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研究成果の概要（和文）：リソソーム等の酸性条件下での蛍光イメージングを達成する耐酸性緑色蛍光タンパク
質、小胞体等のカルシウム濃度の高いオルガネラでのカルシウム動態の観察を可能にする生物発光低親和性カル
シウムセンサー、細胞間接着タンパク質カドヘリンの相互作用を検出する蛍光センサー等の細胞内外の様々な環
境でのライブイメージングに適用可能なプローブを開発した。また、光照射によって活性酸素を産生し、タンパ
ク質、細胞の機能破壊の時空間制御を行うことのできる緑色の光増感蛍光タンパク質を開発した。

研究成果の概要（英文）：We have developed probes adapted for live imaging in various intracellular 
and extracellular environments, such as acid-resistant green fluorescent protein to achieve 
fluorescence imaging under acidic conditions, such as lysosomes; bioluminescent low-affinity calcium
 sensor to observe calcium dynamics in organelles with high calcium concentration, such as 
endoplasmic reticulum; fluorescent sensor to detect an interaction of intercellular adhesion protein
 cadherin. We also developed a green photosensitizing fluorescent protein that can produce reactive 
oxygen species upon light irradiation and is available for spatiotemporally control the disruption 
of protein and cellular functions.

研究分野： 生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ライブイメージングは生命科学研究で汎用的に用いられているが、蛍光タンパク質や生物発光タンパク質の光化
学的な性質やセンサーの検出範囲の制限等により、既存のプローブがあらゆる環境でうまく機能するという訳で
は無い。本研究で開発したプローブは、酸性条件下や高カルシウイオン濃度の様な既存のプローブではイメージ
ングが困難であった環境でのイメージングを可能にし、これまで得ることのできなかったイメージングデータか
ら、脳神経発生における新たな発見がもたらされることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
発生過程では、各臓器において組織幹細胞が増殖するとともに、あらかじめ決められたタイミ

ングと順番で多様な細胞に分化する。これらの分化細胞は、あらかじめ決められたスケジュール
で各々適切な場所へと移動することによって成熟し、正しい組織が構築される。組織幹細胞の増
殖期は長すぎても短すぎても臓器の大きさが異常になり、また、誤ったタイミングで出現した細
胞は本来置かれるべき細胞外環境との相互作用を実現できず、正しく組織を構築できなくなる。
このように、それぞれの発生イベントのタイミングは細胞内に内在された時間プログラム（発生
時計）によって厳密に制御される必要があるが、その詳細な分子機構はよく分かっていない。こ
の状況に対して、本研究領域は脳神経発生の過程の発生時計と場との連携機構を明らかにする
ことで、世界的にもあまり研究が進んでいない発生時間の制御機構を解明する新興領域の創成
を目指して開始された。共同研究の効率を上げるために、ES 細胞培養系の構築、ライブイメー
ジング、数理シミュレーションといった解析手法を実験技術開発班に揃えた本領域研究の中で、
本計画研究班では生細胞に対するイメージングや光操作技術の開発と改良を担当した。 
 
２．研究の目的 
領域の A01 及び A02 計画班メンバーの研究者らは、領域の発足以前より脳神経発生過程で起

こるタンパク質発現の時系列変化をイメージング等を用いて解析し、脳発生過程で起こる様々
な現象を明らかにしてきた。それらの研究成果を土台に、本研究領域では場（細胞外環境）と神
経細胞の連携という新たな視点を加えて、脳発生時間の制御機構を解明する研究を開始した。そ
の発展のためには、主として時間軸の情報が取得される従前の発現動態のイメージングに加え
て、神経細胞のダイナミックな移動に伴って神経とそれを取り巻く場の間で起こる分子・細胞機
能の変化を可視化するイメージング手法を新たに取り入れることが必要となった。研究代表者
らは、これまでに蛍光タンパク質や生物発光タンパク質を利用したライブイメージングのため
の様々なプローブを開発してきた。その知識と経験を生かすことにより、領域研究で幅広く利用
することのできるイメージングツールや領域の個々の研究者の研究に特化したイメージングツ
ールを開発し、領域の研究の加速に大きく貢献すべく本研究領域に参画した。本研究課題では、
領域研究に役立つことが予想される申請者らの開発中のイメージングツールの改良、および領
域参加予定のメンバー同士の情報交換の中で申請者が着想を得たイメージングツールの新たな
開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 蛍光タンパク質の開発・改良、および蛍光・生物発光タンパク質を用いたセンサーの開発は、
立体構造情報に基づく変異導入、ランダム変異導入、円順列変異導入、ドメイン間リンカー長や
アミノ酸配列の変更等を組み合わせて行われた。作製した蛍光タンパク質やセンサーの光化学
的特徴は、大腸菌内で発現し精製したタンパク質溶液を用いた分光測定、および、一過的に遺伝
子発現させた哺乳類培養細胞の顕微鏡下での観測と画像解析により評価した。必要に応じて、安
定発現株を構築して観測と画像解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)耐酸性緑色蛍光タンパク質の開発 
リソソーム・液胞・分泌小胞・エンドソームなどの酸性細胞小器官（pH=4.5 から 5.5）内で蛍

