
�

�

�

�

�

�

�

 #N&�

� � � � � � � � � � � � � � � � �  
�

�

� � N&3-�������1��'2�����+�
*./��

� � � � � � � � �	
�"%���	���A0��������

�

 
�

�

� � )� � !����(,� 4��

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 2 

đ +ö� òŒ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�0�

+(+�bJF9aïʼvýÒ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�0�

+(,� ¹čoĲèíļ“uvbJF9o +ķä{�z� �“j_k�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1�

+(,(+�JF9Ç×� ��éxŅ_víļ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1�

+(,(,�y �� �¯âxŅ_víļ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�2�

+(- ĿŒĸo®ņ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+*�

đ , ö� ÜŎ¼pÚĽoĬŇlêÍíļ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+.�

,(+� ÚĽĬŇĬĕlhoĎoń§oĆÿ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+.�

,(,� ÚĽoĬŇ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+0�

,(-�;ZcigdAY!daY xŅ_iJF9oħæÔĊŃċ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+0�

,(.� ��z�oĚĀ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+1�

,(/� { �}��� �((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+2�

,(0� ŉŅeiÌİÀlhoÔÿ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+2�

,(0(+�!J9H�z�ìĤoisoÌİÀ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�+2�

,(0(, �z�z���� �Ã¾ôĠÌİÀ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,*�

,(0(-�ħĪěķ¸Ã��� ��z��¾ôĠÌİÀ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,+�

,(1� ÚĽoÏĝ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,+�

,(2�<E<oćülõëŐ¤o°Ĩ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,,�

,(3�!J9H�z�oìĤ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,,�



 3 

,(+*�!J9H�z�o¬ā�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,-�

,(+*(+�¬ā“ŉŅei���”}y�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,-�

,(+*(,�ĐùŐ¤oÅÓ“µfv÷ĻoĘðlµû�z��z ��((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,-�

,(+*(-�Ç×ŋoáð�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,.�

,(++� ~®�·Į“Ïĝei��z�oºġĜĂ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,.�

,(++(+��z�oìĤ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,.�

,(++(,��z�o¬ā�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,/�

,(+,� ºĠoĜĂ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,/�

,(+-�!DAH��!ajdgZhXZcXZ�adhh�Ac�e]didWaZVX]Ac?#�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,0�

đ - ö� !J9H“uvÇ×ŋĝŏoisoêÍÄÔĖ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,3�

-(+� ®ņ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,3�

-(,� ÚĽĦ“`ʼvy �� �¯âoÇ×ĳªļ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�,3�

-(-�!J9H“uvy �� �¯âoÇ×ĳªoÎŊ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-*�

-(.� ĿË½“`ʼv !J9H“uvÇ×ĳªļoĄŌ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-+�

-(/ Ņ_v !J9Ho���lhoøÈ“j_k�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-,�

-(0�!J9HoisoÓ²ÄoÔĖ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-.�

-(0(+�<E<xŅ_iõëÄoÔĖ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-.�

-(0(,�ÏĝÚĽoĐù“uvÓ²Äoĳª�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-/�

-(0(-�ÌİÀļ“uvĐùŐ¤oÅÓ¿ġoį±�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-1�

-(0(.�ÁñĐùŅÓ²Äl¾ôĠÓ²ÄoĹŅ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-1�



 4 

-(0(/ ĐùŐ¤oĐùĥþ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-2�

-(1 � ��z���z�xŉŅeiêÍÄoĳª�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-3�

-(1(+�®ņ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�-3�

-(1(,�ĲĞ EJF9oŏoÙ“uvÅÓ­ĵČġo£_�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�.*�

-(1(-�!DM;�EJF9ĲĞ��z�xŅ_i!J9H�z�o�z��z ��((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�.*�

-(2 ó³�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�.*�

đ . ö� ?9H<#�bJF9“ďfv��z�oăÆlÇ×ĳª�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/,�

.(+ ®ņ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/,�

.(, ��z�īőoąē�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/,�

.(,(+ ��z�oçÐĈĺþqoėŀ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/,�

.(,(,�ąēei��z�īőoåjĥę“j_k�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/-�

.(-�!J9H“uv��z�oÇ×ĳª�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/.�

.(-(+ çł�z��z �“`ʼvŁĒĠlďÞ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/.�

.(-(,�ăÆei��z�oÇ×ĳª�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�//�

.(.�9;L:�bJF9Ņ��z�ăÆqo¨Ņ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/0�

.(/ Õß�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/1�

.(/(+�çÐĈĺþaıge‒��z�lEJF9oúœþx©cm_Ŋł“j_k�(((((((((((((((((((((((((�/1�

.(/(,�Ŀíļo¨Ņ«ĩþ“j_k�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�/2�

第5章 アンチセンス核酸プローブを用いたGAPDH mRNAの1分子イメージング�(((((((((((((((((((�1*�

/(+� ®ņ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1*�



 5 

/(,� Ĕ¥îo��z�xŅ_i{�z� ��((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1*�

/(,(+�Öúœþ��z�xąēfv¢»“j_koÉĢ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1*�

/(,(,���z�oÇ×ŋlÚĽĦķĴoµÂ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1+�

/(,(-�Öúœþ��z�xŅ_k´ßʻwiºĠoĜĂ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1+�

/(,(.�·Į“Ïĝei��z�loį±“uvºĠ“¶rwv��z�ûoáð�((((((((((((((((((((((((((�1-�

/(-� ĶûoÖúœþ��z�xŅ_iºĠoĜĂ�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1.�

/(.� Õß�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�1/�

đ 0 ö�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�2-�

ĉ³¼pöÑoğľ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�2-�

6.1 本研究の総括�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�2-�

0(, öÑoğľ�((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�2.�

àÕĸÊ¥ň�(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((�20�

 
 
�  



 6 

第1章  
序論 

�

1.1 mRNAが受ける制御 

 遺伝子発現を担う分子であるbJF9は<F9の持つ遺伝情報をタンパク質産生へ伝えるだけで

なく、細胞の適応応答における遺伝子発現調節の標的として中心的な役割を果たしており、さま

ざまな制御を受けることが知られている。たとえばストレス環境下におけるストレス顆粒� �higZhh�

?gVcjaZ	�K?#�と呼ばれる凝集体の形成がある。K?内にはbJF9の他に JF9結合タンパク質や

翻訳因子が存在し、K?内のbJF9は翻訳が抑制される。これにより恒常的なタンパク質への翻

訳を抑制し、修復に関わるタンパク質産生を優先させることで細胞機能を保護するとともに、ス

トレスから回復した際の速やかな翻訳再開を可能にすると考えられているS+T。K? の形成および

消失は分オーダーで起こり、bJF9の局在と翻訳活性は短時間で大きく変化することが知られて

いるS,T。他の例にはbAXgdJF9や hbVaa�AciZg[ZgAc?�JF9を介した JF9の抑制的制御がある。ど

ちらも最終的に JF9 誘起サイレンシング複合体� �JF9'AcYjXZY� hAaZcXAc?� XdbeaZm	�JAK;#�が結

合した ,*塩基程度の +本鎖 JF9となり、プロセシング体� �egdXZhhAc?�WdYn	�H:#�において標的

となる特定のbJF9に対し相補的に結合することで、翻訳抑制やbJF9の分解を起こすS-T。そ

のため、これらの制御は遺伝子特異的である。さらに、K?と H:は近接して配置され、互いに作

用していることが知られているS.T。こうした例に見られるように、bJF9 はダイナミックに動

態・局在を変えるとともに、遺伝子特異的な機構が互いに協調することで、巧妙な遺伝子発現制

御を達成している。これらの反応の中心分子であるbJF9のダイナミクスや機能発現機構の理解

は、細胞機能の理解およびこれを標的とした治療法の開発に必須である。これまでの研究は主に

分子生物学的手法に依存しており、制御因子の同定への貢献は大きかったが、それらの細胞内で
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の動態は不明なままである。この詳細を明らかにするには、生細胞内でbJF9が受ける制御を直

接観察することが有用である。これを可能とする技術、すなわち生細胞内bJF9の +分子レベル

での可視化技術は近年大きな注目を集め、その手法開発も盛んに行われている。�

�

1.2 既存の標識手法によるmRNAの 1分子イメージングについて 

 既存のbJF9イメージングのための標識手法には、主に結合タンパク質を用いるものとアンチ

センス核酸を用いるものがある。これらの方法を用いた細胞内 bJF9 の + 分子イメージングの

原理と、その特徴および問題点を以下にまとめた。�

�

1.2.1 RNA結合タンパク質を用いる手法 

 JF9結合タンパク質を用いる手法は、そのほとんどがゲノムの操作を必要とし、広く利用され

ている手法にEK,システムがあるS/T��図 +'+#。EK,システムでは、標的のbJF9にEK,結合

サイト�EK,�WAcYAc?�hAiZ	�E:K#と呼ばれるヘアピン構造を持つ繰り返し配列を挿入する。そして、

E:Kに特異的に結合するEK,カプシドタンパク質� �EK,�XVehAY�egdiZAc	�E;H#�に蛍光タンパク

質を融合させたタンパク質を発現させる。E;Hは ,量体を形成するが、これがE:Kに対し高い

親和性を持つ。E:KをbJF9１分子に複数個導入することにより、蛍光タンパク質融合E;Hを

JF9に複数分子結合させることが可能であり、これにより高いシグナルを得ることができる。こ

の手法を改良したものやこの手法に類似した手法なども数多くありS0T、bJF9 の + 分子レベル

での検出も可能となっている。これらの手法を用いて、bJF9のプロセシングや核外輸送などの

研究が盛んに行われている。近年では、E:K と ?!H 融合 E;H が発現するようなトランスジェ

ニックマウスが作られておりS1T、生体レベルでの研究にも有効な手法であると考えられる。�

 このようにEK,システムなどの JF9結合タンパクを用いる手法は有効なものであるが、問題
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が存在する。それは、内在性 bJF9と比べて標識 bJF9がはるかに巨大化してしまうことであ

