抗 ST2抗体を投与した CIAマウスモデルの所属リンパ

節細胞と、コントロール抗体を投与したマウスの所属リ

ンパ節細胞と比較したところ、IFN-の産生が著明に減少

していた。IL-17、IL-10 および TNF-の産生も抑制され

たが、その程度はわずかであった(22)。  

分泌型 ST2 (sST2)を投与すると CIA マウスモデルの関

節炎を抑制した。この抑制効果は分泌型 ST2による IL-33

の中和によると考える(24)。 
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しかしながら、IL-33 ノックアウトマウスを用いて K/Bx 

N 関節炎を惹起しても関節炎症状は改善しないという報

告もある(25.26)。 

RA 患者の血清および関節滑液において、抗 IL-33 抗体

を用いて IL-33 の蛋白質の検出を行うと、活性型 IL-33

と考えられる蛋白質と同様の約 30kDaのバンドが検出さ

れた(27)。また、関節炎の重症度と血清及び関節液の IL-33

濃度は相関していると報告されている(28)。 

CIA マウスモデルの関節炎の系では、IL-33 が増悪因子

として働いていることがわかる。一方、K/BxN 関節炎マ

ウスでは過剰の IL-33 を投与すると関節炎症状は増悪す

るが、内在性 IL-33 を抑えても関節炎は改善しない。こ

の機序の違いは明らかではないが、マウスのストレイン

の違いや誘導する関節炎の機序すなわち受動免疫 

(K/BxN 関節炎) あるいは能動免疫 (CIA) の違いによる

ものと思われる。 

以上より IL-33はマウスにおいて関節炎の炎症性サイト

カインを産生することで関節炎の増悪因子であることが

報告されている。RA 患者においても関節滑膜に IL-33 が

高度に発現することや、IL-33 が関節炎の重症度と相関し

ていることより、RA の増悪に関与することが示唆されて

いる。 

 

4. マスト細胞と関節炎 

マスト細胞はアレルギー反応においてだけでなく、自然

免疫においても、重要な細胞である。K/BxN マウスモデ

ル血清中には抗 GPI 抗体が含まれており、K/BxN マウス

血清を野生型マウスに移入すると、滑膜増生、パンヌス

形成、炎症細胞浸潤および骨・軟骨破壊を有する関節炎

が生じる(20)。そこで、W/Wvマウスモデルと S1/S1dマ

ウス (マスト細胞欠損マウス) を用いて K/BxN 血清によ
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る関節炎を誘発した実験では関節炎症状は軽症化や無症

状を示した(29.30)。また、K/BxN 関節炎は FcR や

FcRIII を欠損したマウスでは生じない(31.32)。さらに

Pretty2マウス (Kitに変異を持つマスト細胞欠損マウス) 

においてK/BxN血清による関節炎を誘発すると関節の炎

症は減弱する(30)。一方、Wshマウス (マスト細胞欠損マ

ウス) と Cre-mediated マウス(マスト細胞根絶マウス) 

では関節の炎症は減弱しない(33-35)。そのため、関節炎

マウスモデルを用いたマスト細胞の役割については異論

もある。しかし、mouse mast cell protease (mMCP-6) (ヒ

ト-トリプターゼの相同分子)を欠損したマウスモデルを

用いて、K/BxN 誘発関節炎を惹起させると、ワイルドタ

イプと比較して関節の炎症は減弱する(36)との報告もあ

る。 

 

5．関節リウマチとヒトマスト細胞の関係 

RA 患者の関節滑膜組織には正常患者の関節滑膜組織に

僅かにしか存在しないマスト細胞が全細胞中の 5%以上

と比較的多量に存在している(37.38)。 

RA 患者では滑膜組織の脱顆粒したマスト細胞数の増加

と炎症の強さが相関する報告されている(39-41)。そして、

RA 患者の関節滑液中のヒスタミンとトリプターゼ濃度

は OA 患者と比較して上昇している(39.40.42.43)。RA 滑

膜組織ではマスト細胞がトリプターゼを放出し、そのレ

セプターである protease activated receptor 2 (PAR2) 

は RA 滑膜線維芽細胞に高発現していることが報告され

ている(44)。マスト細胞より産生したトリプターゼは RA

滑膜線維芽細胞の PAR2 を介して Fas 依存性アポトーシ

スを阻害することで RA 患者の滑膜組織の増殖に関与し

ている(45)。  

また、RA の関節組織や関節滑液には補体である C5a が
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存在している(46)。そして滑膜線維芽細胞はマスト細胞の

遊走、成熟因子である stem cell factor (SCF) を大量に産

生し、マスト細胞を滑膜炎局所に動員させる。組織内で

成熟したマスト細胞は、CD88 及び C3a 受容体の補体レ

セプターや FcR を発現し、それぞれ C5a や C3a などの

補体活性化、IgG 自己抗体や免疫複合体と結合して脱顆

粒する(47)。 

以上より、マスト細胞の活性化が RA の病態に関与して

いることも示唆された。 

 

