
研究室紹介

１．はじめに

　我々の研究室で行っている研究を一言で表現する
ならば、「百聞は一見に如かず」を地で行く研究です。
生きた細胞の中で繰り広げられている分子レベルの
様々な現象を可視化して理解する。非常に単純な戦
略でありかつ説得力を持った現象の説明が可能にな
るものの、それを実現するのはそう簡単ではありま
せん。また、その難しさを克服するだけでは面白い
研究につながりません。同業の研究者にはもちろん
のこと、一般の方たちにも面白いと思ってもらえる
研究をするために我々の研究室で掲げている標語は
「先ずは疑う」です。教科書や論文に書いてあるこ
とが全部正しいとは限りませんし、常識とされてい
る知見を覆す結果を出すことほど痛快なことはない
からです。そしてもう一つは、なんでも良いので研
究の中に「一番」を含めることです。ただし、多く
の研究者がその道の一番を目指していますので、同
じようなことをやっていては簡単に一番になれませ
ん。そこで「流れに掉ささない（流行に乗らない）」
ことにより、あまり誰も注目していないところを突
いて一番になるという姿勢も大事にしています。以
下、このような研究方針のもとで得られた成果を紹
介し、我々の研究の面白さを感じてもらおうと思い
ます。

２．世界で“一番”高感度な蛍光Ca2+センサーで

　垣間見えた細胞間シグナル伝達

　カルシウム（Ca）は動物・植物を問わず、生きて
いくうえで欠かせない必須元素のひとつです。ヒト
の身体にはおよそ1.5kgのCaが存在しており、そ
のほとんどが骨や歯にヒドロキシアパタイト
（Ca5(PO4)3(OH)）の形で沈着しています。一方で
数gのCaが血液や細胞内に遊離したカルシウムイ
オン（Ca2+）の状態で存在しています。このたった
数gのCa2+は大した量ではないと思われるかもし
れませんが、実は生命活動に不可欠な役割を果たし
ています。Ca2+の恒常性に異常が生じると、躁う
つ病や循環器疾患、アレルギー疾患、内分泌異常、
不整脈やてんかん等々、様々な疾病が引き起こされ
ます。これまでの研究からCa2+の濃度は定常状態
の細胞内では100nM弱程度に保たれており、細胞
外からの生理活性分子による刺激が細胞内に伝達さ
れると細胞外からのCa2+流入などにより、数μM 
にまで一過的に上昇することが知られています。こ
の一過的なCa2+濃度の上昇が多くのタンパク質を
活性化し、筋収縮や神経伝達、内分泌などを引き起
こすのです。このように既にCa2+についての知見
は十分に蓄積していると言っても過言ではないので
すが、実はまだまだ「見えていない」現象が山のよ
うにあると我々は考えています。なぜなら、従来の
知見はそのほとんどが蛍光性Ca2+センサーを細胞
に導入して、細胞外から人為的な刺激を与え、セン
サーが示す蛍光の変化を計測することで得られた結
果から帰結されたものだからです。ここで二つの疑
問が生じます。一つは「使用されたCa2+センサー
は妥当か？」。もう一つは「人為的な刺激は生理的
な刺激を反映しているのか？」です。一つ目の疑
問が生じた理由は、従来使用されてきたFura-2 や
G-CaMP、YC3.60など蛍光Ca2+センサーのCa2+に
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図１．タンパク質でできた蛍光Ca2+センサーyellow cameleonの構造模式図

対する親和性が、どれも同じようなものばかり（解
離定数（Kd）が0.5μM前後）だからです。Kdが0.5
μMの指示薬を用いた場合、定量的に測定できる
Ca2+濃度はその前後の濃度、つまり 100nM から
1000nMの範囲に限定されます。その範囲を外れる
とたとえCa2+の濃度が変動していたとしてもCa2+

