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研究成果の概要（和文）：生細胞内のIP3を光照射によって任意の濃度に固定できる実験手法（IP3クランプ法）
の確立を目指し、必要な分子ツール（光活性化型酵素、蛍光性プローブ）の作成を行った。ホスホリパーゼＣと
植物由来の光感受性タンパク質を組み合わせることで、可視光照射によってIP3産生活性が変化する酵素が得ら
れることを示した。また、従来の蛍光性IP3プローブの励起・蛍光波長を改変し、IP3クランプ法において光活性
化型酵素との併用が可能なプローブを得た。

研究成果の概要（英文）：Protein-based molecular tools were developed, aiming to establish the IP3 
clamp method, a novel technique to control the intracellular IP3 concentrations in living cells by 
light. It was shown that the combination of human phospholipase C and plant photoreceptor proteins 
could give the photoactivatability to an IP3-producing enzyme. We also developed fluorescent IP3 
probes that have favorable excitation/emission wavelengths to be used with photoactivatable enzymes 
in the IP3 clamp system.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： カルシウムシグナリング　オプトジェネティクス
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１．研究開始当初の背景 
 Ca2+は最も重要な細胞内シグナル因子の一
つであるが、実際の Ca2+動態は細胞や応答の
種類によって多様であり、また複雑である。
イノシトール三リン酸（IP3）は細胞内 Ca2+

濃度（[Ca2+]i）の調節において中核となるシ
グナル分子であり、細胞内 Ca2+ストアからの
Ca2+遊離を誘発することで[Ca2+]i を増加させ
る。一方で IP3 の産生と分解の速度はともに
[Ca2+]iに依存する。 
 膜電位と相互依存関係にある膜電流の解
析にはボルテージ・クランプ（膜電位固定）
法が必須であるのと同様に、IP3と相互依存関
係にある細胞内 Ca2+ダイナミクスの解析には
“IP3クランプ法”が必須である。近年発展し
てきたオプトジェネティクス（光遺伝学）の
方法論によって、光感受性タンパク質モジュ
ールを付加することで、種々のタンパク質の
機能に光応答性を付与できることが示され
ている。光応答性の IP3産生酵素と IP3分解酵
素を作成すれば、蛍光性 IP3 プローブによっ
て[IP3]i をモニターしながら、光照射で IP3

の産生・分解の速度を制御することで、[IP3]i

を任意のレベルにクランプすることが可能
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 IP3 クランプ法の確立のための要となる分
子ツールとして、光照射によって活性のオン
/オフができる IP3産生酵素と IP3分解酵素を
開発する。また、それらと波長域が重複せず、
かつ[IP3]i濃度の変化を高い S/N 比で測定で
きるよう、シグナル変化率の大きな蛍光性IP3

プローブを作成する。さらに両者を用いて、
生細胞の[IP3]i を任意のレベルに固定するこ
とができるフィードバック制御・測定系の確
立を目指す。 
 本研究は IP3 をターゲットとしているが、
同様の方法論は他の様々なシグナル分子に
対しても応用可能である。細胞内シグナル分
子のクランプ法が確立できれば、種々の細胞
生理学研究に対する貢献は大きい。 
 
３．研究の方法 
(1)光活性化 IP3代謝酵素の作成 
① IP3産生酵素 
 IP3 産生酵素であるホスホリパーゼＣゼー
タ（PLCζ）のドメイン間リンカーに相当す
る部位に、植物由来の光受容タンパク質フォ
トトロピンの光感受性ドメイン（LOV2）を挿
入した変異体を作成した（LOV2挿入型 PLCζ）。
また、PLCζをドメイン間リンカーで２つに
切断し、一方に植物由来の光受容タンパク質
フィトクローム B（PhyB）を、他方にその結
合タンパク質（PIF6）を連結した変異体（分
割型 PLCζ）も作成した。これら変異体をマ
ウス卵に発現させ、Ca2+反応誘発活性の光照
射による変化を指標として、IP3産生活性の光
依存性を評価した。 
 

② IP3分解酵素 
 細胞膜局在型の IP3分解酵素 IP3-5-ホスフ
ァターゼ A（INPP5A）を用いて、野生型 INPP5A
と、細胞膜局在配列を欠損させた変異型
INPP5A の双方について、マウス卵での細胞内
局在と、Ca2+上昇反応に対する抑制する活性
を検証し、光活性化型酵素作成の材料として
の適性を評価した。 
 
(2) FRET 型蛍光性 IP3プローブの改変 
 IP3受容体のIP3結合部位と２つの蛍光タン
パク質からなる蛍光共鳴エネルギー移動
（FRET）を用いた IP3プローブ（fretino）を
ベースに、FRET のドナーとアクセプターとな
る蛍光タンパク質として、ECFP と Venus およ
びそれらの循環置換型変異体やC末端欠失変
異体、TagGFP2 や TagRFP などを用いたものを
作成し、マウス卵細胞を用いてそれぞれのIP3

