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Mast cells are major players in allergic responses. IgE-dependent activation through Fc epsilon RI leads to degranu-

lation and cytokine production, both of which require Gab2. To clarify how the signals diverge at Gab2, we established

Gab2 knock-in mice that express Gab2 mutated at either the PI-3K- or SHP-2-binding sites. Examination of these

mutants showed that both binding sites were required for the degranulation and anaphylaxis response, but not for

cytokine production or contact hypersensitivity. Furthermore, the PI-3K- but not the SHP-2-binding site was important

for granule translocation during degranulation. We also identiˆed a small GTPase, ARF1, as the downstream target of

PI-3K that regulates granule translocation. Fc epsilon RI-stimulation induced ARF1 activation, and this response was

dependent on Fyn and the PI-3K-binding site of Gab2. ARF1 activity was required for the Fc epsilon RI-mediated gran-

ule translocation. These results indicate that Fyn/Gab2/PI-3K/ARF1-mediated signaling is speciˆcally involved in gran-

ule translocation and the anaphylaxis response. In this review, I discussed how Gab2 controls biological events especially

for mast cell degranulation and allergy response.
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1. はじめに

骨髄由来の顆粒細胞であるマスト細胞は，全身の

皮下組織及び粘膜に幅広く分布し，感染防御の役割

を担う免疫担当細胞であることが知られている．1)

マスト細胞の細胞膜上に発現している高親和性 IgE

受容体（FceRI）が抗原により架橋されることによ

りマスト細胞は活性化し，ヒスタミン，セロトニ

ン，種々のプロテアーゼなどを細胞外に放出する脱

顆粒反応や，炎症性サイトカインの産生を行う．こ

の活性化は感染防御に役割を果たす一方で，花粉

症，喘息，アトピー性皮膚炎などの原因にもなるこ

とから，2,3) マスト細胞の活性化機構を明らかにする

ことが重要である．

脱顆粒反応の最終的なステップは細胞膜と顆粒膜

の融合であり，刺激のない定常状態においては内容

物が自然に放出されることがないように厳密に制御

されている．4) 膜融合は，細胞膜や顆粒膜などの膜

上にそれぞれに発現している SNARE タンパク質

の複合体形成を介して起こる現象であり，5) この機

構はマスト細胞にも保存されていることが示されて

いる．68) SNARE タンパク質の複合体形成がカルシ

ウム要求性であることから，マスト細胞の脱顆粒反

応においても，FceRI を介したカルシウム制御の分

子機構に関する多くの報告がなされてきた．9,10) こ

のカルシウム制御機構に加えて，筆者は顆粒の細胞

内移行も脱顆粒反応に重要な役割を果たしているこ

とを明らかにしている．11) 本総説ではマスト細胞に

おける筆者が見い出した顆粒移行と脱顆粒の分子機

序について紹介する．

2. FceRI 依存的なマスト細胞の活性化と顆粒移行

FceRI を介したマスト細胞の活性化は，時系列の

視点から半時間程度で完遂する即時型の脱顆粒反応

と数時間後に起こる遅延型のサイトカイン産生によ

る炎症反応とにわけることができる．脱顆粒反応の
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Fig. 1. The Mast Cell Degranulation is Regulated by Granule
Translocation and Calcium Signaling Pathway

Calcium mobilization is required for FceRI-mediated mast cell degranu-

lation and is regulated by Lyn/LAT/SLP-76/PLCg-mediated signal path-

way. Calcium mobilization controls granule-plasma membrane fusion

process. In addition to this process, microtubule-dependent granule translo-

cation is important for mast cell degranulation. This step is a calcium-in-

dependent manner.
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最終的なステップは顆粒膜と細胞膜の融合である

