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研究成果の概要（和文）：本研究では、少数分子によって引き起こされる生理現象を可視化するプローブや生体内の分
子数を制御するための光摂動ツールの開発を行った。これには、光スイッチング蛍光蛋白質、蛍光生理機能センサー蛋
白質、光増感蛋白質、ケージドアミノ酸、リガンド応答性イオンチャネル、光摂動顕微鏡、吸収増幅顕微鏡などが含ま
れる。さらに、これら技術を他班の研究に適用するとともに、cAMPに対して細胞性粘菌が示す走化性応答のメカニズム
にアプローチし、10数個/um�ﾆいう極めて低密度（=少数）で機能する分子を同定するとともに、数千細胞中のごく少数
の細胞が自己組織的集合流形成において支配的な役割を担うことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We developed a wide variety of tools to visualize physiological events caused by 
small number of biomolecules, and also to manipulate molecular number inside cells with light. Included 
are photo-switchable fluorescent proteins, fluorescent/bioluminescent biosensor proteins, photosensitizer 
proteins, caged amino acids, ligand-responsive ion channel, microscope with a device for patterned 
illumination and cavity-reflection-enhanced absorption microscope. We supported researches in other 
groups by applying these technologies. Moreover, with the developed tools we approached the molecular 
mechanism of chemotaxis in D. discoidium, and discovered biomolecules that can function at very low 
concentrations (several tens molecules/um�. We also found that very small population of cells among 
thousands of cell have a predominant role in self-organizing aggregation pattern formation.

研究分野： バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 
 
分子生物学の集大成として、あらゆる遺伝子

が同定され、それらの遺伝子産物（タンパク質）
が形成する分子ネットワークが網羅されつつある。
その分子ネットワークに分子集合体（アンサンブ
ル）の振る舞いを扱う生化学的パラメータをイン
プットすることで、分子ネットワークが動作する様
子を疑似計算できるようになった。一方、アンサ
ンブルの解析からは見えてこない、現象の素過
程である個々の分子の振る舞いを捉える事が可
能な１分子観察技術によって、様々な生体分子
の振舞いがもっぱらガラス基板上で観察されて
きた。ところが、確かに素過程を検出・解析でき
るようになったものの、実験毎のデータが大きく
ばらつくため、結局のところ多くの 1 分子観察デ
ータをかき集めて平均値や分散値、あるいは自
己相関を求め、それらアンサンブル統計量によ
って議論を展開しているのが現状である。他方、
GFP テクノロジーを用いたバイオイメージングに
よって、多くの生命現象が生きた細胞や個体内
で観察されるようになったが、その多くが GFP 融
合タンパク質を“過剰発現”させ、かつ小分子リ
ガンドやサイトカインなどを“過剰”に与えて何が
起きるかを観察するというものであり、真摯に捉
えるならば、自発的に起こる生理的反応を観察
しているとは言い難い。より現実的な生命システ
ムの動作描像に迫るためには、細胞内の反応を
一切攪乱しない分子スパイを忍ばせて、そのス
パイからの情報を解析するのが最良である。この
ような観点に立脚し、当研究班ではこれまで蛍
光タンパク質の発光物理化学やフェルスター共
鳴エネルギー移動などに基づく分子スパイをタ
ンパク質エンジニアリングにより開発してきた。ま
た、従来の分子ネットワークに欠けている重要な
情報である“分子拡散”を簡便に定量化する方
法の開発も行ってきた。しかしながら、本領域が
標榜する少数性生物学にアプローチするために
は少数の要素分子が共存する細胞内環境下で
の分子反応の素過程を観察する技術の開発が
急務である。また、過剰な摂動を与えて攪乱さ
せた分子ネットワークの挙動を観察するのみなら
ず、生理的変動内の摂動を与えて分子ネットワ
ークがどのような挙動を示すのかを解析する技
術の開発も必須であった。 

