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研究成果の概要（和文）： 

アナフィラキシー誘発物質であるハチ毒に大量に含まれるホスホリパーゼ A2（PLA2）の哺乳動

物ホモログⅢ型分泌性 PLA2（sPLA2-Ⅲ）がマスト細胞介在性アナフィラキシーを制御すること

を見出した。すなわち、本酵素はマスト細胞に発現しており、マスト細胞の活性化だけでなく、

分化成熟そのものを制御する。脂質メディエーター関連分子群（合成酵素・受容体）のノック

アウトマウスとの比較から、sPLA2-Ⅲの下流でマスト細胞の調節に関わるユニークな細胞間脂

質ネットワークを解明しつつある。 

 

研究成果の概要（英文）： 

A major allergen in honeybee venom, a potent inducer of anaphylaxis, is a secreted PLA2 (sPLA2) that is 

classified into group III, and mammalian genome encodes its endogenous homolog, sPLA2-III. Here, we 

demonstrate that sPLA2-III is expressed in mast cells and acts as a regulator of maturation and activation 

of mast cells and thereby of mast cell-associated anaphylactic responses. Administration of recombinant 

sPLA2-III into mouse ears induced mast cell activation. Mast cell-associated active and passive 

anaphylactic responses were markedly attenuated in Pla2g3-knockout mice as compared with those in 

wild-type mice, and bone marrow-derived mast cells (BMMC) from Pla2g3-deficient mice displayed 

reduced histamine and lipid mediator releases. Pla2g3-null BMMC failed to reconstitute the 

anaphylactic response after transplantation into mast cell-deficient mice, indicating that the defects 

caused by Pla2g3 deficiency is mast cell autonomous. Dermal mast cells in Pla2g3-null mice were 

numerically normal but morphologically immature, and showed impaired degranulation. Moreover, 

Pla2g3-null BMMC exhibited defective fibloblast-directed maturation in vitro. Interestingly, knockout 

mice for a prostanoid-biosynthetic enzyme or for a receptor also displayed similar mast cell 

abnormalities to Pla2g3-null mice, suggesting their functional linkage. Taken together, we conclude that 

sPLA2-III is the only sPLA2 isoform involved in maturation and activation of mast cells. sPLA2-III 

released from immature mast cells may act on microenvironmental fibroblasts to produce particular lipid 

metabolites, which may in turn promote terminal maturation of mast cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 マスト細胞は IgE と抗原、或いは微小環境

因子の刺激により、脱顆粒、脂質メディエー

ター産生、サイトカイン・ケモカイン産生を

引き起こし、アレルギー性炎症のコンダクタ

ーとして機能するのみならず、免疫抑制や組

織リモデリングなどにも積極的に関わる。従

来、マスト細胞における脂質の役割について

は、アラキドン酸代謝により生成される脂質

メディエーター（プロスタグランジン（PG）

やロイコトリエン（LT）等）の機能を中心に

研究が行われてきた。リン脂質代謝酵素の一

群であるホスホリパーゼ A2（PLA2）には多数

の分子種が存在し、このうち細胞質型 PLA2

（cPLA2α）が膜リン脂質からのアラキドン酸

の遊離に極めて重要な役割を担う。しかしな

がら、他の PLA2分子群のマスト細胞における

機能は十分に理解されていなかった。申請者

は PLA2 分子群の網羅的ノックアウトマウス

の解析を通じて、新たにアナフィラキシー応

答並びにマスト細胞を制御する細胞外分泌

性 PLA2 (sPLA2)アイソザイム sPLA2-Ⅲ、即ち

anaphylactic sPLA2 を同定した。sPLA2-Ⅲは

アナフィラキシー誘発物質であるハチ毒PLA2

と比較的相同性が高く、哺乳動物のゲノムに

コードされている唯一のホモログであるこ

とから、本酵素が内因性のアレルギー応答調

節因子として機能している可能性が想定さ

れた。 

 

