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亜鉛は必須微量元素の一つであり，生体機能の維持に重要である。従来，亜鉛はタンパク質の構造形成・維持に必

要であることが知られていたが，近年亜鉛は細胞内のシグナル伝達に関与していることが明らかとなりつつある。これま

でに，マスト細胞において Fc�İ�RI刺激によって細胞質内亜鉛濃度が 5～15分程度で上昇する現象が見出され，この現

象は亜鉛ウェーブと名付けられた。亜鉛ウェーブは細胞内亜鉛シグナルの一種であり，サイトカインの転写を促進する役

割を担う。また、マスト細胞では Fc�İ�RI刺激の他に，Toll様受容体 4（TLR4）刺激や種々のサイトカイン受容体刺激

によってもサイトカイン産生が行われるが，TLR4やサイトカイン受容体のシグナル経路における亜鉛ウェーブの関与に

ついては検討されていなかった。そこで，亜鉛ウェーブの制御機構解明の一環として，Fc�İ�RI刺激以外のシグナル経路

においても亜鉛ウェーブが関与しているのかを検討した。その結果，亜鉛シグナルは Fc�İ�RIの他に TLR4や IL-33受容

体由来のシグナル経路においても存在することが示された。加えて，亜鉛ウェーブはマスト細胞特異的なシグナル経路で

はなく樹状細胞においても存在することが示された。これらの結果は，亜鉛ウェーブが様々な細胞におけるサイトカイン

転写の制御機構として機能する可能性を提示した。
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1．はじめに

亜鉛は生命の維持に必要な成分であり，ヒトにおいて

は鉄に次いで存在量が多い必須微量元素である。亜鉛

は様々なタンパク質の構造形成・維持や酵素の活性化に

関与しており，不足した場合，免疫不全や成長不全，味

覚障害，皮膚炎，生殖機能低下など広範囲に障害が生

じることが知られている（1, 2）。しかし，近年，亜鉛はタン

パク質の構造形成維持や酵素の活性化のみならず，細胞

応答におけるシグナル伝達を担っていることが明らかとな

りつつある（3-7）。

マスト細胞は皮下組織や粘膜組織に広く分布する免疫

細胞であり，様々な炎症性物質を放出することで生体防

御を担っている（8）。体内に寄生虫や花粉のようなアレル

ゲン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 Fc�İ�受容体 I（Fc�İ�RI）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産生

