
緒 論

α1アドレナリン受容体やM3ムスカリン受容体などのG

タンパク質共役型受容体の活性化は，Gq／11タンパク質を
介してホスリパーゼCを活性化し，ホスファチジルイノ
シトール4，5二リン酸の加水分解によってイノシトール
1，4，5－三リン酸（IP3）を産生する（Berridge, 1993）．
IP3は細胞内Ca2＋チャネルであるIP3受容体を活性化する
ことにより細胞内Ca2＋ストアからのCa2＋放出を調節する
重要な情報伝達分子である．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，細胞増殖やエネルギー
産生，アポトーシス，分泌などの細胞機能の調節に関
わっており（Berridge et al., 2000），唾液腺腺房細胞では
IP3産生系を介するCa2＋放出が水分泌に必要なイオンチャ
ネル（Cl－やK＋チャネル）の開口を起こし，その後活性
化されるイオントランスポーター（Na+−K＋−2Cl－共輸送
体やNa+/H＋交換体等）の機能調節に重要な役割を果たす
と考えられている（Ambudkar, 2014）．
このような細胞内Ca2＋シグナルに関する研究は，fura-

2に代表されるCa2＋プローブの開発によって急速に発達
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Abstract

We examined agonist−induced changes in cytosolic

concentrations of inositol 1,4,5−trisphosphate (IP3) in

rat salivary acinar cells using the cytosolic IP3−biosen-

sor “cLIBRAvIIS”, containing a histidine tag. We con-

structed a cLIBRAvIIS−expressing plasmid vector, and

transfected this plasmid into COS−7 cells. Fluorescent

proteins were collected by TALON® beads in cytosolic

proteins from cLIBRAvIIS−transfected cells. To evalu-

ate the binding properties with IP3 on purified

cLIBRAvIIS, IP3−induced changes in the fluorescence

ratio (Ratio) were measured using an imaging system

and a microplate reader. Various concentrations of IP3

(0.003−30 µM) induced elevations in the Ratio in a

concentration−dependent manner (Kd value : 66 nM),

indicating that purified cLIBRAvIIS has a sufficient

binding function as an IP3 − biosensor. We then at-

tempted to inject purified cLIBRAvIIS into rat parotid

acinar cells using a micro−electroporation system, and

observed fluorescence in approximately 12% of acinar

cells. When cLIBRAvIIS − injected acinar cells were

stimulated with carbachol (100 µM), a muscarinic ace-

tylcholine receptor agonist, sustained elevations in the

Ratio were observed during the stimulation. Our results

show that purified cLIBRAvIIS would be a useful tool

in the monitoring of changes in IP3 in isolated living

cells.
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した（Grynkiewicz et al., 1985）．また，高速かつ高解像
度なイメージング技術の発達によって細胞内のCa2＋応答
をリアルタイムで可視化することが可能となり，様々な
細胞で複雑なパターンをもったCa2＋シグナルが発生する
ことが明らかとなってきた．唾液腺腺房細胞では腺腔側
から始まったCa2＋上昇が基底膜まで波のように変化する
Ca2＋ウェーブや，腺腔側でCa2＋濃度が周期的に上下に振
動するCa2＋オシレーションが報告されている（Tojyo et

al. , 1997, 1998, Bruce et al. , 2002, Nezu et al. , 2002,

Harmer et al., 2005）．
一方でIP3濃度測定法は，放射性同位元素を使った

［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＋応答とIP3濃度変化との関係を明らかにする
には，単一細胞レベルでの細胞内IP3濃度変化の測定が
可能な蛍光センサーが必要である．

IP3受容体はIP3に高い選択性をもつ天然のIP3センサー
であり，その構造のアミノ末端側の1から604番までの
アミノ酸からなる領域がIP3結合部位と考えられている
（Yoshikawa et al., 1996）．我々はtype3IP3受容体のリガ
ンド結合部位の両端にGFPの変異体であるCFPとYFPを
結合させた最初のIP3バイオセンサー“LIBRA”シリー
ズを開発した（Tanimura et al., 2004）．LIBRAは蛍光共
鳴エネルギー転移（FRET）技術を利用したバイオセン
サーで，IP3の結合に伴うリガンド結合部位の構造変化
により FRET効率が変化し， CFPと YFPの蛍光比
（Ratio）変化を起こすと考えられている．その後，type

