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研究成果の概要（和文）：　現代日本においてアレルギー疾患は、大きな社会問題になっている。アレルギー疾
患は、「多様性」に富んでいるため、対処療法が主な治療手段となっている。本研究は、このようなアレルギー
疾患の「多様性」の原因について、アレルギー原因細胞の１つであるマスト細胞の分泌顆粒に存在する「不均質
性」に着目し、アレルギー応答調節メカニズムの解析を行った。そして、アレルギー応答は、マスト細胞の不均
質な分泌顆粒による個々の顆粒の分泌反応により複雑に調節されていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Allergies are increasing in worldwide. There are many causes of allergy, and
 symptoms vary from mild to potentially life threatening. Mast cells (MCs) play an important role in
 allergic diseases. MCs contain many granules comprising various inflammatory mediators. However, 
the underlying mechanisms of the relationship between distinction of inflammatory mediator secretion
 in MCs and diversity of allergic reactions are still unknown. We observed the distribution of 
inflammatory mediators (e.g. TNFα, CCL2, or histamine) in the granules and different VAMPs, which 
is involved in mediator release. We found that each mediator and VAMP was located in different 
granules. Using VAMPs knockdown MC, we identified specific VAMP for b-hexosaminidase (i.e. 
histamine) release. Our observations suggested that each single granule contain specific 
inflammatory mediators. Thus, this may cause the diversity of allergic responses.

研究分野： アレルギー学、免疫学、分子細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　アレルギー疾患は、対処療法が中心となっている。その一因として、アレルギー疾患の多様な疾患症状が挙げ
られる。本研究は、アレルギー疾患の原因細胞あるマスト細胞での分泌顆粒における不均質性に着目し、アレル
ゲン刺激応答に伴う多様な分泌メカニズムについて、分子・細胞・生体レベルで明らかにすることを試みた。そ
して多様なアレルギー疾患の原因を解明し、新たな治療戦略へ繋げることが可能になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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
ても半数以上の国民が、何らかのアレルギー症状を示すと考えら
れている。アレルギー疾患は、発症部位、病態、重症度など様々な
疾患症状を示し、成長・加齢に伴い症状が変化することも特徴であ
る。この様にアレルギー疾患は、「多様性」に富んでいるため、根
治療法が存在せず対処療法にとどまっているのが現状である。 
アレルギー疾患の原因細胞の一つであるマスト細胞は、各組織で

性質の異なる組織特異的マスト細胞へ分化し、分化後も性質が変
化する「可塑性」を有することも明らかになっている。この様な性
質を有するマスト細胞が全身の様々な組織に分布し、アレルギー
疾患の「多様性」に関与していることが示唆されている。 
アレルギー疾患の発症には、マスト細胞から分泌される様々な炎

症性メディエータが重要な役割を果たしており、アレルゲンがアレルゲン特異的 IgE を介して
IgE 受容体を活性化すると、シグナル経路の活性化と炎症性メディエータの分泌反応が誘導さ
れ、アレルギー疾患が惹起される（図１）。 
我々は、マスト細胞によるアレルゲン情報の認識メカニズムを追究する過程で、アレルゲンと

IgE の親和性が、IgE 受容体の活性化状態をはじめ、親和性依存的シグナル伝達経路の活性化を
誘導することを明らかにした。さらに、アレルゲン親和性は分泌するサイトカインやケモカイン
の種類を厳密に制御し、炎症組織に浸潤する炎症細胞の種類にまで影響を及ぼすことによって、
アレルギー応答の「多様性」に大きく関与していることを明らかにした。また、マスト細胞に含
まれる個々の分泌顆粒には、異なる含有メディエータや分泌機能蛋白質が局在しているなど、
「不均質性」が存在していることも明らかになっている。そこで本研究では、マスト細胞の分泌
顆粒に存在する顆粒の「不均質性」に着目し、アレルギー応答の「多様性」の制御機構を明らか
にすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
分泌反応は、免疫、神経、内分泌細胞など様々な生命機能を担っている。本研究で着目するア

