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研究成果の概要（和文）： 
 
蛍光共鳴エネルギー移動を利用して細胞内 Ca2+放出チャネルであるイノシトール三リン酸

（IP3）受容体の開口機構、および Ca2+振動中の Ca2+ポンプ活性を明らかにし、ホスフォリパー

ゼ Cβ1およびβ4の Ca2+振動形成における役割を明らかにした。これらの結果に基づき構築し

た数理モデルにより、IP3受容体の不活性化を誘導する Ca2+結合が IP3結合と拮抗する事が Ca2+

振動形成の本質的メカニズムであることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The gating mechanism of inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R)/Ca2+ release channels and the 
Ca2+ pump activity of sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase during Ca2+ oscillations were 
investigated by using the fluorescent resonance energy transfer technique. Phospholipase C ß1 and 
ß4 were identified to be crucial for the generation of Ca2+ oscillations in HeLa cells stimulated with 
histamine. We constructed a mathematical model to reproduce Ca2+ and IP3 dynamics observed and 
found that a dual-ligand competition of IP3R is a fundamental mechanism for the generation of Ca2+ 
oscillations. 
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１．研究開始当初の背景 
 
Ca2+シグナリングの研究において、神経細胞

の活動電位にも似た Ca2+スパイク（細胞質

Ca2+濃度の急峻な一過性の上昇）の周期的な

生成や Ca2+波の伝搬は、生きた細胞でリアル

タイムに Ca2+濃度を計測できるようになっ

て以来、現象自身の面白さのみならず情報を

コードするという生物学的重要性から多く

の研究者の興味を集めてきた。細胞外刺激に

より生じる細胞内 Ca2+濃度変動は、Ca2+放出

を誘導するセカンドメッセンジャーである

イノシトール 1,4,5 三リン酸（IP3）の産生お

よび代謝、細胞内貯蔵器官からの Ca2+放出、

貯蔵器官や細胞外への濃度勾配に逆らった

Ca2+輸送、細胞膜上の Ca2+チャネルによる細

胞外からの Ca2+流入、細胞質および細胞内

Ca2+貯蔵器官における Ca2+受容タンパク質

による Ca2+のキレート効果などの多くの要

素が相互に関連し、フィードバック制御を含

めた分子ネットワークを形成することで細

胞質という３次元空間で実現される極めて

複雑な生命現象である。このことから、細胞

内 Ca2+動態形成の分子メカニズムを解明す

るためには、個々の分子の働きだけでなく全

体をシステムとして理解することが重要と

なる。しかし、実験によって個々の分子の動

作を解析する研究と、理論をもとにシステム

全体の挙動を解析する研究は多くの場合独

立に行われ、例えばシミュレーションに必須

な情報である速度定数は多くの反応につい

て未知であるなど十分な連携が取られてい

なかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、神経細胞で生じる活動電位が

Hodgkin-Huxley方程式で表され、神経細胞

の膜電位の興奮性を生み出す分子メカニズ

ムが明らかにされたように、細胞内Ca2+スパ

イクを実験結果に基づいたリアリスティッ

クかつ単純な数理モデルで書き表すことで、

細胞外刺激を受けた細胞のCa2+に関する細

