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研究成果の概要（和文）：膜接触場（MCS）を介したオルガネラ間コミュニケーションの動態を明らかにするために、M
CSに於けるイオン濃度変化をリアルタイムにin vivoで測定できる系を以下のように確立した。まず、各々FRBとFKBPを
持つ異なったオルガネラに局在するレポータータンパク質を作製し,rapamycinを添加することでMCSを形成させる系を
確立した。カルシウム感受性蛍光タンパクはpH変動に抵抗性を考慮してGFPとエクオリンタンパク質の融合タンパク質
を作製した。オルガネラ特異的レポーターにイオン感受性蛍光タンパクを結合させることでMCSのpH及びカルシウム濃
度をリアルタイムで測定できる系を確立した。

研究成果の概要（英文）：To reveal the communications between organelles through membrane contact sites 
(MCS), we established the assay system to measure ion concentrations within the MCS in real-time as the 
following. First, we created organelle-specifically localized reporter molecules harboring FRB or FKBP, 
and these molecules could form MCS by adding rapamycin. Taken pH-resistance into consideration, we 
created a fusion molecule of GFP and aequorin as a calcium sensor. By fusing organelle-specific reporter 
molecules with ion-sensitive fluorescent reporter molecules such as pHluorin and calcium sensor, assay 
systems for ion measurement in MCS were established.

研究分野： 分子細胞生化学
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１．研究開始当初の背景 

１) 膜接触部位(membrane contact sites; 
MCS)は、２つの異なったオルガネラ（通
常一方は小胞体でありもう一方は残りの
様々なオルガネラである）の膜が非常に
接近 (10nm〜30nm)した部位のオルガネ
ラ膜およびそれに挟まれる微小空間であ
り、オルガネラ間のイオンや脂質の効率
的な輸送を行うことで、代謝・シグナリ
ングのオルガネラ間コミュニケーション
という重要な機能を果たしていると考え
られている。しかしながら主に酵母の研
究成果が中心で、哺乳類細胞においてそ
の実体（構成タンパク質など）はほとん
ど解明されていない。 

２) MCS を介したイオン、特にカルシウムイオ
ン の 流 れ は 細 胞 膜 −小 胞 体 間 の
store-operated Ca2+ entry（SOCE）や小
胞体−ミトコンドリア間のシグナル伝達
に重要な役割を果たしている。MCS の論文
で一般的なカルシウム測定用蛍光プロー
ブを用いたオルガネラ内腔や細胞質全体
のカルシウム濃度をモニターしている論
文は散見されるが、MCS の可視化の困難さ
と相まって、MCS 微小空間でのイオン濃度
を直接モニターした報告はこれまでない。 

３) MCS の環境の動態研究を困難にしている
要因は、「２つの異なったオルガネラの膜
が非常に接近している」という電顕のみ
で確認できる形態学的な定義に加え、イ
オン・脂質というモニターが容易でない
物質の輸送を司っている機能によると考
えられる。 

４) 例えば、2 microm 四方で厚さ 40 nm とい
う大きめに見積もった MCS の場合、その
pHが平均的な細胞質のpH 7程度であれば、
計算上は当該空間中のプロトンは10個程
度しかないことになる。つまりその微少
さゆえにわずかなイオンのやり取りでも
MCS の環境に大きな影響を与える事態が
想定でき、その事実はイオン濃度のモニ
ターの重要性を意味する。 

５) 様々な MCS の局所イオン濃度をリアルタ
イムに in vivo でモニターすることが可
能になれば、どのオルガネラ間でどのタ
イミングでどのイオン濃度が変化し、そ
れが生理的機能をどのように調節してい
るかを明らかにすることができ、基礎学
問的にも医学的にも重要な MCS やイオン
シグナルの研究の進展に大きく貢献でき
る。 

 
２．研究の目的 

MCS では、微小空間で集約的にイオン輸
送が行われるために、閉鎖空間系でない
にも拘らず他の空間への影響が少ない。
言い換えると、MCS 微小空間の環境は他
の部位と大きく異なる可能性が非常に
高く、それがゆえに、MCS 局所のイオン

濃度を生細胞でリアルタイムに測るこ
とはMCSでの生理機能の制御方法を知る
上できわめて重要なテーマである、当該
課題研究は、「MCS の可視化」という独自
の研究成果を応用して、オルガネラ間コ
ミュニケーションの動態を明らかにす
るためにMCS微小空間における様々なイ
オンの濃度変化をリアルタイムに in 
vivo で測定できる系を確立する事を目
的とする。 

