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研究成果の概要（和文）：緑色蛍光タンパク質の２箇所に膜局在配列を一つずつ付加することで細胞膜と蛍光タ
ンパク質の発色団が常に直行する位置に固定される角度センサーを作製した。また、赤色蛍光タンパク質でも同
様のセンサーを作製した。加えて、任意の角度の偏光での励起と発した光を偏光に基づき分光する全反射偏光蛍
光顕微鏡をセットアップした。これらを用いて膜の角度の変化を蛍光強度の変化として捉えることができる手法
を確立し、受容体依存性エンドサイトーシス超初期過程を可視化することに成功した。が確立できた。また、開
発した全反射顕微鏡を用いて、インクレチンGLP-1がL細胞から分泌される瞬間を直接捉えることに世界で始めて
成功した。

研究成果の概要（英文）：A goniometric biosensor was developed by adding two types of membrane 
localizing sequences at two sites on the green fluorescent protein. The cell membrane and the 
fluorescent protein chromophore are fixed at a position orthogonal to each other. A similar 
biosensor was also developed for the red fluorescent protein. In addition, a total-reflection 
polarized fluorescence microscope was set up to excite samples with regulated anisotropic light and 
to detect emission lights through spectroscopy based on the polarization. Using these techniques, we
 established a method to capture changes in the angle of the membrane as changes in fluorescence 
intensity and succeeded in visualizing the very early process of receptor-mediated endocytosis. In 
addition, using the total reflection microscope we developed in this study, we succeeded for the 
first time in the world in direct capturing the secretion of the incretin GLP-1 from L cells.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 蛍光顕微鏡　偏光顕微鏡　等方性分解能　蛍光タンパク質　異方性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
開発した角度プローブによりz方向の分解能が向上し、より多次元での膜動態の光学顕微鏡観察が可能になる。
また、細胞膜以外のオルガネラや個別の分子に着目することで、これまで生物学研究ではあまり注目されてこな
かった「角度」と「向き」に関する様々な情報を収集することができる。将来的には本研究成果を基盤として
「角度」と「向き」に着目した新しい生物学の新領域の開拓が期待される。また、今回開発したインクレチン分
泌プローブにより、L細胞からGLP-1が分泌される瞬間を捉えることに成功した。現在の社会課題になりつつある
糖尿病に対し、インクレチン分泌促進という観点からの新たな解決策探索への応用も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ダイナミックな生命現象を理解するためには、空間軸（x, y, z 軸）と時間軸（t 軸）のすべて
に関する情報が必要である。しかし、技術的限界からこの 4次元情報すべての高分解能計測は不
可能であり、先人の研究者はそのどれかを捨てる「トレードオフ」を許容することで、自らが求
める観察を実現し、多くの成果を挙げてきた。したがって、技術革新によるトレードオフへの挑
戦は我々研究者が持つ共通のモチベーションあるいは好奇心の一つである。例えば 2014年にノ
ーベル化学賞を受賞した超解像顕微鏡は、光学顕微鏡の回折限界（200〜300 nm の xy 分解能）
を超えた高分解能観察（50〜100 nm程度）を、ある程度の時間分解能で行うことを可能にした。
しかしながら、z 軸方向の分解能（通常の光学顕微鏡で 700 nm、最新の一般的超解像顕微鏡で
300 nm程度）は未だ改善の余地がある。 
実は、生命を理解する上で x, y, z, t 軸と同じくらい重要にもかかわらず、これまであまり注目
されてこなかった要素がある。それは「向き」あるいは「角度」に関する情報である。角度の重
要性を容易に理解することができる実生活の簡単な例を挙げると、例えば、同時刻の同じ空間内
に二人の人が居たとする。この両者がお互いに向かい合っているか背中を向けているかにより、
両者の関係性は大きく異なる。隣り合う二つの席に座る二人が、時折顔を見合わせれば知り合い
であろうし、ほとんど違う方向を見ていれば他人であろう。しかし、従前の生物学等の研究にお
いてこの状況は「同距離」「同濃度」という評価になるため、これらは等価として扱われてきた。 

