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研究成果の概要（和文）：神経分泌、開口放出の可視化解析法を発展させ、in vivo 光イメージン

グ法の構築を行い、分子基盤の解明を進めた。新規蛍光タンパク質シリウスを用い SNARE タ

ンパク質 VAMP の蛍光タグ化、破骨細胞モデルにおける酸性小胞のダイナミクスの可視化に成

功した。ＦＲＥＴを用いた新規の高感度 Ca2+センサー、カメレオンナノを用いて、膵臓外分泌

腺カルシウム依存性開口放出や小脳神経細胞の Ca2+動態の可視化を行った。さらに新規近赤外

レーザー光を用いてマウス脳深部の海馬神経細胞の観察にも成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed novel visualization analysis techniques for
neurotransmission and exocytosis, and constructed “in vivo” optical imaging methods to
advance for elucidation of the molecular basis. We generated fluorescently tagged SNARE
proteins, VAMP-Sirius by using a novel fluorescent protein Sirius in order to visualize
dynamics of acid vesicles in an osteoclast model. A novel FRET Ca2+ sensor, Cameleon-nano
protein, visualized Ca2+-dependent exocyosis in pancreatic acinar cells, as well as Ca2+

dynamics in neurons in cerebellum. Furthermore, we successfully observed hippocampal
neurons in deeper layers in live mouse brains.
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１．研究開始当初の背景
多光子顕微鏡は、近赤外域のフェムト秒レ

ーザーを励起光源として用いることで生じ
る非線形光学過程を利用し、他の顕微鏡法で
は観察不可能な、インタクトな組織深部の分
子細胞機構の観察を可能とする。現在、生物
個体中で非侵襲的に細胞や生体分子の形

態・機能の解析が可能な方法論として最も期
待される。申請者は、この方法論の黎明期よ
り、その確立と生命科学への応用を先導し、
神経細胞や分泌腺細胞において、開口放出、
神経可塑性やイオンチャネル機能の可視化
により、生理的条件下での機能解析の重要性
を明らかにしてきた (Nature Cell Biol.,
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2001; Nature Neurosci., 2001; Science,
2002; JBC, 2004; J. Physiol., 2005; EMBO
J, 2006; J. Physiol., 2007; Am. J. Physiol.,
2008; J. Neurosci., 2009a,, Nature Methods,
2009)。特に、細胞内遊離 Ca2+濃度([Ca2+]i)
の上昇がトリガーする開口放出現象は、シナ
プス前終末の神経化学伝達物質の分泌の例
を待つことなく、様々な内・外分泌腺や免疫、
骨代謝などの多様な生命現象の基盤にあり、
しかも組織を越えて共通の分子機械が用い
られていると推定されている。しかし、その
分子機構自体は、観察技術の不足のため、そ
の解明が遅れている。また最近、多光子顕微
鏡の生体組織への透過性、低侵襲性を最大限
に利用し、麻酔下のマウス個体の大脳新皮質
の“in vivo”イメージングに成功し、世界で
トップの約 1.0mm という深部到達性を実現
していた(Mol Cells, 2008, Brain Res., 2009,
J Neurosci., 2009b)。加えて、多光子顕微鏡
法は細胞内部のサブミクロンの生理的構造
を光で活性化・刺激できることを利用し単一
スパインを刺激する方法論を確立していた。

２．研究の目的
従って、本研究課題では、培ってきた開口

放出現象の解析法を発展させ、神経、分泌細
胞の開口放出機構の解明を進めると共に、新
たな技術の導入により、神経活動と神経分泌
の in vivo 光イメージング法を、神経回路機
能の動作原理を解明するための方法論の確
立と、それによる新たな「光・脳科学」を切
り開くことを目指した。

３．研究の方法
現有の多光子顕微鏡に新たに、非線形レー

ザー光学、新規蛍光タンパク質、光活性化を
導入し、開口放出関連分子や細胞膜電位の定
量的な機能アッセイを開発する。これにより
動物個体の脳において神経回路機能を可視
化すると共に、神経伝達の神経回路機能への
関与を能動的に調べる方途を拓くこととし
た。

