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多く の 細胞 は ､
ホ ル モ ン ･ 成長因子 ･ 神経伝達物質などの 様 々 な細胞外刺激 に よ っ て ､ イ

ノ シ ト
ー

ル リ ン脂 質の 代謝が 活性化 され ､ 細胞 内メ ッ セ ン ジ ャ
ー と して イ ノ シ ト

ー

ル 3 リ ン

酸 (IP 3) と ジア シ ル グリ セ ロ
- ル を産 生す る ｡ こ の う ち､

I P 3 は ､ イ ノ シ ト
ー

ル 3 リ ン 酸受

容体¢P 3 R) と特異的に結合
･ 活性化 し､ 小胞体を主とす る細胞内 C a

2 +
ス トア か ら C a

2 +
を細

胞質内に放出させ る( I P 3 -i n 血 c e d C a
2 +
r el e a s e : ⅠI C R) 機能 を持 っ ｡ I P 3 に よ っ て 放出され

た C a
2 +
は 細胞内にお い て セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー と して 作用 し､ 様 々 な細胞 内分子 の 機能

を制御する事に よ っ て ､ 受精現象 ･

発生
･

開 口分泌 ･ 細胞増殖 ･ ア ポ ト
ー

シ ス ･ 感覚受容 ･

記憶 ･ 学習な どの 多彩な生命活動 に関 与 して い る｡

外 界か らの 刺激応答の 際に ､ 多く の 細胞 で ス パイ ク状の C a
2 +
上昇が周期的に起 こ る C a

2 +

オ シ レ ー

シ ョ ン や ､ C a
2 +
上昇が細胞質内や隣接する細胞 に伝わ っ て い く C a

2 +

ウ ェ
ー ブな ど

の ように ､ 細胞質内 . 細胞間 の C a
2 +

濃度が複雑な空間的 ･ 時間的パ タ ー

ン をと っ て 変化 し

て ゆく こ とが 知 られ て い る ｡ こ の よ うな C a
2 +
変動 の パ タ ー

ン は ､ 外 界 か らの 刺激 の 種類や

強度 に依存 して変化 し ､ またそれ ぞれ の 細胞 に特有の パ タ
ー

ン がみ られ る こ とか ら､ 細胞 内

C a
∑+

濃度変化の 時空 間パ タ ー ン そ の もの に 刺激伝達情報が コ ー ドされ て い る と考えられ て

い る｡

I P 3 R は 小胞体など の 細胞 内 C a
2 十
ス トア 上 に存在す る細胞 内 C a

2 +
放出チ ャ ネ ル で あり ､

I P 3 と結合する こ とで 開 口 し ､ 上 記 の よ うな複雑な細胞質内の C a
2 +
上昇を引き起 こす ｡ I P 3 R

に は こ れま で 3 種類 の サブタイ プ の 存在が知 られ て お り､ 各 タイ プが そ れぞれ重複 し つ つ



組織 ･ 細胞 な どに 広く発現す る こ とか ら､ お の お の が 固有の 性質を持 つ だけで なく ､ 生物種 ･

組 織種 に 固有の 発 現量 でそれ ぞれ の タイ プが 組み合わさ る こ と に よ っ て ､ 組織や細胞 の複雑

で特異的な C a
2 +
変動パ タ ー

ン を形成 して い る と考えられ て い る ｡ と こ ろが ､ I P 3 R は さま ざ

まな細胞 に広範に存在 し､
3 種類の 内在性の IP 3 R を 1 つ で も持た ない 細胞 は報告され て い

な い ｡ また ､ 遺伝子 組み替え技術などで 1 種類 で も欠損させ るとそ の 個体は成体に な るまで

生存で きな い 上 ､ I P 3 R はそれ ぞれ の サブタイ プが ､ 組織種 ･ 生物種 に よ っ て 発 現量が 決ま

っ て お り ､ 欠失 して も相互 に補完 しあう こ とが ない こ ともわか っ て い る ｡ そ の ため ､ 細胞 内

