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抄　　録

好塩基球活性化試験（BAT）は，アレルギー性副作用（ATR）と輸血との因

果関係の検証に有用と考えられている。しかし，BATの大きな問題の一つは，

好塩基球のソースとして用いる新鮮患者全血を容易に入手できないことであ

る。とりわけ，血小板輸血を必要とする患者の約半数は白血病を含む血液疾

患であり，検査に必要な数の白血球を得ることは困難である。我々は，末梢

血好塩基球表面のIgEレセプター上に結合している自己のIgEを酸処理によ

って解離させ，新たに第三者由来のIgEを再結合させることで患者擬似好塩

基球の作成に成功した。患者擬似好塩基球を用いた受身BATは，患者血漿（血

清）のみを必要とし，血液疾患等で検査に必要な数の白血球を得られない患

者でも検査可能である。
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【はじめに】

非溶血性輸血副作用は輸血副作用の中で最も多

く，アレルギー性副作用（ATR），発熱反応など

のさまざまな症状が報告されている1)〜7)。日本赤

十字社に報告されるATRの発生頻度は輸血副作

用全体の約60％を占め，製剤別では血小板製剤，

血漿製剤，赤血球製剤の順にその頻度が高い8), 9)。

また，ベットサイドからの報告も同様にATRの

発生頻度が最も高い9)。しかし，製剤別の差が製

剤の特性に起因するのか，基礎疾患や輸血歴など

の患者因子に起因するのかは不明である。ATR

を引き起こすアレルゲンとしてIgAやハプトグロ

ビンなどの血漿タンパク質欠損に起因すると考え

られたアナフィラキシー反応の症例が複数報告さ
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れ，その多くが重篤である8)。しかしながら，血

