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略語 
 

CB, Cord blood  

CSU, Chronic spontenious urticaria  

DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DMSO, Dimethyl sulfoxide 

DNA, Deoxyribonucleic acid 

EDN, Eosinophil-derived neurotoxin  

EIA, Enzyme immunoassay 

EPO, Eosinophil peroxidase 

FACS, Fluorescence activated cell sorter 

IMDM, Iscove modified Dulbecco medium  

LSM, lymphocyte separation medium 

MBP, Major basic protein  

MC, Mast cell  

MFI, Mean fluorescence intensity 

MrgX2, Mas-related gene X2 

NC, Nonatopic control 

NK-1R, Neurokinin-1 receptor 

PB, Peripheral blood 

PACAP, Pituitary adenylate cyclase-activating 
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polypeptide 

PG, Prostaglandin 

RFU, Relative fluorescent unit 

RNA, Ribonucleic acid  

SCF, Stem cell factor 

shRNA, Small hairpin RNA 

SP, Substance P 

TSLP, Thymic stromal lymphopoietin  

UAS7, Urticaria Activity Score 7 

VIP, Vasoactive intestinal peptide 
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概要 
 
背景：慢性特発性蕁麻疹は 6 週間以上繰り返す紅斑と膨疹

が明らかな誘因がなく生じる疾患であり、マスト細胞の活性

化が発症に関与している。慢性特発性蕁麻疹患者に、神経ペ

プチドの一つである Substance P (SP) を皮内注射すると健

常人と比較して大きな膨疹反応が長く続く。SP は

Neurokinin-1 receptor (NK-1R) を介してヒトマスト細胞を

活性化していると考えられてきたが、近年ヒト臍帯血由来培

養マスト細胞で Mas-related gene X2 (MrgX2) が新たな SP
受容体として同定された。また、慢性特発性蕁麻疹患者で皮

膚病変中に好酸球浸潤が観察され、好酸球顆粒蛋白質により

慢性的に局所反応が起きると考えられてきた。しかしその機

序は不明のままである。 
 
目的：慢性特発性蕁麻疹患者の皮膚マスト細胞における

MrgX2 の発現レベル、ならびに皮膚から分離したマスト細

胞が発現する MrgX2 の機能解析を目的とする。MrgX2 は

SP と好酸球顆粒蛋白質の受容体であるかを検討する。 
 
方法：慢性特発性蕁麻疹患者 9 人から皮膚生検で採取した

病変部、および植皮術に用いた健常人 13 人の余剰部位を用

いた。ヒト由来培養皮膚マスト細胞は、ヒト皮膚組織より酵

素的に細胞を分散し、stem cell factor 存在下にメチルセル

ロースを用いて約 10 週～12 週培養して得られた。患者皮膚

組織中マスト細胞の MrgX2 発現を免疫組織化学染色法によ

り検出した。ヒト由来培養皮膚マスト細胞における MrgX2
発現はフローサイトメーターで解析し、MrgX2 を標的とし

た shRNA はレンチウイルスベクターを用いて導入した。ヒ

スタミンは EIA 法で測定した。細胞内 Ca2+動態の解析は蛍

光指示薬として Fluo3-AM を用いて測定した。 
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結果：健常人皮膚組織と比較して、慢性特発性蕁麻疹患者

の病変部マスト細胞における MrgX2 発現の上昇を確認した。

SP や塩基性好酸球顆粒蛋白 major basic protein (MBP)、
eosinophil peroxidase (EPO) によるヒト皮膚由来培養マス

ト細胞の脱顆粒は NK-1R アンタゴニストでは抑制されなか

った。しかし MrgX2 の shRNA を導入し MrgX2 の発現を抑

制した細胞において脱顆粒が有意に抑制されたことから、

MrgX2 が責任受容体であることが示された。 
 
結論：慢性特発性蕁麻疹病変部マスト細胞で MrgX2 の発現

が上昇し、かつ NK-1R ではなく MrgX2 がヒト皮膚由来培

養マスト細胞の SP や MBP、EPO に対する応答性の責任受

容体であることを明らかにした。MrgX2 は慢性特発性蕁麻

疹治療の新たな分子標的になりうると考えられた。 
 

 



5 
 

諸言 
 

1．慢性特発性蕁麻疹 
慢性特発性蕁麻疹は、少なくとも 6 週間、明らかな誘因が

なく搔痒のある紅斑や膨疹が出現と消退を繰り返すものとし

て定義されている(1)。 
マスト細胞は、ヒスタミンやプロテアーゼの遊離、サイト

カイン産生を介して膨疹反応の誘導に重要な役割を果たして

いる(2)。 
また慢性特発性蕁麻疹の 30%-50%は、高親和性 IgE の受

容体 FcRI 又は IgE に対する自己抗体を有することが知ら

れている(1,3)。 
残りの慢性特発性蕁麻疹患者 50％が実際にみられる"特発

性"と定義されている(1,3)。 
 

2．慢性特発性蕁麻疹と神経ペプチド 
慢性特発性蕁麻疹患者は健常人と比較して SP および

Vasoactive intestinal peptide (VIP) のようないくつかの神

経ペプチドを皮内注射すると大きな膨疹を形成する(4,5)。細

胞表面上の FcRI を発現しないマスト細胞腫細胞株 HMC-1
は、慢性蕁麻疹患者の血清によって活性化され(6)、FcRI 非
依存性のマスト細胞活性化機構が慢性蕁麻疹の病因に関与し

得ることを示唆している。SP、VIP、pituitary adenylate 
cyclase-activating polypeptide (PACAP) といった神経ペプ

チドや、ソマトスタチンなどでヒト皮膚マスト細胞は脱顆粒

が起こるが、Neurokinin (NK ) A や NK B では脱顆粒は惹

起されない。またこの現象は神経ペプチドによるヒト肺マス

ト細胞の脱顆粒においても確認されない(7,8)。NK-1R は、SP
の受容体であり T リンパ球、B リンパ球、単球、マクロファ

ージ、および線維芽細胞など多くの細胞に発現している(9)。

ヒトマスト細胞腫患者骨髄由来マスト細胞株である LAD2
細胞には NK-1R が発現しているが(10)、ヒトマスト細胞の表
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面に NK-1R が発現しているという報告はない。 
 

3．MrgX2 とヒトマスト細胞 
MrgX2 は G 蛋白質共役型受容体 Mas-related gene ファ

ミリーの一つであり、主にヒトの後根神経節で発現され、こ

れらの受容体のサブグループ(MrgX1-MrgX7) は、マウスに

は存在しておらず、ヒトのニューロンで発現している(11,12)。

近年、ヒト臍帯血由来培養マスト細胞において MrgX2 は

SP、VIP、コルチスタチン、ソマトスタチン、および化合物

である compound 48/80 を含む塩基性ペプチドに対する受容

体であることが判明した(13)。MrgX2 を導入したラット好塩

基球細胞株 (RBL-2H3) 細胞は SP による活性化の後に脱顆

粒を示し、MrgX1 を導入した (RBL-2H3) 細胞ではみられ

なかった(14)。 
 

4．蕁麻疹病変における好酸球とマスト細胞 
マスト細胞の活性化によるサイトカイン産生は、炎症細胞、

主に好酸球、CD4 陽性 T 細胞、および好中球の組織浸潤に

よる急性アレルギー反応と 6〜9 時間後の後期アレルギー反

応を誘発する(15,16)。慢性特発性蕁麻疹患者では、好酸球浸潤

が観察される(17,18)。慢性特発性蕁麻疹病変の MBP と

eosinophil cationic protein (ECP) の顕著な沈着を示す研究

では、好酸球顆粒蛋白質が放出され、直接または間接的に他

の炎症細胞を介し、慢性特発性蕁麻疹患者で局所的な炎症を

おこすと考えられてきた(19,20,21)。また MBP は、線維芽細胞

で共培養したヒトの心臓と肺マスト細胞を活性化させる(22,23)。 
 慢性特発性蕁麻疹の病態解明において、ヒト皮膚マスト細

胞と MrgX2 との関係を明らかに示した報告はない。また蕁

麻疹病変部でマスト細胞と好酸球の局在を観察し、慢性特発

性蕁麻疹の病因における好酸球の役割を明らかにした報告は

ない。 
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研究の目的 
 

以下の項目を研究の目的とした。①皮膚マスト細胞が機能

的な MrgX2 を発現するかどうかを検討。②慢性特発性蕁麻

疹患者の皮膚のマスト細胞において MrgX2 陽性マスト細胞

数または MrgX2 発現頻度を検討する。③MrgX2 は SP と塩

基性好酸球顆粒蛋白質の責任受容体であるかどうかを検討す

ること。 
 
 
 
