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研究成果の概要（和文）：マスト細胞の分泌制御に極めて重要な役割を持つ細胞内カルシウム動態、特に分泌顆
粒に局在するカルシウムチャネルORAI-2が制御する分泌メカニズムの解明を試みた。マウス耳介組織を用いた解
析からORAI-2は培養細胞の分泌顆粒だけでなく、生体内マスト細胞においても分泌顆粒に同様の局在が観察され
た。さらに、各種バイオセンサーを用いた画像解析や生化学的な解析から、マスト細胞の抗原刺激に伴い、
ORAI-2はSTIMやtubulinと相互作用を強め、ORAI-2が発現する分泌顆粒において脱顆粒を起こしていることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the molecular mechanism of ORAI-2 localized on mast cell 
secretory granules, we tried to observe localization of ORAI isoforms (ORAI-1 and -2) in tissue mast
 cells. We found that ORAI-2 were localized on secretory granules although ORAI-1 were localized in 
the plasma membrane in tissue mast cells. Next, we examined the interaction of ORAI-2 proteins with 
STIM and tubulin. Co-immunoprecipitation experiment revealed that interaction of ORAI-2 with STIM 
and tubulin were increased after IgE/antigen stimulation. We also found that ORAI-2 localized on 
mast cell secretory granules played an important role in exocytosis by fluorescent protein-based 
biosensor analysis.
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１．研究開始当初の背景 
 花粉症、喘息、アトピー性皮膚炎に代表さ
れるアレルギー疾患は、世界的にもその患者
数は増加の一途をたどっている。日本におい
ても国民の半数以上が、何らかのアレルギー
症状を示すと考えられている。ところが、い
まだに対処療法が中心で根本的な治療方法
が存在せず、解決すべき急務の研究課題とな
っている。 
 これらのアレルギー疾患には、マスト細胞
が中心的な役割を担っている。マスト細胞は
細胞内に炎症性メディエータを含む分泌顆
粒を数多く持ち、細胞膜上の IgE 受容体（Fc
εRI）には、抗原特異的IgEが結合している。
そこにアレルゲン（抗原）が結合し、IgE 受
容体を架橋すると、リン酸化反応や細胞内カ
ルシウムイオン濃度の上昇などのシグナル
伝達経路の活性化と分泌反応が亢進し、最終
的にアレルギー反応が惹起される。 
 細胞内カルシウムイオン動態はマスト細
胞の脱顆粒反応やアレルギー応答において
極めて重要な役割を担っている。特に、カル
シウム遊離活性化カルシウムチャネル ORAI
は、マスト細胞において細胞内カルシウムイ
オンホメオスタシスを制御していると考え
られている。ORAI には、3種類のアイソタイ
プ（ORAI-1, -2, -3）が存在し、主に Orai-1
が細胞内カルシムイオン濃度調節に関与し
ていると考えられている。一般的に、ORAI フ
ァミリーの 3つのアイソタイプは、細胞膜に
存在しカルシウムシグナルを調節している
ことが明らかになっている。ところが我々の
研究成果から、アイソタイプの１つである
ORAI—2 が、マスト細胞特異的に分泌顆粒に局
在し分泌反応を制御していた（Ikeya M., et 
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 
451:62-67. (2014)）。分泌顆粒局在型カルシ
ウムチャネル ORAI—2 は、マスト細胞の活性
化に重要な細胞内カルシウムイオンホメオ
スタシスや開口放出を制御している可能性
が示唆されているにもかかわらず、その機能
において多くの不明な点が多い。そのため、
分泌顆粒局在型カルシウムチャネルORAI2の
マスト細胞活性化における詳細な分子メカ
ニズムの解明が求められた。 
 
２．研究の目的 
 マスト細胞による分泌顆粒内炎症性メデ
ィエータの分泌メカニズムの解明は、アレル
ギー疾患の原因や治療方法を開発する上で
重要な情報を提供すると考えられる。 
 マスト細胞の脱顆粒反応は、カルシウム遊
離活性化カルシウムチャネルによる細胞内
カルシウムイオン濃度上昇に続いて起こり、
分泌顆粒と細胞膜の膜融合によって炎症性
メディエータが細胞外へ放出される。このよ
うな開口放出には、分泌顆粒が細胞膜近傍に
移動するためのトラフィッキング過程、さら
に膜融合メカニズムなど、数多くの解明すべ
き問題が残されている。本研究では、マスト

細胞特異的に分泌顆粒に局在するカルシウ
ムチャネルORAI2によるアレルギー応答制御
機構の実体を明らかにすることを試みた。 
 
３．研究の方法 
３．１ 免疫染色 
マスト細胞（ラット好塩基球白血病細胞
RBL-2H3 細胞株）及びマウス耳介組織での蛋
白質の局在解析には、免疫染色法を用いた。
マスト細胞に各種刺激を行った後、パラホル
ムアルデヒドで固定し、抗体による染色後、
顕微鏡で観察した。マウス耳介組織は固定後
包埋し、液体窒素を用いて凍結ブロックを作
製した。凍結ミクロトーム用いて凍結切片を
作製し、スライドガラスに固定した。その後、
抗体で染色後マウンティングメディアで封
入し、それらを顕微鏡のサンプルとした。 
 
