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Abstract 

Glucose is an essential energy source for cell maintenance and is involved in various cellular 

activities. Glucose taken into cells is consumed for energy production, and the metabolic 

products generated in this process are derived into the synthesis of lipids, amino acids, and 

nucleic acids. In addition to its roles in metabolism, glucose has a wide range of functions 

within cells, including as a signal molecule and in stress responses. 

 It is important to observe the fluctuation of intracellular glucose concentrations to 

understand the complex roles of glucose. There are methods of measuring intracellular 

glucose using pseudo-glucose labeled with radioisotopes, and chemical dye. These methods 

have the limitation that they can only detect increases in glucose. On the other hand, 

a genetically encoded fluorescent glucose sensor developed using fluorescent protein and 

glucose binding protein reacts with glucose to cause a signal change, which is reversible. 

Therefore, it can detect increases and decreases in glucose. However, there are concerns that 

the excitation light required for fluorescence measurement may be phototoxic to cells and may 

change the metabolic balance of light-sensitive cells such as plant cells. In addition, it is 

difficult to use it in combination with methods that control cells by light stimulation, such as 

optogenetics. 

To solve these problems, this study focused on bioluminescence. Bioluminescence is the 

light emitted when a bioluminescent protein (luciferase) reacts with a luminescent substrate 

(luciferin). Since it does not require excitation light, problems caused by excitation light will 

not occur. Therefore, I attempted to develop a bioluminescent glucose sensor. By establishing 

a unique screening method and improving the signal change rate, I developed a 

bioluminescent glucose sensor, LOTUS-Glc. The addition of glucose to LOTUS-Glc changes 

the Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) efficiency between fluorescent 

proteins and luciferase, resulting in a change in luminescent color. With LOTUS-Glc, I 

succeeded in evaluating the effects of drug addiction and optogenetic tools in mammalian 

cells, and in detecting glucose fluctuations in protoplasts derived from plant cells. 

These results showed that LOTUS-Glc can be applied to glucose measurement in 

mammalian and plant cells by taking advantage of the bioluminescence. Furthermore, given 

that bioluminescence imaging has also been applied to imaging deep tissues and mice, 

LOTUS-Glc is expected to be applicable not only to the cellular level but also to the 

macroscopic targets.  
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要旨 

グルコースは、細胞維持に必要不可欠なエネルギー源であり、様々な細胞活動に関与して

いる。細胞内に取り込まれたグルコースは、エネルギー生産のために消費され、その過程で

生成された代謝産物は、脂肪酸、アミノ酸、核酸などの合成へと派生していく。また、代謝

のみならずシグナル分子やストレス応答とも関わっており、細胞内でのグルコースの役割

は多岐にわたっている。 

このようなグルコースの複雑な役割を理解するためには、細胞内でのグルコース濃度の

変動を測定することが重要である。細胞内グルコースの検出方法としては、化学色素や放射

性同位体標識を施した疑似グルコースを使用する方法がある。これらの方法ではグルコー

スの増加しか検知できないなどの制限があった。一方で、蛍光タンパク質とグルコース結合

タンパク質を組み合わせて開発された遺伝子組み込み型の蛍光センサーは、グルコースと

反応することでシグナル変化が起き、その変化は可逆的である。したがって、グルコース濃

度の増加と減少を測定することが可能である。しかしながら、蛍光検出に必要な励起光は、

細胞への光毒性の懸念や、植物細胞など光感受性細胞の代謝バランスに影響を与える可能

性がある。また、オプトジェネティクスのような光刺激により細胞を制御する技術との併用

が困難である。 

このような励起光による問題を解決するため、本研究では生物発光に注目した。生物発光

は、生物発光タンパク質 (ルシフェラーゼ) が発光基質 (ルシフェリン) と反応する際に生

じる光であり、励起光が不要なため励起光に起因した問題が生じない。この背景から、ルシ

フェラーゼを組み込んだ生物発光グルコースセンサーの開発を試みた。独自に確立したス

クリーニング手法によりシグナル変化率を向上させることで、生物発光グルコースセンサ

ー、LOTUS-Glc を開発した。LOTUS-Glc は、グルコース添加により蛍光タンパク質とル

シフェラーゼ間でのBioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) 効率が変化する

ため、発光色が変わる。開発した LOTUS-Glc を用いて、哺乳類細胞における薬剤添加での

グルコース濃度の変動や、植物細胞での光合成に関連したグルコース濃度の変動の検出に

成功した。 

これらの結果より、LOTUS-Glc は生物発光による利点を活かして、哺乳類細胞や植物細

胞のグルコース測定への応用が可能であることが示された。さらに、生物発光が深部組織や

マウスのイメージングにも応用されていることを踏まえると、LOTUS-Glc は細胞レベルに

とどまらず、マクロな対象への応用も期待できる。 
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序論 

細胞は、生命の維持のために常にエネルギーを消費している。グルコースはそのエネルギ

ーの供給源として、重要な役割を有している。ヒトを含む多くの動物ではグルコースは食事

から摂取され、主に血液を介して全身の細胞内に送り込まれる。その後、細胞内で代謝され

ることで必要なエネルギーを生み出している。グルコースの代謝は、組織や細胞の種類によ

って異なっており、特に脳や筋肉ではグルコース消費量が大きい。植物では、葉緑体にて光

合成によりグルコースを生産しており、ヒトと同様に生命維持のエネルギー源として利用

している。 

安定したグルコース供給は生命活動の維持に直結し、その乱れは個体に様々な異常を来

す。糖尿病はグルコース供給に関する代表的な疾患である。糖尿病では、グルコースの取り

込みを促進するホルモンであるインスリンの分泌量、もしくはインスリンに対する応答性

が減少することで、血糖値が慢性的に高く維持される。これにより、血管や脳においてグル

コースが過剰に取り込まれることで酸化ストレスが生じ、様々な合併症の原因となる 1。ま

た、低血糖状態は細胞のエネルギー不足の原因となり、細胞損傷につながることが示唆され

ている 2。さらには、がん細胞はグルコースを過剰に取り込む性質を有しており、それによ

り異常な代謝を可能にして、腫瘍の成長が促進されることが知られている 3。個体における

グルコース供給の意義は細胞活動と結びつけて理解する必要があり、その目的の上では、細

胞にてグルコース濃度がどのように変動しているのかを知る必要がある。 

細胞内分子の変動を調べる方法として、蛍光タンパク質や生物発光タンパク質（ルシフ

ェラーゼ）を基盤とした遺伝的にコードされたタンパク質センサーの利用がある。蛍光タ

ンパク質は、外部からの光 (励起光) を吸収しその一部のエネルギーを光 (蛍光) として

放出する性質をもつ。これまで、オワンクラゲから単離された緑色蛍光タンパク質GFP

をはじめとして様々な波長の蛍光を発する蛍光タンパク質が発見、開発されている 4–6。こ

れらの蛍光タンパク質を用いることで、生きたまま細胞の構造や特定のタンパク質を標識

することが可能になり、その動態を観察することができる。さらに、特定の分子と結合す

ることで立体構造が変化するタンパク質と組み合わせることで、標的物質の有無により蛍

光強度や蛍光波長が変化するセンサーが開発されている 7。一方、ルシフェラーゼは、蛍

光タンパク質とは異なりルシフェリンと呼ばれる生物発光基質を酸化した際に生じるエネ

ルギーの一部を光として放出する。ルシフェラーゼも様々な生き物から単離及び開発され

ており、蛍光タンパク質と同様に生体イメージングやセンサーへ応用されている 7–11。 

励起光は照射範囲やタイミングを調節できるため、時空間的な制御を必要とする観察を

行う場合には、蛍光観察が適している。一方で、励起光は蛍光タンパク質以外の物質にも
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吸収され自家蛍光や光毒性などの原因となるため、それらの影響を回避した条件として

は、生物発光による観察が適している。このように蛍光と生物発光はそれぞれ特性が異な

ることから、観察対象や観察条件に応じて使い分けることが理想的である。グルコースの

場合、蛍光センサーの開発が先行しているが、光合成によるグルコース合成など励起光の

影響が無視できない環境での観察が求められる場合があった。そこで、本研究では今まで

開発されていなかった生物発光グルコースセンサーの開発を行い、蛍光観察では正確な評

価が困難な環境下でのグルコース濃度の変動を検出することで、開発したセンサーの有用

性を確かめた。 

 

１ 生物発光グルコースセンサーLOTUS-Glc の開発 

1.1 背景 

1.1.1 細胞におけるグルコースの役割 

細胞で最も一般的なエネルギー源の一つであるグルコースは、細胞の成長、細胞分裂、恒

常性維持などに必要不可欠である 12。哺乳類細胞では、グルコースは細胞外部から取り込ま

れグリコーゲンとして保存される。植物細胞は、光合成により空気中の二酸化炭素からグル

コースを合成し、葉緑体にデンプンとして保存している。細胞内に取り込まれたグルコース

は、解糖系や酸化的リン酸化といった反応を経ることで ATP を合成し、ATP が細胞内の

様々な反応のエネルギーとして機能している。ATP は細胞がエネルギーとして即座に利用

できる分子であるのに対し、グルコースは、エネルギーの供給源として機能している。また、

グルコースは単なるエネルギー源にとどまらず、生体分子の原料としても重要である。例え

ば、ペントースリン酸経路を介して核酸の前駆体であるリボース-5-リン酸を供給し、脂質

やアミノ酸の合成にも寄与している。さらに、細胞内の酸化ストレスを抑制するNADHの

供給源ともなり、細胞の酸化還元状態とも関係している。加えて、グルコースは単なる代謝

基質ではなく、細胞の代謝状態を感知するシグナル分子としても機能する。膵臓のβ細胞

は血中グルコース濃度の変化を感知し、インスリンの分泌を調節することで細胞のグルコ

ース取り込み活性を制御している 13。また、細胞内のグルコースレベルはAMPKやmTOR

経路を介して細胞の成長や代謝調節にも影響を与えている 14。さらに、グルコースは活性酸

素種のスキャベンジャーやシグナル分子としての機能も有しており、その役割は多岐にわ

たる 12,15,16。 
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1.1.2 既存のグルコース濃度の測定方法 

