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STIM１によるカルシウム応答の制御機構

１． は じ め に

レセプターに対するリガンドの結合により誘導される細

胞内カルシウムイオン（Ca２＋）濃度の変化は細胞機能の調

節と深く関連する事象である．この過程はプロテインキ

ナーゼの活性化により始動され，ホスホリパーゼ C（PLC）

よるイノシトール１，４，５-三リン酸（InsP３）の生成と InsP３

の小胞体膜上 InsP３レセプター（InsP３R）への結合により

小胞体内に貯蔵された Ca２＋の細胞内遊離が促される．小

胞体の容量から容易に想像されるように，貯蔵・遊離され

る Ca２＋は少量であり一過性の細胞内 Ca２＋濃度の上昇を引

き起こすのみである．一例を挙げれば，NF-κB，JNKなど

は一過性の Ca２＋の上昇により活性化され，その後の遺伝

子発現が誘導されるが，NFAT（nuclear factor of activated

T cells）依存性の遺伝子の転写は一過性の Ca２＋の上昇では

十分に活性化されず，持続的に Ca２＋レベルが上昇するこ

とが必要である．従って，細胞内 Ca２＋レベルの増加を維

持するためには細胞外からの Ca２＋流入が求められ（細胞

外［Ca２＋］：～１０－３M，細胞内［Ca２＋］定常状態：～１０－７M，

活性化状態：～１０－６M），これを司る機構がストア作動性

カルシウム流入（SOCE：store-operated calcium entry）で

ある．SOCEは小胞体における Ca２＋の枯渇を感知して形質

膜 Ca２＋チャネルを介した細胞外からの Ca２＋流入を促す．

小胞体内 Ca２＋濃度に依存するこの現象は容量性 Ca２＋流入

（capasitative calcium entry：CCE）あるいはカルシウム遊離

活性化 Ca２＋流 入（calcium-release-activated calcium entry：

CRAC entry）とも呼ばれ，上述のように持続的な Ca２＋シ

グナルを担うメカニズムとして重要である．実際，機能的

な SOCチャネルを欠損する免疫不全症患者由来の T細胞

（ある程度は B細胞においても）においてリンパ球活性化

の重篤な不全が認められ， SOCEの重要性を示している１）．

最近同定された STIM１（stromal interaction molecule１）は

この過程において小胞体 Ca２＋レベルの低下を感知するセ

ンサーとしての機能，および形質膜型 Ca２＋チャネルと考

えられる Orai１（別称 CRACM１）を活性化する機能を持つ２）．

２． SOCEのメカニズムと STIM１

SOCEのメカニズムに関して多くのモデルが提唱されて
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きたが，骨格筋における興奮収縮関連過程において，形質

