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序論 

私たちは五感を用いて、様々な情報を感知しながら生活している。五感を大別すると、視

覚・聴覚・触覚は、物理的な刺激、味覚と嗅覚は化学的な刺激を検出しているといえる。私

たちを含め、生物はこのような感覚を駆使して周囲の変化を検出しながら行動を変化させ

ている。対して、生物の持つ感知能を機械装置で再現するあるいは凌駕することは物理的な

刺激に対しては、高精度カメラやマイク、圧力センサーなどが開発され、小型のセンサーで

も十分な機能が発揮できるようになっている。一方で、化学的刺激に対する感知、すなわち

化学物質の検出は、物理的刺激に対するセンサーのようには必ずしも成功していない。 

現状、このような化学物質の同定検出、定量化には，クロマトグラフィーを用いた分離を

伴う方法が多く用いられている。しかし，このような方法では装置として精密・高価格また

大型のものが多く、場所を選ばず広く利用するには適さない。すなわち，これら分析装置と

同様の感度・分別性を持ち，かつより簡便な検出系が求められている。 

一方で、生物は進化の過程において、周囲の環境変化を感じ適切な行動をとるため、あ

るいは、体内の器官間の情報伝達手段として、化学物質の感知を行い、情報として活かす

能力を獲得してきた。本研究では、このような優れた性能を持つ生物の化学検出能を人工

的な反応場に再構成することで、生活環境中でも利用できるようなセンサーデバイスとす

ることを目指したものである。 
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略語集 

8-Br-cGMP 8-Bromoguanosine 3′,5′-cyclic monophosphate 

ATP  Adenosine TriPhosphate 

AC3  Adenylate Cyclase Type III 

cAMP  3',5'-cyclic Adenosine MonoPhosphate 

cDNA  complementary DNA 

CNG channel Cyclic Nucleotide-Gated channel 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

EGTA  Ethylene Glycol Tetraacetic Acid 

EM-CCD Electron Multiplying-Charge Coupled Device 

FBS   Fetal Bovine Serum 

FRET  Förster Resonance Energy Transfer 

GPCR  G Protein Coupled Receptor 

HBSS  Hank's Balanced Salt Solution 

HEPES  4-(2-HydroxyEthyl)-1-PiperazineEthaneSulfonic acid 

H-HBSS  HEPES buffered HBSS 

HIV  Human Immunodeficiency Virus 

LB   Luria Bertani 

OR  Olfactory Receptor 

ORCO  Olfactory Receptor Co-receptor 

PBS   Phosphate Buffered Saline 

PA  PentyleAcetate 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

RFP   Red Fluorescent Protein 

VLP  Virus Like Particle 

VOC  Volatile Organic Compound 
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第1章 緒言：化学物質を検出するセンサー 

1.1 生物の持つ化学感知能 

 生物は、自身の外環境における化学物質の変化（濃度、方向）を感知し、自身の行動を

変化させる。このような化学物質の検出能を担う主要な分子が、受容体と呼ばれる膜タン

パク質である。高等生物の場合、受容体は化学受容を担う受容器に発現し、化学感覚を与

えている。本項では、化学受容の代表である高等生物の味覚・嗅覚の分子的機構および明

確な受容器を持たない下等生物における化学感覚についても述べる。 

 

嗅覚 

嗅覚とは、生物による体外の化学物質感知の１つである。我々のような陸上生物であれ

ば空気中にただよう揮発性の有機分子が対象となるが、水生生物においても嗅覚の存在は

確認されている。におい・フェロモンなどの刺激は、嗅覚器官（哺乳類なら鼻孔内部、昆

虫なら触覚に存在する）の嗅神経により感知され、神経活動に変換される 1,2。嗅神経の嗅

細胞の細胞膜上には、細胞ごとに異なる嗅覚受容体（Odorant receptor; OR）が発現して

おり、その特異性がにおい認識を担っている。嗅覚受容体は、受容体によって化合物に対

する応答の強弱が異なり、また嗅細胞ごとに異なる嗅覚受容体を１種類のみ発現してい

る。その結果、におい分子に対して異なる嗅細胞の活性化（発火）パターンが得られる。

このように、生物はにおいをある特異的な嗅細胞の発火により感知しているのではなく、

全体の発火パターンにより感知している。これによって、受容体の種類数よりも多種のに

おい感知が可能になっていると試算されている 2,3。 

以上のような特徴を持つ嗅覚系であるが、哺乳類と昆虫類において、嗅覚受容の分子機

構は、哺乳類、昆虫で大きく異なることが近年明らかにされている。それぞれについて述

べる。 
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 哺乳類の嗅覚受容体の遺伝子同定は、まずラットにおいて L. Buck、R. Axel らにより初

めて行われ 4、その後 G タンパク質共役受容体ファミリー（GPCR）に属することが明ら

かにされた。OR へのにおい分子結合後、以下のように細胞内シグナル伝達が行われる 5。

（１）におい分子受容により OR が G タンパク質（Golf）を活性化する、（２）活性型

Golf がアデニル酸シクラーゼ III（AC3）を活性化する、（３）AC3 がアデノシン三リン酸

（ATP）から環状アデノシン一リン酸（cAMP）を産生する、（４）cAMP の結合によりカ

チオン選択性を持つ環状ヌクレオチド感受性チャネル（CNG チャネル）が開き、細胞膜

電位の脱分極が生じる。さらに、（５）CNG チャネルを介して流入した Ca2+により、Ca2+

依存型塩化物イオンチャネルが開き、Cl―が細胞外に流出することで、脱分極を増幅す

る。 

 このように哺乳類においては、G タンパク質を介した細胞内シグナル伝達により神経細

胞の興奮が生じる。 

 

図 1-1：哺乳類における嗅覚信号の分子機構（文献 5 より引用） 
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 昆虫においても嗅神経上の嗅覚受容体がにおい分子感知を担っているが、そのシグナル

機構は哺乳類のものとは大きく異なる。昆虫の嗅覚受容は嗅覚受容体（OR）と共受容体

(OR coreceptor; ORCO)により行われる。いずれも GPCR と同様７回膜貫通構造を持つ

が、N 末端が細胞質側に向いており、GPCR とは逆の膜構造を持つ 6。ORCO は様々な種

類の昆虫において進化的に保存されており、特定のにおい分子認識は行わないとされてい

るが、OR の細胞膜上への発現および機能発揮に必要である 6,7。OR と ORCO からなるヘ

テロ複合体はリガンド依存型のイオンチャネルとして働くことで、におい分子の結合によ

り細胞膜電位の脱分極が誘起される 8,9。このイオンチャネルは非選択的カチオンチャネル

として働くことで、細胞内の Ca2+上昇が起こることが知られている 8,9,10。この脱分極が神

経細胞の活動電位を引き起こし、神経系におけるにおいの感知が行われる。 

 以上のように、嗅覚のシグナル系は生物種によって大きく異なるものの、化学受容を神

経信号という電気的信号に変換するという点では共通する。 

 

味覚 

 味覚は、生物が接触行動する際にそのものの安全性を判断するための重要な化学物質感

知能と言える。味覚の受容器は動物においては主に舌の味蕾によって感受される。人間の

味覚は、甘味、塩味、酸味、苦味、うま味の基本味から構成されるとされ 11、それぞれを

感受する受容体も同定されつつある 12,13,14。このうち、甘味、苦味、旨味は G タンパク質

共役受容体により感受され 12,13,14、それぞれ T1R1+T1R3 ヘテロマー、T2R、T1R2+T1R3

ヘテロマーにより認識される。T1R1+T1R3 ヘテロマーは糖の他、人工甘味料に応答する

14,15。苦み受容体 T2R は、１つの苦味感受細胞に異なる受容体が複数種発現しており、毒

性成分を苦味として広く感知できるようになっていると考えられている 12。T1R2+T1R3

は L-グルタミン酸をはじめ、複数の L-アミノ酸を認識する 13。これらの受容体は、G タ

ンパク質を活性化し、G タンパク質シグナルの結果、細胞膜の脱分極が引き起こされ神経
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細胞の活性化に変換される。塩味、酸味はそれぞれ Na+、H+により開口する陽イオンチャ

ネル（ENaC16, PKD16）が受容体の候補として提案されている。いずれも対象となるイオ

ンとの結合により開口し、神経細胞の脱分極を引き起こすと提唱されている。 

 

その他生物の化学受容系 

 化学感知能は、高等生物以外も保有しており、生存のために使用している。単細胞生物

のような単純な生物においても、膜タンパク質である受容体がこの感知能に大きく寄与し

ている。キイロタマホコリカビ（Dictyostelium discoideum）は、栄養が周囲に充分ある場合

は単細胞状態で生活しているが、飢餓状態に陥ると他の個体と集合し、胞子形成できる移

動体とよばれる多細胞集合体を形成する 17。集合体形成時に他の個体と引き寄せあうため

の誘引因子として環状アデノシン一リン酸（cyclic adenosine monophosphate; cAMP）を用い

ている。飢餓状態に陥ったキイロタマホコリカビ個体は cAMP の分泌を行う。cAMP は他

の個体により受容され、cAMP を感受したキイロタマホコリカビは cAMP の濃度の高いほ

うへと移動するとともに、cAMP の分泌を行う。これにより、cAMP の濃度勾配の形成が

強化され、効率的に集合体の形成がなされる。この際の化学受容も、細胞膜上の cAMP 受

容体（cAMP Receptor1; cAR1）がその特異的な感知を担っている 18。 

 また線虫（Caenorhabditis elegans）も、周囲の化学的環境に対して走性を示すことが知

られている 19。この走性は、主に線虫の頭部にある感覚器にある感覚ニューロンによる化

学物質感知によって行われる。それぞれの感覚ニューロンは異なる化学物質に応答し、そ

れにより線虫はその濃度勾配に従い移動（誘引）あるいは逆行して移動（忌避）する。こ

れらの受容は、GPCR ファミリーの受容体（ODR-10 など）により引き起こされる G タ

ンパク質シグナルにより、細胞膜上の陽イオンチャネルが開口し、神経細胞の脱分極へと

変換される。近年、線虫がガン患者の尿に誘引され、逆に健常者の尿を忌避するという特

性が発見され、新しいガン診断方法としての可能性が着目されている 20。 
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以上のように、生物は種を問わず様々な化学刺激を受容する機構を備えており、その中

で細胞膜上の受容体が大きな役割を果たしているといえる。 

 

1.2 有機・無機材料を用いた化学センサー 

 技術の進展により、五感のうち視覚・聴覚に相当するセンサーは発展を遂げ、一部では

私たちの感覚を凌駕するものも入手できるようになった。一方で、生物の嗅覚あるいは味

覚のような化学的な情報を機械により得るためのセンサーは、一部では実用化しているも

のの、広範な化学物質に対しては、いまだ開発途上といってよい。本項では、化学センサ

ーについて概要を述べる。 

 化学センサーの構成は、対象となる化学物質と相互作用をする感応部と、感応部の相互

作用を電気的な信号に変換する信号変換部に分けられる。また、必要に応じてその信号の

意味付けを行うための信号処理部を組み合わせる。生物の化学感知機構になぞらえると、

感応部は受容体、信号変換部は受容体のリガンド受容から膜電位の脱分極までをつなぐ変

換機構、信号処理部は中枢神経系ということができる。化学センサーにおける感応部は

様々な無機・有機材料が用いられ、信号変換部も感応部の材料特性に応じて様々な手法が

提案・採用されている。現在も最も普及しているものの１つは、感応部として金属酸化物

を用いた半導体ガスセンサである。半導体ガスセンサは、家庭内でのガス漏れ警報器や一

酸化炭素警報器などに用いられている 21。金属酸化物には、SnO2 の結晶が特に汎用され

る。金属酸化物は、使用時、センサー基板上で 300 ~500 C に加熱される。検出対象であ

るガスがない場合、金属酸化物表面には空気中の酸素分子が吸着し、金属酸化物から電子

を奪って Oとなる。電子が奪われた金属酸化物は、結果として電気伝導度が低下する。一

酸化炭素や硫化水素といったガスが存在すると、表面の Oがそれらの化合物を酸化し、放

出された電子が金属酸化物に与えられ、電気伝導度が向上する。その電気抵抗変化を読み

取り、ガス濃度に換算する。金属酸化物はその安価性・安定性から実用化しているもの
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の、応答は感応部の酸化還元反応によるものなので、原理上選択性が低く、夾雑ガスの影

響を受けやすい。また、高温の過熱とそれによる空気中酸素との反応が前提となるので、

液中の化合物への適応は困難となる。他の感応部としては、有機系高分子膜あるいは脂質

膜を感応部に用いたセンサーがある。選択性は、感応部の組成を変化させることで、化学

物質の疎水性や電荷に応じて吸着しやすい化合物が変化すると考えられている。化合物と

感応部の相互作用は、化合物の吸着による感応部膜の体積や質量、あるいは表面の荷電分

布にわずかに変化を生じさせる。その変化を、変化に応じたトランスデューサーを用いて

信号として検出する。トランスデューサーの方式は電気印加により生じる水晶振動子の振

動数変化を計測する水晶振動子マイクロバランス法 22 や電極表面の荷電分布変化による電

極電位変化を利用した方法 23 が挙げられる。後者は、味覚を模倣して食品等の味を数値化

する味センサーとして商品化されている（味センサー、株式会社インテリジェントセンサ

ーテクノロジー）。 

 このような感応部を用いた化学センサーの課題の１つとして、分子選択性の低さが挙げ

られる。感応部は対象となる化合物の構造ではなく、物理化学的な性質のみに従って相互

作用するためである。 

 

1.3 生物系を利用した化学センサー 

 受容体は、1.1 項で述べたように生物の化学感知能の根幹を担う分子である。受容体を化

学センサーとして応用することができれば、無機・有機材料では実現できない、生物が持つ

ような選択的な化学センシングを実現できる可能性がある。 

 

精製受容体を用いたセンサー 

 受容体は膜タンパク質であるため、脂質膜環境下でなければ正常に機能することができ
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ない。Goldsmith らは大腸菌に発現させた後可溶化・抽出した嗅覚受容体を、ナノディスク

と呼ばれる微小脂質膜―タンパク質構造に担持させ、電解効果トランジスタ（Field effect 

transistor; FET）上に配することでセンサーとする方法を報告している 24。また哺乳類の嗅

覚受容体を発現させた出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）から取り出した細胞膜を金基板

に担持させ、受容体とリガンドの結合による G タンパク質の結合解離を表面プラズモン共

鳴（Surface plasmon resonance; SPR）の変化から測定する方法が報告されている 25。いず

れの方法も、信号のトランスデューサーとなるトランジスタなどは微小化が工業的に行い

やすいという利点がある。一方で、大腸菌によって受容体を発現させる段階で、受容体が機

能を失ってしまうこともあり、汎用できないという課題がある。 

 

受容体発現細胞を用いた検出方法 

受容体を異所発現させた細胞、単細胞生物を用いて、嗅覚受容体の活性化による細胞内の

シグナル変化を検出することで、嗅覚センサーとして用いる方法が報告されている。

Radhika らは、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）を用い、嗅覚系シグナルを構成する、ラ

ットの嗅覚受容体、Golf タンパク質、AC3 を遺伝子導入し、さらにヒトの CREBP(cAMP 

response element binding protein)、CRE（cAMP response element）プロモーターにより制

御される緑色蛍光タンパク質（Green Fluorescent Protein; GFP）発現系を組みこんだキメ

ラ酵母を作製した 26。このキメラ酵母は、発現させた嗅覚受容体（Olfr226）のアゴニスト

である 2,4-dinitrotoluene を感受して嗅覚シグナル系が駆動し cAMP が増加した結果、GFP

が発現する。それにより、蛍光変化から検出を行うことができる。一方、このようなマーカ

ーの発現による検出方法は発現までに時間がかかるため、リアルタイム性に欠けるという

欠点がある。また、遺伝子組み換え生物の環境中への流出のリスクから、利用できる環境も

限られる。 

また、Misawa らによりマイクロ流路とマイクロ電極を組み合わせた方法が報告されてい
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る。彼らはマイクロ流路内のガラスキャピラリーに卵母細胞が捕捉されるように設計をし、

