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蛍光プローブによるイノシトール１，４，５-三
リン酸（IP３）動態の定量的測定―カルシ
ウムオシレーションと IP３動態―

１． は じ め に

Ca２＋は様々な細胞反応を制御する細胞内メッセンジャー

であり，細胞増殖や分化，エネルギー産生，アポトーシ

ス，分泌などの細胞機能の調節に関与している１）．最近の

２０年の間に，高速・高解像度のイメージング技術の発達

により細胞内の Ca２＋反応をリアルタイムで可視化するこ

とが可能になり，様々な細胞で Ca２＋ウェーブやオシレー

ションなどの複雑なパターンを持った Ca２＋シグナルが発

生することが明らかになってきた．このような時間・空間

的パターンを持った Ca２＋シグナルによって，多彩な細胞

機能が調節されると考えられている．

Ca２＋シグナルの発生には，細胞外から細胞質に Ca２＋を流

入させる様々な Ca２＋チャネルに加えて，細胞内ストアか

ら Ca２＋を放出するチャネルであるイノシトール１，４，５-三

リン酸（IP３）受容体やリアノジン受容体が関与する．特

に非興奮性細胞における Ca２＋応答では，IP３受容体を介す

る Ca２＋放出が重要な役割を担っている．近年，Ca２＋シグナ

ルを調節する重要な細胞内メッセンジャーである IP３をリ

アルタイムで計測できる蛍光プローブが開発され２～４），時

間・空間的 Ca２＋シグナルと IP３動態の関係を解析すること

が可能になった．本稿では，この IP３蛍光プローブとそれ

らを用いた新しい IP３測定法を紹介する．さらに，この IP３

測定法によって明らかになってきた細胞内の IP３動態と

Ca２＋オシレーションとの関係５）について解説する．

２． IP３蛍光プローブの開発

IP３はホスファチジルイノシト-４，５-二リン酸（PIP２）の

加水分解によって産生され，細胞内 Ca２＋チャネルである

IP３受容体を活性化することによって細胞内ストアからの

Ca２＋放出を調節する情報伝達分子である．IP３の産生系と

しては，Gタンパク共役型レセプターを介して活性化され

るホスホリパーゼ C（PLC）βがよく知られているが，そ
れ以外にも T細胞レセプターや B細胞レセプター刺激に

よるチロシンリン酸化酵素を介して活性化される PLCγが
知られている．

従来の IP３測定では，［３H］-D-ミオイノシトールの代謝で

生成された IP３を陰イオン交換カラムや高速液体クロマト

グラフィーを使って分離・定量する方法や，IP３結合タン

パク質を使ったバインディングアッセイが使われてきた．

しかし，Ca２＋ウェーブや Ca２＋オシレーションに代表される

時間・空間的に制御された Ca２＋シグナルと IP３の関係を解

析するためには，単一細胞レベルで細胞内 IP３濃度（［IP３］i）

変化の測定ができる蛍光プローブを使った IP３測定法が必

要である．

蛍光による［IP３］i変化の測定に初めて利用されたのは，

蛍光タンパク質 GFPと PLCδの PHドメインの融合タンパ

ク質（GFP-PHD）である６）．PLCδの PHドメインは，PIP２

と結合する特性を持っており，PIP２をモニターする蛍光プ
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ローブとして用いられていた．しかし IP３が PIP２と競合的

