
細胞のサイズと紡錘体のサイズは相似となる（図２b）．コ

ンピュータシミュレーションを行うと，これら二つの要因

を組み合わせることにより野生型胚および三量体型 Gタ

ンパク質機能欠損胚における紡錘体の細胞サイズ依存性を

定量的に再現することができた８）．我々のモデルは細胞内

構造物の大きさ制御の様式を細胞サイズから直接説明付け

る初めてのモデルである．データの定量化とモデルの定量

化を組み合わせた解析戦略は細胞のデザインに関わる問題

に効果的であると考えている．

５． 細胞サイズと細胞分裂速度

最近，同じく線虫を用いて Oegemaらは細胞分裂の際の

分裂溝の進行速度も細胞サイズに比例することを報告し

た１３）．大きい細胞では分裂溝が速く進行し，小さい細胞で

は遅くなるというものである（図１）．これによって，細

胞サイズに関わらず一定の時間で細胞質分裂が完了でき

る．これは，我々が見出した染色体分配の際の紡錘体の伸

長速度が細胞サイズに比例し，従って紡錘体の伸長にかか

る時間が細胞サイズによらずほぼ一定になることと対応し

ていると考えられる８）．Oegemaらは，この定量的な結果

に基づいて細胞サイズと収縮の進行が比例するモデルを考

え，FRAP（fluorescent recovery after photobleaching）法な

ど細胞生物学的な手法を駆使してモデルを支持する知見を

集めた．

６． お わ り に

本稿では細胞サイズと細胞内構造体の関係についての近

年の研究を紹介した．いずれの研究も出発点は，それぞれ

の構造体と細胞サイズの定量と比較だが，その後解析を発

展させた方向は，遺伝学的手法を用いた細胞操作，生化学

的手法を用いた要因の追求，シミュレーション解析を用い

た力学モデルの追及，細胞生物学的手法を用いた現象の追

求，と多様である点は興味深い．このことは，データの定

量化が様々な方向に発展し得ることを示すと同時に，多様

な解析を組み合わせれば，さらに研究が発展する可能性を

示している．データの定量化，モデルの定量化は複雑な生

命現象を解析する基盤であり，また多様な専門性をもつ研

究者をつなぎとめる拠り所として，今後ますます重要性を

もつと考えられる．
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コリンキナーゼアイソザイムの機能

１． は じ め に

ホスファチジルコリン（PC）は動物の細胞膜を構成す

る主要なリン脂質であるとともに，リポタンパク質や胆汁

などの構成成分としても重要であり，その産生および分解

がコレステロール等を含めた個体全体の脂質代謝に影響を

およぼすことが示されてきた１）．図１に示すように PCの

生合成経路には CDP-コリン経路と，ホスファチジルエタ

ノールアミン（PE）メチル化経路の二つが存在する．後

者は PEメチルトランスフェラーゼ（PEMT）によって PE

に三つのメチル基が付加されることにより PCが産生され

る，肝臓に特異的な経路である．他の臓器での主な PCの

生合成はもう一方の CDP-コリン経路を介して行われ，コ
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リンキナーゼ（ChK），CTP：ホスホコリンシチジリルト

ランスフェラーゼ（CT）およびコリンホスホトランスフェ

ラーゼの三つの酵素によって順次触媒される．PC生合成

の律速酵素は第二段階を触媒する CTと考えられている

が，筆者らは初段階反応を触媒する ChKに注目し研究を

行ってきた．CTに比べるとこれまで ChKの役割はあまり

注目されなかったが，最近になり ChKのノックアウトマ

ウスの解析から興味深い知見が得られたり，リン脂質合成

以外の役割も指摘され見直されるようになった．

２． コリンキナーゼアイソザイム

哺乳類には二つの ChK遺伝子 chka および chkb が存在

する２）． chka は４３５アミノ酸からなる α１サブユニットと，
スプライシングの違いにより１８アミノ酸が挿入された α２
サブユニットをコードする．chkb は３９４（ヒトは３９５）ア

