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略語表 

本研究で使用した略語は以下のとおりである。 

5-HIAA 5-hydroxyindole-3-acetic acid 

Actb Actin beta 

AP Alkaline phosphatase 

BMMCs Bone marrow-derived cultured mast cells 

BSA Bovine serum albumin 

cDNA Complementary deoxyribonucleic acid 

CTMCs Connective tissue-type mast cell-like cultured mast cells 

DNP-HSA Dinitrophenyl human serum albumin 

DSCG Disodium cromoglycate 

FBS Fetal bovine serum 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GPCR G protein-coupled receptor 

HA Hemagglutinin 

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethane sulfonic acid 

Ig Immunoglobulin 

IL Interleukin 

LPA Lysophosphatidic acid 

Mrgpr Mas-related G protein-coupled receptor 

mRNA Messenger ribonucleic acid 

PC Peritoneal cell 

PCA Passive cutaneous anaphylaxis 

PE Phycoerythrin 

PIPES Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) 

RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction 

SCF Stem cell factor 

TGF Transforming growth factor 

TNP-BSA Trinitrophenyl bovine serum albumin 
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序論 

1. マスト細胞の機能 

マスト細胞は血管の分布するほぼすべての組織に存在する血球系細胞であり、幹細胞因子

(SCF)の受容体である c-kit および IgE の高親和性受容体である FcεRI を発現する細胞として

定義されている[1]。マスト細胞の細胞質には多数の分泌顆粒が存在しており、顆粒内にはヒ

スタミンやセロトニンなどのアミン、β-ヘキソサミニダーゼなどのリソソーム酵素、ヘパリン

やコンドロイチン硫酸など負に帯電したプロテオグリカン、トリプターゼやキマーゼなどの

プロテアーゼなど様々な生理活性物質が含まれる[2]。活性化されたマスト細胞は、これらの

顆粒内容物をエキソサイトーシスにより細胞外へ放出（脱顆粒応答）することにより、種々

のアレルギー反応を惹起する[2, 3]。例えば、脱顆粒応答により放出されたヒスタミンは、血

管内皮細胞のヒスタミン H1 受容体を刺激することにより血管拡張作用や血管透過性亢進作

用を示し、脱顆粒応答により放出された様々なサイトカインは T 細胞やマクロファージ、好

中球のような免疫細胞の動員を促進する。マスト細胞の脱顆粒応答を誘導する経路は大きく

2 つに分けられ、IgE 依存的な経路と IgE 非依存的な経路があると考えられている。IgE 依存

的な経路では、抗原が IgE を介して FcεRI を架橋することにより、細胞内のチロシンリン酸

化カスケードが促進されマスト細胞が活性化される[4]。IgE 非依存的な経路では、Mas 関連

Gタンパク質共役型受容体(Mrgpr)ファミリーやATP受容体などが刺激されることによりマス

ト細胞が活性化される[5, 6]。Mrgpr ファミリーはカチオン性脱顆粒応答誘導剤として知られ

る compound 48/80 やサブスタンス P などにより活性化され、三量体型 G タンパク質 Giと共

役し、細胞質内 Ca2+濃度を増加させることを通じて脱顆粒応答を誘導する[5]。マスト細胞は

アレルギー性喘息やアレルギー性鼻炎、結膜炎など IgE を介する即時型アレルギー反応にお

いて重要な役割を担うことが知られており[2, 7-9]、喘息患者の気管支平滑筋では健常者に比

べ有意なマスト細胞の増加が見られ[10]、抗原刺激により喘息患者の肺胞洗浄液中ヒスタミン

量が増加することが報告されている[11]。 

 

2. クロモグリク酸ナトリウムによるマスト細胞活性化の抑制 

1960 年代、それまでの気管支拡張薬や抗炎症薬とは異なる、新たな喘息治療薬として

Altounyan らによりクロモグリク酸ナトリウム(DSCG)が開発された[12]。DSCGはエジプトの

薬草 Ammi visnaga の種子に含まれる Khellin を由来とした抗アレルギー薬であり[13]、現在は

アレルギー性喘息やアレルギー性鼻炎、結膜炎などの予防および治療に使用されている[8, 9, 

14]。これまでの研究において DSCGは様々な抗炎症作用をもつことが報告されているが、主

な作用機序はマスト細胞における脱顆粒応答を抑制することと考えられている。DSCG と同

様の作用を持つ化合物はマスト細胞安定化剤と呼ばれ、他にネドクロミルやロドキサミドな

どが挙げられる。Leung らはヒト肺組織から採取したマスト細胞を用いて検討を行い、抗原

と同時に DSCG あるいはネドクロミルを処理した結果、IgE を介した抗原刺激によるヒスタ

ミンの遊離は用量依存的に抑制されることを示した[15]。ヒト臍帯血由来培養マスト細胞を用

いた検討では、IgE を介した抗原刺激によるヒスタミンの遊離およびプロスタグランジン D2 
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(PGD2)の産生が DSCG により有意に抑制されることも報告されている[16]。マスト細胞安定

化剤は IgE を介した抗原刺激により誘発される脱顆粒応答だけでなく、compound 48/80 によ

り誘発される脱顆粒応答も抑制する可能性があることが報告されている[17]。ヒト臍帯血由来

培養マスト細胞およびマウス骨髄由来成熟培養マスト細胞を用いた検討では、ネドクロミル

による前処理が、compound 48/80により誘発されるヒスタミンや PGD2、β-ヘキソサミニダー

ゼの遊離を有意に抑制した[18]。一方、DSCGの感受性は動物種に応じて違いがあることが報

告されている[19, 20]。Oka らはラットおよびマウスを用い IgE 依存性受身皮膚アナフィラキ

シー(PCA)応答を検討した結果、抗原と同時に投与された DSCGは、ラットにおける IgEを介

した即時型アレルギー応答を有意に抑制したが、マウスにおいてはほとんど抑制効果を示さ

ないことを見出した。ラットおよびマウス腹腔由来マスト細胞を精製し IgE を介した抗原刺

激による脱顆粒応答に対する DSCG の抑制効果を検討したところ、ラット腹腔マスト細胞に

おいてのみ有意な抑制効果が見られたことから、この脱顆粒応答に対する DSCG の抑制効果

には動物種の間で差がある可能性を示唆した[19]。DSCGは副作用の頻度や程度が極めて低い

優れた治療薬であり臨床上重要な位置を占めているが、マスト細胞活性化に対する抑制効果

に種差があることや DSCG の標的分子が長らく不明なままであったことから、類似化合物を

開発することが困難とされていた。DSCG は消化管からの吸収が悪く投与方法が限定される

ことや半減期が短く頻繁な投与が必要とされるという欠点も知られており[13, 14]、マスト細

胞における DSCG の標的分子を明らかにし、より優れた抗アレルギー薬を開発することが望

まれている。 

 

3. クロモグリク酸ナトリウムの標的分子の候補：GPR35 

2010年、強制発現系を用いた検討から、DSCGを含むマスト細胞安定化剤は GPR35 のアゴ

ニストであることが明らかにされた[21, 22]。Jenkins らはヒトまたはラット GPR35 を発現さ

せた野生型 HEK293細胞を用いて β-アレスチン 2相互作用アッセイによる検討を行い、DSCG

は数 µM オーダーの EC50値を示した。GPR35 は内在性リガンドが不明なオーファン G タン

パク質共役型受容体(GPCR)のひとつであり、ヒトやげっ歯類において腸管組織に高発現する

ことが知られている[23-25]。また、ゲノムワイド相関解析(GWAS)により、GPR35 は炎症性腸

疾患や 2 型糖尿病との強い相関が報告されている[26-28]。Farooq らは野生型マウスおよび全

身性 GPR35 遺伝子欠損型マウスを用いて、デキストラン硫酸ナトリウム(DSS)誘発性大腸炎

モデルを作製し病態を比較した[29]。GPR35 遺伝子欠損型マウスでは、野生型マウスと比較

して体重の大幅な減少や結腸組織における損傷の悪化などが見られた。GPR35 遺伝子欠損型

マウスの結腸粘膜組織では IL-1や CCL2 のような炎症性サイトカインの mRNA 発現が増加

しており、GPR35遺伝子の全身欠損は DSS誘発性大腸炎モデルの病態を増悪させることが示

された。Agudelo らは、全身性 GPR35 遺伝子欠損型マウスが生後 15 週齢頃に耐糖能異常を示

し、生後 16週齢以降は野生型マウスと比較して体重が有意に増加することや、GPR35 遺伝子

欠損型マウスの皮下脂肪組織では、野生型マウスに比べ、TNF-αや CCL2の mRNA発現が増

加していることを報告した[24]。上記を含めたいくつかの報告から、生体内において GPR35

は炎症の抑制に関与する可能性が考えられる[30, 31]。 
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Yangらは定量 RT-PCRにより、GPR35が造血幹細胞由来のヒトマスト細胞に発現しており、

IgE感作中に GPR35の mRNA発現が誘導されることを報告した[21]。GPR35 は主に、三量体

型 G タンパク質である G12/13や Gi/oと共役すると考えられている[32]。ヒト GPR35 を発現さ

せた野生型 HEK293 細胞を用いた検討では、ロドキサミドにより Go、Gi、G12、G13との共役

は生じるが、Gs、Gz、G16との共役は起こらないことが示唆された。いくつかの報告は単球や

好中球、好酸球に発現する GPR35 が Gi と共役することにより、細胞の接着および遊走を促

進する可能性を示した[33-36]。GPR35に関する報告は多くあるが、マスト細胞におけるGPR35

の役割や DSCGによる脱顆粒応答抑制への関与は明らかでない。 

 

4. GPR35 の内在性リガンド 

 現在、GPR35 の内在性リガンドの候補として、トリプトファン代謝産物であるキヌレン酸、セ

ロトニン代謝産物である 5-ヒドロキシインドール酢酸(5-HIAA)、およびリゾホスファチジン酸 

(LPA)などが報告されているが、いずれの生理活性物質も GPR35 の内在性リガンドと見なすこ

とができるだけの十分な実験的証拠は現時点ではない。2006 年、Wang らはキヌレン酸が

GPR35 の内在性リガンドである可能性を報告した[37]。ヒト、ラット、マウス GPR35 をそれ

ぞれ発現させた HEK293 細胞における Ca2+/イクオリンアッセイでは、キヌレン酸の EC50 値

は数十µMオーダーであった。Jenkinsらが行ったヒトまたはラットGPR35を導入したHEK293

細胞における β-アレスチン 2相互作用アッセイによる検討では、キヌレン酸はヒト GPR35に

対し 100 µM 付近でわずかに効果を示し、ラット GPR35 に対する EC50値は約 66 µM であっ

た[38]。キヌレン酸は GPR35 に対する親和性が非常に低く、GPR35が最大活性を示すために

は比較的高濃度のキヌレン酸が必要であると考えられているが、生体内におけるキヌレン酸

の濃度は GPR35 を活性化するためには不十分である可能性が指摘されている[39]。キヌレン

酸による GPR35 を介する作用としては、脂肪組織におけるエネルギー代謝の亢進[24]および

免疫応答の抑制[40]が報告されている。2010年、Oka らは新たな GPR35 の内在性リガンドの

候補として LPA を報告した[41]。LPA はグリセロール主鎖、脂肪酸鎖、およびリン酸塩から

構成されるリン脂質誘導体であり、結合する脂肪酸に応じて様々な種類が存在し、LPA ファ

ミリーの受容体をはじめとして様々な標的分子をもつことが知られている[42]。ヒト GPR35

を安定発現させた HEK293 細胞において、2-oleoyl LPA や 2-linoleoyl LPA を含む様々な LPA

により刺激したところ、濃度依存的な細胞質内 Ca2+濃度の上昇が認められた[41]。一方、

Southern らはヒト GPR35 遺伝子を導入した CHO-K1 細胞における β-アレスチン 2 相互作用

アッセイによる検討を行ったが、LPAは GPR35 アゴニスト活性を示さなかった[43]。LPAの

GPR35 アゴニスト活性については、他の実験方法では再現性が見られていないことが指摘さ

れている[31]。2022年、De Giovanni らは 5-HIAAが GPR35 内在性リガンドである可能性を示

唆した[33]。ヒトおよびマウス GPR35 に対する親和性が高い 5-HIAA は、他の化合物に比べ

より有力な GPR35 内在性リガンド候補であると考えられている[44]。De Giovanniらは活性化

されたマスト細胞および血小板において、セロトニンがモノアミンオキシダーゼおよびアル

デヒド脱水素酵素により代謝され 5-HIAAが産生される可能性を報告したが[33]、生体内にお

けるこれらの代謝経路の詳細は不明である[39]。 
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5. 本研究の構成 

本研究では DSCG のマスト細胞脱顆粒応答抑制効果における GPR35 の役割を解明するこ

とを目的とした。第 1章では、成熟マスト細胞における GPR35 の発現を確認し、DSCGによ

る脱顆粒応答抑制効果がマスト細胞に発現する GPR35 に依存するかどうかを検討した。第 2

章では、マスト細胞の脱顆粒応答抑制における GPR35 の下流シグナルについて、RhoA を介

したアクチン骨格の制御に焦点を当て検討を行った。 
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第 1 章 抗原抗体反応による脱顆粒応答の抑制 