6．ヒト滑膜マスト細胞における IgG 受容体発現 

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る。しかし、凝集 IgG

が臍帯血由来培養マスト細胞を活性化し、IL-1、IL-5、IL-6、

IL-17A を産生したという報告はされている(48)が、IgG

受容体は特定されていなかった。  

FcRIII は培養ヒト末梢血マスト細胞では発現していな

いが (49.50)、Okayama らは以前、培養ヒト末梢血マス

ト細胞と肺マスト細胞が、IFN-刺激後に細胞表面に

FcRI を発現することを報告した(49.51)。免疫複合体や

抗 FcRI 抗体を用いた FcRI の架橋により、培養ヒト末

梢血マスト細胞において脱顆粒、Prostaglandin D2 

(PGD2) 産生、サイトカイン産生が惹起された(50.52.53)。

FcRI 依存性のマスト細胞の活性化には FcRI の鎖を必

要とすることを明らかにした(52)。Lee らは、ヒト滑膜マ

スト細胞は FcRI を恒常的かつ機能的に発現しているこ

とを報告した。培養ヒト滑膜マスト細胞を樹立し、FcRI

および FcRI を介する刺激により、脱顆粒反応、PGD2

およびサイトカイン産生が誘導されることを報告した

(53)。同時に、FcRI および FcRII は、凝集 IgG 刺激に



11 

よる滑膜マスト細胞での TNF-産生においての責任受容

体であることを報告した(53)。しかし、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なかった

(53)。 

 

7. ヒト滑膜マスト細胞 

粘膜に局在するマスト細胞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)が優位

であり、結合織や粘膜深層に局在するマスト細胞はトリ

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るマスト細胞(MCTC)が

優位である。 

分離直後のヒト滑膜マスト細胞の形態は光学顕微鏡お

よび電子顕微鏡では単核であり、細胞質に豊富な顆粒と

脂肪体を認めた (53) 。細胞内の顆粒は渦巻状および格子

状が混合しており、OA 患者と RA 患者の間で形態学的な

違いは認めていない (53) 。分離直後の滑膜マスト細胞は

80%が MCTCであり、20%が MCTであった (53) 。 

培養 10 週後のマスト細胞はトルイジンブルー染色陽性

であり、その顆粒は、細胞内の顆粒は渦巻状および格子

状が混合しており、分離直後の滑膜マスト細胞と同様の

顆粒像を示した (53) 。培養滑膜マスト細胞は分離直後の

滑膜マスト細胞と比較して Fc 受容体の発現パターン、

MCTCと MCTの割合において同様の特徴を有した(53)。 

 

以上を要約すると、RA は関節破壊を伴う自己免疫疾患

である。RA の病態として Th1 および Th17 細胞が IL-17

を介してマクロファージや滑膜線維芽細胞を活性化し、

TNF-を始めとする炎症性メディエーターを分泌し、軟

骨を傷害すると考えられている。また、RA 患者に認めら
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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 受容体を介してマクロファージを活性化さ

せ、TNF-を産生させる機序も考えられている。Lee ら

はRA患者およびOA患者の関節滑膜よりヒト培養滑膜マ

スト細胞を分離および培養に成功し、凝集 IgG (免疫複合

体刺激の代替として使用) が FcRIと FcRIIを介して培

養滑膜マスト細胞を活性化し多量の TNF-を産生するこ

とを報告した(53)。すなわち、マスト細胞も RA におい

て TNF-産生細胞の１つであることを示した。K/BxN 血

清で誘導した関節炎が IL-33 投与で増悪することや 

(21) 、IL-33 の受容体である ST2 ノックアウトマウスで

コラーゲン誘発関節炎が改善することより IL-33 の RA

への関与が示唆されている(21)。また、RA 患者では、関

節液中の IL-33 が OA 患者と比較して有意に上昇してい

ることが報告されている (28) 。さらに、IL-33 はヒト臍

帯血由来培養マスト細胞から IL-13 と IL-8 を産生させ 

(54) 、マウスマスト細胞においては FcRI の架橋刺激に

よるサイトカイン産生を増強させることが報告されてい

る。しかし、滑膜マスト細胞において IL-33 が TNF-を

産生させるか、さらに凝集 IgG 刺激による TNF-産生を

増強させるかは不明である。したがって免疫複合体と

IL-33 の共存下における滑膜マスト細胞からの TNF-産

生を検討することは意義がある 
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目的 
 

本研究は、 

1. RA または OA 患者より採取した滑膜組織から樹立し

た培養ヒト滑膜マスト細胞が IL-33 により活性化される

かどうかを検討すること。 

2. 免疫複合体刺激による培養ヒト滑膜マスト細胞の活

性化における IL-33 の影響をヒスタミン遊離量、IL-8 及

び TNF-の産生量を指標に検討すること。 

を目的とした。 
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対象と方法 
 

1.  使用試薬と使用抗体 

ヒトリコンビナント IL-33 とヒトリコンビナント IL-6、

ヒトリコンビナント SCF は PeproTech 社 (Rocky Hill, 

NJ, USA)、ヒト IgG は Jackson Immune Laboratory 社 

(West Grove, PA. USA)、ヒト TruStain FcXTMは

BioLegend 社 (San Diego, CA, USA)、抗トリプターゼ抗

体 cloneAA1 は DAKO Cytomation 社 (Carpinteria, CA, 

USA)、抗ヒト ST2抗体は R&D System社 (Minneapolis, 

MN, USA)、ビオチン標識された抗ヒト FcRI抗体 clone 

CRA1 は BD Bioscience 社 (San Jose, CA, USA)、

streptavidin-PE は BD Bioscience 社、streptavidin-Cy3

は BioLegend 社 (San Diego, CA, USA)、Alexa Fluor 

488 は Life technologies 社 (San Jose, CA, USA)、DAPI

は Life technologies 社、Iscove’s modified Dulbecco’s 

medium (IMDM) は Invitrogen社(Carlsbad, CA, USA)、

コラゲナーゼは Sigma-Aldrich社 (St.Louis, MO, USA)、

ヒアルロニダーゼ Sigma-Aldrich 社、ウシ胎児血清 Fetal 

Bovine Serum (FBS) は Gibco 社 (Life technologies 社) 

