
 

 - 299 -

研究課題別評価 

 

１ 研究課題名： ２光子励起法を用いた生体膜融合分子機能の顕微解析とシステム化 

 

２ 研究者氏名： 根本 知己 

 

３ 研究の狙い： 

開口放出や細胞分画間の小胞輸送における生体膜融合過程は、広く進化上保存されている可

溶性 N-エチルマレミド感受性因子（NSF）結合タンパク質受容体（SNARE）連関タンパク質群によ

って引き起こされると考えられている。特に、開口放出の初期に形成される融合細孔の形成に先

立ち、小胞膜の v-SNARE（VAMP2）と細胞膜の t-SNARE（SNAP23,syntaxin2）が安定な４重αヘ

リックス構造を形成し、複合体を形成することが必要であると生化学・分子生物学的には提唱され

ている (SNARE 仮説)。しかし、生体組織においてこのＳＮＡＲＥ仮説は真に成立し得るかといった

点を含め、この超分子複合体がどのように物理的な脂質２重膜間の融合を引き起こすのか、その

作用機序や生理的機能を含め未解明である。そこで、本課題では、先端的光学技術と遺伝子工

学を組み合わせ、SNARE 分子及びその関連する分子の in vivo リアルタイム可視化を実現し、

Ca2+依存性開口放出やその制御機構を解明することを目指した。 

 

４ 研究の成果： 

本研究で用いた膵臓外分泌腺細胞は、極めて強い極性を持ち、基底膜上にはアゴニスト受容

体、腺腔膜側には消化酵素源を濃縮貯蔵した直径 1μm もの分泌小胞が集積する。それ故、生合

成、調節性開口放出等のモデルとして広く用いられてきた。アゴニスト刺激は細胞内カルシウム

濃度[Ca2+]i 上昇を惹起し、開口放出を引き起こす。本研究者は２光子顕微鏡を用いてΩ構造とし

て融合細孔形成とCa2+波動の同時可視化に成功していた。さらに腺腔膜上で開口放出を起こした

分泌小胞の膜が腺腔膜と融合し完全に平坦化する前に、隣の標的膜として供され、２次的な開口

放出が生じることを世界にさきがけて明らかにしていた（逐次開口放出）。 

①膵臓外分泌腺初代培養法の確立 

細胞の極性を損なうことなく真の開口放出現象を可視化する必要があるので、蛍光タンパク質

と標的タンパク質の融合タンパク質の発現の為には、組織的な構造を保持し生理機能を維持でき

る初代培養細胞系を確立することが必須であった。しかし、既存の手法では、極めて短期間で形

態変化からネクローシスを至る。そこで、極性を維持するためコラーゲン・ゲルでチェンバーをコー

ティングすることや、様々な培養条件を検討した結果、Waymouth’s medium をベースにした培養

液を用いることで、問題を解決した。さらに、プラスミドをコートした金粒子の高速打込やアデノウィ

ルスを用いて旧来のインジェクション法よりも効率的に外来性遺伝子を発現することに成功した。 

②SNARE 仮説と逐次開口放出分子モデルの検証 

t-SNARE 分子は組織化学的には腺腔膜に局在することが示唆されていたため、SNARE 仮説

が成立することを前提とした逐次開口放出の分子的なモデルを提出していた。即ち、syntaxin 

and/or ＳＮＡＰ２３が、連続化した小胞膜を側方拡散し、深部顆粒上の VAMP2 と SNARE 複合体

を形成し、２次的な開口放出を起こすと想定した。 

そこで、２光子断層イメージングの色収差が無く、かつスペクトルの広い同時多重染色性を活用

し、蛍光デキストランにより細胞構造と他の蛍光分子の空間関係とを、高精度で判断することを可

能とした。蛍光抗体法により syntaxin-2 が腺腔膜に局在することを確認した。さらに SNAP23 をク

ローニング、EGFP-SNAP23 発現用アデノウィスルを研究協力者に作成依頼した。この発現により

SNAP23 の局在性を初めて示した。 

さらに、SNARE 仮説の検証を行うために、遺伝子工学的に SNARE コアタンパク質の機能阻害

を導入した。対照群（野生型 syntaxin-2 を過剰発現）では盛んに逐次開口放出が観察された一方

で、安定なコア複合体が形成できない syntaxin-2 変異体を過剰発現させた細胞では、Ω構造発

生が完全に阻害された。また、開口放出を起こした顆粒膜へ SNAP23 が拡散することを可視化す

ることに成功した。逐次開口放出には融合した小胞膜への SNAP23 の側方拡散が重要である。 
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尚、この新規的な様式「逐次開口放出」は、本研究者の研究グループはもとより内外からも、膵

