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研究成果の概要（和文） 

これまで適当なプローベが無かったためlive cell imagingが充分になされてこなかったcAMP
に着目して，工藤佳久氏が新規開発したcAMP感受性蛍光試薬（溶液中のcAMP測定に使うのが主目
的の試薬）を、生きた細胞内でもイメージングに使用できないかどうかを検討するのが本研究の
目的であった。試薬の蛍光特性に合致したフィルターを作製し、単離細胞標本と組織標本でcAMP
イメージングをおこなった。マスト細胞では細胞内Ca2+ が上昇する刺激(Compound 48/80, ATP)
で明瞭な蛍光変化を認めたものの、培養細胞（Hela細胞)、腺房細胞、あるいは血管平滑筋細胞
でははっきりとした変化をみとめなかった。今回は、AKMLysとAKMOrnの２種類のプローブを用意
したが、AKMOrnはレーザー照射による減光が著しかったことから、細胞負荷後に充分な蛍光量を
発するAKMLysを用いて実験を進めた。実験の結果、1)ヒスタミン刺激によるcAMPの上昇が確認さ
れているポジティブコントロールの細胞では変化が認められないこと、2)マスト細胞の顆粒基質
は多種の色素と結合して蛍光を発することがある、および3)マスト細胞で蛍光特性が変化した箇
所を高精細で観察すると顆粒状に見えること、などから、マスト細胞で得られた所見は、cAMP
の上昇を引き起こしたものというよりは顆粒基質に蛍光色素が結合したためにおきた人工産物
的な現象と推察される。cAMPイメージングそのものは成功したとは言い難いが、このぷろジェク
トを遂行するにあたって行われた高速レーザー顕微鏡のブラッシュアップにより、副次的にCa2+ 
イメージングの研究は成果を上げた。 
 

研究成果の概要（英文） 

We aimed to visualize intracellular cAMP dynamics in living cells/tissues; there were 
few knowledge on the dynamics, although cAMP has been considered as an important 
intracellular second messenger. Compared to Ca2+  imaging, there was no suitable 
fluorescent probes for cAMP imaging. In the project, we tried in vivo imaging of cAMP 
using ratiometric fluorescent probes which are developed for in vitro measurement of cAMP 
(AKMys and AKMOrn) by Dr. Kudo. These probes are excited by UV laser and sequential 
fluorescent images were acquired and computed by a laser scanning microscope (Nikon 
RCM-8000). In the present study, cells loaded AKMLys showed sufficient fluorescent 
intensity for the measurement. Photobleach of AKMOrn was considerable. Mast cells from 
rat peritoneal cavity stimulated by Compound 48/80 or ATP showed distinct changes of 
fluorescent intensity, and computed ratiometric images might represent cAMP changes in 
the cell. However histamine or cholinergic agonists had no effect on cultured Hela cells, 
isolated blood vessels, and acinar cells of exocrine glands. 1) Any positive control 
specimens did not show cAMP changes, 2) mast cell granule matrices can bind various dyes, 
and 3) high resolution imaging revealed that the exocytosed granules show evident changes 
of fluorescence. Therefore, at this time, we regret to conclude that the change of 
fluorescent intensity observed in stimulated mast cells are a kind of artifact. However, 
in the project, we performed brush-up of the microscopy (Nikon RCM), and consequently 
many fruitful results on Ca2+ imaging have been obtained.  
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１．研究開始当初の背景 

細胞内の情報伝達系でセカンドメッセン
ジャーと して働 く物質 の探索 は ,Earl 
Sutherland と Theodore Rall に始まる。彼ら
は肝細胞のアドレナリンに対する反応を調
べて,この細胞で働くセカンドメッセンジャ
ーは環状アデノシン一リン酸(cAMP)である
ことを突き止めた。細胞内に微量に含まれる
cAMPは Ca2+とともに細胞内情報伝達系の要と
し て , phosphokinase A (PKA) と
phosphokinase C (PKC)を介して数々の細胞
機能に関与することがわかってきた。［図
緑：Ca2+系，茶：cAMP 系］ 
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cAMPと Ca2+は一酸化窒素などによって引き起
こされる cGMP 依存性の情報伝達系[上図 
青]を介して関連していることがわかってい
るが，直接どのような相互関係にあるかいま
だによくわかっていないことが多い。それは
空間的・時間的変動（すなわち,組織内のど
の細胞が,細胞のどこから,いつどのように
増減するか）の比較が，各種の細胞でなされ
ていないせいだと思われる。 
生細胞,できれば生組織内の細胞を用いた