昆虫の嗅覚受容体を発現させたカエル卵母細胞の膜電流を測定することで、流路中の溶液

内のにおい分子を検出できることを示した 27。また、Termtanasombat らは、カルシウムセ

ンサータンパク質（GCaMP6s）と昆虫の嗅覚受容体を発現させた 4 種類の昆虫培養細胞を

ガラススライド上に固定化させ、それぞれの細胞の応答を蛍光強度変化により検出して、セ

ンサーとして応用できることを示した 28。また、Suzuki らによってマウスの嗅覚細胞を１

細胞ずつマイクロチャンバーに入れ、それぞれの細胞のリガンドに対する応答を評価し、そ

こからさらに受容体の遺伝子をクローニングすることで、特定の匂いに対する受容体をス

クリーニングする方法が開発された 29。近年、この１細胞ごとに細胞の応答を検出する方法

を応用し、嗅覚受容体を発現させた細胞を用いて、細胞応答を基準にした香りの定量化・数

値化サービスが提供されている（株式会社香味発酵）。 

このような培養細胞を用いた方法は、細胞膜環境下において受容体を用いるため、受容体

を精製してから行う方法と比べると安定して受容体を発現させられる可能性がある。一方

でセンサーとして使用するまで細胞を培養しつづける必要があり、実用面において課題が

大きい。 

 

生物そのものを利用したセンサー 

生物そのものをセンサーとして利用し、その神経活動あるいは行動の変化から検出する

方法が報告されている。最も身近な例としては、イヌ（Canis lupus familiaris）を用いた方法

で、麻薬や爆発物の探知に利用されている。さらに近年では初期のガンを訓練したイヌによ

り検出できることが報告されている 30。また、Hirotsu らは、線虫（Caenorhabditis elegans）

がガン患者尿のにおいに誘引され、非患者の尿のにおいを忌避することを見出し、尿をサン

プルとした線虫を用いたガン診断方法を提案している 31。Strauch らは、キイロショウジョ

ウバエ（Drosophila melanogaster）の嗅覚細胞に GECI を発現させ、ガン細胞培地に含まれ
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る揮発物質に対する嗅覚神経発火パターンを in vivo で観測することで、乳がん細胞を検出

できる可能性を示した 32。これらの方法は、化学受容系をそのまま用いるため、前述の方法

に比較すると、検出対象に対して特異性を持つ受容体のスクリーニングをする必要がない

という利点がある。一方、生物個体間の差異による影響を考慮する必要がある。また、用い

る生物種が目的の検出対象物に応答する嗅覚受容体を持っていない場合、遺伝子組み換え

を行う必要があり、その場合生物学的封じ込めの観点から利用できる場面が限られるとい

う課題がある。 

 

1.4 本研究の位置づけ 

 受容体が応答するリガンドの情報のデータベース化が進んでおり 2,33–35、また、特定の化

合物と応答する受容体を選び出す方法も開発されている 29。したがって、目的の化合物に対

して応答する受容体を選び出すことも可能となってきている。しかし、そのセンサーへの応

用は、前項で述べたように課題が大きい。本研究は、生物の受容体の持つ特異性に着目し、

細胞発現系を用いることで受容体の機能維持を行い、かつ、非細胞系にそれを組み込むこと

によって、保存可能でセンサーデバイスに応用が可能な生物模倣化学センシング系の構築

を目指すものである。 
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第2章 VLP を用いたリガンド依存性チャネル活性検出系の構築 

2.1 目的・意義 

 第一章において述べたように、受容体は膜タンパク質であり、機能発現には脂質膜が必要

となる。安定して受容体を発現させられる方法は、細胞中において受容体を発現させること

であるが、その場合、培養細胞を維持し続ける必要がある。 

そこで、本研究の目的は、培養細胞において発現させた受容体系を非細胞系に機能を維持

したまま切り出し、そのリガンドとの結合による活性化を検出する方法を確立することと

した。 

 

設計指針 

受容体を細胞膜ごと非細胞系へ取り出し、そのリガンドとの結合を検出するには、細胞膜

を、トポロジーを維持したまま切り出さなければならない。そこで、その方法としてウイル

ス様粒子（Virus like particles; VLP）に着目した。VLP は、ウイルスのタンパク質（群）を

適切な発現系に発現させることで形成される、ウイルス類似の構造を持った粒子のことで

ある。VLP は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV-1）36、ノロウイルス 37、インフルエンザウイ

ルス 38 など様々なウイルスに対して作製方法が報告されている。VLP は、感染性を持たな

いが、ウイルスと同等の抗原性を有することから、安全なワクチンの作製方法として期待さ

れている 39。また、一方で、タンパク質を運搬、分離するための方法として VLP を利用す

る事例も報告されている 40,41,42。たとえば、レトロウイルスの VLP 上に GPCR を担持させ、

GPCR とリガンドとの結合性を in vitro で評価する方法が報告されている 40,41。これらのこ

とから、VLP 上を用いて、活性を維持したまま受容体を非細胞系に切り出せると考えた。

一方で、VLP 上に存在する受容体を機能させ、その活性を計測した例は報告されていない。 

 受容体によるシグナル系は、第一章で述べたように、細胞質内の Ca2+濃度上昇を引き起
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こすものがある。そこで、化学受容を模倣した簡便な反応系として、図２－１に示すような

VLP を用いたセンシング系を設計した。受容体としてリガンド依存性カチオンチャネルを

用い、VLP を形成させるウイルスの構造タンパク質と Ca2+感受性蛍光タンパク質（GECI; 

genetically encoded calcium indicator）を細胞に発現させることで、チャネルと GECI を担

持した VLP が作製できると予想した。この VLP 上の受容体（チャネル）にリガンドが結合

すると、受容体が活性化し、Ca2+が流入する。流入した Ca2＋は VLP 内部の GECI により捉

えられ、GECI の蛍光強度が変化する。それにより、受容体の活性化が蛍光変化として測定

できる。このような VLP と膜タンパク質、GECI からなる検出系の構築を行うこととした。 

 

図 2-1：本研究において構築を目指した VLP センシング系の概念図 
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2.2 方法と材料 

DNA 構築 

 VLP は、レトロウイルスの VLP がホスト細胞の細胞膜に発現した膜タンパク質を担持す

ること、単一タンパク質の発現により VLP が形成できることから、HIV-１ウイルスのもの

を採用した。HIV-１ウイルス VLP を作製するため、HIV-１ウイルスの Gag タンパク質を

コードする DNA を哺乳細胞系のプラスミドベクターに組み込んだ。その手順を示す。野生

型の gag 遺伝子は、他の HIV-１タンパク質である Rev タンパク質の共発現が発現に必要で

あることが報告されており、Rev タンパク質非依存的に発現できる非表現変異 gag が報告

されている 43。Gag タンパク質遺伝子をコードする変異 gag の DNA を、ThermoFisher 

Scientific（サービス名：GeneArt Strings）から購入した。以下のアミノ酸配列をコードする

DNA を合成 DNA として購入した。 

 

＜VLP 作製用 Gag のアミノ酸配列＞ 

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCR

QILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQ

QAAADTGHSNQVSQNYPIVQNIQGQMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFS

ALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQ

MREPRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIR

QGPKEPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAAT

LEEMMTACQGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSATIMMQRGNFRNQRKIVKCFNCGK

EGHTARNCRAPRKKGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKIWPSYKGRPGNFLQSR

PEPTAPPEESFRSGVETTTPPQKQEPIDKELYPLTSLRSLFGNDPSSQ 

 

購入した DNA 断片（EcoRI-KZK-Gag-SalI）を超純水で溶解後、制限酵素 EcoRI および SalI
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（ともにタカラバイオ株式会社）で処理した。制限酵素処理溶液の組成は、DNA 溶液 3 L, 

10  H Buffer (タカラバイオ) 2 L, EcoRI 0.75 L, SalI 0.75 L, 超純水 15.5 L であった。

DNA 同様に、pCI-neo ベクター（Promega Corp.）も EcoRI, SalI により処理を行った。た

だし、ベクター濃度は 1 g/L であり、制限酵素処理溶液の組成は DNA 溶液 0.5 L, 10  

H Buffer 2 L, EcoRI 0.75 L, SalI 0.75 L, 超純水 16 L であった。それぞれの溶液を 37 

C で 1 時間静置することで制限酵素処理を行った。その後、得られた反応液を 1% アガロ

ースゲル（和光純薬工業株式会社の GelGreen 含有）を用いて 20 分間電気泳動し、DNA サ

イズを確認後、目的の大きさの DNA を含むゲルを切り出した。切り出したゲル切片から

QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて DNA 抽出を行った。得られた精製物を

Takara Ligation kit ver.2 を用いてライゲーションした。液組成は、キットの Solution I（ラ

イゲース含有液）3 L に対して、インサート DNA 溶液 1 L、ベクターDNA 溶液 2 L と

し、16 C で 1 時間静置し、反応させた。ライゲーション産物を、2 L 大腸菌 DH5株 25 

L（ニッポンジーン株式会社、商品名 ECOS）にメーカープロトコル通りに遺伝子導入し、

100 g/mL Ampicillin（Amp; 和光純薬工業）を加えた LB 寒天培地上に菌体含有液を塗布

し、37 C で一晩培養した。翌日、コロニーを 3 mL の LB 液体培地（Amp 含有）に滅菌し

たつまようじを用いて移し、さらに 37 C で一晩振盪培養した。この際、Ampicillin 含有 LB

プレートにもコロニーを移し、37 C で一晩培養した。翌日、液体培地の大腸菌を遠心によ

り沈殿させて回収し、大腸菌からプラスミド(Gag/pCIneo)を QIAprep Spin Miniprep kit を

用いて精製した。配列はシーケンス解析を行って確認した。その後、前日に取っておいた LB

寒天培地から大腸菌をピックアップし、200 mL の LB 液体培地（Amp）で 37 C で一晩振

盪培養した。翌日、大腸菌を遠心により沈殿させ、NucleoBond Xtra Midi（Clontech）を用

いてプラスミドを抽出した。得られたプラスミドに挿入された Gag 遺伝子の配列は、ファ

スマック株式会社に依頼してシーケンス解析を行い、確認した。 

  YC3.60/pcDNA3、YC3.60-CaaX/pcDNA3、O-GECO1/pcDNA3 は永井研所有のもの
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を用いた。 

 R-CEPIA1 の発現プラスミドは以下のようにして作製した。まず、R-CEPIA1 の DNA 配

列の一部とコザック配列(ccacc)を持つ合成 DNA フラグメント、BamHI-R-CEPIA1-MluI、

MluI－R-CEPIA1－EcoRI を ThermoFisher より購入した（GeneArt Strings）。購入した DNA

断片は 40 L の超純水にそれぞれ溶解し、BamHI-R-CEPIA-MluI は BamHI および MluI、

MluI-R-CEPIA1-EcoRI は MluI および EcoRI で制限酵素処理した。制限酵素処理した DNA

断片をそれぞれゲル電気泳動およびゲル抽出により精製した。同様に、pcDNA3 を BamHI

および EcoRI で制限酵素処理し、ゲル電気泳動およびゲル抽出により精製した。得られた

２つの R-CEPIA1 の DNA 断片と pcDNA3 の断片を Ligation kit ver.２(タカラバイオ)によ

り、ライゲーションした。その後、前述の方法で大腸菌 DH5αに遺伝子導入し、R-

CEPIA1/pcDNA3 のプラスミドを得た。 

 さらに、R-CEPIA1 に細胞膜結合配列を付与した。細胞膜結合モチーフは、ヒト Lyn キ

ナーゼの N 末端配列（Lyn；MGCIKSKGKDSA）および YC3.60-CaaX の CaaX モチーフを

用 い た 。 Lyn の R-CEPIA1 の N 末 へ の 付 与 は 、 以 下 の よ う に 行 っ た 。 ま ず R-

CEPICA1/pcDNA3 を KpnI で制限酵素処理した。液組成は DNA 1 L, 10  L Buffer 1 L, 

KpnI 0.5 L, 超純水 7.5 L 混合し、37 C で１時間処理した。 その後、10  H Buffer を

2 L、BamHI を 0.75 L、超純水を 7.25 L 加えて 37 C で１時間処理した。処理液を 1%

アガロース電気泳動によりベクター部分（~6700 kbp）に相当する DNA 断片を精製した。

Lyn をコードする DNA を持つ二つの合成 DNA オリゴ Lyn_Fw および Lyn_Rw をファスマ

ック株式会社から Tris-EDTA 溶液として購入した。100 M のそれぞれの溶液を 15 L ず

つ混合し、ブロックインキュベーターを用いて 98 C で 10 分間処理したのち、2 時間かけ

て 23 C まで徐々に冷却することでアニールさせた。アニールした LynDNA 断片と制限酵

素処理した R-CEPIA1/pcDNA3 をライゲーションし、Lyn-R-CEPIA1/pcDNA3 のプラス

ミドを取得した。 
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R-CEPIA1-CaaX/pcDNA3 は以下のように作製した。まず、R-CEPIA1/pcDNA3 をテン

プレート、pcDNA3_Fw および R-CEPIA1_Rw をプライマーとして PCR（polymerase chain 

reaction）により R-CEPIA1 の DNA 断片とした。同時に、YC3.60/pcDNA3 をテンプレー

ト、YC_SmaI_CaaX_Fw および pcDNA3_Rw をプライマーとして PCR を行い、CaaX の

DNA 断片とした。それぞれをアガロースゲル電気泳動でサイズを確認後、ゲル抽出によっ

て精製した。R-CEPIA1 DNA 断片を BamHI、CaaX DNA 断片を EcoRI および SmaI を用

いて制限酵素処理し、アガロースゲル電気泳動により断片を精製した。得られた酵素処理断

片を、BamHI および EcoRI で制限酵素処理した pcDNA3 とライゲーションし、前述の方

法と同様に DH5を用いてクローニングして R-CEPIA1-CaaX/pcDNA3 のプラスミドを取

得した。 

Lyn-O-GECO1 を発現するプラスミドは、R-CEPIA1 と同様の方法で作製した。O-

GECO1/pcDNA3（永井研所有）を用い、Lyn 配列をコードする DNA を KpnI と BamHI の

認識サイトの間に挿入することで、Lyn 配列を N 末に持つ O-GECO1 の発現プラスミド

（Lyn-O-GECO1/pcDNA3）を取得した。 

 CNG チャネル（CNGA2）の遺伝子はマウスの脳由来 cDNA ライブラリー（GenoStaff

株式会社製）から、PCR を用いて取得した。まず、cDNA ライブラリー溶液をテンプレー

トとして、CNGA2 の mRNA の非翻訳領域と相同な配列を持つ CNGA2_cloning_Fw およ

び CNGA2_cloning_Rw を用いて、KOD plus neo をポリメレースとして用いた。組成はテ

ンプレート 0.5 L、プライマーそれぞれ 10 M 溶液 0.75L、KOD plus neo Buffer 2.5 

L、2 mM dNTPs 2.5 L、25 mM MgSO4 1.5 L, KOD plus neo (1U/L) 0.5 L、MilliQ

水 16.5 L を混合し、サーマルサイクラーを用いて反応させた。温度条件は 94 C 2 分の

のち、「98 C 10 秒、58 C 30 秒、68 C 1 分」のサイクルを 15 回繰り返した。得られた

CNGA2 の DNA 断片が含まれている PCR 溶液をテンプレート、XhoI_CNGA2_Fｗおよ

び CNGA2_NotI_Rw をプライマーとして用いて PCR を行い、CNGA2 の DNA 配列の 5’
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末に XhoI とコザック配列(ccacc)および 3’末に NotI の認識配列を付与した。溶液組成は上

記および温度条件は cDNA ライブラリーに対して行った PCR と同一であるが、サイクル

は 25 回繰り返した。 得られた DNA 断片を NucleoSpin Gel and PCR Clean-up（タカラ

バイオ）を用いてカラム精製した。精製液を 12 L 用いて、それぞれを XhoI および NotI

（いずれもタカラバイオ）を用いて 37 C で 1 時間制限酵素処理した。その後、1%アガロ

ースゲル電気泳動により分離し、CNGA2 の DNA サイズに相当するサイズのバンド（約

2000bp）をゲルごと切り出し、ゲル抽出により精製した。精製した DNA を、上記と同様

に XhoI および NotI で制限酵素処理した pCI-neo ベクター（プロメガ株式会社）に、

Ligation kit ver.2（タカラバイオ）を用いてライゲーションした。その後、前述の方法と

同様に大腸菌 DH5株に遺伝子導入し、CNGA2/pCIneo のプラスミドを得た。 

得られたプラスミドは、ファスマック株式会社に依頼して全長の DNA 配列を確認して、

データベースに記載の物と合致することを確認した（Genbank ID,NM_007724）。 

 キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の ORCO（DmelORCO）の DNA

は、合成 DNA として GenScript 社より購入した。これらの DNA は、ヒト（Homo 

sapiens）にコドンを最適化し（付録参照）、pUC57 の EcoRI および SalI の認識配列の間に

挿入された状態で得られた。 

 蛍光タンパク質 Venus と融合した ORCO（Venus-ORCO）の構築を行った。まず、

ORCO および Venus の遺伝子配列を PCR により増幅した。PCR は KOD plus neo を用い

て、メーカーの説明書通りの組成で行った。購入した ORCO/pUC57 をテンプレートと

し、プライマーに GTGGS-ORCO_Fｗおよび ORCO_Rw を用いて PCR を行い、ORCO

の配列を増幅した。並行して Venus/pcDNA3（永井研所有）をテンプレートとして、

IF_EcoRI_Venus_Fw と Venus-GTGGS_Rw を用いて、PCR を行い、Venus の遺伝子を

含む DNA 断片を増幅した。得られた PCR 産物をアガロースゲル電気泳動により分離し、

該当するサイズの DNA（ORCO; 約 1500bp, Venus;約 720 bp）を切り出して、それぞれ
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ゲル抽出した。得られた２つの精製 DNA 断片を、EcoRI および SalI で処理した pCIneo

