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研究成果の概要（和文）：本研究では，超高解像度でのタンパク質間相互作用の蛍光イメージングを実現するために，
タンパク質間の相互作用が生起した時に初めて光活性化特性が出現する新しいタイプの蛍光プローブの開発研究を行っ
た．さらに，生きた細胞で長時間の超解像イメージングを実現するために，青色光受容体のプロテインエンジニアリン
グや新しい近赤外蛍光タンパク質の探索研究を行った．

研究成果の概要（英文）：In this study, we have developed novel fluorescent probes to visualize 
protein-protein interactions at the super-resolution. The probes get fluorescent only when 
protein-protein interactions take place. We also conducted protein engineering of a blue light 
photoreceptor and explored a novel near-infrared fluorescent proteins for long-term, super-resolution 
imaging of living cells.

研究分野：生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 細胞内の生体分子の挙動を可視化する分
子イメージングには，可視化したい生体分子
を捕まえて光を発生する機能性分子（プロー
ブ）の開発が必須である．我々は現在まで，
蛍光タンパク質を用いて，蛍光共鳴エネルギ
ー移動（fluorescence resonance energy transfer: 
FRET）を原理とする蛍光プローブを開発して
きた．可視化の対象は，タンパク質のリン酸
化等の生化学反応からイノシトールリン脂
質に代表される各種生体脂質，環状核酸のサ
イクリック GMP（cGMP）や一酸化窒素（NO）
等の生体小分子に至るまで多岐に及ぶ．  
	
 上述の例に代表される細胞内分子過程の
可視化，すなわち“activity imaging”におい
て，FRET は極めて強力な技術基盤を提供し
ている．このため，FRET を原理とする蛍光
プローブは国内外の数十の研究室で開発さ
れ，世界中の研究室で使われるまでになって
いる．しかし，生命の理解のために蛍光プロ
ーブを活用する研究スタイルが定着した今，
その研究スタイルを支える技術について根
本から考え直してみると，当該技術の空間分
解能（観察光の波長の半分程度：緑色光であ
れば 230 nm 程度）が，分子レベルの現象を
可視化するにはあまりにも不十分であるこ
とに気づかされる．分子（タンパク質）のサ
イズは数 nm 程度である．これは FRET イメ
ージングの空間分解能よりも 2桁近く小さい．
このような低い空間分解能の原因は，光の回
折という物理現象に起因している．もし，光
の回折による空間分解能の限界を克服し，分
子のサイズ程度の超高解像度で activity 
imagingを実現する革新技術が開発できれば，
そのインパクトは計り知れない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，超高解像度での activity imaging
を実現するために，activity，すなわちタンパ
ク質間の相互作用やリン酸化等が生起した
時に初めて光活性化特性が出現する新しい
タイプの蛍光プローブ“conditional paFP-GR”
（paFPは photoactivatable fluorescent proteinの
略，“GR”は greenから redへの変色型の意味）
の開発研究を行う． 
	
 なお，変色型である conditional paFP-GRは，
一種類の相互作用（タンパク質 Aと B）の可

視化のために，緑から赤までの幅広いスペク
トル領域を用いる．もし単色型の conditional 
paFPを複数色開発できれば，数種類の相互作
用を同時に可視化できる．従って，無蛍光型
から赤色蛍光型に変化する paFP を出発物質
として conditional paFP-Rを開発し，単色での
タンパク質間相互作用の超解像イメージン
グを実現する（図 1）． 
	
 さらに，新しい蛍光タンパク質の開発に向
けた探索研究を行う．既存の蛍光タンパク質
はいずれも超解像イメージングのために強
い励起光を要するため，長時間の超解像イメ
ージングが極めて困難であった．本研究では，
生きた細胞での長時間にわたる超解像イメ
ージングを実現するために，シアノバクテリ
アより，新しい光受容体タンパク質の探索研
究を行う．さらにエンバク由来の既存の青色
光受容ドメインについて，その光特性を大き
く改変するためのプロテインエンジアリン
グを行う． 
 
３．研究の方法 
	
 本研究では，paFPの分割不活性化体（N断
片，C 断片）を作製する．両断片にタンパク
質（Aと B）を連結すれば，その相互作用に
伴って N，C断片が近接・相補化する．光活
性化光（405 nm）と励起光を照射すれば，相
補化した両断片からのみ蛍光シグナルが観
察されるので，タンパク質間相互作用を選択
的に可視化できる．この N，C 断片が
conditional paFP である．最も重要なことは，
以下の観察条件を設定することにより，当該
プローブの本当の威力が引き出されること
である．まず，conditional paFPの活性化光と
して微弱光を用いることにより，同時に活性
化する蛍光分子の数を著しく低下させる．一
方，励起光は大幅に強くして，上述のように
活性化したごく少数の蛍光分子から強い蛍
光シグナルを生起させ，かつこれをすぐに退
色させる．次に，conditional paFPから得られ
た各輝点（プローブ１分子の蛍光）の中心点
を，点拡がり関数に基づいてナノメートル程
度 の 精 度 で 算 出 す る （ こ の 操 作 を
“localization”と呼ぶ）．「光活性化・励起・
退色・localization」のサイクルを繰り返し行
い，各輝点の中心を集めて描画すれば，タン
パク質AとBの相互作用の超解像イメージン
グ画像を構築できる． 
	
