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研究成果の概要（和文）： 

単離培養褐色脂肪細胞のミトコンドリアと滑面小胞体間でのカルシウムカップリング機構に

ついて、褐色脂肪細胞へのノルアドレナリン β3受容体の活性化（β 作用）によってミトコン

ドリアからのカルシウム遊離が起こり、それによる細胞内カルシウム濃度の上昇が、PLC の活

性化による細胞内カルシウム濃度上昇と ERからのカルシウム流出を起こし、さらに細胞外から

のカルシウム流入を引き起こすことがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 In brown adipocytes, activation of β3-adrenergic causes mitochondria 
depolarization that causes Ca2+ releases from mitochondria, which further elicit CICR 
from the ER under the actions of locally produced IP3. The resultant depletion of 
Ca2+ in the ER activates store-operated Ca2+ entry.  
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１．研究開始当初の背景 
ミトコンドリアでの生体エネルギー
分子であるATPは、TCAサイクルでのNA
DH及びFADH 2の産生からミトコンドリ
ア内膜の電子伝達系とATPシンターゼ
により酸化的リン酸化により合成さ
れる。このNADH及びFADH2の産生には、

Ca2+が不可欠である。又、ミトコンド
リアは、細胞質内の速いCa2+緩衝機構
として働き、急激な細胞質内Ca2+を緩
和する働きをするが、最近では滑面小
胞体（ER）からのCa2+遊離の制御やそ
れに続く細胞膜での容量性Ca2+流入の
維持（取り込み抑制によるERのCa2+枯
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渇の維持）に関与することが示唆され
ている。 
 褐色脂肪細胞は、密な交感神経支配
を受け、多くのミトコンドリアを持つ、
発熱器官である。その3受容体の活性
化は中性脂質の分解、TCAサイクルの
活性化、更に産生された脂肪酸による
脱共役タンパク質である UCP1の活性
化により、強力な発熱に至る。一方、
1受容体の活性化はIP3を産生し、滑面
小胞体（ER）からのCa2+放出を起こし、
それに伴い細胞外から容量性Ca2+流入
を起こし、細胞質Ca2+濃度（[Ca2+]i）の
上昇を起こす。このように、交感神経
から放出されたノルアドレナリンは3

受容体と1受容体の活性化を介して、
熱産生を有効に行えるように働いて
いる。この機序には、ミトコンドリア
とER間の密接な Ca2+を介する連関が
働いていることが考えられる。最近の
申請者らの実験から、ミトコンドリア
の脱共役によるCa2+遊離によるERから
のCa2+遊離とERからのCa2+遊離による
ミトコンドリアからのCa2+遊離が起こ
る両方向性のカップリングの存在が
明らかになり、さらにERからのCa2+遊
離による容量性Ca2+流入とミトコンド
リアの脱共役に直接連関した細胞膜
でのCa2+流入が起こることが解ってい
る。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、褐色脂肪細胞のミトコ
ンドリアとERがどの様に Ca2+を相互
に制御しているかを正常マウスと肥
満マウスで明らかにする。この目的の
為、褐色脂肪細胞の細胞質、ミトコン
ドリア、ERにCa2+イメージング法を応
用し、同時にミトコンドリアの膜電位
変化やFADH2の蛍光を測定し、ミコンド
リアの酸化的リン酸化の変化を記録
する。ミトコンドリアとERのCa2+濃度
変化は、Ca2+感受性タンパク質（came
leon）を特異的に発現させることによ
り測定する。 

具体的には、①ミトコンドリア内膜
の脱分極によるERからのCa2+遊離の活
性化機構、②ERからのCa2+遊離による
ミトコンドリアからのCa2+遊離及び取
り込みの活性化機構、高脂肪食飼育（7
週間）マウスと肥満予防効果がある胆汁
酸飼育（7週間）マウスの褐色脂肪細胞に
おける①と②の機構変化を調べる。 

 
 
３．研究の方法 
 褐色脂肪細胞の単離培養： 

WKAH rat 4週齢オスを 5℃の環境下で 5-7
時間飼育後、肩甲骨間の褐色脂肪組織を摘出
し、酵素処理にて細胞を単離した。 
蛍光測定： 
細胞内カルシウム濃度変化はカルシウム