胞質の興奮性を生み出す分子メカニズムを

明らかにすることを目的とする。 
 
多くの細胞では、細胞膜上の受容体が活性化され

るとセカンドメッセンジャーであるIP3が産生さ

れ、IP3によって細胞内Ca2+放出チャネルである

IP3受容体が開口し、Ca2+が細胞質に放出される。

申請者は蛍光IP3センサーを用いて周期的にCa2+

スパイクが生じている際の細胞質におけるIP3動

態を観測し、IP3濃度の急峻な上昇なしにCa2+ス

パイクが生じていることから、IP3産生酵素であ

るホスフォリパーゼC（PLC）ではなく、IP3受容

体チャネル自身がスパイク発生器であることを

明らかにした（Matsu-ura, T., et al., J. Cell 
Biol., 173, 755-765, 2006）。IP3受容体は低濃度

の細胞質Ca2+によって活性化され、また高濃度

Ca2+によって不活性化されるというように二相

性の活性制御を受け、Ca2+はIP3と共にIP3受容体

チャネルの開口を引き起こすリガンドであると

考えられている。特に、IP3受容体自身が低濃度

Ca2+によって活性化されることから、IP3存在下

でCa2+放出が起きると正のフィードバック調節

によりIP3受容体自身がさらに活性化され、自己

増幅的にCa2+放出が進行しCa2+スパイクの立ち

上がり部分が形成されると考えられているが、

IP3結合によるCa2+結合親和性の変化等のIP3結

合とCa2+結合の相互作用の詳細や、Ca2+スパイク

の減衰部分を生み出すと考えれられている高濃

度Ca2+によるチャネルの不活性化の分子機構は

明らかとなっていない。そこで本研究では、IP3

受容体のリガンド結合により誘起される構造変

化をIP3受容体サブユニット間FRETを用いて可

視化し、IP3受容体チャネルの開口メカニズム（特

に遷移状態数とリガンド結合による状態間移行

の全容）を明らかにする。この結果をもとに、IP3

受容体チャネルのリアリスティックな数理モデ

ルを構築し、IP3受容体の単一チャネル電流、細

胞質の局所で観察される一過性のCa2+上昇であ

るCa2+パフ、および細胞質全体で生じるCa2+ス

パイクの３段階のレベルでのCa2+シグナルの数

理モデルによる再現を試み、細胞外刺激を受けた

細胞のCa2+に関する細胞質の興奮性の分子メカ

ニズムの解明を目指す。 
 



３．研究の方法 
 

IP3受容体 Ca2+放出チャネルの開口制御

機構の解析および数理モデルの構築 
 

四量体 IP3 受容体チャネルのリガンド結合

による構造変化を分子間 FRET 効率の変化

により可視化し、IP3および Ca2+という２種

類のリガンドにより活性が制御されている

IP3 受容体チャネルの開口制御機構を明らか

にする。このため、ECFP もしくは Venus
をアミノ末端に融合した IP3 受容体および

ECFP もしくは Venus をカルボキシ末端に

融合した IP3受容体を作成し、ECFP 融合タ

ンパク質と Venus 融合タンパク質をそれぞ

れ１種類ずつ同一細胞に発現させる。ECFP
および Venus の蛍光シグナルにより２種類

の蛍光タンパク質/IP3 受容体融合タンパク

質を同時に発現する細胞を同定し、細胞膜を

beta-escin で処理し低分子の拡散が可能な

状態にした後に Ca2+キレーターである

HEDTA で遊離 Ca2+濃度を正確に制御した

溶液（Michikawa, T., et al., Neuron, 23, 
799-808, 1999）を灌流させ、定常状態に達

した ECFP および Venus の蛍光強度を蛍光

倒立顕微鏡を用いて測定する。測定された

ECFP および Venus の蛍光強度の比を取る

ことで、IP3受容体チャネルのアミノ末端同

士（もしくはカルボキシ末端同士、もしくは

アミノ末端とカルボキシ末端）に ECFP お

よび Venus を融合させたサブユニットを含

む四量体 IP3 受容体チャネルの FRET 効率

を測定する。なお、細胞膜を beta-escin で

処理することで小胞体膜上の IP3 受容体の

移動が阻害されるため（Tateishi, Y., et al., J. 
Biol. Chem., 280, 6816-6822, 2005）、FRET
効率は分子の凝集の程度ではなく個々の四