 本研究では，活性化光により緑色から赤色
に変色する conditional paFP-GR，および活性
化光により無蛍光から赤色蛍光を生起する
conditional paFP-Rを開発し，細胞膜の接着斑
（focal adhesion）で生起するタンパク質間相
互作用を例に，超解像イメージングが実現で
きることを示す． 
	
 
４．研究成果	
 
	
 Conditional paFP-GR および-R を開発する
ために，paFP の最適な分割位置を探索した．
出発物質の paFPは，いずれも 11本のβシー

 
図 1. Conditional paFP-Rの原理図． 



トからなる鳥かご様構造を有する（発色団は
“鳥かご”の中で形成）．分割による発現量
の減少を最小限に抑えるため，βシート同士
を繋ぐループ構造を切断し，分割体を作製し
た（βシート内部で paFP を分割すると，高
い確率で発現量が激減することを先行研究
で経験済）．分割体の評価には，上述のラパ
マイシン依存的に二量体化するタンパク質
（FKBP，FRB）を用いた．以下の 2つの基準
を設けて，両方を満たす最適な分割体を取得
した．(i) ラパマイシン非添加時には光活性化
しない（無蛍光）．(ii) ラパマイシンを添加す
ると光活性化特性が出現し蛍光を発する．こ
の基準を満たす分割体のうち，蛍光強度が最
も高いものを conditional paFP-GR および
conditional paFP-Rとして開発した． 
	
 まず	
 conditional paFP-GRについて，当該蛍
光プローブを細胞に発現させ，ラパマイシン
で処理して緑色蛍光を生起させた後，活性化
光を照射した．このとき，conditional paFP-GR
が緑色から赤色に変色することを示した． 
	
 次に細胞内で機能する様々なタンパク質
に conditional paFP-GRを連結し，細胞に発現
させた．この蛍光観察により，conditional 
paFP-GRが細胞内でのタンパク質の動態に悪
影響を与えないことが分かった． 
	
 続いて，細胞接着斑で機能するアクチンと
アクチニンに conditional paFP-GR を連結し，
上述のように，微弱光を用いて光活性化を行
った．次に強い励起光を照射し，活性化した
ごく少数の蛍光分子から強い蛍光シグナル
を生起させ，かつこれをすぐに退色させた．
Conditional paFP-GRから得られた各輝点の中
心点を，点拡がり関数に基づいてナノメート
ル程度の精度で算出した．このような「光活
性化・励起・退色・localization」のサイクル
を繰り返し行い，各輝点の中心を集めて描画
したところ，アクチンとアクチニンの相互作
用に関する超解像イメージング画像を取得
することができた． 
	
 Conditional paFP-Rについても，conditional 
paFP-GRと同様の方法で開発を行った．開発
した conditional paFP-R，タンパク質間相互作
用が無いときには活性化光を照射しても全
く蛍光を示さず，タンパク質間相互作用があ
る時には活性化光照射により明るい赤色蛍
光を示した．Conditional paFP-GR と同様に，
conditional paFP-R は細胞内のタンパク質に
連結してもその局在に悪影響を与えず，タン
パク質相互作用の超解像イメージングを実
現することを示した．さらに，conditional 
paFP-R の赤のスペクトル領域をタンパク質
間相互作用のイメージングに利用し，緑のス
ペクトル領域をその他のタンパク質の細胞
内局在のイメージングに利用して，マルチカ
ラーでの超解像イメージングが実現できる
ことを示した． 
	
 新しい蛍光タンパク質の開発に向けた探
索研究を行った．まず，エンバク由来の青色
光受容ドメイン（AsLOV2）について，その

光特性を大きく改変するためのプロテイン
エンジアリングを行った．我々は，蛍光イメ
ージングによってAsLOV2が有する光反応サ
イクルを簡便に検出可能であることを明ら
かにすると共に，蛍光イメージング技術と大
腸菌クローニング技術を組み合わせること
で，光反応サイクルが変化した変異体ライブ
ラリーの中から，光反応サイクルの遅い変異
体を効率的に単離可能な新規スクリーニン
グ系を構築した．このスクリーニング系を用
いることにより，非常に遅い光反応サイクル
を有する AsLOV2 の開発を行った．AsLOV2
の光反応サイクルに影響する補因子周辺の
アミノ酸残基 7カ所にランダム変異を導入し，
形質転換された大腸菌コロニーのスクリー
ニングを実行したところ，光反応サイクルが
劇的に遅速化した変異体を数多く取得でき
た．最も遅速化した変異体は，野生型の
AsLOV2（τ = 55 s）より，78倍遅い光反応サ
イクル（τ = 4.3×103 s）を示すことが明らか
となった．この変異体は，蛍光タンパク質で
あり，AsLOV2 と同様に非常に弱い光照射で
不活性化することができる．さらに，変異導
入により活性する速度が著しく遅くなった
ため，１分子イメージングに基づく超解像イ
メージングに極めて有利と考えており，現在
その検討を進めている． 
	
 東京大学の池内教授，静岡大学の成川講師
と共同で，クロロフィル dを有する特殊なシ
アノバクテリア（Acaryochloris marina）から，
世界で最も小さな近赤外の光受容ドメイン
を発見した．この光受容ドメインの特徴は，
哺乳類を含めた様々な生物が広く有するテ
トラピロールのビリベルジン（biliverdin）を
補因子とすることである．この発見により，
既存の蛍光タンパク質とは全く異なる波長
域で，かつ極めて弱い励起光で，超解像イメ
ージングを行う道が開かれたと考えている．
これについても，現在検討を進めている． 
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