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総合論文

遺伝 子 コ
ー ド型 蛍光プロ ー ブに よ る生体情報分 子 の 動態分 析法

佐 藤　守 俊
1

　 　 　 　 　 　 　 　 た ん

　生 命機 能 や そ の 破綻 の 結果で ある 疾患の 理解 を目的 と して ，生 きた細胞内の 分子過 程 を可 視化計測す る蛍

光プ ロ ーブ を開発 した．その 成果は セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ーと呼ば れ る種々 の 生体小分子 や生 体脂質，タ ン

パ ク質の リン 酸化な ど多岐に 及ん で い る．こ の よ うな プ ロ ーブ の 開発 に基 づ く研究ア プ ロ ーチ は t 基 礎生 命

科学研究の みならず，薬物候補物質の 高速 ス ク リーニ ン グや薬理 評価等に お い て もkey　technolog ＞
r に なる と

期待 される．

1 緒 言

　蛍光を使 っ た バ イ オ イ メージ ン グ は，生 きた細胞 の 中の

ど こ で特定の 生体分 子 が い つ
・どの 程度生 成 し，機能 し て

い る の か を，高 い 時 間 ・空 間分解能で 可視化する の に 最適

で ある．こ の バ イ オ イ メ
ージ ン グ に は，細胞内に 数多 くあ

る 生体 イ オ ン ・
分子 の 中か ら，検出目的の イ オ ン ・分子 を

特 異 的 に捕 ま え て ，そ れ に よ り蛍光 シ グ ナ ル を生 起す る，
い わ ゆ る 蛍光プ ロ

ーブ と呼ば れる機能性分子 の 開発 が 必要

とな る．一
例 と して ，カ ル シ ウ ム と結合 して 蛍光波 長 を 変

化 させ る Fura−2 と い う蛍光 プ ロ ーブ を挙げ る こ とが で き

る．Fura−2は 有機合成 の 手法 に基 づ い て 1985年 に 開発 さ

れ た 蛍光 プ ロ ーブ で あ る
1）．こ の 合成有機 プ ロ

ー
ブ は カ ル

シ ウ ム 濃 度振 動 や カ ル シ ウ ム 波な ど，そ れ まで 未知 で あ っ

た カ ル シ ウ ム イ オ ン の 細胞内動態 をみ ご と に 可視化 し，

我 々 の 生命に対する 理解 を一
変 さ せ た ．そ れ と同時 に．数

十万 個 な い しは 数百 万 個 の 細胞 をす りつ ぶ し て 生 体 イ オ ン

や脂質，タ ン パ ク質 な どの 構成成分を抽出し．それ を電気

泳動 ある い は ラ ジ オ ア イ ソ トープ を用 い た 方法等 で 分析

す る，い わ ゆ る従 来 の 破 壊分 析法 だ けで は
“k 命

”
を理 解

で きない ，とい うこ とを実感 させ た．しか し，合成有機分

子 に よる ア プ ロ ーチ に は
“
ifi出対象 の 分子認識 とい う点

に お い て 限界 が あ り，イ オ ン や一
酸化窒 素 な どの 数原子 か

ら成 る分子 を検出対象 と した蛍光 プ ロ ーブ しか開発されて

い ない の が現 状 で あ る．生命機能 に お い て 重 要 な役割 を果

た す タ ンパ ク質 脂 質 等 は，合 成 有機分子 に よ る ア プ ロ ー

チ で特異的に分 子 認 識 す る に は余 りに複雑なの で ある．そ

こ で 著者 らは，タ ン パ ク質 ドメ イ ン を分子認識素子 と して

活用 し，遺伝子 工 学 的 ア プ ロ ーチ に基 づ い て，セ カ ン ドメ

ッ セ ン ジ ャ
ーと呼ばれ る生体小 分 子や タ ンパ ク質 リ ン酸化
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な ど，細胞 の 生 理 機能や疾患 の 理 解 に重要 な生 体分 子 の 蛍

