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研究成果の概要（和文）： 

この研究の目的は、蛍光蛋白質をもとに蛋白質でできた「赤色光励起により赤色蛍光を発す
る」カルシウムセンサーを開発することである。我々は独自に開発した緑色カルシウムセンサ
ー蛋白質 G-CaMP2の GFP 円順列変異体ドメインを RFP の円順列変異体で置換して赤色センサ
ーのプロトタイプを作製し、このプロトタイプにランダム変異導入を行った上で高性能なセン
サーの探索を進めた。その結果、Ca2+結合に伴って大きな赤色蛍光変化を示すセンサー（R-CaMP

と命名）を見出すことに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）： 
The purpose of this study is to develop a fluorescent protein-based red fluorescent Ca2+ sensor which 

can be excited by red light and emit red fluorescence. We generated a prototype red fluorescent Ca2+ 

sensor by replacing the circularly permuted GFP domain of G-CaMP2, which is our original green 

fluorescent Ca2+ sensor, with the circularly permuted RFP, then randomly mutagenized this prototype 

sensor and screened variants with high performance. As a result, we successfully found the sensor 

termed R-CaMP, which showed a great red fluorescence change upon Ca2+ binding. 
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１．研究開始当初の背景 

カルシウムイオンは周知のごとく、細胞内
のセカンドメッセンジャーであり、神経細胞、
筋肉、分泌細胞などほとんどすべての細胞で
重要な働きをしている。従って、種々の細胞
の活動をモニターするためカルシウムセン
サーは広く利用されている。 

カルシウムセンサーは、人工合成された
Fura2 等 に 代 表 さ れ る 色 素 や 、 Green 

Fluorescent Protein（GFP）を用いた蛍光カル
シウムセンサー、エクオリンに代表される発
光蛋白が現在利用されており、分子センサー
の分野では最も研究や応用が進んでいる。
GFP を代表とする蛍光蛋白質を用いた分子
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センサーは、1990 年代後半から作成されるよ
うになり、これまでｐH, カルシウム,イノシ
トール三リン酸（IP3）など種々のものを感知
するセンサーが作成されている 1。GFP を用
いた蛍光カルシウムセンサーに関しては、こ
れまでCameleon、Pericam、G-CaMP、Troponeon

などが開発されている 2,3。このうち G-CaMP

は、我々が開発した蛍光カルシウムセンサー
で 4,6、平滑筋や心筋、神経細胞などの細胞機
能を in vivo で解析し報告してきた 6-9。 

これまでの GFP を用いた蛍光カルシウム
センサーはほとんど緑色から黄色の蛍光カ
ルシウムセンサーで、赤色蛍光蛋白（DsRed）
を用いて赤色の蛍光を持つ蛍光カルシウム
センサーも開発されているが 10、励起光は青
～緑の波長の励起光を用いる必要があった。 

本研究の目的は「赤色光励起により赤色蛍
光を発する」カルシウムセンサーを開発する
ことにあるが、赤色光で励起できる蛍光カル
シウムセンサーができれば以下の点で非常
に有効である。 

（１）赤色の励起光はエネルギーが低く、組
織に対する光・熱損傷を軽減できる。 

（２）光の波長が長くなると組織の散乱がよ
り少なくなるので、励起光が組織の深部に到
達する。また組織の深部からの蛍光も波長が
長いほど散乱されにくくなる。 

（３）in vivo 測定ではフラビンなどの緑～黄
色の自家蛍光が測定の障害となることがあ
るが、赤色のスペクトル領域では自家蛍光が
格段に弱く、自家蛍光に影響されず測定でき
る。 

（４）これまで GFP をマーカーとした種々の
トランスジェニック動物が作成され、世界中
で利用されている。これらの GFP を組み込ん
だ動物に赤色のカルシウムセンサーは使用
することができ、同じサンプルで、細胞を同
定しながらカルシウムの測定を行うことが
可能となる。 

（５）channelrhodopsin、halorhodopsin など光
刺激が可能な分子との同時使用が可能であ
る。 

以上のことは一光子および二光子励起に
ついていえる。 

欠点として、波長が長くなると分解能が低
下する。しかし、神経細胞のスパインを観察
する程度の分解能は十分確保できると考え
られる。また、二光子励起顕微鏡での測定に
は、さらに長波長のレーザーが必要になる可
能性がある。 

我々は、開発した G-CaMP の遺伝子を、こ
れまで国内外の 300 箇所以上の研究室に提供
してきた。こうした研究者は、新たなカルシ
ウムセンサーに対する期待が大きく、使用で
きるセンサーの選択肢が増えることは歓迎
されている。他のカルシウムセンサー
（Cameleon や Troponeon）についても地道な

改良努力が続けられており、最も進んでいる
カルシウムセンサーといえども、まだまだ研
究する余地が十分に残されている。 

このように研究代表者は、GFP を用いたカ
ルシウムセンサーの開発経験およびカルシ
ウムイメージングの経験から本研究の赤色
光励起により蛍光カルシウムセンサーの着
想に到った。 
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２．研究の目的 

