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研究成果の概要（和文）：アレルギー担当細胞であるマスト細胞は、アレルギー原因物質を分泌

する。したがって、この分泌過程の分子機構の詳細を明らかにすることは、新規抗アレルギー

薬の開発に向けて重要である。本研究では、これまでに明らかにされていなかった、マスト細

胞からの分泌過程におけるカルシウムイオンの具体的な役割を明らかにした。またこの分泌過

程には、タンパク質やカルシウムイオンのみならず、細胞膜の成分も重要な役割を果たしてい

ることを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：Mast cells are involved in allergic responses. Antigen stimulation 

causes elevation of intracellular Ca2+ concentration, which triggers exocytotic release 

of inflammatory mediators. Therefore, it is important for the development of new 

anti-allergic drugs to elucidate the mechanism of exocytosis. In this study, we found 

that in addition to Ca2+, synaptotagmin2, which is a Ca2+ sensor for mast cell exocytosis 

enhanced exocytotic membrane fusion mediated by phosphatidylserine. These results 

indicated that not only proteins and Ca2+ but phospholipid are involved in mast cell 

exocytosis. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、開口放出の機構について、アレルギ

ー担当細胞であるマスト細胞を用いて研究

を行ってきた。その研究の過程で、SNARE 

(soluble N-ethylmaleimide -sensitive 

factor attachment protein receptor)と呼

ばれるタンパク質群が、分泌小胞と細胞膜に

存在し、それらが相互作用して分泌小胞膜と

細胞膜が融合し、小胞内容物を放出すること

を明らかにしてきた。しかしながら、開口放

出の詳細な機構を解明するには、実験条件が
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厳密にコントロールできる、より単純な開口

