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研究成果の概要（和文）：蛍光イメージングは，もし細胞内や生体で生起する分子過程を可視化
する蛍光プローブが開発されれば，その時空間動態を観察するための最も強力な技術となり得
る．本研究では，活性酸素種や環状核酸等の細胞内分子過程を可視化する蛍光プローブを開発
すると共に，細胞内シグナル伝達を光で自由自在に操作するための分子ツールを開発した． 

 

研究成果の概要（英文）：Fluorescence imaging could be the most powerful technique available for 

observing spatial and temporal dynamics of molecular processes in living cells and living individuals, if 

fluorescent probes for the relevant cellular signaling processes become available.  In the present 

research project, we have developed genetically encoded fluorescent indicators for cellular signaling 

processes, such as reactive oxygen species and cyclic nucleotides, and also developed molecular tool to 

manipulate cellular signaling processes with light. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞の中の生体分子の挙動を可視化する分
子イメージング研究においては，興味ある生
体分子もしくは生体イオンを捕まえて光を
発生する，いわゆるプローブ（probe）と呼ば
れる機能性分子の開発が必須である．我々は
現在までに，生体脂質や生体小分子，タンパ
ク質リン酸化など生命機能と疾患の理解に
重要な細胞内の分子過程を可視化する蛍光
プローブを数多く開発し，それらが生きた細

胞内の分子イメージングにおいて強力なツ
ールとなることを実証してきた．さらに，開
発した蛍光プローブを駆使して，既存の研究
手法では知り得なかった生きた細胞内の分
子過程の時空間動態を次々と明らかにして
きた． 

 

２．研究の目的 

本領域研究で対象とするモデル小動物にお
いても，様々な分子過程のイメージングが
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強く求められている．我々は特に蛍光共鳴
エネルギー移動（FRET）に基づく二波長測光
型の蛍光プローブを数多く設計・開発し，
上述のように細胞内の分子過程のイメージ
ングを実現してきた．本研究では，新しい
FRET 型蛍光プローブを開発すると共に，こ
れとは異なったタイプの蛍光プローブの開
発にも挑戦した．特定の一種類のイオンも
しくは生体分子のイメージングに加えて，
複数種のイオン・分子過程の同時イメージ
ングに関するニーズが，特にモデル小動物
の行動遺伝学研究において急増しているが，
これを実現するためには，遺伝子コード型
でありかつ単色の蛍光プローブが必要であ
る．しかし，実際に現在モデル小動物での in 

vivo イメージングに用いられている遺伝子コ
ード型単色蛍光プローブはCa

2+蛍光プローブ
のみに留まっている．動物行動システムの
理解において鍵となる様々な分子過程の単
色蛍光プローブの開発が，モデル小動物に
基づく分子行動学研究に強く求められる技
術課題の一つであると考え，環状核酸の単
色蛍光プローブを開発することを目標に研
究を行った． 

 本研究で挑戦する二つ目の課題は，マウス
などの透明でないモデル動物の生体深部に
おけるイメージングを実現する遺伝子コー
ド型プローブの開発である．生物発光タンパ
ク質（ルシフェラーゼ）は，自家蛍光など，
蛍光タンパク質が抱える問題に無縁である
ため，生体での理想的なレポーターとして注
目されるようになって久しい．ルシフェラー
ゼを活用してカルシウムイオンやタンパク
質間相互作用等のイメージングを目指す生
物発光プローブも報告されようになってき
た．しかし，蛍光タンパク質や蛍光プローブ
に比べると，ルシフェラーゼや生物発光プロ
ーブの利用は依然として限定的である．その
原因はいくつか考えられるが，やはり既存の
ルシフェラーゼの輝度が非常に低いことが
第一に挙げられるであろう．この輝度に関す
る問題が生物発光イメージングの発展のボ
トルネックになっていることは否めない．日
進月歩の勢いの蛍光タンパク質の改良研究
に比べると，ルシフェラーゼのそれは散発的
であり，蛍光タンパク質に大きく遅れを取っ
ていると言わざるを得ないからである．我々
は輝度など，ルシフェラーゼが抱えるいくつ
かの問題については改良の余地が大きいと
考えている．本研究ではルシフェラーゼにア
ミノ酸変異を導入し，極めて輝度の高い変異
体を開発することに目標に研究を行った． 