漿タンパク質欠損および血漿タンパク質抗体はほ

ぼ全数検査されているが，精査された場合でも陽

性を示す事例はまれであり，さらにIgAに関して

は患者IgA欠損および同抗体保有が実際にATR

に関係するかについて疑問視する声が高まってい

る。したがって，ATRと輸血との因果関係は多

くの場合は不明である。ATRの多くは，自然消

失するか治療によく反応するが，生命を危うくす

る副作用については，製造販売業者としてその原

因を究明する必要がある。

好塩基球活性化試験（Basophil Activation Test, 

BAT）は ア レ ル ギ ー 疾 患 領 域 に て 開 発 さ

れ8), 10), 11)，最近，輸血領域でも応用されてきて

いる12), 13)。この試験方法は，患者全血をアレル

ゲン（原因製剤の上清）と培養し，その後に起こる

好塩基球の活性化を脱顆粒・活性化マーカーであ

るCD203cの発現上昇を指標としてフローサイト

メーターを用いて測定する。我々は，本試験が

ATR検査に有用であることを，後方視的研究に

よって示している14)。また，ATRの発症機序と

してIgE依存的経路，IgE非依存的経路の２種類

が存在するが，これまで本試験では両者の判別は

困難であったが，我々はアレルゲン依存的経路を

介した好塩基球の活性化を選択的に阻害する薬剤

（ダサチニブ）を用いることで両者の判別にも成功

しており15)，さらに，副作用患者検体の検査にも

成功している16)。BATはATRと輸血との因果関

係の検証に有用な検査法であると考えられる。

一方，BATには好塩基球のソースとして用い

る新鮮患者全血を容易に入手できないという大き

な問題が存在する。とりわけ，血小板輸血を必要

とする患者の約半数は白血病を含む血液疾患であ

り，これら患者から検査に必要な白血球数を入手

することは困難である。この問題を克服するため，

健常人好塩基球表面のIgEレセプター上に結合し

ている自己のIgEを酸処理によって解離させ，患

者IgEに置換した擬似好塩基球を作成し，同細胞

と当該製剤とで行う受身BATの開発を行ってき

た。今回，受身BATがATR検査への応用可能で

あることを示す結果が得られたので報告する。

【材料・方法】

１．血液および血清試料

血球試料は，健常な近畿ブロック血液センター

職員から採血（抗凝固剤としてEDTAを使用）し

た。血漿試料も同様に，健常職員由来のものを使

用した。なお，本研究は日本赤十字社血液事業研

究倫理審査委員会の了承を得て行ったものであ

る。

２．試　　薬

FCM分析用モノクローナル抗体（MoAb）は

FITC-anti-HLA-DR（Beckman Coulter 社），

PE-anti-CD203c（BD Bioscience社），PE-Cy5-

anti-CD123（BD Bioscience社），PE-anti- human 

IgE（BioLegend社）を使用した。陰性コントロー

ルとして，FITC-mouse IgG1，PE-mouse IgG1，

PE-Cy5-mouse IgG1（Becton Dickinson社）をそれ

ぞれ用いた。好塩基球活性化に用いるanti-human 

IgEはBeckman Coulter社から，スギ花粉標品お

よびハウスダスト標品は鳥居薬品からそれぞれ購

入した。また，N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-

L-phenylalanine（fMLP）およびlipopolysaccharide

（LPS）はSigma-Aldrich社 か ら，recombinant 

human IL-3（rhIL-3），rhIL-33はR&D Systems 

からそれぞれ購入した。全血から有核細胞の分離

に使用するHES-40はニプロ社のものを使用し

た。FCM用の溶血試薬はBD Bioscience社のBD 

FACS Lysing Solutionを用いた。

３．擬似好塩基球の作製

好塩基球表面のIgEレセプター上に結合してい

る自己のIgEを酸処理によって解離させ，新たに

第三者由来のIgEを再結合させた。すなわち，健

常人全血に1/5量のHES-40を添加し，遠心分離

後（室温，600g，５分間），白血球分画を分取し，

同分画を２倍量のPBS（−）で洗浄した（室温，

1,200g，５分間）。次に，５×106個の白血球を

１mLの乳酸緩衝液（13.4 mM lactate, 140 mM 

NaCl, and 5 mM KCl）に懸濁し，氷上で５分間イ

ンキュベート後，同量のヒトアルブミン溶液

（RPMI-1640 medium ［pH 8.0］ supplemented with 

0.5％ HAS and 12 mM Tris-HCl）で中和後，上清
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を除去し（室温，1,200g，５分間），PBS（−）で洗

