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研究成果の概要（和文）：(1)細胞内の特定器官に局在する新規Mgプローブを開発し、ミトコンドリアから細胞質に放
出されるMgイオン動態を解析した。(2)一酸化窒素刺激（NO）に伴う細胞内Mgイオン濃度の上昇が、NO/cGMP/KMGシグナ
ル伝達に伴うミトコンドリアからのMgイオン流出によるものであることを示した。(3)パーキンソン病と細胞内Mgとの
関係について明らかにすることを目指し、PC12細胞をパーキンソン病様に細胞死させるMPP+（1-methyl- 4-phenylpyri
dinium ion）で処理した。細胞内Mgイオン濃度と細胞死は強く相関し、MgイオンがMPP+による細胞死を緩和することを
突きとめた。

研究成果の概要（英文）：Although the magnesium ion (Mg2+) is one of the most abundant divalent cations in 
cells and known to play critical roles in many physiological processes, its mobilization is still 
obscure. To understand the Mg2+ function, first we developed a method for Mg2+ imaging in cellular local 
area using a novel fluorescent Mg2+ probe, “KMG-104-AsH”, and succeeded to visualize localized Mg2+ 
release in mitochondrial intermembrane space (MIS) induced by a protonophore, FCCP. Furthermore, we also 
investigated that nitric oxide (NO) activation of mitochondria ATP sensitive potassium channel, and found 
that NO induces Mg2+ release from mitochondria by mitochondrial depolarization via cGMP/PKG/mitoKATP 
channel pathway. Finally, we investigated the Parkinson-like cell death by the application of 
MPP+（1-methyl- 4-phenylpyridinium ion）to differentiated PC12 cells. Higher concentration of 
intracelluar Mg2+ moderated the toxic effect of MPP+ and suppressed the cell death.

研究分野：システム生物学・神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 カルシウムイオン（Ca2+）は1980年代に種々
の蛍光プローブが開発されてきたのに伴い、
そのセカンドメッセンジャーとして役割を
確立した。一方で同じ２価陽イオンでありな
がら Mg イオン（Mg2+）の細胞内動態について
の知見は乏しい。その理由の一つとして、選
択性の高いプローブの開発が遅れているこ
とが上げられる。特に従来 Mg2+計測が可能で
あると考えられてきた種々の蛍光プローブ
は Ca2+にも応答することが我々の先行研究か
らも明らかになってきており、従来蛍光プロ
ーブで計測してきた細胞内 Mg2+動態のほとん
どが、何らかの Ca2+動員活動を誤って Mg2+動
態と誤解したものと思われる。我々は細胞内
Mg2+動態解析研究には新規な選択性の高い蛍
光プローブの開発が重要であることに 2000
年より注目し、細胞質での Mg2+計測に至適な
蛍光色素の開発を進めてきた（図１中の KMG
シリーズの蛍光色素を参照。これらのプロー
ブは生理的な Ca2+濃度変化には応答せず、Mg2+

に対する選択性が極めて高い）。 
 

図１従来の Mg プローブと KMG との比較 Mg
選択性で KMG は勝っている 
 
 これら一連の研究を通じて、PC12 細胞では、
ミトコンドリアにストレスを与えるとミト
コンドリア内から細胞質へ一過的に Mg2+が放
出されること、この Mg2+放出はカルシウムダ
イナミクスとは応答がことなることを、細胞
内 Ca2+計測およびミトコンドリア膜電位計測
を同時観察する実験系とケイジドリリース
可能な光刺激系を併用することにより調べ
てきた（Kubota et al. BBA, 2005）。また細
胞内の Mg2+は細胞外にナトリウムとの交換輸
送により放出されることを見いだした
（Kubota et al. BBRC, 2003）。しかしなが
らこれらの刺激はミトコンドリアへの大き
なストレスによるものであり、通常の生理的
な条件下において細胞内でこのような一過
的な Mg2+濃度変化が起きているかについては
明らかでなかった。そこでラット海馬神経細
胞をグルタミン酸刺激した際の Mg2+動員につ
いても同様に調べてみたところ、グルタミン
酸刺激に伴う細胞膜電位脱分極による細胞