 
２．研究の目的 

 
本研究班では、少数細胞間における協同性の

誘発機構にアプローチ可能にすることを目標
に、 

（１） 分子レベルでの可視化技術 
（２） 分子レベルでの摂動技術 
（３） 細胞性粘菌細胞の走化性 
の３つに取り組み、研究を展開することとした。 
 

３． 研究の方法 
 
(1)  分子レベルでの可視化技術 
少数性問題にアプローチするためには、分子や

細胞の数や機能を生きた状態で可視化できる
技術を確立することが重要である。そこで、 
① 光 刺 激 に よ っ て 可 逆 的 に 蛍 光 状 態 が

on-off スイッチングする蛍光タンパク質 
② 光スイッチング蛍光センサータンパク質 
③ 各種生理活性分子などに対する蛍光セン

サータンパク質 
④ 高光度化学発光タンパク質 
⑤ 顕微鏡 

の開発を行った。詳細は以下の通り。 
 

①光スイッチング蛍光センサータンパク質 
生体内に存在する各種タンパク質の数を解析

するためには、超解像顕微鏡を用いた分子局
在・動態の計測が有効である。光スイッチング蛍
光タンパク質（PSFP）は、光によりその蛍光性を
オン・オフすることが可能な蛍光タンパク質であ
り、超解像観察を可能にする。しかしながら従来
の PSFP は高い励起光照射を必要とするため光
毒性が生じ生理的環境下での超解像観察が不
可能であった。そこで、極めて少ない励起光照
射で生きた細胞の超解像観察を可能にする
PSFP の開発を目指した。 
 
②光スイッチング蛍光センサータンパク質 

細胞内反応は細胞全体で生じるわけではなく、
一般的に 1fL 以下の極微小な空間内で生じる。
このような微小空間で起きる分子反応を理解す
るために、、光学顕微鏡の回折限界を超える超
解像イメージングに適用可能な、光刺激によっ
て可逆的に蛍光状態が on-off スイッチングする
光スイッチング生理機能センサータンパク質の
開発を行った。 
 
③各種生理活性分子などに対するセンサー蛍
光タンパク質  

従来ほとんど可視化解析がなされていないが
様々な細胞内現象に関与すると考えられている
Mg2+ や細胞内反応場の温度、さらには少数性
のモデル現象である細胞性粘菌の走化性応答
を理解するために必須となる細胞外 cAMP の可
視化計測などを可能にする各種センサー蛍光タ
ンパク質の開発を行った。 

 
④高光度化学発光タンパク質 
 （2）で開発する光摂動ツールを利用して生体
試料に摂動をかけた後に何が生じているかを可
視化解析するためには励起光の照射を必要とし
ない化学発光タンパク質が有用である。しかし、
これまで開発されている化学発光タンパク質は
蛍光に比べて暗いという問題点があった。そこで、
より明るく光る化学発光タンパク質、ならびにそ
れを基にした生理機能を可視化する化学発光
性センサータンパク質の開発を行った。 
 
⑤顕微鏡 

（2）で開発する光摂動ツールは、高速かつ自
由なパターンで細胞や細胞内タンパク質の機能
を操作することが可能である。細胞がどの程度
刺激されたか観察するために、蛍光センサーを



同時に用いることが多いが、蛍光センサーを観
察するための波長に、光摂動のための刺激光が
漏れ出るため、光刺激期間中は細胞の状態を
観察することができない。そこで、カメラの露光
時間と露光時間の間（デッドタイム）のみに光刺
激光を照射することで、刺激期間中においても
細胞応答を観察することが可能な、デッドタイム
光摂動顕微鏡の開発を行った。 

一般の超解像計測法は極めて強い光照射 
(MW/cm2 以上)が必要であり、光毒性の問題点
がある。そこで、光スイッチング蛍光タンパク質の
利用を組み合わせることで、生体試料にやさし
い超解像イメージングを可能にする顕微鏡の開
発を行った。 

細胞の個性を計測するためには、細胞本来の
状態を計測することが望ましい。細胞内には光
を吸収する様々な生体分子が存在する。これら
生体分子の吸光度計測を行う場合、細胞の厚
みが 10 m 以下と極めて薄いため、吸光度計測
を行うことができない。そこで、吸収を増幅し、無
染色でサブ細胞レベルでの吸光度イメージング
が可能な吸収増幅顕微鏡の開発を行った。 

 
(2) 光摂動ツールの開発 

少数性問題にアプローチするためには、分子
や細胞の数や機能を人為的にコントロールでき
る技術を確立することが重要である。そこで、①
光照射によりタンパク質の機能を破壊する光増
感分子や②物質濃度を可逆的に制御する光摂
動ツールの開発を行った。 

 
①光増感分子・タンパク質 
 光照射によって高効率に活性酸素を放出する
小分子化合物として eosin を見出し、細胞内に
発現させた HaloTag タンパク質へ特異的に結合
させるためにクロロアルカン基で修飾した。また、
２量体を形成することが知られている光増感蛍
光タンパク質 KillerRed の２量体界面を予測し、
変異を導入することにより単量体化した。 
 
