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研究成果の概要（和文）：生物はCa2+を伝達物質として用いて、多様な生理機能の誘導を可能にしている。しか
し、Ca2+がどのように多様な情報をエンコードしているかについては、未解明の点が多い。我々は、「local 
Ca2+センサー」を作成し、従来法では判別できなかったCa2+シグナルの由来を特定し、Ca2+シグナルの多様性を
記述するためのlocal Ca2+センサーを開発した。このlocal Ca2+センサーを利用して脳の制御を担うグリア細胞
アストロサイトの自発的Ca2+シグナルを解析し、海馬アストロサイトのCa2+恒常性を維持するメカニズムを明ら
かにした。

研究成果の概要（英文）：Organisms use Ca2+ as a transmitter to induce diverse physiological 
functions. However, it remains unclear how Ca2+ encodes diverse information. We created “local Ca2+
 sensors” that enable us to identify the origin of Ca2+ signals and to describe the diversity of 
Ca2+ signals. Using local Ca2+ sensors, we analyzed the spontaneous Ca2+ signals in the astrocyte, 
which is important for the regulation of the brain. We elucidated the molecular mechanisms 
underlying the maintain Ca2+ homeostasis in hippocampal astrocytes.
 

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、Ca2+シグナル由来の特定が可能になったことで、細胞内Ca2+シグナルがより精度高く記述できる
ようになった。これにより、アストロサイトでは従来の予想とは全く異なるCa2+恒常性の維持機構が明らかにな
った。「たった一種類の伝達物質Ca2+がいかにして多種多様な生命現象を誘導することができるのか」というこ
とは生命科学の本質的な問題である。本研究成果を動物個体、植物、細胞など様々な階層で応用できれば、Ca2+
シグナルに込められた生命暗号の一端が解読でき、Ca2+シグナルが関わる生命現象の普遍的な理解に大きく貢献
すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

細胞内カルシウムイオン(Ca2+)の増減「Ca2+シグナル」は、細胞の外界からの情報を適切な生理応

答へと変換する役割を担う、普遍的な細胞内シグナルである。Ca2+シグナルは単一のメッセンジ

ャーでありながら、複数のメッセージを生命暗号として発信することにより多様な生理機能の

誘導を可能にする。しかしながら、Ca2+シグナルがどのように特定のエフェクター分子を特異的

に活性化してシナプス伝達効率の増強・抑圧の選択的な誘導を可能にするのか、そのメカニズム

は未だに解明されていない。また、Ca2+シグナルの由来まで明らかにできる Ca2+イメージング法

がこれまで存在しなかった。 

 

２. 研究の目的 

本研究では、細胞の Ca2+シグナルの時空間的パターンの精密な解析と，そのパターンを形成する

シグナル分子機構の解明を目指す。細胞局所の Ca2+シグナルを独立に追跡するための「Local Ca2+

センサー」を作成し、従来法では判別できなかった Ca2+シグナルの多様性を記述するための新解

析法を確立する。カルシウムシグナルのパターンを再現して、期待される生命現象が引き起こさ

れるか否かを検討する。 

 

３. 研究の方法 

Ca2+流入と Ca2+放出を区別できる遺伝子コード型 local Ca2+センサーの開発とイメージンング系

の構築を行う。この local Ca2+センサーを利用して、神経細胞やグリア細胞がある刺激に応答す

る際の Ca2+シグナルの由来を特定する。 

 

４. 研究成果 

 

(1) Local Ca2+センサーの開発 (Niwa et al. BBRC 2016) 

Ca2+ストアである細胞内小胞体(ER)膜の細胞質側に遺伝子コード型 Ca2+センサー(GECI)を標的し

た「ER 標的型センサー」を新たに作成した．この「ER 標的型センサー」は、既存の Ca2+センサ

ーに比べて、より高感度で時間解像度良く Ca2+放出を検出できることが分かった また，生きた

線虫個体内でも，「ER 標的型センサー」を用いた１細胞レベルの Ca2+イメージングが可能であっ

た。さらに、げっ歯類海馬アストロサイトの自発的 Ca2+

シグナルを調べたところ，「細胞膜標的型センサー(Lck-

GCaMP6f)」の方が「ER 標的型センサー(OER-GCaMP6f)」

より高頻度で Ca2+シグナルを検出することがわかった。

この結果は、アストロサイトの Ca2+シグナルは従来の予

測に反して、Ca2+流入成分が多い可能性を示している。 

また国際共同研究において、この OER-GCaMP6f を HEK293 細胞の Ca2+放出を特異的に感度良く認

識する実験に活用した。(Vervliet et al. Biochem. Pharmacol. 2017) 

 

(2) アストロサイトの自発的 Ca2+シグナルの分子機構の解明 (Sakuragi et al. BBRC 2017) 
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(1)の研究でアストロサイトの自発的Ca2+の由来が主にCa2+流入であることが明らかになったが、

どの Ca2+チャネルが関わっているかは明らかになっていなかった。阻害剤を用いた実験から、

Ca2+流入を起こす直接のチャネルは Store operated Ca2+ 

channel (SOCC)であることがわかった。しかし、Ca2+ストアの枯

渇や Ca2+放出経路の阻害によっても自発的 Ca2+シグナルは停止

することから、アストロサイトの自発的 Ca2+シグナルは Ca2+流入

と Ca2+放出の連携によって引き起こされることが明らかになっ

た。従来 SOCC は細胞内 Ca2+貯蔵庫が枯渇したときに活性化され

るとされてきた。しかし本研究の結果は、海馬アストロサイトで

は ER が枯渇しない状態でも SOCC が恒常的に活性化され、ER の

Ca2+量を一定に保つことに貢献していることを示している。 

 