I IP3受容体のリガンド結合部位の一部を使ったIP3セン
サー“Fretino”（Sato et al., 2005）や“IRIS”（Matsu−ura et

al., 2006）が発表され，FRET型蛍光プローブの有効性が
確認されている．“LIBRA”シリーズはセンサータンパ
ク質のIP3に対するキャリブレーションを可能にするた
めに細胞膜局在シグナル（GAP43）が付加されている膜
発現型IP3センサーである（Tanimura et al., 2004）．我々
はこのLIBRAの特徴を利用して細胞内IP3濃度を算定
し，Ca2＋オシレーションによって起こるIP3オシレーショ
ンの定量的解析に成功した（Tanimura et al., 2009）．
一方，“LIBRA”シリーズを含むIP3センサーは，遺伝

子を目的細胞に導入することでセンサータンパク質を細
胞に発現させて利用する．しかし唾液腺細胞は分泌機能
や細胞極性を維持したまま長期間培養することが難しい
ことからプラスミドによるIP3センサーの発現は困難で

ある．このような細胞の場合，マイクロインジェクショ
ンやエレクトロポレーション法によりセンサータンパク
質を直接注入する必要がある．
本研究では，この“LIBRA”シリーズを基に細胞質に

発現する高感度IP3センサー“cLIBRAvIIS”を作成し，
これがIP3センサーとして機能することを確かめた．さ
らに，このcLIBRAvIISを耳下腺腺房細胞に注入するこ
とで，受容体刺激を介した細胞レベルのIP3動態をリア
ルタイムで測定することに成功したので報告する．

方 法

1）緩衝液
Equivalent wash buffer（EWB，50mM Na3PO4，6M塩

酸グアネチジン，300mM NaCl，25mMイミダゾール，
pH7），Equivalent buffer（EB，50mM Na3PO4，6M塩
酸グアネチジン，300mM NaCl，pH7），Elution buffer

（ELB，50mM Na3PO4，300mM NaCl，250mMイミダ
ゾール，pH7），Intracellular−like medium（ICM，123
mM KCl，19mM NaCl，10mM HEPES−KOH，1 mM

EGTA，330µM CaCl2，pH7．3），Hanks balanced salt so-

lution（HBSS−H，137mM NaCl，5．4mM KCl，1．3mM

CaCl2，0．41 mM MgSO4，0．49 mM MgCl2，0．34 mM

Na2HPO4リン酸水素二ナトリウム，0．44 mM KH2

SO4，5．5mMグルコース，20 mM HEPES−NaOH，pH

7．4）

2）細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”発
現ベクターの作成
図1に細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”

の作成の手順を示す．小胞体（ER）局在シグナル，ヒ
スチジンタグ（His−tag），Ceruleanおよびtype3IP3受容
体の一部（1−45番目のアミノ酸）の融合したcDNA配列
を合成し（GenScript Corp., Piscataway, NJ, USA），制限
酵素NheIおよびPpuMIで処理した（図1A）．切り出され
た断片を，同じ酵素を用いて我々の開発したLIBRAvIII

発現プラスミド（図1B，Tanimura et al., 2009）からGAP

43，CFPおよびIP3受容体の一部を含む配列をプラスミド
から切断した部位に挿入し合成LIBRAvIIIを作成した
（図1C）．合成LIBRAvIII（図1C）をSacIで処理し，ER

局在シグナルを除去した（図1D）．LIBRAvIIS発現プラ
スミド（図1E，Tanimura et al., 2009）のリガンド結合部
位をBssHIIおよびNotIで処理し，切り出された配列を同
じ酵素で切り出したHis−tag付き細胞質発現型LIBRAvIII

（図1D）から切断した部位に挿入した（図1F）．
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3）細胞培養
COS−7細胞はRIKEN Cell Bank（東京）から入手し

