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研究成果の概要（和文）：色素タンパク質へのレーザー照射によって発生する熱によって温度感受性チャネルの
開口を誘導する技術の開発をおこなった。まず、色素タンパク質ShadowRが実際にナノサイズの分子ヒーターと
して利用可能なことを、温度感受性の青色蛍光タンパク質Siriusを用いて確認した。温度感受性チャネルTRPV4
にShadowRを挿入した融合タンパク質を培養細胞に発現させ、ShadowRが吸収する波長のレーザーを照射したとこ
ろ、TRPV4チャネルの開口によるカルシウムイオンの流入が観察された。一方で、レーザーの照射を停止させて
もカルシウムイオンの流入が止まらないなど、光熱変換による制御には課題が残された。

研究成果の概要（英文）：We have developed a technique to induce the opening of temperature-sensitive
 channels by heat generated by laser irradiation of dye proteins. First, the feasibility of using 
the dye protein ShadowR as a nano-sized molecular heater was confirmed using Sirius, a 
temperature-sensitive blue fluorescent protein. Next, ShadowR was inserted into the 
temperature-sensitive channel TRPV4. When the fusion protein was expressed in cultured cells and 
irradiated with a laser pulse at a wavelength absorbed by ShadowR, calcium ion influx was observed 
through the opening of the TRPV4 channel. On the other hand, the influx of calcium ions did not stop
 even after the laser irradiation was stopped, indicating that the control of calcium ion influx by 
photothermal conversion remains an issue.

研究分野：生物物理学、細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、光によって細胞機能を操作する「光遺伝学（オプトジェネティクス）」という手法が盛んに開発され、基
礎研究分野で利用されている。従来の光遺伝学では光によって機能が変わるタンパク質を利用する。今回の研究
では、色素タンパク質の光熱変換によって光を局所的な熱に変換し、その熱を熱感受性タンパク質に伝えること
で細胞機能を制御できることを示した。このような細胞操作技術は従来にないものであり、色素タンパク質と熱
感受性タンパク質の組み合わせを変えることで多様な細胞制御が可能になるかもしれない。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
チャネルロドプシンなどの光に応答して機能するタンパク質を発現させた細胞を光で制御す
る「光遺伝学 optogenetics」の手法は、高い標的特異性と高い時間分解能での細胞制御を可能
にし、神経科学分野を中心として生命科学研究に大きなインパクトを与えた。一方、これまで報
告されている光遺伝学ツールはほぼ例外なく可視光領域に幅広い吸収スペクトルを有するため、
干渉を起こすことなく同時に異なる光遺伝学ツールを用いることは難しい。また、可視光は生体
透過性が低く、生体深部の細胞の操作には不向きである。さらに、光遺伝学では一般に非常に強
い光が必要なため、光による生体への副次的な影響も懸念される。それに加えて、光遺伝学で用
いる光によって広範囲にわたり温度上昇が生じ、その結果内在性イオンチャネルを介した神経
の興奮抑制が起こることなども示されている（Owen, Nat Neurosci 2019）。光遺伝学のような標
的特異性と時間分解能の高さを持ちながら、これらの問題点を克服した新しい細胞操作技術を
生み出すことができれば、組織・個体レベルでの生物の理解が格段に進むだけでなく、将来的に
は医療分野にも大きく貢献できることが期待される。 
上記の Owen らの研究結果は、温度によって神経活動を制御できるという非常に興味深い可
能性を示唆している。生物は、温度感受性イオンチャネルをはじめ、熱に感受性を持つ様々なタ
ンパク質を有しているが、細胞や組織を熱すると全ての熱感受性タンパク質に作用してしまう
ため、特定の熱感受性タンパク質の活性のみをコントロールすることはこれまで困難であった。
他方、「色」をもつ色素タンパク質は、吸収した光のエネルギーを光熱変換によって熱に変化さ
せる。フォトンを吸収した色素タンパクの発色団は、励起状態から基底状態に戻る際に吸収した
フォトンのもつエネルギーと同じ量の熱を放出する。例えば、波長 700 nm の光であれば、約 3 
× 10-19 J に相当する。熱の拡散を無視
すれば、計算上は色素タンパク質がた
かだか14回フォトンを吸収し熱を放出
するだけで周辺の 10-21リットル（10 ナ
ノメートル立方）の微小環境の温度を
1 ℃上昇させることが可能である。も
し光を照射した際に色素タンパク質か
ら生じる熱を近傍の熱感受性タンパク
質にのみに伝えることができれば、温
度を介した細胞制御が高い特異性で
実現できる可能性がある（図１）。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、吸収した長波長光を受け取り、光熱変換によって熱に変化させる色素タンパク
質をナノサイズの分子ヒーターと見立て、細胞内の微小環境の温度変調を介することで、生体透
過性が高い長波長の弱い光によって細胞を制御する、新しい手法を創出することを目指した。本
研究では３つの目標を設定した。 
(1) 色素タンパク質が実際にナノサイズのヒーターとして機能することを示す。 
(2) 指向性進化によって高性能タンパク質ヒーターを創出する。 
(3) 光熱変換を利用した新しい細胞操作ツールを開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) 色素タンパク質の指向性進化 
色素タンパク質 ShadowR（Murakoshi, Sci Rep 2019）の遺伝子を pRSETBベクターの XhoI-
HindIII サイトにサブクローニングし、pRSETB-ShadowR を得た。pRSETB-ShadowR をテンプレート
とし、ShadowR 遺伝子を挟むようなプライマーを用い、GeneMorphII キットでランダム変異導入
PCR をおこなった。増幅された DNA 断片を pRSETBベクターの XhoI-HindIII サイトにライゲーシ
ョン後、大腸菌 JM109(DE3)株を形質転換し、アンピシリンを含む LBプレートに播種した。翌日、
色が濃いコロニーを選抜して培養し、プラスミドを調製した。このサイクルを繰り返すことで、
ShadowR の指向性進化を進めた。 
 
