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研究成果の概要（和文）： 

 細胞内イオンイメージング法を用いて、グリオーマ細胞の移動時における自発的な細胞内
Ca2+と Cl-濃度の変化を可視化してその役割を検討した。グリオーマ細胞では細胞内 Ca2+濃度の
頻度の変化は著しい加速を示す移動細胞の指標と成ったが、移動速度との関連性は無かった。
細胞内 Cl-イオン濃度を FRET 型インディケーターで測定し、細胞内における Cl-の局在性につ
いて検討した。また、細胞内 Cl-イオン濃度を変化させるとグリオーマ細胞の移動速度を変化
させることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We monitored spontaneous changes in intracellular Ca2+ level and Cl- during glioma cell 
migration using intracellular ion imaging and examined its roles. Although some cells 
which show marked acceleration of cell motility especially exhibited high frequency of 
spontaneous Ca2+ oscillation, the frequency of changes in intracellular Ca2+ levels was 
not correlated with the rate of cell movement. We also monitored the spatio-temporal 
dynamics of [Cl-]i by FRET imaging. Also, changes in intracellular Cl- levels can modify 
the cell motility of glioma cells. 
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１．研究開始当初の背景 

悪性グリオーマは、脳内を広範に浸潤する
性質を持ち、平均余命 1 年という重篤な疾患
である。現在、治療は概ね外科的な切除によ
るが、その浸潤性から非常に困難である。従
って、グリオーマ細胞の移動・浸潤性を抑え、

グリオーマを局所に留めさせることは、新た
な治療法開発に向けて、非常に重要な問題で
ある。 

これまでに様々な腫瘍細胞の移動や浸潤
過程に関わる細胞接着、細胞骨格などの多く
の分子が同定され分子メカニズムが明らか



になってきた。しかし、多様な分子がどのよ
うに組織立てられて、細胞全体としての多様
な動きを作り出すのかについてはよく分か
っていなかった。 

細胞内のカルシウムシグナリングは二次
メッセンジャーとして細胞移動に関与する
ばかりでなく、細胞の動きを組織立てるシグ
ナルとして注目されてきた（Rakic & Komuro、
J. Neurobiol, 1998 など）。研究代表者らは、
小脳発達時期における未熟な小脳顆粒細胞
の動態を長時間タイムラプス観察を行いな
がら、同時に Ca2+イメージングを行うことで、
（１）移動している場や個々の細胞の形態変
化に伴って変わっていく細胞の移動速度が、
その細胞の示す細胞内 Ca2+濃度の変動頻度と
正に相関すること、（２）移動神経細胞の基
本的な自発的な Ca2+振動は細胞内在性のプロ
グラムで作られること、（３）細胞内 Ca2+濃度
の変動に変化を引き起こす薬剤の添加は、細
胞の移動速度の変化に影響を及ぼすことが
できることを見いだした。これらの知見は、
細胞内変化（特に細胞内情報伝達系）の可視
化を通して異なる細胞の移動様式の状態の
違いを表現できる可能性を提示した。 

移動性のグリオーマ細胞において Ca2+透過
性の AMPA 受容体のブロックにより移動が抑
えられること（Ishiuchi ら Nature Med., 
2002）など Ca2+シグナリングの重要性は示唆
されていたが、個々の移動細胞における自発
的な細胞内 Ca2+濃度の変動についてはなされ
ていなかった。 

一方、細胞の移動時には、細胞容積の変
化を伴う形態変化が認められる。一般に細
胞容積の変化は細胞内 Cl-濃度の変化に伴う
浸透圧の調節が重要である。このような細胞
容積変化は、１）イオン濃度変化を惹起し
たり、あるいは、２）膜にある受容体の分
布を変化させたりする、ことも知られてい
る。そこで研究代表者は、細胞容積と関連
する細胞内 Cl-濃度の変化は、形態変化を示
すばかりでなく、移動過程を仲介するシグナ
ルの変化を表す指標となり得る可能性を考
えた。興味深いことに Cl-チャネルの阻害剤
がグリオーマ細胞の浸潤に臨床的に効果が
あることが報告されている（Phase II-III, 
Sontheiner ら）が、細胞内 Cl-濃度の変化が
実際に細胞の動態に影響を与えるかどうか
不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、細胞内イオンイメージング法
を用いてグリオーマ細胞の移動における自
発性の細胞内Ca2+濃度や細胞内Cl-濃度の変
動の役割を検討することを目的とした。 

