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１．研究実施の概要　　

収縮、分泌、免疫、脳機能などに代表される生命維持に必須な生体機能の制御メ

カニズムにおいて、Ca2+シグナルは極めて重要な役割を担っている。本研究グルー

プは、Ca2+シグナル機構の本質に迫るべく、最先端の研究手法を応用・開発して研

究を展開している。我々は、細胞レベルから、細胞内小器官そして分子レベルへ微

視的に解析を進めるという方向と、分子・細胞レベルから、組織あるいは個体レベ

ルへ進む方向の２通りの研究方針を強く意識してきた。総括的な理解にはどちらも

重要だと考えるからである。これに沿って、細胞下レベルのCa2+イメージング、分

子機能解析、新規分子の探索を進めるとともに、組織レベルのCa2+イメージング、

個体機能の解析を強力に推進してきた。

本研究グループの研究実施計画は概ね達成されつつあると考えており、世界に先

駆けた発見が以下に例を上げる通り行われている。１）細胞内Ca2+放出機構の担当

分子であるリアノジン受容体およびIP3受容体の分子的多様性と機能の関係を明ら

かにした。２）血圧制御に重要な役割を果しうる、新しい血管平滑筋細胞のCa2+オ

シレーション機構（Ca2+リプル）を発見した。３）Ｂ細胞受容体刺激に続くCa2+動

員抑制機構にSHIPを介する新たな経路を発見した。４）細胞膜と細胞内Ca2+ストア

膜の近接構造を規定する新規分子群を発見した。５）著しく高い空間解像度を持つ

多光子励起画像システムを独自に構築し、外分泌腺房組織で開口放出過程の可視化

解析に成功した。６）Ca2+シグナルの中枢神経シナプス形成における意義を明らか

にした。７）Ca2+以外のシグナル分子の可視化にも取り組み、初めて細胞内IP3動態

の可視化に成功して、Ca2+シグナル系研究に新たな視点を導入した。

２．研究実施内容

　グループＡ

１）SHIPはPIP3の５位のリン酸を加水分解してPIP3濃度をコントロールする脱リン

酸化酵素である。SHIP欠損Ｂ細胞では、Ｂ細胞受容体（BCR）刺激によるCa2+シ

グナルが延長するが、その原因を解析して、SHIPによるCa2+流入機構の制御メカ

ニズムが明らかにした。すなわち、BCR刺激によりSHIPが活性化されると、PLC
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γ活性が抑制されることによりIP3産生が抑制されて、Ca2+ストアの動員が抑制さ

れる。このためCa2+ストアの枯渇が起こりにくくなるので、容量性Ca2+流入が抑

制される。このような一連の反応を引き起こすことによって、SHIPは免疫系細胞

のCa2+動員を抑制性に制御していることを明らかにした。

２）新たに細胞内IP3濃度を測定するための蛍光指示薬（GFP-PHD）を考案し、細胞

内IP3濃度をリアルタイムでイメージングすることに成功した。これによりIP3オシ

レーション、IP3ウエーブなど、これまでわからなかったIP3の細胞内におけるダイ

ナミックな動きを初めて可視化し、IP3-Ca2+シグナル機構の解明に新たな局面を作

り出した。

３）悪性高熱症に関与するリアノジン受容体１型の遺伝子異常の候補を明らかに

し、特許申請を行った。

４）血管壁に内在するレニン・アンジオテンシン系による血管平滑筋のCa2+シグナ

ルを初めて可視化した。これにより、Ca2+リプルという新しいCa2+シグナルパター

ンを明らかにした。Ca2+リプルは、平滑筋の収縮や細胞増殖に関与する可能性が

あり、病態での挙動が注目さる。

５）細胞膜と小胞体膜のCa2+チャネル間のクロストークに必須であると予想される

近接構造の構築を分子レベルで明らかにすることを目指して、骨格筋三つ組構造

の分子構築に関する研究を行った。昨年度の研究により、３種の新規三つ組構造

膜に存在するmitsugumin（MG）蛋白（MG29, 23,72と命名）を見い出した。今年

度は、Synaptophysinファミリーに属するMG29のノックアウトマウスを作成して、

この蛋白質が三つ組み構造の形成に関与することを明らかにした。また、MG29

による欠損に伴い、興奮収縮連関は一見正常であるが、単収縮が抑制され、細胞

外に筋小胞体内腔のCa2+を失いやすいことが明らかとなった。MG72ノックアウト

マウスについても作製中である。

　グループＢ

　　多光子顕微鏡を利用して以下の成果を挙げた。

１）膵臓外分泌腺房の単一酵素源顆粒の開口放出過程を、３光子励起自家蛍光の

消失と細胞外トレーサーの流入で定量的に可視化することに成功した。これに

より、開口放出が連鎖上におき逐次開口放出の起きている現場を捉えることに

はじめて成功した。内部の顆粒の融合に要する時間は細胞膜にドックしたもの

と同等にはやく、顆粒の分泌準備状態は最外層と内部で異ならないことが明ら

かとなった。

２）分泌顆粒に局在するフォグリンGFPを膵島標本にアデノベクターで導入し、

インスリン顆粒の細胞内動態を解析可能のにする実験系を開発した。

３）２光子吸収の大きいケイジドグルタメイトを開発し、神経細胞のグルタメイ
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ト感受性のマッピングを自動的に行うシステムを培養細胞で行う実験系を、正

立のシステムでも稼動可能にして、脳スライス標本に応用可能にした。

　グループＣ

　　�　小脳シナプス形成とCa2+シグナルの関連：

プルキンエ細胞と顆粒細胞を主構成要素とする単純なマウス小脳ニューロン

培養系を無血清培地条件で１ヶ月以上維持することが可能となった。この方法

により、樹状突起の形態や細胞膜の電気生理学的性質が、生体内と同様に２～

３週間の培養期間を経て成熟することが分かった。したがってこの培養系は、

シナプス形成を検討するのに適している。さらに、培養プルキンエ細胞の形態

を観察する技術の確立を目指している。

　　�　中枢神経細胞樹状突起における局所Ca2+シグナルの動態と機能：

dilute lethal mouseやdilute opisthotonus ratの小脳プルキンエ細胞では、樹状突

起スパインでCa2+ストアが欠如しているが、樹状突起の本幹にはストアは存在

する。これらの動物で、興奮性平行線維刺激によるIP3受容体を介するCa2+動員

の時空間的プロフィールを調べた。樹状突起スパインのCa2+上昇は、樹状突起

本幹に比較して、振幅が小さく立上りがゆっくりしていた。これは、樹状突起

本幹でストアからのCa2+動員がおこり、上昇したCa2+が樹状突起スパインに流

れ込んだためと思われる。

　　�　小脳シナプス形成に関連する細胞内情報伝達系：

リアノジン受容体の内因性アゴニストcyclic ADP riboseの合成酵素である

CD38のノックアウトマウス小脳を調べた。基本的なシナプス伝達の性質や登上

線維－プルキンエ細胞シナプスの発達に異常はみられなかったが、平行線維刺

激によるIP3受容体を介するストアからのCa2+動員は野生型に比べてむしろ増強

していた。現在、リアノジン受容体を介するCa2+動員とIP3受容体を介するそれ

との関連を追求している。

　　�　海馬シナプス可塑性（長期増強）とCa2+シグナルの関連：

CD38ノックアウトマウスの海馬長期増強を調べた。海馬シナプス伝達の基本

的性質に特に異常はなく、長期増強もおこったが、野生型に比べてむしろ長期

増強の大きさが増大している傾向が認められた。この点に関して、引き続き解

析中である。
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