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概    要  

ミトコンドリア Ca2+、Cl-感受性蛍光タンパク（Case12-mito、Clomeleon-mito）を発現したマウス

由来培養 B リンパ球細胞（A20）を、ナノファイバー上でライブセルイメージング可能なチャンバーの

開発に成功した。これにより、リンパ球細胞走化時のミトコンドリア Ca2+, Cl-動態の定量的評価が可能

となった。また、ミトコンドリア Ca2+排出タンパクである NCLX を A20 B 細胞で siRNA ノックダウ

ンまたは薬剤により抑制すると、トランスウェルチャンバーにおけるケモタクシスも抑制された。

NCLX をノックダウンした細胞では F アクチンの重合が促進されたが、ケモカイン（CXCL12）による

更なる重合は起こらなかった。NCLX は、B リンパ球ケモタクシスにおいて、ケモカインに対する F ア

クチンの重合過程に関連すると推測された。 
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松岡、竹内らは、ミトコンドリア Ca2+輸送体

（NCLX）が B リンパ球の抗原受容体刺激に対す

る細胞内 Ca2+応答に重要であることを見いだした。

さらに、NCLX 抑制は B リンパ球（A20B リンパ

球及びマウス脾臓 B リンパ球）のランダムな細胞

走化を増大し、ケモカインに向かうケモタクシス

を抑制した。また、ミトコンドリア Cl-放出を促進

する薬物は、B リンパ球のケモタクシスを抑制す

ることを見いだした。これら一連の研究から、ミ

トコンドリア Ca2+輸送体、Cl-輸送体がリンパ球細

胞走化を制御するという仮説を得た。一方、藤田

は、ナノファイバーに添って遊走する細胞の挙動

をタイムラプス顕微鏡で観察することで，１細胞

の遊走挙動を定量的に評価する技術を確立してい

る。 
本研究では、ミトコンドリア Ca2+ 感受性タンパ

ク（Case12-mito）ならびに松岡・竹内が新規に開

発したミトコンドリア Cl-感受性蛍光タンパク

（Clomeleon-mito）と、藤田による独創的ナノフ

ァイバー技術を用いた実験を中心に、この仮説を

確立することを目指す。

 
 
1. マウス由来 B リンパ球細胞 A20 を用いたミト

コンドリア内 Ca2+, Cl-イオンイメージング 
 マウス由来培養 B リンパ球細胞 A20 を用いて、

ミトコン

ドリア内

Ca2+、Cl-

のライブ

セルイメ

ージング

を行った。

ミトコン

ド リ ア

Ca2+ イメ

ージング

は、Ca2+

感受性タ

ンパク Case12-mito (Evrogen)をミトコンドリア

に発現することで行った。ミトコンドリア Cl-イメ

ージングは、細胞内 Cl-感受性タンパク Clomeleon
（Kuner and Augustine, Neuron, 2000）にミトコ

ンドリア標的シグナルを付加することで新たに開

発した Clomeleon-mito を用いた（図 1 ）。

Case12-mito、Clomeleon-mito ともに A20 B 細胞

のミトコンドリア特異的に発現した。 
 
2. A20 B リンパ球のケモタクシスを評価するため

のナノファイバーの開発 
 ナノファイバーを、ガラスボトムディッシュの

底面より数 10μm の上方に位置するように張った

チャンバーを設計・作成し、散布した A20 B リン

パ球細胞がナノファイバー上を走化する条件を検

討した。当初用いたポリウレタンは、自家蛍光を
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有したので、ポリ-ε-カプロラクトン(PCL)を用い

たナノファイバーに素材を変更した。また、顕微

鏡の自動フォーカス機能に対応できるように、チ

ャンバーの高さを低くした。さらに、チャンバー

に投与する細胞数、細胞投与からナノファイバー

上の細胞走化を観察できるまでの時間等の条件を

検討した。 
 
3. ナノファイバーを用いた A20 B リンパ球細胞

のケモタクシス測定 

Case12-mito、Clomeleon-mito を発現した A20 
B 細胞をナノファイバー上で観察することに成功

した。二つの蛍光タンパクとも細胞内での輝度に

不均一性があり、ミトコンドリア毎の Ca2+, Cl-濃

度不均一性が示唆された。共焦点レーザー顕微鏡

による、より高解像度観察の準備を進めている。

現状では、蛍光細胞がナノファイバー上に接着す

る確率が低いので、確率を向上させるよう実験条

件の再検討を行っている。 
 

4. ミトコンドリア Ca2+輸送体 NCLX と B リンパ

球ケモタクシス 
 ミトコンドリア Ca2+排出タンパクである NCLX
をBリンパ球で siRNAノックダウンまたは薬剤に

より抑制すると、トランスウェルチャンバーを用

いたケモタクシスも抑制された。また、siRNA ノ

ックダウンによりケモカイン（CXCL12）非存在下

でも F アクチンの重合が促進されたが、ケモカイ

ンによる更なる重合は起こらなかった。NCLX 抑

制による B リンパ球のランダムな細胞走化の増大

と、ケモカインに向かうケモタクシスの抑制は、F
アクチンの重合促進が一因であると考えられた。 
 
本研究から、リンパ球細胞走化時のミトコンド

リアイオン（Ca2+, Cl-）動態を定量的に評価可能な、

ナノファイバー技術と蛍光タンパクを応用した新

しい実験系を確立することができた。 
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