 この研究は、蛍光蛋白質をもとに蛋白質で
できた「赤色光励起により赤色蛍光を発す
る」カルシウムセンサーを開発することであ
る。最終的に開発したセンサーをモデル動物
に発現させ、神経細胞およびグリア細胞の細
胞活動を in vivo で測定できることを目標と
する。 

 

３．研究の方法 

（１）赤色蛍光カルシウムセンサーcDNAの
作製 

分子生物学的方法を用いて、赤色の蛍光蛋
白質 DsRed やその他の RFP の種々の変異体
cDNA と、カルシウム結合蛋白質（カルモジ
ュリン等）の cDNA と、ミオシン軽鎖キナー
ゼの M13 断片の cDNA を結合させ、大腸菌
の発現ベクターに組み込んだ。この際、蛋白
精製を効率的にまた、容易に行うためタンパ
ク質の N 末端に His tag を導入した。また、
PCR による random mutagenesis により変異を
導入した。配列は制限酵素による解析および
DNA シーケンスにより確認した。 

 

（２）大腸菌での発現とin vitro機能評価 

DNAを大腸菌に導入し、蛋白質発現を誘導
した。目的の蛋白質はHis tagを持っているの
で、His tag用のアフィニティービーズをもち
いて精製した。精製した蛋白質は蛍光分光光
度計および分光光度計を用いて、カルシウム
イオン濃度に対する蛍光変化量、Kd、ヒル係
数、モル吸光係数、量子効率を測定した
（Ohkura M et al, (2005) Analytical Chem  77, 

5861-5869)。場合によってpHや塩素イオンに
対する感受性を蛍光分光光度計を用いて測
定した。 

 

（３）培養細胞でのカルシウムセンサーの検
討 

分子生物学的手法により、cDNAを動物細
胞発現ベクターに組み込んだ。こうして作成
したDNAをHEK293やHeLa等の培養細胞に、
リ ポ フ ェ ク チ ン 法 （ Lipofectamine2000, 

Invitrogen）により導入した。  

 カルバコールやイオノマイシン等のカ
ルシウムの上昇を誘発する試薬を投与し、そ
の際の蛍光変化を蛍光顕微鏡を用い測定し
た。測定はCCDカメラ（ORCA-ER 浜松ホト
ニクス）を用いAquaCosmos（浜松ホトニクス）
にて解析した。またコンフォーカルレーザー
顕微鏡を用いて測定した。 

 

（４）マウスでの発現と生体内でのセンサー
の in vivo 機能評価 

マウスの海馬からスライス標本を作成し、
培養した。CCDカメラ（OrcaER 浜松ホトニ
クス）やコンフォーカルレーザー顕微鏡
（CUS-X1 Yokogawa）により神経活動に伴う
カルシウム変化を記録した。電気生理学方法
により活動電位を記録し、活動電位と蛍光変
化とを対比して、センサーの有効性を検討し
た。 

また、マウスの海馬からスライス標本を作
成し、channelrhodopsin 2 と開発した R-CaMP

を共発現させ、channelrhodopsin 2 を刺激する
ための青色光がR-CaMPを励起するかどうか
を光学的手法により検討した。さらに、
R-CaMPの励起光が channelrhodopsin 2を活性
化するかどうかをパッチクランプ法による
電気生理学的手法とコンフォーカルレーザ
ー顕微鏡を用いた光学的方法を組み合わせ
ることにより検討した。 

 

４．研究成果 
（１）赤色蛍光カルシウムセンサー蛋白質

R-CaMP の開発 

我々が独自に開発した緑色カルシウムセ
ンサー蛋白質 G-CaMP2（図１）の GFP 円順
列変異体（cpGFP）ドメインを RFP の円順列
変異体（cpRFP）で置換して赤色センサーの
プロトタイプを作製し、このプロトタイプに
ランダム変異導入を行った上で高性能なセ
ンサーの探索を進めた。その結果、カルシウ
ム結合に伴って大きな赤色蛍光変化を示す
センサーR-CaMP1.01（図１）を見出すことに
成功した。R-CaMP1.01 を汎用株化細胞であ
る HeLa 細胞に発現させたところ、予期せぬ
ことに R-CaMP1.01 が細胞質のみならず核内
にも局在することを見出した（図２）。核内
局在は、緑色カルシウムセンサー蛋白質局在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ カルシウムセンサーの構造模式図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ R-CaMP 発現細胞の蛍光画像 



 

 

移行の現象は、緑色カルシウムセンサー蛋白
質であるG-CaMPでは見られない現象である。
構造的に R-CaMP1.01 は G-CaMP2 と cpEGFP

部分以 G-CaMP では見られない現象である。
構造的に R-CaMP1.01 は G-CaMP2 と cpEGFP

部分以外は全く同一であるため、R-CaMP1.01

の核内移行の問題は、cpRFP 部分に由来する
問題であると考えられた。 

 細胞質のカルシウムイオン濃度の上昇を
引き起こすことが知られている ATP で
R-CaMP1.01を発現しているHeLa細胞を刺
激したところ、R-CaMP1.01 の赤色蛍光強度
は大きく変化した。 

