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要旨 

 

細胞内は、蛋白質や核酸などの分子によって非常に混雑した環境である。細胞内の蛋

白質濃度は、350 mg/mL と見積もられており、この高密状態は分子混雑と呼ばれている。

高蛋白質濃度下では、蛋白質の折りたたみや酵素の活性が変化することが報告されてい

る。近年では、細胞内での蛋白質の立体構造を調べる in-cell NMR により、細胞内におい

ては蛋白質がより不安定であることも報告されており、混雑さは、蛋白質の状態、ひい

ては細胞の状態を決める重要な要素の一つであると考えられている。 

分子混雑は、FRAP (Fluorescent recovery after photobleahing)法や、FCS (fluorescent 

correlation spectroscopy)法など蛍光蛋白質や色素などのプローブの拡散係数を用いて見積

もられている。しかしながら、細胞内には、細胞骨格などの構造体も存在するため、プ

ローブが細胞内の分子や構造体と相互作用してしまい、拡散係数に反映される。そのた

め、拡散係数は、細胞内の混雑さを完全に反映しているとは言えない。細胞内の分子混

雑を評価するためには、拡散係数のみならず、細胞内の分子の密度、つまりは濃度を同

時に測定する必要がある。本研究では、蛋白質の濃度を検出するプローブの開発し、そ

れにより細胞内蛋白質濃度を計測し、従来の拡散係数による評価方法と比較した。 

プローブには、蛍光蛋白質を応用した。様々な発光色の蛍光蛋白質が開発されている

が、その中でも黄色蛍光蛋白質(YFP)は、溶液中の蛋白質濃度に伴い蛍光強度が減少する

ことが分かった。本研究では、さらに YFP の蛋白質濃度に対する感受性を増加させるた

め、YFP の 145 番目のチロシン残基の位置にグリシン残基を挿入した変異体(YFP1G)を

作製した。結晶構造解析によれば、グリシン残基の挿入により蛍光蛋白質の発光団付近

に水分子が配置されていることが分かった。結果として、YFP1G は溶液内の疎水性に強

く反応するようになり、YFP に比べ蛋白質濃度に対する感受性が向上されていた。さら

に YFP1G と蛋白質濃度に感受性を持たない青色蛍光蛋白質(CFP)とを融合させた FRET 

(Foster resonance energy transfer)プローブを作製した(GimRET, Glycine-inserted mutant 

FRET probe)。この FRET プローブは、蛋白質濃度に応じて CFP と YFP1G の蛍光強度比

が変化する。GimRET の有用性を、細胞分裂過程、蛋白質合成／分解、および、細胞体

積変化による蛋白質濃度変化の検出を行うことで、確かめた。 
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GimRET を用いて細胞内における蛋白質濃度と拡散との相関を調べた。GimRET の示

す蛋白質濃度と FRAP により見積もられた拡散係数には確かに相関が観られたものの、

その相関は、細胞核内と細胞質内では異なり、拡散係数が分子混雑を一意に定義してい

ないことが示された。以上のことから、GimRET を用いた蛋白質濃度計測と FRAP によ

る拡散係数計測との同時計測を、新しい細胞内分子混雑の評価方法として提案する。 

以上のように、YFP に疎水感受性を持たせることで、細胞内蛋白質濃度感受性 FRET プ

ローブ GimRET の開発に成功した。さらに GimRET による蛋白質濃度計測と FRAP によ

る拡散係数計測を組み合わせることで、分子混雑を正しく評価する方法の提案に至った。

本研究課題が提案する方法は、古くから議論されてきながらも解明されてこなかった『分

子混雑』に関して、新しい知見をもたらすと期待される。 
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第１章  研究背景と目的 

 

分子混雑とは 

 

細胞の内側は非常に混雑した環境である。図１(a)は、McGuffeeらが 2010 年に、大腸

菌内の蛋白質で混雑している環境を、コンピュータシミュレーションで再現したもので

ある(McGuffee , 2010)。 

      

図 1 (a)大腸菌内の蛋白質で混雑した環境をシミュレートして示された細胞内の混雑さ

(McGuffee , 2010)、(b)真核生物(細胞性粘菌)の細胞質における混雑さ(Medalia, 2002) 

 

このシミュレーションでは 50 種類の蛋白質を原子レベルで再現している。しかし、実

際の大腸菌では、4000 種類以上の蛋白質が発現しており、実際の細胞はさらに混雑して

いることが予想される。Goodsell らが描いた細胞内の環境の模式図では、細胞内は水分

子よりも蛋白質や核酸などの高分子が多く表現されている。大腸菌の乾燥重量から見積

もった値では、細胞内の蛋白質などの高分子の濃度は、350 mg/ml と見積もられている

(Fulton, 1982 : Zimmerman, 1991)。真核生物の細胞質では、電子顕微鏡を用いた観察から、

分子の混雑さに加え、細胞骨格が密に張り巡らされた状態であると考えられている

(Medalia, 2002 図 1b)。このような分子により混雑した環境は、分子混雑(molecular 

crowding)と呼ばれている。溶液中の蛋白質の濃度を変化させることにより、溶液中の粘

(a) (b) 
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性や(Pasawadee, 1977)、浸透圧が増加することが報告されており(Berns, 1970 : Minton, 

2008)、実際の細胞内は、生化学などの実験を行う試験管内の環境とは大きく異なると考

えられている。 

In vitroの実験では、多糖類や蛋白質を用いて細胞内の混雑な環境を模した溶液中にお

いて、蛋白質のミセル化や凝集が引き起こされることが報告されている (Castelletto, 

2008)。蛋白質の凝集が起こる一方で、混雑さにより蛋白質の折りたたみの速度が促進さ

れることが報告されており(van den Berg, 1999, 2000 : Tokuriki, 2009)、細胞内の混雑な環境

が蛋白質の構造に影響を与えると考えられている。実際に細胞内における蛋白質の立体

構造を測定した例もある。近年行われた、細胞内における蛋白質の立体構造を決定する

in-cell NMR 法により、in vitroな環境と比較して、細胞内では蛋白質の構造が著しく不安

定であるとの報告がなされており、分子混雑が蛋白質の構造の安定性に非常に大きく影

響していることが示唆された(Inomata, 2009 : Li, 2011 : Wang, 2011)。また、高分子で混雑し

た環境では、アクチンやチューブリンの相互作用や重合が促進されるという報告もあり

(Drenckhahn, 1986 : Lindner and Ralston, 1997 : Herzog, 1978 : Rivas, 1999)、細胞内の構造体

にも影響を与えている可能性がある。さらに、ポリメラーゼやシャペロニンなどの酵素

活性の促進や(Zimmerman, 1987 : van den Berg, 1999 : Ovádi, 2004 : Martin, 1997 : Akabayov B, 

2013)、シグナル伝達で重要な役割を果たす ERK が、混雑な環境にでは 2 重リン酸化され

る割合が増えるなど(Aoki, 2011, 2013)、蛋白質の機能にも影響を及ぼすことが確認されて

いる。 

以上のように、分子混雑は、蛋白質の状態に影響を与え、その結果として細胞の状態

にも影響を与えると考えられるので、分子混雑は、細胞の状態を決める重要な要素の一

つと考えることができる。 

このように、細胞内の非常に混雑した環境と、生化学などの実験を行う試験管内の環

境には大きな乖離があることは、幾度となく指摘されてきた(Fulton, 1982 : Zimmerman, 

1993 : Ellis, 2001 : Germán, 2004)。しかし、重要視され始めたのはそれほど早くない。なぜ

なら、生細胞内での混雑さを測定する手法がなかったからである。 
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分子混雑と拡散 

 

分子混雑の重要さは、1950年代から指摘されてきたが(Foffi, 2012)、細胞内の混雑さを

測定する方法がなかったため、高分子や蛋白質を用いた in vitro での議論が主であった。

その後、1970年代に顕微鏡上で、溶液中の拡散を測定する方法である FRAPや FCSな

どが開発されたことにより(Peters, 1974 : Elson, and Webb, 1972)、分子混雑は粘性、あるい

は分子の拡散として計測されるようになった。その後、顕微鏡技術の発達と解析方法の

発展により、1990年代より蛍光顕微鏡を用いた分子拡散の計測が非常に広く用いられる

ようになったことで、細胞内の分子混雑を、分子の拡散定数を用いて比較することが一

般的となった。 

分子の混雑さは、溶液の粘度に相関がある(Pasawadee, 1977)。混雑さが高ければ粘度が

上がり、低ければ粘度が下がる。粘度は、分子の溶液中での動きやすさ、拡散に影響す

る。つまり、分子の拡散から、溶液中の分子の混雑さを見積もることができる。実際の

実験では、有機色素や蛍光タンパク質などをプローブとして用いて、溶液中での拡散を、

拡散定数として測定している。 

細胞内の分子拡散を見積もる方法でポピュラーな方法の一つが FRAP である

(Lippincott-Schwartz, 2001)。FRAPは、Fluorescent recovery after photobleachingの略で

ある。1976 年にはすでに細胞の細胞表面の分子の動きを調べるために用いられており

(Edidin, 1976)、細胞を用いた FRAP の歴史はかなり古い。FRAP はその名の通り、ある

特定範囲内の蛍光分子を褪色させ、その後の蛍光の回復から、蛍光分子の拡散を見積も

る方法である。図 2に、細胞内で FRAPを行う際の概略図を示す。 

 

図 2 FRAPの概略図  
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細胞内にプローブが均一に分布した状態とする(図 2 ①)。そこに、ある特定の範囲に強

力に光を照射し、プローブを褪色させる(図 2 ②)。細胞内のプローブは、自由に拡散す

るので、褪色したプローブが範囲外に、褪色していないプローブが範囲内にと、自由に

移動する。そのため、褪色させた範囲は、時間とともに褪色していないプローブが流入

するため、蛍光が回復する(図 2 ③－⑤)。回復する速度は、溶液の粘性に依存する。褪

色させた範囲の蛍光の時間変化から、拡散定数を算出できる。FRAP の蛍光回復は、プ

ローブが他の分子と相互作用した際に変化するので、細胞内での分子相互作用を調べた

い蛋白質にプローブを結合させて FRAPを行うことで、細胞内での分子の相互作用の有

無を観察する際にも用いられている(木村, 2007)。 

また、FCSも多くの実験に用いられている(Lippincott-Schwartz, 2001 : Medina, 2002)。FCS

は Fluorescence correlation spectroscopyの略である。FCSは、ある微小空間における

蛍光強度の時間変化から、分子の拡散を見積もる方法である。図 3に、FCSの手順の概

要を示す。 

 

図 3 FCSの概略図 

 

細胞内にプローブが均一に分布しているとする。溶液の微小範囲のみを励起、プローブ

の蛍光を検出し、その時間変化を計測する。計測範囲が小さければ、その範囲内に存在

するプローブの数が制限される。つまり、微小範囲から検出される蛍光は、プローブの

個数(蛍光の強弱)と溶液中の粘性(蛍光の変化する速度)により揺らぐ。蛍光強度の時間変

化の自己相関から、プローブの拡散を算出する(金城, 2007)。FCSはまた、その検出領域

とプローブの存在量をうまく操作することで、一分子の拡散を測定することができる

(Schwille, 1999)。他にも、2 色のプローブを用いて拡散する 2 つの分子の相互作用を検出

する FCCS (fluorescent cross-correlation spectroscopy)など、近年その応用が広がっている
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(Bacia, 2006)。 

現在、FRAPや FCSは、細胞内、あるいは細胞内の局所において様々な生命現象にお

ける分子の混雑さや動き、相互作用を観察するために広く用いられている。例えば FRAP

を用いた実験では、核内におけるクロマチンの動きの程度や(Robert, 2000 : Schmiedeberg, 

2003 : Bosˇkovic, 2014) 転写因子の動きの直接観察(Yao, 2006)、接着因子の拡散の程度と

相互作用(Caroline Cluzel, 2005)、細胞表面上の G蛋白質の拡散と相互作用の変化(Gregory, 

2006)などが観察されている。FCSでは、核内の裏打ち構造であるラミンの拡散と相互作

用や(Shimi, 2008)、大腸菌内におけるシグナル伝達分子の拡散と濃度の定量(Cluzel, 

2000)、核内でのクロマチンの動態の観察(Hihara, 2012)などが行われている。中には、

FRAPと FCSを組み合わせたものもある(Yao, 2006 : Im, 2013 : Bosˇkovic, 2014)。また、

FRAP、FCS 以外にも、RICS(Raster Imaging Correlation Spectroscopy, Norris, 2011)や

FDAP(Fluorescence Decay After Photoactivation, Kiuchi, 2011)などの細胞内の拡散を測定す

る方法が次々に開発されており、分子混雑に対する注目度の高さがうかがえる。 

これら拡散係数を測定する実験では、あらかじめポリエチレングリコールやスクロー

スなどの小分子を均一に分布させた粘性の異なる溶液中に、プローブを混合したサンプ

ルを用いて計測を行い、測定された値(FRAPならば、蛍光強度の時間変化を指数増加で

フィットした際に求められる係数)と、粘性とプローブの大きさから計算された拡散係数

とのキャリブレーションを行う。そうして細胞内で実験を行い、測定された値をキャリ

ブレーションから求めた式で変換することで、細胞内の拡散係数を算出する(Müller, 2009 : 

Kalwarczyk, 2011 : Hihara, 2012) 。 

 

図 4 キャリブレーションに用いる小分子の溶液と細胞内の模式図 
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しかし実際は、細胞内は蛋白質や核酸などの高分子で満たされているため、小分子を

用いて見積もった拡散係数と、単純に比較することはできない。なぜならば、高濃度の

蛋白質溶液では凝集が起こるなどして(Castelletto, 2008)、均一な溶液ではないうえに、細

胞骨格などの細胞内の構造体に、プローブが捕捉されることがあるからである。Gersho

らの試算によれば、細胞質内のファイバー状の構造は細胞質の 20％以上を占めており

(Gershon, 1985) 、細胞質内を分子が移動する際に、多くの分子がファイバー状構造体の

表面と接触すると考えられている (Minton, 1990) 。また、プローブと細胞内のファイバ

ー型の構造や脂質膜が接触した場合に、可逆的な非特異吸着が起こることも報告されて

いる(Cutsforth, 1989 ; Lakatos, 1991 : Knull, 1992)。さらに、細胞内で測定された拡散定数は、

それぞれの測定法により値が異なっており(Stasevich, 2011 : Norris 2011 : Bernas, 2014 : 