膜の電位依存性 Ca２＋チャネルであるジヒドロピリジン受

容体が細胞内リアノジン Ca２＋遊離チャネルと相互作用あ

るいは直接活性化するという知見から，Irvineは Ca２＋流入

の制御メカニズムとして小胞体 InsP３Rが形質膜の SOC

チャネルと直接相互作用する機構，すなわち小胞体におけ

る内腔 Ca２＋レベルの低下が InsP３Rの形態変化を誘導し形

質膜に運ばれて形質膜チャネルと直接相互作用をするモデ

ルを提唱した３）．このモデルを支持する実際の実験的な証

拠は得られていないが，卵母細胞における細胞内小器官再

分布の観察から小胞体に近接した領域においてのみ SOCE

が認められ，また形質膜周辺アクチンの重合を促進する薬

剤で Ca２＋ストアと SOCチャネルの相互作用が阻害される

こと，さらにアストロサイトにおいては SOCEが形質膜

と小胞体が近接する部位で起こること，などの知見はいず

れも STIM１による SOCE活性化のメカニズムもしくはモ

デルに繋がるものと考えられる．

STIM１自体はストローマ細胞上の I型膜貫通タンパク質

であり，プレ B細胞と相互作用しその生存を助長する分

子としてクローニングされたものである．ショウジョウバ

エ S２細胞を用いた siRNA（small interfering RNA：RNA

干渉）スクリーニングの結果，STIMノックダウン細胞で

は，小胞体カルシウム枯渇剤タプシガルギン（Thapsigar-

gin：細胞内 Ca２＋ストアを枯渇させ SOCチャネルを活性化

させる）による SOCEが阻害されることが示された４）．ま

た HeLa細胞を用いた siRNAスクリーニングの結果，

SOCE 関連分子としてSTIM１およびSTIM２（Stim１とStim２

の二つの遺伝子）が同定された５）．SOCEにおける STIM１

の寄与に関しては後述の我々の知見も含め疑問の余地はな

いが，STIM２に関しては，１）HeLa細胞において STIM２

のノックダウンは SOCEを軽度に低下させる，２）HEK２９３

細胞において Stim２のノックダウンならびに強制発現は

SOCEには影響がない，３）STIM２を非常に高レベルで発

現させると SOCEを阻害する，４）STIM２は小胞体 Ca２＋ス

トアのより微細な変化を感知し非刺激定常状態における

Ca２＋ストアの調節を行う，など様々な報告があり一定の見

解に達していない．したがって STIM２の生理機能に関し

ては今後の課題として残されている．

図１ STIM１の模式図
STIM１は主に小胞体膜に存在し，小胞体内腔に N末端を有する一本鎖膜貫通型タン
パク質である．図に示すように Ca２＋センサー機能を持つ EFハンドモチーフ，ステラ
イル α-モチーフ領域，コイルドコイル領域，セリン／スレオニンリッチ領域など幾
つかの領域（domain：ドメイン）から構成される．
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STIM１の発現はユビキタスであり，主に小胞体膜に局

