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序論：蛍光イメージング技術の問題点 

分子イメージングとは、試料の生化学的特徴を観察対象が生きている状態で非侵襲的に可視

化する手法である。様々な分子イメージング技術の中でも、光を出力とする光学イメージン

グは空間分解能が高く、複数の対象を同時計測するマルチチャンネル計測が可能であるため、

生命科学研究には欠かすことのできないツールになっている。生命科学研究に用いられてい

る光学イメージングは、主に蛍光法と生物発光法である 1。それぞれの特徴を表に示した。 

 

表 蛍光と生物発光イメージングの特徴 

 

*xy 平面の空間解像度 

 

蛍光イメージング 

蛍光イメージングでは、光（励起光）を照射することでプローブが励起され、励起光より

長波長の発光（蛍光）が生じることを活用し、試料を可視化する。蛍光法は、非常に高い時・

空間分解能で観察可能であり、また蛍光波長の異なるプローブを用いることでマルチチャネ

ル計測が可能である。これまで、蛍光タンパク質、低分子蛍光色素、半導体ナノ粒子、金属

錯体などをプラットフォームとして、様々な生体分子に対する蛍光プローブが報告され、生

命科学研究に応用されてきた 2。 

しかしながら、蛍光を観察するために必要な励起光が、生体試料を観察するに当たり、様々

な問題を引き起こす。一つ目の問題点は、自家蛍光および散乱による計測バックグランドの

増加である。どんな生体試料にも NADP や FAD などの蛍光性生体分子が存在し、これらが

青や緑の蛍光を発するため、観察したい蛍光シグナルが弱いときは、そのシグナルを覆い隠

空間 時間
蛍光タンパク質

低分子蛍光色素

半導体ナノ粒子

金属錯体

ルシフェラーゼ

光遺伝学
との併用

No

Yes

Yes

生物発光 発光基質 発光 ~ 1 mm
*

分 cm Yes

蛍光 励起光 発光 ~ 1 mm < 1秒 < 400-800 mm

手法
解像度

深度
マルチ

チャンネル
プローブ入力 出力
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してしまい観察が困難になる。植物ではクロロフィルをはじめとする多くの色素が細胞内に

存在し、強いバックグラウンド蛍光を発してしまうため、波長によっては外来から導入した

蛍光の観察が出来ない。哺乳類の培養細胞を 480nm の光で励起したときに発せられる自家

蛍光強度は、細胞内で GFP が 1 mM の濃度で発現した時に発する蛍光に匹敵するという報

告がある 3。これを細胞の面積あたりの分子の個数に換算に変換すると、1mm2 あたり 1800

個の GFP 分子に相当する自家蛍光成分が細胞には存在することになる 4。従って、1mm2 あ

たり 1800 個より著しく少ない個数しか発現していないタンパク質を GFP でラベルし蛍光観

察することは難しい。一般的に強力なプロモーターでタンパク質を発現させると数十mM の

濃度で発現するので、外来性 GFP 融合タンパク質の観察することに問題はない。しかしな

がら、内在性のタンパク質でそこまで強力に発現しているものは少なく、大腸菌ではおおよ

そ半数の遺伝子が 10 個／細胞以下の発現レベル（2 nM 以下）であると報告されている 5。

また、経験的に組織中の自家蛍光成分は培養細胞の自家蛍光成分より強く、GFP 蛍光観察時

のシグナルとノイズの比率(S/N)は 10 倍低くなると言われている 6。 

二つ目の問題点は、励起光が観察対象の状態に摂動を与えてしまうことである。例えば、

植物に光を照射すると光合成が起こるように、光に対して感受性がある細胞が存在し、その

ような細胞では蛍光観察における励起光照射は細胞内環境を変化させてしまう恐れがある。

また、光に対して特に感受性の無い細胞でも、強い光を照射すると細胞内の色素分子による

光増感反応で活性酸素が産生され細胞毒性を示す。また、近年光によって活性化されるタン

パク分子を遺伝学的手法を用いて特定の細胞に発現させ、その機能を光で操作する光遺伝学

（オプトジェネティクス）が開発され広く汎用されている 7。しかしながら、光遺伝学で細

胞活動に摂動を与えながら、蛍光イメージングを行う際には、蛍光励起光により光遺伝学ツ

ールが恒常的に活性化されてしまうことが問題になっている。 

 

生物発光イメージング 

生物発光イメージングでは、ルシフェラーゼと呼ばれる生物発光タンパク質が発光基質を
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代謝する際に生じる化学エネルギーでプローブ分子が励起され、発光（生物発光）が生じる

ことを活用し、試料を可視化する。生物発光法は、蛍光法と同様に高い空間分解能、マルチ

チャンネル計測可能という特長を有している。加えて、外部からの光照射を必要としないた

め、自家蛍光による計測バックグラウンドの影響を受けず生体深部からのシグナルが検出可

能、光遺伝学ツールとの併用が可能という利点がある。しかしながら、得られるシグナルが

弱く時間分解能が低いという欠点があった。従って、これまでは生物発光の応用は、麻酔さ

れた動物個体中・臓器の癌増殖・転移の研究などに限定され、高速な生命現象の観察には用

いられてこなかった。 

 

本研究の位置付け 

これまで細胞および組織レベルの生命科学研究には蛍光が広く用いられてきたが、上述し

たように蛍光イメージングは光毒性、自家蛍光による計測バックグランドの問題を潜在的に

抱えている。対して、生物発光イメージングでは本質的に光毒性、自家蛍光による計測バッ

クグランドの問題を回避することができる。そのため、生物発光タンパク質の明るさを向上

させ、時間分解能を高めることができれば、細胞および組織レベルにおいても生物発光が蛍

光に代わる手法になることが期待される。また、シグナルの増強は動物個体中・臓器レベル

の研究にとっても有用であり、生物発光を細胞レベルから動物個体レベルまで幅広く有用な

マルチモーダルな手法に押し上げることが期待される。 

これを実現するために私は、酵素活性の高いルシフェラーゼと５種類の異なる蛍光タンパ

ク質をハイブリッド化することにより、シグナルの増強およびマルチチャンネル計測を促進

する高光度生物発光タンパク質波長変異体の開発を行った。 
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一章：高光度化学発光タンパク質波長変異体の開発 

1.1 背景 

1.1.1 生物発光（化学発光） 

生物発光とは、生物が光を生成し放射する現象である。化学的エネルギーを光エネルギー

に変換する化学反応の結果として発生する化学発光のうち生物によるものを指す。 

 
図 1-1 蛍光、化学発光過程のジャブロンスキーダイアグラム 

 

生物（化学）発光タンパク質の説明に入る前に、蛍光と比較しながら生物（化学）発光の

光化学的な考え方を概説する。蛍光とは、励起一重項状態にある分子からの光の放射現象の

ことである。このプロセスは、ジャブロンスキーダイアグラムで示される（図 1-1 左）。光

の吸収により、分子は基底状態 S0 から第一または第二電子励起状態（S1 or S2）の高位の振

動準位に遷移する。その後、即座に S1 の最も低い振動準位に緩和する。続いて、分子は光子

を放出することで基底状態に戻るか、もしくは熱としてエネルギーを散逸させることで基底

状態に戻る。それぞれ、放射失活過程、無放射失活過程と呼ばれる。対して、生物（化学）

発光では、化学反応のエネルギーによって分子は S0 から S1 の高位の振動準位に遷移する（図

1-1 右）。その後の過程は蛍光と同一の過程を経て、分子は光子を放出することで基底状態に

戻るか、もしくは熱としてエネルギーを散逸させることで基底状態に戻る。このとき放出さ

れる発光を生物（化学）発光と呼ばれている。蛍光、化学発光いずれにおいても、励起され

た分子の内、どれくらいの割合で放射失活過程を起こすかを量子効率(Quantum yield. QY)と

呼ぶ。この QY と酵素の基質代謝速度 kcat (s
-1)の積が、単位時間当たりに一つの酵素が放出

することができる光子の数となり、化学発光タンパク質の明るさを規定する。 

S0

S1

S2

E
n

e
rg

y

光吸収 蛍光

S0

S1

S2

E
n

e
rg

y

化学反応
エネルギー
A→B

化学発光

https://ja.wikipedia.org/wiki/%E7%94%9F%E7%89%A9
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%85%89
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%85%89%E3%82%A8%E3%83%8D%E3%83%AB%E3%82%AE%E3%83%BC
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%85%89%E3%82%A8%E3%83%8D%E3%83%AB%E3%82%AE%E3%83%BC
https://ja.wikipedia.org/wiki/%E5%8C%96%E5%AD%A6%E5%8F%8D%E5%BF%9C
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これまでに多くの発光生物が研究され，化学的な発光機構が明らかになってきた 8。現在

までに同定されている生物発光反応のすべては酸化反応であり、この反応を触媒する酵素が

ルシフェラーゼ，反応基質がルシフェリンと呼ばれている。ルシフェリンはすべての発光生

物で共通ではなく，生物グループごとに構造はまったく異なっている。一方、ルシフェラー

ゼも多くの発光生物でクローニングされている 9。ルシフェラーゼによるルシフェリンの基

質認識は厳密であり，本来の基質ではないルシフェリンを反応させること（クロスリアクシ

ョン）はできない。海洋性の発光生物は分類学的に広い範囲でセレンテラジン(coelenterazine)

を発光基質とするものが多い。セレンテラジンを発光基質とする生物発光反応式を図 1-2 に

示した 10。セレンテラジンは、分子酸素により酸化反応を受け分解し、励起状態の基質酸化

物セレンテラミド(coelenteramide)が生じる。そして、このセレンテラミドが基底状態に戻る

際に発光を伴うのである。したがって、実際に S1 から放射失活しているのはセレンテラジ

ンではなく、セレンテラミドである。 

 

図 1-2 セレンテラジン発光基質の生物発光反応過程 

 

1.1.2 生物発光共鳴エネルギー移動 

ホタル，ウミホタルなどではルシフェリン－ルシフェラーゼ反応 (L-L 反応)のみで光子が

発生する。すなわち，基質酸化物が発光性のクロモフォアを有しているため，L-L 反応のみ

で放射失活すなわち光子の放出まで完了する。しかし、L-L 反応のみで発光が完結しない生
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物も少なくない。その代表例がウミシイタケの一種である Renilla Reinforms である。ウミシ

イタケの生物発光反応では、基質酸化物はシアン色発光色を持つ。しかし、生きた Renilla 

Reinforms の発光色は黄緑色であり発光色が異なる。この波長シフトは、フェルスター共鳴

エネルギー移動 (Förster resonance energy transfer, FRET)に基づいている。以下に FRET およ

び Renilla Reinforms 内で起きている現象を説明する 

FRET は近接した二つの発色団の間でエネルギーが、電子の共鳴により無放射的に移動す

る現象である（図 1-3a）11。このため、一方の分子（ドナー）で励起された光のエネルギー

によって他方の分子（アクセプター）が励起され、アクセプターが発光性の場合は発光が放

出される。生物発光タンパク質から蛍光タンパク質へ FRET を起こすことを特に

Bioluminescene Resonance Energy Transfer (BRET)と呼ぶ。 

 

図 1-3 FRET の概念図 

(a) ジャブロンスキーダイアグラム、(b) FRET 効率の距離依存性 

 

FRET 効率 E は、ドナーとアクセプターの距離 r の 6 乗に反比例する(図 1-3b)。 

E =
1

1 + (𝑟/𝑅0)6
 

ここで R0 はフェルスター距離と呼ばれ、エネルギー移動効率が 50%となるドナーとアクセ

プターの距離である。これが遠ければ遠いほど、FRETを起こしやすいペアという事になる。 

𝑅0 = 0.2108[κ
2Φ0n

−4J]1/6 

フェルスター距離は上記の式から計算され、はアクセプターが無い場合のドナーの量子

収率、2 は配向因子、n は媒体の屈折率、J はドナーの発光スペクトルとアクセプターの吸

S0

S1

S2

E
n
e
rg

y

S0

S1

S2FRET

発光

ドナー アクセプター

光吸収
化学反応
エネルギー

a b 
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収スペクトルの重なり積分である。 

Renilla Reinforms 中では、発光タンパク質と緑色蛍光発色団を持つ GFP が二量体を形成し

近接するため、基質酸化物から GFP へ FRET が起こり、励起状態の GFP からの放射失活に

よって生物発光が起こっている。この時のエネルギー移動効率はほぼ 100%であるため、発

光波長が長波長シフトし緑色の生物発光が観測される。また、生物発光タンパク質（QY 0.053）

よりも蛍光タンパク質 (QY 0.30)の方が量子効率が高いために、発光強度が 5.7 倍に増強さ

れることが報告されている 12。 

本論文では、化学エネルギーを利用した発光現象であることを強調するために、狭義の意

味で生物発光であっても、化学発光と記載することとする。 

 

1.1.3 化学発光タンパク質の高輝度・多色化のこころみ 

10 年前までは化学発光の応用は、麻酔された動物個体中の癌増殖・転移の研究などに限

定されていた。しかしながら、ここ 10 年で化学発光タンパク質の研究は大きく飛躍し、天

然から発見されたルシフェラーゼの高輝度化や多色化が図られ、蛍光タンパク質に代わる有

望なイメージングツールとして見なされるようになってきた。以下でその試みを紹介する。 

 

1.1.4 ルシフェラーゼの試験管内分子進化法 

ウミシイタケルシフェラーゼ Renilla Luciferase (RLuc)は、ウミシイタケの一種 Renilla 

reinforms から同定された 36kDa の単量体タンパク質である。その酵素活性には翻訳後修飾

を必要せず、細胞内の Mg2+や ATP に発光反応が依存しないという望ましいと特性を有して

いる。RLuc および安定性を高めた変異体 RLuc8 (文献 13)は、特にホタルルシフェラーゼと

組み合わせたデュアルレポーターアッセイに汎用されている。しかし、RLuc の発光極大波

長は 481nm であり、生体透過性が低く小動物個体のイメージングは制限されていた。そこ

で、Andreas Markus Loening らは、RLuc の活性ポケット内のアミノ酸に対してランダム変異

を導入することで、547nm に発光極大波長を有する変異体 RLuc8.6_547、RLuc8 に対して 6

倍の酵素活性を有し 535nm に発光極大波長を有する RLuc8.6_535 を開発した（図 1-4）14。 
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図 1-4 RLuc8 長波長変異体 

(a) 活性ポケット内のセレンテラジンおよび周辺のアミノ酸残基、(b)RLuc8 波長変異体の化

学発光、(c) RLuc8 長波長変異体の発光スペクトル［文献 14 から引用］ 

 

この長波長シフトは、励起状態の発光基質の化学構造の違いにより説明される（図 1-5）。

オリジナル RLuc8 においては、セレンテラジンが酸化反応を受け分解されたセレンテラミ

ドは、左の化学種(Phenolate Anion)の励起状態となる、そして基底状態に戻る際に 480-490nm

の発光を生じる。対して、RLuc8.6_547、RLuc8.6_535 では活性ポケット内の化学環境が変化

し、励起状態のセレンテラミドは右の化学種（Pyrazine Anion）の励起状態をとる。Pyrazine 

Anion 体は、Phenolate Anionよりも共役系が拡張されており、基底状態に戻る際に長波長に

発光すると考察されている。 

 

 

図 1-5 発光基質酸化物セレンテラミドの励起状態 

Phenolate Anion Pyrazine Anion 
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また、トゲオキヒオドシエビ（Oplophorus gracilirostris）由来のルシフェラーゼ OLuc を試

験管内分子進化法を用いて改変し、分子量の小さな(19 kDa)発光タンパク質 NanoLuc (NLuc)

が開発された 15。NLuc は RLuc の半分の分子量でありながら約 150倍明るく、pH や熱、変

性などへの安定性が非常に高い（図 1-6）。NLuc は、発光基質として人工的に合成されたフ

リマジン(Furimazine)を用いることで、最適な性能を発揮する。 

 

 

 

図 1-6 NLuc、RLuc、FLuc の発光強度比較 ［文献 15 から引用］ 

 

非常に明るい NLuc は、これまで不可能であった細胞小器官レベルのイメージングを可能

にした一方で、発光波長は 460nm であり RLuc8 と同様に、小動物個体でのイメージングは

制限されている。その望ましくない波長特性のため、分子レベルでの明るさはホタルルシフ

ェラーゼの 150 倍であるにも関わらず、小動物の深部からのイメージングにおいては、シグ

ナル強度が劣ることが示されている 16。そこで、NLuc の高い酵素活性を維持しつつ発光波

長が長波長シフトした変異体の開発が求められている。 

 

1.1.5 蛍光タンパク質と化学発光タンパク質のハイブリット 

 RLuc の QY（0.053）は、ホタルルシフェラーゼ（QY 0.41）などと比較すると低い。K. Saito

らは、RLuc8 の QY を増加させることが高輝度化に寄与すると仮説を立てた。1.1.2 で述べ
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た Renilla reinforms 内で起こっている FRET による発光増強効果を人工的に再現し、RLuc 類

縁体と蛍光タンパク質を融合した超高輝度化学発光タンパク質 Yellow-Nano-lantern (YNL)を

開発した 17。YNL は、525 nm にピーク発光波長がシフトした上、RLuc よりも 10 倍以上の

明るさを示した（図 1-7）。YNL を用いることで、単一細胞レベルで細胞内小器官を可視化

し、また自由行動下における有毛マウス体内の癌組織の実時間検出が可能になった。 

 

 

図 1-7 Yellow-Nano-lantern (YNL) 

(a)YNL のドメイン構造、右上の数字は各ドメインのアミノ酸番号、(b)YNL と他の化学発光

タンパク質（RLuc、RLuc8、RLuc8_S257G、eBAF-Y、VRL10.3）の発光スペクトルの比較、

(c)YNL の発光シグナルによる細胞および細胞小器官の観察、(d)自由行動している小動物の

個体内の癌の検出 ［文献 17 から引用］ 

 

さらに、融合する蛍光タンパク質を変えることで、シアン色、オレンジ色の変異体を作る

ことにも成功した（図 1-8a、b）18。3 色の変異体を用いることで、細胞内の微細な構造の動

態や遺伝子の発現を複数同時に計測することが可能となり、ES 細胞の万能性維持に重要な

a 

b 

c d 
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3 つの遺伝子の発現の様子を同時に観察することに成功した（図 1-8c）。 

 

 

図 1-8 Nano-lantern シリーズによる Yellow-Nano-lantern (YNL) 

(a)Nanol-lantern シリーズのドメイン構造、右上の数字は各ドメインのアミノ酸番号、(b) 

Nanol-lantern シリーズ（YNL、CNL、ONL）の発光スペクトル、(c) ES 細胞中の万能性維持

に重要な三つの遺伝子発現の可視化 ［文献 18 から引用］ 

 

Nano-lantern による一連の研究で、蛍光タンパク質とのハイブリットがルシフェラーゼの発

光波長をシフトさせ、高輝度化させる有力な手法となることが示唆された。 

 

  

b 

a c 

a 

http://www.pnas.org/content/112/14/4352/F4.expansion.html
http://www.pnas.org/content/112/14/4352/F1.expansion.html
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1.2 目的・意義 

化学発光を用いたバイオイメージング技術は、蛍光タンパク質では不可避な強い励起光を

一切必要としない。したがって、細胞・組織からの自家蛍光や光散乱による計測ノイズの影

響が低く、バックグラウドが低くなる。また、励起光を必要しない特性は、観察対象へ与え

る光毒性も低くなり、特に光に対して感受性の高い生物種のイメージングに有効であると報

告されている 19。従って、蛍光イメージングに対して潜在的な優位性を有していると言える。 

近年の精力的な研究により、NLuc のような細胞小器官レベルのイメージングが可能な高光

度化学発光タンパク質が開発された。しかしながら、十分な高光度と豊富な波長変異体の両

方を兼ね備えた化学発光タンパク質ファミリーは未だ報告されていない。高光度化学発光タ

ンパク質の波長変異体は、複数のタンパク質動態、生命現象を同時に可視化することを可能

にするために、生命科学研究への幅広い応用は期待される。 

そこで、本研究では、可視光全域におよぶ高光度化学発光タンパク質の波長変異体を創生

することを目的とした。 

 

