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活性化好中球が放出するHeparin-binding protein と

輸血関連急性肺障害（TRALI）との関連性の検討

保井 一太 古田 里佳 松山 宣樹 福森 泰雄 木村 貴文
谷 慶彦 柴田 弘俊 平山 文也

【目的】TRALI の多くは輸血後短時間のうちに発症することが特徴である．また，その発症に抗体分子（白血球
抗体，血小板抗体，免疫複合体など）が関与するという報告もあるが，詳細な機序については不明である．我々は，
非溶血性輸血副作用に関わる因子の同定を目的とし，健常人血液を抗白血球抗体もしくは免疫複合体で刺激し，放
出される種々の液性因子の量を経時的に測定した．さらに，その刺激を伝える受容体についても調べた．
【方法】健常人全血にHLA class I 抗体もしくは擬似免疫複合体（熱重合させたヒト IgG）を加え，好中球上のCD11b
分子の発現量をフローサイトメーターで測定した（CD11b の発現量の増加は好中球活性化の指標の 1つとされてい
る）．また，反応上清中の種々の液性因子量（Perforin，IL-6，TNF-α，HBP：Heparin-Binding Protein）を経時的に
ELISA法で測定した．さらに，Fcγレセプター IIIb，Fcγレセプター IIa をモノクローナル抗体でブロックした場合
の液性因子量も調べた．
【結果】白血球抗体や擬似免疫複合体によって好中球が活性化された．活性化された好中球から血管透過性を高め
るHBPが刺激後 30 分以内という短時間で放出されが，他の液性因子（Perforin，IL-6，TNF-α）は 30 分以内に放
出されなかった．また，このHBP放出は Fcγレセプターを介する反応であった．
【考察】HBPは抗体の関与するTRALIなどの非溶血性輸血副作用発症に関与する重要な因子の 1つと考えられた．
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基づき作成したものである．（Yasui, K., Furuta, R.A., Matsuyama, N., Fukumori Y., Kimura T., Tani, Y., Shibata, H., Hirayama, F.: Possible
involvement of heparin-binding protein in transfusion-related acute lung injury. Transfusion. 48（5）: 978―987, 2008）
第 55 回日本輸血・細胞治療学会総会推薦論文

はじめに
好中球は感染症の初期に働き，活性化し，感染部位

に遊走することで生体を防御している１）．末梢血中の好
中球は，血管内皮細胞に粘着せずに循環しているが，
いったん，感染，炎症などの刺激によって活性化され
ると，血管内皮細胞に接着し，その透過性を上昇させ，
血漿とともに血管内皮細胞をすり抜け，速やかに目的
組織に移動する１）２）．このステップは，好中球が生体防
御細胞として働く際の重要な第一歩である３）．
一方，好中球の生体防御機能（免疫機能）が自己組

織の傷害に働く場合もある．その例として非溶血性輸
血副作用などあげられるが４）～７），その詳細なメカニズム
については不明な部分が多い．非溶血性輸血副作用の
うち最も重篤なものの一つとして輸血関連急性肺障害

（TRALI）があげられ，その症状として呼吸困難，低血
圧，発熱などがあげられる．TRALI の発症頻度は輸血
患者のうちの約 0.02％で，死亡率は発症者の 5～10％
と報告されている８）～１１）．また，全血，血小板，凍結血漿
など血漿を多く含む血液製剤ばかりでなく８）９），血漿を
少量しか含まない赤血球製剤でもTRALIの発症が確認
されている８）９）１１）１２）． ほとんどのTRALI 症例において，
好中球に結合する抗体もしくは好中球の活性化に関与
する抗原が原因製剤中に存在し，それによって肺障害
が発生すると考えられている１１）．製剤中のHLA Class I，
HLA Class II 抗体の存在は，1985 年の TRALI に関す
る初めての報告にはじまり数多く報告されている４）１１）．
実際，HLA Class I 抗体はTRALI 重篤症例において高
頻度に確認されている１３）．また，Nishimura らは免疫複

大阪府赤十字血液センター
〔受付日：2008 年 5 月 19 日，受理日：2009 年 1 月 5日〕

Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 55. No. 3 55（3）：405―414, 2009