Diekmann & Hoischen, 2014)、現在でも活発に議論が行われているのだが、その違いの一因

は、細胞内の構造体によるものであると考えられている。つまり、拡散だけでは、細胞

内の混雑さを表現するには不十分であり、他の要素、例えば分子の密度などの情報が必

要である。 

細胞内の分子の密度、あるいは分子の濃度は、細胞内の混雑さを見積もる際に非常に

有益な情報である。拡散と同時に測定できるならば、より正確な細胞内の混雑環境を推

定することができると考えられる。最近では、分子の密度が生命現象に影響を及ぼす報

告も出てきている。例えば、核内における蛋白質の拡散は、ヌクレオソームの密疎の状

態により変化し、このことが、核内の蛋白質のクロマチンへのアクセスのしやすさに影

響を与えることが報告されている(Hihara, 2012)。また、ヌクレオソームが密になると、

放射線による DNAへのダメージが減少するとの報告もある(Takata, 2013)。つまり、分子

の粗密さ、濃度も、細胞の状態を決める重要な要素である。しかしながら、これまで細

胞内の分子の濃度を測定する方法は存在していない。そこで、細胞内高分子の多くを占

める蛋白質の濃度を測定する蛍光蛋白質の開発を試みた。測定方法の確立ではなく蛍光

蛋白質の開発を行ったのは、拡散を測定する方法と比較、あるいは組み合わせることで、

「細胞内の分子混雑」をより正確に見積もることができると考えたからである。 
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蛍光蛋白質  

 

1962 年に下村らによって、オワンクラゲから緑色蛍光蛋白質(Green Fluorescent 

Protein, GFP)が精製された(Shimomura, 1962)。その後、1994年に Chalfieらにより線虫

の神経細胞の観察が行われ(Chalfie, 1994)、細胞内蛍光イメージングへの応用が始まった。

そして、1995 年以降、Tsien らにより、様々な色の蛍光蛋白質が開発されてからは、蛍

光蛋白質は、生物学全般において利用されるようになった(Ormö, 1995 : Shaner, 2004 : 

Shcherbo,2009)。 

オワンクラゲや腔腸動物から単離、改良された蛍光蛋白質は、その利用のしやすさか

ら、生物学の様々な分野で利用されている(Tsien, 1998) 。蛍光蛋白質は、その名の通り蛋

白質であるので、遺伝子を細胞内に入れるだけで、イメージングを行うことができる。

有機色素やビーズなどのように、細胞内に導入する操作が必要ない。また、蛍光蛋白質

の遺伝子配列を遺伝子に組み込むことで、外から導入する操作が必要なプローブでは不

可能な、組織あるいは個体の内側の細胞も観察することが可能である。また、細胞内に

局在する蛋白質や、局在シグナルを蛍光蛋白質に融合することで、細胞小器官のような

局所の観察が可能である (木村, 2007) 。 

1995 年に、Ormö らによって、X 線結晶構造解析により、蛍光蛋白質の立体構造が解

明された。図 5に、蛍光蛋白質の立体構造を示す。 

 

図 5 蛍光蛋白質の立体構造(Craggs, 2009) 

 

蛍光蛋白質は、蛍光を発する蛍光団と、蛍光団を包むβバレル構造によって構築されて

いる。蛍光団は、64番目から 66番目のアミノ酸配列の自己環化反応により形成される。
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この 64番目から 66番目のアミノ酸配列によって、励起光／蛍光が変化する(Miyawaki, 

2005 : Chudakov, 2005)。また、黄色蛍光蛋白質(Yellow Fluorescent Protein, YFP)は、

蛍光団と 203 番目のチロシン残基のπーπスタックにより、励起／蛍光波長が長波長に

変化している(Miyawaki, 2005 : Chudakov, 2005)。 

 

蛍光蛋白質を用いた指示薬 

 

蛍光蛋白質は、細胞内の時間的、空間的な変化だけでなく、様々な細胞内環境の変化

を検出する指示薬としても用いられている。その多くは、蛍光蛋白質と、環境変化に伴

い変化する因子により構造変化するドメインを組み合わせにより構築されている。例え

ば、細胞内のシグナル伝達において、セカンドメッセンジャーとして広く用いられてい

るカルシウムイオンの指示薬である G-CaMP は、GFP とドメインであるカルモジュリ

ンとM13を組み合わせることで構築されている(Pologruto, 2004)。 

 

図 6 カルシウムイオン指示薬 G-CaMPの模式図(Hires, 2008を改変) 

 

図 6のように、カルモジュリンとM13はカルシウムイオンの有無により結合・解離する。

カルシウムイオンの有無による構造変化が、GFPに伝わり、GFPの蛍光団周辺の構造を

変化させ、蛍光強度が変化する。つまり、カルシウムイオンの有無によって、蛍光強度

が変化するのである。 

G-CaMP のように、因子の変化を蛍光強度の変化として検出できる指示薬は多数存在

する。しかし、細胞間での比較や、定量的な議論はできない。なぜなら、蛍光蛋白質か

ら放射される蛍光の強度は、励起された指示薬の存在量にも依存するためである。蛍光

蛋白質は、蛋白質であるため、細胞内での発現量、つまりは存在量を厳密に制御するこ
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とができない。フルオリンのように、一つの蛍光蛋白質が、2 つの励起波長において強

い蛍光を示し、その 2 波長の強度の比が、因子により変化するものも存在するが

(Miesenböck,1998 : Morimoto, 2011)、構築が非常に難しい。そのため、多くの指示薬は因子

により構造が変化するドメインと、2 色の蛍光蛋白質を組み合わせた FRET プローブと

して構築されている。 

FRET(Förster resonance energy transfer)は Försterによって報告された現象である

(Förster, 1948)。蛍光を発する分子ドナー、アクセプターが存在するとする。ドナーの蛍光

波長は、アクセプターの励起波長と同じであるとする。ドナーとアクセプターが距離的

に離れている場合、ドナーを励起すると、ドナーからのみ蛍光が放射される。ドナーと

アクセプターが非常に近い場合(距離が 10 nm以下)、ドナーの、励起光により励起され

たエネルギーが、共鳴によりアクセプターに移動し、アクセプターからも蛍光が放射さ

れるようになる。この時のエネルギーが移動する効率は、ドナーの量子収率やアクセプ

ターの吸光係数、ドナーとアクセプターの距離などに依存する(Piston & Kremers, 2007 : 永

井, 2007) 。多くの FRETプローブは、この FRET効率の距離依存性を応用している。図

7に、カルシウムイオン指示薬であるカメレオンを示す(Hires, 2008)。 

 

図 7 カルシウムイオン指示薬カメレオンの概略図(Hires, 2008を改変) 

 

カメレオンは、G-CaMPと同じように、蛍光蛋白質とカルモジュリン、M13から構築

される。違いは、ドナーとなるシアン蛍光蛋白質(Cyan fluorescent protein, CFP)とアク

セプターとなる YFP の 2 つの蛍光蛋白質を用いている点である。カメレオンは、CFP

と YFP の間に、カルモジュリンと M13 を挟んだ構造をしている。カルシウムイオンが

存在しない場合は、カルモジュリンとM13が結合しないので、CFPと YFPの距離は離

れており、FRET が起こりにくいため、CFP を励起した場合、CFP の蛍光が YFP の蛍
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光よりも多く検出される。カルシウムイオンが存在する場合は、カルモジュリンと M13

が結合し、CFP と YFP の距離が近づき、FRET が起こりやすくなるため、CFP を励起

した場合に CFP の蛍光よりも YFP の蛍光が多く検出される。つまり、カルシウムイオ

ンの有無により、カメレオン内のカルモジュリンと M13 の構造変化が起こり、それに伴

う FRET効率の変化により、CFP を励起した際の CFP と YFP の蛍光強度の比が変化す

る。カルシウムイオンの変化を、蛍光強度比の変化として検出できるのである。ドナー

とアクセプターの蛍光強度の比は、ドナーとアクセプターの存在量が同じであるため、

指示薬の存在量に影響されない。蛍光強度比の変化は、因子の変化を表している。実際、

蛍光蛋白質を用いた FRET プローブは、カルシウムイオン(Nagai, 2001)や ATP(Imamura, 

2009)、力学的な張力発生(Grashoff, 2010)まで、細胞の状態に影響を与える様々な因子の検

出に用いられている。本研究において目的とした蛋白質濃度感受性指示薬も、FRET プ

ローブをベースとした構築を目指した。細胞間、細胞内で指示薬の存在量を制御するこ

とはできない。プローブを用いて、細胞内、細胞間での比較を行うためには、指示薬の

存在量に影響されないことが必須だったためである。 
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第 2 章 本研究の目的 

 

本研究では、蛍光蛋白質を用いた FRETプローブの開発を目指した。従来の FRETプ

ローブには、因子の有無に応じて構造変化を起こすドメインが必須である。カルシウム

イオン指示薬であるカメレオンにはカルモジュリンとM13が(Nagai, 2001)、ATP指示薬

である ATeamには F0F1ATPaseの ATP結合ドメインが(Imamura, 2009)、張力指示薬で

は、クモの糸で用いられている力学的な力により伸縮するドメインが(Grashoff, 2010)、そ

れぞれ用いられている。しかし、現在までに、周囲の蛋白質濃度によって構造変化を起

こす蛋白質は発見されていない。そこで、距離依存的な FRET効率ではなく、他の要素

を用いることを考えた。 

FRET 効率は、ドナーとアクセプターの距離以外にも、ドナーあるいはアクセプター

の性質に応じて変化する(永井, 2007)。例えば、蛋白質濃度によってアクセプターの吸光

係数が変化するならば、FRET 効率が低下し、FRET が起きにくくなり、蛍光強度比が

変化する。ドナーあるいはアクセプターが、蛋白質濃度によって何らかの変化が起こり、

FRET 効率が変化すれば、蛋白質濃度に応じて蛍光強度比が変化するのである。ドナー

あるいはアクセプターの、片方を蛋白質濃度感受性、もう片方を蛋白質濃度非感受性に

することで、蛋白質濃度に応じて蛍光強度比が変化するプローブとなると考えた。 

 

図 8 蛋白質濃度感受性 FRETプローブの概略図 
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本研究では、初めに、各種蛍光蛋白質の蛋白質濃度感受性を調べ、ドナーとアクセプ

ターの候補を探索した。次に、蛋白質濃度感受性のアクセプターに変異を加えて、感受

性の改善を行った。蛋白質濃度感受性のアクセプターと蛋白質濃度非感受性のドナーを

組み合わせ、FRET プローブとし、細胞内での機能の評価を行った。拡散と蛋白質濃度

の関係を調べるために、細胞内での拡散を測定する方法である FRAP を、開発した蛍光

蛋白質を用いて行い、細胞内におけるプローブの拡散係数と蛋白質濃度の比較を行った。

最後に、プローブの有用性を示すために、プローブを他の蛋白質と融合して、細胞局所

における蛋白質濃度の時間的・空間的な変化を測定した。 
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第３章 蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質の開発 

 

背景と目的 

 

細胞内の蛋白質濃度を測定するために、蛋白質濃度に反応する蛍光蛋白質の開発を行

った。蛍光蛋白質をベースとした指示薬は、何らかの因子に対して反応した場合、その

反応の多くは蛍光蛋白質が放射する蛍光の強度の変化として検出される(Pologruto, 2004)。

しかし、蛍光蛋白質は蛋白質なので、細胞内における発現量を厳密に制御することが難

しい。細胞内の蛍光強度は、蛍光蛋白質の発現量にも依存するため、細胞内の異なる領

域や、細胞間で単純に比較することはできない。そのため、蛍光蛋白質を用いた指示薬

の多くは、FRET をベースとしている (Piston & Kremers, 2007) 。FRET (Förster 

resonance energy transfer )は、2 つの蛍光を発する分子が非常に近い距離にある場合に

起こる現象で、励起された分子(ドナー)の励起エネルギーが、共鳴により励起されていな

い分子(アクセプター)に移動し、アクセプターから蛍光が放射される。FRET をベースと

した指示薬では、何らかの因子に対して反応した場合、ドナーとアクセプターの蛍光の

強度がそれぞれ異なる変化を示す(Nagai, 2001 : Imamura, 2009 : Grashoff, 2010)。この時

のドナーとアクセプターの蛍光の強度の比の変化を用いて、因子の有無や存在量を評価

する。FRET では、ドナーとアクセプターは同じ量存在するため、ドナーとアクセプタ

ーの蛍光強度の比は、指示薬の存在量に依存しない。そのため、細胞間での比較も可能

である。蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質も、FRET をベースとしたプローブの開発を目指

した。 

FRET は、ドナーとアクセプターの距離依存的なエネルギー伝達を基にしている。通

常の FRET プローブでは、ドナーとアクセプターの間に、カルシウムイオンなど検出し

たい因子の有無により構造変化するドメインを挿入し、その蛍光スペクトルの変化を観

察する(カメレオン)。しかしながら、蛋白質の濃度により構造変化を起こすドメインが存

在しないため、この方法を使うことができない。そこで、蛋白質濃度感受性のアクセプ

ターと非感受性のドナーを組み合わせた、新しい FRET プローブの開発を行った。 
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実験方法 

 

DNA 構築 

哺乳類細胞一過性発現用ベクターの構築 

哺乳類細胞発現用ベクターpECFP-C1、pEGFP-C1、pmCherry-C1 を Clonetech から、

pmKate2-C を evorgen から購入した。 

EYFP のベクターは、pEGFP-C1 の EGFP に 4 つの変異(S65G, V68L, S72, T203Y)を加え

ることにより構築した(Ormö, 1995)。 

YFP1G と YFP3G のベクターは、EYFP の DNA を鋳型として、EYFP の 144 番目の

Asnと 145番目のTyrの間にGlyを一つあるいは 3つ挿入したプライマーを用いてPCR

により増幅することにより構築した(Watanabe, 2013)。 

CFP-YFP と GimRET のベクターは、YFP あるいは YFP1G の cDNA を鋳型として、

制限酵素サイトBspEIを含むCFPのC末端の配列とGGSGGT×3のリンカーの配列か

らなるセンスプライマーと、制限酵素サイト XhoI を含むアンチセンスプライマーを用い

て PCR 法により増幅し、PCR産物を BspEI/XhoI で制限酵素カットした pECFP-C1 とラ

イゲーションを行い構築した。 

 

