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シ ャ
ペ ロ ニ ン と GFP フ ォ

ー ル デ ィ ソ グ
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　タ ン パ ク質の 立体構造 こそが ， タ ソ パ ク質の 多様な機

能の 源で ある こ とに疑い は な か ろ う．そ して ，立体構造

を決定するの に 必要な情報 は ，タ ン パ ク 質の ア ミ ノ 酸配

列 の 中 に す べ て 含 まれ て い る と い うこ と に な っ て い る

（Anfinsenの ドグ マ ），しか し ， ポ リペ プ チ ドが正 しく折

れ畳 ん で （フ ォ
ール デ ィ ソ グ）機能の あ る立体構造を形

成す る の は たやす い こ とで は ない ．た とえば，医薬や工

学で 有用な タ ソ パ ク 質を組換え体 で 作 っ て も，不溶性 の

封入体 （イ ン クル ージ ョ
ン ・ボデ ィ

ー）に な っ て し ま っ

た ， さ ら に は ， そ の 封入体を試験管内で フ ォ
ール デ ィ ソ

グ さぜ よ うと して もどう して もうまくい か な い
， なん て

こ とは よ く聞く話で ある．こ れ は，フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ途

中 で ポ リペ プ チ ド同士が不 両∫逆に 凝集 して しま うの が主

た る 原因 で あ る，

　で は，細胞内で は どの よ うに して 不可逆な タ ソ パ ク質

凝集を阻止 して い る の か ．細胞内で は分子 シ ャ
ペ ロ ソ が

活躍 して い る．1）分子 シ ャ
ペ ロ ン が フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ の

介添え役 と して 凝集を防 ぐた め に 細胞内 で は フ
ォ
ール デ

ィ ン グが効率よ く進行する の で ある，さ ま ざ まな分子 シ

ャ
ペ ロ ソ が知られて い るが ， 中で もシ ャ

ペ ロ ニ ン は も っ

とも研究が進 ん で い る分子 シ ャ
ペ ロ ン で あ る．大腸菌 の

シ
ャ

ペ P ニ ソ GroEL に 関 して は ，　 X 線結晶解析 と ・ 匚 レ

ガ ン トな生化学研究が見事に 結び つ い て巧妙な分子機械

と して の 振る舞い の 詳細が か な りわ か っ て きた．GroEL

が タ ソ パ ク 質の フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グを助け る メ カ ニ ズ ム の