光 プ ロ
ーブ を 開発 し，そ れ らが生 きた 細胞内の 分 子 イ メ ー

ジ ン グの 強力な ツ
ー

ル に なる こ とを実証 して きた，更 に．

開発 した 蛍光 プ ロ ーブ を駆 使 して，既 存 の 研 究 手 法 で は知

り得 な か っ た細胞 内分 子 過程 の 時空 間動態を 明 らか に して

きた．

2　生体脂質の 蛍光 プ ロ
ー

ブ

　ホ ス フ ァ チ ジル イ ノ シ トール 3，4，5一トリス リ ン 酸 ｛phos−

phatidylinositol　3
，
4，5−trisphosphate ，　PI（3，

4
，
5）ps］　は，　＄田

胞 内 シ グ ナ ル 伝達 に お い て key と な る 生体脂 質 で あ る

（Fig．　 la）．細胞内に 生 成 し た PI（3，45 ）Pg は，タ ンパ ク質

リ ン 酸 化 酵 素 や グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸 （guanosine　triphos −

phate，　 GTP ）結 合 タ ン パ ク質 な ど数多 くの タ ン パ ク 質 と

結合 し，そ れ ら を 活性化す る．こ の よ うに 活性化 し た

PI（3，4，5）PB結 合 タ ン パ ク質 が，細 胞 増 殖，ア ポ トー
シ ス な

どの 数多くの 細胞応答を制御す る と と もに，そ の シ グ ナル
　 　 　 　 た ん

伝達 の破綻 は多くの 疾患 に 閧与する．しか し lPI （3，4，5）Ps

が
一

つ
一

つ の 生 きた 細 胞 内 の ど こ に，ど の タ イ ミ ン グ で，

ど の 程度産生 さ れ て い るの か に つ い て は 明 らか で は な い ．

そこ で 著者らは，生 きた細胞内で の PI（3，4，5）Pa の 動態 を

明 らか にす べ く，新 しい 遺伝 子 コ ード型 蛍 光 プ ロ ーブ を 開

発 した （Fig．2）
2）．

　蛍光共鳴エ ネル ギー移動 （fluorescence　resonance 　ener −

gy　transfer ，　 FRET ） を原 理 と して PI（9，4，5）Ps を可 視 化 計

測す る た め に，シ ア ン 色蛍光 タ ン パ ク質 （CFP ）と黄色蛍

光 タ ン パ ク質 （YFP ）をプロ ーブ の 中 に導入 して い る．ち

なみ に GFP とYFP は オ ワ ン ク ラ ゲ 由 来 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ

ク 質 （green　fluorescent 　protein，　 GFP ）の 異 色変 異体の 蛍

光 タ ンパ ク質で あり，それぞれ FRET の ドナー，ア クセ プ

タ
ーと して 機能す る

e｝．PI（3，4，5）Psと特 異 的 に結 合 す る部

位 と して ，プ レ ク ス トリ ン相同 ドメ イ ン （pleckstrin　homol 一
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ogy 　domaint　 PHD ）を用 い ，　 GFP ，　 PHD ，　YFP を Glu−Ala−

Ala−Ala−Arg の 繰 り返 し配列 か ら成 る剛直 な ア ル フ ァ ヘ リ

ッ ク ス で 連 結 し．プ ロ ーブ を構築す る．こ の プ ロ ーブ に は

更 に特定 の 膜局在化配列 を連結す る．プ U 一ブ 内の 剛直な

ヘ リッ ク ス の 1 箇所 に ，側鎖 が最 も小さい ア ミ ノ 酸 で ある

グ リ シ ン を 2 個導入す る こ と に よ っ て，PI（3，4，5）Ps非存

（a） （b）

1

0　0

　 　 　 　 　 　 OH

OH

Fig・l　 Chemical　structures 　of 　lipid　second 　messen −

ge 「s

（a ）Phosphatidylinositol 　3，4，5−trisphosphate ｛PI（3，4，5）pn．　｝・

（b＞Diacylglycerel（DAG ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ちょうつ tTC・
在下 にお い て は．こ こ を 蝶番 （hinge）と して プ ロ ーブ が