設計指針 

1.1.4 で紹介した NLuc は、以下に示したようにプローブとして望ましい特性を有している。 

1. 酵素活性には翻訳後修飾を必要せず、細胞内の Mg2+や ATP に発光反応が依存しない 

2. pH や熱、変性などへの安定性が非常に高い 

3. RLuc と比較して、約 150倍明るい。 

4. 分泌性ではなく細胞内に安定に発現できるルシフェラーゼの中で最も分子量が小さ

く、特にタグとして望ましい。 

そこで、高光度化学発光タンパク質の波長変異体を創生するにあたり、NLuc の発光波長を

長波長域に拡張する戦略が有効であると考えた。 

 

NLuc とフリマジンの発光系を長波長シフトさせるストラテジーとして、1.1.4 に示したよ

うに NLuc の活性ポケットに変異を導入し、励起状態の基質酸化物の化学状態を変化させる
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ことが考えられる。NLuc とフリマジンの発光反応において、励起状態の基質酸化物は以下

のような Amide Anion 体（図 1-9）を取っていると考えられる。フリマジンの化学構造から

明らかなようにフリマジンの基質酸化物は長波長発光する Pyrazine Anion 体を取ることがで

きない。従って、NLuc の発光波長変異体の開発に、この手法は有効とは言えない。 

 

図 1-9 フリマジン酸化生成物の化学構造 Amide Anion 

 

別のアプローチ法として、1.1.5 で示したように蛍光タンパク質との FRET を用いて、NLuc

の発光波長を長波長シフトさせることが考えられる。NLuc から蛍光タンパク質へ効率よく

FRET がおき、アクセプター蛍光タンパク質から発光が放出されることで、NLuc の波長変

異体として働く。さらに、蛍光タンパク質の QY が NLuc の QY を上回れば、発光強度の増

強も期待できる。 

そこで、本研究ではアクセプターとして様々な蛍光波長を有する蛍光タンパク質、ドナー

として NLuc を結合させた融合タンパク質を設計した。その設計指針を以下に示す。 

アクセプター蛍光タンパク質として、シアン色蛍光タンパク質 mTurquoise220、緑色蛍光タ

ンパク質 mNeonGreen21、黄色蛍光タンパク質 Venus22、オレンジ色蛍光タンパク質 mKO、

赤色蛍光タンパク質 tdTomato24 を選択した。発光増強を期待して、各波長域において最も蛍

光量子効率の高い蛍光タンパク質という基準に基づいて選択した（表 1-1 参照）25。 

波長変異体を創生するには、高い FRET 効率を実現し主にアクセプターから発光を起こさ

せる必要がある。1.1.2 に示したように FRET 効率は、ドナーとアクセプターの距離、相対的

な角度、そしてドナーの発光スペクトルとアクセプターの吸収スペクトルの重なり積分に大



14 

 

きく依存する。NLuc と蛍光タンパク質の配向因子をと仮定して、下の表 2-1 に NLuc と

蛍光タンパク質のフェルスター距離を計算したものを表 1-1 に示した。 

 

表 1-1 NLuc と種々の蛍光タンパク質の光化学特性

 

 

NLuc と種々の蛍光タンパク質のフェルスター距離は、最も大きい Venus-NLuc ペアでも

4.5 nm であり、その他は 4.0 nm 前後の低い値になった。効率的に FRET を起こすにはドナ

ーとアクセプターの距離を 4.0 nm 以下に近づける必要がある。しかし、蛍光タンパク質の

発色団は直径 3nm のバレルに囲まれており、単純に NLuc と蛍光タンパク質を融合した

だけでは効率的な FRET は達成することは困難であると予想される。これを克服するには、

ドナーとアクセプターの間の距離を近づけ、さらにドナーとアクセプターを FRET の起こり

やすい平行な配向に配置することが必要である。しかしながら、距離を近接させるために蛍

光タンパク質とNLucの間の領域を過剰に欠失させるとタンパク質のフォールディングを損

ない、蛍光特性、酵素活性を損なう可能性がある。また、タンパク質間の相対的な角度を理

論的に予測し、これを任意の配置に置くことは困難である。以上をふまえ、本研究では蛍光

タンパク質と NLuc の中間領域にランダム変異を導入したライブリーを作成し、これをハイ

スループットにスクリーニングすることで、酵素活性や光化学特性を失うことなく FRET 効

率の高い変異体を同定することを試みた。 

また、単純な並列な融合で十分な FRET 効率が達成できない場合は NLuc 内への蛍光タン

パク質の挿入も行う。NLuc の活性ポケットの近傍に蛍光タンパク質を挿入することで、蛍

光発色団と基質の距離を縮め FRET 効率を高めることを狙う。そのために、まず活性ポケッ

ドナー 発光波長 (nm)
アクセプター

蛍光タンパク質
吸収波長 (nm) モル吸光係数 蛍光波長 (nm) フェルスター距離(nm) 量子収率

mTurquoise2 434 31,000 473 3.9 0.92

mNeonGreen 504 116,000 517 ND 0.80

Venus 515 126,000 526 4.5 0.65

mKO 551 105,000 565 4.0 0.61

tdTomato 555 92,000 581 4.2 0.55

NLuc 460
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トに近い NLuc のループ領域の探索を行う。そして、同定されたサイトに蛍光タンパク質を

挿入する。 

 

ここで、FRET 効率の評価のために用語を定義する。発光基質添加時に得られる発光スペク

トルにおいて、アクセプターに由来する発光ピーク波長(mNeonGreen: 515 nm, Venus: 525 nm, 

mKO: 565 nm, tdTomato: 585 nm)の発光強度を、NLuc に由来する 450nm の発光強度で割っ

た比率、FRET レシオ値を持って FRET 効率の程度を評価する。 

 

スクリーニングは、次の工程に従って行った（図 1-10）。 

１）変異体ライブラリーをバクテリアに発現させコロニーを形成させる。発光基質を添加条

件下でより明るく光るコロニーをピックアップすることで、発光強度の大きい変異体（100

個以内）を選択する。 

２)選択した変異体をマルチウェルプレートで培養し、マイクロプレートリーダーで発光基

質を添加し発光スペクトルを測定、FRET レシオ値が大きい変異体をピックアップする。こ

れにより、NLuc からアクセプター蛍光タンパク質に効率的に FRET を起こす変異体を選択

した。 

 

図 1-10 高光度、高 FRET 効率な変異体スクリーニングのスキーム  

Transformation

Screening 

based on 

brightness

Screening 

based on 

BRET ratio

2nd step 

Transfer to 96-well plate 

1st step 

l/ nm

Mutant library construct

DNA-sequence and Protein characterization
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次に、得られた変異体ライブラリーに対して、何個のコロニーをスクリーニングすれば良い

のか、について考察する。V 個の変異体を含むライブラリーを仮定し、それぞれの変異体が

選ばれる確率は全て等しく、ポアソン分布に従うと仮定する 26。次の式は、ライブラリーの

サイズ V、網羅率 Pi とスクリーニングした形質転換体の数 T の関係を表すものである。 

T = −V ln(1 − 𝑃𝑖) 

そして、左右の項を V で割り、T/V はオーバーサンプリング係数 Qf と定義する。Qf は、Pi

を達成するために、V の何倍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であ

る。 

𝑄𝑓 = T/V = − ln(1 − 𝑃𝑖) 

図 1-11 に、Qfと Pi の関係を図示した。図から 95%の網羅率を達成するために、ライブラリー

サイズの 3 倍の形質転換体をスクリーニングする必要があることを示している。 

 

 

図 1-11 変異体ライブラリーの網羅率とオーバーサンプリング係数の関係 

 

以上の考察を踏まえて、本研究ではライブブラリーの 95%の変異体を網羅するために、生じ

うるライブリーサイズの 3 倍以上の形質転換体すなわちコロニーをスクリーニングするこ

ととした。 
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1.3 方法と材料 

本研究で用いたオリゴヌクレオチド DNA は、全て北海道システムサイエンスから購入され

たものである。制限酵素は、New England Biolabs もしくは Takara-bio から購入し、添付のプ

ロトコールに従って、使用した。すべての DNA 配列は、BigDye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing kit (Life Technologies)を用いて決定した。発光基質セレンテラジン-h は、和光純薬

から購入した。発光基質フリマジンは、報告されているプロトコールに従って合成した 15。

全てのオリゴヌクレオチド DNA の配列を、ページ 98 付録表に示した。 

 

変異導入を伴わない PCR、サブクローニング 

変異の導入を伴わない PCR による DNA 増幅、制限酵素処理、プラスミドベクターとのラ

イゲーションは以下の手順に従って行った。 

PCR は､DNA ポリメラーゼ KOD-Plus(Toyobo Life Science)を使用し、説明書の手順に従っ

て行った。PCR 溶液の組成は、2 ng/mL の鋳型 DNA 2 mL、3 mM のフォワード及びリバー

スのプライマーを各 2.0 mL、10×KOD-plus buffer を 4mL、2 mM dNTP mixture 4mL、

25 mM MgSO4 1.6mL、超純水 24mL を混合し、1 U/mL の KOD-plus を 0.4 mL 加えた(合

計 40 mL)。PCR サイクルは、94℃/2 分を 1 回行い、次に 94℃/30 秒→(二つのプライマー

の Tm 値の低い方－5℃)/30 秒、68℃/(増幅 DNA 断片の総塩基数/1000) 分を 30 サイクル、

最後に 68℃/5 分を 1 回行った。 

得られた PCR 産物から、フェノール/クロロホルム抽出によりタンパク質を除去した。抽

出液 40 mL に 3 M 酢酸ナトリウム(pH 5.2) 4 mL と 100%エタノール 100 mL を加え、氷上

で 5 分間静置した。混合液を遠心分離 (15,000 rpm, 5 分間, 4℃)し上清を取り除いた後、

70%エタノール 200 mL を加えた後、同様に遠心し上清を取り除き、沈殿を乾燥させた。乾

燥した DNA 沈殿物に対して、制限酵素溶液を加え 1 時間 37℃の恒温槽で静置することで

制限酵素処理を行った。制限酵素溶液の組成は、至適バッファー溶液 2 mL、制限酵素 0.4 

mL、超純水 17.6 mL からなる。二つの異なる制限酵素で処理する際に、それぞれの酵素で至

適バッファーが異なる場合は、タカラ株式会社の主要制限酵素 Double Digestion 用推奨
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Universal Buffer 一覧（http://catalog.takara-bio.co.jp/PDFS/double_digestion.pdf）に従

って、バッファーを選択した。制限酵素処理後の DNA 溶液を 1%アガロースゲルで 30 分間

電気泳動し、増幅された DNA のサイズを確認した後、QIAEX II Gel Extraction Kit を用

いて DNA 産物の抽出及び精製を、以下の操作により行った。切り出したゲルに QX1 溶液

600mL と、レジンである QIAEXⅡ 12 mL を加え、50℃の恒温槽に 5 分間静置した。溶解

したゲルを遠心分離 (12,000 rpm, 30 秒間) し、上清を取り除いた後、再び QX1 溶液 600mL

を加え、ボルテックスし、遠心分離 (12,000 rpm, 30 秒間) した。上清を取り除いた後、レ

ジンに PE 溶液 600mL を加え、ボルテックスした後、再び遠心分離 (12,000 rpm, 30 秒) 

し、上清を取り除いた。この操作を繰り返し、上清を取り除いた沈殿を 10 分間風乾させた

後、TE 溶液 35mL に溶解させ、50℃の恒温槽に 5 分間静置した。遠心分離 (12,000 rpm, 

30 秒)を行い、上清の DNA 溶液 30mL を回収した。増幅 DNA 断片 1 mL と、あらかじめ対

応する制限酵素による処理・精製を行ったプラスミドベクター1 mL、2xRapid Ligation 

Buffer (Promega) 4.0mL、超純水 1.5 mL、T4 DNA Ligase 0.5mL を加え、室温で 15 分間

ライゲーションを行った。コンピテントセルを氷上で融解し、先ほどのライゲーション溶液

を加え、氷上で 30 分間インキュベートした。次に 42℃の恒温槽で 45 秒間ヒートショック

を行い、氷上で 5 分間静置した。コンピテントセルを、カルベニシリン 100 mg/mL 含有の

1×LB (Lysogeny Broth)寒天培地上で一晩培養 (37℃)した。 

 

モデリング 

NLuc の予測三次元構造は、NLuc の一次構造を I-TASSER 構造予測サーバー27 に入力するこ

とで得られた。得られた三次元構造の描画は、モデリングソフト UCSF chimera28 を用いて行

った。 

 

ｍNeonGreen-NLuc、Venus-NLuc の間のアミノ酸欠失変異体ライブラリーの作成 

mNeonGreen の cDNA 配列は Allele Biotechnology に提供していただいた。mNeonGreen-NLuc
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および Venus-NLuc 融合タンパク質の欠失変異体の作成は、先行研究に従って行った 29。C

末端を欠失させた mNeonGreen 変異体(mNGΔC0-10)、Venus 変異体(VenusΔC0-12)の DNA 断

片を、制限酵素サイト BamHI を含むセンスプライマー（使用したオリゴヌクレオチド：F-

BH1-G-gfp_1）と、制限酵素サイト KpnI を含むアンチセンスプライマー（使用したオリゴヌ

クレオチド：R-Kpn1-mNG_235, R-Kpn1-mNG_234, R-Kpn1-mNG_233, R-Kpn1-mNG_232, R-

Kpn1-mNG_231, R-Kpn1-mNG_230, R-Kpn1-mNG_229, R-Kpn1-mNG_228, R-Kpn1-mNG_227, 

R-Kpn1-mNG_226）を用いて PCR 法によりそれぞれ増幅し、BamHI/KpnI 制限酵素で処理し

た。N 末端を欠失させた NLuc 変異体(NLucΔN0-4)を、制限酵素サイト KpnI を含むセンスプ

ライマー（使用したオリゴヌクレオチド：F-Kpn1-Nluc_2, F-Kpn1-Nluc_3, F-Kpn1-Nluc_4, F-

Kpn1-Nluc_5, F-Kpn1-Nluc_6）と、制限酵素サイト EcoRI を含むアンチセンスプライマー（使

用したオリゴヌクレオチド：R-ER1-x-Nluc_171）を用いて PCR 法によりそれぞれ増幅し、

KpnI/EcoRI 制限酵素で処理した。これらの DNA 断片を互いに混ぜ合わせ、BamHI/EcoRI 制

限酵素処理した pRSERb (Invitrogen)とライゲーションを行った。 

 

蛍光タンパク質と NLuc の間のランダムアミノ酸置換変異体ライブラリーの作成 

蛍光タンパク質と NLuc の間のアミノ酸残基へのランダムアミノ酸置換変異の導入は、ラン

ダム化されたオリゴヌクレオチドを用いた inverse PCR 法によって行った 30。Inverse PCR 法

では、プラスミドを鋳型として、逆方向に設定した 2 種類のプライマーを用いて PCR を行

いプラスミド全周を増幅し、Self-ligation し環状化する。その際、蛍光タンパク質と NLuc の

間の制限酵素サイト KpnI に由来する GGTACC 配列を NNKNNK (N: A, T, G or C; K: G or T)

に置換したオリゴヌクレオチドを用いることで、ランダムアミノ酸置換変異を導入した。以

下にその具体的な手順を示す。 

まず、オリゴヌクレオチドの 5’-末端のリン酸化を T4 Polynucleotide Kinase(Takara-bio)を用い

て行った。リン酸化溶液の組成は、100 mM オリゴヌクオレチド 2.5 mL、10×T4 PNK buffer 

2.5mL、100 mM ATP solution 2.5 mL (pH 7.0)、超純水 17.0mL を混合し、10 U/μL T4 
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Polynucleotide Kinase を 0.5 mL 加えた(合計 25 mL)。リン酸化反応は、37℃の恒温槽に 30 分

間静置することで行った。5’-末端がリン酸化されたオリゴヌクレオチドを用いて、変異導入

を伴わない PCR、サブクローニングで記述した方法に従って、PCR を行った。PCR 終了し

た反応液に、10 U/mL DpnI 2 mL を加え、37℃の恒温槽に 30 分間静置した。反応液からゲル

電気泳動、ゲル抽出を上述したように行うことで、プラスミド全周に相当する DNA 断片を

精製した。DNA 断片 1 mL、2xRapid Ligation Buffer 4.0mL、超純水 2.5 mL、T4 DNA 

Ligase 0.5mL を加え、室温で 15 分間ライゲーションを行った。コンピテントセル (XL10-

Gold)を氷上で融解しライゲーション溶液を加え、氷上で 30 分間インキュベートした。次に

42℃の恒温槽で 45 秒間ヒートショックを行い、氷上で 5 分間静置した。形質転換されたコ

ンピテントセルを、カルベニシリン 100 mg/mL 含有の 1×LB (Lysogeny Broth)寒天培地上

で一晩培養 (37℃)した。 

 

mNGC10-GT-NLucN5 、 VenusC12-GT-NLucN4 、 mTQ2ΔC10-GT-ΔN4NLuc と

tdTomatoΔC8-GT-ΔN4NLuc の KpnI 配列に由来する Gly-Thr 残基に対して、以下のランダム

オリゴヌクレオチドを用いてランダムアミノ酸置換変異を導入した。 

mNGC10-GT-NLucN5: F-XX-Nluc_5, R-mNG_226 

VenusC12-GT-NLucN4: F-XX-Nluc_4, R-gfp_226 

mTQ2ΔC10-GT-ΔN4NLuc: F-XX-Nluc_5, F-XX-Nluc_4, F-XX-Nluc_3, R-gfp_229,  

tdTomatoΔC8-GT-ΔN4NLuc: F-Nluc, R-Nluc_6-XX-tdTA_467, R-Nluc_6-XX-tdTA_466, R-

Nluc_6-XX-tdTA_465 

 

NLuc 内部への蛍光タンパク質挿入変異体ライブラリーの構築 

様々な長さの柔軟なリンカーが付加された mKOを NLuc の 50/51th の残基の間に挿入した。

まず、様々な柔軟なリンカー配列を有する mKOの DNA 断片を、制限酵素サイト XhoI を

含むセンスプライマー（使用したオリゴヌクレオチド：F-XhoI-mKO_2, F-XhoI-G-mKO_2, 
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F-XhoI-GG-mKO_2, F-XhoI-GGS-mKO_2, F-XhoI-GGSG-mKO_2, F-XhoI-GGSGG-mKO-2, F-

XhoI-GGSGGS-mKO-2, F-XhoI-GGSGGSG-mKO-2, F-XhoI-GGSGGSGG-mKO-2, F-XhoI-

GGSGGSGGS-mKO-2）と、制限酵素サイト SacI を含むアンチセンスプライマー（使用した

オリゴヌクレオチド：R-Sac1-mKO_218, R-Sac1-T-mKO_218, R-Sac1-TL-mKO_218, R-Sac1-

TLG-mKO_218, R-Sac1-TLGM-mKO_218, R-Sac1-TLGMD-mKO_218, R-Sac1-TLGMDE-

mKO_218, R-Sac1-TLGMDEL-mKO_218, R-Sac1-TLGMDELY-mKO_218, R-Sac1-

TLGMDELYK-mKO_218）を組み合わせて、PCR 法によりそれぞれ増幅し、XhoI/SacI 制限酵

素で処理した。NLuc の 50/51 番目に対応するサイトに XhoI/SacI 制限酵素サイトを導入され

た DNA 断片を、inverse PCR 法により調整した 30。NLuc-pRSETb を鋳型として、制限酵素サ

イト XhoI を含むセンスプライマーと制限酵素サイト SacI を含むアンチセンスプライマーを

用いて PCR 法によりプラスミド全長を増幅し、XhoI/SacI 制限酵素で処理した。mKOの

DNA 断片を互いに混ぜ合わせ、XhoI/SacI 制限酵素処理した線状 NLuc-pRSETb とライゲー

ションを行った。

 