センサーが発するシグナルは変化しません。二つ目
の疑問は、どの論文においてもCa2+応答が見られ
るまで人為的に与える薬剤の量を増やしているとい
うことから出てきます。細胞が自発的に活動してい
る際にも同程度の薬剤が降りかかっている保証はど
こにもありません。以上を総合すると、これまでの
研究結果のほとんどが“無理やり刺激をして見えた”
実験に基づいている可能性が大いにあると言えます。
計測しなければならないのは人為的な刺激への細胞
応答ではなく、真の意味での生理的条件、つまり動
物・植物が内包する多細胞ネットワークの自発活動
に伴う細胞内Ca2+濃度の変動です。両者の差は、
刺激の強度やパターンのみならず、それぞれに対す
る細胞内Ca2+濃度の変動レンジが異なっている可
能性が考えられます。上述のように既存のCa2+セ
ンサーの感度からすると、Ca2+濃度が100nMから
1000nMにまで変動すれば十分に大きなシグナル変
化として検出できますが、もし自発的な変動が
10nMから50nMへの微少な変化であれば検出でき
ません。このあり得るかもしれない“低濃度で微少
なCa2+濃度の変化”の有無を検証するにはCa2+に
対するKdが数10nM程度のCa2+センサーを細胞に
導入し、Ca2+濃度の変化を可視化する必要があり
ます。しかしながら、そのようなCa2+センサーは
世の中には存在しませんでした。Ca2+に対する親

和性が強すぎるため、細胞に導入すると細胞内の
Ca2+を食ってしまって、生理環境を乱してしまう
だろうとの考えから、誰も開発しなかったのです。
ならば自分たちの手で作ってみようということにな
り、我々が以前開発したタンパク質でできた蛍光性
Ca2+センサーyellow cameleonの改良に乗り出しま
した。yellow cameleonはCa2+の結合に依存して相
互作用するタンパク質であるカルモジュリン（CaM）
とM13を連結し、さらにそれを緑色蛍光タンパク
質のシアン色変異体（CFP）と黄色変異体（YFP）
でサンドイッチした構造を持つタンパク質です（図
1）。Ca2+の結合によりCFPからYFPへのエネルギ
ー移動（FRET）効率が上昇し、シアン色から黄色
へと蛍光色が変化します。我々はyellow cameleon
の Ca2+親和性を上げるために、Ca2+が結合する
CaMにアミノ酸変異を導入したものを多数作成し
ましたが、いずれもCa2+親和性が低くなるものば
かりで親和性を増すような変異を見いだすことはで
きませんでした。そこで戦略を変えてCaMとM13 
の連結のさせ方を改変してみました。従来のyellow 
cameleonではCaMとM13の間が2アミノ酸（Gly-
Gly）からなるリンカー配列で連結されていましたが、
2アミノ酸で連結されたCaM-M13は立体構造的に
窮屈な形をとっているため、Ca2+に対する親和性
が低くなっているであろうと考えた訳です。実際に
CaMとM13の間のリンカー長を2アミノ酸から3
アミノ酸に伸ばしたところCa2+親和性は50nMに
向上しました。これに味を占めて、リンカー長を段
階的にのばした結果、リンカー長4アミノ酸で Kd 

= 30nM、リンカー長5アミノ酸でKd = 15nMまで
向上しました。最強のCa2+キレーターとして知ら
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図２．YC-Nanoで可視化された10万個の細胞集団中に生じるらせん状のシグナル伝播 . 
　　　マゼンタ：細胞内Ca2+の高い領域．スケールバー1mm

　

れるEGTAよりも10倍も強くCa2+と結合するセン
サーができてしまったのです。我々はこの世界最高
のCa2+親和性を有する改良型センサーをnMレベ
ルのCa2+濃度を測定できることにちなんでyellow 
cameleon-Nanoと命名しました。yellow cameleon-
Nanoを用いて、走化性応答により自発的に集合流
を形成しつつある約10万個の細胞を対象にCa2+イ
メージングを行ったところ、周期長が400μm、周
期が6分のらせん状に伝搬するCa2+波を可視化す
ることに世界で初めて成功しました（図2）。また、
1000個以上の細胞から構成される神経 -筋ネットワ
ークの自発的な活動パターンを生きたゼブラフィッ
シュ胚の中で計測できただけでなく、定常状態での
神経細胞、筋細胞、表皮細胞のCa2+濃度が異なる
ことも世界に先駆けて見出しました。これにより

Ca2+濃度の違いから細胞の分化状態や細胞種が特
定できる可能性が示唆されました。

３．おわりに

　このように我々の研究室は冒頭で述べた三つの標
語「先ずは疑う」「一番」「流れに掉さす」を意識し
ながら面白い研究を行うことを心がけています。ご
く最近では世界で最も明るい発光タンパク質Nano-
lantern を開発し、動き回るマウスの体内にある癌
組織をリアルタイムに可視化することに世界で初め
て成功しました。現在はそのような技術を応用して
「少数性生物学」なる新たな学問領域を開拓しつつ
あります。ご興味がありましたら、是非当研究室の
ホームページ（http://www.sanken.osaka-u.ac.jp/
labs/bse/）を覗いてみてください。
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