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 論文の要旨 

 

序章 

 マスト細胞は皮下組織や粘膜組織に広く分布する免疫担当細胞であり、様々な炎症性物質を放

出して生体を防御している。体内に寄生虫などが侵入すると抗体産生細胞から Immunoglobulin 

E (IgE)抗体が産生され、産生された IgE 抗体はマスト細胞の細胞膜にある Fcε受容体 I

（FcεRI）に結合する。そして、このマスト細胞に結合した IgE 抗体に抗原が結合して架橋が形

成されると、脱顆粒やサイトカインの産生といった炎症反応が起きる[1]。また、マスト細胞には

Toll 様受容体やサイトカイン受容体が発現しており、リポ多糖（LPS）刺激やサイトカイン刺激

によっても活性化され、炎症反応を起こす[2]。しかし、このように生体防御に関与している一方

で、花粉やダニの死骸など無害な抗原にも過剰に応答することがあり、花粉症や喘息・アトピー

性皮膚炎などのアレルギー性疾患の原因にもなっている[2]。そのためマスト細胞の活性化制御機

構の解明は重要である。マスト細胞の活性化機構において近年亜鉛シグナルが重要であることが

明らかとなりつつある[3]。また、低分子量 G タンパク質 ARF1（ADP-ribosylation factor 1）の

ペプチド断片がマスト細胞の脱顆粒を抑制する作用を有することが報告された[4]。そこで、本研

究において、第一章ではサイトカイン産生調節機構における亜鉛ウェーブの役割について、第二

章では ARF1 ペプチドによるマスト細胞の活性化制御について検討した。 

 

第一章：炎症性サイトカイン産生制御における亜鉛ウェーブの役割 

 マスト細胞においては、抗原刺激依存的に細胞質内亜鉛濃度が上昇する現象があり、亜鉛ウェ

ーブと呼ばれている[5]。亜鉛ウェーブは抗原刺激後数分で見られ、およそ 15 分後をピークとし

て低下する。また、亜鉛ウェーブは小胞体から生じており、小胞体膜上に発現している L 型カル

シウムチャネル（LTCC）によって制御されていることが明らかとなっている[6]。さらに、亜鉛

ウェーブはサイトカインの転写を促進することが示されている。しかし、マスト細胞は抗原刺激

の他に LPS 刺激やサイトカイン刺激によってもサイトカイン産生が誘導されるが、抗原以外の

刺激における亜鉛ウェーブの関与の有無は明らかでなかった。そこで、亜鉛ウェーブが抗原刺激を

介するシグナル経路以外にも関与している可能性について検証した。まず、LPS またはサイトカ

インである IL-33 刺激によって細胞質内亜鉛濃度の上昇が観察されるか否か亜鉛蛍光プローブを



用いて調べたところ、いずれの刺激においても刺激 30 分後に有意な蛍光強度の上昇が認められ

た。この上昇は LTCC 遮断薬であるニカルジピンによって抑制された。また、LPS および IL-33

刺激による IL-6 転写へのニカルジピンおよび亜鉛キレーターN,N,N',N'-Tetrakis(2-

pyridylmethyl)ethylenediamine（TPEN）の影響を検討したところ、ニカルジピンおよび

TPEN で処理することによって有意に転写率が抑制された。これらの結果から、マスト細胞では

LPS およびサイトカインによる活性化経路においても亜鉛ウェーブが関与していることが判明し

た。LPS はマスト細胞の他にも主に自然免疫担当細胞を活性化させてサイトカイン産生を誘導す

ることから、これらの細胞の活性化においても亜鉛ウェーブが関与している可能性が考えられ

た。そこで次に、自然免疫担当細胞の一つである樹状細胞を用いて、サイトカイン産生における

亜鉛ウェーブの関与の有無を調べた。その結果、樹状細胞を LPS 刺激した際にも亜鉛ウェーブ

が観察され、亜鉛ウェーブがマスト細胞特異的なシグナル経路に関与するだけではなく、様々な

細胞のサイトカイン転写経路に関与している可能性が示唆された。（Uchida et al., Biol Pharm 

Bull. 42, 87-93 (2019).） 

 

