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　教育・研究概要

I.　インターロイキ 31の機能解析
　IL-31 がアトピー性皮膚炎や脱毛の発症にどのよ

うに関与しているか解析を進めている。最初に

IL-31 過 剰 発 現（IL-31Tg） マ ウ ス を 作 成 し て

IL-31 の機能を調べた。IL-31Tg マウスは剛毛，薄

毛あるいは脱毛などの毛髪所見や激しい掻痒行動，

さらには血 IgE レベルも上昇することが観察され

た。次に，これらの所見は rIL-31 を投与した正常

マウスにおいても再現されることを確認した。

　この研究において，IL-31 の機能は IL-31 レセプ

ターを発現している細胞によって規定されることが

推測された。しかしながら，IL-31R の発現動態は

メッセージレベルでの推測であり，蛋白レベルで的

確に解析できる抗体は今のところない。そこで，

IL-31 の機能を実証するために IL-31 に対して中和

活性をもつ抗体のスクリーニングをも試みた。その

結果，IL-31 に対して結合活性をもったポリクロー

ナルおよびモノクローナル抗体を作成し ELISA の

システムを確立できたが，IL-31 に対して中和活性

をもつ抗体は，残念ながら今のところ得られていな

い。

　現在は，リガンドではなくレセプターに着目し，

レセプターに対する抗体を作成することで IL-31

の機能を解明する，あるいは IL-31 の機能を制御

する研究を進めている。

II.　蛋白質分泌ベクターの作成
　蛋白質作成法には様々あるが，どの方法を用いて

作成するかは実験の目的，方法により選択する必要

がある。特に免疫応答を解析する上で，目的とした

蛋白質を作成する方法の選択は頭の痛い問題であ

る。それは，目的とした蛋白質の正しい高次構造の

維持および免疫応答を引き起こす微量狭雑物の混在

など考慮する必要性から生じる。

　当研究部で解析しているサイトカインの Inter-

leukin 31（IL-31）は，優れた生産蛋白質の細胞外

への放出特性を持つ。そこでこの特徴を生かした細

胞外蛋白質放出ベクターの作成に着手した。最初に

東京慈恵会医科大学 教育・研究年報 2008年版



　 243 　

蛍光蛋白質と融合させた，様々なサイトカインの蛋

白質放出効率を比較検討したが，それらの中で，

IL-31 誘導体は際立った蛋白質放出効率をもつこと

が判明した。

　次に，IL-31 の細胞外への蛋白質分泌に影響を及

ぼす領域を決定する為，変異体を作成し解析を行

なった。IL-31 の非調節性蛋白質放出活性は，糖鎖

修飾配列と IL-31 のシグナル配列の協奏的効果に

より生じている事が判明した。そこで，これらの知

見をもとに IL-31 をベースとした非調節性蛋白質

発現ベクターの作成を試みた。

　ヒト癌抑制遺伝子ｐ 53 蛋白質を浮遊性細胞であ

る FreeStyle 293-T 細胞で発現させた所，発現し

た p53 蛋白質の約 30％が培地中に放出されること，

放出された蛋白質は１ステップカラムで簡便に純化

されること，さらには精製した蛋白質は DNA 配列

特異的結合活性があることなどが明らかになった。

また，EGFP 蛍光蛋白質，ヒト Myc 蛋白質，ヒト

アポトーシス誘導蛋白質（Taip-3）が培地中に高

効率で放出され，簡便に精製されることも確認でき

た。これらの非調節的細胞外蛋白放出は接着細胞で

ある Cos-1,HEK-293 細胞においても認められた。

　本ベクターを用いることにより，目的とした蛋白

質を哺乳細胞に無血清培地で産生分泌させ，活性を

保持したまま精製できることが可能となった .

