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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリア代謝に関与するミトコンドリアNa+-Ca2+交換輸送体NCLXの抑制は、Bリンパ
球細胞走化を抑制しランダムな細胞運動を増加した。この機序として、NCLXが細胞質Ca2+動態を調節することでアクチ
ン重合やRac1局在化を制御し、その結果、細胞走化や細胞運動を制御することが示唆された。この制御はマウス脾臓由
来Bリンパ球でも見られたが、Tリンパ球では見られなかった。ミトコンドリア－小胞体間Ca2+動態の違いが、Bリンパ
球とTリンパ球の細胞走化におけるNCLXの寄与の違いに関与すると考えられた。また、ミトコンドリアβ酸化が、Bリン
パ球細胞走化・遊走に重要な役割を担う可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Inhibition of mitochondrial Na+-Ca2+ exchanger (NCLX), which is strongly related 
with mitochondrial energy metabolism, caused attenuation of chemotaxis toward CXCL12 and augmentation of 
random cell movement in B lymphocytes (A20). The following mechanisms were elucidated; NCLX modulates 
actin polymerization and Rac1 localization through controlling cytoplasmic Ca2+ so that chemotaxis and 
cell motility of B lymphocytes are influenced. The control by NCLX was observed also in native B 
lymphocytes derived from mouse spleen, but not in T lymphocytes. It was demonstrated that the difference 
in Ca2+ dynamics in mitochondria and endoplasmic reticulum causes the preferential contribution of NCLX 
to chemotaxis in B lymphocytes. In addition, it was suggested that mitochondrial beta-oxidation has 
important roles in cell motility and chemotaxis of B lymphocytes.

研究分野：細胞生理学
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１．研究開始当初の背景 
 リンパ球やある種の癌細胞の細胞走化に
おいて、ミトコンドリア機能が関与するとの
報告があるが（Campello et al., J Exp Med, 
2006; Desai et al., Biophys J, 2013）、その詳細
ならびに全容は明らかでない。研究代表者は、
培養 Bリンパ球細胞 A20において、ミトコン
ドリア代謝に関与すると考えられるミトコ
ンドリアNa+-Ca2+交換輸送体NCLXを siRNA
を用いてノックダウンすると、ケモカイン
CXCL12に対する細胞走化が抑制されること、
一方、ランダムな細胞運動は増加することを
見出した。そこで、ミトコンドリア代謝がリ
ンパ球細胞遊走・走化を制御するという新た
な仮説をたてた。 
 
２．研究の目的 
 細胞生理学実験ならびに数理モデル解析
を組み合わせたフィジオーム研究手法によ
って、Bリンパ球の遊走・走化におけるミト
コンドリア代謝の役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
 培養 B リンパ球細胞（A20 B リンパ球、
DT40 Bリンパ球）ならびにマウス脾臓 Bリ
ンパ球を用いて、以下の検討を行った。 
 
(1) 細胞遊走・走化のタイムラプス解析 
 マウス脾臓から Bリンパ球細胞ならびに T
リンパ球細胞を単離した（Miltenyi Biotec; B 
cell isolation kit、CD+ T cell kit）。コラーゲンゲ
ルを利用したケモタクシスチャンバー（ibidi）
に細胞を播種し、片側のチャンバーに
CXCL12（100 ng/ml）を添加することで細胞
走化のタイムラプス実験を行った。 

A20 Bリンパ球細胞をフィブロネクチンコ
ートしたガラスボトムディッシュに接着さ
せた。解糖系阻害剤（2-deoxy-D-glucose; 10 
mM）またはミトコンドリア酸化阻害剤
（Etomoxir; 40 M）存在下でタイムラプス実
験を行った。 

 
 (2) 細胞走化時におけるミトコンドリア局
在の解析 
 A20 Bリンパ球細胞にミトコンドリア膜電
位感受性色素（TMRE; 25 nM）を負荷し、フ
ィブロネクチンコートしたガラスボトムデ
ィッシュに接着させた。starvation medium
（0.1% BSA含有RPMI1640）で 1時間処理後、
CXCL12（100 ng/ml）存在下で共焦点レーザ
ー顕微鏡を用いてタイムラプス実験を行っ
た。また、A20 Bリンパ球細胞ならびに DT40 
Bリンパ球細胞にミトコンドリア感受性色素
（MitoTracker Orange; 100 nM）を負荷し、
starvation medium で 1 時間処理後、CXCL12
存在下におけるミトコンドリアの局在につ
いて、共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析し
た。 
 
(3) 細胞走化時における細胞内 Ca2+の測定 

 A20 Bリンパ球細胞をフィブロネクチンコ
ートしたガラスボトムディッシュに接着さ
せた。細胞に CXCL12（100 ng/ml）を添加し、
2 時間インキュベートした後、細胞質 Ca2+感
受性色素 fura-2, AM（5 M）を負荷して、蛍
光顕微鏡にて蛍光強度を測定した。 
 
(4) 細胞走化時におけるアクチン重合、Rac1
局在の解析 
 A20 Bリンパ球細胞をフィブロネクチンコ
ートしたガラスボトムディッシュに接着さ
せた。細胞を starvation medium（0.1% BSA含
有 RPMI1640）で 1時間処理後、CXCL12（100 
ng/ml）を添加し、2時間インキュベートした。
3.7% ホルマリン溶液で細胞を固定し、免疫
染色に供した。 
 
(5) 細胞内 Ca2+動態・ミトコンドリア代謝を
担う遺伝子群の発現解析 
 マウス脾臓から単離したBリンパ球細胞な
らびに Tリンパ球細胞を用いて、ミトコンド
リア・小胞体・細胞膜 Ca2+輸送担体群ならび
にミトコンドリア代謝関連遺伝子の mRNA
発現量をリアルタイム PCRにて比較した。 
 