(San Jose, CA, USA)、ペニシリン/ストレプトマイシンは 

Invitrogen社、HistoDenz solutionは Sigma-Aldrich社、

リンパ球分離溶液 lymphocyte separation medium 

(LSM) は Organon Teknika 社 (Durham, NC, USA)、ウ

シ血清アルブミン bovine serum albumin (BSA) は

Sigma-Aldrich 社、無血清メチルセルロース

METHOCULT SFBIT は Stem Cell Technologies 社 

(Vancouver, BC, Canada) よりそれぞれ購入した。 

凍結組織切片作製用包埋剤 Optimal Cutting 

Temperature (OCT) コンパウンドはサクラファイテッ

クジャパン社 (Tokyo, Japan) より購入した。 
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2. ヒト滑膜マスト細胞の分離・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、書面で承

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OA患者とRA患者の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使用した。滑膜組

織は細菌増殖を防ぐために氷で冷やし作業をした。まず、

クーパーを用いてできるだけ細切した。次に、IMDM 浮

遊させた細胞をコラゲナーゼ (Sigma-Aldrich 社, 

1.5mg/ml) とヒアルロニダーゼ (Sigma-Aldrich 社, 

0.75mg/ml) を 50ml Falcon チューブに混和して、37℃

40 分インキュベーターでシェイクすることで細胞を分散

振盪した。次に酵素処理した組織をガーゼで濾過し、細

胞を単離した (マスト細胞の純度は約 5%)。マスト細胞の

純度を上げるために、単離された細胞に、FBS とペニシ

リン/ストレプトマイシン (100 units/ml) を添加した。

IMDM に再浮遊させた後、22.5% HistoDenz 溶液と LSM

を用いて遠心した。滑膜マスト細胞を含む単核球分画は、

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。マスト細胞の純度は 43±4% ( OA 患者

の 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) 。回収された滑膜マスト細胞を

含む単核球分画は、BSA、ヒトリコンビナント SCF (100 

ng/ml)、およびヒトリコンビナント IL-6 (50 ng/ml) 含ん

だ IMDM で 24-48 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を含む細胞分画
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とした。 

分離直後の滑膜マスト細胞を含む細胞分画を無血清メ

チルセルロース培地にヒトリコンビナント SCF (200 

ng/ml)とヒトリコンビナント IL-6 (50ng/ml) を添加した

IMDM で培養した(55)。42 日目には無血清メチルセルロ

ース培地をリン酸緩衝液 (PBS) で溶解し、0.1% BSA、

ヒトリコンビナント SCF (100 ng/ml)、ヒトリコンビナン

ト IL-6 (50 ng/ml) を含有した IMDM (以下、MC培地) に

再浮遊させ培養を継続したが、培養開始 10 週後にはキム

ラ染色陽性細胞の割合は約 98%となった。10 週後の培養

細胞における、トリプターゼおよびキマーゼの発現は 4

検体の平均±標準誤差は、MCTCが 81±3%で MCTが 12

±4%であった。このことは培養細胞がマスト細胞である

ことを示している。また 1g の滑膜組織から約 19×105個

の培養滑膜マスト細胞が得られた(53)。マスト細胞の純度

の測定にはキムラ染色を用いた。キムラ染色はサポニン

を含有したトルイジンブルー染色液である。 

 

3. 凝集 IgG の精製 

凝集 IgG はヒト IgG からマイクロチューブヒーターを

用いて 63℃で 1 時間加熱することで得られた(56)。

10,000g で 30 分遠心することで大きな凝集物を沈殿除去

した上清を回収した。上清中の凝集 IgG を実験に使用し

た。 

 

4. ヒト滑膜マスト細胞の活性化 

滑膜マスト細胞 (2.0×104 /ml に調整) は HEPES 緩衝

液もしくは MC 培地に浮遊させた。ヒスタミン遊離量の

測定や PGD2産生量の測定実験では、IL-33 (3, 10 および

30 ng/ml)、CRA-1 (0.3 μg/ml)、単量体 IgG (1.0 μg/ml) あ

るいは凝集 IgG (1.0 μg/ml) を滑膜マスト細胞に添加し
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37℃で 30 分間刺激した。細胞上清中のヒスタミン遊離量

および PGD2産生量、及び細胞内のヒスタミン量を EIA

で測定した。 

サイトカインアッセーでは滑膜マスト細胞 (2.0×106 

/ml に調整)に CRA-1 (0.3 g/ml)、単量体 IgG (1.0 g/ml)

あるいは凝集 IgG (1.0 g/ml)を添加し、また同時に IL-33 

(10, 30 ng/ml) で添加し、37℃で 6 時間刺激した。細胞

上清中の IL-8産生量および TNF-産生量を ELISAで測定

した。 

 

5. メディエーターアッセー 

ヒスタミンの測定には酵素免疫測定法 (enzyme 

immunoassay: EIA) kit (MBL Co., Ltd., Nagano, 

Japan) 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 BD 

Bioscience 社 (San Jose, CA, USA)、R&D System 社 

(Minneapolis, MN, USA)を用いた。 

 