NLuc のエオシンラベル化 

エオシン-5-マレイミドは、Molecular probes(no. E-118)から購入した。ターゲットのループに

特異的にラベル化するために、NLuc の内在性 Cys 残基（166 番目）を Ala に置換した

（NLuc_C166A）。そして、その変異体 NLuc_C166A の 4 箇所の Gly 残基(50th、66th、97th、

136 番目 ) をそれぞれ Cys に置換した変異体を作成した（ NLuc_G50C_C166A 、

NLuc_G66C_C166A、NLuc_G97C_C166A、NLuc_G136C_C166A）。変異の導入は、すべてを

inverse PCR 法を用いて行った。（使用したオリゴヌクレオチド：Nluc_C166A, F-Nluc_G50C, 

R-Nluc_49, F-Nluc_G66C, R-Nluc_65, F-Nluc_G97C, R-Nluc_96, F-Nluc_G136C, R-Nluc_135）20 

mM HEPES buffer (pH=7.4)中で、組換え NLuc タンパク質 50 mM と 5 mM ジチオスレイトー

ル(DTT)を 30 分間、室温で反応させた。溶液をゲルろ過カラム NAP-5 を用いて、新しい 20 

mM HEPES buffer (pH=7.4)に交換した。そして、組換えタンパク質と 100 mM エオシン-5-マ
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レイミドを 1 時間、室温で反応させた。未反応のエオシン-5-マレイミドを除くために、溶液

をゲルろ過カラム NAP-5 を用いて、新しい 20 mM HEPES buffer (pH=7.4)に交換した。発光

スペクトルの測定は、化学発光タンパク質の発光特性評価に従って行った。 

 

明るく高いFRET効率を示す変異体のスクリーニング 

変異体ライブラリーで JM109(DE3)を形質転換し LB 寒天培地に播種した。37oC で 12 時間

培養した後、蛍光タンパク質を完全に成熟させるために室温にて 2 日間培養した。明るく

FRET 効率が高い変異体を次の二段階でスクリーニングした。はじめに、5 mM セレンテラジ

ン-h を含む PBS を添加しゲルイメージャー(LAS-1000、GE Healthcare)を用いて、発光画像

を取得した。明るいコロニー（100 個以内）をピックアップし、液体 LB 培地を含む 96 穴

ガラス底プレートに移し、23oC で 3 日間培養した。発光スペクトルは、マイクロプレート

リーダー(SH-9000, コロナ電気)を用いて測定した。発光基質として、最終濃度 5 mM セレン

テラジン-h を用いた。得られた発光スペクトルを、NLuc からの発光に由来する 450nm の強

度で規格化した。 
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1.4 実験結果と考察 

1.4.1 ドナーとアクセプターの順列が FRET 効率に与える影響の検討 

NLuc と種々の蛍光タンパク質との融合タンパク質を構築するにあたり、はじめに NLuc

と蛍光タンパク質の順列が FRET 効率に与える影響の検討を行った。検討には蛍光タンパク

質 mNeonGreen(mNG)を用いた。PCR 法で、全長の mNeonGreen および NLuc の DNA 断片を

増幅した。それらの DNA 断片を混ぜ合わせ、適切な制限酵素で処理されたプラスミドベク

ターpRSETBとライゲーションし、mNG-NLuc および NLuc-mNG の融合タンパク質を構築し

た。クローニング際に付加された制限酵素サイト KpnI に由来する Gly-Thr の 2 残基がリン

カーとして働くと考えられる。それぞれの融合タンパク質を大腸菌に発現させてタンパク質

を精製し、発光基質添加下で測定した発光スペクトルを図 1-12 に示す。 

 

図 1-12 mNG-NLuc および NLuc-mNG の発光スペクトル、 

mNG に由来する発光ピーク波長による発光強度で規格化したグラフ、 

発光基質濃度 25 mM、タンパク質濃度 5 nM 

 

mNG-NLuc および NLuc-mNG の発光スペクトルは、ほぼ同一な波形、FRET レシオ値(1.2)

を示した。すなわち、NLuc と蛍光タンパク質の順列は、FRET 効率には大きな影響を与えな

いことが示唆された。 

順列による FRET 効率の影響は小さかったが、今後は蛍光タンパク質-NLuc の順列の融合

タンパク質を次章以降の最適化に用いることにする。その理由を以下に記す。一般的に蛍光

タンパク質の C 末端には柔軟で構造化されていない領域が存在する。対して、N 末端は剛直
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で構造化されており、欠失させると蛍光特性などに影響を与える恐れがある。従って、蛍光

タンパク質-NLuc の順列の方が、中間領域を欠失させて距離を近づけることで、FRET 効率

を高める余地が多くあると判断した。

 

1.4.2 ドナーとアクセプターの間の欠失変異が FRET 効率に与える影響の検討 

次に、蛍光タンパク質のフォールディングを損なうことのなく、かつ蛍光タンパク質と

NLuc の間のを最小化した変異体を探索した。まず、蛍光タンパク質の C 末端側および NLuc

の N 末端側領域を段階的に欠失させた変異体ライブラリーを作製した。その中から、FRET

の効率が高い変異体をスクリーニングした。 

PCR 法で、C 末端領域のアミノ酸を段階的に欠失させた mNeonGreen (mNGC0-C10)を、

制限酵素サイト KpnI を付加したプライマーを用いてそれぞれ増幅した。同様に、N 末端領

域のアミノ酸を段階的に欠失させた NLuc (NLuc1-5)を、制限酵素サイト KpnI を付加

したプライマーを用いてそれぞれ増幅した。異なる欠失変異を持つ DNA 断片を混ぜ合わせ、

適切な制限酵素で処理されたプラスミドベクターpRSETBとライゲーションした。mNG の欠

失変異体 11 種類と NLuc の欠失変異体 5 種類の組み合わせで、合計 55 種類の融合タンパク

質を含むライブラリーを得た(図 1-13a)。ライブラリーサイズ 55 個の 10 倍に相当する 500

個程度のコロニーをスクリーニングした。スクリーニングの結果、レシオが 0.5-5.5 まで幅

広い値を示す変異体郡が得られた(図 1-13b)。その中で、FRET レシオ値が最も高かった

mNGC10-GT-NLucN5 を次の段階の実験に用いた。同様の実験を Venus (VenusC0-C12)

でも行い、FRET レシオ値が最も高い変異体として VenusC12-GT-NLucN4 が得られた(図

1-13c and d)。 
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図 1-13 mNeonGreen、Venus へ高効率で FRET を起こす変異体の探索 

（a）mNeonGreen(C0-C10)と NLuc(N1-)を組み合わせたリンカーライブラリーの構

築、（b）変異体の発光スペクトル、（c）Venus(C0-C12)と NLuc(N1-)を組み合わせた

リンカーライブラリーの構築、（b）変異体の発光スペクトル 

 

ここで観察された FRET レシオ値を考察するにあたり、上述した距離の変化に伴う FRET

効率の変化以外に考慮しなければならない可能性がある。それは、未成熟な蛍光タンパク質

による見かけ上の FRET 効率の低下である。蛍光タンパク質は、翻訳された後三つの化学反

応を自己触媒的に起こすことで成熟した発色団を持つ蛍光タンパク質となる。先行研究では、

蛍光タンパク質の過剰に C 末端領域を欠失させると、発色団を持たない未成熟な蛍光タン

パク質の割合が増えることが報告されている 31。未成熟な蛍光タンパク質と NLuc の融合タ

ンパク質は、FRET を起こさず NLuc からの発光が観測される。従って、蛍光タンパク質の

C 末端領域の欠失変異の導入は、未成熟な蛍光タンパク質の割合を増加させ、見かけ上の

FRET レシオ値の低下を引き起こす可能性がある。しかし、今回得られた結果は、mNeonGreen、

a b 

c d 
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Venus ともに C 末端を最も多く欠失させた変異体と NLuc の融合タンパク質が最も高い

FRET レシオ値を示した。すなわち、両タンパク質は C 末端領域を欠失させてもタンパク質

の成熟度は低下せず、ほぼ距離依存的に FRET 効率が高まることが示唆された。また、NLuc

においても、N 末端側の 5 残基程度欠失させても酵素活性に大きな影響を与えないという知

見を得た。 

 

1.4.3 ドナーとアクセプターの間のランダムアミノ酸変異導入が FRET 効率に与える影響の

検討 

FRET 効率の向上という観点においては、距離だけでなくドナーとアクセプターを平行に

近い配向に配置することが必要である。しかし、タンパク質間の相対的な角度を理論的に予

測し、これを任意の配置に置くことは困難である。そこで、タンパク質間にランダムアミノ

酸変異を導入し様々な相対角度を有する融合タンパク質ライブラリーを作製し、その中から

効率的な FRET を起こす変異体をスクリーニングすることとした。 

1.4.2 で最適化された変異体に対して、ランダムオリゴヌクレオチドと inverse PCR 法を

用いて、KpnI サイトに由来する 2 残基-Gly-Thr-にランダムなアミノ酸変異を導入した（図

1-14a and c）。KpnI サイトに由来する GGTACC 部位を NNKNNK (N: A, T, G or C; K: G or T)

に置換するオリゴヌクレオチドを使用した。NNK は、32 種類のコドンで 20 種類すべての

アミノ酸残基をコードすることが出来る。従って、生じる変異体ライブリーのサイズは、

32x32=1024 通りとなり、ライブラリーサイズの 5 倍に相当する 5,000 個のコロニーをスク

リーングした。その中で、mNGC10-GF-NLucN5 が FRET レシオ値 6.4、VenusC12-AM-

NLucN4 が FRET レシオ値 25 を示し、ほぼアクセプターからの発光のみが観測される変

異体を得ることが出来た（図 1-14 b and d）。これ以後、mNGC10-GF-NLucN5 を Green 

enhanced Nano-lantern (GeNL)、VenusC12-AM-NLucN4 を Yellow enhanced Nano-lantern 

(YeNL)と呼ぶ。 
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図 1-14 mNeonGreen、Venus へ高効率で FRET を起こす変異体の探索 

（a）mNGC10-GT-NLucのリンカー領域に対するランダム変異導入（b）変異体の発光

スペクトル、（c）VenusC12-GT-NLucのリンカー領域に対するランダム変異導入（b）変

異体の発光スペクトル 

 

  

a 

b 

c 

d 
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次に、mTurquoise2-NLuc、tdTomato-NLuc ペアにおいて、高効率に FRET を起こすリンカ

ーの探索を行った。これら二つについては、リンカー長の最適化とランダム変異を同時に行

った（図 1-15）。これは、先行研究から mTurquoise2 と tdTomato については機能に影響なく

欠失できる C 末端残基の数が明らかになっていたためである 31, 32。さらに、1.4.2 の結果か

ら NLuc の N 末端領域は 5 残基程度までは欠失させても機能に大きな影響は無い、という知

見を得ている。 

mTurquoise2 (mTQ2)については、C 末端領域 10 残基を欠失変異させ 31、NLuc の N 末端を

5 残基から 3 残基段階的に欠失させ（mTQ2C10-GT-NLucN3-5）、かつ KpnI サイトに由来

する 2 残基-Gly-Thr-にランダムアミノ酸変異を導入した（図 1-15a）。複数のランダムオリ

ゴヌクレオチドと inverse PCR 法を用いて、KpnI サイトに由来する GGTACC 部位を

NNKNNK (N: A, T, G or C; K: G or T)に置換する変異を導入した。従って、生じる変異体ライ

ブリーのサイズは、32x32x3=3,072 通りとなり、ライブラリーサイズの 9 倍に相当する 9,000

個のコロニーをスクリーングした。mTurquoise2-NLuc、tdTomato-NLucペアについては、mTQ2

と NLuc の発光ピーク波長が近接していたため、発光スペクトル測定に基づくスクリーニン

グは行っていない。大腸菌プレート上で明るいコロニーを培養しタンパク質を精製し、物性

評価を行った。その結果、mTQ2C10-LH-NLucN3 が最も高輝度な変異体であったため、こ

れ以後 Cyan enhanced Nano-lantern (CeNL)と呼ぶ。 

 

tdTomato については C 末端領域 8 残基まで欠失可能であることが報告されている 32。

tdTomato の C 末端領域を 8 から 9 残基、NLuc の N 末端を 5 残基欠失させ（tdTomatoC8-9-

GT-NLucN5）、かつ KpnI サイトに由来する 2 残基-Gly-Thr-にランダムアミノ酸変異を導入

した（図 1-15b）。複数のランダムオリゴヌクレオチドと inverse PCR 法を用いて、KpnI サ

イトに由来する GGTACC 部位を NNKNNK (N: A, T, G or C; K: G or T)に置換する変異を導入

した。従って、生じる変異体ライブリーのサイズは、32x32x2=2,048 通りとなり、ライブラ

リーサイズの 3 倍に相当する 6,000 個のコロニーをスクリーングした。二段階目のスクリー
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ニングを行った 96 個の変異体のうち 94 個が FRET レシオ値 0.3 以下を示したが、

tdTomatoC8-PI-NLucN5 が FRET レシオ値 0.46、tdTomatoC9-RL-NLucN5 が FRET レシ

オ値 0.80 の値を示した（図 1-15c）。これ以後、tdTomatoC9-RL-NLucN5 を Red enhanced 

Nano-lantern (ReNL)と呼ぶ。 

 

 

 

図 1-15 mTurquoise2、tdTomato へ高効率で FRET を起こす変異体の探索 

（ a）mTQ2C10-GT-NLucN3-5 のリンカー領域に対するランダム変異導入、（b）

tdTomatoC8-9-GT-NLucN5 のリンカー領域に対するランダム変異導入（c）変異体の発光ス

ペクトル 

 

次に、mKO-NLuc ペアにおいて、高効率に FRET を起こすリンカーの探索を行った。mKO

は X 線結晶構造解析の結果から、1 残基を除き C 末端は構造化されバレルに組み込まれて

いる 33。従って、mKOの全長および C 末端領域を 1 残基欠失、NLuc の N 末端を 5 残基欠

失させ（mKOC0-1-GT-NLucN5）、かつ KpnI サイトに由来する 2 残基-Gly-Thr-にランダ

ムアミノ酸変異を導入した(図 1-16a)。複数のランダムオリゴヌクレオチドと inverse PCR 法

を用いて、KpnI サイトに由来する GGTACC 部位を NNKNNK (N: A, T, G or C; K: G or T)に置

換する変異を導入した。従って、生じる変異体ライブリーのサイズは、32x32x2=2,048 通り

a 

c 

b 
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となり、ライブラリーサイズの 3 倍に相当する 6,000 個のコロニーをスクリーングした。二

段階目のスクリーニングを行った結果、FRET レシオ値 0.55 を示す変異体を得ることが出来

たが、突出した FRET レシオ値を示す変異体を得ることはできなかった(図 1-16b)。 

 

 

  

 

 

図 1-16 mKOへ高効率で FRET を起こす変異体の探索 

（a）mKOC0-1-GT-NLucN5 のリンカー領域に対するランダム変異導入、（b）変異体の発

光スペクトル 

 

本項目のスクリーニングより、mNeonGreen-NLuc ペアでは FRET レシオ比が 6.5 に向上

し、Venus-NLuc ペアでは 27 まで向上した変異体を得ることが出来た。また、tdTomato-NLuc

ペアでは、二段階目のスクリーニングを行った 96 個のうち 94 個の変異体が FRET レシオ値

0.3 以下を示すなかで、たった一つ変異体 tdTomatoC9-RL-NLucN5 が FRET レシオ値 0.80

を示した。これらの結果は、FRET 効率を高めるのに、ドナーとアクセプターの中間領域に

ランダムアミノ酸変異導入することが有効であることを示している。対して、mKO-NLuc

ペアにおいては、FRET レシオ値は他の波長変異体と比較して最も低かった。 

mNeonGreen-NLuc、Venus-NLuc、tdTomato-NLuc ペアにおいて、高い FRET レシオ値が得

られた要因について、考察する。 mTurquoise2-NLuc ペアについては、FRET レシオ値によ

るスクリーニングを行っていないため以降の検討からは除外した。mNeonGreen-NLuc、

Venus-NLuc、tdTomato-NLuc ペアにおいて、高いレシオ値を示した変異体には、1 番目の残

基に Gly、Ala、Ser、Arg が選ばれる傾向があり、2 番目の残基には Phe、Val、Ile などのア

a b 



31 

 

ミノ酸が選ばれる傾向にあった。どのような構造モチーフが FRET 効率の向上に働いている

かは不明であるが、Gly、Ser や Pro はターン構造を取りやすいことが知られており、このモ

チーフが蛍光タンパク質の発色団とNLucに結合した基質の相対角度を平行に近づけるのに

寄与しているのかもしれない。 
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1.4.4 ルシフェラーゼ内部への蛍光タンパク質挿入変異の試み 

 

並列に蛍光タンパク質と NLuc を融合するだけでなく、蛍光タンパク質を NLuc の内部に

挿入することで、より FRET 効率を高めることを目指した。NLuc の基質結合部位の付近に

蛍光タンパク質を挿入することで物理的に発色団同士の距離を近づけ FRET 効率を高める

と期待した。 

まず、NLuc の構造をもとに蛍光タンパク質の挿入するサイトの候補を検討した。NLuc の

X 線結晶構造は解かれていないので、まず NLuc の 3 次元構造を I-TASSER プログラムを用

いて予測した 27。I-TASSER はタンパク質の一次構造より ab initio にて三次構造を予測でき

るツールであり、critical assessment of protein structure prediction (CASP) 10 にて最も優れた構

造予測能を示している。予測された三次元構造を図 1-17 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-17 NanoLuc の予測 3 次元構造のリボン表示 

α-へリックスをシアン色、β-ストランドを緑色でハイライトされている。右の 3 次元構造は、

水平軸に対して 90o 回転させたものである。NLuc の一次構造をもとに I-TASSER プログラ

ムを用いて 3 次元構造を予測した。 

 

NanoLuc の 3 次元構造は、4 つの α-へリックスと 11 つの逆平行な β-ストランドいわゆる β-

N 

C 

90o 
C 

N 
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バレル構造から成っていた。分子の中心部位には、β-バレルと 3 つの α-へリックスに囲まれ

た空洞が存在していた。この空洞は発光基質が結合するのに十分な大きく、内側には比較的

疎水性のアミノ酸が豊富に存在していた。従って、発光基質の結合サイトであると予測され

る。 

蛍光タンパク質の挿入は、NLuc の酵素活性を阻害しないように構造化されていないルー

プ領域が望ましい。得られた三次元構造からループ領域に存在する 50 番目、66 番目、97 番

目、136 番目の箇所の Gly 残基を潜在的な挿入サイトとした。

 

1.4.4.1 発光基質結合サイトに近接するループ領域の探索 

まず、NLuc の 50 番目、66 番目、97 番目、136 番目の Gly 残基のうち、どの残基が基質

結合部位に最も近いかを探索した。NLuc 内の 4 つの Gly 残基を蛍光色素でラベル化し発光

基質から蛍光色素への FRET レシオ値から近接する残基を判断することとした。ラベル化す

る蛍光色素として、安価なエオシン色素を選択した。特異的なラベル化のために、NLuc の

166 番目の内在性 Cys 残基を Ala 残基に置換した変異体に対して(NLuc_C166A)、4 箇所のル

ープ領域にある Gly 残基を Cys 残基に置換した変異体をそれぞれ作成した（図 1-18a、

NLuc_G50C_C166A、NLuc_G66C_C166A、NLuc_G97C_C166A、NLuc_G136C_C166A)。これ

らのアミノ酸置換変異の導入は、すべて inverse PCR を用いて行った。それら 4 種類の精製

タンパク質の Cys 残基に、マレイミドを介してオレンジ色蛍光色素エオシンを結合させた

（図 1-18a）。エオシン結合 NLuc は結合部位によって異なる発光スペクトルを示し、

NLuc_G50C_C166A が最もエオシン分子からの発光の割合（FRET レシオ値 0.7）が大きかっ

た（図 1-18b）。この結果から、4 つのループの内 50 番目の残基が位置するループが最も発

光基質結合部位に近いため、励起状態の基質酸化物からエオシンへの FRET が効率よく起こ

ったと考えられる。 
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図 1-18 NLuc の活性ポケットに近いループの探索 

（a）NLuc の予測 3 次元構造中における Cys 残基で置換したループの表示、（b）エオシン

結合サイトに対する発光スペクトルの変化。NLuc の発光ピーク波長で規格化した。 

 

1.4.4.2 橙色蛍光タンパク質の挿入変異 

三次元構造によるとPDB ID: 3MGF、mKOの末端と C 末端はバレルに対して同じ方

向に出ているが距離は 2.4 nm 程度離れており 33、挿入された NLuc の構造を乱す恐れがあ

る。従って、挿入する mKOの両末端に様々な長さのフレキシブルなリンカー配列を付加し

たライブラリーを作成した。PCR 法で、mKOの、C 末端の両方に柔軟なリンカーを付加

したライブラリーを構築した。柔軟なリンカーとして N 末端に Gly リッチな配列(-Gly-, -

Gly-Gly-, -Gly-Gly-Ser-, -Gly-Gly-Ser-Gly-, -Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-, -Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-, -

Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-, -Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-, -Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Ser-

Gly-Gly-Ser-)、C 末端には Aequorea victoria GFP (GenBank: L29345.1)の C 末端配列(230-238

番目の残基 : -Thr-His-Gly-Met-, -Thr-His-Gly-Met-Asp-, -Thr-His-Gly-Met-Asp-Glu-, -Thr-His-

Gly-Met-Asp-Glu-Leu-, -Thr-His-Gly-Met-Asp-Glu-Leu-Tyr-, -Thr-His-Gly-Met-Asp-Glu-Leu-Tyr-

Lys-)を採用した（図 1-19a）。N 末端と C 末端で異なるリンカー配列を用いたのは、リンカ

ー配列をコードするセンスプライマーとアンチセンスプライマー同士で二量体を形成し

PCR 反応が阻害されるのを防ぐためである。mKOのリンカーライブラリーDNA 配列をお

互いに混ぜ合わせ、NLuc-pRSETBの 50 番目と 51 番目の間に XhoI/SacI 制限酵素サイトを付
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加した線状 DNA とライゲーションを行った。リンカーの種類は 100 種類であり、ライブラ

リーサイズの 10 倍に相当する 1000 個のコロニーをスクリーングした。 

スクリーニングの結果を図 1-19b に示す。FRET レシオ値 0.95 という最も高い値を示した

変 異 体は 、 mKO の  末端 に GGSGGS に 加え て 偶 発 的に  残基 のア ミノ酸

VSVIKPEMKKVEDAVAHSTLEGが挿入され、C 末端にはリンカーが挿入されていないも

のであった。この変異体を Orange enhanced Nano-lantern (OeNL)と呼ぶ。 

 

図 1-19 NLuc 49/50 番目の残基への mKOの挿入変異体 

（a）様々なリンカー長を有する mKO挿入 NLuc 変異体のドメイン構造、右上の数字は各

ドメインのアミノ酸番号、（b）変異体の発光スペクトル 

  

本項目で偶発的に生じた N 末端に長いリンカーが挿入され、C 末端にはリンカーが挿入

されていない変異体が高い FRET レシオ値を有している理由について、考察する。1.4.2 で

述べたように、見かけ上の FRET 効率を高めるには成熟な蛍光タンパク質の割合を増加させ

ることが必要である。その上で、蛍光タンパク質の発色団と NLuc の基質結合部位を近接さ

せる必要がある。それを踏まえると、N 末端の長い鎖のリンカーが mKOの成熟にとって都

合がよく、かつ C 末端にはリンカーが挿入されず mKOを基質結合部位の近傍に繋ぎとめ

ることが出来たため、高い FRET レシオ値に繋がったと考えられる。なお、なぜこうした偶

発的な挿入が起こったのかは不明である。挿入された 2残基のアミノ酸は、mKOの末端
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の配列の一部と相同性があり、何らかの理由で mKOの一部が複製され、NLuc との間に挿

入されたと考えられる。 

 

1.5 展望 

今後の高光度化学発光タンパク質波長変異体の開発は、600 nm 以上の近赤外領域に発光

する変異体の開発に向かうと考えられる。ヘモグロビンの吸収の少ない 600 nm 以上の波長

の光は、”生体の窓”と呼ばれ生体透過性が高い。したがって、600 nm 以上の波長に強く化学

発光するタンパク質は、これまで不可能であったマウス個体の深部領域からの超高感度化学

発光イメージングを可能にするであろう。 

本章で示したように、蛍光タンパク質と NLuc の間の領域に欠失・ランダム置換変異を導

入し、2step のスクリーニングを行うことで高い FRET 効率の変異体を得ることできた。し

かしながら、赤色・橙色波長変異体はアクセプター蛍光タンパク質からの発光だけでなく、

ドナーである NLuc からの発光も優位に観測された。これは、NLuc とアクセプターの

tdTomato の吸収スペクトルの重なりが小さいため、FRET 効率が緑色、黄緑色波長変異体と

比較して、それほど高くならなかったことが示唆される。従って、より吸収スペクトルが長

波長にシフトした近赤外蛍光タンパク質をアクセプターとして用いると、更なる困難が予測

される。そこで、GeNL と近赤外蛍光タンパク質を融合することで、NLuc から 2 段階の FRET

を介して近赤外蛍光タンパク質へ効率よくエネルギーが移動すると期待される。 

 

  



37 

 

二章：高光度化学発光タンパク質波長変異体の特性評価 

2.1 背景 

一章で述べたように、近年開発された高光度化学発光タンパク質 NLuc を用いることで細

胞小器官レベルのイメージングが可能となった。また、NLuc の増強されたシグナル強度は、

細胞体に豊富に存在するタンパク質だけでなく、細胞内に少数しか存在しない、もしくは少

数の分子で複合体を形成している構造体を可視化するのにも有効に働くと考えられる。 

NLuc の波長変異体が開発されれば、上記の応用を複数のタンパク質動態、生命現象へ拡

張することが可能になる。蛍光タンパク質は、最初の緑色から、青緑色、続いて赤色と 3色

揃うことで急速に応用が拡大した。したがって、NLuc と比肩しうる超高光度発光タンパク

質波長変異体は、発光イメージング技術の利活用を大きく進展させると期待される。 

 

2.2 目的・意義 

本章では、まず１章で開発した NLuc 波長変異体 eNL の発光スペクトルおよび発光光度

を測定し、NLuc の波長変異体として働くかどうかを検討する。そして、eNL を用いて、細

胞内の少数のタンパク質から複合体、および in vitro において単一分子からの化学発光の検

出を試みる。最後に eNL の波長変異体の有用性を示すため、哺乳類細胞の複数の細胞内構

造体の可視化を試みる。 

 

2.3 方法と材料 

化学発光タンパク質精製 

各種化学発光タンパク質の大腸菌発現ベクターをが遺伝子導入された大腸菌 JM109(DE3)を、

0.の抗生物質カルベニシンを含む LB 培地で 23 oC、65 時間振盪培養した。各発光蛋白質を

発現した JM109(DE3)を、4℃、6000 rpm、10 分の条件で遠心し回収し、PBS(-)で懸濁した。

懸濁した Rosetta2 を、フレンチプレス(Thermo Fisher Scientific)を用いて破砕した。破砕した

溶液を、4℃、8000 rpm、20 分の条件で遠心し、上澄みをフィルタに通した。発光蛋白質の

精製には、Ni-NTA アガロースアフィニティカラム (Qiagen) を用いて行った。精製後、ゲル

ろ過カラム (PD-10 column, GE Healthcare) を用いて化学発光タンパク質溶液の緩衝溶液を
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50 mM HEPES (pH 7.5)へ交換した。一連の操作は、化学発光タンパク質の失活を防ぐために、

全て氷上で行った。  

 

化学発光タンパク質の発光特性評価 

化学発光タンパク質溶液、および発光基質溶液は、20 mM HEPES (pH 7.4)緩衝液を用いて希

釈した。化学発光スペクトルは、マルチチャンネル分光器 PMA-12 (浜松ホトニクス)を用い

て、室温で行った。発光タンパク質溶液、および発光基質溶液の最終濃度は、それぞれ 100 

nM、25 μM に調整した。発光基質として、NLuc および eNL に対してはフリマジンを用い、

そのほかのタンパク質に対してはセレンテラジン-h を用いた。測定は 3 回ずつ行い、その平

均した値を解析には用いた。 

 

発光量子効率と速度論パラメーター算出 

発光量子効率は、0.05 ピコモルのフリマジンを完全に消費した際に生じる総光子数から計算

した。発光量子効率の測定は、マイクロプレートリーダーを用いて行った。検出器の装置関

数はルミノールの化学発光を標準として、補正を行った。化学発光タンパク質およびフリマ

ジンの最終濃度は、それぞれ 1 nM、500 pM に調整した。一連の溶液の調整には、0.1%のカ

ゼインを含む 50 mM HEPES (pH 7.4)緩衝液を用いた。これは、化学発光タンパク質の反応容

器への非特異的吸着を防ぐためである。 

速度論パラメーター算出は、化学発光タンパク質の最終濃度は 10 pM に固定し、フリマジン

の濃度を 0.025、0.051、0.10、0.20、0.41、0.81、1.6、3.3、6.5、13 μM に調整して測定を行っ

た。.反応初速度は、化学発光タンパク質とフリマジンを混合してから 12 秒間の発光強度の

総和から求めた。ミカエリスメンテン定数 Km と最大反応速度 Vmax は、Origin7 ソフトウェ

アを(OriginLab)用いたミカエリスメンテン式への非線形フィッティングを行い得た。 
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Ni-NTA 修飾アガロースカバースリップの作製 

ガラス表面へ GeNL タンパク質を固定化するために、先行研究に従って Ni-NTA アガロース

カバースリップを調製した 34。20 mL アガロースビーズ(Sepharose 4B, Sigma)を超純水で激

しく洗浄し、180 mL の超純水に懸濁した。懸濁液に、1 M NaOH と 26 mM NaBH4 を含む溶

液 100 mL の溶液、20 mL のグリシドールを加え、室温で 18 時間インキュベートした。ビー

ズを超純水と 1 M NaCl で交互に洗浄し、グリシド－ルビーズを作製した。次に、このグリ

シドールビーズを過ヨウ素酸塩で酸化することで、アルデヒドで活性化されたビーズを調整

した。グリシドールビーズを 250 mL の超純水に懸濁し、70 ml の 0.16 M NaIO4 を加え室温

で 1 時間インキュベートした。ビーズを超純水で洗浄し、アルデヒド活性化ビーズを作製し

た。最終ステップとして、 ガラス表面をアガロースでコーティングし、AB-NTA (Dojindo)

と反応させることで、Ni-NTA 修飾アガロースカバースリップを作製した。アルデヒド活性

化アガロースビーズを超純水に懸濁し、100oC で 10 分間加熱した。融解したアルデヒド活

性化アガロースをカバースリップの上に 3,000 r.p.s.、20 秒の条件でスピンコートした。コー

ティングされたカバースリップを、26 mg ml−1 の AB-NTA と 12 mg ml−1 の NaCNBH3 を含む

1 M ボロン酸-NaOH バッファー(pH 10.5)に室温で 16 時間漬けた。NTA 修飾アガロースカバ

ースリップを超純水で洗浄し、1  mM NiSO4溶液に一日漬け Ni-NTA 修飾アガロースカバー

スリップを作製した。。 

 

1 分子の GeNL からの発光検出 

グラス表面への焦点の調整は、蛍光ビーズを用いて行った。まず、MOPS/KCl溶液(10 mM 

MOPS, 100 mM KCl, pH=7.2)に懸濁された蛍光ビーズ(FluoSpheres® sulfate microspheres、直径

0.2 mm、F8848、Invitrogen)をNi-NTAアガロースカバースリップ上に滴下し5分静置した後、

懸濁液を除いた。次には、10ピコモルのGeNLタンパク質を含むMOPS/KCl溶液をNi-NTAア

ガロースカバースリップの上に滴下し5分静置した後、MOPS/KCl溶液で3回洗った。観察の

直前には、フリマジンを最終濃度が50 mMになるように添加した。単分子GeNLからの発光検
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出には、100倍の対物レンズ(NA 1.4、UPlanSApo、オリンパス)、EM-CCDカメラ（ImagEM, 

浜松ホトニクス）を備えた化学発光用倒立顕微鏡(LV-200、オリンパス)を使用した。カメラ

の設定は、ビニングは1x1、露光時間180秒で撮影を行った。 

得られた画像は画像解析ソフトウェアFijiにて解析した。輝点が存在しない部分の強度をバ

ックグラウンドとして差し引いた後、画像のビット深度を32-bitに変換し、ピクセルの値を

光子数に変換した（生画像と呼ぶ）。ノイズを除去するために、半径1ピクセルのメディア

ンフィルターをかけた。輝点の検出、分節化（ROIの設定）は、imageJのプラグインParticle 

Track Analysis (PTA ver1.2) (https://github.com/arayoshipta/projectPTAj)を用いて行い、ピクセル

値が0.9以上、サイズは5ピクセル四方の以上ものを輝点と定義した。検出された輝点からの

総光子数を生画像から計算し、Origin7ソフトウェア(OriginLab)用いてヒストグラムにプロッ

トした。 

 

哺乳類発現ベクターの構築 

哺乳細胞での安定した発現を確保するために、Life Technologies (GeneArt® Strings™ DNA 

Fragments)からコドンをヒトに最適化した mNeonGreen の DNA 断片を購入し、GeNL の

mNeonGreen と置換した。eNL シリーズの DNA を、制限酵素サイト BamHI を含むセンスプ

ライマー（F-BH1-koz-hmNG for GeNL, F- BH1-koz-gfp_1 for CeNL, YeNL and ReNL, F-BH1-

Nluc_1 for OeNL）と制限酵素サイトEcoRIを含むアンチセンスプライマー（R-ER1-x-Nluc_171）

PCR で増幅し、NcoI/SacI 制限酵素で処理した。この DNA 断片を、BamHI/EcoRI 制限酵素処

理された pcDNA3 とライゲーションすることで、eNL-pcDNA3 を得た。ぺルオキシソームに

局在させるために、制限酵素サイト BamHI を含むセンスプライマーと、制限酵素サイト

EcoRI と Ser-Lyn-Leu（ぺルオキシソーム局在配列）をコードする DNA を含むアンチセンス

プライマー(R- Nluc_171-SKL-x-ERI)を用いて PCR 法を行い、pcDNA3 にサブクローニング

した。eNL をミトコンドリア、細胞膜、核へ局在させるために、Nano-lantern のミトコンド

リア発現ベクターpcDNA3-CoxVIIIx2-Nano-lantern (ヒトシトクロム c オキシダーゼのサブユ
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ニット VIII に由来する局在シグナル)、細胞膜発現ベクターpcDNA3-lyn-Nano-lantern（Lyn キ

ナーゼ由来のパルミトイル化配列、ミリストイル化配列)、核局在発現ベクターcDNA3-Nano-

lantern-H2B(ヒストン 2B)の Nano-lantern 配列を eNL に置換した 17。核小体、小胞体へ局在さ

せるために、Phamret の核小体発現ベクターpcDNA3-Phamret-fibrillarin、小胞体発現ベクター

pcDNA3-Phamret-ER（カルレティキュリン由来のシグナル配列、小胞体保持シグナル配列)、

の Phamret 配列を eNL に置換した 35。eNL と ER 保持シグナル配列の間には、5 アミノ酸か

らなるリンカー(GGSGGT)が含まれている。パキシリン、ジキシン、ビメンチン、β-アクチ

ンに局在させるために、 pcDNA3-paxillin-Kohinoor、 pcDNA3-zyxin-Kohinoor、 pcDNA3-

vimentin-Kohinoor、pcDNA3-Kohinoor-β-actin の Kohinoor 配列を eNL に置換した 36。eNL と

パキシリン、ビメンチン、ジキシンの間には 17 アミノ酸からなるリンカー

(GTGSGGGGSGGGGSGGS)、eNL と β-アクチンの間には 20 アミノ酸からなるリンカー

(GGSGGSGGSGGSGGEFQIST)が含まれている。クラスリンに局在させるために、pEGFP-N1-

Kohinoor-clathrin の Kohinoor 配列を eNL に置換した 36。eNL とクラスリンの間には 12 アミ

ノ酸からなるリンカー(RSRAQASNSAVD)が含まれている。GeNL をチューブリンに局在

させるために、pEGFP-N1-β-tubulin-Kohinoor の Kohinoor 配列を eNL に置換した 36。eNL と

チューブリンの間には 21 アミノ酸からなるリンカー(QSTGSGGGGSGGSTVPRARDP)が

含まれている。CeNL、YeNL、OeNL、ReNL をチューブリンに局在させるために、PCR で

増幅された β-チューブリン配列を pcDNA3-CeNL、pcDNA3-YeNL、pcDNA3-OeNL、pcDNA3-

ReNL の eNL の上流にサブクローニングした。eNL とチューブリンの間には 23 アミノ酸

からなるリンカー(QSTVPRARDPGSGGGSGGGSGEF)が含まれている。GeNL をビンキュリ

ンに局在させるために、PCR で増幅されたビンキュリン配列を、pcDNA3-GeNL の GeNL の

下流にサブクローニングした。GeNL をリソソームに局在させるために、PCR で増幅された

LAMP 配列（リソソーム局在膜タンパク質）を、pcDNA3-eNL の eNL の上流にサブクロー

ニングした。eNLと LAMP の間には 17アミノ酸からなるリンカー(GTGGGGSGGGGSGGSG)

が含まれている。LAMP とビンキュリンの cDNA 配列は、mRuby2-Lysosomes-20 と pEGFP 



42 

 

Vinculin のプラスミドをテンプレートとして PCR により増幅された。これらのプラスミド

は、Michael Davidson と Kenneth Yamada 博士に分与していただいた。(Addgene plasmid # 55902, 

50513) 

 

HeLa 細胞の調製と発光画像の取得 

HeLa細胞を37℃、5％CO2条件下で、10％ウシ胎児血清(Fetal bovine serum, FBS, Sigma-Aldrich)

を含む DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium、Sigma-Aldrich)培地で培養した。トリプ

シン処理を行い細胞をはがし、コラーゲン I でコートされた 35 mm ガラスボトムディッシ

ュに 24 時間後に 70～80％のコンフルエンシーになるように撒いた。ディッシュ 1 枚につ

き、500 μl OPTI-MEM(Gibco)に遺伝子導入試薬である Lipofectamine 2000 Transfection Reagent 

(Life Technologies) 10 μl とプラスミドベクター4 mg を混合した溶液を加えた。5 種類野のプ

ラスミドベクターを同時に導入する際は、それぞれのプラスミドが 0.8 mg ずつ混合し同様

に溶液を調整した。溶液を加えて 6 時間後、新鮮な培地に交換し、さらに 16 時間培養を行

った。フェノールレッドおよび FBS の入っていない DMEM 培地に交換し、観察の直前にフ

リマジン溶液を最終濃度 20 mM になるようにイメージング用培地に添加した。発光画像の

撮影には、100 倍の対物レンズ(NA 1.4、UPlanSApo、オリンパス)、EM-CCD カメラ（ImagEM, 

浜松ホトニクス）を備えた化学発光用倒立顕微鏡(LV-200、オリンパス)を使用した。クラス

リン軽鎖と CeNL の融合タンパク質の化学発光画像の撮影は、100 倍の対物レンズ(NA 1.4、

UPlanSApo、オリンパス)、EM-CCD カメラ（Evolve 512, Photometrics）を備えた蛍光倒立顕

微鏡(IX83、オリンパス)を使用した。 

 

リニアアンミキシング法を用いたマルチカラー発光イメージング 

マルチカラー発光画像を取得するために、5 種類の融合タンパク質（miti-NLuc、ER-CeNL、

GeNL-fibrillarin、Lyn-OeNL、ReNL-H2B）が共発現する HeLa 細胞の発光画像を以下の 5 つ

のフィルターを介して取得した。Semrock FF01-447/60 filter、Olympus BA460-510CFP、Semrock 
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FF01-525/35、Semrock FF01-562/40、Semrock FF01-593/40 次に、それぞれの融合タンパク質

を発現する 5 種類の HeLa 細胞を同一のフィルター、カメラのセッティングで画像取得した。

このデータから、スペクトラムアンミキシングの係数のを決定した。この係数を用いて、共

発現した画像から NLuc、CeNL、GeNL、OeNL、ReNL のシグナルを分離した。シグナルの

分離、アンミキシング係数の算出には PrizMage ソフトウェア (Molecular devices)を使用し

た。 
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2.4 実験結果と考察 

2.4.1 高光度化学発光タンパク質の発光特性の評価 

開発した eNLシリーズの精製タンパク質の発光スペクトルを測定した。その結果、CeNL、

GeNL、YeNL、OeNL、ReNL の発光スペクトルは、それぞれ 475 nm、520 nm、530 nm、565 

nm、585 nm に主要なピーク波長を示した（図 2-1）。CeNL、GeNL、YeNL に関しては、ほぼ

アクセプター蛍光タンパク質からの発光のみが観測された。また、OeNL、ReNL についても

アクセプターからの発光強度が NLuc からの発光強度の 4 倍、2 倍であった。 

 