406 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 55. No. 3

合体による好中球の活性化もTRALI発症の原因の一つ
と報告している１４）．さらに，血液製剤中に含まれるある
種のLipid１２）１５）や CD40 ligand１６）によっても好中球が活性
化されるという報告もある．
TRALI の発症には，活性化した白血球から放出され

る生理活性物質も大きく関与している．Nishimuraらは，
GM-CSF で処理した好中球にHLA Class II 抗体を反応
させると，TNF-α，IL-18 が産生されること１７），前処理
をしない好中球でも免疫複合体を反応させるとTNF-
α，Fas ligand が産生されること１４）を報告している．ま
た，Kopko らも同様に，lipopolysaccharide 処理した白
血球にHLA Class I，HLAClass II 抗体を反応させると，
細胞質での IL-1β，TNF-αの産生が上昇することを報告
している１８）．しかし，上記のmonokine や cytokine は，
抗体反応後 6時間目にその産生が観察されはじめるが，
輸血後 2時間以内にその殆どが発症するTRALIの臨床
症状とは少し異なる．これらの結果は，上記のmonokine
や cytokine は TRALI 発症に直接関与するものではな
く，直接のTRALI 発症因子として他の生理活性物質が
存在することを示唆する．
非活性型 serine protease の一つであるHeparin-

binding protein（HBP）は，azurocidin や CAP37 など
の名前でも知られており，好中球の azurophilic 顆粒，
secretory 小胞に存在する１９）２０）．また，HBPは 2つの機
能を併せ持つタンパク質である．すなわち，広範囲と
りわけグラム陰性菌に対する抗菌作用２１）２２）と単球２３），fi-
broblast２４），T―リンパ球２５）および好中球２６）に対する化学
遊走作用である．それに加えてHBPは，β2 インテグリ
ンを介した刺激によって活性化された好中球による血
管透過性の上昇にも関与する３）２７）２８）．β2 インテグリンは
好中球の内皮細胞への化学遊走において主要なインテ
グリン分子で，内皮細胞との接着の際に接着分子とし
て機能している２９）．この β2 インテグリンを介する接着
を模擬的にCD18抗体によるクロスリンクで再現でき，
上記論文ではこのクロスリンクによる好中球からのHBP
の放出を観察している．さらに近年Herwald らは，
streptococcal toxic shock syndrome における血管外へ
の血漿の漏れ，多臓器障害は β2 インテグリンを介した
活性化により好中球から放出されたHBPが原因である
ことを示した２８）．そこで本研究では，抗体や免疫複合体
の刺激によって好中球からHBPが放出されるか否かを
検討した．また併せて，TRALI 発症におけるHBP
の役割について論じることとする．

材料および方法
1．血液および血清試料
用いた全血試料は，大阪府赤十字血液センター職員

由来のものを使用し，その採血時には抗凝固剤として

ヘパリンを用いた．また，健常者血清および血漿も大
阪府赤十字血液センター職員由来のものを使用した．
白血球抗体を含む血清および血漿は血小板輸血不応症
（PTR）患者由来のものを使用した．また，本実験は大
阪府赤十字血液センターの倫理委員会の了承を得て行っ
たものである．

2．試薬
モノクローナル抗体（MoAb）：anti-CD16b（clone

3G8，Becton Dickinson 社），anti-CD32（clone 7.3，An-
cell 社），anti-CD16b Fab（clone 3G8，Ancell 社），anti-
CD32 Fab（clone 7.3，Ancell 社），anti-CD64（clone
32.2，Abcam社），anti-HLA Class I（clone W6�32，Ce-
darlane 社），FITC-anti-human IgG（Jackson Immuno-
Research 社），PE-anti-Mac-1（Becton Dickinson 社）を
用い，陰性コントロールにはそれぞれFITC-mouse IgG1，
PE-mouse IgG1（Becton Dickinson 社）を用いた．また，
human IgG，mouse IgG は Jackson ImmunoResearch
社のものを用い，N-Formyl-L-methionyl-L-phenilalanine
（fMLP）は Sigma 社のものを用いた．