外からの Ca2+流入が，ミトコンドリアからの
Mg2+の細胞質への放出を誘導するという「カ
ルシウム誘導性 Mg2+放出」を世界で初めて見
いだすことに成功した（Shindo et al. JNR, 
2010）。また抑制性神経伝達物質である GABA
（γ−アミノ酪酸）に関してもグルタミン酸
とは異なったメカニズムにより細胞内 Mg2+の
増大が観察されることが明らかになってき
ている。これらの研究からミトコンドリア内
の Mg2+の重要性が明らかになってきたことか
ら、我々はミトコンドリア内の Mg2+を選択的
に計測する蛍光プローブの開発に成功し、パ
ーキンソン病の細胞モデルと考えられてい
る、MPP+（1-methyl- 4-phenylpyridinium ion）
による PC12 細胞の刺激を行い、ミトコンド
リアからの Mg2+の放出を世界で初めて報告し
た（Shindo et al. PLoS One, 2011）。 
 一方でこれら Mg2+濃度変化濃度変化をセカ
ンドメッセンジャー動態として捉えるため
には、単に Mg2+だけを計測するのではなく、
それ以外のセカンドメッセンジャーとのク
ロストークも調べる必要がある。現在までに
知られている Mg と種々のセカンドメッセン
ジャーとの関係を図２に示す。 
 

図2 細胞内Mg2+濃度変化を起こすと考えられ
る種々の要因（過去の文献情報からまとめ
た） 
 
 我々の研究室では Ca2+のダイナミクスと
Mg2+を同時計測するための蛍光イメージング
手法を早くから開発してきている（Kubota et 
al. BBA, 2005）。また最近では細胞内の主要
なセカンドメッセンジャーであるサイクリ
ック GMP およびサイクリック AMP を計測する
ための、蛍光共鳴エネルギー移動に基づいた
タンパク質型センサーの開発に成功してい
る（Niino et al. PLoS One, 2009）。また HeLa
細胞において Ca2+、サイクリック GMP および
サイクリック AMP の主要な 3種類のセカンド
メッセンジャーイメージングに世界で初め
て成功した（Niino et al. PLoS One, 2010）。 
 以上のような観点から、「セカンドメッセ
ンジャーとしての Mg2+の役割」を神経細胞で
解析する研究は時宜を得たものであり、また
我々の研究グループにおいて短期間で成果
を上げるための準備は十分に整ってきてい
るものと思われる。本研究はこのような研究
背景の下に進められた。 
 



２．研究の目的 
 本研究では、細胞内 Mg イオン（Mg2+）動態
を詳細に調べることにより、細胞内情報伝達
物質としての Mg2 の新規な役割を明らかにす
る。具体的には我々が開発してきた蛍光 Mg2

プローブと種々の細胞内セカンドメッセン
ジャー（主に Ca2+）プローブを併用すること
により、神経細胞中での役割を明らかにする。
特に神経細胞内での Mg2 の役割を明らかにす
ることを目指し、種々の刺激を培養神経細胞
に加えることによる細胞内 Mg2+動員の有無と
その機構について明らかにするとともに、レ
シオメトリックおよび特定オルガネラでの
Mg2+計測を目指した新規プローブの開発を進
める。また病態と Mg2+との関係について明ら
かにするために、iPS 細胞を用いて、ヒトド
ーパミン神経細胞、パーキンソン患者由来神
経細胞についてその Mg2+動員メカニズムと神
経死との関係を網羅的に解析し、セカンドメ
ッセンジャーとしての Mg2+の役割について包
括的に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 新規な Mg2 動員解析のための種々のプロー
ブの開発・評価とそのプローブを用いた細胞
内 Mg 動員メカニズムの解析を並行して進め
る。具体的には 3年間の研究期間に 
(1)細胞内特定オルガネラをターゲットとす
る新規 Mg プローブを開発する。 
(2)種々の薬物刺激に伴う細胞内 Mg応答を計
測し、その動員メカニズムを明らかにする。 
(3)パーキンソン病と細胞内 Mgとの関係につ
いて細胞生理学的に明らかにする。 
の３つの項目について研究を進めた。 
 