 システム分子行動学研究に資する三つ目
の技術課題は，モデル小動物の特定細胞にお
いて，特定のタンパク質の機能を自由自在に
光操作する技術の開発であると我々は考え
ている．種々のケージド化合物の成功や，神

経伝達を光制御するチャンネルロドプシン
のインパクトなどを考えると，様々な酵素等
のタンパク質の光操作技術の開発は，モデル
小動物のシステム分子行動学研究はもとよ
り，細胞・組織レベルでの基礎研究やマウス
などモデル哺乳類動物での研究においても
極めて強力なツールを提供すると確信する．
本研究では特に，様々なタンパク質の機能の
光操作を実現する極めて一般性の高い技術
（光スイッチタンパク質）を開発し，これを
用いて，脂質リン酸化酵素，タンパク質リン
酸化酵素，低分子量 GTP 結合タンパク質，三
量体 G タンパク質等の生体分子を光照射で
自由自在に操作する遺伝子コード型分子プ
ローブを創製した． 

 

３．研究の方法 

１）細胞内の分子過程を可視化する新しい蛍
光プローブの開発． 

本研究では，特に細胞のストレス応答の理
解に重要なタンパク質リン酸化酵素（JNK）
の活性化を可視化するFRET型蛍光プローブ，
細胞遊走等の様々な細胞機能の理解に重要
な活性酸素種の一つである過酸化水素を可
視化するFRET型蛍光プローブ，及び脳神経
機能の理解に重要な環状核酸の一つである
環状グアノシン一リン酸（cGMP）を可視化
する単色蛍光プローブを開発する．特に，
cGMPの単色蛍光プローブについては，ホス
ホジエステラーゼ（PDE5）のcGMPの分子認
識に関わるドメインを，緑色蛍光タンパク
質（GFP）の144番目のアミノ酸と145番目の
アミノ酸の間に挿入して，当該環状核酸の
単色蛍光プローブを開発する． 

 

２）高輝度生物発光タンパク質（ルシフェラ
ーゼ）の開発． 

ルシフェラーゼと言えばホタルやウミシイ
タケ由来のルシフェラーゼが有名である．
ホタルやウミシイタケ以外にも様々な生物
がルシフェラーゼを有することが知られて
いる．中でもガウシアと呼ばれる体長10ミ
リ程度の小さな海洋性甲殻類が有するルシ
フェラーゼは，ホタルルシフェラーゼの数
百倍という，市販のルシフェラーゼの中で
は最も高い輝度を有している．ガウシアル
シフェラーゼはセレンテラジン（基質）を酸
化する酵素である．この酵素反応で生成し
た励起分子が緩和する過程で生物発光が発
生する．我々は，上述の酵素反応が起こる
活性中心近傍に集中的にアミノ酸変異を導
入し，発光強度を指標として変異体をスク
リーニングすることにより，高輝度変異体
を開発する． 

 

３）生体分子の光操作を実現する技術の分子



 

 

プローブの開発． 

 

細胞内で生起する分子過程の光操作を実現
する分子プローブの設計のためには，光刺
激で結合・解離をコントロールできる光ス
イッチタンパク質の開発が必須である．
我々はこの目的のために，光受容に関わる
様々な生物が有する光受容体タンパク質の
特性を探索することから研究を開始する．
必要に応じて，この光受容体にアミノ酸変
異を加えてその機能を大幅に向上させ，高
性能かつ一般性の高い光スイッチタンパク
質を開発する．この光スイッチタンパク質
を部品として用いて，様々な生体分子をそ
れぞれ光操作するための遺伝子コード型分
子プローブを設計し，そのキャラクタリゼ
ーションを行う．  

