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研究成果の概要（和文）：動物細胞で有用な蛍光小分子インジケーターの多くは、植物細胞では細胞壁を通らな
いか、液胞にたまってしまうために細胞内局在制御が困難である。本研究では、セカンドメッセンジャーの代表
格であるカルシウムイオンを植物細胞内で可視化するため、小分子カルシウムインジケーターをサイトゾルへ送
り届ける化学的戦略として、タンパク質リガンドを導入したリガンド連結カルシウムインジケーターを開発し、
これを用いてモデル植物細胞内でのカルシウム動態の可視化に成功した。この成果は、様々な機能性分子を植物
細胞内に送り届ける基盤技術として発展が期待される。

研究成果の概要（英文）：In plant biology, calcium ions are involved in a variety of intriguing 
biological phenomena as a secondary messenger. However, most of conventional calcium indicators are 
not applicable for plant cells partially due to the cell wall and vacuole as the specific organelle 
of plant cells. Therefore, for broad application with various plants in which genetic transformation
 is presently infeasible, useful synthetic indicators that localize in the cytosol are highly 
desirable.
In this research, we developed a ligand-tethered calcium indicator suitable for applications in 
plant cell biology by using a natural product-based ligand of cytosolic protein. This probe showed 
efficient cell permeability and localized within the cytosol and nucleus by means of ligand-protein 
interaction, and thus enabled spatiotemporal monitoring of calcium ions in the model plant cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	 生命現象を分子レベルで理解する上で、細
胞内／個体内で起こっているシグナル伝達ネ
ットワークを、リアルタイムで時空間的に可
視化する技術は必要不可欠である。ただし、
これを実現するためのツールとして、動物細
胞では当たり前に利用されている各種小分子
センサー分子が、植物細胞では実用性に欠け
ることが多く、植物における動的なシグナル
伝達挙動はほとんど解明されていないと言わ
ざるを得ないのが現状である。その理由は、
植物細胞特有の組織／小器官としての(1)細
胞壁による小分子センサーの細胞透過性の低
さと、(2)細胞内栄養貯蔵庫でもある巨大な液
胞への疎水性分子の吸着である。このような
植物細胞では、主にシグナル伝達が起こる細
胞質や核、ミトコンドリアといった細胞小器
官に、小分子センサーを送り届ける新たな方
法論の開発が望まれている。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 申請者は「植物細胞内小器官に機能性小分
子を送達する」新たな分子設計指針を確立し、
セカンドメッセンジャー等の生理活性物質を
時空間的に可視化する蛍光ケミカルセンサー
開発に繋げることを目標として研究を行った。
具体的には、セカンドメッセンジャーの代表
格であるカルシウムイオンに焦点を当て、植
物細胞内カルシウム動態の可視化を第一の目
標に据え、研究を開始した。 
 
３．研究の方法 
	
	 申請者はこれまでに、動物細胞をモデルと
して、細胞内で標的タンパク質のみを可視化、
あるいはその活性を制御するための細胞内タ
ンパク質の選択的ラベル化法の開発に従事し
てきた。この過程で大きな障壁となったのは、
分子プローブの細胞内局在の制御であったが、
プローブの会合特性や分子全体の親水性・疎
水性のバランスを調節することで、化合物の
細胞内挙動を制御できることを実証してきた。
これらの知見をもとにすると、「細胞内の特定
タンパク質を分子プローブでターゲッティン
グする」ことに立脚した一連の研究は、上記
に挙げた植物細胞での分子プローブ開発の問
題点を打破できる可能性がある。なぜなら、
細胞内タンパク質への特異性はそのリガンド
によって担保されると同時に、分子全体の親
水性／疎水性バランスの調節で、細胞壁を透
過しうる新たな分子設計が可能と考えられる
からである。すなわち、望みのシグナルを可
視化する蛍光センサーに、植物細胞内オルガ
ネラ局在性タグを導入できれば、細胞内へ透
過しつつ各種オルガネラに留める事ができる
と着想した。	
	

	
４．研究成果	
	
（１）小分子リガンド連結カルシウムインジ
ケーターの開発	
	
	 具体的な化学プローブの分子設計を
Figure1に示す。細胞内局在の制御が難しいカ
ルシウムインジケーターを、目的の細胞質に
留める戦略として、細胞質に発現しているタ
ンパク質と、それに対応する小分子リガンド
との特異的な分子認識を利用することにした。
すなわち、「小分子リガンドを連結したカルシ
ウムインジケーター」を細胞内に導入できれ
ば、小分子が細胞質タンパク質に認識される
ことでその局在を制御できる。この戦略で用
いる分子には、(1)細胞質に存在するタンパク
質が標的で、(2)タンパク質-小分子リガンド
のペアが十分に特異的で親和性が高く、(3)小
分子リガンドの細胞透過性が高い、などの条
件が求められる。ここでは、細胞透過性に優
れタンパク質との親和性が比較的高いことが
知られている天然物由来の分子を活用した。
具体的には、植物／動物に限らず普遍的な発
現が知られる細胞質タンパク質 FKBP12 を標
的に、免疫抑制剤 FK506 の合成アナログ（SLF）
をリガンドとして選択した。この SLF に、市
販のカルシウムインジケーターの一つである
カルシウムグリーン 1（CaGreen-1）を有機合
成的に連結した化合物を合成し、モデル植物
培養細胞（タバコ由来 BY2 細胞）での検証を
行った。まず、SLF と CaGreen-1 との間のリン
カー構造を３種類検討したところ、リンカー
長が短くても長くても全く細胞壁を透過する
ことはなかったが、エチレングリコールが３
回繰り返された中間の長さの分子だけが、細
胞壁を透過した。ただしその局在は、残念な
がら当初から懸念した「液胞」であった。これ

 
Figure 1. (a) リガンド連結カルシウムインジケ

ーターによる植物細胞内でのカルシウムイオン

動態の可視化. (b) リガンド連結カルシウムイン

ジケーター (SLF-CaGreen-1) の模式図. 