光を失わない耐酸性緑色蛍光タンパク質の開発を行なった。小脳と脳幹で特徴的な形態異常を
示すジュベール症候群では、リソソーム・オートファゴソーム融合の低下がその要因であること
が示唆されている例があり
[1]、脳発生の分野において
も酸性細胞小器官内でのラ
イブイメージングは今後そ
の重要性を増していくこと
が予想される。シアン色、赤
色蛍光タンパク質に関して
は酸性細胞小器官内のイメ
ージングに適した酸解離指
数（pKa）が 4 以下のものが
知られていたが、緑-黄色の
蛍光タンパク質は pH感受性
が高く pH 6 以下で蛍光強度
が著しく減衰するため、酸性
細胞小器官内での多色イメ
ージングによる複数イベン

 
図１（左） pH と蛍光タンパク質の蛍光強度の相関図。（右） Gamillus または
EGFP を発現する HeLa 細胞の蛍光画像。Gamillus を用いることで、マクロオー
トファジーによりタンパク質がリソソームへと輸送される過程を、蛍光で観察
できるようになった。スケールバー：10 μm. 



トの観察には制約があった。我々のグループがハナガサクラゲから遺伝子クローニングした緑
色蛍光タンパク質が高い耐酸性能を有していたため、立体構造情報から予想したアミノ酸置換
やランダム変異導入により単量体化、蛍光強度増強、可溶性の向上を試みた。そして、高い耐酸
性能(pKa= 3.4)を示し、EGFP の 1.8 倍の蛍光強度を持つ単量体緑色蛍光タンパク質 Gamillus を
開発した。Gamillus は EGFP が蛍光を失う HeLa 細胞リソソーム内でも安定に蛍光を発すること
が確認された（図 1）。さらに、Gamillus を改変して、光照射依存的に蛍光 on状態と off 状態を
可逆的に変化させることのできる緑色光スイッチング蛍光蛋白質 rsGamillus を開発した[2]。
改変の過程で耐酸性が失われなかったため、rsGamillus は酸性環境下における微細構造を観察
するための超解像顕微鏡技術に適用できる。rsGamillus では、これまでに開発された光スイッ
チング蛍光タンパク質で起きていた off→on 状態の自発的な変化がほとんど見られず、off 状態
を長時間保持することができるため、ハイライトした分子や細胞のトラッキングへの応用も期
待される。 
 

(2)生物発光低親和性カルシウムセンサーの開発 
生物発光タンパク質を用いたバイオイメージングは、励起光の照射を必要としないため、蛍光

イメージングが潜在的に持つ自家蛍光や光毒性による影響を受けない利点がある。従来の生物
発光タンパク質に比べて極めて高い強度で発光する NanoLuc（以下、Nluc）が開発されて以降、
生物発光タンパク質のイメージングへの応用は加速し、研究代表者のグループでも、本研究以前
に Nluc を利用した Ca2+イメージングのための高光度生物発光 Ca2+センサーgreen enhanced 
nanolantern Ca2+ (GeNL(Ca2+))を開発していた[3]。GeNL(Ca2+)は、主に Ca2+濃度の低い細胞質等
でのイメージングに適した高親和性のセンサ
ーであったため、小胞体等の高 Ca2+濃度の細胞
内小器官でのイメージングには、新たな低親
和性のセンサーが必要とされていた。また、異
なる Ca2+濃度レンジの細胞内小器官でのイメ
ージを同時取得するためには、それぞれの Ca2+

