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第１章 緑色蛍光型グルコースセンサーの開発手法 

1.1 序論 

1.1.1 生体とグルコース 

 グルコースは、動物にとって最も重要なエネルギー源である。特にヒトでは、脳が利用で

きるエネルギー源はグルコースだけであるともいわれ、成人男性が 1 日に消費するグルコ

ースのうち約 20～25%を脳が消費する[1]。グルコースは他にも、細胞分裂や細胞分化など、

さまざまな生体反応において重要な役割を担う[2, 3]。血液を介して全身に輸送されるグル

コースの濃度は、膵臓のランゲルハンス島に存在する β 細胞から分泌される、インスリンに

よって調節される。インスリンは、β 細胞が血中グルコース濃度を感受することで分泌され、

その作用は、筋細胞や肝細胞がグルコースを細胞内に取り込み、代謝して利用するために必

要不可欠である[4–6]。 

 細胞内で起こるグルコースの代謝反応は、細胞内での酵素の状態や細胞外からの刺激に

よってダイナミックに変化する。活動時には解糖系や電子伝達系の酵素群によって ATP や

ピルビン酸、乳酸などの物質が産生され、エネルギー貯蔵時にはグリコーゲンが合成されて

細胞内に蓄積される。これらの経路の破綻は、糖尿病を代表としたホルモン分泌異常による

代謝疾患や、細胞形態の変化による神経障害など、個体レベルの病態にも深く関与する[7]。 

 これまで、生体におけるグルコース濃度変化の解析は、放射性標識したグルコースを用い

た陽電子放射断層撮影装置による可視化や、質量分析による定量によって成し遂げられて

きた[8, 9]。しかし、これらの方法は時空間的な制約が大きく、生体や生細胞内のリアルタイ

ムなグルコース動態の解析に用いるのは難しい。各種細胞ごとに異なる、グルコースへの応

答を理解するためには、より高い時間分解能を持つツールの開発が求められていた。 

 

1.1.2 蛍光タンパク質型分子センサーによる可視化技術 

 単一細胞レベルで、細胞内分子の挙動を解析するためには、蛍光タンパク質型分子センサ

ーによるライブセルイメージング解析が有効である。1997 年の蛍光タンパク質型 Ca2+可視

化センサーCameleon の登場をきっかけとし[10]、多くの研究者によって cAMP、cGMP、ATP

など、さまざまな細胞内分子を可視化する分子センサーが開発されはじめた[11–13]。 

 蛍光タンパク質を基盤として開発されたこれらのセンサーは、Förster 共鳴エネルギー移

動型（FRET 型）と単色蛍光型という 2 つの主要なカテゴリに分類される（図 1）。FRET 型

分子センサーは、2 つの蛍光タンパク質の間で起こる FRET による蛍光輝度比の変化から、

標的分子の濃度や活性の変化を検出できる。作製が容易だが、観察時には 2 種類の蛍光画像

の取得が必要であるため、複数分子を同時可視化する多重色蛍光イメージングへの適用が

技術的に難しい。一方、単色蛍光型分子センサーは、標的分子の結合または解離による、1

つの蛍光タンパク質の蛍光輝度変化を利用する。配列の最適化が必要で作製は困難だが、取
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得する蛍光波長が 1種類でよい。そのため、多重色蛍光イメージングに向いており、複数の

細胞内分子がどのように相互作用しているかを、より高い時空間分解能で理解できる。また、

分子の結合に伴う蛍光輝度変化率も大きくしやすく、細胞内の微弱な濃度変化を検出する

ことにも長けている[14–16]。蛍光タンパク質型分子センサーを用いた細胞内分子の可視化

技術は、細胞から個体レベルまでの細胞内分子の挙動を明らかにしており、これからの生命

科学研究にもより欠かせないツールになると考えられる。 

 グルコースでは、2003 年に初めての FRET 型グルコースセンサーFLIPglu-170nDelta13 が

報告された[17]。これに続いていくつかの FRET 型グルコースセンサーが開発され、細胞内

におけるグルコースの時空間的観察が可能となった[17, 18]。しかしこの FRET 型センサー

は、前述の通り、2種類の蛍光を検出する必要があるため、細胞内での微細なグルコース濃

度変化や、他の細胞内分子とグルコースとの相互作用の解析には不向きである。2018 年当

時、単色蛍光型のグルコースセンサーは存在せず、その開発と、それを用いたより高い時空

間分解能でのグルコース動態の解析が期待されていた。 

 

1.1.3 単色蛍光型分子センサーの開発手法 

 単色蛍光型分子センサーとして一般的なのは、単色蛍光型 Ca2+センサーGCaMP に代表さ

れる、円順列変異型である[14]（図 2）。円順列変異とは、タンパク質の配列を N 末端側と C

末端側で分割し、その順番を入れ替える変異である。緑色蛍光タンパク質 GFP は、円順列

変異を導入しても、蛍光タンパク質としての機能を維持できることが知られており、円順列

変異を加えた GFP は、circularly permuted GFP（cpGFP）と呼称される。円順列変異型分子セ

ンサーは、cpGFP の両端に、2 つのドメイン（リガンド結合ドメイン[LBD]と、リガンド付

き LBD 結合ドメイン）を融合した構造を持つ。しかし、この 2つのドメインが特定されて

いる標的分子は少なく、2つのドメインを必要とする円順列変異型の単色蛍光型分子センサ

ー開発が困難だった。そこで新たに考案されたのが、挿入型分子センサーである（図 2C）。 

 挿入型分子センサーは、単色蛍光型 Ca2+センサーCamgaroo にみられるように、蛍光タン

パク質を発色団付近で分割し、その間に 1つの LBD を挿入した構造をもつ[20]。1 つの LBD

で作製できるため、結合配列が特定されている様々な分子に適用でき、分子センサーの汎用

性を広げる可能性がある。しかし、1 つの LBD しか持たない挿入型は、標的分子の結合ま

たは解離による構造変化を起こしにくく、開発技術が確立されていない。 

 そこで、Camgaroo の構造を参考にし、分割した蛍光タンパク質の間にある、結合ドメイ

ン部分を他の標的分子への結合ドメインに変更することで、他分子への単色蛍光型センサ

ーの開発が試みられた。単色蛍光型 cAMP センサーFlamindo（Fluorescent cAMP indicator）

では、標的分子の結合による蛍光輝度変化を引き起こすため、蛍光タンパク質と結合ドメイ

ンの間にリンカーアミノ酸配列を挿入することで、センサーの開発に成功した[15]。続く単

色蛍光型 cGMP センサーGreen cGull（Green cGMP visualizing fluorescent protein）では、リン

カーアミノ酸配列の長さや種類を最適化することで、より大きな蛍光輝度変化を引き起こ
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すセンサーの開発に成功している[16]。そして本研究では、リンカーアミノ酸配列の最適化

に加え、結合ドメインの配列を最適化することで、より汎用性の高い、単色蛍光型グルコー

スセンサーGreen Glifon（Green Glucose indicating fluorescent protein）[21]を開発した。この開

発を通し、挿入型の単色蛍光型分子センサーの開発手法を確立した。 
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図 1 2 つの蛍光タンパク質型分子センサー 

（A）Förster 共鳴エネルギー移動型（FRET 型）分子センサーの配列模式図と構造予測図。

FRET を起こす、2 つの蛍光タンパク質を組み合わせ、標的分子の結合または解離に

よる蛍光輝度比の変化を利用する。 

（B）単色蛍光型分子センサーの配列模式図と構造予測図。標的分子の結合または解離に

よる、1 つの蛍光タンパク質の蛍光輝度変化を利用する。  
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図 2 2 つの単色蛍光型分子センサー 

（A）緑色蛍光タンパク質の配列模式図。先行研究から、144 番目と 145 番目のアミノ酸の

間で、配列を分割できることが示されてきた。 

（B）円順列変異型の単色蛍光型分子センサーの配列模式図と構造予測図。円順列変異を加

えた蛍光タンパク質の両端に、2つのドメインが融合されている。LBD への標的分子

の結合または解離による、蛍光輝度変化を利用する。 

（C）挿入型の単色蛍光型分子センサーの配列模式図と構造予測図。分割した蛍光タンパク

質の間に、標的分子への結合ドメインが挿入されている。結合ドメインは、円順列変

異型と同じように 2つの場合もあれば、1つのみの場合もある。ドメインへの標的分

子の結合または解離による、蛍光輝度変化を利用する。   
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1.2 方法 

1.2.1 グルコースセンサーのプロトタイプ構築 

 本緑色グルコースセンサーは、緑色蛍光タンパク質 GFP の変異体である Citrine を基盤と

して構築した[22]。タンパク質発現用の pRSET-A ベクター（Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA）に、Citrine を XhoI/HindIIIサイトで挿入した後、蛍光タンパク質の発色団の配列

付近に、PCR 法によって SacII/EcoRIサイトを付加した。大腸菌発現下でのタンパク質の可

溶性を高めるため、蛍光タンパク質の N 末端側に、マウス由来のアミロイド β 前駆体タン

パク質の超酸性領域（Amyloid beta precursor protein: APP, NM_001198823.1）を融合した[23]

（図 3）。 

 グルコース結合ドメインとして、大腸菌のMethyl-galactoside B遺伝子（MglB, NC_000913）

由来のD-ガラクトース/D-グルコース結合ドメインを選出した[24]。MglBのN末端側にSacII

認識配列、C 末端側に EcoRI認識配列をそれぞれ付加し、蛍光タンパク質の配列中に挿入す

ることで、プロトタイプのグルコースセンサーを取得した。 

 

1.2.2 リンカーアミノ酸配列の長さの最適化 

 蛍光タンパク質とグルコース結合ドメインの間には、リンカーアミノ酸配列を設けた。リ

ンカーアミノ酸として挿入する配列には、逆並行ロイシンジッパーを選出した[25]（図 4）。

図に示したプライマーセットを用い、MglBの両側にリンカーアミノ酸配列を付加、または、

MglB の両側のアミノ酸を欠失させることで、さまざまなリンカーアミノ酸長をもつ変異体

を作製した（図 5）。作製した変異体は、大腸菌 Escherichia coli JM109（DE3）株に形質転換

し、終濃度 50 µg/mL アンピシリン（FUJI FILM Wako pure chemical industries, Osaka, Japan）

入りの LB 培地 2 mLに植菌し、20℃で 4日間、振盪培養した。菌液を 16,000 g、4℃で 5分

間遠心して上清を除去し、沈殿した菌体をリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline: 

PBS(-) [pH 7.4]）700 µLに懸濁した。ホモジナイザーにて菌体を破砕して再度遠心し、目的

タンパク質を含む上清を回収した。この上清を、蛍光スクリーニングに使用し、グルコース

の添加によって最大の蛍光輝度変化を示すリンカーアミノ酸長をもつ変異体を選出した。 

 

1.2.3 リンカーアミノ酸配列の種類の最適化 

 リンカーアミノ酸とその周辺のアミノ酸には、ランダムに変異を導入した（図 6）。変異

導入のターゲットとなるアミノ酸をコードする 3 塩基を、それぞれ NNK・MNN としたセ

ンス鎖・アンチセンス鎖のプライマーを作製した。プライマーに使用している混合塩基は、

N では 4塩基のどれかが、Mでは A（アデニン）または C（シトシン）、Kでは T（チミン）

または G（グアニン）をコードする。NNK は、すべてのコドンに対応できる塩基配列とな

る。このプライマーを用い、PCR を 2 回行うことで、ターゲットとなるアミノ酸がランダ

ムに変わった 48 種の変異体を取得した。作製した変異体は、リンカーアミノ酸長の最適化
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と同様の方法で、蛍光スクリーニングを行った。グルコースの添加によって最大の蛍光輝度

変化を示した変異体は、次のランダム変異の鋳型とした。アミノ酸にランダムに変異を加え

る操作を繰り返すことで、リンカーアミノ酸配列の種類を最適化した。 

 

1.2.4 グルコースへの結合能調整 

 リンカーアミノ酸配列を最適化したグルコースセンサーについて、グルコースに対する

結合能の調整を行った。グルコース結合ドメインに用いた MglB は、グルコース結合能に関

与するアミノ酸が特定されている[26]。結合能に関するアミノ酸やその周辺のアミノ酸に、

リンカーアミノ酸の配列最適化と同様の方法で変異を導入し、シークエンス解析すること

で、それぞれ 20 種の変異体を取得した。取得した変異体のうち、グルコースの結合による

蛍光輝度変化率が大きく、細胞内で想定されるグルコース濃度に適用可能な結合能をもつ 3

種の変異体を、グルコースセンサーとして選出した。 

 

1.2.5 リコンビナントタンパク質の精製 

 選出したグルコースセンサーを大腸菌 Escherichia coli JM109（DE3）株に形質転換し、終

濃度 50 µg/mL アンピシリン入りの LB 培地 200 mL に植菌し、20℃で 4 日間、振盪培養し

た。菌液を 4,800 g、4℃で 10 分間遠心して上清を除去し、沈殿した菌体を PBS(-) [pH 7.4] 10 

mLに懸濁した。終濃度 40 µg/mLのリゾチーム（FUJI FILM Wako pure chemical industries）

を加え、液体窒素による凍結融解と超音波ホモジナイザーによって菌体を破砕した。菌体破

砕液は 4,800 g、4℃で 30 分間遠心して、目的タンパク質を含む上清を回収した。回収した

上清に、PBS(-)で洗浄した Ni-NTA ビーズ（QIAGEN, KJ Venlo, Netherlands）を加え、4℃で

一晩回転させることで目的のタンパク質を吸着させた。翌日、遠心して回収したビーズをフ

ィルター付きカラムに添加し、PBS(-)と、PBS(-)に溶解した 10 mM イミダゾール溶液（Tokyo 

Chemical Industry, Tokyo, Japan [pH7.4]）でそれぞれ洗浄した。その後、PBS(-)に溶解した 300 

mM イミダゾール溶液で目的タンパク質を溶出した。溶出したタンパク質溶液は、HEPES 緩

衝液（150 mM KCl, 50 mM HEPES-KOH [pH 7.4]）で平衡化した PD-10 ゲルカラム（GE 

Healthcare, Buckinghamshire, UK）に添加し、HEPES 緩衝液に置換することで、イミダゾール

を取り除いた精製タンパク質溶液を得た。精製タンパク質は、Nanodrop（Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA）の Protein A280モードで吸光度を測定し、濃度を算出した[27]。

精製タンパク質は、液体窒素で凍結し、-80℃で保管した。 

 

1.2.6 グルコースへの濃度依存性の測定 

 測定には、分光蛍光光度計（F-2500, Hitachi, Tokyo, Japan）を用いた。1 µM の精製タンパ

ク質に対して、最終濃度がそれぞれ 0 µM、0.1 µM、1 µM、10 µM、100 µM、1 mM、10 mM、

100 mM となるようにグルコースを添加し、計 8 点の濃度条件で蛍光スペクトルを測定し

た。各濃度において、グルコース添加による蛍光輝度変化率を算出した。 
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1.2.7 励起・蛍光スペクトルの取得 

 励起スペクトルの測定時は、蛍光波長を 530 nmに設定した。蛍光スペクトルの測定時は、

励起波長を 480 nm に設定した。プラスチック製 VIS キュベット（Eppendorf, Hamburg, 

Germany）に、HEPES 緩衝液で終濃度 5 µM に希釈したタンパク質と、HEPES 緩衝液または

終濃度 10 mM の HEPES 緩衝液に溶解したグルコース（FUJI FILM Wako pure chemical 

industries）を添加した。 

 

1.2.8 pH依存性の測定 

 1 µMの精製タンパク質に対して、pH 5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0 に調整

した HEPES 緩衝液を用い、HEPES 緩衝液または終濃度 10 mM のグルコースを添加し、計

9 点の pH 条件で蛍光スペクトルを測定した。 

 

1.2.9 グルコース以外の分子への応答性測定 

 グルコースの他に、単糖であるガラクトース（FUJI FILM Wako pure chemical industries）、

フルクトース（Kanto chemical co., inc., Tokyo, Japan）、グルコースの代謝産物であるグルコー

ス 1-リン酸（FUJI FILM Wako pure chemical industries）、グルコース 6-リン酸（Oriental Yeast 

Co., ltd., Tokyo, Japan）、ピルビン酸（FUJI FILM Wako pure chemical industries）、人工甘味料

であるスクラロース（Tokyo Chemical Industry）について測定した。各分子は、1 µM の精製

タンパク質に対して最終濃度が各グルコースセンサーの EC50 値の 10 倍の濃度となるよう

に添加した。 

 