４．研究成果
（１）新規蛍光タンパク質シリウスによる
SNARE タンパク質 VAMP の蛍光タグ化及び、
分泌・輸送小胞動態の可視化

神経分泌・開口放出機構の関連分子の同時
可視化のための蛍光タグ化の方法論を確立
することで、生体脳中において、開口放出を
引き起こす分子機械として有力な候補分子
(SNARE 分子群)の動態、複合体形成などを多
重可視化する方法論の確立を目指した。まず、
1 波長励起同時 4 波長蛍光計測系の高精度化
及び、蛍光タンパク質シリウス，酸性小胞蛍
光指示薬や水溶性蛍光色素等の使用による、
SNARE複合体を構成するSNARE分子の動態

と融合細孔の開口とを同時に可視化・定量す
るための観察システム系の確立を実施した。
特に、モデル細胞としてＲＡＷ細胞から破骨
細胞への分化誘導のための条件を検討した。
その結果、適切な巻日数を開けての経時的な
RANK 処理が重要であることが新たに判っ
た。また、RAW 細胞にたいしてシリウスで
蛍光タグ化した v-SNARE タンパク質 VAMP
の発現プラスミドの導入を試みたところ、酸
性小胞特異的な発現に成功した（図１）。さ
らに 2 光子顕微鏡の生体組織や細胞に対する
低侵襲性を活用することで、酸性小胞の生細
胞中でのダイナミクスを 4 次元（xyzt）で可
視化、長期観察することが可能となった。骨
代謝異常によって発症する様々な疾患の分
子機構を検討するための系として有望であ
る。

また脂肪細胞モデル系において小胞の形
質膜との融合細孔形成過程における分子動
態を可視化する目的で、蛍光タンパク質をタ
グ化した糖輸送体(GLUT4)の発現系を構築し
た。血糖調節における輸送小胞を介した糖取
り込み能の制御機構について分子、細胞レベ
ルでの新たな知見が得られることが期待さ
れる。

（２）新規高感度 Ca2+センサー「カメレオン
ナノ」を用いた、Ca2+動態や Ca2+依存性開口
放出の解析

蛍光タンパク質間のＦＲＥＴ（フォレスタ
ーエネルギー共鳴移動現象）を用いた新規の
高感度遊離カルシウムイオンインジケータ
ーである「カメレオンナノ」をユビキタスに
発現するトランスジェニックマウスを用い
て、カルシウム依存性開口放出の可視化解析
法を開発した。カメレオンナノ４GS−トラン
スジェニックマウスから摘出した膵臓外分
泌腺を急性単離した。Ca2+濃度変化は、カメ

図１．2光子励起蛍光観察したシリウス融合
vSNARE分子（紫色）を発現する株化細
胞。酸性小胞は顆粒状に染まっている

（緑色）。



レオンナノ４GS のドナー（CFP）を波長 780
nm により 2 光子励起させ、アクセプター
（YFP）の蛍光画像との除算により FRET シ
グナルを取得した。同時に、開口放出の単一
現象の可視化は細胞外の赤色蛍光色素 SRB
による逆行性の染色によるΩ構造の可視化
（TEP 法）を採用した。その結果、FRET と
開口放出における単一イベントを同時に可
視化することができ、WT と同様の挙動が確
認された。しかし、強制的に[Ca2+]i を in vivo
でキレートさせる実験を行ったところ、いま
まで予想された Ca2+動員のモデルとは異な
る FRET シグナルの挙動が観察された。これ
が超高感度の Ca2+インジケーターであるカ
メレオンナノによって初めて観察すること
ができた新しい生理現象であるか、今後、慎
重に検討する必要がある。

（３）新規高感度 Ca2+センサー「カメレオン
ナノ」と多光子顕微鏡を用いた小脳神経細胞
の in vivo イメージング

同様に、「カメレオンナノ」をユビキタス
に発現するトランスジェニックマウスを用
いて、中枢神経系において、その FRET シグ
ナルを用いた多光子励起 in vivoイメージング
が可能であるかどうか検討した。麻酔下のト
ランスジェニックマウスをオープンスカル
法で処理をし、麻酔下で保定・観察したとこ
ろを、小脳において同時に多数個の神経細胞
の Ca2+変動を可視化することに成功した。さ
らに LTP を惹起すると考えられている眼球
への空気の吹きつけ刺激により神経発火の
同期が起きている可能性が示唆された。

