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研究成果の概要（和文）：　蛍光タンパク質を基盤とした遺伝子コード型単色のセンサーの開発に成功した。本
研究課題により細胞内情報伝達物質であるcGMP、cAMP、代謝関連物質であるATP、グルコースの細胞内動態をリ
アルタイムで可視化できるようになった。これらのセンサーは緑、赤、青などの蛍光色をもっており、複数の分
子の同時可視化へ適用できることから、相互作用や階層的機能相関を明らかにできるようになった。

研究成果の概要（英文）：I have succeeded in developing genetically-encoded intensiometric sensors 
based on fluorescent proteins. These sensors enable us to visualize the intracellular dynamics of 
signaling molecules such as cGMP and cAMP, and metabolic molecules such as ATP and glucose by real 
time live-cell imaging. Furthermore, since these sensors have multiple colors such as green, red, 
and blue, several molecules can be simultaneously visualized by multi-color imaging. Therefore, they
 are able to clarify interactions and hierarchical relationships between intracellular molecules.

研究分野：バイオイメージング

キーワード： 蛍光タンパク質

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで単色で可視化できる遺伝子コード型センサーの種類は少なく、マルチカラーイメージングによる複数
分子の同時解析は困難であった。本研究課題で開発した、cGMP、cAMP、ATP、グルコースのセンサーはマルチカ
ラーイメージングに適用できるため、学術的意義は大きいと考えられる。また、センサー開発過程で蓄積したノ
ウハウにより、以前よりシステマティックにセンサー開発ができるようになった。センサーは社会生活のさまざ
まな場面で利用できるため、センサーが自由自在に作出できることは社会的意義も大きい。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

 蛍光タンパク質を基盤としたセンサーは FRET 型のものがメインに開発されていた。

蛍光タンパク質を 2 つ用いる FRET 型に対して、1 つだけである Single-FP 型センサー

はあまり開発されておらず、また開発方法も整備されていなかった。2色の蛍光を測定

する FRET 型に比較して、Single-FP 型センサーは蛍光色が 1 色であり光学顕微鏡での

検出が容易であることから、2つの分子の相互作用や階層的機能相関を解析するマルチ

カラーイメージングに適しており、さらに多くのセンサーが開発されていくことが望ま

れていた。 

 

２．研究の目的 

 細胞内情報伝達や代謝関連分子の Single-FP 型のセンサーを開発する。また緑色だけ

でなく、赤色、青色のセンサーを開発し、マルチカラー化を目指す。細胞内情報伝達物

質としてセカンドメッセンジャーの cAMP と cGMP、代謝関連分子としては ATP とグ

ルコースに着目して細胞内動態を可視化するセンサーを創出する。さらに、センサー開

発過程で蓄積したノウハウを可能な限り一般化し、Single-FP センサー開発方法を構築

することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 Single-FP のセンサーを構築するために、分子認識するドメインと光を発するドメイ

ンが必要である。cAMP センサーは cAMP 依存性のグアニンヌクレオチド交換因子

Epac1より、cGMPセンサーはフォスフォジエステラーゼ 5より、ATPセンサーは枯草

菌の ATP 合成酵素 ε サブユニットより、グルコースセンサーは大腸菌のグルコースト

ランポーターMalB より、それぞれの結合ドメインをセンサーの分子認識ドメインとし

て利用する。光を発するドメインは緑色蛍光タンパク質 GFP、赤色蛍光タンパク質

mApple、青色蛍光タンパク質 BFP を利用する。まずは蛍光タンパク質の発色団近傍に

分子認識ドメインを挿入しプロトタイプを作製した。そのあと蛍光タンパク質と分子認

識ドメイン間のリンカーの長さとアミノ酸配列を最適化することで、変化率を増大させ、

センサーを完成させた。完成したセンサーを大腸菌で発現させ、センサータンパク質を

精製したあと、分光光度計および蛍光分光光度計でスペクトルを測定した。次に、セン

サーを動物細胞に発現させ、光学顕微鏡によりライブセルイメージングを行った。 

 

４．研究成果 

・緑色 cGMPセンサー 

 細胞内の cGMP の動態を緑色蛍光で可視化するセンサーGreen cGull を開発した。ダ

イナミックレンジは 7.5倍であり、既存のセンサー（1.8倍）より飛躍的に変化率が向上



している。HEK293 細胞に赤色のカルシウム指示薬 Rhod2 と共導入し、NO ドナーの

SNAPで刺激したところ、cGMPの上昇とカルシウムオシレーションを同時に単一細胞

で可視化することに成功した。 

 

・赤色 cAMPセンサー 

 細胞内の cAMP の動態を赤色蛍光で可視化するセンサーPink Flamindo を開発した。

これまで cAMP を単色蛍光で検出するセンサーとしては我々の開発した Flamndo があ

ったが、検出が緑色蛍光のみであったため、多色観察やオプトジェネティクスとの併用

が困難であった。Pink Flamindoを用いて、緑カルシウムセンサーとのデュアルカラーイ

メージング、光活性化型アデニル酸シクラーゼとの併用、マウス個体における in vivoイ

メージングに成功した。 

 

・緑、赤、青色 ATPセンサー 

ATPに特異的に結合するタンパク質と、蛍光タンパク質をペプチドリンカーで繋ぎ結

び、長さや構成するアミノ酸の種類を独自の手法で最適化することで、青・緑・赤色の

蛍光 ATPセンサーを開発した。そして、この蛍光 ATPセンサーを自在に組み合わせる

ことで、従来の技術では原理的に極めて困難であった「同じ細胞内の異なる場所の ATP

の動態の同時観察」や、「ATP 以外の他のシグナルやタンパク質の動態との同時観察」

に成功した。 

 

・緑グルコースセンサー 

 グルコースを検出するセンサーGreen Glifonを開発した。EC50の異なる３種類のセン

サーの構築に成功し、広範囲の濃度を検出できる。このセンサーは培養細胞だけでなく

線虫個体のグルコース濃度変化を可視化でき、また２色イメージングにも適用可能であ

った。また血漿中のグルコース濃度の定量もできることから、臨床検査への応用も期待

できた。 
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