濃度依存性の FRET シグナルの変化率や、経
時的な測定画像におけるS/N比等について検
討した。 
 
(3) IP3クランプのための光照射・蛍光測定系
の構築 
 従来型の蛍光顕微鏡をベースに、LOV2 や
PhyB を光刺激するための光学系を導入する
とともに、蛍光計測から光刺激へソフトウェ
ア的にフィードバックをかける制御ソフト
を、LabView をプラットフォームとして試作
した。一方、共焦点蛍光顕微鏡をベースとし
たシステムについても、顕微鏡付属のアプリ
ケーションのマクロ機能を用いて、IP3クラン
プのための光照射と蛍光像取得・計測のシー
クエンスの自動化を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) PLCζの EF, X, Y, C2 の各ドメイン間に
LOV2を挿入した計10種類の変異体について、
430nm の波長の青色光を照射したときのマウ
ス卵での Ca2+上昇反応の変化を調べたところ、
LOV2 を XY リンカー部位に挿入したもののう
ち２種類と、Y ドメインと C2 ドメイン間の
リンカー部位に挿入したもののうち２種類
について、 光照射時に[Ca2+]i 上昇反応の頻
度の増加が確認され、光依存的な IP3 産生酵
素活性の上昇による[IP3]i の増加がおきてい
ることが示唆された。この結果から、光活性
型 IP3 産生酵素の作成の方法論として、LOV2
挿入型 PLCζの有効性が示された。しかし、
これまでに試作したものはいずれも活性の
オン・オフの切り換えがシャープではなく、
IP3 クランプで実用可能なものを得るには更
なる改良が必要である。今後、LOV2 をリンカ
ー部位ではなく各ドメイン内部に挿入する、
PLCζとの接合部位の配列を系統的に変える
などといった検討を行う予定である。また
LOV2 以外の光応答性モジュールの利用も検
討する。 
 
(2) PLCζを EF, X, Y, C2 の各ドメイン間の



リンカー部位で２つに切断し、Ｎ末端側に
PIF6、C末端側に PhyB を連結した分割型 PLC
ζを３種類作成した。それぞれ対応するペア
をマウス卵に同時に発現させたのち、赤色光
（650 nm）と近赤外光（750 nm）の光を交互
に照射した結果、XY リンカー部位で分割した
ものについて、赤色光照射で Ca2+反応が誘発
され、近赤外光照射で Ca2+反応が停止すると
いう応答が観察された。この結果から、光活
性化型 IP3 産生酵素の作成の方針として、
LOV2 挿入型だけでなく、PhyB/PIF6 を用いた
分割型 PLCζも有効であることが示された。
しかし、現時点までに作成したものについて
は活性のオン・オフの切り替えがシャープで
はないこと、また発現量のバランスの調節が
容易ではないことなど、実際に IP3 クランプ
に用いるためにはまだ改良すべき点が残さ
れている。今後は、例えば分割型 PLCζの一
方に細胞膜局在配列を付加して細胞膜に局
在させるなどといった方策を検討する。また
PhyB/PIF6 以外の光応答性モジュールの使用
についても検討する。 
 
(3) マウス卵に発現させた野生型ヒト
INPP5A は細胞膜に局在したのに対して、野生
型のＣ末端の脂質結合部位を含む５アミノ
酸を欠失させた変異体は、細胞膜には局在せ
ずに細胞質に均一に分布することが確認さ
れた。野生型と変異体のいずれについても、
マウス卵に発現させると PLCζによって誘発
される Ca2+上昇反応が抑制（潜時の延長、頻
度の低下）されたが、抑制の効率は変異体の
ほうがやや高かった。この結果などから、光
活性化 IP3 分解酵素のベースとしては、細胞
膜非局在型の変異体 INPP5A のほうが適して
いると結論した。 

(4) 蛍光性 IP3プローブ fretino の構成要素
のうち、FRET ドナーの CFP とアクセプターの
Venus のどちらか、あるいは両方を循環置換
型変異体（cpCFP, cpVenus）にしたものを作
成し、それぞれについてマウス卵での IP3 依
存的な FRET シグナルの変化を測定したが、
いずれも従来型に比べてシグナル変化率の
向上は認められなかった。一方、従来のシア
ン/黄ではなく、緑/赤の FRET で測定できる
ようにするため、ドナーを TagGFP2 または
Clover、アクセプターをTagRFPまたはmRuby2
に置き換えたものを作成し、マウス卵細胞に
おける IP3 依存的なシグナル変化を測定した
ところ、TagGFP2/TagRFP の組み合わせが最も
大きな変化率を示した。しかし IP3 クランプ
システムに用いるにはS/N比がまだ十分では
なく、今後、FRET ドナー・アクセプターとし
て TagGFP2 や TagRFP の循環置換型変異体を
試すとともに、IP3 結合部位のアミノ酸配列
に手を加えて、IP3に対する親和性も最適化す
る必要があると考えられる。 
 
(5) IP3 クランプシステムを構築する第一段

階として、従来型の蛍光顕微鏡をベースとし
て、落射蛍光照明系から 340nm, 380nm, 430nm, 
490nm、透過光照明系から 650nm と 750nm の
光を標本に照射する光学系を構築した。また、
光照射と蛍光シグナルの強度測定とを連動
して行うためのLabViewアプリケーションを
試作した。一方、共焦点顕微鏡をベースとし
たシステムについても、蛍光像の取得および
蛍光強度の測定と、光刺激のため光照射との
切換を自動するルーチンを作成した。今後、
光活性化型 IP3 代謝酵素および蛍光性 IP3 プ
ローブについて、十分な性能のものが得られ
次第、これらのシステムを実際に用いて、IP3

クランプのためのフィードバック制御等の
具体的な条件検討を始める予定である。 
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