 
 

期待される成果 
 
 この研究結果は、慢性特発性蕁麻疹の病態や難治化機序を

解明する糸口となるだけでなく、MrgX2 を標的とした新た

な治療戦略を提示することが期待される。 
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対象と方法 
 
1．倫理的考慮 

この研究は、生命倫理に関しては、日本大学医学部倫理委

員会および臨床研究委員会に研究倫理および臨床研究審査申

請書を提出し、当委員会の承認を得た。ヒト皮膚由来培養マ

スト細胞の使用に際して、平成 24 年 3 月 2 日付けで承認番

号 (RK-120210-3) として承認を受けた。ヒト肺由来培養マ

スト細胞の使用は、平成 20 年 3 月 2 日付けで研究課題 (マ
スト細胞と肺線維芽細胞を標的とした呼吸器疾患開発研究) 
として承認を受けた。すべての被験者は、ヘルシンキ宣言に

従い、インフォームドコンセントを得た。安全対策に関して

は、日本大学遺伝子組み換え実験実施規定に定める学長の確

認を受けて平成 26 年 3 月 10 日に (2007 医 1-5) として承

認をうけた。 
 
2．使用抗体 

以下の抗体はそれぞれ下記の会社から購入した。 
抗ヒト MrgX2 モノクローナル抗体 (clone 477533) は R&D 
Systems (Minneapolis, MN)、抗ヒト MrgX2 ポリクローナ

ル抗体 Abcam (Cambridge, United  Kingdom)、ビオチン

化された抗ヒト FcRIモノクローナル抗体 (clone CRA1 : 
eBioscience, San Diego,  CA)、抗ヒト NK-1R ポリクロー

ナル抗体 (Novus  Biologicals, Littleton, CO)、抗トリプタ

ーゼモノクローナル抗体 cloneAA1 は (Dako, Glostrup, 
Denmark)、抗ヒトキマーゼモノクローナル抗体 (clone B7 :  
Chemicon International, Temecula, CA)、ビオチン化され

た抗ヒト ECP ポリクローナル抗体 (Bioss,  Boston, MA)、
抗ヒト PGP 9.5 モノクローナル抗体(clone 13C4/13CA, 
Abcam)、抗ヒト CD3-ζ モノクローナル抗体 (clone 
6B10.2 : Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)、抗ヒト

von Willebrand factor モノクローナル抗体 (clone 
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MCA127T : AbD Serotec, Raleigh, NC) からそれぞれ購入

した。 
 
3．細胞 

ヒトマスト細胞腫患者骨髄由来マスト細胞株である LAD2
細胞は Dr Kirshenbaum (National Institute of Allergy and 
Infectious Diseases, National  Institutes of Health, 
Bethesda, MD) より提供された(24)。ヒト白血病患者 T 細胞

株である Jurkat 細胞は (ATCC, Manassas, VA) より購入

した。ヒト臍帯血 CD34+細胞は RIKEN BioResource 
Center (Tsukuba, Ibaraki, Japan) より購入した。ヒト末梢

血マスト細胞は末梢血より単核球を分離し、単核球から

linage negative 細胞 (CD4－,CD8－,CD11b－,CD14－,CD16－

および CD19－細胞) を分離したのち、ヒト臍帯血由来培養

マスト細胞はヒト臍帯血より CD34+細胞を分離したのち、

200 ng/mL stem cell factor (SCF : PeproTech, London, 
United Kingdom)と 50 ng/mL IL-6 (PeproTech) を含んだ

無血清培地 Iscove methylcellulose medium (Stem Cell 
Technologies, Vancouver, British Columbia, Canada) と
Iscove modified Dulbecco medium (IMDM : Invitrogen, 
CA) で培養した(24)。42 日目に PBS で Iscove 
methylcellulose medium を洗浄し、0.1% BSA、100 ng/mL 
SCF と 50 ng/mL IL-6 を含んだ IMDM で培養した。マスト

細胞の純度は異染性染色で確認し 98%以上であった。 
患者に対して手術前にインフォームドコンセントを行い、

承諾書を頂いた。健常人の皮膚組織は、アレルギー疾患のな

い患者で行われた良性または悪性腫瘍切除術後に、切除部位

より離れた部位の皮膚から採取した全層皮膚植皮に使用する

皮膚の余剰部位を用いた。肺の組織は悪性腫瘍切除術時に得

られた切除組織の中で、肉眼的に腫瘍浸潤がない肺組織の余

剰部位を用いた。できるだけ新鮮な肺組織と皮膚組織は採取

後ただちに、はさみを用いて 1mm3 に細切し、1.5 mg/mL 
collagenase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)、0.75 mg/mL 
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hyaluronidase (Sigma-Aldrich)、0.1% ウシ血清アルブミン 
(bovine serum albumin[BSA] : Sigma-Aldrich)、ペニシリ

ン/ストレプトマイシン(Invitrogen)を添加した IMDM で

37°C 1 時間酵素処理を行った(25)。分散した細胞はリンパ球

分離溶液(lymphocyte separation medium[LSM] : Organon 
Teknika, Durham, NC) を用いて遠心し、洗浄し回収した
(25)。回収したマスト細胞を serum-free Iscove’s 
methylcellulose medium に 200 ng/ml SCF と 50 ng/ml IL-
6 を添加した IMDM で培養した。 

 
4．フローサイトメトリー 

細胞表面および細胞内の蛋白質の MrgX2、FcεRIおよび

NK-1R の発現を調べるために使用した。 
マスト細胞を回収し 4% パラホルムアルデヒドで 4℃ 20

分固定した。FcR のブロッキングのためヒト TruStain 
FcXTM (BioLegend, San Diego, CA) にて 4℃ 15 分反応さ

せた後、抗ヒト MrgX2 モノクローナル抗体、抗ヒト NK-1R
抗体およびビオチン標識した抗ヒト FcRI抗体と洗浄した

細胞を 4℃ 30 分間静置した。その後、PBS で洗浄し、抗ヒ

ト MrgX2 モノクローナル抗体と抗ヒト NK-1R 抗体はそれ

ぞれ PE 標識した抗マウス IgG モノクローナル抗体 (BD 
Bioscience, San Jose, CA) とビオチン標識抗ラビット IgG
抗体 (Vector Laboratories, Burlingame, CA) で 4℃ 30 分

間反応させた。次にビオチン標識した抗ヒト FcRI抗体と

ビオチン標識抗ラビット IgG 抗体は 4℃ 30 分間 PE-
streptavidin で細胞は染色された。また透過処理は BD 
Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences) で行った。 

マスト細胞表面上の発現を FACSCalibur (Becton 
Dickinson Bioscience, San Jose, CA) で検出し、FlowJo 
(Tree Star, Inc., Ashland, OR) で解析した。 
 
5. 免疫組織化学染色法 

9 人の慢性特発性蕁麻疹患者 (年齢範囲は 24 から 69 歳、
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平均 45.1 歳、女性 5 人と男性 4 人) と健常人 (年齢範囲は

27 から 85 歳、平均 66.5 歳、女性 6 人と男性 7 人) で実験

を行なった。慢性特発性蕁麻疹患者および健常人の詳細を表

1、表 2 に要約した。慢性特発性蕁麻疹患者は、ヒスタミン

H1 受容体拮抗薬とヒスタミン H2 受容体拮抗薬、ロイコト

リエン受容体拮抗薬、シクロスポリン、トラネキサム酸、ま

たはベタメタゾンで治療されていた。しかしこれらの治療で

は蕁麻疹を抑えることはできていなかった。重症度は

Urticaria Activity Score 7 (UAS7) に基づいて測定した (表
1)。UAS7 は 1 週間の膨疹の数と掻痒の強さを患者から報告

を得る評価法である(26,27)。痒みの強さ (3[重度]、0[なし]) 
と膨疹の数 (3[>12 個]、0[なし])、(最大 1 日あたり 6 点) を
毎日記録する。1 週間のスコアを合計し UAS7 (0 から 42 ま

で) とする。重症慢性特発性蕁麻疹は UAS7 30 以上の患者

と定義した。また、総 IgE および 33 の共通アレルゲンに対

する特異的 IgE 抗体価 (MAST33 : SRL, Tokyo, Japan) を
含め自己血清皮内試験と血液検査を実施した。皮膚組織切片

は、慢性特発性蕁麻疹患者 9 人の膨疹病変 (上肢、下肢、ま

たは体幹) から皮膚生検を行い得られた。健常人の皮膚組織

は皮膚移植術の移植片 (上肢、下肢、および体幹) の余剰部

位から得られた。 
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表 1 慢性特発性蕁麻疹患者の詳細 

 
 