1.2.10 吸収スペクトルの測定 

 測定には、紫外可視光分光光度計（UV-1800, Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いた。終濃度 25 

µM の精製タンパク質を石英キュベットに加え、HEPES 緩衝液または終濃度 10 mM のグル

コースを添加した。  

 

1.2.11 データ解析 

 センサーのグルコースへの 50％効果濃度（EC50）の算出には、ImageJ（National Institutes 

of Health, Bethesda, MD, USA）の Curve fitter 機能を使用した。グルコースへの濃度依存性の

測定結果を、Rodbardモードによる 4パラメータロジスティック曲線へに近似することで算

出した。センサーのワーキングレンジは、4 パラメータロジスティック曲線の直線範囲とし、

Bend pointから推測した[28]。センサーの検出限界（Limit of detection: LOD）は、ブランクの

平均と標準偏差の 3倍の値とした。 
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図 3 センサーの基盤となるベクターの配列 

（A）グルコース結合ドメイン挿入前のベクター配列模式図。pRSET-A ベクターに、蛍光タ

ンパク質 Citrine と APP 配列を挿入した。Citrine 周辺の、変異体作製に用いた制限酵

素サイトを示した。 

（B）pRSET-A ベクターの塩基配列とコードされるアミノ酸配列。T7 プロモーター下流の

メチオニンからタンパク質がコードされる。N 末端側にタンパク質精製用のヒスチジ

ンタグを付けた、APP 融合型の Citrine が作られる。  

6xヒスチジンタグ
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図 4 ロイシンジッパーの配列とプライマーの配列 

（A, B）N 末端側（A）および C 末端側（B）のリンカーアミノ酸配列の長さが異なる変異

体を作製する際に使用するプライマーの例。アニーリング鎖は、18～25 塩基で、

GC が 8～12 塩基になるように設計している。制限酵素サイトの 5’末端側に、数塩

基を余剰に付加すると、制限酵素が配列を認識しやすくなる。余剰な塩基配列は、

制限酵素によって異なる。また、リンカーアミノ酸を 3 アミノ酸以上付加するとき

は、3 アミノ酸付加した変異体がテンプレートになるよう、プライマーを設計し直

している。 

（C）  リンカーアミノ酸配列に用いた、ロイシンジッパーの塩基配列とアミノ酸配列。 

PCR の成功率を上げるため、フォワードプライマーとリバースプライマーに使用

する塩基配列を少しずつ変更している。  
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図 5 リンカーアミノ酸配列の長さが異なる変異体の配列例 

（A）リンカーアミノ酸配列の挿入前の配列模式図。図 3 のベクターの SacII/EcoRI サイト

に、リガンド結合ドメインを挿入している。 

（B）リンカーアミノ酸の配列を変化させた変異体のアミノ酸配列例。図 4（A, B）のプラ

イマーセットを用い、図 4（（C）の配列を挿入している。X は、リガンド結合ドメイン

のアミノ酸を示す。アミノ酸を欠失した変異体では、リガンド結合ドメインの配列を

欠失させている。 
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図 6 特定のアミノ酸へのランダム変異導入方法 

（A）1 回目 PCR の方法を示した模式図。例として、N 末端側リンカーアミノ酸の R への変

異方法を示した。一連のランダム変異で使用する、全てのプライマーセットが認識す

る配列の位置も示した。1回目の PCR では、プライマーA のセットとプライマーB の

セットを用いた 2 パターンの PCR を行い、それぞれから PCR 断片を得ている。 

（B）2 回目 PCR の方法を示した模式図。1 回目 PCR で得られた 2 つの PCR 断片を鋳型と

して、2 回目の PCR を行う。この一連の操作により、*で示した位置のアミノ酸が変

異した断片を得ることができる。 

（C）各 PCR 操作で用いるプライマーセットの例。プライマー中の、目的アミノ酸をコード

する配列を、フォワードプライマーでは NNK に、リバースプライマーでは MMN に

することで、アミノ酸をランダムに変更した。変異導入用のプライマー2本は、それ

ぞれの目的アミノ酸の位置に合わせて設計し直した。それ以外の、ベクター部分にか

かる 4本のプライマーは、共通して用いている。2本の PCR 断片が重なる部分は、18

～25塩基とし（NNK部分を含む）、GC が 8～9 塩基になるように設計している。  
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1.3 結果 

1.3.1 緑色蛍光型グルコースセンサーの開発 

 分割した Citrine の間に、MglB 由来のグルコース結合ドメインを挿入することで、緑色蛍

光型グルコースセンサーのプロトタイプを構築した。プロトタイプへの、逆並行ロイシンジ

ッパー由来のリンカーアミノ酸配列の挿入、または MglB 配列の欠失により、さまざまなリ

ンカーアミノ酸長をもつ変異体を取得した。MglB の N 末端側を- 6 から+ 6アミノ酸まで変

化させた変異体と、MglB の C 末端側を- 6から+ 6アミノ酸まで変化させた変異体で蛍光輝

度変化率を算出した結果、C 末端側- 2 アミノ酸の変異体が最も大きな変化率を示した（図

7A）。この変異体を鋳型に、MglBの N 末端側のリンカーアミノ酸長について再び検討した。

C 末端側は- 2 アミノ酸に固定し、N 末端側を- 3 から+ 6 アミノ酸まで変化させた変異体に

て蛍光輝度変化率を算出した結果、± 0 アミノ酸の変異体が最も大きな変化率を示した（図

7B）。これらのリンカーアミノ酸の長さの最適化操作により、グルコース存在下で蛍光輝度

が 1.6倍に増加する変異体を取得した。 

 続いて、リンカーアミノ酸の種類を最適化するため、PCR 法によって標的のアミノ酸に

ランダムに変異を導入した。本グルコースセンサーの場合、リンカーアミノ酸配列長が- 2

または± 0であるため、リンカーアミノ酸の周辺の蛍光タンパク質および MglB のアミノ酸

にも変異を導入した。最終的に、蛍光輝度変化率が 3.3 倍に増加する変異体を取得した（図

8）。一連のリンカーアミノ酸の最適化によって得られたグルコースセンサーを、Green Glifon

（Green Glucose indicating fluorescent protein）と命名した。 

 本研究では、生細胞内のグルコース動態観察に適用可能なグルコースセンサーを目指し、

細胞内のさまざまな濃度範囲に対応すべく、センサーのグルコースへの応答能を調整する

変異の導入を試みた。MglB の結晶構造解析結果から判明しているグルコースの認識に関与

するアミノ酸に[26]、ランダムに変異を導入した変異体を取得し、グルコースへの濃度依存

性を測定した。全アミノ酸のうち、7種のアミノ酸のみで、グルコース添加による輝度変化

が生じた（図 9A）。特に、F39Y 変異体や F39L 変異体は、グルコースに応答することに加

え、野生型の F39Fに比べてより大きな蛍光輝度変化率を示すことが分かった。また、野生

型 F39Fのグルコースへの EC50値を概算すると、およそ 5 µMであることが分かった。生細

胞内には高濃度のグルコースが存在すると考えられており、EC50 値が小さすぎると、グル

コース濃度の変化を検出できない可能性があるため、より大きい EC50値を持つ可能性があ

る、F39Y 変異体や F39L 変異体をグルコースセンサーの候補として選出した。さらに、隣

のアミノ酸にもランダムに変異を導入してみたところ、F39F 変異体と F39L 変異体の中間

程度の EC50値を持つ可能性がある、F39Y N40Y 変異体を取得することができた（図 9B）。

最終的には、F39Y 変異体・F39L 変異体・F39Y N40Y 変異体の 3 種を、グルコースセンサ

ーとして選出し、性質測定を行った。 
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1.3.2 緑色型グルコースセンサーの各種性質測定 

 選出した 3 種の変異体についてタンパク質精製を行い、分光蛍光光度計によって性質デ

ータを取得した。濃度依存性の測定ではそれぞれ、計 8 点の濃度条件での蛍光輝度変化率を

算出し、4パラメータロジスティック曲線に近似することで EC50値を算出した。3 種の変異

体の EC50値はそれぞれ、44 µM（F39Y 変異体）・590 µM（F39Y N40Y 変異体）・3800 µM

（F39L 変異体）であることが分かった（図 10）。この結果から、3 種の変異体をそれぞれ

Green Glifon 50・Green Glifon 600・Green Glifon 4000 と命名した。 

 3 種のグルコースセンサーの励起スペクトルと蛍光スペクトルを測定したところ、励起ス

ペクトルのピークは 503 nm、蛍光スペクトルのピークは 523 nmを示した。また、10 mM グ

ルコースによる蛍光輝度変化率は、Green Glifon 50 と Green Glifon 600 では約 7 倍、Green 

Glifon 4000 では約 6.5倍を示した（図 11）。 

 pH 依存性の測定では、3 種のグルコースセンサーの蛍光測定を、さまざまな pH 条件の溶

液中で行った。結果としてこのグルコースセンサーは、グルコースの有無に関わらず、pH

依存的に蛍光輝度が上昇することが分かった（図 12）。 

 紫外可視光分光光度計を用い、3 種のグルコースセンサーの吸収スペクトルを測定した。

結果として、10 mM グルコースの添加により、420 nm付近の吸収ピークが減少し、500 nm

付近の吸光ピークが増加することが分かった（図 13）。 

 グルコース以外の分子への応答性の測定では、3 種のグルコースセンサーの蛍光輝度は、

グルコースとガラクトースによって変化した（図 14）。他の候補分子では、蛍光輝度変化は

見られなかった。また、ガラクトースによる蛍光輝度変化率は、グルコースに比べて小さい

ことが分かった。 
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図 7 リンカーアミノ酸配列の長さの最適化（文献[21]より改変） 

（A）1回目のリンカーアミノ酸配列の長さの最適化結果。N 末端側および C 末端側のリン

カーアミノ酸配列を、それぞれ- 6から+ 6 まで変化させた変異体を作製し、蛍光を測

定した。本スクリーニングでは、グルコースの添加による蛍光輝度の変化が最も大き

かった、C - 2 変異体を選出した。 

（B）2 回目のリンカーアミノ酸配列の長さの最適化結果。C - 2 変異体の、N 末端側のリン

カーアミノ酸配列を、- 3 から+ 6 まで変化させた変異体を作製し、蛍光を測定した。

グルコースの添加による蛍光輝度の変化が最も大きかった、N ± 0変異体を選出した。

一連のリンカーアミノ酸の長さの最適化により、N ± 0, C - 2 変異体を選出した。  
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図 8 リンカーアミノ酸配列の種類の最適化（文献[21]より改変） 

リンカーアミノ酸配列の長さが最適化された C ± 0, N - 2 変異体への変異導入箇所と蛍光輝

度変化。変異は、リンカーアミノ酸配列およびその周辺にランダムに加えている。操作は 1

アミノ酸ずつであるが、図では数アミノ酸に変異を加えた時点での配列および蛍光輝度を

示している。変異を加えたアミノ酸を*で示しており、アミノ酸表記では種類が変わってい

ないものも、塩基レベルでの変異が加わっている。リンカーアミノ酸配列の最適化により、

約 1.6倍だった輝度変化は、約 3.3倍まで上昇した。  
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図 9 グルコースへの EC50値の調節（文献[21]より改変） 

（A）グルコースセンサー配列内 MglB への、1 回目の変異導入箇所と蛍光測定結果。リン

カーアミノ酸配列を最適化した変異体の、MglB の F39 にランダムに変異を導入した。

シークエンス解析して全種類のアミノ酸に変化した変異体を取得し、蛍光測定を行っ

た。全種類のアミノ酸のうち 7種のアミノ酸で、グルコース添加による蛍光輝度変化

が生じた（F39A は輝度変化しなかった変異体）。そのうち、変化率が大きい F39Y 変

異体と F39L変異体を選出した。 

（B）グルコースセンサー配列内 MglB への、2 回目の変異導入箇所と蛍光測定結果。（A）

の F39Y 変異体の、N38にランダムに変異を導入した。シークエンス解析して全種類

のアミノ酸に変化した変異体を取得し、蛍光測定を行った。全種類のアミノ酸のうち

4 種のアミノ酸で、グルコース添加による蛍光輝度変化が生じた。そのうち、変化率

が大きく、F39Y 変異体と F39L 変異体の中間付近の EC50 値を持つ可能性がある、

N38Y F39Y 変異体を選出した。  
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図 10 3 種のグルコースセンサーのグルコースへの濃度依存性と EC50値 

   （文献[21]より改変）  

3 種のグルコースセンサーと、各濃度のグルコースへの応答を、精製タンパク質で測定した

結果。各濃度での蛍光輝度変化率をそれぞれ算出し、4 パラメータロジスティック曲線に近

似した。グルコースへの EC50値はそれぞれ、Green Glifon 50 は 44 µM、Green Glifon 600 は

590 µM、Green Glifon 4000 は 3900 µM だった。データは means ± SD、N = 3。 
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図 11 3 種のグルコースセンサーの励起・蛍光スペクトルと蛍光輝度変化率 

   （文献[21]より改変） 

（A-C）Green Glifon 50（A）、Green Glifon 600（B）、Green Glifon 4000（C）の励起スペクト

ル（左側）と蛍光スペクトル（右側）。破線はグルコースなし、実線は 10 mM グル

コース添加時のスペクトルを示す。3種のグルコースセンサーの励起スペクトルの

ピークは 503 nm、蛍光スペクトルのピークは 523 nmを示した。蛍光輝度変化率は、

Green Glifon 50 と Green Glifon 600 は約 7倍、Green Glifon 4000 は約 6.5 倍だった。  
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図 12 3 種のグルコースセンサーの pH依存性（文献[21]より改変） 

（A-C）Green Glifon 50（A）、Green Glifon 600（B）、Green Glifon 4000（C）の pH 依存性。

破線はグルコースなし、実線は 10 mM グルコース添加時の蛍光輝度を示す。3 種と

も、pH が大きくなるに従って蛍光輝度が上昇した。データは means ± SD、N = 3。 
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図 13 3 種のグルコースセンサーの吸収スペクトル（文献[21]より改変） 

（A-C）Green Glifon 50（A）、Green Glifon 600（B）、Green Glifon 4000（C）の吸収スペクト

ル。破線はグルコースなし、実線は 10 mM グルコース添加時の蛍光輝度を示す。3

種とも、グルコースを添加することで、420 nm付近の吸収ピークが減少し、500 nm

付近の吸収ピークが上昇した。 
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図 14 3 種のグルコースセンサーのグルコース以外の分子への応答性 