グリオーマ細胞の移動の制御に対して、よ
り特異的な細胞内応答が得られた場合、細胞

内イオンの変化を指標にする新たな治療薬
を評価する系への将来的な発展を目指した。 

 
 
３．研究の方法 
（１）グリオーマ細胞株にカルシウム感受性
蛍光色素を負荷した後、生細胞タイムラプス 
イメージング装置やレーザー共焦点顕微鏡
を用いて、グリオーマ細胞の細胞移動時に
おける動態観察とカルシウムイメージング
を行った。 
 
（２）FRET インディケーターを用いて細胞内
カルシウム濃度や塩素イオン濃度を測定す
るため、グリオーマ細胞株にYellow cameleon
や Clomeleon をコードする遺伝子を導入し、
タイムラプス FRET イメージングを行った。 
 
（３）タイムラプス観察時に細胞内イオン濃
度を変化させる薬剤を投与して、細胞の動態
を変化させる薬のスクリーニングを行った。 
 
（４）細胞移動における Cl-輸送の役割を検
討するため、NKCC1 の発現を抑制する siRNA
をグリオーマ細胞に導入した。 
 
 
４．研究成果 
（１）、複数種のヒト由来のグリオーマ細胞
において長時間タイムラプス観察・Ca2+イ
メージングの同時観察を行ったところ、
Monopolar あるいは Bipolar な形態を示す
グリオーマ細胞が静止状態から移動速度を
著しく促進する過程において高頻度に細胞
内 Ca2+濃度の変動が見られることが分か
った。グリオーマ細胞の転移の開始時に特
異的なカルシウムシグナリングが関与する
可能性が示唆された。一方、移動細胞に限
らず分裂細胞などで多様な細胞内カルシウ
ムを示す細胞も観察された。クローン化した
細胞を用いてもカルシウム変動の頻度は、
細胞ごとに多様性があり、細胞移動速度と
の明らかな関連性は見いだせなかった。G0
細胞の分化レベルが揃う（分裂のため新た
な細胞周期に入らない）未熟な神経細胞と
の相違が示唆された。 
 
（２）グリオーマ培養細胞に FRET 型インデ
ィケーターである Clomeleon遺伝子を導入後、
スペクトラムコンフォーカル顕微鏡を用い
て移動グリオーマ細胞を観察した。その結果、 
細胞内において細胞内塩素イオンレベルに
局在性があることを見いだした。 
 
（３）細胞内 Ca2+濃度や細胞内 Cl-濃度に変
化を起こしうる薬剤を用いてグリオーマ細
胞の移動に与える影響を調査した。Cl-トラ



ンスポーターNKCC1 の阻害剤である
Bumetanide を添加すると、有意にグリオ
ーマ細胞の移動速度を促進させることを見
出した。Cl-の内部変化を乱すこともグリオ
ーマ細胞の移動状態を変化させる要因とな
りうることが示唆された。 
 
（４）グリオーマ細胞の移動における NKCC1
の効果の特異性を検討するため、グリオーマ
細胞における NKCC1の発現抑制実験を行った。
ヒト NKCC1 遺伝子の転写抑制をする siRNA を
作成し、グリオーマ細胞株に導入後、NKCC1
を特異的に認識する新規の抗体で発現レベ
ルを調べたところ、NKCC1 の発現レベルの明
らかな減少が認められた。siRNA 導入株で細
胞増殖・細胞死に対する影響は認められなか
った。今後、移動動態の変化と NKCC1 の局在
性の相関性について解明していく。 
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