在する一本鎖膜貫通型タンパク質である（図１）．小胞体

内腔に位置する部位に Ca２＋を結合する EFハンドモチーフ

を持つが，この領域の点突然変異は Ca２＋ストアの状態に

よらず恒常的にSOCEを活性化させる（負荷電を持つAsp７６，

Asp７８や Glu８７が Ca２＋濃度の感知に重要である）．した

がって，STIM１は EFハンドモチーフにおける Ca２＋の結

合・遊離を通じて小胞体における Ca２＋濃度センサーとし

て働いている．また，小胞体に局在していた STIM１は小

胞体 Ca２＋ストアの枯渇，すなわち EFハンドモチーフから

の Ca２＋の遊離，により形質膜周辺部に移動し斑点状凝集

体構造（puncta，ホモ多量体あるいは STIM２分子とのヘ

テロ多量体クラスター）をとって再分布することが明らか

にされている５）．点状構造の形成の数十秒後には SOCE／

CCEが開始され６），また細胞辺縁への再分布は細胞外 Ca２＋

の存在に依存せず，小胞体 Ca２＋ストアにのみ依存するこ

とも明らかにされている．従って STIM１は SOCEを始動

させる際に極めて重要である．さらに図１に示すように

STIM１には EFハンドモチーフに加えステライル α-モチー

フ領域，コイルドコイル領域，セリン／スレオニンリッチ

領域などがあるが，これら STIM１各領域が puncta形成お

よびその後の SOCEとどのような機能的関連を持つか，

すなわちこれらが機能ドメインとして関与しているか，を

解析することもまた極めて重要と思われる．

解明すべきもう一つの問題は，STIM１が SOCEを活性

化する際どのような動態を示すか，という点である．

STIM１は形質膜に挿入された形で形質膜に存在する SOC

チャネルと相互作用するのか，あるいは小胞体上に留まっ

たままで形質膜近傍に移動し形質膜の SOCチャネルと相

互作用するのか，すなわち STIM１が punctaとして再分布

する際の細胞内の局在に関する問題である．

STIM１が小胞輸送を通じて形質膜中に移行していると

いう報告７），また STIM１の一部が形質膜に存在しそこで

SOCE機能の一翼を担っている可能性を示す報告が見られ

る８）．一方，抗体による細胞表面の染色，共焦点顕微鏡に

よる観察，あるいはフローサイトメトリーにより，STIM１

は形質膜近傍に移動するが形質膜中には認められないこと

が示され５，９），また，N末端に西洋ワサビペルオキシダーゼ

標識した STIM１を用いた免疫組織電子顕微鏡的検討は

STIM１の形質膜局在を否定している６）．これらのポイント

に関して，我々は STIM１の各領域欠損変異体を作成し，

SOCEにおける機能ドメインとしての関与および輸送動態

と細胞内の局在を検討した．

３． STIM１による SOCEの制御―SOCチャネル活性化と

puncta形成における STIM１機能ドメインの関与―

前述のように STIM１の Ca２＋センサー領域は小胞体内腔

に向けられた N末端の EFハンドモチーフである．それで

は他の STIM１領域はどのような機能を持つのであろうか．

我々は STIM１をノックアウトした DT４０B細胞に各領域欠

損変異体 STIM１を発現させる系を用いてこれらの問題を

検討した１０）．

STIM１欠損 DT４０B細胞（STIM１の欠損は DNA，RNA，

タンパク質レベルで検証済み）は細胞表面 B細胞受容体

（BCR，細胞表面イムノグロブリン）の発現に関しては野

生型 DT４０B細胞と同様であることを確認の上，実験を進

めた．STIM１欠損 DT４０B細胞において BCRあるいはタ

プシガルギン刺激後の Ca２＋流入が著明に抑制され， 一方，

STIM１欠損 DT４０B細胞に Flagタグ標識 STIM１を導入し

た細胞ではコントロールの野生型 DT４０B細胞以上の Ca２＋

流入が観察された．このケースでは，Stim１遺伝子はノッ

クアウトされているため，Flag標識 STIM１は野生型

STIM１が存在しない条件で機能している．従って STIM１

欠損 DT４０B細胞に種々の変異体タイプの STIM１を導入す

る我々の手法は STIM１の各領域の機能を評価する上で適

当なシステムと考えられる．

SOCチャネルは Ca２＋遊離活性化 Ca２＋チャネル（Ca２＋ re-

lease activated Ca２＋ channel：CRACチャネル）でありパッ

チクランプ法により CRAC電流（Icrac）を測定することが

できる．STIM１欠損 DT４０B細胞では Icracが野生型 DT４０B

細胞に比べ低下し，野生型 STIM１の導入は Icracを増加さ

せる．また，２mM Ca２＋存在下で野生型 DT４０B細胞は

BCR刺激で，CRACより誘導される Ca２＋振動が認められ

るが，STIM１欠損 DT４０B細胞では Ca２＋振動がほぼ完全に

阻害されている．これらの知見から，我々のシステムにお

いても STIM１は CRACチャネルによる Ca２＋流入，すなわ

ち SOCEに必須であることが明確に示され，また B細胞

における長期 Ca２＋振動の生成に寄与していることも推定

された．

STIM１の他の領域の機能を解析するため，STIM１欠損

DT４０B細胞に Flag標識 STIM１の各領域を欠損するもの，

すなわちコイルドコイル領域，セリン／スレオニンリッチ

領域，ステライル α-モチーフ領域，を欠損する STIM１を

発現させ，これらの STIM１変異体が Ca２＋流入を回復させ

るかを次に検討した．BCR刺激あるいはタプシガルギン

処理による Ca２＋流入はコイルドコイル領域あるいはセリ
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ン／スレオニンリッチ領域を欠損する STIM１では見られ

