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研究成果の概要（和文）：マスト細胞は炎症性メディエーターを放出して、アレルギー反応において重要な役割を果た
している。このメディエーターの開口放出は細胞内Ca2+濃度上昇によって誘導される。Ca2+流入は主にCRACチャネルを
介したストア作動性Ca2+流入である。CRACチャネルのひとつであるOraiには３つのアイソフォームがあるが、我々は、
Orai-2が主に分泌顆粒に局在することを見出した。
Ora-2をノックダウンすると、細胞内Ca2+ストアからのCa2+放出が抑制され、また脱顆粒も抑制された。マスト細胞で
は、Orai-2は細胞内Ca2+ストアからのCa2+放出に影響して、脱顆粒を制御している。

研究成果の概要（英文）：Mast cells play an essential role in allergic responses by secreting inflammatory 
mediators. The exocytotic secretion of these mediators (degranulation) is triggered by the increase in int
racellular Ca2+ concentration. The main pathway for the entry of extracellular Ca2+ across the plasma memb
rane is store-operated Ca2+ entry through Ca2+ release-activated calcium (CRAC) channels. For Orai, one of
 CRAC channels,there are three isoforms, Orai, Orai-1, -2 and -3. Orai-1 is responsible for degranulation 
in mast cells.  We found that Orai-2 was mostly localized on secretory granules, while Orai-1 and -3 were 
localized on the plasma membrane in mast cells. When Orai-2 was knocked down, Ca2+ release from Ca2+ store
 was significantly attenuated but that induced by thapsigargin was not affected. When cells were stimulate
d with antigen, degranulation was significantly inhibited in knockdown cells. These results suggest that O
rai-2 regulates degranulation through Ca2+ release from Ca2+ store.
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１． 研究開始当初の背景 

花粉症や喘息などのⅠ型アレルギーは、ア

レルギー担当細胞であるマスト細胞から分

泌されるヒスタミンによって惹起される。ヒ

スタミンは、マスト細胞の分泌小胞に蓄えら

れており、この小胞が細胞膜と融合すること

によって、すなわち開口放出（エクソサイト

ーシス）によって分泌される。我々はマスト

細 胞 の 開 口 放 出 に SNARE (soluble 

N-ethylmaleimide-sensitive factor 

attachment protein receptor)とよばれる蛋

白質が関与することを明らかにしてきた。こ

のヒスタミンの開口放出による分泌は、刺激

による細胞内 Ca2+濃度上昇によってトリガー

されるが、我々はこの Ca2+濃度上昇を担う細

胞膜にある Ca2+チャネルがコレステロールの

除去によって阻害されることを見出した。さ

らに、最近この Ca2+チャネルが同定され、Orai

１とよばれる、細胞内 Ca2+ストアの枯渇によ

って活性化されるイオンチャネルであるこ

とが明らかとなった。Orai には３つのサブタ

イプが存在するが、我々は、これら３つのサ

ブタイプ（Orai1，2，3）すべてがマスト細

胞に発現していることを明らかにし、かつ、

Orai1 と Orai3 が細胞膜に局在しているのに

対して、Orai2 のみが細胞膜ではなく分泌小

胞膜上に局在することを免疫染色法および

蛍光タンパク質GFPとの融合タンパク質を用

いた可視化解析により見出した。さらに、単

離した分泌小胞にOrai2が存在することをウ

エスタンブロット法によっても確認した。こ

れまでに Orai は細胞膜に局在し、細胞外か

らの Ca2+流入に関与していることしか知られ

ておらず、開口放出のトリガーとなる Ca2+流

入を司る Orai が、開口放出をおこす分泌小

胞そのものに局在していることは、開口放出

の機構解明に新たな視点をもたらすもので

ある。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、マスト細胞の分泌小胞膜に局

在するOrai2のマスト細胞における役割とそ

の機能発現メカニズムの解明を、分泌小胞に

局在するという特徴を重視して行うことと

した。 マスト細胞の分泌小胞に局在する

Ca2+チャネル Orai2 について次のことを明ら

かにする。 

①抗原刺激によるマスト細胞の細胞内及

び分泌小胞内の Ca2+濃度変化への関与を

明らかにする。 

②抗原刺激によるマスト細胞からの開口

放出による分泌への関与を明らかにする。 

③泌小胞の開口放出部位への融合が、

Orai2 の活性化及び電気的特性に与える

影響を明らかにする。 

④Orai2 の機能発現機構を分泌小胞の動態

や開口放出と関連付けて明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）RNAi 法による Orai2 のノックダウンマ

