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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、細胞性粘菌のシグナル伝達機構をモデルとして、分子生物学的手法
と光遺伝学および生物物理学的手法により、真核生物のシグナル伝達におけるイオン選択的な膜電位や細胞質イ
オン濃度変化の役割を明らかにすることを目的とした。高感度イメージング技術の確立し、さまざまな生命現象
とイオン濃度変動の同時計測を実施したことにより、細胞性粘菌の機械刺激に関わるカルシウムシグナル経路を
特定した。また、細胞性粘菌の分化および脱分化における細胞質pH変化を検出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Using the signal transduction mechanism of cellular slime mold as a model, 
we aimed to clarify the role of ion-selective membrane potential and cytoplasmic ion concentration 
changes in eukaryotic signal transduction. Simultaneous measurements of various biological phenomena
 and ion concentration fluctuations were performed to identify the calcium signaling pathway 
involved in mechanical stimulation of cellular slime mold. We also succeeded in detecting 
cytoplasmic pH changes during differentiation and dedifferentiation of cellular slime mold.

研究分野：生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立したイメージング技術は、細胞性粘菌の研究だけでなく、原核生物から真核生物に至るまでの幅広
い研究に応用できるものである。実際に本課題において、バクテリアの計測に応用した研究によって成果が得ら
れている。そのため、基礎生命科学から臨床研究までの幅広い分野での応用が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

膜タンパク質などを介した細胞膜内外へのイオンの流れが発生すると、膜電位の変化だけで
はなく、イオンの流れ自体または特定のイオンの細胞内濃度変化が細胞機能へと影響を与える。
しかし、生細胞内において、膜電位およびイオン濃度変化それぞれがどのような働きを担ってい
るかを明らかにするには阻害剤などを用いる大まかな実験系が主体であり、さまざまなイオン
の細胞内濃度を選択的に操作および計測するという実験はあまり行われていない。 
 細胞性粘菌は土壌中に生息する真核微生物で、通常はアメーバ状の単細胞生物として分裂増
殖しているが、飢餓状態になると自身が産生する走化性物質である cAMP に対して集まること
で多細胞体を形成するため、走化性および発生のモデル生物として扱われている。研究代表者ら
はこれまでに、細胞性粘菌における高感度な膜電位イメージング法の確立により、走化性シグナ
ル伝達に伴ってダイナミックな膜電位変化が起こることを明らかにしている。この自発的膜電
位変化は細胞性粘菌どうしの cAMP シグナル伝達に追従して、複数種類の細胞質イオン濃度が
周期的に変動することによるものである。しかし、複数種類のイオンそれぞれが走化性シグナル
伝達や、その他の細胞ダイナミクスにどのように働いているのか、さらにはその分子機構の詳細
は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 シグナル伝達などの生命現象に伴って、細胞膜を介したイオンの流れが生じることはバクテ
リアからヒト細胞に至るまで幅広く知られているが、これによって起こる膜電位や細胞質イオ
ン濃度の選択的な変動が細胞機能へどのように影響しているかは解明できていない。本課題で
は、研究代表者がこれまでにバクテリアや細胞性粘菌を用いて開発してきた膜電位および各種
イオンの高感度イメージング手法と、細胞性粘菌への応用を確立している細胞内イオン濃度の
光操作手法を組み合わせることにより、膜電位変動に関わるイオン流と細胞機能の関係を分子
レベルで解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 高感度イオンイメージング 
 細胞内の各イオン濃度を最も高感度で定量的に計測できる手法を確立することを目指した。
細胞質 pH と Ca2+の計測については、これまでの研究から蛍光タンパク質プローブが最も有用
であることが明らかになっており、細胞質 pH については新規レシオメトリックプローブを用い
た高感度な定量計測手法を適用する。一方、膜電位、K+、Na+については有機色素プローブを用
いた計測手法をバクテリアの実験系で確立しており、本研究では、バクテリアでの計測手法を応
用することにより、細胞性粘菌においても高感度での定量計測手法を確立する。 
(2) イオン選択的な光操作 
 細胞機能とイオン濃度の関係を明確にすることを目的とし、イオン選択性を考慮した光操作
を行う。チャネルロドプシン 2（ChR2）は、光刺激に応じて陽イオンを効率よく細胞内へと流
入させ、細胞の膜電位を脱分極させることが可能である。また、バクテリオロドプシンは光刺激
によりプロトン（H+）等の陽イオンを細胞外へと排出するプロトンポンプとして働くため、膜
電位の過分極制御に利用できる。ChR2 は形質膜への移行効率が低いことで知られているが、研
究代表者らは、細胞性粘菌がもつ膜タンパク質と融合させることにより、粘菌細胞内で安定化し
た ChR2 発現系を作成することに成功している。複数種類の光操作ツールを複合的に用いて、
細胞応答の違いを比較することにより、細胞機能とイオン選択性の関係を明らかにする。さらに、
各種光操作ツールタンパク質を発現する細胞を光刺激したときに変化する細胞内イオン濃度を
高時空間分解能で経時計測する。イオンチャネル型ツールを用いた計測において最も影響を考
慮しなければいけないことは、H+の流れによる pH 変化である。これに対し、研究代表者がこれ
までに開発した高感度計測手法を応用することにより、高い精度で pH の影響を測定・排除する
ことが可能である。 
(3) イオン選択的な光刺激による細胞機能の操作 
 イオン選択的な光操作手法を確立した後、光操作が細胞機能にどのような影響を与えるかを
観察・計測することによって、細胞機能の分子メカニズムを明らかにする。 
【(3)-１. 細胞運動への影響】 
これまでの計測結果から、Ca2+, H+の細胞内濃度変化は細胞運動へ影響することが示唆されて