   （文献[21]より改変） 

3 種のグルコースセンサーの、グルコースとそれ以外の分子への応答性。単糖であるグルコ

ース、ガラクトース、フルクトースと、グルコースの代謝産物であるグルコース 1-リン酸、

グルコース 6-リン酸、ピルビン酸と、人工甘味料スクラロースへの応答を確認した。3 種の

グルコースセンサーはすべて、グルコースとガラクトースに応答した蛍光輝度変化を示し

た。ガラクトースでの輝度変化率は、グルコースよりも小さかった。データは means ± SD、

N = 3。  
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1.4 考察 

1.4.1 緑色蛍光型グルコースセンサーの開発手法 

 挿入型の単色型分子センサーは、分割した蛍光タンパク質の間に標的分子への結合ドメ

インを挿入した構造をもつ。過去に開発された挿入型の緑色型分子センサーから、Citrine の

分割部位が特定されてきた。蛍光タンパク質は、β バレル構造の中心に、3残基からなる発

色団と呼ばれる構造をもつ[29]。Citrine の場合、発色団はセリン、チロシン、グリシンの残

基である[22]。発色団は、β バレルの構造が安定すると、自身で環状化し、脱水、酸化する

ことで成熟する。蛍光タンパク質は、成熟した発色団が励起光を吸収して励起状態になり、

その後、基底状態に戻ることで蛍光を発することができる。配列の分割が可能な部位は、こ

の発色団の付近であり、β バレルの構造を 2 分する形になっている。β バレルを分割してい

るため、発色団付近の環境が不安定になっており、蛍光輝度変化が起きやすくなっている。

挿入型の単色型分子センサーは、この変化も利用し、構築されている。 

 分子センサーの結合ドメインに用いる構造としては、標的分子を特異的に認識すること

と、前述の理由から、標的分子の結合または解離によって、構造が変化するものが望ましい

と考えられる。本研究ではグルコース結合ドメインとして、MglB 由来の大腸菌由来の D-ガ

ラクトース/D-グルコース結合ドメインを選出した。MglB は、FRET 型のグルコースセンサ

ーFLIPglu-170nDelta13 にも利用されている[17, 18]。MglB を利用した分子センサーは、細胞

内でもグルコースを認識し、グルコースの結合によって構造が変化することで、2 つの蛍光

タンパク質の距離を変化させることが示唆されている。 

 本グルコースセンサーは、これまでの分子センサーと同様に、蛍光タンパク質部分と結合

ドメイン部分の間にリンカーアミノ酸配列を設けている。このリンカーアミノ酸配列は、安

定した構造をもつ逆並行ロイシンジッパー配列が元となっている（図 4）。このリンカーア

ミノ酸配列は、その長さやアミノ酸の種類を最適化することで、目的分子の結合による蛍光

輝度変化率を高めることが推測されてきた。本グルコースセンサーも、リンカーアミノ酸の

長さと、リンカーアミノ酸とその周辺のアミノ酸の種類を最適化することにより、蛍光輝度

変化率が上昇した。特に、リンカーアミノ酸の種類の最適化は、センサーの蛍光輝度変化に

大きく影響することが推測される。しかし、リンカーアミノ酸の長さや種類は、これまでの

経験上、結合ドメインごとに最適な配列が異なっている。そのため、新しいセンサーを作製

する際には、リンカーの最適化から行う必要があると考えられる。 

 また、本グルコースセンサーでは新たに、標的分子への結合能の調節を試みた。MglB 内

の、グルコースの認識に関与するアミノ酸と周辺のアミノ酸にランダムに変異を導入した

結果、センサーの EC50値を変更することに成功した（図 15）。この結果は、分子センサーと

しての完成後でも、標的分子への EC50 値を変更する操作が可能であることを示した。EC50

値は、センサーの標的分子への親和性を示す数値の一つである。EC50 値が低いということ

は、低濃度の標的分子にも応答でき、親和性が高いことを示す。結合能の調節過程で、変異
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導入によってアミノ酸が変化した変異体のほとんどは、グルコース添加による蛍光輝度を

示さなくなった。変異導入により、センサーがグルコースを認識できなくなった、または、

グルコースへの親和性が著しく低くなったことが推測できる。この結果は、変異を導入した

部位のアミノ酸がグルコース認識に重要であることを裏付けた。さらに、輝度変化を示した

変異体は、野生型 F39 よりも大きい EC50値を持つことが推測された。この結果は、結合ド

メインへの変異導入による EC50値の変更は、下げる方向よりも上げる方向の方が容易であ

ることを示した。センサー設計時に、親和性の高い結合ドメインを選出することで、さまざ

まな EC50値を持つセンサーの開発が可能になり、目的の EC50値を持つセンサーが取得でき

ると考えられる。今回用いた MglB は、グルコースへの Kd値が～150 nMで、グルコースへ

の親和性が高いことが報告されていた[24]。以上のようなセンサー結合能の最適化手法の確

立は、他の分子センサーにも適用できる可能性がある。さまざまな濃度範囲に適用可能な分

子センサーの開発は、分子センサーの汎用性を広げ、より詳細な分子動態の解明につながる

と考える。 

 なお、結合ドメインに用いている MglB は、1 つあたり 1 分子のグルコースを認識する。

本グルコースセンサーも、後述の 4 パラメータロジスティック曲線への近似結果から、1分

子のグルコースを認識することが推測された。つまり、高濃度のグルコースに対するアロス

テリックな効果がないことが示唆された。このことから、センサーのグルコースへの親和性

を示す指標として、EC50値を採用している。 

 本研究の緑色蛍光型グルコースセンサーの開発は、先行研究の単色蛍光型 Ca2+センサー

Camgaroo [20]、緑色蛍光型 cAMP センサーFlamindo [15]および緑色蛍光型 cGMP センサー

Green cGull [16]の開発手法を応用したものである。本グルコースセンサーで確立した開発手

法により、緑色蛍光型乳酸センサーGreen Lindoblum（Green Lactate indicator suitable for 

fluorescence imaging）および緑色蛍光型ピルビン酸センサーGreen Pegassos（Green Pyruvate 

sensing a single fluorescent protein-based probe）が開発されている[30]。 

 

1.4.2 緑色蛍光型グルコースセンサーの濃度依存性 

 精製タンパク質を用いた性質測定により、本グルコースセンサーの機能評価を行った結

果について考察する。精製タンパク質の濃度は、モル吸光係数と吸光度から推定している

[27]。タンパク質配列から算出した 280 nmのモル吸光係数はそれぞれ、78330 M-1cm-1（Green 

Glifon 50）、79610 M-1cm-1（Green Glifon 600）、77050 M-1cm-1（Green Glifon 4000）であった。 

 まず、計 8点のグルコース濃度条件で蛍光輝度変化率を算出することで、グルコース濃度

に依存した蛍光輝度変化を測定した。この結果を、4 パラメータロジスティック曲線に近似

することで、EC50値・ワーキングレンジ・検出限界を算出した。EC50値は前述の通り、グル

コースに対する親和性を示す指標である。ワーキングレンジは信頼区間を示し、蛍光輝度変

化率とグルコース濃度変化が線形に近似できる区間とした。 
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 それぞれの EC50値は、結果に示した通り、44 µM（Green Glifon 50）、590 µM（Green Glifon 

600）、3800 µM（Green Glifon 4000）だった（図 10）。それぞれのワーキングレンジは、4パ

ラメータロジスティック曲線の直線近似エリアより推測しており[28]、8.1～240 µM（Green 

Glifon 50）、0.12～2.8 mM（Green Glifon 600）、0.92～15 mM（Green Glifon 4000）だった（図

16）。3 種のグルコースセンサーを併せると、8.1 µM～15 mM の濃度範囲のグルコースを検

出できることになり、広い濃度範囲をカバーすることができる。グルコースは、生体内では

さまざまな濃度範囲で存在するといわれており、細胞内グルコース濃度に明確な指標はな

い。しかし、哺乳類の生体内のグルコース濃度は、血中では 3～9 mM、肝臓では 1～10 mM、

小腸では 0.4～24 mM と言われており、細胞内のグルコースは、血中と同程度またはそれ以

下の濃度で存在すると考察されている[31–33]。このことから、生細胞での利用において、本

グルコースセンサーが十分なワーキングレンジを持つことが推測できる。なお、それぞれの

検出限界は、1.4 µM（Green Glifon 50）、12 µM（Green Glifon 600）、290 µM（Green Glifon 

4000）だった。  

 

1.4.3 緑色蛍光型グルコースセンサーの励起・蛍光スペクトル 

 励起・蛍光スペクトルからは、グルコースセンサーがどの波長で最も強く励起され、どの

波長の蛍光を放出しているかを推測することができる。3種のグルコースセンサーはすべて、

503 nmに励起スペクトルのピークをもち、523 nmに蛍光スペクトルのピークを持っていた

（図 11）。蛍光顕微鏡での緑色蛍光観察では、一般的に、500 nm付近に閾値をもつダイクロ

イックミラーが用いられる。フィルターセットは、450～500 nmの範囲の励起光を通すフィ

ルターと、500～560 nmの範囲の蛍光を通すフィルターからなる。そのため、本グルコース

センサーは、一般的なフィルターセットで蛍光観察できることが示された。グルコースセン

サーの基盤である Citrine は、516 nmの励起スペクトルのピークと、529 nmの蛍光スペクト

ルのピークをもつことが報告されている[22]。比較すると、グルコースセンサーは、Citrine

よりも短波長側にシフトしたスペクトルのピークを持つことが分かる。過去の挿入型セン

サーでも短波長側へのシフトが見られていることから、蛍光タンパク質を分割したことに

よる、発色団周辺の環境の変化によると推測できるが、前述の理由もあって、蛍光観察には

問題ない範囲であると考えられる。 

 また、蛍光スペクトルのピーク値をグルコースの有無で割算すると、グルコースセンサー

のグルコース添加による最大輝度変化率を推測することができる。10 mM グルコース添加

時の蛍光輝度変化率は、Green Glifon 50と Green Glifon 600 は約 7倍、Green Glifon 4000 は

約 6.5倍を示した（図 11）。Green Glifon 4000 の蛍光輝度変化率は、他の 2種より低く算出

された。これは、Green Glifon 4000 のワーキングレンジが 0.92～15 mM であり、10 mM グ

ルコース刺激では蛍光輝度変化率が最大に達していないためだと推測される（図 16）。より

高濃度のグルコース刺激により、Green Glifon 4000も、最大で約 7倍程度の蛍光輝度変化率

を見込める可能性がある。 
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1.4.4 緑色蛍光型グルコースセンサーの pH依存性 

 蛍光タンパク質は、pH に依存して蛍光輝度が変化することが知られている[22]。同様に、

蛍光タンパク質を利用した分子センサーの多くも、pH に依存して蛍光輝度が変化する[14, 

34]。これは、蛍光タンパク質の輝度変化が、成熟した発色団のプロトン付加状態と脱プロ

トン状態の比率に依存しているためである。特に単色型分子センサーは、円順列変異型と挿

入型の双方とも、β バレルの構造を分割しているため、発色団が外液の pH 変化による影響

を受けやすい。一般的に、pH が高くなると蛍光輝度は上昇する。3 種のグルコースセンサ

ーも、グルコースの有無に関わらず、pH 依存的に蛍光輝度が上昇することが分かった（図

12）。pH による蛍光輝度変化は、各 pH 環境で、グルコース添加によるグルコースセンサー

の蛍光輝度変化に影響してしまうが、本グルコースセンサーは pH 7 付近の蛍光輝度変化率

が特に大きいことが分かった。つまり、pH が中性付近に保たれている、哺乳類細胞内での

観察では、十分な輝度変化をもたらすことが示された。しかし、本グルコースセンサーに限

らず、蛍光タンパク質を利用した分子センサーを利用する際には、観察条件の pH やその経

時的な変化に注意する必要がある。 

 

1.4.5 緑色蛍光型グルコースセンサーの分子選択性 

 本グルコースセンサーに用いた MglB は、大腸菌内でグルコースとガラクトースの輸送に

関わるタンパク質由来の結合ドメインであり、グルコースとガラクトースに結合すること

が知られている[24, 26]。グルコースセンサーがどの分子を特異的に認識するのかを知るた

め、グルコースと、グルコース以外の細胞内分子への応答性を測定した。候補分子として、

グルコースの他に、グルコースと同じく単糖であるガラクトースとフルクトース、グルコー

スの代謝産物であるグルコース 1-リン酸とグルコース 6-リン酸とピルビン酸、また、人工

甘味料であるスクラロースを用意した。結果として、グルコースセンサーはグルコースとガ

ラクトースの添加によって蛍光輝度が変化した。フルクトース、グルコース 1-リン酸、グル

コース 6-リン酸、ピルビン酸、スクラロースの添加では蛍光輝度の変化は見られなかった

（図 14）。以上の結果は、MglB の性質を反映していると推測されるが、グルコースイメー

ジングの際には、ガラクトースによる輝度変化を考慮する必要がある。しかし哺乳類では、

血中のグルコース濃度が 3～9 mM であるのに対し、ガラクトース濃度は 0.12 ± 0.03 µM と

非常に低く保たれている[35]。従ってガラクトースは、細胞内に存在したとしても、グルコ

ースより低い濃度であると考えられる。そのため、哺乳類細胞内で発現したグルコースセン

サーは、ほぼグルコースのみを認識できることが推測される。 

 

1.4.6 緑色蛍光型グルコースセンサーの吸収スペクトル 

 吸収スペクトルでは、発色団の構造変化を推測することで、グルコースセンサーの蛍光輝

度変化が起こる理由を考察する。蛍光タンパク質の発色団は、プロトン付加状態では蛍光を
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発せず、脱プロトン状態のときに蛍光を発する。緑色蛍光タンパク質 Citrine の場合、発色

団がプロトン付加状態のときは 400 nm 付近に、脱プロトン状態のときには 500 nm 付近に

吸光ピークが観測されることが知られている[36]。これを基にしてグルコースセンサーの波

形を見ると、10 mM グルコースの添加によりそれぞれ、420 nm付近の吸光ピークが減少し、

500 nm付近の吸光ピークが増加している（図 13）。つまり、グルコースの結合による蛍光輝

度の変化は、発色団の構造変化に起因すると考えられる。この結果から、グルコースセンサ

ー内の結合ドメインにグルコースが結合すると、蛍光タンパク質の発色団付近の環境が変

化し、発色団の脱プロトン状態の割合が増加することで、蛍光輝度が増加していると推測で

きる。 
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図 15 緑色グルコースセンサーGreen Glifon の配列模式図と構造予想図 

   （文献[21]より改変） 

（A）本研究で作製したグルコースセンサーの配列模式図。緑色蛍光タンパク質 Citrine の配

列を分割し、グルコース結合ドメインである MglB の配列を挿入している。MglB の

N38 および F39 のアミノ酸に変異を加えることで、グルコースへの EC50値が異なる

3 種のグルコースセンサーを得た。 

（B）本研究で作製したグルコースセンサーの構造予想図。センサーに、標的分子である

グルコースが結合することで蛍光輝度が上昇する、輝度上昇型の分子センサー。結

合ドメインにグルコース分子が結合することによる構造変化が、リンカーアミノ酸

配列を通して蛍光タンパク質部分に伝わり、蛍光輝度変化が起こると考えられる。  
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図 16 3 種のグルコースセンサーのワーキングレンジと検出限界（文献[21]より改変） 

（A）3 種のグルコースセンサーのワーキングレンジ。グルコースへの濃度依存性曲線に重

ねて示している。各色が各センサーのワーキングレンジを示す。 

（B）3種のグルコースセンサーの性質データ値のまとめ。EC50値とワーキングレンジの下

限値・上限値、検出限界のグルコース濃度を示す。 
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第２章 生細胞でのグルコースイメージング 

2.1 序論 

2.1.1 生細胞へのセンサー適用とその意義 

 第 1章で述べたように、蛍光タンパク質型分子センサーは、生細胞内でのライブイメージ

ングにより、細胞内分子の挙動を明らかにし、生命科学研究に貢献してきた。本グルコース

センサーは、精製タンパク質での in vitroの結果から、十分な蛍光輝度変化率をもち、生理

的なグルコース濃度範囲に適用可能であることが分かった。しかしこれらの性質が、生細胞

内でも維持されるかは不明である。過剰発現させたセンサーが、どのように発現して機能す

るかを知るには、実際に生細胞に導入し、評価試験を行う必要がある。 

 本章では、生細胞内でのグルコースイメージングの達成を目標とし、そのための条件検討

とグルコースセンサーの細胞内での挙動評価を行った。生細胞として、一般的な株化細胞で

ある HeLa 細胞と、グルコース動態の解析に多く用いられる膵 β 細胞株である MIN6 m9 細

胞を選出した。これらの株化細胞に本グルコースセンサーを導入して、生細胞内で既知のグ

ルコース変動を捉えることができるかを検証し、ライブセルイメージングに適しているか

を評価した。また、単色蛍光型分子センサーのメリットである、別の色のセンサーと組み合

わせたマルチカラーイメージングにも適用可能であるかを検証した。 
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2.2 方法 

2.2.1 細胞発現用プラスミドの構築 

 哺乳類細胞での遺伝子発現のため、各グルコースセンサーを pcDNA3.1(-)ベクター

（Thermo Fisher Scientific）にサブクローニングした。細胞小器官への局在化実験では、以下

のシグナル配列を含むベクターに、Green Glifon 600 をサブクローニングした。ミトコンド

リア局在型のみ、3種の Green Glifonをそれぞれサブクローニングした。作製したプラスミ

ドの名称と局在箇所、シグナル配列は以下に示した。 

 

表 1 細胞発現用プラスミドの一覧 

プラスミドの名称 局在箇所 シグナル配列 発現するセンサー 

Green Glifon 50 

細胞質基質 なし 

Green Glifon 50 

Green Glifon 600 Green Glifon 600 

Green Glifon 4000 Green Glifon 4000 

PM-Green Glifon 600 
細胞膜 

（細胞質基質向き） 

MLCCMRRTKQ

VEKNDEDQKI 
Green Glifon 600 

NLS-Green Glifon 600 核内 MPKKKRKV Green Glifon 600 

mito-Green Glifon 50 

ミトコンドリア内腔 

MSVLTPLLLR

GLTGSARRLP

VPRAKIHSLPP

EGKL 

Green Glifon 50 

mito-Green Glifon 600 Green Glifon 600 

mito-Green Glifon 4000 Green Glifon 4000 

 

2.2.2 株化細胞の培養 

 細胞は、ヒト子宮頸がん細胞株の HeLa 細胞とマウス膵 β 細胞株の MIN6 m9 細胞を用い

た。MIN6 m9 細胞は、清野進博士（神戸大学大学院医学研究科）より譲り受けた。HeLa 細

胞用の培養液には、4.5 g/L グルコース、グルタミン、ピルビン酸ナトリウムを含むダルベ

ッコ変法イーグル培地（Dulbecco’s modified Eagle’s medium: DMEM, SIGMA-ALDRICH,  St. 

