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研究成果の概要（和文）：組織微小環境におけるマスト細胞の最終成熟は線維芽細胞が産生する

サイトカイン SCF に依存するが，それ単独では十分ではなく，マスト細胞と線維芽細胞の相互

作用にはプラスのメカニズムの存在が想定されていた．ハチ毒ホスホリパーゼ A2（PLA2）は

アナフィラキシー誘発物質として知られるが，この唯一の哺乳動物ホモログである sPLA2-III

はマスト細胞の成熟因子であり，本酵素依存的な細胞外脂質ネットワークが長年不明であった

マスト細胞の成熟プロセスを制御することを発見した．すなわち，sPLA2-III はサイトカイン

SCF の刺激によりマスト細胞から分泌され，隣接する線維芽細胞のプロスタグランジン（PG）

D 合成酵素 L-PGDS と連関して PGD2 を産生し，産生された PGD2 はマスト細胞に発現誘導さ

れる PGD 受容体 DP1 を活性化してマスト細胞の成熟を促進する．sPLA2-III，L-PGDS，DP1

の欠損マウスの組織マスト細胞はいずれも未成熟であり，そのためマスト細胞依存性アナフィ

ラキシーが大幅に改善した．sPLA2-III 欠損または DP1 欠損マスト細胞を移植再構成したマス

ト細胞欠損マウスにおいても組織マスト細胞の成熟不全およびアナフィラキシー低応答性は再

現された．更に，L-PGDS を欠損した線維芽細胞は，線維芽細胞依存的なマスト細胞の成熟を

支持できなかった．以上より，sPLA2-III–L-PGDS–DP1 パラクリンループがマスト細胞の成熟

を制御することが明らかとなった． 

 

研究成果の概要（英文）：Microenvironment-based alterations in phenotypes of mast cells influence the 

susceptibility to anaphylaxis, yet the mechanisms underlying proper maturation of mast cells toward an 

anaphylaxis-sensitive phenotype are incompletely understood. Here we report that group III secreted 

phospholipase A2 (sPLA2-III), a mammalian homolog of anaphylactic bee venom PLA2, regulates this 

process. sPLA2-III secreted from mast cells is coupled with fibroblastic lipocalin-type prostaglandin (PG) 

D synthase (L-PGDS) to provide PGD2, which facilitates mast-cell maturation via PGD2 receptor DP1. 

Mice lacking sPLA2-III, L-PGDS or DP1, mast cell–deficient mice reconstituted with sPLA2-III -null or 

DP1-null mast cells, or mast cells cultured with L-PGDS–ablated fibroblasts exhibited impaired 

maturation and anaphylaxis of mast cells. Thus, we describe a lipid-driven sPLA2-III–L-PGDS–DP1 loop 

that drives mast cell maturation. 
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１．研究開始当初の背景 

 ホスホリパーゼ A2（PLA2）は膜グリセロ
リン脂質を加水分解して脂肪酸とリゾリン
脂質を生成する．従来，アラキドン酸代謝の
中心酵素である細胞質 PLA2，ならびに細胞
外リン脂質を代謝する分泌性 sPLA2-V， 
sPLA2-X の欠損マウスでは喘息モデルが改
善することが知られていた．私は，別の観点
から，各種 PLA2 欠損マウスの網羅的解析を
通じて，I 型アレルギー（アナフィラキシー）
を制御する唯一の PLA2 アイソザイムとして
sPLA2-III を同定した．ハチ毒 PLA2 はアナフ
ィラキシー誘発物質として知られるが，
sPLA2-IIIはハチ毒 PLA2の唯一の哺乳動物ホ
モログである．私は，sPLA2-III が内因性のマ
スト細胞調節因子ではないかと仮説を立て，
これを検証した． 

 

２．研究の目的 

 sPLA2-III 欠損マウスの解析を通じて以下
の３点を明らかとしてきた（平成 21–22 年度
若手(B)採択課題）．①内因性の sPLA2-III はマ
スト細胞の分泌顆粒に局在しており，マスト
細胞の脱顆粒とともに細胞外へと分泌され
る．②sPLA2-III 欠損マウスは組織マスト細胞
が未成熟なためアナフィラキシーに低応答
性である．③sPLA2-III 欠損によりマスト細胞
の線維芽細胞依存的な成熟が妨げられる． 