（４）新規近赤外レーザー光をによるマウス
脳深部の海馬 CA１神経細胞の観察
東北大学との共同研究により，新規近赤外超

短光パルスレーザーを用いた多光子励起レ
ーザー顕微鏡システムを開発し，世界で初め
て，生きた状態のマウスの海馬ＣＡ１領域及
び大脳新皮質全層を同時に観察することに
成功した（図２）。これにより海馬という記
憶にとって欠くことのできない重要な脳部
位を，大脳新皮質などの他の部分を全く破壊
することなく動物が生きている「そのまま」
の状態で，観察できる方法が確立することが
できた。このことは記憶のメカニズムの研究
のみならず，深部のがんの観察・検査などと
いった医学応用の展開も期待されている。

本研究成果は、Nature 姉妹誌 Scientific
Reports 誌に掲載された上、読売新聞等マス
コミ５社に報道され、Nature Asia 出版によ
って「注目の論文」としても選ばれるなど、
社会的にも非常に大きな注目を集めている。
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and hippocampal pyramidal neurons in H-Line
mice”, Society for Neuroscience 2012, Oct.
13-17, Ernest N. Morial Convention Center,
New Orleans, US, 2012

7. T. Nemoto, Invited: “Improvement of
penetration depth and spatial resolution in "in

vivo" two-photon microscopy”, JSAP-OSA
Joint Symposia, Ehime Univ., Matsuyama,
Japan, Sep. 11, 2012

8. 根本知己、招待講演「多光子レーザー顕微

鏡を用いた生体イメージングの基礎と応

用」,感染研・学友会共催セミナー, 国立感

染症研究所（東京都）, 2012 年 7 月 13 日

9. S. Ipponjima, T. Terumasa, Y. Kozawa , H.
Horanai, A. Sato, M. Kurihara, N. Hashimoto,
H. Yokoyama, S. Sato, T. Nemoto,
“Improvement of the Spatial Resolution in
Two-Photon Microscopy with a Vector Beam
Generated by Liquid Crystal Devices”, Focus
On Microscopy 2012, Suntec Singapore
International Convention & Exhibition centre,
Apr 1-4, 2012, Singapore, Republic of
Singapore

10.根本知己、招待講演「生理機能イメージン

グの深部化と超解像化を目指す新規多光

子レーザー顕微鏡」日本薬学会、北海道大

学(札幌市), 2012 年 3 月 30 日

11. A. Tanabe, Y. Saito, M. Kurihara, N.
Hashimoto, Y. Kozawa, S. Sato, T. Hibi, T.
Nemoto,“Observation of PDLCs by SHG laser
scanning microscopy using a liquid crystal
vector beam generator”, Photonics West, pp.
8279-20, Moscone Center, San Francisco,
USA, 23 Jan 2012

12. T. Nemoto, Invited: " Development of "in
vivo" multi-photon and super-resolution
microscopy for elucidation of neural and

secretory activities", 理研 ASI 細胞システ

ムコロキウム, 理化学研究所（和光市）, Jan.

13. (2012)

13.日比輝正、根本知己、招待講演「新規超解

像顕微鏡の開発と医学研究への応用」,第

34 回日本分子生物学会年会、2011 年 12月

13 日～16 日、パシフィコ横浜、横浜市

14. R Kawakami, T. Hibi, T. Nemoto, Invited:
“Development of "in vivo" multi-photon and
super-resolution microscopy for elucidation of
neural activity”, "The France-Japan
workshop "Bio-inspired approaches : Micro-
and Nano- Architectures, Materials &

