
１． はじめに

真核細胞において，分泌シグナルペプチド配列を有する
タンパク質は，小胞体で合成されて小胞輸送によりトラン
ス―ゴルジネットワークを経て，開口分泌（エキソサイトー
シス）により細胞外に放出される．また受容体などの膜タ
ンパク質も，開口分泌によって細胞表面に運ばれる．我々
は，分泌型ルシフェラーゼをレポーターとして，動物培養
細胞のタンパク質分泌動態を発光により可視化する“生物
発光イメージング法”を独自に開発してきた．本手法の原
理は，生細胞から開口分泌によりルシフェラーゼ（発光酵
素）が分泌された瞬間，細胞培養液に添加してあるルシ
フェリン（発光基質）と反応して生ずる微弱な発光（図１
A）を，高感度カメラを備えた顕微鏡システムで検出する
ものである．この可視化法は，単一生細胞における全細胞
表面の解析が可能であり（図１B），また発光量の解析によ
り分泌タンパク質の定量化が可能である．分泌型ガウシア
ルシフェラーゼ（Gaussia luciferase：GLase，海洋性動物
プランクトンの一種 Gaussia princeps 由来のルシフェラー
ゼ）を解析対象のタンパク質との融合タンパク質として発
現させ，EM-CCD（Electron Multiplying Charge-Coupled De-
vice）カメラで発光を検出することにより，個々の開口分
泌によるタンパク質分泌動態について，３０分間以上連続
的にビデオ画像を取得する，すなわち最速０．０３秒ごとの
ビデオレートイメージングが可能となった．時空間分解能
の向上により，細胞外分泌後に細胞表面に結合したタンパ
ク質と，拡散動態を示す開口分泌中のタンパク質を同時に
可視化して区別することもできる．本稿では，レポーター
タンパク質 GLaseを用いた分泌タンパク質のビデオレー

ト生物発光イメージング法を紹介し，本手法で可視化され
たインスリンの周期性分泌と，細胞外基質分解酵素マト
リックスメタロプロテアーゼの一つ matrix metalloprotein-
ase-２（MMP-２）の極性分泌について述べる．

２． 分泌タンパク質を可視化する生物発光イメージング
法の開発

１９９２年，Inouyeらは分泌型ウミホタルルシフェラーゼ
遺伝子を用いて，生細胞からのルシフェラーゼタンパク質
分泌過程の可視化に初めて成功した１）．その後，１９９５年に
Renardらのグループ２），１９９８年に Rothmanらのグループ３）

によってもウミホタルルシフェラーゼを用いた可視化が報
告された．しかし，ウミホタルルシフェラーゼ発光反応系
は，GLaseと同等の高い比活性を示すが，減衰発光でなく
連続発光であり，培養液中に分泌したウミホタルルシフェ
ラーゼにより発光画像が飽和するため長時間（５分以上）
の可視化ができないことや，当時の記録媒体の処理能力の
問題等から，これらの技術が分泌タンパク質の可視化に応
用されることはなかった．
一方，１９９４年以降，GFP（Green Fluorescent Protein）な

どの蛍光タンパク質プローブの開発と蛍光顕微鏡システム
の進歩があり，生細胞におけるタンパク質の分子動態は，
主に蛍光イメージング法で解析されている．生細胞の細胞
膜近傍におけるタンパク質動態を可視化する上では，全反
射蛍光（TIRF）イメージング法が主流であり，ガラスボ
トムディッシュのガラス面に接着した細胞膜において，開
口分泌に至る前の小胞分泌動態を観察できる４）．また，２
光子励起蛍光イメージング法も開口分泌動態の可視化に応
用されており，細胞間隙への蛍光物質の流入を利用して開
口分泌中の小胞形態を観察できる５）．
このような蛍光イメージング法に対して，分泌型ルシ

フェラーゼをレポーターとして用いる生物発光イメージン
グ法は，細胞表面に分泌されたタンパク質分子を発光で検
出できることから，発光量により分泌タンパク質をより定
量的に解析することが可能であり，さらに単一生細胞の細
胞表面全体を解析できる利点がある．一方，ビデオレート
蛍光イメージング法では連続した励起光照射による生細胞
のダメージが問題となるが，生物発光イメージング法は励