表 2 健常人の詳細 

NC Subject Age Sex Biopsy site 
1 79 F trunk

2 83 F trunk

3 72 M trunk

4 68 F left thigh 

5 78 M trunk

6 82 F trunk

7 85 M trunk

8 64 F right thigh

9 85 F Trunk

10 76 M Trunk

11 33 M right forearm

12 33 M right forearm

13 27 M left thigh

  Age  Sex  Duration of 
illness (M) ASST 

Serum 
IgE 

(IU/ml) 
UAS7 scores Positive for  

specific IgE Treatment  Biopsy site

1 24 M 7 - 130 35 Dermatophagoides farinae 
House dust   H1RA,H2RA,LTRA right upper arm 

2 48 M 18 + 50 33 Dermatophagoides farinae 
House dust  H1RA,H2RA  trunk 

3 63 M 3 + 90 34 None H1RA,CsA  right thigh 

4 69 F 8 +++ 14.7 37 None H1RA,H2RA 
LTRA,CsA trunk 

5 32 F 47 - 705 32 Dermatophagoides farinae 
House dust  H1RA,H2RA right upper arm 

6 44 F 20 - 381 32 None H1RA,H2RA, 
Tranexamic Acid 

left thigh  

7 27 F 15 - 67 36 Cedar poller  H1RA,H2RA right upper arm 

8 40 M 4 - 108 34 Cedar poller,  Worm wood 
Cat dandruff , Crab  H1RA,H2RA trunk 

9 
 

59 F 52 - 50 35 None H1RA,H2RA 
Betamethasone  trunk 

ASST, autologous serum skin test; H1RA, histamine H1 receptor antagonist; H2RA, histamine H2 

receptor antagonist; LTRA, leukotriene receptor antagonist; CsA, cyclosporine A;  
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採取した皮膚組織を固定液として 4% パラホルムアルデヒ

ドを使用し、4℃で 24 時間浸漬した。固定を行った後は、

固定液の洗浄・置換操作のため PBS で 3 回洗浄後 10% ス
クロース含有 PBS に 4℃で 4 時間浸漬した後、15% スクロ

ース含有 PBS に 4℃で 4 時間浸漬した。最後に、20% スク

ロース含有 PBS に 4℃で 1 晩浸漬し、OCT コンパウンド

で包んで凍結させた。液体窒素で瞬間凍結した後、クライオ

スタットで凍結切片が作製されるまで-80°C で保存した。凍

結切片はクライオスタットを用いて約-20℃の低温度下でミ

クロトームにより 4 μm に薄切し、スライドガラスに貼り付

けた。作成したスライドは解凍時の霜の付着を防ぐためにプ

ラスチックケースに入れ、ラミネートフィルムに入れて封を

した。-80℃で保存し、使用時は室温で徐々に解凍してから、

スライドを取り出した。 
1% PBS を洗浄液として使用し、スライドは室温で解凍

した後、5 分間の洗浄を洗浄液で 3 回施行し、細胞内染色の

ために-20℃のアセトンで 5 分間固定をした。5 分間の洗浄

を 3 回施行し、2% スキムミルクを用いて室温で 1 時間非特

異的結合をブロッキングした。皮膚組織は Alexa Fluor 488 
(Life technologies,San Jose,CA) 標識した抗ヒトトリプター

ゼモノクローナル抗体、ビオチン標識抗ヒト MrgX2 抗体、

抗ヒト ECP 抗体, Alexa Fluor 488 標識抗ヒト PGP 9.5 モ
ノクローナル抗体、Alexa Fluor 488 標識抗ヒト CD3-ζ モ
ノクローナル抗体、Alexa Fluor 488 標識抗ヒト von 
Willebrand factor モノクローナル抗体、ビオチン標識抗ヒ

トキマーゼモノクローナル抗体で暗所 4°C 1 晩静置とした。

アイソタイプコントロールには Alexa Fluor 488 標識マウス 
IgG1、ビオチン標識ラビット IgG、 ビオチン標識マウス 
IgG1 を使用した。 
3 回洗浄した後に streptavidin-Cy3 (BioLegend) を使用し

室温で 1 時間染色した。洗浄を 3 回施行し、4'-6-ジアミジノ

-2-フェニルインドール二塩酸塩 (DAPI : Invitrogen, 
Carlsbad, CA) を半滴ほど滴下し、カバーガラスを重ねた。
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LAD2 細胞とヒト滑膜由来線維芽細胞、ヒト末梢血由来培養

マスト細胞は DAPI を滴下、染色したのち観察に使用した。 
共焦点顕微鏡 (IX71 : Olympus, Tokyo, Japan) を用いて

観察した。 
 
6．塩基性好酸球顆粒蛋白の抽出 

MBP、EPO と eosinophil-derived neurotoxin (EDN) の
蛋白は好酸球増多症患者の末梢血よりクロマトグラフィー法

を用いて抽出を行なった(28,29,30)。 
 
7．マスト細胞の活性化 

マスト細胞 (マスト細胞数 : 100 l あたり 1×103 個) は
ヒスタミンおよび PGD2 測定のため 0.1% BSA 及び 1 
mmol/L 塩化カルシウムを添加した HEPES 緩衝液に懸濁し

た。マスト細胞は SP (Sigma-Aldrich)、好酸球カチオン性

蛋白質である 10〜100 μg/ml (MBP、EPO、および EDN) 
と 10-6 mol/L カルシウムイオノフォア A23187 (Sigma-
Aldrich) で 30 分間 37℃にて刺激した。その後、細胞上清

と細胞ペレットを回収した。 
また細胞を、1、3、および 10 mol/L NK-1R アンタゴニ

スト (CP-963453 : Sigma-Aldrich) 30 分で前処理し、SP で

30 分刺激した。また他の実験でヒスタミン H1 受容体拮抗

薬の 10 μmol/L オロパタジン塩酸塩 (Tocris Bioscience, 
Bristol, United Kingdom) とヒスタミン H2 受容体拮抗薬の

10 μmol/L ファモチジン (LKT Laboratories, St Paul, MN) 
を 30 分前処理し、10 μmol/L デキサメサゾン (Cayman, 
Ann Arbor, MI) は 16 時間前処理したのち、SP で 30 分刺

激をした。同様に細胞上清と細胞ペレットを回収し、ヒスタ

ミン遊離量および PGD2 産生量、及び細胞内のヒスタミン

量を enzyme immunoassay (EIA) 法で測定した。薬物の濃

度および処理時間は以前の報告を参照し決定した(31,32,33)。 
ヒスタミンの測定には EIA kit (Bertin Pharma, 

Montigny le Bretonneux, France) を用いた。PGD2 の測定
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には Prostaglandin D2-MOX EIA Kit (Cayman Chemical, 
Ann Arbor, MI) を用いた。Histamine 遊離率は、(放出され

たヒスタミン量/未刺激のマスト細胞に含まれる総ヒスタミ

ン量)×100%として算出した。 
 
8．線維芽細胞 
インフォームドコンセントを得た日本大学医学部附属板橋

病院の患者の人工膝関節置換術の際に滑膜組織は採取された。

すぐに細切し、2% ウシ胎児血清(Gibco, CA)と 100 
units/ml ペニシリン/ストレプトマイシンを添加した IMDM
で培養したのち得られた。 

 
9．RNA 抽出およびリアルタイム定量的 RT-PCR 

マスト細胞の total RNA は RNeasy mini kit (Qiagen, 
Valencia, CA) を用いて抽出し、精製した。500 µg/mL oli
go (dT) primer (Invitrogen, Carlsbad, CA)、10 mM dN
TP mix (Invitrogen)、5 x first strand buffer (Invitroge
n)、0.1 M DTT (Invitrogen)、SuperScript III RNase H-
Reverse Transcriptase (Invitrogen) および RNase OUT 
(Invitrogen) を用いて cDNA に逆転写を行った。MrgX2 お

よび GAPDH の primer と probe は Assays-on-Demand ™
 service (Applied Biosystems, Tokyo, Japan) のものを使

