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分子混雑を測る蛍光タンパク質“GimRET”

渡邉 朋信，藤田 英明

1. はじめに

細胞の内部は，水よりもむしろタンパク質や核酸などに
より埋めつくされ混雑している．この状態は分子混雑と呼
ばれ，細胞の状態を決める重要な要素の一つと考えられて
いる 1）．たとえば，細胞内のタンパク質濃度は，約300～
350 mg/mLと見積もられているが，このような高タンパク
質濃度は，タンパク質の構造の不安定化を引き起こした
り，逆に安定化したり，酵素活性など機能に影響を与え
る．つまり，生化学実験等の理想環境下における試験管実
験系と実際の細胞内とには大きな乖離がある．両者をつな
げるためには，細胞内の分子混雑を知ることが必要不可欠
と考えられており，古くから分子混雑のタンパク質への影
響は研究されている．
これまで細胞内の分子混雑状態は，FRAP（fluorescence 

recovery after photobleaching）法や，FCS（fluorescence cor-
relation spectroscopy）法など，蛍光タンパク質や色素など
のプローブの流動性を指標として評価されてきた 2）．しか
しながら，細胞内には細胞骨格やクロマチンのようなタン
パク質が集まった構造体が存在し，この流動性に影響を与
える可能性がある．細胞内分子混雑を評価するためには，
プローブの動き（流動性）のみでは不十分であり，他の要
素，たとえば，分子・タンパク質密度などの情報（混雑具
合）が必要である．この問題を解決すべく，我々は，周囲
のタンパク質や核酸濃度に依存して蛍光波長が変化する蛍
光タンパク質GimRETを開発し，生きた細胞内で分子の混
雑具合と流動性を同時計測することに成功した 3）．本稿で
は，GimRETの開発戦略とGimRETを用いた細胞内分子混
雑計測の実例を記す．

2. 開発戦略

1） 蛍光タンパク質の疎水性感受性を高める
GimRETは，蛍光波長が異なる二つの蛍光タンパク質か
ら構成され，溶液内の分子混雑具合に依存して，その蛍光
スペクトルが変化する環境感受性蛍光プローブである．有
機色素を基盤とした分子混雑感受性色素も存在するが，細
胞や個体などへの導入には困難がある．一方，蛍光タンパ
ク質を基盤としたプローブは，遺伝子にコードした形で細
胞内に導入できるため，組織内や個体内の細胞でも，観察
試料を生かしたままその蛍光を検出できる．上記が，我々
が蛍光タンパク質をGimRETの基盤とした理由である．
蛍光タンパク質は，2008年ノーベル化学賞受賞者であ
る下村脩博士により1960年代にオワンクラゲから発見さ
れた 4）．後に，遺伝子工学技術により蛍光強度や波長特性
が異なる改変蛍光タンパク質が作られ，また，サンゴ等他
の生物からも発見され，現在，さまざまな種類の蛍光タン
パク質が存在する 5, 6）．蛍光タンパク質の構造は，由来に
よらずほぼ同様の円柱構造をしており，蛍光を発する発
光団はその円柱の中心にある（図1A，左）．円柱構造によ
り，発光団と水分子との相互作用が制限されているため，
発光団は溶液中の環境変化に対し比較的安定した蛍光を発
することができる．逆にいえば，円柱構造に変異を与える
ことで，蛍光を不安定化させることができる．
我々はここで，タンパク質濃度が溶液の疎水性と直接関
与していることに着目した．溶液の疎水性が，分子混雑具
合を評価する上で最大のファクターであるタンパク質濃度
とみなせると考えたのである．実際に疎水性感受性の有機
蛍光色素は，溶液内のタンパク質濃度により，その蛍光波
長・強度が変化する 3）．一方で，通常の蛍光タンパク質の
蛍光は，円柱構造の防御機構により，溶液の疎水性に対し
て安定している．第一の開発は，蛍光タンパク質に，疎水
性感受性を持たせることであった．
我々のアイデアは，蛍光タンパク質の円柱構造に「小さ
な穴」をあけ，蛍光が失われない程度に発光団と水分子を
相互作用させることであった．蛍光タンパク質の分子構造
をよくながめてみると，発光団の近くに145番目チロシン
残基（用いたオワンクラゲ由来の蛍光タンパク質は全238
残基）のフェノール環が配置されており，これが水分子の
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図1 疎水性感受性黄色蛍光タンパク質
（A, B）黄色蛍光タンパク質（A, YFP）およびグリシン残基が挿入された黄色蛍光タンパク質（B, YFP1G）の模式
図（左）と結晶構造解析結果（右）．（C）YFP（左）およびYFP1G（右）の蛍光スペクトルのエタノール濃度依存性．（D）
YFP（橙），YFP1G（赤）およびYFP3G（青）の蛍光強度のメタノール，エタノール，1-プロパノールおよび2-ブタノー
ルの濃度依存性．   
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発光団への接近を妨げている（図1A，右）．我々は，144
番目と145番目のアミノ酸残基の間に，新たにアミノ酸を
挿入し，チロシン残置を少しだけ移動させることを試み
た（図1B，左）．3種類の色の異なる蛍光タンパク質（青，
緑，黄）にさまざまなアミノ酸残基を挿入してみたが，こ
こでは，最終的に使用した黄色蛍光タンパク質（YFP）に
グリシンを挿入した場合（YFP1G）のみを記す．
我々は，グリシンが挿入されたYFPを構築した後，大

