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細胞内遺伝子 シ グナル の 解析

阿部 洋 1＊ ・古川 　和 寛 12 ・常 田 聡 2 ・伊藤　嘉浩 9・＊

　こ れ まで の 遺伝 子発現 の 解析 は po玉アmcrase 　chain 　rc −

action （PCR ）法 に 代表 され る 試験管内 で の 解析が
一

般

的 で あ っ た ．一
方，生 き て い る細胞 内の遺伝 f発現 を直

接可視化 し，検出す る 技術が開発され始 め て い る，そ の

用途 の
・
つ は 生命科学研究 に あ り，特 に，今後 の RNA 研

究 に お い て 重要 な 研 究 方法 とな り う る，ま た，遺 伝子 シ

グナル を解析す るの み で はな く，セ ル ソーターな どと併

用 す る こ とに よ り，遺伝子 シ グナル に基 づ く細胞分離技

術 として の利用 も可能 とな る と考え ら れ る．

　本稿 で は，生細胞内遺伝子発現を ・丁視化 ・解析す るた

め の 蛍光性 バ イ オ プ ロ ーブ に つ い て，これまで と 今後 の

展望 に つ い て解説す る．

細胞内遺伝子検出 （FISH 法）

　細 胞 内遺伝 予 発現 を観測 す る た め に 且uorescence 觀

situ 　hybridization（FISH ）法が広 く知 られて い る
1）．こ れ

は， 卜数年前 か ら生物学研究 に 使 わ れ て い る もっ とも標

準的 な 手法 で あ る．プ ロ ーブ に は，標的 RNA 鎖 に 相補的

な 蛍光基 で修飾さ れ た DNA が 用 い られ る．まず細胞 を ホ

ル ム ア ル デ ヒ ドなどで 固定す る．こ の 固定処理 に より細

胞 は 死 ぬ が，そ の 後の 実験処理 に よ る細胞構造の 崩壊を

防 ぐこ とが で きる．次 に，細胞膜 を 透過性 に す る こ とに

よ り，蛍光 DNA プ ロ ーブを細胞内 に導入す る．蛍光 DNA

プ ロ ーブは，細胞 内で標的 RNA に特異的に 結合す るが ，

高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド蛍光 を発す る．標的 RNA の 蛍光 シ

グ ナ ル の み を 観測 す る た め に，余分 な プ ロ ーブ は 洗 浄 さ

れ る ．こ の 洗浄操作 の た め に，細胞は 固 定 さ れ，膜透過

処理 され る必要 が あ る．これ ま で に FISH 法 を 用 い て，大

腸菌 内の 16S リボソ
ー

マ ル RNA （rRNA ）や，ヒ ト細胞

内 28S 　rRNA や mRNA の 細胞 内局在化解析が 報告 さ れて

い る 2・　S｝．し か し な が ら，この方法 は生き て い る細胞 内 に

は適用で きない ，

分子 ペ ア リン グを利用 した生細胞内遺伝子検 出法

　化 学固定 化 した 細胞 を用 い る FISH 法 に 対 し，生 き た

ま ま細胞 内を 観察 し よ うとす る取り組 み が最近活発に研

究 さ れ る よ うに な っ て きて い る．生細胞内を観察す る た

め に は，FISH 法 の よ うに 洗浄が で き な い た め，標的特

異的な蛍光 シ グ ナル だ けを観測 し，非特異的な蛍光 シ グ

ナル を排除す る こ とが 重要な課題 に な る．こ の 目的 の た

め に ，標的 RNA 依存的 に 蛍光 シ グ ナル を発生す る プ ロ
ー

ブが これ ま で 開発 され て きた （図 1）．こ れ ら プ ロ ーブに

共通 して い る こ とは，蛍光共 鳴エ ネ ル ギー移動 （nuo−

rescencc 　rcsonancc 　encrgy 　trunsfcr ；FRET ）原理 を基礎

に して お り，FRET プ ロ ーブ，モ レ キ ュ ラービーコ ン プ

ロ ーブ （molecular 　bcacon；MB ），そ して テ ン プ レート化

学反応プ ロ
ー

ブな どがあげ られる．こ れ らの 検 出法は，

各々 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド蛍光 の 排除 の 仕方に特徴が あ る．

以下 に 各手法 に つ い て 紹介す る．