3．免疫複合体の作製
免疫複合体として，human IgG（10mg�ml）を 63℃

で20分間インキュベートし，沈殿部分を遠心分離（10,000
g，2 分間）で除去したものを用いた．この反応生成物
をNative PAGEで分離し，全タンパク質量に対しゲル
のウエルに入らない高分子重合体の比は40～50％であっ
た．以降の実験ではこの免疫複合体を PBSで目的濃度
に希釈し，全血に添加した．

4．全血を用いた活性化実験
全血 200µl に種々の刺激剤（健常人血清［血漿］，患

者血清［血漿］，HLA Class I MoAb，mouse IgG，熱重
合ヒト IgG，ヒト IgG）10µl を添加し，37℃で 30，120，
360 分間インキュベートし，遠心分離（1,000g，3 分間）
にて血球と上清をそれぞれ分取した．血球はフローサ
イトメーター（FCM）で細胞表面抗原の発現を，上清
はELISAで放出された液性因子の濃度を，それぞれ測
定した（詳細は下記）．また，抗体（免疫複合体）のFc
レセプターへの結合阻害実験は，予めanti-CD16bMoAb
（50µg�ml），anti-CD32 MoAb（50µg�ml）で処理した
全血（氷上で 15 分間インキュベート）を用いて行った．

5．FCM測定
刺激後の全血より白血球を分画し，PBS-BSA（10

mM EDTA，0.5％BSA）で洗浄し，同細胞をFITC-anti-
human IgGMoAbもしくはPE-anti-Mac-1MoAbで4℃，
15 分間染色した．PBS-BSA（10mM EDTA，0.5％BSA）
にて洗浄後，BD FACS Lysing Solution（Becton Dick-
inson 社）で溶血させ，好中球分画（FSC，SSCおよび
Mac-1 抗原の発現で同定）をFACSCalibur（Becton
Dickinson 社）で測定した．
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Fig. 1 Effects of IgG aggregates on neutrophils.
Whole blood cells were incubated with either human IgG 
(1, 10, 100, or 1,000 μg/ml, open circles), heat-aggregated hu-
man IgG (1, 10, 100, or 1,000 μg/ml, closed circles), or 0.1 
μM fMLP (open triangles) as a positive control at 37 oC for 
30 min. The stimulated blood cells were incubated on ice 
for 15 min with PE-conjugated anti-Mac-1 MoAb and FITC-
conjugated anti-human IgG Ab. After removing red blood 
cells and washing, the mean fluorescence intensity (MFI) 
of the Mac-1 expression (a) and attachment of human IgG 
(b) on neutrophils were measured by FCM. Horizontal 
lines in each category indicate the mean value. ＊ p＜0.05.

6．ELISA

上記4の活性化実験で得られた上清中のHBP濃度は，
Tapper らの ELISA法を用いて測定した１９）．ELISA
用マイクロプレート（Nunc 社，C8 Maxisorp）に anti-
HBP MoAb（R & D社，50µg�ml）を 50µl 添加し，4℃
で一晩インキュベートし，抗体を吸着させた．同プレー
トをT-PBS-BSA（PBS溶液に 0.5％Tween20，1％BSA
を添加）でブロックした後（タンパク質の非特異結合
阻害），1�6 に希釈した上清（上記 4）もしくは種々の
濃度に希釈した組換えヒトHBP（R & D社）を加え，
37℃で 60 分間インキュベートした．なお，検体の希釈
はCan Get Signal I 溶液（Toyobo 社）を用いた．T-PBS
（PBS溶液に 0.5％Tween20 を添加）で洗浄後，anti-
HBP polyclonal 抗体（R & D社，50µg�ml，50µl�well）
を 37℃で 45 分間反応させ，洗浄後さらに結合した同

polyclonal抗体をhorseradish peroxidase-anti-goat IgG
抗体（Promega 社，1�5,000 希釈，50µl�well）で検出
した．発色はTMB発色溶液（Kirkegaard&Perry 社）
を用い，マイクロプレートリーダー（Corona 社，MTP-
120）で 450nmの吸光度を測定した．また，IL-6，TNF-
α，perforin の濃度測定は市販のELISA kit（IL-6：Bio-
source社，TNF-α：Pierce Biotechnology社，perforin：
Mabtech 社）を用いて行った．