 

４．研究成果 
あ）タンパク質リン酸化を可視化する FRET

型蛍光プローブ 

細胞のストレス応答を制御するセリン・スレ
オニンキナーゼ（JNK）の活性を可視化する
蛍光プローブ“JuCKY（ジャッキー）”を遺
伝子工学的手法を用いて開発した．JuCKY は
蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）を原理とす
る蛍光プローブである．JuCKYが ERKや p38

など，基質選択性が非常に酷似している関連
のセリン・スレオニンキナーゼには全く蛍光
応答をしめさず，JNK の活性化に対してのみ
シャープな蛍光応答を与えることを示した．
このように高いキナーゼ選択性を有する
JuCKY に核局在化配列（nuclear localization 

sequence）を連結するとプローブが核内局在
化し，核内における JNKの動態を可視化でき
ることを示した．一方，核外輸送シグナル配
列（nuclear export signal sequence）を連結した
JuCKY は細胞質に局在し，これを用いて細胞
質における JNK の活性を可視化できること
を示した． 

 

い）過酸化水素を可視化する FRET 型蛍光プ
ローブの開発 

過酸化水素（H2O2）は様々な細胞機能の調節
に関与していることが近年次々と明らかに
され，新しい細胞内シグナル伝達物質として
も注目されつつある．H2O2が細胞中でどのよ
うに機能しているのか，その細胞内動態を明
らかにすることは，H2O2による生命機能の制
御と活性酸素種に起因する数々の疾患を理
解する上で鍵となる重要な課題である．本研
究では，生理的低濃度の H2O2 を高感度かつ
特異的，可逆的に可視化する新しい遺伝子コ
ード型蛍光プローブを設計・開発した．プロ
ーブの選択性を in vitro で検討したところ，
NO，ONOO

，OCl
，O2

等の活性酸素種には
応答せず，H2O2特異的に蛍光シグナルを与え

ることを示した．また，0.5 µM から 100 µM

までの H2O2 を定量的に検出する極めて感度
の良い蛍光プローブであることを示した．こ
の蛍光プローブが応答可逆性を有する蛍光
プローブであることも示した．我々は細胞が
運動を始める際の初期過程において H2O2 が
極めて重要な役割を果たしていることを薬
理学的手法で明らかにしていたが，細胞のど
こで H2O2 が生成しているのかは全く不明で
あった．この問題を明らかにするために，上
述の蛍光プローブを遺伝子工学的手法で細
胞膜に局在化させた．この局在型の蛍光プロ
ーブを用いて血管内皮細胞を観察したとこ
ろ，H2O2は細胞膜上で一様に生成するのでは
なく，膜状仮足（ラメリポディア）と呼ばれ
る特定の膜構造内に限局して生成し，細胞運
動を制御していることが明らかになった． 

  

う）環状核酸を可視化する単色蛍光メモリー
プローブの開発 

環状グアノシン一リン酸（cGMP）は，線虫
のような神経細胞を 302個しか持たない下等
生物から，ヒトのような 140 億個以上の神経
細胞を有する高等生物において，記憶形成や
学習行動をはじめとする様々な神経機能を
制御する因子として知られている．cGMP の
動態を可視化するために FRET 型の蛍光プロ
ーブが開発されているが，これは，細胞内
cGMP の濃度変化に忠実に応答して蛍光シグ
ナルが増減するため，興味ある生物個体を顕
微鏡下に束縛・固定した上で，蛍光シグナル
をモニターし続けなくてはならない．本研究
で開発した蛍光プローブは，細胞内の cGMP

濃度の上昇に応答して蛍光強度が増加する
点は既存の蛍光プローブと共通しているが，
その後細胞内の cGMP濃度が低下してもその
蛍光強度は減少しないという性質を持つ点
が大きく異なる．  我々はまず，GFP とホ
スホジエステラーゼ（PDE5）の cGMP 認識
に関わるドメインを用いてプローブを開発
し，これが過去におこった環状核酸の濃度上
昇を記憶するメモリーとしての機能を有す
ることを明らかにした（図１）．さらに，当
該プローブにアミノ酸変異を導入し，その輝

