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研究成果の概要（和文）：[目的]創傷治癒における肥満細胞の役割が示されており、一方、アルギニン(Arg)などのア
ミノ酸を用いた免疫栄養が有効とされる。今回、アミノ酸の肥満細胞への作用を検討した。[方法] P815細胞をGln・Ar
g濃度を変更した培地で培養し、IL-6で刺激後、上清中のヒスタミン・IL-13濃度をELISAで測定した。[結果] Gln高濃
度培地ではIL-6によるP815のヒスタミン分泌が増加した。一方、ArgはIL-6への反応を変化させなかった。IL-13分泌は
Arg濃度やIL-6刺激で変化しなかった。[考察・まとめ]アミノ酸は肥満細胞からのヒスタミンおよびIL-13分泌に影響を
与えることが判明した。

研究成果の概要（英文）：[Background] Mast cell activation has been implicated in wound healing via releasi
ng a variety of mediators. Glutamine (Gln) and arginine (Arg) are used as "immunonutrients" in malnourishe
d patients, but their potential effect on mast cells is unclear. We evaluated the effect of Gln and/or Arg
 on mast cell function. [Methods] P815 cells were cultured in a medium under different Gln and/or Arg conc
entrations. Histamine and IL-13 release was measured using enzyme-linked immunoassays. [Results and Discus
sion] Cells cultured in higher Gln concentrations produced a greater histamine response upon IL-6 stimulat
ion. IL-13 production was not significantly altered by IL-6 stimulation or by Arg concentration. [Conclusi
ons] Gln and/or Arg concentrations in situ may regulate histamine and IL-13 release from mast cells. The a
ppropriate use of functional amino acids as immunonutrients may suppress inflammation and aid in wound hea
ling.
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１．研究開始当初の背景 
 
 肥満細胞は多能性幹細胞に由来する造血
系細胞であり、IgE 依存性または非 IgE 依存
性刺激によるヒスタミンなどのケミカルメ
ディエータの分泌誘導や各種サイトカイン
産生を通して、自然免疫や炎症、アレルギー
反応において重要な役割を果たす。最近、褥
瘡を含む創傷治癒過程においても肥満細胞
が関与することが示唆されている。例えば、
肥満細胞を欠損するマウスでは創傷治癒が
遅延することなどが報告されている(Weller 
K et al, FASEB J. 20(13):2366, 2006)。しか
し、創傷治癒などの炎症病態における肥満細
胞の作用と制御メカニズムには、いまだ不明
な点が多く残されている。 
 一方、低栄養状態の患者においては創傷治
癒がしばしば遅延することが経験されるが、
近年臨床実地において、いわゆる免疫栄養
“immunonutrition”として、アルギニン(Arg)
やグルタミン(Gln)などのアミノ酸や n-3 多
価不飽和脂肪酸、核酸などを含む各種経腸栄
養剤が重症患者の周術期等に投与され、予後
改善に有用であることが報告されている。特
にArgは免疫賦活化作用を有することが示さ
れ 、 Arg を 強 化 し た 免 疫 増 強 剤
(immune-enhancing diet; IED)が開発され
た。しかし IED は重症感染症症例ではむしろ
予後を悪化させる可能性があると示唆され、
Arg を 配 合 し な い 免 疫 調 整 栄 養 剤
(immune-modulating diet; IMD)との使い分
けが行なわれている（総説；川本ら、日本病
態栄養学会誌、 2013）。いずれにしてもこれ
らの機能アミノ酸は、初期の血液凝固期から
炎症期、そして細胞増殖から肉芽形成・組織
修復に至る創傷治癒の各過程において、リン
パ球や線維芽細胞に作用することが示され
ている。従ってこの各段階で、創傷部位に局
在する肥満細胞の活性化にも影響している
可能性が想定される。しかし、アミノ酸が肥
満細胞に与える影響についてはこれまで詳
細が明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
 免疫栄養に用いられるアミノ酸の培養条
件における濃度の差異が肥満細胞の活性化
に与える影響について検討する。 
 