大腸菌蛋白質発現用ベクターの構築 

大腸菌発現用ベクターpAL7 を BIO-RAD から購入した。pAL7 は、eXactタグという

蛋白質精製用のタグの直後にマルチクローニングサイトを持つベクターである。 

ECFP、EGFP、EYFP、YFP1G、YFP3G、GimRET、CFP-YFP のベクターは、各 cDNA

を鋳型として、制限酵素サイト NheI を含むセンスプライマー、HindIII を含むアンチセ

ンスプライマーを用いて PCR 法により増幅し、PCR産物を NheI/HindIII で制限酵素カ

ットした pAL7 とライゲーションを行い構築した。 

Long-linker GimRET のベクターは、GGSGGT×6制限酵素サイト NheI と long-linker 

(GGSGGT×6)を含むセンス、アンチセンスプライマーをアニーリングし、NheI で制限

酵素カットした GimRET のベクターとライゲーションを行い構築した。 

全てのベクターは蛋白質発現用大腸菌 Rosetta2(DE3) (Merck Millipore, DE)に遺伝子導

入を行った。 
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蛍光蛋白質精製 

ECFP、EGFP、EYFP、YFP1G、YFP3G、GimRET、CFP-YFP、CFP-longlinker-YFP1G

をコードした pAL7 ベクターの遺伝子導入された Rosetta2 を、LB 培地で振盪培養した

(37℃、200 rpm)。Rosetta2 を培養した培地の OD600 の値が 0.6∼0.8 になるまで培養し、終

濃度 1 mM isopropyl β-d-thiogalactopyranoside (IPTG) を添加した。IPTG添加後、暗所にて

23℃、16-18 時間振盪培養した。各蛍光蛋白質を発現した Rosetta2 を、4℃、6000G、5 分

の条件で遠心し回収した。回収した Rosetta2 を 100 mM リン酸ナトリウム溶液 (pH 7.2、

以下 100 mM SPB)で懸濁した。懸濁した Rosetta2 を、超音波破砕機を用いて破砕した(30

秒超音波、30秒氷上で放置を 20回)。破砕した溶液を、4℃、20000 G、40 分の条件で遠

心し、上澄み(可溶各分)と沈殿(不溶各分)に分けた。蛍光蛋白質は可溶各分に含まれるた

め、上澄みを回収した。遠心では取り除けなかった不溶各分を除去するため、上澄みを

0.22 µm のフィルタに通した(以下、上澄み用液)。 

蛍光蛋白質の精製には、Profinity eXactTM Fusion-Tag system (BIO-RAD)の  5 ml 

Bio-Scale Mini Profinity eXact cartridge(以下、カートリッジ)を用いた。カートリッジ内の

溶液交換には、AKTAprime plus (GEヘルスケアバイオサイエンス)を用いた。初めに、100 

mM SPB を流し、カートリッジ内の溶液を 100 mM SPB に置換した。溶液置換後、上澄

み用液を流し、カートリッジに蛍光蛋白質を、eXactタグを介して結合させた。カートリ

ッジ内の洗浄のため、50 mL の 100 mM SPB を流した。eXactタグは、高濃度のハロゲン

により切断される。洗浄後、eXactタグを切断し蛍光蛋白質を溶出するため、カートリッ

ジ内の溶液を 100 mM NaF を含む 100mM SPB に置換し、一晩 4℃で放置した。翌日、20 

mL の 100 mM NaF を含む 100mM SPB を流し、蛍光蛋白質を溶出した。溶出後、Amicon® 

Ultra Centrifugal Filters (Merck Millipore) を用いて限外濾過を行い、蛍光蛋白質の濃縮と、

蛍光蛋白質溶液の溶媒を 1 mM HEPES (pH 8.0)への置換を行った。終了は 4-5 mg であっ

た。蛍光蛋白質の溶液は、10 mg/mL、4℃で保存した。 
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蛍光スペクトルの測定 

各蛋白質溶液の調整 

BSA は Sigma-Aldrich から購入した。BSA は溶液に溶解することにより、溶液の pH の

低下を引き起こす。そのため、BSA を各溶媒(100mM HEPES (pH 8.5, 8.0, 7.4, 7.0)、 100mM 

MES (pH 6.5, 6.0))に溶解後、pH を調整し、250 mg/mL に調整した。 

PEG6000、スクロースは、100 mM HEPES pH7.4 に溶解した。 

各有機溶剤は 100 mM HEPES pH7.4 を用いて希釈した。 

塩化リゾチームはナカライタスクから購入した。蛍光蛋白質の中には塩素イオンに感

受性のあるものが存在するので、塩素イオンを取り除く必要がある。そのため、塩化リ

ゾチームを 100 mM HEPES (pH7.4)に溶解後、透析を行い、塩素イオンを取り除いた。 

アクチンはウサギの骨格筋から精製したものを使用した(Spudich and Watt,1971)。アク

チンを、0.2 mM ATP, 0.1 mM CaCl2, and 1mM 2- mercaptoethanol を含む 2mM HEPES (pH 

7.8) に溶解した(Gアクチン溶液)。Gアクチン溶液に、200 mM KCl と 10 µMファロイジ

ンを加えて一晩 4℃で放置することで、アクチンをアクチンフィラメントにした。この溶

液を 4℃、100000 G、10 分で遠心し、上澄みを取り除き、再度 0.2 mM ATP、0.1 mM CaCl2、

1mM 2- mercaptoethanol を含む 2mM HEPES (pH 7.8) に溶解した(Fアクチン溶液)。 

チューブリンは牛の脳から精製したものを理研生命システム研究センターの島知弘さ

んに提供していただいた(Murofushi, 1986)。チューブリンは、1 mM MgCl2、1 mM EGTA、

1 mMGTP を含む 100 mM Pipes (pH 6.9)に溶解させた(チューブリン溶液)。チューブリン

溶液の温度を 37℃に上昇させ、15 分放置することでマイクロチューブを形成させ、タキ

ソール 1 mM を加えてマイクロチューブを安定化した(マイクロチューブ溶液)。 

Rosetta2 を一晩振盪培養して増殖させ、4℃、6000G、5 分の条件で遠心した。遠心によ

りできたペレットを、ペレットと同じ重量の 100 mM HEPES (pH7.4)で懸濁し、超音波破

砕機で破砕した(30秒超音波、30秒氷上で放置を 20回)。トネインを用いて溶液の蛋白質

の濃度を定量したところ、160 mg/mL であった。この溶液を lysate:buffer = 1:1 溶液とし

た。lysate:buffer = 1:1 溶液を 100 mM HEPES (pH7.4)で 4倍、8倍にした溶液を lysate:buffer 

= 1:4 溶液 lysate:buffer = 1:8 溶液とした。 
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スペクトル測定 

各溶液に、終濃度が 0.1 mg/ml になるように蛍光蛋白質溶液を加えた。この混合溶液を

石英セルに移し、分光蛍光高度計(Hitachi RF5300-PC fluorescence spectrophotometer)を用い

て蛍光スペクトルを測定した。 

励起波長、蛍光波長は以下の通りである。 

  励起波長(nm) 蛍光波長(nm) 

ECFP 440 450-700 

EGFP 488 500-700 

EYFP 488 500-700 

YFP1G 488 500-700 

YFP3G 488 500-700 

GimRET 440 450-700 

CFP-YFP 440 450-700 

CFP-longlinker-YFP1G 440 450-700 

表 1 各蛍光蛋白質とその励起、蛍光波長 

 

オクタノール/水分配係数の算出 

オクタノール/水分配係数(LogKow)は、対象物(今回は 8種類の有機溶剤)が、水とオク

タノールの二相溶媒に溶解した時の、平衡状態における濃度比を常用対数で示したもの

である。この値が高いほど疎水性が高く(水に溶けにくく)、低いほど疎水性が低いほど親

水性が高い(水に溶けやすい)。各有機溶剤のこの値は、US environmental protection 

agency (http://www.epa.gov/opptintr/exposure/pubs/episuite.htm)により求められた値

を使用した。 
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結果 

 

各種蛍光蛋白質の蛋白質濃度に対する感受性 

初めに、様々な蛍光蛋白質が蛋白質濃度に対して感受性を示すかどうかを調べた。 

試した蛍光蛋白質は、オワンクラゲから単離、改良された GFP、CFP、YFP、サンゴか

ら単離、改良されたmCherry、mKate2の5種類である(Ormö, 1995, Shaner, 2004, Shcherbo, 

2009)。 

BSA(Bovine serum albumin)は、ブラッドフォード法などで蛋白質濃度を調べる際の

指標として用いられる蛋白質であり、また、細胞内を模した高濃度蛋白質溶液を in vitro

で再現する際によく使用されている(van den Berg, 1999 : Tokuriki, 2004)。この実験では、

溶液中の蛋白質濃度を変化させる蛋白質として、BSA を用いた。 

各濃度の BSA 溶液に蛍光蛋白質をそれぞれ混合し、その蛍光強度を測定することで、

蛍光蛋白質の蛋白質濃度に対する感受性を調べた。 

250 mg/mL BSA 溶液では、GFP、YFP、mKate2 の蛍光強度が、0 mg/mL の溶液と

比較して約 20%減少した。一方で、CFP と mCherry の蛍光強度はほぼ変化しなかった。 

この中で FRET ペアにするならば、蛋白質濃度に対して感受性のない CFP と、最も

感受性のあった YFP が良いと考えた。 
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図 9 (a)-(e)各蛍光蛋白質の蛋白質濃度に対する蛍光スペクトルの変化 (a)CFP、

(b)GFP、(c)YFP、(d)mCherry、(e)mKate2(黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：

100 mg/mL、緑：150 mg/mL、青：200 mg/mL、紫：250 mg/mL BSA)、(f)各蛍光蛋白

質の蛍光強度の BSA 濃度依存性。青：CFP、緑：GFP、黄：YFP、赤：mCherry、灰

色：mKate2  
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YFPの蛋白質濃度に対する感受性の改善 

次に、YFPの感受性を改善しようと試みた。 

溶液中の蛋白質濃度の増加は、粘度や水和などの水の状態を変化させる(Berns, 1970 : 

Castelletto, 2008 : Minton, 2008) 。2012年に渡邉らは、145番目のチロシン残基の前にグ

リシン残基を 1 つあるいは 3 つ挿入することで、蛍光団と水との相互作用を変化させ、

静水圧に対する感受性を持たせることに成功している(Watanabe, 2013)。渡邉らが開発

した YFP変異体、YFP1Gと YFP3Gは、YFPと比べて水との相互作用しやすくなって

いるため、蛋白質濃度に対する感受性が増強されていると考えた。そこで YFP1G と

YFP3Gの蛋白質濃度に対する感受性を調べた。予想通り、250 mg/mL BSA溶液では、

YFPよりも変化量が 10%増加していた。 

 

図 10 (a)-(b) YFP 変異体の蛋白質濃度に対する蛍光スペクトルの変化(a)YFP1G、

(b)YFP3G (黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、

青：200 mg/mL、紫：250 mg/mL BSA)、 (c)YFPと YFP変異体の蛍光強度の BSA濃

度依存性 オレンジ：YFP、赤：YFP1G、青：YFP3G 
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蛋白質濃度感受性の由来の解明 

蛋白質濃度に対する感受性が何に由来するかを確かめるために、溶液中の分子混雑を

変化させる物質としてよく用いられている、ポリエチレングリコール(PEG6000)、スク

ロース、グリセロールに対する YFP、YFP1G、YFP3G の反応を調べた。PEG6000 は

溶液中の粘性を、スクロースは浸透圧を、グリセロールは粘性と疎水性を変化させる。

PEG6000に対しては、YFP3Gのみが感受性を示した。スクロースに対しては、YFPの

みが感受性を示した。グリセロールに対しては、その溶液中の割合の増加に伴い、YFP1G

の蛍光が大幅に減少した。一方で、YFPと YFP3Gは感受性を示さなかった。 

 

図 11 YFPと YFP変異体の PEG6000(a)、スクロース(b)、グリセロール(c)に対する依

存性 オレンジ：YFP、赤：YFP1G、青：YFP3G 

 

その中で、YFP1Gのグリセロールに対する感受性に注目した。YFPと YFP3Gと比べ

て、変化が非常に大きかったからである。溶液のグリセロールは、溶液中の粘性と疎水

性を増加させる。一方で、粘性を変化させる PEG6000に対して YFP1Gは感受性を示さ

なかったので、YFP1Gは疎水性に対して感受性があると推測された。そこで、様々な有

機溶剤を用いて溶液中の疎水性を変化させた場合に、YFP1Gが感受性を示すかどうかを

調べた。 

8 種類の有機溶剤(メタノール、エタノール、1-プロパノール、2-プロパノール、2-ブ

タノール、γ-ブチロラクトン、2-ピロリドン、ジエチレングリコール)に対する YFP1G

の反応を調べた。 

YFP1Gは、すべての有機溶剤に対して、その割合の増加に伴い、蛍光が減少した。各

有機溶剤の割合に対する蛍光強度の変化を I = exp (-k*x) (I : 蛍光強度、x :有機溶剤の
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溶液中の割合(%)、k : 減衰定数(%-1))でフィットした際のkの値を y軸に、各有機溶剤の、

物体の親水性/疎水性を示す指標として用いられるオクタノール/水分配係数を x 軸にし

たグラフを図 12に示す(Meylan & Howard, 1995) 。k の値は、YFP1Gの有機溶剤に対す

る感受性が高ければ大きくなり、低ければ小さくなる。つまり、感受性の指標として用

いることができる。グラフを見ると、分配係数が小さい、つまり親水性の高い有機溶剤

では k が小さく、分配係数が大きい、つまり疎水性の高い有機溶剤では k が大きくなっ

ている。よって、YFP1Gの感受性は、有機溶剤の疎水性に相関があることがわかる。 

 

図 12 (a)YFP1G の有機溶剤に対する依存性 (赤：メタノール、緑：エタノール、青：

1-プロパノール、紫：2-プロパノール、黄：2-ブタノール、茶：γ-ブチロラクトン、黒：

2-ピロリドン、ピンク：ジエチレングリコール)、(b)各有機溶媒に対する YFP1Gの感受

性と、各有機溶媒の疎水性 縦軸：減衰係数(感受性) 横軸：疎水性とオクタノール／水

分配係数 

 

以上の実験から、YFP1Gは、疎水性を感受すること、そして疎水性を介して蛋白質濃

度を感受していることが分かった。YFPと YFP3Gの蛋白質濃度に対する感受性は、様々

な要素の複合反応であると推測される。 

YFPは様々な細胞内要素、例えば pHや Cl-イオンなどに対して感受性を示す。グリシ

ンを挿入して事でこれらに対する感受性が変化したかを調べたころ、YFPとほぼ同じで

あった。以上より、YFP1Gが、調べた蛍光蛋白質の中で蛋白質濃度を検出するのに最も

適していると結論付けた。 
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図 13  (a) 20 mM HEPES pH8.0と、各イオン(200 mM NaCl、200 mM KCl、200 mM 

CaCl2、200 mM MgCl2、 200 mM KH2PO4、 4 mM ATP)を混合した溶液における蛍光

強度の比較、(b)YFPの感受性を 1とした場合の YFP1Gの各イオンに対する感受性 
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GimRETの構築と評価 