Imaging"、the Institut Européen de Chimie et

Biology (IECB), Bordeaux, France, 2011年 10

月 11-12 日

15.一本嶋佐理、日比輝正、小澤祐市、洞内

響、佐藤綾耶、栗原誠、橋本信幸、横山

弘之、佐藤俊一、根本知己「高次径偏光ビ

ームによる超解像イメージング」第２０

回 日本バイオイメージング学会学術集会、

2011 年 9 月 1-2 日、千歳科学技術大学（ベ

ストイメージング賞受賞）

16.根本知己, 招待講演「２光子励起法による



組織内イメージング」、 第 20 回 浜松医

科大学 メディカルホトニクス・コース

シンポジウム「光はどこまで見えるか」、

浜松医科大学、2011 年 8 月 22 日

17.根本知己, 招待講演「非線形光学過程によ

る生体深部イメージングとその超解像化

への試み」、第 15 回 NMR マイクロイメー

ジング研究会、自然科学研究機構岡崎コ

ンファレンスセンター、2011 年 8 月 4 日

18. Nemoto T, Invited: “in vivo" functional
imaging of cell physiology by using
multi-photon excitation process”, ETH
seminar, Die Eidgenössische Technische
Hochschule, Zürich, Switzerland, Apr. 21,
2011

19. Nemoto T, Invited: “Development in laser
scanning microscopy using two-photon
excitation process and vector beam” ,
International Symposium on Photonic
Bioimaging 2011, Hilton Niseko Village,
Niseko, Japan, Feb. 8,2011

20.根本知己、招待講演「新しい光技術を用い

た２光子顕微鏡の原理と展開」第 33 回日

本分子生物学会年会・第 83 回日本生化学

会大会合同大会、神戸ポートアイランド、

神戸市、2010 年 12 月 8 日

21.根本知己、招待講演「in vivo 多光子顕微鏡

による細胞生理機能の可視化と今後の展

開」駒込病院総合カンファレンス、東京都

立駒込病院、2010 年 12 月 3 日

22. Nemoto T, Invited: “in vivo two-photon
microscopy and super-resolution imaging
utilized by vector beam”, 4th International
Sympojium of Nanomedicine, Okazaki
conference center, Okazaki, Japan, Nov. 30,
2010

23.根本知己、招待講演「２光子顕微鏡を用い

た脳機能解析の新たな展開」 第 31 回日

本レーザー医学会総会、ウインクあいち

（愛知県産業労働センター）、名古屋市、

2010 年 11 月 14 日。座長を兼ねる

24.根本知己,日比輝正、招待講演「生体高分子

複合体や細胞の機能解明を目指す非線形

光学イメージング」第 59 回高分子討論会

（高分子学会）2010 年 9 月 18 日、サッポ

ロピリカコタン、札幌市

25.根本知己、招待講演「最先端の生物用光学

顕微鏡の原理と応用」Neuro2010 連携レク

チャー： In vivo 細胞機能計測・操作技

術、生理学研究所、2010 年 8 月 30 日

26.根本知己、日比輝正、招待講演「近赤外超

短光パルスレーザーによる細胞や生体分

子のイメージング法の展開 」、第５回日本

分子イメージング学会学術集会、ピアザ

淡海、大津市、2010 年 5 月 22 日

27.根本知己、招待講演「多光子顕微鏡による

開口放出現象の可視化解析」, 第 87 回日本

生理学会シンポジウム“Exocrine protein

secretion and signal transduction “、いわて

県民情報交流センター（アイーナ）、岩手

県盛岡市．2010 年 5 月 19 日-21 日．（オ

ーガナイザーを兼ねる。）

28.根本知己、招待講演「超短光パルスレーザ

ーを用いた小胞膜動態、開口放出の可視

化」日本膜学会第 32 年会、生体膜シンポ

ジウム、産業技術総合研究所臨海副都心

センター、2010 年 5 月 14 日

他 49 件

〔図書〕（計 2 件）
1. 根本知己、日比輝正、川上良介「2 光子蛍

光イメージング」、「発光の事典」（木下、
太田、永井、南（共編））第７．３．２節、
朝倉書店（印刷中）

2. 根本知己、第４章 3-4「多光子励起生体イ
メージング」pp. 411-414、「トランポート
ソームの世界」（金井他編）京都廣川書店
（2011）
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○出願状況（計１件）

名称：観察用具及び観察装置
発明者：大嶋祐介、根本知己、鈴木 智
権利者：愛媛大学、(株)イントロテック
種類：特許
番号：2013-040111
出願年月日：2013 年 2 月 28 日
国内外の別：国内

○取得状況（計 0件）

〔その他〕
ホームページ等
http://www.es.hokudai.ac.jp/labo/mcb/index.html
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