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研究成果の概要（和文）：マスト細胞は即時型アレルギー反応に関わる重要な細胞である。高親和性IgE受容体
（FcεRI）を介したシグナル伝達には、足場タンパク質として機能するアダプタータンパク質も寄与する。本研
究では、Signal-transducing adaptor protein-1（STAP-1）のマスト細胞FcεRI介在性活性化反応に対する機能
的役割を解明することを目的として研究を行った。STAP-1欠損マスト細胞では、Lyn/SHP-1間相互作用の破綻に
よるサイトカイン産生亢進が起こっており、STAP-1がIgE依存性マスト細胞活性化応答を負に制御するアダプタ
ータンパク質であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Mast cell (MC) expresses FcεRI on the surface and is crutial for acute 
allergic reaction like anaphylaxis. Upon stimulation via FcεRI, MC is activated and MC activaton 
events such as degranulation and cytokine production are initiated. Not only kinases, but adaptor 
proteins are required for the activation as a scaffold protein function. It has been reported that 
signal-transducing adaptor protein-1 (STAP-1) is involved in TCR-mediated T cell function as a 
positive regulator. However, it is unknown the functional role of STAP-1 for FcεRI-mediated MC 
activation. Therefore, it was sought to investigate the function of STAP-1 for IgE-dependent MC 
activation. It was found that STAP-1 deficiency resulted in increased cytokine producrion, but not 
degranulation, in activated MC. Also, the deficiency caused dysregulation of STAP-1-dependent 
interaction of SHP-1 with Lyn after activation. Therefor, STAP-1 is a negative regulatory adaptor 
protein in MC after IgE-dependent activation.

研究分野：免疫学・アレルギー学

キーワード： STAP-1　マスト細胞　IgE　サイトカイン　アレルギー炎症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、STAP-1の発現もしくは機能異常が、マスト細胞による生体恒常性崩壊を導き、アレルギーや自己免疫
疾患など、マスト細胞依存性の免疫過剰反応が関わる病気の発症原因の一つになる可能性を示している。そのた
め、STAP-1の一塩基多型の調査を他の関連遺伝子の一塩基多型と組み合わせることや、マスト細胞内STAP-1発現
調節機能の詳細解明は、新規アレルギー治療薬や治療戦略開発につながる可能性があり、国民生活で問題となっ
ているアレルギー疾患の改革が期待できる。

※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 
マスト細胞は細胞表面に高親和性 IgE 受容体（FcRI）を発現しており、IgE 依存性アレルギー
炎症反応の責任細胞として広く知られている。FcRI に結合した抗原特異的 IgE が多価抗原と結
合すると受容体は架橋され、マスト細胞は活性化し、ヒスタミンや脂質メディエーターなどの放
出やサイトカイン・ケモカインの産生が誘導され、アレルギー炎症が引き起こされる。IgE 依存
性マスト細胞活性化反応は様々な細胞内情報伝達分子により厳密に制御されている。FcRI 架橋
後、はじめにSrcファミリーチロシンリン酸化酵素Lynの活性化が誘導され、活性化Lynは FcRI 
鎖および鎖のリン酸化を引き起こす。リン酸化された FcRI鎖には Syk が会合し、下流へと
シグナルが伝達される。この酵素基質反応の効率化には、アダプター分子の存在が非常に大きい。
アダプター分子とは、自身は酵素活性を持たず、基質と酵素との足場タンパク質として機能する
分子である。 
申請者らはこれまで signal-transducing adaptor protein (STAP)ファミリーに属する STAP-1
および STAP-2 とアレルギー応答との関連性について研究を行ってきた。STAP-1 および STAP-2
は N 末端側から脂質結合性を示す PH ドメイン、リン酸化チロシン残基結合性を示す SH2 様ドメ
インを有している。STAP-2 は、さらに C末端側にプロリンリッチ領域を有している(1)。STAP-2
はサイトカインシグナル調節に関わる重要なアダプター分子であるほか、抗原受容体シグナル
に対してもシグナル伝達調節機構を有していることが報告されている。マスト細胞における
STAP-2 欠損は IgE シグナル伝達を増幅することから、STAP-2 は負の制御にかかわるアダプター
タンパク質であることが解明されている(2)。一方、好塩基球では、STAP-2 が IgE 依存性活性化
機構を正に制御していることが報告されており(3)、同じ受容体シグナル伝達に対しても、細胞
特異的な調節機構の差異に STAP-2 が関与することが知られている。STAP-1 は免疫細胞に強く発
現している STAP 分子であり、申請者らは以前の報告で、STAP-1 欠損マウスでは iNKT 依存的自
己免疫性肝炎の症状が重症化すること、T 細胞においては TCR シグナル伝達を正に制御してお
り、実験的脳脊髄炎や気管支喘息などの免疫疾患の病態にかかわることを報告している(4, 5)。 
 
