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要 旨

サイクロスポリンD(CSD)お よびCSHが 脱穎粒抑制剤として臨床的に使用できる可能性があるかを検討する目

的で, これらの薬物の脱穎粒抑制作用を, ラットの肥満細胞腫RBL-2H3細 胞をもちいて検討 し, 臨床的に使用さ

れている免疫抑制剤CSAと 比較した. 脱穎粒の指標として, IgEレ セプターを介 した即時型反応により上清中に

放出される細胞内酵素のひとつであるbeta-hexosaminidaseの酵素活性を測定した. CSDお よびCSAは 濃度依存性に

脱穎粒を抑制したが, CSHは まつたく抑制作用を示さなかつた. CSDのIC50は0.27μg/mlで あり, CSAの0.15μg/ml

に比較して脱穎粒抑制作用がやや弱かつた.そ の他に検討をくわえた免疫抑制剤の うちrapamycinは抑制作用を認

めなかつたが, FK506は 強力な阻害作用を示し, そのIC50は0.0064μg/mlで あつた.抗 炎症剤であるDSCGお よび

dexamethasoneは 作用を認めなかつた.サ イクロスポリンのT細胞機能抑制による免疫抑制作用と, 脱穎粒阻害作

用とは必ず しもその程度が一致しているわけではなく, その作用機序を明らかにすることにより, アレルギー疾

患に有用な薬物の開発につながる可能性がある.

は じめに

サイクロスポ リンD(CSD)は サ イクロスポ リン ファ

ミリーのひ とつで, 免疫抑制剤CSAの 類 縁物質である

が, CSAに 比べてその免疫抑制作用は弱い1).CSAは

T-リ ンパ球に作用 し, interleukin (IL)-2産 生 を抑制する

ことによ りT-リ ンパ球機能を阻害 し, 強 い免疫抑制作

用を示す. CSAは 主 に移植 医療 の分野で, 臓器移植 に

よる拒絶反応 を抑制する目的で使用 されてお り, Th2サ

イ トカインの活性化が病態に関連 しているア トピー性

皮膚炎や気管支喘息な どのアレルギー疾患においても

著明な効果を示すことが報告されている2-5). また, 

CSAは 肥満細胞や, 好塩基球からの即時型反応による

メディエーター放出反応も強力に抑制し, 抗アレル

ギー作用を示すことが知 られている6,7). この即時型

反応によるメディエーター放出反応抑制の機序は解明

されてはいないが, サイ トカイン産生を抑制すること

による免疫抑制作用とは別の機序と考えられる8). 強

力なメディエーター放出抑制作用を有するCSAで ある

が, その免疫抑制作用が非常に強力であるため, 基本

的には予後良好な喘息やアトピー性皮膚炎には使用 し

にくい. 一方, CSDやCSHは 免疫抑制作用は弱く, 免

疫抑制剤としては不適であるが9,10), 脱穎粒抑制作用

についての報告は少なく検討の余地がある. CSDお よ

びCSHの 薬剤の脱穎粒抑制作用を臨床的に使用されて

いるCSAと 比較検討した. また異なつたレセプターを

介して作用する免疫抑制剤FK506お よびRapamycinと

も比較した.

Abbreviation: b-HEX; beta-hexosaminidase, CN; 

calcineurin, CS; cyclosporin, DMEM; Dulbecco's 

modified Eagle's medium, DSCG; disodium chromogly

cate, FKBP; FK-binding protein, FMLP; n-formyl-Met-

Leu-Phe, IL; interleukin, PPIase; peptidylprolyl 

isomerase, RBL; Rat basophilic leukemia
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方 法

 試 薬:Dulbeccds modified Eagle's medium;DMEM

(Gibco Oriental, Tokyo), p-nitrophenyl N-acetyl-beta-D-

glucosaminide, A23187, dexamethasone 21-acetate

(Sigma, USA), ラ ッ ト ミエ ロ ーー一マIgE(Zymed, USA). 