詳細は他の 総説
1−3）に 譲る が ，簡単 に まとめ る と以下 の

よ うに なる．まず立体構造で あるが，Gr・EL は 7 つ の

サ ブ ユ ニ

ッ ト （分子量 57k ）か らなる 「か ご」状の リ ソ

グ が 2 層 に 重な っ た構造を とる．GroEL に ATP （ADP ）

が結合する と補助因子で ある 「ふ た 」状 の GroES と結

合 して 巨大な空洞を も っ た複合体 を形成す る，こ の 空洞

は GroEL が シ
ャ

ペ P ン として機能する上で ，実 に 意味

深い もの で ある，なぜ な ら，こ の 空洞 の 中で シ ャ
ペ ロ ニ

繋 一 翻 篭撫
　　　　　　　　　　　　園 許，（弼回 　（39
　 G 「oEL 　　　　 cis 　complex

　　　　 （A｝　　　　　　 （B｝　　　　　　｛C｝

　 Fig．1．　Proposed　model 　fbr　GroEL −GroES 　cycling ．

ソ の 基質 とな る タ ソ パ ク 質の フ
ォ
ール デ ィ

ソ グが起 こ る

こ とがわ か っ た か らだ．そ の 反応サ イ ク ル の 概要は 以下

の 通 りである（Fig．1）．

（A ） 基質と な る ポ リペ プ チ ド （変性 タ ン パ ク 質）と

　ATP が結合 した GroEL に ，補助 因子 GroES が結合

　し て ，ポ リペ プ チ ドが Gr ・EL −Gr ・ES 複合体の 空洞内

　に落とし込まれる （ポ リペ プチ ドを内部に 取 り込ん だ

　GroEL −GroES 複合体は シ ス 複合体と呼ばれ て い る）．

　閉じこめ られ た ポ リペ プ チ ドは フ ォ
ー一ル デ ィ ン グを開

　始す る．

（B） Gr ・EL に結合 した ATP の 加水分解が進行す る．

（G ） ADP 結 合型 とな っ た シ ス 複合体の 反対側 の リ ソ

　グ に ATP が結合す る こ とで ，　 GroES と ADP が解離

　して フ
ォ
ール デ ィ

ン グ した タ ソ パ ク 質が解放され る．

　こ の
一
連の サ イ ク ル が10秒程度で進行して ，さらに サ

イ ク ル が繰 り返されて い く （こ れ以外の フ ォ
ー

ル デ ィ ン

グ経路も実際に はある，た とえば GroEL に結合 した ポ

リペ プ チ ドが ATP 結合 を引き金に 外部 に 放 り出 され ，

自発的に フ ォ
ール デ ィ ン グする場合など．が ， 効率は シ

ャ
ペ P ニ ソ の ゆりか ご内を経由した方が よい ）．

　さて ，本特集の GFP が どこ で 関わ る の か ？こ こ で 示

した シ
ャ

ペ ロ ニ ン の メ カ ニ ズ ム を明らか に す る た め に 既

に GFP が使わ れ て きて い る．4，s）シ ャ
ペ ロ ニ ン の 空洞内

で の フ ォ
ール デ ィ ン グ を 番 簡単に モ ニ タ ーで ぎる の

が，GFP を使う実験系な の だ．なぜ か ？ GFP は変性状

態と天然状態を蛍光 の 有無 で簡単 に 区別 で きる か らで あ

る．しか も，蛍光出現に 何の 補因子 も必要としない （注 ：

こ こ で使用する変性 GFP は既に 発色団形成が終了 して

蛍光を発する GFP を変性させ て 調製す る）．我 々 は ，

GFP の 特憔を存分 に 活 か し て ，ユ）シ ャ
ペ ロ ニ ン の 空洞

の 大 きさ，2）1分子 GFP フ
ォ
ール デ ィ ソ グ，を最近調

べ て ぎた ．以下に 詳し く紹介し よ う．

1． シ ャ ペ ロ ニ ン の空洞内で フ ォ
ール デ ィ ン ゲす る

　　　 ポ リペ プチ ドの大きさの 上限は ？6）

　 シ ャ
ペ ロ ニ ン は 凝集 しやす い フ ォ

ー
ル デ ィ ン グ途上 の

ポ リペ プ チ ドを内部 に か くま うこ とで，「無限希釈」を

実現して い る．ポ リペ プチ ドは ， その 分子の 「ゆ りか ご 」

の中で凝集体形成 の 危険か ら解放され，天然構造 まで ぬ

くぬ くと フ ォ
ール デ ィ ソ グ で きる わけだ．とは 言 っ て も，
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GroEL！ES 複合体 の 空洞の 大きさに は限 りがある，そ こ