 そこで本課題では，sPLA2-III の下流で機能
する脂質メディエーター経路の探索ならび
に sPLA2-III 依存的脂質ネットワークによる
マスト細胞成熟の制御機構の解析を行った． 

 

３．研究の方法 

マスト細胞依存性アナフィラキシー：マウス
の耳介に抗原（ジニトロフェニル, DNP）特
異的 IgE（SPE-7）を皮下投与することで皮下
マスト細胞を IgE 感作し，翌日，DNP-HSA

とエバンスブルー色素の混合液を尾静脈投
与することによりマスト細胞を活性化させ
た．アナフィラキシー応答は，抗原投与 30

分後に浮腫により耳介に漏出した色素量を
定量した（IgE 依存性 PCA）． 

組織マスト細胞の精査：マウスの耳介のパラ
フィン切片をトルイジンブルー（pH1）染色
し，皮下マスト細胞数を定量した．透過型電
子顕微鏡を用いて皮下マスト細胞の超微細
形態を観察した．皮下マスト細胞のヒスタミ
ン合成酵素（Hdc）mRNA ならびにヒスタミ
ン含量を定量した． 

マスト細胞の成熟培養：未成熟な IL-3 依存性
骨髄由来マスト細胞（BMMC）を，SCF 存在

下，Swiss 3T3 線維芽細胞と数日間共培養する
ことで，皮膚マスト細胞様の亜群へと最終さ
せた（線維芽細胞依存的マスト細胞成熟培養
系）．マスト細胞の成熟度は，BMMC の共培
養に伴うヒスタミン合成（Hdc 発現上昇）を
指標に評価した． 

マスト細胞再構成実験：BMMC をマスト細胞
欠損（Kit

W-sh/W-sh）マウスの皮下に移植し，6

週間かけてマスト細胞を再構成した． 

ヒトマスト細胞：日本大学・羅教授，岡山准
教授との共同研究を通じて，ヒト肺または皮
膚マスト細胞を使用した．これらマスト細胞
におけるPLA2G3 (sPLA2-III) mRNAの発現を
定量した．ヒト肺マスト細胞をヒト肺線維芽
細胞の共培養系に sPLA2-III の中和抗体，
L-PGDS 阻害剤，DP 選択的アンタゴニストを
添加した際のヒスタミン合成（HDC 発現上
昇）を定量した． 

 
４．研究成果 
(1)マスト細胞の成熟は PGD 受容体 DP1 の欠
損により不全となる． 
 sPLA2-III の下流で機能する脂質メディエ
ーター経路を同定するために，脂質メディエ
ーターの合成酵素と受容体の欠損マウス合
計 18 種類に対して包括的にアナフィラキシ
ーモデルを施行した．その結果，二種の PGD

受容体（DP1, DP2/CRTH2）のうち，DP1 の
欠損マウスで sPLA2-III 欠損マウスと類似の
表現型が顕在化することが判明した．すなわ
ち，DP1 欠損マウスはアナフィラキシー低応
答性であり，組織マスト細胞の数は正常であ
るものの，ヒスタミン含量の低い未熟な顆粒
を含んでいた．DP1 欠損 BMMC を再構成し
た Kit

W-sh/W-sh マウスではアナフィラキシー応
答の十分な回復が認められず，マスト細胞の
DP1 の重要性が確認された．野生型 BMMC

において，DP1 の発現は BMMC と線維芽細
胞の共培養に伴い誘導されたが，sPLA2-III

欠損 BMMC ではこの誘導が消失していた．
DP1 欠損 BMMC あるいは DP1 選択的アンタ
ゴニストを添加した野生型 BMMC では線維
芽細胞依存的な成熟（ヒスタミン合成）が起
こらず，これは DP1 のシグナル伝達（cAMP

経路）を活性化するフォルスコリンの添加に
より回復した．以上より，sPLA2-III の下流に
は PGD2–DP1 経路が位置することが明らか
になった． 
 
(2) 線維芽細胞の PGD 合成酵素 L-PGDS はマ
スト細胞の成熟に重要である． 

 アラキドン酸代謝経路において，PLA2 と



 

 