を介して炎症反応が起きる。本稿では主にマスト細胞に

おける細胞内亜鉛シグナルの役割と制御機構について，

我々の研究室でのこれまでの知見，及び筆者の研究結果

について紹介する。

2．細胞内亜鉛シグナルとFc�İ�RI由来シグナル
経路における亜鉛ウェーブについて

2-1 ．亜鉛シグナルとマスト細胞における抗原刺
激依存的な細胞質内亜鉛イオンの増加

細胞内シグナル伝達においてカルシウムイオンがセカ

ンドメッセンジャーとして機能することは古くから知られて

いた。しかし，亜鉛イオンが細胞内のセカンドメッセン

ジャーとしての役割を担っていることが知られるようになっ

たのは，我々が知る限りでは免疫担当細胞のマスト細胞

を用いた 2007年の山崎らの報告である（9）。亜鉛蛍光標

識化合物であるNewport Greenをマウス骨髄由来マスト

細胞（以下，マスト細胞）に取り込ませて，細胞質内の

亜鉛イオン由来の蛍光を蛍光顕微鏡により観察すると，

抗原刺激依存的に上昇する現象が見られた（Figure 1A 

and B）。そして，この分単位で起こる細胞質内亜鉛イオ

ン濃度の上昇は「亜鉛ウェーブ」と名付けられた。

2-2．亜鉛ウェーブのマスト細胞における役割

マスト細胞における亜鉛ウェーブの役割を検討するた

めに，抗原刺激の際に亜鉛を捕捉する亜鉛キレーターで

あるN, N, N', N'-tetrakis（2-pyridylmethyl）ethylenediamine

（TPEN）を添加し，炎症性サイトカインである interleukin-6 

（IL-6）及び tumor necrosis factor-Į（TNF-Į）の mRNA

の転写率を RT-PCRによって調べた。その結果，亜鉛キ

レーターの添加により，亜鉛の働きを抑えることで，コン

トロールに比べて転写時間が短縮されることが確認され

た。また，抗原刺激と同時に亜鉛イオンを亜鉛イオン透

過薬である pyrithioneにより導入すると，Il-6及び 7QI�Į

の転写時間が延長した。これらの結果から，亜鉛ウェー

ブはサイトカインの産生に関わるシグナル伝達を促進的

に制御する役割を持つ可能性が示唆された（9）（Figure 2）。

Figure 1　抗原刺激により細胞質内亜鉛イオン濃度が増加する
（A）マスト細胞に亜鉛蛍光標識化合物であるNewport Greenを取り込ませ，
蛍光顕微鏡により観察した結果を示した。（B）Newport Green由来の蛍光
強度の相対値をグラフ化した。（文献 9より引用，一部改変）
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2-3．亜鉛ウェーブの制御分子

亜鉛ウェーブの機構を明らかとする目的で，亜鉛ウェー

ブがマスト細胞のどの領域から生じているのかを検討した。

いくつかの細胞小器官を蛍光標識して共焦点レーザー顕

微鏡で観察した結果，亜鉛イオンを検出するNewport 

Greenのシグナルが小胞体（endoplasmic reticulum; ER）

マーカーと一致していることが明らかとなり，このことか

ら亜鉛ウェーブは小胞体から生じていることが示唆された。

次に，亜鉛ウェーブの制御分子を探索するために細胞内

亜鉛イオンの濃度調節に関与しているチャネルやトラン

スポーターを検討した。これら候補分子の中で，L 型カ

ルシウムチャネル（L-type calcium channel; LTCC）の遮

断薬であるベラパミルで前処理した場合，抗原刺激によ

る亜鉛ウェーブが抑制されることが明らかとなった（Figure 

3A）。また，この際にカルシウムイオン濃度への影響は

見られず（Figure 3B），マスト細胞において LTCCはカ

ルシウムシグナルへの影響がほとんど無いことが示唆さ

れた。さらに，LTCCの刺激薬である（s）-（－）-BayK8644 

Figure 3　亜鉛ウェーブの制御分子は LTCCである
（A）抗原刺激（Antigen: Ag）後の細胞質内亜鉛イオン濃度について，LTCC遮断薬であるベラパミルで前処理した場合の影響を調べた結果
である。グラフは，Newport Greenの相対蛍光強度を表す。（B）ベラパミル処理による抗原刺激依存性カルシウムイオン濃度上昇への影響を
調べた。データは Fluo-4の相対蛍光強度を表す。（C）LTCC刺激薬である（s）-（－）-BayK8644で処理した際の細胞質内亜鉛イオン濃度
の変化を示した。（D）カルシウムイオン不含 Tyrode緩衝液中のマスト細胞を（s）-（－）-BayK8644で処理したときの細胞質内亜鉛イオン
濃度の変化を示した。図中の NPG， Vera， BayKはそれぞれ Newport Green，ベラパミル，（s）-（－）- BayK8644を表す。（文献 10より引用，
一部改変）

Figure 2　亜鉛はサイトカイン転写を促す役割を持つ
抗原刺激誘導性のサイトカイン転写活性化における亜鉛キレーターの影
響及び亜鉛イオン，亜鉛イオン透過薬の添加による影響を RT-PCRによっ
て調べた結果を示した。G3pdhは内部コントロールである。（文献 9より
引用，一部改変）
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単独の添加によって，亜鉛ウェーブが観察されたが，遮

