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研究成果の概要（和文）：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)は、アレルギー反応の主役で
あるマスト細胞の脱顆粒反応を顕著に促進することが知られていたが、マスト細胞上に想定されるLysoPSターゲット分
子の実体は不明であった。本研究では、TPRチャネル分子に着目してLysoPSターゲット分子の探索を行った結果、TRPV1
分子がLysoPS反応性を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It is well known that lysophosphatidylserine (LysoPS) has stimulating activity on 
mast cells. Although several studies suggested the presence of specific target for LysoPS on mast cells, 
the molecule remains to be identified. In this study, we analysed the responses of TRP channels to LysoPS 
and found that TPRV1 responds to LysoPS.

研究分野：脂質生物学
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１．研究開始当初の背景 
 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）はアレルギー反応の
主役であるマスト細胞の脱顆粒反応を顕著
に促進することが知られていた。この反応は
LysoPS の構造特異的であるため、マスト細
胞上には LysoPSターゲット分子の存在が示
唆されているが、その実体は不明であった。
我々は LysoPSの構造を有機化学的に修飾し
た LysoPS 誘導体を多数合成・評価し、
LysoPS に対して数十倍強力なマスト細胞脱
顆粒誘導能を示すアゴニスト、リゾホスファ
チジルスレオニン（LysoPT）を同定した。こ
れまでの解析から LysoPSはマスト細胞上の
カルシウムチャネルと共役することが示唆
されている。また、最近ある種の TRP
（Transient Receptor Potential）チャネルが
リゾリン脂質に反応することが報告された。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、スーパーアゴニスト LysoPT
を利用し、マスト細胞上に想定される
LysoPS のターゲット分子の同定を目指す。
最近我々が開発した膜受容体活性化測定法
である TGFα 切断アッセイを用い、TRP チ
ャネル分子をスクリーニングし、マスト細胞
上の LysoPSターゲット分子の同定を目指し
た。また、マスト細胞に TRP チャネルの
siRNAを導入し、脱顆粒反応を評価するアプ
ローチからもターゲットの同定を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
3-1. TGFα 切断アッセイによる TRP ファミ
リー分子の LysoPS/LysoPT反応性の評価 
 ラットのTRP分子 27種をクローニングし、
TGF切断アッセイを用いて LysoPS および
LysoPT反応性を評価した。本アッセイでは、
HEK293細胞にそれぞれの TRPチャネルと
アルカリホスファターゼ融合 TGFα
（AP-TGFα）を一過的に発現させ、LysoPS
（LysoPT）刺激により膜型プロテアーゼによ
って切断される上清中の AP活性を測定する
ことにより、チャネルの活性化を評価した 
 
3-2. ラット腹腔マスト細胞における siRNA
による発現抑制と脱顆粒反応性の評価 
 ラット腹腔細胞から密度勾配遠心法によ
り精製したラット腹腔マスト細胞（RPMC）
から RNAを抽出し、定量 RT-PCR法により
TPRチャネルの発現を解析した。 
RPMCに対して、エレクトロポレーションに
より siRNAを導入し、定量 RT-PCRにより
発現抑制を確認した。siRNA導入 24時間後
の RPMC に IgE/抗原刺激とともに LysoPS 

(もしくは LysoPT)を添加して脱顆粒反応を
誘導した後、上清中のヒスタミン濃度を測定
することにより、脱顆粒反応性を評価した。 
 
 
４．研究成果 
4-1. TGFα 切断アッセイによる TRP ファミ
リー分子の LysoPS/LysoPT反応性の評価 
 TGFα切断アッセイを用いて、ラット TRP
ファミリー27分子の LysoPSおよび LysoPT
応答性を評価した。その結果、TRPV1 発現
細胞においてのみ、LysoPS/LysoPT応答性が
認められた。ただし、TRPV1 の既知リガン
ドであるカプサイシンと比較して反応性が
低く、また LysoPSと LysoPTの反応性もほ
ぼ同様であった。 
 
4-2. ラット腹腔マスト細胞における siRNA
による発現抑制と脱顆粒反応性の評価 
 定量 RT-PCR による発現解析により、
RPMCには TRPC6、M7、V2が高発現し、
TRPC1、C2、M2、M4、V1が中程度の発現
を示すことがわかった（図 1）。 

   図 1. RPMCにおける TRPチャネルの発現 

 
これら発現の高い 8 遺伝子の siRNA をエレ
クトロポレーション法により RPMC に導入
し、発現抑制率と脱顆粒反応性を解析した。
その結果、一次スクリーニングで TRPM7分
子の発現抑制により脱顆粒反応の抑制が認
められた。複数の TRPM7 siRNAコンストラ
クトにより脱顆粒抑制効果が認められたこ
とから、TRPM7 が脱顆粒反応に影響を与え
ることが明らかとなった。また、TRPM7 発
現抑制により抗原・LysoPS による脱顆粒反
応は抑制されるのに対し、強力な脱顆粒促進
剤である compound48/80 による脱顆粒反応
にはほとんど影響がなかった。TRPM7 は
Ca2+に加えて Mg2+の流入にも関与すること
から、脱顆粒反応バッファーの Mg2+依存性
を調べた結果、LysoPS/抗原による脱顆粒促
進作用にMg2+も重要であることがわかった。
TRPM7 の重要性を調べるのに、ノックアウ
ト（KO）マウスの腹腔マスト細胞を用いた
実験が必要となるが、TRPM7 KO マウスは
胎生致死であることから、すぐに実行するの
は困難であった。 



 新たに LysoPS誘導体の脱顆粒促進活性の
評価を行い、LysoPTよりも強力な（LysoPS
と比較して約 100倍）スーパーアゴニストを
見出した。この誘導体はカラムアフィニティ
ー精製や発現クローニングに有用と考えら
れる。 
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