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皮膚の偽アレルギーを誘導する分子のスクリーニング法開発

	 Recently, it was reported that many cationic drugs (e.g., antibiotics) directly activate connective tissue mast cells, which 
leads to drug-induced pseudo-allergy via Mas-related G-protein coupled receptor X2 (MRGPRX2) in humans and Mrgprb2 
in mice. On the other hand, a variety of cationic peptides/proteins (e.g., host defense peptides and neuropeptides) have 
been identified as endogenous ligands of MRGPRX2/Mrgprb2. Of these, many show a significantly lower EC50 against 
MRGPRX2 than against Mrgprb2. Accordingly, we hypothesize that unknown cationic molecules contained in  cosmetics 
or foreign matters which can come into contact with skin could activate connective tissue mast cells via MRGPRX2, 
resulting in skin pseudo-allergy. The objective of the current study is to develop a screening method for the identification of 
molecules that can induce pseudo-allergy in skin. For this end, we used newly-bred MRGPRX2 knock-in (MRGPRX2-KI) 
and Mrgprb2 knock-out (Mrgprb2-KO) mice as well as wild-type (WT) mice. We found that peritoneal mast cells from WT 
and MRGPEX2-KI mice, but not from Mrgprb2-KO mice, degranulated in response to stimulation with compound 48/80, 
a known MRGPRX2/Mrgprb2 ligand, although MRGPEX2-KI mast cells more strongly activated than WT mast cells. In 
addition,  WT and MRGPEX2-KI mice, but not Mrgprb2-KO mice, exhibited skin pseudo-allergic reactions in response to 
intradermal injection of compound 48/80. Moreover, skin pseudo-allergic reactions were stronger in MRGPRX2-KI mice 
than in WT mice. Thus, we were able to develop both in vitro and in vivo methods to identify MRGPRX2 ligands, which 
will help uncover the molecular mechanisms underlying skin pseudo-allergy and test the safety of cosmetics and therapeutic 
drugs.
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１．緒　言

　非常に多くのカチオン性薬剤（抗菌薬など）が皮膚の結
合組織型マスト細胞を直接活性化（脱顆粒）させて皮膚の
炎症やかゆみを誘導することが知られている。これが偽
アレルギーと呼ばれるのは、その症状がIgEと抗原による
マスト細胞の活性化（脱顆粒）に依存する即時型アレルギ
ーの症状と類似するためである。最近、マウスの結合組
織型マスト細胞に発現するGタンパク共役型受容体Mas-
related G protein-coupled receptor b2（Mrgprb2）（ヒト
ではMRGPRX2）がカチオン性薬剤により活性化して偽
アレルギーを引き起こすことが判明した 1）。また、ヒト
MRGPRX2（マウスMrgprb2）は多くの内因性リガンド（カ
チオン性の抗菌ペプチドや神経ペプチドなど）を有するこ
とも明らかになった 2-7）。これらの結果は、皮膚に塗布さ
れる化粧品や皮膚に付着する動植物成分の中にも偽アレル
ギーを誘導する分子が存在する可能性を示唆した。
　研究の目的は、ヒトMRGPRX2 に着目して偽アレルギ
ーを誘導する分子をin vitro及びin vivoでスクリーニング
する系を確立して、皮膚に塗布する医薬品・化粧品の安全

性を向上させることである。
　Mrgprb2 ノックアウト（Mrgprb2-KO）マウスの 解 析は
MRGPRX2 の 機 能 を 想 定 す る の に 役 立 つ が、 ヒ ト
MRGPRX2 の生体内機能を解明するには不十分である。
また、MRGPRX2 とMrgprb2 に共通する既知リガンド
に対するMRGPRX2 のEC50 はMrgprb2 と比較して低い
ことから、MRGPRX2 はヒトの皮膚で多くのリガンドを
鋭敏に認識してより重要な役割を担うと考えられた。そ
こで、申請者は、世界に先駆けてMRGPRX2 ノックイン

（MRGPRX2-KI）マウス（Mrgprb2 の代わりにMRGPRX2
を発現するマウス）を作製した。本研究では、野生型（WT）、
Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KIマウスから結合組織型マ
スト細胞を分離・誘導して、マスト細胞の脱顆粒を指標
としてMRGPRX2 リガンドをin vitroでスクリーニング
する系の確立を目指した。さらに、WT、Mrgprb2-KO、
MRGPRX2-KIマウスの耳介における偽アレルギー反応を
指標としてMRGPRX2 リガンドをin vivoでスクリーニン
グする系の確立を目指した。多くの医薬品・化粧品の成分
や皮膚に付着する動植物成分をスクリーニングすること
により、偽アレルギーを誘導する分子の同定が可能になる。
また、動植物成分の中からMRGPRX2 リガンドが同定さ
れれば、皮膚における炎症やかゆみの新規病態機序の解明
につながる。最終的な目標は、in vitro及びin vivoのスク
リーニング系を利用してMRGPRX2 リガンドを同定して、
皮膚における偽アレルギーの予防法を開発することである。
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２．方　法

