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研究成果の概要（和文）：抗アレルギー薬のひとつであるクロモグリク酸ナトリウムは伝承薬由来であり、その
作用機序は不明であった。本研究では、花粉症やアレルギー性喘息において重要な役割を果たすマスト細胞の表
面に存在するGPR35という膜タンパク質が、その標的であることを齧歯類において見出した。GPR35を活性化する
化合物は、マスト細胞のIgEを介する脱顆粒応答の抑制を介してアレルギー反応を抑制すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Sodium cromoglycate, an antiallergic drug, is derived from traditional 
medicine, and its mechanism of action was unknown. In this study, we found in rodents that GPR35, a 
membrane protein on the surface of mast cells that plays an important role in cedar pollen allergy 
and allergic asthma, is the target molecule of sodium cromoglycate. The compounds that could 
activate GPR35 might suppress allergic reactions by inhibiting the IgE-mediated degranulation of 
mast cells.

研究分野： 薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クロモグリク酸ナトリウムは副作用の頻度の低い抗アレルギー薬として知られるが、一方で消化管吸収が悪いた
めに投与経路が限定されている。本研究を通じて標的分子が明らかになったことにより、消化管吸収が改善され
た代替薬を開発することができる。また、GPR35はゲノムワイド相関解析により、炎症性腸疾患、Ⅱ型糖尿病と
いった慢性炎症性疾患と相関が強いことが報告されており、こうした疾患の新たな治療薬開発の基礎的知見を提
供するものでもある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
抗アレルギー薬であるクロモグリク酸ナトリウム(DSCG)は長らくその標的分子が不明であっ

たが、発現系を用いたリガンドスクリーニンの過程でオーファン G タンパク質共役型受容体の
ひとつである GPR35 のアゴニストとしての作用を持つことが明らかとなった。しかしながら、
GPR35 のマスト細胞における発現や、それを介した脱顆粒応答の抑制があるのかといった点は
明らかではなかった。研究代表者は、予備的な検討により既報の GPR35 アゴニストがいずれも
ラット腹腔マスト細胞の IgE を介する脱顆粒応答を抑制することを見出した。 

GPR35 はヒトのゲノムワイド解析において炎症性腸疾患やⅡ型糖尿病との強い相関が報告さ
れているが、薬理学的ツールの開発や受容体分子の生化学的な解析が遅れているために、その生
理的機能は依然として不明である。また DSCG は副作用の頻度の低い優れた抗アレルギー薬で
あるが、消化管吸収が悪いために投与経路が限定されている。GPR35 アゴニストの開発はより
優れた抗アレルギー薬、および慢性炎症疾患の新たな治療薬の創製につながると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では GPR35 がマスト細胞の脱顆粒応答を抑制するメカニズム、即時型アレルギーにお

けるGPR35アゴニストの治療的作用、およびGPR35分子に関する生化学的解析を実施し、GPR35
を介する抗アレルギー作用の全体像を明らかにすることを目的とする。具体的には、１）GPR35
下流のシグナル伝達機構の解明、２）マスト細胞の IgE を介する脱顆粒応答を抑制する機序の解
明、３）マウスの IgE 依存性即時型アレルギーモデルにおける GPR35 アゴニストの抑制効果の
評価、をそれぞれ実施する。 
 
３．研究の方法 
・GPR35 の種々の三量体型 G タンパク質との共役の解析では、HEK293 細胞を用いた TGF- 

shedding assay を用いた。 
・GPR35 特異的なアゴニストの創製については、松野研司博士（工学院大学、現安田女子大学）
と共同研究を実施し、化合物を得た。 

・ラットマスト細胞株 RBL-2H3 には GPR35 が発現していないことから、N-末端にヘマグルチ
ニン(HA)タグ配列を付加したラット GPR35 遺伝子を導入し、構成的発現細胞(RBL-2H3/HA-
GPR35)を作出した。 

・加藤伸一博士、斉藤美知子博士（京都薬科大学）によって作出された GPR35 遺伝子欠損マウ
ス（C57BL/6 を遺伝的背景とする）を用いて in vivo の評価を実施した。 

・モノクローナル IgE を耳介皮膚組織に皮内注で投与し、24 時間後に特異的抗原とエバンスブ
ルーを静脈内投与する即時型アレルギーモデル（IgE 依存性受動皮膚アナフィラキシー、PCA）
を用いてⅠ型アレルギーにおける GPR35 の機能を評価した。 

 
４．研究成果 
 TGF-a shedding assay を用いた解析では、ヒト、ラット、マウスの GPR35 は Giおよび G12/13と
の共役が認められ、一方で Gs との共役はほとんど認められなかった。DSCG はヒト、ラット、
マウス GPR35 においてアゴニスト活性を示したが、キヌレン酸はヒトではアゴニスト活性が確
認できなかった。パモ酸はヒト GPR35 のパーシャルアゴニストであるが、ラット、マウスでは
アゴニスト活性は確認できなかった。Zaprinast はラット、マウスにおいて高い親和性を示した
が、ヒトでは 100 倍程度弱い親和性を示すアゴニストであった。共同研究により供給された新規
化合物は、ヒト、ラット、マウス、いずれの GPR35 とも高い親和性で結合した。 
 ラット GPR35 遺伝子を構成的に発現した RBL-2H3/HA-GPR35 細胞では、対照である RBL-
2H3/mock 細胞と比較して、IgE を介する抗原刺激による脱顆粒応答が低下していた。一方で、
小胞体の Ca2+-ATPase 阻害剤である thapsigargin による脱顆粒応答は両細胞株で同程度であった。
これらは GPR35 リガンド非存在下での応答であるが、GPR35 の過剰発現によって IgE を介する
抗原刺激による脱顆粒応答が抑制されている可能性が考えられた。一方、RBL-2H3/HA-GPR35 細
胞では zaprinast や新規 GPR35 アゴニスト処理により IgE を介する脱顆粒応答が抑制されたが、
そのレベルは小さいものであった。また、この系においてアゴニスト処理により GPR35 は速や
かに内在化することが明らかとなった。 
 GPR35 の発現は主に組織結合型マスト細胞に分類されるマウスマスト細胞において認められ
た。マウス骨髄細胞を IL-3 存在下、長期培養して得られる骨髄由来培養マスト細胞ではほとん
ど認められず、これを stem cell factor 存在下線維芽細胞と共培養して得られる成熟型マスト細胞
において発現することがわかった。 
 GPR35 遺伝子欠損マウスを用いて IgE を介する即時型アレルギー応答について検討したとこ
ろ、応答自体は野生型マウスとほぼ同程度であった。一方、野生型マウスでは zaprinast や新規ア



ゴニストの前処理により即時型応答が抑制されるのに対して、GPR35 遺伝子欠損マウスでは
GPR35 アゴニストによる抑制作用は消失していた。 
 以上の結果より、GPR35 は DSCG の標的分子であり、マスト細胞の IgE を介する脱顆粒応答
に抑制的に機能することが強く示唆された。 
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