感受性蛍光色素 Fura-2/AMを 37℃で 30-50分
負荷し、励起光 340-380 nm・蛍光 520 nm に
より測定した。ミトコンドリア膜電位変化は、
Rhodamin123 を負荷、励起光 480 nm・蛍光 515 
nm により測定した。また、ミトコンドリア内
カルシウム濃度変化は、Rhod-5N/AM を用い、
励起光 550 nm・蛍光 580 nmにより測定した。 
滑面小胞体内カルシウム濃度変化測定： 
カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 タ ン パ ク 質

（cameleon）を褐色脂肪細胞に発現させ、励
起光 440 nm・蛍光 485 nm / 535 nm により測
定した。 
 
４．研究成果 
褐色脂肪細胞における β 作用： 
ノルアドレナリン β 受容体作動薬であるイ
ソプロテレノールを褐色脂肪細胞に投与す
ることによって、ミトコンドリア膜電位の脱
分極が起こり、細胞内カルシウム濃度の上昇
がした。これは、β 受容体の活性化により
AC が活性化し、cAMP が産生される。それに
より、褐色脂肪細胞では中性脂肪から遊離脂
肪酸が産生され、脱共役タンパク質 UCPを活
性化する。UCP の活性化により、ミトコンド
リア膜での H+の濃度勾配が短絡により、ミト
コンドリア内に H+が流入する。この短絡に伴
って、褐色脂肪細胞では熱産生が起こる（β
作用）。また、その際にはミトコンドリア膜
電位は脱分極する。 
図 1 イソプロテレノールによる細胞内カル

シウム濃度変化 
 
この上昇は 2層性であった（図 1）。1層目の
上昇は β3 受容体の活性化によって、ミトコ
ンドリア膜電位が脱分極し、それに伴うミト
コンドリアからのカルシウム遊離であった。
2 層目の上昇はミトコンドリアから遊離した
カルシウムが滑面小胞体からのカルシウム
遊離を起こし、その結果細胞外から SOCによ
るカルシウム流入あることが分かった。2 層
目の上昇は、PLC活性の阻害薬である U-73122
を存在させることで、抑制されることから、



ミトコンドリアからのカルシウム遊離は、細
胞内で IP3を産生し、その IP3が滑面小胞体か
らのカルシウム遊離をさらに起こすことが
示唆された。 
 
β 作用に対する滑面小胞体内のカルシウム
濃度変化：  
 イソプロテレノール投与において、滑面小
胞体内のカルシウム濃度は減少した。（図 2） 
 
 
 

図 2 イソプロテレノール投与による滑面小
胞体内のカルシウム濃度変化 
 
β 作用によるミトコンドリア内カルシウム
濃度変化： 
 ミトコンドリア内のカルシウム濃度変化
は、高親和性カルシウム蛍光色素である
Rhod-5N/AMを用いて測定した。この色素での
測定では脱共役剤である FCCP を投与し、カ
ルシウム濃度変化が減少することを確認し
た（FCCP投与ではミトコンドリアからのカル
シウム遊離が起こるため）。β3受容体に特異
的な BRL37344 の投与はミトコンドリア内の
カルシウム濃度を減少させたこのことによ
り、β 作用時にミトコンドリア内より細胞質
にカルシウム遊離が起こっていることが示
唆された。 

本研究では、β 作用時の細胞内カルシウム
濃度変化、滑面小胞体内カルシウム濃度変化
そしてミトコンドリア内カルシウム濃度変
化を個々に測定した。これらの結果により、
褐色脂肪細胞は、ミトコンドリア-滑面小胞
体間でカルシウムのカップリングが起こっ
ていること。さらに細胞外よりカルシウ流入
を起こすことが示唆された。今後、β 作用時
におけるそれぞれのカルシウム濃度濃度変
化を同時に測定し、直接変化のふるまいを比
較する必要があると考えた。 

また、褐色脂肪細胞での β 作用における
カルシウムカップリング機構が、正常マウ
ス及び肥満マウスでどのような違いを持
つかを明らかにしていきたい。 
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