III.　ヒノキ科花粉アレルゲンに対する交差反応性
　これまで日本人スギ花粉症患者の外国産ヒノキ科

花粉アレルゲンに対する交差反応性を，スギ花粉症

患者末梢血単核球を用いて T 細胞レベルで検討し

てきた。抗体レベルでの交差反応性を，患者血清を

用いてウェスタンブロット法にて解析したが，非特

異的反応が強くこれまでに納得する結果が得られて

いない。この原因として，抗体価が低い，IgG の抗

体量は IgE に比較して 1000 倍以上あるため，ある

いは技術的未熟さ等によることが考えられる。

　最近，患者末梢血を用いた好塩基球活性化テスト

（BAT）がアレルギーの発症に関与するアレルゲン

の同定に有効な検査法であることが報告された。

BAT の原理は，好塩基球に結合した IgE をアレル

ゲンで架橋すると好塩基球表面の活性化マーカーで

あ る CD203c の 発 現 増 強 が 認 め ら れ る。 こ の

CD203c の発現増強をフローサイトメトリーによっ

て測定する検査法である。

　解析した結果，日本人のスギ花粉症患者のほとん

どが外国産ヒノキ科花粉アレルゲンに交差反応を示

すことが明らかになった。さらに，BAT は intact

な状態でアレルゲンと IgE 抗体の反応を解析でき

る，ウェスタンブロット法や皮内反応試験に代わる

有用な検査法となることが示唆された。

　「点検・評価」
　免疫の基礎研究から応用研究まで，様々な手法を

用いて研究を進めている。基礎研究では研究室一丸

となって IL-31 の機能解析を進めているが，アレ

ルギーの発症に IL-31 がどのくらい関与するのか

未だに明らかにできなかった。それは，IL-31 の機

能を阻害する特異的抗体あるいは拮抗薬がないため

である。しかしながら，その過程において新たな興

味ある展開も生まれた。IL-31 の優れた生産蛋白質

の細胞外への放出特性を持つ特徴を生かした細胞外

蛋白質放出ベクターの作成であり特許を申請してい

る。さらに，基礎研究として自然免疫が獲得免疫に

どのような影響を及ぼすのかを PGD2 のレセプ

ターの観点から追及しており，炎症初期の非特異的

反応が抗原特異的ヘルパーT 細胞の特徴に影響す

る事実を見出している。応用研究においては，耳鼻

科，眼科，皮膚科，小児科および内科等との共同研

究により，アレルギーや自己免疫疾患に対する病態

および発症機構の解明などの研究を進展させること

ができた。特に，臨床系大学院生や他の教員が数多

く当研究部を利用するようになり，開かれた研究室

として機能は充分に果たされたと思う。

　当研究室は少人数ではあるが，研究室配属，選択

実習，免疫学実習など実習に費やす時間は多く，教

育に十分貢献できたと思う。研究は，夢のあるいく

つかのテーマに集約して進めることができたが，獲

得した研究費や研究量に比べ本年度も少ししか形と

して残すことができなかったことは猛省しなければ

ならない。
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　教育・研究概要

I.　 超音波による脳腫瘍のセラグノスティックシス

テムの開発
　超音波は外部から体内深部に物理的エネルギーを

安全に与えることができる優れた道具である。この

エネルギーにマイクロバブルなど音響化学物質と組

み合わせることによりキャビテーションの発生を効

率良く上げられることが判明している。この性質を

利用し，マイクロバブルと超音波の組み合わせに

よって脳腫瘍，特にグリオーマに対して治療（セラ

ピー）と診断（ディアグノーシス）とを同時に行な

うことができる新規セラグノスティックシステムの

開発を進めている。マイクロバブルは超音波造影剤

として用いられているが，強い強度で超音波を作用

させると振動が起こり，最終的にバブルは破壊され

る。その際に強いエネルギーを放出するため，腫瘍

細胞に直接外力を加えて，細胞膜を穿孔，細胞を死

に至らしめることができる。この治療過程も超音波

自身で観察することができるため，超音波による観

察と治療を同時に行うことができる装置の製作を開

始した。

II.　3次元培養による脳腫瘍細胞株の比較
　腫瘍細胞を生体内に近い条件で培養するため 3 次

元培養を開発し実験への適用を進めている。3 次元

で培養することにより超音波などが脳腫瘍組織に与

える影響などを詳細に把握することが可能である。

これまでに生体適合性が高く組織に吸収される性質

を持つゼラチンの 3 次元担体を利用した独自の培養

法を提唱し脳腫瘍細胞の微細形態変化について観測

してきた。三次元培養を行うと通常の二次元の培養

では認められないようなグリア線維のネットワーク

や細胞外基質の放出などが認められることなどが観

察されている。今回，よく実験で用いられる 4 種の

グリオーマ株をこの方法で培養・比較してみると腫

瘍細胞株間の形態学の差を明らかにすることができ
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