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研究成果の概要（和文）：　本研究では、「細胞内Cl-Caダイナミクス連関」とその生理的意義を明らかにすることを
目的とした。興奮性細胞として心筋細胞を、非興奮性細胞としてBリンパ球細胞を選択し、細胞生理学実験及びコンピ
ュータシミュレーションを行うことにより、以下の研究成果を得た。1. 細胞内にClストアが存在し、細胞内Clダイナ
ミクスに寄与することを示した。2. 細胞内Cl-Caダイナミクス連関の存在を明らかにした。3. ミトコンドリアが細胞
内Cl-Caダイナミクスに関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： The purpose of the present study was to clarify the mechanisms and significances 
of "cellular Cl-Ca dynamics coupling". To achieve the goals, I picked up two kinds of cells, cardiomyocyte
s and lymphocytes as typical excitable and non-excitable cells, respectively, and performed a combination 
study of cellular physiological experiments and mathematical simulations. As a result, I obtained followin
g achievements. 1. There is an intracellular Cl store which is involved in the cellular Cl dynamics. 2. "C
ellular Cl-Ca dynamics coupling" do exist. 3. Mitochondria are major organelle which participate in the "c
ellular Cl-Ca dynamics coupling".
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はこれまでに、細胞内 Cl-濃度―
細胞容積変化が相関すること、細胞膜 Ca2+輸
送担体が細胞膜電位変化を介して間接的に
これらを制御することを明らかにしてきた
（Kuzumoto et al., Prog Biophys Mol Biol, 2008; 
Takeuchi et al., Ann NY Acad Sci, 2007; Takeuchi 
et al., J Gen Physiol, 2006; Terashima et al., Phil 
Transact Roy Soc A, 2006）。一方、細胞内 Ca2+

動態の多くは （筋）小胞体やミトコンドリ
アなどの細胞内小器官を介したフラックス
に依っている。電気的中性則を考慮すると、
細胞内小器官を介して Cl-が Ca2+のカウンタ
ーイオンとして動いている可能性があり、細
胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス連関の存在が示唆
される。 
 
２．研究の目的 
 細胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス連関のメカニ
ズムを明らかにするとともに、細胞の生理機
能発現における細胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス
連関の役割を調べる。 
 
３．研究の方法 
（筋）小胞体を介した Ca2+放出機構が大き

く異なる二種類の細胞（興奮性細胞である心
筋細胞; リアノジン受容体、非興奮性細胞で
あるリンパ球細胞; IP3 受容体）を選択し、以
下の検討を行った。 

 
（１）細胞内 Cl-動態の測定 
細胞内 Cl-センサーである FRET タンパク

clomeleon（Kuner and Augustine, Neuron, 2000）
を細胞にトランスフェクションし、フォーカ
スドリフト補正機能を有する顕微鏡、高感度
CCD カメラを用いて W-VIEW システム（浜
松ホトニクス、AQUACOSMOS）を利用した
レシオメトリーにより測定した。 

 
（２）ミトコンドリア Cl-センサー
（clomeleon-mito）の作成 
 FRET タンパク clomeleon の N 末端にミト
コンドリア標的シグナル配列
（MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHS
L）を付加した。 
 
（３）細胞内小器官に発現する Cl-輸送体遺伝
子の発現解析 
 細胞から total RNA を抽出し(QIAGEN, 
RNeasy mini kit)、RT-PCR（Roche, Transcriptor 
Fist Strand cDNA Synthesis Kit, High Fidelity 
PCR System）を行った。 
 
（４）細胞質内 Ca2+動態の測定 
 心筋細胞； Ca2+感受性色素 indo-1 を細胞に
負荷し（10 M, 30 分間）、フォーカスドリフ
ト補正機能を有する顕微鏡(ニコン、Eclipse 
TE2000)、高感度 CCD カメラ（浜松ホトニク
ス EM-CCD カメラ C9100）を用いて W-VIEW
システム（浜松ホトニクス、AQUACOSMOS）

を利用したレシオメトリーにより測定した。 
 リンパ球細胞； Ca2+感受性色素 fura-2 を細
胞に負荷し（5 M, 20 分間）、フォーカスド
リフト補正機能を有する顕微鏡（ニコン、
Eclipse Ti）、高感度 CCD カメラ（浜松ホトニ
クス EM-CCD カメラ ImagEM）を用いてレシ
オメトリーにより測定した。 
 
（５）ミトコンドリア Ca2+動態の測定 
 Ca2+感受性色素 rhod-2 を細胞に負荷し（5 
M, 30 分間）、サポニンまたは-escin で細胞
膜を透過後、共焦点レーザー顕微鏡（オリン
パス、FV500）または高感度 CCD カメラを搭
載した蛍光顕微鏡システムで測定した。 
 
（６）（筋）小胞体 Ca2+動態の測定 
（筋）小胞体 Ca2+センサーである FRET タ

ンパク cameleon D1ER（Palmer et al., Proc Natl 
Acad Sci USA, 2004）を細胞にトランスフェク
ションし、フォーカスドリフト補正機能を有
する顕微鏡、高感度 CCD カメラを用いて
W-VIEW システムを利用したレシオメトリ
ーにより測定した。 