レルギー応答では、様々な炎症性メディエータを含む分泌顆粒を持つマスト細胞が、外来刺激情
報を受容し、炎症性メディエータの分泌や浸潤細胞によってアレルギー疾患症状を決定してい
ると考えられている。本研究は、ヒスタミン、サイトカイン、ケモカインをはじめとする様々な
炎症性メディエータを含む個々の分泌顆粒の分泌において「不均質性」を有するマスト細胞の分
泌メカニズムについて、単一分子・生細胞・生体内マスト細胞の研究を通して明らかにし、さら
に様々なアレルギー疾患（急性・慢性疾患）モデルについて解析し、アレルギー応答の「多様性」
の分子機構を解明するものである。 
 
３．研究の方法 
マスト細胞によるアレルギー制御機構について、シグナル伝達、分泌反応、アレルギー疾患モ

デルなど、独自の研究システムを駆使して追究した。 
（1）細胞の調整方法 
骨髄由来マスト細胞はマウス大腿骨から骨髄細胞を採取し Interleukin-3、stem cell factor

の存在下で１ヶ月間培養しマスト細胞に分化させた。好中球は骨髄細胞を密度勾配遠心分画法
により単離・精製した。骨髄由来マスト細胞や骨髄好中球の確認には、フローサイトメータ
（FACSVerse）を用い、マーカー蛋白質の発現解析により行った。遺伝子改変細胞の作成には、
shRNA を用いた。 
（2）シグナル伝達機構の解析 
リン酸化の解析には、Phos-tag 法またはウエスタンブロッティング法を用いた。また、各種サ

イトカイン・ケモカインの解析には、定量的 PCR や ELISA 法を用いた。 
（3）分泌顆粒の開口放出メカニズムの解析 
単一分泌顆粒レベルでの分泌メカニズムの解析には、骨髄由来マスト細胞及びマウス耳介組織

を用いた。骨髄由来マスト細胞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。また、ホールマウント法を用いた三次元組織イメージング解析では血管をはじめとして目
的蛋白質を特異的抗体により染色した。全てのサンプルの解析には共焦点レーザ顕微鏡（Carl 
Zeiss LSM-710）を用い、画像解析法を用いて検出・解析した。 
（4）アレルギー疾患モデルの解析 
アレルギー疾患モデルとして、受動的局所性（PCA）及び全身性（PSA）アナフィラキシーマウ

スモデルを作製し実験に用いた。アレルギー応答の評価には、Evans Blue による血管透過性、
直腸体温測定、各組織でのマスト細胞の形態学的変化の観察を行った。 

 



 
４．研究成果 
アレルギー疾患は、発症部位、病態、重症度など様々な疾患症状を示す上に、症状が変化する

ことも特徴である。このように「多様性」に富むアレルギー疾患の要因として、外来刺激（アレ
ルゲン）情報によるマスト細胞応答の違いが重要な役割を担っている。これまでの研究成果から、
マスト細胞の分泌顆粒には「不均質性」が存在し、アレルギー応答の「多様性」を制御している
ことが示唆されており、本研究では、マスト細胞の分泌顆粒の顆粒内炎症性メディエータ（ヒス
タミン、サイトカイン TNFα、ケモカイン CCL2 等）の分泌反応とアレルギー応答調節機構につ
いて追究した。各炎症性メディエータは異なる分泌顆粒に局在し、分泌顆粒のサイズ（TNFα陽
性＞CCL2 陽性＞Histamine 陽性）は有意に異なっていた。また、分泌顆粒膜上に発現する SNAREs
の一種である Vesicle-associated membrane proteins（VAMPs）の局在解析の結果から、VAMP3
と VAMP7 は異なる分泌顆粒に局在しており、各 VAMP を発現する分泌顆粒のサイズ（VAMP3 陽性
＞VAMP7 陽性）も有意に異なっていた。さらに、マスト細胞の分泌顆粒の「不均質性」をさらに
追究するため、分泌顆粒に存在する各種分泌制御タンパク質 VAMPs について分泌顆粒の密度勾
配遠心法による単離と分画を行なった。その結果、各種 SNARE タンパク質は顆粒画分によって、
発現パターンに違いがあることが明らかになった。この様な、マスト細胞の分泌顆粒での VAMP
サブファミリーの局在の違いは、マウス耳介組織のマスト細胞においても異なっており、生体内
マスト細胞においても分泌顆粒の「不均質性」の存在が明らかになった。 
次に、各炎症性メディエータおよび分泌顆粒膜 VAMPs の共局在解析の結果から、VAMP3 は TNF

