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In the immune system, mast cells are a key cell type in the pathogenesis of immunoglobulin E (IgE)-dependent
hypersensitivity reactions. Engagement of the high-a‹nity IgE receptors by multivalent antigens initiates the down-
stream activation of signal-transducing enzymes and evokes degranulation and cytokine production via an increase in
the intracellular Ca2＋ concentration. In addition, mast cells also play a prominent role in non-IgE-mediated hypersen-
sitivity reactions. Mast cells are closely apposed to nerves in vivo and are likely to be regulated functionally by nerves.
However, the molecular mechanisms for mast cell activation in an IgE-dependent and -independent manner have not
been fully clariˆed. Confocal laser scanning microscopy has played an essential role in cell biology by allowing visualiza-
tion of speciˆc intracellular signaling molecules with high spatiotemporal resolution in living cells. We have studied in-
tracellular movements of Ca2＋ using a speciˆc ‰uorescent probe and several types of signaling molecules using deriva-
tives of green ‰uorescent protein in a living single mast cell using a microscopic strategy. We here describe our imaging
analysis of the calcium signals to the nucleus, the movement of secretory granules in the degranulation process, and the
nucleocytoplasmic shuttling of mitogen-activated protein kinase in mast cells. Further, we demonstrate that direct com-
munication between mast cells and nerves occurs. These ˆndings provide useful information from a new perspective to
understand the molecular mechanisms of allergic reaction and in‰ammation.

Key words―mast cell; neuroimmunology; confocal laser scanning microscopy; green ‰uorescent protein; degranula-
tion; allergic reaction

1. はじめに

免疫系では，個々の免疫細胞が組織的に働き，そ

れら細胞応答の集積として様々な免疫反応が誘導さ

れる．免疫細胞は，外部からの刺激に対して多様な

細胞応答を引き起こし，免疫反応の誘導の中心的役

割を果たしている．それゆえ，個々の免疫細胞の活

性化機構を解明することは生命科学，医学，薬学を

始めとする幅広い分野における重要な研究課題にな

っている．免疫細胞の刺激応答の際には，多くのシ

グナル分子が，あるときにはカスケードの形で，ま

たあるときには分岐する形で活性化され，その機能

を発現するようになる．1)それゆえ，このような複

雑多岐に渡る細胞内シグナル分子の活性化機構を解

明していくことはけっして容易なことではないが，

免疫反応を理解する上では必須のものになってい

る．そのような研究課題にアプローチしていく上で

顕微光学技術は有効な計測法であると考えられる．

この約 20 年の間に，細胞機能を解析するための

顕微光学技術は飛躍的な進展を遂げてきた．それに

は 2 つの大きな理由があった．1 つは分解能の優れ

た新しい光学顕微鏡の開発であり，もう 1 つはシグ

ナル分子を可視化するための蛍光プローブの開発で

ある．新しい光学顕微鏡の代表例としては共焦点

レーザ顕微鏡が挙げられる．共焦点レーザ顕微鏡

は，従来の光学顕微鏡よりもはるかに優れた空間分

解能を持っており，生きたままの細胞を光学的に薄
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Fig. 1. Schematic Representation of Mast Cell Activation
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い切片に切断して観察することができる．それが，

コンピュータ画像処理技術の進展と相まって，単一

細胞におけるシグナル伝達分子の細胞内動態を高い

時間的・空間的な分解能で可視化できるようになっ

た．一方，シグナル分子を可視化するための蛍光プ

ローブの開発の breakthrough になったのは，Dr.