断薬の前処理により刺激薬の効果は消失した（Figure 3C）。

刺激薬による亜鉛ウェーブの誘導は細胞外のカルシウム

イオンを除去した反応液中でも観察され（Figure 3D），こ

れらの結果からLTCCが亜鉛ウェーブを直接誘導する

チャネルであることが示された。LTCCは，膜内外を連

絡する穴であるポアを形成する Į1サブユニットとβ，Į2

などのアクセサリーサブユニットから構成されている。RT-

PCR及びウエスタンブロットを行った結果，マスト細胞

においては 4種類の Į1サブユニットのうち Į1Dが優位に

発現していることが明らかとなった（Figure 4A and B）。さ

らに，共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内の局在を検

討したところ，Į1Dのシグナルは ERマーカーのシグナル

と一致しており，また，スクロース密度勾配による分画に

おいても Į1Dは細胞膜ではなく、ERタンパク質の局在す

る分画に多く存在していた（Figure 4C）。このことから，亜

鉛ウェーブは Į1Dを介した制御が行われている可能性が

考えられた。そこで，Į1Dを siRNAでノックダウンし，発

現を抑制したマスト細胞を用いて亜鉛ウェーブを抗原刺

激で惹起すると，カルシウムイオンの上昇は正常に起こっ

たが，亜鉛イオンの上昇は低下していた（Figure 4D）。こ

れらの結果から，亜鉛ウェーブの制御分子は小胞体膜上

の LTCCであることが強く示唆された（10）。

2-4．亜鉛ウェーブの標的

上述の結果から，亜鉛ウェーブのターゲット分子は IL-6 

や TNF-Įといった炎症性サイトカインの転写に関与して

いる可能性が考えられた。そのため，それらの主要な転

写因子である nuclear factor-�ț�B （NF-�ț�B）に着目した。

NF-�ț�Bは Inhibitor �ț�B（I�ț�B）と結合している状態では

その活性が抑制されているが，細胞に刺激が入ることに

より，I�ț�Bキナーゼ（IKK）が活性化し，I�ț�Bがリン酸

化を経た後，分解されることによってNF-�ț�Bが活性化し，

核へ移行する。そこで，亜鉛ウェーブの NF-�ț�B の上流

因子への影響，NF-�ț�Bの核移行への影響及び NF-�ț�B

Figure 4　LTCCの Į1Dサブユニットが亜鉛ウェーブの制御に関与している
（A）マスト細胞及び脳組織における LTCCファミリーメンバーの Į1サブユニットをコードするmRNA，及び G3pdhの RT-PCRの結果を
示している。（B）マスト細胞中の Į1Dについてのウエスタンブロットの結果を示した。antigenic peptide +は特異性を確認するために抗
Į1D抗体を抗原性ペプチドと共にプレインキュベートした場合の結果である。矢印のバンドが Į1Dと推定される。（C）マスト細胞から得ら
れた除核後上清を超遠心分離により不連続スクロース勾配で分画した。次いで，収集した画分を SDS-PAGEによって分離し，タンパク
質分布を Į1D ，SERCA2（小胞体マーカー），及び LAT（細胞膜マーカー）に対する抗体を用いて検出した。（D）左のグラフは抗原刺
激時の細胞質内亜鉛イオン濃度をコントロール及び Į1D siRNA処理マスト細胞で比較した。右のグラフは Fc�İ�RI刺激時の細胞内カルシ
ウムイオン濃度を，コントロール及び Į1D siRNA処理マスト細胞において比較した。（文献 10より引用，一部改変）
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とDNAの結合活性への影響の 3点について検討した。