Louis, MO, U.S.A.）に、非働化した 10 % v/vウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS, SIGMA-

ALDRICH）、100 U/mLペニシリン・0.1 mg/mLストレプトマイシン（SIGMA-ALDRICH）を

添加したものを用いた。MIN6 m9 細胞の培養液には、HeLa 細胞の培養液に 50 µM の β-メ

ルカプトエタノールを添加したものを用いた。それぞれの細胞は、37 °C、5 % CO2下で継代

培養した。 

 観察時、35 mmガラスボトムディッシュは、15分間 UV 照射して滅菌し、1 mg/mL poly-

L-lysine（PLL, SIGMA-ALDRICH）をガラス上に 200 µL滴下して 30 分静置した。400 µLの

PBS で 3回洗浄し、イメージング用ディッシュとした。このディッシュに、トリプシン処理

した細胞を播種し、2 mL の培養液を加えて 37 °C、5 % CO2下で培養した。1ディッシュあ

たりに播種する細胞数は、HeLa 細胞は 1.0×105個、MIN6 m9 細胞は 2.0×105個とした。 
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2.2.3 細胞への遺伝子導入 

 細胞への遺伝子導入には、Lipofectamine 2000 Transfection Reagent（LF2K, Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。細胞を播種してから 2 日後に、遺伝子導入の操作を行った。イメージ

ング用ディッシュ 1枚あたり、1.5 µgのプラスミドと 3 µLの LF2Kを 1 mL の培養液中に添

加した。HeLa 細胞は 32 °C で 4 時間、MIN6 m9 細胞は 37 °C で 1 日、5 % CO2下で培養し

た。その後、新しい 2 mL 培養液に交換し、観察日まで培養を続けた。HeLa 細胞は遺伝子導

入から 2 日後に観察、MIN6 m9 細胞は遺伝子導入操作の 3 日後に観察した。MIN6 m9 細胞

は、観察する前日に、培地を 1 g/Lグルコース、グルタミン、ピルビン酸ナトリウムを含む

DMEM に交換した。 

 

2.2.4 細胞内でのグルコースイメージング 

 グルコースセンサーを導入した HeLa 細胞の観察日には、イメージング記録用溶液

（modified Ringer’s buffer: RB, 140 mM NaCl, 3.6 mM KCl, 0.5 mM NaH2PO4, 0.5 mM MgSO4, 

1.5 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 2 mM NaHCO3 [pH 7.4]）1 mLで細胞を 2回洗浄し、2 mLの

RB 中で、37 °C、5 % CO2下で 30 分間培養した。その後、新しい RB 1 mL に交換し、顕微

鏡での観察を開始した。 

 観察には、倒立顕微鏡（IX-71, Olympus, Tokyo, Japan）に油浸 40倍対物レンズ（UApo/340, 

×40, NA = 1.35, Olympus）、EM-CCD カメラ（Evolve, Photometrics, Tucson, AZ, USA）を取り

付けたシステムを利用した。励起光にはキセノンランプ（U-LH75XEAPO, Olympus）を用い、

460-495 nmの励起光フィルターと 510-550 nmの吸収フィルター、505 nmのダイクロイック

ミラーのフィルターセット（U-MWIBA2, Olympus）で蛍光を観察した。観察中、イメージ

ング用ディッシュ内の溶液が常に入れ替わるよう、灌流装置につないだチューブを設置し

た。レンズとステージと灌流チューブにはヒーターを設け、それぞれ 37 °C に設定した。撮

影は Metamorph software（Moleculer Devices, Sunnyvale, CA, USA）を用いて 20分間行い、5

秒ごとに画像を取得した。 

 

2.2.5 グルコース取り込みの阻害 

 細胞外からのグルコース取り込みを阻害する物質として、アピゲニン（WAKO Pure 

Chemical Industries, Osaka, Japan）とフロレチン（SIGMA-ALDRICH）を用いた。アピゲニン

はジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide: DMSO）に、フロレチンはエタノールに溶解し

た。3 mM および 25 mM グルコースを含む RB で、アピゲニンは最終濃度 25 µM、フロレチ

ンは最終濃度 1 mM となるように希釈した。この溶液を用い、2.2.4 に示した操作でグルコ

ースセンサーの蛍光輝度の変化を測定した。アピゲニン投与のコントロール条件として、3 

mM および 25 mM グルコースを含む RB に最終濃度 0.0025％の DMSO を溶解したものを用
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いた。フロレチン投与のコントロール条件として、3 mM および 25 mM グルコースを含む

RB に最終濃度 1％のエタノールを溶解したものを用いた。 

 

2.2.6 局在型グルコースセンサーの細胞内局在 

 局在型グルコースセンサーを導入した HeLa 細胞は、グルコースイメージングの前に、細

胞内での局在解析を行った。観察には、共焦点レーザー顕微鏡（FV-1000, Olympus）に油浸

対物レンズ（UPlan SApo, ×60, NA = 1.35, Olympus）を取り付けたシステムを利用した。励起

光には 488 nm（Showa Optronics Co., Ltd., Tokyo, Japan）のアルゴンレーザーを用いた。その

後、2.2.4と同様の操作でグルコースイメージングを行った。 

 

2.2.7 グルコースと Ca2+の同時イメージング 

 カルシウムとの同時イメージングのため、グルコースセンサーを導入した MIN6 m9 細胞

には、赤色カルシウム感受性色素 Rhod2（Abcam, Cambridge, UK）を負荷した。イメージン

グ日に、3 mM グルコースを含む RB 1 mLで細胞を 2 回洗浄し、3 mM グルコースを含む RB 

2 mL中で、37 °C、5 % CO2下で 30 分間培養した。3 mM グルコースを含む RB 1 mLで 2 回

洗浄し、RB 750 µLの中に最終濃度が 3 µM となるように Rhod2 を添加し、37 °C、5 % CO2

下でさらに 30分間培養した。合計 60 分の培養後、3 mM グルコースを含む RB 1 mLで 2 回

洗浄し、RB 1 mL中で観察を開始した。 

 観察には、倒立顕微鏡（Axio Observer D1, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany）に油浸 40倍レ

ンズ（UPlanApo, ×40, NA = 1.00, Olympus）または 100 倍対物レンズ（UPlanApo, ×100, NA = 

1.35, Olympus）、デジタル CMOS カメラ（ORCA-Flash4.0V2, C11440, Hamamatsu Photonics 

K.K., Shizuoka, Japan）を取り付けたシステムを利用した。励起光には水銀ランプ（HBO100, 

Carl Zeiss）を用い、青励起には BP470/40 の励起フィルターと FT495 のダイクロイックミラ

ーのセット（B38-HE, Carl Zeiss）を、緑励起には BP530-585 の励起フィルターと FT600 の

ダイクロイックミラーのセット（G00, Carl Zeiss）で蛍光を観察した。観察中、イメージン

グ用ディッシュ内の溶液が常に入れ替わるよう、灌流装置につないだチューブを設置した。

レンズとステージと灌流チューブにはヒーターを設け、それぞれ 37 °C に設定した。撮影は

Metamorph software を用いて 20分間行い、5秒ごとに画像を取得した。 

 

2.2.8 イメージングデータの解析 

 取得したイメージングデータは、ImageJ の Stackreg プラグインの Translation モードを用

いて、細胞の位置を補正した。その後、Metamorph software に取り込み、個々の細胞の蛍光

輝度を測定した。HeLa 細胞や MIN6 m9 細胞でのイメージングでは、撮影開始から最初の刺

激投与までの蛍光輝度の平均値を 100 %とし、撮影中の各細胞の蛍光輝度変化を標準化し

た。経時的な蛍光輝度変化の平均値と、標準偏差を示したグラフを作成した。 
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 統計解析には、GraphPad Prism6 ソフトウェア（GraphPad Software, La Jolla, CA, USA）を

用いた。Welch’s t test の結果と、標準偏差のエラーバーを示した。  
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2.3 結果 

2.3.1 HeLa 細胞でのグルコースイメージング 

 3 種のグルコースセンサーをそれぞれ導入した HeLa 細胞は、0 mM グルコースの RB 中

で観察を開始した。観察途中で、3 mM または 25 mM グルコースの RB をそれぞれ 2 分間ず

つ灌流し、グルコース刺激を与えた。それぞれのグルコースセンサーは、外液中のグルコー

ス濃度の上昇に伴って、蛍光輝度が上昇した（図 17, 18）。外液中のグルコースを取り除く

と、蛍光輝度が減少し、センサーの応答には可逆性が見られた。 

 3 mM または 25 mM グルコースの RB に、最終濃度 25 µMのアピゲニンまたは最終濃度

1 mM のフロレチンを添加すると、グルコース刺激による各グルコースセンサーの輝度変化

は見られなくなった（図 19A-C, 20A-C）。 

 

2.3.2 局在型グルコースセンサーによるイメージング 

 シグナル配列のないグルコースセンサーまたはシグナル配列を融合した局在型グルコー

スセンサーを HeLa 細胞に発現させ、共焦点顕微鏡によって細胞内局在を観察した。シグナ

ル配列のないグルコースセンサーは、細胞質基質に均一に発現していた（Green Glifon 600; 

図 21A）。細胞膜局在型は、細胞の輪郭にそった蛍光がみられた（PM-Green Glifon 600; 図

21B）。核内局在型は、細胞中心部のみに蛍光がみられた（NLS-Green Glifon 600; 図 21C）。

ミトコンドリア局在型は、ネットワーク状の蛍光がみられた（mito-Green Glifon 600; 図 21D）。 

 シグナル配列のないグルコースセンサーと同様の操作で、局在化グルコースセンサーに

よるグルコースイメージングを行った。細胞膜局在型と核内局在型は、3 mM または 25 mM

グルコースの RB の灌流による、グルコース刺激によって蛍光輝度が変化した（図 22A, B）。

一方で、ミトコンドリア局在型は、輝度変化を示さなかった（図 22C）。 

 グルコースへの EC50値が異なる、残り２種のグルコースセンサーでも、mito タグを融合

したプラスミドを構築した。それぞれ HeLa 細胞に導入し、グルコースイメージングを行っ

たが、グルコース刺激による輝度変化はみられなかった（図 23）。 

 

2.3.3 MIN6 m9 でのグルコース・Ca2+同時イメージング 

 Green Glifon 4000 を導入した MIN6 m9 細胞に Rhod2 を負荷し、3 mM グルコースを含む

RB 中で観察を開始した。撮影開始から５分後、25 mM グルコースを含む RB を灌流し、細

胞にグルコース刺激を与えた。解析には、Green Glifon 4000 と Rhod2の両方が導入されてい

る細胞を選出した。Green Glifon 4000 と Rhod2 の蛍光輝度は、グルコース刺激後に上昇した

（図 24）。 
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図 17 HeLa 細胞でのグルコースイメージング（文献[21]より改変） 

各グルコースセンサーを発現した HeLa 細胞の蛍光観察像。バーで示した画像は、3 mM ま

たは 25 mM グルコースの RB を灌流したときのものである。バーで示していない画像は、

グルコースを含まない RB を灌流している。グルコース刺激によって蛍光輝度は上昇し、そ

の変化に可逆性があることが分かる。スケールバーは 20 µm。 

  



41 

 

 

図 18  HeLa 細胞でのグルコースイメージングと蛍光輝度変化（文献[21]より改変） 

（A-C）図 16に示した細胞内の、Green Glifon 50（A）、Green Glifon 600（B）および Green 

Glifon 4000（C）の蛍光輝度の経時変化。バーで示した時間には、3 mM または 25 

mM グルコースの RB を灌流している。バーで示していない時間には、グルコース

を含まない RB を灌流している。3 mM または 25 mM グルコース刺激時のみ、グル

コースセンサーの輝度が上昇した。データは means ± SD、Green Glifon 50; N = 14、

Green Glifon 600; N = 15、Green Glifon 4000; N = 16。 
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図 19 アピゲニンによるグルコース取り込み阻害 

（A-C）グルコースとアピゲニンを同時投与したときの、各グルコースセンサーの蛍光輝度

の経時変化。緑線はグルコースと溶媒のみ、黒線はグルコースとアピゲニンを投与

した結果を示す。バーで示した時間に 3 mM または 25 mM グルコースの RB を灌

流した。バーで示していない時間にはグルコースを含まない RB を灌流している。 

（D-F）（A-C）の波形における、各グルコースセンサーの蛍光輝度変化率の最大値検定の結

果。データは means ± SD、N 数はグラフ内に示した。*は p < 0.05 を、**は p < 0.01

を、***は p < 0.001 を示す。  
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図 20 フロレチンによるグルコース取り込み阻害（文献[21]より改変） 

（A-C）グルコースとフロレチンを同時投与したときの、各グルコースセンサーの蛍光輝度

の経時変化。緑線はグルコースと溶媒のみ、黒線はグルコースとフロレチンを投与

した結果を示す。バーで示した時間に 3 mM または 25 mM グルコースの RB を灌

流した。バーで示していない時間にはグルコースを含まない RB を灌流している。 

（D-F）（A-C）の波形における、各グルコースセンサーの蛍光輝度変化率の最大値検定の結

果。データは means ± SD、N 数はグラフ内に示した。***は p < 0.001 を、****は p 

< 0.0001を示す。  
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図 21 局在型グルコースセンサーの細胞内局在（文献[21]より改変） 

（A-D）局在型グルコースセンサーの共焦点観察像。シグナル配列なしの Green Glifon 600

（A）、細胞膜膜局在型の PM-Green Glifon 600（B）、核内局在型の NLS-Green Glifon 

600（C）、ミトコンドリア局在型の mito-Green Glifon 600（D）を示す。スケールバ

ーは 10 µm。 
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図 22 局在型グルコースセンサーの蛍光輝度変化（文献[21]より改変） 

（A-C）局在型グルコースセンサーの蛍光輝度の経時変化。それぞれ、細胞膜局在型の PM-

Green Glifon 600（A）、核内局在型の NLS-Green Glifon 600（B）、ミトコンドリア局

在型の mito-Green Glifon 600（C）の結果を示す。バーで示した時間に 3 mM または

25 mM グルコースの RB を灌流した。バーで示していない時間にはグルコースを含

まない RB を灌流している。データは means ± SD、PM-Green Glifon 600; N = 16、

NLS-Green Glifon 600; N = 11、mito-Green Glifon 600; N = 17。 
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図 23 ミトコンドリア局在型グルコースセンサーの蛍光輝度変化（文献[21]より改変） 

（A, B）ミトコンドリア局在型グルコースセンサーの蛍光輝度の経時変化。それぞれ、ミト

コンドリア局在型の mito-Green Glifon 50（A）と mito-Green Glifon 4000（B）の結果

を示す。バーで示した時間に 3 mM または 25 mM グルコースの RB を灌流した。バ

ーで示していない時間にはグルコースを含まない RB を灌流している。データは

means ± SD、mito-Green Glifon 50; N = 17、mito-Green Glifon 4000; N = 17。 
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図 24 MIN6 m9 細胞でのグルコース・Ca2+イメージング（文献[21]より改変） 

（A）Green Glifon 4000 を発現し、Rhod2を負荷した MIN6 m9 細胞の蛍光観察像。バーで示

した画像は、3 mM または 25 mM グルコースの RB を灌流したときのものである。ス

ケールバーは 20 µm。 

（B）（A）に示した細胞の蛍光輝度の経時変化。バーで示した時間には、3 mM または 25 mM

グルコースの RB を灌流している。25 mM グルコースの RB に切り替えると、Green 

Glifon 4000 および Rhod2の輝度が上昇した。データは means ± SD、N = 14。  
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2.4 考察 