CFPと YFP1Gを、柔軟性のある 18アミノ酸で構築したリンカー(GGSGGT×3)を介

して繋ぎ、FRETプローブとした。この FRETプローブの蛋白質濃度に対する感受性を

調べた。結果、蛋白質濃度の増加に応じて、CFP の蛍光強度が増加し、YFP1G の蛍光

強度が減少した。CFPの蛍光(460-500 nm)と YFP1Gの蛍光(520-560 nm)の強度比をプロ

ットすると、蛋白質濃度に対して直線的に相関を示した。この FRET プローブを、

GimRET (Glycine inserted mutant FRET probe) と名付けた。 

 

図 14 GimRET の蛋白質濃度に対する依存性 (a)GimRET の各 BSA 濃度における蛍

光スペクトル(黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、

青：200 mg/mL、紫：250 mg/mL BSA)、(b)各 BSA濃度における蛍光強度比(CFP/YFP1G) 

 

CFPと YFP1Gを FRETプローブとすることで蛋白質濃度に対する反応性が改善され

ていることを示すため、CFP と YFP1G の間のリンカーの長さを 40 アミノ酸にした

CFP-longlinker-YFP1Gを作製し、GimRETと比較した。結果、FRETプローブとする

ことで、反応性が 2倍に増加していることを確認した。 
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図 15 (a)CFP-longlinker-YFP1G の各 BSA 濃度における蛍光スペクトル、440 nm 励

起、(b) CFP-longlinker-YFP1Gの各 BSA濃度における蛍光スペクトル、488 nm励起、

(黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、青：200 mg/mL、

紫：250 mg/mL BSA)、(c)各 BSA濃度における蛍光強度比(CFP 440 nm励起/YFP1G 488 

nm励起)、(d)GimRETと CFP-longlinker-YFP1Gの BSAの各濃度における蛍光強度比

の変化量 

 

GimRETが、BSA以外の蛋白質に対しても感受性を示すかどうかを調べた、実験には、

リゾチーム、アクチン、チューブリンを用いた。GimRETはリゾチーム、アクチン、チ

ューブリンに対して反応した。核酸に対しても同様の反応を示した。アクチンとチュー

ブリンを重合させてもその反応性は変わらなかった。また、プローブに対する蛋白質の

非特異吸着が分子混雑に影響を及ぼすことが知られている(McConkey, 1982 : Wang, 2011)。

しかしながら、蛋白質溶液のイオン強度を 300 mMまで増加させて非特異吸着を増加さ



32 

 

せても、GimRETの蛍光スペクトルは変化しなかった。最後に、大腸菌の破砕液を用い

て、細胞内の分子混雑を模した溶液に対しての感受性を調べたところ、予想通りの感受

性を示した。 

 

 

図 16 蛋白質、DNA、細胞破砕液に対する GimRETの蛍光スペクトルの変化 (a)リゾ

チーム、(b)細胞破砕液、(c)10 mg/mLチューブリン、(d)9.7 mg/mLアクチン、 (e) 15 

mg/mL DNA、(f)各濃度の KH2PO4を含む 250 mg/mL BSA溶液における GimRETの蛍

光スペクトル(黒：0 mM、赤：100 mM、青：200 mM、緑：300 mM KH2PO4) 

 

 

 

  



33 

 

まとめと考察 

 

各種蛍光蛋白質の蛋白質濃度に対する反応性を調べたところ、250 mg/mL BSA溶液に

おいて、GFP、YFP、mKate2の蛍光強度が減少し、CFPとmCherryの蛍光強度はほ

ぼ変化しなかった。この結果は、各蛍光蛋白質は蛋白質濃度に対して感受性を持ってい

ることを示しており、これらを用いたプローブでは、その影響を考慮する必要があるこ

とを示唆している。 

YFPの 145番目のチロシンの位置に、グリシン残基を挿入することで、YFPの蛋白質

濃度に対する反応性を改善することに成功した。しかし、YFPとその変異体では、蛋白

質濃度を感受するメカニズムは異なると考えられる。 

また、挿入するグリシンの数を変えた場合に、感受性が変化することを示した。これ

までの蛍光蛋白質の改変では、アミノ酸の置換が行われてきた(Miyawaki, 2008)。今回

の論文では、アミノ酸の挿入という新たな蛍光蛋白質の改変方法の有用性を示している。

アミノ酸挿入は、蛍光蛋白質に細胞内の様々な要素に対する感受性を持たせる有用な方

法になりうるのではないかと考えている。 

 

YFP1Gの蛋白質濃度に対する感受性は、蛋白質や核酸による疎水性に由来すると考え

られる。溶液中の疎水性を検出する蛍光色素 POLARIC を用いて、高濃度の蛋白質溶液

では疎水性が高いことを確認した(Son, 2011)。蛋白質濃度の増加に伴う疎水性の増加が、

YFP1Gの蛍光強度に影響を与えていることは確実である。 

 

図 17 各溶液における、疎水性により蛍光スペクトルが変化する色素 POLARIC蛍光ス

ペクトル (緑：BSA250 mg/mL溶液、黒：100 mM HEPESのみ、赤：30%エタノール

溶液、紫：30%エタノール溶液、青：エタノールのみ) 
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YFP と YFP1G を BSA 溶液に混合し、その吸収スペクトルを測定した。結果、YFP

の吸収スペクトルは BSA の濃度を変化させても変化しなかったが、YFP1G の吸収は大

幅に減少した。この結果は、蛋白質濃度の増加に伴う蛍光強度の減少は、YFPでは量子

収率の減少によるものであり、YFP1Gではモル吸光係数の減少によるものであると考え

られる。 

 

図 18 各 BSA濃度における、YFPと YFP1Gの吸収スペクトル(黒：0 mg/mL、赤：50 

mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、青：200 mg/mL、紫：250 mg/mL) 

 

蛍光蛋白質のモル吸光係数の減少は、蛍光団と水分子との静的な相互作用により引き

起こされる(Lakowicz, 2006)。2012年の渡邉らの論文において、YFP1Gの X線結晶構造

が行われている。YFPと YFP1Gの立体構造を比べると、YFP1Gでは、水分子に由来す

ると思われる酸素原子が、蛍光団周辺に存在できるようになっていることがわかる。構

造解析の際の結晶内の溶媒の割合は約 40％であった。つまり、蛍光蛋白質が残りの 60％

を占めている状態、言い換えれば非常に蛋白質濃度が濃い環境における立体構造である。

周囲の蛋白質濃度が増加すると、YFP1Gの蛍光団周辺に水分子が配位するようになると

考えることができる。 
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図 19   (a)YFP(1YFP)、(b)YFP1G(3W1C) の蛍光団周辺の立体構造 

 

以上のことから、YFP1Gが疎水性を感受するメカニズムを推測することができる。 

 

蛍光蛋白質の蛍光団は、水分子と相互作用すると、蛍光が弱まってしまうため、通常

はβバレル構造が水分子と蛍光団が相互作用することを防いでいる。YFPでも同様に、

蛍光団はβバレル構造の内側の非常に疎水性の高い領域に存在するため、通常は YFPの

周囲の疎水性が増加しても、水分子と相互作用することはない。しかし、YFP1G では

145番目のチロシンの位置にグリシン残基を挿入したことにより、βバレル構造が崩れ、

蛍光団の周囲が少しだけ親水的になっている(図 20a)。そのため、YFP1G の周囲が、蛋

白質濃度の上昇などにより疎水的な環境になった時に、水分子が蛍光団の周辺に逃げ込

み、蛍光団と相互作用してしまい、モル吸光係数が減少、結果として蛍光強度が減少し

てしまう(図 20b)。 

(a) (b) 
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図 20 YFP1Gが蛋白質濃度(疎水性)を感受するメカニズム 

 

以上のようなメカニズムにより YFP1G が疎水性、ひいては蛋白質濃度に感受してい

ると考えられる。 

YFP1Gは、確かに疎水性を介して蛋白質濃度に対して感受性を示すが、その詳細なメ

カニズムは今回の実験では示せていない。その解明には、高濃度の蛋白質溶液中におい

て NMRを行うなどして、立体構造の変化を見る必要があると考えられる。 

 

蛋白質濃度にほぼ感受性のない CFPと、感受性を持つ YFP1Gを組み合わせることで、

蛋白質濃度に応じて蛍光強度比が変化する FRETプローブ。GimRETを構築した。 

YFP1G は、FRET プローブとすることでその変化量が約 2 倍になった。また、CFP と

YFPを、GimRETと同じように柔軟なリンカーでつなげた CFP-YFPを作製し、その蛋

白質濃度に対する感受性を調べた。結果、GimRETと同じように変化したが、その変化

量は GimRET と比べて小さかった。以上のことから、CFP と YFP1G を組み合わせた

FRETプローブが、蛋白質濃度に対して最も感受性が高いことを示した。 
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図 21 CFP-YFP で構築した FRET プローブの、各 BSA 濃度における蛍光スペクトル

(黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、青：200 mg/mL、

紫：250 mg/mL)、(b)各 BSA濃度における蛍光強度比(CFP/YFP) 

 

GimRETは様々な蛋白質に感受性を示し、また、核酸、細胞破砕液に対しても反応し

た。このことは、細胞内での、様々な蛋白質や核酸によって変化する分子の混雑さに対

して、感受性があることを示している。各蛋白質 1 mg/mLにおける GimRETの蛍光強

度比の変化率は、BSA では 0.17%、 リゾチーム では 0.38%、アクチンでは 1.6% 、チ

ューブリンでは 3.1% であった。蛋白質の分子量と変化率を比べてみたが、相関はなか

った。また、アクチンとチューブリンを重合しても、GimRETの蛍光強度比は変化しな

かった。以上のように、GimRETは確かに蛋白質濃度を検出しているが、蛋白質の種類

により感受性が異なるので、細胞内の蛋白質の組成が大きく異なる細胞種間での比較な

どでは注意が必要である。 

 

本章では、蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質 YFP1G を用いて、蛋白質濃度により蛍光強

度比が変化する FRETプローブ、GimRETを開発した。 
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第４章 GimRET を用いた細胞内蛋白質濃度の測定 

 

背景と目的 

 

前章にて、蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質 YFP1G の開発と、CFP と YFP1G を組みわ

せることで、蛋白質濃度に応じて蛍光強度比が変化する FRET プローブ、GimRET の構

築を行った。 

In vitro の実験において GimRET は蛋白質濃度に感受性を示した。この章では、

GimRET が、細胞内においても機能することを確認した。 

細胞内の蛋白質濃度は、時間的に変化している。例えば細胞は、細胞分裂後に蛋白質

の合成を行う(Lodis, 2011)。GimRET が細胞内でも蛋白質濃度に反応するならば、この変

化も捉えることができるはずである。そこで、GimRET を用いて、細胞分裂後の細胞内

の蛋白質濃度の増加と減少を検出できるかを試した。 

また、人為的に細胞内の蛋白質濃度を変化させた場合に、GimRET が反応するかを調

べた。細胞内でのタンパク質合成／分解を阻害した場合、細胞内の蛋白質濃度が減少／

増加する。それぞれの阻害剤を作用させた場合、GimRET がその変化を検出できるかを

調べた。 

細胞外の浸透圧を変化させた場合、細胞にかかる圧力が変化するので、細胞の体積が

変化する(Fernández, 2013) 。また、細胞は、細胞骨格により細胞の形を保っているので、

細胞骨格を崩壊させれば、その形が変わり、細胞の体積を変化させるはずである。そこ

で、細胞にかかる浸透圧を変化させる、あるいは細胞骨格を崩壊させることで、細胞の

体積を変化させ、それに伴う細胞内の蛋白質濃度の変化を、GimRET が検出できるかを

調べた。 
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実験方法 

 

細胞培養 

HeLa 細胞(human epithelial carcinoma cell line)細胞を用いた。細胞を 37℃、5％CO2条件

下で、 10％ウシ胎児血清 (Sigma-Aldrich)、 1%ペニシリンーストレプトマイシン

(Sigma-Aldrich)を含む DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium、Sigma-Aldrich)培地で

培養した。 

細胞が 70～80％コンフルエントの時にトリプシン処理を行い、1×10
5個の細胞をコラ

ーゲンⅠコートガラスボトムディッシュに撒いた。ガラスボトムディッシュに撒き、24

時間後、ディッシュ 1 枚につき、100 µl OPTI-MEM(Gibco)に遺伝子導入試薬である

FuGEN-HD(Roche) 6 µl と一過性発現用ベクター2 mg を混合した溶液を加えた。溶液を加

えて 24‐48 時間後、PBS(-)で FuGENE を洗い流した後、フェノールレッドの入っていな

い DMEM培地に変え、顕微鏡で観察した。 

 

インキュベータ付き二光子顕微鏡 

細胞のイメージングには、多光子励起レーザー走査型顕微鏡 (FV1000-MPE, オリンパ

ス)に 2 光子励起用の Ti:Sapphireレーザー(Mai Tai DeepSee; Spectra Physics)を搭載したも

のを使用した。細胞を長期間観察するために、ステージをインキュベータ(CytoGROW™ 

GLP, Sanyo)内に設置した。対物レンズには、25倍((NA 1.05、水浸、XLPLN、オリンパス)

と 60倍(NA 1.49、油浸、PLAPON、オリンパス)を用いた。25倍レンズを用いた場合、観

察領域は 508.43×508.43 µm
2
 (1024×1024pixels)、0.497 µs /pixel の条件で観察した。60倍対

物レンズを用いた場合は、211.76×211.76 µm
2
 (1024×1024pixels)、0.207 µs /pixel の条件で

観察した。各画像は、5回平均像である。GimRET、CFP‐YFP は 880 nm(2 光子励起のた

め 440nm)により励起され、その蛍光を 505 nm のダイクロイックミラーで CFP と YFP の

蛍光に分けられ、460-500 nm と 520-560 nm のバンドパスフィルターを通ってディテクタ

ーに投射した。 
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画像解析 

画像解析には ImageJ を用いた。各蛍光像からバックグラウンドを引き、測定したい範

囲を選択し、範囲内の蛍光強度を測定した。得られた CFP の蛍光強度を、YFP1G の蛍光

強度で割ることで、蛍光強度比とした。 

 

長時間タイムラプスイメージング 

細胞分裂前後での蛋白質混雑の変化を観察するために、長時間タイムラプスを行った。

GimRET を発現した細胞を、蛍光顕微鏡上において、37℃、5%CO2条件下、30 分に一回、

50 時間撮影した。観察には 25倍の水深レンズを用いた。 

細胞内蛋白質分解・合成阻害剤を用いた実験では、観察開始後 2.5 時間に、顕微鏡上に

おいて 1 mM cycloheximide (WAKO)、あるいは 0.25 µM MG132 (WAKO)を混合した培地

に交換、交換後 24 時間観察した。 

 