臓β細胞、副腎髄質クロマフィン細胞、PC12 細胞など他の分泌細胞においても報告されつつあり、

細胞生物学的に一般的で基本的な様式である可能性が出てきた。 

③融合細孔形成の制御因子 

③-1.  アクチン＝バリア説の検証と急性膵炎の病因 

細胞膜直下のアクチン被覆は、膜融合の物理的障壁となっているのではないかどうか（アクチ

ンバリア説）は長年の議論の的であった。EGFP-βアクチンと開口放出を同時可視化することに

成功し、アクチンは開口放出を起こした顆粒膜で急激に重合することを初めて明らかにした。この

被覆形成を阻害すると、Ω構造は不安定化し、病理的な空胞形成が生じ、急性膵炎へと導かれ

ていくことから、アクチン被覆は細胞極性の破壊を防ぎ、生理的な開口放出の進行に重要である

ことが判った。さらに、ケージドカルシウムの閃光活性化が可能なシステムを新たに構築すること

により、開口放出の速度を定量的に計測した結果、腺腔膜直下のアクチンも顆粒膜のものも、開

口放出の速度を遅くしているが、分泌可能顆粒のプールサイズには影響を与えなかった。ここで、

開口放出への準備状態は最外層でも内部でもほぼ等しいことから、逐次開口放出のモデルでは、

SNARE 複合体の形成は刺激後に起きることを予言する。従って、アクチン被覆は t-SNARE の側

方拡散係数を下げることを介し、SNARE コア複合体形成に要する時間を長くするものの、複合体

形成自体は阻害せず、被覆は十分に粗であることが示唆された。このように、古典的なアクチン

の「バリア機能」を新たに再定義することに成功した。尚、本成果の図像は米国膵臓学権威の執

筆する消化器学の標準的テキストに掲載を依頼された。 

またアクチンは一過的に基底膜に斑点状に集積することを初めて可視化した。この集積はジア

チルグリセロールより下流のシグナルによって惹起された。即ち異なる膜分画毎にそれぞれ固有

のアクチン重合の動態を持っていた。意外なことに、異なる膜分画でも、small GTPase rho に媒介

されていた。さらに、PIP２が Rho 活性化に寄与している可能性が示唆されつつある。 

③-2. Rab3 エフェクターNoc2 の Ca2+依存性開口放出への関与 

分泌顆粒の融合準備状態に関与する rab3 タンパク質のエフェクターである Noc2 をノックアウト

したマウスを用い、Ca2+依存性開口放出への寄与を検討した。このマウスでは全身の多くの分泌

細胞で調節性分泌の抑制が生化学的に認められた。しかし、Ca2 と開口放出の同時イメージング

を行ったところ、意外なことに、ノックアウトマウスでは、Ca2+濃度自身が著しく抑制されていた。そ

こでケージドカルシウムにより人工的なCa2+濃度を与えたところ、開口放出数は７０%以上回復した。

以上から、Noc2は、アゴニスト刺激時の[Ca2+]i上昇に必須であった。さらに、アゴニストによらず同

様の結果を得たので、共通経路である Gqから IP3受容体までの経路において機能していた。 

④蛍光シグナルの相関と融合細孔系の測定法 

APDにより高効率で２光子励起蛍光光子を検出し、自己相関・相互相関の計測する系を確立し、

蛍光分子濃度や拡散定数の解析系を確立した。また、様々な蛍光デキストランで細胞外を多重染

色し、Ω構造の蛍光シグナルの相互相関関数から、融合細孔直径を高精度で計測する解析手法

を確立した。融合細孔は漸次拡張するが、20nm を越えることは無く極めて安定な構造体であるこ

とが示唆された。また、膵臓β細胞の開口放出時の融合細孔形成過程を詳細に解析し、融合細

孔は脂質によって形成されていることが強く示唆された。 

⑤予期していない新たな技術や科学的知見―溶液輸送・ミトコンドリア活性状態 

まず、水溶性蛍光色素を用いた細胞形態のイメージングからインタクトな鼻粘膜上皮腺におけ

