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研究成果の概要（和文）：　本研究では、分子機能を直接的に調べるために、シナプス内でシグナル伝達経路を
選択的に活性化することができる光遺伝学的ツールの開発と新規蛍光タンパク質をベースとしたイメージング用
プローブの開発を目的とした。特に、光応答性分子との併用が可能なイメージング用プローブの開発に注力し
た。具体的には、2光子蛍光寿命イメージング顕微鏡法（2pFLIM）を用いたフェルスター共鳴エネルギー移動
（FRET）の計測に最適化されたFRETプローブの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）： In this project, we aimed to develop optogenetic tools to selectively 
activate a specific pathway of biochemical signaling in synapses. These tools enable us to identify 
the essential pathways and signaling molecules required for the induction of long-term potentiation.
 We especially focused on developing a new imaging probe that can be used in combination of light 
sensitive proteins. As a result of our research, we successfully developed a new probe optimized for
 2-photon Fluorescence Lifetime Imaging (2pFLIM) based Forster resonance energy transfer (FRET).  

研究分野： 生物物理、細胞生物、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
近年、様々な遺伝子コード型の光応答性分

子が開発されてきており、培養細胞から個体
動物まで、様々な階層での応用が進められて
いる．しかしながら、光応答性分子と分子活
性化イメージングを組み合わせた研究はプ
ローブや方法論の問題から殆ど行われてい
ない．そこで我々は、光応答性分子と併用が
可能な新規 FRET プローブの開発を行い、光
応答性分子とイメージングを融合した新規
の方法論を確立し、シナプス可塑性や個体動
物の記憶システムの研究に応用することを
目指した． 
 
２．研究の目的 
本研究では、シナプス可塑性に必須なシグ

ナル経路を選択的に光応答性分子で動作さ
せ、それによる分子活性化と細胞機能を観察
する方法を確立する（単一経路時空間活性イ
メージング）．これまでのシグナル伝達研究
は、グルタミン酸等のリガンドで細胞を刺激
し、細胞内の分子動態や活性を見るというも
のであった．しかしながらこの方法では、グ
ルタミン酸結合により NMDA 受容体を通して
細胞内への Ca2+流入が起こり、様々なシグナ
ル経路を活性化してしまうため、本質的に重
要なシグナル経路の時空間分布を明らかに
することは困難であった．そこで本研究では
光応答性分子を用いて、シナプス可塑性に必
要な経路のみを選択的に光活性化させ、各種
分子の分子活性を2光子蛍光寿命イメージン
グ法により可視化する．シグナル伝達をシン
プルに動作させ、その出力を可視化すること
が可能になるため、複雑なネットワーク内で
のクロストークによってかき消されていた
時空間情報が次々と明らかになると考えら
れる. 
 
３．研究の方法 
本研究では、生細胞および個体動物内にお

いて、分子活性化や分子間相互作用を高い感
度で検出することが可能な蛍光プローブを
作製するため、蛍光タンパク質である Clover
（FRET のドナー）と sREACh（FRET のアクセ
プター）をベースとして、2 光子蛍光寿命イ
メージング顕微鏡に最適化された FRET ペア
をランダム変異導入法により開発した． 
 

４．研究成果 
既出のsREAChよりも高い吸光係数をもつ

FRETアクセプターを開発するため、sREAChの
発色団周辺のアミノ酸（N144, N146, S147, 

K166, R168, Q204, S205）をターゲットにし
て 部 位 飽 和 変 異 導 入 （ Saturation 
mutagenesis）を行い、大腸菌でライブラリー
を作製した．大腸菌ライブラリーより、蛍光
灯下でオレンジ色のコロニーを採取し、His
タグカラムによりタンパク質を精製した．精
製したタンパク質の吸光係数を測定したとこ
ろ、136,000M-1cm-1となり、sREAChの吸光係数
（115,000M-1cm-1）の1.2倍であった．また、
量子収率を測ったところ、0.01でsREAChの7
分の1となった．これは、CloverとsREAChのス
ペクトルの重なりによるアーティファクトを
減少させることができることを示している．
シークエンスを行ったところ、N144A, N146P, 
S147V, K166S, R168Y, Q204S, S205Aの変異が
導入されていた．このタンパク質を新規の
FRETアクセプターとして、ShadowYと名付けた．
ShadowYのスペクトルを計測したところ
sREAChとほぼ同じであった（図１）． 