量体チャネル分子の構造を反映すると考え

られる。同様の実験をさまざまな濃度の

Ca2+および IP3 存在下で行い、IP3受容体の

構造変化に対する IP3 結合および Ca2+結合

の効果、および両者の相互作用を明らかにす

る。 
 
IP3産生酵素の Ca2+振動形成における役割

の解析 
 

IP3産生酵素である PLC は Ca2+によって活性化

されるため、細胞内 Ca2+動態形成において正の

フィードバック調節を受けシステムの非線形性

に寄与していると考えられる。PLC はサブタイ

プによって Ca2+に対する感受性や活性化機構が

異なるため、Ca2+動態形成の分子機構を理解する

ためには、研究対象とする細胞で実際に発現し作

用しているサブタイプの同定が必須である。申請

者はこれまでに蛍光 IP3センサーを用いた解析に

より、HeLa 細胞には細胞質 Ca2+濃度の上昇のみ

でゆっくりと IP3を産生する成分と、細胞外刺激

であるヒスタミン刺激のみで速やかに IP3産生を

起こす成分があり、ヒスタミン刺激と細胞質Ca2+

濃度上昇の両者が同時に細胞に与えられると、そ

れぞれの成分の線形和を越えた一過性の IP3濃度

上昇（および IP3濃度の減少）が起きることを明

らかにしており（Matsu-ura, T., et al., J. Cell 
Biol., 173, 755-765, 2006）、複数の PLC サブタ

イプが IP3動態形成に関与していると考えられる。

本研究では、siRNA を用いて各 PLC サブタイプ

をノックダウンさせたHeLa細胞の IP3動態を蛍

光 IP3センサーを用いて測定し、HeLa 細胞で IP3

動態形成に関与している PLC サブタイプの同定

を試みる。 
 
Ca2+ポンプ活性のリアルタイム測定と数理モデ

ルの構築 
 
細胞膜や細胞内 Ca2+貯蔵器官上に存在する

Ca2+ポンプは ATP の加水分解エネルギーを用い

て Ca2+濃度勾配に逆らって膜を隔てて Ca2+を輸

送し、静止状態の細胞質 Ca2+濃度を規定し、さ

らに刺激により上昇した細胞質 Ca2+濃度を下げ

るように働いており、細胞内 Ca2+動態形成にお

いて欠くことのできない重要な分子である。本研

究では、これまでに測定されたことのない生きた

細胞内での Ca2+ポンプの活性化状態を明らかに

するために、蛍光タンパク質と低分子蛍光色素を

組み合わせることでポンプ活性に依存した

FRET 効率の変化を示す分子を作成し、Ca2+振動

中のポンプ活性の変化を測定する。 
 

Ca2+パフを生み出す分子機構の解析 
 
弱い細胞外刺激により、細胞質の局所で数百ミリ

秒という短い時間間隔で一過性に Ca2+濃度が上

昇する Ca2+パフが観察される。Ca2+パフは IP3



受容体チャネルを通して放出された Ca2+が

近傍の IP3 受容体チャネルを活性化し協同

的な Ca2+放出が起きることで生じ、細胞全

体に広がる Ca2+シグナルを構成する機能単

位であると考えられている。しかし、観察さ

れた Ca2+パフの持続時間や空間的広がりを

正確に再現するようなモデルはこれまでに

作られておらず、このため Ca2+パフを生み

出す分子機構の詳細はわかっていない。本研

究では、これまで Ca2+パフの観察の際に主

に用いられてきたラインスキャンに代わり、

全反射顕微鏡によって蛍光 Ca2+感受性色素

の２次元蛍光イメージを数十ミリ秒という

フレーム速度で取得し、空間情報を保持した

状態で Ca2+パフの観察を行う。得られた

Ca2+パフの経時的な画像データを２次元ガ

ウス分布でフィッティングすることにより、

Ca2+パフが広がる速度や重心の位置および

Ca2+パフの各部位における Ca2+濃度変動の

時間パターン等を定量的に解析する。これら

のデータをもとに、新たに構築した IP3受容

体チャネルの開口制御モデルから Ca2+パフ

の再現を試み、Ca2+パフを生み出す分子機構

を解析する。 
 

Ca2+スパイクを生み出す分子機構の解析 
 
ある特定の強度で細胞を刺激すると、細胞質

全体に広がる一過性の Ca2+上昇が周期的に

繰り返される Ca2+振動が生じる。この時に

細胞質全体もしくは一部の Ca2+濃度の経時

変化に着目すると、ペースメーカーと呼ばれ

る小さく緩やかな Ca2+濃度上昇に続いて急

峻に Ca2+濃度が立ち上がり、ピークに達し

た後緩やかに静止状態に戻る Ca2+濃度変動

が繰り返し起こっており、それぞれの Ca2+

濃度上昇は Ca2+スパイクと呼ばれている。

高い時間及び空間解像度で蛍光 Ca2+感受性

色素および蛍光 IP3 センサーの２次元蛍光

イメージを取得し、得られた Ca2+スパイク

および IP3 動態の時空間特性を再現できる

数理モデルの構築を試みる。 
 

 
４．研究成果 
 

IP3受容体 Ca2+放出チャネルの開口制御機

構の解析および数理モデルの構築 
 

分子間 FRET を用いてリガンド結合による IP3受

容体の構造変化を検出したところ、IP3 結合によ

り FRET 効率は上昇し、一方 Ca2+結合によって

はFRET効率が減少するという相反する効果が生

じることがわかった。さらに両リガンドを同時に