の 発現量 の違い に よ る 細胞機能発現の違 い を知 る方法も従来 は無か っ た｡ 以 上 の た め ､ ある

特定の タイ プだ けを単独で 発現 して い る細胞 を使 い ､ そ の機能や構造を解析する と い う実験

系の 開発 がきわ め て 困難 で ､ I P 3 R の 各タイ プ の 基本的な構造 ･ 機能 の 違 い に つ い て は未 だ

充分に 明らか にな っ て は い な い の が 現状で ある ｡

一

方 ､
ニ ワ トリ B 細胞 由来 の D T 4 0 細胞株は ､ B 細胞抗原 レ セ プタ- 田C R) 刺激 に よ っ

て IP 3 R が 産生 され ､ C a
2 +
オ シ レ ー

シ ョ ン が生 じる こ とが 知 られて お り､ 刺激 強度に よ っ て

細胞 の 成熟 ･ 増殖 一 抗体産 生 ･ ア ポ ト
ー

シ ス な どの 様 々 な生理 現象が 引き起 こ され る｡ また ､

D T 4 0 細胞株 に は 3 種類す べ て の タイ プ の IP 3 R が発 現 して い る が ､ こ の 細胞 が高頻度に相

同組 み替えを起 こす性質を利用 して ､ 遺伝子 タ -

ゲ ッ テ ィ ン グ法 を用 い て 内在性 の 3 種類

の IP 3 R をす べ て 欠失 させ た 細胞株田2 3 1 1 1 細胞株) が 近年作成された o こ の R 2 3 1 1 1 細胞株

で は B C R 刺激 に よ る細胞 内 C a
2 +
上昇が完全 に 消失 して お り ､ さらに こ の 刺激 に よ る細胞 死

が 生 じにくく な っ て い る こ とが 示 されて い る ｡

そ こ で ､ 本研 究 で は R 2 3 - 1 1 細胞株 に対 し ､ I P 3 R 遺伝子 の 導入方法 を確 立 し､ マ ウス タ

イ プ 1 I P 3 R ( m I P 3 R l) を安定に単独発現す る細胞株 で ､ 発 現量 の 異な る株 を多数樹 立 し､ 単
一

の IP
3
R に よ っ て 引き 起 こ され る細胞 内 C a

2 +
動態 を測 定 し､ m I P 3 R l の 機能 に つ い て解析

を行 っ た ｡

R 2 3 - 1 1 細胞株に全長 の m IP 3 R l を コ
ー

ドす る p B a ct
- S T n e o B - C l を導入 し､ G 4 1 8 を

含 ん だ培地 でネオ マ イ シ ン 耐性株を選択 し､ 1 4 4 種 の 安定発現細胞を得た o そ の 中で ､

m I P 3 R l タ ン パ ク 質の 発現量が細胞間で 比較的均
一

な 4 種類 の 安定発現細胞株(K M N l , 1 3 ,

6 0
,
1 0 7) を実験 に使 用 した ｡ 各 細胞 で IP 3 R の発 現 量を抗I P 3 R 抗体を用 い た ウ ェ ス タ ン ブ

ロ ソ テ ィ ン グ法 で解析 した と こ ろ ､ 得られ た細胞株 は ､ 野生株の D T 4 0 細胞 とほ ぼ同程度

の I P
3 R l 発現量を示 す低発現細胞株(K M N 6 0 , 1 0 7) と ､ 野生株 の 1 0

-

2 0 倍程度の 発現量を

持 つ 高発現細胞株( E M N l , 1 3) の 2 種類に分けられた｡ それぞれ の 細胞株に つ い て IP 3 R l と

小胞体内に存在す る. Bi P タ ン
パ ク 質を免疫二 重染色 したと こ ろ ､ ど の 細胞株 で も両者 の分

布領域は
一 致 し ､ 発現させ た IP 3 R l は発 現量 によ らず小胞体上に存在 して い る と考えられ

た ｡ また ､ ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法や免役組織染色に よ っ て ､ それぞれ の 細胞株に つ い