が，細胞膜近傍にある顆粒（release ready pool）と

細胞質内部にある顆粒（reserve pool）のうち，後

者の顆粒内容物が放出されるためには細胞内部の顆

粒が細胞膜まで移行して細胞膜と融合する場合と，

細胞膜と融合した顆粒に内部の顆粒同士が数珠状に

つながる場合があると考えられている．12,13) 膜同士

が電気的に反発するため自発的な膜融合が誘導され

ることはなく，SNARE と呼ばれる一群のタンパク

質が結合の足場となることでカルシウム依存的な膜

融合が起こることが明らかになっている．14) マスト

細胞の脱顆粒においても同様の分泌制御の機構があ

ると考えられ，FceRI の下流でカルシウムシグナル

に関与している Syk, SLP-76, LAT，及び PLCg2 な

どの遺伝子を欠損したマスト細胞や，顆粒膜に発現

している v-SNARE の VAMP-8 欠損マスト細胞に

おいては脱顆粒反応が抑制されていることが報告さ

れている．8,1518) このような背景から，マスト細胞

の脱顆粒反応はカルシウムシグナルの制御で説明さ

れていたが，Fyn や Hck や RasGRP1 欠損マスト

細胞においてカルシウムシグナルが正常であるにも

かかわらず脱顆粒反応が低下していることが報告さ

れ，1921) 脱顆粒反応のカルシウム非依存的な制御機

構が存在することが示唆された．

細胞内の物質輸送が細胞骨格構成タンパク質であ

るアクチンフィラメントや微小管依存的に行われて

いることはよく知られているが，22) マスト細胞の脱

顆粒反応における役割は詳しくはわかっていなかっ

たため，筆者は細胞骨格による脱顆粒反応の制御に

ついて検討を行った．その結果，刺激依存的に細胞

膜を裏打ちするアクチンフィラメントの構造破壊と

微小管の細胞外方向への伸長が観察された．このよ

うな細胞骨格の再構築がマスト細胞の顆粒移行に関

与しているのではないかという仮説の下，顆粒膜上

に発現する CD63 と GFP の融合タンパク質を導入

することでマスト細胞の顆粒を可視化した結果，定

常状態では細胞質でみられた顆粒のシグナルが刺激

依存的に細胞膜近傍に集積していることが観察され

たことから，刺激依存的な顆粒の移行が存在するこ

とが示唆された．この結果を裏付けるように，微小管

の動的不安定性を抑制する阻害剤 Taxol や Nocoda-

zole を処理したマスト細胞では顆粒の細胞膜への移

行と脱顆粒反応が大幅に抑制されていた．11) また，

この刺激依存的な顆粒の移行はカルシウム非存在下

においてもみられたことから，マスト細胞における

脱顆粒反応はカルシウム非依存的で微小管伸長依存

的な顆粒の細胞膜への移行のステップと，カルシウ

ム依存的な細胞膜と顆粒膜及び顆粒膜同士の融合の

ステップで制御されていることが示唆された（Fig.

1）．

3. 顆粒の移行に関与するシグナル伝達分子

抗原刺激により FceRI の下流で様々なリン酸化

酵素やアダプター分子がシグナル伝達に関与してい

ることが報告されている．2325) 近年チロシンリン酸

化酵素である Fyn や Hck を欠損したマスト細胞で

は，抗原刺激によるカルシウム制御は正常に起こる

にもかかわらず脱顆粒反応が抑制されていることが

示された．19,20) また Fyn によるアダプター分子

Gab2 のリン酸化が脱顆粒反応に関与していること

から，Fyn-Gab2 シグナル経路が微小管の再構築及

び顆粒の移行に関与しているのではないかと考えた．

Fyn 及び Gab2 欠損マスト細胞の細胞骨格について

共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した結果，野生

型と比べて微小管の再構築が抑制されていることが

明らかになった．一方，カルシウム制御に関与する

ことが示されているシグナル伝達分子 Lyn 及び

SLP-76 の欠損マスト細胞では野生型のマスト細胞

と同様の微小管の再構築が観察された．また，多量
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Fig. 2. The Fyn/Gab2-Mediated Pathway is Important for
Microtubule Formation and Granule Translocation
(A) Either wild-type, Gab2-, or Fyn-KO BMMCs were sensitized with

IgE and stimulated with 100 ng/mL DNP-HSA (Ag) for the times indicated.

Stimulated cells were lysed in 0.1％ Triton X-100. Triton X-100-insoluble

fraction was subjected to Western blot analysis using anti-tubulin antibody.

(B) Either wild-type, Gab2-, Fyn-, Lyn-, or SLP-76-KO BMMCs introduced

with CD63-GFP were sensitized for 6 h with IgE and stimulated with DNP-

HSA (Ag) for 10 min. The frequency of cells showing granule translocation

to the plasma membrane was quantiˆed.

Fig. 3. Establishment of Gab2 Knock-in Mice
Schematic representation of the Gab2 protein showing the pleckstrin

homology domain (PH) and the phosphotyrosine residues that bind PI-3K

or SHP-2. Y denotes tyrosine residues that are potential phosphorylation

sites. Y603 and Y632 are the predicated SHP-2-binding sites. Y441, Y465,

and Y573 are the predicated PI-3K-binding sites.