 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛍光偏光の異方性を用いて分子の「向き」を測定することで、生命現象における
「角度」に関する情報を取得する技術を開発する。それを用いて、これまでの光学顕微鏡では観
察できなかった膜の曲率変化を、高い時間分解能（秒レベル）で観察する。角度の要素を含める
ことで、エンドサイトーシスの初期過程等、z 軸方向において 100 nm程度の範囲内で生じる細
胞膜のダイナミクスを可視化できる「等方性分解能顕微鏡」を開発し、膜動態の分子メカニズム
を解明するための基盤を構築する。また、「角度」の情報を画像化するため、１）角度情報をセ
ンスする「角度レポーター分子」と、２）角度レポーターの情報を画像化する光学系（顕微鏡）
を開発する。さらに、開発した顕微鏡を用いて新たな生命現象の可視化に挑戦する。 
具体的にはインスリン分泌作用を有するホルモンであるインクレチンの分泌過程を直接可視
化する。インクレチンは、食事摂取に反応して分泌される消化管ホルモンで、膵臓 β細胞からの
インスリン分泌を促進する。哺乳類では、グルコース依存性インスリン分泌促進ポリペプチド
（GIP）とグルカゴン様ペプチド 1（GLP-1）という二つのインクレチンが報告されている。その
うち GLP-1 は、耐糖能の維持に重要な役割を果たすことが証明されている。GLP-1 は、腸管 L
細胞において、シグナルペプチダーゼによるシグナルペプチドの切断とプロホルモンコンバー
ターゼ 1/3（PC1/3）を介した翻訳後処理により、前駆体のプログルカゴンから合成され。GLP-
1分泌促進因子として、グルコース、グルタミンなどのアミノ酸、脂肪酸、胆汁酸など様々な物
質が、また、KClやフォルスコリンなど細胞内因子が知られている。細胞内因子は、それぞれ脱
分極や cAMPレベルの上昇を介して、GLP-1分泌を促進する。 
これまでも蛍光タンパク質を用いたホルモン分泌過程の可視化に取り組んだ報告がある。例
えば、インスリンや成長ホルモンの細胞内局在や分泌過程は、蛍光融合タンパク質を用いて可視
化できる。また、ヒト成長ホルモン、神経ペプチド Y、組織プラスミノーゲンアクチベーターな
ど、分泌顆粒で共局在する因子を用いが間接的手法も用いられている。GLP-1のエキソサイトー
シス解析にもそれら間接法が活用されてきた。しかし、GLP-1に蛍光タンパク質を直接付加した
GLP-1と蛍光タンパク質の融合タンパク質を用いた可視化例は、存在しない。これは、GLP-1の
複雑な翻訳後修飾過程のため、GLP-1 に単純にタグを付けると、本来の GLP-1 の局在や機能が
損なわれるためと考えられる。そこで本研究では、GLP-1ペプチドの途中に蛍光タンパク質を挿
入することで、GLP-1 の蛍光融合タンパク質の開発を試み、生細胞での GLP-1 のエキソサイト
ーシスを可視化することを目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
（１）角度レポーターの開発 
細胞膜の曲率（細胞膜の変形）を計測するための角度レポーターを開発する。蛍光タンパク質
は発色団の向きに平行（β-barrelの長軸にほぼ直行）な偏光に特異的に励起される異方性を示す。
したがって、蛍光タンパク質の相対的な向きを細胞膜に対して固定することで、偏光により細胞
膜の向きを検出することができる。以上の予備的知見をもとに、遺伝子工学的な手法を用いるこ
とで、蛍光タンパク質の二箇所に膜局在化シグナルを付加し、要件を満たす角度センサーを創出
する。また、緑色蛍光タンパク質に加えて、他のカラーバリアントを用いた角度センサーの多色
化を実現する。 