Tsien らによるアセトキシメチル誘導体を用いた一

連のカルシウム感受性蛍光試薬の研究である．2)こ

れにより，細胞内シグナル伝達のセカンドメッセン

ジャーの 1 つであるカルシウムイオンが単一細胞レ

ベルで解析できるようになり，光学顕微鏡は細胞の

形態だけでなく細胞機能の解析に活用されるように

なっていった．その後，cAMP や一酸化窒素 NO

などの低分子量の機能性分子を可視化解析する蛍光

プローブも開発され，細胞機能の可視化解析の研究

は大きな広がりをみせた．3,4)さらに，このようなイ

オンや分子量の小さな分子だけでなく，細胞内の蛋

白質の動態を直接観察する技術が開発されたことも

細胞機能の可視化解析技術の発展に大きく貢献し

た．それは，蛍光蛋白質 green ‰uorescent protein

(GFP）の応用である．5)分子生物学的手法が簡便に

使えるようになり，GFP を蛍光プローブとして目

的の蛋白質の細胞内分布や動態を追究する手法は一

般的に用いられるようになってきた．

本文では，免疫細胞の中でも即時型アレルギー反

応に関与するマスト細胞に着目し，顕微光学法を用

いてマスト細胞の情報伝達機構の可視化解析を行っ

た結果を述べる．

2. 抗原受容体を介した脱顆粒反応機構

マスト細胞の細胞膜上には高親和性 IgE 受容体

（FceRI）が発現しており，FceRI に結合した IgE

が抗原を認識して架橋されると，細胞が活性化され

る（Fig. 1）．細胞膜上で受けた情報は細胞質内に

伝達され，カルシウムイオン濃度の上昇とプロテイ

ンキナーゼ C の活性化が起こる．そして，細胞内

の分泌顆粒に含まれていたヒスタミンやセロトニン

などの炎症性化学伝達物質が細胞外に放出される脱

顆粒反応が引き起こされる．加えて，脂質メディ

エータとして，プロスタグランジン D2，ロイコト

リエン C4，血小板活性化因子 PAF (platelet-ac-

tivating factor）なども産生されるようになり，即

時型アレルギー反応の初期相が誘導される．6,7)ま

た，細胞質内に伝達された活性化のシグナルは核に

まで伝達され，転写活性が亢進されて炎症性サイト

カインの産生が誘導される．これが，即時型アレル

ギー反応の遅発相の引き金になると考えられてい

る．8)このような核へのシグナル伝達には，細胞質

から核へ移行する核移行蛋白質が重要な役割を果た

している．まず，脱顆粒反応に至る細胞質でのシグ

ナル伝達機構を，カルシウムイオン濃度変化と分泌

顆粒動態に着目して追究した結果を述べる．

2-1. カルシウムイオン動態 共焦点レーザ顕

微鏡を用いて，マスト細胞株（RBL2H3 細胞）の

抗原刺激に伴う細胞内カルシウム動態を追究した結

果の一例を Fig. 2 に示した．ここでは，カルシウ

ムイオン特異的な蛍光色素 ‰uo-3 で標識した RBL

2H3 細胞にあらかじめジニトロフェニル（DNP）

基に特異的な IgE を感作させておき，DNP 基を結

合させたウシ血清アルブミン（DNPBSA）で抗原

刺激した．Fluo-3 はアルゴンイオンレーザ（488

nm）で励起した．その結果を解析すると，従来の

蛍光顕微鏡でも観察されていたように，9,10)細胞内
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Fig. 2. Time Courses of Intracellular Calcium Ion Concentration in Individual Mast Cells
(a) Confocal ‰uorescence images of ‰uo-3-loaded RBL2H3 cells. (b) Fluorescence intensity changes of ‰uo-3-loaded individual RBL2H3 cells after the ad-

dition of antigen.
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カルシウムイオン濃度上昇の時間変化が個々の細胞

で大きく異なっており，同一クローンの細胞株にお

いてもカルシウム応答に顕著な違いがあった．11)こ

れは，クローン細胞にも個性があることを示してい

るものと考えられる興味深い結果であった．次に，

蛍光画像を注意深くみると，単一細胞内の ‰uo-3

の蛍光強度の分布が均一ではないことに気付いた．

RBL2H3 細胞の大きさは十数 mm 程度であり，従

来の蛍光顕微鏡では細胞内のカルシウムイオン濃度

の不均一性を観察することはできなかった．われわ

れが細胞内カルシウムイオン濃度の不均一性に気付

いた 1990 年代前半には，カルシウムイオンがセカ

ンドメッセンジャーとして細胞質内で作用している

ことは明らかになっていた．そこで，細胞内で蛍光

強度が大きく上昇している部分が核であり，カルシ

ウムイオンは核内でも働いて細胞機能に影響してい

るのではないかと考え，同じ細胞の核の位置を特定

することを試みた．そこで，DNA に特異的に結合

する蛍光試薬 Hoechst33342 と細胞膜を特異的に染

色する蛍光色素 TMADPH を，ヘリウム・カドミ

ウムレーザ（HeCd レーザ）（325 nm）で励起して，

核の画像を取得し，カルシウムの画像と比較した．

その結果の一例を Fig. 3 に示した．この細胞は，

刺激前には細胞の中心部の蛍光強度が小さかった

が，刺激後にカルシウムイオン濃度が上昇すると，

逆に周辺部よりも大きくなった．右には同じ細胞の

核の画像を示した．これらの画像から，カルシウム

イオンの蛍光画像と核の蛍光画像がよく対応してい
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Fig. 3. Antigen-induced Nuclear Calcium Signals in Mast Cells
(a) Confocal ‰uorescence images of a ‰uo-3 and Hoechst 33342-coloaded RBL2H3 cell. (b) Fluorescence intensity changes in the nucleus and the cytoplasm

of the RBL2H3 cell after the addition of antigen.
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ることが分かった．このようにして，マスト細胞の

