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研究成果の概要（和文）：細胞内Ca2+濃度上昇（Ca2+シグナル）の脳における病態生理機構を、イメージング法
を効果的に用い、分子から個体レベルまで統合的に解析し、以下の成果を得た。(1)一酸化窒素による神経細胞
内Ca2+動員が、てんかん重積に伴う神経細胞死に関与し、このCa2+動員の分子基盤であるリアノジン受容体が、
神経保護のための治療標的となることを明らかにした。(2)神経細胞傷害に伴い、アストロサイト細胞内でCa2+
動員が起こり神経保護作用を惹起することを明らかにした。(3) 小胞体とミトコンドリア内腔のCa2+動態を観測
するインジケーターを作製し、病態生理的Ca2+シグナル形成の基盤を解析する方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：We studied the pathophysiological mechanisms of increases in the 
intracellular Ca2+ concentration (Ca2+ signals) in the brain at levels between cell and whole body 
using new imaging methods, and obtained the following results. (1) Nitric oxide induces neuronal Ca2
+ signals, which are involved in neuronal cell death following status epilepticus. We showed that 
the ryanodine receptor, which is the molecular basis of the nitric oxide-induced Ca2+ signals, can 
be a therapeutic target to protect neurons from cell death. (2) Upon neuronal injury, astrocytes 
generate Ca2+ signals releasing Ca2+ from the endoplasmic reticulum and promote neuroprotection. (3)
 We generated new indicators to visualize Ca2+ concentrations within the endoplasmic reticulum and 
mitochondria, and established the method to analyze the basis of generation of pathophysiological 
Ca2+ signals.

研究分野：薬理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脳内の神経細胞およびグリア細胞では、細胞内カルシウム濃度上昇が機能制御のスイッチとして働いており、正
常な脳機能に必須である。一方、様々な病態において細胞内カルシウム濃度が異常な変化を示すことを、生体内
イメージング法などを駆使して解明した。異常なカルシウム濃度変化が神経細胞内で起こると神経細胞傷害を引
き起こすことを見出し、このカルシウム濃度変化の原因となる分子機構の一つを特定した。また、病的なカルシ
ウム濃度変化がアストロサイト（グリア細胞の一種）で生じると、細胞の性質が変化し、周囲の神経細胞の保護
に働くことも見出した。これらの成果は、神経細胞を病態から保護する治療法の開発に役立つと期待される。



１．研究開始当初の背景 

 先行する基盤研究(S)では、中枢神経細胞およびグリア細胞内 Ca2+シグナル機構が、脳傷害に伴う細

胞応答に密接に関与することを示唆する結果を得ていた。同時に、生体内での Ca2+イメージング法、お

よび細胞内小器官内腔の Ca2+イメージング法の開発を進めていた。このような研究準備状況を基盤と

し、脳傷害に関連したCa2+シグナルの病態生理機構研究においてイメージング法を駆使するなどして、

世界をリードする研究を推進することを目指した。 

 

２．研究の目的 

 中枢神経系は、多数の神経およびグリア細胞間の複雑なネットワーク機構により、正常から病態に

至る様々な機能を果たしている。その中で、細胞内 Ca2+シグナルは重要でかつ広範な機能制御に関与す

るとともに、病態にも深く関与する。本研究では先行する研究成果を発展させ、シグナル分子イメージ

ング法を効果的に用いながら、病態生理機構を分子レベルから個体レベルまで統合的に明らかにする

成果をあげ、治療標的同定への基盤形成を目的とした。具体的には、以下の３テーマについて研究を推

進した。(1)一酸化窒素（NO）による Ca2+放出機構の病態生理、(2)グリア細胞 Ca2+シグナル機構の病態

生理、(3)細胞内小器官 Ca2+動態の病態生理。 

 