用した。定量的 RT-PCR は、TaqMan 解析を用いた(34)。Mr
gX2 センスプライマー (5'-GCCCATCTGGTATCGC-3') お
よびアンチセンスプライマー (5'-GGGTTGGCACTGCTGTT
AAGA-3') および NK-1R センスプライマー (5'-TCTTCTTC
CTCCTGCCCTACATC-3') およびアンチセンスプライマー 
(5'-AGCACCGGAAGGCATGCTTGAAGCCCA-3') (Invitrog
en)。 
 
10．レンチウイルスの shRNA ベクターの構築と遺伝

子導入 
MrgX2 shRNA の構築のためのセンスおよびアンチセンス
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オリゴヌクレオチド配列を有するレンチウイルス発現ベクタ

ー (MISSION shRNA plasmid DNA, catalog no. 
TRCN0000357642) は (Sigma-Aldrich) から購入した。パ

ッケージングベクター (MISSION lentiviral packaging 
mix : Sigma-Aldrich) とレンチウイルス発現ベクター 
(pLKO-puro) MrgX2 shRNA または MISSION 非標的

shRNA 対照ベクター  (Sigma-Aldrich) は TransIT 
(TaKaRa Bio, Shiga, Japan) で 293T 細胞に導入した。6 時

間後、培養上清を交換し、48 時間後に、3000 rpm で 10 分

間遠心分離し、0.45 μm のフィルターで濾過した。濾過した

上清を、4℃で 1 晩 9000 rpm で遠心分離し、放出したウイ

ルスを 1 時間氷上で静置した。この段階で、220 mL の上清

を 1〜2 mL に濃縮した。ヒト皮膚由来培養マスト細胞 
(1×105) に濃縮ウイルス上清 100 μL を懸濁し導入を行った。

感染の 3 日後、培地を、2 μg/mL ピューロマイシン、100 
ng/mL SCF、50 ng/mL IL-6、および 0.1% BSA を含有する

ウイルスを含まない IMDM に交換した。7 日間の抗生物質

選択後、ウイルスに感染したヒト皮膚由来培養マスト細胞を

実験に使用した。 
 
11．細胞内 Ca2+レベルの測定 

MrgX2 およびベクターのみ導入した CHO 細胞を、2.5 
mmol/L プロベネシドと 4 μmol/L Fluo-3AM (Dojindo, 
Kumamoto, Japan) を添加した HEPES 緩衝化 HBSS(pH 
7.4)中で 37℃ 1 時間静置した。次に細胞を、Fluo-3AM を

含まない溶液で 4 回洗浄した。細胞内の Ca2+濃度は、蛍光

イメージングプレートリーダーシステム FLIPR (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA) を用い、SP、MBP、EPO、EDN、

およびカルシウムイオノフォア A23187 を添加した前後で測

定した。 
 
12．ヒト皮膚由来培養マスト細胞の MrgX2 発現に対

する治療、神経伝達物質、およびサイトカインの影響 
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ヒスタミン H1 受容体拮抗薬の 10 μmol/L オロパタジン塩

酸塩(Tocris Bioscience)、ヒスタミン H2 受容体拮抗薬の 10 
μmol/L ファモチジン (LKT Laboratories)、10 μmol/L デキ

サメサゾン (Cayman)、10 μmol/L ヒスタミン二塩酸塩 
(Acros Organics, Geel, Belgium)、3 μmol/L SP (Sigma-
Aldrich)、30 ng/mL IL-33 (PeproTech)、10 ng/mL TSLP 
(PeproTech)、および 30 ng/mL IL-33 と 10 ng/mL TSLP 両

方を、それぞれ 24 時間刺激し、ヒト皮膚由来培養マスト細

胞の MrgX2 発現に対するを影響をフローサイトメーターで

解析した(35,36,37,38,39,40)。 
 
13．統計解析 

臨床データの 2 群間の統計学的解析、および in vitro の実

験の 3 群間の統計学的解析は Mann-Whitney U test を用い

て P < 0.05 を有意とした。in vitro の実験の統計学的解析は

unpaired Student t test を用いて P < 0.05 を有意とした。 
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結果 
 
1．ヒト皮膚由来培養マスト細胞は MrgX2 が発現して

いる。 
 

最初に、ヒトのマスト細胞で MrgX2 の発現を評価するた

めに、皮膚、臍帯血、肺由来の培養マスト細胞から total 
RNA を抽出し MrgX2 mRNA レベルを RT-PCR にて比較し

た。また、LAD2 細胞および皮膚、臍帯血、肺由来の培養し

たマスト細胞表面での MrgX2 の発現をフローサイトメータ

ーで比較した。 
LAD2 細胞は MrgX2 の mRNA を発現しているという報

告から(40)、この細胞をポジティブコントロールとし、LAD2
細胞の MrgX2 mRNA の発現レベルを 1 とした。以前の報告

と同様に(41)、皮膚由来培養マスト細胞で MrgX2 mRNA の

発現レベルは、肺由来培養マスト細胞に比べて著明に高値で

あった (図 1A）。MrgX2 の細胞表面の蛋白発現はヒト肺由

来培養マスト細胞にはみられず、LAD2 細胞およびヒト臍帯

血とヒト皮膚由来培養マスト細胞の表面で検出された(図
1B)。 

MrgX2 の局在を解析するため、LAD2 細胞において抗

MrgX2 抗体を用いて免疫組織化学染色法にて解析した。

MrgX2 は主に LAD2 細胞の細胞質に局在していることを確

認した (図 1C)。 
ヒトマスト細胞腫患者骨髄由来マスト細胞株である LAD2

細胞に NK-1R が発現しているが(10)、ヒトマスト細胞の表面

に NK-1R が発現している報告がないことから、フローサイ

トメーターにて NK-1R の発現をヒト皮膚およびヒト肺由来

培養マスト細胞で解析した。ヒト皮膚由来、ヒト肺由来培養

マスト細胞は、細胞表面上に NK-1R を発現していなかった。

陽性コントロールである Jurkat 細胞は、NK-1R を細胞表面

上に発現していた (図 1D)。 
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小括：ヒト皮膚由来培養マスト細胞は MrgX2 を発現し、

NK-1R を発現していなかった。 
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図 1．皮膚由来マスト細胞の MrgX2 発現 

 
 
図 1：(A) ヒトマスト細胞と線維芽細胞の MrgX2 mRNA
の発現。 LAD2 細胞中の MrgX2 mRNA の発現レベルを

1 とした。(n = 3 検体) 値は、平均値±標準誤差を示す。

ヒト肺由来培養マスト細胞 (LMC)、ヒト皮膚由来培養マ

スト細胞 (SMC)、ヒト臍帯血由来培養マスト細胞 
(CBMC)、およびヒト滑膜由来培養線維芽細胞 (Fibro)  
N.D. = not detected : 検出されず (B) ヒトマスト細胞お

よび線維芽細胞上の MrgX2 の細胞表面発現レベルをフロ

ーサイトメーターで解析した。実線は、抗 MrgX2 モノク
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ローナル抗体で染色した細胞のヒストグラムを示す。アイ

ソタイプ免疫グロブリンで染色したものは灰色のヒストグ

ラムとして表示した。右上の値は、平均蛍光強度(Mean 
fluorescence Intensity : MFI) を示す。これは 2 回の実験

を行い同様の結果を示した。(C) は、LAD2 細胞を抗

MrgX2 抗体 (赤,a) で染色した。対照アイソタイプとして、

ウサギ IgG で染色した細胞が示されている (c)。陰性コン

トロールとして、線維芽細胞を抗 MrgX2 抗体 (b) で染色

した。細胞の核は、DAPI (青色) で染色した。Bar = 10 
μm (D) ヒト皮膚および肺由来培養マスト細胞および

Jurkat 細胞に対する NK-1R の細胞表面発現レベルをフ

ローサイトメーターで解析した。実線は、抗 NK-1R 抗体

で染色した細胞を示し、アイソタイプ免疫グロブリン染色

したマスト細胞は灰色のヒストグラムとして示した。右上

の数字は MFI を示す。 
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2．慢性特発性蕁麻疹患者では健常人に比べ MrgX2 を