添加すると、FRET 効率はそれぞれのリガンドに

よる効果の線形和ではなく、IP3 が見かけ上 Ca2+

による構造変化の効果を打ち消すように働くこと

がわかった。また、IP3 非存在下の Ca2+による

FRET変化を IP3存在下でのCa2+によるFRET変

化から差し引くと、IP3 受容体のチャネル活性と

よく似た二相性の Ca2+依存曲線が再現できるこ

とがわかった。これらの結果をもとに IP3 受容体

の構造変化モデルを作成し、IP3 受容体のリガン

ドによる構造変化は 5 状態でよく近似することが

でき、IP3 による構造変化と不活性化を誘導する

Ca2+結合が拮抗するというメカニズムを導入する

ことで、それぞれのリガンド結合親和性の複雑な

制御機構を考慮することなくリガンドによる構造

変化を説明しうることを見いだした（Shinohara, 
T., Michikawa, T., et al. 投稿中）。 
 
IP3 受容体の IP3 結合部位はアミノ末端側およそ

350 アミノ酸部分により構成されており、そのさ

らにアミノ末端側のおよそ 220 アミノ酸部分は

IP3結合親和性を 10 倍以上低下させ、さらに IP3

結合とチャネル開口を取り持つカップリング領域

として働くことがわかっていた。そこでこの領域

に存在するアミノ酸を詳細に調べ、167 番目のチ

ロシン残基がチャネルを形成する膜貫通領域と直

接結合し、カップリングに必須であることを見い

だした（Yamazaki, H., et al., J. Biol. Chem., 
2010; Chan, J., et al., J. Biol. Chem., 2010）。 
 
IP3産生酵素の Ca2+振動形成における役割の解

析 
 
siRNA を用いて、HeLa 細胞で発現しヒスタミン

刺激による Ca2+振動形成に関与している PLC サ

ブタイプとして PLC1 および4 を同定した。

PLC1 を選択的にノックダウンした細胞では、

Ca2+振動を示す細胞が著明に減少しており、一方 
PLC4 を選択的にノックダウンした細胞では

Ca2+振動の周波数が有意に減少するという異なる

表現型を示すことがわかった。以上の結果は、



HeLa 細胞において PLC1 および PLC4 が

それぞれ協同して働き、ヒスタミン刺激によ

る Ca2+動態形成においてそれぞれ固有の役

割で寄与していることを示している（Ishida, 
S., et al., 投稿準備中）。 
 
Ca2+ポンプ活性のリアルタイム測定と数理

モデルの構築 
 

筋小胞体や小胞体上に存在する Ca2+ポンプ

である SERCA2a のアミノ末端に ECFP を、

577 番目のリジンと 578 番目のグルタミン酸

の間に低分子蛍光色素 FlAsH が結合する配

列を挿入した分子を作成した。この分子は小

胞体への Ca2+取り込みと相関して FRET 効

率が変化し、よって FRET 効率を測定するこ

とでリアルタイムに SERCA のポンプ活性を

測定できることがわかった。そこで細胞外刺

激を加えた COS7 細胞で Ca2+振動が起きて

いる時の SERCA ポンプ活性を測定したとこ

ろ、Ca2+濃度と同期して活性が変化し、従来

まで考えられていたよりもはるかに高い

Ca2+に対して協同性を示すことが明らかと

なった。この結果、生きた細胞内において、

Ca2+ポンプ活性はヒル係数 5.7 を持つヒル

の式で近似できることが明らかとなった

（Satoh, K., et al., J. Biol. Chem., 2011）。 
 
Ca2+パフを生み出す分子機構の解析 
 
ヒスタミンにより刺激を受けた HeLa 細胞に

おける局所 Ca2+濃度変動を全反射顕微鏡を

用いて測定した。観察されたシグナルを 2 次

元ガウス分布でフィッティングすることに

より、Ca2+濃度上昇の重心が、これまでに調

べられていた IP3受容体の小胞体膜上での拡

散係数に比べ有意に早い速度で移動するこ

とがわかった。このことから、細胞内におい

て局所 Ca2+濃度上昇は、従来考えられてきた

単一部位からの Ca2+放出ではなく、複数の

Ca2+放出部位からランダムに Ca2+が放出さ

れることにより形成されていると考えられ

た（Nakamura, H., et al., 投稿中）。 
 
Ca2+スパイクを生み出す分子機構の解析 
 
上記の結果をもとに、Ca2+放出チャネルであ

る IP3 受容体の新たなキネティクスモデル、

PLC1 および4 による IP3 産生、および高い協

同性を示す Ca2+ポンプ活性を取り入れた新たな

数理モデルを構築した。このモデルは観察された

Ca2+および IP3動態を再現し、また Ca2+振動周波

数のリガンド濃度依存性を再現することもできた。

このことから、リズム発生器である IP3 受容体の

チャネル開口のリガンド依存性、特にチャネルを

活性化する IP3 結合とチャネルを不活性化する

Ca2+結合が互いに拮抗して働くことが、Ca2+振動

形成において中心的なメカニズムを担っているこ

とが明らかとなった（Matsu-ura, T., et al., 投稿

準備中）。 
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