みにれびゅう
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起光が不要であり，長時間の連続的なビデオ画像の取得が
可能という大きな利点がある．そこで我々は，生物発光イ
メージング法によるタンパク質分泌動態を可視化する上で
の最大の課題となっていた，生物発光画像取得における時
空間分解能の向上に取り組んだ．いくつかのルシフェラー
ゼや発光タンパク質をイメージングプローブとして検討し
た結果，GLaseが高い比活性を示し，レポーターとして最
も有用であると考えられた．分泌シグナルペプチド配列を
有する GLaseを発現させた CHO-K１細胞を高感度 CCDカ
メラで観察し，単一生細胞におけるタンパク質分泌量の経
時的変動を可視化することに成功した６）．また，ドーパミ
ン 水酸化酵素の細胞表在型シグナルペプチド配列と
GLaseの融合タンパク質を発現させ，神経様に分化させた
PC１２D細胞を， フォトンカウンティングカメラで観察し，
細胞体や神経突起先端の細胞表面における脱分極刺激依存
的な GLaseタンパク質量の増加を可視化した６）．さらに実
験系の改良を進め，高感度，高速画像取得，高解像度を兼
ね備えた EM-CCDカメラを用いることにより，時空間分
解能の改善を行った．すなわち，水冷の背面照射型 EM-
CCDカメラで GLaseの発光ビデオ画像を取得することで，
４０～１００倍対物レンズを用いて１フレームあたり３０～
５００msの露光時間で，個々の開口分泌によるタンパク質
の分泌動態を可視化することに成功した７，８）．
本手法では GLase融合タンパク質をレポーターとして，

さまざまな分泌タンパク質や膜タンパク質の開口分泌動
態，タンパク質分泌量や開口分泌頻度の変動，分泌部位と
細胞膜結合部位の局在を解析できる（図１C）．顕微鏡に
EM-CCDカメラを接続して簡易暗箱の中に設置すること
で，比較的容易にイメージングシステムを構築できる．実
験手技の詳細は，最近発行された論文を参考にしていただ
きたい９）．

３． ガウシアルシフェラーゼ GLase

GLaseは，１７アミノ酸残基の分泌シグナルペプチド配

列と１６８アミノ酸残基よりなる最小分子量のルシフェラー
ゼである１０）．GLaseは，熱に安定な分泌タンパク質であ
り，発光反応には補欠因子を必要とせず，発光基質セレン
テラジンの添加のみで最大発光波長４８８nmの青い光を発
する１１，１２）．GLaseの一次構造は７１個のアミノ酸の繰り返し
配列を持ち，１０個の Cys残基を有する．それぞれの繰り
返し配列のみでも発光触媒活性を示すが，高触媒発光活性
には，両方の繰り返し配列を必要とする１３）．動物培養細胞
で GLaseを細胞質に発現させると，その発光活性は培養
液分泌 GLase活性の１／５００～１／１０００以下であり６，１１），また
還元剤処理した精製 GLaseの発光活性は消失する１３）．すな
わち，GLaseが高発光活性を示すためには，分泌過程で
Cys残基間の S-S結合形成が必須であると考えられる．一
方，セレンテラジンを発光基質とするレニラ（Renilla，ウ
ミシイタケ）ルシフェラーゼや分泌型オプロフォーラス
（Oplophorus，ヒオドシエビ）ルシフェラーゼは，セレン
テラジン類縁体に対して，比較的幅広い基質特異性を示す
が１２，１４，１５），GLaseはセレンテラジンに高い特異性を示
す１２，１３）．セレンテラジンが細胞膜を透過して細胞内に取り
込まれる時間は比較的遅く，セレンテラジン添加後から１
時間程度は分泌動態の可視化が可能である．これまでに解
析対象としたタンパク質については，GLase融合タンパク
質が内在のタンパク質と同じ経路で分泌されることが示さ
れている．このような性質から，GLaseはセレンテラジン
と組み合わせることで分泌タンパク質の生物発光イメージ
ング法における最適なレポーターであると考えられる．

４． 生細胞における周期的なインスリン分泌の可視化と
定量解析

GLaseを融合させた分泌インスリン（Insulin-GLase）発
現ベクターを構築し，膵 細胞株MIN６に一過性に遺伝子
導入してグルコース刺激による分泌を解析した５）．グル
コース添加により，培養上清の GLase発光活性は数倍上
昇した．さらに，Insulin-GLaseの発現と分泌について，抗

