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研究成果の概要（和文）：アレルギーの中心的な細胞であるマスト細胞の細胞表面にはリゾリン脂質の一種であ
るリゾホスファチジルセリン（LysoPS）を特異的に認識する受容体の存在が示唆されている。本受容体は、アレ
ルギーの増悪に関与しており、薬学的に重要な標的であるにもかかわらず、その性状は不明である。本研究では
fawn-hooded ratがLysoPSに応答し脱顆粒しないことを見出した。本ラット由来のマスト細胞はカルシウムイオ
ノフォアで誘導される脱顆粒は起こったことから、LysoPS受容体を欠損している可能性が想定される。今後、遺
伝学的解析によりLysoPS受容体を同定するストラテジーが提案された。

研究成果の概要（英文）：It has been suggested that a receptor for lysophosphatidylserine (LysoPS), a
 kind of lysophospholipid mediators, is present on mast cells. Mast cells are immune cells involved 
in the development of allergy. Several preceding studies have shown that LysoPS strongly 
up-regulated the antigen-IgE-induced degranulation of mast cells. However, the molecular 
identification as well as the biochemical characterization of the mast cell LysoPS remained to be 
done. The present research aimed to identify this LysoPS receptor. In this study, we found that mast
 cells from fawn-hooded rat, a kind of rat strains, did not degranulate in response to LysoPS. Since
 mast cells derived from the fawn-hooded rat degranulated in response to a calcium ionophore as was 
observed in mast cells from Wister strain rats, it is strongly suggested that the fawn-hooded rats 
are deficient in the LysoPS receptor. A new strategy to identify LysoPS receptor by genetic analysis
 was proposed.

研究分野： 脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
 マスト細胞は、アトピー性皮膚炎、花
粉症、じんましんなどのアレルギー性疾
患に関与する主要なエフェクター細胞で
ある。アレルギー病態時には、マスト細
胞の細胞表面に存在する IgE 受容体に抗
原特異的な IgE が結合しており、この
IgE に花粉などの抗原が結合すると脱顆
粒反応とケミカルメディエーターによる
アレルギー反応が引き起こされる。申請
者は IgE 以外のマスト細胞の活性化制御
因子としてリン脂質の一種、リゾホスフ
ァチジルセリン（LysoPS）に着目してい
る。ラットやマウスの腹腔マスト細胞は
IgE と抗原刺激だけでは応答せず、その
系に LysoPS を系に加えることによりは
じめて脱顆粒反応が起こる（Nature 
1979）。この反応は LysoPS に特異的であ
り、また、ホスホセリンを含む LysoPS
の全体構造が要求されることから、マス
ト細胞上には LysoPS の構造を厳密に認
識する受容体の存在が想定されている。
しかし、その分子実態は不明である。申
請者は後述するように、この LysoPS 受
容体を同定するためにさまざまな検討を
行ってきた。その中で申請者は最近
LysoPS の数百倍強力なマスト細胞脱顆
粒活性を示す LysoPS 誘導体（Deoxy 
LysoPT C3-ph-o-O-Bn-m-ph）の創製に
成功した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、２年間の研究期間の中で、
同定した LysoPS 誘導体をプローブとし
て、申請者らの独自な二つの戦略により
マスト細胞上の LysoPS 受容体の同定を
目指す。具体的には、（１）LysoPS 誘導
体の脂肪酸部に有機化学的にアジド基を
導入し、クリックケミストリーにより、
マスト細胞膜に対して結合性を示す候補
タンパク質を見出し、その部分構造を決
定する。（２）改良型 TGF切断アッセイ
（Nature Methods 2012）と約 80 のオ
ーファン GPCR、26 種類の TRP チャン
ネルをコードする cDNA を用い、同定し
た LysoPS 誘導体に応答する遺伝子を探
索する。さらに、最近迅速かつ確実に受
容体 KO マウスが作製できるようになっ
た CRISPR/Cas9 システムにより候補分
子の KO マウスを作製し、LysoPS 応答
性を調べる。（３）得られた受容体 KO マ
ウスを用い、LysoPS 受容体の病理的機
能を解明する。 
 
３．研究の方法 
 まず、LysoPS の数百倍強力なマスト細
胞脱顆粒促進能を有する LysoPS 誘導体
（Deoxy LysoPT C3-ph-o-O-Bn-m-ph）の
アジド化・ビオチニル化した化合物をラ
ット腹腔マスト細胞あるいはその膜画分

