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研究成果の概要（和文）： 
（蛍光蛋白質を利用した可視化技術の開発） 
細胞周期をリアルタイムにモニタする蛍光プローブ Fucci を開発し、動物個体発生における細
胞周期の時空間パターンを解析した。珊瑚類からクローニンした蛍光蛋白質のペアに FRET を応
用して膜電位プローブ Mermaid を開発した。大きなストークスシフトを示す蛍光蛋白質 Keima
を開発し、一本のレーザー発振線で行う蛍光相互相関分光法やデュアルカラー２光子励起顕微
鏡観察を提案した。 
（蛍光蛋白質を利用した光操作技術の開発） 
フォトクロミズム蛍光蛋白質 Dronpa について、その暗状態の構造的基盤を NMR 解析によって明
らかにした。また明暗スイッチングの速度が異なる変異体を作製し、超解像度顕微鏡技術への
応用を試みた。フォトコンバージョン蛍光蛋白質 KikGR について、β脱離反応における中間体
を見い出し、E1 (unimolecular) 反応を支持するデータを得た。また KikGR を利用して、細胞
分裂後 30 分間に核膜の透過性が亢進することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We harnessed the regulation of cell-cycle-dependent ubiquitination to develop a 
genetically encoded indicator for cell-cycle progression, Fucci. This technology permits 
us to visualize the cell-cycle behavior of individual cells within complex tissues of 
experimental animals, such as mice and fish. We used two new coral fluorescent proteins 
as FRET donor and acceptor to develop a voltage sensor, Mermaid. This technology allows 
for direct visualization of electrical activities in excitable cells. We developed a 
far-red fluorescent protein endowed with a large Stokes shift, Keima. We show the 
usefulness of Keima for dual-color fluorescence imaging technologies, such as 
fluorescence cross-correlation spectroscopy and two-photon excitation microscopy.  
The structural basis for the photochromism in the fluorescent protein Dronpa is poorly 
understood. We performed NMR analyses of Dronpa in solution at ambient temperatures to 
find structural flexibility of the protein in the dark state. We have also developed 
numerous mutants of Dronpa, which change between bright and dark states with different 
speeds. These mutants were used to improve performance of super-resolution microscopy. 
KikGR is a fluorescent protein engineered to display green-to-red photoconvertibility 
that is induced by irradiation with violet light. Through crystallographic studies on 
both green and red states, we obtained evidence that the β-elimination reaction 
governing the green-to-red photoconversion follows an E1 (unimolecular) mechanism. Using 
KikGR as an optical highlighter, we demonstrate that diffusion barrier across the nuclear 
envelope is less restrictive during nuclear reassembly.      
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１．研究開始当初の背景 
 
光を用いる可視化技術の中でも、可視域光を
用いる蛍光イメージングは、その発展が世界
的に注目されつつある。とくに蛍光蛋白質や
Q ドットなどの台頭の影響が大きい。しかし
ながら、生命システムに関する問題を、蛍光
イメージングによって見事に解明した研究
例はまだ少ない。生命システム論に基づいた
イメージングデザインが必要である。また、
光で操作する技術の発展によって、細胞内現
象の拡がりをより定量的に記述することが
できるようになってきた。reaction-limited 
process あ る い は diffusion-limited 
process を区別することによってシュミレー
ションは大きく進展するはずである。 
 
２．研究の目的 
生きた細胞や組織において、入力（外界刺激）
に依存して起こる、生体分子間相互作用（酵
素―基質相互作用を含む）や生体分子の構造
変化を出力として測定し、入力と出力との関
係を解析するための光技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
まず、分子プローブ作製担当者および当領域
内の有識者を交えて、“生きた細胞にどのよ
うな摂動を加えるか？何をどのように観察
すると面白いか？何と何を同時に観るべき
か？”などを議論した。細胞内のシグナル伝
達として、カルシウム、チロシンリン酸化、
低分子 G蛋白質の活性化、アポトーシスに伴
う蛋白質分解などの現象に注目し、それらの
カスケード内、あるいは間で複数の現象を同
時に可視化するための実験系を構築する。生
命システムを記述する連立微分方程式から、
観るべき分子をしぼっていき、適当な分子を
材料にして蛍光プローブを開発した。一方、