ミノ酸からなる βサブユニットをコードする．両サブユ
ニットのアミノ酸配列の間には約６０％の相同性があり，

リン酸基転移酵素に共通の Brennerのコンセンサス配列が

共に認められるが，他にもいくつかの保存された領域が存

在する．これらはヒト３）および線虫４）の ChKタンパク質の

結晶構造解析により，ATPとの結合や二量体形成時の相

互作用領域に相当する部分であることが示された．N末端

部分の相同性は比較的低く，筆者らはこの領域の GST融

合タンパク質を抗原として αおよび βサブユニットに特
異的な抗体の作製を行った５）．

ChKタンパク質が精製された当初は，SDS-PAGE像が

単一バンドであったことなどから α／α，β／βホモ二量体と
して存在すると考えられていた．しかし筆者らのサブユ

ニット特異的な抗体を用いた実験で αと βが共沈するこ
とや５），タグを付加した ChKの過剰発現実験でも同様の結

果が得られたことなどから６），活性型の ChKタンパク質は

α／βヘテロ二量体としても存在することが明らかになっ
た．αサブユニットには α１および α２が存在するため，
βサブユニットを考慮に入れると６種類の ChKアイソザ

イムが存在する可能性がある．α２サブユニットの１８アミ
ノ酸の挿入が α１サブユニットとどのような違いをもたら
すのかは不明である．ヘテロ二量体の精製，活性の測定は

行われていないので詳細は不明であるが，ChKαおよび β
の二つのサブユニットを同時に導入し発現させた時の細胞

溶解液中の ChK活性は，それぞれを単独で導入した時の

中間の値であった６）．

ChK二量体には α／α型，β／β型および α／β型が存在す

図１ ホスファチジルコリンおよびホスファチジルエタノールアミン生合成経路
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るが，これらアイソザイムの割合は臓器によって大きく異

なっている５）．ChK活性の高い肝臓や精巣では，ほとんど

の ChK活性は α／βヘテロ二量体に由来する．一方心臓や
骨格筋では ChK活性は低く，そのほとんどの活性は β／β
ホモ二量体に由来する．また様々ながん細胞７，８）や四塩化炭