　 FRET 法　 　FRET と は，あ る波長 で 励起 された蛍 光

分 r・の 近傍に別 の 蛍光分子が 存在 し，そ れ ら の蛍光ス ペ

ク トル と吸収 ス ペ ク トル に 重な りが あ る 場合 に ，蛍光分

子 の 励起 エ ネ ル ギーが も う片方 の 蛍 光 分子 へ 移動す る 現

象で あ る，この 現象を 利用 し，2本の DNA プ ロ ーブ に そ

れぞれ別 の 蛍光分 予をラベ ル す る こ とに よ り，標的 RNA

上 で これ らの 距離 が 縮 ま り，標的遺伝 子 を検 出 す る こ と

が 可能 で あ る 4） （図 1a），　 FRET は，遺伝子検出の み な ら

ず，細胞内に お ける タ ン パ ク質の局在 5＞を は じめ と し て

非常 に 多 くの 生物学研究 に 用 い られ て い る．

　Tsuji らは BODIPY と Gy5 の FRET プ ロ ーブ を 用 い て

生細胞 内 に お け る c−fbs　mRNA の イ メージ ン グ に 成 功 し

た fi）．彼 らは，　 DNA プ ロ ーブが核 内に 急速 に 濃縮 して し

（a）FRET 法

轟 蝉 驫 、

（b）MB 法

誌 讐 鰍
　　　　雛
（c ）テン プレート化 学 反 応 法

響 灘 ．認
図 1，分 子 ペ ア リン グ に よ る 標的 遺伝 子 特異 的 蛍光検 出，〔a）FRET
法，（b）MB 法，（c）テ ン プ レ ー

ト化学反応 法
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ま う問題を 回避 す る た め，高分子量 の ア ビ ジ ン を プ ロ ー

ブ に 結合して い る．

　 モ レ キ ュ ラ
ー

ビ
ー

コ ン （MB ）法 　 MB とは，両末端

に 蛍光基 と消光基 を結合 した，ス テ ム ール ーブ搆造を 持

つ 1本鎖 DNA で ある 7）．ル
ー

プ部 分 は標的 RNA に対 して

柑補的 とな っ て お り．ス テ ム 部分 に よ っ て 蛍光基 と消光

基 が 近傍 に存在す る こ と に よ り，蛍 光 が 消光し て い る．

しか し，標的 RNA と結合す る こ とに よ り，ス テ ム が開 く

こ と に よ り蛍光基 と消光基の 距離が 遠ざか り，蛍光 を発

す る （図 lb）．

　MB を用 い た生細胞 内RNA 検出 に つ い て も，い くつ か

の 報告があ る 8・9）．し か しなが ら，細胞内に MB を導入す

る と，細胞 内の物質へ の 非特異的な吸 着や ，細胞 内 ヌ ク

レ ア
ーゼ な どに よ る プ ロ ーブ 鎖 の 分解 に よ っ て バ ッ ク グ

ラウン ド蛍光を生 じて し まうと い っ た問題がある．そ こ

で、Santangeloら10＞は，標的 RNA に対して 隣り合 う2本

の MB を設計 し，こ れ らが標的遺伝子上 で FRET を起 こ

す シ ス テ ム を 開 発 し，バ ッ ク グラ ウ ン ドを 下 げ る こ とに

成 功 し，ヒ ト生 細胞 内 の κ 脇 mRNA お よ び 、gu7’vivi ”，

mRNA を検出 した．　 Chcn ら II）は，こ れ らの バ ッ ク グ ラ

ウ ン ド蛍光が 核内の み で 生 じ，細胞 質で は ほ とん ど生 じ

な い こ とを見 い だし，MB と量 子ドッ トを コ ン ジ ュ ゲー

トす る こ と に よ り，MB の 核 内 へ の 侵 入 を防 ぐ こ と に

よ っ て バ ッ ク グラ ウ ン ドを飛躍的 に 低減す る こ とに 成 功

した．

　 テ ン プ レート化 単 反 応 法 　 　近 年 ，標 的 核 酸 を テ ン プ

レ
ー

トとした化学反応 に よ り蛍光 を発す る こ とに よ っ て

標的 RNA を検出す る試 み が ，有機合成化学を バ ッ ク ボー

ン に 持 つ 多 くの 研究者 に よ っ て なされ て い る
1’2”14）．しか

　　　　　　　　　　　 o

　 　 　 　 　 　 　
、
N ＿

　　　驚 鉱 艦 踟 NH

瞬 竃纛 纛瓢
臓

罵 … 応 JStM
’tW」’” J」
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　　　　　　　，6醗 鞍難 NH