α、VAMP7 は CCL2 と同一の顆粒に存在する傾向が観察されたが、Histamine については、これら
の VAMPs と共局在する様子は観察されなかった。このことから、Histamine の分泌には異なる
VAMP のサブファミリーが関与していることが示唆された。さらに、分泌顆粒に発現している
VAMP3、VAMP7 および VAMP8 に対して、shRNA を用いて発現抑制（KD：knockdown）マスト細胞の
樹立を行い、その確立に成功した。これら樹立した細胞を用いた分泌実験から、VAMP8 KD マス
ト細胞では、脱顆粒反応(Histamine)が有意に抑制されていた。この様な抑制は、VAMP3 KD およ
び VAMP7 KD マスト細胞では観察されなかった。さらに、脱顆粒反応には他の SNARE タンパク質
である SNAP23（synaptosome associated protein 23）も寄与することも明らかになった。 
さらに、親和性の異なるアレルゲンを用いて刺激応答に伴う分泌機能蛋白質（VAMPs）サブファ

ミリーの活性化（リン酸化）状態を解析したところ、VAMP サブファミリー間で刺激の種類によ
って異なるリン酸化状態が誘導されていることも明らかになった。これらの結果から、マスト細
胞の分泌顆粒の炎症性メディエータ（ヒスタミン、サイトカイン、ケモカイン等）や発現する分
泌機能蛋白質 SNAREs（VAMPs、SNAPs 等）は、個々の分泌顆粒において異なっており、特異的な
組み合わせが存在しており、不均質な分泌顆粒が、アレルゲンの情報（親和性等）によって単一
顆粒レベルで分泌反応が制御されている可能性が示唆された。 
また、分泌機能蛋白質蛋白質 SNARE

（VAMP3）のマスト細胞の分泌制御機構を解
析する過程で、VAMP3 が TNFαの分泌を調節
していることが明らかになった。ところが、
VAMP3 KD マスト細胞では、炎症性サイトカ
インであるIL-6転写を増強していることが
分かった。そこで、VAMP3 によるマスト細胞
の機能調節メカニズムを追究した。その結
果、VAMP3 はマスト細胞の分泌顆粒-細胞膜
の膜融合だけでなく、細胞膜のリサイクリ
ング（エンドサイトーシス）にも寄与していることが明らかになった。さらに、マスト細胞のア
レルゲン認識に重要な IgE 受容体の細胞膜発現量やシグナル伝達の場として重要な脂質ラフト
など、VAMP3 がマスト細胞の IgE 受容体環境を調節し、アレルゲン刺激による活性化シグナルを
増強し、IL-6 の転写を亢進している可能性が示唆された（図２）。さらに、画像解析から TNFα
と IL-6 は、別々の分泌顆粒に存在しており、アレルゲン刺激によって個々の分泌顆粒レベルで
分泌反応が制御されていることも明らかになった。 
次に、アレルギー疾患モデルを用いた解析を行った。本研究では、アレルギー疾患モデルとし

て急性（アナフィラキシー等）や慢性（アトピー等）疾患モデルを用いた。これらの異なるアレ
ルギー疾患モデルを用いて疾患の応答性（感作、発症）変化を解析したところ、アナフィラキシ
ーモデルマウスについては、加齢に伴い週齢依存的に疾患症状が悪化するのに対して、アトピー
疾患モデルの場合には、若年マウスの方がより疾患症状が悪化する傾向が観られた。この様に、
加齢に伴いアレルギー疾患の種類によって感作状態や疾患発症が異なるなど、多様なアレルギ
ー応答の一端が明らかになった。 
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