 

（２）核内への局在を示さずさらに高い蛍光
反応性を示す改良体 R-CaMP の開発 

 センサー性能はセンサーの N 末端や C 末
端へのペプチド付加によって修飾を受ける
こ と が 報 告 さ れ て い る こ と か ら 、
R-CaMP1.01 の 改 良 を 目 的 と し て
R-CaMP1.01 へのさまざまなペプチド付加
を行った改変体を検討した。その結果、
R-CaMP1.01 の C 末端に付加配列を有する
改変体 R-CaMP1.07（図１）が核内への局在
を示さず（図２）、高い蛍光反応性を示すこ
とを発見した（図３）。R-CaMP1.07 の光学
特性を検討した結果、R-CaMP1.07 は 562 

nm の赤色光で励起され、584 nm の赤色蛍光 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ R-CaMP1.07 発現細胞の蛍光シグナル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ R-CaMP1.07 の励起・蛍光スペクトル 

 

を発することが明らかになった（図４）。上
記のように本研究において我々はカルシウ
ムイオンの結合に伴って大きな赤色蛍光変
化を示すセンサーR-CaMP1.07 を開発するこ
とに成功した。 

 

（３）マウス脳における神経発火の R-CaMP

による検出機能の評価 

R-CaMP1.07 をラット海馬培養スライスに
発現させて神経細胞の発火に対応した微弱
な細胞内カルシウムイオン濃度変化を検出
可能か検討した。その結果、R-CaMP1.07 は
１発の発火に対応した蛍光シグナルを示し、
そのシグナルは少なくとも実験を行った１
発から６発までの発火に対して線形的に増
大することを明らかにした（図５）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ R-CaMP1.07 による神経発火検出 

 

（４）R-CaMP 発現による細胞特性への影響
の検討 

 次に、神経細胞の電気生理学的性質が
R-CaMP1.07 発現により変化するかどうか検
討した。海馬培養スライス標本にR-CaMP1.07

を発現させて、パッチクランプ法を用いた電
気生理学的手法により解析した結果、パッチ
電極の入力抵抗、および、神経細胞の膜容量、
静止膜電位、興奮性シナプス後電流への影響
はいずれも認められなかった。したがって、
R-CaMP1.07 は神経細胞の電気的興奮性に大
きな影響を与えず、神経細胞の機能的研究に
利用可能であることが明らかになった。 

 

（５）光刺激により人為的に誘発させた神経
発火の R-CaMP による検出機能の評価 

近年汎用されている光活性化非選択性陽
イオン透過性チャネル蛋白質である
channelrhodopsin2 と共に R-CaMP1.07 を同一
の神経細胞に発現させ、channelrhodopsin 2 の
光刺激によって人為的に神経発火を誘発さ 

せたところ、（３）の結果と同様に、
R-CaMP1.07 は１発の発火に対応した蛍光シ



 

 

グナルを示し、そのシグナルは発火回数に応
じて線形的に増大することを明らかにした
（図６）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ Channelrhodopsin 2 の光刺激により誘
発させた神経発火の R-CaMP1.07 による検出 

 

 こ の 実 験 で 、 channelrhodopsin 2 と
R-CaMP1.07 を 共 存 さ せ た 状 態 で 、
R-CaMP1.07 のシグナルの検出に影響を与え
ることなく channelrhodopsin 2 を刺激するこ
とが可能であった。また、R-CaMP1.07 のシ
グ ナ ル の 検 出 に 使 用 し た 励 起 光 が
channelrhodopsin 2 を刺激し細胞を脱分極す
るかどうかを検出したが、R-CaMP1.07 の励
起光で channelrhodopsin 2 が活性化されるこ
とはなかった。以上の結果は in vivo, in vitro

の 実 験系 に おい て、 R-CaMP1.07 と、
channelrhodopsin 2 が同時に使用できる事を
示している。これまでは G-CaMP の励起光が
channelrhodopsin 2 の励起光とオーバーラッ
プするため、同時使用することが困難で、工
夫が必要であったが、今回開発した
R-CaMP1.07 を用いる事によってこの問題を
回避することができ、神経細胞との情報交換
において光による入力および出力を
R-CaMP1.07 と channelrhodopsin 2 を用いて行
う事が可能となった。 

 

 本研究では、赤色の蛍光を発する蛍光カル
シウムセンサーR-CaMP を開発した。開発し
た R-CaMP は、遺伝子でコードされているた
め、マウス、ラット、ショウジョウバエ、ゼ
ブラフィッシュ、線虫、植物などすべてのモ
デル生物で利用可能である。今後、R-CaMP

は神経細胞、筋肉細胞、内分泌細胞などの機
能研究、移植再生医療の基礎的研究、生物の
発生の研究に広く応用される事が期待され
る。 
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