細胞でのグルコースの役割を理解する上では、環境の変化や細胞活動に応じた細胞内グ

ルコース濃度の変動を知ることが重要であり、これまで様々な検出方法が開発されてきた。

放射性同位体ラベルを施したグルコースを添加し、その蓄積からグルコースの取り込み活

性を測定する方法、グルコースオキシダーゼとグルコースの反応から生じるキノン色素の

蓄積による吸光度変化で細胞内グルコース濃度を測定する方法などがある 17,18。これらの方

法では、グルコース濃度の増加は測定可能であるが、減少は測定することができない。 

減少を含めたグルコース濃度の変動を測定する方法としては、蛍光タンパク質を基盤と

した遺伝子組み込み型の蛍光グルコースセンサーを使用する方法が報告されている 19–22。

蛍光グルコースセンサーは、グルコース存在下で蛍光強度が変化する種類と蛍光波長が変

化する種類 (レシオメトリック) がある 19–22 (図 1-1)。前者は、蛍光タンパク質の途中にグ

ルコース結合タンパク質を挿入することで、グルコースの結合の有無により蛍光タンパク

質の吸収スペクトルやモル吸光係数が変化し、蛍光強度が変化する。後者は、蛍光波長の異

なる蛍光タンパク質二種とグルコース結合タンパク質を融合させ、グルコースの結合によ

る立体構造の変化によってドナーからアクセプターへの FRET (Förster Resonance Energy 

Transfer) 効率が変化することで蛍光波長が変化する。蛍光グルコースセンサーに組み込ま

れているグルコース結合タンパク質の構造変化は可逆的であるため、グルコース濃度の増

加と減少を検出することが可能である。しかしながら、蛍光センサーの測定の際に照射する

励起光は、NADH やクロロフィルといった生体内分子から自家蛍光を生じさせるため、蛍

光センサーのシグナルに対するノイズとなる。また、励起光による光毒性が細胞活動に与え

る影響も無視できない。近年、光刺激による細胞操作から特定の生命現象を誘導するオプト

ジェネティクスの技術開発が盛んになっている 23。このオプトジェネティクスに対しては、

蛍光観察の励起光が光刺激と重複しないよう考慮する必要性があり、両者を同時に利用す

る場合には制限が生じる。 

 

1.1.3 生物発光を利用したセンサー 

励起光による影響が無視できない観察対象や観察条件では、生物発光センサーによる観

察が求められる。例えば、ルシフェラーゼとルシフェリンの反応は特異的であり、蛍光と比

較すると生物発光のノイズは小さくなる。このことから、植物細胞に含まれるクロロフィル

のように高い自家蛍光を示す分子を含む細胞においては、生物発光による観察が適してい

る。さらに、薬剤スクリーニングのようなハイスループットな解析が求められる場面では自

家蛍光の低さから、生物発光センサーによるスクリーニングが行われている 25。また、光合
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成のように光依存的に細胞内環境を変化させる現象やオプトジェネティクスを使用する場

面においては、光刺激と観察を独立して行う必要があるが、生物発光により観察を行う事で

それを可能にしている。 

ルシフェラーゼは、蛍光タンパク質間の FRET と同様に、自身をドナー、蛍光タンパク

質をアクセプターとすることで Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) を起

こすことが可能である。そのため、蛍光センサーと同様に BRET 効率の変化を検出原理と

して、様々なレシオメトリックな生物発光センサーが開発されている 26–29。この BRET を

利用し、私はレシオメトリック生物発光グルコースセンサーを博士前期課程にて開発した。 

 

図 1-1. 蛍光グルコースセンサーの模式図 

蛍光強度が変化する蛍光センサー (左) 。レシオメトリックな蛍光センサー (右)。灰色

部分は、グルコース結合タンパク質。シアン色部分は、シアン色蛍光タンパク質。緑色

部分は、緑色蛍光タンパク質。グルコースの結合による立体構造変化により、可逆的に

蛍光強度または FRET効率が変化する。 
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1.1.4 精製タンパク質による特性評価 

細胞中のグルコース濃度変動を検出するためには、その変動に適した Kd値を有するセン

サーであることが重要である。加えて、細胞内にはグルコースのみならず様々な物質が存在

しており、細胞内環境も刻々と変化している。したがって、細胞内センサーのシグナル変化

を正確に評価するためには、ネガティブコントロールを含め、開発するセンサーのグルコー

スに対する特異性や発光波長変化の程度 (ダイナミックレンジ) などの各種特性を調べて

おく必要がある。先行の蛍光グルコースセンサーおよび私が開発した生物発光グルコース

センサーに使用されているグルコース結合タンパク質 MglB は、元々グルコースとガラク

トースに結合するタンパク質として報告されており、既存の蛍光グルコースセンサーもガ

ラクトースに対する応答性を有している 19,20,30。そのためMglBをセンサーに組み込む場合

には、ガラクトースおよび他の糖や、グルコースと構造が似ているグルコース代謝産物に対

する応答性も確認する必要がある。 

 

1.2 目的 

私が開発した生物発光グルコースセンサーでは、ダイナミックレンジに影響を与えるリ

ンカー領域を見出していた。しかしながら、そのアミノ酸配列を比較し選抜する効果的な方

法が確立していなかったため、リンカーの最適化を行うことができていなかった。本章では、

生物発光グルコースセンサーのダイナミックレンジの向上を目的とし、発光波長変化を指

標としたスクリーニング手法を確立することでリンカーの最適化を行う。また、細胞観察の

際にネガティブコントロールとして利用できる変異体を作製する。開発したセンサーの精

製タンパク質を用いてダイナミックレンジ、特異性、その他パラメーターを測定し、細胞内

にて機能し得る性能を有するのかを評価する。 

 

1.3 実験方法と実験材料 

プラスミド作製 

PCR により各遺伝子を増幅して生物発光グルコースセンサーの発現プラスミドを作製し

た。PCR で使用したプライマーは北海道システムサイエンスから購入した。大腸菌用発現

プラスミドは、pRSETB (Thermo Fisher Scientific) を基盤に作製した。PCRのテンプレー

トには、pcDNA3.1_FLII12Pglu-700µΔ6 (Addgene plasmid #17866) および人工合成した

nanoKAZ31を使用した。PCRは KOD-Plus (Toyobo Life Science) を使用して行った。PCR

のサーマルサイクルの条件は表 1-1 に示す。使用したプライマーの配列は付録表に示す。

pRSETBは、制限酵素BamHI (タカラバイオ) を用い、37℃で 1時間反応させることで制限
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酵素処理を行った。PCR 産物および制限酵素処理後の pRSETBの塩基配列の長さをアガロ

ースゲル電気泳動で確認した後、QIAEXⅡ Extraction Kit (QIAGEN) を用いて目的 DNA

断片の抽出および精製を行った。PCR 産物とプラスミドはHot Fusion 法にて環状化させ、

大腸菌の形質転換に使用した 32。使用したpre-assembly buffer およびHot Fusion buffer の

組成は付録表に示す。プラスミド溶液 2 µL、PCR産物溶液 2 µLと 2×Hot Fusion buffer 

4 µL を混合し、50℃で 30分間インキュベーションした。反応液 2 µL を氷上で融解させた

大腸菌コンピテントセル (XL10-Gold) 50 µL に加えて 10 分間氷上で静置させた。その後、

42℃で 45 秒間ヒートショックを行い氷上で3分間静置したのち、50 µg/mLアンピシリン

含有の LB寒天培地に塗布して、37℃で 16 時間培養することで形質転換した大腸菌コロニ

ーを得た。 

 

リンカーライブラリーの作製 

生物発光グルコースセンサーのリンカー部分を最適化するためのスクリーニング用の

DNA ライブラリーは PCR にて作製した。リンカー領域の塩基配列を NNK (N は A、T、

G、Cのいずれか、KはTもしくはG) で設計したプライマーで増幅し、上記と同様の方法

で環状プラスミドを作製した。使用したプライマーの配列は、付録表に示す。作製したプラ

スミドを用いて大腸菌 JM109 (DE3) を形質転換し、50 µg/mLアンピシリン含有の LB寒

天培地に植菌した。 

 

大腸菌からのプラスミド抽出 

形質転換した大腸菌のコロニーを爪楊枝でつつき、50 µg/mLアンピシリン含有の LB液

体培地 2.0 mL に懸濁して 37℃で一晩振盪培養した。菌体溶液を回収し、遠心分離後 

(14,000 rpm, 1 分間, 4℃) 上清を除去した。Solution I (50 mM Tris (pH 8.0)、10 mM EDTA、

100 µg/mL RNaseA) 150 µLを加えボルテックスで菌体を懸濁し、Solution II (0.2 M NaOH, 

1% SDS) 150 µL を加え転倒混和した。さらに Solution III (2 M CH3COOH, 3 M CH3COOK 

(pH5.5) ) 150 µL を加え転倒混和し、クロロホルム 150 µL を加え遠心分離 (14,000 rpm, 5

分間, 4℃) を行った。上層 400 µL を新しい 1.5 mL チューブに移して 100 %エタノール 

表 1-1. PCRのサーマルサイクルの条件 
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800 µL を加え、遠心分離 (14,000 rpm, 5 分間, 4℃) によりDNAを沈殿させた。上清を取

り除き、70%エタノール 400 µL を添加し、遠心分離後 (14,000 rpm, 2 分間, 4℃) 液体成

分を除去した。室温で 15分間乾燥させた後、50 µLの超純水に溶解させた。 

 