素投与後の肝臓５）で ChK活性が上昇することが知られてい

るが，この時誘導されるのは α／αホモ二量体であった．
以上のように chka および chkb mRNAの発現量は臓器に

より様々であり，組織特異的二量体形成の組み合わせや，

ChK活性との関連は今後の興味深い課題である．

３． コリンキナーゼノックアウトマウス

（１） ChKαノックアウトマウス
ChKαの個体における機能を解明するためノックアウト

マウスの作製を試みたが，ホモ接合体は胎生３．５～７．５日

の間に致死となることが明らかになった９）．これは CDP-コ

リン経路の律速酵素である CTαのノックアウトマウスと
同様の結果であり，細胞分裂が盛んな発生初期における

PC生合成の重要性を示していると言えよう．また両者と

もに別の遺伝子にコードされるアイソザイムが存在し，さ

らに別の PC合成経路である PEメチル化経路も存在する

が，これらでは失われた PC生合成能を補えないことも示

唆する．実際 ChKαヘテロマウスの肝臓や精巣では ChKα
の発現が減少し，ChK活性も約３０％減少しているのにも

かかわらず，ChKβの発現量には変化が見られなかった．
ChKαノックアウトマウスが胎生致死であった他の理由

として ChKの反応産物であり細胞増殖に密接に関連して

いるホスホコリン１０）の不足による可能性も考えられる．血

小板由来成長因子（PDGF）や上皮成長因子（EGF）など

の刺激により ChKを介したホスホコリンの増加がみられ

るが，ChK阻害剤によってホスホコリンの産生が押さえ

られると，増殖因子による DNA合成も抑制された．さら

にこの DNA合成阻害は細胞内へのホスホコリンのマイク

ロインジェクションによって一部回復した．また ChKの

過剰発現により増加する細胞内ホスホコリンは PC生合成

には影響しないものの，インスリン刺激による細胞分裂を

促進した．このようにホスホコリンには PC生合成の中間

体としてばかりでなく細胞増殖のセカンドメッセンジャー

として働くとの指摘もあり，増殖シグナル伝達での異常が

胎生致死の原因の一因であるかもしれない．

一方，ChKαへテロマウスは野生型と比べ外見上特に違
いは見られず，出生率もほぼメンデルの法則に従うもので

あった．ヘテロマウスの肝臓や精巣では ChK活性の低下

に伴いコリンの蓄積，ホスホコリンの低下が観察された

が，PC量に変化は見られなかった．またヘテロマウス由

来初代培養肝細胞の PCへの［３H］コリンの取り込みも野

生型との差はなく，発生においても成体においても完全な

ChKαの発現は必要ないことが示された．
PC量に変化がなかった一方で，意外なことに PE量の

減少が観察された．PE生合成経路の一つとして CDP-コリ

ン経路と同様の CDP-エタノールアミン経路が存在する

が，初段階反応はエタノールアミンキナーゼ（EK）によっ

て触媒される．この EKはエタノールアミンのみを基質と

する一方，ChKにもわずかながら EK活性が存在し，

ChKαへテロマウスにおける PE量の低下は，生体におい

て ChKαが PE生合成にも関与していることを示唆すると

思われる．

（２） ChKβノックアウトマウス
ChKβノックアウトマウスは意外なところから見いださ

れた１１）．遺伝的に筋ジストロフィーを発症するマウス rmd

（rostrocaudal muscular dystrophy）の変異遺伝子を調べた結

果，chkb のエキソン３からイントロン９に欠失が認めら

れたのである．このマウスは生後２～３ヶ月までに後肢の

明らかな筋力低下を認め，後足を引きずるようになる．こ

れに比べ前肢は生後６日の時点で骨の変形を認めるが筋組

織への影響は軽微であり，このためマウスは移動や食餌を

することが可能であり，寿命には大きな影響はなかった．

これまでに知られている筋ジストロフィー発症の原因とし

て，筋細胞膜の強度に重要なジストロフィン-ジストログ

リカン複合体構成因子や，膜の修復に関わるジスフェルリ

ンの異常によるものなどが報告されている１２）．rmd マウス

はこれらタンパク質の発現には異常がなく，またエバンス

ブルー色素の細胞内への透過や血漿中へのクレアチンキ

ナーゼの逸脱などの度合いは軽微であることから，ジスト

ロフィン欠損によって引き起こされるような筋細胞膜の脆

弱化はないものと考えられた．

rmd マウスの ChK活性は各臓器で大きく低下しており，

特に筋肉における ChK活性はほぼすべてが β／β型由来で
あるため， rmd では検出されなかった．これに伴い前肢，

後肢骨格筋では PC量の低下が見られ，これは PC生合成

能の低下と，さらに PC分解の亢進によることが生体での

アイソトープによるラベリング実験から明らかになっ

た１１，１３）．カルジオトキシン投与により障害された筋肉の再

生実験において rmd マウスでは顕著な筋肉再生の遅延が

認められ，ChK反応をバイパスする CDP-コリンの投与に
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より症状の改善が見られた．筋肉は運動による損傷と修復

を繰り返しており，PC合成能の低下によって起こる組織

の修復機能の低下が筋ジストロフィー進行の一因と考えら

れた．

rmd マウスのもう一つの特徴は，筋肉の電子顕微鏡に

よる観察で肥大したミトコンドリアが認められることであ

る．ミトコンドリアの PC含量には変化が認められなかっ

たものの，膜電位の低下が観察されたことから，ミトコン

ドリアの機能異常が原因である可能性が考えられた．また

ミトコンドリアの PC量を保つために細胞膜の PC量が減

少し，障害される可能性も考えられる．

ヒトの筋ジストロフィーの中にはいまだ原因遺伝子が特

定されていない症例もある．この中には chkb の変異が原

因である疾患がいまだ未同定のままである可能性もあり，

rmd マウスは治療法開発のためのモデルマウスとして役

に立つであろう．

４． その他のヒトの疾患との関わり

（１） がんとの関わり

先にも述べたが，種々の腫瘍やがん細胞においてその悪

性度に比例して ChK活性およびホスホコリンが上昇して

いることや，細胞培養の実験において阻害剤や RNAiなど

による ChKの阻害ががん細胞の増殖を特異的に抑制する

ことなどから，近年 ChKをターゲットにした抗がん剤の

開発が進められている１４）．がん細胞における ChK酵素活

性の増加に寄与するアイソフォームは α型であり，β型に
このような誘導は認められない．ChKαヘテロマウスにお
けるようなある程度の ChK活性の減少では個体に大きな