る。EK, システムの場合、,. 回の繰り返し配列を挿入すると挿入される E:K の塩基数は +,**

程度となり、そこに蛍光タンパク質融合E;Hが結合するとその部分は -�E<Vにまで達するS2T。

この bJF9の巨大化は bJF9の性質や受ける制御を変化させてしまう可能性がある。実際に、

bJF9が分解されにくくなることやS3TS+*T、K?における動態が変化することS++Tなどが知られ

ている。�

 JF9結合タンパク質を利用しながらも遺伝子操作をしない手法は、JF9結合タンパク質を Ac�

kAigdで蛍光標識し、インジェクションによって細胞内に導入する手法である� S+,TS+-T。この手法

は標的bJF9に対し、特異的に結合するタンパク質が存在しなければならないため、汎用性が低

い。�

�

1.2.2 アンチセンス核酸を用いる手法 

 アンチセンス核酸を用いる手法はいずれも Ac� kAigd で調製した蛍光標識されたアンチセンス核

酸�（アンチセンス核酸プローブ#�を細胞内に導入するものである�図 +',#。この手法の利点は、

任意の bJF9 に対して特異的な配列を持つプローブが作成可能な点である。固定細胞において

は、hAc?aZ'bdaZXjaZ�[ajdgZhXZcXZ�Ac�hAij�]nWgAYAoViAdc��hb!AK##と呼ばれる手法によってbJF9

の +分子イメージングが可能となっているS+.T。hb!AK#では、標的bJF9に特異的に結合する

,* 塩基程度の蛍光分子で標識されたアンチセンスプローブを複数種類導入することで bJF9 の

標識を行う。この手法は固定細胞に対しては簡便で強力な手法だが、生細胞で + 分子イメージン

グは実現されていない。その理由は、固定細胞の場合、bJF9に結合しないプローブを洗い流す

ことができるため背景光を低減し感度を上げることができるのに対し、生細胞においてはそれが

できないからである。そのため、生細胞内でアンチセンス核酸プローブを用いたbJF9の +分子
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イメージングを行うためには、�+#�標識率を上げる、�,#�未結合の状態では蛍光を発しないよう

にする�といったアプローチが必要である。� �+#�の手法にはEK,システムのように繰り返し配列

を標的 bJF9配列に付加する方法があるS+/T。ただしEK,システム同様、遺伝子操作を必要と

し、分子が巨大化するという点から、内在性bJF9と受ける制御が大きく異なってしまう可能性

がある。�,#のアプローチはいくつかあるが、例として蛍光共鳴エネルギー移動� �!ajdgZhXZcXZ�

JZhdcVcXZ�=cZg?n�LgVch[Zg	�!J=L#�の利用があるS+0TS+1T�図 +(-#。bJF9の近接した部位を標

的とする ,種のプローブを用意し、隣接する部位に !J=Lが起こるようドナー・アクセプターの

色素をそれぞれ結合させておく。例えばbJF9の -p側を標的とするプローブの -p端にドナーを、

そのすぐ下流を標的とするプローブの /p�端にアクセプターを標識する。この時、プローブが

bJF9 に結合していない状態で存在している場合はドナーのみを励起させてもアクセプターは

蛍光を発しないが、,種のプローブがともに単一のbJF9に結合し、,つの色素が +*�cb程度以

内に近接した時は、ドナーのみを励起させてもそのエネルギーの一部がアクセプターへ移動する

ことでアクセプターも励起され、蛍光を発する。したがって、ドナーのみを励起させ、アクセプ

ターの蛍光を見れば、bJF9に結合しているプローブのみの蛍光を取得することができる。この

手法は細胞内の cViAkZ な JF9 を選択的に検出できる優れた方法であるが、, 種類のプローブが

それぞれ独立して同一の bJF9 に結合しなければならないため、標識効率が低くなるとともに、

エネルギー移動の効率が +** とならないためアクセプターのシグナルが弱くなる問題があり、

感度が低くなる。この手法に似たアプローチでbdaZXjaVg�WZVXdc��E:#�と呼ばれるプローブを利

用したものがあるS+2T�図 +(.#。E: は中央部で標的 bJF9 に相補的な配列を持ち、両端には自

己相補的な配列を持つ。そのため bJF9 非存在下で E: はその両端を結合させ閉じた構造を取

っている。E: の両端には蛍光色素と消光団がそれぞれ結合しており、閉じた構造では蛍光色素

が励起されてもそのエネルギーが消光団に移動することで蛍光は発しない。標的bJF9と結合し

E: が開いた構造となり、蛍光色素と消光団が離れることで蛍光が発せられるようになる。この
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手法も背景光を減らした観察を可能にするが、bJF9に特異的でない配列を付加し構造を取るよ

うにしているため結合速度および結合率の低下を招き、結果としてシグナルも減少して感度が高

まらない問題がある。以上より、アンチセンス核酸を用いた bJF9の可視化は内在性 bJF9の

+分子検出に対する有力な候補であるが、感度の不足から現状ではこれが達成されていない。�

 アンチセンス核酸プローブを用いる手法で、背景光を低減させ感度を高めようとするものは

様々に開発、検討されているが、これらに共通する問題として、そもそも細胞内でプローブの結

合を評価する手法がなく、親和性の高い配列を選択できていないことに根本的な原因があると考

えた。�

�

1.3 本論文の概要 

 本論文は前節の考察から、生細胞内の内在性bJF9に対するアンチセンス核酸プローブの親和

性を評価し、高親和性の配列を選択することが標的 bJF9 の + 分子レベルでの可視化に有効な

手法であると考え、検討した内容をまとめたものである。�

 第 + 章では生細胞における内在性 bJF9 イメージングの生物学研究上の重要性について言及

し、現状のbJF9イメージング手法の紹介と問題点および本研究の概要を記した。�

 第 ,章では本研究において使用した試薬・装置などの詳細と実験方法についてまとめた。�

 第 - 章ではアンチセンス核酸プローブの結合率を生細胞内で定量するための実験系の構築を行

い、検討した内容を記した。�

 第 . 章では高親和性プローブを得るための設計指針を得るために複数のアプローチでプローブ

の設計を行った結果について記した。�

 第 / 章では高親和性プローブを bJF9 の + 分子レベルでの可視化に用いた結果について記し

た。�

 第 0章では本研究を総括し、今後の展望を述べた。�
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�

図 +'+�JF9結合タンパク質を利用したbJF9の標識法�

�カッコ内はEK,システムの場合の名称を表す#�

�

�

�

�

�

図 +',�アンチセンス核酸プローブを用いたbJF9の標識法�

� �
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�

�

�

�

図 +'-�!J=Lを利用した検出�

�

�

�

�
�

図 +'.�EdaZXjaVg�:ZVXdcの原理�
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第2章  

材料及び細胞の培養と実験手法 

 
2.1 細胞培養培地とその他の溶液の組成 
<E=E培地�

!:K��!ZiVa�WdkAcZ�hZgjb	�L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� /*�bD�

HZcAXAaaAc'KigZeidbnXAc�+**m��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� /�bD�

D'?ajiVbAcZ�,**�bE��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� � /�bD�

E=E�Fdc'=hhZciAVa�9bAcd�9XAYh�+**m� � � /�bD�

� �L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� �

KdYAjb�HngjkViZ�+**bE��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� /�bD�

,'EZgXVeidZi]Vcda�//�bE��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#�/**�vD�

<E=E� � � � � � � je�id�/**�bD�

� �<jaWZXXd�h�EdYA[AZY�=V?aZ�h�EZYZjb	�L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#�

�

 溶液はクリーンベンチ内でEAaaAedgZ�=megZhhu�HDMK�EZbWgVcZ�!AaiZgh��メンブレン孔径� *(,,�

vb	�EAaaAedgZ#を通した後、乾熱滅菌済みの広口メジューム瓶�HQJ=P#内で調製した。�

�

観察用<E=E'#=H=K培地�

!:K��!ZiVa�WdkAcZ�hZgjb	�L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� � /*�bD�

+**m�HZcAXAaaAc'KigZeidbnXAc��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� /�bD�
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,**�bE�D'?ajiVbAcZ��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� � /�bD�

+**m�E=E�Fdc'=hhZciAVa�9bAcd�9XAYh� � � � /�bD�

� �L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#�

+**bE�KdYAjb�HngjkViZ��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� /�bD�

//�bE�,'EZgXVeidZi]Vcda��L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#�/**�vD�

<E=E��%,/�bE�#=H=K	�L]Zgbd�!Ah]Zg�KXAZciA[AX#� � je�id�/**�bD�

�

 溶液はクリーンベンチ内でEAaaAedgZ�=megZhhu�HDMK�EZbWgVcZ�!AaiZgh��メンブレン孔径� *(,,�

vb	�EAaaAedgZ#を通した後、乾熱滅菌済みの広口メジューム瓶�HQH=P#内で調製した。�

�

H:K溶液�

 H:K��-#�タブレット�L3**	�L9C9J9#�/�錠を� EAaaAI�水に溶解し、全量を /**�bDとした。�

�

インジェクション溶液�H#1(,#�

C;a� � � 2*�bE�

FV;a� � � .�bE�

C#,HG.sC,#HG.�+*�bE�

�

細胞固定溶液�

HVgV[dgbVaYZ]nYZ�- ��k)k#�

?ajiVgVaYZ]nYZ� *(+ ��k)k#�

Ac�H:K�Wj[[Zg�

�
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2.2 細胞の培養 
本研究では哺乳類細胞としてアフリカミドリザル腎臓由来である ;GK1細胞を用いた。細胞培養

は標準的なプロトコルに従った。その手順を以下に示す。�

�

+(� 0*�bb�LAhhjZ�;jaijgZ�<Ah]�接着細胞用� �-*+*'*0*	� AO9CA#�で培養した ;GK1 細胞�.�bD�

<E=E培地中	�2* コンフルエント程度#を用意する。�

,(�培地を吸引し、+*�bD�H:Kで洗浄する。�

-(�-**�vD�LgnehAcs=<L9�*(,/ �LgnehAc	�*(, �=<L9�Ac�H:K�Wj[[Zg#を加え、-1℃にて -分静置

する。�

.(�.�bD�<E=E培地を加えて細胞を懸濁し、+/�bD遠沈管� �.-*13+	�;dgcAc?#�に移す。�

/(�+3*�?で /分間遠心する。�

0(�上清を吸引し、.�bD�<E=E培地を加え細胞をすべて懸濁する。�

1(�新しいシャーレに +),/に希釈する。�

2(�/ �;G,	�-1℃にて培養する。�

�

 なお、顕微鏡観察用のサンプルは -/�bb ガラスベースディッシュ�-3++'*-/	�9?;�LZX]cd�

?aVhh#に細胞懸濁液を希釈したもの�細胞懸濁液 /*s.**�vDに<E=E培地 ,�bD#を培養して用い

た。培地に含まれるフェノールレッド由来の蛍光の影響を無くすため、顕微鏡観察前に培地を吸

い取り ,�bDの H:Kで洗浄した後<E=Es#=H=K培地に交換した。�

2.3 CentroidFold を用いた RNAの二次構造予測 
 CentroidFold [19] (https://github.com/satoken/centroid-rna-package) を用いて、mRNA

およびプローブ配列の二次構造を予測した。inference engine はMcCaskill(BL)を、weight of 

basepairs は 2^2 に設定した。 
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予測させたmRNA配列は以下の 2種である。 

•Macaca mulatta Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA (Accession 

number: NM_001195426.1) のコーディング領域(61..1068) 

•Cercopithecus aethiops Beta-actin (ACTB) mRNA (Accession number: AB004047.1) のコ

ーディング領域 (11..1138) 

�

2.4 プローブの調製 
 本研究では 2́O-methyl RNA の 5́末端にCy3もしくはATTO 647Nを、3́末端に biotin を

標識したものを用いた。GAPDH mRNAおよびACTB mRNAを標的とした配列は 4章に記載す

る。コントロールとして用いた配列を表 2-1 に示す。なお、本研究で用いたプローブは polyUが

22 塩基の他はすべて 20 塩基である。プローブは FASMAC 社もしくは日本バイオサービス社に

よる受託合成により用意した。プローブの核内への移行を防ぐため、3́末端の biotin 標識に

Streptavidin (21125, Thermo Fischer Scientific) を付加した。プローブの最終濃度を 3 µMに

する場合の手順を以下に示す。 

�

+(�+*�b?)bDの KigZeiVkAYAc�.(2�vDに対し +**�vEのプローブを +(*�vD混合する。�

,(�,*分間室温で放置した後、インジェクション溶液を ,1(/�vD加えて希釈する。�

-(�試料を *(,,�vbメンブレンフィルター� �M!;-�*?N�*K	�EAaaAedgZ#�に移し、遠心機�CM:GL9�

+*,/#にて +*	***�geb��約 1+**�?#�で 1分遠心する。�

.(�得られた溶液を JFVhZ�[gZZチューブ�9E+,./*	�9bWAdc#に移し替え、保存する。�

�

 なお、目的とするプローブの最終濃度によって上に述べた手順 +(�における試薬の濃度や混合量

を変えたが、プローブと KigZeiVkAYAcの量比が +�4�2になるように保った。�
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�

2.5 インジェクション 
 アンチセンスプローブの細胞内への導入にはマイクロインジェクション法を用いた。まず、イ

ンジェクション用ガラス製針� �!ZbidiAeh� AA	� =eeZcYdg[#�に試料を専用のチップ� �EAXgdadVYZg	�

=eeZcYdg[#� を用いて導入し、針内に気泡が無いことを確認してインジェクター � �!ZbiBZi	�

=eeZcYdg[#� に取り付けた。続いて、顕微鏡の位相差像を確認しながらコントローラ�

�EAXgdbVcAejaVidg	�=eeZcYdg[#�で針を動かし、針の先端を細胞内に挿入した。インジェクション

の操作ごとにインジェクターの条件を調整したが、インジェクション時の圧力としては低圧吐出

圧�HX#を ,*s.*�]HV程度にして行った。�

�

2.6 利用した顕微鏡とその構成 

2.6.1 FRAPデータ取得のための顕微鏡 

 !J9Hデータ取得のための蛍光イメージングには、Ganbejh社製の倒立顕微鏡�AP1*#を使用し

た。対物レンズには 0*倍油浸対物レンズ�MeaVc9ed�F(9(+(.*	�Ganbejh#�を用い、;n-の観察の

ため /-,�cbレーザー�;GEH9KK�-+/E'+**	�;d]ZgZci	ビーム径 *(-,�bb#�を励起光源として用

いた。レーザー光はビームエキスパンダー� �D:=<'+*	�シグマ光機#�によりビーム径を広げられ、

λ/4板�OHI'/-,*'.E	�シグマ光機#により円偏光にした後、細胞全体のイメージングや局所退色

のための光学系に導入される。これらの光学系に関しては検討を行っており、詳しくは次章で述

べる。最終的に構築した光学系では落射顕微鏡法・スピニングディスク型共焦点顕微鏡法・局所

的照射と退色が可能となっており、以下それぞれについて述べる�図 ,(+	�図 ,(,参照）。�

 落射蛍光イメージングでは、レーザー光は焦点距離 /*�bbのレンズ�<D:'-*'/*HE	�シグマ光

機#�で集光されながら光撹拌機� �エヌアンドエヌ#�に入射され、光撹拌機から出てきた光はもう
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+枚の焦点距離 /*�bbのレンズで平行光にされた後、投光管�+,'H!9=N9'KH	�Ganbejh#を経由し

て顕微鏡に入射され、ダイクロイックミラー� �I/0/DH	�;]gdbV#�により反射されサンプルを照射

する。サンプルからの蛍光はダイクロイックミラーと蛍光フィルター� �#I0+*)1/E	�;]gdbV#�

を通過して、冷却 ;;<カメラ� �GJ;9'=J	�#VbVbVihj�H]didcAXh#により検出される。像の取得

には画像取得用のソフト� �#;AbV?Z	�#VbVbVihj�H]didcAXh#�を用いた。撮影条件を以下に示す。�

 露光時間� +**�bh�

 ゲイン� ,**�

 オフセット� *�

 ビニング� ,� ×� ,�

�

 スピニングディスク型共焦点イメージングでは、レーザー光は焦点距離 0*�bb��<D:'-*'0*HE	�

シグマ光機#のレンズによって集光されながら光撹拌機に導入され光撹拌機から出る光はもう +

枚の焦点距離 0*�bb のレンズによって平行光にされる。その後、焦点距離 ,**�bb のレンズ�

�<D:'-*',**HE	�シグマ光機#によって集光しながら共焦点スキャナーユニット� �;KM,+	�横河

電機#�に導入される。スキャナーのダイクロイックミラーは /-,�cb レーザー用にセットし、ス

キャナーを通った励起光はサイドポートから顕微鏡筐体内に導入される。筐体内のターレットは

ダイクロイックミラーや蛍光フィルターが無い位置に設定し、励起光は対物レンズを通ってサン

プルに照射される。サンプルからの蛍光はスキャナーを通った後、焦点距離� ,**�bbと焦点距離�

,/*�bb�<D:'-*',/*HE	�シグマ光機#のレンズで構成した+(,/倍のリレーレンズに導入される。

リレーレンズの直後に ;n-用の蛍光フィルター（=L0./)1/b	�;]gdbV）を置き、最終的に =E'