に GFP-PHDと結合することによって，細胞膜の PIP２に結

合した GFP-PHDを遊離させることが示された６）．このこ

とから GFP-PHDは，リアルタイムで IP３動態を測定でき

る初めての蛍光プローブとして注目された．一方で，

GFP-PHDの細胞質への遊離が PIP２の代謝や他の PIP２結合

タンパク質との競合などでも起こりうることから，この方

法の IP３特異性に対する問題も指摘されるようになった７）．

現在，IP３のリアルタイム測定に使われているのは，IP３

受容体のリガンド結合部位を使った蛍光プローブである．

IP３受容体は IP３特異性が非常に高い自然界の分子センサー

であり，そのアミノ末端側６０４個のアミノ酸からなる領域

が IP３結合ドメインを構成する８）．筆者らはタイプ３IP３受

容体のリガンド結合ドメインの両端に GFP変異体である

CFP（青緑色）と YFP（黄色）を結合させた最初の IP３蛍

光プローブ「LIBRA」を開発した２）．これは，二つの近接

する蛍光タンパク質 CFPと YFPの間で起こる蛍光共鳴エ

ネルギー移動（FRET）を利用した蛍光プローブで，IP３結

合に伴うリガンド結合ドメインの立体構造変化によって

FRET効率が変化し，CFPと YFPの蛍光比が変化すると

考えられている．その後，タイプ１IP３受容体のリガンド

結合ドメインの一部を使った IP３プローブ「Fretino」３）や

「IRIS」４）が発表され，この FRET型 IP３蛍光プローブの有効

性が確認されている．

IP３受容体リガンド結合ドメインには，アミノ末端側の

サプレッサー領域とカルボキシル末端側のコア領域があ

る．コア領域は IP３が結合する部分であるのに対して，サ

プレッサー領域は IP３の結合を弱める作用を持っている．

IP３受容体の三つのサブタイプ（タイプ１，２，３）は，そ

れぞれ IP３に対する親和性が異なる．この IP３親和性の違

いは，サプレッサー領域によって決定することが明らかに

されている９）．IP３プローブとしてリガンド結合ドメイン全

体が使われている LIBRAと比較して，コア領域だけが使

われている Fretinoと IRISは IP３に対する親和性が非常に

高く，そのままでは無刺激時の細胞内 IP３に反応してしま

うため，刺激による［IP３］iの測定には効率が良くない．

従って［IP３］i変化の測定には，アミノ酸の置換によって IP３

親和性を低下させたものが用いられる．一方，リガンド結

合ドメイン全体が使われている LIBRAは，IP３に対する親

和性が低いため小さな IP３濃度（［IP３］）変化の測定には不

向きであった．また，市販されている黄色蛍光タンパク質

（EYFP）には，pHの影響を受けやすいという欠点がある．

そこで筆者らは，pHの影響を受けにくい黄色蛍光タンパ

ク質（Venus）を用いた LIBRAvIIIを作成した（図１A）．

さらに，タイプ１やタイプ２IP３受容体のリガンド結合ド

メインを用いたり，リガンド結合ドメインのアミノ酸を置

換することによって感受性を高めた高親和性タイプ（LI-

BRAvI, II, IIS, IIIS）や，コントロール実験用の IP３非感受

性タイプ（LIBRAvN）を作成した（図１A）．これらの改

良型 IP３プローブは，図１Bに示すような IP３親和性を持っ

ており，細胞や刺激の種類に応じて適した IP３蛍光プロー

ブを用いることが可能である．

IP３受容体のリガンド結合ドメインを用いた FRET型プ

ローブは，１，４，５-IP３に対する特異性が高いことに加えて，

蛍光比による測定ができるという利点がある．一般的に蛍

光比による測定は，定量性な解析がやり易いという大きな

利点がある１０）．さらに，高濃度の IP３による最大蛍光変化

を測定し（キャリブレーション），それに対する変化率を

比較すれば個々の細胞の反応を定量的に調べることができ

る．Fura-２や Indo-１等の Ca２＋蛍光プローブを用いた測定

では，イオノフォアを使ったキャリブレーションによっ

て，反応性の比較や細胞内 Ca２＋濃度（［Ca２＋］i）の計算が

可能である．原理的には膜透過性 IP３アナログを使って

キャリブレーションを行うことは可能と思われるが，その

透過速度やコストを考えるとあまり現実的とは言えない．

一方，サポニンや βエスチンなどで細胞に小さな穴を空
けて細胞内に IP３を導入することが可能であり，適当な条

件で穿孔すれば，分子サイズの大きな蛍光タンパク質を細

胞内にとどめたままで IP３を細胞内に導入することができ

る．しかし，このキャリブレーションにはかなりの経験が

必要である．筆者らが開発した LIBRAは GAP４３という細

胞膜局在シグナルが付加されており，細胞外に漏出しない

ためキャリブレーション操作を確実に行うことができる

（図１C）．図１Dはその実験例である．IP３蛍光プローブに

は固有の解離定数と Hill係数があり，これらの値は図１B

に示す濃度反応曲線から得ることができる．これらの値と

キャリブレーションによって得られた個々の細胞における

最大蛍光変化，および無刺激時の［IP３］iから，刺激によ

る［IP３］i変化を計算することが可能である．LIBRAvシ

リーズの中で IP３親和性が最も高い LIBRAvIISの場合，

２５０nM程度までの比較的小さな［IP３］iの変化の測定に適

しているが，それ以上の［IP３］i濃度測定では信頼性が低

下する（図１E２，E４）．従って，Ca２＋オシレーションを起

こすような比較的弱い刺激で起こる［IP３］iの解析に向い

ている．一方，様々な濃度のアゴニスト刺激による［IP３］i

変化の解析には，広範囲の［IP３］i測定が可能な低親和性
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タイプが向いている（図１E１，E３）．