比 較 的 自由 に 回 転 で き る よ うに な っ て い る．一
方t

PI（3，4，5）Paが 膜 に生 成 して プ ロ ーブ 内の PHD が 結 合 す る

と，プ ロ ーブ の フ レ キ シ ビ リテ ィ
ーが 大幅に 減少 し，プ ロ

ーブ 内の GFP ，　YFP の 相対的距離及 び配 向の 変化 に よ っ て，

ドナ
ー

で あ る GFP か ら ア ク セ プ タ ー
で あ る YFP へ の

FRET が増加す る．したが っ て，　 CFP とYFP の 蛍光 を 二 波

長測光する こ とに よ り，PI（3，4，5）Ps の 量 を 蛍光顕微鏡 下 で

可視 化計 測す る こ と が で きる ．こ の よ う に 開発 し た

PI（3，4，5）P3 の 蛍光プロ
ー

ブを Fllip（フ リ ッ プ，　fluorescent
indicator　for　lipid　second 　messenger 　that　can 　be 　tailor −

made ） と名付け た ．

　Fllipの 最大 の特徴 は，細胞内の 興 味あ る オ ル ガ ネラ膜

に FIIipを 自由 自在 に 局在 さ せ，そ の オ ル ガ ネ ラ 膜 の

PI（3，4，5）Ps の 動態 を測定で き る こ と にあ る．まず，細胞膜

（plasma　membrane ，　 pm ） へ の 局 在 化 配 列 （Gln−Gly−CyS−

Met〈Gly−Leu．Pr（〉
−Cys−Val−Val−Met），及 び 小胞体膜 と ゴ ル ジ

体膜 つ まり細胞内膜 （endomembranes ．　 em ）へ の 局在化

配列 （Gln−Gly−Ser−Met−Gly−Leu−Pro−Gys−Val−Val−Met）を 連 結

し，当該 生 体膜 で PI（3，4，5＞Ps を可 視化す る プ ロ ーブ （そ

れぞれ FIIip−pm ，　 Fllip−em ）を開発 した （Fig．3a，　 b）．　 Fllip−

pm と Fllip−eln を用 い て ，細胞 膜 と細胞 内膜 に お け る

PI （3，4，5）Pa．の 動態 を可視化計測 した．　 Fllip−pm を発現 させ

た細胞 に 外部刺激 を加えた と こ ろ，刺激直後か ら FRET 応

答 が 観察 さ れ，細胞膜 に お い て PI（3，4，5）Psが 生 成 し た こ

とが分 か る （Fig．8c），次に，細 胞内膜 には PI（3，4，5）Psが

生 成す るの か 否か を 明 らか に すべ く，Fllip−em を発現 させ

た 細胞 を刺激 し た．刺激直後 に は Fllip−em の 応答は 見 ら

れ な か っ た が，約 2 分後か ら急 激 な FRET 応答が観察 され

た （Fig．　 Sc＞，こ の こ と は，従来考 え られ て い た細胞膜 の

o

∂ψ
閏馬◆

も

耳．：

480

Ex：

440
　　

m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ti　　　　　　　±t
Fig・2　Principle　ofthe 　Huorescent　indicator　for　PI（3，4，5）Pg．，named 　F皿lip
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Fig・3　1maging　PIP3　dynamics　at　subcellular　membranes

（a）Fluorescence　images　of 　cells　that 　express 　Fllip−1）m 　at　the　plasma　membrane ；（b）Fluorescence 　images　of 　cells　that
express 　Hlip−em 　at　the　endomembrane ；（c）Time 　courses 　of 　the　CFPfYFP 　emission 　ratio 　ofRlip −em （closed 　circle ＞and

Fllip−1）m （open 　circle ）upon 　stimulation 　With　PDGE 　 The　cells　were 　stimulated 　with 　50　ng 　mL
闇lPDGF

　at　the　time
shown 　with 　a　broken　line．
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Hg ，4　Subcellular 　dアnamics 　of 　lipid　second 　messengers 童n 　IMng 　cell