で単純な る疑問．「こ の 空洞内 で は ，どの くらい の 大き

さ ま で の ポ リペ プ チ ドが フ ォ
ール デ ィ

ン グ で きる の

か ？」

　 こ の 疑 問 に 答 え る手 始 め と し て 我 々 は ま ず，

GroELIES 複合体 の 中 に 格納 され るポ リペ プ チ ドの サ イ

ズ を決定した ．6）さまざまな分子量 の ポ リペ ブ チ ドを含

む材料 と して，大腸菌の 粗抽出液を使 っ た結果，シ
ャ

ペ

ロ ニン の 空洞 内に は 〜57kD まで の ポ リペ プチ ドな らば

収納 可能な こ とが わか っ た （ち なみ に ，GroEL に 結合

する だげならば 8〜110kD の 多種多様な ポ リペ プ チ ドが

結合可能で ある）．しか し，こ の 実験で は ，ポ リ ペ プ チ

ドが空洞内に格納される か どうか は わ か っ て も，シ ャ ペ

卩 ＝ ン の 内部で フ ォ
ール デ ィ ソ グ した か どうか を知る こ

とは で きな い ．そ こ で GFP の 出番で ある．

　先に述べ た よ うに GFP （分子．量約 27kD ）が GroEL ！

ES 複合体の 内部で フ ォ
ー

ル デ ィ ン グする こ とはすで に

調べ られ て い る．こ の 分子量を大 きく して 57kD に近づ

げれ ば よ い ．都合 の よ い こ とに GFP の 2量 体は 約

54kD である，そ こ で ，
　 GFP を タ ン デ ム に つ なげた 2 量

体を作成す る こ とに した ．が，単なる 2量体で は ，2 量

体の 両方が フ ォ
ール デ ィ ソ グ した の か ， そ れ とも 2量体

の どちらか 片方だけ フ ォ
ール デ ィ ソ グ した の か 判別す る

の が非常に 難し い ．2 量体の 両方が フ
ォ
ール デ ィ

ン グ し

た こ とを 検出す る た め に ， 蛍光 の エ ネ ル ギ ー移動

A

　　　　 BFP
NH2 一難驤蘿鰈 羹鑿鏨蘗蚕

trypsin　deavage　slte

購鶸霸
一COOHHis

（FR．ET）を利 用 し た ．幸 い GFP とそ の 変異 体 に は

FRET を起 こ す組み合わせ が い くつ か知られて い る．ド

ナ
ー，ア ク セ プ タ ー

の 組み 合わ せ と し て ，それ ぞれ

Blue　Euorescent　Protein（BFP ），GFP を選び ， 融合タ ン パ

ク 質（BFP −GFP ）を作成 した （Fig．2A）．
6）な お，こ こ で使

用 した GFP
，
　BFP に は FR．ET に 向 くよ うに励起波長の

ピー
ク が単

一
か つ 鋭 くな る変異 （F64LIS65C ）お よび フ

ォ
ール デ ィ ソ グ の 効率が 高 くな る変異 （F99S／M 工53T ！

V163A）が導入 され て い る．精製 した BFP −GFP を 380

nn （BFP の 励起波長）で 励起す る と GFP の 蛍光 （〜510

nm に ピーク）が出現する（Fig．2B）．　 BFP と GFP をつ

なぐ リ ソ カ ー
を ト リプ シ ソ で切断する と GFP 由来の 蛍

光 は 大 き く減少す る の で，こ の GFP 蛍光 は FR．ET か ら

起 こ るもの で あ る こ とが確認で ぎる．で は ， こ の BFP−

GFP が シ ャ ペ ロ ＝ ン 内部で フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グ す る か ？

　シ ャ
ペ ロ ニ ソ の 内部で フ

ォ
ー・ル デ ィ ン グ した か どうか

の 判断基準 と して ，ゲ ル ろ過を用 い る実験 を行 っ た ．

GroEL ！ES 複合体は分子量 900　kD に オ6 よ ぶ 巨大 な タ ソ

パ ク 質複合体な の で遊離の GFP と簡単に 分離で きる．

こ れ ま で の 研究か ら GroEL／ES 複合体の 溶出位置に

GFP の 蛍光が検出 で きれば，その とぎ シ ャ
ペ ロ ニ ン の

空洞内で GFP の フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グが 完了 して い る こ と

がわ か っ て い る．今回 の 実験で は ，BFP と GFP が 両方

フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ し た ときの み 起こ る FRET を モ ニ

タ
ー一し た．ゲ ル ろ 過実験 の 結果，Gr ・ELfES 複合体の 溶

出位置に 確か に FRET が生 じて い た （Fig．3）．フ ォ
ー

ル

デ ィ ン グ した BFP −GFP が シ ャ
ペ T．’・ ニ ソ 内部 に い る こ と

は ， BFP −GFP の プ 卩 テ ア ーゼ に対する 耐性が高まる こ

とか ら確認、して い る （BFP −GFP は シ ャ
ペ ロ ニ ソ の ゆ り

か ご の 中 で 保 護され る）．さら に GFP の 3量体 （
〜81

kD ）を作成 して みたが ， 予想通 り，
シ ャ

ペ ロ ニ ン 内部に
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Fig．2．　 The　BFP −GFP ．（A）Schematic　drawing　of 　the 　BFP −

　　GFP 　fusion　protein．　（B ）Fluorescence 　 spectra 　 of　the

　 　 BFP −GFP ．
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Fig．3．　Yolding　of 　the　BFP −GFP ，　 Gel　filtration　HPLG 　elu −

　　tion　of 　the　GroES ！BFP −GFPIGroEL 　complex 　fQrmed　in

　　the　presence 　ofATP ，
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ー
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Hg ．4．　Simulated　packing　 of 　two 　GFP 　 moleculcs 　in　the

