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研究成果の概要： 

本研究では、カルシウムシグナリングに焦点を当て、生体を構成する分子からなる細胞内ナノ

システムがどのように細胞機能を実現するかを解明するため、新しい分子イメージングプロ

ーブの開発を行った。開発されたプローブによって、分子の可視化を行うことに成功し、カル

シウムシグナルがどのように制御されているかについてその実態を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

生体を構成する分子は、一般に比較的尐数の

分子群がまとまって基本的な機能的単位で

ある細胞内ナノシステムを構成しており、

各々のナノシステムは高次のレベルで統合

され、目的の細胞機能を実現する。従って、

細胞内ナノシステムの構築原理とその統合

様式を理解することは生命機能の理解にと

って重要である。 

２．研究の目的 

カルシウムシグナリングは様々な生理機

能を制御する重要な細胞内情報伝達系で

あるが、細胞内カルシウム動員パターン

は複雑な時空間パターンを伴うことがわ

かっている。この複雑なカルシウム動員

パターンもこれを制御するナノシステム

が担っている。一方、複雑なカルシウム
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動員パターンは、転写、細胞運動、分泌

制御に関わるそれぞれのナノシステムに

よって“解釈”され、様々な細胞機能が

実現される。本研究では、このような特

徴を持つカルシウムシグナリングに焦点

を当て、細胞内ナノシステム統合につい

ての理解を目指す。 

 

３．研究の方法 

新しい分子イメージングプローブの開発と

その利用を通じて、カルシウムシグナルの分

子ナノシステムの構築と制御の問題に挑む。

特に、空間的に均一でない中枢神経系のシグ

ナリングの解析に本研究の手法が有用であ

ることが明らかとなってきたので、今後の解

析においては中枢神経細胞を主な標的とし

て研究を推進する。また、イメージングに加

えて、siRNA による遺伝子ノックダウンや計

算機を用いたシミュレーションなども併用

し、ナノシステムの構築原理にアプローチす

る。 

４．研究成果 

（１）中枢神経における NO シグナルの可視

化 

中枢神経シナプスにおけるカルシウムシグ

ナリングに焦点を当て、研究を行った。シナ

プス前終末に活動電位が伝わると膜電位依

存性カルシウムチャネルが開口し、カルシウ

ム濃度が上昇する。このカルシウム濃度上昇

によって、シナプス伝達物質の放出や一酸化

窒素の生産が誘発されることが知られてい

る。そこで、これまでに開発した一酸化窒素

（NO）の可視化蛍光プローブである HBR-GFP

を用いて、平行線維―プルキンエ細胞シナプ

スにおける NO動態を解析した結果、NOの拡

散は平行線維入力箇所のごく近傍の微小領

域に限局していることが明らかとなった。ま

た、平行線維刺激によるポストシナプスにお

けるカルシウム応答と NO応答の空間的広が

りについて比較解析することによって、NOシ

グナルはカルシウムシグナル同様の空間的

広がりを持つことが明らかとなり、NOシグナ

ルもシナプス特異性のある細胞内応答であ

ることが示唆された（図 1）。 

 

図 1 小脳プルキンエ細胞における NO

とカルシウムシグナルの空間分布 

 

さらに、NOの空間限局性の意義についても解

析を行った。一箇所で LTP 誘導刺を与え、刺

激部位から様々な距離離れた部位で LTP誘導

の有無を調べた結果、わずか 10μm 離れると

LTPの誘導の程度は激減し、20μm以上の部

位では LTPはまったく起こらいことを見出し

た。さらに、わずかに離れた場所で誘発され

る LTPは刺激される神経線維のオーバーラッ

プによることが示された。これらの結果は NO

の限局性がシナプス特異的な LTP誘発を制御

するのにきわめて重要であることを示唆す

る。 

（２）細胞間コミュニケーションにおけるカ

ルシウムシグナリングの役割 

細胞間コミュニケーションにおけるカルシ

ウムシグナリングの役割については、細胞間

の接触の際に一過性のカルシウム濃度上昇

が見られること、このカルシウム濃度上昇が

チロシンリン酸化酵素である PYK2を介して



 

 

細胞間の repulsionを誘発することが明らか

となった。 

（３）ミオシン軽鎖キナーゼ可視化法 

カルシウム依存性のシグナル分子の可視化

法については、カルシウム・カルモジュリン

依存性であるミオシン軽鎖キナーゼの活性

をモニターすることができるプローブであ

る CRCit (ECFP-RMLC-Citrine)を開発するこ

とに成功した。CRCit は生きた細胞内でミオ

シン軽鎖キナーゼの活性をリアルタイムで

イメージングすることができるプローブで

あり、細胞内カルシウムの動因パターンとキ

ナーゼ活性の関係について解析する基盤が

構築された。 

（４）細胞オルガネラ内腔のカルシウム濃度

のイメージング法の確立 

細胞オルガネラ内腔のカルシウム濃度のイ

メージング法を確立した。この技術を用いて

カルシウム振動時のオルガネラ内カルシウ

ム濃度を解析したところ、小胞体、ミトコン

ドリアと細胞質の間でどのようにカルシウ

ムがやり取りされているかをはじめて明ら

かにすることができた。 
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