ず，またステライル α-モチーフ領域欠損 STIM１では Ca２＋

流入の回復が，特に BCR刺激の場合，僅かに認められる

のみであった．これらの結果は STIM１による SOCチャネ

ルの活性化にはコイルドコイル領域，セリン／スレオニン

リッチ領域，ステライル α-モチーフ領域が必要であるこ

とを示している．

STIM１による SOCEの活性化が形質膜に存在する SOC

チャネル（CRACチャネル）との相互作用に依存するもの

であるなら，この点に関与する STIM１の機能ドメインを

解析するため野生型 STIM１および各領域欠損変異体の細

胞内動態の比較が必要であり，BCR刺激の前後でこれら

STIM１変異体の分布を免疫蛍光染色により検討した．定

常状態においては，野生型 Flag標識 STIM１は小胞体マー

カーであるカルネキシンと共に分布しており，BCR刺激

あるいはタプシガルギンにより形質膜近辺もしくは形質膜

内に punctaを形成して再分布する．しかしながら，Flag

標識 STIM１変異体はどの領域を欠損させても BCRあるい

はタプシガルギン刺激後の puncta形成が阻害されており，

puncta形成に伴う STIM１の形質膜近辺もしくは形質膜内

への再分布が SOCチャネルの活性化に必須であることが

強く示唆される．

さらに STIM１の局在に関しては，Flag標識 STIM１の細

胞外領域を認識する抗体を用いたフローサイトメトリーお

よび共焦点顕微鏡による解析，およびエキソサイトーシス

を阻害するブレフェルディンは puncta形成および SOCE

に影響しないことなどから，BCRにより誘導される STIM１

の puncta形成は形質膜内ではなく，形質膜内側近傍で起

こることが推測された．すなわち Flag標識 STIM１は形質

膜には検出されないが，形質膜近辺に再分布することによ

り SOCEを十分にサポートしていることになる．

STIM１の分布あるいはその動態をより明確にするため

細胞質部分が狭隘である DT４０B細胞に換えて HeLa細胞

に GFP標識した野生型 STIM１を導入し検討を行った．そ

の結果，ほとんどの GFP標識 STIM１は小胞体マーカーで

あるカルネキシンとともに分布するが，少数の GFP標識

STIM１はこの分布パターンをとらず，定常状態の細胞に

おいて STIM１は小胞体全体に加え特種なサブコンパート

メントに分布していることが示唆された．ヒスタミンもし

くはタプシガルギンにより Ca２＋ストア枯渇を誘導すると

GFP標識 STIM１は punctaとなり形質膜に近接した小胞体

のごく近傍に濃縮された形で再分布する．細胞内器官特異

的マーカーとの二重染色による比較検討により punctaは

小胞体内の独立した領域，特種なサブコンパートメントに

分布することが推測され，これは SOCチャネルを制御す

る Ca２＋のプールは小胞体中の小さな構成成分であるとす

るこれまでの報告に一致する１１）．

全反射蛍光顕微鏡システム（total internal reflection fluo-

rescence microscopy：TIRFM）はエバネッセント光を励起

光として形質膜から１００nm以内の蛍光分子を選択的に励

起することができ微小蛍光であってもこれを解析するこ

と，すなわち形質膜に近接した分子の動きを解明すること

が可能である．このシステムを生細胞に適応し，ライブセ

ルイメージングを行い，STIM１の各機能ドメインの

puncta形成における関連をさらに解析した結果，定常状態

では STIM１はコイルドコイル領域，セリン／スレオニン

リッチ領域が機能することにより管状小胞状の形態をと

り，彗星のごとく運動しているように観察される．HEK２９３

細胞においても STIM１が微小管に沿った小繊維状あるい

は管状のパターンをとる．さらにステライル α-モチーフ

領域を欠損する変異体型 GFP-STIM１は管状小胞状の形態

をとって動くが，BCR刺激後の形質膜近傍への集積は認

められないことから，BCR刺激後の puncta形成と集積に

はこれらの領域に加えステライル α-モチーフ領域が必要

であることが判明し，これまでの結果が確認された．また

ノコダゾール処理の結果，定常状態において管状小胞状挙

動を示す STIM１のユニークな分布様式は微小管に依存し

ていることが明らかとなった．しかし，この定常状態の動

的挙動がどう puncta形成や SOCE活性化に関与するのか

は分かっておらず，今後の課題である．

４． SOCEチャネルと Orai１

PLCの下流で活性化されることなどから SOCチャネル

担当分子として一過性受容体電位チャネル（TRP：transient

receptor potential）が想定され，HEK２３９細胞を用いた実験

では InsP３Rを介した Ca２＋ストアと SOCチャネルとしての

TRP（TRP３）の活性化が報告されている１２）．しかしながら

TRPCは通常のサイズのシングルチャネルのイオンコンダ

クタンスを持つが，SOC電流として捉えられる Icracはイオ

ンコンダクタンスが極小であることなどから，現在 TRP

が SOCチャネル本体である可能性は低いと考えられてお

り，SOCチャネルとしては新たに同定された Orai１が候補

として挙げられている１３）．Orai１は四つの膜貫通領域を有

する膜タンパク質であり Orai１と STIM１の共発現により

Icrac様電流が観察されることから，Orai１は CRACチャネ

ルそのものかあるいはその小孔形成サブユニットであるこ
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とが推測された．おそらく Ca２＋センサーである STIM１は