２．研究の目的 

 申請者らは PLA2 分子群のノックアウトマ

ウス又は過剰発現トランスジェニックマウ

スを多数作出導入し、マスト細胞介在性のア

レルギー応答に関与する PLA2 分子種の同定

を試みた。その結果、sPLA2-Ⅲの欠損マウス

でのみ野生型マウスと比較してアナフィラ

キシー応答が軽減し、反対に本酵素の過剰発

現マウスで増悪することを見出した。更に、

欠損マウスの組織マスト細胞では活性化が

低下しているのみならず、細胞形態そのもの

が未熟であることが判明した。そこで本研究

では、sPLA2-Ⅲとマスト細胞の機能並びに分

化成熟の関連について、 

(1)分泌されるのか？ 

(2)エフェクター機能に直接関わるのか？ 

(3)分化成熟を制御しているのか？ 

(4)アレルギー応答に普遍的に関わるのか？ 

(5)どのような脂質代謝を引き起こすのか？ 

など多方面から解析を行い、本酵素のマスト

細胞における役割並びに作用メカニズムを

解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)培養マスト細胞の解析 

①エフェクター機能：マウス骨髄細胞を

IL-3存在下で長期培養して得た未成熟な

骨髄由来培養マスト細胞（BMMC）におけ

るIgE依存性の脱顆粒、脂質メディエータ

ー産生、サイトカイン産生を解析した。 

②マスト細胞分化成熟：BMMC をマスト細

胞増殖因子 SCF 存在下、マウス繊維芽細

胞 Swiss 3T3 と数日間共生培養すること

で、皮膚に存在するマスト細胞に極めて

類似した形質を示す亜型へと成熟させた。 

 

(2)生体内マスト細胞の解析 

①アナフィラキシー応答：抗原特異的IgE

を皮下投与して24時間後、抗原を尾静脈

から投与した。抗原投与30分後の浮腫を

アナフィラキシー応答の指標とした。 

②皮下マスト細胞の解析：アナフィラキ

シー環境下における皮下マスト細胞をト

ルイジンブルーで特異的に染色した。マ

スト細胞の超微細形態は透過型電子顕微

鏡により解析した。マスト細胞の分化成熟

は分泌顆粒に含有されるヒスタミンを定

量するとともに、ヒスタミン合成酵素Hdc

やマスト細胞特異的プロテアーゼMcpt4など

の成熟マーカー遺伝子の発現を定量した。 



③マスト細胞再構成：BMMCをマスト細胞欠損

マウスKitW-sh/W-shの皮下組織に移植し、５週間

かけて生体内でマスト細胞を再構成させた

（マスト細胞特異的欠損マウスの作出）。 

 

４．研究成果 

(1)sPLA2-Ⅲはマスト細胞から分泌される 

 マウス皮下組織の免疫組織化学染色にお

いて、sPLA2-Ⅲの陽性シグナルはトルイジン

ブルー陽性マスト細胞と完全に一致した。更

に、IgE と抗原で刺激した皮下組織におい

て、本酵素はマスト細胞の脱顆粒ととも

に分泌される様子が観察された。 

(2)sPLA2-Ⅲはマスト細胞のエフェクター機

能に直接関わる 

①In vivo：sPLA2-Ⅲリコンビナントタンパク

質を野生型マウスの皮下組織に投与したと

ころ、用量依存的に浮腫を生じた。本反応は

マスト細胞の活性化に依存しており、マスト

細胞欠損マウスでは全く認められなかった。 
②In vitro：sPLA2-Ⅲ欠損マウス由来 BMMC の
IgE 依存的なヒスタミン遊離及び脂質メディ
エーター（PGD2並びにLTC4）産生は野生型BMMC
と比べて顕著に低下していた。反対に、sPLA2-
Ⅲ過剰発現マウス由来 BMMC の IgE 依存的な
脂質メディエーター産生は野生型 BMMC と比
べて亢進していた。 