 
（２）偏光全反射顕微鏡の開発 
①照明光学系の開発 
光が屈折率の高い媒質から低い媒質（ガラスから水がこれに当たる）に臨界角を超える角度で
入射すると、媒質の界面で全反射する。この全反射面近傍ではエネルギーのしみ出しによりエバ
ネセント場が形成される。全反射顕微鏡はエバネセント場（ガラスと培地の境界面）に存在する
蛍光分子のみを特異的に励起して、背景光を低く抑えた高いシグナルノイズ比を実現する観察
手法である。この励起光源として使用するレーザーは直線偏光を有している。これをガルバノミ
ラーで円形に偏位させ、後焦点面と共役の位置に軸対称偏光素子という特殊な光学素子を介す
ることで、細胞膜と平行な偏光成分のみからなる光（s-pol）あるいは垂直な偏光成分のみからな
る光（p-pol）で励起する照明法を実現する。 
具体的にはレーザー光源 COMPACT-488/561（World Star Tech社、カナダオンタリオ州マーカ
ム）のビーム径を 2枚のアクロマティックレンズ（Thorlabs社、米国ニュージャージー州ニュー
トン）を用いて 4倍に拡大した。2軸ガルバノミラー（Thorlabs）は、2×拡大システムと結像レ
ンズ（f = 200 mm、Thorlabs）を介して焦点面と共役になるように配置した。顕微鏡筺体はオリン
パス社（東京）製 IX81 を、対物レンズには同じくオリンパス社製の全反射用対物レンズ
UPLAPO100XOHR（倍率 100倍、開口数 1.5）を、ダイクロイックミラーには Di03-R488/561-25x36
（米国ニューヨーク州ロチェスター）を、また、中央精機社（東京）の電動ステージを使用した。
後焦点面と共役の位置には軸対称偏光素子である 1/2波長光渦リターダー（ソーラボ社特注）を
配置した。 
②観察光学系の開発 
フィルター切り替えには BioPoint MAC 5000 filter and shutter control unit（Ludl Electronic Products
社、米国ニューヨーク州ホーソーン）を用いた。１次結像の位置に視野を分割するためのスリッ
トを配置し、リレーレンズで光路を平行化した上で 1/2 波長板と偏光ビームスプリッターによ
り、0度、45度、90度、135度の偏光に分光したのち、偏光プリズムで合成し、チューブレンズ
で再度２次結像面に配置するカメラセンサーに結像させた。撮像装置としては Oxford Instruments
社（英国北アイルランド・ベルファスト）製の電子増倍型電荷結合素子（EMCCD）カメラ iXon 
Ultra 888を使用した。これにより膜と角度センターの相対角度を蛍光強度の差により検討した。
生細胞イメージングはカメラを一次結像面に直接配置することで行った。エミッションフィル
ターには FF01-512/630-25（Semrock 社製）を用いた。なお、顕微鏡および周辺機器の制御には 
MetaMorphソフトウェア（Molecular Devices社、米国カルフォルニア州サンノゼ）を、試料周囲
の温度および環境保持には Chamlideインキュベーターシステム（Live Cell Instrument社、韓国ソ
ウル）。 

 
（３）角度レポーターと偏光全反射顕微鏡を用いた膜の傾きの観察 

HEK293T細胞（CRL011268）、Cos-1細胞（CRL-1650）および HeLa細胞（CCL-2）に、ポリエ
チレンイミンを用いて角度レポーター発現プラスミドを導入した。24 時間後、上記の偏光全反
射顕微鏡で細胞を観察した。生きた細胞でのエンドサイトーシス可視化時には、観察 10分後に
上皮増殖因子で細胞を刺激した。 

 
（４）インクレチン GLP-1分泌の可視化 
①蛍光 GLP-1の作製 
プログルカゴンのシグナルペプチド（sp）を含む、あるいは含まない GLP-1 の cDNA 配列を
合成し、pFxIIベクターにサブクローニングした。蛍光タンパク質のコード配列を、GLP-1の 26
番目のリジンと 27番目のバリンの間に挿入した。蛍光タンパク質としては、緑色蛍光タンパク
質、スーパーフォールダー緑色蛍光タンパク質、黄色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質
（mCherry、mOrange、DsRed）を用いた。分泌顆粒マーカー用の発現プラスミドは Addgeneから
購入した。 
②L細胞モデル細胞株 