第 1 節 緒言 

 いくつかの報告から、DSCG は、精製ラット腹腔マスト細胞における IgE を介した抗原刺

激誘発性、およびカチオン性分泌促進物質 compound 48/80 誘発性の脱顆粒応答を抑制する可

能性が示唆された[17, 19, 45-47]。DSCG の標的分子は長らく不明であったが、強制発現系を

用いた解析から GPR35のアゴニスト活性を有することが明らかにされた[21, 22]。しかしなが

ら、DSCGによるマスト細胞の脱顆粒応答抑制効果に GPR35 が関与するかは不明である。ま

た、ヒトマスト細胞における GPR35 の mRNA発現は報告されている[21]が、実験モデルとし

てよく用いられるラットやマウスのマスト細胞における GPR35 の発現は確認されていない。 

GPR35 アゴニスト活性を示す化合物は DSCGやキヌレン酸、LPA、5-HIAAに加え、ザプリ

ナストやパモ酸などが挙げられる。ザプリナストは cGMP 特異的ホスホジエステラーゼ

(cGMP-PDE)阻害剤として知られているが、ヒトまたはラット GPR35 を発現させた野生型

HEK293 細胞にザプリナストを処理したところ、GPR35 の発現に依存し、濃度依存的に細胞

内 Ca2+濃度を増加させ GPR35 アゴニスト活性を示した[23]。また、ヒト GPR35 を発現させた

U2OS細胞を用いた β-アレスチン 2相互作用アッセイにおいて、パモ酸は GPR35 の発現に依

存して濃度依存的な GPR35 アゴニスト活性を示した[48]。パモ酸は腸管組織における炎症を

抑制する可能性が示唆されており、DSS 誘発性大腸炎マウスモデルに対するパモ酸の皮下注

射は体重減少や下痢症状、結腸の収縮を改善した[49]。報告されている GPR35 アゴニストの

ヒト、ラット、マウス GPR35 に対する親和性について様々な検討が行われているが、既報の

GPR35 アゴニストの多くは動物種間において親和性に大きな差が見られることが分かってい

る[50]。GPR35の内在性リガンド候補であるキヌレン酸や LPA、5-HIAA、および合成 GPR35

アゴニストであるザプリナストは GPR35以外に標的分子を持つことが知られており、マスト

細胞における GPR35 の機能を解析するためには、特異的に GPR35 へ結合し、かつ動物種間

における親和性の差が比較的小さいツール化合物が必要である。また、GPR35 の内在性リガ

ンド候補であるキヌレン酸、LPA、5-HIAAについて、マスト細胞の脱顆粒応答に対する抑制

効果は未だ検討されていない。 

本章では、DSCGによる脱顆粒応答抑制効果がマスト細胞に発現する GPR35 を介するかど

うかを明らかにすることを目的とした。まず、精製ラット腹腔マスト細胞および成熟マウス

骨髄由来培養マスト細胞を用い、マスト細胞における GPR35 の mRNA 発現を確認し、主に

IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答について DSCGを含む様々な GPR35アゴニストによ

る抑制効果を検討した。また、新規 GPR35アゴニストとして合成した化合物を TGF-α shedding 

assay により評価し、GPR35 特異的かつ種差の小さい GPR35 アゴニストであることを確認し

た。さらに、マウスにおける PCA 応答を用い、in vivo においてマスト細胞活性化に対する

GPR35 アゴニストによる抑制効果を検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

1. 試薬 

キヌレン酸、ザプリナスト、ケトチフェンフマル酸塩、パモ酸、1-oleoyl-L-α-lysophosphatidic 

acid (LPA)、5-HIAA、ヒスタミン二塩酸塩、抗ジニトロフェニル(DNP) IgE抗体(clone SPE-7)、

ジニトロフェニル結合人血清アルブミン(DNP-HSA)、compound 48/80、Histodenz、p-nitrophenyl-

β-D-2-acetoamide-2-deoxyglucopyranoside (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)、DSCG、トルイジンブ

ルー、エバンスブルー、サフラニン O、disodium p-nitrophenylphosphate hexahydrate、0.5w/v% 

メチルセルロース 400溶液、ヨウ化プロピジウム溶液（富士フイルム和光純薬、大阪、日本）、

B. pertussis 由来百日咳毒素 (List Biological Laboratories, Campbell, CA)、タプシガージン(Merck 

Millipore, Billerica, MA)、PEI: Polyethylenimine “Max” (Polysciences, Warrington, PA)、抗トリニ

トロフェニル(TNP) IgE抗体(clone IgE-3) (BD Biosciences, San Diego, CA)、トリニトロフェニ

ル結合ウシ血清アルブミン(TNP-BSA)（LSL、東京、日本）、組換えマウス幹細胞因子(mSCF)、

4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液、抗 HA抗体(isotype mouse IgG1-κ, clone HA124)（ナ

カライテスク、京都、日本）、組換えマウス IL-3 (R&D Systems, Minneapolis, MN)、PE標識抗

mouse IgG (H+L)抗体(Cat. 12-4010-82) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)、1-oleoyl-2-

hydroxy-sn-glycero-3-phospho-L-serine（リゾホスファチジルセリン） (Avanti Polar Lipids, 

Alabaster, AL)、QIAGEN RNeasy Plus Universal Mini Kit, QIAGEN RNeasy kit (QIAGEN, Hilden, 

Germany)、TaKaRa Bio Prime Script RT reagent Kit（タカラバイオ、滋賀、日本）、KOD SYBR 

qPCR Mix（東洋紡、大阪、日本）を使用した。また KGP-7、18、20、27は安田女子大学の松

野研司教授よりご供与いただいた。 

 

2. 実験動物 

8週齢の雄性 BALB/cマウス、8週齢の雄性 C57BL/6Nマウス、および 8-10週齢の雄性Wistar 

ラット（日本エスエルシー、静岡、日本）を使用した。また、GPR35 遺伝子欠損マウスは京

都薬科大学の加藤伸一教授および斉藤美知子准教授よりご供与いただいた。本研究における

動物実験は、岡山大学実験動物委員会(OKU-2018178, OKU-2018274)および京都薬科大学実験

動物委員会(A22-034, PCOL-20-007)より承認を受け、岡山大学動物実験規則および京都薬科大

学動物実験実施規程に従い実施した。 

 

3. ラット腹腔マスト細胞精製 

Wistar ラットの腹腔内に 1 匹あたり 20 ml の Tyrode-HEPES-gelatin(THG)緩衝液[10 mM 

HEPES-NaOH (pH 7.3), 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.41 mM NaH2PO4, 1.6 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 

5.6 mM glucose, 0.05% gelatin]を注入し回収した。腹腔洗浄液から腹腔細胞を収集し THG緩衝

液に再懸濁した。細胞懸濁液を 22.5% Histodenz溶液[10 mM HEPES-NaOH (pH 7.3), 137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 0.41 mM NaH2PO4, 1.6 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5.6 mM glucose, 1% gelatin, 

0.29 g/ml Histodenz]に重層し室温にて 45 x gで 15分間遠心分離した。上層を丁寧に吸引した

後、沈殿した細胞を回収し PIPES緩衝液[25 mM PIPES-NaOH (pH 7.4), 125 mM NaCl, 2.7 mM 
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KCl, 1 mM CaCl2, 5.6 mM glucose, 0.1% BSA]に再懸濁した。90-95%の細胞がサフラニン染色に

て陽性であることを確認した。 

 

4. BMMCs および CTMCs作製 

IL-3 依存性マウス骨髄由来培養マスト細胞(BMMCs)は、マウス脛骨から採取した骨髄細胞

を 10 ng/ml IL-3を含む RPMI-1640培地(10% heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomycin, 50 µM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM non-essential amino acid)を用い、1か月間 37℃お

よび 5% CO2条件下において培養し作製した[51]。95%以上の細胞が単一の c-kit+ FcεRI+ 集団

内にありトルイジンブルー染色にて陽性であることを確認した。結合組織型マスト細胞様培

養マスト細胞(CTMCs)は、100 ng/ml mSCF を含む RPMI-1640 培地(10% heat-inactivated FBS, 

100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 50 µM 2-mercaptoethanol, 0.1 mM non-essential amino 

acid)を用い、BMMCs を Swiss 3T3線維芽細胞と 16 日間 37℃および 5% CO2条件下において

共培養し作製した[52]。95%以上の細胞がサフラニン染色にて陽性であることを確認した。 

 

5. 細胞培養 

 ヒト胎児腎細胞株 HEK293 細胞（JCRB 細胞バンク、大阪、日本）は、D-MEM 培地(10% 

heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin)を用い、37℃および 5% CO2条

件下において培養した。 

 

6. HEK293/HA-rGPR35細胞の細胞表面上 HA-rGPR35 発現解析 

HEK293/HA-rGPPR35 細胞を PIPES 緩衝液中において 100 μM DSCG または 10 μM ザプリ

ナストにより 37℃で 0、5、15、60分間処理した。5% FBSを含む PBSで洗浄した後、4% パ

ラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液で懸濁し、室温で 15分間静置することで細胞を固定した。

緩衝液により洗浄後、抗 HA抗体(isotype mouse IgG1-κ, clone HA124) (dilution 1:1600)を添加し

氷上で 30分間反応させた。余分な 1次抗体を除去し、緩衝液中において PE標識抗 mouse IgG 

(H+L)抗体(dilution 1:100)を氷上で 30分間反応させた。解析を行う直前に 20 µg/mL ヨウ化プ

ロピジウム溶液を加え、FACS Calibur (BD Biosciences)を用い解析した。 

 

7. β-ヘキソサミニダーゼ活性による脱顆粒応答評価 

ラット腹腔マスト細胞における IgE を介した抗原刺激では、Tyrode-HEPES 緩衝液[10 mM 

HEPES-NaOH (pH 7.3), 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 0.41 mM NaH2PO4, 1.6 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 

5.6 mM glucose, 0.1% BSA]中において、ラット腹腔マスト細胞を 10 μg/ml 抗 DNP-IgE 抗体

(clone SPE-7)に 37℃で 3時間感作した。PIPES緩衝液で洗浄し余分な IgEを除去した後、PIPES

緩衝液中において抗原である 100 ng/ml DNP-HSAおよび 2 μM リゾホスファチジルセリンに

より 37℃で 30分間刺激した。また、PIPES 緩衝液中において 100 ng/ml compound 48/80 また

は 1 μM タプシガージンにより 37℃で 30 分間刺激した。BMMCs および CTMCs は、RPMI-

1640 培地 (10% heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 50 µM 2-

mercaptoethanol, 0.1 mM non-essential amino acid)中において、1 μg/ml 抗 TNP-IgE 抗体(clone 
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IgE-3)に 37℃で 3時間感作した。PIPES緩衝液で洗浄し余分な IgEを除去した後、PIPES緩衝

液中において抗原である 10 ng/ml TNP-BSAにより 37℃で 30 分間刺激した。刺激後、800 x g、

4℃で 10分間遠心分離し上清画分を回収した。細胞は 0.5% Triton X-100 を含む PIPES緩衝液

を用い懸濁した後、15,000 x g、4℃で 10分間遠心分離することにより上清を回収し細胞内画

分とした。脱顆粒応答は顆粒に含まれる酵素（β-ヘキソサミニダーゼ）の活性を測定し評価し

た。 β- ヘキソサミニダーゼの基質である 3.3 mM p-nitrophenyl-β-D-2-acetoamide-2-

deoxyglucopyranoside を含む 67 mM クエン酸緩衝液(pH 4.5)中において試料を 37℃で 30 分間

インキュベートした。250 mM glycine-NaOH (pH 10.7)を加え酵素反応を停止させた後、波長

405 nm における吸光度を測定し遊離した p-nitrophenol の量を算出した。総酵素活性（上清画

分と細胞内画分の酵素活性の合計）に対する上清画分の酵素活性の割合を求め、脱顆粒率(%)

とした。その際、サンプルごとの総酵素活性は一定であることを確認した。 

 

8. TGF-α shedding assay 

GPCR の活性は Inoue らにより開発された TGF-α shedding assay を行い評価した[53]。野生

型 HEK293 細胞に、GPR35（ヒト、ラットおよびマウス）、様々なキメラ Gタンパク質(Gαq/i1, 

i3, o, s, z, 12, 13)および Gα16、アルカリホスファターゼ(AP)融合 TGF-αの遺伝子配列がそれぞれ組

み込まれたプラスミドベクターpCAGGS を PEI: Polyethylenimine “Max” により一過性に導入

した。トランスフェクション後、細胞を Hank’s緩衝液[5 mM HEPES-NaOH (pH 7.4), 137 mM 

NaCl, 5.3 mM KCl, 1.26 mM CaCl2, 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4, 0.49 mM MgCl2, 0.41 mM 

MgSO4, 5.6 mM glucose]中において種々の化合物により 37℃で 1時間刺激した。刺激後、160 

x g、室温で 3分間遠心分離し細胞（沈殿）と細胞外画分（上清）に分けた。細胞画分と細胞

外画分のそれぞれに APの基質である 10 mM p-nitrophenylphosphate 溶液[40 mM Tris-HCl (pH 

9.5), 40 mM NaCl, 10 mM MgCl2]を添加し 37℃で 1時間インキュベートした。波長 405 nmに

おける吸光度を測定し APの活性を算出した。APの総活性（細胞画分と細胞外画分における

AP 活性の合計）に対する細胞外画分の AP 活性の割合を求め、shedding 率(%)とした。その

際、サンプルごとの APの総活性は一定であることを確認した。 

 

9. 定量 RT-PCR 

マウス小腸、耳および背部の皮膚組織は 8 週齢の雄性 C57BL/6N マウスから採取した。マ

ウス腹腔細胞は 8 週齢の雄性 C57BL/6N マウスの腹腔内に Tyrode-HEPES 緩衝液[10 mM 

HEPES-NaOH (pH 7.4), 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.4 mM CaCl₂, 1 mM MgCl₂, 5.6 mM glucose]を

注入し回収した。動物組織は QIAGEN RNeasy Plus Universal Mini Kit、細胞は QIAGEN RNeasy 

kitで total RNAを抽出した。TaKaRa Bio Prime Script RT reagent Kit で total RNAを逆転写し

cDNAを作製した。PCRは StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific)を使用し、KOD SYBR qPCR 

Mixで反応を行った。用いたプライマーの配列と PCR条件を以下に示す。 

 

