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研究成果の概要（和文）：本研究は細胞内のイオン動態に着目して、それぞれのイオン輸送が細胞機能に果たす
役割を明らかにすることを目的とした。細胞内カルシウムストアである小胞体のカルシウムを光で直接操作する
ために小胞体に特異的に発現する光スイッチを開発した。小胞体内腔から細胞質へのカルシウムイオン放出を高
い時間分解能で光で引き起こすことに成功した。細胞活動を規定する細胞内のイオン輸送を光で誘導すると、骨
格筋細胞の分化を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the role of intracellular ion dynamics for cell functions. To 
manipulate the Ca2+ release from the intracellular stores under high spatiotemporal precision, we 
developed a novel optogenetics tool specifically targeted to endoplasmic reticulum.  This organelle 
photoswitch effectively manipulated Ca2+ release from the endoplasmic reticulum lumen to the cytosol
 by light. Our results suggested that the optical induction of intracellular ion dynamics regulating
 the cell activity promoted differentiation of skeletal muscle cells.

研究分野： 細胞工学

キーワード： 筋分化　小胞体カルシウム　光遺伝学

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内にカルシウムを貯蔵する小胞体は分泌や代謝、筋収縮、神経の信号伝達など様々な組織、細胞において重
要な働きを持っている。しかし、小胞体におけるカルシウムイオンの放出と充填を担う分子は同定されているも
のの、その制御機構については不明な点が多い。我々が開発した小胞体光スイッチは細胞内のカルシウムイオン
を正確に制御することができる手段である。細胞の増殖、分化機構を明らかにすることは発生や再生の生命起源
を理解する上で重要であり、新たな細胞制御技術や創薬の基盤技術の構築に寄与するものと期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞の生存、活動にとって細胞内外環境の恒常性が本質的な意味を持っているが、細胞内イオ
ン動態との連関については明らかとなっていない。幹細胞は増殖性の未分化細胞であり、その
不均等分裂で生じた一方の細胞のみが分化経路に入ることで、永続的な組織産生を行うことが
できる。これまでに未分化能維持や分化誘導法などの研究が盛んに行われ、関連遺伝子や誘導
因子の同定など多くの知見が蓄積されている。様々な細胞外環境からのシグナルを受けて細胞
の挙動が制御されているが、細胞の電気的活動との関係については不明な点が多い。また特定
の細胞への分化や成熟化に要する時間は個々の細胞において内因性に決定され、任意の時間、
場所で思いのまま操作できる技術は未だ確立していない。 
 
２．研究の目的 
細胞活動に伴い細胞内イオンの変化が生じるが、異なる経路を介したイオン輸送が異なる細胞
機能を調節しているのか、またどのように制御されているのかを明らかにすることを目的とす
る。細胞内イオンの時間的、空間的な変動が細胞機能に果たす役割について、筋をモデルとし
て細胞の増殖と分化、成熟における細胞活動との関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内に流入するイオン輸送を区別して制御するために細胞内小器官である小胞体に局
在させた光スイッチを開発する。小胞体膜上に存在するカルシウムイオンチャネルの一つにリ
アノジン受容体（RyR）がある。このタンパク質を小胞体膜に保留させるシグナル配列が保存さ
れている。光受容イオンチャネルである channelrhodopsin（ChR）を小胞体膜に局在させるた
めに RyR の小胞体保留シグナルを用いる。ChR は緑藻類クラミドモナスに由来し、青色光（470 
nm）に応答して陽イオンを非選択的に透過させる光受容体である。小胞体局在光スイッチによ
り小胞体から細胞質へのカルシウムイオン放出を光で制御する。 
 
（２）活動を規定する細胞内のイオン輸送の変動が細胞の分化にどのような変化を及ぼすかを
調べる。光に対して応答する筋細胞を作製するために ChR遺伝子をマウス骨格筋由来の筋芽細
胞（C2C12）に導入する。ChR を組み込んだ筋芽細胞を分化誘導培地に置き換えることで、筋分
化を誘導する。筋芽細胞は MyoDや myogenin などの筋特異的な転写制御因子により調節され、
互いに融合して多核の合胞体である筋管細胞を形成するとともに収縮タンパクの産生を行う。
分化培養中に異なるパラメータの光パルスを照射して、その変化を調べる。 
 