て B C R の 発現量や局在は 野生株 の D T 4 0 細胞株 と比 べ て も大きな変化は なか っ た ｡ さ らに

電子顕微鏡に て 遺伝子導入 ･

発現に よ る細胞 内微小構造 の 変化 を観察 した ｡ 細胞 内の 構造上

の 変化 は見 られず ､

一

方 で D T 4 0 細胞とそ の M u t a n t 細胞 で は ､ 原形質全体に まん べ ん な



く存在す る粗面小胞体が C al ciⅦ m 貯蔵 の役目 を担 っ て い る こ とが示唆された ｡

つ い で ､ 発現 したIP 3 R l に よ る細胞 内 C a
2 +
上昇濃度の変化とそれ に よる細胞機能発現を

観察 した ｡ まず ､ B C R 刺激 に よ る各細胞株 の 細胞 内 C a
2 +

濃度変化 を､ 細胞内 C a
2 +
イ オ ン

濃度画像解析 シ ス テ ム A R G U S - 5 0/ C A に より ､ C a
∑+

蛍光 色素 F u r a 2 を用 い て 測定 した｡

B C R 刺激に は 0 . 0 0 2 -

2 . 0 〃 g/ m l の 抗 B C R I g M を使用 し､ それぞれ の 刺激強度に対す る反

応を観察 した｡

D T 4 0 細胞株で は ､ 次の よう な C a
2 +
オ シ レ

ー

シ ョ ン の パ タ ー ン の 変化がみられた｡ 0 .0 0 2

-

0 . 1 3 LL ど/ m l の 範囲の B C R 刺激で は ､ 高頻度で持続時間の 短 い C a
2 +
ス パイ ク か らなる C a

2 +

オ シ レ ー

シ ョ ン が観察され ､
一

方 で より 高濃度 の 0 .5 -

2 . O p g/ m l で は 刺激直後か ら
一

過性

の 持続時間の長 い C a
2 +
上昇が観察され ､ そ の 後振幅の 低い C a

2 +
上 昇が 低頻度で み られた ｡

ま た ､ 0 . 0 0 2 p g/ m l 未 満 の 刺激 で は ､ 細胞 内 C a
2 +
濃度の 上昇は観察されなか っ た o

低発現細胞株(E M N 6 0 , 1 0 7) で は野生株 の D T 4 0 細胞種 とは IP 3 R l 発 現量は 同程度 で あ

るが ､ 細胞 内 C a
2 +
の 動態は全く異 な る パ タ ー

ン で 観察され た o 0 . 0 2 5
-

0 . 2 5 FL g/ m l の 範囲 の

B C R 刺激 で は ､ 振幅が小 さくき わ めて 低頻度な C a
2 +
オ シ レ ー

シ ョ ン が み られ ､ より 高濃

度の 0 . 5
-

2 . 0 〃 g/ m l で は刺激直後 に細胞内 C a
2 +
濃度が軽度に 上昇 し､ こ の 状態が数十分に

わた っ て 持続 し ､ オ シ レ ー

シ ョ ン は観察されなか っ た ｡ 0 .0 0 2 〃 g 血1 以下 の 刺激 強度 で は

C a
2 +

濃度 の 上昇は観察されな か っ た ｡ 低発 現 の 2 つ の 細胞株 で ､ 2 つ ともほ ぼ同様 な結果

で あ っ た ｡

こ れ に対 し､ 高発現細胞株(E M N 1 , 1 3) で は ､ 非常に 興味深 い こ と に野生株 の D T 4 0 細胞

株 の 1 0 倍 も の IP 3 R が発 現 して い る に も か かわ らず ､ D T 4 0 細胞株と同様 な C a
2 +
上昇 パ タ

ー

ン を示 した ｡ ま た ､ B C R に 対す る感受性 も類似 して お り ､ 0 . 0 0 2 〃 g/ m l 未満 の 刺激強度

で は C a
2 +
上昇は み られ なか っ た｡ さらに発現量の 差 に よ る B C R 刺激 に対す る感受性 は 明

らか な差は なか っ た｡
一

方 ､ す べ て の IP 3 R を欠失 した R 2 3 - 1 1 細胞株 で は 各濃度 の B C R 刺激に C a
2 +
上昇はみ

られ なか っ た ｡ また ､ D T 4 0 細胞株, R 2 3 - 1 1 細胞株, 各 m 細胞株(1 , 1 3 ,6 0 , 1 0 7) にお い て ､