 
（７）コンピュータシミュレーション 
 ミトコンドリアにおけるエネルギー代謝、
イオン動態などを実装した包括的心筋細胞
モデル、包括的 B リンパ球細胞モデルを構築
した。これらの包括的細胞モデルを用いて、
細胞機能発現におけるミトコンドリアの寄
与を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内 Cl-ダイナミクスにおける細胞内
Cl-ストアの寄与 
 HL-1 細胞並びに A20 B リンパ球細胞に古
典的な Cl-チャネルブロッカー（niflumic acid）
を添加すると、細胞内 Cl-濃度の増大が認めら
れた（図）。 

特に効果が大きかった A20 細胞について、
そのメカニズムを解析した。細胞外 Cl-濃度を
変えたときの細胞内 Cl-濃度の変化は極めて



小さいことから、A20 B リンパ球の細胞膜 Cl-

コンダクタンスは小さいことが考えられた。
従って、Cl-チャネルブロッカー添加による細
胞内 Cl-濃度増大は、細胞外からの Cl-流入で
はなく、細胞内 Cl-ストアからの放出に起因す
ることが示唆された。 
 
（２）細胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス連関と小
胞体ならびにミトコンドリア 
 小胞体 Ca2+ポンプ SERCA の阻害剤である
thapsigargin を添加しても、細胞内 Cl-濃度に
著明な変化は認められなかった。一方、ミト
コンドリア脱共役剤 FCCP の添加によりミト
コンドリア膜電位を脱分極させると、細胞内
Cl-濃度の著しい増大が認められた。また、ミ
トコンドリア Na+-Ca2+交換体の阻害剤
CGP-37157 を添加すると、HL-1 細胞では細胞
内 Cl-濃度の減少が、A20 B リンパ球細胞では
細胞内 Cl-濃度の一過性の減少の後増大が観
察された。さらに、BAPTA-AM を用いて細胞
内 Ca2+をキレートすると、細胞内 Cl-濃度は
著しく増大した。これらの結果から、細胞内
Cl--Ca2+ダイナミクス連関が存在することを
確認することができた。また、研究開始当初
は（筋）小胞体 Ca2+動態と細胞内 Cl-動態の
連関を想定していたが、細胞内 Cl--Ca2+ダイ
ナミクス連関には主にミトコンドリアが関
与することが強く示唆された。これらの成果
について、現在論文準備中である。 
 
（３）細胞内小器官 Cl-輸送体の候補遺伝子の
探索 
 これまでの結果から、細胞内小器官、特に
ミトコンドリアに発現する Cl-輸送担体が、細
胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス連関に関与するこ
とが考えられた。そこで、その候補遺伝子を
探索した。細胞内小器官での発現が報告され
ている Cl-輸送担体の候補としては、CLIC フ
ァミリーと CLC ファミリーが挙げられる。
HL-1 細胞並びに A20 B リンパ球細胞では、
そのうち CLIC1, CLIC4, CLCN4 が共通して
発現していた。これらの遺伝子について、A20 
Bリンパ球細胞を用いて siRNAによる遺伝子
ノックダウン実験を行った。しかし、いずれ
のノックダウン細胞でも細胞内 Cl-動態に変
化は認められなかった。従って、新規 Cl-輸送
タンパクが存在することが強く示唆された。
ミトコンドリア内 Cl-濃度を選択的に評価す
るために、ミトコンドリア Cl-センサー
clomeleon-mito を作成し、ミトコンドリアへ
の局在を確認した。 
 
（４）細胞内小器官 Ca2+ダイナミクスの基本
動作原理 
 これまでの結果から、細胞内 Cl--Ca2+ダイ
ナミクス連関にミトコンドリアが関与する
こが示唆されたため、ミトコンドリア Ca2+動
態について調べた。2010 年、NCLX（slc24a6）
が、ミトコンドリアからの Ca2+排出を担うミ
トコンドリア Na+-Ca2+交換体の責任遺伝子で

あることが報告された（Palty et al., Proc Natl 
Acad Sci USA, 2010）。研究代表者は、培養心
筋細胞 HL-1 細胞並びに培養 B リンパ球細胞
DT40, A20 細胞を用いて、NCLX 遺伝子ヘテ
ロノックアウトならびに siRNAによるNCLX
遺伝子ノックダウン実験を行った。その結果、
NCLX ヘテロノックアウト、NCLX ノックダ
ウン細胞では、ミトコンドリアからの Na+依
存性 Ca2+排出が著明に低下すること、（筋）
小胞体Ca2+含量が減少することを明らかにし
た。また、HL-1 細胞では自発興奮周期の延長
が惹起され、A20 ならびに DT40B リンパ球
細胞においては、抗 IgG 、IgM 抗体による細
胞膜抗原受容体刺激で誘発される小胞体Ca2+

放出の抑制が惹起されることを見出した。さ
らに、コンピュータシミュレーションによる
メカニズム解析から、NCLX が（筋）小胞体
Ca2+動態を修飾することで、細胞機能を制御
することを示した（Kim et al., J Physiol, 2012; 
Kim et al., Adv Exp Med Biol., 2013; Takeuchi et 
al., Sci Rep, 2013）。従って、ミトコンドリア
Cl-動態も細胞内 Cl--Ca2+ダイナミクス連関を
介して、これらの細胞機能に関与することが
推察された。 
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