濃度レンジのセンサーに対して異なる発光色
を割り当てて多色イメージングする必要があ
った。そこで、本研究では GeNL(Ca2+)中の FRET
アクセプター蛍光タンパク質の異なる色への
置換と Ca2+センシングドメインへの親和性を
低下させる変異導入を行い、Ca2+濃度の高い小
胞体内でのイメージングを行うことのできる
低親和性のシアン色生物発光 Ca2+センサー
CeNL(Ca2+)を開発した[4]。さらに、細胞質、小
胞体の中間の親和性を持つ橙色生物発光 Ca2+

センサーOeNL(Ca2+)を開発した（図 2）。そして、
高親和性の GeNL(Ca2+)、中程度の親和性の
OeNL(Ca2+)、低親和性の CeNL(Ca2+)を共に用い
た多色生物発光イメージングを行うことによ
り、Ca2+濃度レンジの異なる核、細胞質、小胞
体内の Ca2+濃度変化を１細胞内で観測するこ
とに成功した（図 3）。これらのセンサーによ
る、マルチカラー・マルチ Ca2+レンジの生物発
光イメージングは、Ca2+を介したオルガネラ間
のコミュニケーションの解明に貢献すること
が期待される。 
 

(3) 蛍光・生物発光バイモーダルカルシウムセンサーの開発 
細胞内の Ca2+動態を可視化するために、蛍光および生物発光性の遺伝的にコードされた Ca2+指

示薬（GECI）が開発されている。これらを用いたイメージングには、それぞれの光化学的性質に
起因した制約がある。蛍光 GECI では単一細胞内での高い空間的・時間的分解能でのイメージを
得ることができるが、光褪色、光毒性、および自家蛍光を引き起こす可能性がある外部からの励
起光の照射を必要とするため、長期間のイメージングや個体でのイメージングには適さない。一
方、外部からの照射を必要としない生物発光イメージングは、励起光に起因する制約を受けず、
さらに機能制御のために光を用いる光遺伝学ツールとの親和性も高い。しかし、生物発光のシグ
ナル強度は弱いため時空間分解能は蛍光に比べて劣ってしまう。これらの２つのモードの弱点
を補った GECI を目指して、我々は１分子型の蛍光タンパク質性 GECI と分割生物発光タンパク
質とを組み合わせたバイモーダル Ca2+指示薬 GLICO（Green Luminescent Indicator for Calcium 
Observation）を開発した[5]（図４）。GLICO を用いて、比較的広範囲で長期間に渡るイメージン

 
図２ Ca2+親和性および発光波長の異なるeNL(Ca2+)のCa2+

タイトレーションカーブ。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３（左）各細胞内小器官に局在化させた eNL(Ca2+)親和
性・色変異体。スケールバー：10 µm。（右）各細胞内小器
官でのヒスタミン刺激によるシグナル変化。 
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グを生物発光モードで,１細
胞レベルで短時間に起こる速
いイメージングを蛍光モード
で取得すれば、同一試料で蛍
光センサーと発光センサーの
それぞれの利点を享受したト
ランススケールのイメージン
グを行うことができる。GLICO
で行う幅広い時空間でのイメ
ージングから、単一モードで
は得られない新たな知見が得
られることが期待される。 
 
(4) 緑色光増感蛍光蛋白質の開発 
光照射により活性酸素種を発生する光増感蛍光タンパク質は、タンパク質や細胞の時空間的な

不活性化に利用することができるため、それらを用いた機能破壊の影響を解析するによりタン
パク質機能、細胞内シグナル伝達経路、細胞間相互作用などの理解の手がかりを得ることができ
る。光増感物質の活性酸素種の産生は特定の波長の光の照射で起こるため、光増感蛍光タンパク
質の波長変異体を用いることにより、複数要素の独立した不活性化が達成可能である。そこで、
既存の光増感赤色蛍光タンパク質 SuperNova(SNR)を元に緑色の変異体 SuperNova Green(SNG)を
開発した[6]。 
SNG は青色光の照射により活性酸素種を発生した（図５、左）。活性酸素指示薬や抗酸化物質を