ライブラリーからのスクリーニング 

スクリーニングには、大腸菌コロニーおよび菌体破砕液を使用した。リンカーライブラリ

ーを用いて形質転換した大腸菌コロニーJM109 (DE3) を用意した。爪楊枝にて各コロニー

を別の LB 寒天培地に植菌し、一枚当たり約 100 個のコロニーを整列させた。Amersham 

Hybond-N+ (Cytiva) を用いてコロニーを写し取り、空のプレートに置いた。その上からア

ガロース溶液 (10 µM セレンテラジン-h (和光純薬) 、5 % アガロース-S) を 25 mL 添加

し、コロニー全体を均一に覆った。アガロースが固まる前に一回り小さいプレートの蓋を使

い整列させたコロニー部分に窪みを作り、アガロース溶液が固まった後、窪みにグルコース

溶液 (10 µM セレンテラジン-h、100 mM グルコース) を 10 mL 添加した (図 1-2 A)。そ

の後、二種類のフィルター (Cyan: 465/30, Green: 535/50 (Semrock) ) を通してCCDカメ

ラ (QIClick, QImaging) で発光像を撮影した (図 1-2 B)。撮影はグルコース溶液添加直後

と、添加後１時間に行った。取得した画像を基に、各フィルター下での発光強度から、それ

ぞれの時間でのレシオ値 (Green/Cyan) をコロニーごとに計算した。画像処理には ImageJ

を使用した。レシオ値の変化率が高いコロニーについては、元のプレートから該当するコロ

ニーを爪楊枝でつつき、100 µg/mL カルベニシリン含有の LB 液体培地 2.0 mL に懸濁し、

23℃で 60 時間振盪培養した。遠心分離 (14,000 rpm, 10 分間, 4℃) で菌体を回収し、上清

を取り除いた。回収した菌体ペレットに PBS 2.0 mL を加え、ピペッティングで懸濁した。

菌体を超音波ホモジナイザー (セントラル科学貿易) にて破砕し、遠心分離 (14,000 rpm, 

5 分間, 4℃) を行い上清を回収した。上清に終濃度 100 mM になるようにグルコースを加

え、マルチチャネル分光器 (PMA-12, 浜松ホトニクス) を用いて発光スペクトルを測定し

た。発光スペクトルから、グルコース非存在下から存在下へのダイナミックレンジを計算し

た。ダイナミックレンジの高いコンストラクトに関しては、 BigDye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing kit (Life Technologies) を使いリンカー部分のDNA配列を解読した。 

 

大腸菌からのタンパク質精製 

タンパク質発現プラスミドを用いて形質転換した大腸菌 JM109 (DE3) を 50 µg/mLアン

ピシリン含有の LB寒天培地に植菌した。その後、シングルコロニーを爪楊枝でつつき、100 

µg/mL カルベニシリンを含む LB 液体培地 200 mL に懸濁し、23℃で 60 時間振盪培養し

た。培養した菌体を遠心分離 (8,000 rpm, 10 分間, 4℃) で回収し、上清を取り除いた。菌
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体ペレットに PBS 10 mL を加え、ピペッティングで懸濁した。菌体をフレンチプレス 

(Thermo Fisher Scientific) にて破砕し、遠心分離 (14,000 rpm, 10 分間, 4℃) を行い上清

を回収した。上清に含まれているHis タグが付加された目的タンパク質に対して、Ni-NTA

レジン (QIAGEN) とイミダゾール/TNバッファー (2 M Imidazole, 5 M NaCl, 1 M Tris 

buffer (pH 7.4) ) を使いアフィニティ精製を行った。さらに、PD-10 カラム (GE 

Healthcare) によりゲルろ過を行い、イミダゾールの除去と 20 mM HEPES (pH 7.4) への

バッファー置換を行った。 

図 1-2. 大腸菌コロニーのスクリーニングの概要 

A. アガロースを用いた大腸菌コロニーのスクリーニングの工程。アガロース溶液添加

後、固まる前に小さいプレートで窪みを作製した。グルコース溶液は、窪みに添加した。

B. 大腸菌コロニーの発光像撮影システム。グルコース溶液添加後、ステージ上に大腸菌

プレートを置き、フィルターを変えながらCCDカメラで撮影を行った。 
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蛍光および発光スペクトルの測定 

グルコースが任意の終濃度になるようにグルコース溶液を加えた、菌体破砕液の上清も

しくはセンサータンパク質溶液100 µLに5.0 µMのセレンテラジン-h溶液 100 µLを加え、

マルチチャネル分光器を用いて発光スペクトルを測定した。蛍光スペクトルは、センサータ

ンパク質溶液とグルコース溶液を混合し、蛍光分光光度計 (F-7000, HITACHI) を用いて

励起波長 435±5 nmにて測定を行った。得られた蛍光および発光スペクトルは、480 nmで

の蛍光および発光強度で規格化を行った。 

 

特異性と親和性の評価 

センサーの特異性の評価では、センサータンパク質の終濃度を100 nM、グルコース、ス

クロース、フルクトース、ガラクトース、グルコース-1-リン酸およびグルコース-6-リン酸

の終濃度を任意の濃度になるようにそれぞれ調製した。各サンプル 100 µL に 5.0 µMのセ

レンテラジン-h 溶液 100 µL を加え、マルチチャネル分光器を用いて発光スペクトルを測

定した。Kd値は、グルコースおよびガラクトースの終濃度が 1 nMから 100 mMまでの間

で計測した値を使用し、Origin7 software (LightStone) にてフィッティングを行い計算した。

MglB はグルコースに対して単一結合部位を持つため 30、ｙを発光強度のレシオ値 

(530/480 nm)、x をグルコース濃度 (µM)、start をグルコースが存在しない時のレシオ値、

end をグルコースが過剰に存在する時のレシオ値とし、以下の式にてフィッティングを行っ

た。 

y = start +
(end − start) log10 x

𝐾d + log10 x
 (1-1)  

pH依存性の評価では、pH 7.0, 7.4, 7.8 については 20 mM HEPES、pH 6.0 から 9.0 につい

ては 30 mM クエン酸ナトリウムと 30 mMホウ酸ナトリウムを含むバッファー、pH 10.0

については 30 mM CHES にセンサータンパク質を混合し、発光スペクトル測定を行った。 
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1.4 結果と考察 

1.4.1 スクリーニング法の確立 

博士前期課程では、レシオメトリック生物発光グルコースセンサーを二種類開発した。一

つ目は、蛍光タンパク質Citrine 33とルシフェラーゼ nanoKAZ31をグルコース結合ドメイン

MglB 30で連結した「nKZ」 (図 1-3 A, C)、二つ目は、蛍光タンパク質Citrine と ECFP34、

nanoKAZ および MglB を連結した、リンカー部分のアミノ酸配列が異なる「LH」および

「PY」である (図 1-3 B, D)。 

ECFPと nanoKAZ を繋ぐリンカーのアミノ酸は、それぞれ Leu-His (LH) および Pro-

Tyr (PY) である。nKZ では、BRET となるペアは一つであり、LHおよび PY では、蛍光

タンパク質同士およびそれぞれの蛍光タンパク質と nanoKAZ との三つの BRET ペアがあ

る。nKZ と LH および PY のダイナミックレンジを比較した結果、nKZ よりも LH および

図 1-3. 開発済みの生物発光グルコースセンサー 

A, B.生物発光グルコースセンサーのアミノ酸配置 (A: nKZ, B: LH及び PY)。MglB にお

ける数字は、アミノ酸配列の番号を示す。C, D. 生物発光グルコースセンサーの模式図 

(C. nKZ, D. LH及び PY)。MglB にグルコースが結合することで可逆的にBRET効率が

変化し、発光色が変化する。 
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PY の方が高く、PYは LHの 3倍以上であった (図 1-4, 表 1-3)。このことから、ECFPと

nanoKAZを繋ぐリンカー部分はダイナミックレンジに大きな影響を与えると考えられるた

め、そのリンカーのアミノ酸配列の最適化を行った。 

最適な配列を効率よく選抜するために、ランダムにアミノ酸を配置したリンカーライブ

ラリーを作製しスクリーニングを行った。リンカーライブラリーは、すべてのアミノ酸の組

図 1-4. 開発済みの生物発光グルコースセンサーの発光スペクトル 

精製タンパク質の発光スペクトルをグルコース (100 mM) の有無で計測した。nKZ

の結果は、460 nmにおける発光強度で規格化を行った。LHと PYの結果は、480 nm

における発光強度で平均化を行った。 

表 1-3. 開発済みの生物発光グルコースセンサーのダイナミックレンジ 



17 

 

み合わせを取り得るランダムな人工合成プライマーを基に作成した。ランダムなプライマ

ーに含まれる塩基配列の確率はすべて等しくポアソン分布に従うと仮定し、全ての組み合

わせに対する網羅率 Pi、ライブラリーサイズをVとすると、網羅率 Piを達成するために調

べる必要がある変異体の数Tを表した式が以下になる 35。 

𝑇 = −𝑉 ln  (1 − 𝑃𝑖) (1-2) 

式 1-2 の両辺を V で割り、T/V をオーバーサンプリング係数 Qfと定義する (式 1-3)。Qf

は、Pi を達成するためにどれくらいの数の形質転換体をスクリーニングする必要があるか

の指標になる。 

𝑄𝑓 =
𝑇

𝑉
= − ln(1 − 𝑃𝑖) (1-3) 