光で操作する技術は、注目する分子を適切に蛍光
ラベルすると同時に、光照射を自由自在にコント
ロールする機器の調整および開発が必要である。
後者をエンジニアリング担当者が行った。 
 
４．研究成果 
・哺乳類以外で働く細胞周期プローブを作製し、

ゼブラフィッシュの発生段階における増殖と分
化の相関について知見を得た。 

 
・紫外光で色が換わる蛍光タンパク質 kikGR の結

晶構造解析を行ったところ、β脱離反応におけ
る中間体を発見することができた。 

 
・フォトコンバージョン可能な蛍光タンパク質

KikGR を用い、少なくとも細胞分裂後 30 分間は
核膜の透過性が高いことを明らかにした。 

 
・フォトクロミズムを示す蛍光蛋白質 Dronpa の

溶液・常温での構造的特徴を NMR 解析した。 
 
・沖縄の海で採取した珊瑚（ウミキノコ）から新

しい蛍光蛋白質をクローニングした。試験管内
分子進化により、単量体で、明るく、pH抵抗性
のある蛍光タンパク質 mUKG を開発した。それを
用いて、細胞膜電位の高感度な時空間計測法を
開発した。 

 
・われわれが今までに開発してきた２波長同時励

起１波長測光によるレシオイメージングの３つ
の手法について、それぞれの手法の原理および
測定例を示すとともに、実際使用する上での利
点および欠点について比較検討した。 

 
・細胞周期の S/G2/M 期にだけ細胞のシルエットを

描出することができる蛍光イメージング技術を
開発した。新しい Fucci プローブを活用して、
胎生期の神経上皮における神経前駆細胞が、DNA



複製と連関して形状を変えながら移動す
る様子を観察することに成功した。 

 
・mKeima と EGFP を組み合わせ、赤と緑によ

るデュアルカラー２光子イメージングを
１つの励起波長で実現した。 

 
・サンゴ由来蛍光タンパク質による凝集体様

構造物（dots）について解析し、この dots
が形成される原因が、サンゴ由来蛍光タン
パク質のリソソームプロテアーゼに対す
る抵抗性であることを示した。 

 
・AFM カンチレバーを用いた培養細胞への分

子導入の方法・装置の開発を行った。HeLa
細胞へ高効率に分子導入を可能にし、培養
神経細胞への分子導入にも成功した。 

 

・細胞周期をリアルタイムにモニタする蛍光
プローブを開発した。これを用いてマウス
に移植されたがん細胞の浸潤・転移や、マ
ウスの胚で起こる神経細胞の分化、移動な
どにおける細胞周期進行の時空間パター
ンを観察することに成功した。 

 
・高出力 LED と高速液晶シャッターを用いた

２波長同時励起レシオイメージング法を
開発し、従来法の問題点である時間ずれを
完全に解決した。これを用いてラット心筋
のカルシウムの濃度変化をビデオレート
で測定した。 

 
・フォトクロミズムを示す蛍光蛋白質 Dronpa

の新しい変異体を開発し、405nm と 488nm
の二つのレーザー光が同時にあたった部
分でのみ蛍光シグナルを発生させるよう
なイメージングを提案した。 

 
・蛍光タンパク質を用いた FRET を行うため

のコンストラクト作製法について概説す
ると共にフレキシブルなリンカーをもつ
融合タンパク質を簡便に作製可能なベク
ターを開発した。 

 
・DMD（digital micromirror device）を搭

載した蛍光顕微鏡システムを開発し、褪色
を抑える定量性の高い FRET 観察を可能と
した。 

 
・世界で最も大きいストークスシフト（励起

波長と蛍光波長の差）を示す蛍光タンパク
質（Keima）を開発し、一本のレーザー発
振 線 で 行 う FCCS （ fluorescence 
cross-correlation spectroscopy）技術の
有用性を証明した。 

 
・CFP から YFP へ 98%の FRET（Fluorescence 

resonance energy transfer）効率を達成

する融合蛋白質を開発し、それを細胞・蛋白質
のマーキング技術に応用した。 
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