３． Ca２＋オシレーションに伴う IP３動態

筆者らはこの定量的 IP３測定法と LIBRAvIISを使って，

Ca２＋オシレーションに伴う IP３動態を明らかにした５）．Ca２＋

オシレーションは，Ca２＋スパイクの規則的な繰り返しで，

その頻度が刺激の強さによって変化する．刺激の強さとい

うアナログ信号を Ca２＋パルスの頻度というデジタル信号

図１ IP３プローブ LIBRAvシリーズの特徴と［IP３］i測定法
A：IP３プローブ LIBRAvシリーズの構造．B：IP３による蛍光比（CFP／YFP）の変化．C：COS-７細胞に発現させた IP３蛍光センサー
の細胞内局在．細胞膜局在シグナルによって細胞膜に局在し，その蛍光はサポニン処理前と処理後でほとんど変化しない．D：LI-
BRAを使った［IP３］i濃度の測定法（実験例と計算式）．高感度タイプ（LIBRAvIIS）を発現させた COS-７細胞を ATP（１０µM）で
刺激して蛍光比の変化を測定した．この ATPによる反応は PLC阻害薬 U７３１２２（５µM）で抑制されるが，非活性アナログ U７３１３３
の影響は受けない．この実験の最後に細胞をサポニンで穿孔し，１０µM IP３による蛍光比の変化（最大蛍光比変化）を測定した．E：
LIBRAの蛍光変化率（E１，E２）と［IP３］i（E３，E４）．無刺激時の［IP３］iを１５nMとして［IP３］i変化を計算した．無刺激時の［IP３］i

を０nMとして計算した結果（灰色点線）と比較すると，IP３親和性が低い LIBRAvIIIを使った測定は無刺激時の［IP３］i影響がほと
んど無いのに対し，親和性が高い LIBRAvIISを使った測定は，無刺激時の［IP３］iを考慮しないと濃度を過小評価してしまうことが
わかる．また LIBRAvIII（E１，E３）では，無刺激時のノイズ（矢頭）がそのまま［IP３］iに反映するが，広い範囲で蛍光変化率と［IP３］i

変化のパターンが良く一致する．一方，LIBRAvIIS（E２，E４）では，無刺激時のノイズの影響を受けにくいが，［IP３］iが高い時のノ
イズを拾いやすい．
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に変換する細胞の A／Dコンバータとしての役割があると

も考えられている１）．Ca２＋オシレーションの発生機構は長

い間議論され，これまでに多くの実験的アプローチや数理

モデルによる説明が試みられてきた．これらの議論の中で

最も重要な焦点のひとつは，［IP３］iの振動の有無である１１）．

IP３振動によって Ca２＋オシレーションが起こるというモデ

ルはわかりやすいが，IP３振動の実証が必要である．一方，

［IP３］iが振動しなくても Ca２＋オシレーションが起こると

いうモデルは，それを支持する実験的研究が報告されてい

る．例えば，非代謝性の IP３アナログを細胞内に注入して

Ca２＋オシレーションが起こることや１２），サポニンで穿孔し

た細胞を IP３で刺激すると，ストア内 Ca２＋のオシレーショ

ンが観察されるといった報告は１３，１４），Ca２＋オシレーション

に［IP３］iの変動が必要ないことを示している．しかしこ

れらの実験結果は，［IP３］iが振動しないことを証明したも

のではない．

筆者らは以前から Ca２＋オシレーションの研究に HSY-

EA１細胞というヒト耳下腺導管由来の培養細胞を用いて

いた１３）．この細胞は，強いアゴニスト刺激でも Ca２＋オシ

レーションが起こり易いという特徴がある．それに対して

COS-７細胞の場合は，比較的弱いアゴニスト刺激では

Ca２＋オシレーションが起こるが，強い刺激では持続的な細

胞内 Ca２＋濃度上昇が起こる．図２は COS-７細胞と HSY-

EA１細胞に LIBRAvIISを発現させ，Fura-２を取り込ませ

図２ COS-７細胞と HSY-EA１細胞の Ca２＋オシレーションと［IP３］i動態
LIBRAvIIS発現細胞に Fura-２を負荷し，［IP３］iと［Ca２＋］iを同時測定した．HSY-EA１細胞では Ca２＋オシレーション（灰色）と同
調した IP３振動（黒）が観察されたが，COS-７細胞では IP３振動は認められなかった．HSY-EA１細胞の Ca２＋オシレーションのス
パイクピーク（灰色の矢頭）は，IP３振動のスパイクピーク（黒の矢頭）に先行する．
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て［IP３］iと［Ca２＋］iの変化を同時に解析した結果である．