 

図１ 環状核酸（cGMP）の単色メモリープローブ．
細胞内 cGMPが生成していない時には無蛍光であるが
（左図），細胞内に cGMP が生成すると強い蛍光を発
するようになる（右図）．一旦蛍光を発するようになる
と，cGMP 濃度が減少に転じても，蛍光強度はそのま
ま維持される．このように本プローブは記憶型（メモ
リー型の）の性質を有している． 



 

 

度を大幅に向上させた．当該蛍光プローブを
導入したトランスジェニック線虫を作製し，
当該プローブが線虫の神経細胞における環
状核酸の生成をイメージングできることを
示した．さらに，メモリーとしての機能を有
する当該プローブは，固定・保存処理を施し
た線虫の標本において，少なくとも数週間以
上にわたって，線虫の神経細胞で生起した環
状核酸の生成に関する情報を保持すること
を示した． 

 本プローブは，興味ある生物個体を，束縛
なく自由に行動できる環境下で記憶・学習さ
せた後に，どの神経細胞で cGMP 濃度上昇が
起きていたのかを精査することができる．さ
らに，本プローブは，これまでは観測できな
かったほどの微弱なシグナルでも，蓄積させ
ることによって検出できるため，cGMP の高
感度 in vivo イメージングを可能にする．  

 

え）高輝度生物発光プローブの開発 

我々は，ガウシアルシフェラーゼの活性中心
近傍に集中的にアミノ酸変異を導入し，発光
強度を指標として変異体をスクリーニング
することにより，高輝度変異体を単離した．
ちなみに，ガウシアルシフェラーゼは極めて
結晶化が困難なタンパク質であり，その構造
は明らかになっていない．我々も当該ルシフ
ェラーゼの生物発光特性を合理的に改変す
るために結晶化を試みているが成功には至
っていない．従って，様々な手法でガウシア
ルシフェラーゼの活性中心を推定し，その近
傍のアミノ酸を狙って変異を導入した．この
ように取得した変異体のうち最も明るいも
のは，オリジナルのルシフェラーゼに比べて
約 10倍程度高輝度化していた（図２，上図）．
ちなみに高輝度化の主要な原因は酵素反応
のターンオーバー速度の大幅な向上である
ことも明らかになった．生体深部でのイメー

ジングにおいて高輝度変異体の有効性を評
価するために，悪性黒色腫由来の細胞に高輝
度変異体を発現させ，この細胞をマウスの尾
静脈に注射して肺への転移を観察した（図２，
下図）．高輝度変異体では肺全体に悪性黒色
腫細胞が転移している様子が観察できた．一
方，オリジナルのガウシアルシフェラーゼを
用いて同様のイメージングを行ったところ，
転移細胞の密度が高い部位のみから生物発
光シグナルが観察され，高輝度変異体のよう
により少数の細胞の挙動を可視化すること
は困難であった（図２，上図）． 

 我々が開発したルシフェラーゼの高輝度
変異体は，線虫やショウジョウバエ，ゼブラ
フィッシュ等の透明性の高いモデル小動物
はもちろんのこと，特にマウス等の透明でな
い生体サンプルでのイメージングにおいて
極めて強力なツールを提供する．その応用範
囲としては，生体での少数の癌細胞や幹細胞
等の挙動を高感度に追跡する細胞トラッキ
ング，遺伝子発現を高感度に可視化するレポ
ーター，カルシウムイオンやタンパク質間相
互作用等の高感度イメージングを実現する
生物発光プローブ等が考えられる．また，生
物発光タンパク質や生物発光プローブが励
起光を必要としないことを考えると，チャネ
ルロドプシンやハロロドプシンを用いるオ
プトジェネティクス技術との相性が非常に
良いと考えられる．  