②物質濃度を可逆的に制御する光摂動ツール 

cAMPの濃度を光で制御するために、cAMPの
加水分解酵素 phosphodiesterase に光応答性黄
色蛍光タンパク質(PYP)を融合した。 

植物の光受容タンパク質であるフォトトロピン
由来の LOV2 ドメインを Ca2+結合タンパク質カル
モジュリンに挿入することで、光照射によって
LOV2 が変性する結果、カルモジュリンから Ca2+

が遊離する融合タンパク質を作製した。 
 
 (3) 多細胞社会の秩序形成をつかさどる細胞
個性のマルチスケール定量と操作 

細胞性粘菌の集合流形成は走化性物質で
ある cAMP の細胞間リレーによって支配される。
これに関わる様々な機能分子が同定されている
ものの、ミクロ秩序である周期信号の発生機構、
ならびにマクロ秩序である同心円や螺旋波の形
成機構はよくわかっていない。これらの問題を解
明するには、cAMP リレー能力の時空間パター
ンを mm サイズという広い視野(=数万細胞)を、1

細胞粒度ならびに１分子粒度で解析する必要が
ある。本研究では、cAMP リレー能力の違いを細
胞レベルで定量化できる計測技術を開発し、そ
の時空間発展パターンを詳細に計測するため
の基盤技術の創出を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 分子レベルでの可視化技術 
①光スイッチング蛍光タンパク質 

従 来 の 光 ス イ ッ チ ン グ 蛍 光 タ ン パ ク 質
（Padron）に比べ、蛍光性オンの速度が 4 倍、蛍
光性オフの速度が 3 倍速く、光スイッチング回数
が 25 倍も長く続く、高い安定性を示す新規光ス
イッチング蛍光タンパク質 Kohinoor の開発に成
功した。Kohinoor を用いて、超解像法の一つで
ある RESOLFT 法を行ったところ、観察時の光強
度が 0.004 J/cm2 と、従来法と比べて 1/10,000 ~ 
1/375 倍も低い照射密度による超解像計測を実
現することに成功した (Nature Methods, 2015)。 
 
②光スイッチング蛍光センサータンパク質 
 トロポニンC由来のCa2+センシングドメインの両
末端を PA-GFP と dimVenus と融合することで光
活 性 化 型 蛍 光 Ca2+ セ ン サ ー タ ン パ ク 質
PA-TNXL を開発した (Sci Rep, 2013)。また、同
様に rsEGFP と mCherry を融合することで、光ス
イッチング型 Ca2+センサータンパク質を構築する
ことにも成功した。 
 
③各種生理活性分子などに対するセンサー蛍
光タンパク質  

大腸菌由来 Mg2+トランスポーターの Mg2+結合
ドメインの両端に蛍光タンパク質を融合させた
FRET型蛍光Mg2+センサータンパク質MARIOを
開発し、A02 班前島班との共同研究により細胞
分裂時に起こる Mg2+濃度上昇がクロマチンの凝
集を引き起こす瞬間を捉えることに世界で初め
て成功した。 

温度感受性の異なる蛍光タンパク質を融合す
ることでレシオメトリックな蛍光温度センサータン
パク質 gTEMP を開発し、細胞内ミトコンドリアの
脱共役による温度上昇を観察することに成功し
た。 

微量の cAMP を可視化しうる蛍光 cAMP セン
サータンパク質（Kd=40 nM）を開発した。また、こ
れまでプローブ開発では考慮されてこなかった
ドナーアクセプター間の新たな配向パターンを
検討した結果、既存のセンサーに比べシグナル
変化量が５倍以上も大きな蛍光 cGMP センサー
タンパク質の開発にも成功した。 
  
④高光度化学発光タンパク質 
 改変型 Rluc8 と Venus を連結した結果、従来よ
り も 約 10 倍 明 る い 化 学 発 光 タ ン パ ク 質
（Nano-lantern, NL）の開発に成功した。この NL
を用いて、自由行動下における体毛があるマウ
ス体内の癌組織を実時間検出することに世界で
初めて成功した(Nat Commun, 2012）。またシア
ン色とオレンジ色の NL の開発にも成功し、3 色



の NL を用いて万能細胞の万能性維持に重要
な 3 つの遺伝子の発現の様子を同時に観察す
ることに世界で初めて成功した(PNAS, 2015)。  

さらに NL を基に、Ca2+、ATP、cAMP にそれぞ
れ反応する生理機能センサータンパク質を開発
し、神経細胞の自発的な Ca2+振動、光刺激によ
る植物細胞の ATP 動態、及び細胞性粘菌の
cAMP 動態の可視化に成功した。 
 