6. フローサイトメトリー 

ヒト滑膜マスト細胞における、細胞表面のタンパク質の

発現を調べるために、フローサイトメーターで解析を行

った。FcR のブロッキングのためヒト TruStain FcXTMに

て 4℃、15 分反応させた後、ビオチン標識抗 FcRI抗体

及び抗 ST2 抗体と細胞を暗所、4℃で 30 分間インキュベ

ートした。その後、PBS で 2 回洗浄した。次に、蛍光色

素 PE-streptavidin と共に 4℃、30 分間反応させた後、

FcRIと ST2 のマスト細胞表面上の発現を FACScan 

(BD Bioscience, San Jose, CA, USA)で検出し、FlowJo 

(Tree Star, Inc., Ashland, OR.USA)で解析した。 
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7. 凍結スライド標本の作製 

 採取した関節滑膜組織を固定液として 10%ホルマリン

を使用し、4℃で 24 時間固定液に浸漬した。固定を行っ

た後は、固定液の洗浄・置換操作のため PBS で 3 回洗浄

後、10%スクロース含有 PBSに 4℃で 4時間浸漬した後、

15%スクロース含有 PBS に 4℃で 4 時間浸漬した。そし

て最後に、20%スクロース含有 PBS に 4℃で一晩浸漬し

た。OCT コンパウンドで包んで凍結させた。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。クリオスタットを用い

て約-20℃の低温度下でミクロトームにより 10 μm の薄

切し、スライドガラスに貼り付けた。作成したスライド

は解凍時の霜の付着を防ぐためにプラスチックケースに

入れ、その上からラミネートフィルムに入れて封をした。

-20℃で保存し、使用時は室温で徐々に解凍してから、ス

ライドを取り出した。 

 

8. 免疫組織染色法 

前述したクライオスタットを用いて作成したスライド

を使用した。1%PBS を洗浄液として使用した。スライド

は室温で解凍した後、5 分間の洗浄を洗浄液で 3 回施行し、

細胞内染色のために-20℃のアセトンで 5分間固定をした。

5 分間の洗浄を 3 回施行し、2%スキムミルクを用いて室

温で 1 時間非特異的結合をブロッキングした。マスト細

胞はアレクサ 488 標識抗トリプターゼ抗体 (5.0 g/ml) 

および、ビオチン標識抗ヒト ST2 抗体  (2.0 g/ml) で添

加し氷を入れたケースの中で暗所、30 分染色した。そし

て、3 回洗浄した後に streptavidin-Cy3 とともに室温で

1 時間染色することで、ST2 陽性細胞を可視化した。5 分

間の洗浄を 3 回施行し、DAPI を半適ほど滴下し、カバー
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ガラスを重ねた。共焦点顕微鏡 (Olympus, Tokyo, 

Japan) を用いて観察した。 

 

9. 統計処理 

2 群間の有意差はウィルコクソン・マン・ホイットニー

検定を用い、p < 0.05 を統計学的に有意差があるものとし

た。 
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結果 
 

1. 培養滑膜マスト細胞表面上の IL-33の受容体 ST2の発

現 

 

OA 患者および RA 患者の培養滑膜マスト細胞に FcRI

が発現しているかを、フローサイトメーターを用いて確

認した(図 4A)。このことは、その細胞がマスト細胞であ

ることを示している。平均蛍光強度比 (mean 

fluorescence intensity ratio; MFI)は OA 患者の培養滑膜

マスト細胞で 4.0 ± 1.0 であり、RA 患者の培養滑膜マス

ト細胞では 5.7 ± 2.1 であった(図 4B)。  

抗ヒト ST2 抗体を使用しフローサイトメーターにて、両

者の細胞表面上に ST2が発現していることを確認した(図

4A)。培養滑膜マスト細胞表面上の ST2 の発現は OA と

RA 患者間に有意差を認めなかった。OA 患者の培養滑膜

マスト細胞では MFI ratio が 1.5 ± 0.1 であり、RA 患者

の培養滑膜マスト細胞では 1.3 ± 0.1 であった。FcRI お

よび ST2 の発現の強度は RA、OA 間に有意差を認めなか

った(図 4B)。 

 

2. RA 患者の関節滑膜組織のマスト細胞における ST2 の

発現 

 

RA 患者の関節滑膜組織を用いて、免疫組織染色法によ

って、トリプターゼ陽性のマスト細胞に ST2 が発現して

いることを示した(図 5, 白矢印)。RA 患者の関節滑膜組

織のマスト細胞における ST2 の発現を認めた。RA 患者 1

症例の関節滑膜組織ではトリプターゼ陽性細胞中の ST2

陽性細胞の割合は 12.7%であった。また OA 患者 1 症例

の関節滑膜組織ではトリプターゼ陽性細胞中の ST2 陽性
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細胞の割合は 10.3%であった。 

 

3. IL-33 単独刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-8

と TNF-の産生 

 

培養滑膜マスト細胞表面上に ST2 の発現を認めたので

その ST2 が機能を有するか検証するために、IL-33 単独

刺激によって IL-8 と TNF-が産生されるかを検討した。 

RA、OA 患者由来の培養滑膜マスト細胞に IL-33 (3, 10

および 30 ng/ml)を添加し 37℃で 6 時間刺激した。刺激

後、上清中の IL-8 と TNF-量を測定した。IL-8 と TNF-

は共に 30 ng/ml の IL-33 刺激で IL-33 無添加群と比較し

て有意な産生量の増加を認め (p < 0.05)。しかし、OA、

RA間で IL-8と TNF-産生量に有意差を認めなかった(図

6)。 

 

4. FcRI および FcRI 架橋刺激による脱顆粒反応におけ

る IL-33 の影響 

 