３．研究の方法 
 
 マウス由来肥満細胞株 P815(理研 BRC)を、
10%ウシ胎仔血清および 1% ペニシリン・スト
レプトマイシン添加 RPMI1640 培地を用い、
37℃、5%CO2環境で培養した。また今回、L-Gln 
を含まない RPMI1640 を用い、Gln 濃度を任意
の濃度（0−1,000 mg/L）に調整するとともに
Arg 濃度を２段階に設定した。一部の細胞を
試験管内でリコンビナント IL-6(20 ng/mL)
により刺激し、一定時間培養後、培養上清を

回収して上清中のヒスタミンおよびIL-13濃
度 を 市 販 の キ ッ ト (Histamine Enzyme 
Immunoassay Kit™, SPI Bio Inc., および 
Mouse IL-13 Quantikine™, R&D)を用いた
ELISA 法により測定し、結果を Microsoft 
Excel および「エクセル統計」TM を用いて解
析した。解析は triplicate で行い、p<0.05
を有意差ありと判定した。 
 
４．研究成果 
 
1）培養条件におけるアミノ酸濃度と P815 肥
満細胞からのヒスタミン分泌の検討 
 
 まず予備的検討として、RPMI1640 培地中の
Gln・Arg 濃度の変化と P815 細胞生存率との
関係についてトリパンブルーおよびMTSアッ
セイを用いて検討した。この結果、P815 細胞
を、Gln を含有せず、Arg も添加しない培地
で培養した場合には細胞生存率測定結果が
有意に低下したが、それ以外の条件では実験
系により数値のばらつきはあったものの明
らかな生存率の差は認められなかった。 
 次に、Gln と Arg を通常の条件と異なる濃
度に調整してP815細胞を培養し、一部にIL-6
刺激を加え（24 時間）、培養上清を回収して
上清中へのヒスタミン分泌をELISA法で測定
した。通常の RPMI1640 培地（Gln,Arg 含有）
を用いた培養においても、P815 細胞からは基
礎レベルのヒスタミン分泌が検出された。培
地中の Gln 濃度のみを変化させた場合
(0−1,000 mg/L)、ヒスタミンの基礎分泌にお
いては有意な変化はみられなかった。しかし
IL-6 で細胞を刺激すると、培養条件中の Gln
濃度が高いほど、IL-6 刺激によるヒスタミン
分泌増加率が増大することが判明した（具体
的には、Arg 200mg/L 含有の培養条件におい
て、Gln が 0, 300, 500 mg/L の場合それぞれ
ヒスタミン量の基礎レベルに対する IL-6 刺
激後の比率は 1.214, 2.317, 3.280 倍であっ
た）。このことから、Gln の増加は肥満細胞の
IL-6 刺激に対する反応を増強している可能
性が示された。 
 次に培地中の Gln, Arg 濃度をともに変化
させると、高濃度 Arg (400 mg/L) 含有培地
で培養した P815 細胞では、Gln 濃度によらず
IL-6 刺激に対し高いレベルのヒスタミン分
泌が見られた。以上より、Gln と Arg が肥満
細胞のヒスタミン分泌に与える影響は異な
ることが示された。 
 
図１：IL-6 刺激による肥満細胞からのヒスタ
ミン遊離におけるグルタミン濃度の影響 
(Kawamoto et al, 2013) 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
２）培養条件におけるアミノ酸濃度と P815
肥満細胞からの IL-13 分泌の検討 
 