⑤顕微鏡 

電子増倍型 CCD から露光時間のタイミング信
号を取得し、その信号をトリガーとしてファンクシ
ョンジェネレーターからパルス信号を生成した。
生成したパルス信号を高輝度 LED 光源の変調
信号として入力することで、ミリ〜サブミリ秒の時
間分解能でデッドタイム中の光刺激を実現する
システムを構築した。本システムを用いて光摂動
ツールである Channelrhodopsin2 を発現した細
胞に、 Ca2+指示薬 R-GECO を共発現させた細
胞を観察したところ、光刺激中の Ca2+上昇をリア
ルタイムに観察することに成功した (Neurosci 
Res, 2012)。さらに、本装置は微弱光計測である
化学発光イメージングにおいても極めて有用で
あることが示された(Nat Commun, 2012）。 

光スイッチング蛍光タンパク質を用いることで、
蛍光性抑制用の光強度を劇的に下げることがで
きると考えられた。そこで、光源として LED 光源
を用いた SPoD/ExPAN 顕微鏡を構築し、光スイ
ッチング蛍光タンパク質 Kohinoor を発現する培
養細胞を長時間超解像観察が可能かどうかを
検証した結果、1W/cm2 という極めて弱い照射強
度で 50 nm 程度の解像度で超解像イメージン
グを行うことに成功した。 

反射率 99.5%の高反射凹面鏡を向かい合わせ
に配置した光共振器を作成し、その中心に光を
集光させ試料の吸光度を増幅し、スキャンさせる
ことで、吸光度のイメージングが可能な吸収増
幅顕微鏡 CREAM を構築した。光源としてはス
ーパーコンティニュームレーザーを用い、検出
器側で分光することで吸収スペクトルの計測を
行うことを可能とした。CREAM を用いることで、
無染色の様々な培養固定細胞の吸収増幅像の
計測に成功した。主成分分析を行った結果、吸
収スペクトルから細胞種ごとの違いを計測するこ
とができた (PLoS ONE, 2015)。さらに、同一細
胞種においても細胞間で有意に吸収スペクトル
が異なることが見出された。 
 
(2) 光摂動ツールの開発 
①光増感分子・タンパク質 
 総括班連携企業のプロメガ社との共同で
Eosin-HaloTag リガンドを開発した（ACS Chem 
Biol, 2012）。これを利用して、光照射依存的に
細胞分裂に関わる AuroraB タンパク質の時空間
特異的機能破壊とそれに伴う細胞分裂の停止
を引き起こすことに成功した。 
 単量体型光増感蛍光タンパク質 SuperNova を
開発し、細胞内での分子機能破壊に成功した
(Sci Rep, 2013)。 
 

②物質濃度を可逆的に制御する光摂動ツール 
シグナル伝達物質の一つである環状アデノシ

ン一リン酸(cAMP)の関与する生体機能の光制
御を目的として、cAMP 特異的加水分解酵素で
ある光応答性 phosphodiesterase4(PDE4)を構築
し，これと光応答性アデニル酸シクラーゼと組み
合わせることで、光照射により cAMP 濃度を可逆
的に変化させることに成功した。 

光刺激により可逆的に Ca2+を放出するケイジド
カルシウム PACR を開発した。PACR を用いて
細胞核内で特異的な Ca2+濃度の光操作や線虫
神経細胞での光刺激による行動の制御を行うこ
とに成功した。 
 
(3) 多細胞社会の秩序形成をつかさどる細胞個
性のマルチスケール定量と操作 

細胞性粘菌の走化性応答に関与する分子の
数を計測するために、簡便かつ安定に蛍光タン
パク質遺伝子をノックインした株を作出可能な手
法を確立した。これらを用いることで、cAMP シグ
ナル伝達を制御する機能分子を蛍光タンパク質
変異体群で多重標識したトリプルノックイン株を
作出し、分子数の絶対定量ならびに時間変化を
計測するための基盤整備を行った。 

また、走化性集合流の自己組織化は数万個
の細胞が関与するマクロ現象である。したがって、
秩序化動態を完全に理解するには、1 分子ひい
ては１細胞粒度を保持しつつ、数万個の細胞を
対象にした大規模イメージングが必要になる。こ
れを可能にするため、高速電動ステージを利用
した、タイリングスキャンシステムを構築した。 

以上の技術を用いることにより、cAMP による化
学信号波の、周期・振幅・頻度と走化性応答に
関与する各種タンパク質の発現数の定量化し、
螺旋波というマクロな秩序構築に果たす、1 細胞
レベルならびに 1 分子レベルでの非対称化機構
を解明した。 
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