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はじめに
　リポポリサッカライド（LPS）などのバクテリア成分
はさまざまな自然免疫応答を誘導する。これまでの多く
の研究から，それらバクテリア成分がどのような免疫応
答に影響を与えるのか明らかにされてきた。しかし一方
で，いまだに機能が不明なバクテリア成分も多数存在す
る。われわれは以前の研究で，タンパク抗体ではなく抗
体を発現する遺伝子を用いた新しい受動免疫法で，イン
フルエンザを治療できたことを報告した1）。この研究の
中で偶然にも，市販のコレラ菌抽出物（Receptor 
destroying enzyme：RDE）が中和 IgE 抗体のウイルス
抗原への結合能を消失させていることを見出した。気管
支喘息やアナフィラキシー誘導において IgE は主要因の
一つである。近年，抗体医薬を用いて IgE を不活化させ

ることが治療に効果的であることが報告されているが，
効果が現れるまでに時間がかかることも問題となってい
る。ゆえに IgE をターゲットとしたあたらしい治療法の
開発は重要であると考えられる。そこでわれわれは，
RDE が IgE を不活化するメカニズムを解明し，RDE を
アレルギー治療へ応用できないか検討することにした。
その結果，IgEに付加している糖鎖がRDEの標的となっ
ている可能性が示唆された。本稿では，われわれの研
究2）を中心に，IgEの機能と糖鎖の関連性や，IgEの糖鎖を
標的としたアレルギー治療の可能性について概説したい。

1． コレラ菌抽出物Receptor destroying enz-
yme（RDE）とは

　市販のコレラ菌抽出物 RDE は，インフルエンザウイ
ルスに対する中和抗体価を測定する際に，非特異反応を
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抑制するために古くから用いられている3）。インフルエ
ンザウイルスは宿主が発現している糖鎖の一つであるシ
アル酸に結合して，細胞へ感染する。ワクチン投与など
で血清に誘導されたウイルス特異的中和抗体価を測定す
る場合，その血清とウイルスを混合して細胞に添加す
る。血清中の抗体に中和能があれば感染を防御でき細胞
は生存するが，中和能がなければ細胞はウイルスによっ
て死滅する。しかし血清中に含まれるシアル酸は細胞へ
のウイルス感染を非特異的に阻害してしまう（図 1）。そ
こでシアリダーゼ活性をもつ RDE であらかじめ血清を
処理（RDE と血清を混合して 37℃で一晩反応させる）し
ておくことで，この非特異反応を抑えることができ，正
確な中和抗体価を測定することができる4）。
　われわれは新たなインフルエンザ治療法を検討するた
めに，ウイルス抗原の一つであるヘマグルチニン（HA）
に結合する IgG 抗体遺伝子もしくは IgE 抗体遺伝子を作
製した1）。両者の抗体遺伝子の構造は，可変領域は同一
で定常領域だけが異なっている。それら抗体遺伝子を
HEK293T 細胞へトランスフェクションし，培養上清に
分泌された抗HA—IgGもしくは抗HA—IgEの中和能を調
べるために，上清を RDE 処理して，ウイルスと混合し
た。すると，抗 HA—IgG は中和能を示したのに対し，予
想外に，抗 HA—IgE では中和能を全く示さなかった1）。
そこでわれわれは RDE 処理によって IgE が不活化され
たと予想し，詳細を調べることにした。

2．RDEによるIgE不活化メカニズムについて

2‒1． RDE処理した抗HA‒IgEは抗原結合能を消失
する

　作製した抗HA—IgGと抗HA—IgEの可変領域は同一で
あるが，それぞれを RDE 処理した場合，抗 HA—IgE の
み中和能が消失していた。そこで最初に，RDE 処理した
抗 HA—IgG と抗 HA—IgE の抗原結合能を ELISA で解析
した（図 2A）。まず抗 HA—IgG は RDE 処理の有無でほ

とんど抗原結合レベルに変化は認められなかった
（図 2B）。しかし RDE 処理した抗 HA—IgE は，バックグ
ランドレベルまで抗原結合能が低下していた。この結果
より，RDE 処理によって，抗 HA—IgE は抗原への結合
性を失い，その結果，ウイルス中和能が認められなかっ
たことがわかった。また，両者は可変領域および L 鎖は
共通しているため，IgE の定常領域（ε鎖）に RDE が何
らかの作用をして，抗原結合能を低下させている可能性
が示唆された。