2.4.1 HeLa 細胞でのグルコースイメージング 

 3 種のグルコースセンサーはそれぞれ、細胞外液のグルコース濃度を変化させることで、

蛍光輝度が変化することが分かった。HeLa 細胞の膜上には、グルコーストランスポーター

が発現しており、濃度勾配に従ってグルコースを取り込むと考えられる。つまり、グルコー

スセンサーが細胞内でも機能し、グルコースに応答していることを示す結果となった。また、

細胞外液のグルコースを取り除くと、蛍光輝度が減少したことから、センサーは可逆的にグ

ルコースを認識できると考えられる。細胞内のグルコースは、グルコース濃度に依存して、

センサーに結合または解離を繰り返していると推測される。 

 3 種のグルコースセンサーの蛍光輝度変化率は、それぞれ少しずつ異なることが分かった。

Green Glifon 50 は、3 mM または 25 mM グルコースの刺激に対し、同程度まで蛍光輝度が上

昇しているのに対し、Green Glifon 600 および Green Glifon 4000 は、蛍光輝度のピーク値に

違いがあった。これは、各センサーのグルコースへの EC50値の違いを反映していると考え

る。Green Glifon 50 は、グルコースへの EC50値が 50 µM であるため、3 mM または 25 mM

どちらの刺激でも、ほぼ最大の蛍光輝度変化を示していることが予測される。一方、それよ

りも高い EC50値をもつ Green Glifon 600 と Green Glifon 4000 は、細胞内のグルコース濃度

の違いを、蛍光輝度のピーク値の違いとして反映できたと考えられる。 

 また、細胞内でのグルコースセンサーの最大輝度変化率は 200％～250％程度であること

が分かった。In vitro での最大輝度変化率は 7 倍程度だったが、それよりも小さい変化率を

示した。これは、細胞外液のグルコースを除去しても、細胞内にグルコースが残存している

ためだと考察した。細胞内のグルコースが完全に枯渇すると、細胞の生存が難しくなる。そ

のため、細胞外液にグルコースがない飢餓状態でも、細胞内に一定量のグルコースが残存し

ていると考えられる。 

 以上のように、細胞内のグルコース濃度は、細胞外液のグルコース濃度変化に応じて変化

することが推測された。これを裏付けるため、グルコースを細胞内に取り込んでいると考え

られる、グルコーストランスポーターを阻害した対照実験を行った。グルコーストランスポ

ーターの阻害剤としては、過去に報告されている、フラボノイドの一種であるアピゲニンと

[37]、ポリフェノールの一種であるフロレチンを用いた[38]。それぞれ、グルコースとの同

時投与で、グルコースセンサーの蛍光輝度上昇を有意に抑制することが分かった（図 19D-

F, 20D-F）。また HeLa 細胞では、アピゲニンよりも、フロレチンの方が、グルコーストラン

スポーター阻害効果が大きいことが分かった。 

 

2.4.2 局在型グルコースセンサーによるイメージング 

 シグナル配列のないグルコースセンサーは、細胞質基質に分布していることが分かった。

グルコースセンサーをコードする塩基長は 1653 bp であり、550アミノ酸となる。アミノ酸

残基の平均分子量を 110 とすると、約 60 kDa に相当する。一般的に核膜孔は、40 kD 以下
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の小分子やイオンを拡散によって通すといわれているので、グルコースセンサーは核内に

入らず、細胞質基質に拡散していることが推測できる。 

 シグナル配列を融合したグルコースセンサーはそれぞれ、目的と思われる細胞小器官へ

の局在が認められた。細胞膜局在型に用いたシグナル配列は、GAP43（growth associated 

protein 43）由来の配列であり、脂質ラフトにてパルミトイル化されることで、膜上にアンカ

ーされることが知られている。核内局在型には、核内への輸送を誘導する NLS（nuclear 

localization signal/sequence）を用いた。ミトコンドリア局在型には、ミトコンドリアの膜上

で複合体を形成する、COX8（cytochrome c oxidase subunit 8A）由来の配列を用いており、ミ

トコンドリアの内腔（マトリクス）に輸送されることが分かっている。 

 さらに、細胞膜局在型と核内局在型は、細胞外からのグルコース刺激に応答し、輝度変化

することが確認できた。一方で、ミトコンドリア局在型は、細胞外からのグルコース刺激に

よる輝度変化を示さなかった。グルコースセンサーの EC50値が適していない可能性も考慮

し、Green Glifon 50 および Green Glifon 4000 のミトコンドリア局在型プラスミドも作製し、

Green Glifon 600 と同様にイメージングを行ったが、こちらも輝度変化を示さなかった。ミ

トコンドリアには、グルコースの代謝産物であるピルビン酸が輸送され、呼吸によって ATP

が産生されることが知られている[39]。そのため、グルコースの状態ではミトコンドリアに

輸送されていないことが推測され、グルコースセンサーの蛍光輝度が変化しないことが生

理的な結果であると考えられた。以上より、局在型グルコースセンサーが局在先でも機能し、

生理的なグルコース動態を可視化できることが示された。 

 また、本実験により、細胞外から取り込まれたグルコースは、拡散によって核内にまで到

達する可能性が示された。近年、核内へのグルコース蓄積は、エピジェネティクスの分野で

注目されており、DNA 修飾への関与や、ガン化による核へのグリコーゲン蓄積などが報告

されている[40]。今後、核内でのリアルタイムなグルコースイメージングが、重要な発見を

もたらす可能性が期待できる。 

 

2.4.3 MIN6 m9 でのグルコース・Ca2+同時イメージング 

 MIN6 m9 細胞の外液を低グルコース状態から高グルコース状態に切り替えることで、細

胞内の Ca2+およびグルコース濃度が上昇することが示唆された。膵 β 細胞には、グルコー

ス代謝依存的なインスリン分泌経路が存在する。これは、細胞外から取り込まれたグルコー

スが、細胞内で代謝を受けて ATP となり、ATP 感受性 K+チャネル（KATPチャネル）と電位

依存性 Ca2+チャネルを介して、細胞内 Ca2+濃度上昇を引き起こすことで生じる（図 25）。し

かし、グルコースおよび Ca2+がどのようなタイムスケールで上昇するのか、これまで観察さ

れてこなかった。今回の結果は、細胞内のグルコース濃度上昇と Ca2+濃度上昇が、単一の細

胞内でほぼ同時に起こることを新たに示した。 

 このように、緑色グルコースセンサーは、他色のセンサーと組み合わせることで、複数の

分子動態の一細胞レベルでの解析を可能にした。グルコースと他分子の細胞内での相互作
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用や、経時的な変化を観察できるため、グルコース代謝のリアルタイム解析などにも応用で

きると考える。例えば、グルコースの代謝産物である ATP については、赤色 ATP センサー

MaLionR（Monitoring aTP Level intensity based turn on indicators）が開発されている[41]。グル

コースセンサーと MaLionR の併用により、グルコースから ATP への代謝がどのくらいのタ

イムスケールで行われるのか、どのような刺激によって促進されるかなどを検討できるよ

うになった。また、ペプチドホルモンの分泌には、細胞内の Ca2+動態だけでなく、cAMP 動

態も重要であることが知られている[42–44]。赤色 cAMP センサーPink Flamindo との併用は、

ペプチドホルモン分泌における、シグナル分子とグルコース代謝の関連を明らかにできる

可能性がある[45]。 

 

2.4.4 3 種のグルコースセンサーの使い分け 

 これまでの生細胞イメージングの結果から、ヒト子宮頸がん細胞株の HeLa 細胞には

Green Glifon 600 が、マウス膵 β 細胞株の MIN6 m9 細胞には Green Glifon 4000 によるグルコ

ースイメージングが適していることが示唆された。この結果は、組織ごとに細胞内グルコー

ス濃度が異なり、膵 β 細胞が上皮細胞よりも高い細胞内グルコース濃度で維持されている

可能性を示した。HeLa 細胞を含む、多くの細胞で発現する GLUT1（glucose transporter member 

1）は、グルコースに対して～3 mM の Km値をもつ[46]。一方、膵 β 細胞で高度に発現する

GLUT2（glucose transporter member 2）は、グルコースに対して～17 mM の Km値をもつ[47]。

グルコースへの Km 値が高い GLUT2 は、GLUT1 に比べて、より高い濃度のグルコースに

応答していることが推測できることから、細胞ごとに発現している GLUT サブタイプの違

いが、細胞内グルコース濃度の違いを生み出していると考察した。グルコースイメージング

の際には、推測される細胞内グルコースの基底濃度に合わせて、適切なワーキングレンジの

グルコースセンサーを選ぶことで、より大きな蛍光輝度変化を引き出し、微細な変化を検出

できると考える。 
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図 25 MIN6 m9 細胞内の分子挙動の模式図 

MIN6 m9 細胞において、グルコース刺激による細胞内グルコースおよび Ca2+濃度上昇経路

の予想図。細胞外から取り込まれたグルコースは、グルコーストランスポーターを介して取

り込まれると予想される。そのグルコースは、代謝によって ATP になり、脱分極を介して

Ca2+濃度上昇を引き起こすことが推測される。 
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第３章 各組織におけるグルコース動態解析 

3.1 序論 

3.1.1 モデル生物である線虫 

 線虫（Caenorhabditis elegans; C. elegans）は、多細胞生物としては初めて、全ゲノムが解

読された生物である。非寄生性の土壌線虫であり、体長は 1 mm程度である[48]。雌雄同体

と雄が存在し、雌雄同体株は自家受精することによって子孫を残すことができる。世代時間

も短く、飼育も容易である。体は透明で、すべての細胞系譜が明らかにされている。マイク

ロインジェクションによる形質転換も可能で、蛍光顕微鏡下で生きたまま観察できるとい

う利点がある[49]。雌雄同体の 959 個の体細胞のうち、302 個が神経細胞であり、電子顕微

鏡での切片観察から、神経細胞のシナプス結合のすべてが解明されている[50]。さらに線虫

は、温度や光、化学物質など、さまざまな外部環境を認識し、誘引行動や忌避行動を示すこ

とが知られている[51–56]。そのため、行動を指標にし、刺激の受容から行動としての出力ま

で、一連の流れを観察することができる。このような多くの点から、遺伝学や発生学、神経

科学など、さまざまな分野でモデル生物として用いられている。近年では、線虫にも、イン

スリン/IGF 様のシグナル伝達経路が存在することが報告され、代謝疾患研究における貢献

が期待されている[57]。しかし、線虫に適用可能なグルコースセンサーが報告されておらず、

線虫におけるグルコース動態解析は行われていない。 

 

3.1.2 スクリーニングにおける蛍光センサーの利用 

 血液や尿中に含まれるグルコースは、多くの代謝障害のマーカーとしても利用できる。そ

のため、疾患研究や薬剤探索などの生化学的なスクリーニングアッセイでは、蛍光を指標と

して、グルコース濃度を推定する手法がとられる[6, 58, 59]。酵素免疫定量法（Enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA）は、定量に用いられる手法の一つであるが、多くのサンプル量

を必要とし、測定までに時間を要してしまう。また、測定サンプルとして用いられる体液中

には、グルコース以外の分子も多量に含まれるため、目的分子への特異性が求められる。そ

こで、グルコース特異的に蛍光輝度が変化する本グルコースセンサーを用い、微量のサンプ

ル中のグルコース濃度を推定する、測定系の確立を目指した。 

 

3.1.3 ペプチドホルモンと内分泌細胞 

 ペプチドホルモンは、アミノ酸由来のホルモンであり、インスリンやグルカゴン、成長ホ

ルモンなどが挙げられる。中でもインスリンは、血糖値を減少させる唯一のホルモンであり、

血中・臓器内グルコース濃度の調節や、タンパク質や脂質を含む栄養素の代謝調節に寄与す

る[60]。インスリンは、生体内のグルコース恒常性において最も重要なホルモンであり、糖

尿病治療に用いられる[61]。また、GLP-1（グルカゴン様ペプチド-1, glucagon-like peptide-1）

は、膵 β 細胞にはたらきかけることで、インスリン分泌を調節するホルモンである[62, 63]。
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GLP-1 は、血中グルコース濃度が高いときにはインスリン分泌を促進するが、血中グルコー

ス濃度が低いときにはインスリン分泌を促進しない。低血糖の発生リスクが低いという利

点から、糖尿病治療の標的として注目され始めている。 

 内分泌細胞は、前述のようなペプチドホルモンの分泌を司る細胞であり、膵臓や腸、胃な

ど、さまざまな臓器に存在する。内分泌細胞は、体内の環境変化を感知してペプチドホルモ

ンを分泌し、主に血液を介して他の臓器や細胞にシグナルを伝えることで、生体の恒常性維

持に貢献する[64]。本研究では、インスリンを分泌する膵 β 細胞と、GLP-1を分泌する小腸

内分泌 L細胞に着目し、これらを総称して「内分泌細胞」と表記する。 

 

3.1.4 内分泌細胞からのペプチドホルモン分泌機序 

 内分泌細胞は、細胞外のグルコース濃度の変化に応じ、ペプチドホルモンを分泌する[65]。

この応答は、グルコーストランスポーターを介して取り込まれたグルコースが、ATP への代

謝と脱分極を介し、細胞内 Ca2+濃度を引き上げることで生じるとされ[36]、グルコース代謝

に依存的な経路として知られている[66]（図 25左側）。一方で、グルコース以外のアミノ酸

や脂肪酸によっても、ペプチドホルモン分泌が促進されることが分かってきた[67–72]。内

分泌細胞の細胞膜表面には、多種の G タンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor, 

GPCR）が発現しており、GPCR を介したペプチドホルモンの分泌経路（グルコース代謝に

依存しない経路）が特定されてきた（図 25右側）。しかし、内分泌細胞に発現する GPCR は、

前述のようにリガンドが特定されているものもあれば、リガンドや機能が未解明なオーフ

ァン受容体も多数存在する。また、GPCR の下流のシグナル経路も複雑で、完全に特定され

ているものは少ない。さらに興味深いことに、膵 β 細胞での研究によって、グルコースが

GPCR によっても認識される可能性が示されたが、そのシグナル経路は不明である[73]。こ

のように、内分泌細胞からのペプチドホルモン分泌機序にはいまだ不明な点が多い。肥満症

や糖尿病の治療法探索のためにも、その解明が待たれている。 

 

3.1.5 人工甘味料の内分泌細胞への作用 

 人工甘味料は、ヒトの食品に添加される人工化合物であり、味蕾の甘味受容体に作用する

ことで、甘味のシグナルを引き起こす[74]。糖であるグルコースやスクロースも同様に、味

蕾の甘味受容体に受容され、その後、細胞内に取り込まれ、代謝されて生体のエネルギー源

として利用されている。一方で人工甘味料は、細胞内に取り込まれず、代謝も受けないとさ

れ、生体がエネルギーとして利用することができない。そのため、ゼロカロリー食品への添

加物として一般的に利用され、糖尿病患者の食生活の助けとなっている。しかし、いくつか

の人工甘味料の摂取は、血糖値が上昇しないのにも関わらず、膵 β 細胞に作用することでイ

ンスリンの分泌を、小腸内分泌 L 細胞に作用することで GLP-1 の分泌を促進する可能性が

報告された[73, 75–78]。 
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 味蕾で人工甘味料を受容する甘味受容体は、クラスCのGPCRの一種であり、Taste receptor 

type 1 member 2（Tas1r2）と Taste receptor type 1 member 3（Tas1r3）のヘテロ二量体で構成さ

れている[79]。甘味受容体は、膵 β 細胞や小腸内分泌 L細胞にも発現しており、その活性化

によってペプチドホルモン分泌が促進されることが知られている[73, 75, 80]。このことから、

人工甘味料は、甘味受容体を介して内分泌細胞に作用すると考えられてきた[81]（図 25 右

側）。しかし近年、膵 β 細胞の研究で、クラス C の別の GPCR である、カルシウム感知受容

体（calcium-sensing receptor: CaSR）の活性化も、細胞内での ATP 産生を促進し、インスリン

分泌に関与することが示唆された[82]。人工甘味料によるペプチドホルモンの分泌機序につ

いては、いまだに統一的な見解がない。 

 

3.1.6 神経・グリア間のエネルギー恒常性 

 脳において、グルコースは最も重要なエネルギー源である。脳は、神経活動を司る神経細

胞と、その周りを埋めるグリア細胞によって構成される。グリア細胞には、脳の構造を保つ

だけでなく、神経活動時に放出される神経伝達物質や不要物の回収、脳内への物質輸送を制

御する血液脳関門の形成など、さまざまな作用がある[83, 84]。なかでも重要とされるのは、

神経細胞へのエネルギー源供給による、脳内のエネルギー恒常性の維持である。この作用は、

個体の行動や記憶学習、睡眠にも密接に関与すると報告されている[85–87]。しかし、脳内の

エネルギー恒常性と神経活動の関係は、いまだに不明な点が多い。その理由として、神経細

胞とグリア細胞という性質の異なる細胞が、お互いのはたらきを調節していることが挙げ

られる。これまでの解析は、ELISA 法による濃度推定や、グルコースや ATP など、1 分子に

着目した動態観察が主流であり[88, 89]、2細胞間でのエネルギー源のやりとりを、リアルタ

イムで捉えた例はない。 

 