鶴 蝿 毎 叔 §客
図 2，テ ン プ レ ー

ト化学 反応 プロ
ーブ に よ る標 的遺伝 子 の 検 出 お

よび シ グナル の 増 幅．消 光基が 有機 化学反 応 に お ける 脱離基 とし

て 機能 し．化学 的な連結反 応 を起 こす，その 結果消 光基がな くな

り生成物 は蛍光 を発す る．

し，こ れ を 生 細胞 内 の 遺伝 子 検 出 に 応用 した もの は．

Kool らの グル ープ に よ る 報告 の み で あ る．彼 ら は，求核

性官能基をもっ ブ ロ ーブと，蛍光基 と消光基 を両方持 つ

プ ロ ーブ を合成 し，こ れ らが 標的 RNA を テ ン プ レー トと

して 化学反応 を起 こ す こ とに より消光基が脱離 し，蛍光

を発す る シ ス テ ム を 開発 した （図 lc，図 2）．そ して ，こ

の シ ス テ ム を用 い て 大腸菌生細胞内 の rRNA の 検出に 成

功 して い る
15），また，4色の 蛍光色素を用 い た SNP の マ

ル チ カ ラー
検出に も成功し て い る 16）．

　 こ の 方法 と MB 法 との 決定的な違 い は，蛍光 シ グナ ル

を蓄積 で きるか 否か に あ る．MB 法 で は，標的 RNA に対

して 一
過性の シ グナ ル しか与え な い の に対 し，こ の方法

法で は 半永久的な シ グナル を ケえ る．したが っ て，DNA −

RNA の ハ イブ リダ イゼー
シ ョ ン が 平衡化 に あ れ ば プ

ロ ーブ の 鎖交換 と そ れ に準ずる化学反応が触媒的 に 次 々

と起 こ り，結果 として 蛍光 シ グナル が蓄積す る．こ の 触

媒的な化学反応 の 回転 を有利 に 起 こ すた め，脱離基 と して

の 消光剤と DNA ブ ロ ーブ を つ な ぐ リ ン カーを最適化す

る と，最大 で 約 100倍 の シ グナル 増幅が可能 とな っ た
17）．

さ ら に，Kool と筆者 ら は，こ の シ ス テ ム に FRET を導入

す る こ とに よ り，バ ッ ク グ ラ ウ ン ドを低減 し．プ ロ
ー

ブ

は化学反応 の 回転 に よ りシ グ ナ ル 増幅能 を持 つ 究極 の シ

ス テ ム とな っ た
18〕，こ の シ ス テ ム に よ り，ヒ ト生細胞内

のβ一actin や GAPDH の mRNA をイ メージン グす る こ と

に 成功 した．さらに 世界 で 初 め て こ れ ら の シ グナ ル を フ

ロ ーサ イ トメ b リーに よ り定 量 化 す る こ と に も成 功 した，

蛍光発生 （フ ル オ ロ ジ ェ ニ ッ ク）分子を用 い る

　　　　　 生 細胞内遺伝子 検出法

　前節 で 紹介 した MIB 法 テ ン プ レート化学反 応法 は，

消光基 と蛍光剤 の 分 丁
一ペ ア を用 い て い る．しか し、分子

ペ アを用 い た 消光率 の 最大値 は 98％ 程度 で あ り，2％ の

バ ッ ク グラ ウ ン ド蛍光が存在す る こ とに な る
19）．つ ま り，

シ グ ナル 1バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （SfB）比 は，最大 で も 50倍

