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研究成果の概要： 
 生体では神経伝達物質やホルモンなど様々な細胞から多様な生理活性物質が分泌される。開

口放出はその分泌機構の中で最も重要なものである。神経細胞では、神経伝達物質が細胞膜近

傍のアクティブゾーンと呼ばれる特殊な構造から分泌されるが、このような構造が神経細胞以

外の細胞で、存在しかつ機能するかどうか不明であった。我々はマスト細胞というアレルギー

誘発物質を分泌する細胞では、ELKS と呼ばれるタンパク質が刺激後細胞膜付近に移動して、

分泌を正に制御することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 マスト細胞（肥満細胞）や好塩基球は、近

年ますます問題となっている花粉症、喘息、

アトピー性皮膚炎などの難治性アレルギー

疾患において中心的な役割を果たしている。

これらの細胞は花粉などの外来抗原により

活性化され、細胞内の分泌顆粒に含有される

炎症性メディエーターが開口放出によって

細胞外に放出されることによってアレルギ

ー症状を惹起する。従って、この開口放出機

構の解明はアレルギー疾患の発症機構を明

らかにする上で極めて重要な問題である。と

ころで、神経終末からの神経伝達物質放出も

開口放出によっておこるが、神経伝達物質の

放出はマスト細胞等からの炎症性メディエ

ーターの放出と大きく異なる。神経終末の場

合、刺激は脱分極刺激で、これは神経終末全

体に入力される。また、神経伝達物質が放出

される場所は、シナプス後細胞に面した細胞

膜で、アクティブゾーンと呼ばれる部分に限
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定されており、ここには開口放出の直接のト

リガーとなる Ca流入を担う Caチャネルおよ

び分泌小胞であるシナプス小胞が局在して

いる。 一方マスト細胞等の場合は、刺激は

抗原による受容体刺激であり、細胞膜上の局

所でおこる。また、分泌顆粒も細胞全体にラ

ンダムに分布しており、神経終末に見られる

アクティブゾーン様の特殊な構造はみられ

ず、細胞膜上のあらゆる部位で分泌できるよ

うに見える。しかしながら、実際には一旦刺

激入力があると、開口放出をトリガーする細

胞内の Ca イオン濃度上昇が細胞全体に広が

っても、入力刺激の入った部位近傍でのみ効

率よく分泌がおこる。この点では、神経終末

全体に Ca イオン濃度上昇が起こっても、ア

クティブゾーン以外では分泌がほとんど見

られないのと似ており、マスト細胞等におい

ても細胞膜上に分泌部位を限定する何らか

の構造が出現している可能性がある。実際、

我々の最近の研究ではマスト細胞にもアク

ティブゾーン様の構造がある可能性が示唆

され、それは神経細胞のアクティブゾーンと

は異なり、不安定で細胞膜上に固定されたも

のではなく、刺激によって生成し、膜中を移

動できるモバイルなアクティブゾーンと考

えられる。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、マスト細胞の様な非興奮性細

胞にも、アクティブゾーン様の構造が形成さ

れ、分泌を制御している可能性を検証し、そ

の特徴、生成機構、動態、及び機能について

追究する。 

 
３．研究の方法 
(1)マスト細胞におけるアクティブゾーンタ

ンパク質の発現を、RT-PCR 法およびウエスタ

ンブロット法を用いて網羅的に解析する。 

(2)発現が確認されたアクティブゾーンタン

パク質を強発現あるいはノックダウンして、

マスト細胞のエクソサイトーシスにおける

機能を検証する。 

(3) マスト細胞のエクソサイトーシスにお

ける機能が見出されたアクティブゾーンタ

ンパク質の細胞内動態、分子間相互作用を調

べることによって、マスト細胞におけるアク

ティブゾーン様構造の実体、形成機構、エク

ソサイトーシスの制御機構を明らかにする。 

 

４．研究成果 

(1)マスト細胞におけるアクティブゾーンタ

ンパク質の発現 

 マスト細胞において、Munc13-1, RIM1, 

ELKS, Liprin-α といったアクティブゾー

ンタンパク質の発現がマスト細胞において

確認された（図１）。分子量が 400kD を超え

る Bassoon と Piccolo と呼ばれる巨大なアク

ティブゾーンタンパク質は検出されなかっ

た。Bassoon と Piccolo は安定なアクティブ

ゾーンのために必要なものだとすると、非神

経細胞にはなくてもよいのかもしれない。 

図 1 マスト細胞におけるアクティブゾーンタンパク質の発現 

 
Munc13-1 と ELKS について、強発現および

ノックダウンのエクソサイトーシスへの影

響を調べたところ、Munc13 -1 については、 

強発現およびノックダウンともにエクソサ

イトーシスは抑制された。しかしながら、

Munc13 -1 を脂質ラフト特異的にターゲティ

ングする配列を付加して、強発現させるとエ

クソサイトーシス活性は増大した。また、

ELKS については、強発現によりエクソサイト

ーシス活性は増大し、ノックダウンによる減

少した。これらのことは、マスト細胞におけ

るアクティブゾーン様構造が、刺激後に細胞

膜近傍で形成され、その細胞膜は脂質ラフト

様の特徴をもつ領域であることが示唆され

た。 

 なお、これらのタンパク質の発現の増減に

おいて、細胞内の Ca 濃度上昇の程度には全

く影響はなかった。 

 

(3) マスト細胞におけるアクティブゾーン

タンパク質の動態 

 Munc13 -1 は細胞質にほぼ均一に存在し、

抗原刺激後も特にその局在に変化は見られ



 

 

なかった。一方、ELKS は刺激前には細胞質に

存在するが、刺激後細部膜付近に移動するこ

とが明らかとなった（図２）。 

図 2．刺激前（左）と刺激後（右）の ELKS の局在変化 

 
 分子間相互作用については、現在のところ

特に検出されていないが、刺激後 ELKS が膜

に移動することから、刺激した細胞における

分子間相互作用を中心に今後検討を行い、マ

スト細胞において、抗原刺激に伴い、多様な

分子間相互作用が生じ、アクティブゾーン様

構造が形成される過程を追究する予定であ

る。 

 また、ELKS などのマスト細胞に発現するア

クティブゾーンタンパク質を蛍光タンパク

質との融合タンパク質として発現せさせ、そ

の部位で蛍光色素をロードした分泌顆粒が

融合するかどうかを、全反射蛍光顕微鏡で観

察する。全反射蛍光顕微鏡では、細胞膜近傍

でのみの現象を高分解能で観察できるため、

マスト細胞のアクティブゾーン様構造で、開

口放出が起こっているかどうかを検証する

ことができる。 

さらに、アクティブゾーン様構造の形成機

構を明らかにするために、相互作用が明らか

となった相互作用分子の、アクティブゾーン

様構造への集積過程を全反射顕微鏡を用い

て調べる。 
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