マウス Gpr35 [24] 

Forward primer: 5’-ACA ACC TGT AAC AGC ACC CTC-3’ 

Reverse primer: 5’-GCG ATA GCA GAA TAC CCA GAG T-3’ 
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PCR条件：98℃ for 2 min → 40 cycles of 10 s at 98℃, 10 s at 60℃ and 1 min at 68℃ 

PCR product: 126 bp 

 

マウス Actb [54] 

Forward primer: 5’-CAT CCG TAA AGA CCT CTA TGC CAA C-3’ 

Reverse primer: 5’-ATG GAG CCA CCG ATC CAC A-3’ 

PCR条件：95℃ for 10 s → 40 cycles of 15 s at 95 °C and 1 min at 60℃ 

PCR product: 171 bp 

 

10. 皮膚組織における血管透過性の評価 

BALB/c マウスを用いた検討では、まずマウス耳介組織に抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7) 30 

ng/site を皮内投与した。感作から 24 時間後、抗原である DNP-HSA 60 µg およびエバンスブ

ルー 1 mgを含む生理食塩水 0.2 mlを尾静脈内投与した。GPR35アゴニストであるザプリナ

スト（10 mg/kg, 溶媒：生理食塩水）、KGP-18（10 mg/kg, 溶媒：0.5w/v% メチルセルロース

400 溶液）、KGP-27（10 mg/kg, 溶媒：0.5w/v% メチルセルロース 400溶液）、ヒスタミン H1

受容体アンタゴニストであるケトチフェン（10 mg/kg, 溶媒：生理食塩水）は抗原を投与する

30 分前に腹腔内投与した。C57BL/6Nを遺伝的背景とした野生型マウスあるいは GPR35遺伝

子欠損型マウスを用いた検討では、まずマウス耳介組織に抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7) 30 

ng/site を皮内投与した。感作から 24 時間後、抗原である DNP-HSA 90 µg およびエバンスブ

ルー 1.5 mg を含む生理食塩水 0.3 ml を尾静脈内投与した。GPR35 アゴニストである DSCG

（100 mg/kg, 溶媒：生理食塩水）、KGP-27（10 mg/kg, 溶媒：0.5w/v% メチルセルロース 400

溶液）は抗原を投与する 1 時間前に腹腔内投与した。ヒスタミンは、野生型マウスあるいは

GPR35 遺伝子欠損型マウスにエバンスブルー 1.5 mg を含む生理食塩水 0.3 ml を尾静脈内投

与した後、耳介組織に皮内投与(1 µg/site)した。抗原あるいはヒスタミン投与から 30分後、マ

ウスを頸椎脱臼により安楽死させ耳介組織を回収した。耳介組織中に漏出したエバンスブル

ー量は吸光度に基づいて定量化した。まず回収した耳介組織を 3M KOH中にて溶解した。組

織溶解液に 1.24 M H3PO4を加え中和し、アセトンによりエバンスブルーを抽出した。波長 620 

nm における吸光度を測定し耳介組織中エバンスブルー量を算出した。 

 

11. 統計解析 

データは独立した値または平均値±標準誤差で示す。独立した 2 群間の比較には two-tailed 

unpaired Student’s t test を用いた。多群間の比較は one-way ANOVAにより有意差を検定し、対

照群との比較は Dunnett multiple comparison test、全ての群間比較は Tukey-Kramer multiple 

comparison test を用いた。また、two-way ANOVA により有意差を検定した多群間の比較は

Holm-Sidak multiple comparison test を用いた。 
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第 3 節 結果 

1. 既報の GPR35 アゴニストによる精製ラット腹腔マスト細胞の脱顆粒応答抑制 

 過去の報告では、DSCG による作用はラット腹腔マスト細胞を用い検証されていた[17, 19, 

45-47]。そこでWistarラットの腹腔細胞からマスト細胞を精製し、IgE を介した抗原刺激によ

る脱顆粒応答に対する既報の GPR35 アゴニストによる抑制効果を検討した。DSCGを抗原と

同時に処理したところ、脱顆粒応答は有意に抑制された(Fig. 1A)。一方、DSCGを 37℃で 5分

前処理したところ、DSCGによる脱顆粒応答の抑制効果は消失し、前処理を 4℃で行ったとこ

ろ抑制効果に変化はなかった(Fig. 1A)。DSCG以外の既報の GPR35 アゴニストとしてキヌレ

ン酸やザプリナストを抗原と同時に処理したところ、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応

答は有意に抑制された(Fig. 1B)。また DSCGを 37℃で 5分前処理した後、既報の GPR35 アゴ

ニストを抗原と同時に添加したところ、キヌレン酸やザプリナストによる脱顆粒応答の抑制

効果は減弱した(Fig. 1B)ことから、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答の抑制において、

キヌレン酸およびザプリナストの標的分子は DSCG と同一であると考えられた。次に、アミ

ノ末端にヘマグルチニン(HA)タグが付加されたラット GPR35 を安定発現する HEK293 細胞

を用い、既報の GPR35 アゴニストによるラット GPR35 の内在化を検討した。細胞を DSCG

またはザプリナストで刺激したところ、細胞表面上のラット GPR35 発現レベルは急速に減少

した(Fig. 1C)。GPR35 は複数の三量体型 Gタンパク質と共役することが in vitroでは示唆され

ているが、好中球や好酸球の走化性を誘導する際にはケモカイン受容体と同様に Giと共役す

る可能性が示唆されている[33, 36]。しかしながら、精製ラット腹腔マスト細胞を百日咳毒素

(PT)存在下において IgE感作した後、DSCGを抗原と同時に処理した結果、DSCGによる脱顆

粒応答の抑制効果は変化せず、Giが関与する可能性は低いことが示唆された(Fig. 1D)。ラット

腹腔マスト細胞における IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答について、抗原と同時に

DSCGおよびザプリナストを処置した結果、算出された IC50値はそれぞれ 0.425 µM、14.8 nM

であった。ザプリナストは、DSCGに比べ、より強い脱顆粒応答抑制効果を示し、優れた GPR35

アゴニストであることが分かった(Fig. 1E)。 

 

2. 既報および新規 GPR35アゴニストの活性評価 

野生型 HEK293 細胞にヒト、ラットおよびマウス GPR35 をそれぞれ一過性に発現させ、

TGF-α shedding assayを行い、既報の GPR35アゴニストである DSCG、ザプリナスト、キヌレ

ン酸、パモ酸の GPR35アゴニスト活性を評価した(Fig. 2A)。その結果、既報の GPR35 アゴニ

ストが示す親和性には種差が認められた(Fig. 2B)。DSCG はすべての種の GPR35 に対しアゴ

ニスト活性を示したが、ヒト GPR35 やラット GPR35 に比べマウス GPR35 に対する親和性は

低かった。ザプリナストもすべての種の GPR35 に対しアゴニスト活性を示したが、ヒト

GPR35 に比べラット GPR35 やマウス GPR35 に対する親和性の方が高かった。内因性アゴニ

ストの候補として報告されているキヌレン酸は高濃度においてのみすべての種の GPR35 に

対しアゴニスト活性が認められ、パモ酸はヒト GPR35のみに対しアゴニスト活性が観察され

た。 
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次に共同研究を通じて GPR35 を標的とした新規化合物を設計し合成した(Fig. 3A, 4A)。新

規化合物の設計では、GPR35 選択的でありヒト GPR35 に対し高い親和性を示すことが報告

されている 8-amido-chromen-4-one-2-carboxylic acid [55]や、DSCGと同じマスト細胞安定剤で

ありヒト GPR35 およびラット GPR35 に対し高い親和性を示すことが報告されているロドキ

サミドおよびブフロリン[56]の構造を参照した。新規化合物 KGP-7、18、20、27 についてザ

プリナストを比較対照とした TGF-α shedding assay を行い、ヒト、ラットおよびマウス GPR35

に対するアゴニスト活性を評価した。KGP-18 および KGP-27 は、ラット GPR35 またはマウ

ス GPR35 に対しザプリナストと同等以上の親和性を示し、ヒト GPR35 に対してザプリナス

トよりも高い親和性を示した(Fig. 3B, Table 1)。KGP-7 は、ヒト GPR35 またはラット GPR35

に対しザプリナストと同等以上の親和性を示したが、マウス GPR35 に対しては部分アゴニス

トであると考えられた。KGP-7と構造が類似した化合物である KGP-20 は、ラット GPR35 ま

たはマウス GPR35 に対して弱い親和性を示し、ヒト GPR35 においてはアゴニスト活性を示

さなかった(Fig. 4B)。 

 

3. 新規 GPR35 アゴニストによる精製ラット腹腔マスト細胞の脱顆粒応答抑制 

 新たに合成した GPR35 アゴニストについて、精製ラット腹腔マスト細胞を用い IgEを介し

た抗原刺激による脱顆粒応答に対する抑制効果を検討した。KGP-7 または KGP-18 を抗原と

同時に添加したところ、IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答に対し、濃度依存的かつ有意

な抑制効果を示した(Fig. 5A, 5B)。KGP-7と構造的に類似する化合物 KGP-20を抗原と同時に

処理したところ、脱顆粒応答は抑制されなかった(Fig. 5C)。次に、IgE非依存的な脱顆粒応答

の標的分子として報告されている GPCR である MRGPRX2 や Mrgprb2 のアゴニストである

カチオン性分泌促進物質 compound 48/80 や、小胞体膜上の Ca2+-ATPase 阻害剤であるタプシ

ガージンにより誘発される脱顆粒応答について GPR35 アゴニストによる抑制効果を検討し

た。刺激と同時に DSCG、ザプリナスト、KGP-18をそれぞれ添加したところ、compound 48/80

により誘発される脱顆粒応答は有意に抑制されたが、その効果は部分的であった(Fig. 5D)。

KGP-20は compound 48/80により誘発される脱顆粒応答においても抑制効果を示さなかった。

また、タプシガージンにより誘発される脱顆粒応答に対し、DSCG、ザプリナスト、KGP-18、

KGP-20はいずれも有意な抑制効果を示さなかった(Fig. 5E)。よって GPR35 アゴニストは、特

に IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑制すると考えられる。 

 

4. GPR35 アゴニストによる成熟骨髄由来培養マスト細胞の脱顆粒応答抑制 

 IL-3 依存性マウス骨髄由来培養マスト細胞(BMMCs)は、初代培養モデルとしてマスト細胞

の研究ではよく用いられるが、これは寄生虫感染時に誘導される腸管マスト細胞と類似しており、

未成熟なマスト細胞のモデルである。そのため、幹細胞因子(SCF)存在下において BMMCsとマ

ウス線維芽細胞株をさらに共培養することにより、結合組織型マスト細胞を模倣した、より

成熟した培養モデル(CTMCs)を得ることができる。まず C57BL/6N マウスより採取した骨髄

細胞から BMMCsおよび CTMCs を作製し、GPR35 の mRNA発現レベルを測定した。その結

果、GPR35 の mRNA 発現は BMMCs ではほとんど検出されなかった。一方、CTMCs では
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GPR35 の mRNA発現が検出された(Fig. 6A)。よって、マスト細胞の成熟過程において GPR35

の mRNA発現が誘導されると考えられる。次に、同じ C57BL/6Nの遺伝的背景を有する野生

型あるいはGPR35欠損型マウスより採取した骨髄細胞からBMMCsおよびCTMCsを作製し、

IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答に対する様々な GPR35 アゴニストの効果を検討した。

GPR35 アゴニストは、既報の GPR35 アゴニストであるザプリナスト、DSCG、新規 GPR35 ア

ゴニストである KGP-18、KGP-27、GPR35 の内在性アゴニストとして報告されているキヌレ

ン酸、LPA および 5-HIAA を用いた。GPR35 アゴニストを抗原と同時にそれぞれ処理したと

ころ、野生型 BMMCs では LPA および 5-HIAA によりわずかに脱顆粒応答は増強されたが、

いずれの GPR35アゴニストにおいても有意な脱顆粒応答の抑制効果は観察されず、GPR35 欠

損型 BMMCs においても同様だった(Fig. 6B)。一方、野生型 CTMCs におけるザプリナスト、

KGP-18、KGP-27 の処理は IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を有意に抑制し、GPR35

欠損によりその抑制効果が消失した。DSCG、キヌレン酸、LPA、5-HIAAは、野生型 CTMCs

および GPR35 欠損型 CTMCs のいずれにおいても、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答

に対し有意な抑制効果を示さなかった(Fig. 6C)。したがって、成熟マスト細胞には GPR35が

発現しており、ザプリナストや KGP-18、KGP-27 による IgE を介した抗原刺激による脱顆粒

応答の抑制は GPR35 の発現に依存すると考えられる。 

 

5. GPR35 アゴニストによる IgE依存性即時型アレルギー応答の抑制 

 これまでの結果から、in vitroにおいて、マスト細胞に発現する GPR35は IgEを介した抗原

刺激による脱顆粒応答の抑制に関与する可能性が示唆された。In vivo においても GPR35 アゴ

ニストがマスト細胞の脱顆粒応答を抑制するのかを明らかにするため、PCA 反応に対する

GPR35 アゴニストの抑制効果を検討した。PCA反応は、皮膚マスト細胞の脱顆粒応答に依存

した血管透過性の増大を評価する即時型アレルギーモデルであり、その反応はケトチフェン

などのヒスタミン H1 受容体アンタゴニストにより抑制されることが知られている。BALB/c

マウスを用い抗原投与 30 分前に GPR35 アゴニストを腹腔内投与したところ、ザプリナスト

や KGP-27 は BALB/c マウスにおける PCA 反応を有意に抑制したが、KGP-18 はわずかな抑

制効果を示した(Fig. 7A, 7B)。次に、同じ C57BL/6N の遺伝的背景を有する野生型マウスと

GPR35 欠損型マウスを用い PCA 反応を検討した。野生型マウスの背部および耳の皮膚組織

において GPR35 が mRNA レベルで発現していることを確認し、皮膚組織に分布するマスト

細胞に GPR35 が発現することが観察された(Fig. 7C)。ヒスタミンの皮内投与により誘発され

るエバンスブルーの血管外漏出は、野生型マウスと GPR35 欠損型マウスの間において有意な

差は観察されなかった(Fig. 7D)。PCA 反応によるエバンスブルーの血管外漏出も、野生型マ

ウスと GPR35 欠損型マウスの間において有意な差は見られず同程度であった(Fig. 7E)。抗原

投与 1時間前に GPR35アゴニストを腹腔内投与したところ、DSCGや KGP-27は野生型マウ

スにおける PCA 反応を有意に抑制したが、GPR35 欠損型マウスでは抑制しなかった(Fig. 7F, 

7G)。よって、DSCGおよび KGP-27は GPR35を介し IgEを介した即時型アレルギー応答を抑

制する可能性が示唆された。 
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Table 1 新規 GPR35 アゴニストの各種 GPR35に対する EC50値 