　　GroEL／GroES　cis
−cavity ．

入 る こ とすらで きなか っ た．

　以上 の 実験か ら シ ャ
ペ ロ ニ ソ 複含体 の 空洞 の 内部に

は，〜57kD まで の ポ リペ プ チ ドが収納可能で （少な く

と も 54・kD ま で ぽ） フ ォ
ール デ ィ ン グ ま で完了 で き る こ

とがわ か っ た ．そ こ で ， 2 つ の GFP 分子を シ ャ
ペ ロ ニ

ン の 空洞 内に ス ーパ ーイ ン ポ ーズ し て み た （Fig．4）．ご

覧 の ように ，か な り窮屈で は あ る が GFP 　2 分子 を内部

に 置 くこ とが で きた．通常，フ ォ
ール デ ィ ン グ途 中の 分

子 の 体積は天然状態よ りも大きい と考え られて い る，だ

とす る と，シ ャ
ペ ロ ＝ ン の 空洞 も

一
時的 に 大き くな る の

か もしれな い ．

2． 1分子蛍光イ メージ ン グ技術を用 い た GFP

　　　　　フ ォ
ー

ル デ ィ ン グの解析

　従来の 生化学実験は ，試験管内の 多数の 分子 （〜1012

個）の 平均を扱 うの で
， 複雑な多段階反応を索過程に分

離して 解析す るこ とは 非常に難 しい ．巧妙なる分子機械

で あ る シ
ャ

ペ ロ ニ ソ の 研究 は か な り進ん だ と言え る が，

作用機構サ イ クル を究め る に は 多数の分子の平均で は 限

界がある，そ こ で我 々 は，
シ ャ

ペ ロ ニ ン 研究に 1分子蛍

光 イ メ
ージ ン グ の 技術を応用 した ．こ れ まで に ，1） 1

分子 の レ ベ ル で GroEL と GroES の 相互 作用 の ダ イ ナ ミ

ク ス を解析，ii）Gr・ELIES 複合体の 内部で起こ る GFP

フ ォ
ール デ ィ ン グを 1分子蛍光イ メ ー一ジ ン グする実験系

を構築 した （田 冂 ら，投稿中）．本稿で は， 1分子 GFP

フ
ォ
ール デ ィ

ン グに 関 して詳 しく解説す る．

　 まず ， 1分子の蛍光を見るた め の技術に つ い て概説し

よ う．タ ン パ ク 質な どの 生体分子を生きた まま観察す る

た め に は光学顕微鏡が有効で ある．が ， 光学顕微鏡の空

蘿 一

　 　 　 　 　 A
−
「P

鰍

　 　 　 　 　 　 GFP　FIuorescence

Fig．5，　 System　used 　for　single −molecule 　GFP 　folding、

間分解能は お よそ 300nln なの で ，タ ソ パ ク 質 1 分子を

直接観察す る こ とは 不可能で ある ．そ こ で 対象となる タ

ソ パ ク 質を蛍光色素で生きた まま標識し ， その 蛍光を 1

分予 レ ベ ル で検出すれば よ い ．とは言 っ て も通常の 蛍光

顕微鏡で は背景光が明る い た め に 1分子の蛍光を 見る こ

とが で きない ．こ の 問題 は 全反射蛍光顕微鏡に よ る エ バ

ネ ッ セ ン ト照明を用 い る こ とで解決 で きる．7，8｝こ の 顕微

鏡ば 照射面 か ら約 150　nm の 領域 しか励起し な い た め ，

背景光を劇的に減らすだけで な く，
ス ラ イ ドガ ラ ス 表面

に 固定 した 蛍光標識 タ ソ パ ク 質を局所励起 で き る とい う

利点をもつ ．

　我 々 は 次の よ うな方法で ，シ ャ
ペ P ニ ソ 分子内で 起 こ

る GFP フ ォ
ール デ ィ ソ グ の 瞬間を 観察 した （Fig．5）．

まず酸変性させ た GFP （S65T 変異体）を Gr ・EL の 入 っ

た緩衝液中 に 希釈す る こ とで ，GFP −GroEL 複合体を作

製した．こ の 状態で GFP は 変 「生した ままで あ る．　 GFP −

GroEL 複合体を観察セ ル に 流 し込み ，
ス ラ イ ドガ ラ ス

上 に ビ オ チ ソ 化 BSA
，
　Streptavidinを介して 固定した （こ

こ で用い る Gr ・EL　lこ は ビ オ チ ン と蛍光色素 IC5が 二 重

標識され て い る）．な お ，GroEL と し て は ，　 ATP 加水

分解能が非常に 低 く，一度結合 した Gr ・ES をなか なか

解離し な い 変異体 （EL398）を 用 い て い る．こ の 変異体を

用い る こ とで GFP を複合体内に保持する こ とが で きる．

そ の 後 GroES ，Gaged 　ATP で 観察 セ ル を満 た した ，顕微

鏡上 で ， こ の 観察セ ル に 紫外線を照射 して ATP を 生成

すれば ，GFP −GroEL 複 合体 に GroES が結合 し て GFP

の フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グ が始ま り，そ の 蛍光が観察されるは

ずで あ る．フ
ォ
ール デ ィ ン グ情報を蛍光と して検出 で き

る GFP は 1分子の フ ォ
ール デ ィ ソ グを見る の に うっ て
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Fig．6．　Fluorescence　images　 of 　single 　fblded　GFP 　molecules ，