４．研究成果 
(1)細胞内特定オルガネラをターゲットとす
る新規 Mg プローブの開発 
 Mg2 は多くの細胞機能に必須の 2 価陽イオ
ンであり、細胞機能の恒常性維持や調節にお
いて重要な役割があると考えられている。細
胞内で Mg2+は、ミトコンドリアにおける ATP
産生や細胞内での ATP 消費、小胞体における
タンパク質立体構造の安定化、核における
DNA の品質管理、細胞周期の制御などに深く
関わっていることが報告されている。そのた
め、細胞内やオルガネラ内の Mg2+濃度がどの
ように調節、制御されているのかを調べるこ
とは細胞機能を理解するうえで重要である。
これを実現するために細胞内局所の Mg2+濃度
変化を測定できる蛍光プローブである
KMG-104-AsHを開発した。このプローブはMg2+

選択性蛍光プローブである KMG-104 と、人工
的にアレンジされたペプチドタグであるテ
トラシステインタグ（TCtag）に選択的に結
合し蛍光を発するタンパク質ラベルプロー
ブである FlAsHの長所を組み合わせた分子設
計となっている。任意のタンパク質に TCtag
を結合させたものを発現させた細胞に
KMG-104-AsH を導入することで、そのタンパ

ク質周辺の Mg2+濃度変化を測定することが可
能となる。今回我々は、蛍光タンパク質
mKeima の C’末端に TCtag を結合させ、HeLa
細胞に発現させた。mKeima は KMG-104-AsH に
対して FRET ペアとはならず、KMG-104-AsH の
シグナルを打ち消すことがないため、このペ
アはレシオメトリックプローブとして使用
できる。局在シグナルを用いて mKeima-TCtag
を細胞内の様々な部位に局在させて発現さ
せることで、図３に示すように HeLa 細胞内
の様々な部位に KMG-104-AsH を局在させるこ
とに成功した。 
 

図３細胞の特定部位に発現させ、さらにレシ
オメトリックに細胞内 Mg イオン計測が可能
な新規プローブ  
 
細胞質、細胞膜、特定の細胞内タンパク質の
みならず、核やミトコンドリア膜間領域
（MIS）などの細胞内コンパートメントにプ
ローブを局在させることにも成功した。また、
ミトコンドリアを脱分極させると Mg2+が細胞
質へと放出されることが知られているが、こ
のときの濃度変化の様子が細胞質と MIS で異
なることが、この方法を用いて明らかにされ
た。このように、KMG-104-AsH を用いた細胞
内局所での Mg2+濃度変化の測定は、細胞内の
Mg2+動態を明らかにしていく上で重要な情報
が得られるものと考えられる。 
 
(2)種々の薬物刺激に伴う細胞内 Mg応答を計
測と動員メカニズムの解明 
 Mg2+は様々な生化学反応と関わっているこ
とが知られており、多くの生理機能に必要と
されている。またパーキンソン病などの疾患
との関わりが示唆されている。最近になって
グルタミン酸や GABA などの神経伝達物質と
細胞内 Mg2+との関係が明らかにされてきたが、
神経修飾を行うことが知られている、一酸化
窒素（NO）との細胞内 Mg イオン濃度（[Mg2+]-

i）との関係は明らかでない。そこで、以前我々
の研究グループが開発した Mg2+選択的蛍光指
示薬 KMG-104 を用いて、ラット海馬神経細胞
に NO 供給剤を負荷した時の Mg2+の変化を観
察した。 
 NO 供給剤 SNAP 負荷時における Mg2+イメー
ジングの結果、SNAP 刺激によって細胞内 Mg2+