2‒2．RDE処理は IgEの構造に影響する
　IgE に対するこの RDE の作用は，IgE の構造に影響を
及ぼしているのだろうか。それを確認するために，市販
の精製抗体を RDE 処理してウェスタン・ブロッティン
グ（W.　B）で解析を行った。まず，精製 IgG では RDE
の処理の有無によって，主要なバンド（150 kDa 付近）
の大きな変化は認められなかった（図 3A lane1～8）。一
方で，未処理の IgE のバンドの予想サイズは 190 kDa で
あったが，実際に検出されたバンドは 250 kDa 以上の大
きなサイズであった（図 3A lane9～12）。これより IgE
は糖鎖などの修飾を受けて，特殊な構造をしている可能
性が示唆された。さらに RDE 処理によって，このバン
ドサイズは 150 kDa 付近まで大きく低下していた（図 3A 
lane13～16）。この低下したバンドにL鎖は含まれるのだ
ろうか，それとも H 鎖のみであろうか。そこで，同様の
条件で精製 IgE を RDE で処理し，W.　B の検出を HRP
標識した L 鎖結合タンパクで行った。すると，RDE 処理
した IgE において，150 kDa 付近に同様のサイズのバン
ドが検出された（図 3B lane2）。この結果より，RDE 処
理した IgE のバンドサイズは大きく低下するが，H 鎖と
L 鎖は結合した状態であることがわかった。それでは
RDE 処理で影響を受けるのは H 鎖と L 鎖のどちらであ
ろうか。それを確認するために，RDE 処理した IgE を還
元条件で W.　B を行った。まず L 鎖では，RDE 処理あり

図　1　RDEによるウイルス非特異吸着因子の不活化
　　　�血清中のシアル酸が付加している非特異因子は，ウイルスへ非特異に吸着

し，感染を阻害してしまう。これではワクチンなどで誘導された血清中の特
異的抗体の中和能を測定することができない。そこで RDE で血清を処理す
ることで，非特異因子を不活化することができる。



74 エンドトキシン・自然免疫研究 22

なしで，IgG，IgE ともにバンドサイズに大きな変化は認
められなかった（図 3C）。一方で，H 鎖では，RDE 処理
によって IgE のバンドサイズの低下が認められた。よっ
て，前述の予想通り，RDE は L 鎖ではなく，IgE の H 鎖

（ε鎖）に作用していることがわかった。

2‒3． IgE不活化における RDEの作用機序～プロテ
アーゼ？　シアリダーゼ？　それ以外？

　RDE にはコレラ菌由来のさまざまな成分が含まれて
いると考えられるが，シアリダーゼ活性の他にプロテ
アーゼ活性も有することが知られている4）。まず，IgEへ
の RDE 作用が酵素反応であるか確認するために，RDE
を熱処理してから IgE へ作用させた。すると 100℃で熱
処理した場合に，IgE のバンドサイズの低下が認められ
なくなった（図 4A）。このことより，RDE の作用は酵素
反応である可能性が示唆された。別の実験より，トリプ
シンも RDE と同様に IgE のバンドサイズを低下させる
ことが確認された2）。これより，RDE の作用の中心もプ
ロテアーゼではないかと予想し，プロテアーゼ阻害剤で
RDE を処理して IgE への作用を抑制できるか確認を
行った。まずコントロールとして用いたトリプシンで
は，阻害剤によって IgE への作用が消失していた（図 4B 
lane5，6）。一方で予想外にも，RDE の作用をプロテアー
ゼ阻害剤では抑制できなかった（図 4B lane3，4）。別の
プロテアーゼ阻害剤でも RDE の作用を抑制できなかっ
た2）ことから，RDE の主要な作用はトリプシンのような
プロテアーゼではないと考えられた。そこで，別の候補
であるシアリダーゼ活性について検討を行った。具体的
には，市販の精製シアリダーゼを用いて，RDE と同様に