7．統計処理
統計学的検討は paired t test を用いて行い，p＜0.05

である場合に有意差があるとした．

結 果
1．免疫複合体（ヒト IgG複合体）による好中球の活

性化
我々は，TRALI 発症の引き金となる事象を解明する

ため，全血を用いた活性化試験を行った．具体的には，
熱重合させたヒト IgG（疑似免疫複合体）もしくは熱重
合させていないヒト IgGをそれぞれヘパリン採血した
全血に加えてインキュベートし，好中球活性化マーカー
の一つであるMac-1の発現上昇をFCMで測定した．Mac-
1 は β-acetyl-γ-o -alkyl-α-phosphatidylcholine，phorbol
12-myristate 13-acetate，fMLPで活性化させた好中球
表面でその発現上昇が確認されている３１）３２）．我々も，熱
重合させたヒト IgGを添加した場合，熱重合させてい
ないヒト IgGに比べ，有意に高いMac-1 の発現上昇を
観察しおり（Fig. 1a），この差は両者の好中球表面のFcγ
レセプターへの結合能の差とよく一致している３３）．実際，
両者の結合能をFITC-anti-human IgGMoAbを用いて
FCMで測定したところ，100µg�ml 以上の濃度で熱重
合させたヒト IgGが熱重合させなかったヒト IgGに比
べ強く好中球に結合していた（Fig. 1b）．また，Mac-
1の発現上昇は0.1µM以上の fMLP添加でプラトーとな
り，熱重合ヒト IgGでは 1,000µg�ml に相当した（data
not shown）．

2．Fcγレセプター IIa，Fcγレセプター IIIbを介した
熱重合ヒト IgG刺激
熱重合ヒト IgGによる好中球の活性化が，好中球表

面のFcγレセプター IIa（CD32），Fcγレセプター IIIb
（CD16）を介したものかどうかを調べるため，それぞれ
のレセプターへのヒト IgG複合体の結合を特異的に阻
害する抗体（anti-CD16［clone 3G8］，anti-CD32［clone
7.3］）３４）３５）を用い，同抗体で前処理した全血について活性
化試験を行った．前処理を行わなかった全血と比較し
て，anti-CD16 抗体もしくは anti-CD32 抗体のどちらか
一方だけの前処理では有意なMac-1 の発現上昇の抑制
はみられなかった．しかし，両方の抗体で前処理した
全血では有意なMac-1 の発現上昇の抑制がみられ（Fig.
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Fig. 2 Involvement of CD16 and CD32 molecules on neu-
trophil activation
Whole blood cells pre-incubated with 500 ng/ml mouse 
IgG as a negative control (NC), anti-CD16, anti-CD32, or 
both MoAbs were stimulated with 1 mg/ml heat-aggre-
gated IgG. After removing red blood cells and washing, 
the MFI of the Mac-1 expression on neutrophils was 
measured by FCM. Horizontal lines in each category in-
dicate the mean value. ＊ p＜0.05

Fig. 3 Release of HBP from activated whole blood
(a) Whole blood cells were incubated with either human 
IgG (1, 10, 100, or 1,000 μg/ml, open bars), heat-aggregated 
human IgG (1, 10, 100, or 1,000 μg/ml, closed bars), or 0.1 
μM fMLP (diagonal bars) at 37 oC for 30 min. After remov-
ing cells by centrifugation, concentrations of HBP in the su-
pernatants were measured by ELISA. (b) Whole blood 
cells pre-incubated with either 500 ng/ml mouse IgG (NC), 
anti-CD16, anti-CD32, or both MoAbs for 15 min on ice 
were stimulated with 1 mg/ml heat-aggregated human 
IgG at 37 oC for 30 min. Concentrations of HBP in the super-
natants were measured by ELISA. The mean values ±SD 
calculated from the results of five independent experi-
ments are shown. ＊ p＜0.05

2），またヒト IgG複合体の好中球への結合も有意に阻
害されていた（data not shown）．さらに，他の好中球
FcレセプターであるCD64について同様の実験を行っ
たが，CD64単独の前処理では有意なMac-1 の発現上昇
の抑制はみられなかった（data not shown）．