は上昇した（図４）。さらに NO の下流シグナ
ル分子として知られている cGMP の膜透過型
アナログである 8-Br-cGMP によっても[Mg2+]i
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は上昇し、cGMP の下流分子 PKG の阻害剤によ
って、この Mgイオン濃度上昇は抑えられた。
これらの結果より NOは cGMP/PKG シグナル経
路を介して[Mg2+]i を上昇させていることが
わかった。次に、Mg2+の供給源を明らかにす
るために、細胞外の Mg イオンを除いた条件
下において SNAP 刺激を行なったところ、通
常条件下と同様の[Mg2+]i 上昇が観察された
ため、NO/cGMP/PKG 経路を介した[Mg2+]i上昇
の Mg2+供給源は細胞内にあることがわかった。 
 

図４ 海馬培養神経細胞に一酸化窒素(NO)
刺激を与えた時の細胞内 Mg イオン濃度
（[Mg2+]i）変化 NO はドナーである SNAP よ
り放出される。 
 
 細胞内の Mg2+の貯蔵場所としてミトコンド
リアが知られている。そこで、NO/cGMP/PKG
経路を介した[Mg2+]i上昇の Mg2+供給源がミト
コンドリアかどうかを明らかにするために、
ミトコンドリアの脱共役剤 FCCP によってミ
トコンドリアからの Mg2+放出を誘導後に、
SNAP 刺激を行なったところ、さらなる[Mg2+]i
上昇は誘導されなかった。このことより
NO/cGMP/PKG を介した[Mg2+]i上昇はミトコン
ドリアからの Mg2+放出が原因であることがわ
かった。先行研究で報告されているミトコン
ドリアからの[Mg2+]i上昇の多くが、ミトコン
ドリア内膜の脱分極を伴うことが知られて
いるため、NO/cGMP/PKG シグナル経路を介し
た[Mg2+]i 上昇にミトコンドリアの脱分極を
伴うかどうかを調べた。ミトコンドリア膜電
位感受性色素 TMRE を用いて KMG-104 との同
時 イ メ ー ジ ン グ を 行 な っ た と こ ろ 、
NO/cGMP/PKG シグナル経路を介した[Mg2+]i上
昇にはミトコンドリアの脱分極を伴うこと
がわかった。NO/cGMP/PKG シグナル経路の下
流にあり、ミトコンドリアの脱分極を伴う現
象としてミトコンドリアの ATP作動性カリウ
ムチャネル（mitoKATP チャネル）が知られて
い る た め 、 mitoKATP チ ャ ネ ル の 開 口 剤
diazoxide 添加したところ、[Mg2+]i上昇が観
察された。また、mitoKATP チャネルの阻害剤
5-HD の前処理によって SNAP、8-Br-cGMP、
diazoxideによるMg2+]濃度上昇は抑制された。
一方でPKG阻害剤KT5823によってdiazoxide
による Mg 濃度上昇は抑えられなかった。こ
れらの結果より NO/cGMP/PKG シグナル経路を
介した[Mg2+]i上昇は mitoKATPチャネルを介し
てミトコンドリアからの[Mg2+]i 上昇を引き

起こしていることがわかった。また、mitoKATP

チャネルの開口はミトコンドリアの脱分極、
ROS の生産、PKC の活性化を介したポジティ
ヴフィードバックの経路によって制御され
ていることが知られている。このポジティヴ
フィードバックがミトコンドリアからの Mg2+

放出に関与しているかどうかを明らかにす
るために、PKC 阻害剤 Go6987 で前処理を行な
った神経細胞において SNAP、diazoxide 刺激
を行なったところ[Mg2+]i 上昇は抑制された。
この結果より上記のポジティヴフィードバ
ック経路はミトコンドリアからの Mg2+放出を
調節していることがわかった。 
 本研究の結果をまとめると、ラット海馬神
経細胞において NO/cGMP/PKG シグナル経路を
介した mitoKATPチャネルの活性化によってミ
トコンドリアからの Mg 放出が誘導されるこ
と、及びこの Mg2+放出は PKC を介したポジテ
ィヴフィードバック経路を介した制御を受
けていることがわかった（図５）。 
 