３．研究の方法 

 Ca2+シグナルが関与する中枢神経系の病態生理機構について、新たに準備した遺伝子改変マウス、お

よび新開発の細胞内小器官内腔の Ca2+濃度を測定できるインジケーター群を用い、先端的な蛍光分子

イメージング法を活用して、細胞および分子レベルでのメカニズムを明確にするとともに、個体レベ

ルでの解析を行った。研究に用いた遺伝子改変マウス、生体内 Ca2+イメージング法、新規細胞内小器官

用 Ca2+インジケーターについては、以下の「４．研究成果」において詳述する。 

 

４．研究成果 

 Ca2+シグナル機構と病態の関連を追求し以下の結果を得た。 

(1)NO による Ca2+放出機構（NICR 機構）の病態生理 先行研究において、NO が小胞体からの Ca2+放出

チャネルであるリアノジン受容体１型（RyR1）の特定のシステイン残基（マウスでは 3636 位のシステ

イン, Cys3636）を S-ニトロシル化して活性化し、Ca2+放出を起こすことを中枢神経細胞で明らかにし

ている。この NICR 機構の病態生理的意義を明らかにするため、RyR1 の Cys3636 をアラニンで置換した

ノックインマウス（C3636A マウス）を作製して解析を行い、以下を明らかにした。① C3636A マウス

の神経細胞では NICR が欠失していることを確認した。② NICR 以外の RyR1 機能（骨格筋興奮収縮連

関、Ca2+による Ca2+放出（CICR）機構、リアノジン結合）が野生型と C3636A マウスで差がないことを確

認した。③ NO ドナーによる神経細胞の形態変化およびミトコンドリアの脱分極と断片化が、C3636A

マウス由来の細胞で著明に低下することを明らかにした。④ カイニン酸てんかんモデル（側頭葉てん

かんの代表的動物モデル）を用い、野生型とC3636A マウスにおいて解析を進め、てんかん発作の強さ



については差が認められないが、発作後の海馬神経細胞死が C3636Aマウスで著明に低下することを明

らかにした（図１)。⑤ NICR 抑制薬のダントロレンにもてんかん重積に伴う神経細胞死を抑制する作

用があることを明らかにした。以上の成果に基づき、NICR 機構を担うRyR1 がてんかんに伴う神経細胞

死の治療標的となることを示して論文発表を行なった（発表論文②）。 

 

 

(2)グリア細胞 Ca2+シグナル機構の病態生理 アストロサイトの Ca2+シグナルがアストログリオーシス

を惹起して神経保護作用を発揮することを明らかにした（発表論文⑦）。さらに、テトラサイクリン発

現制御系を用い、アストロサイト特異的にタンパク質型 Ca2+インジケーター（YC-Nano50）を発現する

遺伝子改変マウスを作製し、二光子励起顕微鏡法を用いた生体内イメージング法を確立した。これに

より、微細突起部分に局在するCa2+シグナル（Ca2+ twinkle）を発見した（図２、発表論文⑤）。 

 

 