と混合比 1:1:1 で混合し、In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech)を用いて 15 分 50C で反

応させ、結合させた。In-Fusion 反応液を 2 L を 50 L DH5株に遺伝子導入し、前述の

方法と同様にして大腸菌から Venus 融合 ORCO 発現プラスミド（Venus-

ORCO/pCIneo）を得た。 

次にこの遺伝子を、定常発現株用のプラスミドベクター（pIRESpuro3, タカラバイオ株

式会社）に移し替えた。まず、pIRESpuro3 および Venus-ORCO/pCIneo を、NheI で制

限酵素処理した。組成は DNA 1 L に対して、NheI 1L、至適バッファー（10M 

Buffer）1 L、MilliQ 水 7 L を加え、37 C で１時間静置した。その後、それぞれに

NotI 1 L、制限酵素に付属の BSA 溶液 2 L、Triton-X 溶液 2 L、10H Buffer 1.5 

L、MilliQ 水 3.5L を加え、さらに１時間、37 C で反応させた。得られた制限酵素処理

DNA をアガロースゲル電気泳動で分離し、Venus-ORCO（約 2200bp）と pIRESpuro3 ベ

クターに相当する大きさのバンドを切り出して、ゲル抽出により精製した。精製 DNA 断

片を、Ligation kit ver.2 を用いてライゲーションし、大腸菌 DH5株に遺伝子導入して、

定常発現株用プラスミド Venus-ORCO/pIRESpuro3 を取得した。 

myc-ORCO の哺乳細胞発現プラスミドは、GenScript 社から購入した ORCO/pUC57

を pCIneo ベクターにサブクローニングすることで作製した。まず、ORCO/pUC57 およ

び空の pCIneo ベクターを、 EcoRI および SalI で制限酵素処理した。その後、1%アガロ

ースゲル電気泳動により DNA を分離し、それぞれ 1500bp、5500bp に相当する DNA の

バンドをゲルから切り出した。その後ゲル抽出により DNA の精製を行った。得られた精

製 DNA 断片を Ligation kit ver.2 によりライゲーションさせ、大腸菌 DH5株に遺伝子導

入して前述の方法と同様にして DNA 抽出を行い、myc-ORCO/pCIneo のプラスミドを取

得した。 
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ORCO-myc の哺乳細胞発現プラスミド、ORCO-myc/pCIneo は以下のように取得し

た。まず、myc-ORCO/pCIneo をテンプレートとし、IF_EcoRI_ORCO_Fｗおよび

ORCO_myc_Rw をプライマーに用いて、C 末に myc 配列の DNA が付随した DNA 断片

を増幅した。並行して pCIneo ベクターを EcoRI および SalI で処理し、DNA 断片にし

た。上記の２つの DNA 断片を 1%アガロースゲル電気泳動により分離し、ゲル抽出によ

り精製した。精製した DNA 断片を InFusion Cloning HD を用いて、プラスミドとし、大

腸菌 DH5株に遺伝子導入して増幅させた。その後、前述の方法と同様にして、ORCO-

myc の哺乳細胞発現プラスミド、ORCO-myc/pCIneo を取得した。 

 N 末に細胞膜移行シグナルおよび可視化のための蛍光タンパク質 Venus を融合させた

ORCO を哺乳類細胞に定常発現させるためのプラスミドを構築した。細胞膜移行シグナル

は、光遺伝学での膜移行向上において有効性が報告されている Kir2.1 の小胞体外移行シグ

ナル（FCEYENEV）および細胞膜移行シグナル（KSRITSEGEYIPLDQIDINV）の組み合

わせを採用した 44。 

ORCO への前記のシグナル配列の DNA 上での融合は、PCR により行った。まず、

Venus-ORCO/pCIneo をテンプレートに、IF_EcoRI_Venus_Fw および Venus-

TraffickingSig(1-32)_Rw をプライマーとして、PCR により遺伝子を増幅した。さらに、

PCR 産物を 500 倍 MilliQ で希釈したもの 1 L をテンプレートとし、プライマーに

IF_EcoRI_Venus_Fw および TraffickingSig（14-60）_Rw を用いて PCR を行い、Venus と

細胞膜移行シグナルの DNA を融合させた。並行して、Venus-ORCO/pCIneo をテンプレ

ートとして用い、プライマーに TraffickingSig(46-60)-Erex-ORCO_Fw および ORCO_Rw

を用いて、細胞膜移行シグナルの DNA の 3’末と小胞体外移行シグナルの DNA 配列を

ORCO の DNA の 5’末に融合させた。上記の２つの PCR 産物（Venus の DNA 断片、

ORCO の DNA 断片）、および EcoRI と SalI で制限酵素処理した pCIneo ベクターを、1%

アガロースゲル電気泳動により分離し、ゲル抽出により精製した。精製した３種類の
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DNA 断片を In-Fusion HD Cloning Kit 用いて融合させた。混合条件は In-Fusion 酵素溶

液 1 L に対して、3 種類の DNA 断片それぞれ 1.3 L ずつとした。In-Fusion 反応させた

DNA を大腸菌 DH5株を用いて前述の方法と同様にして遺伝子導入して DNA 抽出し、N

末に蛍光タンパク質 Venus および２種の移行シグナル配列を融合した ORCO（Venus-TS-

ORCO）を発現するプラスミド Venus-TS-ORCO/pCIneo を得た。 

 Venus-TS-ORCO を定常発現させるためのプラスミドは、Venus-ORCO を定常発現さ

せるためのプラスミド（Venus-ORCO/pIRESpuro3）と全く同様の手順を、Venus-TS-

ORCO/pCIneo を用いて行った。すなわち、NheI および NotI を用いて Venus-TS-

ORCO/pCIneo および pIRESpuro3 を制限酵素処理し、その後、得られた Venus-TS-

ORCO および pIRESpuro3 の DNA 断片をライゲーションして取得した。 

 

VLP の作製 

 VLP 作製には、HEK293FT 細胞（ThermoFisher）を用いた。HEK293FT 細胞は、10％

ウシ胎児血清、非必須アミン酸（Non-esssensial amino acid; Gibco）を添加したダルベッコ

改変イーグル培地（DMEM, Sigma-Aldrich 社製） 内で、5%CO2、37 C 環境下で培養し

た。 

 まず、4105 個mL1 の HEK293FT を含有する DMEM 11.5 mL を, T-75 培養フラスコ

（Corning）に移し、一晩培養した。翌日、リポフェクション法により Gag/pCIneo を遺伝

子導入した。リポフェクションは以下のように行った。5 g の Gag/pCIneo を含む DNA

溶液、15 L の Lipofectamine2000 (ThermoFisher) をそれぞれ別チューブの 0.75 mL の

OptiMEM（ThermoFisher）に希釈し、それらの希釈液を混合して 5 分間室温で静置後、培

地と混合した。リポフェクション後、４～６時間後、培地交換し、さらに 2 日間培養した。

この間に VLP が培地に放出されると考えられる。２日培養後、培地を全量回収し、遠心

（2,000  g, 10 分）およびフィルター濾過（0.45 m）により粗精製した。さらに高速遠心
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機（CS100FNX、日立工機）を用いて高速遠心（110,000  g, 4 C, 1 時間）を行い、VLP を

沈殿させた。沈殿物は目視できなかったが、上清を除去後、リン酸緩衝液（PBS）1 mL で

チューブ底面を洗浄し、さらに 100 L PBS でピペッティングすることで VLP 分散液とし

た。 

 FRET 型カルシウムインジケーター（GECI）、YC3.60、YC3.60-CaaX のいずれかを含む

VLP は、前述の方法で HEK293FT 細胞に導入する遺伝子を、GECI 発現プラスミドのいず

れか 3.5 g と、Gag/pCIneo 11 g を混合して行った以外は、前述の方法と同様に作製し

た。 

 蛍光強度変化型 GECI、R-CEPIA1、Lyn-R-CEPIA1、R-CEPIA1-CaaX のいずれかを含む

VLP の作製は、GECI の哺乳細胞発現プラスミドのいずれか 4 g と Gag/pCIneo 11 g を

混合して遺伝子導入を行った以外は、前述の方法と同様にして行った。 

 CNG チャネルを含む VLP の作製は、HEK293FT 細胞への遺伝子導入を、Gag/pCIneo (8 

g)、Lyn-R-CEPIA1/pcDNA3 (4 g)、CNG2A/pCIneo (4 g) を混合して行った以外は、前述の

方法と同様にして行った。 

 ORCO の定常発現株からの VLP の作製は、HEK293FT 細胞の代わりに定常発現株に

Gag/pCIneo 11 g、R-CEPIA1-CaaX/pcDNA3 4 g を遺伝子導入後、上記と同様の方法で行っ

た。 

 

動的光散乱法による VLP 粒径測定 

 回収した VLP 分散液に VLP が含まれていることを確かめるために、動的光散乱法によ

り粒形分布測定を行った。測定装置は ELSZ-1000（大塚電子）を用い、マイクロセルで計

測した。散乱角は 165、温度は 25 C、溶媒粘度は水（0.89）とし、1 測定あたり 70 回積

算として個数分布を求めた。解析は Marquardt 法を用いてフィッティングを行い、粒径分

布を解析した。実験は 3 回繰り返し行った。 
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VLP の SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

作製した VLP の総タンパク質量をビシンコニン酸法（BCA 法）で定量した。まず、VLP

分散液を等量の溶解バッファー［組成：NaCl (137 mM), sodium deoxycholate (2%), Triton-

X100(2%), SDS (1%), EDTA (2 mM), Tris (20 mM, pH 7.6)]と混合し、VLP を溶解させ

た。溶解液中のタンパク質量を、タカラバイオ株式会社の TaKaRa BCA Protein Assay Kit

を用い、付属の BSA を標準タンパク質量試薬として説明書に従って定量した。得られた VLP

溶液を SDS-PAGE 法により分析した。BCA 法により定量した 0.1g タンパク質相当量の

VLP 溶液を NuPAGE LDS sample buffer（ThermoFisher）およびジチオトレイトール（製

品名；NuPAGE Reducing reagent）とそれぞれ 15 L, 6 L, 2.4 L の比で混合した後、70 

C で 10 分間加熱し、SDS-PAGE のサンプル液とした。サンプル液を 5-20%ポリアクリル

アミドゲル（E-R520L、アトー株式会社）に分子量マーカーとともにアプライし、 80 分間

22 mA の定電流を通電させ泳動した。分子量マーカーにはプレシジョン Plus プロテインプ

レステインドスタンダード（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を用いた。泳動後、ゲルを、クマ

シーブリリアントブルーを含むタンパク質染色試薬（EzStain AQua, アトー株式会社）によ

り染色した。 

 

YC3.6-CaaX 含有 VLP の共焦点顕微鏡観測 

観察用ディッシュをガラスボトムディッシュ（IWAKI）のガラス部分に poly-L-lysine 溶

液（Sigma-Aldrich）をたらしてガラス面全体を濡らし、5 分室温で静置後、３回 PBS で洗

浄することで作製した。そこに、10 倍に PBS で希釈した YC3.6-CaaX-VLP 溶液を加え、1

時間以上 4 C で遮光して静置することで、VLP をガラス面に定着させた。顕微鏡観察直前

に、液を 20 mM の HEPES（4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid）を含む

カルシウム・マグネシウム不含ハンクス平衡塩溶液（H-HBSS(-), pH 7.4）に置換した。H-
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HBSS(-)は、和光純薬工業の 10×HBSS(-) without Phenol Red に 20 mM の HEPES 粉末

（Sigma-Aldrich）を溶解させ、塩酸（和光純薬工業）を滴下することで pH を 7.4 に調整し

た。 

VLP の観察はレーザー走査型共焦点顕微鏡 FV-1000（オリンパス株式会社）で 60 倍油浸

レンズ（NA=1.35, オリンパス）を用いて行い、458 nm レーザーで励起して観察した。

Confocal aperture を 800 nm と設定し、制御ソフトウェア上で 5 倍の拡大を行った。蛍光

は 475-510 nm と 515-615 nm の２つの波長域を検出し、それぞれのシグナル強度を FCFP、

FFRET とした。 

VLP 内の Ca2+濃度は、イオノマイシンと VLP 外部の液の Ca2+濃度を変えることで強

制的に変化させた。イオノマイシンは細胞膜でイオノフォアとして働くことが知られてお

り、イオノマイシンを加えることで VLP 内の Ca2+濃度は、VLP 外部の液と同一にするこ

とができる。イオノマイシン（和光純薬工業）は、あらかじめジメチルスルホキシド（DMSO,

和光純薬工業）を用いて 1 mM の溶液とし、実験当日に希釈水溶液にした。低 Ca2+濃度液

として、H-HBSS(-)にカルシウムキレーターであるグリコールエーテルジアミン四酢酸

（EGTA）4 mM とイオノマイシン 5 M を溶解させた。また、高 Ca2+濃度液として、H-

HBSS(-)に 20 mM CaCl2 とイオノマイシン 2.5 M を溶解させた。また、イオノマイシンを

含まないコントロール溶液も用意した。 

VLP 内の Ca2+濃度変化時は、前述の観測条件で、10 秒間隔で繰り返し撮影を行った。観

察開始（t = 0）後、10 フレーム目の後（90～100 秒）に、低 Ca2+濃度液をディッシュ内の

液と等量マイクロピペットで加え、ピペッティングで混合した。さらに 24 フレーム目の後

に、高 Ca2+濃度液を等量加え、混合した。 

撮影した画像は、画像解析用ソフトウェア Fiji を用いて解析した。解析領域、すなわち

VLP の選択は、以下のように行った。まず、515-616 nm の範囲の蛍光画像において、継時

的に取得した一連の画像のうち、１フレーム目の画像を用いた。バックグラウンド
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を”Subtract Background”機能を用い（設定 20pixel ロールボール）除去後、ノイズ除去のた

めに半径１ピクセルの”Gaussian blur”フィルターをかけた。その後、”Analyze Particles”機

能を用いて、8 ピクセル以上の輝点を選択し、解析対象領域（Region of Interest, ROI）とし

て設定した。 上記の方法で取得した ROI を、上記と同様にバックグラウンドを除去した継

時画像全体（460-515 nm および 515-615 nm の両方）に適応し、ROI ごとに経時的な蛍光

強度変化（FCFP および FFRET）を取得した。この比 FCFP/FFRET を VLP 内の Ca2+濃度変化を

示す値として解析した。 

 

R-CEPIA1 含有 VLP の顕微鏡下測定 

 Lyn-R-CEPIA1、Lyn-O-GECO1 または R-CEPIA1-CaaX を含有する VLP は、前述の

YC3.6-CaaX 含有 VLP と同様の方法でガラスボトムディッシュに定着させ、H-HBSS(-)内

で顕微鏡観察を行った。顕微鏡は倒立蛍光顕微鏡 IX81（オリンパス株式会社）を用いた。

光源としてキセノンランプ（U-RX-T、オリンパス株式会社）、対物レンズは 60 倍の油浸

レンズ（UPLSAPO、NA=1.35、オリンパス株式会社）を用い、赤色蛍光タンパク質用フ

ィルターセット U-MRFPHQ（オリンパス株式会社）を用いて EM-CCD カメラ

（ImagEM, 浜松ホトニクス株式会社）で撮像した。撮影用ソフトウェア AQUACOSMOS

（浜松ホトニクス）を介して PC 上から顕微鏡、シャッター、カメラの制御を行い、露光

時間 200 ms、EM Gain 200 の設定で、10 秒ごとにシャッターを開いて撮像した。 

 VLP に対する Ca2+刺激は、目的の終濃度に対して２倍の濃度の CaCl2 溶液およびイオノ

マイシン溶液を、VLP が浸っている H-HBSS(-)に等量混合して行った。 

 取得した画像は、Fiji を用いて解析した。ただし、ROI の選択は各経時スタック画像

の最後の画像を用いて行った。最初の 5 フレームの画像における蛍光強度の平均を初期蛍

光強度 F0 とした。その後、各フレームにおける、VLP の蛍光強度と初期蛍光強度 F0 との

差をF として算出し、それぞれの VLP のF /F0 の平均を、応答として評価した。 
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CNG－VLP の応答測定 