まず，LTCC遮断薬で処理したマスト細胞における NF-�ț�

Bの上流制御因子（IKK 及び I�ț�B）の活性化への影響

をウエスタンブロットで観察すると，コントロールとの差

はみられず，亜鉛ウェーブは NF-�ț�Bの上流制御因子に

は影響を与えないことが示された（Figure 5）。次に，マ

スト細胞の抗原刺激による，NF-�ț�Bの核への局在化に

対する LTCC遮断薬の影響を調べてみると，コントロー

ルに比べて LTCC遮断薬で処理した細胞では NF-�ț�Bが

核に局在している細胞の割合が低下しており（Figure 6），

亜鉛ウェーブは NF-�ț�Bの核への局在を促す働きがある

ことが示唆された。さらに，NF-�ț�Bが核に局在する機序

を明らかにするために，亜鉛ウェーブによるNF-�ț�Bの核

移行への影響について検討した。NF-�ț�Bは輸送タンパ

ク質を介して核の内外を移動している。そこで，核内へ

の移行過程のみを見るために Leptomycin B によって核外

への輸送を阻害した。そして，LTCC遮断薬で処理した

マスト細胞において，抗原刺激後にNF-�ț�Bが核内に局

在する細胞の割合を調べてコントロールと比較した。そ

の結果，両者に差はみられず，亜鉛ウェーブは NF-�ț�B

の核内移行には影響していないことが示唆された（Figure 

7）。このことから，亜鉛ウェーブは核内移行後のイベント

に影響していることが考えられた。

In vitroの実験系で，亜鉛が NF-�ț�Bと DNAの親和性

に関与することが報告されている（11）。そこで，亜鉛ウェー

ブの NF-�ț�BとDNAの親和性への影響について ELISA

によって調べた。その結果，コントロールでは NF-�ț�Bと

DNAの親和性が抗原刺激依存的に上昇していたが，

LTCC遮断薬で処理した場合，抗原刺激によるNF-�ț�B

とDNAの親和性の上昇が見られず，抗原刺激と同時に

亜鉛イオン透過薬により亜鉛イオンを導入することでこの

遮断薬の効果は消失した（Figure 8A）。また，この結果

と一致して，LTCC遮断薬によってサイトカイン産生が低

下し，亜鉛イオン透過薬による亜鉛イオンの導入によっ

て回復することが示された（Figure 8B）。これらの結果か

ら亜鉛ウェーブは NF-�ț�BとDNAの親和性を高めること

でサイトカインの転写を促進的に制御していることが示唆

された。以上の結果をまとめた亜鉛シグナル制御経路の

図を Figure 9に示した。

Figure 5　亜鉛ウェーブは IKKと I�ț�Bの活性化に影響しない
抗原刺激の際の IKKĮ/ȕのリン酸化及び I�ț�BĮのリン酸化と脱リン酸化へ
の亜鉛ウェーブの影響について，LTCC遮断薬（ベラパミル）を用いて調
べたウエスタンブロッティングの結果を示した。（文献 10より引用，一部
改変）

Figure 7　 抗原刺激によるNF- ț�Bの核局在化において、亜
鉛ウェーブは核移行の過程には関与していない

マスト細胞をベラパミルで処理し，抗原刺激した際に，エクスポーチン阻害
剤であるLeptomycin Bで処理することによる影響を調べた結果を示した。
n.s.：有意差なし。Student の t 検定。（文献 10より引用，一部改変）

Figure 6　 NF- ț Bの核内への蓄積は亜鉛ウェーブによって増
加する

抗原刺激後，抗 NF-�ț�B抗体及び DAPIを用いて染色して，NF-�ț�B(p65)
が核に局在する細胞の頻度を計算してグラフ化した。* p <0.05，Student 
の t 検定。（文献 10より引用，一部改変）
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3．Toll様受容体 4および IL-33受容体由来
のシグナル経路における亜鉛ウェーブの制
御機構

上述のように亜鉛ウェーブは Fc�İ�RI由来のシグナル経

路におけるサイトカインの転写調節に関与していることが

示されている。しかし，マスト細胞のサイトカイン産生は

Fc�İ�RIのみならず LPSをリガンドとする Toll様受容体 4

（TLR4）やサイトカイン受容体などの刺激によっても行わ

れる。そこで，亜鉛ウェーブは TLR4や IL-33受容体由

来のシグナル経路に関与しているのかを検討した。まず，

TLR4及び IL-33受容体の刺激に応答して細胞質内亜鉛

イオンの濃度が変化するかを調べた。細胞質内亜鉛イオ

ン濃度の変化は，Newport Greenを用いて，フローサイ

トメーターによって測定した。Figure 10Aに示すように，

Fc�İ�RI刺激 15分後においてマスト細胞における細胞質

内亜鉛イオン濃度の上昇が確認できた。そして，LTCC

遮断薬であるニカルジピンはこの上昇を有意に抑制した。

Figure 8　亜鉛ウェーブは NF- ț�Bの DNAとの結合能を高めている
（A）ELISAによって固相化した標的 DNAに結合した NF-�ț�Bの割合を算出した。（B）RT-PCRによって 7QI�Įの mRNAの定量を行っ
た。Ag: Antigen。* p <0.05，** p <0.01，*** p <0.001，Bonferroniの補正を使用した Studentの t検定。（文献 10より引用，一部改変）