阪大学今田勝巳教授にその結晶構造解析を依頼した．結
晶構造解析によれば，我々の期待どおりに，グリシン挿
入は確かに145番目チロシン残基の向きを変え，発光団の
近くには水分子が配置されていた（図1B，右）．YFPおよ
びYFP1Gの蛍光のエタノール濃度依存性を調べてみると，
YFPの蛍光はエタノール濃度に依存することなく安定した
蛍光を発していたが，YFP1Gの蛍光はエタノール濃度の
増加に伴い蛍光強度が低下していた（図1C）．さまざまな
有機溶媒に対しての依存性を調べると，どの有機溶媒に対
してもYFPの蛍光は変化せず（図1D，黄），一方，YFP1G
は濃度に対してほぼ線形的な減少を見せた（図1D，赤）．
面白いことに，グリシンを三つ挿入したYFP（YFP3G）の
蛍光強度は，有機溶媒の種類により異なる反応を見せる，
二相性の反応が確認される（図1D，青）など，疎水性以
外の要素にも影響を受けていた．本開発の「キモ」は，グ
リシン残基を「一つだけ」挿入したことであった．

2） 蛍光共鳴エネルギー移動法を適応する
蛍光強度は，計測する指標としては使いにくい．なぜな

ら，蛍光タンパク質の細胞内の発現量は，細胞によって異
なるからである．我々は，分子混雑の変化を蛍光強度変化
ではなく蛍光スペクトル変化として検出できるようにす
るために，蛍光共鳴エネルギー移動法（Förster resonance 
energy transfer：FRET）を適用した 7, 8）．YFP1Gに疎水性
感受性を持たない青色蛍光タンパク質（CFP）を短いリン
カーペプチドで融合させる（図2A）．CFPとYFP1Gがご
く近傍にある場合に，CFPが吸収した光エネルギーの一部
は蛍光を発することなくYFP1Gへと移動し，YFP1Gが代
わりに蛍光を発する．YFP1Gは溶液内の疎水性に感受す
る一方でCFPは感受しないので，この融合蛍光タンパク質
は，疎水性が上昇すると黄色蛍光が減少し青色蛍光が増
加する．すなわち，CFP‒YFP1G融合タンパク質は，溶液
の疎水性に依存して蛍光スペクトルが変化するプローブ
となる．我々は，この新しい蛍光タンパク質を“GimRET
（glycine inserted mutant FRET sensor）”と名づけた．

GimRETは，確かにウシ血清アルブミン（bovine serum 
albumin：BSA）濃度に依存して，その蛍光スペクトルの
形状を変化させた（図2B）．GimRETはBSAのみならず，
リゾチームやアクチン，チュブリン，さらには，核酸にも