ヒ ツ ジ 抗rat IgE抗 血 清 (Bethyl, USA)は そ れ ぞ れ カ ッ

コ 内 よ り購 入, CSA, CSD, CSHは サ ン ド薬 品(現 ノ バ

ル テ ィ ス フ ァ ー マ ー)よ り, FK506, disodium chromo-

glycate (DSCG)は 藤 沢 薬 品 よ り, RapamycinはWYETH-

AYERSTよ り提 供 を う け た. そ の 他 の 試 薬 は 市 販 の 特

級 品 を使 用 した. 

細 胞 培 養: ラ ッ ト好 塩 基 球 性 白 血 病 細 胞(RBL-2H3)は

penicillin G(1000 U/ml), streptomycin(1000, u g/ml),

amphotericin B(0. 25μg/ml)お よ び10%牛 胎 児 血 清 を

加 え たDMEM中 で37℃5%CO2の 条 件 下 に 培 養 した. 

培 養 し たRBL-2H3を 回 収 し, 24一 穴 培 養 皿 に106

cells/m1に な る よ う に 分 配 し, ラ ッ トミ エ ロ ー マIgE

(0.1μ1)を 各 皿 に 加 え て1時 間 培 養 した の ち細 胞 を 洗 浄

し, 新 鮮 なDMEMを も ち い て106 cells/0.3m1と な る よ う

にresuspensionし た. 各 種 の 薬 剤 を, 検 討 す る 濃 度 に

な る よ うに 加 え て10分 後 に ヒ ツ ジ 抗rat IgE抗 血 清 を 各

2μ1つ つ 加 え て37℃ で30分 間 刺 激 し た あ と 上 清 を 採

取 し, 検 体 と して-30℃ で 測 定 時 ま で 保 存 した. (検 討

し た 薬 剤 はDSCGを の ぞ い て エ タ ノー ル に 溶 解 し た. 

エ タ ノ ー ル は 最 終 濃 度0.1%以 下 に な る よ う に 設 定 し

た. DSCGは バ ッ フ ァ ー一溶 解 液 を使 用 し た.)ま た, CSD

に つ い て は, 細 胞 をA23187で 刺 激 し た 時 の 脱 穎 粒 抑 制

作 用 に つ い て も検 討 を 加 え た. 

 beta-hexosaminidase(b-HEX)活 性 の 測 定 検 体(細

胞 培 養i上 清)50μ1を 試 験 管 に と り, 基 質 溶 液(p-

nitrophenyl-n-acetyl-beta-D-glucosaminide (100mg)を

135mlの 蒸 留 水 に 溶 解 し, 90 mlの ク エ ン 酸 バ ッ

フ ァ ー(0.2MのNa2 PO4と0.4Mの ク エ ン酸 の 混 合 液 を

pH 4.5に 調 整)と 混 合 し た も の)400μ1を 加 え て37℃ で

30分 間 反 応 させ た 後, 停 止 液(0.2M glycineをNaOHで

ph10.7に な る よ う に 調 整 した 液)1.5mlを 加 え て 酵 素 反

応 を 停 止 させ た. 反 応 産 物 の 吸 光 度 を410nmの 波 長 で

分 光 光 度 計(Shimazu R-5000, Tbkyo, Japan)を も ち い て

測 定 し, 上 清 中 のb-HEX活 性 を 測 定 した. 

統 計 解 析: 結 果 は 平 均 値 ± 標 準 誤 差 で 表 した. 有 意

差 の 検 定 はone way analysis of variancesで 解 析 し た. 有

意 差 を 認 め た 場 合, 群 間 の 有 意 差 はScheffe's multiple

comparison testを 用 い て 検 定 し た. p値 く0. 05を 有 意 差

図1. IgEを 介 した刺激によるbeta-hexosaminidase (b-

HEX)の 放 出反応 に対す るサイク 口スポ リン

ファ ミリ-の 作用(A)CSD(B)CSA(C)CSH

A

b-HEX activity (absorbance)

B
b-HEX activity (absorbance)

C
b-HEX activity (absorbance)
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あ りとした.

