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緒 言 

 
日本人の死因1位である「がん」のメカニズム解明は、生命科学研究において最も重要な課題の1つである。そのた

め、がん克服のための抗がん剤の開発を目指した研究は国内外の研究者によって幅広く進められている。抗がん剤の多

くはがん細胞において特徴的なシグナル経路に働く分子標的型のものである。しかし、標的となるシグナル経路は正常

な生命活動にも必須な場合が多く、抗がん剤の副作用やその効果に個人差があることが大きな課題となっている。そこ

で、分子標的型ではないが、がん特異的な特徴を捉えた、より汎用的ながん治療法が望まれている。本研究課題では、

ほとんどのがん細胞が正常細胞よりも高い細胞質pHを保持していることに注目した［1］。この異常なpHのため、組

織中では細胞内外のpH勾配が正常細胞と逆転してしまうことがある。このような状態ががん細胞の異質な性質を生み

出している要因の1つではないかと考えられている。しかし、正常な細胞の細胞質pHだけをがん細胞と同じ状態にす

ることが困難であるため、細胞質pHと細胞機能がどのような関係にあるのかは十分に解明されていない。 
細胞内にはさまざまなイオンやタンパク質が混在していることから、タンパク質機能のpH依存性などを調べる手段

としては in vitroの実験系が有力な手法として主に用いられている。一方、近年チャネルロドプシンなどの光操作が可

能なチャネルタンパク質の利用により、神経科学を中心に光遺伝学（オプトジェネティクス）が急速に発展している。

また、我々はこれまでにH＋、Na＋、Ca２＋などの細胞内イオン濃度や膜電位について、高精度な定量計測法をバクテリ

アや真核細胞で確立している［2，3］。その中でも特に、高感度な pH イメージング手法の開発を長年行っており、大

腸菌などのバクテリア生細胞内におけるチャネルタンパク質の機能解明のために、細胞膜上で機能する直径 45 nm の

モータータンパク質複合体の近傍局所では細胞質全体と異なる局所pH値を示すことを明らかにしている［4］。そこで

本研究課題では、高感度pHイメージングとオプトジェネティクス技術の応用によって、がん細胞の細胞質pHを定量

的に光操作し、細胞質pHと細胞機能の関係を明確にすることができる新規光操作技術の開発を行い、がん抑制治療お

よび創薬研究につなげることを目的とした。 
 

方 法 

 
1． 高感度pHイメージング 
これまでに開発・改良を行なったpHプローブを用いることで、高感度なpHイメージング計測手法を確立しており、

1細胞局所のpH変化やpHを指標とした1細胞レベルでの分化のモニター等が可能となっている。しかし、これでま

でに開発したレシオメトリックpHプローブは退色が早いことが問題であったため、より退色に強いpH感受性蛍光プ

ローブの導入により、長時間のタイムラプスpH計測を定量的に行うことができるようにする。また、遺伝子操作が容

易な大腸菌や細胞性粘菌を用いることで、プローブの性能確認を素早く実施することが可能である。 
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2． 細胞内pHの光操作 
バクテリオロドプシンの一種であるプロテオロドプシンは、光刺激により H＋を特異的に細胞外へと排出するため、

細胞内pH を任意に上昇させることができる。また、チャネルロドプシン2は光刺激によりH＋を細胞内に取り込むた

め、細胞内pHを低下させることが可能である。以上のように、プロテオロドプシンとチャネルロドプシン発現株をそ

れぞれ使い分けることにより、細胞内pHの上昇および低下の光刺激制御を行うことができる。光刺激によって変化す

る細胞内pHを高感度pHイメージングによって定量することにより、細胞内pHを任意の値へと光操作することがで

きる。 
3． 光刺激によるpH変化を介した細胞機能の操作 
細胞内 pH の上昇および低下の定量的な制御を行うことにより、細胞のがん化を引きおこす pH 変化量を決定する。

また、神経芽細胞腫ではMYCN遺伝子が増幅し、神経膠腫などでは上皮成長因子受容体（EGFR）の発現量が増大す

ることが知られている。このようながん細胞特有の変化として知られている増幅遺伝子について、光操作による定量pH
操作前後における発現量の変化および細胞機能の解析を行う。 
 

結果および考察 

 