IgE を処理した。しかし，RDE と同様の作用は認められ
なかった2）。このことから，RDE の IgE 不活化反応にお
いては，シアリダーゼも主要な作用ではないと考えられ
た。以前の報告で，PNGase（ほとんどの N 結合型糖鎖
を切断する酵素）で IgE を処理すると，その機能が消失
することがわかっている5,6）。そこで RDE 処理した IgE
も，糖鎖構造に変化があるか解析を行うことにした。

2‒4．RDE処理はIgEに付加した糖鎖構造へ影響する
　あるタンパクに付加した糖鎖を解析するために，糖鎖
結合タンパクであるレクチンがよく使用される。多数の
レクチンを用いて，その結合能の変化から，付加してい
る糖鎖構造の変化を読み解くのである。これを網羅的に
解析するツールとしてレクチンマイクロアレイがあ
る7）。このマイクロアレイを用いて，RDE の作用によっ
て変化する IgE に付加した糖鎖の解析を行った。その結
果，LEL（トマトレクチン（Lycopersicon esculentum lec-
tin））と PHA—L（Phaseolus vulgaris leucoagglutinin）と
いう 2 つのレクチンとの結合能が有意に低下することが
わかった。このことは，レクチンブロットでも再確認で
きた（図 4C，D lane1，2）。すなわち，RDE 処理した
IgE ではバンドサイズの低下とともに，LEL，PHA—L で
検出した際のバンドの濃さも未処理の IgE バンドと比較
すると低下していた。この結果から，RDE は IgE に付加
した糖鎖に影響していることがわかった。とくに LEL，
PHA—L に結合性をもつ糖鎖に影響していると考えられ
た。興味深いことに，LEL，PHA—L は IgG にまったく
結合性を示さなかった（図 4C，D lane3，4）。これまで
の結果から，IgGはほとんどRDEの作用による影響を受

図　2　RDE処理した抗 HA‒IgEは抗原結合能を消失する
　　　�抗 HA—IgG および抗 HA—IgE 抗体遺伝子をトランスフェクションした HEK293T 細胞の上

清を回収し，それぞれに RDE を添加して 37℃，6 時間インキュベーションした。その後，
それぞれの抗原結合能を ELISA で測定した。（文献2）より引用）
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けていない。以上から RDE は IgE に付加している糖鎖
を特異的に認識して作用している可能性が示唆された。

2‒5．IgEの機能と糖鎖について
　抗体機能において，糖鎖は重要な役割を果たしている
ことが知られている。IgGでは付加している糖鎖のうち，
フコースを除去すると抗体依存性細胞傷害（Antibody—
Dependent—Cellular—Cytotoxicity：ADCC）活性が上昇
することが知られている8）。一方で，IgEは抗体の中で最
も糖鎖が付加された抗体である（ヒト：7 つ，マウス：
8～9 つ）。Shade らの報告で，IgE に付加している N 結
合型糖鎖のうち，定常領域ドメイン 3（Cε3）に付加して
いる高マンノース型糖鎖が，マスト細胞への結合に重要
な役割を果たしていることを見出した6）。すなわち高マ

ンノース型糖鎖を切断する酵素で IgE を処理すると IgE
のマスト細胞への結合能は低下していた。また Wu らの
報告で，高 IgE 症候群の患者血清中に存在する IgE の同
様の部位に高マンノース型糖鎖を検出している9）。われ
われの研究やこれら過去の報告から，IgE の機能にも糖
鎖は重要な役割を果たしていると考えられる。

3．IgEを標的としたアレルギー治療の可能性

3‒1．IgEを標的とした抗体医薬について
　アレルギーの主要因の一つであることが知られている
IgE は，アレルゲンの暴露によって誘導され，マスト細
胞膜上に発現している FcεR と結合する。さらにアレル
ゲンが IgE に結合すると FcεR 同士が架橋され，その結
果，ヒスタミンなどのアレルギー誘導物質が放出され

図　3　RDEは IgEの H鎖に作用して構造を変化させている
　　　�（A～D）市販の精製 IgE もしくは IgG を RDE と混合し，37℃一晩インキュベーショ