抗原刺激に伴うカルシウムイオン濃度上昇は細胞質

内だけでなく，核内でも起こっていることが初めて

明らかになった．11)また，このような核へのカルシ

ウムシグナルの伝達はマスト細胞だけでなく，B リ

ンパ球でも起こっていることも明らかになった．12)

次に，核内で濃度上昇するカルシウムイオンの由来

について追究した．核内のカルシウムイオンの由来

としては，核内（核膜）のカルシウムストアーから

の遊離と核膜を介した細胞質からの流入の 2 通りが

考えられた．そこで，小胞体の Ca2＋ATPase の阻

害剤である thapsigargin を用いて 2 つの可能性を検

討した．その結果，細胞膜のカルシウムチャネルを

通って，細胞質内に入ったカルシウムイオンは核内

に流入することなどから，核内のカルシウムイオン

の大部分は核膜を通って流入したものであると考え

られた．13)

2-2. 分泌顆粒の細胞内動態 マスト細胞で

は，細胞内カルシウムイオン濃度上昇に引き続い

て，脱顆粒反応が起こる．脱顆粒反応においては，

細胞質に存在している分泌顆粒中の種々の炎症性化

学伝達物質が細胞外に放出され，アレルギー反応の

引き金になる．これまで，脱顆粒の解析には，多く

の細胞を刺激して放出された化学伝達物質や酵素を

定量する方法や細胞を固定して電子顕微鏡で細胞内

顆粒を観察する方法が使われており，脱顆粒反応過

程を生きた単一細胞で追究する試みはほとんどなさ

れてこなかった．そこで，マスト細胞の脱顆粒過程

を可視化解析するために，細胞内の顆粒膜と細胞膜

に存在する 4 回膜貫通型の膜蛋白質 CD63 に着目し
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Fig. 4. Analysis of the Movements of Secretory Granules
(a) Schematic representation of CD63GFP in the membrane of intracellular granules. CD63 contains four putative transmembrane domains and three N-

glycosylation sites (●) clustered together on the surface of the lumen side. (b) Sequential ‰uorescence images of CD63GFP in an RBL2H3 cell. A large number
of granules moved toward the plasma membrane after the addition of antigen.
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て実験を行った（Fig. 4）．14,15)まず，CD63 に対す