式 1-3 より 95%の網羅率 (Pi=0.95) を実現するには、ライブラリーサイズの約 3倍の数の

変異体 (Qf≒3) を調べる必要がある。リンカーのアミノ酸数は１もしくは２とし、1 アミ

ノ酸に対する塩基配列は NNKと設定した。Nは A、T、G、Cのいずれかの塩基であり、

Kは TもしくはGである。したがって、塩基配列NNKが取り得る組み合わせは32 (4×4

×2) 通りである。リンカー部分が１アミノ酸の場合、ライブラリーサイズは 32 となり約

100 個の変異体を調べる必要がある。リンカーが2アミノ酸の場合は、ライブラリーサイズ

が 1,024 (32×32) となり、約 3,000個の変異体が解析対象となる。このような多数の変異

体を効果的に評価するため、大腸菌コロニーを対象としたスクリーニング手法の確立を試

みた。 

発光強度はルシフェリンの添加直後から減衰し、その減衰速度はルシフェラーゼおよび

ルシフェリンの濃度によっても変化する。今回はレシオメトリックなセンサーであるため、

センサータンパク質の発現量やルシフェリン濃度の局所的な違いなど、発光強度が変化す

る状況でもその影響を受けにくい定量的なスクリーニングが可能であると考えた。また、大

腸菌は細胞膜にグルコース輸送体を有しており、外部からグルコースを添加することで菌

体内グルコース濃度が上昇する 22。したがって、センサーが発現している大腸菌コロニーに

グルコースを添加することでスクリーニングが可能である。 

スクリーニングでは、グルコース添加前後それぞれについて生物発光のレシオ値 

(Green/Cyan) を取得し、その変動率が大きいものを選抜する。レシオ値の変動を検出する

ためには、センサーがグルコースと反応する前にルシフェリンを添加しておく必要がある

が、大腸菌コロニーをルシフェリン溶液やグルコース溶液に浸した場合、コロニーの崩壊が

起こるため正確な評価が困難になる。そこで、アガロースによるルシフェリン添加手法を考

案した (図 1-2A) 。高濃度のアガロース溶液とともにルシフェリンを添加することで、コ

ロニーの崩壊を防ぎつつ発光反応を起こすことが可能になる。さらに、アガロース層の上か
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らグルコース溶液を添加することで、時間経過とともにグルコースがアガロース層を透過

して大腸菌コロニーに到達し、グルコース添加後のレシオ値の測定が可能になる。 

ダイナミックレンジの異なるセンサー (nKZ, LH, PY) を指標として、この方法の定量性

を検証した。まずルシフェリンを含むアガロース溶液を添加し、アガロースが固まった後に

グルコース溶液を添加して、添加後直後 (0 min) と添加後一時間 (60 min) に二つのフィ

ルター (Cyan、Green) を通してコロニーの発光像を撮影した。得られた画像から各コロニ

ーでのレシオ値 (Green/Cyan) の変動率 (60 min/0 min)を計算したところ、精製タンパク

質により計測されたダイナミックレンジと相関が確認された (図 1-5, 表 1-4)。この結果か

ら、アガロースによるスクリーニング手法は、ライブラリースクリーニングに有効であると

判断した。 

図 1-5. 大腸菌コロニーの発光像 

Cyan (465/30 nm) , Green (535/50 nm) のフィルターを通して発光像を取得した。

それぞれのセンサーについて4つずつコロニーを作製し配置した。 

 

表 1-4. コロニーの発光像から計算したレシオ値の変動率 
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1.4.2 スクリーニングの結果 

確立したスクリーニング手法によりリンカーのスクリーニングを行った。スクリーニン

グに使用したコロニーの画像を図 1-6 に示す。１回のスクリーニングで約 100 個のコロニ

ーを調査することが可能であり、合計31 回のスクリーニングを行った。各回のスクリーニ

ングにて変化率が高かったコロニーを選抜し、菌体破砕液を使って改めてレシオ値の変動

率を測定し、最終的に候補株のリンカー配列の決定に至った。リンカーが２アミノ酸の場合

には 2,950 個のコロニーを調べ、そのうち 32 個は菌体破砕液での測定を行った。リンカー

が 1 アミノ酸の場合には 91 個のコロニーを調査し、そのうち 5 個を菌体破砕液で測定し

た。それぞれのリンカーの中でダイナミックレンジが高かった変異体の生物発光スペクト

ルとダイナミックレンジを示す (図 1-7, 表 1-5)。結果として、リンカーアミノ酸配列とし

て Pro-His が組み込まれたものが最も高いダイナミックレンジを示し、このセンサーを

LOTUS-Glc (Luminescent Optical Tool for Universal Sensing of Glucose) と名付けた。 

図 1-6. 実際のスクリーニングにおけるコロニーの発光像 

Cyan (465/30nm) , Green (535/50 nm) のフィルターを通して発光像を取得した。

一回の撮影で約 100 個のコロニーを撮影した。 
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図 1-7. 菌体破砕液の発光スペクトル 

スペクトル上部にリンカーアミノ酸配列を示す。480 nmにおける発光強度で規格化を

行った。 

 

表 1-5. 菌体破砕液のダイナミックレンジ及びリンカー部分のアミノ酸 
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1.4.3 ダイナミックレンジ 

先行研究より、グルコース結合タンパク質MglB のD236A は、グルコースと二か所の水

素結合を形成している 30 (図 1-8)。このアミノ酸をアラニンにすることでグルコースへの結

合が弱くなることが報告されていることから 36、MglB のアミノ酸配列に D236A の変異を

導入したネガティブコントロール LOTUS-Glc (D236A) を作製した。LOTUS-Glc および

LOTUS-Glc (D236A) をそれぞれ大腸菌精製タンパク質として調製し性能評価を行った。

LOTUS-Glc は、グルコースの添加によりBRET効率が変化し、発光色が変化する。精製タ

ンパク質の発光スペクトルから LOTUS-Glc のダイナミックレンジを計算した結果、約

200%であった (図1-9 A)。LOTUS-Glc (D236A) は、グルコースの添加による発光スペク

トルの変化はほとんど見られなかった (図 1-9 A)。LOTUS-Glc は蛍光センサーとしても機

能することから蛍光のダイナミックレンジを計算したところ、LOTUS-Glc は 144%、

LOTUS-Glc (D236A) は 14%であった (図 1-9 B)。以上の結果より、LOTUS-Glc は生物

発光と蛍光の両方でグルコースに明確な応答を示した。また、既存の蛍光グルコースセンサ

ーであるFLII12Pglu-700µΔ6 のダイナミックレンジは 36%であり (図 1-9B)、LOTUS-Glc

は蛍光では約 4倍、生物発光では５倍以上のダイナミックレンジの改善がなされた。 

LOTUS-Glc は、蛍光よりも生物発光で大きいダイナックレンジを示した。蛍光では

ECFP-Citrine でのみ FRET が起きるが、生物発光では ECFP-Citrine の FRET に加え、

ECFP-nanoKAZ および Citrine-nanoKAZ の BRET も起き、これらの変化の合計が生物発

光でのダイナミックレンジとなる。したがって、生物発光でのダイナミックレンジが蛍光よ

り大きくなった要因として、ECFP-nanoKAZ および Citrine-nanoKAZ の BRET 効率の変

化が影響していると推察できる。 

図 1-8. グルコース結合時のMglBの立体構造  

破線部分で水素結合を形成している。グルコース結合時のMglBの立体構造情報

は PDB (2GBP) から引用した。 
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図 1-9. 精製タンパク質の発光および蛍光スペクトル 

A. 発光スペクトル。480 nmにおける発光強度で規格化を行った。B. 蛍光スペクトル。

励起波長は435±5 nm。480 nmにおける蛍光強度で規格化を行った。 
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1.4.4 親和性と特異性 

既存の蛍光グルコースセンサーによる研究では、センサーのKd値が数百 µMから数mM

程度であれば細胞内グルコース濃度の変動が検出されている 19–21。LOTUS-Glc のグルコー

スに対するKd値は 1.1 mMであった (図 1-10 B)。したがって、LOTUS-Glc も細胞内グル

コース濃度の変化が検出可能である。またMglB はガラクトースにも結合することから、グ

ルコース以外の糖 (ガラクトース、フルクトース、スクロース) およびグルコース代謝産物 

(グルコース-1-リン酸 (G1P)、グルコース-6-リン酸 (G6P) ) に対する応答性も併せて調

査した。結果、LOTUS-Glc はグルコースとガラクトースに対して応答性を示した (図 1-10 

A)。ガラクトースに対する親和性については、Kd値は 3.5 mMであった (図 1-10 B)。 

LOTUS-Glc によるグルコース検出時にガラクトースがシグナル変化に与える影響を検

証するために、グルコースとガラクトースが混在している状態での発光スペクトルの変化

を計測した。グルコース (Glc) とガラクトース (Gal) の合計濃度が 1 mMになるように混

合したものを LOTUS-Glc と反応させ、そのレシオ値をグルコースのみの場合のレシオ値

と比較した (図 1-11)。結果として、Glc  Gal = 990  10の場合のレシオ値は、グルコース

のみの場合と有意差はなかったが、ガラクトースの割合がそれ以上になると有意差が生じ

た。この結果より、細胞内にてガラクトース濃度がグルコース濃度の１％以下であれば、ガ

図 1-10. LOTUS-Glc の評価 

A. LOTUS-Glc の特異性の評価。純水におけるレシオ値で平均化を行った。それぞれの化合

物の最終濃度は 100 mMで評価を行った。B. LOTUS-Glc のグルコースとガラクトースに対

するフィッティング曲線。フィッティングには、式1-1 を使用した。灰色領域は血漿におけ

るガラクトース濃度の範囲を、赤色領域は血漿におけるグルコース濃度の範囲を示す。デー

タは平均値±標準偏差を示す。 
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ラクトースの影響を無視した測定が可能であると判断した。ヒトの血漿ではグルコース濃

度は数 mM、ガラクトース濃度は数 µM であると報告されており、ガラクトース濃度はグ

ルコース濃度の 1%以下となっている 37,38。観察の主な対象とする培養細胞では、通常培養

条件下においても同程度の濃度比であるとみなされるため、本研究ではガラクトースによ

るレシオ値への影響は限定的であると結論づけた。 

1.4.5 pH 依存性 

細胞内オルガネラはそれぞれ固有の pHを有することから、LOTUS-Glc を特定のオルガ

ネラに局在させた場合は、その pH の違いがレシオ値に影響を与える可能性がある。そこ

で、異なる pH下での LOTUS-Glc のグルコースとの反応について調査した。結果、グルコ

ース非存在下では、LOTUS-Glc および LOTUS-Glc (D236A) は pH 依存的にレシオ値が

減少した (図 1-12 A)。また、pH 7.0, 7.4, 7.8 におけるグルコース濃度依存的なレシオ値の

変動をそれぞれ調べた (図 1-12 B)。各 pH下においてもグルコース濃度依存的なレシオ値

変動が確認できた。これらの結果より、pHの異なるオルガネラ間でレシオ値を比較するこ

とは困難であるものの、pH変化が小さい環境下であればグルコース濃度変動は検出可能で

ある。 

図 1-11. グルコースとガラクトースの混合状態での評価 

データは平均値±標準偏差を示す。** : p<0.01, n.s.: 有意差なし (p>0.05) 。 
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本項では、アガロース溶液を使った大腸菌コロニーのスクリーニング手法の確立に成功