結 果

ラッ トIgEで 受 動感作 したRBL-2H3細 胞 を抗 ラッ ト

IgEヒ ツ ジ血清 で刺激す ると, 図1Aに 示す ように410

nmの 吸 光度 で測定 したb-HEX活 性 は0.163±0.011か

ら0.364±0.021へ と有意 に上昇 し, 細 胞内に貯蔵 され

ていたb-HEXは 即 時型反応による脱穎粒反応 に伴 い

上清 中に放 出 され ることが示 され た. CSDに よ りb-

HEX活 性 は0.5μg/mlの 濃 度で0.234±0.005(65%抑 制

), 5μg/mlで0.188±0.006(88%抑 制)と 用量依存性 に

有意 に抑制 された(図1A). この抑制作用 を強力な免疫

抑制剤であるCSAと 比較するために同 じプロ トコール

でCSAの 作 用を検討 した(図1B).抗 ラ ッ トIgEヒ ツジ血

清刺激でb-HEX活 性 はコン トロール値0.168±O.017か

ら0.616±0.056と 有 意に上昇 した. CSAは 用量依存性

にb-HEXの 放 出を抑 制 し, 0.5μg/mlで0.240±0.024

(84%抑 制), 5μg/mlで0.196±0.008(94%抑 制)と 有意

の抑制をみ とめた.CSAの 誘 導体で免疫抑制作用をも

たないCSHに つ いての検討では, 図1Cに 示 すよ うに抑

制効果 をまつたく認 めなかつた. 用 量反応曲線よ り求

めたCSDお よびCSAの50%抑 制 濃度 はそれぞれ0.27μ

gお よび0.15μg/mlで あ つた.CSDに つ いては細胞を

A23187で 刺 激 した ときのb-HEX放 出 に対する作用 に

ついても検討 を加 えた.図2に 示す ように, A23187刺

激 に よ りコン トロー ル値0.135±0.006か ら0.560±

0.043へ と有 意に上昇 し, 0.5μg/mlの 濃 度 で0.514±

0.065(11%抑 制), 1μg/m1で0.312±0.061(58%抑 制)

5μg/mlで0.238±0.011(76%抑 制)と 用量依存性の抑

制を認めた. 50%抑 制 濃度は0.8μ9/mlで あ つた. つ ぎ

に細胞内での レセプターは異なるものの, 類 似 した機

序で免 疫抑 制剤 として作 用す る と考 え られ てい る

FK506お よびrapamycinと に ついて もIgEを 介 した刺激

での抑制作用 を検討 した(図3A, B). FK506は0.001か

ら0.1μg/mlの 範 囲で用量依存性 にblHEXの 放 出を強

力に抑制 した. 一 方rapamycinは107-10るMの 濃度 で有

意 の抑 制 作 用 を認 め な か つ た.抗 炎 症 剤 で あ る

dexamethasoneとDSCGに つ いて も同様 に検討を加 え

たが, 図3C, Dに 示 す ようにいずれ も有意の抑制作用を

認 めなかつた.

図2. A23187刺 激 によるbeta-hexosaminidase(b-HEX)の 放 出反応に対する

サイクロスポ リンD(CSD)の 作用

b-HEX activity (absorbance)

CSD (ig/mI)
A23187 (-) A23187 (+)



CSDの 脱穎粒抑制作用 185

考 察

サイ クロスポ リン ファミリー のなかで移植時の免

疫抑制剤 として広 く使用 されているCSAは そ の作用機

序が詳細 に研究 されている. CSAはT-リ ンパ球の細胞

膜を通過 して, 細 胞内に存在する蛋 白質の折 り畳みを

促進す る酵素peptidylprolyl isomerase (PPIase)の ひ と

つであるシクロフィリンと複合体を形成す る. CSAと

の結合により, シ クロフィ リンのPPIase活 性 は阻害 さ

れる11,12). 過 去 においてPPIase活 性 の阻害がサイ トカ

イ ン産生の抑制 に関与 している と考え られ た時期 も

あつたが現在では否定 されてい る. CSAと シクロフィ

リンの複合体 は更 に脱 リン酸化 酵素のひ とつ カル シ

ニュー リン(CN)と 結 合 し複合体 を形成す る13). T-リ

ンパ球の活性化に伴いIL-2の 産 生が充進するが, そ の

ためには細胞質内に存在する転写因子のひ とつである

NFATが 細胞質内のCNに より脱 リン酸化 されて核 内に

移動 し, DNA上 に存在す るIL-2プ ロモー ター領域 の

NFAT応 答 配列 に結合 し, そ の結果IL2mRNAの 転 写

促進がおこるとい う機序が必要である. 通常CNは カル

モジュリンによ り活性化 され るが, CSAと シ クロフィ

リン結合体がCNと 結合するとCNの 脱 リン酸酵素とし

ての機能が阻害 され, IL-2遺 伝子の転写が阻害される.