るモノクローン抗体を用いて，抗原刺激に伴う細胞

膜上の CD63 の量的変化を測定したところ，時間と

ともに顕著に増加することが分かった．16)また，こ

の時間変化は脱顆粒の時間変化とよく対応してい

た．このことから，抗原刺激後に細胞膜上で CD63

が増加するのは，脱顆粒の際に分泌顆粒膜が細胞膜

と融合し，顆粒膜の CD63 が細胞膜に移行したため

であると考えられた．そこで次に，CD63 と GFP

のキメラ蛋白質（CD63GFP）を用いれば，分泌

顆粒の細胞内動態と細胞膜との融合が観察できると

考え，測定を行った．RBL2H3 細胞に CD63GFP

を発現させたところ，Fig. 4 に示したように CD63

GFP は細胞内顆粒と細胞膜に分布していた．細胞

内顆粒の動きを計測すると，細胞を刺激する前は一

部の顆粒がチューブリンに沿って直線的に動いてい

たが，大部分の顆粒は動いていなかった．ところ

が，細胞を抗原刺激すると，顆粒は毎秒約 0.1 mm

の平均速度で細胞膜方向に移動し始め，数分後には

細胞膜付近に集積した（Fig. 4）．17)また，このよう

に細胞膜方向に移動した顆粒が細胞膜と融合し，融

合の際に細胞膜が波打つラッフリングが起こること

も観察できた．このように CD63GFP を利用する

ことで，脱顆粒過程を生きた単一細胞で追究するこ

とが可能になった．

3. 細胞質から核へのシグナル伝達

これまで述べてきた脱顆粒反応は即時型アレル

ギー反応の初期相の引き金になるが，遅発相の誘導

にはマスト細胞が産生する炎症性サイトカインが関

与している．炎症性サイトカインの産生には，刺激

応答に伴って細胞質から核へ移行する核移行蛋白質

が重要な役割を果たしている．ここでは，核移行蛋

白質の 1 つである MAP (mitogen-activated protein）

キナーゼ（MAPK）に着目して，その動的な特性

を追究した結果を述べる．

MAPK は種々の増殖因子によって共通に活性化

されるセリン/スレオニンリン酸化酵素である．

MAPK は活性化されると核に移行して，転写因子

を始めとする様々な基質をリン酸化することにより

転写制御に深く寄与していると考えられている．こ

のような MAPK の活性化には MAPK カスケード

と呼ばれる一連のシグナル蛋白質が重要な役割を果

たしている．18) MAPK カスケードには Fig. 5 のよ

うに 3 種類の蛋白質（酵素）が関与している．それ

ら 3 種類のキナーゼは MAPK, MAPKK（MAPK

キナーゼ）及び MAPKKK（MAPKK キナーゼ）と

呼ばれている．マスト細胞などの免疫細胞において

も抗原刺激によって MAPK の活性化が起こること
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Fig. 5. Activation of MAP Kinase Cascade
Antigen promotes the activation of MAPKKK, which phosphorylates MAPKK, which in turn activates MAPK. Then, activated MAPK translocates to the

nucleus from the cytoplasm. Intracellular calcium ion concentration and protein kinase C regulate the activation of MAPK cascade.
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が知られており，MAPK が細胞機能の発現に重要

な役割を果たしていると考えられている．しかし，

細胞の活性化に伴う MAPK の細胞内動態を生きた

細胞で観察した例はほとんどなく，リン酸化と核移

行との時間的な対応付けや MAPK の核移行におけ

る MAPKK の役割などは明らかになっていなかっ

た．そこで，MAPK の細胞内動態をリアルタイム

で追究するため，MAPK の 1 つである ERK2 と

GFP のキメラ蛋白質（GFPERK2）を作製し，

RBL2H3 細胞に発現させた．そして，抗原刺激に

伴う ERK2 の細胞内動態を追究することを試み

た．その結果の一例を Fig. 6 に示した．刺激する

前には，GFPERK2 は細胞質だけでなく一部核に

も存在していた．次に，この細胞を抗原刺激したと

ころ，ERK2 は刺激の約 2 分後に核に移行し始め，

6―7 分後に核への局在が最大になった．そして，

その後核から排出され，15 分後にはほぼ元の状態

に戻る様子が観察された．これとは別に，ウェスタ

ンブロットにより ERK2 のリン酸化を調べたとこ

ろ，刺激前には ERK2 はほとんどリン酸化されて

いないが，刺激後 6―7 分でリン酸化が最大にな

り，その後減少することが分かった．このことから，

ERK2 はリン酸化されると速やかに細胞質から核へ

移行し，核内で脱リン酸化されるとまた速やかに細

胞質へ排出されると考えられた．19)

さて，既に述べたように MAPK は MAPKK によ

ってリン酸化され，活性化される．それでは

MAPKK の細胞内動態はどのようになっているの

であろうか．そのことを明らかにするために，

MAPKK の 1 つで ERK2 をリン酸化することが知

られている MEK に着目し，ERK2 と MEK の単一

細胞における細胞内動態を GFP 誘導体を利用して

追究することを試みた．ERK2 には YFP (yellow

‰uorescent protein），MEK には CFP (cyan ‰uores-

cent protein）を融合させて RBL2H3 細胞に共発

現させたところ，ERK2 と MEK はともに細胞質に

局在しており，核にはほとんど観察されなかった．

次に，この細胞を抗原刺激したところ，ERK2 は単

独発現の場合と同じように，細胞質から核に移行

し，その後核から排出された．一方，MEK はこの

ような核シャトルは起こらず，細胞質に留まったま

まであるようにみえた．
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Fig. 6. Nuclear Shuttling of MAPK (ERK2)
GFPERK2 translocated to the nucleus after the addition of antigen. The import of ERK2 reached the maximum at 6―7 min, and then the imported ERK2 was

exported from the nucleus.
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ERK2 のように短い時間で核移行又は核排出が起