いる。しかし、詳細な分子機構は未解明であるため、これの解明を目的とし、光操作による細胞
運動への影響を１細胞レベルで計測する。運動などの細胞機能への効果を観察する際には、実際
に細胞内イオン濃度変化との同時計測を行うことにより、光操作の影響を明確にする。光刺激量
に従った細胞の運動速度および直進性の変化を定量し、細胞運動に影響を及ぼすイオン濃度変
化量を明らかにする。また、LifeAct を用いた F-アクチンの蛍光観察を光刺激と同時に行うこと
で、光刺激の細胞骨格への影響を明らかにする。 



 

 

【(3)-２. cAMP 合成への影響】 
各イオン流の光操作と細胞内 cAMP 濃度の同時計測を行うことで、cAMP 合成へのイオン濃度

変化の影響を明確にする。cAMP のモニターには細胞性粘菌の計測に最適であることが判明し
ている cAMP プローブ Flamindo2（緑色）および Pink-Flamindo（赤色）を用いる。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞内カルシウムイオン濃度変動の役割 
蛍光プローブタンパク質 GCaMP6s を用いたイメージングにより、外部から機械刺激を与える

ことで、細胞性粘菌の多細胞体を構成する各細胞の細胞質 Ca2+濃度が一過的に上昇することが
明らかになった（図１）。また、機械刺激に伴う Ca2+の流入経路を特定するために、小胞体に存
在する IP3受容体 IplA を欠損した株を用いて多細胞体の計測を行ったところ、野生型株に比べ
て Ca2+シグナルの応答効率が顕著に低下した。また、細胞外部からの Ca2+流入の寄与を確認す
るために、Ca2+のキレート剤として働く EGTA を添加した寒天培地上で多細胞体に機械刺激を
加えると、刺激に応答した Ca2+濃度上昇のピークが遅延する傾向が見られた。ヒト細胞にも保
存されている機械受容チャネル Piezo を欠損した株の計測もまた、EGTA を用いた計測と同様
の結果が得られた。さらに、EGTA を加えた寒天培地上で iplA欠損株の多細胞体に機械刺激を
与えた場合には、細胞質 Ca2+濃度の変化は見られな
かった。これらの結果により、多細胞体の機械刺激応
答に伴う Ca2+濃度上昇には、Piezo を介した細胞外か
らの Ca2+流入が早い応答を可能にしており、IP3 受
容体による小胞体からの Ca2+の流れが応答効率を上
げていることが示唆された。機械刺激に応答して、多
細胞体全体のダイナミクス制御が行われていること
から、今後は、メカノセンシングと通常の細胞集団運
動において Ca2+シグナルをどのように使い分けてい
るのか、または Ca2+とそれ以外のシグナルをどのよ
うに併用しているのかを明らかにすることにより、多
細胞システムの細胞集団運動におけるシグナル分子
機構を解明していく必要がある。 
 
(2) 細胞内カルシウムイオン濃度の計測と応用 
 新規高感度 pH 感受性蛍光タンパク質プローブを利用した高時空間分解能での細胞質 pH 変
化のタイムラプス計測を行うことにより、細胞性粘菌の予定柄細胞分化に伴ってダイナミック
な pH 変化が起きることを明らかにした。また、細胞性粘菌の多細胞体を乖離させて単細胞ごと
に分けると、脱分化が誘導されることが知られている。このときの細胞質 pH をモニターするこ
とにより、細胞性粘菌の脱分化過程においても、細胞質 pH が大きく変化していることが計測さ
れた。これらの結果は、細胞質 pH を指標とすることで、細胞分化および脱分化における細胞間
の違いを明確に可視化できることを強く示唆している。 
 
(3) 細胞内 pH と膜電位の計測の応用 
 これまでに研究代表者らは、蛍光タンパク質を用いた細胞内 pH 計測と、蛍光色素を利用した
膜電位計測を組み合わせることで、バクテリアの定量的な電気化学ポテンシャル計測手法を開
発してきた。これらの計測手法を組み合わせることで、サルモネラのⅢ型タンパク質輸送装置の
駆動エネルギーとして働くプロトン駆動力を異なる pH条件下で定量した。プロトン駆動力は細
胞内外の水素イオン濃度差による化学ポテンシャル勾配と細胞膜が保持する膜電位としての電
気ポテンシャルの和である。細胞外 pH を 7.0 から 8.0 程度に上昇させても、生細胞の細胞内
pH は pH 恒常性によってほとんど変化しないため、化学ポテンシャル勾配（ΔpH）は低下す
る。しかし、これに反して膜電位は上昇することが計測された。このとき、プロトン駆動力全体
の値は低下するにも関わらず、Ⅲ型タンパク質輸送装置の活性が上がることを明らかにした
（Minamino et al., PNAS. 2021）。このことは、タンパク質輸送装置がイオンチャネルのように
膜電位依存的に活性化する仕組みを持っていることを初めて明らかにしたものである。このこ
とは、真核生物においてもタンパク質輸送やシグナル伝達を行っている膜タンパク質の中にも
膜電依存的に活性化しているものが存在していることを示唆する結果である。 
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