反応を見せた．面白いことに，アクチンやチュブリンの重
合化には反応しないことから，GimRETは，タンパク質の
超構造にはあまり反応せず濃度に対して優位に反応してい
ると考えられる（図2C）．また，溶液粘性を調べる際の標
準分子とされるポリエチレングリコールやスクロース等の
小分子には反応しなかった 3）．GimRETは，高分子（macro-
molecule）の混雑具合に反応するプローブであるといえる．

3） 実証実験
試験管実験により，GimRETの蛍光スペクトルのタンパ
ク質濃度感受性が示された．次は，細胞内部のタンパク質
濃度すなわち混雑具合の変化をGimRETで検出できること
を示さなければならない．我々は，GimRETをヒト子宮頸
がん由来のHeLa細胞株に発現させ培養し，そのようすを
共焦点蛍光顕微鏡で観察した．GimRETは，周囲の混雑具
合に依存して，CFPが発する蛍光とYFP1Gが発する蛍光
が逆行的に変化する（図2B, C）．すなわち，レーザー光照
射によりCFPを励起し，波長460～500 nmおよび波長520
～560 nmの二つの蛍光画像を取得し，その強度比（CFP/
YFP1G，以下GimRET比と書く）を計算することで，細胞
内の混雑具合を捉えることができる（図3A）．図3A左は，
GimRET比の値に疑似色（黒‒青‒緑‒黄‒赤‒白）を対応さ
せた画像であり，この図における色はGimRETの発光色で
はないことに注意されたい．細胞は分裂直後から次の分裂
時のためにタンパク質を合成し，容積を増やした後に次の
分裂を開始する．実際にGimRET比をみてみると，細胞分
裂直後からGimRET比は増加し，その後，ゆっくりと減少
している（図3B）．薬剤添加によりタンパク質合成あるい
は分解を阻害すると，GimRET比はそれに準じた変化を見
せることも確認できている 3）．以上の結果から，GimRET
は細胞内のタンパク質濃度の変化によって，その蛍光波長
を変化させていると考えられる．
しかし，これだけでは実証にはならない．我々は，さら
に，細胞の容積を強制的に変化させたときのタンパク質濃
度変化の検出を試みた．具体的には，細胞培養液を高張液
から低張液に置換し，浸透圧変化による細胞膨張により，
強制的に細胞内のタンパク質濃度を変化させた．実際に，
溶液交換後すぐに，GimRET比が低下し，その後に徐々に
回復しているようすが確認できた（図3C）．逆に，細胞骨
格を破壊し，強制的に細胞の容積を圧縮させると，Gim-
RET比が増加することも確認してある 3）．このように，細
胞内においてもGimRETは，混雑具合の変化に対して感受
性があることが示された．
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図2 GimRETのさまざまなタンパク質濃度に対する依存性
（A）GimRETの模式．（B）GimRETの蛍光スペクトルのBSA濃度依存性．（C）GimRETの蛍光スペクトルのリゾチーム，
核酸，アクチンおよびチュブリンに対する依存性G-actinはアクチンモノマー，F-actinはアクチンフィラメントを表す．   
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3. 応用事例

1） GimRETによる分子混雑計測と拡散計測との比較
我々は，GimRETを用いて，生きた細胞内で混雑具合と
流動性を同時に計測した．具体的には，GimRET比により
細胞内の混雑具合を，GimRETの拡散速度によりその流動
性を計測した．アフリカミドリザル腎臓由来のCOS-7細
胞にGimRETを発現させ，上述と同様に共焦点蛍光顕微鏡

を用いたが，今回はより高倍率の対物レンズを用いて観
察した．ほとんどの細胞において細胞核内と細胞質内とで
GimRET比に有意な差はみられず，分子混雑状態は細胞内
でほぼ一様であると考えられる（図4A）．まれに，細胞質
内のGimRET比が高い細胞がみられるため，細胞質の方が
細胞核内に比べ平均的に少し分子混雑が高いといえる（図
4Aの矢印，図4D，左）．
一方で，GimRETは蛍光タンパク質であり，細胞内にて