した。確立した手法によりリンカーのスクリーニングを行い、LOTUS-Glc の開発に至った。

LOTUS-Glc は、発光で 200%、蛍光で 144%のダイナミックレンジを有する。ネガティブ

コントロールとして、MglBに変異を導入しグルコースへの親和性が大幅に減少した変異体

LOTUS-Glc (D236A) を作製し、グルコースによるシグナル変化をほとんど示さないこと

を確認した。LOTUS-Glc は、グルコースのみならずガラクトースに対しても応答性を示し、

グルコースに対しては 1.1 mM、ガラクトースに対しては 3.5 mM の Kd値を示した。通常

培養条件下ではガラクトース濃度はグルコース濃度に対して十分低いため、両者が混合し

ている状況においてはガラクトースがシグナルに与える影響は無視できる。また、LOTUS-

Glcは異なるpH条件下においても、グルコースに対する応答性を示した。以上の結果より、

LOTUS-Glc は細胞内にてグルコースセンサーとして機能し得ると判断した。 

図 1-12. pH依存性の評価 

A. グルコース非存在下における pH依存性。B. 異なる pHにおけるグルコース濃度依

存的なレシオ値変動。データは平均値±標準偏差を示す。 
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2 哺乳類細胞でのグルコース変動の検出 

2.1 背景 

2.1.1 哺乳類細胞のグルコース取り込み 

哺乳類細胞は、外部から取り込んだグルコースをエネルギー生産に利用しており、取り込

みは主にグルコース輸送タンパク質 (GLUT) ファミリーが担っている。GLUT には

GLUT1~14 まで種類があり三つのサブファミリーを構成している。それぞれのGLUTは、

グルコースおよび阻害剤に対する親和性、組織での発現量、環境変化への応答性などが異な

る 39。基本的なグルコースの取り込みはGLUT1 が行い、脂肪や筋肉のようなインスリン感

受性組織では GLUT4 も協調的な働きを有している 40。がん細胞では GLUT1 が過剰発現

しており、これによりグルコースが過剰に取り込まれ、活発な増殖や成長を可能にしている

3。 

GLUT1 によるグルコースの取り込みは、グルコースに対する親和性の変化、膜局在化、

発現量の変化の三つの機序により制御されている。一つ目のグルコースに対する親和性の

変化がもっとも早い応答であり、細胞内の刺激に応じて起こる。例えば、活性酸素種のよう

な細胞内ストレスにより AMPK がリン酸化されると、活性化した AMPK が GLUT1 に結

合している TXNIR もしくは Stomatin と反応しそれらを GLUT1 から解離させる。これに

より、GLUT1のグルコースに対する親和性が上昇しグルコースの取り込みが活性化する 15 

(図 2-1A)。GLUT4 は通常条件下では小胞体に局在している。インスリン受容体にインス

リンが結合すると、インスリン受容体基質 (IRS) がリン酸化され PI3K/Akt シグナルが伝

達する。結果、小胞体と細胞膜の融合が誘導され、GLUT4が細胞膜に局在化しグルコース

の取り込みが活性化する 41,42 (図 2-1B)。GLUTファミリーは、細胞内ストレスやがんや糖

尿病といった疾患と関係性があり、GLUT を標的にした薬剤評価を行う上では、細胞内グ

ルコース濃度が重要な指標となっている。 
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2.1.2 生物発光センサーの利点 

細胞内のグルコース濃度は増減するため、可逆的な検出が可能なグルコースセンサーを

使用することが適切である。しかしながら、蛍光センサーでは測定の際の励起光の必要性か

ら、薬剤スクリーニングやオプトジェネティクスとの併用にて様々な制限が生じる。 

 新薬開発のスクリーニングで使用されるアッセイでは、高い再現性と安定性が求められ

る。生物発光センサーによる解析は、光毒性や光退色による問題がない、バックグラウンド

図 2-1. GLUT1, 4 のグルコース取り込み活性化の概略 

A. ROS によるGLUT1 のグルコース親和性の変化機序。ROSにより AMPKがリン酸化

されることで起きる。B. インスリンによるGLUT4 の膜局在化。インスリン受容体に結

合し、自己リン酸化が起きることで開始する。 
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ノイズが低い、光感受性のある薬剤もスクリーニングできるという利点から、再現性が高く

安定したアッセイが可能であり、薬剤スクリーニングにて広く使用されている 25。 

オプトジェネティクスは、細胞中の特定の分子挙動を光照射により操作することで、細胞

活動を時空間的に制御する方法である。オプトジェネティクスにて使用される制御ツール

には光感受性タンパク質が組み込まれているため 23、蛍光センサーを併用した場合には、蛍

光センサーの励起光とオプトジェネティクスツールの制御光を厳密に使い分ける事が困難

になる。観察の際に励起光が不要である生物発光は、その特性から、オプトジェネティクス

と併用した観察が行われている 43,44。 

 

2.2 目的 

哺乳類細胞にて、LOTUS-Glc がグルコースセンサーとして機能することを確認する。ま

た、薬剤スクリーニングへの応用の可能性を検討するために、グルコース取り込みに関する

薬剤の細胞への影響を LOTUS-Glc で評価する。さらに他の技術との併用を想定して、

LOTUS-Glc とオプトジェティクスツールとの同時使用を行う。 

 

2.3 実験方法と実験材料 

哺乳類細胞発現プラスミドの作製 

哺乳類細胞用発現プラスミドは、pcDNA3.1 (Thermo Fisher Scientific) を基盤に作製し

た。PCRのテンプレートには、LOTUS-Glc-pRSETB、LOTUS-Glc (D236A)-pRSETB、P2A

配列およびpcDNA3.1_miniSOG2 T2A H2B-EGFP (Addgene plasmid #87410) を使用し、

それぞれの断片を増幅した。使用したプライマーの配列は付録表に示す。pcDNA3.1 は制限

酵素 BamHI、EcoRI (タカラバイオ) を用い直鎖状にし、PCR 産物と直鎖状プラスミドを

Hot Fusion 法にて連結し、環状プラスミドにした。 

 

哺乳類細胞の生物発光および蛍光イメージング 

哺乳類細胞としてHEK293T 細胞およびC2C12細胞を使用した。哺乳類細胞は 10%ウシ

胎児血清を含むDulbeccos’s modified Eagle’s medium (DMEM) 培地にて 37℃で培養した。

遺伝子導入の前日に細胞をトリプシン処理により剥離し、Cellmatrix Type1-C (新田ゼラチ

ン) でコーティングされた 35 mmガラスボトムディッシュに移して培養した。遺伝子導入 

(トランスフェクション) は、Opti-MEM (Gibco)、ポリエチレンイミン (Polyscience, PEI 

Max) およびプラスミドを混合した溶液を培養細胞に加え、一晩培養することで行った。遺

伝子導入した細胞のイメージングでは、直前に培地をDulbeccos’s phosphate buffered saline 
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(Fujifilm, D-PBS) に置換し、37℃で一時間ほど培養を行った。生物発光イメージングでは、

D-PBS でフリマジン (Promega, NanoGlo🄬 Luciferase Assay System) を 500 倍希釈したフ

リマジン溶液を調製し、700 µL を加えた。その後、250 mMグルコース溶液 100 µL をフ

リマジンとともに添加した。観察は倒立顕微鏡 (Olympus, IX83) にて行い、対物レンズ 

(Olympus, UPLFLN40x)、励起光源 (Olympus, U-HGLGPS)、EMCCD カメラ (Andor, 

iXon Ultra)、フィルター (Olympus, U-FCFP (Cyan), U-FYFP (Yellow) ) をそれぞれ使用

した。生物発光イメージングでの細胞種ごとに使用した培地および発光観察の露光時間は

表 2-1 に示す。蛍光イメージングは、光強度 6%、露光時間 300 msec で行った。miniSOG2

の光刺激実験では、光刺激した後にフリマジンを添加した。miniSOG2の励起は、U-FCFP

を通して光強度 50%、90 sec 露光することで行った。 

 

グルコース取り込み阻害剤の評価 

顕微鏡下でのグルコース取り込み阻害剤 (Phloretin) の影響の観察は、10% Hank’s 

balanced salt solution (Sigma, HBSS) を含むDMEM/F12 を使用し、100 µM Phloretin (東

京化成工業) 溶液 100 µL をフリマジンとともに添加した。細胞懸濁液を用いた Phloretin

の影響の評価は、10%ウシ胎児血清を含む DMEM 培地に終濃度 10 µM になるように

Phloretin を添加し、37℃で一晩培養した。トリプシン処理により細胞懸濁液を調製し、細

胞懸濁液 100 µL に対して 100 µL のフリマジン溶液を添加し、プレートリーダー 

(CORONA, SH-9000) を用いて発光スペクトルを測定した。 

 

活性酸素種の測定 

オプトジェネティクスツール (miniSOG2) による活性酸素種の発生の確認には、ROS 

Assay kit-Highly Sensitive DCFH-DA (同仁化学) を使用した。miniSOG2をトランスフェ

クションした哺乳類細胞を準備し、HBSS で洗浄後、染色液を添加し 37℃で 30 分培養し

た。HBSS で洗浄後、トリプシン処理により細胞懸濁液を調製し、光刺激前後における蛍光

強度を F-7000 (HITACHI) を用い、励起波長 500±5 nmにて測定を行った。光刺激は顕微

表 2-1. 顕微鏡の発光観察条件 
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鏡下で光学フィルター (U-FCFP) および励起光源 (Olympus, U-HGLGPS) を用い、光強

