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研究成果の概要： 
カルシウムイオンは生命活動に重要な役割を担っているが、開口放出、身体の左右差決定等の

重要な生理機能については不明の点が多く残っている。そこで、チタン・サファイアレーザー

（近赤外フェムト秒レーザー）を励起光源として用いて生体組織中で非線型光学過程の一種で

ある多光子励起過程を用いる蛍光顕微鏡法（2 光子顕微鏡）を展開させた。その結果、他の顕
微鏡法では観察不可能な、インタクトな組織深部の微細構造とカルシウムイオン等の分子の同

時観察を可能する方法論を確立し、開口放出、身体の左右差決定等の分子機構について重要な

知見を得た。 
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１．研究開始当初の背景 
非線型光学過程の一種である多光子励起過
程を用いた光学顕微鏡（2 光子顕微鏡）は、
近赤外域のフェムト秒レーザーを励起光源
として用い、他の顕微鏡法では観察不可能な、
インタクトな組織深部の分子細胞機構の観
察を可能とする。申請者らは、この 2光子顕
微鏡法の応用を推し進めてきた。我々はその
過程で蛍光指示薬を用いた各種イオン等の
定量的な可視化解析法を開発し、細胞内カル
シムイオン濃度（[Ca2+]i）の上昇によって引

き起こされる神経、分泌細胞の細胞機能の研
究に適応し、特に、開口放出、神経可塑性や
イオンチャネルの分布の研究を推進してき
た。まず、[Ca2+]i上昇がトリガーする開口放
出は、神経化学伝達物質の分泌の例を待つこ
となく、シナプス前終末のみならず、様々な
内・外分泌腺や血液細胞などの主要な機能で
あり、シナプス後部においても重要な働きを
果たすと考えられている。しかし、この分子
機構は観察技術の不足のために分子機構の
解明が遅れている。そこで、我々は多光子励
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起過程の同時多重染色性を生かした開口放
出の新しい網羅的解析法を確立した(Nemoto, 
T., et. al., Nature Cell Biol., 2001; Takahashi, N., 
et. al., Science, 2002; Nemoto, T., et. al., J. Biol. 
Chem. , 2004; Liu, T.-T., et. al., J. Physiol., 
2005; Kishimoto, T., et. al., EMBO J, 2006)。本
研究ではこれを発展させ、代表的な分泌細胞
の開口放出機構の解明を進める。一方、２光
子顕微鏡は細胞内部のサブミクロンの生理
的構造を光機能性分子であるケージド試薬
で刺激できる新しい細胞機能の解析法であ
る。我々は、2 光子励光活性化をケージドグ
ルタミン酸 MNI-Gluに与えることで、単一ス
パインを刺激する方法論を確立し（Matsuzaki, 
M., et. al., Nature Neurosci., 2001）、スパイン
形態と機能に強い相関があることを明らか
にした。同様にケージドカルシウムを用いる
ことで、カルシウム依存性イオンチャネルの
機能的マッピングが可能であることも見い
出している。更に最近、驚くべきことに、我々
は胚分化の過程でカルシウムイオンの流入
が体の左右の決定機構に重要な役割を担っ
ている可能性を示唆するデータを得た。この
ように、我々は、未知のカルシウムシグナル
の機能の発見と、それを可視化解析する新し
い方法論の確立を推進してきた。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究成果をふまえ、我々の開発し
てきた 2光子顕微鏡による新規的な分子細胞
機能アッセイを用い、以下の研究目的を設定
し、研究を推進した。 
 
（１） カルシウム依存性開口放出の分子細
胞機構の解明 
カルシウム依存性開口放出機構は神経系以
外にも、内分泌・外分泌腺、血液細胞など全
ての細胞で利用されている。開口放出に関与
する分子のリストアップは進んでいるが、現
象の測定が困難であるために、分子機構の理
解は大きな壁に直面している。我々は開口放
出を網羅的かつナノメータースケールで観
察する独自手法を開発し、膵外分泌腺・副腎
髄質で「逐次開口放出」を世界で初めて実証
し(Nemoto, T., et. al., Nature Cell Biol., 2001; 
Kishimoto, T., et. al., EMBO J, 2006)、さらに膵
β細胞で完全融合過程の可視化に成功した
(Takahashi, N., et. al., Science, 2002)。また、神
経分泌モデル株化細胞（PC12 細胞）におい
てシナプス様小胞の一過性の融合細孔形成
による開口放出・エンドサイトーシスを計測
する新しい方法の開発に成功した(Liu, et. al., 
J. Physiol., 2005)。そこで、SNARE連関タン
パク質に代表される分子の開口放出への関
与を直接測定し解明することを可能とする
実験系の確立を目的とした。特に、上記の系
の特徴を利用して、カルシウムによるトリガ