LIBRAと Fura-２の同時解析の場合，Fura-２の負荷を少な

く（１―３分程度）にして LIBRA蛍光への干渉を最小限に

する等の注意が必要である．我々の実験結果では，COS-７

細胞では IP３振動が認められず，多くの場合［IP３］iが

１００nM程度の時に Ca２＋オシレーションが起こった（図２，

上段）．それに対して HSY-EA１細胞では，明らかな IP３振

動が観察された（図２，下段）．この時の IP３スパイクの大

きさは５０―１５０nM程度で，スパイク頻度が小さい時ほど

明確な IP３振動が観察された．しかし Ca２＋オシレーション

と IP３振動のスパイクピークを比較すると，Ca２＋が先行す

ることから，IP３振動は Ca２＋オシレーションの結果であっ

て，原因では無いと考えられる（図２，下段）．

COS-７細胞と HSY-EA１細胞を比較すると，IP３振動が

起こらない COS-７細胞では，［IP３］iが１００nM以上になる

と Ca２＋オシレーションはあまり起こらなくなったのに対

して，IP３振 動が起こる HSY-EA１細胞では，［IP３］iが

２５０nM程度まで上がっても６０％以上の細胞で Ca２＋オシ

レーションが起こった．IP３振動は，Ca２＋オシレーション

の発生に必須では無いと考えられるが，なんらかの補助的

な役割があるのかもしれない．今後，このような Ca２＋オ

シレーションと IP３動態に関する知見が蓄積することで，

IP３振動の意義がわかってくると考えられる．

４． IP３振動の発生機構

IP３振動の発生に関する実験的解析が蛍光プローブに

よって可能になったばかりの現時点では，その重要性は明

確ではない．しかし，これまでは単なる仮説であった IP３

振動が実際に起こることが示されたことによって，その役

割に関する議論の重要性が高まったと考えられる．また

IP３振動の発生機構についても現時点では不明である．以

前から論じられてきた数理モデルでは，IP３生成系に対す

る Ca２＋のフィードバック促進による IP３振動モデルと，

Ca２＋のフィードバック抑制による IP３振動モデルがある１５）．

フィードバック促進は，主に PLCに対する Ca２＋の促進作

用が重要と考えられている．一方，フィードバック抑制で

は，Ca２＋による IP３分解酵素の活性化と Ca２＋依存性タンパ

ク質リン酸化酵素（PKC）のトランスロケーションによる

PLCの抑制が考えられている．これらのモデルを比較す

ると，フィードバック促進モデルでは［Ca２＋］iの上昇に伴

うスパイク状の［IP３］i上昇と，［IP３］iの変化に先行して

［Ca２＋］iが変化することが予測されている．それに対し，

フィードバック抑制モデルでは，比較的ゆっくりと［IP３］i

が上昇し，［Ca２＋］iの上昇に少し遅れて急速に［IP３］iが低

下するジグザグ型の IP３振動が予測されている．筆者らの

［IP３］iの実測値データは，フィードバック促進モデルと

良く一致する．興味深いことに，フィードバック促進モデ

ルでは，IP３オシレーションは Ca２＋オシレーションを起こ

しやすくしていることが予測されており１５），その IP３振動

が起こる HSY-EA１細胞で Ca２＋オシレーションが起こりや

すいという実験結果と一致する．

５． お わ り に

これまで Ca２＋シグナルと IP３動態の関係は様々な数理モ

デルによって予測され，それらに基づいて Ca２＋オシレー

ションなどの発生機構が議論されてきた．今まではそれら

の妥当性を検証することができなかったが，蛍光プローブ

と定量的解析法によって検証が可能になった．今後，これ

らの実測値に基づいてさらに正確な数理モデルの作成が可

能になるものと期待される．また IP３は Ca２＋と比較して，

伝搬が早く，広い範囲に伝わるメッセンジャーと考えられ

ている．しかし，これらは IP３結合タンパク質や代謝酵素

の影響を受けるため，細胞種や刺激によって異なる可能性

がある．多くの FRET型蛍光プローブと同様に LIBRAの

蛍光変化率は Fura-２等の蛍光プローブほど大きくないの

で高速イメージングは難しいが，今後の改良による IP３イ

メージングに期待したい．
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NOGマウスを用いたヒト化動物モデルの
研究展開