FcRIおよび FcRI架橋刺激による培養滑膜マスト細胞

からの脱顆粒反応における IL-33 による影響を抗 FcRI 

抗体 (CRA-1)と凝集 IgG 刺激を用いて検討した(図 7)。 

培養滑膜マスト細胞に IL-33 (10, 30 ng/ml)、CRA-1 (0.3 

μg/ml)、単量体 IgG (1.0 μg/ml) あるいは凝集 IgG (1.0 

μg/ml)を添加し、37℃、30 分刺激後の上清中および細胞

内のヒスタミン量を測定した。抗 FcRI 抗体と凝集 IgG

刺激によって有意なヒスタミン遊離を認めた (p < 0.05)。

しかし、IL-33 単独刺激ではヒスタミンは遊離されず、ま

た IL-33は CRA-1あるいは凝集 IgG刺激によるヒスタミ

ン遊離量には有意な影響を認めなかった(図 7)。 
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5 凝集 IgG 刺激による培養滑膜マスト細胞からのサイ

トカイン産生における IL-33 の影響。 

 

FcRI を介したサイトカイン産生における IL-33 の影響

について検討した。IL-33 を 10 および 30 ng/ml の濃度で

凝集 IgG (1.0 μg/ml) と同時に添加し、IL-8 と TNF-αの

産生について検討した(図 8)。IL-33 (30 ng/ml)単独刺激

においても少量の IL-8 (750 pg/106MCs)と TNF- (25 

pg/106MCs)が産生された。凝集 IgG 刺激は単量体 IgG 刺

激と比較して有意な IL-8 と TNF-αの産生を惹起した(p 

< 0.05 又は p < 0.01)。IL-33 (30 ng/ml)は凝集 IgG 刺激

による IL-8 と TNF-の産生を相乗的に増加させた(p < 

0.05)。 
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考察 
 

培養滑膜マスト細胞は、細胞表面上に ST2 を発現してい

ることを示した。関節滑膜組織のマスト細胞においても

ST2 が発現していた。しかし、培養滑膜マスト細胞の ST2

発現レベルはRA患者とOA患者では同等であった(図 4)。 

培養滑膜マスト細胞は、IL-33 の単独刺激ではヒスタミ

ンの脱顆粒反応は誘導されないが、IL-33 (30 ng/ml)では

IL-8 および TNF-産生を惹起した(図 6)。この作用はす

でにヒト臍帯血マスト細胞で報告されており(54)、図 3 で

示した通り ST2を介する刺激が NFBの活性化を惹起す

ることよりサイトカイン産生を誘導されたと考える。し

かし、脱顆粒に必須の Phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 

-カルシウムの増加-プロテインキナーゼ C の活性化の経

路は活性化されないため脱顆粒を惹起されないと考えら

れる (図 9)。培養滑膜マスト細胞は抗 FcRI 抗体および

凝集 IgG刺激によって有意なヒスタミン遊離を認めた(図

7)。しかし、培養滑膜マスト細胞は IL-33 の添加によって

抗 FcRI 抗体および凝集 IgG 刺激によるヒスタミン遊離

量には有意な影響を認めなかった(図 7)。これも脱顆粒に

必須のシグナル伝達経路が IL-33 によって誘導されない

ためと考えられる。また、培養滑膜マスト細胞において

凝集 IgG 刺激は単量体 IgG 刺激と比較して有意に多量の

IL-8 と TNF-の産生を惹起した(図 8)。加えて、培養滑

膜マスト細胞において IL-33 (30 ng/ml)は凝集 IgG 刺激

による IL-8 と TNF-の産生を相乗的に増加させた (図

8)。関節液中の IL-33 濃度は OA 患者 では 424.8 ± 

40.5pg/ml であり、これと比較して RA 患者では 2235.8 

± 5035.4pg/ml と有意に高値と報告されている (28)。し

たがって、IL-33 は主に滑膜線維芽細胞より産生されてい

ることより、RA 患者の滑膜組織局所では IL-33 の濃度は
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さらに高いことが予想され、in vitro の実験で用いた濃度

まで上昇している可能性はあると考える。本研究では RA

患者由来とOA患者由来のマスト細胞から IL-33によるサイ

トカイン産生能と ST2発現強度において違いはなかった。

しかし、RA患者と OA患者の関節滑液中の濃度の報告 (28) 

からも示唆されるように微小環境ではマスト細胞周囲の

IL-33濃度が RAで優位に高くなっているために、RA患者

のマスト細胞には IL-33の影響が及び、一方 OA患者のマス

ト細胞では IL-33の影響が少ないと考える。 

本研究では、培養滑膜マスト細胞における ST2 の分子間

のシグナル経路と凝集 IgG 刺激によるサイトカインの産

生経路については検討していない。IL-33 の受容体は ST2 

(IL-33R鎖) とシグナル伝達に関与する IL-1RAcP 

(IL-33鎖)から構成される。IL-33 が ST2 と結合すると細

胞内アダプター分子である MyD88、IRAK1、IRAK4、

TRAF6 を介して NF-B 経路と p38-mytogen-activated 

protein kinase (MAPK)経路が活性化され、シグナルは細

胞核内に伝達される。MyD88 は ST2 のアダプター分子で

あり、ST2 の凝集により IRAK1、IRAK4、TRAF6 を修

飾させ、 inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 

(IKK)依存性 nuclear factor of kappa light polypeptide 

gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (IBのリン

酸化を介してその刺激は NF-B の活性化に至る。一方、

FcRI の架橋刺激は活性化 T 細胞核因子 Nuclear Factor 

of Activated T cell (NFAT）活性化のシグナルと

transforming growth factor -activated kinase 1 

(TAK1)にも作用し、p38-MAPK と c-Jun N-terminal 

kinase (JNK)をリン酸化させる。そのシグナルは核内の

activating transcription factor-2 (ATF-2) の経路と

c-Jun と NFAT の経路により炎症性サイトカイン産生の

シグナルが伝達される(57) (図 9)。IL-33 のシグナルと
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FcRを介するシグナルはや PL3K を介した Ca2+経