図５ 我々が明らかにした NO/cGMP/PKG 情報
伝達系によるミトコンドリアからの Mg イオ
ン放出メカニズムの概要 
 
(3)パーキンソン病と細胞内 Mgとの関係につ
いての細胞生理学的なメカニズム解明 
 我々は PC12 細胞に MPP+ （ 1-methyl- 
4-phenylpyridinium ion）による刺激を行っ
たところ、ミトコンドリアからの Mg イオン
の放出を世界で初めて報告した（Shindo et 
al. PLoS One, 2011）。この実験系は従来パ
ーキンソン病様に細胞死を誘導できる系と
して知られていたが、その初期に細胞内 Mg
イオン濃度変化が起きることを世界で初め
て明らかにしたものである。このモデル系を
用いて、MPP+添加に伴う細胞死と細胞内 Mg イ
オン濃度（[Mg2+]i）との関係を明らかにする
研究を進めた。 
 まずMPP+刺激前に細胞に種々の前処理を行
い、[Mg2+]i の変化を調べた（図６）。その結
果、前処理を加えない細胞と比較してミトコ
ンドリア内膜の脱共役剤である FCCP で前処
理した細胞ではMPP+添加に伴う[Mg2+]iは有意
に減少した。FCCP はミトコンドリア内部から
細胞質への Mg イオン流出を促すことが知ら



れている（Kubota et al. 2005）ことから、
MPP+処理による[Mg2+]i の上昇の一部は、ミト
コンドリアから細胞質への Mg2 の放出による
ものであると考えられる。また一方で細胞外
の Mg2を除いておくと、[Mg2+]iは大きく減少
した。このことは MPP+添加直後の[Mg2+]iの主
たる要因は、細胞外からの Mg2 流入によるも
のであると考えられる。また imipramine に
よってこの[Mg2+]i 上昇を抑えられることか
ら、細胞膜上の Na/Mg イオン交換体がこの細
胞外からの Mg2 流入を引き起こしているもの
と考えた。 

図６ MPP+添加に伴う[Mg2+]i 濃度変化 A: 
FCCP 処理を行い、ミトコンドリアから事前に
Mg イオン放出を行うと、Mg2 濃度上昇は少し
抑制された。また細胞外 Mg2を除くと、[Mg2+]-

i は大きく減少した。B:種々の薬物処理が
[Mg2+]iに与える影響 
 
 このように[Mg2+]iの変化がMPP+添加により
引き起こされることから、MPP+添加による細
胞死と[Mg2+]i との関係を定量的に調べるこ
ととした（図７）。Mg2を含まない溶液中で細
胞を生育させたり、また通常より Mg2 濃度が
高い溶液中で生育させることにより、[Mg2+]i
は減少させたり、また増加させたりすること
ができる。また imipramine 添加条件で培養
した場合も[Mg2+]iは低下した。このような環
境で育成させた細胞について、MPP+添加に伴
う細胞死との関係を調べてみると、生存率と
[Mg2+]iには正の相関、すなわち[Mg2+]i低下は
細胞死を招くことを初めて明らかにするこ
とができた。 
 さらに興味深いことは、細胞膜に存在する
ことが知られている Mg2 輸送体である
SLC41A2 を過剰に発現させた細胞では、
[Mg2+]i は増加し、さらに生存率も向上した

（図８）。このことも、Mg2濃度の増加が MPP+

添加に伴う細胞死を緩和することができる
という新たな知見を得た。 

 
図７ MPP+処理による[Mg2+]iと生存率の関係 
 

図８ Mg2 輸送体 SLC41A2 を過剰に発現させ
た細胞での MPP+添加に伴う[Mg2+]i 変化 A: 
[Mg2+]i濃度変化、B:細胞生存率 
 
 さらにヒト iPS細胞より分化させたドーパ
ミン神経細胞についても、同様に MPP+添加に
よる Mg2動態を調べたところ、[Mg2+]iの増加
を見出した。 
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