punctaを形成して Orai１に接近し（あるいは Orai１が puncta

を形成した STIM１に接近し）Ca２＋枯渇という情報を Orai１

に提供し SOCチャネルを活性化すると思われる（図２）．

実際 STIM１は形質膜に１０―２５nmに近接して分布している

ことが示され，また Ca２＋流入は Orai１と STIM１が近接し

た形質膜の部域に限局して起こることも報告されている６）．

５． 終 わ り に

STIM１によるカルシウム応答の制御機構をレビューす

るとともに，STIM１欠損 DT４０B細胞に種々の変異体

STIM１を導入するシステムにより STIM１の各領域の機能

を解析する研究を紹介してきた．最後に我々が最近明らか

にした肥満細胞の活性化における STIM１の関与について

概説してこの稿を終えることにする．肥満細胞の脱顆粒に

は細胞内 Ca２＋の上昇が関与するが，この過程もまた SOCE

により担われている．STIM１欠損マウス（Stim１－／－）由来

の肥満細胞では SOCEの障害により Ca２＋流入および細胞

内 Ca２＋の上昇が野生型肥満細胞に比し著しく抑制され，

細胞内 Ca２＋の低下により脱顆粒機能が阻害される．また

STIM１の発現レベルが低下したヘテロ接合体マウス

（Stim１＋／－）では IgE依存性アレルギー反応（アナフィラ

キシー反応）による血管透過性上昇が著しく抑制される１４）．

さらに Orai１欠損マウス由来の肥満細胞においても SOCE

の阻害および脱顆粒の減少やアレルギー反応の減弱が認め

られ１５），肥満細胞の機能発現にも STIM１あるいは Orai１に

依存した SOCEが重要であることが明らかにされた．し

かしながら，我々が解析してきた DT４０B細胞，肥満細胞

を含め，Orai１と STIM１の相互作用の詳細は未だ不明であ

り，また SOCEの際，他の Ca２＋チャネルや Ca２＋マイクロ

ドメイン（局所的高 Ca２＋濃度領域）の関与など，今後解

明されるべき点は多く残されており，今後の研究のさらな

る進展が期待される．

図２ STIM１による SOCEの誘導
リガンド（アゴニスト）がレセプターに結合すると Gタンパク質あるいはチロシンキナーゼを介して PLCの
活性化が誘導され，PtdIns（４，５）P２が加水分解された結果生成する InsP３が小胞体の InsP３Rに結合することに
より小胞体内に貯蔵された Ca２＋の遊離を促す．小胞体内 Ca２＋レベルの減少は STIM１（EFハンドモチーフ）に
より感知され，また STIM１は形質膜近傍に punctaを形成して再分布し，SOCE（CRAC）チャネルと想定され
る Orai１と相互作用して SOCEの活性化を促す．その結果細胞外から Ca２が＋持続的に流入し，細胞内 Ca２＋濃
度を維持することにより遺伝子発現など種々の細胞機能の発現を誘導する．
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インフルエンザウイルスレプリコンと宿主
複製・転写因子

は じ め に

ウイルスの複製と病原性発現機構の理解を目指した時，

ウイルスが宿主の機能に完全に依存した寄生体であること

に鑑みれば，ウイルスゲノムにコードされる因子と宿主に

由来する因子（宿主因子）の機能とその相互作用を明らか

にすることが重要である．

ウイルス因子の機能を解析するにあたり，ウイルス遺伝

子に任意の変異を導入し，その変異遺伝子を含んだウイル

スを作成して形質を調べる分子遺伝学的な方法が一般的で

ある．宿主と同じゲノム様態，すなわち二本鎖 DNAをゲ

ノムとして持つウイルスでは容易に構築でき，実際用いら

れてきた方法である．細胞に人工的に導入した時に，一定

の条件下で，感染性ウイルス粒子を産生できるウイルスゲ

ノム核酸を「感染性ゲノム」と呼ぶ．従って，二本鎖 DNA

ウイルスのゲノムは，一部の例外（ワクシニアウイルスな

どは，細胞質で複製が進行するために，ゲノムの複製と転

写を行う酵素を感染時に持ち込む必要がある）を除いて，

感染性ゲノムである．mRNAと同じ極性（プラス極性，

あるいはプラス鎖）の RNAをゲノムとして持つウイルス

では，感染直後からウイルス因子の翻訳が行われ，複製に

必要なウイルスタンパク質が合成される．従って，プラス

鎖 RNAゲノムは感染性ゲノムである．一方，本稿でとり

あげるインフルエンザウイルスなどの，mRNAと逆の極

性（マイナス極性，あるいはマイナス鎖）の RNAをゲノ

ムとして持つウイルスでは，精製したゲノムを細胞に導入

しても，感染性粒子は産生されない．細胞には，ウイルス

RNAを複製できる RNA依存性 RNAポリメラーゼが存在

せず，mRNAの鋳型では翻訳されることもないからであ

る．ウイルスゲノムの転写・複製には，粒子に付帯してい

るウイルス RNA依存性 RNAポリメラーゼが必須である．

マイナス鎖 RNAゲノムに感染性を持たせるには，ウイル

ス粒子内に存在するウイルス RNAポリメラーゼを含んだ

ウイルスゲノム RNA-タンパク質複合体（viral RNA-viral

protein complex, vRNP）として細胞に導入するか，細胞内

で vRNPを再構成させる必要がある．

一方，宿主因子については，ウイルスゲノムの複製と転

写を再現できる無細胞系を構築し，生化学的な相補試験に
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