live cell imaging をおこなうことで,空間
的・時間的変動は解析できる。Ca2+に関して
言えば，カルシウムキレート剤である BAPTA
を改良した Fura-2が開発されて以来,多くの
知見が積み重ねられてきた。しかしながらそ
の殆どが培養細胞・単離細胞標本で得られた
もので,組織内の細胞本来の形態を保った標
本で得られたものではなく,細胞内局在を
云々されることもあまりなかった。一方 cAMP
に関しては,文献的に報告されているプロー
ベがあるとはいえ,手軽に細胞に導入できる
ものではなかったため,cAMP の live cell 
imaging は全く普及してこなかった。 

２．研究の目的 
メインテーマは、「生きた組織における

cAMP 依存性の細胞内情報伝達系の可視化」で
ある。 
これまでニーズはあったものの，適当なプ

ローベが無かったため live cell imaging が
なされてこなかった cAMP に着目して，工藤
佳久氏（東京薬科大学名誉教授）が新規開発
中の cAMP 感受性蛍光プローベの評価を細胞
レベルでおこなうことができるかどうか検
証するのが第一の目的である。同氏は，蛍光
プローベの開発目標を Fura-2 と同様に，1) 
細胞外添加で細胞内に移行し，2)絶対濃度指
標が可能な ratiometry ができるもの，にお
いていくつかの試薬を開発した。この蛍光プ
ローブ群は改良中であり，各種の細胞で cAMP
依存性細胞内情報伝達系の機能評価に使う
ことができるかどうか，検討する必要がある。 
刺激に対する生体反応の多様性を解析す

ることは，基礎生命医科学の研究において重
要なことである。にもかかわらず細胞内情報
伝達系に関する仕事の多くは,普遍的な事象



のみを追求め,多様性の解析を避けてきたよ
うに思われる。本研究計画の第二の目的は多
様な細胞から構成される組織を生きたまま
の状態に保ち，形態と機能の変化を画像とし
てとらえることにより，1) どのような伝達
物質に対してどの種類の細胞が反応する
か？2) 細胞内の cAMP依存性のシグナル伝播
はいつどこからどのように始まり，終息する
か？3) 特定細胞の反応は他の細胞へ伝播す
るか？4) 細胞内と細胞間の cAMP依存性のシ
グナル伝達の機構に関して，細胞の種類によ
りどのような差があるか？を明らかにする
ことを目的としている。単離・培養細胞の Ca2+

依存性の変化は live cell imaging でかなり
調べられてきたものの，組織内の細胞におけ
る動きに関してはまだまだ不明な点が多い。
我々は動的形態学的視点から，組織内の多様
な細胞の Ca2+イメージング法に挑戦してきた
が，同様の観点から，本実験計画では cAMP
依存性の細胞内情報伝達系の多様性を調べ
る。 
研究に用いるのは単離・培養細胞(Hela 細

胞とマスト細胞)および組織標本としては，
細動脈標本と各種腺組織で，これらも既に
Ca2+イメージングに成功したものである。 
上記の実験目的を達成するために用いる

ものが，高速でデジタル画像を取得・演算処
理できるリアルタイム共焦点レーザー顕微
鏡である。cAMP 感受性蛍光指示薬によるリア
ルタイムのイメージングがどの程度可能か，
この顕微鏡の応用の可能性を探るのも副次
的な研究目的となっている。 

３．研究の方法 

試薬 
cAMP イメージング試薬：工藤博士より提供

を受けた AKMLysおよび AKMOrnの脂溶性誘導
物質を使用した。試薬は DMSO に溶かし(最終
濃度 5mM）,20 µl に小分けして Stock 
solution とし、ディープフリーザーにて保存
した。使用時は解凍し最終濃度 10 µM で細
胞・組織へ負荷した。 
 