 次に、創傷治癒を始めさまざまな病態にお
ける線維化に関わる向線維化サイトカイン
の一つであるIL-13の肥満細胞からの分泌に
ついて、培養条件中のアミノ酸濃度との関連
を検討した。 
 上記と同様に、RPMI1640 培地の Gln,Arg 濃
度を変化させて培養上清中の IL-13 を ELISA
により測定した。 
 この結果、P815 肥満細胞からの IL-13 分泌
は、RPMI 培地の Gln 濃度のみを変化させた場
合、Gln 高濃度(500〜1,000 mg/L)条件で培養
した細胞において増加がみられた。しかし、
ヒスタミンと異なり、細胞への IL-6 刺激の
有無による有意な変化は認められなかった。
さらに、IL-13 産生は Gln 濃度によっては変
化したが、Arg 濃度には依存しないことが判
明した。 
 
３）考察 
 
 以上より、P815 肥満細胞の炎症性刺激によ
る活性化におけるヒスタミンおよびIL-13分
泌は、培養条件のアミノ酸濃度(Gln と Arg)
によって異なる産生制御を受けることが示
された。 
 肥満細胞由来ヒスタミンは、線維芽細胞の
遊走などを通して創傷治癒を促進し、また
IL-13は TGF-β発現誘導を介してコラーゲン
合成を促進し、創傷などにおける線維化や皮
膚 組 織 の リ モ デ リ ン グ に 作 用 す る
pro-fibrotic なサイトカインとして知られ
ている。今回の実験系では、肥満細胞を、IgE
依存的経路ではなく非依存的刺激、すなわち
IL-6 の添加によって活性化することで主と
してアレルギー反応の単純な再現ではなく
炎症性病変を想定した検討を行なった。この
結果、P815 肥満細胞は IL-6 刺激に応じてヒ
スタミンを分泌したほか、IL-13 の産生も
IL-6 によって刺激されることが判明し、さら
にこれらの産生分泌が、肥満細胞の培養条件
におけるアミノ酸濃度の差異によって変動
しうることが示された。 

 今回、培養液中の Gln は、肥満細胞からの
IL-6 誘導によるヒスタミン分泌を変化させ
たが、Arg はヒスタミンの基礎分泌レベルに
影響を与えた。一方 IL-13 については、ヒス
タミンの場合と異なり、IL-6 刺激や Arg 濃度
による有意な影響は認められず、Gln により
変化することが示された。このことから、Arg
と Glnが肥満細胞に及ぼす影響は異なってい
ることが判明し、いわゆる免疫栄養において
用いられる、Arg を強化した「免疫増強栄養
剤」(EID)と、Arg 強化のない「免疫調整栄養
剤」(IMD)が異なる治療成績をもたらすこと
の理由の一つに関わることも想定される。ま
た、ヒスタミンは脱顆粒による分泌、サイト
カインであるIL-13は転写活性化などヒスタ
ミンとは異なる機構で産生刺激されている
と考えられ、今後、アミノ酸が肥満細胞の異
なる活性化経路に与える影響について、シグ
ナル伝達経路等の詳細な検討が必要である。
さらに、今回用いた Arg, Gln は「条件付き
必須アミノ酸」であるが、他のアミノ酸も含
め、いわゆるアミノ酸バランスが褥瘡や創傷
治癒に与える影響に関する分子レベルでの
解析も望まれる。 
 以上より、重症患者や外科手術周術期のい
わゆる免疫栄養におけるアミノ酸は、少なく
とも一部は肥満細胞の機能制御を通して、炎
症やアレルギー、創傷治癒に影響を及ぼして
いることが示唆された。今後、創傷治癒への
アミノ酸組成の異なる薬剤の適応検討など、
臨床応用の可能性についても念頭におき検
討していきたい。 
 
図２：肥満細胞のヒスタミンおよび IL-13 産
生分泌におけるアルギニン・グルタミンの異
なる作用(仮説) 
 
アルギニンは、preformed のヒスタミン脱顆
粒に影響を及ぼし、一方グルタミンは炎症性
刺激(IL-6等)によって誘導されるIL-13産生
に関わっていることが示唆された。これによ
り肥満細胞からのヒスタミン・IL-13 産生誘
導がアミノ酸バランスにより制御されてい
る可能性があると考えられる。 
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