;;< カメラ � �;3+**	� #VbVbVihj� H]didcAXh#で検出した。像の取得には付属のソフト

�9IM9;GKEGK	�#VbVbVihj�H]didcAXh#を用いた。撮影条件を以下に示す。�

 露光時間� +**�bh�
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 =Eゲイン� +1*�

 オフセット� *�

 ビニング� +� ×� +�

�

 局所退色の光学系では、レーザー光は逆向きに取り付けたビームエキスパンダー�D:=<'-	�シ

グマ光機#に導入されビーム径が狭められ、デジタルミラーデバイス�<A?AiVa�EAggdg� <ZkAXZ	�

<E<#�<E<�<AhXdkZgn�++**	�LZmVh�AchigjbZcih#に照射される。<E<が反射したレーザー光は

焦点距離� .**�bb�<D:'-*'.**HE#のレンズを通過して顕微鏡のターレットに導入される。レン

ズは <E<の面が細胞面上で像を結ぶような配置である。ターレットはダイクロイックミラーと

蛍光フィルター�P!3,	�GE=?9�GHLA;9D#を取り付けたキューブに設定し、レーザー光はダイ

クロイックミラーで反射されサンプルに照射される。サンプルからの蛍光は落射イメージングと

同様に冷却 ;;< カメラで検出するか、スピニングディス型共焦点イメージング用の蛍光取得用

光路に導入して =E';;<カメラで検出した。�

 それぞれの光路は電動ミラーマウント�223,'C'E	�FZledgi#によって切り替えを可能にした。

なお細胞観察時には細胞が入ったガラスボトムディッシュを加熱し -1℃に保った。ヒーターとし

て顕微鏡用インキュベータ�EA'A:;	�オリンパス#を使用した。�

�

2.6.2 レーザースキャニング型共焦点顕微鏡 

�レーザースキャニング型共焦点蛍光イメージングには DZAXV社の L;K�KH2を用いた。;n-の観

察のために //,�cb レーザーを使用した。ダイクロイックミラーと蛍光フィルターはそれぞれ顕

微鏡に内蔵されているものを使用した。画像取得は装置に付属のソフト�D9K'P#�により行った。

対物レンズには DZAXV社の#;P�HD�9HG�;K,�0*m)+(.*�GADを用いた。試料から出た蛍光はプリ

ズムにより分光し、///'1**�cbの蛍光を#n<検出器（KiVcYVgYモードもしくは H]didc�;djciAc?
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モード）にて検出した。撮影条件を以下に記す。�

 取得画像サイズ� � /+,� ×� /+,�eAmZa�

 スキャンスピード� � .**�#o�

 ズームファクター� � +(1/�

 ピンホールサイズ� � +�9M�

 ラインアベレージ� � +�

 #n<のゲイン� � � ,**�

 レーザーパワー� � / �

�

2.6.3 二波長分岐型スピニングディスク共焦点顕微鏡 

 倒立型顕微鏡� �<bA2	�DZAXV#�に 0*倍対物レンズ�#;�HD�9HG�0-m)GAa�;K,	�DZAXV#を用い、ス

ピニングディスク共焦点ユニット� �;KM'P+	�横河電機#、イメージスプリッティングユニット�

�9+,2*+'*+	�浜松ホトニクス#�、h;EGK カメラ� �;+-..*',*;M	�浜松ホトニクス#�をそれぞれ

接続した。励起光はスピニングディスク共焦点ユニット付属の //+�cb��最大 +**�bO#および 0-2�

cb��最大 +.*�bO#のレーザーを用いた。励起光および試料からの蛍光は、スピニングディスク共

焦点ユニット内のダイクロイックミラー� �<A*+'L.*/).22)/02)0.1	� KZbgdXC#�およびイメージ

スプリッティングユニット内のダイクロイックミラー�!!0.*'!<A*+	�KZbgdXC#�と蛍光フィルタ

（!!*+'03*)1*および !!*+'/3-'.0	�KZbgdXC#�で分光して h;EGKカメラに導入した。画像取得

は vEVcV?Zgを用いて行い、最大出力の励起光での蛍光を、露光時間 +**�bhで連続撮影した。�

�

2.7 細胞の固定 
 以下の手順に従い、細胞を固定した。�

+(�プローブ導入後 -*分経過後の細胞から培地を吸引する。�
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,(�H:Kで洗浄する。�

-(�+(/�bDの固定液を加え、-1℃で -*分インキュベーションする。�

.(�固定液を吸引し、H:Kで洗浄する。�

/(�<E=E'#=H=K溶液を ,�bD加え、観察用サンプルとする。�

�

2.8 DMDの操作と照射領域の確認 
 <E<はコンピュータに接続し、付属の専用ソフトウェアで操作した。+*,.� ×� 102 eAmZaの白

黒 ,値の :EH画像を読み込ませることで <E<の各ミラーの制御を行った。!J9Hデータ取得

の準備としては、以下の手順で行った。�

+(�すべてのピクセルが白の画像を読み込ませ、<E<の各ミラーが、レーザーを顕微鏡に導入す

る向きに設定する。�

,(�F<フィルターで *(/ 程度の強度にしたレーザーを、局所退色溶光路を介してプローブがイン

ジェクションされた細胞に照射しイメージングを行い、照射領域の確認をする。�

-(�レーザーの<E<へのおおよその照射位置を目視で確認し、それに対応する領域が白の円形で

それ以外の領域が黒の :EH画像を作成し<E<に読み込ませる。�

.(�手順 ,(と同じ操作を行い、設定した円形領域の細胞上での位置を確認する。�

/(�手順 .(で得られた円形領域が手順 ,(で得られた照射領域とずれている場合には :EH画像の円

形領域の修正を行い再度読み込ませる。�

�

2.9 FRAP データの取得 
 以下の手順に従い、!J9Hデータを取得した。�

+(�まず、スピニングディスク共焦点の光路に設定し、シャッターを開いた後録画を開始する。�

,(�,秒以上の撮影後、電動ミラーとターレットを動かし、局所退色用光路に切り替える。�
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-(�局所退色用光路のシャッターを短時間開き、局所退色を行う。�

.(�局所退色の後すぐにスピニングディスク共焦点用光路に戻す。�

/(�さらに -*秒程度録画を継続し、撮影を終了する。�

0(�取得した連続画像はマルチページ LA!!形式に変換し、解析用とする。�

�

2.10 FRAP データの解析 
2.10.1 解析に利用したソフトウェア 

 解析に利用したソフトウェアは以下の通りである。カッコ内はバージョンを表す。�

� ・AbV?ZB��,(*(*'gX'03)+(/,e5�BVkV�+(2(*U+1,#�

� ・BjeniZg�.(.(*��Hni]dc�-(0(*#�

 また、Hni]dcの使用ライブラリは以下の通りである。�

� ・bVieadiaAW��+(.(-#�

� ・HVcYVh��*(+0(,#�

� ・FjbHn��+(3(,#�

� ・KXAHn��*(+0(*#�

�

2.10.2 退色領域の蛍光に関する情報の抽出と関数フィッティング 

 以下の手順に従い、取得した画像から輝度情報を抽出し、解析した。�

+(�AbV?ZBを開き、9cVanoZ�→� KZi�bZVhjgZbZcihで 9gZV	�EZVc�?gVn�kVajZ	�<AheaVn�aVWZaにのみ

チェックを入れる。�

,(�解析対象のマルチペーチ LA!!ファイルを開く�

-(�JGAを次の順で JGA�EVcV?Zgに登録する。カッコ内は選択する JGAの形状である。�

 �+#退色領域SGkVaT� �
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 �,#細胞全体（辺縁部の暗い領域は除く）S!gZZ]VcYT�

 �-#細胞核の部位S!gZZ]VcYT�

 �.#背景（細胞のそばの暗い部分）SJZXiVc?jaVgT�

.(�登録した .つの JGAを選択し、JGA�EVcV?ZgのEdgZ� ≫�→� EjaiA�EZVhjgZを選択する。出て

くるポップアップはEZVhjgZ�Vaa�����haAXZh�����には LA!!ファイルに含まれる画像の枚数が入る#

とGcZ�gdl�eZg�haAXZにチェックを入れGCを押す。�

/(�表示されたJZhjaihを Xhk形式で保存する。画像ファイルと拡張子以前は同じ名称にしておく。�

0(�BjeniZg上の Hni]dcで得られたデータに対して関数フィッティングを実行（関数の詳細は -章

で述べる）�

�

2.10.3 結合率の算出 

 , 成分フィッティングを行い得られたフィッティング結果から、すべての蛍光回復のうち、拡

散の遅い成分の寄与の割合を結合率として計算した。ただし、フィッティング結果が物理的に妥

当でないと判断した場合、その結果は結合率算出に用いないことにした。使用しないデータの基

準は以下の通り。�

 •�フィッティングエラーがパラメータ推定値より大きいもの�

 •� !" +	!%&'( +	!')*+ > 	1.01�のもの�

�

2.11 ガラス基板に固定したプローブの輝度追跡 

2.11.1 データの取得 

以下の手順に従い、ガラス基板に固定したプローブの輝度を取得した。�

+(�-/�bbガラスベースディッシュ� �-31+'*-/	�AO9CA#�のガラス部分に-�b?)bDビオチン化:K9�
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/�vDを塗布し、室温で ,分吸着させる。�

,(�H:K�+(/�bDにより ,回洗浄する。�

-(�;n-標識の� /�cE�!ajX�bJF9標的プローブ /*�vDをガラスベースディッシュのガラス部分に

乗せ、室温で ,分吸着させる。�

.(�H:K�+(/�bDで ,回洗浄する。�

/(�観察用培地� ,�bD を加え、二波長分岐型スピニングディスク共焦点顕微鏡で露光時間 +**�bh

で +***枚の連続撮影を行い、取得した画像を LA!!形式で保存する。�

2.11.2 データの解析 

以下の手順に従い、プローブ退色に伴う輝度変化を求めた。�

+(� AbV?ZBで保存した画像を開き、観察された輝点に対し .�eAmZa� ×� .�eAmZaの正方形の JGAを設

定する。�

,(�JGA内の蛍光強度を +***枚分取得し、,*枚分の移動平均を計算する。�

-(�移動平均した輝度に対し、c枚目の輝度と c%,*枚目の輝度の差を求める。�

.(� -(で求めた差が /* 以上の時、c'+* 枚目の輝度と c%-* 枚目の輝度の差を退色に伴う輝度変化

として記録する。�

�

2.12 輝点の追跡 
 二波長分岐型スピニングディスク共焦点顕微鏡で観察された輝点に対し、AbV?ZBのプラグイン

である LgVXCEViZ��k-(2(*#�を用いて運動の軌跡を得た。パラメータの設定は以下の通り。�

・<ZiZXidg4�<d?�YZiZXidg�

・=hiAbViZY�WadW�YAVbZiZg4�+�vb�

・L]gZh]daY4�*�
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・MhZ�bZYAVc�[AaiZg4�Fd�

・<d�hjW'eAmZa�adXVaAoViAdc4�QZh�

・AcAiAVa�i]gZh]daYAc?4�9jid�

・KZaZXi�V�igVXCZg4�KAbeaZ�D9H�igVXCZg�

・DAcCAc?�bVm�YAhiVcXZ4�+�vb�

・?Ve'XadhAc?�bVm�YAhiVcXZ4�*(2�vb�

・?Ve'XadhAc?�bVm�[gVbZ�?Ve4�,�

,*�[gVbZh以上追跡可能であった輝点を対象とし、平均二乗変位を計算した。�

�

2.13 FLIP (Fluorescence loss in photobleaching) 
 ;n- 標識と 9LLG�0.1F 標識のプローブをそれぞれ導入したガラスベースディッシュ上の

;GK1細胞に対し、レーザーディスク型共焦点顕微鏡法の顕微鏡� �DZAXV�KH2	�,(/(+参照#�で、対

象の細胞の核周辺の細胞質領域内で 23 µm × 9 µmの長方形領域を選択し、551 nmと 638 nm

のレーザーをそれぞれ 100 %に設定して領域内に 4分間のレーザー照射により FLIP を行った。

速やかに細胞を二波長分岐型スピニングディスク共焦点顕微鏡に移し、FLIP 後の蛍光を観察した。 

�

表 ,(+�コントロールとして用いたプローブ配列�

�

�

�

�

�

名称 説明 プローブ配列
Fluc Firefly Luciferase mRNA用配列 GUUGUUUUGGAGCACGGAAA
polyU polyA鎖を標的とした配列 UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU
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�

�

�

�

図 ,(+�落射イメージング用の光路�

[は焦点距離� �単位bb#�を表す。以下同様�

�
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�

� 図 ,(,�スピニングディスク型共焦点イメージング用の光路と局所退色用の光学系�

�

�

�  
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第3章  
FRAPによる結合率定量のための実験系構築 

�

3.1 概要 

 本章ではプローブの結合評価に用いる光退色後蛍光回復法� �!ajdgZhXZcXZ� JZXdkZgn� 9[iZg�

H]didWaZVX]Ac?	�!J9H#�について、この手法を採用した理由と結合評価の方法、そして結合評価

のために構築した光学系について述べる。具体的には !J9Hに関する適切な理論モデルについて

の検討を行い、そのモデルが要請する条件を満たす光学系を構築した。�

�

3.2 細胞内におけるアンチセンス核酸の結合評価法 
 細胞内は多種類の分子が存在し、bJF9には翻訳因子やリボソームなど他種・多数の分子との

相互作用がある非平衡状態であるため、合成したbJF9とプローブを試験管内で結合させてそれ

を評価しても、その結果が細胞内で一致するとは言えない。したがって、最終的にプローブを細

胞内で利用しようとする限り、プローブの細胞内での結合能を直接測定する必要があると考えた。

そこで本研究では、プローブがbJF9と結合することで拡散が遅くなることに着目し、分子拡散

の解析によって結合能を評価することにした。その詳細については次節で述べる。�

 なお、細胞内での分子の結合を検出するその他の手法として、結合形成に伴う蛍光の変化を検

出するものがある。!J=Lの利用や、周囲の環境によって蛍光を変える分子の利用が挙げられる。

アンチセンス核酸プローブと bJF9 との結合を検出する場合、, 種のプローブを用いる方法や

bdaZXjaVg�WZVXdcを用いる方法があるが、いずれも感度が低いという問題があることは +章で述

べた通りである。周囲の環境に応答する分子としては例えばある種のインターカレーター型の色

素の利用S,*TS,+Tがあり、プローブの適当な塩基を色素に置換することで、結合状態でプローブ

の蛍光強度が高くなるため結合評価が可能になる。ただし、色素を鎖内に導入する必要があり手
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間とコストがかかるほか、プローブが JF9 と結合した時にの蛍光強度が配列によって変化する

ため、結合率の定量は困難である。この手法の利点は背景光が少ないことにあるため、結合率の

高い配列の選択を他の手法で行い、組み合わせて利用するのが有効であると考えられる。�

�

3.3 FRAP によるアンチセンス核酸の結合評価の原理 
�本研究ではプローブとして ,* 塩基のアンチセンス核酸を用いるが、標的となる bJF9 は数百

～数千塩基程度でありプローブに比べはるかに巨大であることに加え、細胞内では多数のタンパ

ク質と巨大複合体を形成するため、プローブがbJF9に結合すれば結合したプローブの拡散は著

しく遅くなる� �図 -(+9#�。したがってプローブの拡散を解析することでプローブがどの程度

bJF9に結合しているかを見積もることが可能となると考えた。�

 細胞内での分子拡散の解析法として本研究では !J9Hを利用することとした。 !J9Hは溶液

中の蛍光分子の拡散を調べる手法であるS,,T。強力なレーザーを局所的に当てその領域内に存在

する蛍光分子を退色させ、その直後からレーザーを弱めて退色領域における蛍光回復を追跡する。

このとき、周囲の蛍光分子の拡散が速いほど退色領域への流入が多くなるため蛍光回復が早くな

る� �図 -(+:#�。分子の拡散速度は一般に分子のサイズが大きいほど大きくなり、逆に分子のサイ

ズが小さいほど拡散速度は小さくなる。そのため、ある蛍光分子が、他の分子と複合体を形成し

ているかどうかを !J9H の解析により明らかにできる。この手法をプローブと bJF9 の結合解

析に利用することにした。�

 なお、細胞内の分子拡散を調べる手法は他にも + 分子追跡法や蛍光相関分光法� �!ajdgZhXZcXZ�

;dggZaViAdc�KeZXigdhXden	�!;K#�などがあるが、対象とする分子の拡散速度や濃度によって適切な

手法は異なる。+分子追跡法では +分子が追跡できる程度に濃度が薄い� �～数 cE#�必要があり、

追跡可能となる分子はある程度遅いもの�<�6�+�µb,)h�程度#に限定される。!;Kでは直径 *(/�µb

程度の領域の蛍光を取得するため、局所的なbJF9濃度や状態を大きく反映してしまう。さらに
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測定可能な分子の濃度は +�µE程度が上限であり、発現量の多いbJF9に対しては適用困難であ

る。� !J9Hでは解析する領域を変えることで調べる対象とする範囲� �核・細胞質・ストレス顆粒

など#�や拡散速度を変えることができ、適応可能な濃度領域が広い（数 cE～上限なし）という利

点がある。そのため、対象となる JF9 の範囲を広くすることができると考え、!J9H を採用し

た。�

�

3.4 本研究における FRAPによる結合評価法の戦略 
 前節で述べた蛍光回復測定からプローブのbJF9に対する結合率を求めるためには、分子の運

動様式についての情報が必要である。分子が自由な拡散をしているのか、特定の方向性を持った

運動をしているのか、あるいは他の分子と結合解離を繰り返しているのか、などといった条件で

蛍光回復曲線が変化する。細胞内では不均一な構造が存在することや、一部のbJF9は能動輸送

を受けるということから、プローブおよび bJF9 は多様な運動様式を持っていると考えられる

が、各分子のあらゆる状況をモデルに組み入れる事はできないため、次のような仮定を置くこと

にする。プローブは、�V#�bJF9に結合せず早い拡散をしているか、�W#�bJF9に結合し遅い拡

散をしているか、�X#�非特異的な吸着などにより拡散をしていない、という - 状態のみを取り、

全体の蛍光回復はこの - 状態にそれぞれ対応する成分の和で書けるというものである。この仮定

に従うと、退色領域の蛍光回復の割合は�

� 0(2) = !fast	0fast(2) + !slow0slow(2)� (3.1)  