（a ）PI （3，4 ，5）P 呂；（b）DAG

み な ら ず，細 胞内膜 に お い て も 細 胞膜 の 2 倍 程 度 の

PI（3，
4

，
5）Ps の 産 生 が 起 き て い る こ と を示 して い る （Fig．

4a）．なお，こ の よ うな Fllipを用 い た PI（3，4，5）Ps の 可視

化 と，細胞内の 特定の 分子過程 を 阻害する 薬理 学的ある い

は 分 子 生 物学 的手 法 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り，

PI（3，4，5）Ps時空間動態を制御 す る メ カ ニ ズ ム に切 り込 む こ

と もで きる．こ の よ うに して著者 らは，エ ン ドサ イ トーシ

ス に よ り細胞膜 か ら細胞内膜 上 に移 動 した受容体が細胞内

膜 上 に お い て PI（3，
4，5）Ps の 生成 を誘起す る こ と も明 ら か

に して い る．

　Fllipに お い て 特 に 重要 な部 分 が 二 つ ある．一つ は 膜局

在化配列 で あ り，上述 の ように オ ル ガ ネ ラ 膜 特異 的な

PI（3，4，5）Ps の 動態計測 を可能 にす る （Fig．2）．も う
一

つ

が 生 体脂質 と結合す る ドメ イ ン （Fllipの 場合 PHD ）で あ

る．こ の ドメ イ ン は プ ロ ーブ の 脂質選 択性 を 決め る ドメ イ

ン で ある （Fig．2）．　 PI（3，4，5）Ps と結合す る PHD の 代わ り

に他 の 生体脂質の 結 合 ドメ イ ン を用 い る こ とに よ り，自由

自在 に プ ロ ーブ の 選 択 性 を変 え る こ とが で きる．著者 ら は

最近，こ の ア プ ロ ーチ に基 づ い て ジ ァ シ ル グ リ セ ロ
ー

ル

（diacylglycerol，　 DAG ）（Fig．1b）を可視化計測す る 蛍光

プ ロ 冖ブ （Daglas，ダ グ ラ ス ） を 開発 した
4｝．

　DAG 　C4　PI（3，4，5＞PB同様 に様 々 な ホ ル モ ン や神経伝達物

質等 に依存 して細胞 の 膜 に生 成す る生 体脂質 で あり，多様

な DAG 結 合 タ ン パ ク質 の 活 性 を コ ン トロ ー
ル し，細胞増

殖 や 膜輸送 な ど の 多様な細 胞機能 を 調節す る．しか し，

DAG が どの オ ル ガ ネ ラ の 膜 に
・い つ

・どの 程度生 成 して

い る の か，そ の 時 空 聞動 態 につ い て は未 知 で あ る．著者 ら

は，DAG 結合 ドメ イ ン で あ る シ ス テ イ ン リ ッ チ ドメ イ ン

N 工工
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Fig．5　Principle 　of 　the　present　fluorescent　indicator　for　protein　phosphorylation