これが移植医療で使用 されているCSAの 免疫抑制剤 と

しての作用機序である14)16). CSDも 同様の機序により

弱い免疫抑制作用 を示す ものと考えられ る. CSAは お

図3. IgEを 介 した刺激によるbeta-hexosaminidase(b-HEX)の 放 出反応に対する

免疫抑制剤および抗炎症剤の作用

A

b-HEX activity (absorbance)

B

b-HEX activity (absorbance)

C

b-HEX activity (absorbance)
D

b-HEX activity (absorbance)
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そ らく類似 した機序によ りTh2リ ンパ球が産生するそ

の他の炎症性 サイ トカインの産生を抑制 し, ア レル

ギー性炎症を抑制す ることによつてア トピーや喘息に

有効であると考えられ ている5). CSAは 肥 満細胞や好

塩基球 にも作用 し, IgEを 介 した即時型反応 によるメ

デ ィエーターの遊離抑制作用 も有する6,7,17). す な わ

ち, Th2リ ンパ球をターゲッ トとした炎症性サイ トカイ

ンの合成抑制作用のみならず, 肥 満細胞や好塩基球を

ターゲ ッ トとしたメデ ィエー ターの遊離抑制作用 に

よつて もア レルギー疾患の治療薬 としての可能性はあ

ると考え られる8). 実 際 にステロイ ド治療 に抵抗する

ア トピー性皮膚炎や難治性気管支喘息で著効 を示 した

との報告が見 られる2-5). しか しながらCSAは, そ の

強力な免疫抑制作用による易感染, 腎臓や神経細胞を

は じめとする臓器 に対す る毒性の強 さのため, 一般の

臨床ではア レルギー疾患に対す る第一選択薬 とはな り

がたい. メデ ィエーターの遊離抑制作用はCSA/CSDを

加 えたのち数分内にその効果が出現することより, 遺

伝子一蛋 白合成 を介 した上記免疫抑制の機 序 とは異

なつたものであることが予想 され る8). ま つた くサイ

トカイ ンの合成阻害作用 をもたないCSHが 多核 白血球

においてはFMLP刺 激 によるsuper oxideの 産 生を強力

に抑制 し, そ の作用がCSAよ りもはるかに強力である

との報告や10), phorbolに よ りひ きお こされたマ ウスの

皮膚炎がCSHに よ り強 く抑制されるとの報告はサイ ク

ロスポ リンファミリーに属する薬物の別の作用機序の

存在を示唆す るもの と考え られ る9). す な わち, 免疫

抑制作用の強 さとメデ ィエーター遊離抑制は必ず しも

平行 しない可能性がある. 我 々はメディエーターの遊

離抑制作用に注目し, よ り免疫抑制作用の弱い誘導体

CSDお よび免疫抑制作用 を認 めない誘導体CSHに つ い

てpreformed mediatorの 脱穎粒 の指標 としてIgEを 介

した刺激によるb-HEXの 細胞か らの放出を測定 した. 

CSHは 脱穎粒をまつた く抑制 しなかつたが, 弱 い免疫

抑制作用を有す るCSDは 有 意の脱穎粒 阻害作用を示 し

た. しか し, 残念 なが らその作用はCSAよ りも50%抑

制 濃度で比較す ると弱 く, CSHが シ クロフィ リンとの

結合力が極 めて弱いことを考慮すると, 脱穎粒の抑制

は少なくともシクロフィリン との結合性 とは関連 して

いることが考えられ る. FK506はCSAに 比 べて も更に

強力な脱穎粒抑制作用を示 した. rapamycinに は脱穎粒

の抑制作用は認 められなかつた. rapamycinとFK506は

シ クロフィ リン とは別種のPPIaseで あ るFKBP12蛋 白

と結合 して複合体を形成 しPPIaseの 機 能を阻害する. 