た．グルコース（1000mg/l），10％牛胎児血清，L−グル
タミン（584mg/l），ピルビン酸ナトリウム（110mg/

l），ペニシリン（100 units/mL）およびストレプトマイ
シン（100 µg/mL）を含むDulbecco’s modified Eagles’s

medium（全てThermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA）中にて37℃，5％ CO2で維持されたインキュベー
タ内にて培養した．

4）TALON®ビーズを用いたcLIBRAvIISの分離
80％コンフルエントのCOS−7細胞に，10 cmカル
チャーディッシュ当たり1．5µg/mLのcLIBRAvIIS発現プ
ラスミドと4µL/mLのLipofectamine2000（Thermo Fisher

Scientific社）含むOpti−MEM（Thermo Fisher Scientific

Inc．）を5mL加えて，2日間遺伝子を発現させた．通常
は1回の精製に3枚の10cmカルチャーディッシュを用
いた．1mM EDTAを加えたCa2＋とMg2＋を含まないDul-

becco’s Phosphate−Buffered Saline（Thermo Fisher Scien-

tific Inc．）の20分間処理によりcLIBRAvIISを発現させた
COS−7細胞を浮遊させ，タンパク質低吸着チューブ（プ
ロテオセーブSS，住友ベークライト株式会社，東京）
中で4℃，700×g，2分間遠心分離し，Equivalent wash

buffer（EWB）で2回洗浄した．洗浄後，250µL/mL（w

/v）サポニン（ICN,Cleveland, OH, USA）を含むEWB中
で再懸濁し，4℃で20分間細胞を処理した．サポニン処
理した細胞を4℃，2500×g，30分間遠心分離後，上清
をタンパク吸着制御サンプリングチューブ（ザルスタッ
ト株式会社，東京）に採取した．採取した上清に150µL

のTALON®ビーズ（タカラバイオ株式会社，滋賀）の
スラリーを添加し，4℃で12時間インキュベートにより
cLIBRAvIISタンパク質をビーズに吸着させた．
cLIBRAvIISを吸着させたビーズは Equivalent buffer

（EB）を用いて，4℃で2500×g，5分間遠心分離によ
り2回洗浄し，実験に用いるまで4℃で保存した．

5）cLIBRAvIISタンパク質の精製
cLIBRAvIISが吸着したビーズをEWB中で4℃，5000

図1．細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の作成
制限酵素を用いたcLIBRAvIISプラスミド作成は方法に示した．A）GenScript社に依頼して作成した合成cDNAの構造．
B）膜発現型LIBRAvIII．C）A）およびB）の制限酵素処理（NheIおよびPpuMI）により作成した合成LIBRAvIII．D）
SacI処理により小胞体（ER）局在シグナルを除いたHis−tag付き細胞質型LIBRAvIII．E）膜発現型LIBRAvIIS．F）D）
およびE）の制限酵素処理（BssHIIおよびNotI）によって作成された細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”．
cLIBRAvIISは，ヒスチジンタグ（His−Tag），Cerulean，IP3受容体type IIの440番目のアルギニン（R）をグルタミン
（Q）に置換したリガンド結合部位およびVenusで構成される．IP3受容体のリガンド結合部位の変異（R440Q）によっ
て，リガンド結合部位のIP3に対する感受性を向上させた．
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×gで5分間の遠心分離により2回洗浄後，Elution

buffer（ELB）で4℃，1時間処理し，4℃，12000×g

で10分間の遠心分離後，上清を回収して実験に使用し
た．採取したサンプル中のタンパク質濃度をQubit®

Protein Assay kitを用いて，Qubit2．0 fluorometer（全て
Thermo Fisher Scientific Inc．）にて測定し実験に用い
た．
培養細胞，ビーズおよび精製タンパク質溶液の蛍光

は，Blue−LEDユニット（励起波長，440－500nm）を搭
載した可視光LED搭載光源装置（ビジレイズ，アトー株
式会社，東京）によって励起された蛍光をライトキャプ
チャーII（アトー株式会社）により検出した．

6）cLIBRAvIISの機能解析
（1）Talon®ビーズに吸着したcLIBRAvIISの機能解析
ビーズに吸着したcLIBRAvIISのIP3に対する機能解析