図 2-1 高光度化学発光タンパク質 eNL のドメイン構造と発光特性（a）各色 eNL の構造、

右上数字は各ドメインのアミノ酸番号、（b）フリマジン添加条件下（20 mM）における発

光スペクトル、各タンパク質の最大発光ピークで規格化 

 

今回開発した eNLsの光度を既存の化学発光タンパク質と比較した。発光スペクトルの 350 

nm - 800 nm における全発光強度を縦軸に、横軸に主要な発光ピーク波長をプロットした（図

2-2）。NLuc に対する eNL シリーズの発光強度について議論するために、縦軸は NLuc の全

発光強度で規格化している。CeNL と GeNL についてはドナーである NLuc の 2 倍、1.8 倍の

輝度を示し、発光強度が増強された。しかしながら、YeNL、OeNL、ReNL については NLuc

の 0.5 倍、0.7 倍、0.7 倍の輝度を示し、発光輝度の増強は見られず減衰を示した。eNL シリ

ーズの光度は、Nano-lantern シリーズの対応する色変異体と比較して、2 倍~8 倍になった。

この結果は、NLucの基質代謝速度がNano-lanternシリーズのドナー、すなわちRLuc8_S257G、

RLuc8.6 のそれを上回ったためであると考えられる。 
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図 2-2 種々の化学発光タンパク質の全発光強度と発光ピーク波長の相関、NLuc の全発光強

度を用いて規格化。エラーバーは標準偏差を表す。 

 

2.4.2 FRET による発光増強メカニズムの探求 

CeNL と GeNL で見られた発光増強効果の要因を調査するために、eNL シリーズおよび

NLuc の量子効率 QY と基質代謝速度 kcat の測定を行った。精製 eNL タンパク質に発光基質

を規定量添加した後、発光基質が完全に消費されるまで連続的に発光強度を測定した。添加

直後から発光消失するまでの間の総発光強度からフォトン数を計算し、添加した発光基質の

分子数で除することで、QY を算出した(図 2-3a)。また、様々な基質濃度条件下における eNL

の基質代謝速度の初速度を測定しプロットすると、初速度がミカエリス・メンテンの式に従

って、上昇することが観測された(図 2-3b)。このプロットと QY から算出されたミカエリス・

メンテン定数 Km、Vmax、kcat を表 2-1 に示した。 
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図 2-3 eNLs および NLuc の量子効率 QY、速度論パラメーターの測定  

（a）フリマジン添加後の発光減衰曲線、（b）発光反応初速度のフリマジン濃度依存性 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 
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表 2-1 NLuc および eNL の量子効率 QY と速度論パラメーター 

 

a) 0.1% BSA 添加のもとで測定 

 

eNL シリーズの基質代謝速度 kcat は 6.1-7.3 の値を取り顕著な違いは見られず、また NLuc

単体の kcat (6.6 s-1)とも大きな違いはなかった。また、Kmについてもほぼ同様の値を示した。

すなわち、蛍光タンパク質の融合または挿入による NLuc 部位の酵素活性への影響は非常に

少ないことが示唆された。対して、GeNL と CeNL の QY（それぞれ 45%、42%）は NLuc(28%)

よりも大きく、YeNL、OeNL、ReNL の QY は NLuc とほぼ同等の値を示した。すなわち、

GeNL と CeNL の発光増強の要因は、QY の高いアクセプター蛍光タンパク質へ効率的なエ

ネルギー移動が起き、高い QY で発光したことによることが強く示唆された。しかしながら、

YeNL、OeNL、ReNL では QY の高い蛍光タンパク質(Venus 0.65, mKO 0.61, tdTomato 0.55)に

エネルギー移動が起きているにも関わらず、QY の増強が観測されなかった。また、GeNL で

は蛍光量子収率 0.80 の mNeonGreen に高い FRET 効率でエネルギー移動が起きているにも

関わらず、QY が 0.8 に漸近せずに半分程度の 0.45 になった。これらの結果は、NLuc から

の放射失活、蛍光タンパク質へのエネルギー移動以外の過程でエネルギーが散逸しているこ

とを示唆するものである。このエネルギー散逸の分子機構は今のところ不明である 
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2.4.3 単分子からの化学発光観察 

増強された GeNL、CeNL の強い発光シグナルは、非常に少ないターゲット分子を検出す

る際に有用となる。究極的な課題として、化学発光タンパク質の 1 分子からの発光を検出で

きるかどうかを調査した。Ni-NTA で修飾されたガラス表面にヒスチジンタグでラベル化さ

れた GeNL タンパク質 (his-GeNL)を固定化した。フリマジンを添加し高感度カメラを用い

て撮影することによって、1 分子からの化学発光が検出された（図 2-4a）。単一輝点からは

75 ± 30 個の光子が観測され（図 2-4b）、この値は 2.4 で測定されたパラメーターから算出さ

れる値と（89 ± 0.57 個）良く一致した。または、単一輝点を経時的に観察すると、バックグ

ランドに近い状態と 75 ± 30 個の光子を放出する状態の間を二値的に遷移することが判明し

た（図 2-4c）。これは Ni-NTA とヘキサヒスチジンの間の解離（fast=110 s and slow=386 s）が

観察の間に起こり 37、his-GeNL とガラス表面の Ni-NTA の間の結合・解離を観察していると

考えられる。これらのデータは、今回検出された輝点が単一 GeNL 分子からの発光であるこ

とを強く示唆するものである。また、化学発光を用いて単一分子レベルの結合解離を可視化

した始めての例である。 
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図 2-4 単分子 GeNL からの発光検出 

（a）ガラス表面に固定化された GeNL に対して、50 mM フリマジンを添加し 180 秒の露光

時間で撮影した画像。右の画像は、左の白い四角の中の拡大画像、スケールバーは 10 mm 

を示す。（b）単一の輝点から露光時間内に検出された光子の数のヒストグラム、（c）代表

的な三つの単一輝点画像の時間変化。さらに単一輝点からの検出された光子数の時間変化。 

 

  

b 
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2.4.4 各種細胞内構造物への局在能の評価 

GeNL と種々のタンパク質を融合、または GeNL に細胞小器官への局在シグナルを付加す

ることで、(b) 核、(c) ミトコンドリア、(d) 小胞体、(e) 細胞膜、(f) ぺルオキシソーム、(g) 

リソソーム、(h) 核小体、(i) アクチン、(j) チューブリン、(k) ビメンチン、(l) ビンキュリ

ン、(m) ジキシン、(n) パキシリンに局在化可能であることを確かめた(図 2-5)。他の eNL

についても、少なくとも細胞質、核、ミトコンドリア、小胞体、細胞膜、リソソーム、アク

チンに問題なく局在化した（図 2-6、7、8、9）。全ての eNL は、単量体である特性が求めら

れるチューブリンにも問題なく局在をしたため、eNL は細胞内では単量体として働いている

ことが示唆された。これらの結果は、eNL がタンパク質の局在を観察するためのタグとして

十分な性能を有していることを示すものである。 

(o)クラスリン軽鎖と CeNL の融合タンパク質は、斑点状の局在と核周辺部への局在を示

した（図 2-10）。これは、先行研究で蛍光タンパク質を用いて Wide-field 顕微鏡で観察され

た局在と一致した 38。この斑点構造はクラスリンコーティッドピットと呼ばれ、180 個のク

ラスリン軽鎖と重鎖が会合したサッカーボール状の超分子複合体である 39。言い換えると、

eNL の増強された発光シグナルは、180 個程度のタンパク質から成る超分子複合体を可視化

したことを意味する。 
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図 2-5 細胞小器官、細胞内構造体への局在シグナルを付加した GeNL タンパク質の発光画

像 (a) 細胞質、(b) 核、(c) ミトコンドリア、(d) 小胞体、(e) 細胞膜、(f) ぺルオキシソーム、

(g) リソソーム、(h) 核小体、(i) アクチン、(j) チューブリン、(k) ビメンチン、(l) ビンキュ

リン、(m) ジキシン、(n) パキシリン、(o)クラスリン軽鎖と CeNL の融合タンパク質の発光

画像、スールバーは 10 mm を示す。 
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図 2-6 細胞小器官、細胞内構造体への局在シグナルを付加した CeNL タンパク質の発光およ

び蛍光画像、核、ミトコンドリア、小胞体、リソソーム、アクチン、チューブリン、スール

バーは 10 mm を示す。 
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図 2-7 細胞小器官、細胞内構造体への局在シグナルを付加した YeNL タンパク質の発光およ

び蛍光画像、核、ミトコンドリア、小胞体、アクチン、チューブリン、スケールバーは 10 mm

を示す。 
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図 2-8 細胞小器官、細胞内構造体への局在シグナルを付加した OeNL タンパク質の発光お

よび蛍光画像、核、ミトコンドリア、小胞体、リソソーム、アクチン、チューブリン、スケ

ールバーは 10 mm を示す。 
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図 2-9 細胞小器官、細胞内構造体への局在シグナルを付加した ReNL タンパク質の発光およ

び蛍光画像、核、ミトコンドリア、細胞膜、リソソーム、アクチン、チューブリン、スケー

ルバーは 10 mm を示す。 
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図 2-10 クラスリン軽鎖と CeNL の融合タンパク質の発光画像、スールバーは 10 mm を示

す。 

 

  



57 

 

2.4.5 マルチカラー発光画像取得 

eNL を用いることで、細胞内の複数の構造体を同時に可視化することができるかを検証し

た。NLuc、CeNL、GeNL、YeNL、OeNL、ReNL は、それぞれ特徴的な発光スペクトルを有

しているため、発光ピーク波長を含む適当な干渉フィルターを用いることで各色の発光画像

を連続的に取得可能である。しかしながら、NLuc および eNL の発光スペクトルがあまりに

もブロードであるため，無視できない量のシグナルが隣接するチャネルに紛れ込んでしまう。

そこで、互いのチャンネルへ発光シグナル混入割合を計算して真のシグナルを算出する

linear unmixing 法により行い、多色発光画像の分離を行った 40。以下のその理論を説明する。 

 

(

 
 

1 C1 G1
N2 1 G2
N3 C3 1

O1 R1
O2 R2
O3 R3

N4
N5

C4
C5

G4
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1 R4
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(

 
 

𝐼𝑁
𝐼𝐶
𝐼𝐺
𝐼𝑂
𝐼𝑅)

 
 
=

(

 
 

𝐶𝐻1
𝐶𝐻2
𝐶𝐻3
𝐶𝐻4
𝐶𝐻5)

 
 

 

 

ここで，CH1、CH2、CH3、CH4、CH5 は NLuc、CeNL、GeNL、OeNL、ReNL の各発光取得

用チャネルで検出した発光強度を表す。NLuc、CeNL、GeNL、OeNL、ReNL の各チャネルへ

の寄与を，各発光シグナルを本来取得すべきチャネル（例えば NLuc であれば CH1）の光度

値で規格化した Nn、Cn、Gn、On、Rn（下付の n はチャネルの番号を表す）とする。そして、

最終的に求めたいのは，NLuc、CeNL、GeNL、OeNL、ReNL それぞれの CH1、CH2、CH3、

CH4、CH5 における正味の蛍光輝度値であり，それぞれを IN、IC、IG、IO、IR と表している。 

(

 
 

𝐼𝑁
𝐼𝐶
𝐼𝐺
𝐼𝑂
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𝐶𝐻1
𝐶𝐻2
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𝐶𝐻5)

 
 

 

IN、IC、IG、IO、IRは、Nn、Cn、Gn、On、Rn 行列の逆行列を計算し、左からかけることで解析

的に得ることが出来る。実際の画像処理ではこの操作をピクセルごとに行い、正味の発光画

像を取得する。 
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NLuc および eNL タンパク質を単独に発現する細胞に用意し，全てのチャンネルで発光画

像を取得し(図 2-11a、b)、各タンパク質の各チャンネルへのシグナル混入割合、すなわち Nn、

Cn、Gn、On、Rn の行列を得た。Nn、Cn、Gn、On、Rn の行列から逆行列を計算した。次に NLuc、

ER-CeNL、GeNL-fibrillarin、Lyn-OeNL、ReNL-H2B の各化学発光タンパク質を共発現させた

細胞を用意し、同じ干渉フィルターのセットで各チャンネルでの発光画像を撮影した。これ

は、CH1、CH2、CH3、CH4、CH5 の行列に対応するものである。それらチャネルの画像に

対してさきの逆行列を作用させることで、多色発光画像の分離を行うことに成功した(図 2-

12)。 
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図 2-11 NLuc および eNLs シグナルの各チャネルへの混入割合の計算 

（a）NLuc および eNL タンパク質を単独に発現する細胞を異なる 5 つの干渉フィルターを

介して発光を観察した画像、(b) 各タンパク質の各チャンネルへのシグナル混入割合、（c）

NLuc と eNLs の発光スペクトルと 5 種類の干渉フィルターの波長特性。 
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図 2-12 細胞内構造体のマルチカラー発光画像 

HeLa 細胞に対して、mito-NLuc、CeNL-ER、GeNL-fibrillarin、Lyn-OeNL、ReNL-H2B を共発

現させて発光画像を取得。（左）linear unmixing 法により、各色のシグナルを分離した。（右）

分離後の画像の重ね合わせ像、スケールバーは 10 mm を示す。 

 

図 2-11b に示したように、OeNL を除く eNL シリーズはアクセプターの発光ピーク波長を含

む干渉フィルターのチャンネルで最も強い発光強度を示している。これは、eNL シリーズは

哺乳類細胞中においても NLuc から蛍光タンパク質へ効率よく FRET が起こり、アクセプタ

ーから発光が起こっていることを示唆している。対して、OeNL は精製タンパク質では蛍光

タンパク質由来の発光ピーク強度が、NLuc の発光ピーク強度の 4 倍以上であるのに反して、

NLuc の発光ピーク波長を含む干渉フィルターのチャンネルの方が強い発光強度を示した。

これは、OeNL は哺乳類細胞中において効率よく FRET が起こっていないことを示唆してい

る。正確な要因は不明であるが、NLuc の内部に mKOを挿入したことが一因であると考え

られる。

NLuc および eNL の波長変異体を組み合わせることで、5 種類の細胞内構造体を同時に可
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視化することに成功した。同様の 5 色イメージングを蛍光タンパク質を用いて行うとする

と、細胞にとって有害な紫外光や青色光励起を必要とする青色蛍光タンパク質(BFP)、また

はシアン色蛍光タンパク質(CFP)を使わざるを得ず、細胞へ与える光毒性が懸念される 41。

対して、これらの発光画像は、励起光照射を全く行わずに撮影されたものであり、発光イメ

ージングならびに多彩な波長変異体の有用性を示すものであると言える。 

 

2.5 展望 

eNL は既存の化学発光タンパク質と比較すると 10~100 倍の発光輝度を有しているが、蛍

光タンパク質よりは未だ劣っている。今後も継続した化学発光タンパク質の高輝度化の試み

が必要である。本研究で示したように、化学発光タンパク質の量子効率 QY は蛍光タンパク

質とのハイブリッドにより向上させることが出来るが、QY は 1 を超えることはない。従っ

て、化学発光タンパク質の更なる高輝度化にはルシフェラーゼの基質代謝速度 kcat の劇的な

向上が不可欠であろう。 

本研究で示したようにeNLの増強されたシグナルは、少数の分子を可視化するときに有

効に働くと考えている。近年、CRISPR-Cas9を用いたゲノム編集記述が隆盛をむかえ、容

易に内在性のタンパク質をラベル化することが可能になった。しかしながら、内在性のタ

ンパク質の中には発現量が低く蛍光を用いて観察することが困難なものがある。特にサン

プルが強い自家蛍光を有する場合は、蛍光観察は不可能である。eNLを用いて、これまで

蛍光では観察されてこなかった細胞内に少数しか存在しないタンパク質の動態を可視化す

ることが期待される。 
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三章：ルシフェラーゼ再構成法による機能性指示薬の開発 

3.1 背景 

化学発光タンパク質は、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、化学発光タンパク質と環境変化に伴い変化する因子により構造変化するセ

ンシングドメインの組み合わせにより構築されている。本項目では、それらの中で代表的な

指示薬を紹介する。 

 

3.1.1 単一タンパク質に基づく化学発光性機能性指示薬 

単一タンパク質に基づく化学発光性機能性指示薬の動作原理はルシフェラーゼ再構成法

に基づいている。ルシフェラーゼ再構成法とは、ルシフェラーゼを 2 つに分割し、その間に

センシングドメインを挿入する。センシングドメインの構造変化により分割されたルシフェ

ラーゼが再構成され、活性が回復することを利用する。Nano-lantern(Ca2+)は、YNL の RLuc8

の部位に Ca2+結合タンパク質カルモジュリン（CaM）とその結合ターゲット配列である M13 

ペプチドが挿入された構造を持つ 17（図 3-1a）。Ca2+の結合に伴う CaM-M13 複合体形成によ

り分子全体がコンパクトな構造をとり、分割されたルシフェラーゼが再構成される。RLuc8

の挿入部位をいくつか検討した結果、Ca2+により発光強度が 300%変化した 17（図 3-1b）。

Nano-lantern(Ca2+)を、青色光照射により神経活動を興奮させることができるチャンネルロド

プシン ChR2 と共にラット海馬由来の神経細胞に発現させ、光照射に伴う Ca2+変動を捉える

ことに成功した。このほかにも同様の原理で cAMP 結合ドメイン EPAC、F0F1-ATPace の

subunit をセンシングドメインとして用いることで、化学発光性 cAMP 指示薬 Nano-

lantern(cAMP)、化学発光性 ATP 指示薬 Nano-lantern(ATP)が開発された 17。Nano-lantern(cAMP)

は、光感受性の高い細胞性粘菌の走化性応答過程における cAMP によるシグナル伝播の様

子を可視化し、Nano-lantern(ATP)は光合成による緑葉体中での ATP 産生と ATP 消費の動態

を明らかにした。 
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図 3-1 単一タンパク質に基づく化学発光性機能性指示薬 Nano-lantern(Ca2+)［文献 17 から引

用］（a）Nano-lantern(Ca2+)の動作原理、CaM-M13 の構造変化により RLuc 部位が再構成し

FRET が起きて蛍光タンパク質が発光する（b）Ca2+による発光スペクトル変化 

 

いずれのイメージングも、励起光を必要とする蛍光イメージングでは観察が難しい生命現象

を可視化しており、化学発光性機能性指示薬が蛍光性指示薬ではなし得なかった生命現象に

アプローチできる可能性を大いに示したと言える。 

 

3.1.2 FRET に基づく発光性機能性指示薬 

BRET-based Auto-luminescent Ca2+-indicator (BRAC)は CaM と M13 ペプチドを，蛍光タン

パク質 Venus および化学発光タンパク質 RLuc8 でサンドイッチした構造をもつ 42。Ca2+の

結合に伴う CaM-M13 複合体形成により分子全体がコンパクトな構造をとり、RLuc8-Venus 

間の距離が縮まり FRET が起こる。多数の分子を観測した場合、FRET の大きさは Ca2+濃度

に応じることになるので Ca2+濃度を、Venus の発光強度と RLuc8 の発光強度の比率（レシ

オ）の変化として計測可能である（図 3-2）。BRAC は Ca2+によりレシオが 60%変化し、培養

細胞と植物シロイヌナズナにおいて、ライブイメージングが可能であることを報告した。 

a 

相
対
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光
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図 3-2 BRAC の動作原理と Ca2+応答性 

(a) BRAC の動作原理の模式図、Ca2+により CaM-M13 融合タンパク質がコンパクトな構造を

とり、RLuc8 と Venus が近接するため FRET が起きる。(b) 各 Ca2+濃度における BRAC の発

光スペクトル［文献 17, 42 から引用］ 

 