 VLP 上での CNG の活性化検出は、顕微鏡観察により行った。観測条件、解析方法は前

項の R-CEPIA1 含有 VLP のときと同様にした。アゴニスト刺激は、終濃度の２倍量の 8-

Br-cGMP (Sigma-Aldrich)を 2 mM CaCl2 含有 H-HBSS 溶解させた刺激溶液を、観察バッ

ファーと等量加えて行った。 

 

ORCO 定常発現株の樹立 

 Venus-ORCO または Venus-TS-ORCO の定常発現株は以下のようにして作製した。

Venus-ORCO/pIRESpuro3 または Venus-TS-ORCO/pIRESpuro3 を、HEK293FT 細胞に

リポフェクション法により遺伝子導入した。まず、6 センチカルチャーディッシュに細胞

を 2  105 個播種した。培養条件は 4-3 に記載のものと同様にした。翌日、Venus-

ORCO/pIRESpuro3 または Venus-TS-ORCO/pIRESpuro3 2 g を、Lipofectamine2000 

6 L を用いて、Lipofectamine2000 の説明書に従い、遺伝子導入した。リポフェクション

後、６時間後に DMEM 培地を交換し、Lipofectamine2000 を除いた。さらに翌日、細胞

の 10 分の１量を、10 センチディッシュに播種し、puromycin (Gibco) 1.5 g/mL を含む

DMEM で培養した。２，３日おきに培地を新鮮な puromycin 含有 DMEM に交換し、約

10 日培養した。培養細胞のコロニーの形成が確認されたため、マイクロピペットを用いて

分取し、12 ウェルカルチャープレートに移した。このそれぞれのコロニーを、異なる細胞

株として取得した。 

 

定常発現株の応答性評価 

 Venus-ORCO 定常発現株、Venus-TS-ORCO 定常発現株の評価は、ORCO のアゴニス

ト VUAA1 に対する応答をカルシウムイメージングにより検出して行った。まず DMEM

中の各細胞株を、96 ウェル黒色壁イメージングプレート（BioCoat Poly-D-Lysine, 
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Corning）に播種した。翌日、各ウェルをフェノールレッド不含 DMEM/F-12 培地

（Gibco）で洗浄後、赤色 Ca2+指示色素 Rhod2-AM を終濃度 7.5 M で加え、1 時間 37 

C で静置し、Rhod2-AM を細胞内に取り込ませた。1 時間後、カルシウムイメージング用

緩衝液（2 mM CaCl2 含有 H-HBSS ()）でウェルを洗浄し、100 L 加えて顕微鏡観察用

サンプルとした。 

 顕微鏡観察は、EM-CCD（ImagEM、浜松ホトニクス）を備えた倒立蛍光顕微鏡 IX81

（オリンパス株式会社）を用いて行った。20 倍の対物レンズ（UPLSAPO, NA=0.75）を

用い、赤色蛍光タンパク質用フィルターセット（U-MRFPHQ、オリンパス株式会社）を

用いて Rhod2 の蛍光を観測した。 

VUAA1 を含む刺激溶液は、VUAA1（SigmaAldrich 製）をまず DMSO で 1 M 溶液とし

た後、DMSO 溶液をイメージング用緩衝液で希釈して、終濃度 100 M になるようにウェ

ルに加えた。画像解析ソフト Fiji 上で、”Subtract Background”の機能により背景光を除い

た後、蛍光が観測された細胞を選択し、各時刻における蛍光強度を算出した。その後、

VUAA1 刺激前の 5 フレームの画像における蛍光強度の平均を初期蛍光強度 F0 とした。

VUAA1 刺激後 65 秒間における、各細胞の最大蛍光強度と初期蛍光強度 F0 の差をF とし

て算出し、それぞれの細胞におけるF /F0 の平均を細胞の VUAA1 刺激に対する応答とし

た。 

 

定常発現株中の ORCO の局在評価 

顕微鏡観察用にポリリジンコートガラスディッシュを作製した。0.1%poly-L-Lysine 水

溶液（Sigma-Aldrich）をガラスボトムディッシュ（IWAKI 製）のガラス部分が浸るよう

に加え、5 分間室温で静置したのちに溶液を除去し、その後 PBS で洗浄（1ｍL で３回）

を行うことで作製した。定常発現細胞を FBS10%添加 DMEM （選択薬剤不含）で培養

し、観察前日に、ポリリジンコートガラスディッシュ上に細胞同士が重ならない濃度で播
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種し、さらに１日培養した。翌日、観察直前に観察用のバッファーでディッシュを 5 回洗

浄し、さらに 2ｍL の観察用バッファーを加えて観察用サンプルとした。観察用バッファ

ー（H-HBSS(+)）は、H-HBSS()に終濃度 1.3 mM の CaCl2、0.5 mM の MgCl2、0.4 

mM の MgSO4 を加えて調製した。 

共焦点顕微鏡は、BX61 にマウントされた FV1000（オリンパス株式会社）を用いた。レ

ンズは水浸の 60 倍レンズ（LUMFLN、NA=1.10、オリンパス株式会社製）を用いた。 

Venus-ORCO および Venus-TS-ORCO の観測には、488 nm のレーザー光を照射して

励起光として用い、515-615nm の蛍光を検出した。スキャン速度は 4.0 pixel/sec とし、ズ

ーム機能で 3 倍に拡大し、Kalman フィルターを加えて撮影した。 

 

myc タグ付与 ORCO 発現 HEK293FT 細胞の作製 

 ORCO への外部配列の付与による機能への影響を検証するため、myc-ORCO および

ORCO-myc の HEK293FT 細胞内でのアゴニスト応答を評価した。それぞれを蛍光タンパ

ク質ベースの Ca2+インジケーター(GECI)と同時に HEK293FT 細胞に遺伝子導入し、カル

シウムイメージングを行うことでアゴニスト(VUAA1)に対する機能を評価した。 

 HEK293FT 細胞への遺伝子導入は、リポフェクション法により行った。GECI には O-

GECO1 を用いた。遺伝子導入前日に 5105 個/dish で播種した径 35mm カルチャーディ

ッシュ（Corning）を３枚準備した。翌日、それぞれに、myc-ORCO/pCIneo、ORCO-

myc/pCIneo または空の pCIneo ベクター（いずれか 1 g）を、O-GECO1/pcDNA3（1 

g）と Lipofectamine2000 を 6 L を用いて、遺伝子導入した。遺伝子導入後、5 時間 37 

C でインキュベーションし、培地を新鮮な DMEM に交換した。翌日、遺伝子導入細胞を

トリプシンによりディッシュから剥離させ、ポリ-L-リジンコートしたガラスボトムディッ

シュに播種し、さらに１日培養した。 
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 細胞観測用のバッファーには、H-HBSS(+)を用いた。ガラスボトムディッシュの細胞を

観測直前に H-HBSS（＋）で３回洗浄した後、H-HBSS（＋）を 500 L 加えて顕微鏡観

測用試料とした。O-GECO1 の蛍光は、倒立蛍光顕微鏡 IX81 を用い、キセノンランプを

光源として 40 倍の油浸レンズ（UApoN340, NA=1.35、オリンパス株式会社）および赤色

蛍光タンパク質用のフィルターセット（U-MRFPHQ、オリンパス株式会社）を通して

EM-CCD（ImagEM, 浜松ホトニクス）で観測した。観測条件は、露光時間 100 ms、EM

ゲイン 120 に設定し、5 秒間隔でシャッターを開いて蛍光画像を取得した。 

 観測開始から 30 秒間（6 フレーム）観測後、200 M の VUAA1 を含む H-HBSS（＋）

を観測バッファーに等量加えて、終濃度 100 M となるようにした。その後、65 秒間（13

フレーム）撮影を続け、蛍光強度の変化を観測した。 

 蛍光強度の解析は Fiji を用いて行った。背景光を”Subtract Background”の機能により除

いたのち、Fiji 上で蛍光が観測された細胞を選択し、各時刻における蛍光強度を算出し

た。その後、VUAA1 刺激前の 5 フレームの画像における蛍光強度の平均を初期蛍光強度

F0 とした。VUAA1 刺激後 65 秒間における、各細胞の最大蛍光強度と初期蛍光強度 F0 の

差をF として算出し、それぞれの細胞におけるF /F0 の平均を細胞の VUAA1 刺激に対す

る応答とした。 

 

プレートリーダーによる ORCO 定常発現株の評価 

 DMEM 中で培養されている Venus-ORCO 定常発現株、Venus-TS-ORCO 定常発現株

を、96well 黒色透明底カルチャープレート（BioCoat Poly-D-Lysine coat、Corning 社）に

4104 個/well の割合で播種した。その後、約 15 時間培養し、ウェルの底で細胞がコンフ

ルエントに達するようにした。カルシウム指示薬として Rhod2-AM を 5 M 濃度で加え、

さらに 2 時間、37 C で培養した。2 時間後、2 mM の CaCl2 を含む H-HBSS(-)で２回ウ

ェルを洗浄後、100 L の 2 mM CaCl2 含有 H-HBSS(-)をウェルに満たした。 
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 細胞に導入した Rhod2 の蛍光強度変化は、プレートリーダー（M1000Pro、Tecan 社）

を用いて行い、5405 nm の励起光に対する 585 10 nm の蛍光を検出した。まず各ウェル

について 5 回、蛍光強度測定を行い、初期蛍光強度 F0 とした。その後、設定した終濃度の

3 倍の VUAA1 および 2 mM の CaCl2 を含む H-HBSS(-)を 50 L マイクロピペットにより

加えた。VUAA1 は終濃度が 1.0, 3.3, 10, 20, 33, 50, 100, 330 M となるように加えた。 

その後 100 秒間、各ウェルの蛍光強度変化を継時測定し、測定時間中における各ウェルの

最大蛍光強度と F0 との差分をF として算出し、F/F0 を蛍光強度変化率として算出し

た。 

 

ORCO 定常発現株由来 VLP のアゴニスト応答解析 

 Venus-ORCO 定常発現株、Venus-TS-ORCO 定常発現株、および遺伝子導入していな

い HEK293FT 細胞（Mock 細胞）に、それぞれリポフェクション法により Gag/pCIneo お

よび R-CEPIA1-CaaX/pcDNA3 をリポフェクション法により遺伝子導入した。その後、第

二章に記載の方法で、VLP を回収し、ガラスディッシュ上に接着させた。VLP は倒立蛍

光顕微鏡 IX-81 で観測した。R-CEPIA1 の蛍光検出は赤色蛍光タンパク質用フィルターセ

ット（オリンパス株式会社、U-MRFPHQ）を用いた。レンズは 60 倍の油浸レンズ（オリ

ンパス株式会社、UPLSAPO、NA=1.35）を用いた。 

 顕微鏡下で観測しながら、VUAA1 に対する蛍光変化を測定した。観察用バッファーに

は H-HBSS(－)を用いた。バッファーに終濃度 2 mM CaCl2 と 100M VUAA1 となるよう

にそれぞれの H-HBSS(－）溶液を、それぞれ観測開始後 60 秒、160 秒後に順に加えた。

その後、観測時間が 290 秒になるまでさらに観測を続けた。 
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2.3 結果と考察 

2.3.1 VLP の粒径解析 

HEK293FT 細 胞 に Gag を 発 現 さ せ て 作 製 し た VLP 分 散 液 を 、 動 的 光 散 乱 法

（DynamicLight Scattering; DLS）で解析した。その結果、図 2-2 に示すように 100 nm

程度の大きさの粒子を含む個数分布を得た。電子顕微鏡解析では、Gag により形成される

VLP の粒径は直径 100－200 nm 程度の幅広い分布を示すことが報告されている 45。今回

取得した分布は、それよりも小さな粒子も含んでいるが、電子顕微鏡では、内部に Gag の

タンパク質が十分に存在し、顕微鏡下で構造が観測されるものを VLP として分類し、そ

の粒径を計測しているが、DLS では散乱光を測定するので、そのような分類はできない。

すなわち、Gag の量が少ない粒子が混在して計測されたと考えらえれる。一方で、

Gag/pCIneo を導入していない HEK293FT 細胞の培地から取得した分散液からは適切な

光量の散乱光を検出することができず、適切な自己相関関数が得られなかった。すなわち、

散乱を生じさせる十分な量の粒子が存在しないことを意味している。この結果より、Gag

を HEK293FT 細胞に発現させることにより、培地から VLP を作製、回収が可能である

と判断した。 

 

図 2-2: 動的散乱光法による Gag からなる VLP の個数分布.  
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2.3.2 VLP に組み込む GECI 局在性の決定 

 VLP 内部の Ca2+濃度変化を検出するため、GECI を VLP に内包させることを試みた。ま

ずは、GECI のホスト細胞への発現様式を検討した。HIV-VLP は、Gag 発現細胞の細胞膜

の内側に Gag タンパク質が集まり、細胞膜を内側から押し上げるようにして小胞を形成す

るため 46、細胞由来の細胞質および細胞膜、さらにそれぞれに発現しているタンパク質を持

つことが予想される。VLP 内部の Ca2+濃度変化を計測するには、細胞膜、細胞質のいずれ

に GECI を発現させたほうがよいか、それぞれに局在する GECI を比較することで検証し

た。GECI は、Förester 共鳴エネルギー移動(FRET)型の Ca2+センサーYC3.60 およびその細

胞膜結合型の YC3.60-CaaX を用いた 47。それぞれを用いて作製した VLP を BCA 法により

タンパク質定量し、0.1 g のタンパク質量に相当する量を SDS-PAGE により泳動した。そ

の際、YC3.60、YC3.60-CaaX いずれも含まない VLP 分散液も比較のために泳動した。その

結果を図 2-3 に示す。いずれのレーンでも観測されているバンド（図中アスタリスク）は、

その分子量から Gag タンパク質（分子量 56 kDa）に由来すると考えられる。YC3.60-VLP, 

YC3.60-CaaX-VLP のいずれも、この Gag のバンドが同程度の濃さであったことから、BCA

法によりほぼ同程度の VLP 溶液として調製できたと判断した。 

 

図 2-3; Gag からなる VLP の SDS-PAGE 結果. (1) YC-3.60-CaaX 含有 VLP, (2) YC-3.60 含

有 VLP, (3) いずれも含まない VLP アスタリスクは Gag の分子量（56kDa）に相当するバ

ンドを示す 
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 次に、YC3.60-VLP および YC3.6-Caax－VLP の GECI 量を比較するため、それぞれの蛍

光強度を測定した。測定は、蛍光分光光度計 FP-8500（日本分光株式会社）を用いて行い、

10 ug/mL のタンパク質を含む VLP 溶液を 0.35 mL の石英セル中で計測した。励起光は 440 

 5nm に設定し、1 nm 間隔で 460 nm から 580 nm の蛍光をスキャン計測した。同様の測

定を３回繰り返し、蛍光強度の平均をプロットした。その結果、YC3.60-CaaX-VLP では２

つのピーク（477 nm および 527 nm）を持つ蛍光スペクトルを得られた（図 2-4）。このス

ペクトルは、精製された YC3.60 の蛍光スペクトルの特徴と一致する 47。一方で、YC3.60-

VLP からは同様の蛍光スペクトルを得られなかった。このことから、細胞膜結合体である

YC3.60-CaaX は効率的に VLP に内包されることが分かった。 

 

 

図 2-4 ; 蛍光分光器による YC3.6 含有 VLP（黒）と YC3.6-CaaX 含有 VLP（赤）の蛍光ス

ペクトル。それぞれ 0.1 g を PBS に分散させた。励起光は 440  5 nm。エラーバーは標準

誤差を示す（n=3） 

 

 この要因の１つとして、細胞と VLP の粒径の違いが考えられる。YC3.60 と YC3.60-CaaX

の細胞内での発現量が同一であると仮定し、それぞれが細胞質、細胞膜に全て移行するとし

て、細胞を細胞質と細胞膜のみからなる真球として近似すると、細胞質、細胞膜に存在する
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タンパク質濃度 C および膜上濃度 Cpm はそれぞれ以下のように与えられる。 

𝐶 =
3𝑛

4𝜋𝑟3
 

𝐶pm =
𝑛

4𝜋𝑟2
 

ただし、ここで n は YC3.60 または YC3.60-CaaX のモル量、r は細胞の半径とする。この

細胞から、粒径が細胞の a 倍の VLP が形成したとすると、VLP に取り込まれる YC3.60 と

YC3.60-CaaX はそれぞれ a3n、 a2n と与えられる。したがって、粒径が 100 nm の VLP が

10 m の細胞から形成される、つまり a=0.01 とすると、YC3.60 の VLP は YC3.60-CaaX

の 10 分の１量となる。このような粒径の差が、VLP への YC3.60 と YC3.60-CaaX の取り

込み量の差の原因として考えられる。 

 