T h a p sig a r g in (T G) 0 .2 〃 M で ほ ぼ同様 な C a
2 +
上昇がみ られ ､ 細胞 内 C al ci u m 貯蔵 . 放出に

つ い て も差は ない と考えられ た ｡

さらに B C R 刺激 に よ る A p o p t o si s 誘導実験を行 っ た c I P 3 R を全く発現 して い ない R 2 3 -

1 1 細胞 で は ､ 刺激で A p op t o si s が誘発 され る細胞は優位 に少 な い が ､ I P 3 R 1 を単独発現 し

て い る細胞 は野生種 D T 4 0 細胞 よ り細胞死を優位に 生 じやす い こ とがわ か っ た｡ しかも ､

刺激強度と発現量 の それ ぞれ が細胞死 の誘導率に相関をも っ て い る ｡ さらに細胞内 C a
2 十
の

平均上昇量と誘導細胞 死 との 関係か ら､ 野生種 D T 4 0 細胞 で は C a
2 +

濃度上昇と細胞 死誘導

率が正 の 相関をも つ こ とがわ か っ たが ､ m I P 3 R 単独発現細胞 で は発現 量に関わりなく ､ 細

胞 内平均 C a
2 +
上昇量 と誘導細胞 死 の 間 にも正 の 相関が あ る こ とが わか っ た ｡ こ の こ と か ら ､

3 種類 の IP 3 R をい ずれ も発現 して い る野生種と ､ 単独発現 した細胞 とで は C a
2 +
シ グナ ル の

も つ 意味合い が本質的に 異なる 可能性 が 示唆された ｡



自然界 に は存在 しない が ､ m I P 3 R l に つ い て ､ 単独 の サブタイ プの み を発 現 し ､ なお か つ

発現 量 の 異 なる複数 の安定発現細胞株 を世界 で初め て 作成 し､ 単独 の m I P 3 R l 発 現 に よ る ､

細胞内 C a 2
+

変動を観察 した ｡ m I P 3 R l 単独発現で も ､ 発 現量 に よ っ て そ の 細胞 内 C a
2 +

動態は

全く異 な っ て い る こ とが判明 し､ さ らに 野生種 と比 べ m I P 3 R l 単独発 現細胞 で は誘導細胞 死

がより起きやすくなる こ と か ら ､ C a
2 +

濃度 上昇自体の も つ 意味合 い が異な っ て く る こ ともわ

か っ た ｡ 野 生株 D T 4 0 細胞株か らす べ て の サブタイ プ の IP 3 R を欠失させ た R 2 3 - 1 1 細胞株 を

作成す る過程で作られた ､ 内在性の 3 種類 の ニ ワ トリ IP 3 R をそれぞれ単独 で残 した細胞を

使 っ た ､ ニ ワ トリ の 各 IP 3 R の サブ タイ プに つ い て解析 した報告などか ら､ 従来 は C a
2 十
の 細

胞 内変動 に よ る細 胞機能発現 の違 い は ､ 主と して IP 3 R の各 サブタイプ間 で の発現量 ( 存在

量) の 差 とそれ ぞれ の サ ブタイ プ に 固有の性質に よ っ て 説明 で き る と考えられ て い た ｡ しか

し ､ 今回 の 実験 で は ､ 単独発現の I P 3 R で あ っ て も刺激 強度 に よ っ て 充分に多様な細胞内 C a
2 +

動態を生 じ得る こ と ､ さらに細胞 の 刺激条件が全く同 じで も発 現量が違 っ て いれ ば ､ 個 々 の

細胞 で の 細胞 内 C a
2 +

動態が異 なる こ とか ら､ 個々 の 細胞 ･ 組織に お け る機能発現 の違い が読

明 で き る こ とが 示唆され る ｡ それ は セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー

と して の C a
2 +
動態 に依存 して 細

胞機能 の 発現が異なる と した ならば ､ 単独 の タイ プ の IP 3 R で も細胞機能 の多様性 を説明 で き

るだ け で なく ､ さ らにそれぞれ の s u b t y p e が全く異な っ た 独自の細胞機能 の発 現 に関与 して

い る可能性 が あ る こ とを示 して い る ｡