　　EL398 ，　 the　position　of 　 the　immobilized　GroEL398

　　illuminated　by　 IC5；GFP，　 superposition 　of 　the 且uQres −

　　cence 　images　of　GFP ．　 ATP 　was 　generated　at 　timc 　Os，

つ け （とい うよ りも今の とこ ろ唯一一）の 基質 タ ソ パ ク質

とい え る．

　実験結果 として は，まず，GroEL （EL398 ）の 蛍光像を

ビ デ オ撮影 し，固定さ れ て い る GroEL の 位置を確認 し

た （Fig，6）．続い て 473　 nm 半導体 レ ーザ ー
を照射 して

GFP の 蛍光を観察 しな が ら，紫外線照射に よ りATP を

生成 した．そ の 結果，紫外線照射前に は存在しなか っ た

GFP の 蛍光が，　 Gr ・EL の 位置 に 次 々 と現れ た （Fig．

6）．こ の よ うに実時間で タ ン パ ク質 フ ォ
ー

ル デ ィ ン グを

捉え る こ とに初め て成功した わ け だ が，それだ けで 終わ

りで は ない ，重分子実験の本領発揮は統計的な解析にあ

る．紫外線照射か ら GFP 折れ た た み まで の 時間 の 分布

図を作成 した とこ ろ，時定数が約 3 秒と25秒の 2段階反

」
 

Ω

ε
5Z

15

10

5

　 　 　 0
　 　 　 　 0　　　　5　　　10　　　15　　　20　　　25　　　30　　　35　　　40

　　　　　　　 Time　for　GFP 　folding｛s ｝

Fig．7，　Distribution　of 　time　 requgred 　for　GFP 　folding　after

　　the　photorelease　of 　ATP ．

応で ある こ とが分か っ た （Fig．7）．　 GFP の 自発的な フ

ォ
ール デ ィ ン グ反応は約30秒の 1 段階反応 で近似で ぎる

こ とか ら ，
シ ャ

ペ ロ ニ ソ 依存の GFP フ
ォ
ー

ル デ a ン グ

に は 3 秒 の タ イ ム ラ グ がある こ とが わ か っ た ．こ の 実験

条件下 で は紫外線照射後 ， GroES と GroEL が結合す る

の に 要す る時間は 約0．1秒で あ る ．よ っ て変性 GFP と

GroES が Gr。EL の 淵に 同時 に 結合 して い る 中間体が存

在す る こ とにな る．そ して結合 して い た変桃 G 即 が ，
Gr・ELt

ES 複合体内に落 と し込まれて 自由に フ
ォ
ー

ル デ ィ ン グ

を始め る まで が 約 3 秒 の タ イ ム ラ グ と して観測さ れ た と

考察した ，こ の よ うな GroEL が GroES と変性 タ ソ パ ク

質を 同時に 結合して い る 中間体 は こ れ まで に 知 られ て い

ない が， 1分子実験の別の 結果や最近 の 他 の グ ル
ープ の

報告なども合わせ て こ の 種の 中間体が実際に 存在す る と

考えて い る．さらに 言えば，こ の 巾閥体は シ ャ
ペ ロ ニ ン

が変性タ ン パ ク 質を空洞内に 効率よ く閉 じこ め る た め に

非常に都合が よ い ．なぜな ら，も しGroES 結合 と同時

に変性 タ ン パ ク 質が解離すれば ， 変性 タ ン パ ク質は シ ャ

ペ ロ ニソ 内部に取 り込 まれ る前に外部に放 り出され て し

ま うお それ が ある．しか し ，
GroEL は変性 タ ソ パ ク 質 ，

GroES と順を追 っ て 解離する こ とで ，確実 に 基質 とな

る タ ソ パ ク 質を閉 じ込め る こ と が で き る と考 えられ る．

こ の ように ，GFP を用い る こ とに よ り，シ ャ