スト細胞株の構築 

 複数の Orai2を特異的にノックダウンする

ために、オリゴ RNA を設計し、Orai2 の安定

低発現株を得る。マスト細胞株としては、こ

れまでに Orai2 の小胞への局在を確認した

RBL-2H3 株を用いる。 

（２）Orai2 のノックダウンマスト細胞株の

細胞内 Ca2+濃度動態 

（１）で得られたOrai2の低発現株について、

生理的刺激である抗原刺激に対する細胞内

Ca2+濃度上昇を測定し、野生株と比較検討す

る。 

（３）Orai2 のノックダウンマスト細胞株の

開口放出活性評価 

 Orai2 のノックダウンの影響がヒスタミン

の開口放出にどのような影響を与えるかを

調べる。分泌活性は、ヒスタミンの ELISA に

よる定量及び、分泌小胞に局在してヒスタミ

ンとともに共分泌される β-hexosaminidase



の定量によって行う。 

 

４．研究成果 

（１）RNAi法によるOrai2のノックダウンマス

ト細胞株の構築 

Orai2を特異的にノックダウンするために、

複数のオリゴRNAを設計し、Orai2の安定低発

現株を３クローン得た（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）Orai2のノックダウンマスト細胞株の細

胞内Ca2+濃度動態 

上述（１）で得られたOrai2のノックダウン株

について、抗原刺激に対する細胞内Ca2+濃度上

昇をFura-2 を用いて測定した。外液Ca2+非存

在下で、細胞内CaストアからのCa2+の放出が低

下していた。一方、外液にCa2+を添加後の濃度

上昇には大きな影響はなかった（図２）。 

 

 

 

また、Ca2+ストアのCaポンプを阻害して、Ca2+

ストアからのCa2+を放出させるタプシガルギ

ン刺激では、Orai2のノックダウン株でも細胞

内Ca2+濃度上昇に違いは見られなかった（図

３）。 

このことは、Orai-2が抗原刺激による細胞内

Ca2+ストアからのCa2+放出を制御することを

示唆する。 

 

 

 

（３）Orai2のノックダウンマスト細胞株の開

口放出活性評価 

Orai2の低発現株について、抗原刺激に対す

る開口放出活性をβ-ヘキソサミニダーゼの

活性を指標に測定したところ、開口放出によ

る分泌が低下していた（図４）。 

 

一方、タプシガルギンとPKCの活性化剤である

PMAの共刺激では、分泌活性に差は認められな

WT  #1   #2  #3   NC 

Orai-2 

-actin 

図１ Orai-2 のノックダウン 

図 2 抗原刺激による細胞内 Ca濃度変化 

si-RNA による Orai-2 のノックダウン株のウエスタ
ンブロッティング 
WT:野生株 
#1,2,3：ノックダウンクローン 
NC：negative control 

外液 Ca イオン非存在下で抗原刺激した後、↑の
時点で外液にCa イオンを加えた。 
縦軸は、励起波長 340 nm と 360 nm で励起した
際の蛍光強度比。横軸は時間（秒）。 
 

図 3 タプシガルギン刺激による細胞内 Ca 濃度変化 

ノックダウン株の開口放出活性の比較 
縦軸は、ＷＴを 100%とした、相対放出活性（％）。 
 

図４ 抗原刺激による開口放出 
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かった（図５）。 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Orai2のノックダウンによって、細胞内Caスト

アからのCa2+の放出が抑制されることは全く

予期しない結果であった。そこで、如何にし

て、Orai2が細胞内CaストアからのCa2+の放出

を制御しうるかについて検討することを試み

た。 

（４）Orai2によるCaストアからのCa2+放出の

制御機構 

①Orai2とTRPCの相互作用 

分泌小胞膜に局在するOrai2が、いかにして

細胞内CaストアからのCa2+の放出を制御する

のかを明らかにするために、蛍光蛋白質 

GFPを結合したOrai2と小胞体(ER)とのOraiと

相互作用する事が示唆されている、TRP

（transient receptor potential)チャネルと

Orai2の相互作用を検討するために、RBL 

細胞に発現するTRPC１との相互作用を検討し

たが、RBL細胞におけるOrai2とTRPCの相互作

用は認められなかった。 

②恒常活性化型Orai2の発現 

 分泌小胞に発現するOrai2が細胞内Caスト

アからのCa2+の放出機構として、分泌小胞自体

がCaストアとして働き、Orai2はその分泌小胞

からのCa2+の放出に関与している可能性を検

討するために、98番目のグリシンをアスパラ

ギン酸に変異させた恒常活性化型のOrai2を

発現させ、分泌小胞内にCa2+がストアされない

ようにして、細胞内Ca2+の変化を調べた。 

しかしながら、恒常活性化型のOrai2をRBL細

胞に発現させると、細胞がダメージを受ける

か死んでしまうことが明らかとなった。おそ

らく、Orai2は細胞膜にも一部存在するため、

細胞膜のOrai2を介して、細胞外からCa2+が流

入するためと思われる。 

③STIMと相互作用できないOrai2の発現 

通常、Oraiの活性化にはSTIMが必要である

が、Orai2による細胞内CaストアからのCa2+の

放出制御にSTIMとの相互作用が必要かどうか

を明らかにするために、STIMとの相互作用

に必要な箇所に変異をいれ（W113P）、STIM

と相互作用できないOrai2を発現させること

を試みた。現在、Orai2（W113P）強発現株に

よる解析を行なっている。 
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