SNARF を用いた細胞内 pH のイメージング 

SNARF は、溶液の pH に応じて蛍光スペクトルが変化する蛍光色素である。SNARF の

蛍光スペクトルは 570 nm と 650 nm にピークを持っており、pH によりその 2 つのピーク

の蛍光強度比が変化する。この特性を生かして、細胞内の pH をこの 2 つの蛍光強度比か

ら求めることができる(Buckler, 1990)。 

5-(and-6)-carboxy SNARF®-1 (SNARF-1)と 5-(and-6)-carboxy SNARF®-1, acetoxymethyl 

ester, acetate(SNARF-AM)を Molecular Probes から購入した。 

SNARF-1をDMSOに溶解し、終濃度が 10 µMになるように各 pHの溶液(100mM HEPES 

(pH 8.5, 8.0, 7.4, 7.0)、100mM MES (pH 6.5))と混合した。SNARF-1 を混合した pH 溶液を、

蛍光顕微鏡上で観察した。SNARF は緑レーザー(FV10-LD473, Olympus, JAPAN)で励起、

その蛍光を 560 nm のダイクロイックミラーで分離し、スペクトロフォトメーターを用い

て 500-560nm (Green)と 640-700 nm (Red)の蛍光を検出した。得られた蛍光像から、各 pH

における 640-700 nm (Red)/500-560nm (Green)の蛍光強度比を計算した。横軸に pH を縦軸

に 640-700 nm (Red)/500-560nm (Green)のグラフを作成した(図 22)。 
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図 22 各 pH における SNARFの蛍光強度比(Red/Green) 

 

細胞を培養している培地を 5 µM SNARF-AMを混合した培地に置換した。30 分後、PBS

で細胞に取り込まれなかった SNARF-AMを洗い流し、フェノールレッドなしの培地に置

換し、蛍光顕微鏡を用いて観察した。細胞内の SNARFの蛍光の観察には上記と同じ条件

を用いた。得られた蛍光像から SNARFの蛍光強度比を計算し、上記で求めたグラフから、

pH を算出した。 

 

強制的な細胞体積の変化 

GimRET、CFP-YFPを発現させた HeLa細胞、あるいは SNARFで染色した細胞の培地

を、150 mMスクロースを混合した 20 mM PBS (pH 7.4) に置換した。10分後、蛍光顕微

鏡を用いて細胞の観察を行った。観察後、顕微鏡上で、培地にスクロースの入っていな

い 20 mM PBS (pH 7.4)を等量加え、培地のスクロースの濃度を 75 mM に減少させた。ス

クロースの濃度を減少させて 30 秒、1 分、3 分、5 分、10 分後に、初めに観察したもの

と同じ細胞を観察した。 

GimRET、CFP-YFPを発現させた HeLa細胞、あるいは SNARFで染色した細胞の培地

をフェノールレッドの入っていない培地に置換し、蛍光顕微鏡で細胞の観察を行った。

観察後、顕微鏡上で、ノコダゾール 10 µMを混合した培地に交換した。30 分後、初めに

観察したものと同じ細胞を観察した。 
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細胞外液の浸透圧変化による大腸菌の体積変化 

この実験は、Milleらの実験手法を参考に行った(Mille, 2002)。GimRETを発現誘導した

大腸菌を HEPES 100 mM (pH 7.4)、27% (10 MPa)、50% (30 MPa)グリセロール溶液(HEPES 

100 mM(pH 7.4)と混合)に混合した。この混合溶液をポリエルリジンコートしたガラスボ

トムディッシュ上にのせ、顕微鏡上で観察した。その際、60 倍の対物レンズを用いて観

察した。 

 

強制的な細胞内 pH の変化 

SNARFで染色した細胞の培地を、20 mM PBS (pH 7.4)に置換した。10分後、蛍光顕微

鏡を用いて細胞の観察を行った。観察後、顕微鏡上で、培地を pH 8.5 あるいは pH 6.5 の

PBSに置換した。30分後、同じ細胞を観察した。細胞内 pH は図 22 のグラフから算出し

た。 

GimRETを発現させた HeLa細胞を用いて同様の実験を行った。上記実験より求めた細

胞内 pHを横軸に、それぞれの pHにおけるGimRETの蛍光強度比を縦軸にプロットした。 

 

図 23  (a)細胞外液の pHを変化させた場合の、核と細胞質の pH、横軸：細胞外液の pH、

縦軸：核と細胞質の pH、(b)細胞内 pH と GimRETの蛍光強度比、横軸：核と細胞質の pH、

縦軸 GimRETの蛍光強度比 
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結果 

 

GimRETを用いた細胞分裂後の細胞内蛋白質濃度の時間変化の検出 

GimRETが細胞内の蛋白質濃度の変化をとらえることができるかを調べるため、細胞

分裂後の GimRET の蛍光強度比の変化を調べた。この実験は、GimRET を発現させた

HeLa 細胞で行った。予想通り、GimRET の蛍光強度比は細胞分裂後に増加し始めた。

コントロールとして CFP-YFPでも同様の実験を行ったが、CFP-YFPの蛍光強度比には

変化がみられなかった。 

 
図 24 細胞分裂中のタイムラプスイメージング、左；明視野像、中央左：CFP(460-500 

nm)の蛍光像、中央右：YFP1G(520-560 nm)の蛍光像、右：蛍光強度比像、矢印：分裂

している細胞 
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図 25  (a)細胞分裂後の細胞内の蛍光強度と蛍光強度の変化の代表的なトレース、(b)細

胞分裂後の蛍光強度比の時間変化、灰：代表的なトレース、赤：平均トレース、(c) CFP-YFP

を発現させた細胞における、細胞分裂後の蛍光強度比の時間変化、灰：代表的なトレー

ス、赤：平均トレース 時間 0において細胞分裂している。 
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薬剤を用いた蛋白質合成／分解阻害 

また、薬剤を用いて、細胞内の蛋白質合成、あるいは分解を阻害した際に、GimRET

の蛍光強度比が変化するかを調べた。タンパク質合成阻害剤として、リボソームに作用

することで、翻訳を阻害するシクロヘキシミドを(Ferraiuolo, 2005) 、分解阻害剤として、

26S プロテアソームを阻害する MG132 を使用した (Han, 2009) 。シクロヘキシミドを細

胞に作用させたところ、GimRET の蛍光強度比が減少した。MG132 を細胞に作用させ

たところ、GimRET の蛍光強度比が増加した。この結果は、タンパク質合成を阻害した

ことによる細胞内蛋白質濃度の減少と、蛋白質分解を阻害したことによる細胞内蛋白質

濃度の増加をとらえていると考えられる。同様の実験を CFP-YFP で行ったところ、同

様に変化したが、その変化量は GimRET と比べて小さかった。以上の結果から、GimRET

を用いることで、細胞内の蛋白質濃度の時間的な変化をとらえることができることを示

した。 
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図 26 蛋白質合成阻害剤(a)、分解阻害剤(b)を作用させた細胞の蛍光強度比像、(c, d) 

GimRET(c)あるいは CFP-YFP(d)を発現させた細胞における、蛋白質合成阻害剤(左)、蛋

白質分解阻害剤(右)を作用させる前後の蛍光強度比の時間変化、灰：代表的なトレース、

赤：平均トレース 
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強制的な細胞体積の変化 

細胞の体積変化は、細胞内の蛋白質濃度を変化させる細胞外液の浸透圧を変化させる

ことで、細胞の体積を変化させ、その変化を GimRETが検出できるかを調べた。外液の

スクロースの濃度を 150 mMから 75 mMに変えると、浸透圧が低下し、細胞が膨らむ

ため体積が増加する。細胞内の GimRET の蛍光強度比を、濃度を変化する前、変化後

30秒、1 分、3 分、5 分、10 分において測定した。外液のスクロースの濃度を変化させ

たところ、30秒後には細胞内の GimRETの蛍光強度比が減少した。47細胞のうち、46

細胞において細胞外のスクロース濃度の変化後 30秒で蛍光強度比の減少が見られた。 

 

図 27 (a) GimRETを発現させた細胞細胞外液のスクロースの濃度を変化させた場合の

細胞内の蛍光像(上)と蛍光強度比像(下)、(b)細胞外液のスクロースの濃度を変化させた場

合の蛍光強度比の時間変化、(c)細胞外液のスクロースの濃度を変える前後における、同

じ細胞の蛍光強度比の変化 横軸：変化前、縦軸：変化後 
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また、CFPと YFP1Gの蛍光強度を合わせた全蛍光強度の変化を調べると、スクロー

ス濃度の変化後 30秒で蛍光強度が減少し、その後徐々に元の値に戻ることが分かった。

この短時間では、蛋白質の合成と分解が起こらないので、細胞の体積変化に応じて蛍光

強度が変化したと考えられる。つまり、細胞の体積が増加したため蛍光強度が減少し、

増加した体積が元の大きさに戻ったため蛍光強度も元の値に戻った、ということである。

蛍光強度比の変化と蛍光強度の変化を比べると、強い相関がみられた。細胞ごとに変化

を見てみると、蛍光強度比と蛍光強度は同じように変化していた。 

 

図 28 (a)GimRET を発現させた細胞細胞外液のスクロースの濃度を変化させた場合の

それぞれの時間における蛍光強度と蛍光強度比の変化量、(b) 異なる細胞のおける

GimRETを発現させた細胞細胞外液のスクロースの濃度を変化させた場合の蛍光強度と

蛍光強度比の時間変化 
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CFP-YFP を用いて同様の実験を行った場合、GimRET と同じように変化した。しか

し、その変化量は GimRET よりも小さかった。以上のことから、GimRET により人為

的な細胞体積の増加に伴う蛋白質濃度の減少を検出できることを示した。 

 

 

図 29 (a)CFP-YFP を発現させた細胞の細胞外液のスクロースの濃度を変化させた場合

の蛍光強度比の時間変化、(b)GimRETと CFP-YFPを発現させた細胞の細胞外液のスク

ロースの濃度を変化させた場合の蛍光強度比の時間変化の比較 
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細胞を収縮させ細胞の体積を減少させる実験を行った。この実験には、微小管を崩壊

させるノコダゾールを使用した。ノコダゾール 10 µMを細胞に 30分作用させたところ、

細胞内の GimRETの蛍光強度比が減少した。細胞内の全蛍光強度を測定したところ、蛍

光強度はノコダゾールを作用させる前と比べて増加していた。つまり、細胞体積の減少

に伴う蛋白質濃度の増加を GimRETで検出することに成功した。 

 

図 30 (a)ノコダゾールを用いて細胞を縮ませる前後の GimRET を発現させた細胞の蛍

光像と蛍光強度比像、(b)同じ細胞における、ノコダゾールを作用させる前後での蛍光強

度比の比較、横軸：作用前の蛍光強度比、縦軸：作用後の蛍光強度比 
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同様の結果が、大腸菌を用いた実験でも得られている。GimRETを発現させた大腸菌

を、浸透圧の高い溶液に入れて細胞を収縮させた場合、GimRETの蛍光強度比は体積の

減少に伴い増加していた。 

 

図 31 (a)GimRETを発現させた大腸菌の外液の浸透圧が 0.1 MPa(上)、30 MPa(下)の

場合の蛍光像と蛍光強度比像、(b)それぞれの浸透圧における GimRET を発現させた大

腸菌の蛍光強度比と細胞の体積 
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コントロールとして CFP-YFP を発現させた細胞でノコダゾールを作用させ収縮を行

ったが、蛍光強度比は変化しなかった。以上の結果は、GimRETが人為的な細胞体積の

減少に伴う蛋白質濃度の増加を検出できることを示した。 

 

図 32 (a)ノコダゾールを用いて細胞を縮ませる前後のCFP-YFPを発現させた細胞の蛍

光像と蛍光強度比像、(b)同じ細胞における、ノコダゾールを作用させる前後での蛍光強

度比の比較、横軸：作用前の蛍光強度比、縦軸：作用後の蛍光強度比 
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まとめと考察  

 

GimRET を発現させた細胞を用いて、細胞分裂後の蛋白質濃度の増加と減少を検出す

ることに成功した。細胞は分裂後の間期において蛋白質を合成するので、その際蛋白質

濃度が上昇し、蛋白質濃度が変化する。GimRET の蛍光強度比が、細胞分裂後に増加し、

その後徐々に減少した。この蛋白質濃度の変化は、以前に報告があった酵母を用いた細

胞内での蛋白質の濃度変化と一致していた(Cookson, 2010) 。 

細胞分裂時に、蛍光強度比が増加している。これは、細胞分裂時の細胞の収縮により、

細胞の体積が減少したことで、細胞内の蛋白質濃度が増加したためであると考えられる。 

細胞分裂後の G1 期では、蛋白質の合成が頻繁に行われるとされている(Lodis, 2011)。

図 25 から、平均トレースでは、分裂後約 6 時間蛍光強度比が増加しており、この増加は

G1 期における蛋白質の合成を反映していると考えられる。また、蛍光強度比が 1.6 から

最大で 1.8 まで増加していた。この値を BSA 濃度に換算すると 350 mg/mL から 450 

mg/mL に増加したこととなり、分裂後は蛋白質濃度が約 1.3倍に増加したことになる。 

蛍光強度比は、分裂後約 6 時間増加し続けた後、10 時間程度かけて分裂直後と同程度

の値まで減少している。この減少は、蛋白質の分解によるものではなく、細胞の体積の

増加に伴う細胞内蛋白質濃度の減少によるものであると考えられる。細胞の体積の急激

な増加が起こるとするならば、分裂後蛍光強度比の増加は起こらず、代わりに減少が起

こるはずである。実際はそのような変化は見られていない。本結果から、細胞分裂後の

G1 期における蛋白質の合成中、あるいは合成後から細胞の体積の増加が起こると考えら

れる。もし仮に、蛋白質濃度の変化により体積の増加が始まるのであれば、蛋白質濃度

も細胞周期を制御する一つの要素となりうる。GimRET の蛍光強度比と、細胞の体積の

時間変化を同時に測定することができれば、細胞周期と蛋白質濃度の関係、加えて、蛋

白質濃度による細胞周期の制御機構を示すことができるのではないかと考えている。 

 

GimRET を用いて、蛋白質合成を阻害したことによる細胞内蛋白質濃度の減少と、蛋

白質分解を阻害したことによる細胞内蛋白質濃度の増加を計測した。GimRET の蛍光強

度比は、予想通りの変化を示した。細胞内の蛋白質の合成／分解には、GimRET の合成

と分解も含まれている。そこで、全蛍光強度の時間変化を測定したところ、合成阻害で
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は蛍光強度が減少し、分解阻害では蛍光強度が増加していた。この結果は、蛋白質合成

／分解の阻害が起こっていること、GimRETの蛍光強度比の変化は、阻害の結果として

蛋白質濃度が変化したことによるものであるという傍証となる。蛋白質合成を阻害した

際の全蛍光強度の時間変化を指数減少 I = exp (-kd*ｔ) (I : 蛍光強度、t : 時間(hour)、

kd : 分解速度(hour－1))で、蛋白質分解を阻害した際の全蛍光強度の時間変化を直線

I=ks*ｔ(I : 蛍光強度、t : 時間(hour)、ks : 増加定数(hour－1))でフィットすることで、

GimRET の分解速度と合成速度を求めることができる。結果、kd=0.032 (hour－1)、

ks=0.080 (hour－1)となった。 

 