（cysteine 　rich 　domain ，　CRD ）を用 い て Daglasを開発 した．

Daglasに は，細 胞膜 （pm ），細胞内膜 （em ）に加 え て，

ミ トコ ン ドリ ア 外 膜 （mit ）へ の 局 在化配 列 をそ れ ぞ れ 連

結 し，当該 オ ル ガ ネラ膜 で DAG を可視化計測す る プ ロ ー

ブ （そ れ ぞ れ Daglas−pm ，　 Daglas−em ，　Daglas−mit ） と した．

Daglasを発 現 させ た細胞 に外部刺激を加えて 各オ ル ガ ネ

ラ 膜 で の DAG の 濃度変化 を追 跡 した り，そ の 細胞 に 生 成

した DAG を薬理 学 的 手法で 枯渇 させ る こ とに よ り，　 DAG

の 細 胞内で の 時空 間動態を可 視化計測 した．こ の 結果，細

胞膜 に お ける DAG 濃度は極 め て低 く保 た れ て い る もの の ，

リガ ン ド刺激 に よ り，速や か に
一

過性 の DAG 生成が 誘起

さ れ る こ とが 分か っ た （Fig、4b），一
方，細胞内膜 に お い

て は，DAG 濃度は リ ガ ン ド刺激以 前か ら高 く保 た れ て お

り，そ の 濃 度 は リ ガ ン ド刺激 に よ り更 に 上昇す る （Fig．

4b）．ミ トコ ン ドリア の 外膜 で もt 細胞内膜同様 に，リガ

ン ド刺激 以 前 か ら DAG が 生 成 して い る が，そ の 濃度 は リ

ガ ン ド刺激 に よ りほ と ん ど変化 しな か っ た （Fig．4b）．更

に，Daglasを用 い た DAG の 可 視化計測 と薬理学的手法 を

組 み 合 わせ る こ と に よ り，各オ ル ガ ネラ膜 に DAG を産生

する酵素の種類 が そ れ ぞ れ異なっ て い る こ と も明らか とな

っ た．

　見 た い 生体脂質を 見た い 場所 （オ ル ガ ネラ膜） で 見 る．

選 択性 と局在 を 自由自在 に 変える こ とが で きる 本遺伝子 コ

ード型蛍光プ ロ
ー

ブ は，そ の よ うな新 しい 生体脂質の 計測

を可 能に し，新 しい 生命科学の 展 開 に 貢献する と期待 で き

る．

3　タ ン パ ク質 リ ン 酸化 の 蛍光プ ロ
ー

ブ

　タ ンパ ク 質の リ ン 酸化 は，細 胞 内 シ グナ ル 伝達の ON ／

OFF 調節 に か か わ る 最 も主要 な メ カニ ズ ム の
一

つ で あ る．

我 々 ヒ トは 約 500 種類 の タ ン パ ク質リ ン 酸化酵素 （キ ナ

ーゼ ） と約 140 種類 の 脱 リ ン 酸化酵素 （ホ ス フ ァ タ
ーゼ）

を有 して い る．タ ン パ ク質 リ ン 酸 化 に 関連 した キ ナ
ー

ゼ
・

ホス フ ァ ターゼ は多様 な生命機能 を調 節す る と 同時 に，が

ん を は じめ とす る多くの 疾患の 原 因 に もな っ て い る，著者

ら は 生 きた細 胞内 で 生 起 す る タ ン パ ク質 リ ン 酸化を可 視化

計測す る た め に，新 し い 遺伝子 コ ード型蛍光 プ ロ
ーブ

（Phocus ，フ ォ
ーカス ）を開 発 した （Fig．5）5）．タ ン パ ク

質 リ ン酸化酵素 （キ ナーゼ ） に よ り選 択 的 に リ ン 酸化 さ れ

る 基質配列 と，こ の 基 質配 列 の リ ン 酸化を認 識 し て 結合す

る リ ン酸化認識 ドメ イ ン とをフ レ キ シ ブル なペ プチ ドリン

カ
ー

で 結 ん だ融 合 タ ン パ ク質 を 設 計 し，そ の 両 端 に CFP

とYFP を連 結す る．こ の よ うに 設計 した Phocus の 基 質配

列が リ ン酸化 を受 け る とリ ン酸化認識 ドメ イ ンが基質配列

に 結 合 して 分 子 全 体 が 搆造変化す る．こ れ に 伴 っ て CFP

とYFP が 相互 近接し．　 FRET に基づ くYFP の 蛍光 が観察さ

れ る．脱 リ ン 酸化 酵素 （ホ ス フ ァ タ
ーゼ ） が 働 い て

Phocus が 脱 リ ン 酸化 され る と，　 Phocus は 可逆的 に 元 の 構

造 に戻 る た め，FRET は 起 こ らず CFP か らの 蛍光が観察 さ

れ る ように な る．し た が っ て，CFP と YFP 両方 の 蛍光 を

蛍 光 顕微 鏡 下 で 同 時 に モ ニ タ
ー

する こ とに よ り，一
つ
一つ

の 細胞内の リ ン 酸化 の 程度 を うか が い 知 る こ とが で き る．

Phocus とは
“
fiuorescent　indicator　for　Pm　trein 　phosphory−

lation　that・can ・be　cttstom −made
”

の 意 味 で あ る ．つ ま り
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Fig．6　1maging　protein　phosphor γ1ation　by　ERK

（a）Subcellular　distribution　of 　Erkus−cyto （left　pane1）and 　Erkus−nuc （right 　pane1）in
MCFL7 　cell ；（b ）Tirne 　course 　of 　the