こる蛋白質の多くは，核移行シグナル及び核排出シ

グナルと呼ばれる 10 残基程度の特徴的なアミノ酸

配列を持っている．一般的な核移行シグナルはリジ

ンやアルギニンといった塩基性アミノ酸に富み，核

排出シグナルにはロイシンやイソロイシンといった

疎水性のアミノ酸が規則的に並んでいる．20)ところ

が，ERK2 には核移行シグナルに相当する配列も核

排出シグナルに相当する配列も見当たらない．一方，

MEK には核排出シグナルが存在することが知られ

ている．21)また，非リン酸化状態の MEK と ERK2

は結合し易いことが生化学的な実験から明らかにな

っている．22)これらの結果をわれわれの結果と考え

合わせると，◯刺激前のマスト細胞では，ERK2 は

MEK と細胞質内で結合しており，MEK の持つ核

排出シグナルによって ERK2 は細胞質に留まって

いる．◯抗原刺激によって細胞が活性化されると，

MEK による ERK2 のリン酸化が起こり，ERK2 は

MEK から解離して核へ移行する．◯核内の ERK2

は脱リン酸化酵素により脱リン酸化されると MEK

と結合して速やかに核から排出されると推察され

た．19) MEK は抗原刺激後も細胞質に留まったまま

であるようにみえたが，実際は核に入らないのでは

なく，核に入ったあとに自身の持つ核排出シグナル

によって ERK2 とともに速やかに核排出されると

考えられた．この仮説を検証すべく，現在，ERK2

と MEK の細胞内動態に及ぼす核排出阻害剤や脱リ

ン酸化酵素の影響を検討中であり，現在のところ，

これを支持する結果が得られている．

4. マスト細胞と神経細胞の相互作用

これまでは，マスト細胞の FceRI を介した活性

化の際の細胞内シグナル伝達機構に着目してきた

が，生体内で免疫細胞は抗原によってのみ機能制御

を受けている訳ではない．特に，近年，免疫系は神

経系と相互作用していると考えられ始めてい

る．23,24)中でも，皮膚，消化組織，気道，硬膜など

では，多くのマスト細胞が神経線維の近傍に存在し

ている様子が観察されており，両細胞が接着を介し

て相互作用していると考えられている．25―27)しか

し，両者の相互作用を追究する適切な研究手段がほ

とんどなく，その実体はこれまで明らかになってい

なかった．そこでわれわれは，マスト細胞と神経細

胞の in vitro 共存培養系を用いて，両細胞の相互作

用の分子機構を明らかにすることを試みた．

新生児マウスから上頸神経節初代培養細胞 SCG

(superior cervical ganglia）を単離し，マトリゲルで

コートした培養ディッシュを用いて神経成長因子存

在下で 2 日間培養すると，神経突起が伸長した．そ

こで，マスト細胞を添加して 3 日間共存培養する

と，神経突起とマスト細胞が接着する様子が観察さ

れた．28―30) SCG の神経突起と RBL2H3 細胞の接

着の一例を Fig. 7 に示した．この画像では，神経

突起の先端の成長円錐が RBL2H3 細胞と約 7 mm

に渡って接着していた．31,32) RBL2H3 細胞は恒常

的に神経成長因子 NGF (nerve growth factor）を産

生しており，神経突起は NGF の濃度勾配によって，

RBL2H3 細胞に向かって伸長していくと推察され

た．33,34)

次に，両者が相互作用しているか否かをカルシウ

ムイオン濃度変化を指標に追究した．まず，ブラジ

キニン又はサソリ毒を用いて SCG を特異的に刺激

すると，刺激直後に神経突起のカルシウムイオン濃

度が上昇したあとに，RBL2H3 細胞でも著しいカ

ルシウムイオン濃度の上昇が起こった．30)神経突起
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Fig. 7. Scanning Electron Microscopic Images of the Attachments between SCG and Mast Cells
(a) A representative SCG neurite-RBL cell contact. (b) The enlarged image of a box in (a). (c) A representative SCG neurite -BMMC contact.
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と接着していない RBL2H3 細胞ではこのようなカ

ルシウムイオン濃度の上昇は全く起こらなかった．

このことから，SCG から RBL2H3 細胞へ接着部

位を介して活性化シグナルが伝達されていると考え

られた．そこで，そのメディエータを明らかにする

ことを試みた．生体内でマスト細胞と接着している

神経細胞にはサブスタンス P が含まれているこ

と，25)また，サブスタンス P がマスト細胞を活性化

すること35)が報告されていることなどから，サブス

タンス P がメディエータとして働いていると考

え，研究を進めた．SCG と RBL2H3 細胞の共存

培養ディッシュにサブスタンス P に対する中和抗

体を添加したあとに SCG を刺激すると，神経突起

のカルシウムイオン濃度は上昇するが，RBL2H3

細胞のカルシウム上昇が中和抗体の濃度依存的に抑

制された．また，RBL2H3 細胞のカルシウム応答

は，サブスタンス P の受容体である NK-1 (neu-

rokinin1）受容体のアンタゴニスト（CP99,994

01）を前処理した場合にも，顕著に抑制された．こ

れらの結果から，神経突起から RBL2H3 細胞への

シグナル伝達にはサブスタンス P がメディエータ

として働いていることが明らかになった．30)

