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細胞内の様々な事象を，同時に生きたままリアルタイム
で可視化する技術を開発することが我々の研究目的である。
これらは，主に蛍光（標識）分子などで作製した機能プロー
ブを細胞内に送り込み，受け取った情報，例えば蛍光の強度
を画像化することで達成される。GFP（Green Fluorescent

Protein）は自ら発色団を形成して蛍光を発するタンパク質
である。遺伝子工学的手法により，蛍光分子を自由自在に細
胞内に創り出すことが可能である。GFPの物理化学的特性
を利用すれば，微小環境プローブが開発できる。また異な
る色の GFPを組み合わせ，蛍光エネルギー移動（FRET）
を実現すれば，タンパク質-タンパク質相互作用や，タンパ
ク質構造変化を生きた細胞でリアルタイムで追跡すること
ができる。このような GFPをベースにした指示薬に加え，
近年の新しい遺伝子導入技術，顕微鏡機器，画像処理技術
を駆使することで，我々の単一細胞内イメージング技術は
飛躍的に進歩する。細胞内情報伝達機構を，より局所的に，
より個体に近い生理的状況で解析することができるように
なる。更に，こうした細胞内機能イメージング技術に，生物
の形態をリアルタイムにイメージングする光干渉技術を融
合することを計画している。後者は，外来性の蛍光プロー
ブを導入することなく，生物試料が示す内因性の光シグナ
ルを最大限に利用することで達成される。当研究チームは，
現象を記述するための同時観測可能なパラメータを増やす
ことによって，生物現象をより多角的に理解することを目
指す。

1. cameleon，pericamによる Ca2+ イメージング
（1）cameleon（水野，原，濱，安藤，小暮，宮脇）
細胞生物学のための蛍光指示薬は，UV照射を避け長波

長側にシフトする傾向にある。我々は長波長域に励起，発
光スぺクトラムを示す yellow cameleonを作製した。これに
よって S/N比が大きく改善された。また UV照射が避けら
れ，サンプルの傷害を最小化することができた。さらに遺
伝子を改変し，大腸菌で作らせたタンパク質を分光光度計
を用いて，Ca2+ 濃度依存的に起こる FRET量（指示薬の
ダイナミックレンジ）をより大きくする，また，cameleon

の Ca2+ 親和性のレパートリーを増やす（殊に小胞体内腔
の Ca2+ 濃度を正確に測定する上で重要である）などを検
討している。また，イメージングのための光源（励起光の強
度），励起光の選択法（band pass filterか，monochrometer

か），蛍光の検出法（cooled CCD cameraか，PMTか）な
どの光学系を吟味してきた。我々は，800 nm付近の長波長
レーザー光を用いた 2光子励起法が，yellow cameleonによ
る Ca2+ イメージングの断層像の観察（ビデオレイト）を
可能にすることを証明している。
本年度においては，オワンクラゲ GFPの mutantの 1つ

であるサファイアをドナー，六放サンゴから得られた RFP

をアクセプターにすると非常に効率のよい FRETが実現
できることを見いだした。このペアの利点の 1 つとして，
サファイア，RFPともに pHに対して全く抵抗性をもつこ
とがあげられる。従って両者を組み込んで作製された Red

cameleonは，pH 変化が激しく起こる神経細胞での Ca2+

イメージングに適することが示された。
（2）pericam（永井，沢野，下園，宮脇）
我々は，GFPの β-can構造にメスを入れたものに，Ca2+

センサーとしてのカルモデュリンとその標的ペプチドを組み
込み，Ca2+濃度に従って蛍光特性を変えるGFPを創り出し
た。我々が最近開発したのが Ca2+ 感受性 GFP “pericam”

である。本年度については，pericamのバリエーションを増
やし，個 に々ついても明るさなどの向上を図った。現在，1波
長励起 1波長測光型のものとして，Ca2+によって蛍光強度
が増大する “flash-pericam”，蛍光強度が減少する “inverse-

pericam”，Ca2+ によって色が変わる 2波長励起 1波長測
光型の “ratiometric-pericam”がある。

2. GFP，RFPの改良，および新奇蛍光タンパク質の
遺伝子のクローニング（永井，沢野，Eli，日野，宮脇）

プレート上の，GFP，RFPを発現する多数のコロニー
の蛍光の特性を一度に解析するシステムを作製した。モノ
クロメーターで励起光を選択し，光ファイバーを使ってプ
レートを均一に照射する。プレートの蛍光像を様々な干渉
フィルターを経て CCDカメラで撮り画像化する構成になっ
ている。
本年度については，一度にプラスミド上のあらゆる箇所

でランダム変異を含めた変異導入ができる遺伝子工学的手
法を開発した。この方法は，応用範囲が広く，迅速で低コ
ストという利点を併せ持つ。この手法を利用して GFPの
試験管内進化を試みたところ，新しい色の蛍光タンパク質
（CGFP）の遺伝子が得られた。CGFPは著しく pHに対し
て抵抗性を示すことが分かった。また本年度より沖縄県阿
嘉島臨海研究所との共同で，六放サンゴの中でどういう種
のものが蛍光を発するのかをスクリーニングし始めた。蛍
光を発するものについて cDNAライブラリーを作製し，先
述したプレートイメージングシステムを利用して新奇蛍光
タンパク質の遺伝子クローニングを行っている。（浜松ホト
ニクス 平野氏との共同研究）

3. 新しい分子スパイの開発，および細胞諸現象の多角
的理解（日野，濱，小暮，永井，宮脇）
我々は，FRET効率を定量化する簡便な方法を確立した。

ドナー，アクセプターとして CFP-YFPのペアを用い，ア
クセプターである YFPを光学的にブリーチングさせるこ
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とによって起こる CFPの蛍光回復量から FRET量を測定
する方法である。本年度については，この方法を用いて，C

キナーゼの基質として有名なMARCKSタンパクと，カル
モデュリンとの直接相互作用を，生きた細胞内で実証する
ことに成功した。更に，Ca2+動態とその下流の事象である
Cキナーゼの活性化，および MARCKSタンパク質の細胞
質への移行とを同時にハイスピードで可視化できる光学的
システムを作製した。（オリンパス光学工業株式会社 清水
氏との共同研究）

4. OCTの開発（深野，宮脇）
本年度については，ショウジョウバエのさなぎの断層像

を連続的に取得することで，幼虫から成虫への変態を可視
化するプロジェクトを推し進めている。技術的には，ビデ
オレートで断層像を得ることを目指し，共振型ガルバノス
キャナーとウェッジプレートを用いた高速可変光学遅延の
基礎実験を行っている。

5. 動物間のコミュニケーションを司る分子種の探索（水
野，安藤，宮脇）
我々は，マウス鋤鼻器に特異的に発現する，リポカリン

ファミリーのメンバーである 2 つのタンパク質（VNSP I

and II）をクローニングした。一般に，リポカリンタンパク
質は疎水性の低分子化合物を運搬するため，我々は VNSP

I and IIをフェロモンの運搬タンパク質と仮定している。両
者のリコンビナントタンパク質を昆虫細胞発現系を用いて
大量に調製し（アポタンパク質），マウス尿などと混合した
後に，リガンド（フェロモン）と結合したホロタンパク質
を精製する。さらにタンパク質部分をジクロロメタンで変
性し，リガンド分子を抽出して，GC-MSや LC-MSにて分
析している。
本年度については，マウス鋤鼻器に豊富に発現する分泌

タンパク質 clone611について，その全一次構造解析を明ら
かにし，機能解析を行った。その結果，トリプトシンなど
のプロテアーゼ活性を阻害する働きを有することが明らか
になった。
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