障害を引き起こさなかったことから，ChKα特異的な抗が

ん剤の開発により，高い抗がん作用と低い副作用を併せも

つ薬剤が得られることが期待される．

（２） 過眠症

近年日本人のナルコレプシーに関連のある SNPが，

chkb とその約３００bp下流に存在する筋型カルニチンパル

ミトイルトランスフェラーゼ-１（CPT１B）遺伝子の間に見

いだされた１５）．ChKの基質であるコリンは神経伝達物質ア

セチルコリンの前駆体でもあり，コリン代謝の変化が睡眠

に影響を与える可能性は十分に考えられる．一方の

CPT１Bはカルニチン輸送を介してミトコンドリアへの脂

肪酸の輸送や β酸化に関わるタンパク質であるが，カル
ニチン欠乏や他の β酸化関連遺伝子と睡眠障害の関連も
指摘されている．SNPの塩基配列において，TTに比べナ

ルコレプシーに関連する TCをもつ健常人由来白血球中の

mRNAの発現は ChKβおよび CPT１Bともに低下していた

ため，現段階ではどちらが原因遺伝子であるのかは不明で

あり，今後の解析が待たれる．
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蛍光プローブによるイノシトール１，４，５-三
リン酸（IP３）動態の定量的測定―カルシ
ウムオシレーションと IP３動態―

１． は じ め に

Ca２＋は様々な細胞反応を制御する細胞内メッセンジャー

であり，細胞増殖や分化，エネルギー産生，アポトーシ

ス，分泌などの細胞機能の調節に関与している１）．最近の

２０年の間に，高速・高解像度のイメージング技術の発達

により細胞内の Ca２＋反応をリアルタイムで可視化するこ

とが可能になり，様々な細胞で Ca２＋ウェーブやオシレー

ションなどの複雑なパターンを持った Ca２＋シグナルが発

生することが明らかになってきた．このような時間・空間

的パターンを持った Ca２＋シグナルによって，多彩な細胞

機能が調節されると考えられている．

Ca２＋シグナルの発生には，細胞外から細胞質に Ca２＋を流

入させる様々な Ca２＋チャネルに加えて，細胞内ストアか

ら Ca２＋を放出するチャネルであるイノシトール１，４，５-三

リン酸（IP３）受容体やリアノジン受容体が関与する．特

に非興奮性細胞における Ca２＋応答では，IP３受容体を介す

る Ca２＋放出が重要な役割を担っている．近年，Ca２＋シグナ

ルを調節する重要な細胞内メッセンジャーである IP３をリ

アルタイムで計測できる蛍光プローブが開発され２～４），時

間・空間的 Ca２＋シグナルと IP３動態の関係を解析すること

が可能になった．本稿では，この IP３蛍光プローブとそれ

らを用いた新しい IP３測定法を紹介する．さらに，この IP３

測定法によって明らかになってきた細胞内の IP３動態と

Ca２＋オシレーションとの関係５）について解説する．

２． IP３蛍光プローブの開発

IP３はホスファチジルイノシト-４，５-二リン酸（PIP２）の

加水分解によって産生され，細胞内 Ca２＋チャネルである

IP３受容体を活性化することによって細胞内ストアからの

Ca２＋放出を調節する情報伝達分子である．IP３の産生系と

しては，Gタンパク共役型レセプターを介して活性化され

るホスホリパーゼ C（PLC）βがよく知られているが，そ
れ以外にも T細胞レセプターや B細胞レセプター刺激に

よるチロシンリン酸化酵素を介して活性化される PLCγが
知られている．

従来の IP３測定では，［３H］-D-ミオイノシトールの代謝で

生成された IP３を陰イオン交換カラムや高速液体クロマト

グラフィーを使って分離・定量する方法や，IP３結合タン

パク質を使ったバインディングアッセイが使われてきた．

しかし，Ca２＋ウェーブや Ca２＋オシレーションに代表される

時間・空間的に制御された Ca２＋シグナルと IP３の関係を解

析するためには，単一細胞レベルで細胞内 IP３濃度（［IP３］i）

変化の測定ができる蛍光プローブを使った IP３測定法が必

要である．

蛍光による［IP３］i変化の測定に初めて利用されたのは，

蛍光タンパク質 GFPと PLCδの PHドメインの融合タンパ

ク質（GFP-PHD）である６）．PLCδの PHドメインは，PIP２

と結合する特性を持っており，PIP２をモニターする蛍光プ
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