
            

 
細胞内 cGMP の動的変化を可視化する高感度蛍光タンパク質センサーの開発 
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２．発表のポイント：  
 ◆生命現象に関わる重要な分子である細胞内 cGMPの動態を可視化解析できる緑色蛍光タン

パク質センサー（注 1）の開発に成功しました。 
 ◆本研究で開発した蛍光タンパク質センサーは、cGMP と結合することで蛍光輝度が約 7.5

倍に上昇します。 
 ◆細胞内 cGMP と他の細胞内分子とを 2 色の蛍光で同時に可視化する、デュアルカラーイメ

ージングに適用できます。 
 
３．発表概要： 
環状グアノシン一リン酸（cyclic guanosine monophosphate, cGMP）は生体内において、神経応

答や筋肉の弛緩など、様々な生理機能や生命現象を調節しています。しかし、細胞内 cGMP と

他の分子との階層性や、それらの濃度の時空間変化パターンを解析することは困難でした。こ

れは、これまで開発された FRET 型 cGMP センサー（図 1a）がマルチカラーイメージングへ適

用するには技術的困難が伴うこと、既存の単色型 cGMP センサー（図 1b）は蛍光輝度変化率が

大きくないことに由来します。 
本研究では、二分割をした緑色蛍光タンパク質 Citrine の間に、 cGMP 分解酵素

（Phosphodiesterase 5α, PDE5α）（注 2）の cGMP 結合部位を挿入しました。さらに PDE5αを挿

入した部位のリンカーの長さやアミノ酸配列を最適化したところ、最終的には試験管内で

cGMP との結合により蛍光輝度が約 7.5 倍に上昇する緑色 cGMP センサー蛍光タンパク質

（Green cGMP visualizing fluorescent protein, Green cGull と命名）を獲得しました。この Green 
cGull を培養細胞に遺伝子導入し、細胞内 cGMP 濃度を増加させるさまざまな薬剤を投与した

ところ、試験管内で見られた反応と同様に蛍光輝度が約 7 倍以上に上昇しました。さらに、Green 
cGull を赤色 Ca2+蛍光指示薬（Rhod2）と共に培養細胞に導入し、単一細胞での cGMP、Ca2+の

2 色蛍光色イメージングに成功しました。 
以上の結果から、Green cGull は高感度で細胞内 cGMP 濃度変化を検出できるだけでなく、細

胞内の複数の分子がどのように相互作用しているのかをマルチカラーで検出するセンサーの１

つとしても有望であることが示されました。 
 
 



４．発表内容：  
■背 景 
 cGMP は生体内において、様々な生理機能を調節するセカンドメッセンジャー分子として利

用されています。例えば、ヒトにおいては視覚情報の伝達や、平滑筋の弛緩などに関与するこ

とが知られています。細胞内では cGMP 合成酵素（guanylate cyclase, GC）と cGMP 分解酵素

（Phosphodiesterase, PDE）の活性や発現量のバランスによって、複雑な濃度調節が行われてい

ます。この調節機構を解明する手法として、cGMP と結合すると蛍光輝度が変化する蛍光タン

パク質センサーが用いられています。蛍光輝度の経時変化を観察することで、細胞を破壊する

ことなく、細胞内 cGMP 動態の時空間的な変化をリアルタイムで解析することができます。 
蛍光タンパク質センサーは、その構造によって 2 つにタイプが分類できます。1 つはフォル