Fig. 4. The Binding Sites of PI-3K is Required for Mast Cell Degranuation and Granule Translocation
(A) IgE-sensitized BMMCs from Gab2 WT, Gab2DSHP-2, or Gab2DPI-3K knock-in mice were treated with DNP-HSA (Ag; 0, 6.25, 12.5, 25, or 50 ng/mL);

degranulation was assayed by b-hexosaminidase release after 30 min of Ag stimulation. (B) Gab2 WT, Gab2 DSHP-2, or Gab2DPI-3K knock-in-derived BMMCs

transfected with CD63-GFP were sensitized for 12 h with IgE and then stimulated with DNP-HSA (Ag; 50 ng/mL) for 10 min. The frequency of cells showing gran-

ule translocation to the plasma membrane was quantiˆed.
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体チューブリンをウエスタンブロットで検出したと

ころ，顕微鏡で得られた結果と一致して，Fyn 及び

Gab2 欠損マスト細胞では刺激依存的な多量体チ

ューブリンの増加が抑制されていることが示された

［Fig. 2(A）］．さらに CD63GFP をこれらの欠損マ

スト細胞に発現させることで刺激依存的な顆粒の移

行を検討した結果，Fyn 及び Gab2 欠損マスト細胞

では抑制されているが，Lyn 及び SLP-76 欠損マス

ト細胞では抑制されていないことが明らかになった

［Fig. 2(B）］．これらの結果から，Fyn-Gab2 シグナ

ル伝達経路が微小管の再構築及び顆粒の細胞膜への

移行に役割を果たしていることが示唆された．11) さ

らに，Gab2 を介する顆粒移行制御機構を明らかと

する目的で，Gab2 分子の DPI-3K（Gab2DPI-3K：

Gab2 と PI-3K との会合を阻害する変異体）や

DSHP-2（Gab2DSHP-2：Gab2 と SHP-2 との会合

を阻害する変異体）結合サイトに点変異を導入した

Gab2 ノックインマウスを樹立した（Fig. 3）．これ

ら Gab2 ノックインマウスの骨髄からマスト細胞を

分化誘導させ脱顆粒応答を調べたところ，Gab2DPI-

3K マウス及び Gab2DSHP-2 マウス由来マスト細胞

ともに，脱顆粒応答が低下していた［Fig. 4(A）］．
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Fig. 5. Structure of ARF1
ARF1 is containing the myristoylated amino-terminal alpha helix. The

consensus GTP-binding motifs conserved among Ras-family GTP-binding

proteins are shown in G1G3. Switch 1 and 2 are important for binding of

eŠector molecules of ARF1.

Fig. 6. ARF1 Peptide Inhibitor Blocks FceRI-mediated ARF1 Activation
(A) BMMCs were not treated or were treated with ARF1 peptide inhibitor (MTM-ARF1; 100 mg/mL) for 30 min and stimulated with DNP-HSA (Ag; 50 ng/

mL) for the indicated times. The presence of GTP-bound ARF1 was determined by precipitation assay using GST-GGA3. ARF1 activity was quantiˆed den-

sitometrically. (B) The cell-permeable peptide, MTM-ARF1 is containing a membrane-translocating motif (MTM) sequence and the N-terminal portion of ARF1.
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次に，顆粒移行を調べたところ，Gab2DPI-3K マウ

