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研究成果の概要（和文）：温度は様々な生体反応にとって重要な因子のひとつである。１細胞の温度状態をモニタリン
グする技術はその熱がいつどこで生じているかを知るうえで重要である。我々は様々な蛍光タンパク質の蛍光強度の温
度依存性を測定し、蛍光強度の温度依存性が大きい蛍光タンパク質と小さい蛍光タンパク質を組み合わせることにより
、細胞の形態変化に影響を受けないレシオメトリック型温度プローブタンパク質を開発した。このプローブを細胞に発
現させ、細胞外液の温度を変化させたところ２つの蛍光タンパク質の蛍光強度比が温度によって変化することを確認し
た。そして、このタンパク質を用いてミトコンドリアでの熱産生の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Intracellular temperature is crucial role for many cellular processes such as 
gene expression and cellular metabolism. In this study, we developed a new genetically encoded 
fluorescent temperature indicator for monitoring temperature changing in a single living cell by 
combination a temperature sensitive fluorescent protein and a temperature less sensitive protein. To 
monitor the intracellular organelle specific temperature dynamics, we succeeded in expression the 
temperature indicator in mitochondria, nucleus, and plasma membrane. And also, we successfully monitored 
heat production in mitochondria of single cell with chemical stimulation.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 

これまでの多くの研究から、熱産生のシス
テムには心拍数の増大や筋肉の震えなどに
よる「ふるえ熱産生」と脂肪酸のβ酸化が関
与する「非ふるえ熱産生」という全く異なる
システムが存在することが分かっている。前
者は骨格筋のふるえによる摩擦熱が、後者に
おいてはミトコンドリアにおける代謝反応
の過程で生み出される反応熱が関与してい
ると考えられている。「非ふるえ熱産生」で
は Uncoupling Protein（UCP）というミトコ
ンドリア膜に存在する膜タンパク質が働き、
個体レベルでのエネルギー消費や体脂肪量
の調節に大きく関わっていることが明らか
になってきた。UCPには UCP1、UCP2、UCP3の
サブタイプが存在し、それぞれ褐色脂肪細胞、
白色脂肪細胞、そして骨格筋に多く発現して
いる（Krauss S. et al.Nature Rev.Mol.Cell, 
2005）。これらの中でも、褐色脂肪細胞は熱
産生の特異的な部位としてその存在が明ら
かにされ、体温調節のみならず、過剰摂取エ
ネルギーを熱として散逸させることによっ
て生体のエネルギー平衡に関わっているこ
とも示されており、近年注目されている。
UCP1は、酸化的リン酸化の脱共役によってミ
トコンドリア呼吸鎖が形成するミトコンド
リア膜を介したプロトン濃度勾配を解消す
ることで熱を産生すると考えられているが、
「脱共役によってどれだけ熱が発生するの
か」について詳細に調べた研究は皆無であり、
また熱産生の動態を細胞レベルで可視化し
た研究もこれまでにない。 
緑色蛍光タンパク質（GFP）をはじめとし

た様々な蛍光タンパク質の蛍光強度温度依
存性を網羅的に調べたところ、多くの生物の
至適生育温度である 20℃から 50℃の範囲に
おいて、蛍光強度がほとんど変化しないもの
や、逆に大きく変化するものを見いだした。
そこで、これら温度依存性の異なる 2つの蛍
光タンパク質を融合することにより、センサ
ーの濃度変化などにシグナルの強度が左右
されないレシオメトリー型蛍光性温度セン
サータンパク質を開発した。作製したセンサ
ータンパク質を大腸菌発現系から精製し、蛍
光分光光度計の測定キュベット内温度を変
化させた時の蛍光強度を測定したところ、蛍
光強度のレシオ値が温度によって変化した。 

 
２．研究の目的 
 我々、哺乳類を含む恒温動物の体温はどの
ようにして一定に保たれているのか？どの
ようにして熱を産生しているのか？この疑
問に対する明快な答えはまだない。本研究は
測定対象の温度を高い時間・空間分解能で可
視化する技術を開発し、これまで不可能であ
った細胞内で産生される熱を直接可視化す
ることで本問題に迫りたい。更に細胞内熱産
生に関わるタンパク質に着目し、熱産生機構
の解明を目指す。具体的に本研究では、 
(1) 蛍光性温度センサータンパク質の改

良・開発、 
(2) 細胞の熱産生の可視化 
(3) 神経細胞の発火に伴う熱産生の可視化 

を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) 蛍光性温度センサータンパク質の改
良・開発 
これまでに開発した温度センサータンパ