発現している皮膚マスト細胞数が有意に高い。 
 

皮膚組織における MrgX2 陽性のマスト細胞の頻度を評価

するため、抗 MrgX2 抗体および抗トリプターゼモノクロー

ナル抗体を用いた免疫組織化学染色法を行なった (図 2)。 
慢性特発性蕁麻疹患者 (図 2B) および健常人 (図 2A) の皮

膚組織のマスト細胞における MrgX2 の発現を比較した。皮

膚のマスト細胞数 (緑色で示されるトリプターゼ陽性細胞 : 
図 2 A,B) は慢性特発性蕁麻疹患者 (256±35.2 細胞/ mm 2、

中央値と四分位範囲) と健常人 (316±251 細胞/ mm 2) の皮

膚組織において有意差はなかった (図 2D)。しかし、MrgX2
陽性のマスト細胞数 (黄色の細胞 : 図 2B,C) は健常人 
(68.5±51.1 細胞/ mm 2) より慢性特発性蕁麻疹患者 (116±
19.0 細胞/ mm 2) で皮膚組織において有意に大きかった (図
2 E)。皮膚組織でのマスト細胞は LAD2 細胞と同様の

MrgX2 の局在パターンを示し、細胞質に局在していた (図
1C)。MrgX2 陽性マスト細胞の割合は慢性蕁麻疹患者のマス

ト細胞で (47.0%±6.9％) が健常人 (21.6％±7.8％) に比べ

統計学的有意な増加がみられた (図 2F)。 
 
 
小括：慢性特発性蕁麻疹患者と健常人と両者ともに MrgX2
を発現しているマスト細胞が存在しているが、慢性特発性蕁

麻疹患者の皮膚病変で MrgX2 を発現しているマスト細胞数

が健常人に比較して有意に高いことが明らかとなった。 
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図 2．慢性特発性蕁麻疹患者の皮膚マスト細胞での有

意な MrgX2 の発現上昇 

 
 
図 2：(A,B) 慢性特発性蕁麻疹患者患者 (CSU) の皮膚組織

における MrgX2 陽性のマスト細胞 (トリプターゼ陽性細胞) 
の画像と健常人 (NC) の画像を示す。皮膚の免疫組織化学

染色法は、抗トリプターゼモノクローナル抗体 (緑,a)、抗

MrgX2 抗体 (赤,b) 及び DAPI (青,c) を用いた。白矢印は、

トリプターゼ MrgX2 二重陽性細胞を示す。Bar = 50 μm (C) 
慢性特発性蕁麻疹患者の皮膚組織をマウス IgG1 とウサギ

IgG で染色し、アイソタイプコントロールとした。これらの

組織中の細胞を、二重盲検法を用い 2 人で数え、慢性特発性
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蕁麻疹と健常人の皮膚組織で 1mm2 当たりのマスト細胞数 
(D)、1mm2 当たりの MrgX2 陽性のマスト細胞数 (E)、マス

ト細胞中の MrgX2 陽性マスト細胞の割合 (F) の比較を示し

た。三角形、四角形、円はそれぞれ、上肢、下肢、体幹の使

用した皮膚の組織部位を示す。中央値と四分位範囲でデータ

を表した。 *** P < 0.001。N.S. = not significant : 有意差

なし 
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3．慢性特発性蕁麻疹患者と健常人の背景、マスト細

胞と MrgX2 陽性細胞の分布。 
 

慢性特発性蕁麻疹患者の平均年齢は 45.1 歳で (表 1)、健

常人の平均年齢は 66.5 歳であったため (表 2)、MrgX2 陽性

マスト細胞数と、マスト細胞中の MrgX2 陽性マスト細胞の

割合に対する年齢の影響を評価した。50 歳以上と 50 歳未満

の慢性特発性蕁麻疹患者でこれらの値を比較した。マスト細

胞数と MrgX2 陽性マスト細胞の数、MrgX2 陽性マスト細胞

の割合はそれぞれ 2 つに分けた年齢のグループ間で有意な差

はみられなかった (図 3A,B,C)。健常人も同様に 35 歳以上

と 35 歳未満で比較し、マスト細胞数と MrgX2 陽性マスト

細胞数、MrgX2 陽性マスト細胞の割合は年齢のグループ間

に有意な差はみられなかった (図 3D,E,F)。 
次に健常人のマスト細胞の密度が生検部位によって異なる

ことを考え、(図 2D) に示した生検部位を検討した。健常人

の上肢、下肢、および体幹の生検標本 (図 3G) においてマ

スト細胞の 1mm2 当たりの数を比較した。マスト細胞の密度

が生検部位に依存しないことがわかった (図 2D、図 3G)。
さらに、慢性特発性蕁麻疹患者 (n = 4) と健常人 (n = 8) と
患者の間の体幹の生検標本から 1mm2 当たりのマスト細胞数

を比較し、有意差を認めなかった (図 3H)。 
次に、皮膚組織内の MrgX2 陽性神経細胞数を比較した。

慢性特発性蕁麻疹患者と健常人における MrgX2 陽性神経細

胞の頻度は、12.8％と 13.3％であった (図 3I)。すなわち皮

膚における MrgX2 陽性細胞の大部分は、マスト細胞であっ

た。Allia らは(42)、免疫組織学的解析によって、リンパ球お

よび内皮細胞および消化管神経節細胞における MrgX2 蛋白

質を発現していることを報告しており、抗 MrgX2 抗体およ

び抗 CD3 抗体と抗 von Willebrand 因子モノクローナル抗体 
(n = 3 検体) を用いて慢性特発性蕁麻疹患者からの皮膚組織

の二重染色を行った。しかし MrgX2 陽性リンパ球または

MrgX2 陽性血管内皮細胞を確認しなかった。 
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小括：慢性特発性蕁麻疹患者と健常人と両者ともに年齢と部

位で MrgX2 を発現しているマスト細胞に有意な差はみられ

なかった。また皮膚組織内で神経細胞に MrgX2 を発現され

ていることが確認されたが多くははマスト細胞で発現がみら

れた。 
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図 3．慢性特発性蕁麻疹患者と健常人のマスト細胞と

MrgX2 陽性細胞の分布 
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図 3：皮膚組織中のマスト細胞数 (A)、MrgX2 陽性マスト細

胞数 (B) と、マスト細胞中の MrgX2 陽性マスト細胞の割合 
(C) に対する年齢の影響を評価するために、50 歳以上と 50
歳未満の慢性特発性蕁麻疹患者でこれらの値を比較した。皮

膚組織中のマスト細胞数 (D) と MrgX2 陽性マスト細胞数 
(E)、MrgX2 陽性マスト細胞の割合 (F) を健常人で 35 歳以

上と 35 歳未満で比較した。三角形、四角形、円はそれぞれ、

皮膚組織部位である上肢、下肢、体幹を示す。 
(G) 健常人から採取した上肢、下肢、体幹からの皮膚組織中

のマスト細胞数の比較を示し、(H) 体幹における慢性特発性

蕁麻疹と健常人の皮膚組織のマスト細胞数の比較を示した。

中央値と四分位範囲でデータを表した。 N.S. = not 
significant : 有意差なし (I) の皮膚の免疫組織化学染色は、

抗 PGP9.5 モノクローナル抗体(緑,a)、抗 MrgX2 抗体(赤,b) 
及び DAPI (青,c) を用いた。白矢印は、PGP9.5 MrgX2 二

重陽性細胞を示す。Bar = 30 μm (J) は慢性特発性蕁麻疹患

者の皮膚組織をマウス IgG1 とウサギ IgG で染色し、アイソ

タイプコントロールとした。Bar = 50 μm 
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4．SP 刺激により MrgX2 を介してヒト皮膚由来培養

マスト細胞は活性化する。 
 

SP によるマスト細胞の MrgX2 の機能を解析するため、

レンチウイルスによる shRNA 技術を用いて、ヒト皮膚由来

培養マスト細胞の MrgX2 発現を減少させフローサイトメー

ターで解析した。MrgX2 発現レベルは未処理のヒト皮膚由

来培養マスト細胞、コントロールの shRNA が導入されたヒ

ト皮膚由来培養マスト細胞と比較して、MrgX2 の shRNA
が導入されたヒト皮膚由来培養マスト細胞で減少した (図
4A)。また MFI での MrgX2 の発現は MrgX2 の shRNA が