BRAC は、二つのチャンネルの比率を常に測定するレシオメトリックタイプの指示薬である

ため、発光基質消費による発光強度の減衰やサンプルのモーションアーティファクトの影響

を受けることなく、安定したイメージングが可能である。しかしながら、シグナル強度が弱

く一枚の発光画像の撮像に 1 秒を要していることから、より高輝度な発光指示薬が求められ

る。 

  

 
 a b 
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3.2 目的・意義 

細胞の生理状態に関わる生理活性物質のイメージングは、これまで蛍光タンパク質、有機

蛍光色素に基づく機能性指示薬を用いて、励起光照射下で行われてきた。特に細胞内セカン

ドメッセンジャーである Ca2+の濃度は、筋肉細胞や神経細胞では高速かつダイナミックに

変化しているために、その動態を可視化するために細胞を強烈な励起光に曝しながら高速で

画像を取得されてきた。そうした強烈な光照射に伴う光毒性を避けるために、3.1.1、3.1.2 で

紹介したように化学発光で駆動する Ca2+指示薬の開発が行われてきた。しかしながら、これ

までの化学発光性 Ca2+指示薬は、RLuc を活用したものに限定されていた。したがって、NLuc

を活用した化学発光性 Ca2+指示薬は、より高光度で高速なイメージングを可能にすると期

待される。 

本章は、二章で開発した高輝度化学発光タンパク質 GeNL を基盤として高性能な発光性

Ca2+指示薬を開発し、細胞内の高速な Ca2+動態を光毒性無しで観察できることを証明する。 

 

設計指針 

Ca2+検出手法として、3.1.1 で紹介した Nano-lantern(Ca2+)と同様にルシフェラーゼ再構成法

を用いることとした。この方法は、一般的にシグナル変化量が FRET 効率の変化に基づくも

のと比較して高く、またルシフェラーゼ内でセンシング機構が完全に閉じているので、GeNL

だけでなく容易に他の色変異体に拡張可能である。発光性 Ca2+指示薬の Ca2+-センシングド

メインとして Nano-lantern(Ca2+)と同じく CaM-M13 を選択した。 

 

ルシフェラーゼ再構成法の先行研究から、構造化されていないループの領域にセンシング

ドメインを挿入することで、ルシフェラーゼの機能を損なうことなく指示薬として働くこと

が報告されている 43。図 1-17 の NLuc の予測三次元構造からループ領域を予測することが可

能であり、構造情報に基づく合理的な設計が可能である。対して、GFP の円順列変異体

(cpGFP)に基づく蛍光性 Ca2+指示薬である GCaMP は、センシングドメインをストランドの

内部に配置させることで、Ca2+結合に伴うセンシングドメインの構造変化を大きな蛍光シグ
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ナル変化量に繋げている。従って、NLuc 内の構造化された領域内にも、潜在的に有用な挿

入サイトがあると考えた。そこで、本研究ではループ領域および構造化された領域に存在す

る挿入サイトを網羅的に探索するために、構造情報に基づかずに挿入サイトを探索すること

にした。 

CaM-M13 は、Ca2+結合時は N 末端と C 末端の距離が近く、Ca2+解離時は離れると考えら

れている。そこで、短いペプチドを NLuc の内部に挿入した変異体ライブリーを構築し、こ

れを Ca2+結合時の CaM-M13 の擬似モデルとした。この状態で明るく光る変異体をスクリー

ニングすることで、Ca2+結合時に酵素活性を保ち明るい変異体を濃縮できると期待した。そ

して得られた挿入サイトの候補に対して、実際に CaM-M13 を挿入した変異体を構築するこ

ととした。 

短いペプチドを NLuc の内部に挿入した変異体ライブラリーの構築は、トランスポゾンを

用いたランダム挿入変異法を採用した 44。NLuc のランダムの位置に 5 アミノ酸から成るペ

プチドを挿入された変異体ライブラリーを作成し、その中から明るく化学発光する変異体を

スクリーニングした(図 3-3)。 

 

図 3-3 5 アミノ酸からなるペプチドの挿入を許容する NLuc のマッピング 
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Transposon5 アミノ酸

Transformation
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3.3 方法と材料 

NLuc の CaM-M13 挿入サイトの探索 

NLuc の挿入変異ライブラリーの構築は、Mutation Generation System™ Kit (Thermo Scieitific)

を用いて行われた。図 3-4 に全体の概略図を示す。まず、カナマイシン遺伝子を有するエン

トランスポゾンを、in vitro トランスポゾン反応を用いて Nluc 発現プラスミドベクターのラ

ンダムな箇所に挿入する。そして、NLuc の両端の位置する制限酵素サイトで処理を行い、

NLuc とエントランスポゾンの合計の長さの DNA 断片を抽出し、新たに調整した線状プラ

スミドベクターにサブクローニングする。これにより、プラスミドベクターのバックボーン

領域にエントランスポゾンが挿入されたプラスミドを除去できる。最後に、エントランスポ

ゾン領域の両端に位置する二箇所の同一の制限酵素サイトで切断、エントランスポゾンを除

去した後、プラスミドベクターを自己環化させる。これにより、NLuc のランダムな箇所に

5 コドンからなる DNA 配列が挿入さた変異体ライブラリーを得ることができる。 

in vitro トランスポゾン反応は、280 ng の pRSETB-NLuc とカナマイシン耐性遺伝子を含む

M1-KanR エントランスポゾン.を用いて行った。反応混合物で大腸菌 XL-10Gold を形質転換

し、カルベニシンとカナマイシン(25 μg mL−1)を含む 2 枚の 10 cm LB 寒天培地上に植菌し

た。37°C で 12 時間培養した後、すべてのプレートからコロニーをかきとり、プラスミドを

精製した。プラスミドを制限酵素 BamHI/EcoRI で処理し、アガロースゲル電気泳動でサイズ

ごとに分画した。1.6-kb のサイズのバンドを(0.5 kb NLuc + Entranceposon)を回収、DNA を抽

出し、BamHI/EcoRI 制限酵素処理された pRSETB とライゲーションした。反応産物で XL-

10Gold を形質転換し、カルベニシンを含む LB 培地で一晩振とう培養した。プラスミドを抽

出し、カナマイシン耐性遺伝子を除去するために制限酵素 NotI で処理しアガロースゲル電

気泳動でサイズごとに分画した。3.4-kb のサイズのバンドを（NLuc + pRSETB)を回収、DNA

を抽出した。抽出された DNA 自己環化させることで、ランダムな位置に 15 塩基対が挿入

されたライブラリーを得た。  
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図 3-4 NLuc 挿入変異体ライブラリー構築の概念図 

“Kanr”はカナマイシン耐性遺伝子、“BamHI”、“EcoRI”、“NotI”は制限酵素サイト認識配

列、もしくは制限酵素を表す。  
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この変異体ライブラリーを用いて、JM109(DE3)を形質転換しLB寒天培地に植菌した。37oC

で12時間、23 oCで20時間培養後、5 mMセレンテラジン-hを含むPBSを添加しゲルイメージャ

ー(LAS-1000、GE Healthcare)を用いて、発光画像を取得した。明るいコロニー30個をピック

アップし、液体LB培地で12時間培養しプラスミドを精製、DNA配列を決定した。 

Ca2+により大きな発光シグナル変化を与える NLuc の挿入サイトを効率よく決定するため

に、TorA protein export plasmid (pTorPE)を使用した。これにより、タンパク質は大腸菌のペ

リプラズムの領域に輸送され Ca2+が結合された状態になる。また、ペリプラズム領域に発現

するタンパク質は、浸透圧ショックにより容易に抽出することができる 45。NLuc の遺伝子

を、SalI、HindIII 制限酵素サイトを介して、pTorPE ベクターにサブクローニングした。CaM-

M13 タンパク質をコードする DNA 断片を、pRSETB-Nano-lantern(Ca2+)_600 のプラスミドを

NcoI/SacI 制限酵素で処理することで調製した。pTorPE-NLuc の挿入候補サイトに、inverse 

PCR 法を用いて、NcoI/SacI 制限酵素サイトを導入した。pTorPE-NLuc を鋳型として、制限

酵素サイト SacI を含むセンスプライマー（F-Sac1-Nluc_38, F-Sac1-Nluc_64 , F-Sac1-

Nluc_70, F-Sac1-Nluc_98, F-Sac1-Nluc_104, F-Sac1-Nluc_108, , F-Sac1-Nluc_122, F-Sac1-

Nluc_149）と制限酵素サイト NcoI を含むアンチセンスプライマー（R-Nco1-Nluc_37, R-Nco1-

Nluc_63, R-Nco1-Nluc_66, R-Nco1-Nluc_69, R-Nco1-Nluc_97, R-Nco1-Nluc_103, R-Nco1-

Nluc_107, R-Nco1-Nluc_121, R-Nco1-Nluc_148）を用いて PCR 法によりプラスミド全長を増

幅し、NcoI/SacI 制限酵素で処理した。この DNA 断片を、NcoI/SacI 制限酵素処理された CaM-

M13 断片とライゲーションすることで、NLu の挿入候補サイトに CaM-M13 が挿入された変

異体を得た。これら変異体をすべて混ぜ合わせ、大腸菌 DH10 に形質転換し 0.02% L-アラビ

ノースを含む LB 寒天培地に播種した。37oC で 12 時間培養後、5 mM セレンテラジン-h を含

む PBS を添加しゲルイメージャー(LAS-1000、GE Healthcare)を用いて、発光画像を取得し

た。明るいコロニーをピックアップし、液体 LB 培地で 12 時間培養しプラスミドを精製し

た。大腸菌懸濁液の一部は、2 段階目のスクリーニングに用いられた。大腸菌のペリプラズ

領域から浸透圧ショック法でタンパク質を抽出し、Ca2+依存的な発光強度変化を調べた。 
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Ca2+依存的な発光強度変化は、“GeNL(Ca2+)の in vitro 特性評価”で行ったのと同様の方法で

調べた。 

 

GeNL(Ca2+)の構築 

pRSETb-GeNLのNLuc部位の66/67、69/70番目に対応するサイトにNcoI/SacI制限酵素サイトを

導入されたDNA断片を、inverse PCR法により調整した。pRSETb-GeNLを鋳型として、制限

酵素サイトSacIを含むセンスプライマー（F-Sac1-Nluc_67, F-Sac1-Nluc_70）と制限酵素サイ

トSacIを含むアンチセンスプライマー（R-Nco1-Nluc_66, R-Nco1-Nluc_69）を用いてPCR 法

によりプラスミド全長を増幅し、NcoI/SacI制限酵素で処理した。このDNA断片を、NcoI/SacI

制限酵素処理されたCaM-M13断片とライゲーションすることで、GeNLのNLuc部位の66/67

部位にCaM-M13が挿入されたGeNL(Ca2+)@67およびGeNLのNLuc部位の69/70部位にCaM-

M13が挿入されたGeNL(Ca2+)@70を得た。 

 

GeNL(Ca2+)の変異体の作製 

GeNL(Ca2+)@67のCa2+状態の明るさを改良するため、CaM-M13とNLucのC末端断片に対して、

エラー誘発PCR法を用いてランダムに変異を導入した。制限酵素サイトNcoIを含むと、制限

酵素サイトEcoRIを含むアンチセンスプライマーを用いてエラー誘発PCR法を行い、CaM-

M13とNLucのC末端断片を増幅した。鋳型DNAであるpRSETB-GeNL(Ca2+)@67 (200 ng/mL) 

0.5 mL、10 mM センスプライマー (F-Sac1-Nluc_67) 及びアンチセンスプライマー(R-ER1-x-

Nluc_171)を各1.5 mL、10×dNTP溶液 (dATP 2.5 mM、dGTP 2.5 mM、dCTP 9 mM、dTTP 9 mM) 

5 mL、10×PCR buffer溶液 5 mL、8 mM MnCl2 2.5 mL、5 mM MgSO4 2 mLを混ぜ、超純水によ

り合計49.5 mLになるように調整した。Takara Taq (rTaq polymerase, R001A) 0.5 mLを添加し、

エラー誘発PCRを行った。PCRサイクルは、94℃/3分を1回行い、次に94℃/30秒→60℃/30秒

→72℃/1分を30サイクル行い、最後に72℃/5分を1回行った。 

変異 DNA 断片を、変異導入を伴わない PCR、サブクローニングと同様の方法で、
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GeNL(Ca2+)@67 の CaM-M13 と NLuc の C 末端断片と置換することで、変異体ライブラリー

を得た。この変異体ライブラリーを用いて、JM109(DE3)を形質転換し LB 寒天培地に播種し

た。37oC で 12 時間培養後、5 mM セレンテラジン-h を含む PBS を添加しゲルイメージャー

(LAS-1000、GE Healthcare)を用いて、発光画像を取得した。明るいコロニーをピックアップ

し、液体 LB 培地で 12 時間培養しプラスミドを精製した。最も明るく、ダイナミックレン

ジが大きい変異体を GeNL(Ca2+)と名づけた。 

異なる親和性を持つGeNL(Ca2+)変異体を、inverse PCR法を用いてCaMとM13間に

様々な長さのリンカーおよびCaMの102番目の残基に変異を導入することで作成した。 PCR

法で、GeNL(Ca2+)-pRSETBプラスミドを鋳型として、逆方向に設定した2種類のプライマーを

用いてPCRを行いプラスミド全周を増幅し、Self-ligationし環状化した。102番目のコドンを

グルタミン酸をコードするコドン(GAA)に置換したオリゴヌクレオチドを用いることで、ア

ミノ酸置換変異を導入した（使用したオリゴヌクレオチド：F-CaM_102Q, R-CaM_102）。ま

た、-Gly-Gly-Ser-、-Gly-Gly-Gly-Ser-、-Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-をコードするDNA配列を挿入し

たオリゴヌクレオチドを用いることで、CaMとM13の間のリンカーにアミノ酸挿入変異を導

入した（使用したオリゴヌクレオチド：R-4GS-CaM, R-3GS-CaM, R-2GS-CaM, F-C-M13_1）。 
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3.4 実験結果と考察 

3.4.1 ルシフェラーゼ再構成法のための最適な分割サイトの探索 

トランスポゼースという酵素は、一対の逆向き反復配列を認識し間の塩基配列をゲノムの

ランダムな位置に転座させる性能を有している。このトランスポゼース反応を用いて、NLuc

をコードするプラスミドに対して in vitro で転座を起こさせて、5 アミノ酸からなるペプチ

ドが NLuc のランダムな位置に挿入された変異体ライブラリーを作成した（図 3-4）44。この

ライブラリーを用いて、大腸菌を形質転換し、寒天プレート上にコロニーを作成した。セレ

ンテラジン-h を添加した時に相対的に明るく光る大腸菌コロニーをピックアップした。 

 

DNA-シーケンスの結果、以下の 10 箇所にペプチドが挿入された変異体が強く発光したこ

とが分かった。37/38、49/50、63/64、69/70、85/86、97/98、103/104、107/108、121/122、148/149 

（図 3-4a、赤／黄色でハイライト）10 箇所全てについて、CaM-M13 を挿入したコンストラ

クトを作製し、精製タンパク質による Ca2+応答性を評価した結果を示す（図 3-5b）。10 箇所

の内、37/38、49/50、69/70、85/86 が有意な化学発光を示し、そのほかの変異体は酵素活性を

完全に失った。49/50、69/70、85/86 が Ca2+依存的な発光強度 (ダイナミックレンジ 22%、

66%、53%)の変化を示した（図 3-5b）。最も Ca2+依存的なシグナル変化量が大きかった 69/70

を暫定的な CaM-M13 挿入サイトの候補とした（NLuc(Ca2+)@70 と呼ぶ）。蛍光タンパク質へ

の FRET による発光増強効果も併せて利用するために、GeNL の NLuc 部位の対応する 69/70

残基にCaM-M13を挿入したコンストラクトを作成した (GeNL(Ca2+)@70)。予測したとおり、

GeNL(Ca2+)@70 は発光波長が長波長シフトし、Ca2+によるシグナル変化量は NLuc(Ca2+)@70

とほぼ同じ 60%であった（図 3-5c）。すなわち、ルシフェラーゼ再構成に基づく Ca2+センシ

ングは NLuc の中で完全に閉じており、アクセプターの mNeonGreen の役割は FRET アクセ

プターとして発光波長をシフトさせ発光強度を増強させるだけで、Ca2+センシングには関与

しなかった。 

NLuc の 69/70 番目の残基は、図 3-5b 示したようにストランドとループ領域の境界領域

に位置していた。また、他の Ca2+応答性を示した 49/50、85/86 番目の残基も全てループ領域
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に位置しており、ループ領域へ CaM-M13 の挿入が Ca2+応答性にとって、重要であること示

唆された。そこで、より大きなシグナル変化量を与える挿入サイト探索するため、69/70 番

目の残基が位置するループ内の 66/67 番目を新たな挿入サイトとして着目し、GeNL の NLuc

部位の 66/67 番目に CaM-M13 を挿入したコンストラクトも作成した(GeNL(Ca2+)@67)。そ

の結果、GeNL(Ca2+)@67 は 180%という GeNL(Ca2+)@70 よりも大きなダイナミックレンジ

を示した。 

 

図 3-5 NLuc への CaM-M13 挿入サイトの探索 

（a）NLuc の予測 3 次元構造中における 5 アミノ酸からなるペプチドの挿入を許容するサイ

ト（赤／黄色でハイライト）最終版 GeNL(Ca2+)の挿入サイト 66/67 を緑／青でハイライト、

（b）CaM-M13 挿入 NLuc 変異体の Ca2+フリー・飽和条件下での発光強度。Ca2+飽和条件下

の NLuc の発光強度で規格化した。（c）CaM-M13 挿入 GeNL 変異体の Ca2+フリー・飽和条
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件下での発光スペクトル変化、赤線:GeNL(Ca2+)@70、青線:GeNL(Ca2+)@67、実線:Ca2+飽和

条件、点線: Ca2＋フリー 
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3.4.2 化学発光性 Ca2+指示薬 GeNL(Ca2+)の試験管内分子進化 

 GeNL(Ca2+)@67 のダイナミックレンジを分子進化法で更に高めることを目指した。

GeNL(Ca2+)@67 の発光強度は Ca2+結合状態であっても、GeNL の発光強度の 20%程度であ

った。そこで、Ca2+結合状態で発光強度が大きい GeNL(Ca2+)@67 変異体をスクリーニング

することで、ダイナミックレンジの向上に寄与すると仮説を立てた。 

しかしながら、従来のバクテリアを用いたスクリーニングには問題点がある。バクテリア

の細胞内の Ca2+濃度は 100 nM 程度と低く、変異体ライブリーは Ca2+結合状態になっていな

い。そこで、変異体をバクテリアのペリプラズム領域に発現させることを考えた 45。ペリプ

ラズム領域は細胞外環境と糖鎖で隔てられているが、Ca2+などのイオンは容易に透過し細胞

外と同じイオン環境に置かれることになる。そして、LB 培地の Ca2+濃度はmM レンジであ

るので、変異体の CaM-M13 に Ca2+を結合した状態にさせることが出来ると期待した。

GeNL(Ca2+)@67 と TorA タンパク質を融合することで、GeNL(Ca2+)@67 をバクテリアのペリ

プラズム領域に発現させた。この状態で明るく発光する変異体をピックアップすることで、

Ca2+結合状態で高輝度な変異体が得られ、Ca2＋フリー状態の発光強度が小さければダイナミ

ックレンジの向上も期待した。 

 

TorA-GeNL(Ca2+)@67 のNLuc-CaM-M13-NLuc部位にエラー誘発 PCR を用いてランダムに

変異を導入し様々な変異体を作成した。この TorA-GeNL(Ca2+)@67 変異ライブラリーをバク

テリアに発現させて、コロニーを形成させてより明るく光るものをピックアップした。この

ようにして大腸菌内でシグナル変化量が上昇した変異体（CaM 内に 3 つの変異 K30R、E114V、

V142E）を同定することができた。このコンストラクトを今後は GeNL(Ca2+)と呼ぶ。 

今回変異が導入された CaM の 30、114、142 番目が、Ca2+結合時の CaM-M13 複合体の三

次元構造のどこに位置するのかを図 3-6 に示した。CaM-M13 複合体は、へリックスである

M13 が、CaM の内部を貫通したような構造を取っている。30、142 番目の残基は、外側を向

き外部の環境に露出していた。対して、114 番目の残基は内側の M13 へ向けて側鎖を伸ばし

ていた。114 番目の残基がグルタミン酸(E)からバリン(V)に置換され CaM と M13 の相互作
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用が強くなり分割 NLuc の再構成を促すことで、Ca2+結合時の GeNL(Ca2+)の発光強度を改善

させたと推察される。 

 