2.3.3 VLP 内の Ca2+濃度変化の計測 

 次に、VLP 内の Ca2+濃度変化を GECI により観測するため、顕微鏡下で観測した。 

観察された YC3.6-CaaX VLP の例を図 2-5A に示す。観察された VLP の画像上の大きさ

は、およそ直径 500 nm 程度であった。これは DLS で観測結果と一致しないが、同様の条

件 で 観 察 し た 直 径 100 nm の 蛍 光 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ （ FluoSpheres Yellow-green 

Fluorescent, ThermoFisher）も同程度の大きさとして観察されたことから、光学限界による

ものと判断した。一方で、VLP が凝集したものと思われる、明らかに大きな蛍光体（＞1 m）

も観察された。これは、ガラス面への接着過程で形成された可能性がある。VLP の解析を

行う際は、このような大きな蛍光体は解析から外した。 

 低 Ca2+濃度液を加えた直後から、FCFP の減少および FFRET の上昇がみられた。これは VLP

内部の Ca2+濃度が低下に対する YC3.60 の応答を示している 47。YC3.60 の応答の指標すな

わち VLP 内部の Ca2+濃度変化の指標として FCFP と FFRET の比（FFRET / FCFP）を用いた。200

個の VLP を対象に、FFRET / FCFP の変化を評価したところ、低 Ca2+濃度液を加えたときに
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30％数値が低下することが分かった（図 2-5C）。その後、高 Ca2+濃度液を加えたとき、FFRET 

/ FCFP は上昇したが、その値は初期値と同程度の値にとどまった。加えた Ca2+濃度は 2 mM

と YC3.60 の検出範囲を大きく上回る濃度であることから、この結果は、VLP 内部の Ca2+

初期濃度が YC3.60 の有効濃度（上限 1 M 程度 47）以上であった可能性を示している。 

 一方で、イオノマイシンを加えずに外部の Ca2+濃度のみを変化させたコントロール実験

においては、上記のような FFRET / FCFP は検出されなかった（図 2-5B）。このことから、

YC3.60-CaaX の蛍光変化は VLP 内部の Ca2+濃度変化を検出していることを確認した。 

 以上の結果から、VLP 内部の Ca2+濃度変化が膜結合型の GECI を用いて顕微鏡法により

計測できること、VLP 内部の Ca2+濃度が YC3.60 の検出可能範囲よりも高濃度であること

が分かった。受容体シグナルによる VLP 内部への Ca2+流入を検出するためには、YC3.60

より高濃度の Ca2+に対して応答する GECI を採用する必要があると判断した。  
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図 2-5; YC3.6-CaaX-VLP のカルシウム濃度変化への応答(A) YC3.6-CaaX-VLP と蛍光 PS ビ

ーズ（直径 0.1 m）の共焦点顕微鏡画像 405 nm レーザーで励起し、YC3.6-CaaX-VLP は 

CFP 475−510 nm, FRET 515−615 nm の蛍光像を撮像。PS ビーズは 515−615 nm の蛍光像。バ

ーは 4 μm を示す (B) VLP 中の YC3.6-CaaX の外部 Ca2+濃度変化に対する応答（コントロー

ル実験）エラーバーは標準誤差を示す。n=116、実験は２回行った。 (C) (左)イオノマイシン

により強制的に内部 Ca2+濃度変化を起こした場合の VLP 中 YC3.6-CaaX の応答。n =200、

実験は 3 回行った。 （右）イオノマイシンによる代表的な VLP の CFP、FRET チャンネル

の蛍光強度変化例 

 

以上のように、VLP 内の Ca2＋濃度は、細胞質のような低 Ca2+濃度環境と比較して高く、

YC3.60 のような細胞質に用いられる GECI では、Ca2+濃度の上昇が困難であることが分か

った。設計した VLP センシング系では、受容体シグナルによる Ca2+の VLP 内への流入の

検出を目的としているため、その観測には高濃度の Ca2+領域において Ca2+濃度上昇を観測

できる GECI を用いる必要がある。そこで、近年開発された赤色蛍光タンパク質ベースの

GECI、R-CEPIA1 に着目した 48。R-CEPIA1 は、小胞体などの高 Ca2+濃度の細胞内器官の
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Ca2+濃度変化を計測するために開発され、その Kd 値(450 M)48 は YC3.60（Kd=0.25 M）

47 の 1000 倍以上となる。そこで、R-CEPIA1 であれば、VLP 内の Ca2+濃度上昇を観測でき

ると仮定し、検証することとした。 

 まず、YC3.60 で見られたような細胞膜局在の効果を R-CEPIA1 を用いて検証した。

GECI として R-CEPIA1（細胞質）を用いた場合と、Lyn-R-CEPIA1、R-CEPIA1-CaaX

（細胞膜結合）を用いた場合でガラスボトムディッシュ上に固定化した VLP の観察を試

みた。その結果、Lyn-R-CEPIA1、R-CEPIA1-CaaX を用いた場合は輝点を観察すること

ができた（図 2-6A）。一方で、R-CEPIA1 を用いた場合は、高 Ca2+濃度条件下（5 M イ

オノマイシン、2 mM CaCl2 添加）においても、輝点を観測することができなかった。こ

のことから、YC3.60 と同様、細胞膜結合型にすることで R-CEPIA1 を VLP に効率的に内

包させられることが分かった。 

次に、R-CEPIA1 を用いて Ca2+濃度上昇の観測を試みた。Lyn-R-CEPIA1 と Gag を共

発現させて作製した VLP（Lyn-R-CEPIA1 VLP）の蛍光画像を撮影しながら、VLP 外部

の液に CaCl2（終濃度 2 mM）、イオノマイシン(終濃度 5 M)をそれぞれ撮影開始から

40~50 秒後と 90~100 秒後に加えて、Lyn-R-CEPIA1 の蛍光強度変化を測定した。観測し

た VLP 全体の蛍光強度変化を平均化すると、CaCl2 添加時と、イオノマイシン添加時、い

ずれにおいても蛍光強度が増加した（図 2-6B）。一方で、Lyn-O-GECO1 を GECI として

用いて作成した VLP の蛍光変化を測定したところ、イオノマイシンを加えた場合でも蛍

光強度の増強が見られなかった（図 2-6B）。これは、R-CEPIA1 と比べて、O-GECO1 の

Ca2+に対して結合性が高く（R-CEPIA1; Kd =565M、O-GECO1; Kd =1.5 M）、O-

GECO1 の応答濃度上限が R-CEPIA１と低いため（上限およそ 10 M49）と考えられる。

YC3.60 と同様、VLP 内の Ca2+濃度域では既に O-GECO1 の Ca2+結合サイトが飽和して

いたため、それ以上に Ca2+濃度が上昇しても蛍光強度変化が生じなかったと考えられる。
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このように、Ca2+結合性の低い GECI の膜移行型を用いることにより、VLP 内部の Ca2+

濃度上昇の検出が行えることが明らかになった。 

 

 

 

図 2-6; R-CEPIA1 を用いた VLP 中の Ca2+濃度上昇の計測 （A、左から順に）Lyn-R-

CEPIA1 を含んだ VLP の H-HBSS(－)中、2 mM CaCl2 添加後、イオノマイシン添加後の蛍

光顕微鏡画像。バーは 5 m を示す。（B）Lyn-R-CEPIA1（赤線）および Lyn-O-GECO（黒

線）含有 VLP の蛍光強度変化率。CaCl2 (2 mM)およびイオノマイシン (5 μM)を図に示し

た時点で加えた。バーは標準誤差を示す。それぞれ n=221、267。実験は２回繰り返した。 

 

さらに、それぞれの ROI に対して、CaCl2 添加時の蛍光強度増加を横軸、イオノマイシ

ン添加時の蛍光強度増加を縦軸にプロットした結果、CaCl2 添加に対して蛍光強度増加す
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る VLP とイオノマイシン添加に対して蛍光強度増加するものに VLP が大別できることが

分かった（図 2-7）。この応答性の違いは、VLP の作製および観測までの間の操作におい

て、VLP の膜が壊れ、そもそも閉じた膜構造ではなくなったものが混在しているためと考

えられる。あるいは、膜構造は保たれているものの、細胞内の Ca2+イオン濃度を維持する

ための HEK 細胞内因性のカルシウムチャネル（Orai1 など）の膜上の保持数が VLP ごと

に異なり、結果として高い Ca2+膜透過性を持つ VLP が存在する可能性もある。 

その分子的機構は不明であるが、CaCl2 に対して応答を示す VLP は、イオノマイシンに

対して応答しない傾向があることから、解析から外すことにより、イオノマイシンやリガ

ンド依存性チャネルによる VLP 内部への Ca2+流入のみを選択的に検出することができると

考えられる。 

 

図 2-7; Lyn-R-CEPIA1 含有 VLP１粒子ごとの応答分布。図 2-6 における Lyn-R-CEPIA1 含

有 VLP を解析したもの。横軸は CaCl2 に対する蛍光強度増加率（t= 40 における蛍光強度に

対する t = 90 における蛍光強度の比)、縦軸はイオノマイシンに対する蛍光強度増加率（t= 

90 における蛍光強度に対する t = 190 における蛍光強度の比) を表す。 

 

また、膜結合性配列の違いによる R-CEPIA1 の応答検証を行った。GECI として R-

CEPIA1-CaaX を持つ VLP と、Lyn-R-CEPIA1 を持つ VLP を、HEK293FT 細胞に導入す
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る遺伝子をそれぞれ変えることで作製した。Ca2+濃度上昇と、イオノマイシンに対する応

答を検証したところ、Lyn-R-CEPIA1 と同様に測定したところ、R-CEPIA1-CaaX を用い

た場合でもイオノマイシンによる蛍光増強が観測され、いずれの膜結合型の R-CEPIA1 も

本法に適応できることが分かった。CaaX と Lyn の脂質修飾モチーフは、修飾される脂質

が異なるため、細胞膜内において局在するマイクロドメインが異なると考えられており、

cAMP センサータンパク質を用いた場合、マイクロドメインの膜タンパク質の違いによっ

て、Lyn を用いた場合と CaaX を用いた場合で応答が異なると報告されている 50。注目す

る受容体に応じて選択を行うことで、より高感度に応答を検出できる可能性がある。 

 

図 2-8; Lyn-RCEPIA-1（黒線）と R-CEPIA1-CaaX（赤線） の VLP 中における応答の違

い。The averaged changes in the fluorescence is shown. CaCl2 (2 mM) とイオノマイシン (5 

M) を図に示した時点で加えた。それぞれ３回実験を繰り返し、合計 1299 粒子、1401 粒

子の平均蛍光強度を示す。エラーバーは標準誤差を表す。 
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2.3.4 CNG チャネルの VLP 上での活性解析 

 VLP を用いた化学センシングの原理実証として、受容体にマウスの環状ヌクレオチド依

存性チャネル（CNG）ファミリーの CNGA2、キイロショウジョウバエの嗅覚受容体共受

容体（ORCO）を選択した。いずれも、ホモマーを形成し、リガンド依存性チャネルとし

て機能する 7, 51, 52。 

CNG ファミリーの一種、CNGA2 を一過的に発現させた細胞から作製した VLP(CNG-

VLP)に CaCl2、およびアゴニストの 8-Br-cGMP を順次加え、蛍光変化を観察した。それ

ぞれ、終濃度 2 mM の CaCl2 および 100 M および 8-Br-cGMP を加えた。VLP の平均

蛍光強度はいずれの刺激に対しても上昇し、CaCl2、8-Br-cGMP それぞれに対して、初期

値から 1.41  0.03 倍、1.62  0.04 倍の蛍光強度を示した（粒子数 1215, 3 回の繰り返し実

験）(図 2-9B, C; CNG2-cGMP)。8-Br-cGMP に対して蛍光強度の上昇を示した粒子の割

合は、全体の 17.1  8.7% (Mean  SD、３回の実験)であった。 

一方で、CNG-VLP に対して CaCl2 を加えた後、8-Br-cGMP を含んでいない H-HBSS

を加えた場合、CaCl2 に対しては同様の蛍光強度増強を示したものの、H-HBSS のみの刺

激では蛍光強度増強を示す VLP は見られなかった（図 2-9C; CNG2-Buffer）。さらに、

CNGA2 を発現させていない細胞から作製した VLP（Mock-VLP）を、CNG-VLP と同様

に CaCl2 および 8-Br-cGMP を加え、蛍光強度変化を測定した。その結果、CaCl2 に対して

は CNG-VLP と同様の応答を示したものの、8-Br-cGMP に対して蛍光強度上昇を示す

VLP は見られなかった（図 2-9C；Mock-cGMP）。以上のことから、CNG-VLP に対する

8-Br-cGMP の応答は、HEK293FT 細胞に一過性発現させた CNG2A が VLP に担持さ

れ、そのアゴニスト(8-Br-cGMP)に対する応答が蛍光強度上昇として検出できたことが実
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証できた。

 

図 2-9; VLP センシング系における CNG 活性化の検出. (A) CNG-VLP の蛍光顕微鏡画像

例。左から、H-HBSS(－)中 (t = 0 s)、CaCl2 添加後 (t = 70 s), 8-Br-cGMP 添加後 (t = 190 

s)。バーは 5 μm を示す。8-Br-cGMP に対して応答を示した VLP を図中で指し示してい

る。(B) CNG－VLP の平均蛍光強度変化。CaCl2 (2 mM)と 8-Br-cGMP (300 μM)を加えた時

点を図中に示した。バーは標準誤差を示す（n = 1215）(C) CaCl2（白色）、8-Br-cGMP（灰

色）刺激後の VLP の平均蛍光強度変化量。CNG 含有 VLP に 8-Br-cGMP を加えた場合

（CNG2-cGMP）は、コントロールである CNG 含有 VLP に緩衝液のみ加えた場合

（CNG2-Buffer）および CNG 不含 VLP に 8-Br-cGMP を加えた場合（Mock-cGMP）と比

べて有意な蛍光強度変化を示した（いずれも p<0.01, t 検定）。各条件の解析粒子数は、

CNG2-Buffer; 1423, Mock-cGMP; 1753, CNG2-cGMP; 1215。バーは標準誤差を示す。 

 

 さらに、CNG－VLP に対して、濃度の異なる 8-Br-cGMP 溶液を段階的に加えて、蛍光

強度の増加を検出した。その結果、8-Br-cGMP 濃度に応じて VLP の平均蛍光強度が段階

的に上昇し、濃度が 10 M 以上に達したときに、有意な蛍光強度変化を示した。以上のこ

とから、本方法で 10 M 以上の 8-Br-cGMP が検出できることが分かった（図 2-10）。 
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図 2-10; CNG-VLP の 8-Br-cGMP 濃度依存応答。8-Br-cGMP 濃度に対する平均蛍光強度変

化をプロットした。10 M 以上の 8-Br-cGMP で濃度０に対して有意な変化を示した（*: 

p<0.05, **; p<0.01, t 検定, n = 1244）。バーは標準誤差を示す。 

 

2.3.5 昆虫受容体共受容体（ORCO）定常細胞株の樹立 

 昆虫の嗅覚受容体共受容体（ORCO）は、昆虫の嗅覚受容体の機能発現に必須である膜

タンパク質であるとともに、それ自体がアゴニスト VUAA1 に対する受容体として機能す

る。CNG だけでなく、VLP センシング系に昆虫の受容体が適応できることを実証するた

め、ORCO を受容体として採用し、VLP への適応を試みた。まず、ORCO を定常発現す

る細胞株の樹立を行った。 

 ORCO は、可視化のために蛍光タンパク質 Venus との融合体として、定常発現用プラ

スミド Venus-ORCO/pIRESpuro3 を HEK293FT 細胞に遺伝子導入して作製した。定常発

現株の選別は、ORCO のアゴニストである VUAA1 に対するカルシウムイメージングによ

って行った。その結果、いずれの細胞株も、VUAA1 刺激に対して蛍光強度の増強が見ら

れ、ORCO が機能的に発現していることが分かった。このうち、最も大きな応答（蛍光変

化）を示した細胞株を Venus-ORCO 定常株として選択した。 
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図 3-1; Venus-ORCO 定常発現株のアゴニスト VUAA1 に対する蛍光強度変化。各線は異な

る細胞株の応答を示す。それぞれの細胞株につき、10~20 の細胞を解析し、バーはその標準

誤差を示す。 

 

 次に、共焦点顕微鏡により定常発現株における Venus-ORCO の細胞内局在を観測し

た。明視野像と比較することにより、局在位置を観測すると、蛍光は細胞内に凝集するよ

うに観測され、また核周辺の部位に網目状の構造に存在することが観測された。一方で、

細胞膜上には、細胞内部と比べて蛍光が見られなかった。以上のことから、Venus-ORCO

は細胞膜への局在効率が低い可能性が示唆された。 

 