と書くことができる。0(2)�は時刻	2	における退色前に対する蛍光回復の割合を、!%&'(と!')*+は

それぞれ早い拡散と遅い拡散による蛍光回復が全体の蛍光回復に対して寄与した割合を、0%&'((2)

と0')*+(2)�はそれぞれ早い拡散と遅い拡散による蛍光回復について時刻tにおける退色前に対する

回復の割合を表す。なお、この式には�X#に対応する項が存在しないが、2 → ∞のとき拡散する成

分はすべて回復するので0%&'((2), 0')*+(2) → 	1�となること、および0(2)の定義から、�
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� !st = 	1	 −	!fast −	!slow� (3.2)  

上記� �-(,#�式の!'(がそれに対応する。 �

プローブのbJF9に対する結合能の評価値として結合率� �@A#�を、�

� @A	 =
!')*+

!%&'( +	!')*+
� (3.3)  

上記� �-(-#�式のように、蛍光回復した量のうち遅い成分の拡散が寄与する割合、と定義して、

以後のプローブの結合評価に用いた。�

 実験的には、退色時の条件に応じて0%&'((2)と0')*+(2)を決定し、蛍光回復のデータをフィッテ

ィングすることで各成分の割合を求め、プローブの結合率を算出することになる。詳細について

は次節以降に述べる。�

�

3.5 用いる FRAPのモデルとその条件について 
 !J9H に一般解は存在しないため、数値計算によるシミュレーションを利用した解析S,-Tや実

験結果に合致する経験則に基づく近似式を用いた解析S,.Tが行われている。本研究では、適当な

条件を置くことで得られる解析的な解を利用した。複数の理論モデルの中から、本研究では

KdjbeVhAh によるモデルS,/Tを用いることとした。以下、モデルの詳細について述べる。モデル

が要請する条件は次の ,つである。�

�

�V#�退色領域の形状が円形で、退色直後の蛍光強度は円形領域の内外でそれぞれ単独の値を取る。

言い換えれば、退色領域が半径Bの円形であるとき、退色中心からCだけ離れた場所の退色直後に

おける蛍光強度D(C)は、�

� D(r) = 	F
	!G  C ≤ 	B

	
	!I  	C > B

� (3.4)  

となる（ただし!G < 	!I）。�
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�W#�退色領域の蛍光回復を観察するレーザーの強度が均一なものである。�

�

 この条件下で単一の自由拡散によって蛍光回復が起こる時、退色領域の最終的に回復する量に

対し、退色直後を� 2 = 0�として時刻	2	における回復量の割合� 0(2)	は、�

� 0(2) = expN−
2P
2 Q RI0 N

2P
2 Q +	I1 N

2P
2 QT� (3.5)  

となる。すなわち、退色領域の退色後の各時刻における平均蛍光強度をU(2)とすると、�-(.#を用

いて�

�
U(2) = !2 + (!2 − !1)0(2)�

=	!I + (!I − !G) exp V−
2P
2
W XIY V

2P
2
W +	 IG V

2P
2
WZ�

(3.6)  

と書ける。2 = 0は退色直後の時刻である。なお、Pは拡散時間を表し、領域半径� B	と分子の拡散

係数� 	[について、�

� P	 = 	BI/(4[)� (3.7)  

の関係を持つ。ここで� IYとIGは * 次および + 次の第一種変形ベッセル関数を表す。�-(/#式はPの

値によって、� �-(+#�式における� 0%&'((2)�および� 0')*+(2)�に対応する。�

 このモデルを利用することにした理由は、用いる実験系がこのモデルの想定する状況に近いと

考えたからである。まず� �V#�については、<A?AiVa�EAXgdbAggdg�<ZkAXZ��<E<#�を用いた照射S,0T

により、照射領域内のみを効率的に照射でき、標的とした照射領域外を退色することがほとんど

なくなり、退色領域内外で , 値的な蛍光強度を取ると考えたからである� �<E< による照射につ

いては次節で述べる#�。ただし考慮しなければならないのは、拡散時間に対して退色に要する時

間が十分短い必要があるということである。KdjbeVhAh のモデルでは退色直後の蛍光量が退色領

域の内外で , 値的になっていることが要請されているが、実際には退色中に周囲の分子の拡散に

より蛍光回復が始まっているためそのような状況にはなり得ない。したがって退色時間が拡散時
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間に比して短いことを確認し、近似して扱うことになる。確認のためには実際に !J9Hデータを

取得し拡散時間を算出し、退色時間と比較を行う必要がある。そのため、系の構築後この確認を

行い、拡散時間が退色時間より長いなどの問題があった場合には系に変更を加えることとした。�

 �W#�については通常のイメージングに用いるように細胞全体にレーザーが照射されるようにす

ればほぼ問題がないため考慮しないこととした。�

�

3.6 FRAP のための光学系の構築 

3.6.1 DMDを用いた照射系の構築 

 <E< とはマイクロミラーの集合体であり、プロジェクター等に利用されている。本研究で用

いた<E<�<AhXdkZgn�++**��LZmVh�AchigjbZcih#では、+*,.×102枚のマイクロミラーが +-(02�µb

の間隔で並んでいる。<E< のそれぞれのミラーは独立して向きを変えることが可能であり、

<E<の面が蛍光観察を行う焦点面で像を結ぶように <E<を設置すれば、細胞面上に任意のパ

ターンで照射が可能となる。そこで、既存のイメージング用落射光学系に付け加える形で、<E<

を用いた照射系を構築した� �図 -(,#�。サンプル表面で<E<の面が像を結ぶようにするため、焦

点距離 .**�bb のレンズ� �<D:'-*'.**'HE	�シグマ光機#を配置した。実際に像を設定し、カバ

ーガラス内に封入したプローブを観察し、任意のパターンの照射が可能であることを確認した（図

-(-）。ここで像を円形にし、その領域を覆うようにレーザーを照射すれば細胞面上で円形の照射

を行うことが可能となる。なお、<E< に入射する直前のミラーの位置と角度を調整しながらパ

ワーメーター� �9I,+/*	�安藤電気#�で反射光の強度を測定し、<E<反射後のレーザー強度が高

くなるようにした。また、対物レンズから出る光が鉛直方向に出るように <E<反射後のレーザ

ーが入射するミラーの角度を調整した。�

 フィッティングによるパラメータ推定の精度を高めるためには、前節で述べたように退色を短

時間にし、照射中の蛍光回復を抑える必要がある。また、退色終了から細胞全体のイメージング
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を開始するまでの時間を短くする必要がある。これは、退色直後に近い時刻であるほど蛍光回復

速度が大きくなるため、この領域のデータが多いほど退色直後の環境をより精度良く推定できる

ためである。これらの点に留意し、光学系の変更を行った。具体的な内容について以下述べる。�

 まず、退色時間を短くするためには、退色領域におけるレーザー強度が高いことが必要である。

レーザー強度が低いと短時間では十分な退色ができず、蛍光回復量が減少するため感度を下げる

要因となってしまう。通常のイメージングのために、レーザーの出射直後にビームエキスパンダ

ーが置かれているが、このレーザー光が顕微鏡に導入されると比較的広い照射範囲となる。この

状態で <E<を用いて局所的な退色を行うと大部分のレーザー光は顕微鏡に行かないことになる。

そこで <E< による照射用光路に - 倍のビームエキスパンダー �D:=<'-	�シグマ光機# を逆

向きに配置し、ビームコンプレッサとして機能させた。ビーム径が +)-になるため、ビーム強度

はおよそ -,�7�3倍になると考えられる。また、照射時間についてははシャッターのスイッチを ,

度短く押すことで *(- 秒程度まで短くできたため、この条件でプローブの拡散時間を測定し、さ

らなる光学系の変更が必要かどうかを検討することとした。これについては -(1節で述べる。�

 �

3.6.2 固定細胞の退色による光学系の評価 

 前項までで構築した局所退色用およびイメージング用の光学系を用いて、-(/ 節で述べた

KdjbeVhAh のモデルが要請するような局所退色が適切に実行できるかを確かめた。細胞にプロー

ブを導入した後に化学固定を行い、露光時間 +**�bhで蛍光像の連続撮影を行いながら、局所的退

色を行った� �図 -(/#�。蛍光像の確認により、照射時間が *(-秒程度で退色を行えることを確認し

た。細胞イメージングに適した設定のまま退色中も撮影を続けたため退色時には退色領域より広

い範囲で蛍光がカメラの検出上限を超えたが、退色終了後の細胞全体の蛍光像から、想定した退

色領域のみを効率的に退色できていることが確認できた。�
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 複数の細胞について同様に撮影を行い、照射領域と照射領域に隣接する領域で退色前後の蛍光

