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研究成果の概要（和文）： 
申請者は以前の研究において、亜鉛ウエーブと名前を付けた抗原刺激依存的な細胞内亜鉛濃度

上昇を見いだした。本研究では、亜鉛透過能を有する膜電位依存性 L型カルシウムチャネルが

亜鉛ウエーブを制御することを明らかにした。さらに、マウスにおいても L型カルシウムチャ

ネル阻害剤の塗布により接触性皮膚炎が抑制されたことから、この L型カルシウムチャネルが

新たなサイトカイン制御因子であることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have revealed the Zn wave, FcεRI-mediated intracellular Zn elevation upon antigen 
stimulation in mast cells. In this study, we further revealed that Zn-permeable 
voltage-gated L-type calcium channel (LTCC) is the channel for the Zn wave. In addition, 
LTCC-antagonist treatment suppressed the delayed-type hypersensitivity in mice, 
suggesting that LTCC might be the novel regulator for the cytokine production in mast cell. 
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１．研究開始当初の背景 
 
亜鉛は我々の生存に不可欠の必須微量元素

であり、亜鉛の恒常性の破綻により、免疫不

全・炎症性皮膚炎・成長不全・生殖能低下な

どの障害が生じることが報告されている。 
亜鉛は、酵素の活性部位形成や zinc finger
などの転写因子などの立体構造維持の構成
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因子としての機能が良く知られているが、近

年、細胞内で遊離状態の亜鉛の存在が明らか

になるに従い、細胞間・細胞内シグナル伝達

物質としての重要性が示唆されてきている

(Hirano T et al., Adv Immunol, 2008; 97: 
149-176)。 
 
マスト細胞はアレルギー反応・自然免疫・自

己免疫疾患などで役割を果たしている骨髄

由来の顆粒細胞である。マスト細胞は、ヒス

タミンなどの化学伝達物質を貯蔵した顆粒

を有しており、さらにその顆粒中には亜鉛が

蓄積していることが明らかになっている。し

かしながら、顆粒中の亜鉛の役割やマスト細

胞の活性化における亜鉛の重要性について

は明らかになっていなかった。これまでに当

研究室では、亜鉛の選択的キレート剤 TPEN
が脱顆粒反応とサイトカイン産生の両方が

抑制することを明らかにした。(Kabu K et al., 
J Immunol, 2006; 177: 1296-1305)。さらに、

脱顆粒反応においては亜鉛依存的な顆粒の

細胞膜移行の制御を明らかにし(Nishida et 
al.,  J Immunol. 2011; 187: 932-41.)、炎症

性サイトカイン産生のシグナル伝達の調節

に亜鉛トランスポーターZnT5 が役割を果た

していることを明らかにした (Nishida et 
al., J Exp Med. 2009; 206(6): 1351-64.)。 
当研究室では、これらの知見に加えて、マス

ト細胞内の亜鉛イオン濃度が刺激依存的に

上昇する亜鉛ウエーブと名付けた現象を明

らかにした。亜鉛ウエーブは、細胞内で発生

してサイトカイン産生のシグナル伝達を調

節する細胞内セカンドメッセンジャー（亜鉛

シグナル）としての機能していることを見い

だした(Yamasaki S et al., J Cell Biol, 2007; 
177(4): 637-645)。 
 
２．研究の目的 
 
免疫担当細胞であるマスト細胞のサイトカ

イン産生機構の解明は、われわれがアレルギ

ー反応を制御する上で非常に重要な問題で

ある。近年、マスト細胞において亜鉛が細胞

内シグナル伝達物質（亜鉛シグナル）として

機能していることが示されたが、その制御機

構や標的タンパク質は明らかになっていな

い。 

そこで本研究では、亜鉛シグナルの制御機構

を詳細に解析しサイトカイン産生機構を解

明することで、従来とは異なるアレルギー治

療法につながる新たな知見の獲得を目的と

する。 

 

３．研究の方法 
 

本研究では、亜鉛シグナル依存的なマスト細

胞サイトカイン産生機構の解明のために、以

下の項目の達成を試みた。 
 
1) 亜鉛シグナルの調節に関わるタンパク質

を同定する。 
2) 亜鉛シグナルの調節に関わるタンパク質

の作用機構を解明する。 
3) 亜鉛シグナルの標的タンパク質を同定す

る。 
4) 生体の免疫反応における亜鉛シグナルの

重要性を検討する。 
 
４．研究成果 

 

亜鉛シグナルの調節には亜鉛透過型チャネ

ルの関与が考えられたので、亜鉛透過性カル

シウムチャネルであるL型カルシウムチャネ

ルに着目した。L 型カルシウムチャネルのポ

アを形成するα1サブユニットのうち、Cav1.3
のポアを形成するα1D の発現がマスト細胞で

発現していることが明らかになった。そこで、

このタンパク質の細胞内局在を検討したと

ころ、細胞膜ではなく、ER マーカーと局在

が一致していることが示された（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図１）α1D は細胞膜上ではなく、主に ER
膜上で発現している。 