PGD 受容体の間には PGD 合成酵素（PGDS）
が位置する．PGDS には H-PGDS と L-PGDS

の二種類があり，前者はマスト細胞に，後者
は線維芽細胞に発現していた．H-PGDS 欠損
マウスでは IgE 依存性アナフィラキシー応答
が増悪したのに対し，L-PGDS 欠損マウスで
は改善が見られた．これは連関する PGDS に
よって PGD2 の機能が異なる，すなわち，
H-PGDS 由来 PGD2 はアナフィラキシーに抑
制的に，L-PGDS 由来 PGD2 は促進的に作用
することを意味する．L-PGDS 欠損マウスの
組織マスト細胞は，数は正常であったが未熟
な顆粒を含み，sPLA2-III または DP1 の欠損
と類似の表現型を示した．しかしながら，
L-PGDS 欠損 BMMC には異常は認められず，
Kit

W-sh/W-sh マウスに移植再構成するとアナフ
ィラキシー応答は正常に回復した．一方，線
維芽細胞の L-PGDS 発現を siRNA で抑制，ま
たは共培養系に L-PGDS 阻害剤を添加すると，
野生型 BMMC のヒスタミン合成は抑制され
た．L-PGDS 阻害剤は野生型 BMMC の共培養
系における持続的な PGD2 産生を抑制したが，
sPLA2-III 欠損 BMMC の共培養系ではこの持
続的 PGD2 産生が起こらず，L-PGDS 阻害剤
非感受性であった．また，L-PGDS 欠損マウ
ス由来の線維芽細胞は野生型 BMMC の成熟
を支持できなかった．さらに，線維芽細胞に
おける L-PGDS の発現は野生型 BMMC との
共培養により誘導されたが，sPLA2-III 欠損
BMMC との共培養ではこの誘導が見られな
かった．以上より，SCF 刺激によりマスト細
胞から分泌された sPLA2-III は，隣接する線
維芽細胞の L-PGDS と連関して PGD2 を産生
し，この PGD2 がマスト細胞の DP1 を活性化
して，マスト細胞を最終成熟に導くこともの
と結論した（図 1）． 

 

(3) sPLA2-III→PGD2 ループはヒトマスト細
胞の成熟を制御する． 

 sPLA2-III はヒトの組織マスト細胞にも発
現していた．ヒト肺由来マスト細胞と線維芽
細胞を共培養すると，マスト細胞成熟（HDC

発現誘導）が顕著に誘導された．本系に
sPLA2-III の中和抗体，L-PGDS 阻害剤，また
は DP1 選択的アンタゴニストを添加すると，
HDC の発現誘導はいずれも抑制された．した

がって，sPLA2-III→L-PGDS→PGD2→DP1 ル
ープはヒトマスト細胞の成熟も制御するこ
とが確かめられた． 

 

 本研究成果には以下のような学術的意義
がある．①組織微小環境におけるマスト細胞
の最終成熟は線維芽細胞が産生するサイト
カイン SCF に依存するが，それ単独では十分
ではなく，マスト細胞と線維芽細胞の相互作
用にはプラスのメカニズムの存在が想定さ
れていた．このプラスに相当するのが
sPLA2-III 依存的な脂質サーキットであり，こ
のプロセスを制御するのは，これまで想定さ
れていたサイトカインでも増殖因子でも接
着分子でもなく，脂質メディエーターPGD2
であった．②DP1 欠損マウスではアレルギー
喘息が改善することが報告されているが，そ
のメカニズムは未だ不明であった。マスト細
胞はアレルギー喘息の悪玉と考えられてい
るが，今回の結果は，DP1 がマスト細胞成熟
を介してマスト細胞依存性応答に促進的に
関わることを示すものである．③マスト細胞
の最終成熟に関わる PGD2 プールは，マスト
細胞のH-PGDSから瞬時に供給されるのでは
なく，隣接する線維芽細胞から L-PGDS によ
って持続的に供給される．この持続性が分化
成熟という長期プロセスに重要であると考
えられる．またこのことは，異なる細胞系列
に発現している二種類の PGDS の機能的役割
分担を示した初めての例である．④従来，
sPLA2は隣接する細胞にパラクリン的に作用
して脂質メディエーター産生を増強する役
割を持つものと推察されてきたが，実際にそ
れが in vivo で証明された例はなかった．本成
果は，マスト細胞から分泌される sPLA2
（sPLA2-III）がその役割を担うことを初めて
実証したものであり，長い間漠然としていた
sPLA2の存在意義が遂に明らかとなったとい
える． 
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