は，IP3バイオセンサーを用いた測定法に従って行った
（Nezu et al., 2006, 2010）．cLIBRAvIISの吸着したビーズ
をCell Takでコートした7×7mmのプラスチックシリン
ダーとカバーグラスで構成された測定用チャンバーに固
着した．ビーズをintracellular−like medium（ICM）で洗
浄後，様々な濃度のIP3（0．003－30 µM）を含むICMを
添加した．吸引器を測定用チャンバーに固定し，チャン
バー内の溶液量をおよそ200µLになるように調整した．
溶液交換は800µLの新しい溶液を加えることで2秒以内
に交換した．

IP3添加によるcLIBRAvIISの蛍光はS Fluor40油浸対物
レンズを装着したEclipse TE300型倒立顕微鏡（全てニコ
ン株式会社，東京）で構成されたAQUACOSMOS /

ASHURAシステム（浜松ホトニクス株式会社，浜松）
にて測定した．cLIBRAvIISを吸着させたビーズは430
nmの励起光を照射し，得られたCFPシグナル（420－
500nm）をC channel，YFPシグナル（500－565nm）を
Y channelで測定し，蛍光比画像（Ratio, C/Y channel）を
作成した．全ての実験は室温で行った．

（2）精製cLIBRAvIISの機能解析
精製cLIBRAvIISのIP3に対する反応性は，マイクロプ

レートリーダー（ Infinit F 2000, TECAN Trading AG,

Seestrasse，スイス）を用いて行った．1ウェル当たりに
45µLの精製タンパク質（500µg/mL）をガラスボトム製
384ウェルプレート（Thermo Fisher Scientific Inc．）に入
れ，そこに5 µLのIP3溶液を加えピペッティングにより
穏やかに混和した．プレート下面より430 nmの励起光
を照射し，480および535nmの蛍光を同時に測定した．

得られた蛍光強度から蛍光比（Ratio；480／535 nm）を
計算し，IP3に対するcLIBRAvIISの蛍光比変化を算出し
た．全ての実験は室温で行った．

7）ラット単離耳下腺腺房細胞の調製
ラット耳下腺腺房細胞はウィスターST系雄性ラット

（300－400g，三共ラボサービス株式会社）からトリプ
シンとコラゲナーゼを用いた方法にて調製した（Nezu

et al., 2002）．単離した腺房細胞は最終的に0．1％ BSAを
含むHBSS−H（200 µM, Sigma−Aldrich Corp. LLC, St.

Louis, MO, USA）中に懸濁し，実験に用いるまで室温
で保存した．
動物実験は「北海道医療大学動物実験規定」に基づ

き，「北海道医療大学動物実験委員会」の審査を経て，
北海道医療大学長の承認を得て行った（承認番号：第
042号）．

8）cLIBRAvIISの耳下腺腺房細胞への導入
精製したcLIBRAvIISの耳下腺腺房細胞への導入はマ

クロエレクトロポレーターシステム（Microporator, MP−

100, Thermo Fisher Scientific Inc．）を用い，製品のプロ
トコールに従って行った．1匹のラットから調製した腺房
細胞の全量の1／5を採取し，700×gで2分間遠心分離
を行い上清は廃棄した．腺房細胞に144 µLのSolution R

（ Thermo Fisher Scientific Inc．）と120µLの精製
cLIBRAvIIS溶液（1mg/mL）を混和し，1500V，20msec

で2回の電圧を加え腺房細胞へcLIBRAvIISタンパク質
を導入した．

9）cLIBRAvIISを用いた細胞内IP3濃度変化のリアルタ
イム測定

cLIBRAvIISタンパク質を導入したCOS−7細胞と腺房
細胞における細胞内IP3動態のリアルタイム測定は，S

Fluor40油浸対物レンズを装着したEclipse TE300型倒立
顕微鏡（全てニコン株式会社）で構成されたAQUA-

COSMOS/ASHURAシステム（浜松ホトニクス株式会
社）にて測定した．cLIBRAvIIS導入した細胞に430 nm

の励起光を照射し，得られたCFPシグナル（420－500
nm）をC channel，YFPシグナル（500－565 nm）をY

channelで測定し，Ratio画像（C/Y channel）作成した．
全ての実験は室温で行った．
測定用チャンバー内で培養したCOS−7細胞あるいは

Cell Takで測定用チャンバーに固着した腺房細胞に様々
な試薬を溶解したHBSS−Hを添加して測定した．いくつ
かの実験では，COS−7細胞あるいは腺房細胞をICMで洗
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浄し，その後200µM β−エスチン（Sigma−Aldrich Corp.