ー機構など開口放出現象の根本的な理解を
進めるために、開口放出現象を確実に可視化
測定しながら、膜融合関連分子動態を、多重
同時可視化し、蛍光エネルギー移動法（FRET）
等を用いて観察、比較することを可能とする
実験系の確立を目的とした。 
 
（２）開口放出の新しい測定法の開発 
研究項目１の成果を神経細胞に応用して、シ
ナプス前終末における分泌小胞の開口放出
や樹状突起の小胞輸送の直接的網羅的観察
法を開発し、シナプス可塑性の定量化や分子
基盤解明を進める事を目的とした。 
 
（３）水・電解質輸送機構の解明 
外分泌腺においては、K+、Cation、Cl-の３種
類のイオンチャネルがあり、その空間分布が
電解質輸送の基礎であると考えられている。
最近、齧歯類膵臓外分泌腺において水チャネ
ルがクローニングされたという報告がなさ
れたが（Rai, T., Biophys. Biochem. Res. Comm., 
2005）、どのように電解質輸送に関与してい
るかといった生理的機能は不明である。光活
性化物質であるケージドカルシウムを利用
することが可能な実験系を確立し、旧来の電
気生理的手法では解明できなかった電解質
輸送の分子機構を明らかにすることを目的
とした。 
 
（４） 胚分化・左右軸決定におけるカルシ
ウムイオンチャネルの新規機能 
我々は原腸陥入期のマウス胚表面にあるノ
ードと呼ばれる部位の繊毛が左向きの水流
を作ることを発見した（Nonaka, S., et. al., 
Nature, 2002; Nonaka, S., et. al., Cell, 1998）。こ
のノード流ベクトルの情報は、左側特異的に
発現する遺伝子（nodal、lefty）の発現を経て、
個体の左右性へとつながっていくことは解
っている。しかしベクトル流がどのような分
子機構で発現レベルの非対称性を生み出し
ているかについては決着をみていない。最近、
ノードの左側でのみ細胞内遊離カルシウム
イオン濃度が上昇するという報告がなされ
ている。さらに、ノード流を受けている繊毛
の根元にある機械刺激受容型カルシウムチ
ャネル PKD2の遺伝子欠損マウスでは、ノー
ド流は保たれているのに、nordal の発現が消
失し、左右差が無くなることが報告されてい
る（McGrath, Curr. Opin. Genet. Dev., 2003）。
そこで、本課題ではカルシウム動態の身体左
右差決定における生理的役割を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究は、我々が既に所有、維持管理する倒
立、正立型 2光子顕微鏡システム３台を用い
て実験を実施した。 



 
（１） カルシウム依存性開口放出の分子細
胞機構の解明 
2 光子励起の同時多重染色性を用いて水溶性
蛍光色素分子による開口放出の観察と同時
に、小胞性及び細胞膜性融合関連タンパク質
v-, t-SNAREを染色し、SNARE複合体形成と
融合細孔形成の関係を蛍光分子の細胞内動
態を時間分解能を上げて精密に測定するこ
ととした。特に、TEPIQ法を用いて、古典的
空間分解能以下のシナプス小胞様の分泌小
胞の動態についても可視化し、薬理実験など
を実施した。 
 
（２） カルシウム依存性の水・電解質輸送
の 2光子断層イメージング 
水溶性蛍光色素を細胞外液に加えることで、
腺構造をできるだけ無傷に作成すると、腺腔
部色素の希釈効果により電解質輸送が可視
化されることを我々は発見していた（Oshima, 
A., et. al., Cell Calcium, 2005）。そこで、この
可視化法に、紫外線閃光によるケージド Ca2+