（３）神経細胞、筋細胞を特異的に光刺激することができる神経筋接合部（NMJ）形成モデルを
構築する。運動神経と骨格筋との間には NMJ が形成され、1 本の筋線維に対して 1 つのシナプ
スを形成し、その筋細胞側にはアセチルコリン受容体（AChR）などのシナプス形成タンパク質
を高密度に集積する。成熟した筋の性質の維持と同様に、NMJ の形成・維持の過程においても
神経細胞と筋細胞間の活動依存的な調節機構が働いているかについて調べる。マウス神経芽細
胞腫（NG108-15）もしくは筋芽細胞（C2C12）に ChR遺伝子を組み込み、筋管細胞を形成後、神
経細胞を共培養し、光刺激を加える。形成された AChR の局在および神経突起を評価する。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの光スイッチにより引き起こされるイオン輸送は細胞外からのものと細胞内小
器官からのものを区別することが難しかった。細胞内カルシウムストアである小胞体内のカル
シウムを直接操作するために小胞体膜に特異的に発現する光スイッチ（ChRER）を開発した。細
胞に導入し発現を確認すると ChRERと融合させた蛍光タンパク質タグ EGFP の蛍光は細胞膜には
見られず、核周辺に局在していた。超解像度顕微鏡を用いてその局在を詳細に調べたところ、
小胞体マーカーKDELと共局在することが認められた。パッチクランプ法により電気生理測定を
行うと、ホールセル電位固定下で光を照射しても光電流は観察されず、原形質膜を介した細胞
外から細胞内へ向かう電流が発生していないことが分かった。原形質膜または小胞体膜のそれ
ぞれの膜を介するイオン輸送を選択的に制御できるか検討を行った。同一細胞における細胞質
内および小胞体内のカルシウム変化を共焦点レーザー顕微鏡を用いてカルシウム感受性蛍光プ
ローブ YCaMPおよび R-CEPIA1erによる蛍光イメージングを行った。形質膜型（野生型）の ChR
を導入した細胞は光の照射に伴い YCaMP の蛍光強度の上昇が観察された。小胞体局在型 ChRER

を導入した細胞においては、YCaMPの蛍光強度の上昇と同時に R-CEPIA1erの低下が観察された。
カルシウムフリーの細胞外液においても同様の応答が見られた。従来の電気的な方法や薬理学
的な方法では困難であった小胞体内腔から細胞質へのカルシウムイオンの放出を直接的に高い
時間分解能で光で操作することに成功した。 
 
（２）細胞に対してイオン輸送を生じさせる刺激に対する筋分化誘導時の遺伝子発現を検討し
た。ChR を発現させた筋芽細胞に光刺激するといくつかの筋分化制御因子の発現量やパターン
の変化が見られた。刺激を与える時期や時間を検討したところ、細胞融合に関与する転写調節
因子の発現亢進が認められた。刺激を与えて培養 5日目の筋管細胞を詳しく調べると、形成さ
れた細胞はコントロール群と比較して、取り込まれた核の数や太さ、長さが増加しており、肥



大化してることが認められた。光刺激が筋芽細胞の融合を促進させて筋管細胞の形成、肥大化
を引き起こしたことが示唆された。 
 
（３）神経細胞もしくは筋芽細胞に個別に ChR 遺伝子を組み込み、筋管細胞を形成後、神経細
胞を共培養して、それぞれの細胞を刺激した際の NMJ形成の変化を調べた。カルシウム蛍光プ
ローブ R-GECO1を用いてカルシウム変化を観察したところ、光照射に同期した細胞内カルシウ
ム濃度の上昇が観察された。その応答は照射した光の強度依存的に変化し、シグナルの大きさ
を光強度によってコントロールできることを確認した。免疫蛍光染色による AChRの局在を調べ
たところ、筋細胞刺激群において AChR クラスターの総数の増加が認められた。一方、神経細胞
刺激郡においては AChR クラスター数、面積、長さに関して刺激との相関は見られなかったが、
神経突起と隣接して局在するクラスターの割合が増加していた。また神経細胞を刺激し、生じ
る筋収縮を観察すると神経細胞刺激郡において刺激に対する応答性が向上していた。以上から
前シナプスである神経細胞と後シナプスである筋細胞をそれぞれ特異的に任意の時間やパター
ンで独立して光刺激することができる NMJ形成モデルの系を構築することができた。神経筋共
培養下での AChRの集積は筋細胞特異的に、NMJの発達には神経細胞特異的にそれぞれの活動依
存性に亢進することが示唆された。 
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