図3 GimRETによる細胞内分子混雑の可視化
（A）GimRETを発現させたHeLa細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像．GimRET比画像は，各画素において，CFPの蛍光強
度とYFP1Gの蛍光強度との比を計算して作られる．（B）細胞分裂時におけるCFPの蛍光強度（シアン）とYFP1G
の蛍光強度（橙）およびGimRET比（赤）．矢印は細胞分裂が始まった時間を示す．また，白丸は娘細胞を示す．（C）
浸透圧変化による細胞膨張時におけるGimRET比の変化．   
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容易にFRAPが適用できる．FRAP法とは，強い光照射に
より細胞の一部のみ蛍光を退色させ，その後の蛍光強度回
復の速度により，蛍光タンパク質の拡散の速度を算出する

方法である 9）．細胞によって，GimRET比はばらつきを見
せ，蛍光強度の回復速度すなわちGimRETの拡散速度は，
確かにGimRET比と相関があった（図4B）．面白いこと

図4 GimRETによる分子混雑計測と拡散計測の同時計測
（A）GimRETを発現させたCOS-7細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像．矢印は細胞核内と細胞質内とでGimRET比の値に
明らかに差が確認された細胞を示す．（B）代表的なFRAPによる蛍光回復曲線．細胞内のGimRET比が異なる三つ
の細胞について示してある．（C）GimRET比とFRAPで見積もられたGimRETの拡散係数との相関．（D）核内，細胞
質内におけるGimRET比（橙），FRAPで見積もられた拡散係数（青）およびFCSで見積もられた拡散係数（紫）．* p＜
0.05, ** p＜0.01（t検定）．   
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に，この相関は，細胞核内と細胞質内で異なっていた（図
4C）．正しくは，細胞核内と細胞質内では，FRAPにより
算出された拡散係数が異なっていた．GimRETが感受でき
るのは，GimRET自身の近傍の分子混雑具合のみであり，
一方で，FRAP計測はより広範囲にわたる拡散を捉えてい

る．そこで，我々は，北海道大学金城政孝教授にFCSに
よるGimRETの拡散速度計測をお願いした．FCSは，レー
ザー集光点のみにおける計測すなわち狭範囲での計測とな
る 10）．FCSにより算出された拡散係数は，FRAPで産出さ
れた値より高く，また，細胞核内と細胞質内で大きな差は

図5 ES細胞の初期分化過程におけるGimRET観察
（A）GimRETを発現させたマウスES細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像．LIF（leukemia inhibitory factor）を培養液から除
去することで分化誘導を開始した直後（左），3日後（中）および6日後（右）を示す．（B）細胞核内のGimRET比のヒス
トグラム．（C）GimRET比とFRAPで見積もられたGimRETの拡散係数との相関．COS-7細胞のデータは，図4Cと
同じ．
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みられなかった（図4D）．これらの結果を総合的に解釈す
ると，細胞質内では比較的大きな構造体によりタンパク質
の拡散が抑制されており，細胞核内は比較的自由な拡散が
許されている環境である，といえる．このようにGimRET
は，細胞内における分子混雑の混雑具合と流動性とを分け
て議論することを可能にする．

2） 細胞分化過程における細胞核内の分子混雑変化
細胞分化は，細胞核内部の状況が大きく変化する現象の

一つである．我々は，マウスの胚性幹細胞（ES細胞）の
初期分化過程における，細胞核内の分子混雑変化をGim-
RETで評価してみた（図5A）．分化誘導前のES細胞は，
高い混雑具合を示し，また，細胞間のばらつきも大きかっ
た（図5B，最上段）．分化誘導後は，日が経つにつれ，混
雑具合は減少し，そのばらつきも小さくなっていった（図

5B）．一方で，FRAPによる拡散速度計測では，分化誘導
前のES細胞の核内は分化誘導後に比べ拡散係数が高い値
を示し，混雑具合（GimRET比）とは逆の結果となった
（図5C）．分化前のES細胞の細胞核内は分子が多く混雑し
ている一方で，その中の流動性は高く保たれていたのであ
る．これは，クロマチンの構造とその中でのタンパク質の
流動性との関係を表しているのかもしれない．未分化時
には，核内のクロマチンはオープン構造（ほどけた構造）
をしている 11）．GimRETは局所の分子混雑しか検出できな
いので，クロマチンの凝集に伴いGimRET比は低下してい
く．一方で，ほどけたクロマチン構造は，分子の自由拡散
を保障していることが知られており，クロマチンの凝集に
伴い拡散係数は低下する 12）．このように，分子混雑状態
と流動性とを分けて計測することにより，細胞核内部のよ
うすをより詳細にイメージすることができる．