度 50%、90 秒間露光することで行った。 

 

2.4 結果と考察 

2.4.1 グルコース添加の影響評価 

LOTUS-Glc を発現させた哺乳類細胞を使い、培地中のグルコース濃度を変化させること

で生物発光の変動を確認した。培地へのグルコース添加後、HEK293T 細胞および C2C12

細胞の両方の細胞でコントロールと比較してレシオ値 (Yellow/Cyan) は上昇した (図 2-2 

A, B)。レシオ値の上昇率は、HEK293T 細胞よりもC2C12細胞の方が小さかった (図 2-2 

B)。C2C12 細胞は骨格筋由来の細胞、HEK293T細胞は腎臓由来の細胞であり、GLUTの

発現量および種類が異なる 40,45。また人体では、グルコースの取り込みは腎臓よりも骨格筋

の方が高い 46。したがって、C2C12 細胞は、元々の細胞内グルコース濃度が高いことから

HEK293T 細胞よりもグルコース添加によるレシオ値の上昇が小さいと推測される。 

図 2-2. 哺乳類細胞におけるグルコース添加の影響評価 

A. HEK293T 細胞の発光観察像。レシオ値 (Yellow/Cyan) を疑似色で示した。スケー

ルバーは 10 µm。B. グルコース添加後のレシオ値の時間変動。矢印時点でグルコース

を添加した。データは平均値±標準偏差を示す。 
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発光強度はルシフェリン添加後から減少し続けるため、HEK293T 細胞における発光強度

の減衰がレシオ値に与える影響を評価した (図 2-3 A)。発光強度の減衰に伴いわずかなレ

シオ値の上昇が確認されたが、グルコース添加によるレシオ値の変動と比較すると十分に

小さいため、発光強度の減衰によるレシオ値の変動は無視してよいと判断した。 

開発した生物発光センサーは、外部からのグルコースの取り込みを検出できることが示

された。この現象は、従来の蛍光センサーを使用した場合でも検出可能である 19–22。しかし

蛍光での検出では、励起光による光毒性や光退色などの影響を考慮する必要がある 47–49。そ

こで、生物発光センサーの意義を確認するために、蛍光観察の際の励起光照射の影響を調査

した。既存の蛍光グルコースセンサーFLII12Pglu-700µΔ6 および生物発光センサーのコン

トロールである LOTUS-Glc (D236A) を HEK293T 細胞に発現させ、グルコースを添加せ

ずに蛍光観察を行った。FLII12Pglu-700µΔ6 では、レシオ値は時間経過とともに上昇した

のに対し、LOTUS-Glc (D236A) では、レシオ値の変動は見られなかった (図 2-3 B)。ま

た、ECFP単体を発現させ同様の条件で蛍光観察を行ったところ、蛍光強度の減衰は見られ

なかった (図 2-3 C)。これらのことから、FLII12Pglu-700µΔ6 のレシオ値の上昇は、

FLII12Pglu-700µΔ6 での FRETドナーである ECFPの光退色によるものではなく、励起光

による光毒性が原因だと考えられる。このように、蛍光観察を行う際には光退色と光毒性の

影響によりシグナル変動が起きる可能性に注意する必要があるが、生物発光イメージング

では、励起光が必要ないことからそのような問題を回避することができる。 
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2.4.2 グルコース取り込み阻害剤の影響評価 

開発した LOTUS-Glc のスクリーニングへの適用を評価するため、グルコース取り込み

阻害剤である Phloretin の影響を評価した。Phloretin は GLUT1 に結合することで、GLUT1

を介したグルコース取り込みを阻害する機能を有している 50。LOTUS-Glc が発現している

HEK293T 細胞に対して Phloretin を添加し、プレートリーダーを用いて発光スペクトルを

測定した。結果として、Phloretin の添加によりレシオ値 (530/480 nm) は低下した (図 2-

4 A)。顕微鏡下においても、LOTUS-Glc は Phloretin の添加によるレシオ値 (Yellow/Cyan) 

の低下が確認された (図 2-4B)。以上の結果より、LOTUS-Glc はプレートリーダーを用い

た薬剤評価に適用できる。また、顕微鏡下では細胞ごとの影響を評価することも可能である。 

図 2-3. HEK293T細胞における時間依存的なシグナル変化の観察 

A. 発光強度とレシオ値 (Y/C) の時間変化。B. 蛍光におけるレシオ値 (Y/C) の時間変

化。C. ECFP の蛍光強度の時間変化。データは平均値±標準偏差を示す。 
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2.4.3 オプトジェネティクスツールの影響評価 

蛍光タンパク質miniSOG2は、励起光照射により蛍光とともに活性酸素種を発生する 43。

活性酸素種存在下では、GLUT1 はグルコースの取り込みが活性化することが報告されてお

り、このプロセスは一時間程度で誘導される 15。したがって、miniSOG2への励起光照射に

よりGLUT1 によるグルコースの取り込み活性が促進されると予測できる。 

最初に、活性酸素種感受性蛍光色素 (DCFH-DA) を用いて miniSOG2 による活性酸素

種の発生を確認した。DCFH-DA は、細胞内に取り込まれエステラーゼおよび活性酸素種

と反応することで蛍光性を有する蛍光色素である。miniSOG2 を発現している細胞では、青

色光照射により DCFH-DA の蛍光強度が上昇したため、活性酸素種の発生が確認された 

(図 2-5)。 

図 2-4. HEK293T細胞におけるPhloretin の影響評価 

A. 細胞懸濁液の発光スペクトル。480nm における発光強度で平均化を行った。

C. 時間依存的な Phloretin の影響評価 (矢印時点において Phloretin を添加)。デ

ータは平均値±標準偏差を示す。 
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次に、LOTUS-Glc と miniSOG2 をそれぞれ発現させたHEK293T細胞およびC2C12 細

胞に対して青色光を照射し、その影響を生物発光にて観察した (図 2-6 A)。HEK293T 細胞

では、miniSOG2 が共発現している場合には、観察開始から 30 分経過後からレシオ値 

(Yellow/Cyan) の上昇が見られた (図 2-6B)。コントロールではレシオ値の上昇は軽微であ

った (図 2-6 B)。一方で、C2C12 細胞ではレシオ値の上昇は見られなかった (図 2-6 C)。

C2C12 細胞は、HEK293T 細胞よりも GLUT4 の発現量が高く、恒常的なグルコースの取

り込みが抑えられインスリン依存的なグルコース取り込みが活性化しやすいと考えられる 

41 (図 2-1 B)。よって、C2C12細胞では活性酸素種によるGLUT1 活性化の影響が限定的で

あったと推測できる 45。 

 

本項では、LOTUS-Glc を哺乳類細胞に発現させてその性能を評価した。LOTUS-Glc を

発現したHEK293T 細胞およびC2C12細胞では、培地へのグルコースの添加によってコン

トロールと比較してレシオ値 (Yellow/Cyan) が増加したことから、LOTUS-Glc がそれぞ

れの細胞内で機能することが示された。また、グルコース取り込み阻害剤 Phloretin の添加

では、顕微鏡下および細胞懸濁液のそれぞれにてレシオ値 (Yellow/Cyan, 530/480 nm) が

減少したことから、薬剤影響の評価が可能であることを確認した。さらには、HEK293T細

胞では miniSOG2 からの活性酸素種の発生によるグルコース濃度の増加が検出され、生物

発光センサーによってオプトジェネティクスによる細胞操作を評価できることも確認した。 

図 2-5. HEK293T細胞でのROSの測定 

HEK293T 細胞に miniSOG2 を発現させて、励起光を照射することで ROS

を発現させた。励起波長は500±5 nm。526 nmにおけるDCFH-DAの蛍光

強度の変化を計算した。データは平均値±標準偏差を示す。 
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図 2-6. オプトジェネティクスツールが与える影響の評価 

A. 実験の概略。操作はすべて顕微鏡下にて行った。B. HEK293T 細胞における時

間依存的なレシオ値 (Y/C) の変動。C. C2C12 細胞における時間依存的なレシオ

値 (Y/C) の変動。データは平均値±標準偏差を示す。 
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3 植物細胞への応用 

3.1 背景 

3.1.1 植物の光依存性 

植物は、代謝や遺伝子発現などを調節することで外部環境の変動に適応している。グルコ

ース生産を担う光合成をはじめとして、光は植物にとって影響が大きい環境要素の一つで

ある。光合成では、葉緑体中のクロロフィルにて主に青色と赤色の光が吸収される。吸収し

た光エネルギーの一部は光化学系に組み込まれ、グルコース生産に寄与する。色素タンパク

質であるフィトクロムは、赤色と遠赤色光を吸収することで転写因子と相互作用し、様々な

遺伝子の発現を制御している。制御される遺伝子の中にはデンプン合成に関わる遺伝子も

含まれており、クロロフィルと同様にエネルギー代謝に関わっている 51。 

光合成は、植物、藻類やシアノバクテリアなど細胞内に葉緑体を有している生物で行われ

ている。これらの生物では、光合成により光エネルギーを化学エネルギーに変換し、グルコ

ースを含めた有機物を合成している。光合成は、葉緑体内のチラコイド膜上で行われる光化

学系Ⅰ, Ⅱと、ストロマで行われるカルビン・ベンソン回路の二つの反応経路で構成される 

(図 3-1)。まず、光化学系Ⅱではクロロフィルが光エネルギーを吸収し、水の酸化を通して

電子とプロトンを生成するとともに酸素を放出する。電子は電子伝達系を介して光化学系

Ⅰに渡り、さらに ATP と NADPH が合成される (式 3-1)。ATP と NADPH は、カルビ

ン・ベンソン回路での炭素固定反応 (式 3-2) に利用され、最終的にグルコースが生成され

る。 

2𝐻2𝑂 + 2𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 3𝐴𝐷𝑃 + 3𝑃𝑖 = 2𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 3𝐴𝑇𝑃 + 𝑂2 + 2𝐻+ (3-1) 

