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研究成果の概要（和文）：本研究は、生体内の微細環境をリアルタイムモニターする細胞内環境モニター蛍光タ
ンパク質の開発を目指した。特に注目したのは、細胞内のレドックス変化のモニターと生体内低分子代謝産物の
モニターである。生体内のレドックス状態変化については、既に開発したOba-QやRe-Qの設計思想を活かして、
新たに細胞内の酸化還元制御の鍵タンパク質であるチオレドキシンのレドックス状態を直接モニターすることの
出来るタンパク質の開発に成功した。生体内の低分子代謝産物に関しては、十分な蛍光変化を示すタンパク質を
得るには到らなかった。

研究成果の概要（英文）：This research intended the development of the intracellular environment 
monitor fluorescence protein, which can monitor the micro-environment in vivo.
We especially tried to develop the monitor protein for the intracellular redox change, and that for 
the in vivo low molecular metabolic-product. Applying the molecular design of already developed 
Oba-Q and Re-Q, we succeeded in the development of the new sensor protein which can monitor the 
redox state of thioredoxin, which is the key protein for the intracellular oxidation-reduction 
control. However, we could not obtain the sensor protein which can show an enough signal change for 
the low molecular metabolic-product until now.

研究分野：植物生化学、生体エネルギー変換
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、我々が最近成功した環境応答型蛍光タンパク質の開発実績を踏まえて、細胞内の様々な代謝産物の
増減をリアルタイムで直接モニターすることの出来る新規細胞内環境モニター蛍光タンパク質を開発するための
技術を確立することを目指した。その結果、光環境の変化に応じて植物の生理機能を調節するタンパク質として
最も重要なチオレドキシンの状態変化をリアルタイムにモニターできるタンパク質CROSTを新たに開発した。こ
のタンパク質は、論文発表後、国際的な反響も大きくすでにドイツの研究者とMTAを締結して、遺伝子の供与を
行っている。
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１．研究開始当初の背景 
細胞内の微細環境をモニターするタンパ
ク質としては、緑色蛍光タンパク質をベース
に開発された酸化還元モニター用の roGFPや
pH モニター用の pHluorin がよく知られてい
る。roGFPは 2004年に Hansonらによって発
表された GFPの変異タンパク質で、βバレル
構造上に酸化によってジスルフィド結合を
形成可能な二つのシステインを導入したこ
とで、この結合の形成と解離に伴って発色団
の電離状態が変化して蛍光の励起スペクト
ルの形状が変化する。励起スペクトルの 400 
nmと 475 nmの蛍光の二つのピークの比を測
定することで、この蛍光タンパク質が置かれ
ている環境の酸化還元状態を測定すること
が出来る。しかし、GFPの発色団のアミノ酸
はチロシンであり、その電離状態は環境の pH
が変化した場合にも変化してしまう。また、
このタンパク質の励起スペクトルの形状の
変化は、蛍光顕微鏡のような特定の波長でモ
ニターする測定機器では、リアルタイムに観
測することが難しい等の問題がある。また、
GFP は汎用性の高い蛍光モニタータンパク
質ですでに様々な細胞内の観測に用いられ
ているが、二つの異なる生理現象を同時に観
測するためには、GFP とは異なる励起波長、
蛍光波長をもったタンパク質の方が好都合
である。 
このような要請から、我々はより汎用性の
高い、また、他の GFPマーカーとも共存可能
な酸化還元応答蛍光タンパク質を得ること
を目指して、青色蛍光タンパク質 Sirius、お
よび、CFPをベースとして新規の酸化還元応
答性蛍光タンパク質の開発を進めた。その結
果、酸化条件下で分子内にジスルフィド結合
を形成しても吸収スペクトルには一切変化
せず、蛍光ピークが劇的に減少する変異タン
パク質、すなわち、酸化によって消光するタ
ン パ ク 質 の 開 発 に 成 功 し た （ 特 願
2013-205598）。この新たに作成した変異タン
パク質をベースとしてランダム変異を行い、
環境の変化に対して分光特性の変化がより
大きなタンパク質を探索したところ、発色団
がより長波長側のものや、酸化ではなく還元
によって消光するものなど、様々な酸化還元
モニターとなり得る変異体タンパク質を作
成することに成功した（特願 2014-199401）。 

 
２．研究の目的 
これら一連の研究により、すでにこの蛍光
タンパク質に新規のモニターとしての機能
を付与するための変異導入の標的が絞り込
まれていることから、このような蛍光タンパ
ク質に細胞内の代謝産物を基質として結合
する酵素・タンパク質をリンカーを介して接
続した場合に、結合によって生じるリンカー
タンパク質の構造変化などを利用して、これ
ら基質となる代謝産物の動態をリアルタイ
ムに可視化可能なタンパク質を得ることが
出来るものと期待された。そこで、本研究で

は、すでに結晶構造が解明されている酵素タ
ンパク質の中から、基質の結合によって構造
が変わる、あるいは、表面電荷が変わるなど
の変化を起こすタンパク質を選抜、場合によ
っては設計し、これらと GFP変異体の融合タ
ンパク質を作成することで、様々な細胞内代
謝産物を測定することの出来る新規蛍光モ
ニタータンパク質を開発することを目指し
た。 
 