L 細胞のモデル細胞として広く用いられている GLUTag 細胞および STC-1 細胞は、それぞれ
Dr. J. Drucker（カナダトロント大学）および Dr. Hanahan（米国カルフォルニア大学サンフランシ
スコ校）から譲受して使用した。なお、GLUTag細胞はマウス大腸腺腫に由来し、STC-1細胞は
マウスの十二指腸の内分泌腫瘍に由来し、GLUTag細胞は L細胞と同様の分泌プロファイルを示
すが、STC-1 細胞は GLP-1 以外にも GIP、コレシストキニン、ソマトスタチンなど L 細胞では
分泌されないいくつかのペプチドホルモンを分泌することが知られている。 
細胞は、10%ウシ胎児血清および 1%ペニシリン／ストレプトマイシンを含むダルベッコー変
法イーグル培地を用い、37℃、5%炭酸ガスの湿潤環境下で培養した。遺伝子導入にはサーモフ
ィッシャー社の Lipofectamine 3000またはポリエチレンイミンを用いた。 
③試薬と抗体 

D-グルコースと L-グルタミンはシグマアルドリッチ社（米国ミズーリ州セントルイス）から
購入した。塩化カリウムおよびフォルスコリンは、それぞれ富士フイルム和光純薬株式会社（大
阪）および Focus Biomolecules社（米国ペンシルバニア州プリマス・ミーティング）から購入し
た。抗 GLP-1マウスモノクローナル抗体（#ab23472）は Abcam社（英国ケンブリッジ）から購



入した。西洋わさびペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウス免疫グロブリン G は Jackson 
ImmunoResearch社（米国ペンシルバニア州ウェスト・グローブ）から購入した。 
④イムノブロット解析 
細胞を NP40溶解バッファー〔50 mMトリス塩酸（pH 7.4）、150 mM塩化ナトリウム、0.5% ノ
ニデット P-40、5 mMエチレンジアミン四酢酸（EDTA）、10%グリセロール、1 mMオルトバナ
ジン酸ナトリウム、1 mMフッ化フェニルメチルスルホニル（PMSF）、100 mMフッ化ナトリウ
ム、10 μg/mLロイペプチン、10 μg/mLアプロチニン〕中で 30分、氷上で可溶化した。細胞可溶
化液を 20,400 g、4℃で 5分間遠心分離して得られた上清を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動に付した。分離したタンパク質をポリビニリデン・ジフルオリド膜に転写し、イムノブロット
解析を行なった。免疫複合体は ECLウェスタンブロッティング検出試薬（GE Healthcare社、米
国イリノイ州シカゴ）とMIISイメージングシステム（佐倉市）を用いて検出した。 
⑤共焦点顕微鏡による観察 

GLUTag 細胞に発現ベクターを導入し、導入 24 時間後に培地をフェノールレッド不含
DMEM/F12（サーモフィッシャー社）に交換したのち Fluoview FV10i共焦点顕微鏡および 60×対
物レンズ（開口数＝1.35）（ともにオリンパス社製）を用いて撮像した。 
⑥全反射蛍光顕微鏡法による分泌過程の可視化 
ライブセルイメージングには、コラーゲンコートした直径 35mmのガラス底ディッシュ（松波
硝子、岸和田市）に植えた細胞に、spGLP-1-sfGFPの発現ベクターをトランスフェクションした。
TIRFイメージングは、ハンクス平衡塩溶液（HBSS；20 mM HEPES pH 7.2, 114 mM NaCl, 4.7 mM 
KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.16 mM MgSO4, 2.5 mM CaCl2, 25.5 mM NaHCO3 および 0.2% bovine serum 
albumin含有）中で刺激因子存在または非存在下で実施された。画像は 50msごとに 10分間取得
した。融合イベントの数は手動でカウントした。画像解析はMetamorphソフトウェアで行った。 

 
 