Figure 9　マスト細胞における亜鉛ウェーブのシグナル経路
Fc�İ�RI に結合した状態の IgE に抗原（Ag: Antigen）が結合することで Fc�İ�RI からシグナルが開始
される。また，サイトカイン転写因子である NF-�ț�B は IKK を介した経路によって活性化すること
が知られている。亜鉛ウェーブによって放出された亜鉛は NF-�ț�B に結合することで NF-�ț�B の転
写活性を増強させていると考えられている。（文献 12より引用，一部改変）
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同様に，30分間の TLR4及び IL-33受容体刺激におい

ても亜鉛イオン濃度の上昇が見られ，ニカルジピン処理

によって有意に抑制された（Figure 10B and C）。これら

の結果は，TLR4およびサイトカイン受容体刺激によって

亜鉛ウェーブが誘導されることを示している。次に，TLR4

及び IL-33受容体刺激で見られる亜鉛ウェーブについて，

Fc�İ�RI刺激で見られる亜鉛ウェーブと同様にサイトカイ

ン転写及び産生に関与しているかを調べた。マスト細胞

をニカルジピン処理することで，TLR4及び IL-33受容体

依存性の IL-6産生がそれぞれ用量依存的に抑制された

（Figure 11A and B）。このことから，IL-6の産生過程にお

いて LTCCが関与していることが示された。また，亜鉛キ

レーターを用いてマスト細胞のサイトカイン産生における亜

鉛の関与を調べた。その結果，TLR4及び IL-33受容体依

存性 IL-6産生は，TPEN処理されたマスト細胞において有

意に抑制され，この過程において亜鉛が必要であることが

示された（Figure 11A and B）。これらの結果は，亜鉛ウェー

ブがマスト細胞におけるTLR4及び IL-33受容体依存性の

サイトカイン産生にそれぞれ関与することを示している（12）。

さらに，TLR4及び IL-33受容体依存性の Il-6の転写に亜

鉛ウェーブが関与しているかを定量 RT-PCRにより調べた。

その結果，ニカルジピン処理及び TPEN処理により Il-6の

転写率が有意に抑制され，Fc�İ�RI依存性亜鉛ウェーブと

同様の結果が確認された（Figure 11C and D）。

Figure 10　)F�İ�5,、TLR4及び IL-33受容体刺激により亜鉛ウェーブが誘導される
抗原刺激の 15分後（A），LPS刺激の 30分（B）及び IL-33刺激の 30分後（C）の細胞質内亜鉛イオン濃度を，Newport Greenを用いて調べた。また，ニ
カルジピンで前処理した場合においても同様に行った。データは，Newport Greenの相対蛍光強度を表す。*** p <0.001、Studentの t検定。（文献 12より
引用，一部改変）

Figure 11　TLR4及び IL-33受容体刺激誘導性 IL-6産生に亜鉛ウェーブが関与している
LPSで 6時間（A）及び IL-33で 12時間（B）それぞれインキュベートし，IL-6の産生量を ELISAによって測定した。また，ニカルジピン及び TPENで処
理した場合も同様に行った。（C）(D)は RT-PCRによって刺激 1時間後の Il-6 の転写率を測定した結果である。* p <0.05，** p <0.01，*** p <0.001，Tukey
の検定，Studentの t検定。検出限界以下 , <DL, below detection limit。（文献 12より引用，一部改変）