用いた解析により、SNG は活性酸素種のうちのスーパーオキシドおよびその誘導体を主に産生し、
一重項酸素に関しては有意な産生がみられないことを明らかにした。また、SNG を用いた光刺激
による光増感反応により phospholipase C の PH ドメインの機能破壊、HeLa 細胞への細胞死の誘
導が引き起こされることを示した。さらに、二種類の要素の時空間的制御への応用の可能性を示
すため、緑色光照射により活
性酸素種を産生するSNRと併
用することにより、個々のタ
ンパク質や細胞に対する機
能破壊や細胞死の誘導を独
立に引き起こすことにも成
功した（図５、右）。SNG によ
り光増感蛍光タンパク質の
応用の可能性が広がり、複数
要素の時空間的な機能破壊
から様々な生理現象に対す
る新たな機能メカニズムが
解明されることが期待され
る。 
 

(5) カドヘリン相互作用センサーの開発 
脳発生過程で移動する神経細胞の N-カドヘリンを介した相互作用を可視化するセンサーを開

発した。シナプス結合の検出には、分割した GFP の再構成を利用した検出法（GRASP 法）が用い
られてきたが、蛍光発色団の形成に数時間を要して観察がリアルタイムで行うことができ無い
上に再構成が不可逆的であるため、移動する細胞間の相互作用の観察に適さないものであった。
そこで、２量体形成により可逆的に蛍光を出現させることのできる ddGFP(dimerization-
dependent green fluorescent protein)を利用したセンサーを開発した。ヘテロ二量体を形成
する２種類の異なる ddGFP 要素 ddGFP-A と ddGFP-B の片方ずつを細胞外ドメインに挿入した N-
カドヘリンを作製し、それぞれを異なる細胞に発現させて共培養して観察したところ、隣り合う
ddGFP-A 発現細胞と ddGFP-B 発現細胞の結合表面で特異的に蛍光シグナルが観察された。しか
し、観察において異なる ddGFP を発現する細胞が隣り合う配置を示すのは確率的で、任意の位置
での相互作用の観察のためには不都合である。そこで、ddGFP-A と ddGFP-B を共発現する細胞
が、隣接した場合に相互作用特異的にシグナルを発するかどうかの検証を行い、共発現させた場
合においても細胞間の相互作用を有意に検出できることを確認した。さらに、キレート剤により
N-カドヘリン相互作用に必須の Ca2+を取り去って細胞間隔を離した場合に時間依存的にシグナ
ル減衰が観測されたことから、相互作用検出の可逆性が示された。開発したプローブを用いて、
これまでに、神経初代培養細胞間の相互作用の観測（計画班 仲嶋班と共同）、多細胞からなるオ
ルガノイド内での細胞間相互作用の２光子顕微鏡観察（計画班 永樂班と共同）に成功した。 
また、N-カドヘリンとは結合様式の異なるプロトカドヘリンの相互作用を検出するセンサーを

開発した。脳神経系においては、個々の神経細胞ごとに異なるアイソフォームの細胞表面タンパ
ク質クラスター型プロトカドヘリン(cPcdh)が発現しており、同一アイソフォームの cPcdh 同士
のみが細胞接着活性を持っていることが知られている。そして、cPcdh は神経回路形成等で重要

 
  
 
 
 
 
 
 
図５ SNG によるタンパク質・細胞の機能破壊(左)SNG タンパク質機能破壊の概
念図 (右) SNG/SNR 発現 HeLa細胞共培養系に対する青色光照射（〜4 W/cm2, 2
分）による SNG 発現細胞特異的な細胞死誘導。スケールバー 20 μm。 
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図４ （左）GLICO の Ca2+センシング機構。（右）GLICO による時空間スケール
を横断したイメージングの概念図 



な神経の自己認識に関わっていることが示唆されている。そのメカニズムを探るために有効な
分子間 FRET を利用した cPcdh 接着センサーを開発し、同一 cPcdh を発現する細胞間での接着の
可逆的なイメージングに適用できることを示した[7]。 
 

 その他に、メカニカルストレス応答分子 YAP のリン酸化状態を可視化するプローブのプロト
タイプを作製し、計画班影山班、公募班佐々木班に配布して評価を依頼した。 
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