 

 ラット GPR35 ヒト GPR35 マウス GPR35 

ザプリナスト 5.9 1100 120 

KGP-7 3.7 11 5.5 

KGP-18 7.0 13 51 

KGP-27 5.2 3.5 52 

 

TGF-α shedding assayを用い、KGP-7、18、27のヒト、ラットおよびマウス GPR35 に対するア

ゴニスト活性を評価した。Fig.3B、4Bに示したグラフより EC50値(nM)を算出した。 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 1 既報の GPR35 アゴニストによる精製ラット腹腔マスト細胞の IgE を介した抗原刺

激による脱顆粒応答の抑制 

(A, B, D, E) 精製ラット腹腔マスト細胞を 10 μg/ml 抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7)で 3時間感

作し、抗原である 100 ng/ml DNP-HSAおよび 2 μM リゾホスファチジルセリンにより刺激し

た。(A) 200 µM DSCG (CG)を抗原と同時(0 min)あるいは抗原刺激の 5 分前(5 min)に添加した。

200 µM DSCGの 5分前処理は 4℃または 37℃で行った。脱顆粒率は β-ヘキソサミニダーゼ酵

素活性を測定し算出した。(B) 200 μM DSCG 無し(None)あるいは有り(CG)を抗原刺激の 5 分

前に 37℃で添加した。その後、200 μM DSCG (CG)、300 μM キヌレン酸(K)、100 µM ザプリ

ナスト(Z)をそれぞれ抗原と同時に添加した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を添加した。脱

顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ酵素活性を測定し算出した。(C) アミノ末端に HAタグが

付加されたラット GPR35 (HA-rGPR35)を安定発現する HEK293細胞を、100 μM DSCG (CG)ま

たは 10 μM ザプリナスト(Z)により 0、5、15、60分間処理した。また DSCGおよびザプリナ

ストの陰性対照としてぞれぞれの溶媒のみ(C1, C2)を添加した。細胞表面上 HA-rGPR35 発現

レベルは PE 標識抗 HA 抗体を用いフローサイトメトリーにより測定した。値は平均値±標準

誤差(n=3)で示した。(D) 精製ラット腹腔マスト細胞を 100 ng/ml 百日咳毒素の非存在下

(Control)または存在下(PT)において IgE 感作し、100 μM DSCG を抗原と同時に添加した。脱

顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ酵素活性を測定し算出した。(E) 抗原と同時に様々な濃度

の DSCG (CG)またはザプリナスト(Z)を添加した。脱顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ酵素

活性を測定し算出した。値は平均値±標準誤差(n=3)で示した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 2 既報の GPR35アゴニストによる各種 GPR35に対するアゴニスト活性 

(A) DSCG、キヌレン酸、ザプリナスト、パモ酸の構造式を示した。(B) 野生型 HEK293細胞

に、各種 GPR35（ラット、ヒト、マウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/i1, i3, o, s, z, 12, 13, Gα16)、AP

融合 TGF-αの遺伝子がそれぞれ組み込まれたプラスミドベクターを一過性に導入した。細胞

を様々な濃度の DSCG (CG)、キヌレン酸(K)、ザプリナスト(Z)、パモ酸(PA)で刺激した。

Shedding 率(%)は AP 酵素活性を測定し算出した。値はアゴニスト非存在下における shedding

率(%)を差し引き、平均値±標準誤差(n=3)で示した。 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press  
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Figure 3 新規 GPR35 アゴニスト KGP-18、27による各種 GPR35に対するアゴニスト活性 

(A) 新規化合物 KGP-18、27の構造式を示した。(B) 野生型 HEK293細胞に、各種 GPR35（ラ

ット、ヒト、マウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/i1, i3, o, s, z, 12, 13, Gα16)、AP融合 TGF-αの遺伝子

がそれぞれ組み込まれたプラスミドベクターを一過性に導入した。細胞を様々な濃度のザプ

リナスト(Z)、KGP-18 (18)、KGP-27 (27)で刺激した。Shedding率(%)は AP酵素活性を測定し

算出した。値はアゴニスト非存在下における shedding率(%)を差し引き、平均値±標準誤差(n=3)

で示した。 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 4 新規 GPR35 アゴニスト KGP-7、20による各種 GPR35に対するアゴニスト活性 

(A) 新規化合物 KGP-7、20の構造式を示した。(B) 野生型 HEK293 細胞に、各種 GPR35（ラ

ット、ヒト、マウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/i1, i3, o, s, z, 12, 13, Gα16)、AP融合 TGF-αの遺伝子

がそれぞれ組み込まれたプラスミドベクターを一過性に導入した。細胞を様々な濃度のザプ

リナスト(Z)、KGP-7 (7)、KGP-20 (20)で刺激した。Shedding率(%)は AP酵素活性を測定し算

出した。値はアゴニスト非存在下における shedding率(%)を差し引き、平均値±標準誤差(n=3)

で示した。 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 5 新規 GPR35 アゴニストによる精製ラット腹腔マスト細胞の脱顆粒応答抑制 

(A-C) 精製ラット腹腔マスト細胞を 10 μg/ml 抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7)で 3時間感作し、

抗原である 100 ng/ml DNP-HSA および 2 μM リゾホスファチジルセリンで刺激した。(A, B) 

抗原と同時に様々な濃度の KGP-7 (A)または KGP-18 (B)で処理した。また陰性対照として溶

媒のみ(C)を添加した。(C) 抗原と同時に 1 µM KGP-20 (20)または 1 µMザプリナスト(Z)で処

理した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を添加した。(D, E) 精製ラット腹膜マスト細胞を 100 

ng/ml compound 48/80 (D)、1 µM タプシガージン(E)で刺激した。刺激と同時に、100 μM (D)あ

るいは 200 μM DSCG (CG)、1 µM ザプリナスト(Z)、1 µM KGP-18 (18)、1 µM KGP-20 (20)を

添加した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を添加した。脱顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダー

ゼ酵素活性を測定し算出した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 6 成熟骨髄由来培養マスト細胞における GPR35 の発現 

(A) 野生型マウス由来骨髄細胞から作製した BMMCs および CTMCs、野生型マウス由来腹腔

細胞(PCs)より total RNA を抽出した。Total RNAを逆転写し cDNAを作製した後、定量的 RT-

PCR により mouse GPR35 の mRNA 発現レベルを定量した。マウス小腸における GPR35 の

mRNA 発現レベルを 1 として表した。(B, C) 野生型マウス(WT)および GPR35 欠損型マウス

(GPR35-/-)から採取した骨髄細胞を用い BMMCs (B)および CTMCs (C)を作製した。それぞれの

細胞を 1 μg/ml 抗 TNP-IgE 抗体(clone IgE-3)で 3 時間感作し、抗原である 10 ng/ml TNP-BSA

で刺激した。抗原と同時に、1 μM ザプリナスト(Z)、1 μM KGP-18 (18)、1 µM KGP-27 (27)、

100 μM DSCG (CG)、1 mM キヌレン酸(K)、1 µM LPA (L)、10 µM 5-HIAA (5-H)をそれぞれ添

加した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を添加した。脱顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ

酵素活性を測定し算出した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 7 GPR35を介した IgE依存性受身皮膚アナフィラキシー応答の抑制 

(A, B) BALB/c マウスの耳介組織に抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7, 30 ng/site)を皮内投与した。

IgE感作後、抗原である DNP-HSA 60 µg およびエバンスブルー 1 mg を含む生理食塩水 0.2 ml

を尾静脈内投与した。耳介組織中に漏出したエバンスブルーは吸光度に基づいて定量化した。

(A) 抗原投与 30 分前にザプリナスト(Z, 10 mg/kg)またはケトチフェン(Kt, 10 mg/kg)を含む生

理食塩水を腹腔内投与した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を腹腔内投与した。(B) 抗原投

与 30分前に KGP-18 (18, 10 mg/kg)または KGP-27 (27, 10 mg/kg)を含む 0.5w/v% メチルセルロ

ース 400 溶液を腹腔内投与した。また陰性対照として溶媒のみ(C)を腹腔内投与した。(C) 

C57BL/6Nマウスの背部および耳の皮膚組織から total RNAを抽出した。Total RNAを逆転写

し cDNA を作製した後、定量的 RT-PCR によりマウス GPR35 の mRNA 発現レベルを定量し

た。マウス小腸における GPR35 の mRNA発現レベルを 1として表した。(D) C57BL/6Nを遺

伝的背景とした野生型マウス(WT)および GPR35 欠損型マウス(GPR35-/-)の耳介組織にヒスタ

ミン(HA, 1 μg/site) を皮内投与した。耳介組織中に漏出したエバンスブルーは吸光度に基づい

て定量化した。(E-G) C57BL/6N を遺伝的背景とした野生型マウス(WT)および GPR35 欠損型

マウス(GPR35-/-)の耳介組織に抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7, 30 ng/site)を皮内投与した。IgE 感

作後、抗原である DNP-HSA 90 µgおよびエバンスブルー 1.5 mgを含む生理食塩水 0.3 ml を

尾静脈内投与した。耳介組織中に漏出したエバンスブルーは吸光度に基づいて定量化した。

(F) 抗原投与 1時間前に DSCG (CG, 100 mg/kg)を含む生理食塩水を腹腔内投与した。(G) 抗原

投与 1時間前に KGP-27を含む 0.5w/v% メチルセルロース 400溶液(27, 10 mg/kg)を腹腔内投

与した。各検討において使用したグループ毎のマウスの匹数を括弧内に示した。(*p<0.05, 

**p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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第 4 節 考察 

 DSCG は精製ラット腹腔マスト細胞における IgE を介した抗原刺激誘発性の脱顆粒応答、

およびカチオン性分泌促進物質 compound 48/80刺激誘発性の脱顆粒応答に対し有意な抑制効

果を示し、過去の報告が再現された[17, 19, 45-47]。キヌレン酸[37]およびザプリナスト[23]は

強制発現系を用いた解析から GPR35 アゴニスト活性を持つことが報告されており、DSCGと

同様に、精製ラット腹腔マスト細胞における IgE を介した抗原誘発性の脱顆粒応答を有意に

抑制し、その抑制効果は DSCGの前処理により減弱された(Fig. 1B)。これらの結果は、DSCG、

キヌレン酸、ザプリナストはいずれも共通の標的分子、即ち GPR35 を介し、IgE を介した抗

原刺激による脱顆粒応答を抑制する可能性を示唆するものである。 

生体内のマスト細胞は染色性や刺激応答性に基づいて 2 種類に大別することができるが、

マウスおよびラットでは、皮膚や腹腔などに分布する結合組織型マスト細胞(connective tissue-

type mast cell, CTMC)と、寄生虫感染の際に消化管粘膜に誘導される粘膜型マスト細胞(mucosal 

mast cell, MMC)の二つに分類される[57]。CTMCは顆粒内にサフラニン染色陽性のヘパリンを

多く含み、高いヒスタミン含量を示すことが特徴である。また CTMCはカチオン性分泌促進

物質 compound 48/80 刺激により脱顆粒応答を起こす。一方、MMC は顆粒内のプロテオグリ

カンの硫酸化レベルやヒスタミン含量が低く、カチオン性分泌促進物質 compound 48/80 によ

る刺激に対し応答性を示さない。本研究では、CTMC を模倣し作製した結合組織型マスト細

胞様マスト細胞(CTMCs)において、GPR35 が mRNA レベルで発現しており、IgE を介した抗

原刺激による脱顆粒応答がザプリナストや新規 GPR35 アゴニストにより有意に抑制された

(Fig. 6C)。また、MMCと特徴が類似するマウス骨髄由来培養マスト細胞(BMMCs)では GPR35

がほとんど発現しておらず、GPR35 アゴニストによる脱顆粒応答は抑制されなかった。CTMC

に分類される精製ラット腹腔マスト細胞では GPR35 が発現しており、GPR35 アゴニストに

よる脱顆粒応答は抑制されたことから、GPR35 は主に皮膚組織や腹腔内に存在する成熟マス

ト細胞に発現する可能性が考えられる。 

野生型 CTMCs において観察されたザプリナストおよび新規 GPR35 アゴニストによる IgE

を介した抗原刺激による脱顆粒応答の抑制効果は、GPR35 遺伝子の欠損により消失した(Fig. 