図１ 分泌型タンパク質の生物発光イメージング法
（A）分泌型ルシフェラーゼと培養液中のルシフェリンの発光反応を利用して，開口分泌を可視化する原理．（B）単一生細胞表面にお
いて開口分泌を可視化できる領域．（C）解析対象のタンパク質とガウシアルシフェラーゼの融合タンパク質による開口分泌と細胞表
面局在の可視化法．

図２ ビデオレート生物発光イメージング法によるインスリン分泌の解析
Insulin-GLase遺伝子を一過性導入した膵 細胞株MIN６を用いて，グルコース添加１分後から６０倍油浸対物レンズ（開口数１．４９）を
使用して発光ビデオ画像を取得した．発光画像は疑似カラー化し，明視野画像に重ねた．（A）二つの細胞が同調した一過性の連続的
な開口分泌による Insulin-GLase分泌動態．露光時間１００ms／frame．最初の画像からの経過時間を各画像の左上に示す．開口分泌され
た Insulin-GLaseタンパク質の拡散により発光シグナル（シアン）が消失する．（B）単一細胞における周期性インスリン分泌量の変動．
（A）の赤枠内の発光量が赤矢印のピークに対応する．（C）開口分泌部位の局在．露光時間１００ms／frameで撮影したビデオ画像につい
て，４回起こったオシレーションのピーク（Peak１～４，それぞれ１０秒間）とすべてのフレーム（All，１０分１９秒間）の発光最大値合
成画像（緑）を明視野画像に重ねた．（D）細胞集団の中で離れた細胞の長時間同調した周期性 Insulin-GLase分泌．露光時間５００ms／
frameで４０分間ビデオ画像を取得する間，同調が続いた．画像取得からの経過時間を各画像の左上に示す．
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GLase抗体を用いた蛍光抗体染色とウェスタンブロット解
析を行い，Insulin-GLaseは，内因性インスリン分泌経路に
より分泌されていることが示された．次に，Insulin-GLase
を発現させた細胞をグルコースで刺激し，セレンテラジン
を添加した培養液中でインスリン分泌の可視化を行った．
その結果，１００～５００ms／frameの露光時間による発光ビデ
オ画像を取得し，単一小胞レベルの開口分泌による Insu-
lin-GLaseの分泌動態を可視化することができた（図２A，
動画１）．その際，一部の細胞において，周期性のある一
過性の連続的な開口分泌に伴う，インスリン分泌のオシ
レーション（周期的変動）が観察された．発光ビデオ画像
における発光強度の経時的変化から，単一細胞におけるイ
ンスリン分泌のオシレーションを定量解析できた（図２B）．
また，一定時間あたりの発光ビデオ画像の発光強度最大値
を重ねた合成画像から，開口分泌部位の局在が示された
（図２C）．また，細胞集団の中の離れた細胞どうしが同調
した周期性のインスリン分泌を示すビデオ画像を３０分間
以上連続的に取得することが可能であった（図２D）．
一方，細胞底面（ガラス接着面）から Z 軸方向へ上方

に焦点面を移動しながら分泌動態を解析した結果，細胞間
の接触面において強い発光シグナルを示す拡散性の開口分
泌が観察された．周期性インスリン分泌は主として細胞間
隙に拡散する分泌動態を示したことから，インスリン分泌
における細胞間接着の重要性が示唆された．
薬物評価法としての可能性を検討するために，インスリ

ン分泌促進剤であるスルホニル尿素剤グリベンクラミドの
作用を生物発光イメージング法で解析した．低グルコース
濃度で一過性の開口分泌が観察されたが，単独ではインス
リン分泌のオシレーションは起こらなかった．グリベンク
ラミド刺激後に高グルコース刺激を行うと，速やかにイン
スリン分泌のオシレーションが観察された．しかしなが
ら，Insulin-GLaseを一過性導入したMIN６細胞では，個々
の細胞によって周期性を示さないものやほかの細胞と分泌
が同調しないものもあり，安定した評価系として使用する
には，改善が必要と思われた．現在，ラット膵島やほかの
細胞株を用いても，生物発光イメージング法により周期
的なインスリン分泌動態が観察できている．特に，膵島様
スフェロイド培養において大部分の細胞が同調したインス
リン分泌のオシレーションを示す発光 細胞株を樹立し
ており，解析を進めている．