(2) 色素タンパク質の大量発現と精製 
色素タンパク質遺伝子を載せた pRSETBベクターで JM109(DE3)株を形質転換し、形成されたコ
ロニーを 50 mL 2xYT 培地に植菌したのち、24℃で二日間浸透培養をおこなった。培養液を遠心
して集めた菌体をバッファーで懸濁後、超音波破砕と遠心によって、細胞抽出液を得た。TALON
セファロースカラムを用いて細胞抽出液から His タグが付いた色素タンパク質をアフィニティ
ー精製した。続いてゲルろ過カラムを通すことで、色素タンパク質を高純度に精製した。 
 

 
図１． 光熱変換を利用した細胞操作の概念 



(3) 細胞培養と遺伝子導入 
哺乳類細胞株は 10%ウシ胎仔血清を添加したダルベッコ改変イーグル培地を用い、37℃にお
いて 5%二酸化炭素雰囲気下で培養した。遺伝子導入は PEI-Max を用いておこなった。 
 
(4) 光刺激と蛍光イメージング 
遺伝子導入２日後に細胞をトリプシン EDTA 処理して 35 mm ガラスボトムディッシュに播種
し、その翌日に蛍光フィルターターレットを二段重ねにした蛍光倒立顕微鏡を用いて光刺激と
イメージングをおこなった。刺激用の 594 nm レーザーは下段のターレットに入れたダイクロイ
ックミラーを通して、蛍光イメージングのための励起光は上段のターレットに入れたダイクロ
イックミラーを通して、それぞれ対物レンズに導入した。蛍光画像は sCMOS カメラを用いて撮影
した。 
 
(5) 光刺激とパッチクランプ 
遺伝子導入２日後に細胞をトリプシン EDTA 処理して 35 mm ガラスボトムディッシュに播種
し、その翌日に蛍光正立顕微鏡を用いて光刺激とパッチクランプをおこなった。パッチクランプ
は、whole-cell 法を用いた。刺激には 575 nm の高出力 LED を用いた。 
 