6C)。In vivo における検討では、DSCG および新規 GPR35 アゴニストは野生型マウスにおけ

る PCA 応答を抑制したが、GPR35 欠損型マウスでは PCA 応答に対する抑制効果を示さなか

った(Fig. 7F, 7G)。GPR35 欠損型マウスにおけるヒスタミン応答性は野生型マウスと同程度で

あり、GPR35 遺伝子欠損はヒスタミンによる血管透過性の亢進に影響しないと考えられた。

PCA 応答性も両マウスにおいて同程度であることから、IgE を介する抗原刺激の際に内在性

の GPR35 アゴニストがマスト細胞の過剰な活性化を抑制するといった制御機構が存在する

可能性は低いと考えられる。野生型マウスから採取した耳の皮膚組織では mRNA レベルで

GPR35 の発現が検出された(Fig. 7C)ことから、腹腔内投与した DSCGおよび新規 GPR35 アゴ

ニストは皮膚マスト細胞に発現する GPR35 に作用し PCA 応答を抑制した可能性を考えた。

しかしながら、耳介組織中のマスト細胞におけるGPR35の発現は直接確認できていないため、

今後皮膚マスト細胞を単離し GPR35 の発現を検討する必要がある。In vitro および in vivo に
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おける GPR35 欠損型マウスを用いた検討から、DSCG を含む GPR35 アゴニストはマスト細

胞に発現する GPR35 を介し、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑制する可能性が示

唆された。 

5-HIAA はセロトニン代謝産物であり、GPR35 の内在性リガンド候補として報告されてい

る[33]。ヒトあるいはマウス GPR35 を安定発現させた WEHI-231 細胞を用いた検討では、5-

HIAAの処理は細胞表面上の GPR35 を内在化させた[33]。しかし TGF-α shedding assayを用い

た検討では、shedding 反応に関与する Gタンパク質 Gq, 11, 12, 13の αサブユニットを遺伝的に欠

損させた HEK293 細胞にマウス GPR35 を強制発現させ、8 種類のキメラ G タンパク質(Gαq/s, 

i1, i3, o, z, 12, 13, 16)あるいは Gαq/o, Gαq/i1, Gαq/13をそれぞれ発現させた系において、5-HIAAは比較対

象のロドキサミドに比べほとんど shedding反応を示さなかった[39]。De Giovanni らは、マス

ト細胞は顆粒内にセロトニンを含むため、活性化されたマスト細胞がセロトニンから 5-HIAA

を合成することにより、GPR35を介した好中球の遊走を促進する可能性について示唆した[33, 

39]。De Giovanni らの報告に基づき 5-HIAA がマスト細胞から供給される GPR35 アゴニスト

であることを考慮すると、脱顆粒応答によって遊離した 5-HIAA は、マスト細胞に発現する

GPR35 にも作用し脱顆粒応答の抑制を引き起こす負のフィードバック調節因子として機能す

る可能性が考えられる。しかし、GPR35 欠損型 CTMCs における IgE を介した抗原刺激によ

る脱顆粒応答は、野生型 CTMCs に比べ増大することはなかった(Fig. 6C)。また GPR35 欠損

型マウスにおける IgE を介した即時型アレルギー応答も、野生型マウスに比べ増強されるこ

とはなかった(Fig 7E)。ザプリナストおよび新規 GPR35アゴニストは野生型 CTMCs の IgEを

介した抗原刺激による脱顆粒応答を有意に抑制したが、5-HIAAはほとんど抑制効果を示さな

かった(Fig. 6C)。活性化されたマスト細胞においてセロトニンがどのように代謝されているか

は不明だが、5-HIAAはマスト細胞における負のフィードバック調節因子ではない可能性が考

えられた。 

臨床現場では、DSCG に対するタキフィラキシーが報告されている[59, 60]。In vitro および

in vivo の検討において、DSCG をどのタイミングで投与、あるいは添加するかによってその

抑制効果が変動した[45, 47]。ラットを用いた PCA応答に関する検討において、抗原と同時に

DSCGを静脈内投与した場合、IgEを介した抗原刺激による即時型アレルギー応答は抑制され

たが、その抑制効果は DSCG を事前に投与することにより減弱した[45]。本研究においても

同様の傾向が見られ、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答の DSCG による抑制効果は、

DSCG を 5 分間前処理することにより消失した。また発現系を用いた解析から、キヌレン酸

やパモ酸の処理により細胞表面上の GPR35 が速やかに内部へ移行することが報告されてい

る[37, 48]。Wyantらは GPR35 を発現するマウス新生児心筋細胞を用いた検討から、細胞表面

上に発現する GPR35 はキヌレン酸処理により内部移行されミトコンドリア外膜へ輸送され

ることを示した[61]。本研究では、DSCG あるいはザプリナストの処理はラット GPR35 を強

制発現させた HEK293細胞において速やかに GPR35 を内在化させた(Fig. 1C)。こうした速や

かな内在化が、DSCGの前処理によりGPR35を介した抑制効果が減弱する要因と考えられる。

また本研究では DSCG の前投与により、マウスにおける PCA 応答は有意に抑制された(Fig. 

7F)が、投与するタイミングによる抑制効果の減弱についてはさらに検討が必要である。 
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本研究において GPR35アゴニストによるマスト細胞活性化の抑制効果は、ラットとマウス

の間で相違が認められた。ザプリナストおよび新規 GPR35 アゴニストは、精製ラット腹腔マ

スト細胞において IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を強く抑制した(Fig. 5A-C)が、マ

ウス CTMCs における脱顆粒応答に対しては部分的な抑制効果しか見られなかった(Fig. 6C)。

さらに精製ラット腹腔マスト細胞において有意な抑制効果を示した DSCG およびキヌレン酸

(Fig. 1B)は、マウス CTMCs において有意な抑制効果を示さなかった(Fig. 6C)。精製ラット腹

腔マスト細胞では、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を誘導するためには抗原に加え

リゾホスファチジルセリンによる共刺激が必要であるが、CTMCsは抗原刺激のみで脱顆粒応

答を誘導できる。リゾホスファチジルセリンの作用機序は不明であるが、GPR35 による抑制

作用には抗原とリゾホスファチジルセリンの共刺激に対する作用も影響する可能性があり、

この違いにより in vitro においてラットとマウスの間に相違が生じたと考えられる。 

LPA は付加された脂肪酸の相違に基づき様々な種類が存在し、結合する標的分子も複数存

在する[42]。LPA存在下においてヒト臍帯血由来培養マスト細胞を培養することにより、LPA

受容体である LPA1、LPA2、LPA3の細胞表面発現量が増加する[62]。また Lundequist らはヒト

マスト細胞株 LAD2 およびヒト臍帯血由来培養マスト細胞において LPA 5 が高発現している

ことを示した[63]。LPA での処理はヒト臍帯血由来培養マスト細胞の増殖および分化を促進

させ、その作用は LPA1および LPA3の競合的アンタゴニストである VPC-32179あるいは Gαi/o

を不活性化する百日咳毒素の処理により抑制される[64]。Bot らはマウス骨髄由来培養マスト

細胞(BMMC)やマウス腹腔由来マスト細胞、マウスマスト細胞株 MC/9 を用いて検討を行い、

LPA による刺激はマスト細胞における脱顆粒応答を誘発することを報告した[65]。本研究で

は、野生型 CTMCs における IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答に対し LPA の同時処理

はほとんど抑制効果を示さなかった。一方、LPA は野生型 BMMCs における IgE を介した抗

原刺激による脱顆粒応答を促進した(Fig. 6B)。BMMC および CTMC に発現する LPA 受容体

のサブタイプは不明であるが、LPAは GPR35 以外の受容体に作用し脱顆粒応答を増強させて

いる可能性が考えられる。GPR35 依存的な LPAによるマスト細胞に対する反応を確認するた

めには、GPR35以外の LPA受容体を欠損あるいは阻害し検討する必要がある。 

GPR35 アゴニスト活性を持つ化合物の多くは、ヒトやラット、マウスの GPR35 に対する親

和性に種差を示すことが知られている[50]。本検討では DSCGやキヌレン酸、ザプリナスト、

パモ酸について TGF-α shedding assay を行ったが、いずれの GPR35 アゴニストも種差を示し

た。またほとんどの GPR35 アゴニストは GPR35 以外に標的分子を持つことが報告されてお

り、GPR35 アゴニストとして多くの研究で用いられているザプリナストは元々cGMP 特異的

ホスホジエステラーゼ阻害剤として開発された化合物である[23]。GPR35に特異的に結合し、

ヒト、ラットおよびマウスの全ての種の GPR35について高い親和性を示すような化合物は未

だ開発されていない。本研究では、GPR35 を標的として開発した新規化合物を TGF-α shedding 

assay により解析し、これらの一部がヒト、ラットおよびマウスのいずれの GPR35 に対して

も親和性を示す新規 GPR35 アゴニストであることを明らかにした。新規 GPR35 アゴニスト

は in vitroおよび in vivoの検討において、DSCGやザプリナストと同様にマスト細胞の脱顆粒

応答に対し有意な抑制効果を示した。ゲノムワイド相関解析(GWAS)により、GPR35 は炎症性
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腸疾患や 2型糖尿病との強い相関が報告されている[26-28]。本研究において新たに GPR35ア

ゴニストとして開発した化合物は、生体内における GPR35 の機能を解析する際に有用である

と考えられる。 

 本章では、成熟マスト細胞には GPR35 が発現しており、DSCG を含む GPR35 アゴニスト

はマスト細胞に発現する GPR35 に依存して、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑制

することを明らかにした。 
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第 2 章 GPR35によるアクチン骨格の制御 

第 1 節 緒言 

 成熟マウス骨髄由来培養マスト細胞には GPR35 が発現しており、GPR35 欠損型マウスを

用いた検討から、DSCG を含む様々な GPR35 アゴニストは GPR35 を介しマスト細胞の活性

化を抑制する可能性が示唆された。しかし、マスト細胞に発現する GPR35 の活性化に伴う細

胞内情報伝達の詳細は未だ不明であり、脱顆粒応答抑制がどのような分子メカニズムで起こ

るかは明らかではない。 

GPR35 は様々な三量体型 Gタンパク質と共役することが示唆されているが[32, 37, 66]、三

量体型 G タンパク質である Gi/oの α サブユニットを不活性化する百日咳毒素を処置しても、

精製ラット腹腔マスト細胞における DSCG による脱顆粒応答の抑制作用に影響はなかったこ

とから、Gi/o以外の三量体型 Gタンパク質（Gsや G12/13）と共役する可能性が示唆された。三

量体型 Gタンパク質 G12/13は、RhoA、Rac1、Cdc42などに代表される低分子量 Gタンパク質

Rho ファミリーを活性化することが知られている[67]。Rhoファミリーはアクチン骨格の再構

成に関わっており、Rho ファミリーの下流に存在する Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) タンパク

質を活性化する[68]。ERM タンパク質はエズリン、ラディキシン、モエシンからなり、アク

チン細胞骨格と細胞膜の間の結合を部分的に調節することにより、細胞内シグナル伝達や形

態形成、運動性の制御において重要な役割を担う[69]。各 ERMタンパク質の発現レベルは細

胞や組織によって異なるが、白血球ではモエシンが豊富に発現し、エズリンの発現量は少な

く、ラディキシンはほとんど存在しない[70]。Theoharides らは精製ラット腹腔マスト細胞を

用いて検討を行い、DSCG処理により ERM タンパク質のひとつであるモエシンのリン酸化が

促進されることを報告した[71]。一方、マスト細胞の脱顆粒応答ではアクチン骨格の脱重合が

必要と考えられている[4, 72]。ラットマスト細胞株 RBL-2H3 細胞にアクチン重合促進剤であ

るジャスプラキノリドを処理した場合、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答は抑制され

[73]、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン D を処理した場合、RBL-2H3 細胞における

脱顆粒応答は濃度依存的に増強された[74]。以上の報告からは、DSCGによるマスト細胞の脱

顆粒応答抑制作用は、ERM タンパク質であるモエシンの活性化を介したアクチン皮質の形成

促進によるという仮説が立てられる。本研究では、GPR35 がマスト細胞において G12/13 と共

役し Rhoファミリーを活性化させるかどうかについて検討を行った。 

本章では、RhoA を介したアクチン骨格の制御に焦点を当て、マスト細胞における GPR35

の機能を明らかにすることを目的とした。ラット GPR35 を安定発現するラットマスト細胞株

を作製し、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答時に引き起こされる線維型アクチン量の

変化について、GPR35 の強制発現による影響を検討した。また TGF-α shedding assayを用いて

GPR35 が共役する三量体型 Gタンパク質を検討した。さらに、GPR35発現ラットマスト細胞

株を用い、線維型アクチン量および RhoA活性に対する GPR35 アゴニスト処理による影響を

検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

1. 試薬 

ザプリナスト、抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7)、DNP-HSA、p-nitrophenyl-β-D-2-acetoamide-2-

deoxyglucopyranoside (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)、disodium p-nitrophenylphosphate hexahydrate、

ヨウ化プロピジウム溶液（富士フイルム和光純薬、大阪、日本）、タプシガージン(Merck 

Millipore, Billerica, MA)、PEI: Polyethylenimine “Max” (Polysciences, Warrington, PA)、抗 mouse 

CD16/CD32 抗体(clone 2.4G2)、FITC標識抗 mouse IgE 抗体(Cat. 553415) (BD Biosciences, San 

Diego, CA)、抗 HA抗体(isotype mouse IgG1-κ, clone HA124)、4% パラホルムアルデヒド・りん

酸緩衝液、Hoechst 33342水溶液（ナカライテスク、京都、日本）、PE 標識抗 mouse IgG (H+L)

抗体(Cat. 12-4010-82) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)、QIAGEN RNeasy Plus Universal 

Mini Kit, QIAGEN RNeasy kit (QIAGEN, Hilden, Germany)、TaKaRa Bio Prime Script RT reagent 

Kit（タカラバイオ、滋賀、日本）、KOD SYBR qPCR Mix（東洋紡、大阪、日本）、phalloidin-

iFluor 488 reagent (abcam, Cambridge, UK)、G-LISA RhoA activation assay biochem kit (absorbance 

based) (Cytoskeleton, Denver, CO)を使用した。また KGP-18は安田女子大学の松野研司教授よ

りご供与いただいた。 

 