ペ ロ ニ ン

内 で 起 こ る タ ソ パ ク 質 1 分子の フ ォ
ール デ ィ ン グ を可視

化する こ とに 成功し ， シ ャ
ペ P ニノ の 新たな機能が明 ら

か に な っ た の である．

　 つ い で に 言 えぼ ， こ の 1分子 GFP フ
ォ
ール デ ィ ン グ

の 実験系は ，
1 分子 レ ベ ル で の フ ォ

ール デ ィ ン グ研究一

般に 使える可能性を秘め て い る，近年 ， タ ン パ ク 質の フ

ォ
ール デ ィ ソ グの 研究を 1分子 レ ベ ル で 研究 し よ うとす

る動 ぎが出て きた．これは，タ ソ パ ク質の フ ォ
ー

ル デ ィ

ン グ とア ン フ ォ
ール デ ィ ン グ が異な っ た経路を通 っ た

り，分子 ご とに複数の経路を通 っ た りする可能性を考え

れ ば，自然な流れ で あ る．現在，タ ソ パ ク質の 2 つ の 部

位を異な る蛍光色素で標識 し，そ の フ
ォ
ー

ル デ ィ ン グを

検出する技術が開発され つ つ あるが，溶液中に 漂 うタ ン

パ ク質の フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グの ダイ ナ ミ クス を追跡する の

は ，ブ ラ ウ ン 運動 の た め ほ ぼ不可能で ある．しか し ， 我

々 の実験系を応用 し，タ ン パ ク質 フ
ォ
ー

ル デ ィ ン グ の た

め の 「ゆ りか ご」 と して シ ャ
ペ P ニ ソ を利用すれば，一

連 の フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グ過程を定点観測 で きる はずで ある

（定点 とは 言 っ て も分子 の 動 ぎに 制約は ない ）．1 分子

フ ォ
ー

ル デ ィ ソ グ研究の 画期的な手法と なる可能性 も秘

め て い る．
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お わ り に

　GFP （特に精製した もの ）を
一一渡 扱 っ た こ との ある 人

な らば，誰 しもがそ の 蛍光色 の 美 しさに 最初は感動した

で あ ろ う （筆者 は 今で も感動 し続け て い る）．そ し て，

こ の 色 の 付い た タ ン パ ク質 GFP の お か げで シ ャ
ペ Pt　＝

ソ 研究に新し い 分野 （特に 1分予蛍光 イ メ ージ ソ グ）を

切 り拓 くこ とが で きた．こ こ に書 い た以外 で も，GFP

は 他 の シ
ャ

ペ ロ ソ や プ ロ テ ア
ーゼ の 研究に お け る ツ ール

と し て ますます幅広 く使わ れる よ うに な っ て きて い

る．9）感動を 共有で きる人が こ れ か ら も増え続け る の は

疑い の ない と こ ろ であろ う．

）

）
）

ー

ワ向
3

〉
）

）
）

）
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Ca2＋ イ メ
ー ジ ン グ革命

宮 脇 敦　史

　なぜ ・ am ・1・・n は新 1凵1代の 蛍光 Ca！＋ 指示薬な の か ．

当特集で は ， GFP （Green　FluQrescent　PrQtein）の 蛍光利

用 ， お よび分子内 FRET （蛍光エ ネル ギ
ー
移動）の 実現

に よ っ て 付与された cameleon の 利点に 焦点を当て て ，

そ の 答 えを考え て み た い ．生理的状況下で 局所的な

Ca ？＋ 動態を定量的に 解析する た め に ，
　 cameleon が い か

に活躍で きる の か を展望 して み る．t，2＞

1． 従来の Ca2＋

イ メ
ー

ジ ン ゲ をふ りか え っ て