図 3-2; Venus-ORCO 定常発現株の共焦点顕微鏡画像 

（左）Venus の蛍光（励起光 488 nm, 蛍光 515-615 nm）（右）明視野像 
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以上のように、蛍光タンパク質と ORCO を融合させた Venus-ORCO を作製し、

Venus-ORCO の定常発現株を作製した。定常発現株を ORCO のアゴニスト VUAA1 に対

する細胞内 Ca2+濃度上昇により評価し、Venus-ORCO 定常株での ORCO のチャネル活性

を確認した。一方で、共焦点顕微鏡観測により、Venus-ORCO が細胞内に凝集あるいは

細胞内構造に局在しており、VLP への応用で重要な細胞膜への局在において改善する余地

があることが分かった。 

 

2.3.6 細胞膜移行配列の ORCO への融合 

 前項の結果で、ORCO の機能を発現する Venus-ORCO 定常発現株の樹立を行った。そ

の結果、Venus-ORCO の局在は細胞膜には見られず、VLP センシング系への応用を考え

ると、細胞膜局在の改善の余地があると判断した。そこで、細胞膜への ORCO の局在を

向上させるための改変を加えることとした。 

光遺伝学（optogenetics）の分野においては、光により７回膜貫通構造を持つハロロプ

シンの細胞膜の局在性を向上させるために、内向き整流型カリウムチャネル（Kir2.1）の

配列の一部を付加することにより細胞膜局在性を向上させ、その結果、光による細胞膜電

位・電流制御の向上ができることが報告されている。この方法に倣い、膜移行を促すシグ

ナル配列を ORCO に付加し、ORCO の細胞膜移行することを試みた。昆虫の嗅覚受容体

（OR）ファミリー（OR および ORCO）は、チャネルロドプシン（GPCR ファミリー）

と同様、7 回膜貫通構造を有しているが、両者は膜に対するトポロジーが逆、すなわち

GPCR ファミリーは C 末が細胞質側に向いているのに対し、昆虫 OR ファミリーは N 末

が細胞質側に向いていることが明らかにされている。また、昆虫 OR の一種である Or22a

の活性化による Ca2+流入が、C 末へのエピトープタグ配列融合により消失した例が報告さ
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れている 10。そこで、まず、ORCO に対して膜移行シグナル配列を付与する部位の決定を

行った。 

 myc-ORCO、ORCO-myc、および空の pCIneo ベクターを遺伝子導入した細胞の

VUAA1 に対する応答を比較した。なお、観測初期（初期 5 フレーム間）の蛍光強度に対

する、VUAA1 で刺激した後の蛍光強度の比をアゴニストに対する応答として解析した

（図 3-3）。その結果、空のベクターを遺伝子導入した細胞(Mock 細胞)は蛍光強度増加を

示さなかった（0.78  0.03 , n=20）。一方で、myc-ORCO を発現している細胞は、Mock

細胞に対して有意な応答を示した（6.9  1.5 , n=27）。しかし、ORCO-myc を遺伝子導入

した細胞は、VUAA1 に対する応答を示したものの、Mock 細胞と比較して有意な応答は示

さなかった（2.0  0.9 , n=19）。 

 以上のことから、HEK293FT 細胞において、ORCO の N 末への外部ペプチド配列の付

与では ORCO の機能を維持できるのに対して、C 末に付与することは ORCO の機能を阻

害することが分かった。 
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図 3-3; エピトープタグ融合位置による ORCO の応答 （A）作製した c-myc エピトープタ

グ融合 ORCO の一次配列概要図。左；myc-ORCO, 右; ORCO-myc （B）myc-ORCO お

よび ORCO-myc 発現細胞の VUAA1 に対する応答。バーは標準誤差を示す。**; p<0.01, 

n.s.; no significance (t-test) 

 

2.3.7 細胞膜移行型 ORCO 定常発現株の作製 

 チャネルロドプシンの改変においては、細胞質側に向いている C 末側の領域に膜移行シ

グナルを結合させることにより、細胞膜局在性を向上させている 44。しかし、前項によ

り、ORCO の C 末端への myc タグ融合により機能が損なわれるのに対して、N 末端への

タグ融合は機能を維持することが分かった。したがって、細胞膜移行配列を付与した細胞

膜移行型 ORCO は、N 末側に細胞膜移行シグナルを付与した、Venus-TS-ORCO を作製

することとした。 

 Venus-TS-ORCO の定常発現用プラスミド Venus-TS-ORCO/pIRESpuro3 を

HEK293FT 細胞に遺伝子導入し、puromycin を加えた培地中で培養することにより定常発

現株を取得した。取得した複数の細胞株の評価を、ORCO アゴニストの VUAA1 に対する

細胞内 Ca2+濃度上昇によって評価した。評価した細胞株の応答を示す。分離した細胞株は
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いずれも VUAA1 の刺激に対してカルシウム応答を示したが、応答の大きさは細胞株によ

り異なった（図 3-4）。このうち、最も大きな蛍光強度変化を示したものを Venus-TS-

ORCO の定常発現株として以後使用した。 

 

図 3-5; Venus-TS-ORCO 定常発現株のアゴニスト VUAA1 に対する蛍光強度変化率。各線は

異なる細胞株の応答を示す。それぞれの細胞株につき、10~20 の細胞を解析し、バーはその

標準誤差を示す。 

 

2.3.8 Venus-TS-ORCO の細胞内局在の観測 

 細胞膜移行シグナルの効果を観測するため、Venus-TS-ORCO の細胞内局在を共焦点顕

微鏡により観測した。その結果、Venus-ORCO において見られたような、各周辺の網目

構造上の蛍光が観測されなくなった一方、細胞膜に Venus の蛍光が見られた。このことか

ら、細胞膜移行シグナルを付与したことにより、Venus-TS-ORCO は細胞膜局在性が向上

したと考えられる。 
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図 3-6; Venus-TS-ORCO 定常発現株の共焦点顕微鏡画像 

（左）Venus の蛍光（励起光 488 nm, 蛍光 515-615 nm）（右）明視野像 

 

 

 

2.3.9 細胞膜移行シグナルの ORCO に対する効果の検証 

 前項で、細胞膜移行シグナルを融合させることにより、細胞膜への ORCO の局在が向

上することを実証した。その機能的な効果を検証するため、定常発現細胞および細胞から

作製した VLP の ORCO アゴニストに対する応答を測定した。 
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図 3-7; ORCO 定常発現細胞の VUAA1 応答性の比較。プレートリーダーでそれぞれの

VUAA1 に対する蛍光強度変化を測定した。縦軸は添加前の蛍光強度で規格化した変化率を

示す。それぞれ n = 5。エラーバーは標準誤差を示す。 

 

 Rhod2-AM を用いて、Venus-ORCO 定常発現株と Venus-TS-ORCO 定常発現株の

VUAA1 に対する濃度依存的応答を測定した。プレートリーダーを用いて初期蛍光強度に

対する VUAA1 刺激後の蛍光強度変化率を測定し、VUAA 濃度に対する濃度依存性および

蛍光強度変化量を比較した。その結果、Venus-ORCO 定常発現株の応答が最大で 0.03  

0.01 であったのに対して、Venus-TS-ORCO 定常発現株は 0.46  0.02 と、TS がない場合

の約 15 倍の蛍光強度変化を示すことが分かった。 

 以上のように、Venus-TS-ORCO は Venus-ORCO よりもアゴニストに対する応答が大

きくなった。これは、細胞膜局在性が向上したことにより細胞膜上の機能的な ORCO チ

ャネル量が増加したことを示唆している。 

 

2.3.10 ORCO 定常発現株由来の VLP 評価 

 VLP センシング系（GECI と受容体を含有した VLP）への適応において、Venus-TS-

ORCO が Venus-ORCO よりも優れているか検証するため、それぞれの定常発現株から

VLP センシング系を作製し、VLP における ORCO 活性を評価した。また、VLP はネガテ
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ィブコントロールとして遺伝子未導入の HEK293FT 細胞からも VLP を作製した（それぞ

れ Venus-ORCO 、Venus-TS-ORCO、Mock と呼ぶ）。 

 蛍光顕微鏡でガラスボトムディッシュに接着させた VLP センシング系を観測しなが

ら、2 mM CaCl2、100 M VUAA1 を順次加え、初期（１～５フレーム目）の蛍光強度に

対するそれぞれの VLP の蛍光強度変化を評価した（図 3-8）。その結果、コントロール

（Mock）は VUAA1 に対して蛍光強度変化を示さなかったが（変化率 0.01 0.01, 

n=900）、Venus-ORCO (0.47  0.05, n=681)、Venus-TS-ORCO (1.910.06, n=976)から

作製した VLP はいずれも VUAA1 に対して応答を示し、さらに Venus-TS-ORCO は

Venus-ORCO の 4.1 倍強い応答を示した。 

 このことは、定常発現細胞株において見られたように、膜移行シグナルの付与により

Venus-TS-ORCO の細胞膜局在性が向上した結果と考えられる。すなわち、VLP 膜上にお

ける Venus-TS-ORCO の数が増大して、VUAA1 に対する Ca2+流入量が増大した結果、蛍

光強度変化も増大したと考えられる。 

 

図 3-8; ORCO 定常発現株から作製した VLP センシング系の VUAA1 応答。初期の蛍光強度

で規格化した VUAA1 刺激による蛍光強度変化。コントロール（DMSO,白）に対して

VUAA1 に対する応答(網掛け)を t 検定を用いて評価した。n.s.; no significance, **; p<0.01 エ

ラーバーは標準誤差を示す。(n=681~1171) 
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2.4 結論と展望 

以上のように、HIV-1 由来の VLP に受容体を担持させることで、非細胞系に受容体系

の機能を維持したまま取り出す方法を目指した。VLP にカルシウムセンサータンパク質

（GECI）を組み込み、その蛍光強度変化から VLP 内の Ca2+濃度上昇をモニタリングでき

るようにした。その際、細胞膜結合型の GECI が VLP に効率的に取り込まれること、お

よび VLP 内部の Ca2+濃度が細胞質よりも高いことを明らかにし、その結果、高 Ca2＋濃度

域向けに設計された GECI である R-CEPIA1 の細胞膜結合型を用いることで VLP 内部で

の Ca2+濃度上昇が検出できることを示した。この系に、哺乳類と昆虫、異なる由来を持つ

リガンド依存性チャネルであるマウスの CNG2A と、キイロショウジョウバエの ORCO

を用いて、本 VLP センシング系においてこれら受容体のリガンドによる活性化を蛍光検

出できることを示した。すなわち、これらリガンドの VLP センシング系による検出を実

証した。 

今後、汎用的に使用できる化学センサーとして本法を展開するためには、用いる受容体

のバリエーションを増やすことが重要である。今回の研究においては、リガンド依存性チ

ャネルを受容体として用いて実証を行ったが、たとえば哺乳類の嗅覚受容体のような G タ

ンパク質共役型受容体のように細胞内シグナルを用いる受容体系を再構築できるかは検証

が必要となる。その場合、受容体の他に cAMP などセカンドメッセンジャーを生産する酵

素群の VLP への導入が必要となる。また別のアプローチとしては、GPCR とイオンチャ

ネルを結合させたキメラ化受容体を使用することである 53。これにより、GPCR であって

も細胞内シグナルを介さず、リガンド結合を Ca2+流入を直接引き起こし、VLP 内の GECI

を用いて蛍光検出できる可能性がある。 
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第3章 総括 

 生物の持つ化学受容を模倣し、受容体を用いた化学物質センシングシステムは、無機・有

機材料では実現できない選択性の高い検出方法として期待される。さらに、リガンドデータ

ベースや、受容体応答のスクリーニング方法を活用することで、検出対象としたい化合物に

対して特異性を示す受容体を容易に選択することができる。これにより、受容体をセンサー

に用いれば、様々な化学物質に対して、従来の化学センサーでは困難であった選択性の高い

感応部を、容易に用意することができる。しかし、受容体を用いる場合、その安定性やセン

サーデバイスへの組み込みに関して課題が大きい。本研究で開発した VLP を用いた受容体

活性検出方法は、その課題の解決に貢献すると考えられる。 

 本研究では、受容体を担持させる系として、HIV-1 の Gag タンパク質により生成される

VLP を用い、VLP に適した GECI の特性を見出すことによって、VLP 上でのリガンド依存

性イオンチャネルの活性化を可視化した。また、哺乳類・昆虫いずれの受容体においても

VLP センシング系が用いられることを実証し、幅広い受容体に適応できる可能性を示した。 

本技術をさらに多様な受容体に適応することにより、検出対象を広げることができると期

待する。これにより、選択性が高く、簡便な化学センサーの開発に大きく寄与するものと考

える。 

本研究の発展により実現する化学センサーは、様々な分野に応用できると期待する。例え

ば、室内における揮発性有機物質(VOCs)は世界的にも室内環境における規制対象として挙

げられている 54。また、人の呼気や尿に含まれる化合物が、健康状態を反映しており、それ

により疾病の診断、モニタリングすることができるという報告もされている 20,32,55。さらに、

植物が放出する化学物質が植物に対する害虫の食害・病害を反映することが報告されてお

り、農作物の一早い病態検知への応用も期待されている 56,57。また、受容体を用いることで、

麻薬のような受容体に直接作用する化学物質 58 をその作用機構を元に検知することができ

る。つまり、個々の化合物ごとにセンシング系を構築しなくても、その機能を基準として検
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知する、新たな検知方法が可能となる。このように，受容体を用いて身の回りの化学物質を

検出することは，健康な生活環境の提供、健康管理あるいは安全・安心な食品の提供につな

がり、人々の生活環境の向上に貢献するものと考える。 
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補遺 1：昆虫の嗅覚受容体の VLP への適応 

本補遺では、本博士論文において開発した膜移行型 ORCO と、キイロショウジョウバ

エ（D. melanogaster）の嗅覚受容体の１つである Or47a を用いて、VLP を用いた嗅覚模

倣センシング系の可能性検証を述べる。 

 

A-1 方法と材料 

DNA 構築 

 キイロショウジョウバエの Or47a の DNA は、合成 DNA として GenScript 社より購入

した。DNA は、ヒト（Homo sapiens）にコドンを最適化し（補遺２参照）、pUC57 の

EcoRI および SalI の認識配列の間に挿入された状態で得られた。 

Or47a の哺乳細胞発現用プラスミドは、以下のように構築した。Or47a/pUC57 および

pCIneo ベクターをそれぞれ EcoRI および SalI で制限酵素処理した。酵素処理 DNA を 1%

アガロースゲル電気泳動により分離し、それぞれに相当する大きさのバンド（それぞれ約

1200 bp、5400 bp）をゲルから切り出し、ゲル抽出により DNA を精製した。その後、1:1

の比率で混合し、Ligation kit ver.2 （タカラバイオ）によりライゲーションした。ライゲ

ーション産物を大腸菌 DH5株に遺伝子導入し、前述の方法で遺伝子抽出を行い、哺乳細

胞一過性発現用プラスミド Or47a/pCIneo を取得した。 

Or47a の N 末端に水色蛍光タンパク質 mTurquoise2 (Ref.A1)を融合した mTq-Or47a

の定常発現用プラスミドの作製方法を以下に述べる。テンプレートとして

mTurquoise2/pcDNA3（永井研所有）、プライマーに IF_EcoRI_Venus_Fw と Venus-

GTGGS_Rw を用いて、mTurquoise2 の DNA を増幅した。並行して、Or47a/pUC57 を

テンプレートに用い、GTGGS-Or47a_Fw および Or47a_Rw をプライマーとして用いて、

Or47a の DNA 断片を増幅させた。PCR 産物と、EcoRI および SalI で制限酵素処理した
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pCIneo ベクターを 1%アガロースゲル電気泳動により分離し、それぞれの DNA サイズに