図 33 蛋白質合成阻害剤(a)、分解阻害剤(b)を作用させた後の細胞内の蛍光強度の変化, 

赤：阻害剤作用後の平均トレース、灰：元となったトレース 実線はそれぞれのプロッ

トを(a)指数減少、(b)直線でフィットした場合のグラフ 

 

細胞外の溶液の浸透圧を変化させることで、細胞の体積を変化させ、細胞の蛋白質濃

度を変化させた。その際、GimRETが蛋白質濃度の変化を検出できることを示した。細

胞の体積変化は、1 分以内に変化が起こっている。GimRET の合成／分解は、この短時

間では起こりえないので、蛍光強度の変化は、蛋白質濃度の変化によるものであると考

えられる。また、細胞外液の浸透圧を変化させて 30秒後には GimRET の蛍光強度比が

変化している。つまり、GimRETの、蛋白質濃度の変化に対する反応は、少なくとも 30

秒以内に起こる。これは、細胞内における素早い蛋白質濃度の変化を、GimRETを用い

ることで検出できることを示している。 



55 

 

微小管を崩壊させるノコダゾールを使用することで、細胞を収縮させ、細胞の体積を

減少させた。体積の減少に伴う蛋白質濃度の増加を、GimRETを用いて検出することに

成功した。また、大腸菌を用いた実験により、同様の結果を得た。 

以上のように、GimRETにより、細胞内の蛋白質濃度の減少/増加を検出できることを

示した。 

 

蛍光蛋白質を用いたプローブ開発において、pH 感受性は大きな問題である(Nagai, 

2001 :  Piston & Kremers, 2007 : 永井, 2007 : Imamura, 2009 : Grashoff, 2010) 。異なる

pH溶液に溶かした BSA溶液に対する GimRETの感受性を図 34に示す。GimRETの蛋

白質濃度に対する反応性は、溶液の pHにより変化している。 

 

図 34 各 pH の BSA 溶液に対する GimRET の蛍光スペクトル、(a)pH6.0、(b)pH6.5、

(c)pH7.0、(d)pH8.0(黒：0 mg/mL、赤：50 mg/mL、オレンジ：100 mg/mL、緑：150 mg/mL、

青：200 mg/mL、紫：250 mg/mL)、各 pHの BSA溶液の濃度に対する GimRETの蛍

光強度の変化、(赤：6.0、オレンジ：6.5、緑：7.0、青：7.4、紫：8.0) 

 

 

GimRETもまた pHに対して感受性を示すので、GimRETの示す変化が蛋白質濃度に

よるものなのか、pH によるものなのかということを考慮しなければならない。細胞内
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pHの指示薬として広く利用されている SNARF-1を用いて、細胞を膨らませ細胞の体積

を増加させた際の pH 変化を調べたところ、すべての細胞で pH が下がる様子が観察さ

れた。もしも GimRETの蛍光強度の変化が pHによるものであるならば、蛍光強度比が

下がるはずである。しかし実際は、反対の反応を示した。 

 

図 35 SNARF で染色した細胞の、細胞外液の濃度を変化させた場合の蛍光強度比像、

(b) 細胞外液の濃度を変化させた場合の核と細胞質における pHの時間変化 

 

SNARF を用いて、ノコダゾール処理による細胞の収縮時の pH 変化を調べたところ、

細胞を膨張させた時と同じように、pHは減少していた。その際、核の pHは 7.6から 7.5

に、細胞質の pHは 7.1から 6.7に変化していた。 



57 

 

 
図 36 SNARFで染色した細胞に、ノコダゾールを作用させる前後の蛍光強度比像、(b)

ノコダゾールを作用させる前後における、同じ細胞の核と細胞質の pH の比較、横軸：

作用前、縦軸作用後、(c)ノコダゾールを作用させた前後での、核と細胞質における

GimRETの蛍光強度、蛍光強度比の変化率と pH 

 

細胞内の pH を強制的に変えた場合の GimRET の蛍光強度比の変化のグラフを図 23

に示す。このグラフから、細胞の収縮にともなう pH変化により GimRETの蛍光強度比

がどの程度変化するかを換算すると、核では 6％、細胞質では 4%蛍光強度が減少するこ

ととなる。しかし実際は、細胞を収縮させた場合には核では 23％、少なくとも 17%の変

化が見られた。この変化量は pH によるものよりも大きく、そのため蛋白質濃度の変化

が、GimRETの蛍光強度比の変化に大きく作用していると考えられる。 

 

本章では、GimRETが細胞内の蛋白質濃度を検出できることを、細胞分裂過程、蛋白

質合成／分解、および、細胞体積変化による蛋白質濃度変化の検出を行うことで確認し

た。 
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第５章 GimRET の蛍光強度比と拡散との比較 

 

背景と目的 

 

前章で、GimRET を用いて細胞内の蛋白質濃度を測定できることを示した。これま

で報告された細胞内の蛋白質濃度は乾燥重量から求められたものであり(Zimmerman, 

1991)、生細胞内の蛋白質濃度を計測したという報告はない。また、多数の細胞の平均の

値なので、個々の細胞間で蛋白質濃度がどの程度ばらついているかわかっていない。加

えて、細胞内で蛋白質濃度がどのように分布しているか、ということもわかっていない。

GimRET は蛍光蛋白質なので、個々の細胞内の蛋白質濃度を測定することができる。ま

た、細胞全体に分布するので、細胞内での蛋白質濃度の分布を観察することもできる。

本章では、GimRET を Cos7 細胞で発現させ観察することで、細胞間、細胞内蛋白質濃

度の測定と比較を行った。 

これまで細胞内の分子の混雑さは、蛍光蛋白質や有機色素などをプローブの拡散定数

の比較により議論されてきた(Stasevich, 2011 : Norris 2011 : Bernas, 2014 : Diekmann & 

Hoischen, 2014)。しかし、細胞内は蛋白質などの高分子が混雑した環境であり、そのよう

な環境では蛋白質の凝集などが起こるため、小分子を用いたキャリブレーションから求

めた拡散係数と単純に比較することができない。また、細胞骨格や脂質膜などの細胞内

の構造体とプローブが相互作用してしまうと、拡散係数が変化するので、分子の混雑さ

と拡散で、異なる状況を示してしまう(Cutsforth, 1989 ; Lakatos, 1991 : Knull, 1992)。細胞内

の拡散だけでは、細胞内の分子の混雑さを正しく示せていない可能性があった。 

GimRET は、蛍光蛋白質であるので、溶液中の拡散を求める測定法にプローブとして

利用することができる。そこで、GimRET を発現させた Cos7 細胞で、細胞内の拡散係

数を求める際にもっとも多く用いられている方法の一つである FRAP を行い、蛋白質濃

度と拡散係数を比較した。 
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実験方法 

 

この実験では、Cos7 細胞(African green monkey kidney-derived cell line)を用いた。細胞の

培養、蛍光蛋白質の一過性発現は、第 4 章と同じ方法を用いた。 

細胞の観察、解析には第 4 章と同じ方法を用いた。 

 

顕微鏡上における GimRET の蛍光強度と蛍光強度比の比較 

精製した GimRET を 250 mg/mL BSA (pH7.4)で 20、10、5.0、2.5、1.0 µg/mL に希釈し、

蛍光顕微鏡上で、各濃度の GimRET の溶液の CFP の蛍光と YFP1G の蛍光を観察した。

得られた蛍光画像から、GimRET の各濃度における CFP と YFP1G の蛍光強度を求めグラ

フにした。 

 

大腸菌を用いた蛍光蛋白質の folding と maturation 時間の計測 

この実験は Lee らの実験を参考に行った(Lee, 2005)。CFP、YFP、YFP1G、GimRET、

CFP-YFP のプラスミドを遺伝子導入した大腸菌を LB培地にて 12 時間 37 度で振盪培養

した。遠心機を用いて集菌した後、M9 培地を用いて OD600 値が 0.1 になるように大腸

菌を懸濁した。懸濁した大腸菌の溶液に IPTG を終濃度が 1 mM になるように加え、96well

に移し、プレートリーダー(Multilabel Reader 2030 ARVO X3、Perkin Elmer)を用いて、37℃

における大腸菌内で発現した蛍光蛋白質の蛍光強度の経時変化を測定した。CFP は 430 

nm で 、YFP と YFP1G は 510 nm で励起した。CFP の蛍光は 475-485 nm の、YFP と YFP1G

の蛍光は 535-545 nm の蛍光を検出した。 

 

非特異吸着色素を用いた細胞内蛋白質量と GimRET の蛍光強度の比較 

GimRET を発現させた Cos7 細胞を、4%パラフォルムアルデヒドと 0.1%Triton-X を混

合したPBSを用いて固定した。固定後、溶液を1µg/mL Alexa Fluor 568 NHS Ester (molecular 

probes)を混合した PBS に置換し、細胞内の蛋白質を非特異的に染色した。20 分後、一度

細胞を PBS で洗い、蛍光顕微鏡で GimRET の蛍光と Alexa の蛍光を観察した。Alexa は

赤色レーザー(FV10-LD559, Olympus)で励起、スペクトロフォトメーターを用いて 640-700 

nm の蛍光を検出した。 
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Multi-photon fluorescence recovery after photobleaching (MP-FRAP) 

MP-FRAP は Brown E.B.らの論文を参考にした(Brown, 1999)。時間分解能を向上するた

め、MP-FRAP の際は観察領域を 10.56x0.56 µm
2
 (64×64pixels)に設定した。時間分解能は

1フレームあたり 0.10秒に設定した。褪色させる範囲は、3x3 µm
2
 (20x20pixels)に設定し

た。3秒間(30フレーム)細胞を蛍光観察した後、2秒間 3x3 µm
2
 (20x20pixels)の範囲を褪

色、その後 27秒(270フレーム)観察した。データの解析には、ImnageJ と Origin を用いた。

褪色させた領域における蛍光強度の回復の時間変化を測定し、I = 1-exp(-k*t) の式でフ

ィットすることで、回復係数 kを求めた (I : 蛍光強度、t : 時間(s)、k : 回復係数)。FRAP

により見積もられる拡散係数は、そのモデルによって大きくことなる(Shimi, 2004)。そこ

で、異なる粘性の溶液を用いてキャリブレーションを行った。グリセロールは水と混合

する割合によって、その粘性が変わる。粘性と、プローブとして用いる分子から、その

拡散係数を計算することができる(Cheng, 2008)。GimRET は 2 つの蛍光蛋白質がタンデム

につながった構造をしている、20 nm のビーズは、GimRET の大きさと同じくらいである。

20 nm のビーズを 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80%のグリセロール:水溶液と混合し、この混合溶

液で FRAP を行い、各粘性(拡散係数 D)における回復係数を測定した。計測した回復係数

から、D = 27.429*exp(-k/0.86638)のの式を用いて、GimRET の細胞内における拡散係数を

算出した。 
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結果 

 

細胞内、細胞間の蛋白質濃度の比較 

GimRETを Cos7細胞で発現させ、25倍対物レンズで観察した。蛍光強度比の画像は、

CFPの蛍光像(460-500 nm)と YFP1 Gの蛍光像(520-560 nm)をそれぞれ取得し、その強

度比から作製した。結果、細胞間で GimERTの蛍光強度比が 1.0 - 3.0と大きく異なって

いた。 

 

図 37 GimRET を発現させた Cos7 細胞を 25倍の対物レンズで観察した場合の、明視

野像(a)、CFP(460-500 nm)の蛍光像(b)、YFP1G(520-560 nm)の蛍光像(c)、蛍光強度比

像(d) 
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図 38 GimRETを発現させた Cos7細胞内の蛍光強度比のヒストグラム 

 

このばらつきが、蛋白質濃度以外に由来する可能性があったので、検証した。 

まずは、細胞内 pHの違いによるばらつきの可能性を考えた。そこで、SNARF用いて、

Cos7細胞における細胞内 pHを測定した。 

 

図 39 Cos7細胞を SNARFで染色した場合の明視野像(左と) 蛍光強度比像(右) 

 

Cos7細胞 pHは、核で 7.6±0.1、細胞質で 7.5±0.1であった。この値を図 23のグラ

フから GimRET の蛍光強度比に換算すると、それぞれ 1.8±0.1 と 1.7±0.1 となった。

Cos7細胞間の GimRETの蛍光強度比は非常に広くばらついており、このばらつきは pH
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によるものではないと結論付けた。 

次に GimRETの発現量に依存して、蛍光強度比が変化している可能性を考えた。 

HEPES溶液、250 mg/mL BSA溶液に、10 mg/mLと 100 mg/mLの GimRETを混

合し、スペクトルを測定し、GimRETの濃度によってスペクトルが変化するかを調べた

ところ、変化はなかった。顕微鏡上で、GimRETの濃度を変換させても、蛍光強度比に

大きな変化はなかった。 

 
図 40 100 mM HEPES(a)と 250 mg/mL BSA(pH7.4)溶液に、終濃度が 10 µg/mL(赤)

と 100 µg/mL(青)になるよう GimRETを混合した場合の蛍光スペクトル 

 

 
図 41 250 mg/mL BSA(pH7.4)溶液に、終濃度が 1、2.5、5、10、20 µg/mLになるよ

う GimRET を混合し、その溶液を顕微鏡上で観察した際の CFP(460-500 nm)、

YFP1G(520-560 nm)、CFP と YFP1G の総和の蛍光強度、GimRETの濃度と蛍光強度

比の相関  
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また、細胞内における CFP と YFP1G の蛍光強度と GimRET の蛍光強度比の相関を

調べたところ、相関がみられなかった。 

 

図 42 GimRETを発現させた Cos7細胞の、同じ細胞の CFP、YFP1Gそれぞれと蛍光

強度比の相関 

 

GimRET の濃度に応じて蛍光強度比が変わらないこと、細胞内において CFP と

YFP1G の蛍光強度と GimRET の蛍光強度比との間に相関がないことから、この細胞間

での蛍光強度比のばらつきは、GimRETの発現量に由来するものではない。 

 

細胞間での GimRETの蛍光強度比の違いが、蛋白質の合成／分解によるものである可

能性があったので、検証してみた。 

FRETプローブのドナーとアクセプターとなる蛍光蛋白質の foldingとmaturationの

時間の違いも、蛍光強度比に影響を与える。大腸菌を用いた実験により、CFP、YFP、

YFP1G、GimRET、CFP-YFPの foldingとmaturationの時間を測定した。結果、YFP1G

の foldingとmaturationは CFPよりも遅いが、YFPとほぼ変わらない、あるいは少し

早いことが分かった。最大蛍光強度の 50％に到達した時間は、CFPは 136.9 mins、YFP

は 218.5 mins、YFP1Gは 204.3 minsであった。 
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図 43 YFP(オレンジ)、CFP(青)、緑(YFP1G)のプラスミドが遺伝子導入された大腸菌