’
Erkus−nuc 　or 　Erkus−cyto 　response 　in　MCF −7　cells　upon

stimulation 　With　100　ng 　mL
−lEGF

．

Phocus 分子 内の 基質配 列，及 び リ ン 酸 化 認 識 ドメ イ ン を

自在 に 入れ替える こ とが で き，検出 した い キ ナーゼ に合 わ

せ て プ ロ
ーブ を カ ス タム メ イ ドで きる．こ の ア プ ロ ーチ

は，著者 ら と ア メ リ カ の グル ープ に よ り展 開 され．現 在 ま

で に 様 々 なキナ
ー

ゼ の 蛍光プロ ーブ が 開 発 され て い る．

　細胞外 シ グ ナ ル 制御 キ ナ
ー

ゼ （extracellular 　signal −regu −

lated　kinase，　 ERK ） は 細胞内の 特定 の タ ン パ ク 質 の セ リ

ン ，ス レ オ ニ ン 残基をリ ン 酸化 し，細胞の 増殖 な ど数多 く

の 生 命機能を制御す る キナ
ーゼ で あ る．こ の ERK に よ る

タ ン パ ク 質 リ ン 酸化の 動態を可 視化 計 測 す るた め に．遺 伝

子 コ ー
ド型蛍光 プ ロ ー

ブ ERK −phocus．略 し て Erkus （ア
ーカス ） を 開発 した

6）．基質配列 と して は，ERK の 細胞内

基質由 来の ア ミ ノ 酸配列 （LysArg ・Glu −Leu −Val−Glu・−Pro −Leu −

Thr−Pr〔）
−Ser・lle−Glu−Ala−Pro．ASn−Gln−Ala−Leu−Leu ．Arg） を用

い て い る．リ ン 酸化認識 ドメ イン と して，リ ン 酸化ス レ オ

ニ ン 配 列 に 結合 す る ド メ イ ン （Forkhead −associated 　2

domain ．　 FHA2 　domain ） を用 い て Erkus を設計 され て い

る．な お，ERK につ い て は，ホル モ ン な ど の 外部刺激 に

よ っ て 核内 に 移行す る こ とが 既 に 知 られ て い る．核内 に入

っ た ERK は核内で タ ン パ ク 質 リ ン 酸化を生起 し，細胞増

殖 に必 要 な遺伝子発現 を制御す る と考えられそい るが，核

内 の ERK の 活 性 化 に つ い て の 動 態 は 明 らか で は な い ．著

者 らは Erkus に 更 に核内局在 ア ミ ノ酸配 列 と核外局在 ア ミ

ノ 酸 配 列 をそ れ ぞ れ 連 結 し （そ れ ぞ れ Erkus−nuc ．　 Erkus−

cyto ），こ れ ら を用 い て 核 内 ・核 外 で の ERK に よ る タ ン パ

ク質リ ン 酸化 の 動態 を 可視化計測 した （Fig．6a）．この 結

果，ERK は細 胞 質で は ホ ル モ ン な ど外部刺 激 依存的 に
一

過 的 に 活 性 化 さ れ る こ とが 分 か っ た，一
方 の 核 内 で は，

ERK は 外 部刺 激 に応 答 して 持 続 的 に 活性化 さ れ る こ とが

明 らか に な っ た （Fig．6b）．

　 上 述 の ERK に加 え て，同 じ くセ リ ン ・
ス レ オ ニ ン キ ナ

ーゼ の Akt の 蛍光 プ ロ ーブ （Aktus，ア ク タス ）
7）
．チ ロ シ

ン キ ナーゼ の Srcの 蛍光 プ ロ ーブ （Srcus，サ ーカ ス ）
s）9）

が

既 に著者 の 研 究 室で 開 発 され て い る．Aktus は ゴ ル ジ体 膜

や ミ トコ ン ドリア 膜な ど オル ガ ネ ラ膜で の Akt の 活性化動

態を初 め て 明 らか に し，Srcusは細胞膜 に存在す る数 十 ナ

ノ メ ートル 程 度 の ドメ イ ン （lipid　rat／t） に お け る Srcの 活

性化動 態 につ い て 新 しい 知 見 を与 えた．

4　酵素工学 に基づ く
一酸化 窒素 の 超 高感 度蛍光 プ

　 ロ
ー

ブ

一
酸化窒素 （nitric 　 oXide ，　 NO ）は，1987 年 に血 管内皮
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Fig．7　Principle 　of 　an 　arnplifier ・coupled 　fluorescent 　NO 　indicator，　named
“
NOA

”

sGG α一GGY 　and 　sGCS −CGY 　are 　spontaneousl ア associated 　to　form　a　matured 　he匸erodime ら that 　is
，

