
はじめに
細胞内外の代謝産物やシグナル分子の時空間動態を、

細胞小器官レベルの解像度で見てみたい、というリク
エストは、生命科学の謎解きを主眼におくアカデミア
の研究者からに留まらない。医療機器開発や創薬のス
テージの何処かで、しばしば直面する課題でもある。
近年、生命科学の研究施設には欠かせない光学顕微鏡、
特に蛍光顕微鏡の普及によって、この望みは随分と叶
えられてきた。この背景に、顕微鏡の開発と併行して、
世界中で進められてきた蛍光センサー（分子スパイと
も呼ばれる）の開発がある。センサーの作動原理は、
概ね共通していて、標的とする生体分子の濃度に変化
が生じた際、それに応答して蛍光の明るさ（輝度）が
変化する輝度変化型が主である。例えば、図1に示し
たのが、筆者らが開発した赤・緑・青（RGB）の輝度
変化型ATPセンサーである1)。使える色のバリエー
ションが増えたことにより、同じ細胞内の異なる場所
（ミトコンドリアと細胞質）のATPの定性的な変化を
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図1 輝度変化型蛍光ATPセンサー
（文献1から改変して転載）

同時に観察したり、他のシグナル分子（cAMPなど）の動態と一緒に可視化したりすること
が可能になった。

真に生命科学研究の要望に応えることができる蛍光センサーを創出できれば、センサー開
発者の冥利に尽きるし、当該領域の研究手法全体に資するものでもある。現に、細胞内のカ
ルシウムイオンの濃度変化を捉える蛍光センサーが現れて以降、電気信号の読取りが主で
あった神経科学研究の手法を一変させた2)。

輝度変化型バイオセンサーの問題点
輝度変化型蛍光センサーの開発は成熟期に達しており、Addgeneなどのサイトから、安

価に誰もが購入できるようになった（Addgene→Biosensorsのタブをご覧頂くと、おびた
だしい数のセンサーが登録されていることが分かる）。しかしながら、幾分、主観的ではあ
るけれども、一度でも蛍光センサーを使ったことがある方ならば、賛同頂けると思われる課
題がある。それは「定量性」の問題である。ある生体分子を検出する蛍光センサーを細胞に
導入したとして、蛍光顕微鏡で写真を1枚撮っても、或いは、タイムラプス実験で経時変化
を記録しても、輝度値から直接、即座に標的の分子の絶対濃度を知ることはできない。横軸
に標的分子の濃度、縦軸に蛍光強度をプロットした検量線を作成しても、そもそも、細胞ご
とのベースの蛍光輝度の初期値も異なるため、これが標的分子の濃度を反映しているのか、



センサー分子の数が異なるのか、まず判別できない。仮に、異なる2種類の波長の蛍光を計
測し、その比率を計算して、励起光の強弱、蛍光センサーの分子数（濃度）、Z軸方向の焦
点ズレなどから生じる強度のバラつきを解消するアプローチ（レシオ測定）をとっても、異
なる顕微鏡・場所・人によって行われた実験で得られた蛍光の輝度値について、研究者間で
データを比較して議論することは絶望的に困難である（同じラボ内でも、既に難しい）。

定量性も担保できる蛍光寿命型（FLIM）バイオセンサーへの転換
それに対して、私達は、

細胞内の生体分子の濃度を
蛍光寿命の値に変換できる、
蛍光センサーの原理を提案
し、これに基づいてセン
サーを開発してきた。蛍光
寿命は、励起光の強さ、蛍
光フィルターの種類、細胞
内に導入した蛍光センサーの数など、輝度変化型の測定で問題になる複数の要因に影響を受
けない頑強な物理量である。つまり、蛍光寿命値と細胞内の標的分子の濃度情報と１対１で
紐付けられる（図２：例えば、X [ns]＝Y［μM］）。ところが、この明確な利点にも関わ
らず、蛍光寿命を用いた定量イメージングはあまり普及していない。蛍光寿命を測定する顕
微鏡（FLIM）が高価であることも一因ではあるが、それ以前に、標的の分子の濃度情報を
蛍光寿命に変換できる、感度の高い蛍光センサー（以降、FLIM型蛍光センサー）の設計原
理が未成熟で、使えるセンサーがほとんどない3)。近年、私達は、比較的、普遍性の高い
FLIM型蛍光センサー作りのプラットフォームを作ることに成功しつつある。また、蛍光タ
ンパク質型の蛍光センサーだけではなく、有機色素を用いたケミカルセンサーも開発の対象
として、研究を進めてきた。本講演では、その幾つかを紹介したい。