に加え結合させ、光ラベルにより共有結
合的に標的分子を標識する。プロテアー
ゼ処理により標的タンパク質をペプチド
断片化し、最終的に LysoPS 誘導体の結合
したペプチドを質量分析にて同定する。
得られたペプチド配列情報から受容体候
補遺伝子を見出す。一方、改良型 GPCR 活
性化測定法 TGFα切断アッセイを用い、
約 80 のオーファン GPCR の中に、LysoPS
誘導体と反応する GPCR を見出す。得られ
る候補受容体遺伝子を CRISPR/Cas9 シス
テムを用い破壊した KO マウス（マウスホ
モログ情報が得られない場合は KO ラッ
ト）を作製する。最終的に、得られた KO
動物個体のマスト細胞の LysoPS 応答性
を調べることにより候補受容体が目的の
LysoPS 受容体であるかを確認する。 
具体的には以下の検討を行う。 
・ LysoPS 誘導体結合タンパク質の同定 
・ 改良型 TGFα切断アッセイを用いた
LysoPS 誘導体応答性 GPCR の探索 
・ 候補遺伝子 KO 動物の作製 
・ 候補遺伝子 KO 動物の評価 
・ 受容体の生化学的解析 
・ 受容体 KO のマウスの表現型解析 
 
４．研究成果 
・ LysoPS 誘導体結合タンパク質の同定 
 LysoPS誘導体をビーズに結合させる試
みを行ったが、LysoPS 誘導体（Deoxy 
LysoPT C3-ph-o-O-Bn-m-ph）をビーズ
に結合させるための官能基導入によりマ
スト細胞の活性化能が劇的に低下し、固
定化ビーズを作製するに至らなかった。 
・ 改良型 TGFα切断アッセイを用いた
LysoPS 誘導体応答性 GPCR の探索 
 約７０種類のオーファン GPCR に対し、
改良型 TGFα切断アッセイを用い、
LysoPS 誘 導 体 （ Deoxy LysoPT 
C3-ph-o-O-Bn-m-ph）応答性の GPCR を
探索した。しかし、 Deoxy LysoPT 
C3-ph-o-O-Bn-m-ph に応答する GPCR
を見出すことはできなかった。 
・ 候補遺伝子 KO 動物の作製 
・ 候補遺伝子 KO 動物の評価 
・ 受容体の生化学的解析 
・ 受容体 KO のマウスの表現型解析 
 受容体を同定できなかったため、以上
の解析を進めることはできなかった。 
 予定した受容体同定が難航したため受
容体の性状解析、機能解析を実施するこ
とはできなかった。しかし、研究の過程
で、ホスファチジルセリン（PS）に応答
しにくい腹腔マスト細胞を持つラット系
統を文献的に見出すことができた。そこ
で、このラット系統（fawn-hooded rat）
を導入し、LysoPS 応答性を確認すること
にした。 
・fawn-hooded rat 由来のマスト細胞の
LysoPS 応答性の確認 



 fawn-hooded rat を導入・飼育し、
LysoPS依存的なマスト細胞の脱顆粒反応
を評価した。その結果、PS だけでなく、
LysoPSにも全く応答性を示さないことが
わかった。また、LysoPS 誘導体（Deoxy 
LysoPT C3-ph-o-O-Bn-m-ph）に対する応
答性も顕著に減弱していることが判明し
た。一方、この fawn-hooded rat 由来の
腹腔マスト細胞は通常のカルシウムイオ
ノフォアに対する応答性は持っているこ
とがわかった。よって、fawn-hooded rat 
は LysoPS に対する受容体を欠損してい
る可能性が強く示唆された。 
 以上の結果は、fawn-hooded rat の腹
腔マスト細胞は LysoPS 受容体を欠損し
ている可能性を強く示唆している。今後、
野生型 rat（Wister 系統）と fawn-hooded 
ratを掛け合わせ得られるF1世代同士を
掛け合わせた F2 世代のラットの LysoPS
応答性を調べ、それらF2世代のgenotype
と対応させることにより、LysoPS 応答性
を引き起こす遺伝子座を同定することで、
目的の LysoPS 受容体を同定できると考
えられる。 
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