の光活性化法を取り入れて、膵臓外分泌腺に
適用し、生理的な細胞内カルシウムイオン濃
度の上昇と水・電解質輸送の関係を直接的に
検討する系の確立を行った｡水チャネル
AQP12 が分泌小胞膜へ局在することも報告
されており（Rai, T., et. al., Biophys. Biochem. 
Res. Comm., 2005）、その溶液輸送の寄与につ
いても可視化解析を試みた。 
 
（３）胚分化・左右軸決定におけるカルシウ
ムイオンチャネルの新規機能 
胚分化の過程においてカルシウム濃度上昇
の非対称性が左右性の決定に重要な役割を
担っている可能性が最近指摘されている。胚
の分化過程におけるカルシウム動態と機能
を明確化し、カルシウムチャネルの役割につ
いて包括的に理解するため、子宮内部を模倣
して生理的な環境を維持し、初期胚全体でカ
ルシウム動態を観察する実験系を構成し、
Fura-2-AM体を負荷した胚を用い、正立型”in 
vivo”2光子顕微鏡によって系を確立した。 
 
４．研究成果 
（１）2光子顕微鏡法の展開 
未知のカルシウムシグナルの機能の発見を
目標として、それを可視化解析する新たな 2
光子顕微鏡による新規的な分子細胞機能ア
ッセイの確立に成功した。特に、顕微鏡用の
超短光パルス幅を計測するオートコリレー
ター一式、及び対物後のパルス幅を最適化す
るための群速度補正装置を用いて、光機能性
分子の光活性化と断層イメージングを同時
に実施することが可能な光学的要件を網羅
的に検索した。その結果、70フェムト秒とい
うパルス幅をほぼ発振可能な全域において

実現することに成功した。このような最適化
された条件では侵襲性が最も低くなった。 
 
（２）胚分化・左右軸決定に関する研究 
２光子顕微鏡によってノードを構成する細
胞内のカルシウム動態を安定的に in vivo可視
化する系の確立を連携研究者、基礎生物学研
究所・野中茂紀准教授（初年度は研究分担者）
と実行した。マウス子宮内部と同様に生理的
な条件を長時間に渡って維持すると同時に
深部断層イメージングを実施することに成
功した。その結果、発生段階におけるマウス
胚におけるカルシウム振動現象の時空間分
布が明らかになり、カルシウム振動はレイト
バッド期から観察されるが、その時点では振
動そのものに左右性は認められなかった。従
って、それ以降にカルシウムシグナルの非対
称性が獲得される可能性が新たに判明した。 
 
（３）カルシウム依存性開口放出と水・電解
質輸送の分子機構 
膵臓ランゲルハンス島標本、膵β細胞標本に
蛍光タンパク質による蛍光タグ化法や
TEPIQ法を適用し、回折限界以下のシナプス
小胞様の分泌小胞の動態を捉えることに成
功した。さらに薬理学的実験による大型有芯
小胞との動態の比較により、その小胞動態の
分子基盤に関する知見を得た。また、新たに、
九州大学作成のノックアウトマウスを対象
に 2光子断層メージングを用いた細胞内遊離
カルシウムイオン濃度と開口放出の同時可
視による定量的な解析を実施し、GABAA 受
容体結合分子の小胞輸送おける機能につい
て新たな知見を得ることに成功した。膵臓外
分泌腺細胞ではカルシウム依存性の電解質
輸送が生理的な逐次開口放出に重要である
ことと、その生理機能実現のためには分泌顆
粒膜上の AQP12 分子が必須であることが示
唆された。 
 
（４）in vivo可視化アッセイや生理活性研究
への応用 
本課題の研究遂行過程に於いて 2光子顕微鏡
法を in vivo可視化アッセイや生理活性研究へ
の応用可能性を広げることに成功した。特に、
生体肝組織や皮膚組織、リンパ系組織への適
用により in vivo FRAP法の開発や第 2高調波
発生による結合組織の非侵襲的可視化に成
功した（特許出願準備中）。また、世界で最
も開口波長の短い新たな群青色蛍光タンパ
ク質を用いたタグ化技術を用いることで、2
光子断層イメージグにおいて１波長励起で
４つの蛍光波長成分を完全同時可視化する
方法論の開発に世界で初めて成功した。 
以上のような非線形光学過程を用いた定量
的可視化解析を可能とする方法論の確立か
ら、様々な生体組織におけるカルシウム依存



性の生理機能調節機構の分子基盤の可視化
解析について、さらなる展開の可能性が拓け
てきた。 
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