　Fura−2 を代表とする蛍光 Ca2＋ 指示薬の お か げ で，細

胞内 Ca2＋ 濃度の測定は驚くほ ど簡単に な っ た ．それ ら

指示薬の AM 体 （細胞膜透過性指示薬）は ，非侵襲的

に 細胞 内に ロ
ードす る こ とが で ぎる．また レ ーザ ー共焦

点顕微鏡など光学技術の 進歩，画像処理な ど コ ソ ピ ュ

ー

タ
ー技術の 進歩と相ま っ て ， 我 々 の Ca2＋

イ メ ージ ン グ

技術は確実に 向上 した ．しか し細胞 内 Ca2 ÷
動態 の 我 々

の 理解は まだ大 して 深 くな い ．実際 ， た とえば小胞体内

腔 の 遊離 Ca2 ＋ 濃度や，核内Ca2＋
の 自律的制御の 有無，

な どとい っ た基本的問題が ほ とん ど片付い て い ない ．論

争 の 中で，デ
ー

タ の 食い 違 い は，解析した細胞 の 異質性

ある い は用い た Ca2 ＋
指示薬の 特性 の 違い に 帰す る こ と

が た び た び である．

　私は あえて 現今の蛍光 Ga2＋

指示薬 （fura−2，
　ind・−1

，

fiuo−3 など）の 以下 の よ うな問題点を真剣に 考えて み た い ．

1）細胞内の 高分子 （特に 疎水性タ ソ パ ク質）と相互作

用する こ とに よ る artifact ．　in　 vitr・ と 珈 勧 o の シ グ ナ ル は

た い て い の 場合異なる．ただ指示薬の Ca2 ＋ 親和性 は そ

れ ほ ど生体高分子 に よ っ て 影響 され る こ とが な い

（Ga2＋ 濃度 の in　 vive キ ャ リ ブ レ ーシ
ョ

ン の 妥当性 は 大

丈夫で あ る）．

2）取 り込 ませ た後の 漏れ．こ れを防ぐた め ， ほ と ん ど

の Ca2 ＋ イ メ
ージ ソ グは温度を下げて ，室温で行われ て

い る ．Ca2＋ ポ ソ プ （Ga2
＋ ATPase ）など，　 Ca2 ＋

を制御す

る酵素 は少なか らずある．私 は そ うい う酵素の 温度依存

性 （至適温度，k 。 な ど）を よ く知らな い が，恒温動物

細胞 の 室温 に お ける Ca2＋ イ メ ージ ン グが どれだげ生理

的なの か とい つ も疑問に 思う．

　上記 1，2は 低分子化合物 の 指示薬に常に 付随す る問

題点と言えるだ ろ う．指示薬の AM 体 （細胞膜透過性

指示薬）は ，非侵襲的に 細胞内に ロ
ードす る こ とが で き

る点で簡便で ある が ，

3）非特異的 に細胞 内小器官 （小胞体な ど）に 貯留 して，

artifact を生む．細胞質 Ca2 ＋ 濃度 を測定するつ も りが，

ER 由来の 高濃度 Ga2 ＋ シ グ ナ ル を拾 う危険性がある．

核と細胞質の Ca2 ＋ 濃度を同時に 比較検討 した実験デ
ー

タ の い くつ か は ，こ の 批判 に 曝 され る，さ らに ER ．の

Ca ？＋ 濃度を測 るの に ，　 Mag 魚 ra −2
，
　Mag 　indo−1 な ど低親

和性 Ca2 ＋ 指示薬が用 い られる．こ れら指示薬が細胞内

小器官に 貯留する問題点を逆用して い る が ，
ER 特異的

導入 は 不可能 で あ る．ER 以外 の 小器官，た とえば ミ ト

コ ン ドリア ，
ゴ ル ジ体か らの シ グ ナ ル も拾 っ て し ま う．

ま た こ の ERCa2 ＋
測定法 は ，細胞が生 ぎて い る 状態 で

は行えな い ．小器官に 指示薬が貯留 した後，細胞質内に

存在す る指示薬を wash 。 ut する た め ，細胞質膜に穴を

あけた り， 細胞を パ
ッ

チ しなければな らな い ．細胞質を

人工的溶液 で 浸 して い る こ とに なる．
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