3.1.7 ウイルスベクターによる遺伝子導入技術 

 グリア細胞の一種であるアストロサイトでは、グルタミン酸を介した細胞内Ca2+上昇や、

ノルアドレナリンなどの神経伝達物質の受容による細胞内 cAMP 上昇が、アストロサイト

の活性を制御すると報告されている[90, 91]。このような分子挙動の解明には、脳細胞への

蛍光型分子センサー遺伝子の導入が欠かせない。脳細胞への遺伝子導入手法として、トラン

スフェクション試薬を用いたリポフェクション法やエレクトロポレーション法の他に、ウ

イルスベクターを用いた方法がある。 

 脳で一般的に用いられるウイルスベクターは、レトロウイルスを利用したレンチウイル

スベクターや、アデノ随伴ウイルス（Adeno-associated virus: AAV）ベクターである。レンチ

ウイルスベクターは、ヒト免疫不全ウイルス（Human immunodeficiency virus: HIV）の構造

を基に開発された[92, 93]。非分裂細胞である神経細胞を含めた、さまざまな種類の哺乳類

細胞に遺伝子導入できる。導入した目的遺伝子は、宿主のゲノムに組み込まれるため、安定

して遺伝子発現できるというメリットがある。AAV ベクターは、アデノウイルスベクター
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の作製途中に発見された、AAV を元に開発された[94, 95]。P1 実験室で扱うことができ、ア

デノウイルスベクターに比べて安全性が高い。免疫系への作用が小さく、動物個体への遺伝

子導入にも広く利用される。 
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図 26 内分泌細胞で推測されるペプチドホルモン分泌機序 

内分泌細胞（膵 β 細胞および小腸内分泌 L 細胞）で推測されているペプチドホルモンの分

泌機序。グルコース代謝に依存した経路（左側）と、何らかの GPCR を介する、グルコース

代謝に依存しない経路（右側）が存在すると推測されている。グルコースは両方の経路を、

スクラロースは右側の経路を活性化させることで、ペプチドホルモン分泌を引き起こすと

推測されている。 
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3.2 方法 

3.2.1 線虫発現用プラスミドの構築 

 線虫の咽頭筋での遺伝子発現のため、myo-2 プロモーターと unc-54 遺伝子の 3’非翻訳領

域を持つ、pPD136.61 ベクターへのサブクローニングを行った。pPD136.61 ベクターは、

Andrew Fire 博士（Stanford University School of Medicine）より譲り受けた。PCR 法により、

各グルコースセンサーの N 末端に XhoI 認識配列を、C 末端に SacI 認識配列を付加し、

pPD136.61 ベクターに挿入した。作製したプラスミドの名称と発現部位を、以下の表に示し

た。 

 

表 2 線虫発現用プラスミドの一覧 

プラスミドの名称 発現部位 発現するグルコースセンサー 

myo2p::Green Glifon 50 線虫咽頭筋 Green Glifon 50 

myo2p::Green Glifon 600 線虫咽頭筋 Green Glifon 600 

myo2p::Green Glifon 4000 線虫咽頭筋 Green Glifon 4000 

 

3.2.2 線虫の培養 

 線虫（Caenorhabditis elegans）は、Bristol N2 株を野生株として用い[49]、20℃のインキュ

ベーター（CN-40A, Mitsubishi Electric Engineering, Tokyo, Japan）内で飼育した。線虫培養に

は、NGM プレートを使用した。NGMプレートは、3 g/L NaCl、2.5 g/L Bacto peptone、17 g/L 

Bacto Agar を逆浸透水に加え、オートクレーブ滅菌した。60℃程度まで冷ましてから、5 

mg/mLコレステロール溶液（in EtOH 1 mL/L）、25 mM K-PO4（pH6.0）、1 mM CaCl2、1 mM 

MgSO4を加えた。NGM プレートには、LB 培地で液体培養した大腸菌 OP50株を塗布した。 

 

3.2.3 線虫への遺伝子導入 

 各グルコースセンサー発現用のプラスミドと、インジェクションのマーカープラスミド

lin-44p::gfp を 1:1で混合し、全体のプラスミド濃度を 100 ng / µLとした DNA 溶液を調製し

た。lin-44p::gfpは、周防諭博士（埼玉医科大学）より譲り受けた。DNA 溶液は、フィルタ

ー（Ultrafree-MC-GV, Merck Millipore, Burlington, MA, U.S.A.）に通した。線虫 Bristol N2 株

の、雌雄同体成虫の生殖腺に、DNA 溶液をマイクロインジェクションすることで、遺伝子

を導入した[49]。 

 マイクロインジェクションは、マニピュレーター（MN-4, Narishige, Tokyo, Japan）とマイ

クロマニピュレーター（MMO-203, Narishige）を取り付けた倒立顕微鏡（IX50, Olympus）と、

マイクロインジェクター（FemtoJet 4i, Eppendorf, Hamburg, Germany）を用いて行った。イン

ジェクション用のガラス針は、ニードルプラー（PC-10, Narishige）を用いて作製した。 

 DNA 溶液をインジェクションした個体（F0）から、インジェクションマーカーが発現し

た次世代の個体（F1）を取得した。F1 の次世代以降の個体（F2 以降）でインジェクション
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マーカーが安定的に発現している線虫を、咽頭筋にグルコースセンサーを発現する線虫株

として維持した。 

 

3.2.4 線虫咽頭筋でのグルコースイメージング 

 35mmのガラスボトムディッシュのガラス面に、1.7%アガロースゲルを塗布し、厚さ 1 mm

のアガーパッドを作製した。アガーパッドの上に、咽頭筋にグルコースセンサーを発現する

線虫個体を置き、医療用接着剤（aron alpha A “Sankyo”, Daiichi-Sankyo, Tokyo, Japan）で固定

した。固定後、M9緩衝液（6 g/L Na2HPO4 , 5 g/L NaCl, 3 g/L KH2PO4 , 120 mg/L MgSO4）を 3 

mL加えた。 

 観察には、倒立顕微鏡（IX-71）に 20倍対物レンズ（LWD CA20 PL, 20×, NA = 0.40, Olympus）、

EM-CCD カメラ（Evolve）を取り付けたシステムを利用した。励起光にはキセノンランプ

（U-LH75XEAPO）を用い、460-495 nm の励起光フィルターと 510-550 nm の吸収フィルタ

ー、505 nmのダイクロイックミラーのフィルターセット（U-MWIBA2）で蛍光を観察した。

撮影開始から 100 秒後に、ディッシュ内の最終濃度がそれぞれ 50 mM となるように、M9緩

衝液に溶解した 200 mM グルコースまたは 200 mM フルクトースを 1 mL 滴下した。撮影は

Metamorph software を用いて 10分間行い、5秒ごとに画像を取得した。 

 

3.2.5 線虫咽頭筋でのグルコースイメージングの解析 

 取得したイメージングデータは、ImageJ の Stackreg プラグインの Translation モードを用

いて、線虫の位置を補正した。その後、Metamorph software に取り込み、咽頭筋の一部の領

域（Terminal bulb）の蛍光輝度を測定した。刺激投与直前の 1 分間の蛍光輝度の平均値を

100 %とし、線虫咽頭筋の蛍光輝度変化を標準化した。経時的な蛍光輝度変化の平均値と、

標準偏差を示したグラフを作成した。 

 統計解析には、GraphPad Prism6 ソフトウェアを用いた。One-way ANOVA と Dunnett’s post 

hoc test の結果と標準偏差のエラーバーを示した。 

 

3.2.6 マウス血糖値の測定 

 マウス血液は、20～35 週齢の C57BL/10J マウスの下大静脈から、21 ゲージの針で採血し

た。1.5%イソフルランで入眠させ、腹部を開腹して下大静脈を露出させた。抗凝固剤として、

採血シリンジ内に 1 mg/mL の EDTA を添加した。採取した血液を 1,000 g、4℃で遠心し、

血漿を回収した。採血時、血糖値測定計（ACCU-CHEK ST Meter, Roche, Basel, Switzerland）

にて、基準となる血糖値を測定した。 

 蛍光測定には、蛍光プレートリーダー（Varioxskan LUX, Thermo Fisher Scientific, Walthman, 

MA, U.S.A.）を使用した。励起光を 485 nmに設定し、538 nmの蛍光を測定した。最終濃度

1 µMになるように HEPES 緩衝液で希釈した Green Glifon 50の精製タンパク質を、96ウェ

ルプレート（OptiPlate-96 F, PerkinElmer, Waltham, MA, U.S.A.）に加え、1/1000 量のマウス血



59 

 

漿を添加した。検量線として、0 µM、1 µM、3 µM、10 µM、30 µM、100 µM、300 µM、1 mM

となるようにグルコースを添加し、計 8 点の濃度条件で蛍光スペクトルを測定した。ImageJ

の Curve fitter 機能にて、Rodbard モードによる 4 パラメータロジスティック曲線に近似し

た。すべての動物実験は、東京大学の規則に従って行った（研究承認番号：26-31、29-4）。 

 

3.2.7 株化細胞の培養 

 細胞は、前述の MIN6 m9 細胞に加え、マウス小腸内分泌 L細胞株の GLUTag 細胞を用い

た。GLUTag 細胞は、Daniel Drucker 博士（Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute）から譲り

受けた。GLUTag 細胞用の培養液には、1 g/L グルコース、グルタミン、ピルビン酸ナトリ

ウムを含む DMEM（SIGMA-ALDRICH）に、非働化した 10 % v/vウシ胎児血清（Qualified 

FBS, Thermo Fisher Scientific）、100 U/mL ペニシリン・0.1 mg/mL ストレプトマイシン

（NACALAI TESQUE, INC., Kyoto, Japan）を添加したものを用いた。各細胞は、37 °C、5 % 

CO2下で継代培養した。 

 観察時には、前述のイメージング用ディッシュを用いた（2.2.2 細胞培養 参照）。このデ

ィッシュに、トリプシン処理した細胞を播種し、2 mLの培養液を加えて 37 °C、5 % CO2下

で培養した。1ディッシュあたりに播種する細胞数は、MIN6 m9 細胞は 2.0×105個、GLUTag

細胞は 1.0×105個とした。 

 

3.2.8 株化細胞への遺伝子導入 

 GLUTag 細胞への遺伝子導入には、LF2K を用いた。細胞を播種してから 2 日後に、遺伝

子導入の操作を行った。イメージング用ディッシュ 1 枚あたり、1.5 µg のプラスミドと 3 µL

の LF2Kを 1 mLの培養液中に添加し、37 °C で 4時間、5 % CO2下で培養した。その後、新

しい 2 mL培養液に交換し、観察日まで培養を続けた。細胞は、遺伝子導入から 2 日後に観

察した。MIN6 m9 細胞へは、前述の方法で遺伝子導入し、観察した（2.2.3 細胞への遺伝子

導入 参照）。 

 

3.2.9 株化細胞でのカルシウムイメージング 

 MIN6 m9 細胞では、赤色カルシウム蛍光色素 Rhod2 を、GLUTag 細胞では、緑色カルシ

ウム蛍光色素 Fluo4（Dojindo, Kumamoto, Japan）を用い、カルシウムイメージングを行った。

MIN6 m9 細胞への Rhod2 の負荷操作は、前述の通りである（2.2.7 グルコースと Ca2+の同時

イメージング 参照）。GLUTag 細胞への Fluo4 の負荷は、イメージング日に、5 mM グルコ

ースを含む RB 1 mLで 2 回洗浄し、RB 750 µLの中に最終濃度が 250 nM となるように Fluo4

を添加し、37 °C、5 % CO2下で 30 分間静置した。その後、5 mM グルコースを含む RB 1 mL

で 2 回洗浄し、RB 1 mL 中で観察を開始した。 
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3.2.10 人工甘味料と内分泌細胞 

 人工甘味料として、一般的な食品に用いられている、スクラロース、アスパルテーム

（Tokyo Chemical Industry）、アセスルファム K（Tokyo Chemical Industry）を選出した。MIN6 

m9 細胞では 3 種すべて、GLUTag 細胞ではスクラロースの効果について解析した。 

 MIN6 m9 細胞では、Green Glifon 4000 によるグルコースイメージングと、Rhod2 によるカ

ルシウムイメージングを行った。GLUTag 細胞では、Green Glifon 600 によるグルコースイ

メージングと、Fluo4 によるカルシウムイメージングと、赤色蛍光タンパク質型の cAMP セ

ンサーPink Flamindo[45]による cAMP イメージングを行った。 

 観察に用いた顕微鏡セットは、前述の通りである（2.2.7 グルコースと Ca2+の同時イメー

ジング 参照）。観察中、イメージング用ディッシュ内の溶液が常に入れ替わるよう、灌流装

置につないだチューブを設置した。レンズとステージと灌流チューブにはヒーターを設け、

それぞれ 37 °C に設定した。撮影は Metamorph software を用いて 20 分間行い、5秒ごとに画

像を取得した。 

 

3.2.11 初代培養神経・グリア細胞の取得 

 マウスの初代培養神経・グリア細胞の取得方法は、先行文献を参考にした[96]。 

 マウスの初代培養神経・グリア細胞は、P1 または P2の Slc:ICR マウスから採取した。マ

ウスを 3%イソフルランで麻酔し、Washing Medium（DMEM, HBSS(-), 7.6 g/L glucose, 2.5 g/L 

NaHCO3, 7.5 g/L HEPES [pH 7.2]）中で解剖した。取り出したマウスの大脳皮質を、Washing 

Medium中でほぐし、780 g、4°C で遠心した。新しい Washing Medium 2 mL 中で細胞をほぐ

し、酵素液（PBS(-), HBSS(-), 45 U papain, 33 mg/L L-cysteine, 33 mg/L BSA, 833 mg/L glucose, 

0.5g/L DNase, 6 µM MgSO4）を 5 mL 加え、37°C で 30 分間攪拌した。Culture Medium A

（Neurobasal A, 非働化した 10% v/v House Serum, 2 mM L-glutamine, 10 µg/mL gentamycin, 1× 

B27 supplement）を 1 mL 添加して酵素反応を止め、780 g で 5 分間遠心した。上澄みを取り

除き、Culture Medium A を 2 mL加え、ピペッティングして、細胞懸濁液を得た。 

 培養経過の観察には、T25 フラスコを用いた。0.15 mg/mLの PLLでコートした後、1.0×106

個の細胞と、5 mLの Culture Mediumを添加した。37 °C、5 % CO2下で 2 週間培養し、形態

観察した。播種した日を培養 0日目として数え、培養 4日ごとに、培地を新しいものに交換

した。 

 観察には、PLLまたはコラーゲンでコートしたガラスボトムディッシュを用いた。PLLコ

ートは、ガラスボトムディッシュを 15分間 UV 照射した後、50 µg/mLまたは 500 µg/mL に

希釈した PLLをガラス上に 200 µL滴下して 30 分静置した。その後、400 µLの PBS で 3 回

洗浄した。コラーゲンコートは、ガラスボトムディッシュを 15 分間 UV 照射した後、1/20

希釈した Cell Matrix 溶液（Type-IV, Nitta Gelatin Inc., Osaka, Japan）200 µLをガラスの上に置

き、15 分間静置した。その後、Cell Matrix 溶液を吸い取り、DMEM 500 µLを置いて 30分

間静置した。 
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 細胞密度は、10 種の条件で検討した。それぞれ、0.5×105 cell/dish、0.8×105 cell/dish、1.0×105 

cell/dish、2.0×105 cell/dish、4.0×105 cell/dish、5.0×105 cell/dish、1.0×106 cell/dish、2.0×106 cell/dish、

