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研究成果の概要（和文）：申請研究者は、これまでのCa2+指示遺伝子や化学的なCa2+指示薬を上回る性能を持つ
GECIであるR-CaMP2の開発に成功した。これは、研究代表者のこれまでのカルシウム・カルモジュリン結合蛋白
に関する生化学研究の蓄積に基づくR-CaMP2の合理的設計による画期的成果である。本研究では、既存の２色
（緑・赤）を超える多色イメージング法をさらに拡張する合理的なタンパク工学的手法により実現した。多色の
細胞活動計測は喫緊の課題であり、独創的GECI設計コンセプトに基づく、新たな生体高速多重Ca2+イメージング
システムを、本研究を通じて世界に先駆けて展開する端緒を築いた。

研究成果の概要（英文）：We previously developed a genetically encoded calcium indicator RCaMP2, 
which surpasses performance obtained with classical genetically encoded or chemical dye-based 
calcium indicators. Transformative insights for rational design of R-CaMP2 were gained from previous
 biochemical research on calcium-calmodulin-binding proteins pioneered by the investigator group. In
 this study, we expanded this strategy, and rationally pursued protein engineering-based iterative 
mutation processes to realize multiple color calcium recording that goes beyond the classical two 
colors, green and red. Multicolor cellular activiy measurements represent an urgent technological 
problem to solve. Our approach opens a hitherto unexplored, brand-new, avenue for a novel fast 
multiplex calcium imaging platform through an original GECI design concept.  
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１．研究開始当初の背景 
 
脳の情報表現は、神経回路網における神経

発火の時空間的パターンにより表出される

と考えられる。この神経活動の発火パターン

を計測するため、ここ 10 年ばかり、活動電

位発火のタイミングをカルシウムインディ

ケーターのシグナル上昇を用いて代用する

ことが非常に一般化してきた。 

多光子励起顕微鏡を用い、脳の微小領域に

おける数百個の神経細胞の集団活動を細胞

レベルで記録することはいまや標準的なテ

クノロジーといえる。特に、特定神経細胞種

に発現可能な「遺伝子にコードされた Ca2+イ

ンディケーター（ Genetically Encoded 

Calcium Indicator; 以下 GECI と略）」が広

く用いられるようになってから、特定領域に

て、くりかえし、かつ一回当たり数時間にお

よぶ長期観察が実現するようになった。 

しかしながら、従来の GECI は、1997 年に

宮脇らによってCameleonが開発されて以来、

すべて、骨格筋 mysoin light chain kinase

由来のCa2+/calmodulin結合配列 M13をベー

スに構築されてきた。そのため、骨格筋特有

の非線形的カルシウム応答が、GECI の性質に

潜んでおり、神経活動計測にかならずしも最

も適した性質を有しているとはいえなかっ

た。特に、活動応答時の立ち上がり、あるい

は活動終了後の減弱の時定数が遅く、個別の

活動電位の検出でなく、強く連発する入力の

有無もしくは強度の検出に優れていた。 

このような理由から、入力の発火頻度や発

火回数を正確に読み取れる、線形的カルシウ

ム応答を有する GECI の開発が長らく待たれ

ていた。この問題点を解決するために、我々

は、１）立ち上がり・減弱の両者のキネティ

クスが早く、２）発火回数と蛍光変化に線形

的関係があり、３）広範囲の Ca2+濃度を検出

可能な GECI を開発することを目標にした、

合理的デザイン過程を経て、R-CaMP2 を開発

した（Inoue et al. Nature Methods 2015）。 

すなわち線形的カルシウム応答を実現す

るためには Ca2+濃度と蛍光強度の変化の関係

である Hill 係数が１程度の GECI を作出する

ことが必要である。そこで、これまでの CaMK

研究での生化学的知見に基づき、カルシウム

応答が比較的線形的挙動を示し、神経活動に

容易に応答することをすでに報告してきた

CaMKK の Ca2+/calmodulin 結合配列 ckkap を

ベースに新規のGECIを開発した次第である。 

これにより、従来の全ての色域の GECI に

おいて、Hill 係数が 2 付近もしくは GCAMP6

のように２をはるかに上回る値であったの

に対し、Hill 係数 1程度の赤色 GECI、R-CaMP2

を作出することに世界にさきがけて成功し

た。その結果、単一活動電位を検出する高感

度、かつ発火回数に対して線形に変化するこ

とが確認され、従来の高速 GECI の 4 倍の 

40Hz もの高周波数の発火に追従する高速

GECI であることを確認した（Inoue et al., 

Nat. Methods, 2015）。 

しかしながら、これまで生きたマウス個体

で計測可能な色域は緑(GCaMP6、G-CaMP7 な

ど)、赤色(R-CaMP2)と限られているため、同

時に3種類以上の細胞種の神経活動を測定し

た例は無かった。そのために、微小神経回路

における異なる複数の神経細胞種同士の時

空間制御の理解が遅れていた。 

 
２．研究の目的 
 
多色の細胞活動計測は喫緊の課題であり、

本研究では、既存の２色（緑・赤）を超え

る多色イメージング法をさらに拡張する合

理的なタンパク工学的手法により実現する

ことを目的とした。 

具体的には、新規 ckkp 配列を用いて in 

vivoにおいて2つ以上の異なる神経細胞種の

活動のモニターを可能にする、Hill 係数１程

度で、かつダイナミックレンジが大きく、超

高速の黄色 Ca2+インディケーターを開発し、

その発現方法や多色カルシウムイメージン



グのためのデータ解析法を確立することを

試みた。 

 
３．研究の方法 
 
 
本研究では、これまでに確立した合理的タ

ンパク工学的手法や、ckkap 配列に関する経

験に基づき、以下のような変異体スクリーニ

ングを行った。 

１）大腸菌あるいは哺乳類細胞より精製した

リコンビナントタンパク質を用いたin vitro

スクリーニング 

２）マウス皮質の急性スライスを用いたスク

リーニング 

３）In vivo 2 光子イメージングよる大脳皮

質第２/３層神経細胞に発現させたプローブ

の蛍光シグナル評価 

 
 
４．研究成果 
 

これまで赤色 GECI で成功した変異導入戦

略では、緑色 GECI の構築が進まなかったた

め、より大規模なスクリーニング過程を経て、

Hill 係数が付近の緑色 GECI 候補プローブを

取得した（Inoue et al. 準備中）。 

この緑色プローブをベースに、さらなる変

異を加えることにより蛍光波長のシフトを

試みた。その結果、精製タンパク質レベルで

カルシウム応答性が線形的に変化する黄色

化 GECI を得ることに成功した。これらを元

にさらなる変異を導入し、最適化した黄色

GECI を作出した。さらに、この GECI を用い

て、生きた脳で単一活動電位測定が十分可能

であることを実証した。 

引き続き、培養細胞を用いて、緑・黄・赤

の３種類の GECI を、同時に３種類の細胞グ

ループに発現し、１光子および２光子ライブ

イメージングを実現するスペクトルイメー

ジング解析を実施した。 

以上より、独創的 GECI設計コンセプト

に基づく、新たな生体高速多重 Ca2+イメ

ージングシステムを、本研究を通じて世界

に先駆けて展開する端緒を築いた。 
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