ンした。その後，非還元条件（A，B）と還元条件（C，D）でそれぞれ処理を行い，
W. B で解析を行った。バンドの検出には，HRP 標識 anti—IgE＋anti—IgG（A），HRP
標識 L 鎖結合タンパク（B，C），HRP 標識 anti—IgE（D）をそれぞれ用いた。（文
献2）を改変）
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る。よって IgE を標的としたアレルギー治療は効果的で
あると考えられる。すでに IgE に対する抗体医薬（オマ
リズマブ）が，気管支喘息や慢性蕁麻疹治療に対して承
認されている。しかし，すでに FcεR に結合した IgE に
対して，オマリズマブは結合することができないので，
治療効果が得られるのに時間がかかるという問題点も

ある10）。

3‒2． RDEで不活化された IgEはアナフィラキシー
を誘導できない

　そこでわれわれは RDE 処理した IgE のアナフィラキ
シーの誘導能を確認し，RDEをアレルギー治療への応用

図　4　RDEは IgEの糖鎖に作用する
　　　�（A，B）RDE を熱処理（A），もしくはプロテアーゼ阻害剤（B）で前処理

してから IgE と混合し，37℃一晩インキュベーションした。その後，W. B
で解析を行った。（C，D）RDE 処理した IgE もしくは IgG をレクチンブロッ
トで解析を行った。検出は HRP 標識 LEL（C）もしくは HRP 標識 PHA—L

（D）をそれぞれ用いた。（文献2）を改変）
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が可能か検討することにした。そのために，抗 dinitro-
phenol（DNP）IgE をマスト細胞に結合させてアレルゲ
ン（HSA—DNP）を加え，ヒスタミンなどのアレルギー
誘導物質を放出させるモデルを用いた。その結果，RDE
処理した IgE では，ヒスタミンの分泌量は低下すること
がわかった（図 5A）。その原因を解明するために，RDE
処理したIgEのマスト細胞への結合能をFACSで解析を
行った。その結果，RDE 処理した IgE では，マスト細胞
にほとんど結合できないことがわかった（図 5B）。この
ことは，RDEによってIgEの構造が変化した結果である
と考えられる。
　In vivo においても同様の効果があるか確かめるため，
抗 DNP IgE をあらかじめマウスの耳に投与しておき，
エバンスブルーを含んだ HSA—DNP を静脈注射した。未
処理の IgE を投与した場合では，アナフィラキシーに
よって，血管透過性が亢進し，エバンスブルーの滲出が

おこるので，耳の皮膚で青い部分が観察される（図 5C）。
一方で，RDE 処理した IgE では，そのような反応はほと
んど認められなかった。以上から，RDE 処理をした IgE
は in vivo においてもアナフィラキシー誘導能がほとん
ど認められないことがわかった。

おわりに
　RDE によって IgE に付加した糖鎖が変化することで
構造が変化し，その結果，IgE のマスト細胞への結合能
が低下し，アレルギー誘導物質の分泌量が低下したと考
えている（図 6）。すなわち IgE の糖鎖を変化させる因子
は，アレルギー治療の候補となり得ると考えられる。過
去の報告より，N 結合型糖鎖を切断することで，IgE の
機能が消失することは知られていた5,6）。さらにわれわれ
の研究によって，IgE の不活化には LEL もしくは PHA—
L に結合する糖鎖が重要であることが示唆された。また

図　5　RDE処理した IgEはアナフィラキシーを誘導できない
　　　�（A）RDE処理した抗DNP IgEを骨髄から誘導したマスト細胞に添加し，アレルゲン（HSA—

DNP）を加え，上清中のヒスタミン量を ELISA で解析した。（B）RDE 処理した抗 DNP 
IgE のマスト細胞への結合レベルを FACS で解析した。（C）RDE 処理した抗 DNP IgE を
マウスの耳に注射し，その後，Evans blue を含む HSA—DNP を静脈注射して，アナフィラ
キシー誘導レベルの解析を行った。右図は，耳の皮膚に滲出した Evans blue 量を数値化し
たグラフである。（文献2）を改変）
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RDE の作用は IgG ではほとんど認められなかったこと
から，IgE に特異的な糖鎖がその機能に重要であると考
えられる。残念ながら，RDE を直接マウスに投与しても
アナフィラキシーを抑制することはできなかった。しか
し，RDE に含まれる IgE 不活化に重要な因子を同定し，
標的となる糖鎖をさらに詳細に解析することで，アレル
ギー治療の開発に貢献できると考えている。
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