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1. 研究目的 
神経や分泌細胞の基本的機能である神経伝
達物質やホルモンの分泌は、細胞内のカルシウ
ムイオン濃度の上昇で調節されており、分泌は
分泌顆粒の細胞膜への融合、即ち、開口放出（図
2）によって起きる。しかし、カルシウム上昇
がどうして開口放出を起こすのかはまだ根本
的に不明である。 
本研究では、新しい生物物理学的研究手法を
用いて、また、異なる分泌細胞を比較する立場
から、カルシウム依存性分泌を制御する機構の
生理的、分子的、形態的理解を進めていくこと
を目的とした。 

 
2. 研究成果概要 

2.1 細胞内カルシウム濃度の生理的範囲 
現在まで、多くのカルシウム・シグナリング
の研究は高親和性カルシウム指示薬を用いて
なされており、生理的細胞内カルシウム濃度上
昇は 1 マイクロモル以下であると考えられて
きた。しかし、私達は低親和性カルシウム指示
薬を用いたカルシウム画像処理を行い、外分泌
細胞の様な上皮細胞でもカルシウム動員によ
って 10μモル以上のカルシウム濃度上昇が起
き、それによって、開口放出が起きることを見
出した 1,8）。同様な高いカルシウム濃度上昇は
他の分泌細胞でも見出された 2-6）。 
更に、小脳プルキンエ細胞で同様なカルシウ
ム画像処理を行ったところ、シナプス可塑性を
誘発する反復脱分極によって、樹状突起のカル
シウム濃度が 10-50μモルにまで上昇すること
が明らかとなった。また、この際、大量の高親
和性カルシウムバッファーが存在し、カルシウ
ム応答をゲートしていることもわかった 4）。 
この様に、細胞内カルシウム濃度の生理的範
囲は一般に 0.1μモルから 100μモルに及び、
このことがカルシウムイオンが多くの細胞機
能を調節し得ることの基礎の一つとなってい
ると考えられる。開口放出や神経可塑性は、比
較的高濃度のカルシウム要求性を示す細胞機
能の代表である（図 1）。 

 
 
 
 
 
 
 

2.2 開口放出し易さの多様性 
細胞にケイジドカルシウム試薬を負荷し紫
外線で閃光分解して高速カルシウム上昇を与
えた時の、開口放出のミリ秒での測定を行うこ
とにより（カルシウム濃度固定法）、開口放出
のし易さ（速度定数）を直接測定することに初
めて成功した。こうして、求められた速度定数
は分泌小胞や細胞の種類によって著しく多様
である事が初めて明らかとなった 2,6）。これに
より、開口放出の最終段階の速さ、即ち、開口
放出し易さ（図 2）が分泌機能を率速すること
がわかった 6）。この多様性は小胞の分子的準備
状態の多様性を表していると考えられ、開口放
出の分子過程の解明の糸口となると考えられ
る。 

 

図２ 開口放出し易さ（時定数） 



 
2.3 ２光子励起法による定量的神経・分泌細胞解析
法の確立 
２光子励起とは、フェムト秒の近赤外レーザ
ーを対物レンズで集光することにより（図 3b）、
２つの光子が同時に分子に吸収され励起を起
こす現象である(図 3a)。２光子吸収は焦点面で
のみ起きるので、焦点面以外での無駄な吸収が
なく、深部到達性が高く、断層解像がある。従
って、臓器標本における分子・細胞機構を調べ
るのに、最善の方法論である。 

 
 
我々は、この方法論を分泌組織に適用するこ
とに初めて成功した。こうして、外分泌腺では、
開口放出した小胞膜が安定に残存し、この小胞
膜に対して二次的な開口放出が起きる（逐次開
口放出、図 4a）ことが明らかとなった。この
小胞間の融合は、必ず細胞膜に開口放出し連続
となった小胞に対して起きるので、細胞膜の融
合因子があり、側方拡散で内部に供給されると
考えられた 8）。また、最外層顆粒の融合も内部
の顆粒の融合も同じ時間で起きるので、内部の
小胞の分子的分泌準備状態は最外部と変わら
ないことが示唆された。この機構では、小胞の
動員に輸送が必要でなく、細胞の変形も最小限
である（図 4b）。この効率のよい分泌様式は内
分泌細胞でも利用されていることがわかって
きた。逐次開口放出は融合分子のダイナミック
な供給を伴うので（図 4c）、開口放出の分子機
構の解明に有力な現象である。 

 
 

一方、２光子励起可能で安定なケイジドグル
ミン酸の合成に成功し、光学的に高分解能で
（１μm以下）でグルタミン酸放出を起こすこ
とを可能にした。これを海馬スライス標本に適
用し、樹状突起スパイン形態とグルタミン酸感
受性の強い相関を明らかにした 9）。これは、大
脳神経回路網の記憶が神経細胞の樹状突起の
微細形態として蓄えられている可能性を示唆
する。 

 
3. 結論 
本研究により、神経・分泌細胞機能の定量的
特徴付けが著しく進んだ。特に、逐次開口放出
現象が見出され、また、樹状突起スパインの形
態・機能連関が明らかとなった。 
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図３ ２光子励起法 

図４ 外分泌腺の逐次開口放出 