3．熱重合ヒト IgG刺激によって HBPが放出される
血液細胞では好中球のみが炎症性血管作動性因子で

あるHBPを産生する１９）．そこで，全血を用いた反応系
で活性化された好中球がHBPを放出するか否か調べる
ため，種々の濃度の fMLPと反応させた全血の上清中
に含まれるHBP濃度を測定した．fMLP濃度 0.5～100
nmol�ml の範囲で，濃度依存的なHBPの放出が確認さ
れ（data not shown），全血を用いた反応系でも放出さ
れたHBPの定量が可能である．そこで，同反応系で熱
重合ヒト IgG刺激後に好中球からHBPが放出されるか
否かを検討した（Fig. 3a）．熱重合させていないヒト IgG
刺激では 100µg�ml 以上でHBPが放出されたが，熱重
合ヒト IgG刺激ではわずか1µg�ml でHBPが放出され
た．また，いずれの IgG濃度においても IgGを熱重合
することで 2倍以上のHBPの放出が観察された．以上
より，熱重合ヒト IgGは熱重合させていないヒト IgG
と比較して，有意に強くMac-1 の発現上昇とHBPの放
出を誘導すると考えられた．
次に，熱重合ヒトIgG刺激によるHBPの放出がCD32，

CD16 を介したものかを調べるため，上記 2と同様の前
処理を行った後，放出されたHBPを定量した．anti-

CD16 抗体もしくはanti-CD32抗体の一方だけの前処理
では有意なHBPの放出の抑制はみられなかったが，両
者で前処理した場合は有意な抑制がみられ，その放出
量は前処理しなかった場合の約 50％であった（Fig. 3
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Fig. 4 Kinetics in the release of soluble mediators
Whole blood cells were incubated with PBS as negative control (1), 1,000 μg/ml human IgG (2), or 1,000 
μg/ml heat-aggregated human IgG (3) at 37 oC. The supernatants were collected by centrifugation at for 30, 
120, 360 min and the concentration of perforin (a), TNF-a (b), IL-6 (c), and HBP (d) in the supernatants were 
measured by ELISA. The mean values ±SD calculated from the results of five independent experiments are 
shown. ＊p＜0.05

b）．また，anti-CD16 Fab 抗体および anti-CD32 Fab
抗体による前処理でも同様の結果が得られたが，anti-
CD64 抗体単独の前処理ではHBP放出抑制はみられな
かった（data not shown）．これらの結果は，CD32 およ
び CD16 を介した熱重合ヒト IgG刺激によって好中球
が活性化され（他の活性化経路の存在も考慮しなけれ
ばならないが），同細胞がHBPを放出することを示唆
する．

4．熱重合ヒト IgG刺激に反応する HBP以外の液性
因子
これまでに，免疫複合体（IgG複合体）刺激によって

白血球からの種々の液性因子（IL-1，IL-6，IL-8，IL-
10，IL-12，TNF-α，Fas ligand，perforin）の放出が報
告されている１４）３０）．これらはTRALI 発症に関わる候補
因子と考えられている．通常，TRALI の症状は輸血中
あるいは輸血後 2時間以内に現れるので，我々はこれ
らのうち IL-6，TNF-α，perforin と前述のHBPについ
て，その放出までの時間経過を測定した．
全血に 3種類の刺激剤（熱重合ヒト IgG，熱重合させ

ていないヒトIgGもしくは陰性コントロールとしてPBS）

をそれぞれ添加し，37℃で 30，120，360 分間インキュ
ベート後，上清中の種々の液性因子の濃度をELISA
法で測定した．Perforin の放出はいずれの刺激でも有意
な差はみられなかった（Fig. 4a）．IL-6 の 30 分以内放出
はいずれの刺激でも認められず，120分以内の熱重合ヒ
ト IgG刺激による放出がごく微量あった（Fig. 4b）．刺
激後 360分でようやく IgG刺激による有意な IL-6 の放
出がみられた（Fig. 4b）TNF-αの放出は 120 分以内で
はいずれの刺激でも認められず，360 分の熱重合ヒト
IgG刺激で有意な差がみられた（Fig. 4c）．一方，HBP
の放出量はわずか 30分の熱重合ヒト IgG刺激で有意な
増加がみられた（Fig. 4d）．これらの結果と実際のTRALI
発症時間（ほとんどは輸血後 2時間以内）を対比した
場合，HBPの放出反応のみがTRALI 発症の時間経過
に一致していた．