を発現誘導した後の、大腸菌内の蛍光強度の経時変化 

 

また、興味深いことに、YFP1G を単独で発現させた場合よりも、GimRET としてさ

せた場合に早くなることが分かった。この結果は、GimRETの蛍光強度比を試算する際

に、folding と maturation による影響が減ることにつながる。それでも、蛍光強度が安

定するまでに少なくとも 90分は必要である。 
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図 44 CFP-YFP(a)、GimRET(b) のプラスミドが遺伝子導入された大腸菌を発現誘導

した後の、大腸菌内のそれぞれの蛍光蛋白質の蛍光強度(上)と蛍光強度比(下)の経時変化 

 

第 5章において、細胞内の GimRETの合成／分解速度を計算した。合成速度、分解速

度ともに foldingとmaturationの速度の 10倍程度遅いことが分かった(0.667 hour-1)。

そのため、この細胞間のばらつきは、蛋白質の合成/分解によるものではないと結論付け

た。 

 

最後に、細胞間の蛍光強度のばらつきが蛋白質濃度に由来することを示すために、蛋

白質に非特異吸着する色素で細胞内の蛋白質を染色し、その蛍光強度と GimRETを比較

した。GimRETを発現させた細胞を固定し、分子に非得意吸着する蛍光色素で染色、同

一細胞内の GimRETの蛍光強度比と非得意吸着した色素の蛍光強度を測定したところ、
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両者には相関があった。つまり、GimRETの蛍光強度比は細胞内の蛋白質の量を反映し

ている。 

 

図 45 細胞を固定後 Alexaで染色した細胞を 25倍の対物レンズを用いて観察した場合

の、CFP(460-500 nm)の蛍光像(a)、YFP1G(520-560 nm)の蛍光像(b)、蛍光強度比像(c)、

(d)Alexaの蛍光像(640-700 nm)、(e)GimRETの蛍光強度比と Alexaの蛍光強度の相関 
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細胞を拡大して観察してみると、Cos7細胞の内側は、ほぼ一様であった。GimRET

の蛍光強度比の異なる細胞を観察したところ、多くの細胞において、核と細胞質で

GimRETの蛍光強度比が同じであったが、一方で、いくつかの細胞においては違いがみ

られた。同じ細胞の核における GimRETの蛍光強度比を縦軸に、細胞質における

GimRETの蛍光強度比を横軸にしたグラフを図 46に示す。蛍光強度比が 1.0から 1.5

の細胞においては、核と細胞質の蛍光強度比がほぼ同じであったが、1.5以上の細胞にお

いては、核の蛍光強度比が細胞質に比べて低いことがわかった。 

 

図 46 GimRETを発現したCos7細胞を (a)60倍対物レンズを用いて観察した場合の蛍

光像、(b, c)蛍光強度比像、(d)同じ細胞の核と細胞質の蛍光強度比の比較 
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CFP-YFPを発現させた細胞でも同様に核と細胞質で蛍光強度比を比較したが、違いが

みられなかった。 

 
図 47 (a,b)CFP-YFPを発現させた Cos7細胞を 25倍の対物レンズを用いて観察した場

合の蛍光強度比像、(c)同じ細胞における核と細胞質での CFP-YFPの蛍光強度比の比較 
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蛋白質濃度と拡散係数の比較 

GimRET の蛍光強度比と拡散係数との関係を調べるために、GimRET をプローブとし

て、FRAP (fluorescence recovery after photo-bleacing)を行い、GimRET の蛍光強度比

と拡散定数を比較した。FRAP は、溶液の粘性を見積もる方法の一つである。粘性を見

積もりたい溶液に蛍光色素や蛍光蛋白質などのプローブを自由拡散させておき、溶液中

の特定範囲を、レーザーを強力に照射することで褪色させ、褪色させた範囲にプローブ

が拡散する様子から、その粘性を見積もる。溶液中の粘性を変化させる物質として一般

的に用いられる PEG6000、スクロース、BSA 溶液に GimRET を混合し FRAP を行っ

たところ、BSA において、拡散と GimRET の蛍光強度比に強い相関がみられた。これ

は、GimRET を用いた FRAP により、蛋白質濃度の変化と、蛋白質濃度の増加に伴う溶

液の粘性の変化を同時に検出できることを示している。 
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図 48 BSA 溶液(a)、PEG6000 溶液(b)、スクロース溶液(c)の濃度、蛍光強度比、拡散

係数の相関図(左)と、拡散係数と蛍光強度比の相関図(右) 
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GimRETを発現させた Cos7細胞の核と細胞質においてそれぞれ FRAPを行った。図

50からわかるように、蛍光強度比によって、蛍光の回復する速度が異っている。各細胞

の領域において、GimRET の蛍光強度比と拡散係数には相関がみられた。この結果は、

細胞内において GimRETの蛍光が、蛋白質濃度と分子の移動性と相関があることを示し

ている。一方で、核と細胞質において蛋白質濃度が同じであるにもかかわらず、細胞質

の拡散が遅いことが分かった。 

 

図 49 (a)FRAPを行う前の、GimRETを発現させた Cos7細胞を、60倍対物レンズを

用いて観察した場合の明視野像(左)、CFPの蛍光像(中央左)、YFP1Gの蛍光像(中央右)、

蛍光強度比像(右)、(b)核、細胞質の GimRETを褪色する前後での蛍光像の時系列変化、

核(c)、細胞質(d)における褪色前後での、褪色させた領域における蛍光強度の時間変化 
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図 50 (a)各蛍光強度比の細胞における、褪色前後での蛍光強度の時間変化、(b)核と細

胞質それぞれの領域での蛍光強度比と拡散係数の相関  
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まとめと考察 

 

GimRET を発現させた Cos7 細胞においては、GimRET の蛍光強度比が、細胞間でば

らついていた。これまでに見積られた細胞内の蛋白質濃度は、非常に多くの細胞の平均

である(Zimmerman , 1991)。細胞間で蛋白質濃度がどの程度違うかは、これまでに報告が

ない。そのため、GimRET の蛍光強度比のばらつきが、蛋白質濃度以外の要因でばらつ

いている可能性があると考え、細胞内 pH、GimRET の発現量、GimRET の folding と

maturation の時間を調べた。細胞内 pH のばらつきは、GimRET の蛍光強度比のばらつ

きと比べて非常に小さかったため、pH ではないと考えた。GimRET の蛍光強度比は、

GimRET そのものの濃度によって変化せず、また、細胞内の蛍光強度との間に相関がな

かったため、GimRET の発現のばらつきは、蛍光強度比のばらつきに影響しないと考え

た。GimRET の folding と maturation の速度は、GimRET そのものの合成／分解の 10

倍以上速いため、細胞内のGimRETの発現のばらつきに伴う foldingとmaturationは、

蛍光強度比に影響しない。今回の実験で調べたいずれの要因も、細胞間での蛍光強度比

のばらつきの原因ではないと考えられる。一方で、蛋白質に非特異吸着する蛍光色素の

蛍光強度と GimRET の蛍光強度比を比較したところ、相関がみられた。つまり、細胞間

の蛋白質濃度の違いを、GimRET は蛍光強度比として検出していることになる。同じ細

胞種なので、発現している蛋白質の種類が大きく違わないと考えると、細胞間の蛍光強

度のばらつきは、蛋白質濃度のばらつきが反映されていると考えられる。 

 

なぜ細胞間でこれほど蛋白質濃度にばらつきがあるのかはわからない。ただし、今回

使用した Cos7 細胞はガン細胞であり、遺伝子の突然変異が起こりやすいので、細胞間で

の変異の違いにより、蛋白質の発現の促進や抑制が異なるため、細胞間での蛋白質濃度

に大きなばらつきがあったのではないかと考えている。 

 

GimRET を発現させた HeLa 細胞の蛍光強度比を見てみると、細胞間でばらついてい

る。しかし、そのばらつきは、Cos7 細胞と比べて小さかった。Cos7 細胞は、細胞間で

大きさが非常にばらついている、多核細胞が存在するなど、細胞間で細胞の状態が大き

く異なっている。一方で HeLa 細胞は、それほど細胞の大きさがばらついておらず、ま
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た、多核細胞のような細胞はあまり観察されない。蛍光強度比のばらつきは、このよう

な細胞種間での性質の違いを反映しているのではないかと考えられる。 

 

図51 Cos7細胞とHeLa細胞の細胞間の蛍光強度比のばらつきの比較 赤：Cos7細胞、

青：HeLa細胞 
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GimRETを発現させた Cos7細胞においては、GimRETの蛍光強度比が、細胞内で一

様であった。これは、細胞質において、局所的な拡散係数の違いがなかったという報告

と一致する(Kühn, 2011 : Nakane, 2012)。 

細胞間の蛍光強度比の平均は、細胞質において 1.67±0.40、核において 1.55±0.28で

あった。蛍光強度比から換算した蛋白質濃度は、細胞質において 387±200 mg/mL、核

において 345±140 mg/mLであった。 

 

図 52 (a)核と細胞質における GimRETの蛍光強度比の平均、(b)GimRETをプローブと

して用いた FRAPと FCSから求めた核と細胞質の拡散係数 

 

Cos7細胞の核と細胞質の拡散係数を、GimRETをプローブとして FRAPと FCSを用

いて測定したところ、FRAP では大きな差があったが、FCS では差が見られなかった

(FCSは金城研の北村さんに実験していただいた)。GimRETを用いた蛋白質濃度の比較

では、核と細胞質では大きな違いはなかった。GimRETは、GimRET周辺の蛋白質濃度

を検出している。つまり、狭い領域の蛋白質濃度、分子混雑を表していると考えられる

ので、微笑空間におけるプローブの拡散を調べる FCSと同じように、核と細胞質であま

り違いがなかったと考えられる。 

核と細胞質は核膜によって隔てられており、核内への高分子の流入には核局在シグナ

ルが必要とされているが、蛍光蛋白質を何も修飾をせずに細胞内で発現させた場合でも

核内に局在する(Hihara, 2012)。そのため、細胞内で発現している一般的な蛋白質も核内

外を自由に行き来できるため、細胞質と核の間ではそれほど大きな蛋白質濃度の違いが

なかったと考えられる。 
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また、細胞質の蛍光強度比が 1.5 以上では、細胞質と比較して核の蛍光強度が低かっ

た。この結果は、蛍光強度比が 1.5 以上、蛋白質濃度に換算すると 300 mg/mL 以上にな

ると、核と細胞質で蛋白質濃度が不均一になることを示している。核膜に、核内の蛋白

質濃度、あるいは分子混雑に応じて、蛋白質の流入を止める、あるいは流出を促進する

ような機構があるのではないかと考えている。 

 

GimRET と FRAP を組み合わせることで、拡散と蛋白質濃度の関係を調べた。蛍光強

度の異なる細胞では、蛍光の回復速度が異なっていた。つまり、蛋白質濃度により、プ

ローブの動きやすさが異なることを示している。GimRET の蛍光強度比と拡散係数の相

関を調べた結果、細胞質、核それぞれの領域で相関がみられた。しかし、同じ蛋白質濃

度であるにもかかわらず、核と比べて細胞質における拡散が遅かった。この、細胞質に

おいて拡散が遅いという結果は、細胞骨格や小さな脂質などにより、蛋白質の拡散が遅

くなったためであると考えられる。つまり、拡散だけでは正確な細胞内の環境を表現で

きておらず、細胞内の分子の混雑した環境を示すのに不十分であることを示している。

本研究にて開発した GimRET と拡散係数を測定する手法を組み合わせることで、より正

確な「細胞内の分子混雑」を示すことができると考えている。 

今回の実験では、FRAP と GimRET を組み合わせた。拡散定数は、測定法によって異

なるので(Stasevich, 2011 : Norris, 2011 : Bernas, 2014 : Diekmann & Hoischen, 2014)、FRAP 以

外の手法と GimRET の比較も行う必要があると考えている。 

一方で、核、細胞質において、同じ蛋白質濃度でも、拡散係数がばらついている。第 3

章で示したように、GimRET はアクチン、チューブリンの重合、脱重合を検出できてい

ない。この、局所的な蛋白質の構造や状態変化が、同じ蛋白質濃度における拡散係数の

ばらつきを生んでいると考えられる。つまり、GimRET を用いても細胞内の混雑さを示

すには完全ではない。これらの状態を検出できるような改良が必要であると考えられる。 

本章では、GimRET を用いて、細胞間、細胞内の蛋白質濃度の比較を行った。また、

GimRET を用いた FRAP により、拡散だけでは分子混雑を示すには不十分であり、蛋白

質濃度と組み合わせることで、より正確な「細胞内の分子混雑」を表すことができるこ

とを示した。 
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第６章 GimRET を融合した蛋白質を用いた蛋白質濃度の時間的・

空間的変化の測定 

 

背景と目的 

 

これまでの章では、GimRET を細胞内で発現させ、細胞全体における蛋白質濃度を観

察してきた。しかし、細胞内では、第 3 章の細胞分裂後のように時間的にも、細胞小器

官内などの局所的な環境、つまり空間的にも変化が起こる。 

FRAP や FCS は、非常に強力な手法であるが、欠点もある。それは、時間的、空間的

な変化の観察が難しいという点である。FRAP は、プローブが、褪色させた範囲に戻る

様子を観察する必要がある。しかし、プローブの量は有限であり、複数回 FRAP を行う

と測定できなくなる。また、ある程度の範囲を必要とするので、細胞内の局所的な混雑

さを測定するには不向きである。FCS は、微小範囲における観察であるため、細胞が移

動する、あるいは細胞小器官が移動してしまうと、正確な値を示すことができない。ま

た、測定に時間がかかるため、時間変化を追うことができない。加えて、拡散を測定す

るいずれの方法も、観察対象に対して強力にレーザーを照射する必要があるため、複数

回の観察を行うと光毒性のため細胞が弱ってしまう。 

蛍光蛋白質が、細胞のイメージングに用いられる一つの理由が、蛍光蛋白質に局在化

シグナルや、局在する蛋白質を融合することで、細胞内で局在させることができるから

である。また、蛍光蛋白質が褪色しない励起条件を用いることで、時間的な変化を追う

ことも可能である。 

GimRET も、蛍光蛋白質なので、他の蛋白質と融合することができる。この章では、

クロマチン構造を構築する蛋白質で、核内に局在する H2B に GimRET を融合し、細胞

分裂前後における核内の蛋白質濃度の変化の時間変化を調べた。 

また、フィロポディアの先端に局在する蛋白質であるミオシンXにGimRETを融合し、

細胞質とフィロポディアの先端での蛋白質濃度の比較を行い、GimRET が細胞内の局所

的な蛋白質濃度の違いを調べた。 
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実験方法 

 