2. 1.  マウスから腹腔マスト細胞や骨髄由来マスト細
胞の誘導

　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マ ウスの 腹 腔 を
PBS で 洗 浄 し て 採 取 し た 腹 腔 細 胞 を IL-3（10ng/mL）
と SCF（100ng/mL）の存在下で 10 日間培養した。flow 
cytometry に よ り、 細 胞 の 90 ％ 以 上 が FcεRIα 陽 性・
c-Kit陽性の腹腔マスト細胞であることを確認した。WT、
Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KIマウスの脛骨から採取し
た骨髄細胞をIL-3（10 ng/mL）の存在下で 5 週間培養した。
flow cytometryにより、細胞の 95%以上がFcεRIα陽性・
c-Kit陽性の骨髄由来マスト細胞（bone marrow-derived 
mast cell: BMMC）であることを確認した 8）。

2. 2 .  マスト細胞の脱顆粒率のin vitro測定法
　既知のMrgprb2/MRGPRX2 リガンドを含む種々の分
子（薬剤など）で、WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI
マウス由来の腹腔マスト細胞あるいはBMMCを刺激した。
また、上記のマスト細胞をanti-TNP IgE（0.5µg/mL）で
感作（24h）した後、TNP-HSA（10ng/mL）で刺激した。刺
激 1 時間後のマスト細胞の脱顆粒率を β-hexosaminidase 
assay（細胞内から細胞外に放出された β-hexosaminidase
の割合を解析する）やflow cytometry（マスト細胞表面に
CD63 を発現する細胞の割合を解析する）により測定した 8）。

2. 3.  皮膚における偽アレルギーのin vivo評価法
　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KIマウスの耳介に既
知のMrgprb2/MRGPRX2 リガンドを含む種々の分子（薬
剤など）を皮下注射し、その直後に、色素（エバンスブルー）
を静脈注射した。1 時間後に採取した耳介に含まれる色素

漏出量を定量化した（通常の受動的皮膚アナフィラキシー
反応の評価法と同様）8）。色素漏出量は、マスト細胞の脱
顆粒により上昇する血管透過性と比例するので、偽アレル
ギーの程度を評価できる。

3．結　果

3. 1.  MRGPRX2リガンドをin vitroでスクリーニ
ングする系の確立

　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KIマウスから誘導し
た腹腔マスト細胞表面におけるFcεRIαやc-Kitの発現レベ
ルに有意な差はなかった（図 1）。抗MRGPRX2 抗体によ
る細胞表面染色により、MRGPRX2-KIマウス由来腹腔マ
スト細胞表面にMRGPRX2 の発現が確認された。IgEと
抗原で刺激したときの腹腔マスト細胞の脱顆粒率に有意な
差は認められなかった。他方、compound 48/80（既知の
MRGPRX2/Mrgprb2 リガンド）で腹腔マスト細胞を刺激
すると、WT及びMRGPRX2-KI腹腔マスト細胞は濃度依
存的に脱顆粒した。しかし、Mrgprb2-KO腹腔マスト細
胞の脱顆粒は認められなかった。また、WT腹腔マスト細
胞と比較して、MRGPRX2-KI腹腔マスト細胞は同じ濃度
のcompound 48/80 に対してより強く脱顆粒した（図 2）。
　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マ ウ ス か ら 誘
導した BMMC 表面における FcεRIα や c-Kit の発現レベ
ルに有意な差はなかった。抗MRGPRX2 抗体による細
胞表面染色により、MRGPRX2-KI マウス由来 BMMC
に MRGPRX2 の 発 現 は 認 め ら れ な か っ た。 つ ま り、
MRGPRX2 は結合組織型マスト細胞表面に発現するが、
未熟な粘膜型マスト細胞（BMMC）表面に発現しないこと
が確認された。IgEと抗原で刺激したときのBMMCの脱
顆粒率に有意な差は認められなかった。また、compound 
48/80 でこれらのBMMCを刺激しても脱顆粒しないこと

図１  WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マウス由来腹腔マスト細胞における FcεRIαと c-Kit の（細胞表面）発現レベル
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が確認された。
　 こ の よ う に、WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI
マウスから誘導した腹腔マスト細胞の脱顆粒を指標に、
MRGPRX2 リガンドを同定するためのin vitroスクリーニ
ング法が確立された。Mrgprb2 リガンドとして作用しな
いがMRGPRX2 リガンドとして作用する分子、Mrgprb2
リガンドとしての作用は弱いがMRGPRX2 リガンドとし
ての作用が強い分子をin vitroで同定することが可能にな
った。

3. 2 .  MRGPRX2リガンドをin vivoでスクリーニ
ングする系の確立

　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マ ウ ス の 成 長・
発達に差は認められなかった。また、定常状態におけ
る（マスト細胞を含む）血球系細胞の組織分布や数に有意
な差は認められなかった。次に、WT、Mrgprb2-KO、
MRGPRX2-KIマウスの耳介にcompound 48/80 を皮下
注射した直後に色素を静脈注射し、1 時間後の耳介にお
ける色素漏出量を定量化した。その結果、WTマウスの
耳介で認められた色素漏出はMrgprb2-KOマウスでほ
とんど認められなかった。また、WTマウスと比較して
MRGPRX2-KIマウスの耳介における色素漏出量は多か
った（図３）。これらの結果は、compound 48/80 による