1．高感度タイムラプスpHイメージング 
非侵襲な状態での細胞内 pH を測定するためには、pH 感受性蛍光タンパク質の利用が最適である。我々はこれまで

に赤色蛍光タンパク質mNectarine［5］と緑色蛍光タンパク質pHluorin［6，7］を融合した新規の高感度レシオメト

リックプローブを開発しており、細胞質 pH が 6.5～8.0 程度の真核培養細胞内で非常に高感度な pH イメージングを

達成している。しかし、mNectarineは光励起による退色速度が早く、長時間のタイムラプス計測に適さない。そこで、

mNectarineをより退色に強いpH感受性赤色蛍光タンパク質であるpHuji［8］に置き換えることにより、長時間タイ

ムラプス計測が可能な高感度pHプローブを構築することを検討した。 
新規プローブ構築の検討の結果、高感度なレシオメトリックpHプローブとして機能するpHujiとpHluorinの融合

タンパク質の作製に成功した。この新規レシオメトリックプローブと既存のプローブを真核培養細胞である細胞性粘菌

に発現させ、蛍光顕微鏡下でのタイムラプス計測を行った。蛍光強度比のタイムラプス計測の比較により、mNectarine
では 10 分程度の計測で退色が蛍光強度比に影響を与えていたが、pHuji では 1 時間以上の計測でも退色がほとんど影

響しないことが明らかとなった（図1）。このことは、新規レシオメトリックpHプローブが長時間のpH計測に適して

おり、光刺激によって細胞質pHがどのように変化するかなどの定量的な計測に利用可能であることを示している。 

 

図1．蛍光pHプローブの退色特性 
mNectarine-pHluorin または pHuji-pHluorin を発現する細胞性粘菌株を蛍光顕微鏡下でタイム

ラプス撮影し、赤色蛍光と緑色蛍光の蛍光強度比（R／G）への退色による影響を評価した。 
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2．オプトジェネティクスによる細胞内pHの制御 
細胞内pHの人為制御には、プロテオロドプシン（PR）およびチャネルドロプシン2（ChR2）を用いた。プロテオ

ロドプシンは光刺激によりプロトン（H＋）を特異的に細胞外へと排出するプロトンポンプとして働くため、細胞内pH
を上昇させる制御に有用である。また、チャネルロドプシン2は、細胞内pHを低下させることが可能である。以上の

ように、PRとChR2それぞれの発現株を作製して使い分けることにより、細胞内pHの上昇および低下の光刺激によ

る制御を行うことを検討した。 
がん細胞特異的な高い細胞質 pH を正常値に戻す制御をするために、プロトンを細胞質に取り込むことで細胞質 pH

を低下させることが可能であるチャネルロドプシン2の発現系構築を行った。しかし、培養細胞内ではチャネルロドプ

シンタンパク質が著しく不安定なことが分かり、機能状態で形質膜に局在する割合は非常に低かった。これを解決する

ために、チャネルロドプシン2の配列の改良を行った。この改良タンパク質は、培養細胞内でも比較的安定な状態で形

質膜に局在し、チャネルロドプシン 2 が光に応答してイオンを流すことも確認できた。さらに実験条件の検討の結果、

効率的に細胞内pHの低下を人為制御することが可能になった（図2）。 
一方、プロテオロドプシンを用いた細胞質pHを上昇させる系の構築も検討したが、これまでに効率的にpH上昇の

制御が可能な細胞株を構築するまでには至っていない。形質膜上でのプロテオロドプシン発現量は十分であることが確

認できているため、細胞質pHの恒常性を壊すほどのイオン流の制御ができていないためと考えられる。そのため今後

は、より多くの他の光操作ツールタンパク質を検討していく必要がある。 
 

 

 

図2．チャネルロドプシンを用いた細胞質pHの光制御 
チャネルロドプシン 2 と赤色蛍光 pH プローブ pHuji を発現する細胞性粘菌株を用いて、青色光

刺激による細胞質pHへの影響を計測した。計測開始5分後から10分後まで青色光での刺激を行

った。pHujiの赤色蛍光を蛍光顕微鏡下でタイムラプス計測することにより、細胞質pHの変化を

モニターした。 
 
3．光操作実験系のがん細胞への導入 
細胞内pHの低下を定量的に制御することが可能になったため、マウス由来神経芽細胞およびHeLa細胞への実験系の

導入を検討した。細胞株の確立の過程において、細胞種によってツールタンパク質やpHプローブの発現効率が変化す

るため、実験系ごとの最適化が必要であることが明らかとなった。このことから、効率的な光操作が可能な細胞株の確

立を行うことともに、実験系ごとでの発現量の制御が容易なツールタンパク質の発現系の作製も進めていく必要がある。

より効率的な実験系を確立することにより、がん細胞の細胞機能と細胞質pHの関係を今後明らかにしていくことでき

るだろう。 
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