強度変化を解析した�図 -(/#。照射領域とそれに隣接する領域および WVXC?gdjcYとして細胞の無

い領域で JZ?Adc�d[�AciZgZhi��JGA#を設定し�図 -(/9#、照射領域と隣接する領域で平均蛍光強度か

ら WVXC?gdjcY を引いた値をそれぞれ退色前後について求め、退色前を + として規格し、退色後

の値を比較した�図 -(/:#。その結果、照射領域は約 1* の蛍光が退色されている一方で、隣接す

る領域では平均で 3/ 以上の蛍光が残っており、照射領域のみを特異的に退色できていることを

確認した。�

 退色の空間的特異性は確認できたが、退色後も退色領域の蛍光が - 割程度残っていたため、退

色が完了していない可能性を考えた。プローブが固定されていて照射領域の蛍光強度が照射領域

内の蛍光分子のみに由来するならば、再び局所的照射を行えば残っていた蛍光の約 1 割が退色さ

れ、退色領域の蛍光は約 + 割程度になるはずである。逆にもし退色が完了しているとすれば、照

射領域の蛍光が退色領域内の蛍光分子以外の影響を受けていることになり、繰り返し局所的照射

を行っても退色領域内の蛍光は一定以下にはならないと考えた。以上の考察より、退色時間が十

分であったかを検討するため、同じ領域への繰り返し照射を行った。しかし、複数回照射しても

照射領域の蛍光強度は初回の照射時と比べほとんど低下せず、イメージング中の蛍光回復もほと

んど見られなかった� �図 -(/�;	<�#。したがって、退色領域内の蛍光は退色領域内の蛍光分子以外

の影響を受けており、実際には + 回目の退色終了時には退色領域内に蛍光分子はほとんど残って

いないことが考えられる。本研究では蛍光強度の解析によりプローブの結合率を求めようとして

いるため、このような影響は定量性を下げる要因となる。蛍光強度が高く測定されてしまう原因

として、本実験で用いている落射顕微鏡法では焦点面以外からの蛍光も一定量検出されるため、

ボケを持って広がった焦点面以外に存在する分子からの蛍光が退色領域に影響を与えていると考

えた。そのため共焦点顕微鏡法を用いれば、焦点面以外の蛍光を抑えることができるため退色領

域内の蛍光が低く検出され、実際の状態に近い像を得ることができ結合率測定の定量性がと期待
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した。そこで、局所的退色させた固定細胞を共焦点顕微鏡法で観察し、退色領域の蛍光強度が実

際に低く観察されるか確かめることにした。�

�

3.6.3 顕微鏡法による退色領域の蛍光強度の比較 

落射顕微鏡法では焦点面以外からの蛍光も一定量検出されるため、退色領域の蛍光回復の定量性

が下がる可能性を考えた。そこで、プローブを導入した細胞を化学固定し、局所退色を行って作

製したサンプルを、複数の顕微鏡法で観察し退色領域の蛍光強度について比較した。�

まず、落射顕微鏡法とレーザースキャニング型共焦点顕微鏡法� �DZAXV�KH2#�の比較を行った。解

析では、照射領域とそれに隣接する領域、そして背景光の領域を JGAとして設定した。このとき、

照射領域とそれに隣接する領域の JGA は、その部分の細胞の厚さが同程度となるよう設定した。

この基準を設けた理由は、同じ細胞を観察しても共焦点顕微鏡法に比べ落射顕微鏡法では厚みの

ある領域で蛍光強度が高く観察されやすく、JGAの位置によって結果が変わるからである。�

 退色領域およびそれに隣接する領域の背景光を引いた蛍光強度平均の比を求め、この値を比較

した�図 -(0#。その結果、共焦点顕微鏡法で観察した退色領域の蛍光は落射顕微鏡法で観察した時

と比べて +)/程度であった。この際、共焦点顕微鏡の検出器� �#n<#�は感度の高い KiVcYVgYモー

ドおよび定量性の高い H]didc�;djciAc?モードを用いて実験をしたが、いずれのモードを用いて

も同様の結果が得られた。以上の結果と前項の結果をあわせ、落射顕微鏡法では退色領域内の蛍

光の解析精度が落ちるため、共焦点顕微鏡法の方がふさわしいと判断した。そこで、照射系を組

み込んだ顕微鏡に共焦点顕微鏡法を導入することにした。�

�

3.6.4 局所退色用光学系と共焦点光学系の併用 

 局所的退色用光学系を組み込んだ顕微鏡で共焦点イメージングを併用可能にするため、スピニ
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ングディスク型共焦点ユニット� �;KM,+	�横河電機#�を導入し、スピニングディスク型共焦点顕

微鏡法を利用した� �図 -(1#�。落射光学系と同様に、励起光は , 枚のレンズ� �<D:-*'0*'HE	�シ

グマ光機#�と光撹拌機で均一な平行光にした後、焦点距離 ,/*�bb のレンズ� �<D:-*',/*'HE	�

シグマ光機#�で集光しながら共焦点ユニットに導入した。共焦点ユニットを通過した励起光は顕

微鏡に導入されサンプルを励起する。サンプルの蛍光は共焦点ユニットを通過した後蛍光フィル

ター� �0./9!1/	�GbZ?V�GeiAXVa#�で励起光を除き =E';;<カメラ� �;3+**	�浜松ホトニクス#に

て検出される。ここで配置の都合上、焦点距離 ,**�bbのレンズ� �<D:-*',**'HE	�シグマ光機#�

と焦点距離 ,/*�bbのレンズでリレーレンズを組み、適切に =E';;<カメラで像を結ぶように

した。�

 前節までと同様、固定細胞の局所退色の後、細胞を落射光学系と共焦点光学系でそれぞれイメ

ージングし、退色領域の蛍光強度について比較した。その結果、前節と同様、共焦点顕微鏡法を

用いた方が退色領域内の蛍光強度が低く観察された�図 -(2#。この結果より、!J9Hには落射顕微

鏡法より共焦点顕微鏡法の方が適していると判断し、スピニングディスク型共焦点顕微鏡法を用

いることとした。�

�

3.6.5 退色領域の退色特性 

 前節で構築した光学系で局所退色とイメージングを行い、退色の空間的特性を解析した。その

結果、退色領域の内外が明確に分かれていることが確認できた（図 -(2および図 -(3#�。退色中心

からの距離が ,* ピクセル程度のところまでは退色後の蛍光は退色前に比して + 割程度度である

が、,/ピクセルより遠いところでは 3割程度かそれ以上になっていることがわかる。+ピクセル

は約 *(,+�µbに相当するため、退色領域の半径 .�µb強の円形領域で、内外が明確でない領域は

幅約 +�µb の円筒領域に相当することとなる。面積比で考えれば内外が明確で無い領域は退色領
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域の +)+* 以下であり、この退色後の蛍光強度分布を�-(.#式のような箱型と近似しても結果に大

きな影響は与えないと判断した。また、共焦点顕微鏡でもピントがずれた部分の影響が完全に無

くなるわけではないため、実際には更に明確に退色領域内外が隔てられていると考えられる。半

値幅が半径 ,+ピクセル� �7�.(.1�µb#�だったため、これを退色領域のサイズとして以後の解析に

用いた。�

 なお、退色中の蛍光像を見ると、照射開始直後では照射領域が全体的に明るくなっているのに

対し、その次の像では明るい部分はドーナツ状に観察された�図 -(+*#。ドーナツ状の領域は照射

領域の縁であり蛍光が弱くなっているということから、この像の時点で照射領域内の蛍光分子の

大部分は退色されていると考えられる。露光時間 +**�bh の連続撮影で像を取得しているため、

*(+ 秒未満の照射時間でも十分な退色が実現されている可能性がある。用いた光学系ではシャッ

ター切り替えの都合上 *(- 秒程度未満の照射時間は困難であるが、電子制御可能なものに切り替

えるなどすれば照射時間を短くできるため、プローブの拡散時間が照射時間より短い場合でもあ

る程度改良の余地があると考えられる。�

�

3.7 コントロールプローブを利用した実験系の評価 

3.7.1 概要 

 構築した !J9Hのための実験系を用いて実際に !J9Hデータを取得した。;GK1細胞内に存在

しないホタルルシフェラーゼ� �!ajX#�bJF9を標的としたプローブと、bJF9の edan9鎖を標的

とし、細胞内に大量に標的が存在すると考えられる edanMプローブを用い、それぞれの結果を比

較した。また、!ajX�bJF9標的のプローブを用いた結果ではフィッティングを行い、退色時間が

拡散時間に比べ短いことを確認した。�
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3.7.2 標的mRNAの量の差による蛍光回復速度の違い 

 !ajX�bJF9 標的のプローブを用いた場合、退色領域の蛍光は数秒でほとんど回復を完了した

が、edanMプローブを用いた場合は退色後 +*秒経過後も蛍光像において退色領域が明確に観察さ

れ、蛍光回復が遅いことが確認できた�図 -(+,#。!ajX�bJF9標的プローブではプローブの自由な

拡散による蛍光回復が起こった一方で、edanMプローブではプローブがbJF9と結合することで

拡散が遅くなり、蛍光回復も !ajX�bJF9標的プローブと比べ遅くなったと考えられる。�

3.7.3 Fluc mRNA標的プローブを用いた FRAPデータのフィッティング 

 ネガティブコントロールとしてホタルルシフェラーゼを標的とした配列を用い、!J9H データ

を取得し解析を行った。ただし、bJF9には結合しないと考えられるため、�-(+#式の拡散速度の

遅い成分の項を取り除くとともに、局所照射後も未退色である分子による蛍光の寄与の項を加え、�

� U(2) = 	!^ 	+ !%&'(	0%&'((2)� (3.8)  