路や核内における activator protein 1 (AP-1) と NFAT

の経路でシグナルリンクし相乗的なサイトカイン産生を

起こすと報告されている(57)。IL-33 刺激単独では Ca2+

動員や NFAT 活性化のシグナルは惹起できない(57)。 

ヒトマスト細胞が FcRI刺激と同様に FcRI刺激におい

ても FcRI鎖を介して活性化シグナルを伝達するので同

様のシグナル経路を介して IL-33 と凝集 IgG はサイトカ

イン産生を相乗的に増加したと考える(52)。 

可溶性の分泌型 sST2 はデコイ受容体として IL-33 と結

合して、細胞表面上の ST2 と IL-33 の結合を阻害する

(16.17)。さらに IL-33 のシグナル経路のアダプター分子

ある MyD-88 をノックアウトしたマウス末梢血単核球で

は IL-33 による刺激において IL-6 と IL-13 が産生低下し

ている(57)。これらの報告は、IL-33 の経路を阻害するこ

とにより炎症性サイトカインの産生が抑制されることを

示唆する。免疫複合体による滑膜マスト細胞からの IL-8

及び TNF-の産生を減弱させるため IL-33/ST2 を標的と

した新たな治療薬の開発が期待される。また、IL-33/ST2

経路の阻害は脱顆粒反応を抑制しないため、正常な即時

型アレルギー反応には影響を与えない点は寄生虫や真菌

対する防御反応を抑制しないと考えられる。また、ヒス

タミン遊離による血管のトーヌスの調整などのホメオス

ターシスに関与する機能も抑制しないと考えられる。し

かしながら、IL-33 は抗ウイルス作用を弱める作用がある

ことが報告されている (58) 。ヒトパピローマウイルス感

染による子宮頚がんを発症した患者の子宮頚部では

IL-33 の mRNA と蛋白の低下が報告されており (58) 、

IL-33 を単純に阻害することは副作用のリスクもあると

考えられる。 

Lee らはすでに凝集 IgG が FcRI と FcRIIA を介して
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マスト細胞を活性化させることを報告した(53)。本研究で

用いている培養滑膜マスト細胞では FcRI と FcRIIA の

両者が発現しているが、滑膜組織のマスト細胞は FcRIIB

の発現が高く、FcRII からの刺激は入りにくい(53)。し

たがって、FcRI、FcRIIA および FcRIIB の発現の比率

で免疫複合体刺激によってどれだけ TNF-が産生される

かが決まるため、RA および OA において FcRIIA と

FcRIIB の発現の差を今後検討していく予定である。 

本研究では免疫複合体刺激による滑膜マスト細胞から

の TNF-や IL-8の産生を IL-33は相乗的に増加させるこ

とにより RA 患者における関節組織の炎症反応を増悪さ

せていることが示唆された。 
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まとめ 
 

本研究では、RA 患者および OA 患者由来の培養滑膜マ

スト細胞の IL-33 産生能と ST2 発現強度において違いは

示されなかったが、RA 患者と OA 患者の関節滑液中の濃

度の報告 (28) からも示唆されるように微小環境ではマ

スト細胞周囲の IL-33濃度がRAで優位に高くなっている

ために、RA 患者のマスト細胞には IL-33 の影響が及び、

一方 OA 患者のマスト細胞では IL-33 の影響が少ないと

考える。RA 患者および OA 患者由来の関節滑膜マスト細

胞が IL-33 の受容体である ST2 を発現していることを示

した。IL-33 単独刺激で TNF-と IL-8 が培養滑膜マスト

細胞より産生され、免疫複合体と IL-33 の共刺激により

滑膜マスト細胞は相乗的にTNF-と IL-8を局所に産生す

ることから、関節リウマチの病態形成や症状の増悪に関

与することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 



28 

謝辞 
 

本研究は日本大学医学部総合医学研究所免疫・アレルギ

ー学グループ(岡山吉道准教授)において実施したもので

す。 

本研究に関して、研究ならびに学位論文の御指導、御校

閲を直接賜りました日本大学医学部総合医学研究所免

疫・アレルギー学グループの岡山吉道准教授に深謝いた

します。また、研究の御指導を賜りました柏倉淳一博士

ならびに坂本-佐々木朋美氏に深謝いたします。 

本研究の御指導を賜りました日本大学医学部整形外科

系整形外科学分野、德橋泰明教授、日本大学医学部病態

病理学系微生物学分野、羅智靖客員教授に深謝いたしま

す。 

 

 

 



29 

表 

 
表 1  IL-33/ST-2 に対する処置と影響 
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図 
 

図 1. RA におけるサイトカイン産生と病変形成 
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図 2. IL-33 の産生機構の模式図  
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図 3. IL-33 の細胞内シグナル伝達 
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図 4. 培養滑膜マスト細胞表面上の ST2 発現 
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図 5. RA 患者の関節滑膜組織のマスト細胞におけ

る ST2 発現 

 

 
 

 

 

 

図 6. 培養滑膜マスト細胞における IL-33 依存性の

サイトカイン産生 
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図 7. FcRI および FcRI 架橋刺激によるヒト培養