３．研究の方法 
以下のように、細胞内微細環境の検知と生体
分子の検知の 2点に目的を絞って研究を実施
した。 
 
(1) 酸化還元物質を検知して蛍光が変化する
タンパク質のスクリーニング 
 
・活性酸素（ROS） 
 活性酸素は、生体内のタンパク質・核酸と
反応することで、これらを不活化したり、誤
った情報伝達を導いたりする、生体にとって
は様々な酸化障害をもたらす物質である。ま
た、最近では、微量の活性酸素が細胞内のシ
グナル因子として重要であることが明らか
にされている。これまで、活性酸素種と特異
的に反応して蛍光を示す、あるいは、発色す
るなどの方法で定量化する試薬が複数開発
されている。しかし、生きた細胞内で増減す
る活性酸素を顕微鏡下でリアルタイムに観
察する手段はなかった。 
 
・酸化還元応答タンパク質 
 すでに我々が開発した酸化還元によって
蛍光を変化させる蛍光タンパク質は、分子内
のジスルフィド結合を形成することで蛍光
の消光、あるいは、蛍光の発光を示すので、
活性酸素の酸化力を受けて間接的にジスル
フィド結合を誘導する酵素（以降、アンテナ
タンパク質とよぶ）をこの蛍光タンパク質に
適当なリンカーを用いて融合させることで、
細胞内の ROS をリアルタイムに蛍光変化と
して捉えることが出来るようになると予想
され、アンテナタンパク質の選抜を行った。 
 
(2) 生体分子を検知して蛍光が変化するタン
パク質のスクリーニング 
グルタチオンは、システインを含むトリペ
プチドであり、生体内に一般に mMオーダー
存在し、また、システインの側鎖のチオール
によってジスルフィド結合を形成すること
が出来るため、酸化還元緩衝能力を有する。
酸化型と還元型のグルタチオンの存在量の
変動のダイナミクスを知ることは、細胞内の
酸化還元状態のダイナミクスをモニターす
るための一つの重要な情報となる。我々は、
すでに酸化還元応答型蛍光タンパク質とグ
ルタレドキシンの融合タンパク質を用いて、
簡便にグルタチオンを測定する方法は確立
している。さらに、高感度化を図るために、



グルタチオン結合タンパク質をアンテナタ
ンパク質として、酸化型と還元型のグルタチ
オンの変動を蛍光の消光の形で直接モニタ
ーする新規のモニタータンパク質を作成す
る。このような低分子についても、アンテナ
タンパク質として適当なタンパク質のスク
リーニングを行った。 
 
４．研究成果 
本研究では、我々が最近成功した環境応答
型蛍光タンパク質の開発実績を踏まえて、細
胞内の様々な代謝産物の増減をリアルタイ
ムで直接モニターすることの出来る新規細
胞内環境モニター蛍光タンパク質を開発す
るための技術を確立することを目指した。 
 
(1) 酸化還元物質の存在を検知して蛍光が変
化する新規蛋白質の開発では、酸化還元に関
わる細胞内低分子と電子の授受を行う蛋白
質を Oba-Qに融合することで、新規にこれら
の細胞内低分子の検出することが出来るシ
ステムの開発を目指した。酸化還元応答蛍光
蛋白質として実績のある roGFPで成功例のあ
るグルタチオンペルオキシダーゼを融合し
た蛍光蛋白質では、活性酸素に対する明確な
蛍光感受性を得られたが、その他の蛋白質を
用いた活性酸素検出系の確立は出来なかっ
た。 
そこで、センサーの標的を生体内で酸化還
元するタンパク質そのものに絞り、酸化還元
応答蛍光蛋白質の新たな開発を行った。特に
生体内で酸化還元調節の鍵タンパク質であ
るチオレドキシンによって特異的に還元さ
れ蛍光変化を示すユニークな蛋白質の作成
を行った。その結果、細胞内の酸化還元変化
を中心的に他のタンパク質に伝達するチオ
レドキシンの酸化還元状態をモニターする
新規蛍光センサータンパク質の開発に成功
した。この新規酸化還元応答タンパク質は、
チオレドキシンによって特異的に還元され
構造変化する葉緑体タンパク質の部分配列
を利用して、励起・蛍光波長の異なる二種類
の蛍光タンパク質を接続し蛍光変化を誘導
するものである。まず、下図に示すとおり、

葉緑体のｆ型チオレドキシンで特異的に還
元され、蛍光シグナルを発するタンパク質を
得た（change in redox state of Trx #1, CROST1
と命名）。 
 
次に、接続部位に使用したタンパク質をシ
アノバクテリア由来のものに変更したタン
パク質を作成した。シアノバクテリア由来の
タンパク質はｆ型だけでなくｍ型のチオレ
ドキシンによっても還元される性質がある。
実際、新たに作成した蛍光タンパク質
（CROST2）は、m 型チオレドキシンによっ
ても効率よく還元される性質を示した。 

 
上記の二種類のセンサータンパク質を利用
して、これまで、二種類の主要なチオレドキ
シンアイソフォームであるｆ型とｍ型の酸
化還元状態を特異的に見分けることに成功
した。このユニークなタンパク質を、シアノ
バクテリアや緑色植物葉緑体内に導入し、in 
situでのリアルタイム観察にも成功した。 
 
(2) 生体内低分子の動態を検知して蛍光が変
化するタンパク質の開発については、アデニ
ンヌクレオチド、グルタチオン、NADH、
NADPH、および、関連低分子に対して親和性
を持ち蛍光が変化するタンパク質の作成を
試みた。しかし、これらの低分子化合物を基
質とするタンパク質をアンテナタンパク質
としても、基質結合により蛍光変化を引き起
こすのに充分な構造変化を示すタンパク質
を同定することが出来なかった。このため、
これらの生体内低分子については、これを検
知する蛍光変化を示すタンパク質を研究期
間内に開発することが出来なかった。 
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