FK506-FKBP12複 合体はCSAと シ クロフィ リンの複合

体 と同 じようにCNに 結合 しCNの 脱 リン酸酵素 として

の機能 を抑制 し転写因子NFATの 核 内への移行 を阻害

す る1舷19). 一 方rapamycin-FKBP12結 合 体 は さ らに

rapamycin会 合 蛋 白と結合 しFK506と は 異なつた機 序

に より免疫抑制作用 を示す と考え られている18,19). 免

疫 抑制剤 の うちrapamycinが 脱穎粒 を抑制 しないとい

うことはその機序にCNが 深 く関与 している ことを示

す. す なわち, CSDの 脱穎粒抑制作用はシクロフィ リ

ンの結合 性 と関連 してい るが, シ ク ロフィ リンの

PPIaseと しての機 能を阻害するためではな くCNと の

結合が非常に重要であることがわかる. こ こで重要な

ことは免疫抑制作用発現にはNFATを 介 したサイ トカ

イ ンmRNAの 合成それ にひきつづ く蛋白の合成阻害が

必要であるため, 効果発現まで数時間必要であるのに

対 し, 脱 穎粒抑制はただちに効果が発現する点である.

したがつてシクロスポ リン-シ クロフィリン結合体が

CNと 結合後に生ず る脱穎粒阻害 と本来の免疫抑制の

機序はあき らかに異なつていると思われる. 本 実験で

示 したよ うにCSDは 脱 穎粒阻害作用についてもCSAよ

りやや弱い. したがつてCSDに は過剰な免疫抑制作用

がないとい う利点はあるが, 脱 穎粒抑制剤 としての臨

床応用が可能か どうか疑問は残 る. しか し, 前述 した

よ うに, 最 終的なエフェクターのレベルでは免疫抑制

作用 と脱穎粒抑制作用は作用機序が異なつている可能

性があるため, この種の薬剤の詳細な作用機序を解 明

す るこ とは, よ り効果 的な喘息治療薬 の開発 につ な

がつてい く可能性があると考え られる. 

今 回b-HEXの 放 出反応 を測定す ることによ り, IgEレ

セ プターを介 した脱穎粒に対する各種薬剤の抑制作用

を検討 した. 問題点 として, 各セ ッ トの実験において

b-HEXの 基 本的な放 出量が異なつていることがあげ ら

れ る. 個 々の薬物の作用の検討 には問題はない と考え

られるが, 薬 物間での比較の解釈には注意が必要であ

る. 今 後, 培 養細胞以外の細胞 において も検討す る必

要があると考え られる.
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 INHIBITORY ACTION OF CYCLOSPORIN D (CSD) ON IgE-MEDIATED 

 DEGRANULATION IN RAT BASOPHILIC LEUKEMIA 2H3 CELLS;

 COMPARISON WITH OTHER IMMUNOSUPPRESSANTS AND ANTI-ALLERGY DRUGS

Yuhei Hamasaki

Saga Medical School

In order to determine the possibility whether cyclosporin D (CSD) and CSH can be used for allergic disorders as an 

anti-degranulation drug, inhibitory effects of CSD and CSH on IgE-mediated degranulation in rat basophilic leukemia 

2H3 cells were examined and compared with that of CSA. Degranulation was assessed by measuring the activity of 

beta-hexosaminidase released into culture medium after IgE receptor-mediated stimulation. Although CSD and CSA 

dose-dependently inhibited the degranulation, CSH showed no inhibitory effect. The IC50 values of CSD and CSA 

were 0.27ug/ml and 0.15p g/ml, respectively. We also examined inhibitory effects of rapamycin and FK506, other 

class of immunosuppressive drugs, and anti-inflammatory drugs, dexamethasone and DSCG, on IgE-mediated 

degranulation. Rapamycin, DSCG and dexamethasone showed no inhibitory action. Among the tested substances, 

FK506 showed the most potent inhibitory action, IC50 of which was 0.0064ug/ml. Immunosuppressive action of 

cyclosporins mediated by the inhibition of T-lymphocyte function is not completely correlated with other 

pharmacological effects including inhibition of degranulation. To clarify the precise inhibitory mechanisms of 
immunosuppressive substances might lead to exploration of more useful therapeutic drugs for allergic diseases.