る溶液輸送現象を実時間同時可視化する方法を確立でき、生体防御機能として Ca2+依存的な鼻

粘膜液の産生機構の可視化解析が可能となった。アセチルコリンによる一方向性の Ca2+波動の

発生、溶液輸送、逐次開口放出が初めて同時可視化され、これらの時間的秩序関係が定量的に

捉えることに成功し、この秩序関係が効率的な防御機能発現が実現されていた。また、同様の同

時多重可視化は、唾液腺外分泌腺においても成功し、今後は様々な分泌腺組織の機能アッセイ

法として用いられていくであろう。 

次に、２光子励起自家蛍光像を検討することにより、ミトコンドリアに集積する NADH の集積状

態の可視化に成功し、個々のミトコンドリアの活性状態の解析へつながった。中枢神経培養細胞

に適用、電気化学的な呼吸状態の同時測定により、ミトコンドリアを介した Ca2+依存性の迅速な
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酸素代謝を初めて実証することに成功した。 

 

５ 自己評価： 

当初設定目標のうち、２光子励起法の、ケージド試薬閃光活性化法、FRET、FLIM、FCSへの適

用による新たな定量解析系の確立と、遺伝子工学的手法による膵臓外分泌腺組織標本での

SNARE 連関分子の可視化はほぼ計画通り達成し、その結果、SNARE 仮説の検証、融合細孔動

態の可視化解析、アクチン細胞骨格による制御に関して新たな知見を得、公表することができた。

また、当初の計画の予想を超え、水分泌、ミトコンドリア活性状態の新たな可視化解析法を生み

出し、また、Noc2 という新規分子の思いがけない寄与も明らかにした。以上の成果は、急性膵炎、

アレルギー性鼻炎などの臨床研究や創薬への展開も期待している。しかし、融合細孔形成に伴う

SNARE 分子の拡散の可視化には成功したが、その時の真の SNARE 複合体形成の瞬間を、リア

ルタイム可視化するという目標は到達したとは言えない。現在も継続して実験を進めているので、

今後の進展を見守っていただきたく、お願い申し上げる次第である。 

SNARE 連関タンパク質は、その機能の一般性にもかかわらず、この数年でやっと生化学的・分

子生物学的な概観の見えてきた段階であり、モータータンパク質のような機能を有する超分子複

合体として研究対象となりつつある。本研究によりその潮流の一端を先駆的に担うことができたと

思う。本研究者の明らかにしてきた逐次開口放出現象、提出した開口放出の分子モデルや細胞

骨格による制御過程などは内外の他研究者によってその一般性が追認されつつある。また、開

発してきた技術は、２光子励起顕微鏡法自身がレーザー光源の扱いが難しいために安易には使

えないことや、ケイジド試薬、FLIM、FCS の利用には更に高度な顕微鏡の改造が必要であること

から、現在、どこの研究室でも行えるというものではないかもしれない。しかし、生の生物の試料

の観察には、標本自身の改良を伴う多くの試行錯誤を要し、その標本を扱う研究者によって独自

に進められるべきものであろう。本領域における研究終了後も生体膜融合連関分子の可視化解

析を着実に進めており、将来へ向かって本研究を展開していきたい。  

 

６ 研究総括の見解： 

   2 光子励起顕微鏡による可視化技術を開発し、生体分子機能研究に応用して、逐次開口放

出分泌機構の可視化に世界にさきがけて成功した。この分泌機能の異常が急性膵炎やアレルギ

ー性鼻炎に結びつくメカニズムも解明し、米国消化器学の教科書にも採用された。物理学の深い

理解に根ざした高い技術力とやわらかい生理現象への洞察力があいまって達成された成果であ

る。本領域の機能研究における高い成果と評価できる。残る複合体形成のリアルタイム可視化を

是非成功させたい。 
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