４．研究成果 
(1) タンパク質ヒーターの性能の検証 
色素タンパク質が実際にナノサイズの分子
ヒーターとして利用可能かどうかを検証する
ため、色素タンパク質を青色蛍光タンパク質
Sirius と融合させたコンストラクトを作製し
た。Sirius は温度が上昇すると量子収率が大
きく低下することが知られており(Nakano, 
PLOS ONE 2017)、色素タンパク質から発せられ
た局所的な熱が Sirius に伝わった場合、
Sirius の蛍光強度が低下すると期待される。
この計測をおこなうため、Sirius の蛍光をイ
メージングしながら色素タンパク質が吸収す
る波長のレーザーを局所的に照射するための
顕微鏡システムを構築した。Sirius と赤色蛍
光タンパク質由来の色素タンパク質である ShadowR (Murakoshi, Sci Rep 2019)の融合タンパク
質を精製してポリアクリルアミドゲルに包埋し、上記の顕微鏡システムを用いて ShadowR の吸
収ピーク近傍の 594 nm のレーザーを照射したところ、明らかな Sirius の蛍光強度の減少が観
察された。次に、Sirius と色素タンパク質の融合タンパク質を哺乳類細胞に発現させ、同様の
実験をおこなった。色素タンパク質としては、GFPファミリータンパク質であるShadowRに加え、
バクテリアのフィトクロムから開発された miRFP720 (Shcherbakova, Nat Chem Biol 2018)を用
いた。精製タンパク質を用いた実験と同様に、Sirius と ShadowR の融合タンパク質を発現させ
た場合は、594 nm レーザーの照射によって明瞭な Sirius 蛍光の低下が見られた（図２）。これ
らの結果は、Sirius に光を照射した際の光熱変換によって生じる熱によって、融合された Sirius
の温度を上昇させたことを示している。一方、色素タンパク質として miRFP720 を用いた場合、
685 nm レーザーを照射しても Sirius 蛍光シグナルの減少は見られなかった。他の観察からこの
原因のひとつは miRFP720 が極めて速やかに光褪色するためだと考えられた。これらの結果をふ
まえ、以後の実験では、色素タンパク質として主に ShadowR を用いることとした。 
 
(2) 指向性進化による新規高性能タンパク質
ヒーターの開発 
ShadowR は成熟に極めて時間がかかるタン
パク質であり、発現・精製後も数日にわたり吸
収スペクトルが変化する（図３）。より早く成
熟し、より強く光を吸収する色素タンパク質を
作り出すために、ShadowR の試験管内指向性進
化をおこなった。ランダム変異導入 PCR をおこ
なうことで変異が入った ShadowR 遺伝子のラ
イブラリを作ったのち、形質転換をおこない大
腸菌のコロニーの色をプレート上で評価した。
色の濃いコロニーから得られたクローンをテ
ンプレートとして、上記のプロセスを繰り返し
た。指向性進化で得られた最終的な変異体は 4
つのアミノ酸置換を生じており、精製直後から
大きな吸収をもち、精製後もほとんど吸収スペクトルの変化は見られなかった。このことは、得
られた変異体が ShadowR と比較して、成熟にかかる時間が大きく改善していることを示してい

 
図２．温度感受性蛍光タンパク質を用いた色素
タンパク質による温度上昇の計測 
レーザー照射による Sirius の蛍光強度変化。
Sirius-ShadowR（左）と Sirius単独（右）を発
現した細胞に 594 nmのレーザーを照射した。 

 
図３．ShadowRおよびその変異体の吸収スペク
トル 



る。 
 
(3) 光熱変換を利用した新しい細胞操作ツールの開発 
色素タンパク質の光熱変換によって生じた熱を熱感受性タンパク質に伝えて細胞機能を操作
する系の開発に取り組んだ。まず、ラット由来 TRPV4 チャネル(rTRPV4)の N 末端にシアン色蛍光
タンパク質である mTurquoise2 を融合させた。次に、天然変性領域である rTRPV4 の C末端領域
を欠失させた変異体を作成した。これらを哺乳類細胞株に発現させたところ、全長の rTRPV4 は
細胞膜に局在したものの、C末端領域を欠失させた変異体は細胞膜へは移行できなかった。次に、
全長 rTRPV4 のループ部分に ShadowR を融合したコンストラクトを多数作製した。この融合タン
パク質の哺乳類細胞での局在を調べたところ、細胞膜への局在が確認できたのは rTRPV1 の C末
端の disorder された部分へ ShadowR を挿入したコンストラクトのみであった。このコンストラ
クトとカルシウムバイオセンサーである GCaMP6s を発現する細胞へ ShadowR が吸収する 594 nm

のレーザーを照射したところ、rTRPV4 チャネルの開口
によるとみられるカルシウムイオンの流入が観察され
た。また、ShadowR と rTRPV4 を別々に発現した場合に
おいても、レーザー照射によるカルシウムイオンの流
入が観察された。その一方で、レーザーの照射を停止
させてもカルシウムイオンの流入が止まらず、光熱変
換によるイオンの制御には課題が残された。 
次に、パッチクランプを用いて膜を介したイオンの
流れを調べたが、光照射に伴うイオンの流れを検出す
ることはできなかった。ただし、セットアップの関係
上カルシウムイメージングの場合と比べて弱い光で照
射したことによって rTRPV4 チャネルが開口しなかっ
た可能性もあり、今後の検討が必要である。 

  
 
 
 
 

 
図４．rTRPV4-ShadowR融合タンパク
質を発現する細胞へのレーザー照射に
よるカルシウム上昇 
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