2. 定量 RT-PCR 

ラット小腸は 8-10 週齢の雄性 Wistar ラット（日本エスエルシー、静岡、日本）から採取し

た。動物組織は QIAGEN RNeasy Plus Universal Mini Kit、細胞は QIAGEN RNeasy kit で total 

RNAを抽出した。TaKaRa Bio Prime Script RT reagent Kit で total RNA を逆転写し cDNAを作

製した。PCRは StepOne Plus (Thermo Fisher Scientific)を使用し、KOD SYBR qPCR Mix で反応

を行った。用いたプライマーの配列および PCR条件を以下に示す。 

 

ラット Gpr35  

Forward primer: 5’-GGA AAC ATC TTC AGC CGT GC-3’ 

Reverse primer: 5’-ATC TTG GCT CTT GTG GGG TG-3’ 

PCR条件：98℃ for 2 min → 40 cycles of 10 s at 98℃, 10 s at 60℃ and 30 s at 68℃ 

PCR product: 153 bp 

 

ラット Gapdh  

Forward primer: 5’-TGA ACG GGA AGC TCA CTG G-3’ 

Reverse primer: 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’ 

PCR条件：98℃ for 2 min → 40 cycles of 10 s at 98℃, 10 s at 60℃ and 30 s at 68℃ 

PCR product: 307 bp 

 

3. GPR35 発現ラットマスト細胞株の作製 

 アミノ末端にHAタグが付加されたラットGPR35の遺伝子配列を組み込んだプラスミドベ
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クター pApuro (HA-rGPR35/pApuro)をラット好塩基球性白血病/マスト細胞株 RBL-2H3 細胞

（JCRB細胞バンク、大阪、日本）に導入し、ラットGPR35を安定発現する細胞株 RBL-2H3/HA-

rGPR35 細胞を作製した。またプラスミドベクター(pApuro)のみを RBL-2H3 細胞に導入し、対

照細胞株 RBL-2H3/mock 細胞を作製した。RBL-2H3/HA-rGPPR35 細胞および RBL-2H3/mock

細胞は、RPMI-1640培地(10% heat-inactivated FBS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 1 

µg/ml puromycin)を用い、37℃および 5% CO2条件下において培養した。 

 

4. ラットマスト細胞株の IgE結合能および細胞表面上 HA-rGPR35 発現解析 

RBL-2H3/HA-rGPPR35細胞あるいは RBL-2H3/mock 細胞を、緩衝液(PBS, 2% heat-inactivated 

FBS, 0.05% NaN3)中において、抗 mouse CD16/CD32 抗体(dilution 1:30)と氷上で 10 分間反応さ

せた。次いで抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7) (dilution 1:80)を添加し氷上で 20 分間反応させた

後、抗 HA抗体(isotype mouse IgG1-κ, clone HA124) (dilution 1:1600)を添加し氷上で 30分間反

応させた。1次抗体を除去し、緩衝液中において FITC標識抗 mouse IgE 抗体(dilution 1:500)お

よび PE標識抗 mouse IgG (H+L)抗体(dilution 1:100)を氷上で 30分間反応させた。解析を行う

直前に 20 µg/mLヨウ化プロピジウム溶液を加え、FACS Calibur (BD Biosciences)を用い解析し

た。GPR35 アゴニストによる細胞表面上 HA-rGPR35 発現変化を調べる検討では、RBL-

2H3/HA-rGPR35細胞あるいは RBL-2H3/mock細胞を、PIPES緩衝液[25 mM PIPES-NaOH (pH 

7.4), 125 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM CaCl2, 5.6 mM glucose, 0.1% BSA]中において 1 µM ザプ

リナストあるいは 1 µM KGP-18 を 37℃で 0、5、30、60 分間処理した。5% FBS を含む PBS

で洗浄した後、4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液で懸濁し、室温で 15分間静置する

ことで細胞を固定した。緩衝液により洗浄後、上記と同様に細胞表面上 HA-rGPR35 の発現レ

ベルを FACS Calibur を用い解析した。 

 

5. β-ヘキソサミニダーゼ活性による脱顆粒応答評価 

IgE を介した抗原刺激では、RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞あるいは RBL-2H3/mock 細胞を、

RPMI-1640 培地中において 50 ng/ml anti-DNP IgE (clone SPE-7)に 37℃で 3 時間感作した。

PIPES 緩衝液で洗浄し余分な IgE を除去した後、PIPES 緩衝液中において抗原である DNP-

HSA (3, 10, 30, 100, 300 ng/ml)により 37℃で 30分間刺激した。また、タプシガージン(10, 30, 

100, 300, 1000 nM)刺激は PIPES緩衝液中において 37℃で 30 分間行った。刺激後、160 x g、

室温で 3分間遠心分離し上清画分を回収した。細胞に 0.5% Triton X-100 を含む PIPES緩衝液

を加え透過処理を行い、15,000 x g、4℃で 10 分間の遠心分離後、上清を回収し細胞内画分と

した。脱顆粒応答は顆粒に含まれる酵素（β-ヘキソサミニダーゼ）の活性を測定し評価した。

β- ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ の 基 質 で あ る 3.3 mM p-nitrophenyl-β-D-2-acetoamide-2-

deoxyglucopyranoside を含む 67 mM クエン酸緩衝液(pH 4.5)中において試料を 37℃で 30 分間

インキュベートした。250 mM glycine-NaOH (pH 10.7)を加え酵素反応を停止させた後、波長

405 nm における吸光度を測定し遊離した p-nitrophenol の量を算出した。総酵素活性（上清画

分と細胞内画分の酵素活性の合計）に対する上清画分の酵素活性の割合を求め、脱顆粒率(%)

とした。その際、サンプルごとの総酵素活性は一定であることを確認した。 
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6. 線維型アクチンの蛍光免疫染色 

IgE を介した抗原刺激では、RBL-2H3/HA-rGPPR35 細胞あるいは RBL-2H3/mock 細胞を、

RPMI-1640 培地中において 50 ng/ml 抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7)に 37℃で 3 時間感作した。

PIPES緩衝液で洗浄し余分な IgEを除去した後、PIPES緩衝液中において抗原である 100 ng/ml 

DNP-HSAにより 37℃で 0、2、5、30分間刺激した。300 nMタプシガージン刺激も PIPES緩

衝液中において 37℃で 0、2、5、30 分間行った。また、1 µM ザプリナストは PIPES 緩衝液

中において 37℃で 0、2、5、15、30分間作用させた。細胞を DNP-HSA、タプシガージン、ザ

プリナストでそれぞれ処理した後、PIPES緩衝液を除き、4% パラホルムアルデヒド・りん酸

緩衝液を添加し、室温で 20 分間静置することで細胞を固定した。PBS で 3 回洗浄し、0.2% 

Triton X-100 を含む PBS を添加し 10 分間静置して透過処理を行った。さらに PBS 洗浄後、

1% BSA を含む PBS を添加し 30 分間静置してブロッキングを行った。1% BSA を含む PBS 

中において、phalloidin-iFluor 488 reagent (dilution 1:2000)および 0.2 µg/ml Hoechst 33342 水溶液

を室温で 1時間反応させ染色した。蛍光画像は共焦点レーザー顕微鏡 LSM800 (Carl Zeiss AG)

により取得し、Image J (version 1.53e)を用い解析した。 

 

7. TGF-α shedding assay 

GPCR の活性は Inoue らにより開発された TGF-α shedding assay を行い評価した[53]。内在

性 G タンパク質 Gq, 11, 12, 13 の α サブユニットを遺伝的に欠損させた HEK293 細胞[75] に、

GPR35（ヒト、ラットおよびマウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/s, 12, 13)、AP 融合 TGF-α の遺

伝子配列がそれぞれ組み込まれたプラスミドベクターpCAGGSを PEI: Polyethylenimine “Max” 

により一過性に導入した。トランスフェクション後、細胞を Hank’s 緩衝液[5 mM HEPES-NaOH 

(pH 7.4), 137 mM NaCl, 5.3 mM KCl, 1.26 mM CaCl2, 0.44 mM KH2PO4, 0.34 mM Na2HPO4, 0.49 

mM MgCl2, 0.41 mM MgSO4, 5.6 mM glucose]中において種々の化合物により 37℃で 1時間刺

激した。刺激後、160 x g、室温で 3分間遠心分離し細胞（沈殿）と細胞外画分（上清）に分

けた。細胞画分と細胞外画分のそれぞれに AP の基質である 10 mM p-nitrophenylphosphate 溶

液[40 mM Tris-HCl (pH 9.5), 40 mM NaCl, 10 mM MgCl2]を添加し 37℃で 1時間インキュベート

した。波長 405 nm における吸光度を測定し AP の活性を算出した。AP の総活性（細胞画分

と細胞外画分における AP活性の合計）に対する細胞外画分の AP活性の割合を求め、shedding

率 (%) とした。その際、サンプルごとの AP の総活性は一定であることを確認した。 

 

8. GTP型 RhoA量測定 

RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞あるいは RBL-2H3/mock 細胞を PIPES 緩衝液中において 37℃で

3時間インキュベートし血清飢餓状態とした。その際、生存率を保つため、50 ng/ml 抗 DNP-

IgE抗体(clone SPE-7)を PIPES緩衝液に添加した。PIPES緩衝液で洗浄した後、PIPES緩衝液

中において 1 µM ザプリナストを 37℃で 0、2、5、10、15、30 分間処理した。また無処理の

細胞も回収した。細胞を cell lysis buffer で懸濁し 10,000 x g、4°Cで 1分間遠心することによ

り細胞溶解液を作製した。GTP 型 RhoA 量は G-LISA RhoA activation assay biochem kit 

(absorbance based)により測定した。 
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9. 統計分析 

データは独立した値または平均値±標準誤差で示す。独立した 2 群間の比較には two-tailed 

unpaired Student’s t test を用いた。多群間の比較は one-way ANOVAにより有意差を検定し、対

照群との比較は Dunnett multiple comparison test、全ての群間比較は Tukey-Kramer multiple 

comparison test を用いた。また、two-way ANOVA により有意差を検定した多群間の比較は

Holm-Sidak multiple comparison test を用いた。 
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第 3 節 結果 

1. GPR35 強制発現による IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答の減弱 

 マスト細胞の研究において広く使用されているラットマスト細胞株 RBL-2H3 細胞につい

て、GPR35の mRNA発現レベルを検討したところ、ラット腹腔マスト細胞と比較してほとん

ど発現が見られなかった(Fig. 8A)。そこで、アミノ末端に HAタグが付加されたラット GPR35

の遺伝子(pApuro /HA-rGPR35)を RBL-2H3細胞に導入し、ラット GPR35を安定発現する細胞

株 RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞を樹立した。またプラスミドベクター(pApuro)のみを RBL-2H3

細胞に導入し、対照細胞株 RBL-2H3/mock 細胞を樹立した。HAタグに対する抗体および蛍光

標識された二次抗体を用いてフローサイトメトリー解析を行い、RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞の

表面上に HA-rGPR35 が発現していることを確認した(Fig. 8B)。あらかじめ IgEを結合させた

RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞および RBL-2H3/mock 細胞を IgE に対する蛍光抗体を用いフロー

サイトメトリー解析したところ、IgE結合能（細胞表面上 FcεRI 発現レベル）は同程度であっ

た(Fig. 8C)。RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞および RBL-2H3/mock細胞を用い、タプシガージン刺

激あるいは IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を比較した。タプシガージンにより誘発

される脱顆粒応答は RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞と RBL-2H3/mock 細胞で同程度であった(Fig. 

8D)。一方、RBL-2H3/HA-rGPR35 における IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答は、RBL-

2H3/mock 細胞に比べ有意に減弱していた(Fig. 8E)。したがって、ラットマスト細胞株への

GPR35の強制発現は、IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答を低下させることが示された。

マスト細胞に過剰発現した GPR35 は構成的活性を持ち、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒

応答に対し抵抗性を与えている可能性が考えられた。 

 

2. GPR35 強制発現による定常状態の線維型アクチン量の増加 

脱顆粒応答では細胞質の顆粒が形質膜と融合する必要があり、この過程では形質膜直下の

アクチン骨格が再構成される[4]。そこで、RBL-2H3/HA-rGPR35細胞および RBL-2H3/mock 細

胞を用い、脱顆粒応答時における線維型アクチン量を比較した。定常状態（非刺激時）にお

ける RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞の線維型アクチン量は、RBL-2H3/mock 細胞に比べ有意に増大

していた(Fig. 9C, 9D)。タプシガージンにより誘発される脱顆粒応答では、刺激に応じて RBL-

2H3/HA-rGPR35細胞の線維型アクチン量は RBL-2H3/mock細胞と同程度まで速やかに低下し

た(Fig. 9A, 9C)。IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答では、いずれの細胞株においても抗

原刺激により線維型アクチン量は減少傾向を示したが、RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞は RBL-

2H3/mock 細胞に対し常に高い線維型アクチン量を維持していた (Fig. 9B, 9D)。マスト細胞に

発現する GPR35 は定常状態における線維型アクチン量を増大させ、IgE を介した抗原刺激に

よる一過性の減少に対しても抵抗性を与える可能性が考えられた。 

 

3. ヒト、ラットおよびマウス GPR35 における三量体型 Gタンパク質の共役 

強制発現系を用いた検討から、GPR35は様々な三量体型 Gタンパク質と共役する可能性が

報告されている[32, 37, 66]。マスト細胞における Gqおよび Giの活性化はサイトゾルの Ca2+濃
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度変化を引き起こすが、これらはむしろ脱顆粒応答を惹起することがあるものの、脱顆粒応

答の抑制に直接関与するという報告はない。一方、G12/13を介した細胞骨格の再構成が脱顆粒

応答を調節する可能性[4]や、細胞質 cAMP レベルの増加が脱顆粒応答を抑制する可能性[76]