6𝐶𝑂2 + 18𝐴𝑇𝑃 + 12𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻 + 12𝐻+ =  𝐶6𝐻12𝑂6 + 18𝐴𝐷𝑃 + 18𝑃𝑖 + 12𝑁𝐴𝐷𝑃+ + 6𝐻2𝑂 (3-2) 

生成されたグルコースは、そのままストロマにてデンプンとして貯蔵されるか、細胞質に運

搬され解糖系やスクロースの合成などに使われる。 

図 3-1. 葉緑体の模式図 

ストロマは、チラコイド膜外の液状部分を指す。クロロフィルは、チラコ

イド膜に局在し、明反応のための光エネルギーを吸収している。 

 



37 

 

3.1.2 植物由来のプロトプラスト 

植物細胞は細胞壁を有し、隣接する細胞同士が結合した組織を形成している。そのままの

状態で個々の細胞を分離することは困難であり、薬剤刺激や遺伝子導入などの作業が細胞

壁により阻まれるといった実験上の問題も生ずる。プロトプラストは酵素処理により細胞

外組織および細胞壁を除去した細胞を指す (図 3-2)。細胞壁が除去されたことで浸透圧に

対して敏感になるが、等張溶液中では安定し植物細胞としての機能は維持される。プロトプ

ラストは個々の細胞が分離しているため、プレートリーダーなどを用いた計測に使用する

ことが可能であり、外部ストレス応答の確認や薬剤スクリーニングなどで使用されている

52。 

プロトプラストは液体培地中で維持するため、光合成および合成されるグルコースなど

の解析を行う場合には注意が必要となる。通常の光合成では、空気中の二酸化炭素を炭素源

として使用するが、プロトプラストでは炭素源として重炭酸塩 (炭酸水素ナトリウム) を培

地へ添加する。この環境下においても、プロトプラストにて炭素固定および酸素発生が起き

ていることが確認されている 53,54。 

 

3.2 目的 

LOTUS-Glc を導入したタバコ由来プロトプラストを使用し、植物細胞内のグルコース濃

度の変動を解析する。光条件、炭素源の有無および局在の違いがグルコース濃度に与える影

響を評価し、LOTUS-Glc の植物細胞への適用を確認する。 

 

 

 

図 3-2. 植物細胞のプロトプラスト化の流れ 

Macerozyme で細胞外組織 (ペクチンなど) を消化し、単細胞化する。cellulase で細胞

壁 (セルロースなど) を消化し、プロトプラスト化する。 
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3.3 実験方法と実験材料 

植物発現用ベクターの作製 

植物細胞発現プラスミドは、pRI201_AN (Takara) を基盤に作製した。PCR のテンプレ

ートには、LOTUS-Glc-pRSETB、LOTUS-Glc (D236A)-pRSETBおよび RBCS1a (ribulose 

bisphosphate carboxylase small chain 1A) 55を使用し、それぞれの断片を増幅した。使用し

たプライマーの配列は、付録表に示す。pRI201_ANは制限酵素NdeI (タカラバイオ) を用

い直鎖状にし、PCR産物と直鎖状プラスミドをHot Fusion 法にて連結し、環状プラスミド

にした。 

 

植物細胞の形質転換 

作製したプラスミドとアグロバクテリウム (Agrobacterium tumefaciens , GV3101) を混

合し、37℃で 5分間インキュベーションした後、50 µg/ml カナマイシンおよび 15 µg/ml ゲ

ンタマイシン含有の LB 寒天培地に播種した。30℃で二日間培養することで形質転換した

アグロバクテリウムコロニーを得た。コロニーを爪楊枝でつつき、50 µg/ml カナマイシン

および 25 µg/ml ゲンタマイシン含有の LB 液体培地 2.0 mL に懸濁し、30℃で一晩液体培

養を行った。培養後、LB培地を懸濁用溶液 (10 mM CaCl2, 200 µMアセトシリンゴン) と

置換し、OD600が0.4 になるように調整したアグロバクテリウム懸濁液を用意した。作成し

たアグロバクテリウム懸濁液をNicotiana benthamiana の葉に注入し、三日間室温にてイン

キュベーションすることで形質転換を行った。 

 

プロトプラストの作製 

形質転換したNicotiana benthamiana の葉からプロトプラストを作製した。メスを使い葉

を約 1cm四方にカットし、酵素溶液 (1 % cellulase (ヤクルト薬品工業), 0.6 % macerozyme 

(ヤクルト薬品工業), 400 mM mannitol, 20 mM KCl, 10 mM CaCl2・2H2O, 20 mM MES, pH 

5.7) に浸しアルミホイルで覆い、葉が消化されるまで約 5~7時間室温でインキュベーショ

ンした。wash buffer (400 mM mannitol, 20 mM KCl, 10 mM CaCl2・2H2O, 10 mM MES, pH 

5.7) で氷上にて洗浄を行った後、懸濁用溶液 (400 mM mannitol, 15 mM MgCl2, 10 mM 

HEPES, pH 7.4) によりプロトプラストを懸濁した。重炭酸塩を添加する場合は、終濃度が

5 mM になるように NaHCO3を添加した。作成したプロトプラスト懸濁液は、暗条件 (ア

ルミホイルで覆う) もしくは明条件 (60 µmol/m2/sec) で室温にて一晩インキュベートし

た。 
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プロトプラストの発光スペクトル測定 

プロトプラスト懸濁用溶液でフリマジンを 500 倍希釈し、フリマジン溶液を調製した。

プロトプラスト懸濁液 100 µL とフリマジン溶液 100 µL を混合し、プレートリーダー 

(CORONA, SH-9000) を用いて発光スペクトルを測定した。 

 

LOTUS-Glc の局在観察 

プロトプラスト内での LOTUS-Glc の局在は、倒立顕微鏡 (Nikon, Ti-2)、EMCCDカメ

ラ (Andor, iXon Ultra)、100倍対物レンズ (Nikon, CFI Plan ApochromatλD 100×Oil)、

共焦点ユニット (Andor, Dragon fly200)、蛍光フィルター (521/38 nm, 700/75 nm) を用

いて確認した。励起光源は 488 nmレーザーおよび637 nmレーザーを用いた。 

 

3.4 結果と考察 

3.4.1 生物発光が植物に与える影響 

植物細胞内で生物発光が生じた場合、その発光が光化学系に影響する可能性について計

算を行った。光合成による炭素固定と呼吸による炭素放出が等しくなる光強度を、光補償点

と呼ぶ。光補償点は植物種によって異なり、タバコでは 20~35 µmol/m2/sec と報告されて

いる 56 (mol/m2/sec  光量子フラックス密度 (PPFD)。単位面積単位時間当たりに照射され

る光子の数を表す)。LOTUS-Glc に含まれるルシフェラーゼ nanoKAZ と同一のアミノ酸

配列であるルシフェラーゼ Nanoluc の発光強度は、細胞中に数 µM 程度の濃度で発現した

場合では 3~4 µW/cm2になる 8,27,57 (W/cm2 放射照度 (PFD)。単位面積当たりに放射され

るエネルギーを表す)。PPFDと PFDについて、nanoKAZ の生物発光のピーク波長である

460 nmを基準として単位変換の計算を行った。Ephotonを光子一個のエネルギー (J)、NAを

アボガドロ定数 6.026×1023 (/mol)、h をプランク定数 6.626×10-34 (J・sec)、c を光速 3×

108 (m ・sec)、λを波長 (m) とすると Ephoton および PPFDと PFDの関係は以下の式にな

る。 

𝑃𝑃𝐹𝐷 =
𝑃𝐹𝐷 × 104

𝐸𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑛 × 𝑁𝐴
(3-3)  

𝐸𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑛 =
ℎ × 𝑐

𝜆
(3-4) 

式 3-3, 3-4 より、 

𝑃𝑃𝐹𝐷 ≒
𝑃𝐹𝐷

26
(3-5) 



40 

 

式 3-5 より、nanoKAZ の PPFD は 0.12~0.15 µmol/m2/sec となり、タバコの光補償点 

(20~35 µmol/m2/sec) に対して十分小さい値となった。したがって、LOTUS-Glc の発光が

植物に与える影響は軽微であると考えた。 

 

3.4.2 プロトプラスト内の局在確認 

光合成によるグルコース生産が葉緑体で行われることから、植物細胞では細胞質と葉緑

体でグルコース濃度の変動に違いが見られることが予想される。LOTUS-Glc を葉緑体に局

在させるため、葉緑体局在タグとして RBCS1a を使用した。RBCS1a は Rubisco の小サブ

ユニットであり、葉緑体内のストロマに局在する。RBCS1a が融合した LOTUS-Glc の局在

を確認したところ、クロロフィルの自家蛍光と一致していた 58 (図 3-3)。タグがない場合に

は明確に葉緑体と局在が分離していたため、LOTUS-Glc は RBCS1a の融合により、プロト

プラスト内での葉緑体への局在が制御されることが確認された。 

3.4.3 LOTUS-Glc によるグルコース濃度変化の検出 

LOTUS-Glc を導入したタバコ由来プロトプラストにおける、明暗条件、炭酸水素ナトリ

ウムの有無および異なる局在の違いによるグルコース濃度変動を検出した。葉緑体局在タ

グを付けていない場合、明条件と比較すると暗条件の方がレシオ値が高く、炭酸水素ナトリ

図 3-3. プロトプラストでの局在確認 

励起には 488 nm及び 637 nmレーザーを使用した。画像のコントラストは自動で調節を行

った。スケールバーは、10 µm。 
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ウム存在下では+21%、炭酸水素ナトリウム非存在下では+27%の変動であった (図 3-4 A)。