LLC）処理により細胞膜を穿孔した後，高濃度IP3（10－
30µM）を含むICMを添加した．

10）データ解析
全ての結果は3例以上の異なる実験から得られた平均

値および標準誤差（means ± SEM）として示した．Kd値
およびHill係数（n）は，Sigmaplot（Systat Software Inc,

San Jose, CA, USA）を用いて解析した．

結 果

細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の作成
と機能解析
図1Fに作成した細胞質発現型 IP3バイオセンサー

“cLIBRAvIIS”の構造を示す．IP3センサー“LIBRAvIII”
（Tanimura et al., 2009）は，ラットIP3受容体type IIIのIP3

結合部位（1－604番目のアミノ酸）をECFPとYFPの変
異体（Venus）で挟み込み，CFP側に細胞膜局在シグナ
ル（GAP43）を有するため細胞膜に発現する．本研究で
は精製した IP3バイオセンサーを使用するために，
LIBRAvIIIのGAP43を精製用のヒスチジンタグ（His−

tag）に置換した．またFRET効率を向上させるために
CFPをCFP変異体のCerulean（Rizzo et al., 2004）に置換
した．さらにLIBRAvIIIのリガンド結合部位をIP3に対す
る感受性を向上させたLIBRAvIIS（Tanimura et al. ,

2009）のものと置換した．
cLIBRAvIIS発現プラスミドをCOS−7細胞に導入する

と，細胞質全体に435 nmの励起波長によって生じる蛍
光シグナルが観察された（図2Aa）．cLIBRAvIIS発現細
胞をATP（100 µM）で刺激すると蛍光タンパク質の蛍
光比が上昇し，ATPを洗浄すると安静時レベルまで低下
した．さらにβ−エスチン（200µM）処理により分子サ
イズの大きな蛍光タンパク質をとどめたまま細胞膜を穿
孔し，細胞内へIP3（30µM）を導入したところ，IP3によ
りcLIBRAvIISの蛍光比の大きな上昇が観察された（図2
A）．これらの結果から発現させたcLIBRAvIISがIP3に反
応することが確認された．
細胞質に発現させたcLIBRAvIISを漏出させるため

0．01％のサポニン処理により細胞膜を穿孔すると
（Tanimura et al., 2004），cLIBRAvIISの蛍光が消失するこ
とが確認された（図2B）．His − tagでラベルされた
cLIBRAvIIS（図2C）は，サポニンによる細胞膜穿孔に
より細胞外に漏出され，Talon®ビーズと特異的に結合
する．cLIBRAvIIS発現細胞の細胞質と処理したビーズ
は435 nmの励起波長によりC channel（図3Aa）とY

channel（data not shown）でも観察された．

cLIBRAvIISタンパク質のIP3バイオセンサー機能解析
COS−7細胞に発現したcLIBRAvIISタンパク質の機能

を解析するため，細胞質に発現したcLIBRAvIISを単離

図2．細胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”の培養細胞への発現
A）cLIBRAvIISを用いたATP（100µM）およびβ－エスチン処理（200 µM）による膜穿孔後のIP3（30 µM）による
cLIBRAvIIS発現細胞（ROI1）の蛍光比（Ratio）変化．スケールバー：20 µm.B）COS−7細胞に発現したcLIBRAvIIS
（b）と，サポニン（Sap）穿孔処理5分の細胞内分布（c）．C）（a）cLIBRAvIISプラスミド非導入（－）および導入
（＋）したCOS−7細胞．（b）cLIBRAvIIS非発現細胞（－）および発現細胞（＋）の細胞質溶液と処理したTalon®ビー
ズ．3例の異なるサンプルを用いて実験を行った．
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しIP3に対する反応性を検討した．
図3はビーズに結合したcLIBRAvIIS蛍光比に対するIP3