について示唆する報告があり、本検討ではG12/13およびGsとの共役に着目した。実験では TGF-

αの shedding 反応に関与する内在性の Gタンパク質 Gq, 11, 12, 13のサブユニットを遺伝的に欠

損させた HEK293 細胞を用いた[75]。Gαq, 11, 12, 13欠損型 HEK293 細胞に各種 GPR35（ヒト、ラ

ット、マウス）および各キメラ Gタンパク質(Gαq/s, Gαq/12, Gαq/13)を一過性に発現させ、TGF-α 

shedding assayを用いてザプリナストによる GPR35 アゴニスト活性を評価した。Gαq/12あるい

は Gαq/13を導入した場合、ヒト、ラットおよびマウス GPR35 においてアゴニスト活性を示し

た。Gαq/sを導入した場合、マウス GPR35 ではアゴニスト活性を示し、ヒト GPR35 およびラ

ット GPR35 ではほとんどアゴニスト活性を示さなかった(Fig. 10A-C)。 

 GPR35 を強制発現させたラットマスト細胞株において定常状態（無刺激時）の線維型アク

チン量が増大していた(Fig. 9C, 9D)ことから、GPR35はアゴニストが存在しない定常状態にお

いても活性を有することが推察された。実際、Gαq, 11, 12, 13欠損型 HEK293 細胞に各種 GPR35

（ヒト、ラット、マウス）およびキメラ Gタンパク質(Gαq/12, Gαq/13)を一過性に発現させ、TGF-

α shedding assay を用いてアゴニスト非存在下における活性を検討した結果、GPR35 と Gαq/12, 

13を共発現させた場合、GPR35 のみを発現させた場合に比べ、有意に高い shedding 率を示し

た(Fig. 10D)。さらに、ザプリナストを加えると濃度依存的なアゴニスト活性を示し、GPR35

発現プラスミド非導入条件においては、ザプリナストは全く活性を示さなかった(Fig. 10E)。

以上の結果から、ヒト、ラットおよびマウス GPR35 は G12/13と共役し、構成的活性を示す可

能性が示唆された。 

 

4. ザプリナストによる RhoA活性、線維型アクチン量および細胞表面上 GPR35 量の変化 

三量体型 Gタンパク質 G12/13は Rho ファミリーを活性化することで知られている。RhoAは

Rho ファミリーのひとつであり、細胞骨格の制御に関わる低分子量 G タンパク質である。定

常状態における GTP 型 RhoA（活性型 RhoA）の量は、RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞において、

RBL-2H3/mock 細胞と比較し約 1.4 倍多く(Fig. 11A)、強制発現させた GPR35 は G12/13と共役

することで RhoA を活性化し、線維型アクチン量を増大させた可能性が示唆された。次に、

RBL-2H3/HA-rGPR35細胞およびRBL-2H3/mock細胞を用いザプリナスト処理によるRhoA活

性、線維型アクチン量および細胞表面上 GPR35量の経時的変化を検討した。GTP型 RhoA量

は、RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞および RBL-2H3/mock 細胞を血清飢餓状態にした後、ザプリナ

ストで処理し測定した。RBL-2H3/HA-rGPR35細胞ではザプリナスト処理から 2分後、一過性

の有意な GTP 型 RhoA 量の増加が観察されたが、RBL-2H3/mock 細胞では有意な変化は観察

されなかった(Fig. 11B)。RBL-2H3/HA-rGPR35細胞ではザプリナスト処理から 2分後、一過性

に線維型アクチン量が有意に減少し、その後は回復し RBL-2H3/mock 細胞に比べ有意に高い

線維型アクチン量を維持した。RBL-2H3/mock 細胞では線維型アクチン量の有意な変化は観

察されなかった(Fig. 11C)。RBL-2H3/HA-rGPR35細胞では、ザプリナストまたは KGP-18処理



34 

から 5分後、細胞表面の HA-rGPR35 量は有意に減少し、HEK293/HA-rGPR35 細胞を用いた検

討と同様、GPR35 はアゴニスト刺激により速やかに内在化することを確認した(Fig. 1C, 11D)。 
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Figure 8 GPR35発現マスト細胞株における IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答の減弱 

(A) 精製ラット腹腔マスト細胞(pMC)および ラットマスト細胞株 RBL-2H3 細胞(RBL)から

total RNAを抽出した。Total RNAを逆転写し cDNAを作製した後、定量的 RT-PCRによりラ

ット GPR35 の mRNA 発現レベルを定量した。ラット小腸における GPR35 の mRNA 発現レ

ベルを 1 として表した。(B) アミノ末端に HA タグが付加されたラット GPR35 (HA-rGPR35)

を安定発現する細胞株 RBL-2H3/HA-rGPR35細胞(GPR35)、および HA-rGPR35 と同じプラス

ミドベクターのみを導入した対照細胞株 RBL-2H3/mock 細胞(Mock)を樹立した。細胞表面上

HA-rGPR35 発現レベルは抗 HA抗体(clone HA124)および PE標識抗 mouse IgG (H+L)抗体を用

いフローサイトメトリーにより測定した。(C) 細胞表面上 FcεRI 発現レベル（IgE結合能）は、

RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞(GPR35)および RBL-2H3/mock 細胞(Mock)を IgE で感作した後、

FITC 標識抗 mouse IgE 抗体を用いフローサイトメトリーにより測定した。(D) RBL-2H3/HA-

rGPR35 細胞(GPR35)および RBL-2H3/mock 細胞(Mock)を様々な濃度のタプシガージンにより

刺激した。脱顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ酵素活性を測定し算出した。値は平均値±標

準誤差(n=3)で示した。(E) RBL-2H3/HA-rGPR35細胞(GPR35)およびRBL-2H3/mock細胞(Mock)

を 50 ng/ml 抗 DNP-IgE抗体(clone SPE-7)で 3時間感作し、抗原(Ag)として様々な濃度の DNP-

HSA により刺激した。脱顆粒率(%)は β-ヘキソサミニダーゼ酵素活性を測定し算出した。値

は平均値±標準誤差(n=3)で示した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 



36 
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Figure 9 GPR35過剰発現による定常状態ラットマスト細胞株の線維型アクチン量の増加 

(A, C) RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞(GPR35)および RBL-2H3/mock細胞(Mock)を 300 nM タプシ

ガージンにより 0、2、5、30分間刺激した。(B, D) RBL-2H3/HA-rGPR35細胞(GPR35)および

RBL-2H3/mock 細胞(Mock)を 50 ng/ml 抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7)で 3 時間感作し、抗原で

ある 100 ng/ml DNP-HSAにより 0、2、5、30 分間刺激した。(A-D) 線維型アクチンは phalloidin-

iFluor 488 reagent を用い可視化した。(A, B) 共焦点レーザー顕微鏡 LSM800 により蛍光画像

を取得した。スケールバーは 50 µm を示す。(C, D) Image J により蛍光強度を解析した。グラ

フは RBL-2H3/mock 細胞の定常状態（非刺激時）における蛍光強度を 1 として表した。値は

平均値±標準誤差(n=3)で示した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 10 ヒト、ラットおよびマウス GPR35 における三量体型 Gタンパク質の共役 

(A-C) Gαq, 11, 12, 13欠損型 HEK293 細胞に、各種 GPR35（ラット、ヒト、マウス）、各キメラ G

タンパク質(Gαq/s, 12, 13)、AP融合 TGF-αの遺伝子がそれぞれ組み込まれたプラスミドベクター

を一過性に導入し、細胞を様々な濃度のザプリナストで刺激した。Shedding 率(%)は AP酵素

活性を測定し算出した。値はアゴニスト非存在下における shedding率(%)を差し引き、平均値

±標準誤差(n=3)で示した。(D) Gαq, 11, 12, 13欠損型 HEK293細胞に、各種 GPR35（ヒト、ラット、

マウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/12, 13)、AP 融合 TGF-αの遺伝子がそれぞれ組み込まれたプ
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ラスミドベクターを一過性に導入した。各種 GPR35 およびキメラ G タンパク質を導入しな

い場合、等量のプラスミドベクターのみを導入した。アゴニスト非存在下における shedding

率(%)について AP 酵素活性を測定し算出した。(E) Gαq, 11, 12, 13欠損型 HEK293 細胞に、各種

GPR35（ヒト、ラット、マウス）、キメラ Gタンパク質(Gαq/12, 13)、AP 融合 TGF-αの遺伝子が

それぞれ組み込まれたプラスミドベクターを一過性に導入した。各種 GPR35を導入しない場

合、等量のプラスミドベクターのみを導入した。細胞を様々な濃度のザプリナストで刺激し、

AP 酵素活性を測定することにより shedding 率(%)を算出した。値はアゴニスト非存在下にお

ける shedding 率(%)を差し引き、平均値±標準誤差(n=3)で示した。(**p<0.01) 

Fig. 10A-C: Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press 
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Figure 11  GPR35 下流シグナルとしての RhoA/アクチン経路の関与 

(A) RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞および RBL-2H3/mock 細胞について、無刺激条件下における

GTP型 RhoA（活性型 RhoA）の量を測定した。RBL-2H3/mock細胞の GTP型 RhoA量を 1 と

して表した。(B) RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞(GPR35)および RBL-2H3/mock 細胞(Mock)を、50 

ng/ml 抗 DNP-IgE 抗体(clone SPE-7)を含む PIPES 緩衝液中において 3 時間インキュベートし

た後、1 μM ザプリナストで 0、2、5、10、15、30 分間処理した。値は平均値±標準誤差(n=3)

で示した。(C) RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞(GPR35)および RBL-2H3/mock細胞(Mock)を 1 μMザ

プリナストにより 0、2、5、15、30分間処理した。線維型アクチンは phalloidin-iFluor 488 reagent

を用い可視化した。共焦点レーザー顕微鏡 LSM800 により蛍光画像を取得し、蛍光強度は

Image J により解析した。グラフは RBL-2H3/mock 細胞の定常状態（非刺激時）における蛍光

強度を 1 として表した。値は平均値±標準誤差(n=3)で示した。(D) RBL-2H3/HA-rGPR35 細胞

を 1 μM ザプリナストあるいは 1 µM KGP-18 により 0、5、30、60分間処理した。細胞表面上

HA-rGPR35 発現レベルは抗 HA 抗体(isotype mouse IgG1-κ, clone HA124) および PE 標識抗

mouse IgG (H+L)抗体を用いフローサイトメトリーにより測定した。値は平均値±標準誤差

(n=3)で示した。(*p<0.05, **p<0.01) 

Oka et al., J. Pharmacol. Exp. Ther., in press  
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第 4 節 考察 

マスト細胞における脱顆粒応答のプロセスでは、アクチン骨格の脱重合が必要であると考

えられている[4, 72]。Pfeifferらは RBL-2H3 細胞を用いてファロイジンにより線維型アクチン

を検出し、IgE を介した抗原刺激はマスト細胞における線維型アクチン量を速やかに減少さ

せることを報告した[77]。本研究においても、GPR35 発現ラットマスト細胞株および対照細

胞株のいずれにおいても、IgE を介した抗原刺激により線維型アクチン量の減少が認められ

た(Fig. 9D)。細胞膜付近に存在するアクチンは皮質アクチン[78]と呼ばれており、皮質アクチ

ンネットワークはマスト細胞における顆粒と細胞膜の結合を妨げており、非リン酸化型コフ

ィリンがアクチンネットワークを切断することにより脱顆粒を促進することが報告されてい

る[79-82]。細胞膜付近には、アクチン骨格の形成を制御するアクチン結合タンパク質のひと

つである、ERM タンパク質（エズリン、ラディキシン、モエシン）が存在するが[70]、DSCG

によりモエシンのリン酸化が誘導されることが報告されている[71]。したがって、GPR35 は

皮質アクチンの形成を促進することにより、マスト細胞の脱顆粒応答を抑制する可能性が考

えられた。GPR35 発現ラットマスト細胞株における無刺激時の線維型アクチン量は、対照細

胞に比べ有意に増大しており、RhoA活性レベル（GTP結合型）は対照細胞の約 1.4倍であっ

た。TGF-α shedding assay による解析では、ラット GPR35 とキメラ Gタンパク質 Gq/12, 13を共

発現させることにより、ラット GPR35 のみ発現させた系に比べ、無刺激時における shedding

反応が有意に上昇していた。これらの結果は、マスト細胞に発現する GPR35 が G12/13と共役

し RhoA を活性化することにより線維型アクチン量を構成的に増大させている可能性を示唆

するものである。ラット GPR35 を強制発現させたラットマスト細胞株 RBL-2H3 細胞では、

IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答が、対照細胞に比べ有意に低下した(Fig. 8E)。GPR35

発現ラットマスト細胞株の線維型アクチン量は抗原刺激により一過的に減少したが、対照細

胞と比較すると常に高い線維型アクチン量を維持していた(Fig. 11C)。このことから、GPR35

発現ラットマスト細胞株において形成されているアクチンネットワークは対照と比較して抗

原刺激による変化に抵抗性をもつ可能性が考えられる。 

ヒト GPR35 を強制発現させた HEK293 細胞を用いた検討では、ザプリナストによる RhoA

の急速な活性化が報告されている[41]。本検討においても、GPR35 発現ラットマスト細胞株

におけるザプリナストの処理により、RhoA活性化レベルが一過性に上昇したが、一方、線維

型アクチン量の一過性の減少も誘導された(Fig. 11B, C)。Sheshachalamらはマウス骨髄由来マ

スト細胞(BMMC)および RBL-2H3 細胞を用いて、IgE を介した抗原刺激により RhoA の活性

化レベルが上昇すること、また RhoA 阻害剤は IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑

制することを示し、マスト細胞の脱顆粒応答におけるアクチン骨格の再形成において RhoA

活性化が関与することを報告した[83]。したがって、RhoA 活性化を伴う脱顆粒応答に対し、

GPR35 シグナルも RhoA 活性化を介して脱顆粒応答を抑制することになり、単純に RhoA 活

性化状態の制御では脱顆粒応答抑制効果を説明できない。GPR35 アゴニストにより活性化さ

れた GPR35 は、RhoA を介しアクチン骨格の再形成を誘導することにより脱顆粒応答とは異

なるアクチンリモデリングを活性化し、同じく RhoA の活性化を伴う抗原刺激による脱顆粒
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応答におけるアクチン骨格の再形成プロセスを妨げる可能性が考えられる。Klein らは RBL-