導入されたヒト皮膚由来培養マスト細胞で有意に低下した 
(図 4C)。FcRI の発現は MrgX2 shRNA の導入によって低

下しなかった (図 4B)。 
さらに SP 刺激による MrgX2 を介したヒト皮膚由来培養

マスト細胞からのヒスタミン遊離と PGD2 産生があるかを

EIA 法を用いて確認した。ヒスタミン遊離および PGD2 産生

は未処理のヒト皮膚由来培養マスト細胞およびコントロール

の shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マスト細胞と比較

して、MrgX2 の shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マ

スト細胞は有意に減少した (図 4D)。 
ヒト皮膚由来培養マスト細胞の SP による活性化は、NK-

1R を介するか調べるため、ヒト NK-1R の特異的阻害剤で

ある CP-96345 の存在下または非存在下において、SP 刺激

後のヒト皮膚由来培養マスト細胞からヒスタミン遊離を測定

した。CP-96345 の存在下で SP 刺激を行ったヒト皮膚由来

培養マスト細胞のヒスタミン遊離は阻害されず、SP による

ヒト皮膚由来培養マスト細胞の活性化は NK-1R を介してい

ないことがわかった(図 4E)。 
 
 
小括：SP 刺激でヒト皮膚マスト細胞の活性化は NK-1R を
介してではなく MrgX2 を介して起こることを示した。 
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図 4．SP 刺激により MrgX2 shRNA を導入し MrgX2
を抑制したヒト皮膚由来培養マスト細胞からのヒスタ

ミン遊離と PGD2 産生 

 
 
図 4：(A) 細胞表面の MrgX2 発現をフローサイトメーター

で解析した。実線は、抗 MrgX2 モノクローナル抗体で染色

した細胞を示し、アイソタイプ免疫グロブリンで染色したマ

スト細胞は灰色のヒストグラムとして示す。MrgX2 発現レ

ベルは未処理のヒト皮膚由来培養マスト細胞 (Non-
tranceduced) およびコントロールの shRNA が導入された

ヒト皮膚由来培養マスト細胞 (Non-targeted shRNA) と比

較して、MrgX2 の shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養
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マスト細胞 (MrgX2 shRNA) で減少した。(B) 細胞表面の

FcεRI発現をフローサイトメーターで解析した。実線は、

抗 FcεRIモノクローナル抗体で染色されたマスト細胞を示

し、アイソタイプ免疫グロブリン染色したマスト細胞は灰色

のヒストグラムとして示す。右上の数字は MFI を示す。(n 
= 3 検体) (C)  発現レベルの統計学的分析を示す。MrgX2 
(A) の発現レベルを示す。(n = 3 検体) * P < 0.05。(D)  
SP で刺激したマスト細胞からのヒスタミン遊離と PGD2 産

生のレベルを表し、未処理のヒト皮膚由来培養マスト細胞、

コントロールの shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マス

ト細胞、MrgX2 の shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養

マスト細胞をそれぞれ、白、グレー、黒のバーとして示す。

(n = 3 検体) 値は、平均値±標準誤差として示した。 * P < 
0.05、** P < 0.01。(E)  CP-96345 の存在下または非存在下

で、ヒト皮膚由来培養マスト細胞を SP で刺激し、ヒスタミ

ン遊離を測定した。(n = 2 検体)  
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5．慢性特発性蕁麻疹患者の病変部でのマスト細胞と

好酸球の局在について。 
 
慢性特発性蕁麻疹患者において、好酸球浸潤とマスト細胞

の脱顆粒は、蕁麻疹病変でみられる(1,43)。そこで蕁麻疹病変

と健常人皮膚組織における 1mm2 あたりの好酸球数を数えた 
(図 5A,C,E)。好酸球の浸潤は、健常人の皮膚組織において

観察されず、慢性特発性蕁麻疹患者 9 人中 7 人の患者の蕁麻

疹病変皮膚組織で観察された。健常人と比較すると、慢性特

発性蕁麻疹患者の皮膚組織における好酸球数の有意な増加が

みられた (図 5E)。また好酸球とマスト細胞は近傍に存在し

ている像が、慢性特発性蕁麻疹患者の蕁麻疹病変で観察され

た (図 5A)。 
 
 
小括：免疫組織化学染色法で慢性特発性蕁麻疹患者の皮膚の

生検組織ではマスト細胞と好酸球が近傍に存在している。 
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図 5．慢性特発性蕁麻疹患者の蕁麻疹病変のマスト細

胞と好酸球の局在について 

 
 
図 5：(A) 慢性特発性蕁麻疹患者の皮膚組織のマスト細胞お

よび好酸球の局在を免疫組織化学染色で検討した。(C) 健常

人の免疫組織化学染色像を示す。抗トリプターゼモノクロー

ナル抗体は(緑)で、抗 ECP 抗体は(赤)、および DAPI は(青)
で示される。Bar = 10 μm アイソタイプコントロールは、

マウス IgG1 またはウサギ IgG で染色した。それぞれ (B,D)。
(E) 慢性特発性蕁麻疹患者(n = 9) と健常人 (n = 13) の皮膚

組織中の 1mm2 あたりの好酸球数の比較。値は中央値と四分
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位範囲として示す。 *** P < 0.001 
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6．MBP と EPO は MrgX2 を介してヒト皮膚由来培

養マスト細胞の活性化を誘導する。 
 

好酸球顆粒蛋白質が MrgX2 を介して細胞を活性化するか

どうかを調べるため、MrgX2 が導入された CHO 細胞を用

いて Ca2+の流入を測定した。SP 刺激で MrgX2 を導入した

CHO 細胞は細胞内への Ca2+流入の増加がみられ、ベクター

のみ遺伝子導入した CHO 細胞 (Mock と呼ぶ)ではみられな

かった (図 6A)。この MrgX2 を導入した CHO 細胞を用い

て、好酸球顆粒蛋白質刺激による Ca2+流入を測定した。

MBP と EPO で濃度依存的に Ca2+の流入が確認されたが、

EDN では確認されなかった (図 6B)。 
また、MBP、EPO 刺激によるヒト皮膚由来培養マスト細

胞活性化の MrgX2 の機能を分析するために、レンチウイル

スによる shRNA 技術を用いてヒト皮膚由来培養マスト細胞

の MrgX2 の発現を減少させた。MBP と EPO によるヒスタ

ミン遊離は未処理のヒト皮膚由来培養マスト細胞、コントロ

ールの shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マスト細胞に

比較し MrgX2 の shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マ

スト細胞で大幅に減少した (図 6C)。 
 
 
小括：好酸球塩基性顆粒蛋白は MrgX2 を介してヒト皮膚由

来培養マスト細胞を活性化していた。 
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図 6．SP は MrgX2 を介して細胞内 Ca2+の流入を誘

導し、MBP と EPO は MrgX2 を介して細胞内 Ca2+の

流入とヒスタミン遊離を誘導する 

 
 
図 6：(A) MrgX2 またはベクターのみ遺伝子導入した CHO
細胞 (Mock と呼ぶ) を、10-9 から 10-4 mol/L の SP で刺激

し、細胞内の Ca2 +レベルを測定した。 (B) MrgX2 またはベ

クター単独 (Mock) を導入した CHO 細胞を、10、30、お

よび 100 μg/mL の好酸球顆粒蛋白質 MBP および EPO で刺

激し、細胞内の Ca2+レベルを測定した。Y 軸は RFU を示す。

(RFU: 1 μM のカルシウムイオノフォアA23187 刺激で

Mock 細胞を刺激した際の Ca2+細胞内濃度上昇を 100%とし

て SP、MBP、EPO、および EDN 刺激による細胞内 Ca2+濃

度上昇をその比率で表した) (C) 好酸球顆粒蛋白質に応答し
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て、未処理のヒト皮膚由来培養マスト細胞 (白のバー)、コ

ントロールの shRNA が導入されたヒト皮膚由来培養マスト

細胞 (グレーのバー) に比較し MrgX2 の shRNA が導入さ

れたヒト皮膚由来培養マスト細胞 (黒のバー) を MBP、
EPO、EDN および A23187 で刺激した時のヒスタミン遊離

量を示す。(n = 3 検体) 値は、平均値±標準誤差として示す。

* P < 0.05。 
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7．健常人と慢性特発性蕁麻疹患者の上肢、下肢、お

よび体幹の皮膚組織におけるマスト細胞の phenotype
の比較。 
 

マスト細胞の phenotype が、部位により異なるか調べる

ため、健常人の上肢、下肢、および体幹の皮膚組織を免疫組

織化学染色法によって、MCT の phenotype (トリプターゼ陽

性) と MCTC の phenotype (トリプターゼとキマーゼ共に陽

性) の割合を比較した (図 7)。健常人の上肢、下肢、および

体幹の皮膚組織における MCTC phenotype の割合は、それぞ

れ 96.3％、93.4%、92.1%であった。さらに、慢性特発性蕁

麻疹患者の上肢、下肢および体幹の皮膚組織における MCTC 
phenotype の割合は、それぞれ 96.2%、93.6%、95.2%であ

った (図 7)。 
 
 
小括：上肢、下肢、および体幹の皮膚マスト細胞の

phenotype は、慢性特発性蕁麻疹患者と健常人ともに差はな

かった。 
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図 7．健常人と慢性特発性蕁麻疹患者の上肢、下肢、