5．HLA Class I抗体刺激による HBPの放出
TRALI の発症にはHLA抗体，HNA抗体，その他白

血球抗体が関与する報告がされている４）～１１）１３）．そこで，
これらの抗体が熱重合ヒト IgGと同様に好中球を刺激
するかどうかを確かめるため，我々はまず，anti-HLA
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Fig. 5 Effects of an anti-HLA class I mAb on human neu-
trophil activation
Whole blood cells were incubated with either mouse IgG 
(10 or 100 μg/ml, open circles in (a) and open bars in 
 (b)), anti-HLA class I MoAb (10 and 100 μg/ml, closed cir-
cles in (a) and closed bars in (b)), or 0.1 μM fMLP (open tri-
angles in (a) and diagonal bar in (b)) at 37 oC for 30 min. 
The supernatants and leukocytes were separated by 
centrifugation. Mac-1 expression on neutrophils was ex-
amined by FCM (a), and concentrations of HBP in the cell 
supernatants were measured by ELISA (b). (c) Whole 
blood cells pretreated with either mouse IgG (NC), anti-
CD16, anti-CD32, or both MoAbs were stimulated with 
100 μg/ml anti-HLA MoAb and then concentrations of 
HBP in the supernatants were measured by ELISA. The 
mean values ±SD calculated from the results of five in-
dependent experiments are shown. ＊ p＜0.05

Fig. 6 HBP-releasing activity of sera or plasma contain-
ing anti-leukocyte antibodies
Whole blood cells from different healthy volunteers 
(cells No.1 to No.5) were incubated with plasma or serum 
samples from PTR patients (closed bar) or control 
healthy subjects (open bar) at 37 oC for 30 min. Then, the 
supernatants were collected by centrifugation and the 
concentration of HBP was measured by ELISA. The test 
sample 1 (plasma) and test sample 2 (serum) contained 
antibodies against HLA class 1 and the sample 3 (serum) 
contained antibodies against HLA class 1 and HNA-1a.

Class I（clone W6�32）MoAbで刺激によるMac-1 の発
現とHBPの放出を測定した．全血を anti-HLA Class I
MoAbで刺激すると，添加した抗体の量依存的にMac-
1 の発現上昇（Fig. 5a）と HBPの放出量の増加（Fig.
5b）が観察された．さらに，anti-HLA Class I MoAb
刺激によるHBPの放出がCD32，CD16を介したものか
を調べるため，ブロッキング抗体による前処理を行っ
た後，放出されたHBPを定量した．anti-CD16 抗体も
しくは anti-CD32 抗体の一方だけの前処理でもHBP
の放出が約 50％に抑制されたが，両者で前処理した場
合はさらなる抑制がみられ，その放出量は前処理しな
かった場合の約 25％であった（Fig. 5c）．
次に，HLA Class I 抗体を含む 3種類の PTR患者血

漿・血清（Test samples 1～3）を用い，これまでと同
様の活性化試験を行い，放出されるHBPを測定した．
Test sample 1 は血漿で，4人中 3人の健常人血球と反
応し，有意なHBPの放出が確認された（Fig. 6 left panel）．
なお，HBP放出がなかった血球（好中球，Cell No. 4）と
Test sample 1中の抗体との結合はみられなかった（data
not shown）．Test sample 2 は血清で，5人中 4人の健
常人血球で有意なHBP放出が確認され（Fig. 6 middle
panel），Test sample 1 と同様，抗体結合のない血球
（Cell No. 5）からはHBPの放出は観察されなかった
（data not shown）．Test sample 3 も血清で，幅広い特
異性をもつHLAClass I抗体とHNA-1a抗体を含んでお
り，すべての血球と反応し，有意なHBPの放出がみら
れた（Fig. 6 right panel）．これらの結果は，熱重合ヒ
ト IgGだけでなくHLA抗体，HNA抗体を含むヒト血
漿・血清もHBP放出を促すことを示すものである．
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Fig. 7 Possible involvement of HBP in TRALI