細胞内のエネルギーのフローを可視化する
細胞は、系の外から得たエネルギーを直接使うことはできないため、一旦、アデノシン3

リン酸（ATP）に変換して、時・場所に応じて、生物学的な仕事に消費していく。一方、あ
まり注目されることはないが、総エネルギーの多くを熱として散逸させ、これが細胞空間の
温度を保障している。細胞世界のミクロな空間の背後には、この熱とATPのエネルギーのフ
ロー（収支）が常にあって、この適切なバランスが崩れると、疾患に繋がるのは想像に易い
かもしれない。私達は、エネルギーフローの中で重要な因子である細胞内のATPと温度
（熱）を計測するためのFLIM型蛍光センサーの開発に取り組んできた。
   まず、細胞内のATP濃度を定量できるFLIM-ATPセンサーの開発に着手した。ATPに特異
的に結合するタンパク質を、適切なペプチドリンカーを介して蛍光タンパク質に挿入した。
これは、ATPの結合前後で蛍光強度が大きく変化する前述の輝度変化型の蛍光 ATP セン
サーの開発と同様の分子デザインである。この開発過程で、2つのタンパク質を繋ぐペプチ
ドのリンカーを様々に変えた複数の変異体を作製、その中で、蛍光寿命も併せて変化する稀
な変異体を偶発的に見出した。ここから生まれたFLIM-ATPセンサーを用いて、異なる細胞

図2 蛍光寿命型蛍光センサーの解析方法



種のATP濃度の比較（酸化的リン酸化と
解糖系の依存度などの議論）、また、多
細胞系のスフェロイダル状のがん細胞や
ショウジョウバエの脳のATPマッピング
に成功している4)。更に、この蛍光セン
サーの作動原理の背後にある光励起状態
の速度論の解析を実施中で、今後、汎用
性の高いFLIM型蛍光センサーを生み出し
ていくプラットフォームを構築したい
（幾つかのシグナル分子については、既
にプロトタイプの作製に成功しているた
め、本講演でも紹介する）4)。

もう１つの因子の熱については、蛍光
タンパク質を用いたセンサーではなく、
低分子の有機色素（BODIPY）を用いて、
FLIM型温泉センサーの開発を進めている。

生理的な温度範囲で、温度上昇に伴い、蛍光寿命が短くなるタイプのセンサーで、様々
な小器官にターゲットできるのが特徴である（小胞、ミトコンドリア、核、形質膜、ゴ
ルジ体、油滴、リソソームなどの標的化に成功している）5)。細胞内で発生する熱は、
すぐに散逸してしまうため、熱源に限りなく近いところで計測することが肝要である。
生理学の教科書に記載されている熱産生細胞には、褐色脂肪や骨格筋と言った細胞種が
あり、それぞれ、熱産生の源は、ミトコンドリアや小胞であると言われている。そこで、
ミトコンドリアに標的できる蛍光温度センサー（MTG）を用いて、褐色脂肪細胞が熱産
生を惹起する際のミトコンドリアの温度を測定した。興味深いことに、ミトコンドリア
で発生した熱は、他の小器官には、ほとんど伝わっておらず、あたかも、ナノサイズの
熱源として細胞内で振舞っていることが明らかになってきた。また、FLIM型センサーの
優れた点として、蛍光寿命値を直接、温度の値と紐づけることが可能であるため、定常
状態の温度の議論が可能である。最近の測定結果から、培地の温度を37℃に保っていて
も、ある種の細胞の小器官の温度は若干、高い温度に保たれていることがあることを示
唆するデータが得られている。これらの最新の結果と共に、本講演では細胞内の温度測
定の結果を紹介したい。

おわりに
蛍光センサーの開発が始まって、長らく経つが、開発のための開発に留まっているも

のも多く、自戒を込めて、生物学上の疑問に答え得るセンサーを幅広く提供していきた
い。特に、細胞内の生体分子の「絶対定量」と「時空間情報」を提供するFLIM型セン
サーは、本領域の新しい標準方法となり、蛍光寿命顕微鏡の普及の一助にもなるものと
期待している。

図3 FLIM蛍光温度センサーによる熱産生の
可視化（文献5から改変して転載）
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