 

同様の結果は、スクロース密度勾配実験法に

おいても確認されたことから、マスト細胞に

おいてα1D サブユニットは亜鉛ウエーブが発

生する ER の膜上に発現していることが示唆

された。 

 

そこで、L 型カルシウムチャネルが亜鉛ウエ

ーブの調節に関わっているかどうかを確か

めるために、このチャネルの拮抗薬と誘導薬

の効果を検討した。図２に示すように、抗原

刺激依存的な亜鉛ウエーブは、拮抗薬



 

 

Verapamil 処理により抑制することが示さ

れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(図２ ) L 型カルシウムチャネル拮抗薬

Verapamil の亜鉛ウエーブに対する効果 
 
一方、誘導薬 BayK8644 処理により抗原刺激

がなくても細胞内亜鉛濃度の上昇が見られ

た。この誘導薬による亜鉛の上昇は、拮抗薬

前処理より消失し、また、カルシウム非含有

反応液中でも見られたことから(図３)、L 型

カルシウムチャネルが、亜鉛ウエーブを発生

させるタンパク質であることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
(図３ ) L 型カルシウムチャネル誘導薬

BayK8644処理による細胞内亜鉛濃度の変化 

 

そこで、この仮説を検証する目的で、α1Dサ 

ブユニットを siRNA でノックダウンした細

胞で亜鉛ウエーブを検証した。二段階電気穿

通法を用いてマスト細胞に siRNA を導入し、

タンパク質の発現量をコントロールと比較

して 70%抑制することに成功した。これらの

細胞を用いて亜鉛ウエーブを測定した結果、

抗原刺激依存的な亜鉛ウエーブが抑制して

いることが明らかになった(図４)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図４) α1D サブユニット siRNA でノックダ

ウン細胞での亜鉛ウエーブ 

 

さらに、L 型カルシウムチャネル依存的な亜

鉛ウエーブのマスト細胞活性化における役

割を検討した。抗原刺激依存的なサイトカイ

ン産生の低下が、Verapamil 処理細胞および 

α1D サブユニットノックダウン細胞において

見られた(図５、６)。一方で、抗原刺激依存

的な脱顆粒反応はどちらの細胞においても

コントロール細胞と同様の反応性を示した。

このことから、亜鉛ウエーブはマスト細胞の

活性化において炎症性のサイトカイン産生

の制御に関わっていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図５)抗原刺激依存的な IL-6 誘導に対する

Verapamil の効果 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図６) 抗原刺激依存的な IL-6 誘導に対する

α1Dサブユニットノックダウンの効果 

 

NF-κB 経路はマスト細胞のサイトカイン産



 

 

生に関わる主要な転写調節因子であること

から、亜鉛ウエーブの標的が NF-κB 経路に

有ると仮説を立てた。NF-κB の上流の因子

IKK および IκB の活性化に差は見られなか

った。しかしながら、Verapamil 処理細胞で

は NF-κB の核内移行が減少していた(図７)。 
さらに、NF-κB の DNA 結合能を測定した結

果、抗原刺激依存的に上昇した DNA 結合能

が、Verapamil 処理細胞においては低下して

いた。この低下した DNA 結合能は亜鉛を追

加すると回復することが明らかになった(図
８)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図７)抗原刺激依存的な NF-κB の核以降に

対する Verapamil の効果 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図８)核内 NF-κB の DNA 結合能 
 

この結果と一致して、Verapamil 処理による

サイトカイン産生が、亜鉛の添加により回復

していることを確認した(図９)。 

これらの結果は、L 型カルシウムチャネル依

存的な亜鉛ウエーブがマスト細胞の炎症性

サイトカイン産生の調節していることを示

唆していた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
(図９)抗原刺激依存的なサイトカイン産生 
 

そこで、L 型カルシウムチャネル拮抗薬のア

レルギー反応における効果を確認した。脱顆

粒反応のマウス実験モデルであるアナフィ

ラキシー反応は、Verapamil 塗布でも変化が

見られなかった(図１０)。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図１０ )アナフィラキシー反応における

Verapamil の効果 
 

一方で炎症性サイトカインによる炎症反応

のマウスモデルである接触性皮膚炎のモデ

ルにおいては、Verapamil 塗布により炎症の

抑制が見られた。同様の結果は他のカルシウ

ム拮抗薬 Diltiazem を塗布した場合において

も見られた。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(図１１)接触性過敏症における L 型カルシウ

ムチャネル拮抗薬の効果 



 

 

このように、L 型カルシウムチャネルが亜鉛

ウエーブを調節しており、マスト細胞のサイ

トカイン産生で誘導されるアレルギー性炎

症反応を惹起することを解明した。 
本研究で得られた成果により、従来とは異な

るアレルギー治療法の開発が期待できると

考えられる。 
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