(3)sPLA2-Ⅲはマスト細胞の分化成熟を制御

する 

①生体内マスト細胞の異常：sPLA2-Ⅲ欠損マ

ウスの皮下マスト細胞は、数は正常であるも

のの形態的に未成熟で、IgE と抗原の刺激に

不応答であった。マスト細胞顆粒に含有され

るヒスタミン量は野生型マウスと比較して

著しく低く、マスト細胞成熟マーカー遺伝子

群の発現も低下していた。 

②培養マスト細胞の成熟不全：マスト細胞の

分化成熟培養において、sPLA2-Ⅲ欠損マウス

由来 BMMC は形態的に分泌顆粒の育成が悪く、

また、野生型 BMMC で見られるような成熟応

答遺伝子の発現誘導が低下しており、未成熟

のままであった。 

③マスト細胞特異的sPLA2-Ⅲ欠損マウスの表

現型：アナフィラキシー不応答性のマスト細

胞欠損マウスに野生型 BMMC を再構成するこ

とで IgE依存性のアナフィラキシー応答は回

復した。一方で、sPLA2-Ⅲ欠損 BMMC をマスト

細胞欠損マウスに再構成しても野生型 BMMC

で再構成したマウスのような応答性は認め

られなかった。sPLA2-Ⅲ欠損 BMMC を再構成し

たマウスの皮下組織では、正常な数のマスト

細胞が生着していたが、マスト細胞成熟マー

カー遺伝子群の発現が野生型 BMMC の再構成

マウスと比較して顕著に低下していた。 
(4)sPLA2-Ⅲはアレルギー応答に普遍的に関
わる 
①マスト細胞のみに依存するアレルギー応
答：卵白アルブミンの反復投与により内因性
に IgE を産生させた後、抗原で誘発した局所
能動アナフィラキシーは、野生型マウスと比
較して sPLA2-Ⅲ欠損マウスで軽減していた。 
②多彩な免疫細胞が関与する複合型アレル
ギー：sPLA2-Ⅲ欠損マウスでは野生型マウス
と比べて、卵白アルブミン誘発アトピー性皮
膚炎モデル（Th2 応答主体のⅠ型アレルギー）
並びにハプテン誘導接触性皮膚炎モデル
（Th1 応答主体のⅣ型アレルギー）によるア
レルギー性炎症が悪化した。 
(5)PGD2 はマスト細胞の分化成熟を促進させ
る 
アラキドン酸代謝系において、PLA2の下流に
位置する脂質メディエーター産生酵素又は
受容体欠損マウスのアレルギー応答を網羅
的に解析した。その結果、PGD2 産生酵素
L-PGDS及びPGD2受容体DP1の欠損マウスにお
いて、sPLA2-Ⅲ欠損マウスと同様の表現型、
即ちマスト細胞介在性アナフィラキシー応
答の軽減が認められた。L-PGDS 及び DP1 欠損
マウスの皮下マスト細胞は形態的に未成熟
で、刺激に不応答であった。 
 
考察：ハチ毒 PLA2の唯一の哺乳動物ホモログ
sPLA2-Ⅲはマスト細胞の活性化だけでなく、
分化成熟そのものを制御することが明らか
となった。sPLA2-Ⅲによるマスト細胞成熟の
制御メカニズムとして、sPLA2-Ⅲは未成熟な
マスト細胞から分泌され、マスト細胞を取り
巻く微小環境中のリン脂質に作用し、局所環
境で産生された PGD2 がマスト細胞の分化成
熟を促進させるものと予想された。これまで
マスト細胞において、PLA2はアラキドン酸を
遊離して炎症を誘発すると認識されてきた
が、本結果は細胞外分泌性 sPLA2 が担う新た
な脂質ネットワークがマスト細胞介在性ア
レルギー性炎症を制御する新たな知見とな
った。今後、マスト細胞を分化成熟レベルで
制御するsPLA2-Ⅲ依存的な脂質代謝ネットワ
ークの全貌解明を目指す。 
 上述(4)-②はsPLA2-Ⅲがマスト細胞の機能
を亢進するのに反し、他の何らかの免疫細胞
の機能に抑制的に作用し、総合的に複合型皮
膚アレルギー反応を改善の方向に導くこと
を示唆している。今後、sPLA2-Ⅲの欠損によ
り免疫応答が変化するステップを絞り込み、
sPLA2-Ⅲによるアレルギー免疫調節機構の解
明を目指す。 
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