NOA −1．　 NOA 　binds　with 　NO 　and 　generates ⊂GMP 　at　the 　rate 　of 　3000 〜6000　molecules ／min ．
Thus 　generated　cGMP 　binds 　to 　the 　GGY 　domain 　in　NOA 　make 　NOA 　emit 　a　FRET 　signal ．
Approximately　99．9％ of 　cGMP 　molecules 　thus　generated　diffuse　and 　bind　to　NO −free　NOA ．　 As　a

result ，　even 　a　single 　NO 　molecule 　can 　trigger 　a　large　number 　of　NOA 　to　emit 　FRET 　signals ，　 Even
if　sGC α一CGY　and 　sGC β一CGY　exist 　as　monomers ，　the　monomers 　also 　emit 　FRET 　signa 工s　upon 　bind−

ing　with 　generated　cGMP

　 　 　 　 　 し

由来の 血 管弛緩因子で あ る こ とが 報告 され て 以来 そ の 生

理活性物質として の 役割が 次 々 に見い だ され て い る．著者

らは 生 きた細胞内で 生起す る NO の 動態 を可視化計測す

る 超高感度 の 遺伝子 コ
ー

ド型蛍光 プ ロ
ーブ （NOA ，ノ ア ）

を開発 した （Fig．7）
10 ）．　NOA は NO と結合 して 活性化す

る酵素 （可溶性 グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ
ーゼ，sGC ） を活用 して

開発 さ れ て い る．NOA とは
“
fluorescent　indicator 　for　NO

With　a　signal 　amplifier
”

の 意味で あ る．　 sGC は 〔x
−，β

一サ ブ

ユ ニ ッ トか ら成 る 二 量体 で あ り，1 分子の NO を数千分子

の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ
ー

（サ イ ク リ ッ ク グ ァ ノ シ ン

3’，5
’一一リ ン 酸 cGMP ） に 増幅 ・変換 す る 酵素 で あ る．

sGC の 両サ ブユ ニ ッ トに，著者 らが開発 した FRET に 基づ

く cGMP 蛍光 プ ロ
ーブ （CGY ） （Fig．8）

11〕
を連 結 した．こ

れ に よ り，NO と の 結合 に よ り sGG 部位 か ら 生 成 し た

cGMP を GGY 部位 で 蛍光 シ グ ナ ル と して 検 出 で き る こ と

に な る．こ の sGC と CGY の ハ イ ブ リ ッ ドタ ン パ ク 質が 新

しい 蛍光 プ ロ ーブ NOA で ある，重 要 なの は，大量 に 生 成

さ れ た cGMP は，　 NO と結合 し た NOA の GGY 部位 は も

ちろ ん の こ と，NO と結合 して ない NOA の GGY 部位 に も

結合 しFRET に 基 づ く蛍光 シ グナ ル を与える こ とで ある．

酵素工 学 に 基 づ く新 しい 原理 の た め，NOA は細胞内で 生

起す る サ ブ ナ ノ モ ル 濃度領域 の NO の 時空間動態 を 可視

化計測す る超高感度の 蛍光 プ ロ
ーブ と な る．い っ た ん 増加

し た NO 濃度が 減少 に 転 じる と NOA の sGC 部位 の 酵素

活性が消失す る と と もに，細胞内の ホ ス ポ ジエ ス テ ラ
ーゼ

に よ り cGMP が 急 速 に 加水分 解 さ れ る．し た が っ て，

NOA は応 答可逆性 を 示 し，細胞内で の 複雑 な NO 濃度変

動も可視化計測で きる （Fig．9）．感度 可逆性 の 両面 に

お い て 既存の 有機蛍光 プ ロ
ーブ を は るか に しの ぐNOA は．

従来の 研究手法で は 明 らか に で き なか っ た 細 胞 内 で の 生 理

的な NO 動態の 可視化計測を 実現 した．

　な お，著者 らは 分子 型 の NO プ ロ ーブ
“
NOA

”
の 原 理

を活用 し て，細 胞 型 の NO プ ロ ーブ （Piccell，ピ ク セ ル ）

を開発 し，神経細胞や 内皮細胞か ら放出 され る ピ コ モ ル 濃
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Fig．8　Principle　of 　a 　cGMP 　indicatoら GGY