 
３．研究の方法 

１) 「小胞体−ゴルジ装置間の MCS の可視化」
の為に作製した split-protein システム
を様々なオルガネラ間 MCS でのイオン測
定に応用できるようにオルガネラ標的ペ
プチドを変更し、更にイオン測定蛍光プ
ローブの励起・放出波長に応じて蛍光タ
ンパク質のタグへの変更または削除を行
う。 

２) ジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）の完全型
（活性型）のみに特異的に結合できるカ
ルシウム、プロトン、亜鉛、マグネシウ
ムイオン測定用蛍光プローブを作製する。
これはメトトレキサート(MTX)にイオン
測定用蛍光プローブを付加することで行
う。 

３) ①②を完了後、実際にイオン濃度、特に、
小胞体−ミトコンドリア、小胞体−形質膜
間での MCS におけるカルシウムイオンの
濃度と細胞質での濃度を様々な刺激後経
時的に測定し比較検討することで、シス
テムの妥当性・有用性を評価する。 

 
４．研究成果 

１) 様々なオルガネラ間 MCS でのイオン測定
に応用できるようにオルガネラ標的ペプ



チドを変更した。 

次に、これらのタンパク質がラパマイシ
ン添加によってFRB-FKBP-Rapamycin複合
体を形成し共局在するかどうか検討した
結果、ラパマイシン添加後、１−２時間で
共局在することが分った。 

 

２) 実験計画ではジヒドロ葉酸還元酵素
（DHFR）の完全型（活性型）のみに特異
的に結合できるカルシウム、プロトン、
亜鉛、マグネシウムイオン測定用蛍光プ
ローブを作製する。これはメトトレキサ
ート(MTX)にイオン測定用蛍光プローブ
を付加することで行うことを提案してい
た。学内の化学分子イメージング研究室
と共同研究にてプローブの開発を行った
が、多々の問題点の存在が明らかになり、
断念せざるを得なくなった。そこで新た
な方針を立てた。① メトトレキサート結
合イオン測定用蛍光プローブを断念した
ためジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）の
split-protein システムを用いることが
できなくなった。そこで MCS を特異的に
split-protein システムで検出し蛍光プ
ローブで測定するのではなく、上記１）
で述べたタンパク質の組み合わせにおい
て、ラパマイシンまたはその類似物質を

添加して強制的に MCS を形成させその環
境を測定することにした。これは、FKBP、
FRB の系を用いて強制的にオルガネラ膜
を近接させることで MCS の構成タンパク
の欠損による機能不全を回復できるとい
う事実から、強制的な MCS 形成は本来の
MCS の性質を完全ではないにしろ部分的
には保持しているという考えに基づく。
② MCS 内の pH（プロトン）とカルシウム
濃度の測定にまずフォーカスすることに
した。これは、それぞれのイオン濃度を
測定できるセンサータンパク質が存在す
ることに拠り、それらを上記のオルガネ
ラ標的タンパク質に融合することで容易
にオルガネラ特異的に発現させることが
可能になるからである。pH 測定には
pHluorin タンパク質を、カルシウム測定
にはカルシウム感受性タンパク質エクオ
リン（及びその変異体）と GFP との融合
タンパク質（GAP; GFP and apo-aequorin）
を作製した。これは一般によく使われる
genetically encoded calcium indicator 
(GECIs)がpHの変化に強く影響されるが、
GAP はかなり pH の変化に抵抗性であるこ
とが報告されていたからである。またイ
オンセンサーではない方のレポーター分
子には RFP を融合させ、GFP と RFP が共局
在している場所を MCS として定義してそ
こに局在するイオンセンサー分子の蛍光
強度を選択的に計算できるソフトウェア
も併せて開発作製した。下に一例を示す。
下欄で RFP-Golgin84 と共局在している
pHluorin-Sec61b がラパマイシンにより
MCS を形成していると考えられ、その部分
の pHluorin 蛍光シグナルから pH を計算
する。下のグラフは標準曲線である。 



３) １）２）より、膜接触場（MCS）を介した
オルガネラ間コミュニケーションの動態
を明らかにするために、MCS に於けるイオ
ン濃度変化をリアルタイムに in vivo で
測定できる系の条件設定が現時点でほぼ
完成した。今後、さまざまなオルガネラ
間の MCS における pH（プロトン）やカル
シウム濃度を、様々な刺激（例えば、栄
養因子、ATPase 阻害剤、ATP、ヒスタミン
など）下で時系列的にどのように変化し
ているかを詳細に検討し、MCS の機能を明
らかにしていく予定である。 
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