次に，RBL2H3 細胞から神経突起への逆方向の

シグナル伝達を追究した．抗 IgE 受容体抗体で

RBL2H3 細胞を特異的に刺激すると，RBL2H3

細胞のカルシウムイオン濃度が上昇した後，数十秒

の lag-time のあとに，RBL2H3 細胞と接着してい

る神経突起において一過的なカルシウム上昇が観察

された．30,36)このことから，マスト細胞から SCG

へも活性化シグナルが伝達していることが分かっ

た．このようにして，マスト細胞と神経細胞は，接

着部位を介して，他の細胞の介在なく直接相互作用

していることが明らかになった．

神経突起の活性化に伴って，マスト細胞でカルシ

ウムイオン濃度上昇が起こることが明らかになった

が，神経突起からの活性化シグナルにより，マスト

細胞に脱顆粒が引き起こされるのだろうか．このこ

とを調べるにはマスト細胞の脱顆粒反応を単一細胞

レベルで追究する必要がある．そこで，前述の

CD63GFP を利用して，マスト細胞の脱顆粒を追

究した．CD63GFP を発現した RBL2H3 細胞を

SCG と共存培養し，分泌顆粒の細胞内動態と細胞

膜のラッフリングを追究することを試みた（Fig.

8）．ブラジキニンやサソリ毒で神経細胞を特異的に

活性化すると，神経細胞との接着部位の近傍で局所

的に RBL2H3 細胞の細胞内顆粒の細胞膜への移行

と細胞膜のラッフリングが起こることが分かっ

た．37)これらの結果から，神経突起からの刺激に伴

って，マスト細胞では神経突起との接着部位近傍で

局所的に脱顆粒反応が起こっていることが明らかに

なった．37,38)マスト細胞は，抗原刺激の場合には細

胞膜全体で刺激を受けているのに対して，神経細胞

からの刺激の場合には接着部分で局所的に刺激を受

けているため，脱顆粒反応も局所的に起こっている

と推察された．

ここまではマスト細胞株の RBL2H3 細胞を用い

て神経細胞との相互作用を調べてきた．次に，より

生体のマスト細胞に近い性質を持っていると考えら

れている骨髄由来マスト細胞 BMMC (bone mar-

row-derived mast cell）を用いて，神経細胞との相

互作用を追究した．BMMC はマウスから骨髄細胞

を単離して，IL-3 存在下で 3 週間培養して分化さ

せることによって得た．BMMC は浮遊性の細胞で

あるが，神経細胞と共存培養すると，神経突起の上

に乗るように接着した（Fig. 7）．BMMC は幹細胞

因子 SCF (stem cell factor）や IL-4 の存在下で培養

すると NK-1 受容体の発現量が増加することが知ら

れている．39)そこで，種々の条件で培養して NK-1
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Fig. 8. Local Membrane RuŒing in Mast Cells at the Speciˆc Site of Contact with Activated Neurite
(A) A representative neurite-RBL cell co-culture. A phase contrast image (left) shows a neurite in contact with the upper pseudopodium of an RBL cell. A

right panel shows the ‰uorescent RBL cells only. Boxes (a) and (b) are enlarged in (B) in time series. (B) RBL cell membrane ruŒing occurs only on the pseudopo-
dium in contact with the bradykinin-stimulated neurite (a: arrows indicate membrane distortions) and not on the pseudopodium not in contact with a neurite (b).
Sequential images are shown for the times indicated, post-addition of bradykinin.
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受容体の発現量の異なる BMMC を調製し，SCG