の作用である．cLIBRAvIIS蛍光比はIP3濃度に依存して
上昇し，10µM IP3で最大値に達した．IP3の繰り返し添加
で同等の上昇が観察された（図3A）．図3Bは
cLIBRAvIISの蛍光比に対するIP3の作用をまとめたもの
で，1日後（1day）のビーズではIP3のKd値は9 nM，Hill

係数（n）は0．897であった．4℃で1週間保存したビー
ズでもIP3に対する反応性は大きく変化しなかった（図3
B，1week，Kd値：19 nM）が，冷凍したサンプルはIP3

に対する反応性を消失した（data not shown）．
次に，ビーズから遊離させた精製cLIBRAvIISの蛍光

比に対するIP3の反応性をマイクロプレートリーダーを
用いて測定すると，その蛍光比はIP3濃度（0．003－30
µM）に依存して上昇し，最大の蛍光比変化は30µM IP3

で観察された（図4A）．精製cLIBRAvIISにおいて，IP3濃
度に依存した蛍光比変化の範囲は0．017－0．042で（図4
C），cLIBRAvIISに対するIP3のKd値は66 nM，Hill係数
（n）は1．609であった．精製cLIBRAvIISではビーズによ
る保存と異なり，1週間の保存でIP3に対する反応性が
大きく低下した（図4B）．
さらに精製cLIBRAvIISのIP3に対する特異性を調べる

ため，他のイノシトールリン酸である4，5-IP2（IP2）お
よび1，3，4，5-IP4（IP4）に対する反応性を検討した（図
4C）．IP2およびIP4のKd値はそれぞれ1．6および3．4 µM

で，cLIBRAvIISはIP3に対する特異性が高いセンサーで
あることが示された．

精製cLIBRAvIISを用いたラット耳下腺腺房細胞のIP3動
態測定
唾液腺腺房細胞における受容体刺激を介したIP3動態

を調べるため，精製cLIBRAvIISを用いて測定を試み
た．図5Aは単離したラットの耳下腺腺房細胞の透過像
（a）と蛍光像（b）である．
マイクロエレクトロポレーション法によってラットの

耳下腺腺房細胞に精製cLIBRAvIISが導入され，蛍光が
確認された（図5A）．この方法では，腺房細胞の約12％
に蛍光が観察された．このcLIBRAvIIS導入細胞の細胞
膜をβ−エスチン（200 µM）で穿孔し，IP3（10 µM）を
添加すると蛍光比上昇が観察された．IP3の繰り返し添
加により同等の蛍光比上昇が観察されたことから（図5
B），腺房細胞に導入された蛍光タンパク質はIP3セン
サーとして機能することが確認された．さらに
cLIBRAvIISを導入した耳下腺腺房細胞をムスカリン受
容体作動薬のカルバコール（CCh，100 µM）で刺激し
たところ蛍光比上昇が観察され，この上昇はCCh添加後
およそ1分で最大値に達し，CChを除くまで持続した
（図5C）．このことからマイクロエレクトロポレーショ
ンでcLIBRAvIISを導入細胞が受容体による反応性を維
持していることが示された．

考 察

今回我々は，細胞質発現型 IP3バイオセンサー
“cLIBRAvIIS”を開発し，このIP3センサーの細胞内導入
により耳下腺腺房細胞のIP3濃度変化のリアルタイム測
定に成功した．

図3．蛍光タンパク質のIP3に対する反応性
A）イメージングシステムを用いたIP3によるcLIBRAvIIS結合ビーズの蛍光比（Ratio）変化．（a）cLIBRAvIISの吸着した
ビーズの蛍光顕微鏡像．測定用チャンバーに固着したビーズに様々な濃度のIP3（0．003－30µM）を処理し，その蛍光
比変化を測定した．B）cLIBRAvIIS吸着後1日後および7日後のビーズにおけるIP3（0．003－30 µM）に対する反応．
Mean± SE，4－7例の異なるサンプルを用いて実験を行った．
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IP3に対する特異性が高く，蛍光比測定が可能な利点
をもつIP3受容体のリガンド結合ドメインを利用した
FRET型プローブの“LIBRA”シリーズを改変した細胞
質型cLIBRAvIISは，IP3に対するKd値が66nMと，他のイ
ノシトールリン酸よりも25－50倍以上の親和性を有する
IP3センサーであった（図4）．加えて，ビーズに吸着し
た状態の保存で採取後に比較的長期の保存が可能で（図
3），一旦調製すると1週間以内であればIP3センサーを
ビーズから精製し使用することが可能であることが明ら
かになった．
これまでに“LIBRA”シリーズを用いた実験により，