 このマウスを用いた脳傷害モデルで、Ca2+シグナルとアストロサイト形態の同時測定に成功した。さ

らに、Ca2+シグナルの意義を検証するため、イノシトール三リン酸 (IP3)-Ca
2+シグナルを抑制できる IP3

分解酵素と Ca2+インジケーターを同時にアストロサイトに発現するマウスを作製し、実際に IP3による

Ca2+動員が IP3 分解酵素発現により抑制されることを確認した。脳傷害前後の生体内アストロサイト

Ca2+イメージング解析により、受傷後分単位の経過でアストロサイト機能変動が起こることが示唆され

た。その分子実態を解明するため、受傷した脳組織からアストロサイトを含む細胞分画を精製してプ

ロテオミクス解析を行った結果、細胞骨格タンパク質やトランスポーターなど数種類のタンパク質が

図１ リアノジン受容体の S-ニトロシル化が起きない C3636A ノックインマウスでは NICR が欠失し、カイ

ニン酸てんかんモデルにおける海馬 CA3領域の神経細胞死が著明に抑制された。 

図２ アストロサイト特異的にタンパク質型 Ca2+インジケーターYC-Nano50 を発現する遺伝子改変マウスを

作製し、生体内におけるアストロサイトの Ca2+シグナルを高精度で観測する方法を確立した。 



短時間で量的もしくは質的に変動することを突き止めており、Ca2+依存性と機能について詳細解析を進

めている。 

(3)細胞内小器官 Ca2+動態の病態生理 小胞体およびミトコンドリアなど細胞内小器官内腔の Ca2+濃度

は、細胞質の Ca2+濃度と比較して異なる濃度領域で変化する。そこで細胞内小器官に局在して、局所の

濃度変化に適切な Ca2+親和性を持ち、小器官内腔の Ca2+濃度変化に応答するインジケーター群CEPIA シ

リーズの開発に成功した。これにより、細胞質、小胞体内腔、およびミトコンドリア内腔の Ca2+濃度を

同時に色違いで測定することが可能になった。この方法を用い、小胞体とミトコンドリア内腔の Ca2+濃

度の連携関係を、細胞内での不均一性を明らかにし、論文発表を行った（発表論文⑥）。CEPIA は、小

胞体内腔およびミトコンドリア内腔のCa2+インジケーターの de facto スタンダードとして世界中の研

究室で現在使用されており、これまで950 件以上のプラズミド請求に応じている。 

 

 

 CEPIA を用い、小脳プルキンエ細胞の小胞体内腔 Ca2+動態を、スライス標本を用いて解析した。平行

線維入力に伴い、IP3シグナル依存的に、樹状突起およびスパイン内で小胞体内腔 Ca2+濃度が減少する

様子を可視化し、神経細胞においては小胞体が Ca2+の細胞内輸送パイプラインとして機能することを

明らかにして論文発表を行った（発表論文③）。 

 CEPIA をアストロサイト小胞体に特異的に発現するトランスジェニックマウスを作製した。特に小

脳バーグマングリアにおいて強い発現がみられ、スライス標本を用いて小胞体からの Ca2+放出を高感

度に検出できた。光ファイバーを用いた自由行動下生体内測定の準備を進めている。 

 シュワン細胞において、神経活動に伴い細胞内 Ca2+シグナルが形成されるとともに、ミトコンドリア

内腔の Ca2+濃度が上昇することを見出し、この一連の Ca2+シグナル機構がミエリン形成に関与すること

を明らかにした（発表論文④）。 

 アデノ随伴ウイルスを用い CEPIA をアストロサイト小胞体に特異的に発現させ、脳スライス標本を

用いてノルアドレナリン刺激に伴う Ca2+放出を観察する実験系を確立した。これまでの多数の研究で

は、2 型 IP3 受容体欠損マウスでは細胞質 Ca2+シグナルが見られないことから、Ca2+シグナルの生理的

あるいは病態生理的意義を解析するモデルとして多用されてきた。ところが、CEPIA を用いて小胞体内

腔とミトコンドリア内腔の Ca2+濃度変化を測定したところ、2 型 IP3受容体欠損アストロサイトにおい

て小胞体からの Ca2+放出およびミトコンドリアへの Ca2+流入は、野生型マウスのものと比較すると小さ

いものの、有意に観察されることを突き止めた。このことから、2型 IP3受容体欠損マウスでも小胞体

図３ 細胞質 Ca2+濃度測定用タンパク質型 Ca2+イ

ンジケーターの Ca2+感受性を 1,000 倍以上改変し

て、小胞体内腔の Ca2+濃度変化を測定できる CEPIA

を開発した。従来のインジケーターとは桁違いの

性能であり、色違いの CEPIA も作成したことによ

り、小胞体内腔Ca2+インジケーターとしてde facto

スタンダードとなっている。図には示さないが、ミ

トコンドリア用の CEPIA も開発した。 



近傍の Ca2+濃度上昇が残存することを明らかにし（図４）、アストロサイト Ca2+シグナル欠失モデルと

しての結果の解釈に留意すべきことを示した（発表論文①）。 
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図４ アストロサイトにおいて 2 型 IP3 受容体を欠失し

ていても小胞体近傍に Ca2+シグナルが残存することが、

CEPIA を用いた小胞体およびミトコンドリア内腔の Ca2+

測定により明らかとなった。 
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