ク質を改良するために、これまで開発されて
いるさまざまな蛍光タンパク質の蛍光強度
及び蛍光スペクトルの温度依存性を更に調
べた。次に温度による蛍光強度の変化が大き
い蛍光タンパク質と小さい蛍光タンパク質
を組み合わせてレシオメトリックな蛍光性
温度センサータンパク質を作成し、蛍光スペ
クトルの温度依存性を測定した。次に本蛍光
性温度センサータンパク質を培養細胞に発
現させ、温度変化によるレシオ値の変化を観
察した。また、このセンサータンパク質をミ
トコンドリア、核、細胞膜に発現する系を作
成し観察を行った。 
 

 (2) 細胞の熱産生の可視化 
本温度センサーを用いて、酸化的リン酸化

の脱共役によってミトコンドリア呼吸鎖が
形成するミトコンドリア膜を介したプロト
ン濃度勾配を解消するときに細胞内温度が
変化するかを検証した。具体的には、温度セ
ンサータンパク質をミトコンドリアの内膜
に発現させ、酸化的リン酸化の脱共役剤であ
るカルボニルシアニド-p-トリフルオロメト
キシフェニルヒドラゾン(FCCP)を加えたと
きの温度センサーのレシオ変化を観察した。 
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

(3) 神経細胞の発火に伴う熱産生の可視化 
UCP の脱共役による熱はイオンが細胞膜を

通るときの「ジュール熱」により産生される
という仮説を検証するために、神経細胞にセ
ンサータンパク質を発現させ、神経発火に伴
って生じる温度変化の可視化を試みた。具体
的にはラットの副腎髄質由来の褐色細胞腫
である PC-12細胞に神経成長因子を加えて神
経細胞様に分化させた。この細胞にチャネル

 

図 1 酸化的リン酸化の脱共役による

ミトコンドリアの熱産生の模式図 



ロドプシン 2（ChR2）と本温度センサータン
パク質を発現させ、青色光刺激による ChR2
を活性化させたときに生じるイオンの細胞
内流入時の温度センサーのレシオ変化を測
定した。 
 
４．研究成果 
(1) さまざまな蛍光タンパク質の温度依存
性を調べた結果、蛍光強度の温度依存性が大
きいタンパク質と小さいタンパク質を見つ
けることができた。これらの蛍光タンパク質
を組み合わせることで、レシオメトリックな
温度センサータンパク質を作成した。大腸菌
かから精製した本温度センサータンパク質
の各温度（10℃～50℃）での蛍光スペクトル
を図２に示す。２つの蛍光タンパク質の蛍光
スペクトルのピーク値の比（レシオ）を温度
に対してプロットすると、温度に対してレシ
オが変化することが示された（図３）。少な
くとも 5℃から 50℃の間でレシオ値が変化す
ることを確認した。またある温度での例レシ
オ値について、温度が上昇するときのレシオ
値と下降するときのレシオ値はほぼ同じで
あることから、この温度センサーは温度上昇
／下降によるヒステリシスがないことが示
された。 
 次に本温度センサーを培養細胞内に発現
させて細胞を培養しているディッシュの温
度を 30℃～40℃に変化させ、２つの蛍光タン
パク質の画像をそれぞれ取得しレシオ値の
変化を測定したところ、温度が上がるにつれ
てレシオ値が上昇した（図４）。また、本温
度センサーをミトコンドリア、核、細胞膜の
細胞内小器官に発現することができた。これ
により、細胞内の局所的な温度変化がモニタ
リングできるようになった。図５に HeLa 細
胞のミトコンドリアに発現した温度センサ
ーの蛍光画像を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) 温度センサータンパク質をミトコンド
リアの内膜に発現させ、酸化的リン酸化の脱
共役剤である FCCP を加えたときの温度セン
サーのレシオ変化を観察した。その結果、

 

図 5 HeLa 細胞のミトコンドリアに発現

した温度センサーの蛍光画像 
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図 4 細胞内に発現させた温度センサーの

温度に対するレシオ値の変化 

図 3 温度センサーの温度に対するレシオ

値の変化 
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図 2 温度センサーの蛍光スペクトルの温

度依存性 



FCCPを加えたところ、温度センサーのレシオ
値が上昇した（図 6）。FCCP の溶媒であるジ
メチルスルホキシドだけを加えたときには
レシオ値の上昇が観測されなかった。以上よ
り、酸化的リン酸化の脱共役によって細胞内
ミトコンドリアの温度が上昇することを本
温度センサーで示すことができた。 

 
(3) PC-12 細胞に神経成長因子を加えて神経
細胞様に分化させた。この細胞に ChR2 と本
温度センサータンパク質を発現させ、青色光
刺激による ChR2 を活性化させたときに生じ
るイオンの細胞内流入時の温度センサーの
レシオ変化を測定した。その結果、蛍光性 Ca2+

センサーを用いて青色光刺激による Ca2+の上
昇を確認することはできたが、温度センサー
のレシオ値の変化を観測することはできな
かった。 
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図６ ミトコンドリアに発現させた温

度センサーの FCCP添加時のレシオ変化 