５． 遊走がん細胞におけるMMP-２分泌動態

細胞外基質分解酵素であるMMP-２は，がんの浸潤と転
移において重要な役割を果たすことが知られている．
MMP-２は，プロ型酵素として分泌され，細胞表面に結合
して活性化される．遊走細胞におけるMMP-２の極性分布

は蛍光抗体染色法を中心に研究されているが，生細胞にお
ける開口分泌と細胞表面結合部位の分布については報告が
なかった．そこで我々は，MMP-２を内因性に発現する
HeLa細胞に GLase融合MMP-２（MMP２-GLase）を発現さ
せて，生物発光イメージング解析を行った６）．
最初に，MMP２-GLaseの生化学的な解析を行った．

MMP２-GLaseの発光パターン解析では，GLase単体と同様
に，セレンテラジン（３g／ml）添加直後に高い発光活性
を示し，徐々に発光活性が低下した．また，蛍光抗体染色
とウェスタンブロット解析の結果から，MMP２-GLaseは，
内因性MMP-２と同様に，プロ型で分泌され，プロセシン
グされた活性化型として細胞表面に結合していることが示
唆された．これにより，MMP２-GLaseはMMP-２分泌の適
切なレポータータンパク質であると考えられた．
次に，HeLa細胞に発現させたMMP２-GLaseのビデオ

レート生物発光イメージング法による解析を行った．４０
倍油浸対物レンズを使用し，セレンテラジンを培養液に加
えて２０秒後から露光時間５００ms／frameの発光ビデオ画像
を取得したところ，画像取得直後から定常的に存在して
徐々に消光する発光スポットと，一過性に出現し数秒以内
に拡散する発光スポットという，２種類の発光スポットが
観察された（動画２）．定常的な発光スポットの経時的な
発光量の低下は，ルミノメーターで測定したMMP２-GLase
の発光低下パターンに一致することから，細胞表面に結合
したMMP２-GLaseが集積する微小領域（直径約３m）の
発光シグナルと考えられた．一方，一過性の発光スポット
は開口分泌しているMMP２-GLaseの発光シグナルと考え
られた．このように，細胞表面に結合したMMP-２と分泌
されたMMP-２という二つの異なるタイプのMMP-２分子
をリアルタイムに可視化することができた．
細胞表面に結合したMMP２-GLaseが消光した後の発光

ビデオ画像を用いて，MMP２-GLaseの開口分泌シグナルを
解析した．遊走 HeLa細胞は，先導端ラッフル膜からの積
極的な開口分泌を示した．特に，先導端に沿う一過性の連
続的な開口分泌を頻繁に示したことから，脱分極刺激に依
存しないMMP-２の構成性分泌における，一過性の連続的
な開口分泌を引き起こす分子機構の存在が考えられた．ま
た，遊走細胞の先導端と退縮端における特定の領域（直径
約２．５m）から繰り返し開口分泌が観察され，特に先導
端では，そのようなMMP-２開口分泌のホットスポットが
多数形成されることが示唆された．また，細胞の底面から
上方まで焦点面を移動しながら解析した結果，MMP-２が
繰り返し分泌される部位と，分泌されたMMP-２が細胞表
面に結合する部位は，ともに基底側に形成され，両者の分
布は異なることが示唆された．
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６． おわりに

分泌タンパク質のビデオレート生物発光イメージング法
は，単一細胞の頂端（apical）側や，スフェロイド，細胞
シート，組織スライスといった細胞集団において，対物レ
ンズの倍率を限定することなく，タンパク質分泌動態を可
視化することが可能である．細胞にとっては，細胞外マト
リックスや細胞間の接着面がより生理的な条件の開口分泌
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動画１ グルコース刺激による周期性 Insulin-GLase分泌
グルコース添加１分後から露光時間５００ms／frameで発光ビデオ
画像を取得した．画像取得開始後約３分４５秒から６分１３秒ま
での発光画像（シアン）を明視野画像に重ねた．６０倍油浸対
物レンズ（開口数１．３５）使用．１０倍速再生．約１時間のビデ
オ画像取得の間，個々の細胞は一過性に連続的な開口分泌を行
う周期性のインスリン分泌動態を示した．

動画２ 遊走 HeLa細胞におけるMMP２-GLase分泌
セレンテラジン添加後，２０秒から露光時間５００msで発光ビデ
オ画像を取得した．画像取得開始時から１分後までの発光画像
（シアン）を明視野画像に重ねた．４０倍油浸対物レンズ（開口
数１．３０）使用．５倍速再生．
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