２．研究の目的 
マスト細胞 IgE シグナル伝達に対する STAP-1 の機能的役割については、まったく解明されてい
ない。果たして STAP-2 と類似の機能をを有しているのか。もし STAP-1 が STAP-2 同様に、IgE
シグナルを負に調節しているのであれば、どのような作用機序により STAP-1 が IgE シグナル伝
達を負に制御しているのか。これらの疑問を解決するために、本申請研究では「FcRI 介在性マ
スト細胞活性化反応に対する STAP-1 の機能的役割の解明」を目的として研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）試薬 
抗 DNP IgE 抗体（クローン:DNP--26）は、ラホヤ免疫研究所の川上敏明博士より供与していた
だいた(6)。マウス抗 Lyn 抗体、PE 標識抗マウス c-Kit 抗体および APC 標識抗マウス FcRI抗
体は BioLegend 社より購入した。ウサギ抗 Lyn 抗体、抗リン酸化 Akt 抗体、抗リン酸化 p38 抗
体、抗リン酸化 pERK 抗体、抗 Akt 抗体および抗 p38 抗体は Cell Signal Technologies 社より
購入した。抗 SHP-1 抗体、抗 ERK 抗体および抗-Actin 抗体は Santa Crus Biotechnology 社よ
り購入した。抗 STAP-1 抗体は先行研究で研究室より作出した(4)。 
 
（２）マウス 
野生型マウスは三協ラボサービス社より購入した。STAP-1 欠損マウス（C57BL/6 バックグラウン
ド）は、北海道大学薬学部動物室（SPF 環境下）で飼育した。全ての動物実験は北海道大学動物
実験委員会および北海道科学大学動物実験委員会の承認を得て行った。 
 
（３）マスト細胞樹立方法 
マウス大腿骨を摘出し、骨髄細胞を採取後、IL-3（3 ng/ml）含有 RPMI1640 培地で 4-6 週間継続
培養した。経時的にマスト細胞の純度を測定し、95%以上の純度が得られた骨髄細胞由来培養マ
スト細胞（以下 BMMCs）を実験に用いた。 
 
（４）フローサイトメトリー法 
BMMCs をラット IgG（10 g/ml）で 15 分、氷冷で反応させる。次に、PE 標識抗マウス c-Kit 抗
体（2000 倍希釈）および APC 標識抗マウス FcRI抗体（400 倍希釈）を細胞懸濁液に加え、30
分、氷冷で反応させる。洗浄後、細胞上の c-Kit および FcRI発現量は Gallios（BECKMAN COULTER
社）で検出し、FlowJo ソフトウエア（FlowJo LLC 社）で解析した。 
 