とな る．さ ら に，MB 法 に お い て は，タ ン パ ク質へ の非

特異的吸着，テ ン プ レ
ー

ト化学反応法 に お い て は消光剤

の 加水分解 な ど に よ る S〆B 比 の減少 が 報告 さ れ て い る．

プ ロ ーブの 更 な る 高感度化 を 達成 す るた め に は，新たな

蛍光 の on ！off メ カ ニ ズ ム が 必 要 で あ る，

　近年，生体内分子 を検出で き る新しい 方法として，蛍

光発生分子プ ロ
ーブが報告され て い る 20）、これ らは，化

学反応 を引き 金 とし て PET （光励起電 1一移動）原理や，

吸収波長の 変化 に 基 づ き蛍光発 光が起 こ る こ と を利用す

る もの で あ る．Nagano ら 21，22〕は，
一
酸化窒素 （NO ）を

検 出 標的 として，こ れと反応 して，トリア ゾ
ー

ル 環 を形

成す る こ とに よ り蛍光発光 す る ジ ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン
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（DAF ） を報告 して い る．また，　 Chang ら23）は，検 出標

的 で あ る過酸化 水 素 （恥 02）と反応 して，蛍光発光す る

フ ル オ レ セ イン の ホ ウ 素化誘 導体 を報 告 し て い る．これ

ら 分子 の 特徴 は，一
分 r一で 蛍光 シ グ ナル の on ！eff が 起 こ

る こ とに ある．

　我 々 は，最近 に な っ て，こ の よ うな フ ル オ ロ ジ ェ ニ ッ

ク分子 の メ カ ニ ズム を遺伝子検出に 適用す る こ とに 成功

した （図 3）24 ｝．還元 を 引 き金 と し て 蛍光 を発す る 蛍光分

子 の ア ジ ド誘導体 を結合 した DNA プ ロ ーブ と，還 元剤を

結合 した DNA プロ ーブを合成 し，こ れ らが標的上 で 酸化

還 元 反応 を起 こ す こ とに よ り，標的 遺 伝子 を 認識 で き る

シ ス テ ム を構築 した 〔図 3a），我 tt の 合 成 した 蛍 光分子

の ア ジ ド誘導体は，還元剤で あ る水溶性ホ ス フ ィ ン と反

応す る こ とに よ り，ア ジ ドが ア ミン に 還 元 さ れ，共 鳴構

造 が 変化す る こ と に よ り吸収 ス ペ ク トル が 変化 し，約

2000倍の 蛍光 を発した，従来 の FRET な どを用 い るメカ

ニ ズ ム が，最大 で もJ
「o倍 の S〆B 比 で あ っ た こ と を考え る

と，蛍光感度 が 飛躍的 に 向上 したとい える．そ こ で，こ

の 蛍光 分 子 を DNA プ ロ ーブ に 連結 し，還元剤 を 連結 し た

DNA ブ ロ ーブ と，標的 DNA 上で反応 さ せ た．そ の結果，

標的 DNA 上 で の 2つ の プ ロ
ーブ の 化学反応 に 由来す る 蛍

光 シ グ ナル が 観察 さ れ た．標的 DNA が 存在 しな い 場 合 に

お い て は，ほ とん ど蛍光 を発さ な い こ とか ら，本蛍 光発

生 シ ス テ ム は きわ め て 優れ た S！B 比 を持つ こ と が わ か っ

た、ま た，本 プ ロ ーブ は，細菌細胞 内で も働 くこ とがわ

か っ て お り　（図 3b），現在固定化ヒ 1・細胞，さ ら に は生

き た ヒ ト細胞 へ の 適用 を検討 して い る．

　蛍光 プ ロ
ーブ を用 い る生細胞 内遺伝 子 シ グナ ル の ・∫視

化技術 は，現在の と こ ろ，某 礎妍究 で の 応用が報告 され

て い る もの の，まだ
一

般的な技術 とは な っ て い な い 、そ

の ひ とつ の 要因 と し て ，細胞 へ の プ ロ ーブ の 導入方法が

確 立 され て い な い こ と．ま た真核細胞 に お い て は，プ ロ ー

ブが 核内 へ 濃縮 され て しま うとい っ た問題な どが あ る．

優れ た 蛍光プ ロ ーブの 開発と と も に ，こ うい っ た 1

一
生細

胞な らで は」 の 課題 を 1つ 1つ 克服 し て い く必 要 が あ る．

そ し て，分光 学的技術 の 発展 と両輪 とな っ て 進む こ とも

必要 で あ り，両技術 の 融合 に よ り，大き な ブ レ イ ク スル ー

が 生 ま れ る こ と を期待 した い ．
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