（耳介の）組織型マスト細胞の脱顆粒による偽アレルギー反
応がMrgprb2/MRGPRX2 依存的であること、生体内で
MRGPRX2 はMrgprb2 より鋭敏にcompound 48/80 を認
識して偽アレルギーを誘導することが示された。このよう
に、MRGPRX2 リガンドとして作用する分子をin vivoで
同定することが可能になった。

4．考　察

　マウスやヒトのマスト細胞（株）の解析、Mrgprb2 や
MRGPRX2 を一過性に過剰発現させた細胞の解析などか
ら、（compound 48/80 を含む）多くの共通リガンドに対す
るMRGPRX2 のEC50 はMrgprb2 より低いことが報告さ
れた。今回、WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KIマウス
由来の腹腔マスト細胞を利用するin vitroスクリーニング
法により、同じ条件下で容易にMrgprb2/MRGPRX2 リ
ガンドの同定及びリガンドとしての強さの評価が可能にな
った。腹腔マスト細胞における脱顆粒の強さが、

①MRGPRX2-KI≒WT＞Mrgprb2-KO
②MRGPRX2-KI ＞WT＞Mrgprb2-KO
③MRGPRX2-KI＞WT≒Mrgprb2-KO

の場合などが想定される。いずれもMRGPRX2 リガンド
であるが、③の場合はヒトでのみ重要な作用を有すると考
えられる。また、腹腔マスト細胞の脱顆粒を誘導しないが、
BMMCの脱顆粒を誘導する場合、その分子はMrgprb2/
MRGPRX2 とは異なる受容体（粘膜型マスト細胞に発現す
る）のリガンドとしてマスト細胞を脱顆粒させると想定さ
れる。Mrgprb2 やMRGPRX2 の発現とは無関係に腹腔マ
スト細胞が脱顆粒する場合、その分子は（結合組織型マス
ト細胞に発現する）Mrgprb2/MRGPRX2 とは異なる受容
体のリガンドとして作用すると想定される。

図 2  WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マウス由来腹腔
マスト細 胞の compound 48/80 に対する脱 顆 粒 率

（β-hexosaminidase assay）

図 3  WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX2-KI マウスの耳介に
compound 48/80 を皮下投与したときの偽アレルギー反
応
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　さらに、MRGPRX2 リガンドのin vivoスクリーニング
法の確立により、上記のin vitroスクリーニング法で同定
されたリガンド分子が生体内でMRGPRX2 依存的な偽ア
レルギーを誘導するか否かを評価することが可能になった。
偽アレルギーの強さがMRGPRX2-KI＞WT≒Mrgprb2-
KOの場合、その分子はヒトでのみMRGPRX2 依存的な偽
アレルギーを誘導する可能性が高い。他方、MRGPRX2-
KI 腹腔マスト細胞を脱顆粒させない分子が in vivo で
MRGPRX2 依存的に偽アレルギーを誘導する場合、この
分子は皮膚でマスト細胞以外の細胞に作用して、そこで放
出される内因性MRGPRX2 リガンドが組織型マスト細胞
に作用して脱顆粒を引き起こすと考えられる。実際、ダニ
に含まれるプロテアーゼが神経細胞に作用し、活性化した
神経細胞の放出するサブスタンスPが組織型マスト細胞を
脱顆粒させて、皮膚炎症を増悪させることが報告されて
いる 9）。また、MRGPRX2 リガンドのin vitro及びin vivo
スクリーニング系において、サブスタンスPはcompound 
48/80 とほぼ同じような傾向（MRGPRX2-KI ＞ WT ＞
Mrgprb2-KO）を示すことが確認されている。いずれにせ
よ、本研究で確立した、MRGPRX2 リガンドのin vitro及
びin vivoスクリーニング法を活用して、偽アレルギーを
誘導する分子の同定及び偽アレルギーの分子機序の解明が
期待される（図４、５）。

５．総　括

　WT、Mrgprb2-KO、MRGPRX 2-KI マ ウ ス 由 来 の
腹 腔マスト細胞の脱 顆粒を指標とするMRGPRX 2 リガ
ンドの in vitroスクリーニング法とWT、Mrgprb2-KO、
MRGPRX 2-KIマウスの偽アレルギー反応を指標とする
MRGPRX 2 リガンドのin vivoスクリーニング法が開発され
た。現在、様々な生体内外分子をスクリーニングしており、
今後、皮膚の偽アレルギーの全貌を明らかにする予定である。
　主に皮膚に塗布される化粧品は美容に貢献し健康的な生
活に不可欠な存在であるがゆえに、偽アレルギーを誘導す
る成分の混入を避けることは不可欠である。従って、本研
究の成果がコスメトロジーの進歩・発展に貢献することが
期待される。
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