 
FRETのドナーであるCloverについては

T153MとF223Rの変異を導入することで大きな
ダイナミックレンジをもつことが分かった．
Cloverの発光スペクトルとShadowYの吸収ス
ペクトルには大きな重なりがあるため、FRET
は効率よく起こると期待される．次に
CloverT153M,F223RとShadowYの性能を細胞内で調
べるため、光応答性タンパク質である
Phototorpin1のLOV2ドメインのN末端とC末端
にCloverT153M,F223RとShadowYをそれぞれ融合さ
せてLOV2 FRETセンサーを作製した（図２a）．
これをHeLa細胞に発現させて、青色光照射後
のLOV2 FRETセンサーの構造変化を2光子蛍光
寿命イメージング顕微鏡下で観察した（図２
b）．1秒間の青色光照射後20秒で蛍光寿命が大

図１ 



きく増加するのが観察され、数分後には元の
状態に戻った．これはLOV2ドメインの光照射
による応答と一致する．また、光照射後の構
造変化による蛍光寿命の変化量を定量したと
ころ、sREAChよりもShadowYをアクセプターと
した方が、CloverとCloverT153M/F223Rのいずれの
場合においても、より大きな変化を示すこと
が分かった． 

 
 
次にCloverT153M,F223RとShadowYの性能を調べ

るため、低分子量Gタンパク質であるH-Rasの
FRETセンサーを既存のものと同様な方法で作
製した．すなわち、H-RasにCloverT153M/F223Rを
融合したものをFRETのドナーとし、H-Rasの下
流のシグナル分子であるRaf-1の活性化H-Ras
結合ドメイン（RBD: Ras Binding Domain）に
ShadowYを融合させたものをアクセプターと
した．H-Rasが活性化するとRBDが結合するた
め、CloverT153M/F223RとShadowYの分子間距離が
小さくなりFRETが起こる．テストのため、
CloverT153M/F223R-H-RasとShadowY-RBDをリポフ
ェクションによりHeLa細胞に発現させた．こ
れを2光子蛍光寿命イメージング顕微鏡下で
観察し、EGF（Epidermal Growth Factor）で
刺激後にFRETシグナルが変化（蛍光寿命が減
少）するかどうかを確認した．EGF刺激後、FRET
シグナルの大きな変化が観察された．また、
個々の細胞のシグナル変化のタイムコースを
計測したところ、刺激後すぐにH-Rasが活性化
（ CloverT153M/F223R-H-Ras が ShadowY-RBD と 結
合）し始めて5分程度で飽和していた．結合成
分の変化量は20%であり、先に報告のあるmGFP
とShadowGのペア（結合成分の変化量16%程度）
よりも大きく改善していた（Murakoshi et al.．
また、ShadowYをアクセプターとし、Clover
とCloverT153M/F223Rで比較を行ったところ、数パ
ーセントではあるがダイナミックレンジの改
善が確認できた． 
光応答性分子である LOV2 ドメインは 400

～500nm（2 光子励起では 750～980nm）の励

起波長で構造変化するが、これは、現在私が
分子活性化イメージングに用いている蛍光
タンパク質（GFP）の吸収スペクトルと重な
っている．すなわち、分子活性化イメージン
グ（GFP 観察）を行っている際中に、常に LOV2
を活性化してしまうことになる．これでは、
様々な時空間パターンで paCaMKII を活性化
した時の下流分子の活性化を観察すること
はできない．そこで本研究では、GFP の長波
長変異体である Clover を FRET のアクセプタ
ー と し 、 新 規 開 発 の 蛍 光 タ ン パ ク 質
（ShadowY）を FRET のアクセプターとする．
これによって、900nm で LOV2 を活性化し、
1000nm の 2 光子励起（paCaMKII を活性化し
ない）で分子活性化イメージングを行うこと
ができるようになった． 
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