浄した。上記処理を施した白血球を0.5mLの第三

者由来のヒト血漿（10 U/mL heparin sodium，10 

mM CaCl2）に懸濁し，37℃で１時間インキュベ

ートすることで，細胞表面のIgEが再懸濁した血

漿由来のものに置換された擬似好塩基球が得られ

た。

４．受身好塩基球活性化試験（受身BAT）

50μLの擬似好塩基球懸濁液に種々の刺激剤

（anti-human IgE MoAb，fMLP，LPS，rhIL-3，

rhIL-33，スギ花粉標品，ハウスダスト標品）を

５μL添加し，37℃で30分間インキュベートした。

氷冷によって活性化を停止させた後，200μLの

PBS/BSA/EDTA（PBS（−） に 0.5 ％ bovine 

serum albumin （BSA），10 mM EDTAを添加し

た溶液）で洗浄した。擬似好塩基球の活性化は，

活性化マーカーであるCD203c抗原の発現上昇を

フローサイトメーター（FCM）で測定することで

求めた。

５．FCM測定

活性化反応終了後の擬似好塩基球をFITC-

anti-HLA-DR MoAb，PE-anti-CD203c MoAbお

よびPE-Cy5-anti-CD123 MoAbで染色し（４℃，

15分 間），PBS/BSA/EDTAに て 洗 浄 後，BD 

FACS Lysing Solutionで溶血させ，FACSCant2

（Becton Dickinson社）で測定した。好塩基球は，

リンパ球中のCD123+，HLA-DR-の細胞をゲート

し，その活性化はCD203cの発現上昇を指標とし

た。受身BATの活性化は，無刺激擬似好塩基球

のCD203c発現の95％をカバーする領域にゲート

を設け，それを超えるものを活性化細胞と定義し

た。また，受身BATの陽性は，これまでの経験

から，全擬似好塩基球のうち活性化細胞が20％

を超えるものを定義した。

６．統計処理

統計学的検討はWilcoxon signed-ranks test 

with Bonferroni correctionを用いて行い，p＜

0.05である場合に有意差ありとした。

【結　　果】

１．受身BATの評価

受身BATは，好塩基球表面のIgEを第三者の

ものに置換し擬似好塩基球を作成する過程（前処

理プロセス）と，作成した擬似好塩基球を用いた

クロスマッチテストの過程（機能評価プロセス）の

２段階に大別された（図１）。まず，前処理プロ

セス（図１a）において，好塩基球表面のIgEレセ

プター上に結合している自己のIgEが酸処理によ

って解離し，第三者由来のヒト血漿に再懸濁し，

インキュベートすることで，細胞表面のIgEが再

懸濁した血漿由来のものに置換されることを確認

した（図２）。また，このプロセスでの好塩基球

の生存率は98％以上であった。次に，擬似好塩

基球がIgEを介したシグナル（いわゆるⅠ型アレ

ルギー）によって活性化するか否かを確認し

た（図３a）。IgEレセプターの活性化は，抗ヒト

IgE抗体（IgEレセプターを介して好塩基球，肥満

細胞を活性化させる陽性コントロール）を用い，

異なる６種類の擬似好塩基球をそれぞれ活性化さ

せた。また，擬似好塩基球と健常人好塩基球との

活性化能（CD203cの陽性率）は，同濃度の抗ヒト

IgE抗体では有意差は認められなかったが，抗ヒ

トIgE抗体濃度0.5〜５μg/mLでは健常人好塩

基球の方が強く反応する傾向が見られた。

２．受身BATの特異性の確認

IgE ／ IgEレセプターを介したアレルギー反応

は，好塩基球（肥満細胞）上のIgEにアレルゲンが

特異的に結合し，免疫複合体を形成することで発

生する。ATR検査として受身BATを行うにあた

り，自己IgEを第三者IgEに置換した擬似好塩基

球が，アレルゲン特異性も第三者のものに置換さ

れたかを確認する必要がある。そこで，アレルゲ

ン特異性の異なる３種類の健常人血漿（スギ花粉

およびハウスダストに反応する特異IgEを有さな

い血漿：TypeA，スギ花粉に反応しハウスダスト

と反応しない特異IgEを有する血漿：TypeB，ス

ギ花粉およびハウスダストに反応する特異IgEを

有する血漿：TypeC）を準備し，それぞれの血漿

中のIgEに置換した擬似好塩基球を作成した。

TypeA〜C血漿中のスギ花粉およびハウスダスト
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に反応する特異IgE濃度をPhadia ImmunoCapで

測定したところ，スギ花粉IgEは＜0.34UA/mL，

＜0.34UA/mL，4.01UA/mLで，ハウスダスト

IgEは＜0.34UA/mL，5.45UA/mL，6.11UA/mL

であった。同擬似好塩基球にアレルゲンとしてス

ギ花粉もしくはハウスダストを添加し，特異的な

活 性 化 が 起 こ る か 否 か を 確 認 し た（図 ４）。

TypeA血漿に置換した擬似好塩基球では，スギ

花粉，ハウスダスト添加による活性化は観察させ

なかった。一方，TypeB血漿に置換したものでは，

スギ花粉特異的な活性化がみられ，TypeC血漿

に置換したものでは，スギ花粉，ハウスダスト両

方に対する活性化が観察された。以上の結果から，

受身BATで使用する擬似好塩基球は，置換した

血漿由来のアレルゲン特異性を再現していること

が確認できた。

３．�受身BATによるアレルゲン非依存的活性化

の検出

ATRには，IgE ／ IgEレセプターを介したア

レルゲン刺激によるものと，IgE ／ IgEレセプタ

ーを介さない非アレルゲン刺激（炎症性サイトカ

図１　擬似好塩基球の作成手順

（a）前処理プロセス

自己IgE
酸処理・中和

IgE receptor

第三者血漿

第三者IgE

機能評価プロセス
第三者IgEへ
の置換

健常人好塩基球

自己IgEの除去

活性化・脱顆粒
（脱顆粒に伴うCD203cの発現上昇）

FCM

CD203c

活性化
BRMs＊2

アレルゲン＊1

刺激

第三者IgE

＊1　アレルゲン：IgEレセプターを介したシグナル
＊2　BRM（サイトカインなど）：IgEレセプターを介さないシグナル

（b）機能評価プロセス
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健常人好塩基球 酸処理後 第三者血漿処理後

IgE IgE IgE

（a）健常人好塩基球 （b）酸処理（および中和）後の
健常人好塩基球

（c）さらに第三者血漿処理を施した
健常人好塩基球における表面
IgE量をFCMで測定した結果
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図２　酸処理および第三者血漿処理による擬似好塩基球表面IgEの置換
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図３　擬似好塩基球と健常人好塩基球とのIgEレセプター刺激による活性化能の比較

（抗ヒトIgE抗体をAHIgEと略した）　　　　　　　　　　　　　　　　
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インなど）によるものに大別される。アレルゲン

