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(1) “A genetically encoded fluorescent biosensor 

for extracellular L-lactate” 

 

L-Lactate, traditionally considered a metabolic 

waste product, is increasingly recognized as an 

important intercellular energy currency in mammals. 

Investigations of intercellular L-lactate shuttles 

would be facilitated by a genetically encoded 

fluorescent biosensor that could enable high 

resolution spatially and temporally resolved imaging 

of the extracellular L-lactate concentration. Despite 

remarkable progress in biosensor technology, 

including the development of ones for intracellular 

L-lactate, no biosensors for extracellular L-lactate 

have previously been reported.  

In this article we reported the development of the 

first genetically encoded fluorescent biosensor for 

extracellular L-lactate. This biosensor, designated 

eLACCO1.1, is the end-product of extensive 

directed evolution and structure-based mutagenesis 

followed by optimization of biosensor expression 

and localization on the cell surface.  

Our results demonstrate that eLACCO1.1 

enables cellular resolution imaging of extracellular 

L-lactate in cultured mammalian cells and brain 

tissue. We anticipate that eLACCO1.1, and its 

further improved variants, will be important tools for 

investigations of intercellular L-lactate shuttles.  

 

 
Fig. 1 A biosensor for extracellular L-lactate. 

(a) The directed evolution process that led to eLACCO1. 

Additional optimization produced eLACCO1.1. (b) 

Fluorescence spectra of eLACCO1 +/- lactate. (c) X-ray 

crystal structure of eLACCO1 (PDB: 7E9Y). (d) A zoom-

in view of the chromophore region, suggesting a critical 

role for His195 in the fluorescence response mechanism. 
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(2) “Photocleavable proteins that undergo fast 

and efficient dissociation” 

 

Photocleavable molecules can enable the light-

dependent modulation of biomolecular activities 

with high spatiotemporal precision. We previously 

reported a photocleavable protein (PhoCl1) that, 

uniquely, is a fully genetically encoded 

photocleavable molecule that can be introduced into 

cells in the form of its corresponding gene to enable 

optogenetic control of biomolecular activities. 

However, the first generation PhoCl1 exhibited a 

relatively slow rate of dissociation, potentially 

limiting its utility.  

In this article we reported the X-ray crystal 

structures of the PhoCl1 green state, red state, and 

cleaved empty barrel. Molecular dynamics (MD) 

simulations were performed to provide insight into 

the precise dissociation mechanism. Using 

structure-guided engineering and directed evolution, 

we developed PhoCl2c with higher contrast ratio 

and PhoCl2f with faster dissociation. We 

characterized the performance of these new variants 

as purified proteins and in cultured cells.  

Our results demonstrate that PhoCl2 variants 

exhibit faster and more efficient dissociation, which 

should enable improved optogenetic manipulations 

of protein localization and protein–protein 

interactions in living cells. 

 

 
Fig. 2 PhoCl2, an improved photocleavable protein. 

(a) Schematic representation of photocleavage and 

dissociation. (b) X-ray crystal structures of the structures 

(except the small peptide) represent in (a). (c) Snapshots 

from a molecular dynamics simulation of the PhoCl2 

dissociation process. 
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生体分子化学研究室 
研究ハイライト 

 

(1) 細胞外乳酸の蛍光バイオセンサー開発 

 

 乳酸（L-lactate）は従来、単なる代謝廃棄物

と考えられていたが、近年哺乳類における重

要な細胞間エネルギー通貨として認識されつ

つある。遺伝子コード型の蛍光バイオセンサ

ーによって、細胞外の乳酸濃度の時空間的な

高解像度イメージングが可能になれば、乳酸

の細胞間輸送の研究は大きく進展すると期待

される。しかし、細胞内の乳酸に対するバイ

オセンサーは開発されている一方で、細胞外

乳酸を検出するバイオセンサーはこれまで報

告されていない。 

本研究で、我々は世界で初めて細胞外乳酸

に対する遺伝子コード型蛍光バイオセンサー

を開発した。eLACCO1.1 と名付けられたこの

バイオセンサーは、広範囲な指向性進化と立

体構造に基づく変異導入、そしてバイオセン

サータンパク質の発現および細胞表面への局

在を最適化する事によって完成した。 

我々はさらに、eLACCO1.1 が哺乳類培養細

胞および脳組織における細胞外乳酸の１細胞

レベルでのイメージングを可能にすることも

実証した。eLACCO1.1 およびその改良型は、

細胞間での乳酸輸送の研究において重要なツ

ールとなることが期待される。 

 
 

 
図 1.  細胞外乳酸バイオセンサー 

(a) eLACCO1 に至る指向性進化。(b) eLACCO1 の

励起・蛍光スペクトル。(c) eLACCO1 の X 線結晶

構造（PDB: 7E9Y）。(d) 発色団近傍の拡大図。 
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(2)光開裂タンパク質の改良 

  

 光切断性分子は、光照射よって生体分子の

活動を高い時空間精度で調節することを可能

にする。我々は以前、光を当てると緑色から

赤色を経てペプチド結合が切断する光開裂タ

ンパク質（PhoCl1）を報告した。このタンパ

ク質は完全に遺伝的にコードされた独自の光

切断性分子であり、対応する遺伝子の形で細

胞に導入することにより、生体分子の活動を

光遺伝的に制御することが可能であった。し

かし第一世代の PhoCl1 は解離速度が比較的遅

く、その有用性が不十分な場合もあった。 

本論文では、PhoCl1 の緑色状態、赤色状態、

および開裂後の空筒の X 線結晶構造を報告し

た。また、分子動力学（MD）シミュレーショ

ンを行って正確な解離機構を明らかにした。

さらに立体構造に基づくタンパク質工学と指

向性進化を用いて、より解離効率の高い

PhoCl2c と解離速度の速い PhoCl2f を開発した。

またこれらの新しい変異体の精製タンパク質

としての性能と培養細胞での性能を評価した。 

その結果、PhoCl2 変異体がより速く、より

効率的に解離することが明らかとなった。こ

れらは生細胞でのタンパク質局在やタンパク

質間相互作用の光遺伝学的操作性を向上させ

ると期待される。 

 

 
図 2.  改良型光開裂タンパク質 PhoCl2 

(a) 光切断と解離の模式図。(b) (a)に対応する各 X線

結晶構造解析（小ペプチドを除く）。(c) PhoCl2 の

解離過程の動力学計算。 
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