培養細胞では50－100 nMの細胞内IP3濃度（［IP3］i）で
Ca2＋応答が惹起されると考えられている（Tanimura et

al., 2009, Nezu et al., 2010）．また耳下腺腺房細胞では
500nM caged IP3の光分解で生じる200 nM程度のIP3濃度
でCa2＋応答が惹起される（Tanimura et al., 1998）ことか
ら，cLIBRAvIISはこれらのIP3濃度の測定に使用可能で
ある．
このcLIBRAvIISをマイクロエレクトロポレーション

で導入することによって，ムスカリン受容体刺激による
唾液腺腺房細胞の細胞内IP3動態のリアルタイムモニ
ターに初めて成功した（図5C）．CCh刺激（100µM）は
腺房細胞の持続的なIP3上昇を起こし，その反応は薬物
洗浄で速やかに安静時レベルに低下する変化パターンを
示した．これは高濃度（100µM）のAChやATP刺激によ
る培養細胞（SH−SY5YおよびCOS−7細胞）の反応とよ
く一致した（Tanimura et al. , 2004, 2009, Nezu et al. ,

2010）．唾液腺由来の培養細胞であるHSY−EA1細胞では
3－30µM ATPで周期的なIP3濃度の上昇と下降するIP3

オシレーションが観察される（Tanimura et al., 2009）．
一方で耳下腺腺房細胞では，100µM CCh刺激でIP3オシ
レーションは惹起されなかった．
耳下腺腺房細胞において，高濃度のCCh刺激はCa2＋

ウェーブを起こし，この時CChによってCa2＋濃度は約2
秒で最大値に達する速いCa2＋応答を起こす（Tojyo et al.,

1997, Nezu et al., 2002）．一方で同程度のCCh刺激による
腺房細胞の［IP3］i上昇はプラトーに達するまでの時間は
およそ1分であった．これは耳下腺腺房細胞における最
大のCa2＋上昇は，比較的低濃度のIP3によって惹起された
ことを示唆している．
唾液腺腺房細胞は分泌機能や極性を保ったまま培養す

ることが難しく，培養細胞のように発現プラスミドを用
いたセンサータンパク質の導入法を適用できない．腺房
細胞にバイオセンサーを導入するには，エレクトロポ
レーション法や微小ガラスピペットを用いたマイクロイ
ンジェクション法（Kubota et al., 1987）がある．エレク
トロポレーション法による精製cLIBRAvIISの腺房細胞
への導入効率は約12％で顕微鏡による測定には十分で
あった（図5A）．またアフリカツメガエルの卵母細胞
などに用いられるマイクロインジェクション法（Was-

serman et al., 1980, Kubota et al., 1987）を検討したが，
腺房細胞の大きさが20µm程度と卵母細胞（1mm）と比
べ小さく，また細胞の固定が困難なため測定に必要な精
製cLIBRAvIISを注入することはできなかった（data not

図4．精製cLIBRAvIISタンパク質のIP3－バイオセンサー機能解析
A）マイクロプレートリーダーを用いた精製cLIBRAvIISタンパク質のIP3に対する反応性．（a）cLIBRAvIIS非発現細胞
（－）および発現細胞（＋）から調製したビーズをELB処理した後の上清．精製cLIBRAvIISタンパク質溶液と様々な濃
度のIP3（0．003－30µM）を混和し，その蛍光比（Ratio）を算出した．B）精製1週間後のcLIBRAvIISのIP3に対する反
応性．ビーズから精製cLIBRAvIISを4℃にて1週間保存したサンプルを高濃度IP3（30µM）と処理した時の蛍光比変
化．C）精製cLIBRAvIISに対するIP3とその他のイノシトールリン酸（4，5-IP2および1，3，4，5-IP4）によるRatio変化．IP3
30µMを最大反応とした時の蛍光比変化．Mean ± SE，3－4例の異なるサンプルを用いて測定した．
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shown）．標的タンパク質を細胞内に導入する方法とし
て，アルギニンを多く含む配列（TAT，R7およびR9）
を付加した方法が知られている（Wender et al., 2000,