8.0×106 cell/dish、1.0×107 cell/dish となるように播種した。細胞懸濁液をガラス面にのせ、30

分間静置してから、Culture Medium A を 2 mL添加した。播種した翌日（培養 1 日後）、500 

µLの培養液を取り除き、Culture Medium B （Neurobasal A, 非働化した 2% v/v Horse serum, 

2 mM L-glutamine, 10 µg/mL gentamycin, 0.5× B27 supplement）を 500 µL添加した。さらに翌

日（培養 2日後）、500 µL の培養液を取り除き、Culture Medium C（Culture Medium B, 10 µM 

Cytarabine）を 500 µL添加した。培養 6日後にも、同様の操作で Culture Medium C を 500 µL

添加した。培養 10～12日後に、イメージングを行った。すべての動物実験は、東京大学の

規則に従って行った（研究承認番号：26-31、29-4）。 

 

3.2.12 初代培養神経・グリア細胞への遺伝子導入 

 初代培養神経・グリア細胞への遺伝子導入には、LF2K を用いた。遺伝子導入の操作は、

初代培養細胞をガラスボトムディッシュに播種してから 10日後から 12日後までに行った。

イメージング用ディッシュ 1 枚あたり、1.5 µg のプラスミドと 3 µL の LF2K または、3 µg

のプラスミドと 6 µLの LF2Kを 2 mLの培養液中に添加し、観察日まで 37 °C、5 % CO2下

で培養した。細胞は、遺伝子導入から 2日後または 3 日後に観察した。 

 

3.2.13 初代培養神経・グリア細胞でのカルシウムイメージング 

 初代培養神経・グリア細胞では、Fluo4 を用い、カルシウムイメージングを行った。Fluo4

の負荷は、イメージング日に、人工脳脊髄液（artificial cerebrospinal fluid: αCSF, 126 mM NaCl, 

2.6 mM NaHCO3, 2.5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgSO4, 1.25 mM NaH2PO4, 10 mM glucose）

1 mLで 2 回洗浄し、αCSF 1 mL中に 0.01％ Pluronic F-127（SIGMA-ALDRICH）と、最終濃

度 5 µMの Fluo4 を添加し、37 °C、5 % CO2下で 30分間静置した[96, 97]。その後、αCSF 1 

mLで 2 回洗浄し、αCSF 1.9 mL中で観察を開始した。  

 

3.2.14 レンチウイルスベクター作製用プラスミドの構築 

 神経またはグリア特異的な遺伝子導入のため、レンチウイルス発現ベクターの CSII-CMV-

MCS ベクターのプロモーター領域を差し替えた。神経特異的なプロモーター配列として、

カルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キナーゼ上流の CaMKIIa を、グリア特異的な

プロモーター配列として、アストロサイト特異的遺伝子である、グリア線維性産生タンパク

質上流の GFAP(ABC1D)を用いた[98, 99]。プロモーター領域は、pAAV-CaMKIIa-EYFP また

は pAAV-mGFAP(ABC1D)-RFlincA からクローニングした。pAAV-CaMKIIa-EYFP プラスミド

は、Karl Deisseroth 博士（Stanford University）より、pAAV-mGFAP(ABC1D)-RFlincA プラス

ミドは、平瀬肇博士（University of Copenhagen）より譲り受けた。その後、各プロモーター
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の下流にある MCS に、各グルコースセンサーをサブクローニングした。作製したプラスミ

ドの名称とプロモーター名称、発現細胞種を以下に示した。 

 

表 3 レンチウイルスベクター作製用プラスミドの一覧 

プラスミド名称 プロモーター 発現細胞種 発現するセンサー 

CSII-CaMKIIa-Green Glifon 50 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 50 

CSII-GFAP(ABC1D)-Green Glifon 50 GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 50 

CSII-CaMKIIa-Green Glifon 600 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 600 

CSII-GFAP(ABC1D)-Green Glifon 600 GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 600 

CSII-CaMKIIa-Green Glifon 4000 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 4000 

CSII-GFAP(ABC1D)-Green Glifon 4000 GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 4000 

 

3.2.15 レンチウイルスベクターの作製 

 レンチウイルスベクターの作製および回収方法は、先行文献を参考にした[100]。 

 プロデューサー細胞には、HEK293T 細胞（AAVpro🄬 293T Cell Line, TAKARA BIO INC., 

Shiga, Japan）を用いた。HEK293T 細胞用の培養液には、4.5 g/L グルコース、グルタミン、

ピルビン酸ナトリウムを含む DMEM（SIGMA-ALDRICH）に、非働化した 10 % v/v ウシ胎

児血清（Qualified FBS, Thermo Fisher Scientific）、100 U/mLペニシリン・0.1 mg/mLストレプ

トマイシン（NACALAI TESQUE, INC.）を添加したものを用いた。 

 プロデューサー細胞へのトランスフェクションでは、トリプシン処理した 5.0×106個の細

胞と、10 µg のレンチウイルスパッケージングプラスミドである pCAG-HIVgp（RIKEN BRC 

DNA BANK, #RDB04394）と pCMV-VSV-G-RSV-Rev（RIKEN BRC DNA BANK, #RDB04393）、

17 µgの表 3 に示したレンチウイルス作製用のプラスミド、36 µLの LF2Kを混合して 10 mL

の培養液中に添加し、37 °C、5 % CO2下で培養した。トランスフェクション操作を行った翌

日、10 mLの新しい培地に交換し、37 °C、5 % CO2下で培養した。培地交換から 48 時間後、

培地全量を遠沈管に回収し、等量の新しい培地に交換した。回収した培地は、780 g、4 °C、

10 分間遠心した後、上清を 0.45 µmのフィルター（Merck Millipore）に通し、4°C で一晩保

存した。新しい培地の添加から 48時間後に、再び培地全量を遠沈管に回収した。回収した

培地は同様にフィルター処理し、4°C で保存していたものと混合した。1.5 mLエッペンチュ

ーブに 1 mLずつ分注し、液体窒素で凍結した後、-80℃で保存した。 

 

3.2.16 AAVベクター作製用プラスミドの構築 

 神経またはグリア特異的な遺伝子導入のため、pAAV-CaMKIIa-EYFP または pAAV-

mGFAP(ABC1D)-RFlincA の遺伝子部分に、各グルコースセンサーをサブクローニングした。

作製したプラスミドの名称とプロモーター名称、発現細胞種を以下に示した。 
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表 4 AAVベクター作製用プラスミドの一覧 

プラスミド名称 プロモーター 発現細胞種 発現するセンサー 

pAAV-CaMKIIa-Green Glifon 50 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 50 

pAAV-GFAP(ABC1D)-Green 

Glifon 50 

GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 50 

pAAV-CaMKIIa-Green Glifon 600 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 600 

pAAV-GFAP(ABC1D)-Green 

Glifon 600 

GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 600 

pAAV-CaMKIIa-Green Glifon 4000 CaMKIIa 神経細胞 Green Glifon 4000 

pAAV-GFAP(ABC1D)-Green 

Glifon 4000 

GFAP(ABC1D) グリア細胞 Green Glifon 4000 

 

3.2.17 AAVベクターの作製 

 AAV ベクターの作製および回収方法は、先行文献を参考にした[101]。 

 プロデューサー細胞には、HEK293T 細胞を用いた。継代し、10 cmディッシュに 3.0×106

細胞の HEK293T 細胞を播種したものを 18 枚用意した。 

 プロデューサー細胞へのトランスフェクションでは、10 cmディッシュ 1枚あたり、6 µg

の AAV パッケージングプラスミドである pHelper、pAAV-DJ（Cosmo Bio Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）と、表 4 に示した AAV 作製用のプラスミド、54 µLの 1 mg/mL Polyethylenimine を混

合して培養液中に添加し、37 °C、5 % CO2下で培養した。トランスフェクション操作を行っ

た翌日、6 mLの新しい培地に交換し、37 °C、5 % CO2下で培養した。培地交換から 48時間

後、セルスクレーパーで細胞ごとかきとり、遠沈管に回収した。400 g, 室温で 5分間遠心し

た後、細胞ペレットを 10 mLの PBS(-)で懸濁した。再度遠心して新しい 10 mLの PBS(-)で

懸濁した後、液体窒素による凍結融解によって細胞を破砕した。細胞破砕液に、75 µLの 1 

mM MgCl2と、130 U のベンゾナーゼ（Merck Millipore）を添加し、37°C で 30 分間攪拌し

た。2000 g、4°C で 30 分間遠心して回収した上清を、6000 g、4°C で 20 時間遠心し、ウイ

ルスを沈殿させた。ウイルスのペレットを 100 µLの Opti-MEM（Thermo Fisher Scientific）

で懸濁して AAV 溶液とした。分注して液体窒素で凍結した後、-80℃で保存した。 

 

3.2.18 初代培養神経・グリア細胞へのウイルス感染 

 レンチウイルスベクターの感染は、初代培養細胞をガラスボトムディッシュに播種して

から 10 日後から 12日後までに行った。培地 2 mLに対し、ウイルス上清を 1 mL添加し、

37 °C、5 % CO2下で培養した。 

 AAV ベクターの感染は、初代培養細胞をガラスボトムディッシュに播種してから 10 日後

から 12 日後に行った。1.0×105細胞に対し、1.0×109particles 分（multiplicity of infection: MOI; 
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1.0×104）または、1.0×1010particles 分（MOI; 1.0×105）のウイルスを添加し、37 °C、5 % CO2

下で培養した。 

 

3.2.19 細胞イメージングデータの解析 

 取得したイメージングデータは、ImageJ の Stackreg プラグインの Translation モードを用

いて、細胞の位置を補正した。その後、Metamorph software に取り込み、個々の細胞の蛍光

輝度を測定した。MIN6 m9 細胞や GLUTag 細胞でのイメージングでは、撮影開始から最初

の刺激投与までの蛍光輝度の平均値を 100 %とし、撮影中の各細胞の蛍光輝度変化を標準化

した。経時的な蛍光輝度変化の平均値と、標準偏差を示したグラフを作成した。 

 統計解析には、GraphPad Prism6 ソフトウェア（GraphPad Software, La Jolla, CA, USA）を

用いた。Welch’s t test または One-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test、One-way 

ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test の結果と、標準偏差のエラーバーを示した。 
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3.3 結果 

3.3.1 線虫での in vivo イメージング 

 各グルコースセンサーのプラスミドをマイクロインジェクションした個体から、マーカ

ー遺伝子を発現する F1 個体が得られた。F2 以降でも、マーカーを発現する個体が得られ

た。Green Glifon 4000 を導入した個体について、マーカーを発現している F2 個体を in vivo

イメージングに用いた。アガーパッド上に固定した線虫を M9緩衝液に浸した状態で咽頭筋

の蛍光撮影を開始し、100 秒後に刺激溶液を滴下した。最終濃度 50 mM グルコースの刺激

により、咽頭筋の蛍光輝度が上昇することが分かった（図 27A）。一方、M9緩衝液のみまた

は最終濃度 50 mM フルクトースの刺激では、蛍光輝度は変化しなかった（図 27B）。 

 

3.3.2 マウス血糖値の測定 

 既知の濃度のグルコースに対する Green Glifon 50 の蛍光輝度変化率から、血糖値予測用

の検量線を作成した（図 28A）。その後、マウス 6 匹から得られたマウス血漿サンプルを、

96 ウェルプレート上で Green Glifon 50 と混合し、蛍光測定を行った。検量線にマウス血漿

の値を導入することで、Green Glifon 50 による血糖値を推測した。ACCU-CHEK ST Meterで

測定した血糖値との相対誤差は、20％以内であることが分かった（図 28B）。 

 

3.3.3 膵 β細胞への人工甘味料の作用 

 MIN6 m9 細胞は、0 mMグルコースの RB 中で撮影を開始し、3分後に 25 mM 人工甘味料

を含む RB を灌流することで刺激した。Rhod2の蛍光輝度は上昇したが、Green Glifon 4000

の蛍光輝度は変化しなかった（図 29A, 30A; 0 mM グルコース）。そこで、5 mM グルコース

の RB 中で撮影を開始し、3 分後に 3 mM グルコースと 25 mM 人工甘味料を含む RB を灌

流することで刺激した。すると、Rhod2 の蛍光輝度だけでなく、Green Glifon 4000 の蛍光輝

度も上昇した（図 29A, 30A; 3 mM グルコース）。 

 

3.3.4 （論文投稿中のため削除） 
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3.3.5 初代培養神経・グリア細胞でのイメージング条件の検討 

 初代培養神経・グリア細胞は、T25 フラスコ内で 2 週間、形態観察を行った。培養日数が

増えると、細長い形態の細胞が増えていった（図 34）。 

 ガラスボトムディッシュに播種した初代培養神経・グリア細胞は、PLLコートでは張り付

かず、コラーゲンコートが適していることが分かった。細胞は、1 ディッシュあたり 2.0×105

細胞以下の密度が観察に適していることが分かった（図 35）。 

 Fluo4 を用いた初代培養神経・グリア細胞でのカルシウムイメージングでは、10 µMグル

タミン酸および 10 µM グルタミン酸と 10 µM グリシンの滴下により、Fluo4 の蛍光輝度が

上昇した（図 36）。 

 初代培養神経・グリア細胞への遺伝子導入では、LF2Kによるリポフェクション法と、レ

ンチウイルスベクターまたは AAV ベクターによる方法を比較した。リポフェクション法で

は、1.5 µg または 3 µgのプラスミドを導入した。CaMKIIa プロモーターでは蛍光をほとん

ど観察できなかったが、GFAP(ABC1D)プロモーターでは微弱な発現が見られた（図 37A）。

レンチウイルスベクターでは、リポフェクション法に比べると明るい蛍光を観察できた（図

37B）。AAV ベクターでは、MOI が 1.0×104 または 1.0×105 となるようにウイルスを添加し

た。1.0×104の MOIでは蛍光は観察できなかった。1.0×105の MOIで、CaMKIIa プロモータ

ーでは明瞭な蛍光像を得ることができた（図 37C）。GFAP(ABC1D)プロモーターでも、蛍光

を観察することができた。 
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図 27 線虫咽頭筋でのグルコースイメージング（文献[21]より改変） 

（A, B）Green Glifon 4000 を咽頭筋に発現する線虫の、グルコースイメージング時の咽頭筋

の蛍光観察像。グルコース投与（A）により、咽頭筋の蛍光輝度が上昇したが、フ

ルクトース投与（B）では変化がなかった。スケールバーは 50 µm。 

（C） （A, B）に示した線虫咽頭筋の蛍光輝度の経時変化。撮影開始から 100 秒後に刺激

溶液を滴下しており、バーで示した時間には 50 mM 刺激溶液が存在する。グルコ

ースの滴下によって、咽頭筋での蛍光輝度が上昇した。コントロールである M9緩

衝液の滴下や、フルクトースの滴下では蛍光輝度上昇は見られなかった。データは

means ± SD、コントロール; N = 10、50 mM グルコース; N = 11、50 mM フルクトー

ス; N = 10。 

（D） （C）の波形における、Green Glifon 4000 の蛍光輝度変化率の最大値検定の結果。デ

ータは means ± SD、N 数はグラフ内に示した。n.s.は not significant、****は p < 0.0001

を示す。 
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図 28 グルコースセンサーによる血糖値測定（文献[21]より改変） 

（A）Green Glifon 50の蛍光輝度変化率から作製した検量線と、推測される血糖値。検量線

は、既知の濃度のグルコース刺激での、蛍光輝度変化率から作製した。N = 3。マウス

血漿サンプルの測定結果を、検量線上に赤丸でプロットした。数字はサンプル番号を

示す。灰色の矢印のエリアは、蛍光輝度から血漿中のグルコース濃度を算出した流れ

を示している。 

（B）Green Glifon 50 による血糖値推測の確からしさ。蛍光輝度から推測した血糖値と、

ACCU-CHEK ST Meter で測定した血糖値から、相対誤差を算出した。相対誤差は、す

べてのサンプルで 20％以内だった。  
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図 29 人工甘味料投与による MIN6 m9 細胞内の Ca2+動態（文献[21]より改変） 

（A）  スクラロース投与時の、MIN6 m9 細胞における Rhod2 の蛍光輝度の経時変化。黒

線は 0 mM グルコース条件、赤線は 3 mM グルコース条件を示す。バーで示した時

間に、25 mM スクラロースまたは 3 mM グルコースと 25 mM スクラロースを含む

RB を灌流した。バーで示していない時間には、0 mM グルコースまたは 3 mM グル

コースの RB を灌流している。どちらの条件でも、Rhod2 の蛍光輝度は上昇した。

データは means ± SD、0 mM グルコース; N = 60、3 mM グルコース; N = 30。 

（B-D）スクラロース（A）、アスパルテーム（B）、アセスルファム K（C）投与後の、Rhod2

の蛍光輝度変化率の最大値検定の結果。データは means ± SD、N 数はグラフ内に示

した。n.s.は no significantを示す。 
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図 30 人工甘味料投与による MIN6 m9 細胞内のグルコース動態（文献[21]より改変） 