４．研究成果 
緑色蛍光タンパク質の 171–174アミノ酸の位置にパルミチン酸化モチーフを、C末端にイソプ
レニル化配列を付加し、二ヶ所で細胞膜にアンカーした角度レポーターを作製した。また赤色蛍
光タンパク質 mCherryでも同様の角度レポーターを作製した。また、C末端のイソプレニル化配
列をプレクストリン相同領域に置換した角度センサー群も試作した。 
この角度センサーの発現プラスミドを HEK293T細胞に導入し、4分割偏光観察用光学系を用
いて観察したところ、角度により蛍光強度が変化することが確認された。このことは当初の予想
通り細胞膜に対して蛍光タンパク質が平行に、その発色団は直行していることを示している。 
次に、全反射照明を用いて基底側の細胞膜を特異的に励起するとともに、軸対称偏光素子への
入射光の偏向の角度を変えることで、サンプル面の偏光成分が平行な場合と（s-pol）や垂直な成
分のみからなる光（p-pol）を切り替えて観察した。すると、s-polでの蛍光強度に比べて p-polで
の蛍光強度が大きかった。また、連続的に偏向を変化させることで蛍光強度も連続的に変化した。
つまり、当初の計画通り、膜の角度の変化を蛍光強度の変化として捉えることができる手法が確
立できた。 
この実験系を用いて、エンドサイトーシス初期に細胞膜が貫入する様子の可視化を試みた。

Cos-1 細胞にこの角度プローブを発現させ、基底膜を偏光全反射顕微鏡で s-pol のみで励起し、
10秒ごとにタイムラプス観察した。観察開始 10分後に蛍光標識した上皮増殖因子を添加したと
ころ、増殖因子が吸着した部位で蛍光強度の上昇の開始が観察された。つまり受容体と結合した
増殖因子を取り込む受容体依存性エンドサイトーシス超初期過程を可視化することに成功した。 
次に、構成した顕微鏡を用いてインスリン分泌促進する腸管ホルモンであるインクレチン

GLP-1分泌過程の可視化するため、GLP-1と蛍光タンパク質の融合タンパク質を開発した。GLP-
1 ペプチドは生合成過程で N 末 C 末ともにプロテアーゼによる切断を受けるため、GLP-1 配列
の途中にタグする方針とした。GLP-1 作動薬であるリラグルチドとデュラグルチドは GLP-1 配
列の途中や修飾やスペーサー配列が挿入されているので、それらの分子構造を参考に 26番目と
27番目のバリンの間に赤色蛍光タンパク質 mCherryを挿入することにした。また GLP-1配列と
してプログルカゴンのシグナルペプチドを含むものと含まないものを準備した。GLUTag細胞に
これらの発現ベクターを遺伝子導入し、GLP-1-mCherry の細胞内局在を顕微鏡観察したところ、
N末端にシグナルペプチドを持つ融合タンパク質（spGLP-1-mCherry）は顆粒状の局在を示した。
また、この顆粒は分泌顆粒マーカーである NPYや tPAと共局在化したが、初期エンドソームマ
ーカーである Rab5とは異なる局在であった。一方、シグナルペプチドを持たない GLP-1-mCherry
とシグナルペプチドと mCherry の融合タンパク質は mCherry 単体と同様に主に細胞質に分布し
ていた。このことから、シグナルペプチドと GLP-1 配列の両方が融合タンパク質の分泌顆粒へ
の局在に必要であることが示された。イムノブロット解析では、spGLP-1-mCherry を発現する
GLUTag細胞の細胞溶解液には、プロセシング後とプロセシング前に相当するそれぞれ約 30kDa
と 34kDa の二つのバンドが見られた。一方、PC1/3 を発現していない HEK293T 細胞では、約
34kDaのバンドのみが認められた。以上の結果から、GLUTag細胞において spGLP-1-mCherryは
分泌顆粒にソーティングされ、特異的酵素によるプロセシングを受けていることが示された。 
次に、蛍光 GLP-1のカラーパレットを広げることを目指し、mCherryに加えて、緑色蛍光タン
パク質（EGFP）、スーパーフォールダー緑色蛍光タンパク質（sfGFP）、黄色蛍光タンパク質（Venus）、