 (6) ミトコンドリア数理モデル構築 
 ミトコンドリア代謝酵素、輸送体群を実験
データに合うよう数式化し、組み合わせるこ
とによって、詳細なミトコンドリア数理モデ
ルを構築した。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞走化時におけるミトコンドリアの
局在と NCLXの関与 
 A20 Bリンパ球細胞では、CXCL12存在下
における細胞走化時には、ミトコンドリアは
進行方向の後方に局在していた。また、siRNA
を用いて NCLXをノックダウンすると、ミト
コンドリアの局在が消失し、細胞走化も抑制
された（図 1）。同様の結果は、NCLXヘテロ
ノックアウト DT40 Bリンパ球でも得られた。
すなわち、NCLXは細胞走化時におけるミト
コンドリアの局在化に深く関与することが



示唆された。 
 

(2) NCLXを介した細胞内 Ca2+動態の細胞走
化における役割 
 siRNAによるNCLXノックダウンA20 Bリ
ンパ球細胞では、細胞質 Ca2+濃度が 15%程度
増大していた。一方、コントロール細胞では、
CXCL12 の添加によって細胞質 Ca2+濃度が
20%程度増大したが、NCLX ノックダウン細
胞ではCXCL12添加による細胞質Ca2+濃度の
さらなる増大は認められなかった（図 2）。同
様の結果が、薬物（CGP-37157; 2 M, 20 M）
による NCLXの抑制でも認められた。これら
の結果から、NCLX抑制による細胞質 Ca2+増
加がランダムな細胞運動増加と関与するこ
と、CXCL12に対する細胞質 Ca2+増大効果の
消失が NCLX 抑制による細胞走化抑制に関
与することが推察された。 

 細胞の動きに深く関与するアクチン重合
や低分子量 Gタンパク Rac1の局在は、Ca2+

依存性であると報告されている（Grunicke, 
Crit Rev Eukaryot Gene Expr, 2009; Babich et al., 
Immunol Rev, 2013）。そこで、NCLXがこれら
の因子に関与するか検討した。その結果。
siRNAによるNCLXノックダウンA20 Bリン
パ球細胞では、アクチン重合ならびに Rac1
局在が亢進していた。また、コントロール細
胞では、CXCL12の添加によってアクチン重
合ならびに Rac1局在が増大したが、NCLX
ノックダウン細胞ではさらなる増大は認め
られなかった（図 3）。 
 以上の結果から、NCLXを介した細胞内
Ca2+動態が、アクチン重合や Rac1の局在を介
して細胞走化、ランダムな細胞の動きを制御
することが示唆された。 
  
(3) 細胞内 Ca2+動態・ミトコンドリア代謝を
担う遺伝子群の発現解析 
マウス脾臓から単離したBリンパ球細胞なら
びに Tリンパ球細胞を用いて、CXCL12に対
する細胞走化を調べた。その結果、薬物
（CGP-37157）による NCLXの阻害は、Bリ

ンパ球細胞の走化を著しく抑制したが、T リ
ンパ球では影響を及ぼさなかった（図 4）。し
たがって、細胞走化における NCLXの寄与は
Bリンパ球に特異的であることが示唆された。 

そこで、ミトコンドリア・小胞体・細胞膜
Ca2+動態を担う遺伝子群ならびにミトコンド
リア代謝に関与する遺伝子群の mRNA 発現
量をBリンパ球とTリンパ球で比較したとこ
ろ、ミトコンドリアと小胞体の Ca2+輸送担体
（NCLX, Letm1, IP3R1-3, SERCA3）ならびに
store-operate Ca2+ entryを担う orai1の発現量
がBリンパ球に比べてTリンパ球で著しく少
なかった。一方、細胞膜 Ca2+輸送体（NCX1-3, 
PMCA1,2,4）の発現量に違いは認められなか
った。さらに、ミトコンドリア ATP産生酵素
(ATP5b)の発現も同程度であった。これらの結
果から、NCLXを介したミトコンドリア－小
胞体の Ca2+動態の違いが、Bリンパ球と Tリ
ンパ球の細胞走化における NCLX の寄与の
違いに関与すると考えられた。 



上記(1)～(3)の成果を論文発表した（論文
①）。 
 
(4) 細胞遊走におけるミトコンドリア代謝
の役割 
 A20 Bリンパ球細胞の細胞遊走における解
糖系ならびにミトコンドリア酸化阻害の役
割を調べた。その結果、解糖系の阻害剤（10 
mM 2-deoxy-D-glucose）の添加では、細胞遊
走に明らかな影響は認められなかったが、ミ
トコンドリア酸化阻害剤（40 M Etomoxir）
の添加によって、細胞遊走が抑制される傾向
が認められた。したがって、ミトコンドリア
酸化が、細胞遊走・走化に重要な役割を担
う可能性が示唆された。 
 
(5) ミトコンドリア数理モデル解析 
 ミトコンドリア数理モデルを用いて、Ca2+

によるミトコンドリア代謝制御のメカニズ
ムについて詳細な検討を行った。その結果、
細胞質に存在する基質の組み合わせ、組成に
よって、Ca2+によるミトコンドリア代謝制御
の寄与が大きく異なることを見出した。上記
成果を論文に投稿中である。 
 
(6) 新たな細胞遊走解析技術の開発 
 光変換型蛍光タンパク KikGR のノックイ
ンマウスに UV照射することで、内在性の皮
膚由来樹状細胞等をラベルする技術をもと
に、細胞遊走を解析する方法を共同研究によ
り開発した。この成果を論文発表した（論文
③）。 
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