図6 GimRET融合タンパク質による応用実験例
（A）H2B‒GimRET融合体を発現させたHeLa細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像およびGimRET画像．（B）細胞分裂過程に
おけるH2B‒GimRET融合体のようす．（C）細胞分裂過程におけるH2B‒GimRET融合体のCFPの蛍光強度（シアン），
YFP1Gの蛍光強度（橙）およびGimRET比（赤）の代表トレース．（D）細胞分裂過程におけるH2B‒GimRET融合体の
蛍光強度（黒）およびGimRET比（赤）の平均トレース（N＝31）．時間は分裂中期をゼロとした．点線は生データを表
す．（E）ミオシンX‒GimRET融合体を発現させたCOS-7細胞の共焦点蛍光顕微鏡画像およびGimRET画像．（F）（E）
における紫の点線上の蛍光強度プロファイル（黒）およびGimRET比のプロファイル（赤）．
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3） GimRET融合タンパク質による選択的分子混雑観察
GimRETは蛍光タンパク質であるため，通常の蛍光タン
パク質同様に，観察したい標的タンパク質に融合させるこ
とで，その標的タンパク質近傍の分子混雑状態を選択的に
観察することができる．我々は，ヒストンタンパク質の一
つであるH2BにGimRETを融合させ，細胞分裂中の染色
体凝集時におけるヒストン周辺の分子混雑を観察してみ
た．細胞核内においてH2B周辺の混雑具合は一様であっ
た（図6A）．細胞分裂に伴い，染色体は凝集，分裂，逆凝
集と，ダイナミックな形態変化を見せる（図6B）．染色体
凝集時に，わずかではあるが確実に，H2B‒GimRET融合
体のGimRET比の変化が観察された（図6C）．数サンプル
のGimRET比の変化を収集し平均化することにより，染色
体凝集前後におけるGimRET比増減のようすが確認できる
（図6D）．H2Bの凝集具合は蛍光強度変化により評価でき
（図6D，黒），染色体凝集後は凝集前に比べて，H2Bの周
辺は混雑していると思われる（図6D，赤）．
他の例として，モータータンパク質の一つであるミオ

シンXにGimRETを融合し，観察してみた（図6E）．ミオ
シンXは，仮足伸長に必須のタンパク質であり，細胞質
内から糸状仮足先端に向かい移動する 13）．面白いことに，
ミオシンXは，糸状仮足内部のアクチンフィラメントに
のみ選択的に結合することが知られている．ミオシンX−
GimRET融合体のGimRET比を観察してみると，細胞質内
（正しくは葉状仮足内）に比べ糸状仮足内において，低い

GimRET比値が確認された（図6F）．ミオシンX周辺の分
子混雑は，糸状仮足内の方が低く，タンパク質が輸送され
るために障害が少ないのかもしれない．
上述した二つの実験例は，まだまだ始めたばかりであ

るが，GimRET融合タンパク質が，その局在とともに周辺
局部の分子混雑の情報を与えてくれることを示しており，
GimRETの今後のさまざまな研究分野への応用展開が期待
される．

4. おわりに

このように，我々は，非常に単純な遺伝子改変により，
これまでにない蛍光タンパク質プローブを開発し，これま
で直接的に測ることができなかった細胞内の分子混雑を，

蛍光顕微鏡で容易に評価できることを示した．
しかしながら，問題は残っている．YFPに施したグリシ

ン挿入が発光団に疎水感受性をもたらしたメカニズムが解
けていないままなのである．そもそも分子混雑がタンパク
質の構造折りたたみや機能に与える影響などにはまだま
だ不明な点が多く，今後の研究を待たなければならない．
GimRETとは異なる戦略で，CFPとYFPの間に，分子混雑
により構造が変化すると予想されるペプチドを挿入した分
子混雑プローブが他グループにより開発されているが 14），
そのメカニズムにもまだ不明な点が残っている．GimRET
は，プローブとして有効であるとともに，生化学分野にお
いても，蛍光タンパク質の発光メカニズムの解明という観
点で，よい研究材料かもしれない．
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