顕微鏡 
AKMLysおよび AKMOrnの蛍光特性(Ext 380 nm, 
Em 460 / Em 530; 図参照 原図は工藤博士）
にあわせたフィルターブロックを制作し、そ
れを装着して実験した。（フィルターそのも
のは Semrock 社の規格品で、ニコン社製顕微
鏡に合わせてフィルターブロックをニコン
社へ発注した。）用いた顕微鏡は紫外線励起
のできる高速共焦点レーザー走査型顕微鏡
（Nikon RCM-8000 改良型）である。もともと
は Indo-1 の Ca2+ Ratio -imaging 用の顕微鏡
であったが、その UV レーザー(Ar Laser; 351 

nm)と UV 透過性に優れた水浸対物レンズ(C 
Apo, NA 1.14, ×40)は、AKMLys, AKMOrn に
も適用できる。 
 

 

 
製作したフィルターブロックの光学特性 

 
 
なお Nikon RCM 改良型は，そのままでも

AKMLyn や AKMOrn のイメージングが可能であ
るが，適当なフィルターセットを装着しても，
コントロール PC が旧式化しているため、デ
ータ管理がやりにくい。そこで UCSD 技術員
の箱崎氏（本機種の開発担当者）の協力を得
て，プログラムとインターフェイスの改良を
企図した。 

標本 
細胞：Hela 細胞、ラット腹腔内マスト細胞 
組織：細動脈（精巣）、涙腺腺房、膵臓腺房 
標本採取法は、これまでの Ca2+ imaging 方に
準ずる。 
 

試薬負荷と刺激ならびにイメージング 
上記組織・細胞に AKMLys あるいは AKMOrn

を 2～20 µM の溶液で 37℃30～90 分、負荷す
る。次いで標本周囲を Hepes 緩衝リンゲル液
で灌流し，cAMP と Ca2+の変動がおきるとされ
ている刺激物質や細胞内情報伝達系修飾物
質（adrenaline, histamine, serotonin, VIP, 
CCh, PARs）を 灌流液 に加える 。 Nikon 
RCM-8000改良型で得られた画像データは RCM
の画像解析プログラムでデータ処理すると
ともに、Image J とプラグイン（UCSD 箱崎氏



提供）を使って TIFF 画像とし、動画作成を
おこなった。 

 ４．研究成果 

マスト細胞 
G タンパク質を刺激する Compound 48/80(ca. 
10-5 M)でマスト細胞は Ca2+ 上昇を引き起こ
し、次いで顆粒放出を生じる。AKMLyn を負荷
したマスト細胞これで刺激したところ、長波
長側と短波長側の蛍光強度が変化した。 

 

この蛍光強度比を取ると下図のようになる。
蛍光強度比の上昇は in vitro では cAMP 濃度
のの上昇を意味する。 

 

次いで、各ピクセルの蛍光強度比を、比が高
いところは暖色、比が低い場合を寒色の擬似
カラーで表示する。 

 

マスト細胞の分泌果粒の基質は非特異的に
種々の色素と結合する性質がある。従って、
開口放出に伴い、残存した AKMLys が基質に
沈着して蛍光特性が変化し、それを観察して
いる可能性がある。高精細で画像解析すると
変化した領域が顆粒状になっていることか
らも、その疑いが残る。本来であれば、サイ
トゾルの変化であり、顆粒以外のところが変
化するはずである（Indo-1 のイメージングで
はそうなる）。そこで、Ca2+ がおきるものの
顆粒放出はおきない ATP で刺激したところ
(10-4M)、同様の変化がつかまえられた。この
ことから、観察された蛍光強度の変動は cAMP
濃度変化を反映したものであり、マスト細胞
で Ca2+ と cMP のクロストークが把握できた
ものと見なすことも可能であった。しかしな
がら、ATP では細胞膜の断裂にともなう色素
の流入も否定できないことから、これは将来
の検討課題となっている。 
 
培養細胞 
Hela 細胞等を Histamine (10-5～10-3 M)で刺

激したが変化はつかまえられなかった。 
 
腺組織等 
Histamine, Adrenaline, CCh など種々の濃
度で刺激したが、反応は見られなかった。 

 

 

 

結論 
 フィルターブロックの改良によりイメ

ージングに必要な蛍光強度は、得られた。 
 マスト細胞では目途通りのイメージン

グに成功したが、他の細胞では変化がつ
かまえられなかった。 

 現時点ではマスト細胞の反応は一種の
人工産物である可能性が否定できない。 

 レーザー顕微鏡のインターフェイス改
良、あるいはプラグイン開発により、
cAMP 以外のイメージングに資するとこ
ろは大きかった。 
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