図 3-6 CaM-M13 複合体の 3 次元構造のリボン表示 (PDB: 2BBM) 

CaM を肌色、M13 を橙色でハイライトされている。緑色の球は Ca2+を表す。Ca2+をキレー

トしている残基、および今回変異が導入された 30、114、142 番目の残基のみ側鎖を表示。 

 

  

K30 

E114 

V142 
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3.4.3 Ca2+親和性変異体の作成  

さらに、GeNL(Ca2+)の特定の箇所に変異を導入することで、Ca2＋に対して様々な親和性を

有する GeNL(Ca2+)を作製した。先行研究から、CaM の Ca2＋結合サイトにあたる 104 番目の

残基をグルタミンからアスパラギン酸にすることで、Ca2+に対する親和性が向上することが

知られている 46。また、CaM と M13 の間のリンカーを長くすることでも Ca2+への親和性が

向上する。GeNL(Ca2+)の CaM-M13 に対して、これらの変異を導入した下の４つのコンスト

ラクトを作製した（図 3-7）。 

 

図 3-7 Ca2+指示薬 GeNL(Ca2+)のドメイン構造、右上数字は各ドメインのアミノ酸番号 

 

3.5 展望 

今後の化学発光性 Ca2+指示薬開発は、長波長化とセンサーの高性能化という二つの方向に

向かっていくと予想される。今回開発した GeNL(Ca2+)の Ca2+検出機構が、NLuc の中で完

全に閉じていることを示した。従って、１章で証明したのと同様の方法で、赤色、橙色蛍

光タンパク質とハイブリッド化することで、生体透過性の高い化学発光性 Ca2+指示薬開発

が得られると期待される。また、今回開発した GeNL(Ca2+)は Ca2+結合時においても、

CaM-M13 の挿入されていない GeNL と比較して 30%程度の明るさしか有していなかった。

従って、3.4.2 で示した Ca2+結合時に明るい変異体をスクリーニングする分子進化実験を繰

り返し更なるセンサーの高性能化を試みる必要がある。  
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四章：化学発光性カルシウムイオン指示薬の物性評価 

4.1 背景 

細胞の生理状態に関わる生理活性物質のイメージングは、これまで蛍光タンパク質、有機

蛍光色素に基づく機能性指示薬を用いて、励起光照射下で行われてきた。特に細胞内セカン

ドメッセンジャーである Ca2+の濃度は、筋肉細胞や神経細胞では高速かつダイナミックに

変化しているために、その動態を可視化するために細胞を強烈な励起光に曝しながら高速で

画像を取得されてきた。その光毒性のため、蛍光プローブを用いて高速な Ca2+動態を長時間

観察ことは困難であった。 

 

4.2 目的・意義 

本章では、まず 3 章で開発した発光性 Ca2+指示薬 GeNL(Ca2+)の in vitro おける特性を評価す

る。次に、Ca2+濃度の上昇を引き起こす薬剤を添加し、GeNL(Ca2+)が哺乳細胞において働く

ことを確かめる。ついで、これまで汎用されてきた蛍光タンパク質、有機蛍光色素 Ca2+指示

薬と GeNL(Ca2+)の性能を比較する。最後に、GeNL(Ca2+)の高速長時間イメージングへの有用

性を示すため、iPS 細胞由来の心筋細胞における周期的な Ca2+振動を可視化することを確か

める。 

 

4.3 方法と材料 

GeNL(Ca2+)の哺乳類ベクターの構築 

GeNL(Ca2+)の哺乳類一過的発現ベクターを構築するために、GeNL(Ca2+)-pRSETbを

BamHI/EcoRI制限酵素で処理し、GeNL(Ca2+)のDNA断片をpcDNA3にクローニングした。 

アデノ随伴ウィルス作成に必要なパッケージングプラスミドpHelper、pAAV-DJは、Cell 

Biolabs, Inc47から購入した。GeNL(Ca2+)_520のDNA断片を、制限酵素サイトBamHI、コザッ

ク配列を含むセンスプライマー(使用したオリゴヌクレオチド：F-BH1-koz-hmNG)と、制限酵

素サイトEcoRIを含むアンチセンスプライマー(使用したオリゴヌクレオチド：R-ER1-x-

Nluc_171)を用いてPCR 法によりそれぞれ増幅し、BamHI/EcoRI制限酵素で処理した。得ら
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れたDNA断片を、pAAV-CAG-ArchT-GFPベクターのArchT-GFP配列と置換することで、pAAV-

CAG- GeNL(Ca2+)_520ベクターを作成した。pAAV-CAG-ArchT-GFPプラスミドは、Edward 

Boyden博士から分与していただいた。(Addgene plasmid # 29777).  

 

GeNL(Ca2+)の in vitro 特性評価 

Ca2+滴定は、マイクロプレートリーダーを用いて行った。発光基質として、最終濃度 5mM

のセレンテラジン-h を用いた。発光強度の測定は、各 Ca2+濃度について最低 3 回行い、平均

値を解離定数の解析に用いた。種々の濃度の Ca2+溶液は、Ca2+飽和溶液（10 mM MOPS、100 

mM KCl、10 mM EGTA、10 mM CaCO3 at pH 7.2）と Ca2+フリー溶液（10 mM MOPS、100 mM 

KCl、10 mM EGTA at pH 7.2）を一定の割合で混ぜ調製した。フリーCa2+濃度[Ca2+]free は、

EGTA の解離定数 Kd の値 0.15 mM を使って以下の式から計算した。 

[𝐶𝑎2+]𝑓𝑟𝑒𝑒 =
[−𝐷 + (4 × 𝐾𝑑 × [𝐶𝑎

2+]𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 + 𝐷
2)
1
2]

2
 

D = [𝐸𝐺𝑇𝐴]𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 − [𝐶𝑎
2+]𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 − 𝐾𝑑 

各 Ca2+濃度における発光強度の平均値を Origin7 ソフトウェア(OriginLab)を用いて、一成分

Hill の式でカーブフィッティングすることで、解離定数 Kd を得た。 

∆R =
[𝐶𝑎2+]𝑛

[𝐶𝑎2+]𝑛 + 𝐾𝑑
𝑛 

ここで、シグナル変化量R は、各種 Ca2+濃度における発光強度を I、Ca2+飽和条件の発光強

度 Imax、Ca2+フリー条件の発光強度 Imin を用いて以下のように表され、0 から 1 の値をとる。 

∆R =
𝐼 − 𝐼𝑚𝑖𝑛
𝐼𝑚𝑎𝑥 − 𝐼𝑚𝑖𝑛

 

 

GH3 細胞の調製および Ca2+イメージング 

ラット下垂体細胞 GH3（ATCC CCL-82.1）を 37oC、5%CO2 条件下で、2.5% FBS と 15% HS 

(horse serum)を含む DMEM/F12(Sigma-Aldrich)培地で培養した。トリプシン処理により細胞

をはがし、ポリ-D-リジンでコートされたガラスボトムディッシュに 24 時間後に 70～80％
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のコンフルエンシーになるようにまいた。GCaMP3 と GeNL(Ca2+)の遺伝子導入は以下のよ

うに行った。ディッシュ 1 枚につき、500 μl OPTI-MEM(Gibco)に遺伝子導入試薬である

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Life Technologies) 10 μl と一過性発現用ベクター4 mg

を混合した溶液を加えた。溶液を加えて 6 時間後、新鮮な培地に交換し、さらに 16 時間培

養を行った。Fura-2 の細胞への導入は、培地を除き、1x PowerLoad (Invitrogen)、5.0 μM Fura-

2-AM (同人化学, F016)を含む Hanks' Balanced Salt solution (HBSS, Sigma)に置換し、37oC、

5%CO2 条件下で 1 時間培養した。 

そして、フェノールレッドの含まれていない DMEM/F12 で置換した。GeNL(Ca2+)観察のた

めに、イメージングの直前にフリマジンを最終濃度 20 mM になるように添加した。画像撮

影は、EM-CCD カメラ（Evolve 512, Photometrics）を備えた蛍光倒立顕微鏡(IX83、オリンパ

ス)を使用した。Fura-2 のイメージングには、励起フィルターSemrock FF01-340/26、FF01-

387/11、ダイクロイックミラーFF409-DiO2、蛍光フィルターFF01-510/84 を用いた。対物レ

ンズは、紫外励起光を効率よく透過する 40 倍の対物レンズ(NA=1.35、UApo/340、オリンパ

ス)を用いた。Fura-2 のレシオ蛍光画像取得は、二つの励起フィルターを交互に切り替え撮

影し、それぞれのチャンネルの露光時間は 100 ミリ秒に設定した。露光時間以外は励起光シ

ャッターを閉じて、細胞が光に曝されないようにした。GeNL(Ca2+)のイメージングは、すべ

てのフィルターを外し、励起光を当てずに行った。画像取得は、カメラビニングの設定が X2、

1.3Hz フレームレイトで撮影を行った。 

GCaMP3 のイメージングには、励起フィルターOmega 475AF20、ダイクロイックミラー

Omega 475AF20、蛍光フィルターFF01-525/45 を用いた。対物レンズは、60 倍の対物レンズ

(、オリンパス)を用いた。画像取得は、カメラビニングの設定が X2、30Hz のフレームレイ

トで撮影を行った。イメージング中のサンプルは、ステージトップ培養器内(Tokai Hit, 

Fujinomiya, Japan)に置き、37 oC に保った。 
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アデノ随伴ウィルスの調製 

HEK293T 細胞 (RIKEN BRC Cell Bank RCB2202)を 37℃、5％CO2 条件下で、10％ウシ胎児

血清(Fetal bovine serum, FBS, Sigma-Aldrich)を含む DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium、

Sigma-Aldrich)培地で培養した。10 cm ディッシュ 1 枚につき、600 μl OPTI-MEM(Gibco)に

遺伝子導入試薬である FuGENEHD transfection reagent (Roche)18 μl と pHelper、pAAV-DJ、

pAAV_CAG_GeNL(Ca2+)_520 の３種類のプラスミドをそれぞれ 2 mg ずつを混合した溶液を

加えた。3 日後、ウィルスを産生している HEK293T 細胞を、4℃、1,000 rpm、5 分の条件で

遠心し上清を除いた後、200 mL PBS(-)で懸濁した。懸濁した HEK293T 細胞を、液体窒素中

に 8 分間置き凍結、37oC の恒温漕で 2 分間インキュベート、ボルテックスを用いて 1 分間

激しく混合した。このプロセスを 4 回繰り返すことで細胞を破砕した。細胞破砕液に 1 mL 

benzonase nuclease (Sigma-Aldrich, E1014)を加え、42oC の恒温漕で 15 分間インキュベートし

た。4℃、15,000 rpm、10 分の条件で遠心し、上清を新しいチューブに移し、再び遠心分離を

行った。上清を回収、分注し-80 oC の冷凍庫に保存した。 

 

iPS 細胞由来の心筋細胞の Ca2+イメージング 

人由来 iPS 細胞 (hiPS, 201B7, RIKEN BRC)は、37℃、5％CO2 条件下で 4 ng/mL 線維芽細

胞成長因子(Fetal bovine serum, FBS, Sigma-Aldrich)を含む霊長類 ES/iPS 細胞用培地(primate 

ES medium, Reprocell Inc.)中でマウスフィーダーSNL 細胞(CBA-316, Cell Biolabs, Inc.)の上で

培養した。hiPS 細胞由来の心筋(hiPS-CM)の胚様体は、先行研究のプロトコールに従って作

成された 35。CTK 溶液(Reprocell Inc.)を用いてマウスフィーダーSNL 細胞だけを取り除き、

6 cm ディシュから、80-90%コンフルエンシーの hiPS 細胞コロニーを 15mL 遠心管に回収し

た。室温で 1,000 rpm、30 秒で遠心分離し、上清を取り除き 1 mL 心筋分化用培地(RPMI+PVA)

に懸濁し、1 mL のチップ(WATSON, BIO LAB)で 20 回ピペッティングをすることで直径 150 

μm 程度の胚様体を得た。RPMI+PVA 培地は、RPMI Media 1640 (with L-Glutamine) (Sigma-

Aldrich)に以下のサプリメントが添加された培地である(表 4-1)。 
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表 4-1 RPMI+PVA 培地のサプリメント 

試薬名 メーカー 型番 濃度 

polyvinyl alcohol Sigma-Aldrich P8136 4 mg mL-1 

1-thioglycerol Sigma-Aldrich M6145 400 µM 

chemically defined lipid concentrate Thermo Fisher Scientific 11905-031 1% 

recombinant human insulin Sigma-Aldrich I9278 10 µg mL−1 

human BMP4 R&D systems  25 ng mL−1 

human FGF2 R&D systems  5 ng mL−1 

Y-27632 Wako Chemical  253-00513 10 µM 

 

懸濁した hiPS 細胞を、35 mm ディッシュ(Ultra Low Attachment Culture Dish, Corning)に播

種し、37℃、5％CO2、5％O2 条件下で培養した。二日後、培地を RPMI+FBS 培地に交換し

37℃、5％CO2 条件下で培養した。RPMI+FBS 培地は、RPMI Media 1640 (with L-Glutamine) 

(Sigma-Aldrich)に以下のサプリメントが添加された培地である(表 4-2)。 

 

表 4-2 RPMI+FBS 培地のサプリメント 

試薬名 メーカー 型番 濃度 

Fetal bovine serum Biowest  S1820 20% 

1-thioglycerol Sigma-Aldrich M6145 400 µM 

 

二日後、8 から 10 個の胚様体を 0.1%のゼラチンでコートされたグラスボトムディッシュ

に播種し、37oC、5%CO2 条件下でそのまま 5 日間静置し接着させた。そして、10 mL AAV を

添加し感染させ、4 日後にイメージングを行った。 
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培地を Tyrode solution (Sigma)に交換し、観察の直前にフリマジン溶液を最終濃度 40 

mM になるようにイメージング用培地に添加した。発光画像の撮影には、100 倍の対物レン

ズ(NA 1.4、UPlanSApo、オリンパス)、EM-CCD カメラ（ImagEM, 浜松ホトニクス）を備

えた化学発光用倒立顕微鏡(LV-200、オリンパス)を使用した。イメージング中のサンプル

は、ステージトップ培養器内(Tokai Hit, Fujinomiya, Japan)に置き 37 oC に保った。 
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4.4 実験結果と考察 

4.4.1 Ca2+指示薬の in vitro 評価 

 精製した GeNL(Ca2+)タンパク質について物理化学的特性評価を行った（図 4-1）。すべて

の GeNL(Ca2+)は、Ca2+依存的に発光強度が上昇した。滴定実験から、Ca2+に対する解離定数

Kd が 60 nM から 520 nM であることがわかった（図 4-1b、表 4-1）。4 つの GeNL(Ca2+)親和

性変異体を呼び分けるため、名前の後ろに解離定数の値を付けて呼ぶ。GeNL(Ca2+)_480 は、

親和性変異体の中で最も大きい 490%のダイナミックレンジを示した。しかしながら、Ca2+

結合状態における GeNL(Ca2+)_480 の相対輝度は、GeNL の 30%ほどであった。CaM-M13 が

コンパクトな構造を取っているにも関わらず、NLuc が再構成されていないと考えられる。 

 

図 4-1 Ca2+指示薬 GeNL(Ca2+)の特性評価 

（a）各 GeNL(Ca2+)親和性変異体の Ca2+フリー・飽和条件下での発光強度、GeNL の Ca2+飽

和条件下の発光強度で規格化した。（b）Ca2+滴定曲線、横軸 pCa = -log10[Ca2＋]、縦軸 規

格化された発光シグナル変化量、エラーバーは、標準偏差を表す。 

 

 

 

 

 

a b 
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表 4-1 GeNL(Ca2+)の親和性変異体の特性評価 
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4.4.2 哺乳類細胞の高速 Ca2+イメージング 

 GeNL(Ca2+)がライブセルイメージングに供するかを調べるために、HeLa 細胞において

Histamine 刺激に伴う Ca2+動態の観察を試みた。Histamine は細胞表面の受容体に結合し、細

胞内のシグナルカスケードを活性化し Endoplasmic Reticulum (ER)からの Ca2+の流出を促進、

細胞内 Ca2+濃度を上昇させることが知られている 48。 

GeNL(Ca2+)_480 を HeLa 細胞に一過的に発現させて、フリマジンを添加したのち撮影を開

始し、30 秒後に Histamine 10 mM を添加した。GeNL(Ca2+)_480 を発現する HeLa 細胞は、フ

リマジン添加で発光を示し、Histamine 添加によって大きな振幅のスパイク（シグナル変化

率：200%）とそれに続く小さな振幅の連続的なスパイク（50%）を示した（図 4-2b, a の白

い ROI 内のシグナル）。更に、細胞内で発光強度が細胞の一端から徐々に上昇し細胞全体へ

広がる現象が見られた（図 4-2a and c）。この Ca2+ウェーブの伝播は、蛍光性 Ca2+指示薬を用

いても観察されており 49、GeNL(Ca2+)でも同様の現象を可視化できることがわかった。 
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図4-2 GeNL(Ca2+)_480を用いたHistamine刺激に伴うCa2+動態の観察 

(a)GeNL(Ca2+)_480を発現するHeLa 細胞にフリマジン 20 mM添加し発光画像を撮影した結

果。発光強度Lは、初期の刺激前の強度L0で規格化されている。画像はIMD (intensity 

modulated display)モードにて表示している。各画像ごとの時間間隔tは279 ms。スケールバ

ーは10 mm.である。細胞内をCa2+ウェーブが伝播する様子が発光強度の変化として可視化

されている。(b)白い四角の中の発光強度変化、矢印の時点でHistamine 10 mMを添加した。

(c)aの四角の色がグラフの線に対応する。緑→ピンク→オレンジの順番に発光強度が上昇

し、その方向にCa2+ウェーブが伝播されていることがわかる。 

 

4.4.3 蛍光性 Ca2+指示薬との比較実験 

これまで、細胞内の Ca2+動態は主に蛍光性 Ca2+指示薬を用いて研究されてきた。蛍光性

Ca2+指示薬は、大きく二つに分類される。一つは、蛍光タンパク質から成る遺伝子にコード

された蛍光性 Ca2+指示薬である。特に、GCaMP シリーズは Ca2+の結合によって非常に大き

なシグナル変化を示すことから、神経や筋肉の活動を蛍光で可視化する標準的なツールとな

っている 50。二つ目は、人工的に有機合成された有機低分子 Ca2+指示薬であり、代表的なも

のが Fura-2 である 51。Fura-2 は Ca2+の結合によって蛍光励起スペクトルを大きく変化させ

る。したがって、二つの異なる波長で（340 nm と 380 nm）励起しそれぞれの蛍光強度の比

率を計算することで、細胞内の Ca2+濃度の変化を検出することができる。 

GeNL(Ca2+)が標準的な蛍光性 Ca2+指示薬と比較して、どの程度の性能を有しているかを評

26.164 s 26.443 s 26.722 s 27.001 s 27.280 s 27.559 s 
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価した。タンパク質ベースの蛍光性 Ca2+指示薬から GCaMP3 を、有機低分子蛍光性 Ca2+指

示薬からは Fura-2 を標準的な比較対象として選択した。 

ラットの下垂体腫瘍細胞から樹立された GH3 細胞に GeNL(Ca2+)_480、GCaMP3 を同一の

プロトコールでそれぞれ遺伝子導入した。GeNL(Ca2+)_480 または GCaMP3 を発現する GH3

細胞を同一のカメラビニング、対物レンズ、フレームレート（30 Hz）で観察した。両プロ

ーブともに GH3 細胞の示す自発的な Ca2+スパイクを検出することに成功した（図 4-3 左）。

しかし、シグナルとノイズの比率（S/N、スパイク時の発光強度／休止状態の発光強度）は、

GeNL(Ca2+)_480（74±3.0、6 つの細胞からのデータ）の方が GCaMP3（590±25、平均値±標

準偏差、6 つの細胞からのデータ）よりも劣っていた。 

次に、GH3 細胞に Fura-2 を標準的なプロトコールを用いて導入した。レシオメトリック

な指示薬である Fura-2 の画像を得るためには、2 つの励起波長を交互に切り替えながら蛍光

画像を撮影する必要がある。そのため、我々のイメージングのセットアップで最速の 1.3Hz

フレームレートで撮影を行った。そして、それと全く同じ撮影条件で GeNL(Ca2+)_480 の撮

影を行った。両プローブともに GH3 細胞の示す自発的な Ca2+スパイクを検出することに成

功した（図 4-3 右）。GeNL(Ca2+)_480 の S/N（120±12、平均値±標準偏差、6 つの細胞から

のデータ）は Fura-2 の S/N（9.6±0.71、6 つの細胞からのデータ）を大きく上回っていた。さ

らに、Fura-2 を導入した細胞では、10 分経過後は光毒性もしくは光褪色のために Ca2+スパ

イクを検出することが困難になった。対して、GeNL(Ca2+)_480 では 20 分以上のイメージン

グが可能であった。 
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図4-3 種々のCa2+指示薬を用いたGH3細胞の自発Ca2+スパイクの観察 