放出系での研究が必要となってきた。そこで、

分泌小胞にある SNAREタンパク質を組み込ん

だ微小リポソームと、細胞膜にある SNARE タ

ンパク質を組み込んだ微小リポソーム間の

膜融合を、FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）

によって評価する系を構築し、開口放出様の

膜融合のモデルとして解析を行った。しかし

ながら、この系は分泌小胞と細胞膜に相当す

る２種類の微小リポソームから成る系であ

り、小胞の曲率が実際の細胞膜とは異なるも

のである。そこで我々は、細胞サイズの巨大

リポソームに微小リポソームを含有させた

分泌細胞様のモデルを作り、さらに巨大リポ

ソーム内にカルシウムイオノフォアによっ

てカルシウムイオンを流入させることで、微

小リポソームと巨大リポソーム膜が融合し

て、微小リポソーム内の水溶性蛍光色素が分

泌されるタンパク質フリーの人工開口放出

系を構築することに成功した。しかしながら

この系も、タンパク質を含まない系であるた

め、実在の分泌細胞の開口放出とは異なるも

のである。また、開口放出におけるカルシウ

ムイオンの具体的な役割については明らか

にされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、開口放出におけるカルシウムイ

オンの役割について明らかにするとともに、

構築した人工開口放出系に、開口放出に関与

するいくつかのタンパク質を導入すること

で、より実際の分泌細胞に近い人工系を構築

し、その刺激-分泌連関を明らかにして、開

口放出の分子機構の解明に資することを目

的とした。 

 
３．研究の方法 

我々は、開口放出におけるカルシウムイオン

の具体的な役割を明らかにして、より実際の

分泌細胞に近い人工開口放出系を構築する

ために、以下の方法を用いて研究を行った。 

（１）マスト細胞の分泌小胞には VAMP8 と呼

ばれる SNARE が存在し、細胞膜には SNAP23

と syntaxin3 と呼ばれる SNARE が存在する。

これら３つの SNARE タンパク質で開口放出の

膜融合が引き起こされる。そこでこれらの

SNARE タンパク質を大腸菌にタグつきタンパ

ク質として発現させ、アフィニティカラムで

精製した。 

（２）精製した SNARE タンパク質は、界面活

性剤を用いて可溶化した後、透析法によって

リポソームに組み込んだ。組み込まれた

SNARE タンパク質は、CBB 染色により確認を

行った。 

（３）微小リポソーム間の膜融合の評価方法

としては、蛍光標識脂質間の FRET（蛍光共鳴

エネルギー移動）の解消を指標に行った。 

（４）巨大リポソームへの組み込みは、

Pautot らによって開発された油中水滴法を

改良した方法で行った。SNARE タンパク質の

リポソーム膜への組み込みは、ウエスタンブ

ロットや蛍光色素標識した SNARE タンパク質

を利用することで、画像解析により確認を行

った。 

 
４．研究成果 

（１）開口放出におけるカルシウムセンサー

分子 synaptotagmin2 の機能解析 

開口放出過程においてカルシウムイオンは

極めて重要な役割を果たしている。そこで既

に構築している微小リポソームの系を用い

て、マスト細胞の開口放出のカルシウムセン

サー分子と考えられる synaptotagmin2 の機

能解析を行った。 



 

 

 

図１ SNARE を介した膜融合における

synaptoagmin2/Ca2+の役割 

その結果、synaptotagmin2 そのものは SNARE

に結合することで開口放出の膜融合を抑制

するが、カルシウムイオンを感知した

synaptotagmin2 は、リポソーム膜の構成成分

であるホスファチジルセリンと結合するこ

とで、開口放出の膜融合を著しく促進するこ

とを明らかにした（図１）。 

（２）巨大 SNARE リポソームの構築 

マスト細胞の分泌小胞には VAMP8 と呼ばれる

SNARE が存在し、細胞膜には SNAP23 と

syntaxin3 と呼ばれる SNARE が存在する。こ

れら３つの SNAREタンパク質で開口放出の膜

融合が引き起こされる。我々は既に、VAMP8

が組み込まれた微小リポソームの作製に成

功している。そこで SNAP23 と syntaxin3 が

組み込まれた、巨大リポソームの作製を試み

た。SNARE タンパク質のリポソーム膜への組

み込みは、ウエスタンブロットや蛍光標識し

た SNAREタンパク質を用いた画像解析により

確認を行った。その結果、SNAP23/syntaxin3

が膜上に組み込まれた巨大プロテオリポソ

ームを作製することができた（図２）。 

20 um
 

図２ 巨大リポソームにおける

TAMRA-syntaxin3 の分布 

また、巨大リポソームに組み込まれた

syntaxin3 の配向性を調べたところ、約 34%

が内向きに組み込まれていることが明らか

となった。また同様に、SNAP23 の配向性につ

いて調べたところ、約 9％が内向きに組み込

まれていることが明らかとなった（図３）。 

syntaxin3

SNAP23

 

図３ 巨大リポソームに組み込まれた

SNAP23/syntaxin3 の配向性の決定 

（３）人工分泌細胞の構築 

上述の結果をふまえて、SNARE タンパク質

（SNAP23,syntaxin3,VAMP8）と

synaptotagmin2 導入した人工分泌細胞の構

築を試みた。しかしながら、微小リポソーム

を内包する巨大リポソームを作製する過程

で、水層に懸濁した微小リポソームが油層と

接触することで崩壊してしまい、微小リポソ

ームと巨大リポソーム間で引き起こされる
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SNARE 依存的な膜融合を評価するまでには至

らなかった。今後、微小リポソームの膜表面

の親水性を高めることで、微小リポソームと

油層の接触を妨げる等の工夫が必要になる

ものと考えられる。 

本研究により、マスト細胞の開口放出にお

けるカルシウムイオンの詳細な役割を明ら

かにすることができた。またマスト細胞の開

口放出には、SNARE 関連タンパク質やカルシ

ウムイオンのみならず、脂質分子も極めて重

要な役割を果たしていることを明らかにす

ることができた。これらの結果は、系を単純

化したリポソームを用いた系だからこそ明

らかにできたものであり、開口放出の分子機

構の解明に寄与するものと考える。 
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