スター共鳴エネルギー移動（Förster resonance energy transfer, FRET）型で、異なる 2 色の蛍光タ

ンパク質と分子結合部位が連結された構造をしています。標的分子と結合もしくは解離をする

と、異なる 2 色の蛍光タンパク質の距離が近くなることで励起エネルギーの移動が起き、蛍光

比が変化します。この FRET 型は、異なる 2 色の蛍光タンパク質を使っているため、他の細胞

内シグナル伝達分子の動態や異なる細胞内小器官における分子動態などの細胞内で起こる複数

の現象を同時に観察するためには、他の蛍光色を用いて異なる 3 色の蛍光を同時に観察するこ

とが必要なため、技術的な困難が伴います。 
もう 1 つのタイプは、単色蛍光タンパク質輝度変化型というもので、分割などによって構造

を変化させた 1 色の蛍光タンパク質と分子結合部位が連結された構造をしており、標的分子と

結合もしくは解離をすると蛍光タンパク質の構造が変化することで、蛍光輝度が変化します。

単色蛍光タンパク質輝度変化型は、励起光を 1 色しか用いないため、異なる色で可視化された

他の現象と同時観察が行いやすい利点があります。 
 
■内 容 
本研究では、緑色蛍光タンパク質 Citrine を発色団近傍で二分割し、その間にアミノ酸のリン

カー配列を介して cGMP 分解酵素（PDE5α）の cGMP 結合部位を挿入しました（図 2）。する

と、Citrine は cGMP を添加すると、わずかに蛍光輝度が上昇するようになりました。つまり、

cGMP 結合部位に cGMP が結合することによって、cGMP 結合部位の構造変化がリンカーを介

して蛍光タンパク質に伝わり、蛍光輝度変化が起こると考えられます。次に、リンカーのアミ

ノ酸配列長や配列を最適化し、最終的に、蛍光輝度が約 7.5 倍に上昇する Green cGull の獲得に

成功しました（図 3）。これは現時点で世界最高の蛍光輝度変化率です。 
この Green cGull をヒト胎児腎細胞株 HEK293 細胞に導入し、cGMP 合成酵素を活性化する薬

剤（SNAP）を投与したところ、約 7 倍以上の蛍光輝度上昇が観察されました。さらに、Green 
cGull と赤色 Ca2+蛍光指示薬（Rhod2）を細胞に共導入し、SNAP を投与したところ、同一細胞

内の cGMP と Ca2+濃度変化を同時に可視化解析することに成功しました（図 4）。 
 
■影響・波及効果 
今回開発した cGMP 可視化蛍光タンパク質（Green cGull）を用いることで、従来の蛍光タン

パク質では検出できなかった細胞内 cGMPのわずかな変化も可視化することができるようにな

ると期待されます。また、細胞内の複数の分子がどのように相互作用しているのかを可視化解

析するマルチカラーイメージングへの貢献が期待されます。 
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７．用語解説：  
（注 1）蛍光タンパク質センサー 
蛍光タンパク質は、ある特定の波長の光（励起光）を吸収し、吸収した光よりも波長が長い

光（蛍光）を放出する性質を持つ、発色団という構造を形成している。蛍光タンパク質センサ

ーは蛍光タンパク質を応用し、標的分子の濃度変化や活性などを蛍光輝度の変化によって検出

する。 
 
（注 2）cGMP 分解酵素 

cGMP は、ホスホジエステラーゼ（PDE）という環状ヌクレオチド加水分解酵素によって分

解される。環状ヌクレオチドは cGMP 以外にも構造が似ている cAMP があり、PDE は cAMP
も分解する。哺乳類の PDE は 11 種類あり、PDE5 は cGMP を特異的に分解する性質を持つ。 



８．添付資料：  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．蛍光タンパク質の構造模式図 
（a）FRET 型は、2 色の蛍光タンパク質と標的分子結合部位が連結された構造をしている。標

的分子と結合、もしくは解離することで構造が変化し、2 つの蛍光タンパク質の距離が近づく

ことで、片方の蛍光タンパク質の励起エネルギーがもう片方へと移動し、蛍光比が変化する。 
（b）単色蛍光タンパク質輝度変化型は、構造を変化させた 1 色の蛍光タンパク質に標的分子結

合部位が連結された構造をしている。標的分子と結合、もしくは解離することで蛍光タンパク

質の構造が変化し、蛍光輝度が変化する。 
 



 

 
 
図 2．Green cGull の構造模式図 

Green cGullは、分割した緑色蛍光タンパク質Citrineの間に、リンカーを介してPDE5αのcGMP
結合ドメインが挿入されている。また、リンカーのアミノ酸配列長や配列を最適化し、蛍光輝

度変化率を最大化した。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．Green cGull の蛍光スペクトル 

Green cGull を 480 nm の波長で励起した場合の蛍光スペクトル。点線は cGMP を加えていな

い条件、実線は cGMP を加えた条件での蛍光輝度。522 nm が蛍光波長のピークで、cGMP を加

えると約 7.5 倍に蛍光輝度が上昇した。 
（Generation of a cGMP indicator with an expanded dynamic range by optimization of amino acid 
linkers between a fluorescent protein and PDE5a. Matsuda et al., ACS sensors, 2016, doi/ 
10.1021/acssensors.6b00582 より一部改変） 
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図 4．Green cGull と Rhod2 とを共導入した HEK293 細胞の 2 色同時蛍光イメージング画像 
撮影開始 1 分後に cGMP 合成酵素を活性化する薬剤（SNAP）を投与したところ、細胞内の

cGMP 濃度と Ca2+濃度変化を、2 色の蛍光で同時に可視化解析することに成功した。Green cGull
の蛍光輝度は投与直後から上昇した。一方で、Ca2+の蛍光指示薬である Rhod2 の蛍光は下降や

上昇を伴う複雑な波形を示した。 
（Generation of a cGMP indicator with an expanded dynamic range by optimization of amino acid 
linkers between a fluorescent protein and PDE5a. Matsuda et al., ACS sensors, 2016, doi/ 
10.1021/acssensors.6b00582 より一部改変） 