2H3 細胞を用いて、RhoA エフェクターの 1 つである mammalian diaphanous-related formin 1 

(mDia1)を RNA 干渉により発現抑制したところ、アクチン骨格の再形成およびケモタキシス

が阻害されることを示した。逆に活性型 mDia1 の強制発現は、IgE を介した抗原刺激により

活性化した RBL-2H3 細胞のケモタキシスを増強し、一方で脱顆粒応答は減弱することを報告

した[84]。これは脱顆粒応答とケモタキシスがマスト細胞においてトレードオフの関係にある

ことを示唆している。mDia1 を含め、GPR35 により活性化された RhoA がどのようなエフェ

クターに結合するのかついて検討し、RhoAとともにアクチンリモデリングに作用するエフェ

クターに関して、脱顆粒応答と GPR35 によるアクチンリモデリングの間にどのような違いが

あるか検討する必要がある。 

ラットマスト細胞株における GPR35 の強制発現は、小胞体膜上の Ca2+-ATPase 阻害剤であ

るタプシガージンによる脱顆粒応答には影響を与えず、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒

応答のみ減弱した。無刺激時は GPR35 発現ラットマスト細胞株において線維型アクチン量は

有意に増大していたが、タプシガージンにより刺激した際には対照細胞と同程度まで減少し

た。また、精製ラット腹腔マスト細胞を用いた検討では、GPR35 アゴニストはタプシガージ

ンによる脱顆粒応答に対しほとんど抑制効果を示さなかった。よって、マスト細胞に発現す

る GPR35 は、FcεRI を介したアクチン骨格の再形成プロセスを特異的に阻害していると考え

られた。一方、精製ラット腹腔マスト細胞を用いた検討において、Mrgprファミリーのアゴニ

ストであるカチオン性分泌促進物質 compound 48/80 により誘発された脱顆粒応答は GPR35

アゴニストにより部分的に抑制されるのみであった。Gaudenzio らはヒト末梢血由来培養マス

ト細胞を用いて検討を行い、IgEを介した抗原刺激誘発性脱顆粒応答と、Mrgprファミリーア

ゴニストであるサブスタンス P 誘発性脱顆粒応答の間には、その過程に質的な相違があるこ

とを明らかにした[85]。即ち、IgEを介する抗原刺激誘発性脱顆粒応答では、持続的な細胞内

Ca2+ 濃度の上昇が誘導され、形質膜近傍の顆粒が融合するだけではなく、顆粒同士が融合し

た後に顆粒と形質膜が融合していた。一方で、サブスタンス P 誘発性脱顆粒応答では、細胞

内 Ca2+ 濃度の上昇は一過性であり、形質膜近傍の顆粒が速やかに形質膜と融合していた。こ

の知見を考慮すると、タプシガージン誘発性脱顆粒応答の詳細なメカニズムは不明だが、

GPR35 は IgE を介する脱顆粒応答における顆粒同士が融合するプロセスに対して阻害作用を

示しているのかもしれない。本研究では線維型アクチンの量的な評価はしているが、アクチ

ンネットワークの質的相違を検討していないため、さらなるメカニズムの解明のためには、

高精細のイメージング等の手法を用いた詳細な形態学的解析が必要である。 

GPR35 は主に三量体型 Gタンパク質である G 12/13や G i/oと共役する可能性が報告されてい

る[32]。Barth らは、ヒト末梢血由来単核細胞に GPR35 が mRNA レベルで高発現しており、

細胞接着分子であるフィブロネクチンおよび intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1)に対す

る単核細胞の接着をキヌレン酸処理が増強することを報告した[34]。キヌレン酸処理による接

着増強効果は、RNA 干渉による GPR35 発現抑制および百日咳毒素の処理による Gαi/oの不活

性化により減弱された。よってキヌレン酸は GPR35 を介して Gi/oを活性化することにより単

核細胞の接着を促進すると考えられた。最近の研究では、微生物叢を介したキヌレン酸産生
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は、マウス小腸における GPR35 発現マクロファージの動員と蓄積に関与する可能性があるこ

とも報告されている[35]。De Giovanni らは、マウスの血液および腹膜に存在する好中球では

腹膜炎の誘発により GPR35 の mRNA 発現が誘導されており、血小板およびマスト細胞から

放出されるセロトニン代謝産物 5-HIAAが GPR35に作用し好中球の遊走を促進することを報

告した[33]。好中球特異的に GPR35 を欠損させた骨髄キメラマウスを用いた検討では、野生

型マウスに比べ、炎症部位への好中球の動員が減少し、腹膜細菌を除去する効率は低下した。

よって、GPR35 を介した 5-HIAA による好中球の遊走促進作用は、好中球を介した細菌の排

除において重要な役割を果たしている可能性がある。また、De Giovanniらは真菌感染時の好

酸球の動員においても、血小板およびマスト細胞から放出される 5-HIAA が好酸球に発現す

る GPR35 を活性化することにより促進されることを報告した[36]。これらの報告は GPR35 が

Gi と共役することにより、単球、好中球および好酸球の接着と遊走の促進に関与している可

能性を示唆している。一方、MRGPRX2 をはじめとするマスト細胞に発現する脱顆粒応答を

促進する GPCR は Giまたは Gqと共役することが示唆されており、マスト細胞において Giや

Gqの活性化は脱顆粒応答の誘発に関与する可能性が大きいと考えられる[5, 58]。本研究では、

精製ラット腹腔マスト細胞に対しGαi/oを不活性化すると考えられている百日咳毒素を前処理

したが、DSCGによる脱顆粒応答の抑制効果に影響は見られなかった(Fig. 1D)。したがって、

DSCG による脱顆粒応答抑制効果においては、GPR35 は G i/o 以外の三量体型 G タンパク質

（Gsや G12/13）と共役する可能性が考えられた。 

いくつかの強制発現系を用いた解析から、GPR35 は三量体型 G タンパク質 G12および G13

と共役することが示されている[22, 38, 66, 86]。Duan らはクライオ電子顕微鏡法を用い、ロド

キサミドに結合したヒト GPR35 と G13の複合体の構造を報告した[87]。本研究では、ヒト、

ラットおよびマウスの GPR35 を G12あるいは G13と共発現させることにより、ザプリナスト

による濃度依存的な shedding 反応を確認した(Fig. 10A-C)。また、ヒト、ラットおよびマウス

の GPR35 と G12/13を共発現させた系では、GPR35 のみ発現させた系に比べ、アゴニスト非存

在下における shedding 反応（構成的活性）が有意に上昇した(Fig. 10D)。Schihada らは HEK293

細胞にヒト GPR35 遺伝子、およびいずれかの三量体型 Gタンパク質(Gi1, Gi2, Gi3, Go, Gq, Gs, Gz, 

G15, G12, G13)を導入し、生物発光共鳴エネルギー転移(BRET)アッセイを用いてアゴニスト非存

在下における活性レベルを測定した。その結果、アゴニスト非依存的な活性は Gz, G15, G12お

よび G13を発現させた系において観察され、G12あるいは G13を発現させた場合に最も大きな

活性を示した[86]。本研究では、アゴニスト非存在下において、GPR35 発現ラットマスト細胞

株では RhoA 活性化レベルの上昇や線維型アクチン量の増加を見出したことから、マスト細

胞に強制発現させた GPR35 はアゴニスト非存在下で活性を有する可能性が示唆された。過去

の報告では、新生仔マウス由来心筋細胞に対するヒト GPR35 の強制発現は、アクチンネット

ワークに作用し、形態学的変化を引き起こした[88]。Guo らは、ラットの交感神経ニューロン

に対しヒト GPR35 を過剰発現させることにより、アゴニスト非存在下において Ca2+チャネル

活性が阻害されることを報告している[89]。また、GPR35 の遺伝子の欠損が DSS 誘発性腸管

炎症の増悪[29]や脂肪組織における炎症性サイトカイン産生の増大[24]を誘発することが報

告されている。一方で、本研究では、GPR35 欠損型マウスを用いた検討において、成熟マス
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ト細胞における IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答や PCA応答では、野生型とほとんど

相違が認められなかった。生体内の GPR35 の機能発現において、内在性のアゴニストによる

反応と、構成的活性、いずれが重要な役割を担っているかを明らかにするためには、さらな

る検討が必要である。 

本研究では、ザプリナストの処理がラット GPR35 発現ラットマスト細胞株における RhoA

活性化および線維型アクチン量の減少を誘導したが、その作用は一過性であった。また、ザ

プリナストおよび新規 GPR35 アゴニストは速やかに細胞表面上 GPR35 を内在化させた。精

製ラット腹腔マスト細胞における検討では抗原と GPR35 アゴニストを同時処理することに

より抑制効果が認められ、前処理では認められなかった。こうした結果は、GPR35 のアゴニ

スト依存的な作用が速やか、かつ一過性であることを示唆しているが、一方で in vivo におけ

る効果はアゴニストを前処理することでも認められており、臨床現場では DSCG は気管支喘

息による発作の予防薬として用いられている。この点は一見したところ矛盾しており、アゴ

ニストが長期間存在することによる作用についてはさらに検討を行う必要がある。 

 本章では、マスト細胞に発現する GPR35 は G12/13と共役し、RhoAを活性させ、アクチン骨

格の再構成を誘導することを明らかにした。また GPR35 により再構成されたアクチンネット

ワークは、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答に対し抵抗性を与えるフォームである可

能性が示唆された。 
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総括 

現在も喘息治療薬として使用されている DSCG は、マスト細胞の脱顆粒応答を抑制するこ

とにより抗アレルギー作用を示すと考えられている[13]。DSCGの標的分子は長らく不明であ

ったが、強制発現系を用いた解析より GPR35 アゴニスト活性を有することが報告された[21, 

22]。そこで本研究では DSCG によるマスト細胞の脱顆粒応答抑制作用には GPR35 が関与す

るという仮説を立て、これを検証した。 

第 1 章では、DSCG を含む様々な GPR35 アゴニストは、マスト細胞に発現する GPR35 を

介し、IgEを介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑制することを明らかにした。DSCGやキヌ

レン酸、ザプリナスト、新規 GPR35 アゴニストは GPR35 を発現する精製ラット腹腔マスト

細胞において IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を有意に抑制した。ザプリナストおよ

び新規 GPR35 アゴニストは野生型成熟マウス骨髄由来培養マスト細胞(CTMCs)において IgE

を介した抗原刺激による脱顆粒応答を抑制し。その作用は GPR35 欠損型 CTMCs において消

失した。DSCG および新規 GPR35 アゴニストは野生型マウスにおける PCA 応答を抑制し、

その効果は GPR35 遺伝子の欠損により消失した。 

第 2章では、マスト細胞に発現する GPR35 は RhoAの活性化を介してアクチン骨格を再構

成することにより、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答を減弱させる可能性を示唆した。

ラット GPR35 を強制発現させたラットマスト細胞株では、対照細胞に比べ無刺激時の RhoA

活性レベルは高い値を示し、線維型アクチン量も有意に増大していた。GPR35 発現細胞株で

は IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答は有意に減弱しており、抗原刺激に応じて線維型

アクチン量は減少したが、常に高い線維型アクチン量を維持していた。ザプリナストは GPR35

を介し一過性の RhoA活性レベルの上昇と線維型アクチン量の減少を誘導した。 

以上より、本研究では DSCGによる脱顆粒応答抑制作用はマスト細胞に発現する GPR35 に

依存することを明らかにした。またマスト細胞において GPR35は RhoAを活性化させアクチ

ン骨格の再構成を誘導することにより、IgE を介した抗原刺激による脱顆粒応答に対し抵抗

性を与える可能性が示唆された。 

DSCG は副作用の頻度や程度が低い優れた抗アレルギー薬であるが、半減期が短いことや

消化管での吸収が少ないといった欠点をもつことが知られている[13, 14]。本研究は、マスト

細胞に発現する GPR35 を標的とした新たなアレルギー疾患に対する治療薬の開発に資する

基礎的知見を与えるものである。炎症性腸疾患(IBD)では消化管粘膜にマスト細胞が集積し、

病態の増悪に寄与する可能性が示唆されている[90]。IBDの第一選択治療薬であるアミノサリ

チル酸およびそのプロドラッグであるオルサラジンは、強制発現系においてヒトおよびマウ

スの GPR35 に対しアゴニスト活性を示すことが報告された[91]。GPR35に対する親和性がよ

り高いオルサラジンは、DSS 誘発性大腸炎マウスモデルにおける体重減少や結腸収縮などの

症状を緩和し、オルサラジンによる保護効果は GPR35 遺伝子欠損により消失した。肥満被験

者の白色脂肪組織には健常者に比べマスト細胞が多く分布し、マスト細胞がエネルギー代謝

の抑制に寄与している可能性が報告されている[92]。キヌレン酸は、高脂肪食を摂食させたマ

ウスにおける体重増加や内臓脂肪量の増加などエネルギー代謝異常を改善し、その効果は
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GPR35 欠損型マウスにおいて認められなかった[25]。このような疾患においても GPR35アゴ

ニストがマスト細胞に発現する GPR35 に作用し炎症反応を抑制している可能性があり、マス

ト細胞における GPR35は新たな治療標的分子と考えられる。 
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