滑膜マスト細胞からの脱顆粒反応における IL-33

の影響 
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図 8. 凝集 IgG 刺激による培養滑膜マスト細胞か

らのサイトカイン産生における IL-33 の影響 
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図 9. IL-33 と FcRI の架橋刺激のクロストーク 
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図説 
 

図 1. RA におけるサイトカイン産生と病変形成 

 

 RA の関節局所で骨破壊の病態には、活性化された T 細

胞、主に Th1 細胞及び Th17 細胞が炎症シグナルを滑膜

に伝達することが重要となる。 

Th1 細胞は Interferon- (IFN-) を産生してマスト細胞

やマクロファージおよび滑膜線維芽細胞を活性化する。

これらの細胞から産生される VEGF、FGF、IL-8、G-CSF、

IL-1、IL-6、TNF-により血管新生、好中球の遊走と炎

症、組織傷害が起こる。一方、Th17 細胞は CCR6 を発現

しており滑膜細胞から産生するケモカインCCL20によっ

て滑膜へ動員される。Th17 細胞が lL-17 を産生し、マク

ロファージや滑膜線維芽細胞を活性化する。IL-17 の作用

を受けた骨細胞や滑膜線維芽細胞は基質分解酵素 MMP

を分泌しプロテオグリカンやコラーゲン線維を破壊し軟

骨を傷害する。また、IL-17 によって滑膜線維芽細胞の

RANKL の発現を上昇させ、Th17 細胞も RANKL を発現

する。また、滑膜線維芽細胞分化を促進する炎症性サイ

トカインである IL-1、IL-6、TNF-の産生を増加させる。

滑膜線維芽細胞の増殖は、肉芽(パンヌス)の形成をもたら

し、肉芽の増大は組織の循環障害や栄養障害をもたらす。

滑膜線維芽細胞および骨細胞から RANKL が破骨細胞前

駆細胞に作用すると破骨細胞の分化を誘導する。 

 

Th17: T helper 17 

IFN-: Interferon-  

VEGF: vascular endothelial growth factor 

FGF: fibroblast growth factor 

G-CSF: granulocyte-colony stimulating factor 
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IL-8: Interleukin-8 

CCR6: C-C chemokine receptor 6 

CCL20: Chemokine (C-C motif) ligand 20  

RANKL: receptor activator of nuclear factor kappa-B 

ligand 

M-CSF: macrophage colony-stimulating factor  

MMPs: matrix metalloproteinases 

 

図 2. IL-33 の産生機構の模式図  

 

IL-33 は N 末端に核移行シグナル、C 末端には IL-1 様サ

イトカインドメインより構成されている。核内に存在す

る IL-33 は，ネクローシスでは生理活性を有する活性型

IL-33 として分子量 33kDa の全長のまま細胞外へ放出さ

れる。一方、アポトーシスでは IL-33 は caspase-3 と

caspase-7 によって IL-1 様サイトカインドメインが分断

され、不活性型 IL-33 となる。 

 

図 3. IL-33 の細胞内シグナル伝達 

 

IL-33の受容体は ST2 (IL-33R鎖) とシグナル伝達に関

与する IL-1RAcP (IL-33鎖)から構成される。IL-33 が

ST2 と結合すると細胞内アダプター分子である MyD88、

IRAK1、IRAK4、TRAF6 を介して NF-B 経路と MAPK

経路が活性化される。また sST2 はデコイ受容体として

IL-33 と結合して、細胞膜上の ST2 と IL-33 の結合を阻

害する。 

 

IL-1RAcP: interleukin-1 receptor accessory protein  

sST2: soluble ST2 

MyD88: myeloid differentiation factor 88 

IRAK: IL-1R-associated kinase 
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TRAF6: TNF receptor associated factor 6 

MAPK: mitogen-activated protein kinase 

AP-1: activator protein 1 

IKK: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 

NF-B: nuclear factor-kappa B 

 

図 4. 培養滑膜マスト細胞表面上の ST2 発現 

 

図 A. 上段は OA 患者の培養滑膜マスト細胞(OA MCs)、

下段は RA 患者の培養滑膜マスト細胞(RA MCs)の細胞表

面における FcRI と ST2 の発現を、フローサイトメータ

ーを用いて確認した。培養滑膜マスト細胞に FcRI が発

現していることは、その細胞がマスト細胞であることを

示している。灰色のヒストグラムはアイソタイプコント

ロールである。右上の数値はアイソタイプコントロール

の発現蛍光強度と FcRI または ST2 の発現蛍光強度の比

である。平均蛍光強度比 (mean fluorescence intensity 

ratio; MFI)を示している。OA 患者 1 症例と RA 患者 1

症例の代表的なヒストグラムを示した。 

図 B. 培養滑膜マスト細胞表面上の FcRIと ST2の発現

を MFI ratio で散布図で示す。5 人の OA 患者と 3 人の

RA 患者の培養滑膜マスト細胞を用いた。白丸が OA で黒

丸が RA を示し、有意差を認めなかった。N.S は有意差な

しを示す。 

 

図 5. RA 患者の関節滑膜組織のマスト細胞における ST2

発現 

 

RA 患者 1 症例の関節滑膜組織を用いて、免疫組織化学

染色法によって、トリプターゼ陽性のマスト細胞に ST2

が発現していること調べるために抗トリプターゼ抗体と

抗 ST2 抗体で 2 重染色を行った。緑色はトリプターゼ、
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赤色は ST2、青色は核を示す。トリプターゼと ST2 が

merge された細胞は黄色になる。白の矢印は ST2 陽性の

滑膜マスト細胞、緑色の矢印は ST2 陰性の滑膜マスト細

胞をそれぞれ示している。 

 