は、タバコ由来 FKBP12 の発現量が導入された
分子数よりも少なく、局在を制御しきれなか
ったと考えられたため、次にヒトFKBP12 を過
剰発現させた BY２を用意し、同様の評価を行
った。その結果、プローブは細胞質と核に局
在化した（Figure	 2:刺激前）。この局在は
FK506 との同時添加で再び液胞に変化したこ
とから、この分子はFKBP12 によって細胞質に
局在制御できることが示された。このプロー
ブを用いて、カルシウムイオノフォアによる
細胞質へのカルシウム流入の可視化にも成功
しており（Figure	2:	刺激後）、今後様々なシ
グナルに応じた植物細胞なでのカルシウムイ
オンの動態が可視化されることが期待される。	
	
（２）小分子リガンド連結カルシウムインジ
ケーターの物性評価と新たな知見	
	
	 前述の通り、SLF-CaGreen-1 は、小分子リガ
ンドとインジケーターの二つのユニット間の
リンカーの長さが短いもの（エチレングリコ
ール：EG1,	1a）、長いもの（EG5,	1c）は共に
細胞に導入されず、中間のもの（EG3,	1b）の
みが細胞導入された（Figure	3）。この要因は
当初不明であったが、疎水性リガンドの SLF
と親水性金属配位子を有する CaGreen-1 で構
成されるこれらの分子が両親媒性であること
を鑑み、これら分子の会合特性を評価するこ
とにした。具体的にはこれらプローブを水溶
液に溶解させ、動的光散乱測定（DLS）を行っ
たところ、いずれも高濃度では明確な散乱が
見られ、粒径 100-200	nm の会合体を形成して
いることが示唆された。その臨界凝集濃度
（Critical	aggregation	concentration,	CAC）
を比較すると、1aが約 1	µM,	1c が約 5	µM な
のに対し、1bは約 10	µM 以上にならないと明
確な散乱が見られなかった。また、細胞実験
における低濃度条件では、1a,	1c 共に会合体
の存在が確認されたが、1bのみほとんど確認
できなかったことからも、1bは水中で会合体
を形成しづらくモノマー分散しやすいことか
ら、他に比べて細胞透過性が比較的高いこと
が示唆された。これらの知見は、リガンド連
結カルシウムインジケーターの分子設計にお
いて、会合特性が低いことも重要であること

を示している。	
	 これらの知見をもとに、我々は植物細胞に
有用な第２世代型リガンド連結カルシウムイ
ンジケーターの開発にも着手した。CaGreen-1
は Ca イオン濃度の低い状態でもバックグラ
ウンド蛍光が強いために、分子の局在を見る
には都合が良かったが、Caイオンの有無によ
る蛍光変化率は低いため、素早いCaイオン動
態を可視化するにはより S/N が高いプローブ
が望まれた。そこで、Ca イオンの有無で 100

 
Figure 2. リガンド連結カルシウムインジケー

ターによるタバコ培養細胞 BY2 内での、カル

シウムイオノフォア刺激前後におけるカルシ

ウムイオン動態変化の可視化.  
Figure 3. リガンド連結カルシウムインジケー

ターの化学構造式. 

 
Figure 4. (a)リガンド連結カルシウムインジケ

ーター1bのDLS測定結果. (b) 1a (○), 1b (◇), 

1c (□)の動的光散乱強度. 



倍程度蛍光増大が見込める、Fluo4をインジケ
ーター部分に据えたプローブを分子設計した。
これに、従来と同様小分子リガンドの SLF を
連結するのだが、ここで前述の第１世代型リ
ガンド連結カルシウムインジケーターを用い
た際の知見：会合特性が細胞導入効率に影響
を与えることを考慮して、SLF と Fluo-4 の間
のリンカー部分を様々に用意し、分子全体と
して水中での会合特性を制御することにした。
運良く、リンカーのエチレングリコール鎖が
５個のもの(EG5,	2b)が、従来細胞導入された
第１世代型プローブ 1b と同様の CAC（10	 µM
以上）であることが示唆され、Fluo-4 に変更
しても同様に会合特性を制御できることが示
唆された。	
今後は、タンパク質リガンドとインジケータ
ー部分のさらなる最適化によって、あらゆる
植物細胞においてカルシウム動態を可視化で
きるプローブの開発を進めていく。と同時に、
ここで得られた知見はカルシウムインジケー
ターのみならず、様々な小分子蛍光プローブ
に応用可能であることが期待される。	
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