ス由来マスト細胞においてのみ，抗原刺激依存的な

顆粒移行の低下が観察された［Fig. 4(B）］．これら

の結果より Gab2 を介する PI-3K が，顆粒移行を制

御している可能性が考えられた．PI-3K が顆粒移動

に関与するかどうか調べる目的で，PI-3K の阻害剤

であるウォルトマンニンで処理したマスト細胞では

抗原刺激依存的な脱顆粒及び，顆粒移行が減弱する

結果が得られた．これら培養マスト細胞の結果と一

致して，Gab2DPI-3K ノックインマウスではアナフ

ィラキシー応答がコントロールマウスに比べて優位

に低下していた．以上の結果より Gab2-PI-3K を介

するシグナル伝達経路がマスト細胞の顆粒移動及び

脱顆粒を制御していることが明らかとなった．

4. 低分子量 G タンパク質 ARF1 の脱顆粒反応

への関与

筆者はマスト細胞において PI-3K の下流分子の

検索を行ったところ，低分子量 G タンパク質の一

員である ARF1（ADP リボシル化因子 1）の同定

に成功した．

ARF1 は，コートタンパク質のオルガネラ膜上へ

の集合，リン脂質の代謝，細胞骨格の制御すること

により，メンブレントラフィックに関与している

（Fig. 5）．26,27) 最初に，抗原刺激依存的に ARF1 の

活性化が観察されるかどうか検討したところ，マス

ト細胞の抗原刺激後，5 分程度で活性化が認められ

た［Fig. 6(A）］．続いて，この ARF1 の活性化が，

上述してきた Fyn-Gab2 に依存しているかどうか，

それぞれの遺伝子欠損マウスよりマスト細胞を調製

して ARF1 の活性化を調べたところ，抗原刺激依

存的な ARF1 活性化が減弱していた．さらに，上

述した Gab2 ノックインマウス由来マスト細胞を用

いて ARF1 活性化の依存性を検討した．その結果，

Gab2DPI-3K 由来マスト細胞において，抗原刺激依

存的な ARF1 の活性化が低下していた．これらの

ことから ARF1 の活性化に PI-3K が機能している

可能性が考えられたので PI-3K の阻害剤を用いて

検討を行ったところ，ウォルトマンニン処理で抗原

刺激依存的な ARF1 活性化の抑制が観察された．

これらの結果はマスト細胞の抗原受容体シグナル伝

達において Fyn-Gab2-PI-3K-ARF1 経路が存在し，

マスト細胞の機能発現になんらかの役割を担ってい

ることが示唆された．そこで，筆者によって同定さ

れた ARF1 が，脱顆粒・顆粒移行を制御している

か検討を行った．ARF1 の N 末端領域に存在して

いる配列が，ARF1 の活性化を抑制することが報告

されており，28) この N 末端ペプチドに細胞膜透過

ペプチドを結合させた ARF1 ペプチド阻害剤を作
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Fig. 7. ARF1 Activation is Involved in FceRI-mediated Mast Cell Degranulation and Granule Translocation
(A) IgE-sensitized BMMCs were treated with MTM-ARF1 for 15 min; after 30 min of Ag stimulation (DNP-HSA; 50 ng/mL), degranulation was assayed by

b-hexosaminidase release. (B) BMMCs transfected with CD63-GFP were pretreated with either vehicle (－) or MTM-ARF1 (＋) for 15 min and then stimulated

with DNP-HSA (Ag; 50 ng/mL) for 10 min. The frequency of cells showing granule translocation to the plasma membrane was quantiˆed.

Fig. 8. Model of the FceRI-mediated Fyn/Gab2/PI-3K/
ARF1 Signaling Pathway Involved in Granule Translocation
and Mast Cell Degranulation

FceRI activates the Src family kinase Fyn, which phosphorylates/acti-

vates Gab2, and phosphorylated Gab2 then associates the SH2 domain of PI-

3K. PI-3K controls granule translocation and degranulation via ARF1 acti-

vation.

417No. 4

製した［Fig. 6(B）］．この ARF1 ペプチド阻害剤は

期待通り，抗原刺激依存的な ARF1 の活性化を抑

制した［Fig. 6(A）］．ARF1 ペプチド阻害剤を用い

て，マスト細胞の脱顆粒・顆粒移行について調べた

ところ，ペプチド処理によって，脱顆粒・顆粒移行

ともに減弱することが判明した［Figs. 7(A) and

(B）］．興味深いことに，ARF1 ペプチド阻害剤は

in vivo のアナフィラキシー応答も抑制した．以上

のように，メンブレントラフィックに関与している

ARF1 がマスト細胞の機能発現に深く係わっている

ことを示した．筆者が提唱している FceRI を介す

るマスト細胞顆粒移行制御の模式図を示す（Fig. 8）．

5. おわりに

今回，アダブター分子 Gab2 を中心にアナファイ

ラキシー反応における分子機序に関しての解析を行

った．Gab2 はイノシトールリン脂質をリン酸化す

る PI-3K と協調して，下流分子の ARF1 を調節す

ることにより，顆粒移動・脱顆粒，そしてアナファ

イラキシー反応を制御していることが明らかとなっ

た．さらに，筆者は膜透過性配列を有した ARF1

ペプチド阻害剤を用いて培養マスト細胞の脱顆粒，

即時型のアナフィラキシー応答を抑制することを実

験的に証明した．将来的には ARF1 ペプチド阻害

剤の構造を基に，低分子化合物の検索も可能になる

ものと思われる．今回の研究成果を基に，戦略的な

アレルギー疾患に対する創薬開発が推進されていく

ことを期待したい．
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