CGY 　contains 　major 　part　of 　cGMP −dependent　protein　kinase（PKGI α△1−a7）ha、喧ng 　two

cGMP −binding　sites　and 　thus　binds　With 鰰 o　molecu 旦es　of 　cGMP ．　 The 　GGY 　bound
with 　two 　cGMP 　molecules 　emits 　a 　fluorescence 　signal 　based　on 　FRET 　from 　CFP 　to

YFP ，　which 　are 　respectivel アattached 　at 　N 　and 　C　tcrmini 　ofPKGI α△1−d7　in　CGY ．
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Fig．9　 Time 　course 　of 　the 　CFP ／YFP 　emission 　ratio 　of 　NOA 　expressed 　in　liv−
ing　cells 　upon 　stimulation 　With　various 　concentrations 　of 　a　NO 　donor，　NOC −7

度 の NO 動態 の 超高感度可視化計測を実現 した （検出限

界 は 20pM ）．こ の 新 しい 細胞型蛍光プ ロ ーブ Piccell を用

い て，ネ ッ トワ
ー

ク を形成した神経細胞が 神経伝達依存的

に 100pM 程度の NO を周期的に 放出して い る こ と を見い

だ した
1z）．

5　 ま　 と　 め

　著者 は生 きた 細 胞内で の シ グナ ル 伝達 に お い て 重 要な役

割 を果 たす生 体分子の 動態を可視化計測す る 遺伝子 コ
ー

ド

型 蛍 光 プ ロ ーブ を開発 して きた，こ の 新しい 蛍光 プ ロ
ーブ

は，既 存の 研究手法で は得 る こ との で きない 細胞内の 分子

の 時空 間情報 を計測す る新 しい 研究 ッ
ー

ル と して 世界中で

利 用 され 始め て い る．ま さ に 「見 え ない もの を見える よ う

にす る」研究 と言 えよう．こ の ような技術 は，基 礎生 命科

学研 究 は も ち ろ んの こ と．薬物候補物質の 高速ス ク リー
ニ

ン グや 薬理 評 価等にお い て も key　technology に な る と期待

され て い る．また，本稿で 記した バ イオ イメ
ージ ン グ技術

は ，細胞の み な らず，線虫や ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ な どの 透明

なモ デ ル 動物へ の 応用も既 に始ま っ て い る．マ ウス など動

物個体で の 分子過程の 可視化計測 につ い て も既 に基礎研究

が 展 開 さ れ て お り，今後の 飛躍的 な 進展が 期待 され て い

る．著者らの 蛍光プ ロ
ー

ブは い ずれも，目的の 生体分子を

高い 選択性で 認識し，その 分子認識 に引き続い て 蛍光 シ グ

ナ ル が 生 起す る よ うに デ ザイン され て い る．更 に，細胞内

の 局所情報を得 るべ く局在化配列をつ なぎ変えた り，時 に

は超高感度検出を実現すべ く酵素反応を組み 込ん だ りして

蛍光 プ ロ ーブ を 自由自在 に 設計 ・構築す る．そ して 開発 し

た プロ
ー

ブを使 っ て 生命を明らか にす る．こ の よ うに 分

子を自在 に 扱う化学 と生 命科学 との 境界領域の 楽しさを実

感 し なが ら 日 々 研究 して い る．
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Methods  to Visualize Molecular Processes in Living Cells Based  on

         Genetically Encoded  Fluorescent Indicators
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 Wb  have  been  developing fluorescent indicators fbr a variety  of  molecular  processes in living
cells, including small  molectiles,  known  as second  messengers,  and  protein phosphorylation
reactions,  This  is because fluorescence imaging could  be the  most  powerfu1 technique  available

for observing  the spatial  and  temporal  dynamics  of  molecular  processes in living cells, if fluores-
cent  indicators for the relevant  molecular  processes become  available.  IVe have visualized the

spatial  and  temporal  dynamics  of  these  molecular  events  in single  living cells using  our  fluores-

cent  indicators. The  present fiuorescent indicators are  becoming  an  indispensable tool for
understanding  the complex  mechanism  of  cellular  signaling  and  for screening  pharmaceuticals
that inhibit or  promote molecular  processes in a  cell.

Kojwotrls :fluorescence  imaging  ; cellular  signaling  ; second  messengers  ; lipids ; protein phos-
phorylation ; fluorescent indicators ; fluorescence  resonance  energy  transfer ; fluo-
rescentprotems.