および体幹の皮膚組織におけるマスト細胞の

phenotype の比較 
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図 7：健常人の上肢の皮膚組織 (A)、下肢の皮膚組織 (B)、
体幹の皮膚組織 (C)、慢性特発性蕁麻疹の上肢の皮膚組織 
(E)、下肢の皮膚組織 (F)、体幹の皮膚組織 (G) におけるト

リプターゼ陽性細胞およびキマーゼ陽性細胞を示す。皮膚の

免疫組織化学染色は、抗トリプターゼモノクローナル抗体 
(緑,a)、抗キマーゼモノクローナル抗体 (赤,b)および DAPI 
(青,c) を使用し染色した。白矢印は、トリプターゼ、キマー

ゼ二重陽性細胞を示す。Bar = 50 μm (D,H) は、アイソタイ

プコントロールとして、マウス IgG1 を用いた。 
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8．ヒスタミン、SP、IL-33 および TSLP と慢性特発

性蕁麻疹患者の治療に使用された薬剤による MrgX2
発現レベルの影響。 
 

ヒスタミン、SP、IL-33、TSLP、慢性特発性蕁麻疹患者

の治療に使用された薬剤が、ヒト皮膚由来培養マスト細胞の

MrgX2 蛋白発現レベルに影響を与えるかを検討した。まず、

慢性特発性蕁麻疹患者の治療に使用された薬剤がヒト皮膚由

来培養マスト細胞の MrgX2 蛋白発現レベルに影響を与える

かをフローサイトメーターで解析した。それぞれの薬剤では

MrgX2 蛋白発現レベルに影響はなかった (図 8A)。またヒス

タミン、SP、IL-33、TSLP および TSLP と IL-33 を同時添

加した場合それぞれでヒト皮膚由来培養マスト細胞の

MrgX2 蛋白発現レベルをフローサイトメーターで解析した。

ヒスタミン、SP およびサイトカインで MrgX2 蛋白発現レ

ベルに影響はなかった (図 8B)。次に、ヒト皮膚由来培養マ

スト細胞からの SP 刺激で、慢性特発性蕁麻疹患者の治療に

使用された薬剤により、ヒスタミン遊離率に影響がないかを

EIA 法を用いて検討した。慢性特発性蕁麻疹患者の治療に使

用された薬剤は SP 刺激でヒスタミン遊離率に抑制や増強な

どの影響を与えなかった (図 8B)。   
 
 
小括：ヒスタミン、SP、IL-33、TSLP および慢性特発性蕁

麻疹患者の治療に使用された薬剤は MrgX2 発現レベルやヒ

スタミン遊離に影響を与えなかった。 
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図 8．ヒスタミン、SP、IL-33 および TSLP と慢性特

発性蕁麻疹患者の治療に使用された薬剤による

MrgX2 発現レベルの影響 

 
 
図 8：(A)慢性特発性蕁麻疹患者の治療に使用された薬剤に

よるヒト皮膚由来培養マスト細胞の細胞表面の MrgX2 発現

レベルを、フローサイトメーターで解析した。(B) ヒスタミ

ン、SP、IL-33 および TSLP のヒト皮膚由来培養マスト細胞

の細胞表面の MrgX2 発現レベルの影響をフローサイトメー

ターで解析した。フローサイトメトリーで、実線は、抗

MrgX2 モノクローナル抗体で染色した細胞を示し、アイソ
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タイプ免疫グロブリンで染色したマスト細胞は灰色のヒスト

グラムとして示す。右上の数字は MFI を示す。濃度はそれ

ぞれ、オロパタジン塩酸塩 (H1RA : 10 μmol/L)、ファモチ

ジン (H2RA : 10 μmol/L)、デキサメタゾン (DEX : 10 
μmol/L)、ヒスタミン二塩酸塩 (10 μmol/L)、SP (3 μmol/L)、
IL-33 (30 ng/mL)、TSLP (30 ng/mL)、および同時に使用し

た IL-33 と TSLP はそれぞれ (30 ng/mL) と (10 ng/ml) 。
前処理時間は、オロパタジン塩酸塩、ファモチジンは 30 分

間 、デキサメタゾンは 16 時間、ヒスタミン二塩酸塩、SP、

IL-33、TSLP、および同時に使用した IL-33 と TSLP は 24
時間であった。N.S. = not significant : 有意差なし (C) ヒ
ト皮膚由来培養マスト細胞を慢性特発性蕁麻疹患者の治療に

使用された薬剤で前処理し 0.3 μmol/L SP で刺激し、ヒスタ

ミン遊離率を測定した。(n = 3 検体） 
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9．ヒト末梢血由来培養マスト細胞と LAD2 細胞の細

胞表面と細胞内の MrgX2 の発現、および MrgX2 
mRNA 発現レベル。 
 

LAD2 細胞と MrgX2 の mRNA を同程度で発現している

ヒト肺由来培養マスト細胞は (図 1A)、細胞表面に MrgX2
を発現していなかった (図 1B)。MrgX2 蛋白質の細胞内の局

在を確認するため、MrgX2 の mRNA を高値に発現するヒト

末梢血由来培養マスト細胞を使用した (図 9A)。ヒト末梢血

由来培養マスト細胞は、細胞表面に MrgX2 を発現していな

かったが  (図 9B)、BD Cytofix/Cytoperm Kit を用いて細

胞膜に穴をあけ、透過処理したマスト細胞では、細胞内に

MrgX2 蛋白を発現していた (図 9B)。さらに、免疫組織化学

染色法を用いて MrgX2 蛋白質の細胞内発現を確認した (図
9C)。 
 
 
小括：MrgX2 はヒト末梢血由来培養マスト細胞の表面上に

発現せず、細胞質内に観察され、リガンドは細胞内受容体に

結合しない事が明らかとなった。 
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図 9．ヒト末梢血由来培養マスト細胞と LAD2 細胞の

細胞表面と細胞内の MrgX2 の発現、および MrgX2 
mRNA 発現レベル 

 
 
図 9：(A) ヒト末梢血由来培養マスト細胞と LAD2 細胞の

MrgX2 の発現。 LAD2 細胞中の MrgX2 mRNA の発現レベ

ルを 1 とした。(n = 3 検体) 値は、平均値±標準誤差を示す。

(B) ヒト末梢血由来培養マスト細胞を使用し MrgX2 の細胞

表面および細胞内発現レベルをフローサイトメーターで解析

した。非透過性のマスト細胞 (左パネル) と透過処理したマ

スト細胞 (右パネル) で、実線は抗 MrgX2 モノクローナル

抗体で、アイソタイプ免疫グロブリンのマスト細胞が灰色の

ヒストグラムとして示す。右上の数字は MFI を示す。(C) 
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透過処理したヒト血清由来培養マスト細胞は、抗 MrgX2 抗

体 (赤,a) で免疫組織化学染色を行った。アイソタイプコン

トロールとして、ヒト血清由来培養マスト細胞をウサギ IgG
で染色した細胞が示されている (c)。陰性コントロールは、

非透過性ヒト血清由来培養マスト細胞を抗 MrgX2 抗体 (b) 
またはウサギ IgG (d)で免疫組織化学染色を行った。細胞の

核は、DAPI (青) を使用し染色された。Bar = 10 μm 
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考察 

 
本研究の結果をまとめると、神経ペプチドおよび塩基性好

酸球顆粒蛋白質による刺激によって MrgX2 を介してヒト皮

膚マスト細胞は活性化され、MrgX2 は慢性特発性蕁麻疹の

病因に関与している可能性が示唆された。 
慢性特発性蕁麻疹患者の膨疹部で MrgX2 陽性トリプター

ゼ陽性細胞数 (図 2) は有意に増加していた。以前の報告と

一致して(18,44)、皮膚のマスト細胞数は、健常人と患者で有意

差は認められなかった (図 2D)。健常人のマスト細胞の密度

が組織標本の解剖学的部位によって異なることを考え、(図
2D) に示した部位を検討した。健常人の上肢、下肢、およ

び体幹の組織(図 3G) においてマスト細胞の 1mm2 当たりの

数を比較したところ (図 2D、図 3G) 、マスト細胞の密度が

皮膚組織部位に依存しないことがわかった。慢性特発性蕁麻

疹患者 (n = 4) と健常人 (n = 8) の体幹の組織からのマスト

細胞の 1mm2 当たりの個数を比較したところ、有意差は認め

られなかった (図 3H)。 
マスト細胞の phenotype が、各部位によって異なるか調

べるため、健常人の上肢、下肢、および体幹の皮膚組織にお

ける、MCT の phenotype (トリプターゼ陽性) と MCTC の

phenotype (トリプターゼとキマーゼ共に陽性) を比較した 
(図 7)。健常人の上肢、下肢、および体幹の皮膚組織におけ

る MCTC 表現型の割合は、それぞれ 96.3%、93.4%、92.1%
であった。さらに、慢性特発性蕁麻疹患者の上肢、下肢およ

び体幹の皮膚組織における MCTC phenotype の割合は、それ

ぞれ 96.2%、93.6%、95.2%であった (図 7)。マスト細胞の

phenotype 各部位によって、慢性特発性蕁麻疹患者と健常人

ともに差がないことがわかった。 
慢性特発性蕁麻疹患者病変部でのマスト細胞の MrgX2 の

発現増加の原因とその調節メカニズムは、今まで報告されて
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いない。ヒスタミンは、SP と同様の局所環境でみられる神