の活性化に伴う BMMC のカルシウム応答率をそれ

ぞれ測定した．その結果，NK-1 受容体を発現して

いない BMMC ではカルシウム応答がほとんどみら

れなかったが，NK-1 受容体の発現量が増加するに

つれて，BMMC の応答率が増加していくことが分

かった（Fig. 9）．40)サブスタンス P は，主に 2 つの

経路でマスト細胞を活性化すると言われている．1

つは直接 G 蛋白質を活性化する経路（高濃度のサ

ブスタンス P が必要）で，もう 1 つは NK-1 受容

体を介して活性化する経路（低濃度のサブスタンス

P で活性化）である．41,42)これらの結果から，神経

細胞によるマスト細胞の活性化においては，神経か

ら遊離する低濃度のサブスタンス P が NK-1 受容

体を介して効率よくマスト細胞に活性化シグナルを

伝達していると考えられた．

最後に，両細胞の効率的な相互作用を担う接着分

子を明らかにすることを試みた．接着分子として

は，神経細胞間のシナプス形成に重要な役割を果た

しているカドヘリンと SgIGSF /SynCAM ( sper-

matogenic immunoglobulin superfamily/synaptic cell

adhesion molecule）に着目して研究を進めた．ま

ず，カドヘリンの結果について述べる．

カドヘリンは，膜 1 回貫通型の蛋白質で，多くの

細胞の細胞間接着に関与するカルシウムイオン依存

性の接着分子である．カドヘリンはいくつかのタイ

プに分けられるが，いずれのカドヘリンも 2 量体を

形成し，同じタイプのカドヘリンとホモフィリック

に結合することが知られている．43)まず，SCG と

BMMC におけるカドヘリンの発現をウェスタンブ

ロットで調べた．その結果，SCG と BMMC に

は，いずれも N- カドヘリンと E- カドヘリンが発

現していた．BMMC におけるカドヘリンの細胞内

分布を免疫染色で調べたところ，N- カドヘリンと
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Table 1. Attachment of Various Types of Mast Cells to SCG
Neurites

Type of mast cells Number of attached mast
cells per SCG neuron

＋/＋BMMC 0.203±0.014

tg/tgBMMC 0.068±0.014

tg/tgBMMCSgIGSF/SynCAM 0.180±0.019
tg/tgBMMCVector 0.070±0.017

BMMC from SgIGSF/
SynCAM-transgenic mouse 1 0.223±0.022

BMMC from SgIGSF/
SynCAM-transgenic mouse 2 0.190±0.022

IC-2 0.021±0.001
IC-2SgIGSF/SynCAM 0.164±0.015##

IC-2KIT 0.023±0.001

IC-2SgIGSF/SynCAM＋KIT 0.161±0.020##

The number of mast cells that attached to SCG neurites sprouting from
one neuron was calculated by observing 100―300 neurons per dish of
coculture. The numbers of the dishes examined are 7 and 8 for BMMC and
IC-2 cells, respectively. Values are the means±S.E. p＜0.01, by
Student's t test, compared with the value of ＋/＋BMMC. ## p＜0.01, by
Student's t test, compared with the value of IC-2 cells.

Fig. 9. Correlation between NK-1 Receptor Expression and
Neurite-induced BMMC Response
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E- カドヘリンともに細胞質に顆粒状に分布してい