葉緑体局在タグを付けている場合も同様に、明条件と比較すると暗条件の方がレシオ値 

(530/480 nm) が高く、炭酸水素ナトリウム存在下では+1%、炭酸水素ナトリウム非存在下

では+15%の変動であった (図 3-4 A)。LOTUS-Glc (D236A) では条件の違いによるレシ

オ値変動に差はなかった (図 3-4 sB)。以上の結果より、LOTUS-Glc はタバコ由来プロト

プラストにおける条件依存的なグルコース濃度変動を検出できることが示された。 

明条件よりも暗条件にてグルコース濃度が高くなったことに関しては、暗条件によるグ

ルコース代謝の制限やデンプンの分解促進などが理由として挙げられる。また炭酸水素ナ

トリウム存在下での明暗条件による濃度差の縮小は、炭酸水素ナトリウム存在下での炭素

固定 (式 3-1, 2) によるグルコース生成によるものと推測される。炭酸水素ナトリウムがレ

シオ値に与える影響が葉緑体よりも細胞質の方で大きかったことについては、炭素固定反

応が葉緑体で行われていることが原因だと考えられる。葉緑体と細胞質のグルコース濃度

を比較するには、各局在環境の pH の影響を考慮する必要がある。LOTUS-Glc および

LOTUS-Glc (D236A) は pHに依存してレシオ値が低くなり (図 1-12)、一般的にはストロ

マ内の pHは細胞質よりも高いことが報告されている 59。プロトプラストにおける LOTUS-

Glc (D236A) の発光スペクトルを比較すると、局在の違いによるレシオ値の変動は見られ

ない (図 3-4 B)。したがって、細胞質とストロマのpHの違いがレシオ値に与える影響は無

視できると考えた。そのうえで LOTUS-Glc の各局在でのレシオ値を比較すると、どの条件

においても細胞質の方が高い (図 3-4 A)。すなわちグルコース濃度はストロマよりも細胞

質が高いことを示しており、これは既存の研究結果と一致している 60。 

 

本項の結果を踏まえると、LOTUS-Glc は光条件、炭素源の有無および局在によるグルコ

ース濃度変動の違いを明瞭に検出しており、植物細胞でもグルコースセンサーとして機能

することが示された。 
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図 3-4. 各局在及び各条件におけるプロトプラスの発光スペクトル 

A. LOTUS-Glc を発現。B. LOTUS-Glc (D236A) を発現。480 nmにおける発光強度で

平均化を行った。 
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4 展望 

生物発光センサー開発の将来展望 

センサーの開発では、明瞭な検出を可能にするために、より高いダイナミックレンジを示

す候補をスクリーニングすることが重要である。生物発光センサーのスクリーニングでは、

検出に発光基質を添加する必要があるため、蛍光センサーと比較すると大腸菌コロニーに

よるスクリーニングは困難であった。今回確立したアガロースを用いたスクリーニング手

法は、アガロースゲルおよび大腸菌の細胞膜を透過する分子が標的であれば同様の手法で

スクリーニングを行う事が可能である事から、今後の生物発光センサー開発において、有益

なスクリーニング手法になると考えられる。また、標的が大腸菌の細胞膜を透過しない分子

の場合には、細胞膜を溶解させるタンパク質を一時的に発現させることで、大腸菌内からセ

ンサータンパク質を漏出させ、同様の手法でスクリーニングすることが可能である 61。 

LOTUS-Glc のデザインと同様に、二種類の蛍光タンパク質とルシフェラーゼからなる生

物発光センサーは開発されており、これらのセンサーも蛍光と生物発光の両方で測定が可

能になっている 28,29。しかしながら、ダイナミックレンジは生物発光の方が低い。一方、

LOTUS-Glc では、蛍光よりも生物発光のダイナミックレンジが高い。この違いは、ルシフ

ェラーゼを繋げるリンカーの最適化によるものである。本研究の改良を参考に、既存のレシ

オメトリック蛍光センサーにルシフェラーゼを結合させて生物発光センサーに展開する場

合には、ルシフェラーゼを繋げるリンカーに注目し最適化する事で、生物発光においても高

いダイナミックレンジが達成される。 

 

LOTUS-Glc の将来展望 

細胞は、外部環境や細胞内環境の変化に応じてグルコース代謝を柔軟に適応させている。

C2C12 細胞は、培地中のインスリン様成長因子やビタミンDの濃度依存的に分化や細胞分

裂を起こし、結果として細胞内グルコース濃度が変動することが報告されている 62–64。この

グルコース代謝の適応は数時間から数十時間の反応であるため、この過程を追跡する場合

には、長時間にわたる連続的な観察が求められる。本研究ではルシフェリンとしてフリマジ

ンを使用したが、長時間観察を目的として開発されたルシフェリンの使用も考慮すべきで

ある 65。長時間観察用に開発されたルシフェリンには化学修飾が施されており、ルシフェラ

ーゼ以外の要因による酸化の抑制や細胞への取り込み速度の調節によって、一度の添加に

より数十時間といった長時間の発光観察が可能になる。動物個体レベルでは、糖尿病では肝

臓や筋肉、神経疾患では脳、がんでは腫瘍組織において異なるグルコース代謝を示す。生物

発光センサーは、細胞のみならず深部組織や動物個体のイメージングでも使用されている
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ことから、疾患に応じた組織でのグルコース濃度の変動が検出可能であり、疾患に対する薬

剤の評価やストレス応答の評価を個体レベルで行うことができる 24,27,66。さらに、既存の血

糖値測定の技術と組み合わせることで、血糖値の変動と組織特異的なグルコース濃度の変

動の両方を測定することが可能になり、より詳細な解析に貢献できる。 

既存の蛍光グルコースセンサーFLII12Pglu-700µΔ6 を用いた実験では、励起光の光毒性

によるグルコース変動が確認された。光毒性が与える影響の大きさは観察条件や使用する

細胞種などに依存するものの、今回の結果のような明らかな影響が出ている場合には、生物

発光による観察が適していると言える。LOTUS-Glc は、蛍光センサーとしても生物発光セ

ンサーとしても使用可能であり、その選択ができる事は利点である。また、オプトジェネテ

ィクスとの組み合わせでは、光刺激と観察を独立して行えることから、細胞間相互作用の観

察で特に利点がある。例えば、老化細胞は、SASP因子と呼ばれる分子を分泌し、それによ

り周辺細胞の細胞老化を誘導していることが報告されている 67。そのため、オプトジェネテ

ィクツールにより老化細胞特異的に細胞死を誘導し、その前後の周辺細胞を観察すること

で老化細胞が周辺細胞に与えている影響を評価することができる。生物発光センサーを用

いることで、このようなオプトジェネティクスと組み合わせた観察も可能になることから、

今後生物発光センサーの需要は高まると予測できる。 

本研究では植物細胞での LOTUS-Glc の性能評価として、ルシフェリンの細胞内供給が

容易であるプロトプラストを使い実験を行った。生物発光はプロトプラストに限らず、通常

の植物体においても検出可能である 68,69。光合成はクロロフィルを含む細胞でのみ行われて

おり、クロロフィルを含まない細胞や光が当たっていない細胞は、光合成を行っている細胞

からスクロースをエネルギー源として受け取り、植物体としてのエネルギーバランスを維

持している 70。LOTUS-Glc による植物体の生物発光イメージングを行う事で、そのような

植物体全体のエネルギーバランスの調節や、暗条件下での代謝順応などの解析が可能とな

る。近年、植物にルシフェリン合成に関わる遺伝子を導入することで、外部からのルシフェ

リンの添加を必要とせずに自ら発光をする植物が開発されている 71,72。このシステムと生物

発光センサーを組み合わすことができれば、これまでの生物発光イメージングでは困難だ

った数日以上の連続した観察や、植物個体間および個体群といったよりマクロなスケール

での評価など、様々な研究への応用が期待できる。 
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Rikuto Tanaka, Kazunori Sugiura, Kenji Osabe, Mitsuru Hattori, and Takeharu Nagai 

Genetically encoded bioluminescent glucose indicator for biological research 

Biochemical and Biophysical Research Communications, 742, 151092 (2025)  

 

 

付録表  

 

プライマーDNAのリスト 

プライマー名 プライマー配列 (5’ to 3’)  

R-2AA random linker GACGAAGTCCTCCAGGGTKNNKNNCCCGGCG 

R-1AA random linker GACGAAGTCCTCCAGGGTKNNCCCGGCGGCGGTC 

R-0AA linker GACGAAGTCCTCCAGGGTCCCGGCGGCGGTC 

F-nkz-ΔN3 ACCCTGGAGGACTTCGTC 

F-MglB-pRSETb TACGACGATGACGATAAGATGGCTGATACTCGCATTGG 

R-nkz-pRSETb TGCAGATCTCGAGCTCGGATCTTAGGCCAGGATTCTCTCGC 

F-D236A GCGGCGCTGCCAGAAGCG 

5×pre-assembly buffer の組成 2×Hot fusion buffer の組成 
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F-koz-MglB GGTACCGAGCTCGCCACCATGGCTGATACTCGCATTG 

R-nkz-pcDNA3 TGATGGATATCTGCAGAATTTTAGGCCAGGATTCTCTCGCA 

R-nkz-P2A CGCGCCACCGGATCCGGCCAGGATTCTCTCGCAC 

F-P2A GGATCCGGTGGCGCG 

R-koz-pcDNA3 GGTGGCGAGCTCGGTACCAAG 

F-miniSOG2-P2A GAATCCCGGACCAGCTAGCATGGAAAAAAGCTTCGTGATTACTGAC

C 

R-miniSOG2-P2A AGATGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCTAACCATCCAGCTGAACCCC 

F-MglB-pRI201 TCTTCACTGTTGATACATATGGCTGATACTCGCATTGGT 

R-nkz-pRI201 CTTGCTAATCGACGGGCATTAGGCCAGGATTCTCTCGCA 

F-MglB-GGSGG GGTGGCAGCGGTGGCATGGCTGATACTCGCATTGGT 

F-RBCS1a-pRI201 TCTTCACTGTTGATACATATGGCTTCCTCTATGCTCT 

R-RBCS1a GCCACCGCTGCCACCGGAATCGGTAAGGTCAGGAA 
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