１． は じ め に

実験動物はヒトを対象に直接実施することが困難な in

vivo 研究に不可欠である．近年，遺伝子改変動物により多

数の分子の生体内機能が明らかにされたと同時に，様々な

ヒトの疾患・病態を反映する動物モデルも報告されてい

る．しかし，同一生体分子であってもヒトとヒト以外の種

にはしばしば大きな隔たりがある．例えば，ヒトには存在

するがマウスにはその遺伝子が存在しない分子，または両

者に存在するが発現する組織が大きく異なる分子が多く知

られている．このような分子を標的とした遺伝子改変動物

は，その分子の量的・質的異常に起因するヒトの疾患・病

態を必ずしも的確に構築できるとはいえない．代謝につい

ては，薬物代謝や解毒に関与するシトクロム P４５０メン

バーのプロフィールが種間で大きく異なることはよく知ら

れている．ビタミン C合成酵素や尿酸分解酵素はマウス

には存在するがヒトには存在しないなどの例もあり，マウ

スでの薬物代謝・毒性・栄養代謝の検討結果がヒトには適

用できないケースもめずらしくない．また，ヒト細胞に特

異的に感染する病原体はマウスやラットに直接接種しても

感染が成りたたず，その病態が成立しないこともしばしば

ある．様々な培養技術の向上が得られた今日でも in vitro

で増殖不能なヒト由来細胞があり，何らかの生体内環境の

もとでの維持が必須となる．

上述の問題を克服するアプローチの一つが「ヒト化動物

モデル」である．すなわち，異種細胞・組織を拒絶できな

い免疫不全動物を宿主として，その生体内に特定のヒト細

胞・組織を再建し，ヒトに特異的な病態や代謝プロフィー

ルの構築をめざすアプローチである．本稿では NOGマウ

スを用いたヒト化動物モデルの研究展開について概説す

る．

２． 超免疫不全動物としての NOGマウスの樹立

先天性の重度免疫不全を呈する SCID（severe combined

immunodeficiency）マウスに由来する変異遺伝子 scid は T

細胞と B細胞の欠損をもたらし，分子生物学的アプロー

チによりその原因責任遺伝子の実体は Prkdc 遺伝子の変異

であることが後に明らかにされた１）．この遺伝子は T細胞

受容体，および，免疫グログリンの遺伝子再構成に関与す

る DNA依存性プロテインキナーゼをコードし，その変異

によって遺伝子再構成が障害されて発生・分化が停止した

結果，T細胞と B細胞の欠損が生じる．また，遺伝子再

構成に重要な役割を果たす Rag１，および，Rag２遺伝子

の欠失も scid 変異と同様に T細胞と B細胞の欠損をもた

らす．

コンジェニック手法による scid 遺伝子導入，または遺

伝子改変による Rag１／Rag２遺伝子ノックアウトによる獲

得免疫の喪失のみでは異種移植拒絶を十分に妨げられず，

更なる生着性向上のため宿主の自然免疫の部分的欠損も付

加する必要があった．自己免疫型糖尿病を自然発症するこ

とで広く知られている NOD（non-obese diabetic mouse）マ

ウスでは，自然免疫を構成する細胞の機能の一部が低下し

ている．これに着目した伊藤らは，NOD系統へ scid 遺伝

子をコンジェニック導入して NOD-scid マウスを樹立し

た２）．NOD-scid マウスはヒト造血幹細胞移植による造血系

再構築モデルやヒトがん移植モデルに広く用いられるよう

になったが，構築される細胞系列の偏りや生着効率の低さ

といった点があり，ヒト化動物モデルの宿主として格段の

改良が望まれた．

NOG（NOD／Shi-scid , IL２Rγ null）マウスは，NOD-scid 系

への IL-２受容体 γ鎖（IL２Rγ）ノックアウト３）導入によっ

て実験動物中央研究所が樹立し，２００２年に報告した超免

疫不全動物である（図１）４）．NK細胞の発生・分化や樹状

細胞（DCs）の IFN-γ産生に必須である IL-１５の受容体を
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