経伝達物質である。上皮細胞は thymic stromal 
lymphopoietin (TSLP) を放出し皮膚感覚神経細胞を活性化

し搔痒感を発生させる(45)。さらに上皮細胞由来のサイトカ

イン IL-33 は直接ヒトマスト細胞を刺激し Th2 型サイトカ

インを生成させる(46)。そのためヒスタミン、SP、TSLP、
IL-33、および TSLP と IL-33 をヒト皮膚由来培養マスト細

胞に同時添加し、MrgX2 発現レベルを検討したが、これら

の神経伝達物質およびサイトカインは、MrgX2 の発現に有

意な影響をおよぼさなかった (図 8B)。MrgX2 の発現調節機

構を解明するためにさらなる研究が必要とされる。 
健常人の年齢分布は慢性蕁麻疹患者に比べて相対的に高い

傾向であったが、50 歳以上、50 歳未満の慢性蕁麻疹患者間

の MrgX2 陽性マスト細胞の数とその割合に有意差はみられ

なかった (図 3)。健常人に関しても MrgX2 陽性マスト細胞

数とその割合に 35 歳以上、35 歳未満に有意差はなかった 
(図 3)。 
MrgX2 陽性神経細胞は、健常人と慢性特発性蕁麻疹患者の

皮膚組織において MrgX2 陽性細胞の 12％-13％を占め、マ

スト細胞数は健常人と慢性特発性蕁麻疹患者で有意差は無い

が、慢性特発性蕁麻疹患者マスト細胞の MrgX2 の発現は健

常人に比べ有意に増加しており、慢性特発性蕁麻疹患者に

SP や VIP などの塩基性神経ペプチド皮内注射をすると、大

きく、長時間膨疹反応がみられる現象を説明することができ

る(4,5)。SP(4)、VIP(5)、やカルシトニン遺伝子関連ペプチド(4)

などの様々な神経ペプチドが慢性蕁麻疹の病因に関与してい

ると報告されているが、血中 SP の値は増加していないとい

う報告がある(47)。その報告によると健常人と慢性蕁麻疹患

者の平均血中 SP 値はそれぞれ 290 と 222 pg/ml であった
(47)。マスト細胞は神経線維の近くに位置しており(48)、蕁麻

疹領域の神経終末での SP の濃度は、血中濃度よりもはるか

に高い可能性がある。 
MrgX2 はヒト臍帯血由来培養マスト細胞において SP、
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VIP、コルチスタチン、ソマトスタチン、および化合物

48/80 を含む塩基性ペプチドの受容体であるという報告があ

る(14,49)。これらの塩基性ペプチドは、構造的相同性を持つ
(14)。MrgX2 発現細胞およびヒト臍帯血由来培養マスト細胞

の活性化に必要なリガンドの有効濃度の中央値は 10-8 と 
10-6 mol/ L 間であり、典型的な神経ペプチドの受容体のよ

うな G 蛋白質共役型受容体の活性化濃度よりかなり高値で

ある(14)。 
なお、百日咳毒素感受性 G 蛋白質である MrgX2 を介し塩

基性物質によりヒト臍帯血由来培養マスト細胞の活性化を惹

起する(13)。百日咳毒素感受性 G 蛋白質 Gi3 は、MBP と相

互作用し、ヒト臍帯血由来培養マスト細胞活性化を誘導する
(23)。したがって、MrgX2 が塩基性好酸球顆粒蛋白質の受容

体として機能するという仮説を立てた。 
MBP および EPO は MrgX2 を介してヒト皮膚マスト細胞

からヒスタミンを遊離させる。MBP、EPO の軽鎖、および

EPO、EDN、および SP の重鎖の等電点の値は 10.9、
10.7,10.8、8.9、および 9.4 であるため、高い等電点を示す

蛋白質は、MrgX2 との相互作用をすると解釈できる。
(50,51,52,53)。実際に、強い塩基性アミノ酸（アルギニンおよび

リジン）の割合は MBP、EPO の軽鎖、EPO および EDN の

重鎖でそれぞれ 14.5％、15.3％、15.5％および 8.9％である
(50, 52)。 
蕁麻疹病変で様々な度合で好酸球が存在し、活性化するこ

とがあるが(1,43, 53)、血液の好酸球増加が検出されない場合に

おいても、MBP は膨疹において測定されるという報告があ

る (19)。今回、膨疹病変でマスト細胞や好酸球を観察したが、

マスト細胞と好酸球間の相互的な作用がおこり、双方向に影

響をおよぼし、双方の細胞の活性化が強く起こり、炎症反応

の永続化を起こす可能性があることを示唆している(55,56,57)。

また、近年、好酸球の活性化により産生された、血管内皮増

殖因子や血液凝固因子が慢性特発性蕁麻疹を発症させる可能

性があることが報告されている(58,59,60)。さらに、Frigas ら
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(61)は、気管支喘息患者の喀痰で 100 μg/mL までの MBP 濃

度の増加を報告した。Ponikau ら(62)は、慢性鼻副鼻腔炎患

者の鼻汁に最大 10 μg/ml の MBP を含有していることを報

告した。Nair ら(63)は、喘息患者の喀痰中の EPO は 10 
μg/ml と高値であることを報告した。MBP および EPO の皮

膚組織濃度は、痰や鼻汁における濃度よりもさらに高くなる

可能性がある。好酸球はアレルギー反応の後期や慢性期炎症

部位に誘導されるので、MBP および EPO に対して MrgX2
を介する皮膚マスト細胞の活性化は、慢性特発性蕁麻疹患者

の膨疹反応の後期あるいは慢性期に関連している可能性があ

る。 
LAD2 細胞と MrgX2 の mRNA をほぼ同じ値で発現して

いるヒト肺由来培養マスト細胞は (図 1A)、その細胞表面に

MrgX2 を発現していない (図 1B)。また肺マスト細胞は、

SP によって活性化されない(7,8)。さらに SP はヒト末梢血由

来培養マスト細胞を活性化しない(64)。ヒト肺由来培養マス

ト細胞の利用は限られていたため、MrgX2 蛋白質の細胞内

の局在を確認する目的で、MrgX2 の mRNA を高値に発現す

るヒト末梢血由来培養マスト細胞を使用した (図 9A)。ヒト

末梢血由来培養マスト細胞が、細胞表面に MrgX2 を発現し

ていないことを確認した (図 9B)。また、MrgX2 蛋白質は透

過処理したマスト細胞を使用し、MrgX2 は細胞内で発現し

ていることを確認した (図 9B)。さらに、免疫組織化学染色

法を用いて MrgX2 蛋白質の細胞内発現を確認した (図 9C)。
これらの結果は、MrgX2 がヒト末梢血由来培養マスト細胞

の表面上に発現せず、リガンドが細胞内受容体に結合しない

事を示唆している。 
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まとめ 
 

以上の事をまとめると、①ヒト皮膚マスト細胞が MrgX2
を発現している。②健常人の皮膚組織と比較して慢性特発性

蕁麻疹患者の皮膚病変において MrgX2 陽性マスト細胞数が

増加している。③ヒト皮膚マスト細胞は、SP、MBP および

EPO に反応して、MrgX2 を介し脱顆粒反応と PGD2 産生が

惹起される、ということが明らかになった。 
これらの結果から、ヒト皮膚マスト細胞での MrgX2 の阻

害は、慢性特発性蕁麻疹の予防と治療への新しいアプローチ

を提案する。 
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