（５）脱顆粒反応 
BMMCs を抗 DNP IgE 抗体（0.5 g/ml）で一晩感作した。感作 BMMCs を Tyrode’s バッファーで



懸濁し（2x105/200 l）、DNP23-HSA（抗原）または Ionomycin で 30 分、37℃で刺激した。刺激後、
遠心分離し、培養上清および細胞を回収した。細胞は 200 l の Tyrode’s バッファーで懸濁し、
3 回凍結融解を繰り返し、細胞を破砕した。脱顆粒反応は上清中および細胞破砕溶液中の-
hexosaminidase 量（-hex 量）を測定して、算出した。上清もしくは細胞破砕溶液と 10 mM p-
nitrophenyl N―Acetyl -D-glucosaminide（Sigma 社）を混和し、90 分反応させた。0.4M Glycine 
(pH 10.7)で反応を停止し、マイクロプレートリーダーを用いて 405nm の吸光度を測定した。脱
顆粒率は【上清中-hex 量】/【上清中-hex 量】【細胞破砕溶液中-hex 量】により算出した。 
 
（６）ELISA 法 
BMMCs を抗 DNP IgE 抗体（0.5 g/ml）で一晩感作し、翌日、抗原で 24 時間刺激した。上清中の
IL-6、TNF-および IL-13 産生量は ELISA キット(IL-6 および TNF-:BioLegend 社、IL-
13:Invitrogen 社)を用いて測定した。 
 
（７）ウェスタンブロット法および共免疫沈降法 
BMMCs は、プロテアーゼおよびホスファターゼ阻害剤含有細胞可溶化溶液（50 mM Tris–HCl (pH 
7.4), 0.15 M NaCl, 1% NP-40, 1 mM Phenylmethylsulfonyl fluoride, 25 M 4-nitrophenyl 
4-guanidinobenzoate, 10 g/ml aprotinin, 10 g/ml leupeptin, 1 M pepstatin, 1 mM 
Na3VO4, 2 mM NaF）で溶解した。可溶化タンパク質を SDS-PAGE で分離し、PVDF 膜に転写した。
各種リン酸化および総タンパク質の検出は、はじめに特異的一次抗体を一晩反応させ、翌日に
HRP 標識二次抗体を反応させた。二次抗体反応終了後に PVDF 膜を ECL と反応させ、抗体が結合
しているタンパク質は ChemiDoc Touch MP イメージングシステム（Bio-Rad 社）を用いて検出し
た。 
一部の実験では共免疫沈降法を行った。可溶化溶液をマウス抗 Lyn 抗体と一晩、4℃で反応し、
翌日、プロテイン G ビーズ（GE 社）で免疫沈降した。共免疫沈降したタンパク質は上述の方法
を用いて検出した。 
 
４．研究成果 
（１）マスト細胞分化に対して、STAP-1 は影響を与えない。 
STAP-2 欠損はマスト細胞分化に影響を与えない。では、STAP-1 欠損はどうであろうか。この疑
問を解決するべく、まず大腿骨骨髄細胞を用いた in vitro マスト細胞分化実験を行った。大腿
骨骨髄細胞を IL-3 含有培地で培養し、１週間ごとに細胞数の計測および純度の測定を行った。
野生型マウス骨髄細胞では、週を追うごとにマスト細胞純度の上昇およびマスト細胞数の増加
を認めた。STAP-1 欠損マウス骨髄細胞を用いて同様に培養を行ったところ、マスト細胞純度お
よびマスト細胞数の変化について、野生型マウス骨髄細胞と比較して、大きな変化は観察されな
かった。培養 5 週が経過したマスト細胞上 c-Kit および FcRI発現をフローサイトメトリー法
で解析したところ、野生型および STAP-1 欠損マスト細胞間で大きな差異は見られなかった。以
上の研究成果から、STAP-1 はマスト細胞の分化には影響を与えないことが明らかとなった。 
 