た．ところが，SCG と 3 日間共存培養して神経突

起と接着している BMMC では，E- カドヘリンは

細胞質に局在したままであったが，N- カドヘリン

は細胞膜に局在していた．32)カドヘリンを介した細

胞間接着を細胞質側から支持している b- カテニン

は，N- カドヘリンと同様に，細胞質に顆粒状に存

在していたが，神経突起と接着すると細胞膜近傍に

局在するようになった．このことから，SCG と

BMMC の接着には N- カドヘリンが関与している

と考えられた．

カドヘリンと並行して，SgIGSF/SynCAM につ

いても検討した．SgIGSF/SynCAM は細胞外にイ

ムノグロブリン様ドメインを持つ膜 1 回貫通型の蛋

白質で，神経細胞のシナプス間隙でホモフィリック

な接着分子として働いていることが知られてい

る．44)また，マスト細胞における SgIGSF/SynCAM

の 発 現 に は 小 眼 球 症 転 写 因 子 MITF ( micro-

phthalmia transcription factor）が必須であり，野

生型マウス由来の BMMC (＋ /＋BMMC）は

SgIGSF/SynCAM を発現しているのに対して，

MITF 全欠失マウスから調製した BMMC (tg/tg

BMMC）は SgIGSF/SynCAM を発現していないこ

とが明らかにされている．45)そこで，まず，これら

BMMC を SCG と共存培養して両者の接着効率を

調べた．その結果，SgIGSF/SynCAM を発現して

いない tg/ tgBMMC の SCG への接着効率は，

SgISGF/SynCAM を発現している＋/＋BMMC の

約 3 分の 1 であることが分かった（Table 1）．46)そ

こで，遺伝子導入法やトランスジェニック法により

tg/ tgBMMC に SgIGSF/SynCAM を発現させ，

SCG との接着効率を調べた．すると，SgIGSF/

SynCAM を発現させた tg/tgBMMC においては

SCG に対する接着効率が増大し，＋/＋BMMC と

同程度になった．また，SgIGSF/SynCAM の細胞

外ドメインを認識する中和抗体の存在下で＋/＋

BMMC と SCG を共存培養したところ，両者の接

着効率は中和抗体の濃度依存的に減少した．46)さら

に，SgIGSF/SynCAM は＋/＋BMMC の細胞膜と

神経突起に存在しており，両者の接着部位に強く集

積していることが分かった．46)これらの結果から，

神経突起とマスト細胞の接着に SgIGSF/SynCAM

が重要な役割を果たしていると考えられた．

マスト細胞と神経細胞の接着における SgIGSF/

SynCAM の役割をさらに明らかにするために，マ

スト細胞株 IC-2 細胞を用いても実験を行った．

IC-2 細胞は SgIGSF/SynCAM を発現しておらず，

繊維芽細胞との接着に関与している膜蛋白質 KIT

も発現していない．そこで，IC-2 細胞に SgIGSF/

SynCAM を発現させた細胞，KIT を発現させた細

胞，SgIGSF/SynCAM と KIT の両方を発現させた

細胞を作製して，神経細胞との接着効率を調べた．
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Fig. 10. Schematic Representation of the Interaction between
SCG Neurites and Mast Cells

681No. 9

その結果，SgIGSF/SynCAM を発現させた細胞で

は，約 8 倍接着効率が高いことが分かった（Table

1）．46)一方，KIT は神経細胞との接着に関与してい

ないと考えられた．さらに，神経細胞の活性化に伴

う IC-2 細胞の応答率を調べたところ，SgIGSF/

SynCAM を発現している場合には発現していない

場合に比べて，応答率が 2 倍高くなることが明らか

になった．46)このことから，SgIGSF/SynCAM はマ

スト細胞と神経突起との間の成熟した接着構造の形

成に深く関与しており，より安定したコミュニケー

ションの場を提供していると考えられた．

Figure 10 に神経細胞とマスト細胞の接着を介し

た相互作用を模式的に示した．SgIGSF/SynCAM

や N- カドヘリンは，マスト細胞と神経突起の接着

部位に集積しており，両細胞の接着と，サブスタン

ス P と NK-1 受容体を介した両者の効率的なシグ

ナル伝達に密接に関与していることが明らかになっ

た．

5. おわりに

本文では，顕微光学法を用いて，まず抗原刺激に

伴うマスト細胞の活性化の各過程に着目してシグナ

ル分子の細胞内動態を追究した結果を述べてきた．

そして，カルシウムイオン濃度が細胞質内だけでな

く核内でも上昇していること，分泌顆粒が細胞膜に

向かって移動し細胞膜と融合すること，転写活性を

調節する MAP キナーゼが細胞質と核の間を速やか

にシャトルしていることを見い出した．このような

単一細胞におけるシグナル分子の可視化解析技術

は，筆者が研究を始めたころにはほとんど確立され

ていなかったが，その後急速な進展を遂げ，現在で

は細胞機能の研究に広く用いられるようになってい

る．その結果，生化学や分子生物学の発展もあり，

細胞機能解析の研究は飛躍的に進歩したと言える．

われわれは，これら顕微光学法を神経細胞とマスト

細胞の細胞間相互作用の研究へと展開し，両細胞の

相互作用を担う接着分子とメディエータを明らかに

してきた．そして，両者が接着部位を介して効率的

で直接的な機能制御を行っていることを見い出した．

花粉症，気管支喘息，アトピー性皮膚炎などに代

表されるアレルギー炎症疾患は，患者数の増加と症

状の重症化・難治化が重大な社会問題になってきて

いる．そのため，アレルギー性疾患の発症，増悪，

慢性化の機構解明は緊急かつ重要な研究課題になっ

ている．マスト細胞はアレルギー反応において中心

的な役割を果たしており，IgE 依存的な機構だけで

なく，心理的なストレスなどによる IgE 非依存的

な機構によっても活性化される．本研究により，そ

の分子機構の一端が明らかになったと考えられる．

マスト細胞はアレルギー性炎症反応において，外部

の環境変化に応答するターゲットとしての役割と，

周囲の細胞に影響を及ぼすエフェクターとしての役

割を担っている．これらのことを念頭に置きなが

ら，今後も顕微光学法の特徴を生かして，アレル

ギー反応におけるマスト細胞の機能発現の分子機構

を明らかにしていきたいと考えている．これらの基

礎的な知見が蓄積されれば，アレルギー性疾患に対

する治療薬開発に繋がると期待している．
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