相当するバンド（それぞれ約 720bp、約 1150 bp、約 5500bp）をゲルから切り出した。そ

の後切り出したゲルから、QIAquick Gel Extraction Kit(Qiagen)を用いて DNA を精製し

た。得られた精製 DNA を、1:1:1 の液量比で混合し、In-Fusion HD Cloning Kit (タカラ

バイオ)を用いてプラスミドとした。処理液を大腸菌 DH5株に遺伝子導入し、前述の方

法によりプラスミド mTq-Or47a/pCIneo を取得した。次に、mTq-Or47a/pCIneo から定

常発現用プラスミドベクターpIREShyg3 にサブクローニングを行った。まず、mTq-

Or47a/pCIneo および pIREShyg3 を制限酵素 SmaI（タカラバイオ）で処理した。液組成

は DNA 溶液 2 L に対して、至適バッファー（10T）2 L、付属の 0.1% BSA 溶液 2 

L 、SmaI 1L、MilliQ 水 13 L とし、37 C で 1 時間処理した。その後、QIAquick 

PCR Purification Kit を用いて、それぞれの酵素処理産物を精製した。その際、溶出バッフ

ァー量を 30 L とした。上記カラム溶出した処理液に、NheI（タカラバイオ）1 L、至適

バッファー（10  M）3 L を加え、さらに 37 C で 1 時間処理した。その後、1%アガロ

ースゲル電気泳動により、DNA を分離し、mTq-Or47a および pIREShyg3 ベクターに相

当するサイズのバンドを切り出した（それぞれ約 2000bp、5700bp）。ゲル抽出により切り

出したゲルから DNA を精製し、精製液を等量混合して Ligation kit ver.2 を用いて 16 

C、1 時間の条件でライゲーションを行った。ライゲーション産物を大腸菌 DH5株に遺

伝子導入し、前述の方法で定常発現用プラスミド mTq-Or47a/pIREShyg3 を取得した。  

次に、膜移行シグナル（TS）を mTq-Or47a の mTurquoise2 と Or47a の間に挿入した

mTq-TS-Or47a の定常発現用プラスミドの作製方法を述べる。まず、

mTurquoise2/pcDNA3 をテンプレートとして、プライマーに IF_EcoRI_Venus_Fw および

Venus-TraffickingSig(1-32)_Rw として PCR を行った。並行して、Venus-TS-

ORCO/pCIneo をテンプレートにして、TraffickingSig_Fw および ERex-GG_Rw をプライ

マーとして用い、PCR を行った。得られた二つの PCR 産物をそれぞれ 500 倍に MilliQ で
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希釈し、それぞれの希釈液 1 L ずつの混合物をテンプレートとして、

IF_EcoRI_Venus_Fw および ERex-GG_Rw をプライマーとして用いて、PCR を行った。

これにより、mTq の DNA の 3’末に細胞膜移行シグナルの DNA 配列が融合した DNA 断

片（１）を増幅した。また、並行して、mTq-Or47a/pCIneo をテンプレートに用いて、

ERex_Or47a _Fw および Or47a_Rw をプライマーに用いて PCR を行い、Or47a を含む

DNA 断片（２）を増幅した。以上の DNA 断片と、EcoRI および SalI で制限酵素処理し

た pCIneo ベクターを、1%アガロースゲル電気泳動によりそれぞれ分離した。それぞれの

DNA サイズに相当するバンドをゲルから切り出し（それぞれ約 800 bp、1200 bp、5400 

bp）、ゲル抽出により DNA を精製した。精製した DNA を等量混合し、In-Fusion HD 

Cloning Kit により結合させた。その後、大腸菌 DH5株に遺伝子導入し、前述の方法でプ

ラスミドを抽出して mTq-TS-Or47a/pCIneo を取得した。その後、mTq-Or47a と同様の

方法で、mTq-TS-Or47a/pCIneo から pIREShyg3 にサブクローニングし、定常発現用プラ

スミド mTq-TS-Or47a/pIREShyg3 を取得した。 

 

ORCO 定常発現株における Or47a の活性評価 

 Or47a の定常発現株中での活性評価は、アゴニストである酢酸ペンチルに対する細胞内

Ca2+濃度上昇をカルシウムイメージングにより検出して行った。まず Venus-ORCO 定常

発現株または Venus-TS-ORCO 定常発現株を遺伝子導入前日に 5105 個/dish で 35mm カ

ルチャーディッシュ（Corning）に播種した。翌日、それぞれに Or47a/pCIneo（1 g）

を、O-GECO1/pcDNA3（1 g）と Lipofectamine2000 を 6 L を用いて、遺伝子導入し

た。遺伝子導入後、5 時間 37 C でインキュベーションし、培地を新鮮な DMEM に交換

した。翌日、遺伝子導入細胞をトリプシンによりディッシュから剥離させ、ポリ-L-リジン

コートしたガラスボトムディッシュに播種し、さらに１日培養した。細胞観測用のバッフ

ァーには、H-HBSS(+)を用いた。ガラスボトムディッシュに移したの細胞を観測直前に
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H-HBSS（＋）で３回洗浄した後、H-HBSS（＋）を 500 L 加えて顕微鏡観測用飼料とし

た。 

酢酸ペンチルに対する応答は、初期 5 フレームの平均蛍光強度（F0）と、酢酸ペンチル

刺激後 1 分時点の蛍光強度（F）を個々の細胞について解析し、その差分から蛍光強度変

化率を算出して指標とした（F/F₀ =（F F₀）/F₀）。解析は、酢酸ペンチル刺激に対して応

答を示した細胞のみ（すなわちF/F₀ > 0）を Or47a が発現している細胞として選択して行

った。 

カルシウムイメージングは、倒立顕微鏡 IX81（オリンパス）を用いて行った。光源に

（U-RX-T、オリンパス株式会社）、20 倍の対物レンズ（UPLSAPO、NA=0.75）を用

い、赤色蛍光タンパク質用フィルターセット U-MRFPHQ（オリンパス株式会社）を用い

て EM-CCD カメラ（ImagEM, 浜松ホトニクス株式会社）で撮像した。撮影は、撮影ソフ

トウェア AQUACOSMOS を用いて行い、露光時間 200 ms、Gain を 3 に設定して Normal 

CCD モードで 10 秒間隔で遮光シャッターを開閉して画像取得した。 

 撮影しながら、Or47a のアゴニスト酢酸ペンチルを撮影開始から 40～50 秒後（５～６

フレーム目の間）に加えた。酢酸ペンチルは 500 M となるよう H-HBSS(+)に溶解させ

て刺激溶液を調製し、刺激溶液を観察用バッファーに等量加えることで終濃度 250 M と

なるようにした。 

 

定常発現株の樹立 

mTq-Or47a と Venus-TS-ORCO の定常共発現株および mTq-TS-Or47a と Venus-TS-

ORCO の定常共発現株は以下のようにして樹立した。まず、6 センチカルチャーディッシ

ュに Venus-TS-ORCO 定常発現株細胞を 2  105 個播種した。翌日、mTq-

Or47a/pIREShyg3 または mTq-TS-Or47a/pIREShyg3 のいずれか 2 g を、

Lipofectamine2000 6 L を用いて、Lipofectamine2000 の説明書に従い、遺伝子導入し
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た。リポフェクション後、６時間後に DMEM 培地を交換し、Lipofectamine2000 を除い

た。さらに翌日、細胞の 10 分の１量を、10 センチディッシュに播種し、puromycin 

(Gibco) 1.5 g/mL、hygromycinB (Invitrogen) 250 g/mL を含む DMEM で培養した。

２，３日おきに培地を新鮮な puromycin および hygromycinB 含有 DMEM に交換し、約

15 日培養した。培養細胞のコロニーの形成が確認されたため、マイクロピペットを用いて

分取し、12 ウェルカルチャープレートに移した。このそれぞれのコロニーを、異なる細胞

株として評価した。 

 

定常発現株の応答性評価 

 mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常共発現株および mTq-TS-Or47a/Venus-TS-ORCO

定常共発現株の評価は、ORCO、Or47a のアゴニストに対する応答をカルシウムイメージ

ングにより検出して行った。まず DMEM 中の各細胞株を、96 ウェル黒色壁イメージング

プレート（BioCoat Poly-D-Lysine, Corning）に播種した。翌日、各ウェルをフェノールレ

ッド不含 DMEM/F-12 培地（Gibco）で洗浄後、赤色 Ca2+指示色素 Rhod2-AM を終濃度

7.5 M で加え、1 時間 37 C で静置し、Rhod2-AM を細胞内に取り込ませた。1 時間後、

カルシウムイメージング用緩衝液（2 mM CaCl2 含有 H-HBSS ()）でウェルを洗浄し、

100 L 加えて顕微鏡観察用サンプルとした。 

 顕微鏡観察は、EM-CCD（ImagEM、浜松ホトニクス）を備えた倒立蛍光顕微鏡 IX81

（オリンパス株式会社）を用いて行った。20 倍の対物レンズ（UPLSAPO, NA=0.75）を

用い、赤色蛍光タンパク質用フィルターセット（U-MRFPHQ、オリンパス株式会社）を

用いて Rhod2 の蛍光を観測した。 

Or47a のアゴニストである酢酸ペンチル（和光純薬工業）は、そのままイメージング用

緩衝液で希釈して刺激溶液として調製し、カルシウムイメージングの際に終濃度 300 M

となるようにしてマイクロウェルプレートに加えた。得られた画像の、蛍光強度の解析は
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Fiji を用いて行った。背景光を”Subtract Background”の機能により除いたのち、Fiji 上で

蛍光が観測された細胞を選択し、各時刻における蛍光強度を算出した。その後、アゴニス

ト刺激前の 5 フレームの画像における蛍光強度の平均を初期蛍光強度 F0 とした。アゴニス

ト刺激後の各時点における、各細胞の蛍光強度と初期蛍光強度 F0 との差をF として算出

し、それぞれの細胞におけるF /F0 の平均を細胞株の応答とした。 

 

定常発現株における OR47a の局在評価 

顕微鏡観察用にポリリジンコートガラスディッシュを作製した。0.1%poly-L-Lysine 水

溶液（Sigma-Aldrich）をガラスボトムディッシュ（IWAKI 製）のガラス部分が浸るよう

に加え、5 分間室温で静置したのちに溶液を除去し、その後 PBS で洗浄（1ｍL で３回）

を行うことで作製した。定常発現細胞を FBS10%添加 DMEM （選択薬剤不含）で培養

し、観察前日に、ポリリジンコートガラスディッシュ上に細胞同士が重ならない濃度で播

種し、さらに１日培養した。翌日、観察直前に観察用のバッファーでディッシュを 5 回洗

浄し、さらに 2ｍL の観察用バッファーを加えて観察用サンプルとした。観察用バッファ

ー（H-HBSS(+)）は、H-HBSS()に終濃度 1.3 mM の CaCl2、0.5 mM の MgCl2、0.4 

mM の MgSO4 を加えて調製した。 

共焦点顕微鏡は、BX61 にマウントされた FV1000（オリンパス株式会社）を用いた。レ

ンズは水浸の 60 倍レンズ（LUMFLN、NA=1.10、オリンパス株式会社製）を用いた。 

mTq-Or47a および mTq-TS-Or47a の細胞内局在解析は、励起光に 440 nm のレーザー

を用い、水浸の 60 倍対物レンズ（LUMFLN、NA=1.10、オリンパス株式会社製）を用い

て、460-510nm の蛍光を検出した。スキャン速度は 4.0 pixel/sec とし、ズーム機能で 3 倍

に拡大し、Kalman フィルターを加えて撮影した。 

 

Or47a 含有 VLP の応答評価 
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 mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現細胞から、VLP センシング系を作製し、評価を

行った。VLP センシング系は、定常発現細胞に Gag/pCIneo および R-CEPIA1-

CaaX/pcDNA3 を、Lipofectamine2000 を用いてリポフェクション法により遺伝子導入

し、第二章に記載の方法と同様の方法で VLP を培地から回収して分散液を作製した。

VLP は、ガラスディッシュ上に接着させ、EM-CCD（ImagEM, 浜松ホトニクス）を備え

た倒立蛍光顕微鏡 IX-81 で観測を行った。R-CEPIA1-CaaX の蛍光検出は赤色蛍光タンパ

ク質用フィルターセット（オリンパス株式会社、U-MRFPHQ）を用い、レンズは 60 倍の

油浸レンズ（オリンパス株式会社、UPLSAPO、NA=1.35）を用いた。撮像条件は、露光

時間 200 ms、EM-Gain 120 に設定し、10 秒間隔でシャッターを開き撮影した。 

 顕微鏡下で観測しながら、酢酸ペンチル 1 mM に対する蛍光変化を測定した。観察用バ

ッファーには H-HBSS(－)を用いた。バッファーに終濃度 2 mM CaCl2 と 1 mM 酢酸ペン

チルとなるようにそれぞれの H-HBSS(－）溶液を、それぞれ観測開始後１分、190 秒後に

順に加えた。その後、観測時間が 290 秒になるまでさらに観測を続けた。 

取得した画像は、Fiji を用いて解析した。ただし、ROI の選択は各経時スタック画像の

最後の画像を用いて行った。最初の 5 フレームの画像における蛍光強度の平均を初期蛍光

強度 F0 とした。その後、各フレームにおける、VLP の蛍光強度と初期蛍光強度 F0 との差

をF として算出し、それぞれの VLP のF /F0 の平均を、応答として評価した。 

 

A.2 結果 

A.2.1 細胞膜局在改変 ORCO における OR の応答 

昆虫の嗅覚受容体として、哺乳細胞への異所発現により活性が報告されているキイロシ

ョウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の嗅覚受容体 Or47a を選択した A2。Or47a お

よび O-GECO1 を共に遺伝子導入した Venus-ORCO 定常発現株および Venus-TS-ORCO
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定常発現株に対して、Or47a のアゴニスト酢酸ペンチルを 250 M に対する蛍光増強を測

定した。その結果、Venus-ORCO 定常発現株は 0.6  0.2（MeanSEM, n =26）であった

のに対し、Venus-TS-ORCO 定常発現株は 3.7  0.8（MeanSEM, n =26）と 6 倍大きな

有意な応答（p < 0.01、t-test）を示した（図 A-1）。このことは、ORCO の細胞膜局在性

が膜移行シグナルによって向上したことにより、OR である Or47a の応答も向上すること

を示唆している。 

 

 

図 A-1; ORCO 定常発現株における Or47a の応答。Venus-ORCO 定常発現株および Venus-

TS-ORCO 定常発現株それぞれに Or47a を発現させ、酢酸ペンチルに対するカルシウム応答

を蛍光強度変化率により評価した。エラーバーは標準誤差を示す。いずれも n = 26。 

**; p <0.01, t-test  

 

 

A.2.2 昆虫嗅覚受容体の定常発現株の樹立と評価 

 定常発現させる Or47a を可視化するため、水色蛍光タンパク質 mTurquoise2(Ref.A1)と

の融合体を作製することとした(mTq-Or47a)。また、ORCO において見られたのと同様

に、細胞膜移行シグナルにより膜局在性が向上すると予想し、細胞膜移行シグナル融合体

を合わせて作製した(mTq-TS-Or47a)。 
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 定常発現株は、前項において Or47a の応答が Venus-TS-ORCO 定常発現株において大

きかったことから、Venus-TS-ORCO 定常発現株から作製した。mTq-Or47a/pIREShyg3

または mTq-TS-Or47a/pIREShyg3 を Venus-TS-ORCO 定常発現株に遺伝子導入し、

puromycin と hygromycinB 含有 DMEM 中で培養して、それぞれの Or47a を発現する定

常発現株を樹立した。 

樹立した Or47a 定常発現株の評価は、Or47a のアゴニストである酢酸ペンチルに対する

応答を計測することにより行った。単利した細胞株ごとの蛍光応答を図 A-2 に示す。応答

の大きさは、細胞株ごとに異なったが、mTq-Or47a が mTq-TS-Or47a よりも大きな蛍光

強度を示した。それぞれの最も大きな蛍光強度変化を示した細胞株を、それぞれ mTq-

Or47a/Venus-TS-ORCO 定常共発現株、mTq-TS-Or47a/Venus-TS-Or47a 定常共発現株

として、以後の実験に用いた。 

 

 

図 A-2; Or47a 定常発現株のアゴニスト酢酸ペンチルに対する蛍光強度変化率。各線は異な

る細胞株の応答を示す。バーは標準誤差を示す。10~20 の細胞を解析した。 
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Or47a 定常発現株の細胞内局在観測 

mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常共発現株、mTq-TS-Or47a/Venus-TS-Or47a 定常

共発現株における、mTq-Or47a および mTq-TS-Or47a の細胞内局在をそれぞれ観察した

（図 A-3）。その結果、いずれも細胞膜への明確な局在は見られず、細胞内に点状の蛍光が

多く見られた。このことは、Or47a においては ORCO とは異なり、細胞膜移行シグナル

による細胞膜局在性の向上が起こらないことを示している。一方で、前術の通りこれらの

細胞は酢酸ペンチルに対してカルシウム応答を示したことから、細胞内に対して量は少な

いものの、細胞膜上に一定の Or47a が発現していると考えられる。 

 

 

 

図 A-3; mTq-Or47a 定常発現株および mTq-TS-Or47a 定常発現株における mTq 蛍光画像。

励起光 440 nm, 蛍光 460-510 nm。破線は細胞の概観を示す。 

 

A.2.3 Or47a を担持した VLP の応答 

 前項におけるカルシウムイメージングの結果、mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現

株が mTq-TS-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現株と比較して、酢酸ペンチルに対して大

きな Ca2+濃度上昇を示したことから、mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現株から

VLP センシング系を作製し、VLP 上における昆虫嗅覚受容体のリガンド応答が検出でき

るか検討することとした。 



72 

 

 

 

 

図 A-4; mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現株から作製した VLP の酢酸ペンチルに対す