３．２ 細胞内オルガネラのカルシウムイオ
ン動態の定量 
細胞質のカルシウムイオン濃度変化は、カル
シウム蛍光指示薬 Fluo-3 を、カルシウムス
トア内のカルシウムイオン濃度測定には、小
胞体局在カルシウム蛍光プローブの
G-CEPIR1erw を、分泌顆粒内のカルシウムイ
オン濃度測定には VAMP8-RCaMP1h を用いた。
各オルガネラカルシウムイオン蛍光プロー
ブの蛍光強度を定量し、各オルガネラのカル
シウムイオン濃度変化とした。各色素及び蛍
光蛋白質の蛍光強度の解析には画像解析ソ
フト ImageJ を用いた。 
 
３．３ 共免疫沈降法 
マスト細胞内での蛋白質の相互作用の解析
には、免疫沈降法を用いた。各刺激条件で活
性化させたマスト細胞を細胞可溶化液で処
理した。各目的蛋白質の抗体（STIM1、ORAI、
Tubulin など）によって免疫沈降を行い、相
互作用蛋白質の検出には Western blotting
法を用いた。 
 
４．研究成果 
 申請者らのこれまでの研究から、3 種類
（ORAI-1, -2, -3）ある ORAI のアイソタイ
プのうち、ORAI-2 がマスト細胞特異的に分泌
顆粒に局在することが明らかになっている。
これら培養細胞を用いて in vitro の条件下
で観察された ORAI-2 の局在が、生体内の in 
vivo 条件下のマスト細胞についても同様の
局在が観察されるかについて検討した。その
ためマウス耳介組織を用いた免疫染色法に
よりORAI-2の細胞内局在を観察したところ、
組織内に存在するマスト細胞の ORAI-2 にお
いても、分泌顆粒膜に局在している様子が観
察された。これらの結果から、培養細胞だけ
でなく生体内のマスト細胞においても、
ORAI-2 は分泌顆粒に局在していることが確
認された。 
 次に、分泌顆粒局在 ORAI-2 の開口放出（膜
融合）における機能を追究するため、



ORAI-2-DsRed のキメラ蛋白質及び顆粒局在
蛋白質 VAMP と pH センサー蛍光蛋白質
SEpHluorin の２種類のキメラ蛋白質をマス
ト細胞に同時に発現させ、抗原刺激応答に伴
う両者の細胞内動態を観察した。その結果、
抗原刺激後に、ORAI-2-DsRed が発現している
分泌顆粒において SEpHluorin の蛍光が現れ
ることが観察できた。SEpHluorin は開口放出
すると pH 環境が変化し蛍光強度が増加する
性質を持つことから、これらの結果は、
ORAI-2 が発現している分泌顆粒と細胞膜と
が膜融合していることが示唆された。 
 次に我々は、マスト細胞が活性化した際、
分泌顆粒に局在する ORAI-2 が、どのような
分子と相互作用するのかについて追究した。
一般的に ORAI は、細胞活性化後、小胞体膜
上に存在する STIM1 や STIM2 と相互作用する
ことが明らかになっている。そこで、抗原刺
激を行ったマスト細胞を用いて STIM1 及び
STIM2 抗体を用いた共免疫沈降法を行った。
その結果、抗原刺激後、STIM1 及び STIM2 は
ORAI-1 や ORAI-2 と相互作用していることが
確認された。さらに、ORAI-2-DsRed と
STIM1-EGFP を共発現しているマスト細胞に
ついて、抗原刺激に伴う両者の細胞内動態を
観察したところ、ORAI-2-DsRed を発現する分
泌顆粒が STIM1-EGFP と共局在しながら移動
している様子が観察された。また最近の研究
から、STIM1と細胞骨格蛋白質であるTubulin
が共局在をしているという報告がある。そこ
で、顆粒局在ORAI-2、ORAI結合蛋白質STIM1、
細胞骨格蛋白質Tubulinの３者の相互作用に
ついて、免疫沈降法を用いて追究した。その
結果、刺激依存的に顆粒局在 ORAI-2 と
Tubulin の相互作用が増強している様子が観
察された。 
 さらに、分泌顆粒はカルシウムイオン貯蔵
部位としての機能も有しているという報告
があるため、分泌顆粒局在 ORAI-2 のカルシ
ウムチャネルとしての機能を追究した。その
ため、カルシウムバイオセンサーRCaMP1h を
分泌顆粒内に発現させ、抗原刺激に伴う分泌
顆粒内のカルシウムイオン動態を観察した。
その結果、分泌顆粒内に発現させた RCaMP1h
の蛍光が退光とは異なる蛍光強度の減少と
して観察されたことから、マスト細胞の刺激
応答に伴い、分泌顆粒からカルシウムイオン
が放出されていることが示唆された。これら
の結果より、分泌顆粒に発現するORAI-2は、
抗原刺激時に STIM1 や STIM2 と相互作用し、
分泌顆粒からのカルシウムイオンの放出を
誘導し細胞質へのカルシウムイオンの供給
を行っている可能性が示唆された。 
 以上の結果から、本研究の試みにより、マ
スト細胞特異的に分泌顆粒に局在する
ORAI-2 は、培養細胞だけでなく生体組織内の
マスト細胞においても分泌顆粒に局在する
ことが確認された。また、ORAI-2-DsRed と
VAMP-SEpHluorin を発現させたマスト細胞を
用いた解析では、抗原刺激に伴い ORAI-2 が

発現する分泌顆粒で脱顆粒を起こしている
ことが明らかになった。さらに、マスト細胞
の抗原刺激に伴い STIMs、Tubulin と ORAI-2
は相互作用を強め分泌顆粒の開口放出を制
御している可能性が示唆された。 
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