18

4．マスト細胞以外における亜鉛ウェーブの存在

マスト細胞で観察される亜鉛ウェーブは TLR4や IL-33

受容体由来のシグナル経路にも関与していることが示さ

れた。TLRやサイトカイン受容体はマスト細胞の他にも

様々な細胞に発現しているため，サイトカインを産生し，

これらの受容体を発現している細胞においても亜鉛ウェー

ブの関与する経路が存在している可能性が考えられた。

そこで，自然免疫を担当しておりTLR4を発現している

マウス骨髄由来樹状細胞（以下，樹状細胞）において

亜鉛ウェーブの関与する経路が存在しているのかを調べ

た。Figure 12Aに示すように，LPSは樹状細胞において

2時間後に亜鉛ウェーブを誘発し，Newport Greenシグナ

ルの上昇は，ニカルジピン処理によって有意に抑制され

た（Figure 12A）。この結果と一致して，LPS誘導性 IL-6

産生もニカルジピン及び TPEN処理によって抑制され，

Il-6転写や産生においてもニカルジピン及び TPEN処理

によって抑制されることが確認された（Figure 12B and C）。

これらの結果から，亜鉛ウェーブはマスト細胞だけではな

く樹状細胞においても誘導され，サイトカイン産生に関与

していることが示唆された（12）。

次に，サイトカインが生体内で誘導されるマウス敗血

症モデルを用いて，in vivoでのニカルジピンによるサイ

トカイン産生の抑制効果を調べた。マウスに生理食塩水

またはニカルジピン（50 mg / kg）を 3日間連続して腹腔

内注射し，3日目に生理食塩水またはニカルジピンによ

る最後の注射後，LPS（0.5 mg / kg）を注射した。血清

中のサイトカインの濃度は ELISAで測定した。Figure 13

に示すように，LPS注射 1時間後の TNF-Įの血清レベ

ルは，ニカルジピン投与マウスにおいて有意に抑制され

た。この結果は，亜鉛ウェーブが in vivoにおいてもLPS

誘導性サイトカイン産生制御に役割を果たす可能性を示

唆した。また，生体内にはマスト細胞以外にマクロファー

ジなどのサイトカイン産生細胞が存在しており，今回の

結果は複数種のサイトカイン産生細胞において LTCCを

介したサイトカイン産生調節機構が存在する可能性を提

示した。

Figure 12  樹状細胞においても亜鉛ウェーブによるサイトカイン転写制御が行われている
（A）LPSで 2時間刺激後の細胞質内亜鉛イオン濃度を，ニカルジピンで前処理した場合及び無処理の場合において調べた。データは，Newport Greenの
相対蛍光強度を示している。（B）ニカルジピンまたは TPENによる前処理を行った場合及び無処理の場合での，LPS刺激の 3時間後の IL-6産生量を ELISA
によって測定した。（C）ニカルジピンまたは TPEN前処理及び無処理の場合での， LPS刺激の 3時間後の Il-6転写率を，定量的 RT-PCRによって決定した。
* p <0.05，** p <0.01，*** p <0.001，Tukeyの検定，Studentの t 検定。（文献 12より引用，一部改変）

Figure 13　 敗血症モデルにおいてニカルジピンは TNF-Įの
産生を抑制する

コントロールまたはニカルジピン投与マウスに LPSを腹腔内投与し，1時
間後の血清中 TNF-Į濃度を測定した。* p <0.05，Studentの t検定。（文
献 12より引用，一部改変）
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5．おわりに

本稿では細胞内亜鉛シグナルの一種である亜鉛ウェー

ブについてこれまで明らかとなっている知見を述べた。従

来、亜鉛ウェーブは Fc�İ�RI由来のシグナル経路におい

てサイトカインの転写調節に関与していることが示されて

いた。これに加えて，筆者らの研究結果より，マスト細

胞において TLRやサイトカイン受容体由来のシグナル経

路においても関与していることが示された。また，マスト

細胞の他にも自然免疫を担当する樹状細胞に存在してい

ることも確認できた。これらの結果は，亜鉛ウェーブの経

路が様々な細胞におけるシグナル経路に関与している可

能性を示唆し，亜鉛ウェーブを介するシグナル経路の解

明につながるものといえる。今後さらに解明が進み，亜

鉛ウェーブの経路を介した炎症性疾患の人為的制御など

への応用も期待したい。
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been known to be required for the formation and maintenance of protein structures. In recent years, it has become clear that it is 

also involved in intracellular signal transduction. 

Cytoplasmic zinc concentration was found to rapidly rise following the stimulation of FcİRI in mast cells. This phenomenon, 

termed “Zinc wave”, is an important player in intracellular zinc signaling and has been shown to positively regulate cytokine 

gene transcription. Cytokine induction also occurs through Toll-like receptor 4 (TLR4) and various cytokine receptors in mast 

cells, but whether Zinc wave is involved in these signaling pathways has not been investigated. 

To further our understanding of the mechanism of Zinc wave signaling, we examined whether Zinc wave is also involved in 

non-FcİRI-mediated signaling pathways. Our results showed that Zinc wave is also triggered in response to TLR4 and IL-33 

receptor stimulation. In addition, we observed Zinc wave phenomenon in dendritic cells, which suggests that Zinc wave is 

involved in the regulation of cytokine induction in a variety of immune cells. 

Abstract
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