(3) 細胞内の複数箇所の Ca2+シグナルの同時計測系の確立 (Bannai et al. J Vis Exp,2019) 

同一細胞で２カ所同時でのCa2+シグナル測定を可能にするために、波長の異なるセンサーを利

用して細胞膜とER膜の同時カルシウムイメージングの技術を確立した。細胞膜に標的した

RCaMP2 (Lck-RCaMP2)とER膜に標的したGCaMP6f (OER-GCaMP6f)を同一細胞で、同時に観察でき

る測定系を確立した。広い視野をもつCMOSカメラとイメージスプリッティング光学系の組み合

わせにより、時空間的に高い解像度で、Ca2+シグナルの発生パターンを記録することができ

た。この測定系を用いてHeLa細胞のHistamine刺激に対する応答を観察したところ、細胞膜に標

的したセンサーは長期間持続したCa2+シグナルを示すのに対し、ER膜標的センサーは速やかな

Ca2+シグナルの低下を示した。この結果は、同じ刺激をうけても、Ca2+シグナルは細胞の局所ド

メインごとに異なる挙動を示すということを意味している。さらに、Local Ca2+ センサーの発

現ベクターを、すべてアデノ随伴ウイルス(AAV)へと移行した。それにより、従来のプラスミド

ベクターに比べて神経細胞・グリア細胞におけるセンサー発現効率が大幅に上昇した。 

 

 

(4) アストロサイトの微小カルシウムシグナルの検出（未発表） 

興奮性神経伝達を担う AMPA 受容体はごくわずかであるが、アストロサイトに発現している。ド

イツ Dusseldorf 大学 Nikolaj Klöcker との国際共同研究でアストロサイトの AMPA 受容体を解

析したところ、Ca2+透過性の AMPA 受容体が存在する可能性が示唆された。そこで、Local Ca2+

センサーを用いて細胞膜近傍のカルシウム流入を感度よく検出したところ、たしかに AMPA 受容

体からの Ca2+流入が検出された。先行研究では、小脳バーグマングリアにおいて、AMPA 受容体

由来の Ca2+シグナルが存在し、重要な役割を担うことが報告されていた。本研究により、海馬

アストロサイトにも、AMPA 受容体由来の Ca2+シグナルが存在する可能性が示唆された。 

 

 

been elucidated. In many cell types, SOCC-mediated Ca2þ influx
refills the ER after SOCC activation following the depletion of ER
Ca2þ stores [36]. Here, we have shown that SOCC inhibition in
resting astrocytes leads to the depletion of ER Ca2þ stores. This
suggests that astrocytic SOCCs are active even when Ca2þ stores
are not depleted. To the best of our knowledge, observation of
constitutively activated SOCCs has not yet been reported. Our
findings have highlighted the novel and important physiological
responsibilities of SOCCs in hippocampal astrocytes for the gen-
eration of spontaneous Ca2þ transients and maintenance of ER
Ca2þ store levels.

Notably, loss of IICR failed to recover spontaneous Ca2þ

transients after the addition of extracellular Ca2þ while resulting
in uniform elevation of baseline [Ca2þ]i. This suggests that the
unique spatiotemporal patterns of spontaneous Ca2þ transients
are facilitated by coordination between IICR and SOCE. Although
IICR is thought to be required for Ca2þ signals that propagate
over a threshold of network activities [37], our study demon-
strates the possibility that IICR may also be necessary for the
establishment of local Ca2þ signals coordinated with SOCE.
Astrocytic Ca2þ signals are shown to have diverse impact on
synaptic transmission [37]. Lines of evidence indicate that the
source of Ca2þ signals, whether extracellular Ca2þ or Ca2þ

released from internal stores, determines the downstream bio-
logical consequences [Refs in 13]. Thus further studies will reveal
how this combination of Ca2þ influx with Ca2þ release generates
diversity in the spatiotemporal pattern of Ca2þ signals at the

subcellular level in astrocytes, and induces multiple biological
phenomena downstream.
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Fig. 4. Contribution of SOCC and SERCA to the maintenance of astrocytic [Ca2þ]ER. A: Representative images of ER-Ca2þ imaging. Drugs and 2 mM CaCl2 were simultaneously applied
at 0 min. Scale bar: 30 mm. B: Representative time-course of G-CEPIA1er dF/F0. Scale bar: 0.2 dF/F0 (vertical). C: Time-course of average dF/F0. D: Proposed model of astrocytic
[Ca2þ]ER maintenance. Statistics: Steel-Dwass test.
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"Approach to role of physiological Tau protein by single molecule analysis of membrane molecule dynamics "

“Physiology and pathology of brains revealed by single molecule imaging”
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Molecular mechanism supporting brain functions revealed by single molecule dynamics and subcellular Ca2+ signaling

Physiology and pathology of the brain revealed by single molecule dynamics

Deciphering the property of individual cells by single molecule analysis of membrane molecule dynamics

細胞膜分子動態が語る脳のしくみ
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分子のふるまいから読み解く、脳のしくみ
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1分子イメージングで読み解く脳の生理と病理