（左）GeNL(Ca2+)_480 または GCaMP3 を発現する GH3 細胞を 30Hz で撮影した結果。シグ

ナル強度は、休止状態のシグナル強度で規格化されている。GeNL(Ca2+)_480 を発現する GH3

細胞に対してはフリマジン 20 mM 添加、GCaMP3 を発現する GH3 細胞に対しては 130 mW 

cm-2 の 472nm 光を照射しつつ画像を取得した。（右）GeNL(Ca2+)_480 または Fura-2 を導入

した GH3 細胞を 1.3Hz で撮影した結果。Fura-2 の縦軸は、340nm 光照射時の蛍光強度を

380nm 光照射時の蛍光強度で割ったレシオの値（F340/ F380）である。GeNL(Ca2+)_480 を発現

する GH3 細胞に対してはフリマジン 20 mM 添加、Fura-2 を導入した GH3 細胞に対しては

100 mW cm-2 の 384 nm 光および 34 mW cm-2 の 340 nm 光を交互に照射しつつ画像を取得し

た。 
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Fura-2 の計測から得られたシグナルの波形が、GeNL(Ca2+)_480 または GCaMP3 から得ら

れたものと異なる理由は、Fura-2 のレシオメトリックな測定モードに起因すると考えられる。

Fura-2 では、二つの異なる波長で交互に励起しそれぞれの蛍光強度の比率を測定するために、

二つの励起波長の測定には時間的なずれが生じる。細胞内 Ca2+濃度が、この時間的なずれの

間に変化すると、実際の Ca2+変化とは異なるシグナル波形を出力する可能性がある。従って、

GH3 細胞の自発的な Ca2+振動のような急峻な Ca2+変化においては、GeNL(Ca2+)_480 または

GCaMP3 から得られたシグナルの方が実際の Ca2+動態を反映していると考えられる。今後

は、電気生理学的な計測を同時に行い、心筋細胞の活動電位と同期したシグナル変化が得ら

れていることを確認する必要がある。 

これらの結果より、GeNL(Ca2+)_480 の Ca2+指示薬としての性能は標準的な有機低分子蛍

光性 Ca2+指示薬である Fura-2 よりも優っていることがわかった。しかしながら、蛍光性 Ca2+

指示薬 GCaMP3 よりは劣り、ダイナミックレンジ、明るさの向上の必要があることがわか

った。GCaMP は、円順列変異体を活用することで、EGFP の発色団近傍のバレルの途中に

新たな N、C 末端を作成し、CaM と M13 で挟み込んだ蛍光性 Ca2+指示薬である。Ca2+濃度

に応じて CaM と M13 が複合体を形成することで、バレルが再構成され蛍光強度が増強さ

る機構である 52。Ca2+解離時はバレルに穴が空いている状況になるため蛍光強度は非常に

低く、Ca2+結合時は EGFP に匹敵する蛍光強度を示すことが、大きなシグナル変化量の要因

であると報告されている。GeNL(Ca2+)では、Ca2+解離時は GeNL の 5%程度のシグナル強度

と十分低いが、Ca2+結合時は GeNL の 30％程度の明るさしか示さない。このため、GCaMP

よりもシグナル変化量が小さくなったのだと考えられる。従って、本項目で行った Ca2+結合

時に発光強度の大きい変異体のスクリーニングを繰り返すことで、よりシグナル変化量の大

きな変異体の開発が期待される。 

 

4.4.4 iPS 細胞由来心筋細胞の高速 Ca2+イメージング 

最後に、GeNL(Ca2+)を用いて iPS 細胞由来心筋細胞の Ca2+動態を高速観察することを試み

た。iPS 細胞から分化誘導された心筋組織に GeNL(Ca2+)_480 を、アデノ随伴ウィルスを介し
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て発現させた。3～4 日後、フリマジンを添加して発光画像を長時間撮影することを試みた。

GeNL(Ca2+)_480 の発光強度が心筋の拍動に同期して周期的に上昇した。この周期的な Ca2+

振動を、35 分間以上、観測することが出来た。Ca2+振動を起こす心筋に対して、hERG チャ

ネルを阻害し不整脈を引き起こすアステミゾールを添加したところ、Ca2+振動の周期は不定

期に速くなり不整脈様な現象が観測された。 

これらの結果から、これまで蛍光 Ca2+指示薬で強烈な励起光照射下で行われてきた心筋

細胞の Ca2+イメージングを、GeNL(Ca2+)を用いることで励起光を全く照射せずに行うことが

できたことを意味している。 

 

図4-4 iPS由来の心筋組織における発光Ca2+-イメージング 

（a）GeNL(Ca2+)_480 を発現する心筋細胞の Ca2+動態を 60Hz で撮影した結果の Ca2+動態。

上：イメージング開始直後、下：開始 35 分後、シグナル強度は、休止状態のシグナル強度

で規格化されている。フリマジン濃度: 40 mM（b）開始 50 秒後に 1 mM アステミゾール添

加。 
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4.5 展望 

化学発光性 Ca2+指示薬の応用は、今後は動物個体中における Ca2+イメージングと光遺伝

学との併用という二つの方向に向かっていくと予想される。Nano-lantern は自由行動するマ

ウスのガン細胞からのリアルタイム化学発光イメージング(30 Hz)を報告している。本研究

で開発した化学発光性 Ca2+指示薬 GeNL(Ca2+)は Nano-lantern の 4 倍明るいため（Ca2+結合

時）、自由行動下のマウスからの Ca2+イメージングが可能になると期待される。例えば、自

由行動下のマウスの骨格筋や脳神経細胞からのシグナルをリアルタイムに取得可能になる

かもしれない。こうした実験は、マウスの行動と細胞レベルの Ca2+動態を直接関連付ける

ことが出来るため、生命科学研究に大きく貢献できると期待される。 

また、励起光の要らない化学発光性 Ca2+指示薬は、光遺伝学ツールとの併用を可能である。

Nano-lantern が放出する化学発光のパワー密度は、1 mW cm-2 程度であると見積もられている

ことから 17、GeNL(Ca2+)のパワー密度は 4 mW cm-2 程度であると考えられる。対して、代表

的な光遺伝学ツール、チャネルロドプシン 2 の半量を活性化するのに必要なパワー密度 IC50

は 19 mW cm-2 であると見積もられ 53、両者の間には 5000 倍近くの違いがある。従って、

GeNL(Ca2+)の化学発光がチャネルロドプシン 2 を活性化することはないと考えられる。化学

発光性 Ca2+指示薬と光遺伝学を組み合わせることで、神経ネットワークのコントロールと

神経活動のモニタリングを同時に行うことができ、高次神経活動（行動、思考、記憶）のメ

カニズムに迫ることができるかもしれない。 
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五章：結論 

本研究において、得られた成果を下に記す。 

 高い酵素活性を持つルシフェラーゼNLucをFRETドナーとして用いることで、可視光全

域に発光する高光度化学発光タンパク質波長変異体eNLを創生した。 

 緑色（GeNL）、シアン色変異体（CeNL）は、ドナーであるNLucを上回る輝度を示

し、これまで報告されている中で最も明るい化学発光タンパク質であった。また、赤

色変異体ReNLは600nm以上の波長で最も明るい化学発光タンパク質であった。 

 eNLは、種々の細胞小器官、構造体を可視化するのに有用なタグであり、その明るさに

より180個のタンパク質から成る超分子複合体を可視化した。 

 eNL色変異体を用いることで、少なくとも５種類の細胞構造体を同時に観察することが

可能となった。 

 単一分子からの発光を初めて観察することに成功した。 

 量子効率と速度論パラメーターを詳細に測定・解析することで、蛍光タンパク質とル

シフェラーゼのハイブリッドにより発光強度が増強されるメカニズムを詳細に記述し

た。 

 トランスポゾン挿入変異導入法を活用することで、GeNLをベースにしたCa2+指示薬

GeNL(Ca2+)を創生した。 

 GeNL(Ca2+)は、標準的な有機小分子Ca2+指示薬Fura-2を超える性能を有していた。 

 GeNL(Ca2+)を用いて、iPS細胞由来の心筋細胞の自発的Ca2+振動を長時間観察すること

が可能となった。 
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付録表 1 オリゴヌクレオチド DNA のリスト 

 

 

Name of primer Oligonucleotide sequence (5' to 3')

1 F-BH1-G-gfp_1 TTGGATCCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

2 R-ER1-Nluc_171 ATGAATTCCGCCAGAATGCGTTCGCACAG

3 F-Kpn1-Nluc_2 GCCGGTACCGTCTTCACACTCGAAGATTTCG

4 F-Kpn1-Nluc_3 GCCGGTACCTTCACACTCGAAGATTTCGTTG

5 F-Kpn1-Nluc_4 GCCGGTACCACACTCGAAGATTTCGTTGGG

6 F-Kpn1-Nluc_5 GCCGGTACCCTCGAAGATTTCGTTGGGGAC

7 F-Kpn1-Nluc_6 GCCGGTACCGAAGATTTCGTTGGGGACTGGC

8 R-Kpn1-mNG_235 GCCGGTACCGTACAGCTCGTCCATGCCCATC

9 R-Kpn1-mNG_234 GCCGGTACCCAGCTCGTCCATGCCCATCAC

10 R-Kpn1-mNG_233 GCCGGTACCCTCGTCCATGCCCATCACATCG

11 R-Kpn1-mNG_232 GCCGGTACCGTCCATGCCCATCACATCGG

12 R-Kpn1-mNG_231 GCCGGTACCCATGCCCATCACATCGGTAAAG

13 R-Kpn1-mNG_230 GCCGGTACCGCCCATCACATCGGTAAAGGCC

14 R-Kpn1-mNG_229 GCCGGTACCCATCACATCGGTAAAGGCCTTTTGC

15 R-Kpn1-mNG_228 GCCGGTACCCACATCGGTAAAGGCCTTTTGC

16 R-Kpn1-mNG_227 GCCGGTACCATCGGTAAAGGCCTTTTGCCAC

17 R-Kpn1-mNG_226 GCCGGTACCGGTAAAGGCCTTTTGCCACTCC

18 F-XX-Nluc_6 NNKNNKGAAGATTTCGTTGGGGACTGG

19 R-mNG_226 GGTAAAGGCCTTTTGCCACTCC

20 R-Kpn1-gfp_229 ATGGTACCCCCGGCGGCGGTCACGAAC

21 F-XX-Nluc_5 NNKNNKGAAGATTTCGTTGGGGACTG

22 F-XX-Nluc_4 NNKNNKCTCGAAGATTTCGTTGGGG

23 F-XX-Nluc_3 NNKNNKACACTCGAAGATTTCGTTG

24 R-gfp_229 CCCGGCGGCGGTCACGAAC

25 F-XhoI-mKO_2 ATTCTCGAGGTGAGCGTGATCAA

26 F-XhoI-G-mKO_2 ATTCTCGAGGGCGTGAGCGTGATCAAGC

27 F-XhoI-GG-mKO_2 ATTCTCGAGGGCGGTGTGAGCGTGATCAAGC

28 F-XhoI-GGS-mKO_2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGTGAGCGTGATCAAGC

29 F-XhoI-GGSG-mKO_2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGTGAGCGTGATCAAGC

30 F-XhoI-GGSGG-mKO-2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGGCGTGAGCGTGATCAAGCCCGA

31 F-XhoI-GGSGGS-mKO-2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGGCAGCGTGAGCGTGATCAAGCCCGA

32 F-XhoI-GGSGGSG-mKO-2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGGCAGCGGAGTGAGCGTGATCAAGCCCGA

33 F-XhoI-GGSGGSGG-mKO-2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGGCAGCGGAGGTGTGAGCGTGATCAAGCCCGA

34 F-XhoI-GGSGGSGGS-mKO-2 ATTCTCGAGGGCGGTAGCGGTGGCAGCGGAGGTAGCGTGAGCGTGATCAAGCCCGA

35 R-Sac1-mKO_218 ATTGAGCTCGGAGTGGGCCACGGCG

36 R-Sac1-T-mKO_218 ATTGAGCTCAGTGGAGTGGGCCACGGCG

37 R-Sac1-TL-mKO_218 ATTGAGCTCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

38 R-Sac1-TLG-mKO_218 ATTGAGCTCGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

39 R-Sac1-TLGM-mKO_218 ATTGAGCTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

40 R-Sac1-TLGMD-mKO_218 ATTGAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

41 R-Sac1-TLGMDE-mKO_218 ATTGAGCTCCTCGTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

42 R-Sac1-TLGMDEL-mKO_218 ATTGAGCTCCAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

43 R-Sac1-TLGMDELY-mKO_218 ATTGAGCTCGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

44 R-Sac1-TLGMDELYK-mKO_218 ATTGAGCTCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGGAGTGGGCCACGGCG

45 R-Kpn1-tdTA_467 GCCGGTACCCAGGAACAGGTGGTGGCGGCC

46 F-Nluc GGGACTGGCGACAGACAGCCG

47 R-Nluc_6-XX-tdTA_467 CAACGAAATCTTCMNNMNNCAGGAACAGGTGGTG

48 R-Nluc_6-XX-tdTA_466 CAACGAAATCTTCMNNMNNGAACAGGTGGTG

49 R-Nluc_6-XX-tdTA_465 CAACGAAATCTTCMNNMNNCAGGTGGTGGCG

50 F-Sac1-Nluc_38 GCCGAGCTCGTGTCCGTAACTCCGATCCAAAG

51 R-Nco1-Nluc_37 GAACCATGGCCCGAGATTCTGAAACAAACTG

52 F-Sac1-Nluc_64 GCCGAGCTCTATGAAGGTCTGAGCGGCGAC

53 R-Nco1-Nluc_63 GAACCATGGCGGGATGATGACATGGATGTC

54 F-Sac1-Nluc_67 GCCGAGCTCCTGAGCGGCGACCAAATGGGC

55 R-Nco1-Nluc_66 GAACCATGGACCTTCATACGGGATGATGAC
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56 F-Sac1-Nluc_70 GCCGAGCTCGACCAAATGGGCCAGATC

57 R-Nco1-Nluc_69 GAACCATGGGCCGCTCAGACCTTCATACGG

58 F-Sac1-Nluc_98 GCCGAGCTCACACTGGTAATCGACGGGG

59 R-Nco1-Nluc_97 GAACCATGGGCCATAGTGCAGGATCACC

60 F-Sac1-Nluc_104 GCCGAGCTCGTTACGCCGAACATGATC

61 R-Nco1-Nluc_103 GAACCATGGCCCGTCGATTACCAGTGTG

62 F-Sac1-Nluc_108 GCCGAGCTCATGATCGACTATTTCGGACGG

63 R-Nco1-Nluc_107 GAACCATGGGTTCGGCGTAACCCCGTC

64 F-Sac1-Nluc_122 GCCGAGCTCTTCGACGGCAAAAAGATCACTG

65 R-Nco1-Nluc_121 GAACCATGGCACGGCGATGCCTTCATAC

66 F-Sac1-Nluc_149 GCCGAGCTCGGCTCCCTGCTGTTCCGAG

67 R-Nco1-Nluc_148 GAACCATGGGTCGGGGTTGATCAGGCGCTC

68 F-BH1-koz-hmNG ATGGATCCCGCCACCATGGTGTCCAAGGGCGAAGAG

69 F-BH1-G-hmNG ATGGATCCGATGGTGTCCAAGGGCGAAG

70 F-BH1-hmNG ATGGATCCATGGTGTCCAAGGGCGAAGAG

71 F-Kpn1-hmNG_2 ATGGTACCGTGTCCAAGGGCGAAGAG

72 F-Hind3-koz-hmNG_1 ATAAGCTTCGCCACCATGGTGTCCAAGGGCGAAGAG

73 F-Sal1-link-hmNG_1 ATGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCAATGGTGTCCAAGGGCGAAGAG

74 F-Nhe1-koz-hmNG_1 ATGCTAGCCGCCACCATGGTGTCCAAGGGCGAAGAGG

75 R-Xho1-x-Nluc_171 ATCTCGAGTTACGCCAGAATGCGTTCGCACAG

76 R-ER1-x-Nluc_171 ATGAATTCTTACGCCAGAATGCGTTCGCACAG

77 R-Nluc_171-ER1 ATGAATTCCGCCAGAATGCGTTCGCACAG

78 R-Kpn1-Nluc_171 TATGGTACCCGCCAGAATGCGTTCGCACAG

79 R-Kpn1-GGSG-Nluc_171 ATGGTACCGCCTGATCCACCCGCCAGAATGCGTTCGCACAG

80 R-Not1-x-NLuc_171 ATGCGGCCGCTTACGCCAGAATGCGTTCGC

81 R-Bgl2-Nluc_171 ATTAGATCTCGCCAGAATGCGTTCGCACAG

82 F-Sal1-GS10 linker TCGACCGGATCTGGCGGCGGAGGAAGCGGAGGG

83 R-Sal1-GS10 linker TCGACCCTCCGCTTCCTCCGCCGCCAGATCCGG

84 F- BH1-koz-gfp_1 ATGGATCCCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

85 F-Hind3-koz-gfp_1 ATAAGCTTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

86 F- BH1-gfp_1 TTGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG

87 F-GS-VCL_2 GGAGGCGGAGGATCAGGCGGATCTGGGCCCGTCTTCCACACGCGCAC

88 F-Kpn1-GS ATGGTACCGGCGGCGGAGGAAGCGGAGGCGGAGGATCAGGCGGATC

89 R- Nluc_171-SKL-x-ERI ATGAATTC TTA CAGCTTGGA CTTGTACGATCT CGCCAGAATGCGTTCGCACAG

90 R-ER1-x-VCL_1066 ATGAATTCTTACTGATACCATGGGGTCTTTC

91 F-Hind3-koz-LAMP_1 ATAAGCTTCGCCACCATGGCGGCCCCGGGCGCCCGG

92 R-Kpn1-LAMP_407 ATGGTACCGATGGTCTGATAGCCCGCGTGAC

93 F-BH1-Nluc_1 A GGATCC G ATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGG

94 F-BH1-NLuc_1 ATGGATCCATGGTCTTCACACTCGAAG

95 F-Hind3-koz-Nluc_1 ATAAGCTTCGCCACCATGGTCTTCACACTCGAAG

96 F-ER1-Nluc_1 AGAATTCATGGTCTTCACACTCGAAGATTTCGTTGGGGACTGG

97 Nluc_C166A GGCTGGCGGCTGGCCGAACGCATTCTG

98 F-Nluc_G50C TGCGAAAATGGGCTGAAGATC

99 R-Nluc_49 GCTCAGGACAATCCTTTG

100 F-Nluc_G66C TGCCTGAGCGGCGACCAAATG

101 R-Nluc_65 TTC ATACGGGATGATGAC

102 F-Nluc_G97C TGCACACTGGTAATCGACGGG

103 R-Nluc_96 ATAGTGCAGGATCACC

104 F-Nluc_G136C TGCAACAAAATTATCGACGAGC

105 R-Nluc_135 GTTCCACAGGGTCCCTG

106 R-4GS-CaM GGAGCCACCTCCCCCCTTTGCTGTCATCATTTGTTC

107 R-3GS-CaM GGAGCCACCTCCCTTTGCTGTCATCATTTGTTC

108 R-2GS-CaM GGAGCCACCCTTTGCTGTCATCATTTGTTC

109 F-C-M13_1 AAGAGGCGCTGGAAGAAAAACTTC

110 F-CaM_102Q GAATTACGTCACGTCATGACAAACC

111 R-CaM_102Q AGCAGCGCTGATGTAGCCG
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