第二章：ARF1 ペプチドを用いた活性化制御機構の検討 

 ARF1 は Ras スーパーファミリーに属する低分子量 G タンパク質であり、一般的に細胞骨格の

制御や小胞輸送、リン脂質の代謝などに関与していることが知られている。また、マスト細胞にお

いては脱顆粒に関与していることが報告されている。さらに、ARF1 の N 末端ペプチド断片であ

る ARF1(2-17)に膜透過モチーフ(MTM)を結合させた MTM-ARF1(2-17)（以下 ARF1 ペプチドと

呼ぶ）には ARF1 の働きを阻害する作用があり、マスト細胞に関しては細胞レベルで脱顆粒を阻

害する[4]。そこで、ARF1 ペプチドを用いてマスト細胞の活性化に及ぼす影響を検討した。まず、

ARF1 ペプチドの脱顆粒抑制効果に関する構造活性相関を明らかにするため、ARF1 ペプチドの

C 末端側および N 末端側からアミノ酸を削っていき、脱顆粒抑制効果に重要なアミノ酸配列を調

べた。その結果、ARF1 ペプチドの 10, 16 番目のリシン（Lys）残基を含む ARF1(10-16)の配列が

マスト細胞の脱顆粒抑制効果の発現に重要であることが示された。次に、ARF1 ペプチドを用いて

マスト細胞のサイトカイン産生および脂質メディエーター産生への影響を調べた。その結果、

ARF1 ペプチドはこれらの物質の産生を阻害した。この結果から、ARF1 は脱顆粒のみならず、サ

イトカイン産生および脂質メディエーター産生にも関与する可能性が示された。さらに、ARF1 ペ

プチドの抗アレルギー効果を調べるためにマウスのアナフィラキシーモデルを用いてアナフィラ

キシー反応に及ぼす影響を検討した。その結果、ARF1 ペプチドはマウスのアナフィラキシー反応

を抑制した。この結果から、ARF1 を標的としたアレルギー治療薬開発の可能性が示唆された。

（Uchida et al., Mol Immunol. 105, 32–37 (2019) ） 

 

以上の研究により、亜鉛ウェーブは様々な細胞において見られる重要なサイトカイン転写制御

機構である可能性が示唆され、また、マスト細胞活性化機構における ARF1 シグナル経路の役割

について新たな知見を見出した。 
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論文審査結果の要旨 

【判定結果】 

当委員会は、内田亮太氏による学位申請論文の審査および口述による諮問を行っ

た結果、博士（薬学）の学位を授与されるに相応しいと判定した。 

 

【判定理由】 

申請された論文は、マスト細胞の活性化制御機構に関する内容であり、マスト細

胞で見出された細胞質内の亜鉛濃度上昇という現象の普遍性と、マスト細胞の脱顆

粒を阻害するペプチドの構造と機能の関係について主に細胞生物学的手法での解

明を試みた研究成果の報告である。 

第一章では、マスト細胞で発見された抗原刺激による細胞質内の亜鉛濃度上昇

（亜鉛ウェーブ）が、サイトカイン産生などのシグナル経路のセカンドメッセンジ

ャーとして機能するという現象について、その普遍性について論及した。リポ多糖

（LPS）刺激およびインターロイキン（IL）-33刺激でも、抗原刺激時と同様にマ

スト細胞質内での亜鉛ウェーブを確認し、炎症性サイトカイン IL-6 産生のシグナ

ル経路に関わっていることを明らかにした。さらに、自然免疫担当細胞の一つであ

る樹状細胞においても、LPS 刺激により細胞質内での亜鉛ウェーブを確認し、IL-

6産生のシグナル経路に関与していることを示した。これらの結果から、マスト細

胞で見出された亜鉛ウェーブの機構が、炎症性サイトカイン産生のシグナル経路に

関わる普遍的な機構である可能性を示した。 

第二章では、低分子量 Gタンパク質 ADP-ribosylation factor 1（ARF1）の N末

の 2～17残基のペプチドに膜透過モチーフ（MTM）を結合させた（MTM-ARF12-

17）が、マスト細胞の脱顆粒を阻害するという現象について詳細な解析を行い、脱

顆粒阻害に関わるペプチド構造と阻害ペプチドの生体アレルギー反応への影響に

ついて論及した。ARF12-17の N 末端側および C末端側のアミノ酸残基を段階的に

削除したペプチドに MTM を結合した一連の MTM-ARF1 ペプチド群の脱顆粒阻

害効果を調べ、MTM-ARF110-16が阻害効果を示す最小単位であることを示し、ペプ

チドに含まれる３つの Lys残基の役割について考察した。また、MTM-ARF18-16が、

炎症性サイトカインおよび脂質メディエーターの産生を阻害することを示し、マス

ト細胞の代表的な３つの細胞応答のシグナル経路を阻害することを示した。さらに、

MTM-ARF18-16を腹腔内に投与すると、マウスのアナフィラキシー反応を抑制され

ることを示し、動物個体のアレルギー反応にも有効であることを示した。 

 以上の研究成果は、マスト細胞の活性化ならびにアレルギー反応の制御機構の

解明に寄与するとともに、マスト細胞で見出された亜鉛ウェーブが炎症性サイトカ

イン産生のシグナル経路に関わる普遍的な現象であることを明らかにした点で高

く評価でき、博士の学位を授与することに値する。 
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