刺激によって擬似好塩基球が特異的に活性化した

ので，次に，非アレルゲン刺激によって活性化す

るか否かを検討した（図５）。非アレルゲン刺激

としてはrhIL-3，rhIL-33，LPS，fMLPを用い，

各刺激に対する擬似好塩基球と健常人好塩基球と

の活性化の違いを比較した。健常人好塩基球は，

rhIL-3，rhIL-33に対して濃度依存的に活性化し

たが，擬似好塩基球ではその活性化は見られなか

った（図５a，５b）。それに対してLPS刺激では，

健常人好塩基球と比較して擬似好塩基球の方が強

く活性化した（図５c）。また，fMLP刺激に対し

ては両者が同等の活性化能を示した（図５d）。

これらの結果より，非アレルゲン刺激に対しては

刺激物質の種類によって健常人好塩基球と擬似好

塩基球との反応性が異なり，受身BATによるそ

れらの検出にはさらなる検討が必要である。

【考　　察】

副作用患者好塩基球と当該製剤上清とのクロス

マッチ検査であるBATは，ATRと輸血との因果

関係を明確にするのに適した検査法である。また，

IgE ／ IgEレセプターを介したシグナルを特異的

に阻害するダサチニブを添加することで，発症し

たATRがアレルゲン刺激によるものか否かも判

定することも可能である。しかし，ATRを発症

した患者，とりわけPC輸血後のATR患者の過

半数は，固形がん，白血病，その他血液疾患に罹

患しており，その多くは骨髄抑制状態である。こ

れらの患者からBATに必要な数の白血球（好塩基
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抗ヒトIgE抗体 アレルゲン添加による擬似好塩基球のCD203cの発現上昇

図４　擬似好塩基球のアレルゲン特異的活性化
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球）を採取することは困難である。そこで，健常

人好塩基球表面のIgEを患者IgEに置換した擬似

好塩基球を作成し，これを患者好塩基球の代替と

して用いた受身BAT法を開発した。受身BAT法

は，患者白血球を必要とせず患者血漿（血清）のみ

で検査可能なため，血液疾患等で検査に必要な数

の白血球を得られない患者でもATR原因解明の

ための検査が可能である。

健常人好塩基球表面のIgEを患者由来のIgEに

置換し，同細胞をアレルギー疾患の検査に応用し

たのは，Pruzanskyらが初めてである17)。彼らの

置換条件では，好塩基球の活性化能は維持される

が，表面IgEの置換率は50〜90％と再現性は高

くない。一方，Santosらはリンパ球を精製し，

４℃で５分間の乳酸処理（直後に中和）すること

で，表面IgEのほとんどすべてを置換することに

成功している18)。彼らの方法の再現実験を行った

ところ，表面IgEの置換率は98％以上で，好塩基

球の生存率は約70％であった。我々は，好塩基

球の細胞生存率を上昇させることで，死細胞によ

るバックグラウンド上昇を防ぎ，受身BAT法の

検査感度のさらなる向上を試みた。乳酸処理する

細胞集団（好塩基球を含む）をリンパ球から有核細

胞に変更したことで，表面IgEの置換率は98％以

上を維持したまま，好塩基球の生存率が98％以

上に向上した。これらのまとめを表１に示す。

これまでにアレルギー性輸血副作用調査におい

て，受身BATが有用な検査法になる可能性を示

してきたが，同法にはいくつか克服すべき課題も

ある。１）輸血副作用調査のための検査法として

の有用性を評価する場合，実際の臨床検体を用い

た検討が必要であるが，現状ではそれができてい
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図５　擬似好塩基球と健常人好塩基球とのアレルゲン非依存的活性化能の比較
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ない。今後，できるだけ多くの臨床検体を用いた

受身BATの評価研究を行う必要がある。２）IgE

／ IgEレセプターを介したアレルゲン刺激に関し

ては，受身BATとBATとの検出感度に有意差は

見られなかった（図３）。しかし，IgE ／ IgEレ

セプターを介さない非アレルゲン刺激では，刺激

の種類によっては両者の検出感度に有意差が見ら

れた（図５）。受身BATによる非アレルゲン刺激

の検出には，さらに検討が必要である。３）受身

BAT検査を実施するには健常人血球が必要であ

る。本研究では，採血同意が得られた健常職員血

液を用いて検討を行ったが（倫理審査番号：

#2015-48），受身BATによる継続的な副作用調

査を行う場合，職員採血に依存しないシステムの

確立が望まれる。現在，検査終了後の残存検体を

用いた検討を実施している。
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