（２）STAP-1 欠損マスト細胞の脱顆粒反応は野生型マスト細胞と同等である。 
STAP-1 欠損マウスより樹立したマスト細胞の細胞機能は、野生型マスト細胞と異なるのか。こ
の問いを解決すべく、まず脱顆粒反応の比較を行った。はじめに、野生型マスト細胞における
STAP-1 分子の発現、さらには STAP-1 欠損マウスより樹立したマスト細胞内での STAP-1 発現消
失を確認する目的で、ウェスタンブロット法を実施した。野生型および STAP-1 欠損マスト細胞
可溶化溶液を作製し、STAP-1 発現を特異的抗体で検出したところ、野生型マスト細胞では STAP-
1 が発現しており、その発現は STAP-1 欠損マスト細胞で消失しているという結果が得られた。
そこで、これらのマスト細胞の抗原誘導性脱顆粒反応を調べたところ、野生型マスト細胞でみら
れる脱顆粒反応と同等の反応が STAP-1 欠損マスト細胞で観察された。両者の脱顆粒反応を統計
学的に検討したが、二群間で有意な差異は見られなかった。以上の結果から、マスト細胞抗原誘
導性脱顆粒反応に対して STAP-1 は機能的役割を持っていないことが明らかとなった。 
 
（３）STAP-1 欠損マスト細胞では、抗原誘導性サイトカイン産生が野生型マスト細胞より有意
に増強している。 
マスト細胞は FcRI 架橋刺激が加わると、大量の炎症性サイトカインを産生し、アレルギー炎症
にかかわる。では、STAP-1 は抗原依存性炎症性サイトカイン産生に対して何らかの影響を持っ
ているのであろうか。野生型マスト細胞を抗原特異的 IgE で感作し、抗原で刺激したところ、野
生型マスト細胞では大量の IL-6 および TNF-産生が観察された。また、Th2 アレルギー炎症に
かかわる IL-13 の産生も、抗原刺激により誘導された。これらのサイトカイン産生について、
STAP-1 欠損マスト細胞で調査したところ、野生型マスト細胞と比較して、有意な産生上昇が観
察された。同様の結果は mRNA レベルでも観察されたことから、STAP-1 は IgE シグナルを負に調
節することで、サイトカインの過剰産生を抑制していることが示唆された。 
 
（４）STAP-1 欠損マスト細胞の IgE シグナル伝達は野生型マスト細胞より亢進している。 
STAP-1 の IgE シグナル調節機能について、さらに調査を行った。FcRI が架橋されると、マスト



細胞内の Lyn がリン酸化され、下流に位置する Akt、ERK および p38 のリン酸化亢進反応が誘発
される。野生型マスト細胞を抗原で刺激したところ、これらの分子のリン酸化亢進が観察された。
一方、STAP-1 欠損マスト細胞を同様の刺激で活性化したところ、LynY396、Akt、ERK および p38
のリン酸化反応が野生型マスト細胞より増強していた。複数の実験を行って統計学的検討を行
ったところ、これらの分子のリン酸化が STAP-1 欠損マスト細胞で有意に増強していることが判
明した。以上の結果から、STAP-1 欠損マスト細胞では IgE シグナル伝達の負の調節作用が異常
を来し、その結果、過剰なサイトカイン産生が発生していることが明らかとなった。 
 
（５）STAP-1 は Lyn と SHP-1 との相互作用に関与する。 
マスト細胞において、Lyn 活性化制御機構の一部に、脱リン酸化酵素 SHP-1 が関与することが先
行研究で報告されている。最後に、アダプター分子である STAP-1 が足場タンパク質として Lyn
と SHP-1 との相互作用を誘導する機序が負の制御機構の一端を担っているか調べるために、共
免疫沈降法を行った。野生型マスト細胞では抗原刺激後に Lyn と SHP-1 との相互作用が観察さ
れた。一方で、STAP-1 欠損マスト細胞では抗原誘導性の Lyn/SHP-1 相互作用が起こらず、この
結果から、STAP-1 は、受容体架橋後に Lyn と SHP-1 との相互作用を増強することで、過剰な IgE
シグナル伝達応答を抑制していることが示唆された。 
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