Futaki et al., 2001）．この配列を挿入したPHドメインタ
イプのIP3センサーのDT40細胞への導入に使用されてお
り（Sugimoto et al., 2004），cLIBRAvIISにこれらのアミ
ノ酸配列を挿入することで，蛍光バイオセンサーの細胞
内導入法の一つの選択肢になるだろう．
本研究では，マイクロプレートリーダーを用いてIP3

による精製cLIBRAvIISの蛍光変化の検知に成功し，IP3

結合部位に特異的な結合するIP3に対して高い選択性を
持つ測定システムとして使用できることを示した．本方
法は放射性同位元素などを用いた従来法（Bredt et al.,

1989）と比べて，簡便かつ極めて高精度にIP3濃度を測
定可能である．
また我々は以前の報告で，“LIBRA”シリーズがIP3受

容体に特異的に結合する化合物のスクリーニングに利用
できる可能性を示した（Nezu et al., 2006）．IP3受容体に
結合することが知られるヘパリンは，高濃度では非特異
的な結合によりLIBRAの蛍光比変化を起こすが，このよ
うなリガンド結合部位に対する非特異的な反応は，IP3

受容体のリガンド結合部位のアミノ酸変異によりIP3に
対する結合性を無くしたcLIBRAvIIS−Nを作成すること
で解決できる（Nezu et al., 2006）．マイクロプレート
リーダーは簡便に大量のサンプルを一度に測定できると
言う点で，蛍光顕微鏡による測定システムには無い特徴
を持っている．この方法は溶液中のIP3濃度の測定や新
規IP3受容体リガンドスクリーニングをハイスループッ
トに解析する測定法に応用が可能である．
最近我々は，IP3受容体に特異的に結合する蛍光リガ

ンドを使った競合的蛍光リガンドアッセイ（CFLA）を
開発し，LIBRAシリーズの約10倍の蛍光比変化を示す

図5．精製cLIBRAvIISを用いた単離耳下腺腺房細胞におけるIP3動態のリアルタイムモニター
A）（a）および（b）ラットから単離した耳下腺腺房細胞への精製cLIBRAvIISの導入．耳下腺腺房細胞の透過像（a）と
435nm励起によるC channel（（b），420－500nm）の蛍光像．B）IP3添加による腺房細胞内の精製cLIBRAvIISの蛍光比
変化．腺房細胞をβ－エスチン（200µM）を用いて細胞膜を穿孔し，IP3（10µM）添加による蛍光比（Ratio）変化を測
定した．C）カルバコール（CCh，100µM）による細胞内IP3動態．CChによる腺房細胞のcLIBRAvIISの蛍光比変化を測
定した．スケールバー：10µm．3例の異なるサンプルを用いて実験を行った．
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IP3測定法の開発に成功した（Oura et al., 2016）．ただ
し，CFLAでは蛍光リガンドを生きた細胞に注入する必
要があるため細胞内のIP3測定に利用することができな
い．本研究で確立した方法をCFLAに応用することに
よって，より高感度なハイスループット測定系を構築で
きると考えられる．

結 論

今回我々は，IP3を選択的かつ高感度に検知可能な細
胞質発現型IP3バイオセンサー“cLIBRAvIIS”を開発し
た．このセンサーを用いることで，これまで測定できな
かった唾液腺腺房細胞におけるIP3動態のリアルタイム
モニターが可能となった．また，本センサーを用いたマ
イクロプレートリーダー測定法は，セルフリー系の新規
IP3濃度測定法およびIP3受容体のIP3結合部位へ特異的に
作用する新規リガンドのスクリーニングへの応用が期待
される．
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