る応答。（上）蛍光顕微鏡画像、左から観測初期、CaCl2 2mM 添加後、酢酸ペンチル 1 mM

添加後。酢酸ペンチルに対して応答した VLP 代表例を図で示している。 

（下）酢酸ペンチルに対する応答（Stimuli）と緩衝液をコントロールとして加えたときの応

答の比較（それぞれ n=356, 178, **; p<0.01, t-test） 

 

 mTq-Or47a/Venus-TS-ORCO 定常発現株に R-CEPIA1-CaaX と Gag を発現させて作製

した VLP を顕微鏡下で観測し、酢酸ペンチルに対する蛍光強度変化を観測した。1 mM の

酢酸ペンチルで刺激したところ、蛍光強度変化を示す VLP が観測された。第二章で述べ

たとおり、CaCl2 に応答を示した VLP はリガンド非応答性のものとして解析から除外し、

VLP の初期蛍光強度に対する平均蛍光強度変化を応答として解析した（図 A-4）。その結

果、酢酸ペンチル 1 mM に対して、VLP は 0.18  0.03 (Mean  SEM, n=356)の変化を示
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し、酢酸ペンチルを含まない緩衝液を加えたコントロールに対する応答 0.03 0.03 (Mean 

 SEM, n=178)と比較して、有意な変化を示した（p <0.01, t-test）。 

 このことから、Or47a を用いた VLP で、Or47a のリガンドである酢酸ペンチルを検出

できると結論づけた。 

 

A.3 結論 

 昆虫の嗅覚受容体である Or47a を、ORCO を用いた VLP 発現系に組み込むことによ

り、嗅覚模倣 VLP センシング系の可能性を実証した。一方で、VLP センシング系におい

て重要な細胞膜への Or47a の局在は、ORCO のように膜移行シグナルでは向上させるこ

とができず、ORCO とは異なった要因が関与していると考えられる。昆虫嗅神経において

は、ORCO の発現が、OR の正常な樹状突起膜への移行に必要であることが報告されてい

るが A3、その分子的な機構は明らかにされていない。ORCO は、細胞膜移行シグナルの付

与により細胞膜局在性が向上したことから、少なくとも哺乳細胞への異所発現系において

は、ORCO は小胞体を経由する膜移行経路を経ていると考えられる A4。一方で、Or47a は

シグナル配列による細胞膜局在の向上が見られなかった。今後、昆虫受容体の細胞膜移行

分子機構が明らかになれば、昆虫受容体の細胞膜局在性を向上させ、より応答性の優れた

センシングシステムを構築することができると期待する。 

また、昆虫の嗅覚において重要な役割を果たしていると考えられているにおい結合タン

パク質（Olfactory binding protein; OBP）の導入により、気中の揮発物質への感度の向上

が期待できる。OBP は、水溶性の低い VOCs に対してキャリアとして働き、触角表面の

粘液層への溶解度向上に寄与すると考えられている A5。また、OBP の有無により、嗅覚受

容体のリガンドに対する濃度依存性が変化することも報告されている A6。 

 いずれの方向性においても、用いる受容体のメカニズムの詳細を明らかにし、それを取り

込むことが、今後、受容体を VLP センシング系に応用するために重要である。 
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また、キイロショウジョウバエの嗅覚受容体が認識するリガンドのライブラリーは、in 

vivo の実験を元に構築が進んでおり A7, A8、今後ショウジョウバエ以外のものも含めて利用

できる検出対象としうる化合物の情報は増えると予想される。今後、VLP センシング系に

用いる嗅覚受容体の種類を増やすことで、汎用的な化学センシングが実現すると期待す

る。 

 

 

＜補遺参考文献＞ 

A1. Goedhart, J., Von Stetten, D., Noirclerc-Savoye, M., Lelimousin, M., Joosen, L., Hink, M. 

A., Van Weeren, L., Gadella, T. W. J. & Royant, A. Structure-guided evolution of cyan 

fluorescent proteins towards a quantum yield of 93%. Nat. Commun. 3, (2012). 

A2.   Sato, K., Pellegrino, M., Nakagawa, T., Nakagawa, T., Vosshall, L. B. & Touhara, K. 

Insect olfactory receptors are heteromeric ligand-gated ion channels. Nature 452, 1002–

1006 (2008). 

A3 Larsson, M. C., Domingos, A. I., Jones, W. D., Chiappe, M. E., Amrein, H. & Vosshall, L. 

B. Or83b encodes a broadly expressed odorant receptor essential for Drosophila 

olfaction. Neuron 43, 703–714 (2004). 

A4 Stockklausner, C., Ludwig, J., Ruppersberg, J. P. & Klöcker, N. A sequence motif 

responsible for ER export and surface expression of Kir2.0 inward rectifier K+ channels. 

FEBS Lett. 493, 129–133 (2001). 

A5. Leal, W. S. Odorant Reception in Insects: Roles of Receptors, Binding Proteins, and 

Degrading Enzymes. Annu. Rev. Entomol. 58, 120928130709004 (2011). 

A6. Vidic, J., Grosclaude, J., Monnerie, R., Persuy, M.-A., Badonnel, K., Baly, C., Caillol, M., 

Briand, L., Salesse, R. & Pajot-Augy, E. On a chip demonstration of a functional role for 

odorant binding protein in the preservation of olfactory receptor activity at high odorant 

concentration. Lab Chip 8, 678 (2008). 

A7. Hallem, E. A. The molecular basis of odor coding in the Drosophila Antenna. Cell 117, 

965–979 (2004). 

A8. Hallem, E. A. & Carlson, J. R. Coding of Odors by a Receptor Repertoire. Cell 125, 143–

160 (2006). 

 

  



75 

 

補遺２：使用した合成 DNA およびプライマーの配列 

>EcoRI-KZK-Gag-SalI (DNA) 

AAAAGAATTCCACCATGGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAG

ATCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTAA

AACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCC

TGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCC

TTCAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTA

TTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGAT 

AGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGAAAAAAGCACAGCAAGCAGCAGCTGACACA

GGACACAGCAATCAGGTCAGCCAAAATTACCCTATAGTGCAGAACATCCAGGGG

CAAATGGTACATCAGGCCATATCACCTAGAACTTTAAATGCATGGGTAAAAGTAG

TAGAAGAGAAGGCTTTCAGCCCAGAAGTGATACCCATGTTTTCAGCATTATCAG

AAGGAGCCACCCCACAAGATTTAAACACCATGCTAAACACAGTGGGGGGACATC

AAGCAGCCATGCAAATGTTAAAAGAGACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGG

ATAGAGTGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAAC

CAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAGGAT

GGATGACAAATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATTTATAAAAGATGGATAAT

CCTGGGATTAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGCCCTACCAGCATTCTGGACATA

AGACAAGGACCAAAGGAACCCTTTAGAGACTATGTAGACCGGTTCTATAAAACTC

TAAGAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGTAAAAAATTGGATGACAGAAACCTTGT

TGGTCCAAAATGCGAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAAGCATTGGGACCAG

CGGCTACACTAGAAGAAATGATGACAGCATGTCAGGGAGTAGGAGGACCCGGCC

ATAAGGCAAGAGTTTTGGCTGAAGCAATGAGCCAAGTAACAAATTCAGCTACCA

TAATGATGCAGAGAGGCAATTTTAGGAACCAAAGAAAGATTGTTAAGTGTTTCA
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ATTGTGGCAAAGAAGGGCACACAGCCAGAAATTGCAGGGCCCCTAGGAAAAAGG

GCTGTTGGAAATGTGGAAAGGAAGGACACCAAATGAAAGATTGTACTGAGAGAC

AGGCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACAAGGGAAGGCCAGGGAATT

TTCTTCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGAGCTTCAGGTCTG

GGGTAGAGACAACAACTCCCCCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAACTGT

ATCCTTTAACTTCCCTCAGGTCACTCTTTGGCAACGACCCCTCGTCACAATAAGT

CGACAAAA 

 

>DmelORCO（コドン最適化） 

GAATTCGAGCTCGCCACCATGGAACAGAAACTGATTAGCGAAGAAGACCTGATG

ACTACCTCAATGCAGCCCAGCAAATACACCGGACTCGTCGCAGACCTCATGCCAA

ATATCAGAGCCATGAAGTACTCTGGACTGTTCATGCACAACTTTACCGGCGGAT

CAGCTTTCATGAAGAAAGTGTATTCCAGCGTGCATCTGGTCTTCCTGCTCATGC

AGTTCACTTTTATCCTGGTGAATATGGCCCTCAACGCTGAGGAAGTCAATGAGC

TGAGCGGTAACACAATTACCACTCTCTTCTTTACACATTGCATCACCAAGTTCAT

TTACCTGGCCGTGAACCAGAAAAATTTCTACCGTACACTCAACATCTGGAATCAG

GTCAACACCCACCCCCTGTTCGCTGAAAGCGACGCACGGTACCATTCTATCGCA

CTGGCCAAGATGCGCAAACTCTTCTTTCTGGTGATGCTCACAACCGTCGCTAGT

GCAACTGCCTGGACTACAATCACATTCTTTGGTGACTCTGTGAAGATGGTGGTC

GATCACGAGACCAATTCTTCAATCCCAGTCGAAATTCCCCGGCTGCCTATCAAGT

CATTCTACCCCTGGAACGCAAGTCACGGCATGTTCTACATGATCTCATTCGCTT

TCCAGATCTACTATGTGCTGTTCTCTATGATCCATTCAAACCTCTGCGACGTGAT

GTTCTGTTCTTGGCTGATCTTTGCCTGTGAGCAGCTGCAGCACCTCAAGGGCAT

TATGAAACCTCTGATGGAACTCAGTGCCTCCCTGGATACTTACAGACCAAACAGC
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GCCGCTCTGTTCCGTAGCCTCTCTGCTAATTCAAAGAGTGAGCTGATCCACAAC

GAGGAAAAAGACCCTGGTACAGACATGGATATGTCCGGCATTTACAGTTCCAAG

GCCGATTGGGGCGCTCAGTTCAGGGCACCCAGTACCCTGCAGTCCTTTGGTGG

CAACGGAGGTGGCGGAAATGGACTGGTGAACGGTGCCAACCCTAATGGACTCAC

TAAGAAACAGGAGATGATGGTGCGCTCCGCCATCAAGTACTGGGTCGAACGCCA

CAAACATGTGGTCAGGCTGGTGGCAGCCATTGGCGACACATACGGAGCTGCACT

GCTCCTGCACATGCTGACCTCCACTATCAAGCTCACCCTCCTGGCATACCAGGC

CACTAAAATTAATGGCGTGAACGTCTATGCCTTCACCGTGGTCGGTTACCTGGG

CTATGCTCTCGCACAGGTGTTCCATTTTTGCATCTTCGGAAACCGCCTGATTGA

GGAAAGCTCTTCAGTGATGGAGGCCGCTTACTCCTGTCACTGGTATGACGGTAG

CGAGGAAGCTAAGACCTTCGTGCAGATCGTCTGCCAGCAGTGTCAGAAGGCCAT

GTCCATTAGCGGAGCTAAATTCTTTACCGTGTCCCTCGATCTGTTCGCCAGCGT

CCTCGGTGCCGTGGTCACATACTTCATGGTCCTCGTCCAGCTCAAATAAGTCGA

C 

 

>OR47a 

GAATTCGAGCTCGCcaccATGGAACAGAAGCTCATTTCAGAAGAAGATCTCATGGA

CAGTTTCCTCCAGGTGCAGAAGTCAACAATCGCCCTCCTCGGTTTCGACCTGTT

CAGCGAGAACAGAGAAATGTGGAAGAGACCTTACCGTGCCATGAATGTGTTCTC

TATTGCCGCTATCTTCCCATTTATCCTCGCAGCCGTGCTGCACAACTGGAAGAA

TGTCCTGCTCCTGGCCGATGCTATGGTCGCTCTCCTGATTACCATCCTCGGCCT

GTTCAAATTTTCAATGATTCTCTATCTGCGCAGGGACTTCAAGAGACTGATCGA

TAAATTTCGTCTCCTGATGAGCAACGAGGCCGAACAGGGAGAGGAATACGCTGA

AATCCTGAACGCTGCAAATAAGCAGGACCAGCGGATGTGCACCCTCTTCCGCAC
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TTGTTTTCTCCTGGCATGGGCACTGAACAGCGTGCTCCCACTGGTCCGTATGGG

CCTCTCTTATTGGCTGGCCGGACACGCTGAGCCAGAACTCCCCTTCCCTTGCCT

GTTTCCCTGGAACATTCATATCATTCGGAATTACGTGCTGTCTTTCATCTGGTC

AGCTTTTGCAAGTACCGGAGTGGTCCTCCCTGCAGTCTCTCTGGATACTATTTT

CTGTTCCTTTACAAGCAACCTGTGCGCATTCTTTAAGATCGCCCAGTACAAAGT

GGTCCGTTTCAAGGGCGGATCCCTCAAAGAGAGCCAGGCAACACTGAATAAGGT

GTTCGCTCTCTATCAGACCTCCCTGGACATGTGCAACGATCTGAATCAGTGTTA

CCAGCCAATCATTTGCGCTCAGTTCTTTATCTCCAGCCTCCAGCTGTGTATGCT

CGGTTACCTGTTCTCAATCACATTTGCCCAGACCGAAGGCGTGTACTATGCTAG

TTTCATTGCAACTATCATTATCCAGGCTTACATCTATTGCTACTGTGGAGAGAAC

CTGAAAACAGAAAGTGCTTCCTTCGAGTGGGCAATCTACGACAGTCCTTGGCAC

GAGTCCCTGGGTGCAGGTGGAGCCAGCACCTCTATTTGCAGGTCTCTCCTGATC

TCAATGATGCGGGCCCATCGCGGATTCAGGATCACTGGTTATTTCTTTGAGGCC

AACATGGAAGCTTTCTCTTCAATTGTGAGGACCGCTATGAGCTACATCACTATG

CTGAGATCATTCAGTTAAGTCGAC 
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CNGA2_cloning_Fw GTGGACAGAACAACAGATGCTG 

CNGA2_cloning_Rw AGGCTTTGGGAGTTCGGAGG 

CNGA2_NotI_Rw AAAGCGGCCGCCTATTCAGCAACAGCTGGCTC 

Erex_Or47a _Fw AACGAGGTGGGAGGCGACAGTTTCCTCCAGGTGCG 

ERex-GG_Rw GCCTCCCACCTCGTTCTCG 

GTGGS-Or47a_Fw ggtaccggcggatccGACAGTTTCCTCCAGGTGCAG 

GTGGS-ORCO_Fw ggtaccggcggatccACTACCTCAATGCAGCCCAG 

IF_EcoRI_ORCO_Fw CTAGCCTCGAGAATTCgccaccATGACTACCTCAATGCAGCC 

IF_EcoRI_Venus_Fw CTAGCCTCGAgaattcgccaccATGgtgagcaagggcgaggagctg 

Lyn_Fw CACCATGGGATGTATAAAATCAAAAGGGAAAGACAGCGCGGGAGCAG 

Lyn_Rw 
GATCCTGCTCCCGCGCTGTCTTTCCCTTTTGATTTTATACATCCCATGGT

GGTAC 

Or47a_Rw GGCCGCCCGGgtcgacTTAGAATGATCTCAGCATAGTGATG 

ORCO_myc_Rw 
ggccgcccgggtcgacTTAGAGATCTTCTTCTGAAATGAGCTTCTGTTCTTTG

AGCTGGACGAGGAC 

ORCO_Rw GGCCGCCCGGgtcgacTTATTTGAGCTGGACGAGGAC 

pcDNA3_Fw CGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAC 

pcDNA3_Rv GCCCTCTAGATGCATGCTCGAG 

R-CEPIA1_Rw CTTCGCTGTCATCATTTGTACAAACTC 

Trafficking Sig(14-60)_Rw CACGTTGATGTCGATCTGATCCAGTGGGATGTACTCGCCCTCGCTTG 

TraffickingSig(46-60)-Erex-

ORCO_Fw 

ATCGACATCAACGTGggaggcggtttctgctacgagaacgaggtgggaggcACTAC

CTCAATGCAGCCCAG 

TraffickingSig_Fw CGAGGGCGAGTACATCCCAC 

Venus-GTGGS_Rw ggatccgccggtaccCTTGTACAGCTCGTCCATGC 

Venus-TraffickingSig(1-

32)_Rw 

ATGTACTCGCCCTCGCTTGTGATCCTGCTCTTCTTGTACAGCTCGTCCAT

GC 

XhoI_CNGA2_Fw AAACTCGAGCCACCATGATGACCGAAAAATCCAACGGTG 

YC_SmaI_CaaX_Fw AAGATCCGCCACAACATCCCCGGGACCGGCGGCAGCGGCG 
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