 

お）生体分子の光操作技術の開発 

我々はライフサイエンス分野における光技
術の将来は必ずしも可視化計測のみに限定
されるものでなく，タンパク質の機能や細胞
機能を自由自在に“コントロール”するため
の技術として，光を利用したいと考えている．
例えば，細胞膜上の各種受容体や細胞内シグ
ナル伝達を担う様々なタンパク質（酵素）の
活性をそれぞれ光で自由自在にコントロー
ルできるようになれば，当該タンパク質が果
たす役割を，薬理学的手法や RNA 干渉等の
既存の研究手法では得ることができない高
い時間・空間分解能で，明らかにできるので
はなかろうか．遺伝子発現に関連した転写，
エピジェネティクス等の染色体上で生起す
る分子過程を光でコントロールできように
なれば，それぞれの遺伝子の機能を解明する
技術として極めて有用なのではなかろうか．
さらには，生体の中で細胞遊走，細胞死，細
胞分化，細胞増殖，分泌等の細胞機能を自由
自在に光でコントロールできるようになれ
ば，当該細胞機能の理解とその応用において
極めて有効なのではなかろうか．このような
光操作技術の開発は，細胞機能の構成的な理
解と制御を目指す新しい生命科学の開拓に
繋がるであろう． 

 我々は上述のような光操作技術を実現す

 

図２ 生物発光タンパク質（ルシフェラーゼ）の高輝
度化・長波長化．（上図）オリジナルのルシフェラーゼ
（左），高輝度変異体（中央），長波長化変異体（右）．
（下図）ルシフェラーゼを用いてガン細胞の肺への転
移をイメージング．オリジナルのルシフェラーゼ（左）
と高輝度変異体（右）， 
 



 

 

る目的で，植物等が有する様々な光受容体
（photoreceptor）をスクリーニングし，当該
タンパク質が光照射に応答して示す機能の
探索研究を遂行した．特に，光照射依存的に
相互作用を生起する光受容体を解析する実
験系を構築し，これを用いて，様々な光受容
体をスクリーニングすることにより，非常に
興味深い光受容体を見つけ出すことに成功
した．その一つは，光照射依存的に可逆的に
多量体（up to 10

6
 molecules）を形成する光受

容体である．この光受容体をタグとして用い
れば，任意のタンパク質やドメインの離合集
散を光で自由自在に時空間制御できると考
えられる．もう一つ，光照射依存的に二量体
を形成する光受容体も見出すことが出来た．
我々は，特に光刺激依存的に二量体を形成す
る光受容体に着目し，これにアミノ酸変異を
加えてその機能を大幅に向上させた．具体的
には，二量体の相互作用面にアミノ酸変異を
導入することにより，親和性を向上させたり，
補因子結合部位にアミノ酸変異を加えるこ
とにより二量体化のキネティクスを大幅に

向上させることができた．  

 このように天然の光受容体にアミノ酸変
異を加えることにより開発した光スイッチ
タンパク質を用いて，細胞遊走やアポトーシ
ス，糖代謝等の細胞機能を制御する生体脂質
（ホスファチジルイノシトール 3,4,5-三リン
酸）の産生酵素（ホスファチジルイノシトー
ル 3-キナーゼ; PI3K）を光で活性化させ当該
脂質を細胞膜の狙った場所に瞬時に出現さ
せる分子プローブを開発した．この分子プロ
ーブは，極めて静的な状態にある細胞膜に局
所的に大量の当該脂質を産生させ，そこにラ
メリポディアやメングレンラッフリングを
自由自在に生起させることが出来ると共に，
細胞を光で自由自在に移動させる，つまり細

胞ナビゲーションも可能にすることも示し
た（図３）．この脂質産生酵素のみならず，
低分子量 GTP 結合タンパク質やタンパク質
リン酸化酵素の光操作にも当該光スイッチ
タンパク質を利用できることを示した．  
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