図 6. 培養滑膜マスト細胞における IL-33依存性のサイト

カイン産生 

 

OA患者由来の培養滑膜マスト細胞(白色のバー)とRA患

者由来の培養滑膜マスト細胞(黒色のバー)に IL-33 (3, 10

および 30 ng/ml)を添加し 37℃で 6 時間刺激した。刺激

後、上清中の IL-8 と TNF-量を ELISA 法で測定した。*

は IL-8 と TNF-は共に 30 ng/ml の IL-33 刺激で IL-33

無添加群と比較して有意な産生量の増加を認めた (* p 

< 0.05) 。しかし、OA、RA 間で IL-8 と TNF-産生量に

有意差を認めなかった。エラーバーは、平均値±標準誤

差を示す。OA 患者 7 症例、RA 患者 4 症例の培養滑膜マ

スト細胞を用いて OA は 7 実験、RA は 4 実験を独立した

ELISA の 3 アッセーにて施行した。 

 

図 7. FcRI および FcRI 架橋刺激によるヒト培養滑膜マ

スト細胞からの脱顆粒反応における IL-33 の影響 

  

培養滑膜細胞に抗 FcRI 抗体 (CRA-1, 0.3 μg/ml )、単

量体 IgG (mono IgG, 1.0 g/ml) あるいは凝集 IgG (agg 

IgG, 1.0 g/ml )を添加し 30 分刺激した。IL-33 (0 ng/ml, 

白色のバー) で、IL-33 (10 ng/ml, 斜線のバー)、IL-33 (30 

ng/ml, 黒色のバー) を示す。ヒスタミン遊離量は EIA を

用いて測定した。抗 FcRI 抗体は刺激有無で比較し、凝

集 IgG 刺激は単量体 IgG 刺激と比較し有意差 p < 0.05 

を認めた。 IL-33 の添加によるヒスタミン遊離量には有
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意な影響を認めなかった。*は p < 0.05 の有意差を認めた

ことを示す。エラーバーは、平均値±標準誤差を示す。

OA 患者 3 症例の培養滑膜マスト細胞を用いて、3 実験施

行した。 

  

図 8 凝集 IgG 刺激による培養滑膜マスト細胞からのサ

イトカイン産生における IL-33 の影響 

 

凝集 IgG 刺激による培養滑膜マスト細胞からの IL-8 と

TNF-の産生における IL-33同時添加の影響を検討した。

0 ng/ml IL-33 は白いバーで、10ng/ml IL-33 は斜線のバ

ーで、30ng/ml IL-33 は黒いバーで示す。IL-33 と単量体

IgGあるいは凝集 IgGを滑膜マスト細胞に同時添加 24時

間後の細胞上清中の IL-8 と TNF-を ELISA にて測定し

た。*は p < 0.05、**は p < 0.01 の有意差を認めたことを

示す。エラーバーは、平均値±標準誤差を示す。OA 患者

6 症例の培養滑膜マスト細胞を用いて 6 実験を独立した

ELISA の 4 アッセーにて施行した。 

 

図 9. IL-33 と FcRI の架橋刺激のクロストーク 

 

IL-33が細胞表面上の ST2と IL-1RAcP結合すると細胞

内アダプター分子である MyD88、IRAK1、IRAK4、

TRAF6 を介して IKK 依存性に IBをリン酸化して

NF-B 活性化の経路と TRAF6 から TAK1 のリン酸化を

介する p38-MAPK経路が活性化されシグナルは細胞核内

に伝達される。一方、FcRI の架橋刺激は PI3K を介した

カルシウムの動員で NFAT 活性化のシグナルと TAK1を

リン酸化作用し、p38-MAPK と JNK をもリン酸化させる。

そのシグナルは核内の ATF-2の経路と c-JunとNFATの

経路により炎症性サイトカイン産生のシグナルが転写さ
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れる(57)。IL-33 のシグナルと FcRI鎖を介するシグナル

はや PL3K を介した Ca2+経路や核内における AP-1

と NFAT の経路でシグナルリンクし相乗的なサイトカイ

ン産生を起こしている(59)。しかし、IL-33 刺激単独では

Ca2+動員やNFAT活性化のシグナルは惹起できない(57)。 

FcRI 刺激と同様に FcRI 刺激においても FcRI鎖を介

して活性化シグナルを伝達する(59)ので同様のシグナル

経路を介していることが考えられる。 

 

IL-1RAcP: interleukin-1 receptor accessory protein  

MyD88: myeloid differentiation factor 88 

IRAK: IL-1R-associated kinase 

TRAF6: TNF receptor associated factor 6 

TAK1: Transforming growth factor  (TGF-)-activated 

kinase 1 

IKK: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase 

IBnuclear factor of kappa light polypeptide gene 

enhancer in B-cells inhibitor, alpha 

MAPK: mitogen-activated protein kinase  

Pl3K: Phosphatidylinositol 3-kinase 

NFAT: Nuclear factor of activated T-cells 

ATF-2: activating transcription factor-2  

JNK: c-Jun N-terminal kinase 

AP-1: activator protein 1 

Syk: Spleen tyrosine kinase 

Lyn: Lck/Yes novel (tyrosine kinase) 

LAT: Linker for activation of T-cells 

Grb2: growth factor receptor-bound protein 2 
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