考 察
我々は全血を用いた活性化実験を行い，免疫複合体

や白血球抗体により好中球が活性化され，種々の液性
因子とりわけHBPを放出することを示した．我々が全
血を用いた理由は，精製した好中球に比べ，検体の準
備が容易で実験環境が生体内に近いと考えたからであ
る．白血球抗体は好中球だけではなく，他の血球細胞
や血小板に発現する分子にも結合し，免疫複合体を形
成し，結果として間接的に好中球の活性化に影響する
と考えられるからである．
抗原・抗体反応によって形成される免疫複合体は

TRALIも含め炎症性疾患の原因の一つと考えられてい
る１４）３６）３７）．実際，Nishimuraらは免疫複合体によるTRALI
発症の可能性を報告している１４）．Looney らは TRALI
発症原因の一つとして，HLA Class I 抗体が好中球上の
HLA Class I 抗原と結合し，さらに血漿中の可溶性HLA
Class I 抗原と免疫複合体を形成し，Fcγレセプターを
介した好中球の活性化を誘導することを報告している３８）．
また，Fcγレセプターを介した活性化には血漿中の可溶
性HLA Class I 抗原の存在が必須であり，反応系より同
抗原を除去するとこの活性化は起こらないことも報告
している３８）．そこで，我々もまず免疫複合体による好中
球の活性化実験を試みた．我々は，抗原・抗体反応に
よる免疫複合体を準備できなかったため，広く一般的
に免疫複合体として用いられている熱重合させたヒト
IgGを免疫複合体として用い３０），Fc レセプター（CD16，
CD32）を介した好中球の活性化を検出することができ
た（Fig. 2，3）．
我々は，活性化実験によっていくつかの液性因子，

すなわちTNF-α，IL-6，HBPの放出を確認した（Fig.
4）．これらのうち，TRALI の臨床症状と同様に刺激後
短時間で（2時間以内）放出されたものはHBPのみで
あった（Fig. 4）．HBPが刺激後短時間で放出された理
由として，同分子が好中球顆粒タンパク質（azurophilic
granule および secretory vesicle 中に存在）であること
が考えられる１９）．すなわち，顆粒タンパク質は刺激後す
ぐに放出されるのに対し，TNF-αや IL-6 などはタンパ
ク質合成ステップを経るため，その放出に時間を要す
るからである３９）．実際，我々は代表的な secretory ves-
icleタンパク質であるMac-1４０）が熱重合 IgGおよびanti-
HLA Class I MoAb刺激後 30 分で放出され増加するこ
とを観察した（Fig. 1，5）．さらに，代表的な azurophilic
granule タンパク質である elastase も刺激後 30分での
放出も確認した（data not shown）．
生体防御において，感染部位や炎症部位への白血球

の遊走は最も重要な免疫反応の一つである４１）４２）．その初
期段階を担うのが好中球で４１），それに続く単球の遊走・
活性化２３），Tリンパ球の遊走２５）などは同細胞が放出する
HBPなどによって促される．また，HBPは内皮細胞と
繊維芽細胞の結合分離４３），単球でのTNF-αの産生促進４４），
血管内皮細胞の透過性の促進２７）などにも作用する．さら
に我々は，β2 インテグリンを介した接着刺激３）２７）２８）だけ
でなく，免疫複合体や白血球抗体刺激によって活性化
された好中球からもHBPが放出されることを示した
（Fig. 7）．
白血球抗体はTRALI発症に関与する主要な刺激因子

の一つと考えられており，その刺激から発症に至る機
序を解明することは非常に重要である．我々は，疑似
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免疫複合体だけでなくHLA Class I 抗体を含む患者血
漿・血清による刺激によってHBPの放出を確認した
（Fig. 6）．我々の実験方法は 200µl の全血に被検血漿・
血清を 10µl 加えている．この条件は循環血液量 5l の患
者に対して，白血球抗体を含んだ 250µl の新鮮凍結血
漿（FFP）または血小板製剤（PLT）を輸血したこと
になり，実際の輸血の割合をよく再現している．また，
血清検体だけでなく臨床条件により近い血漿検体を用
いて実験できたことも意義深い．以上のように，我々
の実験は実際の輸血に近い条件で行っていることから，
試験管内のみならず生体内においても抗体刺激により
活性化された好中球よりHBPが放出されると考えてよ
いであろう．
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