H2B-GimRET の観察 

H2B-GimRET のベクターは、ヒストン 2B(H2B)の cDNA を鋳型として、制限酵素サイ

ト NheI を含むセンス、アンチセンスプライマーを用いて PCR 法により増幅し、PCR 産

物を NheI で制限酵素カットした GimRET のベクターとライゲーションを行い構築した。

全てのベクターは DH5αに遺伝子導入を行った。 

実験には HeLa 細胞を使用した。細胞の培養方法や蛍光蛋白質の一過性発現には、第 4

章と同じ方法を用いた。細胞周期をそろえるため、H2B-GimRET のベクターを遺伝子導

入して 24 時間後に、細胞を培養している培地を、1 mMヒドロキシ尿素を混合した培地

に置換した。ヒドロキシ尿素を用いることで、細胞周期を S 期にそろえることができる。

16 時間後、ヒドロキシ尿素を PBS で洗浄し、フェノールレッドなしの培地に置換し、蛍

光顕微鏡上において、37℃、5%CO2条件下、30 分に一回、24 時間撮影した。観察には

25倍の対物レンズを用いた。観察領域を 338.61×338.61 µm2 (1024×1024pixels)、0.331 µs 

/pixel の条件で観察した。画像は 5回平均像である。拡大像は 60倍対物レンズで撮影し

た。41.943×41.943 µm
2
 (1024×1024pixels)、0.041 µs/pixel の条件で観察した。画像は、20

回平均像である。解析は ImageJ を用いて行った。 

 

GimRET-MyosinX の観察 

GimRET-MyosinX のベクターは、GimRET の cDNA を鋳型として、制限酵素サイト NheI

を含むセンス、アンチセンスプライマーを用いて PCR 法により増幅し、PCR産物を NheI

で制限酵素カットしたミオシン X のベクターとライゲーションを行い構築した。 

全てのベクターは DH5αに遺伝子導入を行った。 

実験には Cos7 細胞を用いた。細胞の培養方法や蛍光蛋白質の一過性発現には、第 4

章と同じ方法を用いた。ただし、マトリジェルでコートしたガラスボトムディッシュに

細胞をまいた後にベクターの遺伝子導入を行った。観察には 60倍の対物レンズを用いて

行った。。観察領域を 41.943×41.943 µm
2
 (1024×1024pixels)、0.041 µs/pixel の条件で観察し

た。画像は、20回平均像である。解析は ImageJ を用いて行った。 
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結果 

 

核内の蛋白質濃度の分布と時間変化 

ヒストンH2Bは、クロマチン構造を構成する 5つのヒストン蛋白質の一つであり、核

内のクロマチンのイメージングを行う際に良く用いられている(Campos, 2009 : Bancaud, 

2009)。GimRET を H2B に繋げ (H2B-GimRET)、HeLa 細胞で発現させ観察した。60

倍の対物レンズを用いて観察したところ、核内の GimRETの蛍光強度比は一様であった。

蛍光像を見ると、一様ではない像が見られた。 

 

図 53 (a)GimRET-H2Bを発現させたHeLa細胞を、60倍対物レンズを用いて観察した

場合の明視野像(左)、蛍光像(中央)、蛍光強度比像(右)、(b)(a)の蛍光像と蛍光強度比像の

クロスセクション 
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25倍の対物レンズを用いて、細胞分裂中におけるH2B-GimRETの蛍光強度比の変化

を追った。H2B-GimRET の全蛍光強度と蛍光強度比の時間変化の平均トレースを図 54

に示す。H2B-GimRETの蛍光強度比は、G2期の後半から増加し始め、相同染色体を形

成するときに最大となり、その後徐々に減少した。 

 

図 54 (a)GimRET-H2Bを発現させたHeLa細胞の、細胞分裂前後における明視野像(上)

と蛍光強度比像(下)、(b)細胞分裂前後における蛍光強度(黒)と蛍光強度比(赤)の時間変化 
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細胞局所における蛋白質濃度 

また、GimRETをミオシン Xに繋げ (GimRET-MyosinX)、Cos7細胞で発現させ観察

した。ミオシン X は脊椎動物においてのみ発現するミオシンで、フィロポディア形成に

関係している(Berg, 2000)。図 55 のように、ミオシン X は細胞質にも存在しているが、

一部はフィロポディアの先端に局在している。GimRET-MyosinXの蛍光強度比を見てみ

ると、細胞質と比べてフィロポディアの先端は低いことがわかった。 

 

図 55 (a)GimRET-myosinXを発現させた Cos7細胞を、60倍対物レンズを用いて観察

した場合の明視野像(左)、蛍光像(中央)、蛍光強度比像(右)、(b)(a)の蛍光像と蛍光強度比

像のピンクの線のクロスセクション 

 

以上のように、GimRETを融合した蛋白質を用いて、細胞内の局所的な蛋白質濃度の

時間、空間的な変化を追うことに成功した。 
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まとめと考察 

 

GimRET を H2B に融合した GimRET-H2B を用いることで、核内の蛋白質濃度の分布を

観察することに成功した。核内は、蛋白質濃度が一様であった。一方で蛍光像は、クロ

マチン構造を反映した不均一な像であった。GimRET の分子量は約 50KDa であり、H2B

の分子量は 13KDa である。GimRET は H2B と比べて 3 倍以上の分子量であるため、

GimRET-H2B の局在は、本来の H2B の局在と異なっていると考えられる。つまり、

GimRET-H2B が入りこむことができる、クロマチン構造が密でない領域において局在し

やすく、そうでない領域において局在していないため、蛍光像が均一ではなかったので

はないかと考えられる。蛍光強度比像は、GimRET-H2B の周囲の蛋白質濃度を示してお

り、クロマチン構造の粗密さそのものを反映していないため、蛍光強度比像と蛍光像で

異なる像を示したと考えている。またこの結果は、蛍光強度比が蛍光強度によるもので

ない一つの証拠である。 

核内の蛋白質濃度の時間変化を追うことに成功した。分裂期において、染色体の蛋白

質濃度が増加していた。この結果は、間期と比べて分裂期では、クロマチン構造内の拡

散が遅くなるという報告と一致する(Hihara, 2012)。GimRET は蛋白質濃度だけでなく、

DNA などの核酸にも感受性を示すので、今回観察された GimRET-H2B の経時変化は、

クロマチン構造の周りの、ヒストンなどの蛋白質に加えて、DNA の密度の変化も感受し

ている。本実験では、蛋白質濃度が大きく変化すると予測して、分裂前後の変化を測定

した。細胞周期において、S 期では DNA量が 2倍になる(Lodis, 2011)。DNA に加えて、

DNA に結合しているヒストンなどの蛋白質の量も 2 倍になる。GimRET を用いて核内

の蛋白質濃度を観察することで、細胞周期中の核内の分子の混雑さの変化を調べること

ができると考えている。 

これまで行われてきた細胞内分子混雑の実験の中で、核内の分子混雑について調べた

ものは非常に多い(Schmiedeberg, 2004 : Yao, 2006 : Phair, 2006 : Catez : 2006 : Raska, 2006 : 

Cardarelli, 2007: Bancaud, 2009 : Hihara, 2012 : Bošković, 2014 : Bernas, 2014)。これは、核内

の混雑さ、あるいはヌクレオソーム構造の粗密さが、転写因子などの活性に影響し、そ

の結果細胞の機能に影響すると考えられているためである。これまでの実験では、電子

顕微鏡を用いた観察や、FRAP や FCS などの拡散係数の比較などにより、核内の分子混
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雑の議論が行われてきた。しかしこれらの手法では、時間的・空間的な制約があるため、

核内での分子混雑の比較や、同一細胞の時間的な分子混雑の変化を追うことができなか

った。本実験では、同一細胞の核内の混雑の時間変化を追うことに成功している。また、

蛍光像から、クロマチン構造の粗密の違いを観察することもできる。本研究で開発され

た GimRETを用いることで、核内の分子混雑の時間的・空間的な新たな知見を示すこと

ができると考えている。 

 

GimRETをミオシン Xに融合することで、細胞の局所的な蛋白質濃度の違いを観察す

ることに成功した。GimRET-MyosinXを発現させた細胞では、フィロポディアにおいて

細胞質と蛍光強度比に違いが見られた。興味深いことに、フィロポディアの先端だけで

はなく、フィロポディア全体の蛍光強度比が低い、つまり蛋白質濃度が低いことが観察

された。このような違いは、GimRET単体で発現させた場合には観察されていない。そ

の違いは 0.8であり、蛋白質濃度に換算すると、400 mg/mLに相当する。ただし、周囲

の蛋白質によって変化率が違う上、蛍光蛋白質をベースとした FRETプローブを他の蛋

白質に融合した場合に、その感受性が変化するので、単純比較はできない。ただ少なく

とも、細胞質と比べてフィロポディアの蛋白質濃度が低いことは確実である。 

フィロポディア内の模式図を図 56に示す。 

 

図 56 フィロポディア内の模式図 (Mattila, 2008) 
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図 56 のように、フィロポディア内は、fascin によりアクチンフィラメントがバンドル

化しており(Mellor, 2010)、さらに他の蛋白質も存在することから、フィロポディア内は

蛋白質で非常に混雑していると予測された。しかし、実際は逆の結果を示した。この結

果は、フィロポディア全体、あるいは根幹部分において、他の蛋白質がフィロポディア

内部に簡単に拡散できないような構造体、例えばバンドル化していないアクチンフィラ

メントがメッシュ状に張り巡らされているなどが形成されているため、フィロポディア

全体の蛋白質濃度が低いのではないかと考えられる。GimRET-MyosinX と同時に、アク

チンや fascin などの、フィロポディアの形成に関係する蛋白質を同時に観察することで、

フィロポディア内の本当の環境を示すことができると考えている。 

今回の観察では、フィロポディアの伸長が止まった細胞を観察している。フィロポデ

ィアの形成過程をイメージングすることで、フィロポディア内における蛋白質濃度の時

間的、空間的な変化を観察できると考えている。 

 

本章では、GimRET を融合した蛋白質を用いることで、細胞の局所的な蛋白質濃度の

時間的・空間的な変化を検出することができることを示した。 
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総括と展望 

 

本研究では、蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質の開発を行い、蛋白質濃度によって蛍光強

度比が変化する FRET プローブ、GimRET の開発に成功した。細胞分裂過程、蛋白質合

成／分解、および、細胞体積変化による細胞内の蛋白質濃度の変化の測定により、

GimRET が細胞内の蛋白質濃度を検出できることを確認した。GiｍRET と、細胞内の分

子の拡散係数を測定する方法である FRAP を組み合わせることで、細胞内の混雑さを示

すには、拡散だけでは不十分であることを示した。また、細胞内で局在する蛋白質と融

合することで、細胞内局所における時間的、空間的な蛋白質濃度の変化を検出すること

にも成功した。 

 本研究で作製した蛋白質濃度感受性蛍光蛋白質、YFP1G は疎水性に対して顕著な感受

性を示すため、蛋白質濃度を感受する際に、少なくとも疎水性が関与していると考えら

れる。しかし、実際に溶液中の蛋白質濃度を増加させた際に、どのようなメカニズムで

YFP1G の蛍光強度が変化するのかは解明できていない。そのメカニズムの解明には、高

蛋白質濃度の溶液中、あるいは細胞内における YFP1G の立体構造を調べなければなら

ない。NMR を用いて、溶液中での構造変化、あるいは蛍光団と水分子との相互作用を調

べる必要があると考えている。メカニズムを解明することで、より高感度に蛋白質濃度

を検出できる蛍光蛋白質の開発や、新たな機能持つ蛍光蛋白質を開発できると期待して

いる。 

蛋白質濃度を検出する GimRET と拡散係数を測定する FRAP を比較することで、蛋

白質濃度が同じであるにもかかわらず、拡散定数が異なる場合がある、つまり、拡散だ

けでは、細胞内の混雑さを示すには不十分であることを示した。この結果は、細胞内の

混雑さを、拡散定数だけで議論した場合に誤った結論に到達する可能性を示しており、

蛋白質濃度などの情報と組み合わせることで、より正確な「細胞内の分子混雑」を示す

ことができると考えている。一方で、蛋白質の局所的な構造変化を検出できないなど、

GimRETだけでは不十分である。本研究では FRAP との比較を行ったが、今後は他の拡

散を測定する方法、FCS や RICS などと GimRET を比較し、GimRET とどの手法を組

み合わせることが、細胞内の混雑さを調べるのに最適かを検証したいと考えている。 
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GimRET を用いることで、細胞内における蛋白質濃度の違いや、細胞分裂後の蛋白質濃

度の時間的な変化を測定することに成功した。また、H2B と GimRET を融合すること

で核内の蛋白質濃度の時間的な変化を、ミオシン X と融合することで、フィロポディア

内という局所における蛋白質濃度の違いを観察することに成功した。これまでの、細胞

内の拡散を調べる手法は様々な制約により、分子混雑の時間的、空間的な変化を調べる

のに不向きであった。GimRET は蛍光蛋白質なので、時間的、空間的変化を調べること

にアドバンテージがある。組織、あるいは個体の内部における細胞の蛋白質濃度、分子

混雑も測ることが可能である。 

GimRET の応用として、ガン細胞では、転写因子である myc が蛋白質の合成を促進し

ているなどの報告があり(Tansey, 2014)、通常の細胞と比べて蛋白質濃度が高い可能性が

ある。GimRET を、普通の細胞の中からガン細胞を見分ける目安として用いることがで

きるかもしれない。また、再生医療に用いられる iPS 細胞には、完全に未分化状態の細

胞と不完全な細胞が混在して存在しており、その違いが、ヒストンアセチル化・メチル

化による、ユークロマチン/ヘテロクロマチンといった、核内のクロマチン状態の違いで

あるとの報告もある(Hiratani, 2010 : Fussner, 2011)。GimRET を融合させたヒストン

蛋白質を、完全に未分化な細胞の選択を行う指標として用いることや、山中 4 因子を体

細胞に導入した後の、細胞が未分化に戻る瞬間を観察するプローブとして用いることな

どができるのではないかと考えている。GimRET を用いることで、細胞内の蛋白質濃度

の変化、ひいては分子混雑の変化を一細胞レベルで観察することができる。がん化や未

分化、分化などの、細胞間で分子混雑が変化する現象を捉えることに、GimRET を応用

できるのではないかと考えている。 

現在、すでに複数の研究室に GimERT を提供している。GimRET は、これまで混雑

さを調べることができなかった生命現象の、時間的・空間的な変化を調べる新たなツー

ルとして広く活用することができると考えている。 
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