赤色蛍光タンパク質（mOrange、DsRed）を使用した。このうち、spGLP-1-spGFPと spGLP-1-Venus
は spGLP-1-mCherry と同様に顆粒状局在を示したが、他の蛍光タンパク質を用いた場合は細胞
質へのびまん性局在あるいはチューブ状の局在を呈した。sfGFP、Venus、mCherryは蛍光タンパ
ク質の中でもフォールディングが高く、結果的に「明るい」ことが知られている。このことは、
spGLP-1と蛍光タンパク質の融合タンパク質が分泌顆粒に局在するためには、より高いフォール
ディング効率が必要であることを示唆している。 
最後に、全反射顕微鏡により、生細胞における GLP-1 分泌を単一分泌顆粒の分解能で可視化
することを目指した。全反射顕微鏡でエキソサイトーシスをフラッシュイベントとして視覚的
に識別するためには、蛍光タンパク質の蛍光強度が pH 6付近で大きく変化することが望ましい。
Venusと sfGFPはこの条件を満たしており、実際、spGLP-1-sfGFP発現細胞ではフラッシュイベ
ントを観察することができた。フラッシュイベントと GLP-1分泌は、グルコース、グルタミン、
フォルスコリン、α-リノレン酸の処理により有意に促進された。したがって、spGLP-1-sfGFPは、
基礎的および栄養誘導的な GLP-1分泌の両方を可視化することができた。 
近年、原子間力顕微鏡やイオンコンダクタンス顕微鏡を用いた細胞膜動態観察が注目を集め
ている。これらのイメージングモダリティは分解能が光学顕微鏡の 10倍程度あり、従前捉える
ことができなかったナノレベルの膜の動きが目で見えるようになってきた。本研究で開発した
角度プローブによって z方向の光学顕微鏡の分解能向上が実現し、より多次元での膜動態観察が
可能になると期待できる。一方、上記の原子間力顕微鏡やイオンコンダクタンス顕微鏡は走査型
プローブ顕微鏡ゆえ細胞表面観察には力を発揮するものの細胞内部は原理上未達領域である。
したがって、細胞膜以外のほかオルガネラや個別の分子に着目し、本研究で開発した技術を応用
することで、これまで生物学研究ではあまり注目されてこなかった「角度」と「向き」に関する
様々な情報を収集することができる。将来的には本研究成果を基盤として「角度」と「向き」に
着目した新しい生物学の新領域の開拓を目指したい。 
今回、新たに開発した spGLP-1と蛍光タンパク質の融合タンパク質を用いて、L細胞モデル細
胞からの GLP-1 分泌を可視化することに成功した。蛍光タンパク質を N 末端や C 末端ではな
く、GLP-1の途中に付加することは、GLP-1の機能を維持し、分泌顆粒への移行を確実にするた
めに重要であると思われる。加えて、蛍光タンパク質のフォールディング効率が高いこと、およ
び適切な pH感受性を有することが、分泌顆粒に局在し全反射顕微鏡としてその分泌がフラッシ
ュイベントとして捉えられることに重要であることも明らかとなった。これにより、GLP-1分泌
のより詳細なメカニズムの解明が進むものと期待される。 
また、今回開発した spGLP-1 と蛍光タンパク質の融合タンパク質は直接培養液中に分泌され
る。したがって単に培養上清の蛍光強度を測定するだけで、基礎分泌量および KCl やフォルス
コリン等分泌促進因子により誘導された分泌量を定量することが可能である。これまで酵素結
合免疫吸着検定法（ELISA）がホルモンや神経伝達物質の分泌量の解析に汎用されてきた。今回
開発したプローブを用いた分泌量の測定は、特異的な抗体を必要とせず、かつ洗い等工程も不要
で、培養上清液の蛍光強度を測定することにより、分泌量を迅速かつ簡便に決定できるため、安
価かつ迅速な薬剤スクリーニングへの適用も期待できる。 
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