（A）  スクラロース投与時の、MIN6 m9 細胞における Green Glifon 4000の蛍光輝度の経時

変化。黒線は 0 mM グルコース条件、赤線は 3 mM グルコース条件を示す。バーで

示した時間に、25 mM スクラロースまたは 3 mM グルコースと 25 mM スクラロー

スを含む RB を灌流した。バーで示していない時間には、0 mM グルコースまたは

3 mM グルコースの RB を灌流している。Green Glifon 4000 の蛍光輝度は、3 mM グ

ルコース存在下で上昇した。データは means ± SD、0 mM グルコース; N = 20、3 mM

グルコース; N = 15。 

（B-D）スクラロース（A）、アスパルテーム（B）、アセスルファム K（C）投与後の、Green 

Glifon 4000の蛍光輝度変化率の最大値検定の結果。データは means ± SD、N 数はグ

ラフ内に示した。*は p < 0.05、**は p < 0.01 を示す。  
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図 31 （論文投稿中のため削除）  
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図 32 （論文投稿中のため削除） 

 

  



73 

 

図 33 （論文投稿中のため削除）  
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図 34 初代培養神経・グリア細胞の培養 

T25 フラスコで培養した、初代培養神経・グリア細胞の培養過程。播種した日を培養 0 日目

として数え、2 週間、経過観察した。培養 4 日ごとに培地を交換している。培養から 2週間

経過すると、細長い形態の細胞が増えていった。実態顕微鏡下での撮影。スケールバーは 100 

µm。 
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図 35 初代培養神経・グリア細胞の細胞密度の検討 

コラーゲンコートしたガラスボトムディッシュで、観察に適した細胞密度を検討した結果。

播種した翌日の様子を示す。細胞数が少ない方が、ガラス面に均一に広がっていることが分

かる。実態顕微鏡下での撮影。スケールバーは 100 µm。 
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図 36 初代培養神経・グリア細胞での Fluo4 によるカルシウムイメージング 

（A）10 µM グルタミン酸を滴下したときの Fluo4 の蛍光輝度変化。刺激溶液は、撮影開始

から 2分後に滴下した。蛍光輝度は少し遅れて上昇した。N＝20。 

（B）10 µMグルタミン酸と 10 µM グリシンを滴下したときの Fluo4 の蛍光輝度変化。刺激

溶液は、撮影開始から 2分後に滴下した。蛍光輝度は少し遅れて上昇した。N＝20。 
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図 37 初代培養神経・グリア細胞への遺伝子導入 

（A）LF2K によるトランスフェクションで遺伝子導入した際の蛍光画像。細胞数は  

1.0×106、1.5 µg のプラスミドと 3 µLの LF2Kを添加した。 

（B）レンチウイルスベクターで遺伝子導入した際の蛍光画像。細胞数は 1.0×105、ウイルス

上清を 1 mL添加した。 

（C）AAV ベクターで遺伝子導入した際の蛍光画像。細胞数は 1.0×105、MOI が 1.0×105と

なるように AAV を添加した。スケールバーはすべて 50 µm。  
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3.4 考察 

3.4.1 線虫での in vivo イメージング 

 グルコースセンサーが、in vivoイメージングに適用可能であるかを調べるため、線虫個体

でのイメージングを試みた。雌雄同体株へのマイクロインジェクションを経て、咽頭筋にグ

ルコースセンサーを発現する F2 個体を得ることができた。Green Glifon 4000 を咽頭筋に発

現する F2個体をアガーパッド上に固定して蛍光観察すると、グルコース刺激によってのみ、

咽頭筋の蛍光輝度が上昇することが分かった。この輝度上昇は、M9緩衝液では起こらない

ことから、刺激投与によるアーティファクトではないことが推測された。また、フルクトー

ス刺激に応答しなかったことから、溶液の粘性などの機械刺激でないこと、および、咽頭筋

に発現したグルコースセンサーもグルコースへの特異性を維持していることが分かった。

さらにこの結果は、線虫が培養液中からグルコースを取り込んでいることを示した。線虫で

は、GLUT 遺伝子のホモログとして、fgt-1、09B5.11、C35A11.4、F53H8.3、F48E3.2、F13B12.2、

Y61A9LA.1、K08F9.1、Y37A1A.3 遺伝子などが特定されている[102]。これらの活性は、GLUT

阻害剤であるフロレチンによって阻害されることも報告されており、GLUT を介したグルコ

ース取り込み活性について、線虫を用いた実験系が利用できる可能性がある。今後、薬剤や

土壌成分の投与によるグルコース恒常性への影響など、より生理的な条件でのグルコース

イメージングが求められる。 

 また本結果は、本グルコースセンサーが哺乳類以外の種のイメージングにも利用できる

ことと、生きている個体内でのグルコース濃度変化を可視化できる可能性を示した。例えば、

酵母内では 1.5 mM、植物内では 2～5 mM の濃度範囲でグルコースが存在すると報告されて

いる[18, 103]。本グルコースセンサーのワーキングレンジはこの範囲に適応しているため、

酵母や植物体内でのグルコースイメージングへの応用が期待できる。 

 

3.4.2 マウス血糖値の測定 

 Green Glifon 50による血糖値測定の確からしさは、市販の血糖値計である、ACCU-CHEK 

ST Meterとの相対誤差をもって判断した。相対誤差による評価法は、心拍出量の測定手法間

における誤差の算出にも利用されており、既存の手法と比較することで新規手法の精度を

推定するものである[104]。ACCU-CHEK ST Meterで測定した血糖値との相対誤差は、基準

の 20％以内であり、Green Glifon 50 による血糖値測定が利用可能な精度であることを示し

た。標的分子への特異性も高いため、血液以外のサンプルにも適用が期待できる。例えば、

血糖値測定以外では、尿糖測定が糖尿病の経過観察に用いられる。糖尿病において、尿糖異

常は、血糖値異常よりも先に現れるという報告もある[105]。モデルラットでは、正常時の尿

中のグルコース濃度は～10 mM であると示されており、本グルコースセンサーが適用でき

る可能性がある。また、市販の血糖値計が最低 0.6 µLの血液を必要とするのに対し、Green 

Glifon 50 による測定は 1/1000 希釈した血漿中のグルコースを検出することができた。ヒト

以外の動物の研究では、採取できるサンプル量が少ないこともあるため、高感度かつ少量の
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サンプルでの標的分子の蛍光測定手法の検討が求められる。 

 また、緑色ピルビン酸センサーでは、ピルビン酸濃度測定を介し、ピルビン酸とは別の分

子である D-セリンの濃度を推定している[30]。D-セリンは、脳内で神経伝達物質として放出

され、NMDA 型グルタミン酸受容体のアゴニストとなる分子である[106, 107]。D-セリンは、

D-セリンデヒドラターゼによって分解され、ピルビン酸に変換される[108, 109]。これを利

用し、D-セリンデヒドラターゼの添加によって増加したピルビン酸濃度を測定することで、

もともと含まれていた D-セリン濃度を推定した。この結果は、単色型分子センサーが顕微

鏡下での蛍光観察だけでなく、高感度の生化学アッセイに応用できる可能性を示唆する。例

えば、グルコースセンサーでグリコーゲン濃度を推定するなど、分子センサーと酵素を組み

合わせて利用することで、間接的に他の分子濃度を推測できる可能性が考えられる。 

 

3.4.3 膵 β細胞への人工甘味料の作用 

 膵 β 細胞への人工甘味料（スクラロース、アスパルテーム、アセスルファム K）の投与

は、細胞内の Ca2+濃度と ATP 濃度を上昇させ、インスリン分泌を促進することが報告され

ている[75, 110, 111]。本実験系でも、人工甘味料投与による細胞内 Ca2+濃度の上昇が見られ

た（図 28）。そして新たに、人工甘味料の投与により、細胞内グルコース濃度が上昇する可

能性が示された（図 29）。細胞内 Ca2+濃度上昇は、細胞外のグルコース濃度に関わらず生じ

ていた一方、細胞内グルコース濃度上昇は、細胞外にグルコースが存在する条件のみで起こ

っていた。この結果は、細胞内グルコース濃度上昇が、細胞外グルコースに由来することを

示唆する（図 37）。 

 膵 β 細胞での人工甘味料の感知は、GPCR によって起こると推測されている[73]。そのた

め、GPCR の下流にある酵素の活性により、シグナル分子の動態が変化し、インスリン分泌

が増強されると考えられてきた。本結果は、人工甘味料により、シグナル分子動態が変化す

ることに加えて、グルコース濃度が変化することで、グルコース代謝依存的にもインスリン

分泌を増強している可能性を示した。さらに先行研究において、人工甘味料の長期摂取によ

り、GLUT2 などのグルコーストランスポーターの発現量が増加し、細胞内グルコース濃度

が上昇することが報告されていた[76]。本結果と合わせると、人工甘味料の摂取は、短期的

にも長期的にも、細胞内グルコース濃度を上昇させ、インスリン分泌を促進する可能性があ

る。短期的な人工甘味料の暴露によるグルコース取り込みの促進機序は不明であることか

ら、シグナル分子およびグルコース動態の関連について、更なる解析が必要である。 

 また前述の通り、人工甘味料の投与により、細胞内 ATP 濃度が上昇することが知られて

いる[27, 28]。しかしこの作用は、細胞外にグルコースがない条件でも起こり、GPCR 活性化

に伴い、ミトコンドリアのエネルギー源であるコハク酸メチルが代謝されて起こると報告

されている[112]。本研究でも、細胞外にグルコースがない条件では細胞内グルコース濃度

上昇が見られなかったことから、細胞内 ATP 濃度の上昇は、グルコースの代謝ではなく、

ミトコンドリアの活性化によって引き起こされると推測でき、以前の報告を裏付ける結果
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となった。しかし生体では、細胞外にグルコースがない環境は考えにくい。そのため、ミト

コンドリアの活性化による ATP 産生と、細胞内グルコース上昇に伴う ATP 産生の両方が同

時に生じることで、インスリン分泌が増強されていると考察する。 

 

3.4.4 （論文投稿中のため削除） 
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3.4.5 神経・グリア細胞でのイメージングへの適用 

 ICR マウスから回収した初代培養細胞は、培養から 2週間以内に、樹状突起様の構造をと

ることが分かった。共培養系の作製方法には、フィーダー細胞としてのグリア細胞を播種し

た上に、神経細胞を播種するものと[119]、グリア細胞と神経細胞の混合液を作製し、同時に

培養開始するものが存在する[120, 121]。本研究では後者のプロトコルを採用した。培養初

期から神経細胞とグリア細胞がともに存在することで、2種類の細胞が入り組んだ構造をと

り、より生体に近い環境を再現することを期待している。 

 神経細胞において、Ca2+は活性に不可欠なシグナル分子である。安静時の細胞内 Ca2+濃度

は 50～100 nM であり、神経細胞が電気的に活性化することで、その濃度は 10 倍から 100

倍に上昇する[122]。この Ca2+濃度上昇は、電位依存性カルシウムチャネルやイオンチャネ

ル型グルタミン酸受容体、Transient receptor potential（TRP）C チャネル、代謝型グルタミン

酸受容体などの活性化によって生じる[123–126]。神経伝達物質の一つであるグルタミン酸

は、これらのうち複数の経路を介し、Ca2+濃度上昇を引き起こすと報告されている[127]。本

研究で取得した初代培養細胞も、Fluo4 でのカルシウムイメージングにて、グルタミン酸へ

の応答が見られた。この結果は、共培養系の細胞が、生理的なグルタミン酸への応答能を維

持していることを示唆する。細胞が取得できているかの指標として、グルタミン酸刺激が有

効であると考える。しかし、Fluo4 などの蛍光色素は、神経細胞とグリア細胞の両方に負荷

されてしまうため、カルシウムイメージングの際、神経細胞とグリア細胞を見分けることが

できない。神経・グリア細胞に特異的なカルシウムイメージングを行う際は、グリア細胞を

特異的に染める Sulforhodamine 101（SR101）を併用するか、神経細胞またはグリア細胞に

特異的なプロモーター配列を用い、単色蛍光型カルシウムセンサーを遺伝子導入する必要

がある[128, 129]。 

 遺伝子導入手法の検討では、LF2Kによるリポフェクション法と、レンチウイルスベクタ

ーまたは AAV ベクターによる方法を比較した。結果として、神経細胞には AAV ベクター

が、グリア細胞には AAV ベクターまたはレンチウイルスベクターが適していると推測され

た。しかし本研究では、レンチウイルスベクターのタイター測定を行っていない。より多く

のウイルス上清の添加や、ウイルス添加までの日数を検討することで、導入効率の改善が見

込める。なお、AAV ベクターを使用する際には、1.0×105以上の MOIが必要であった。今後

は AAV ベクターを用い、神経・グリア細胞に特異的なグルコースイメージングを行う予定

である。グルコースと細胞内シグナル分子である Ca2+や cAMP との関連や、グルコースの

代謝産物である乳酸との関連を明らかにしたい。 
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図 38 人工甘味料が MIN6 m9 細胞に与える影響 

人工甘味料が MIN6 m9 細胞に与える影響の模式図。実線の経路は、過去に報告されていた

経路を示す。細胞内 Ca2+濃度は、GPCR を介して上昇する。また、GPCR を介して、ミトコ

ンドリアが活性化され、ATP が産生される。点線の経路は、本研究で推測された経路を示

す。人工甘味料の刺激により、①細胞外からのグルコース取り込みが促進される。②グルコ

ーストランスポーターを速やかに細胞膜に移行させ、グルコース取り込みをさらに促進さ

せる。③取り込まれたグルコースは、代謝され、細胞内 ATP 濃度上昇を増強する。 
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図 39 （論文投稿中のため削除） 
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総括 

 本研究では、新規の緑色蛍光型グルコースセンサーGreen Glifon の開発に成功した[21]。

またその開発を通し、単色蛍光型分子センサーの中でも、挿入型の開発手法を確立すること

ができた。本グルコースセンサーには、グルコースへの EC50値が異なる 3 種類が存在し、

3 種類のグルコースセンサーを併せると、8.1 µM～15 mM の濃度範囲のグルコースを定量性

高く検出できた。本グルコースセンサーは、大腸菌にリコンビナントタンパク質として作製

させ、回収することで、血糖値測定などの生化学的なスクリーニングにも利用できた。大腸

菌内だけでなく、哺乳類の生細胞や、線虫生体内に発現させても機能することが確認できた。

培養細胞内では、シグナル配列を融合することで細胞小器官特異的に、生体内では、プロモ

ーター配列を変えることで細胞種特異的に発現でき、グルコース動態を観察できることが

分かった。初代培養細胞でも、細胞種特異的なグルコース動態を観察できる可能性がある。

また、他色のセンサーと組み合わせたマルチカラーイメージングにも適用可能だった。 

 

 本グルコースセンサーを利用したライブセルイメージングによって、さまざまな細胞で

共通して、細胞内のグルコース濃度変化が速やかに起こることが明らかになった。多くの株

化細胞は、外液中のグルコース濃度変化に応答し、細胞内グルコース濃度が変化した。その

変化は、細胞質基質だけでなく、核内にも及んでいた。また、内分泌細胞では、細胞外のグ

ルコース濃度が一定の条件でも、人工甘味料の刺激を受けることで、細胞内へのグルコース

取り込みが促進することを見出した。内分泌細胞のグルコース取り込みについて、これまで

は時間的な解析が行われておらず、本グルコースセンサーによる細胞内グルコースの時空

間的観察が有効であると考えられる。神経・グリア細胞でのグルコースイメージングでは、

今後、2 種類の細胞間の物質のやり取りをリアルタイムに解析し、分子の階層性や相互関係

を理解したいと考えている。脳でのグルコース代謝と神経活動の相関を明らかにすること

で、神経病態解析への応用を期待している。 

 

 また、本グルコースセンサーは、発生中の胚における解糖系の活性測定に利用され、解糖

系とグルコース取り込みが強化されることで、神経堤細胞が移動し、胚発生が進行するとい

う仮説を補強した[130]。多角的な実験技術を組み合わせた、生細胞・生体内でのグルコース

代謝の可視化技術は、さまざまな組織に適用可能であると考えられる。本グルコースセンサ

ーは、発生過程における解析や、ガンや免疫疾患などの病態解明、生体恒常性の維持機構の

解析など、さまざまな分野で貢献できると考えている。 
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