としてフィッティングを行った。フィッティングには ,*秒分（,**枚#のデータを用いた�表 -(+#。

なお、このとき ,(+*(-項の条件に加え、前節の固定した細胞での検討から、!^ < 0.05となる結果

も除外した。解析の結果、拡散時間の平均は *(1,�hであり、退色時間の約 *(-�hと比較すると短く

はあるが十分短いとまでは言えず、退色中にもある程度蛍光回復が起こっていると考えられる。

-(0(/項で記述した通り、退色時間の *(+秒程度への短縮が期待できるものの、本研究の目的とし

て正確な拡散時間を求めることでなく、速い成分と遅い成分の区別をつけてプローブ間での差を

比較することであり、その目的にはかなうと判断したためシャッターの交換などによる退色時間

の短縮は行わないこととした。�

�

3.8 小括 
 <E< を利用した照射系とスピニングディスク型共焦点顕微鏡法を用いて、!J9H によるアン

チセンス核酸プローブのbJF9に対する結合率を定量するための光学系を構築した。これを用い
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てプローブをインジェクションした後固定した細胞を利用し、局所的退色が可能なことを確認し

た。また、bJF9に結合するプローブと結合しないプローブで退色後の蛍光回復が異なることを

確認した。最後に bJF9 に結合しないプローブの !J9H データに対し理論モデルに基づくフィ

ッティングを行って拡散時間を算出し、これが退色時間より長いことを確認した。�

� �
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�

�

図 -(+��9#�プローブの状態による拡散速度の変化5��:#�!J9Hの原理�

�

�
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�

図 -(,�<E<を用いて構築した照射系の概要�

�

�
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�
図 -(-�<E<に設定した像とサンプルの蛍光像の関係� �

�hXVaZ�WVg4�,*�µb#�

 <E<に設定した像の白い部分はマイクロミラーが顕微鏡の方向を向いている領域を、黒い領

域はマイクロミラーが顕微鏡とは異なる方向を向いている領域を表す。左列のようにすべてのミ

ラーを顕微鏡に向けると、励起光がそのままサンプルに照射される。右列のように設定すること

で励起光の一部が顕微鏡に導入され、設定した像の形で照射できる。�

�

�
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�

図 -(/�固定細胞の退色前後の蛍光像� �hXVaZ�WVg4�,*�µb#�

�

 この図の場合、露光時間 +**�bhの連続撮影であることと局所的照射中に相当する画像は .枚

であることから、照射に要した時間 Lは *(,�6�L� ≦� *(.��h#であるとわかる。�
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�
図 -(/�落射光学系での固定細胞の局所退色と解析�

�9#�JGAの設定例� �+4�退色領域	�,4�隣接領域	�-4�背景#�

�:#�局所退色に伴う蛍光強度の変化� �F72#�

�;#�繰り返し退色時の退色領域内蛍光強度の変化� �緑線は退色操作を行っている時間を表す）�

�<#�退色回数と退色領域内蛍光強度の関係� �F70#�

� �
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�

図 -(0�退色領域内の蛍光強度の顕微鏡法による違い�

左� KiVcYVgYモード� �F�7�+*#5�右� H]didc�;djciAc?モード� �F�7�0#� �

�

�

�
図 -(1�共焦点顕微鏡法を組み込んだ !J9Hのための光学系の概要�

図中の [はレンズの焦点距離を表す�
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�

�

図 -(2��9#�顕微鏡法による退色領域の像の違い� �hXVaZ�WVg4�,*�µb#5� �

�:#�顕微鏡法による退色領域の蛍光強度の違い� �
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�

図 -(+*�退色領域の空間的特性� � �+ピクセル� 7�*(,+�µb	�F�7�1#�

�

�

�

�

�

図 -(++�固定細胞の退色中の蛍光像�

�露光時間 +**�bhの連続撮影	�hXVaZ�WVg4�+*�µb#�

�

� �
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�

図 -(+,�標的 JF9の違いによるプローブの蛍光回復パターンの違い� �

�9#�退色領域の比較� �左列赤枠の拡大図が右列の図#�

�hXVaZ�WVg4�左列 ,*�vb	�右列 .�vb#�

�:#�退色領域内の蛍光の時間変化�

� �
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表 -(+�!ajX�bJF9標的プローブを用いた !J9Hのフィッティング結果� �F�7�-*#�

!^ !%&'( P%&'( (s) 

0.21  ± 0.04  0.77  ± 0.05  0.72  ± 0.14  

�

� �



 52 

第4章  
GAPDH mRNAに対するプローブの設計と結合評価 

�

4.1 概要 

 本章では、第 - 章で構築した !J9H の実験系を用いて、?anXZgVaYZ]nYZ� -'e]dhe]ViZ�

YZ]nYgd?ZcVhZ��?9H<##�bJF9を標的とした複数のアンチセンス ,́G'bZi]na�JF9プローブの

結合評価を行い、標的 bJF9 と親和性の高いプローブ配列を選択することを目指した。この際、

標的として選択した ?9H<#�bJF9 のコーディング領域は +**2 塩基あり、,* 塩基のプローブ

配列は 323種選択可能である。しかしこのすべてについて評価を行うためには費用・時間の両方

の点で困難である。そこで、いくつかの特徴に基づいて配列の選択を行い、配列と親和性の関係

について考察した。加えて、?9H<#�bJF9 で検討した配列選択の指針に基づいて、WZiV'VXiAc�

�9;L:#�bJF9に対するプローブの設計と評価も行った。�

 なお、本検討において ?9H<#�bJF9および 9;L:�bJF9を選択した理由は、両者がハウス

キーピング遺伝子であり、細胞周期等によって発現量が影響を受けにくく、発現量が多いからで

ある。そのため、プローブの親和性が高ければ比較的高い結合率が期待でき、プローブの配列と

結合能の関係を考察しやすいと考え、両者を選択した。�

�

4.2 プローブ配列の選択 

4.2.1 プローブの自己相補性への着目 

 H;J実験におけるプライマー設計では目安の一つとして、配列の自己相補性が考慮される。な

ぜならば、プライマーが分子内で自己相補結合を形成すると、標的と結合するためにはまずその

結合を解離させなければならず、エンタルピー的に不利になるからである。これと同様に、アン
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チセンス核酸プローブおよびbJF9が自己相補性を持ち、分子内で結合を形成して閉じた構造を

取る場合も、両者が二重鎖を形成する上でエンタルピー的に不利となると考えた。そこでプロー

ブおよびbJF9の二次構造予測によって分子内で形成される結合を予測し、プローブ配列の選択

に利用することにした。この際、プローブの二次構造予測結果をより重視し、bJF9の二次構造

予測結果は参考とした。その理由は、プローブが自己相補的であればbJF9の標的部位も自己相

補的となることや、翻訳されるbJF9では翻訳因子の結合により環状構造を取っておりS,1TS,2T、

二次構造予測の結果とは必ずしも一致しない構造を取っていると考えられたからである。他にも、

リボソームによって翻訳が起こっている部位では分子内の結合が解消されている必要があるとい

うことも、二次構造予測の結果がそのまま細胞内の構造として存在している可能性は低いと考え

た理由である。反対に、プローブは ,*塩基と短いため、予測された二次構造が存在する可能性は

bJF9より高いと考えた。本検討ではプローブ配列中の自己相補配列の有無およびその長さを検

討事項として用いた。�

 JF9の二次構造予測ソフトウェアである;ZcigdAY!daYを用い、プローブの取る構造を予測し、

その結果を用いてプローブ配列の選択を行った。�

�

4.2.2 選択したプローブ配列の持つ特徴について 

 ;ZcigdAY!daYによって二次構造予測した結果について、9と M、?と ;、?と Mの -種のいず

れかの結合が ,塩基以上連続しているものを本稿では自己相補配列と定義した。可能な 323種類

の配列のうち自己相補配列が存在するものは 2-.種類あり、割合にして 2.(- と大部分が自己相

補的な配列を持っていた。そこで、自己相補的でない配列が高親和性を示すかを確かめると共に、

自己相補的な配列を有していても高親和性となることがあるか、またあるとすればどのような配

列かということについて、検討を行うことにした。�
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 そこで、自己相補的でない配列の中から .種、自己相補配列を持つ配列から +1種を選び、;n-

標識の ,́G'bZi]na�JF9を調製し、-章で構築した実験系を用いて !J9H実験を行った。表 .'+

にプローブ配列を示しており、特定のプローブを指す際は以下標的配列（LVg?Zi��#�の番号で呼ぶ。

!J9H の結果図 .'+ のように、標的配列によって蛍光回復に異なる結果が見られた。解析につい

ては次節で述べる。�

�

4.3 FRAP によるプローブの結合評価 

4.3.1 自由フィッティングにおける問題点と対策 

 フィッティングに用いる関数は�-(+#式および�-(/#式から得られる式に局所照射後も未退色で

ある分子の寄与の項を加え、�

� 0(2) = 	!^ 	+ !%&'(	0%&'((2) + !')*+0')*+(2)� (4.1)  

とした。ただし、�

�
0%&'((2) = exp V−

2P%&'(
2

W XIY V
2P%&'(
2

W +	 IG V
2P%&'(
2

WZ�

0')*+(2) = exp V−
2P')*+
2

W XIY V
2P')*+
2

W +	IG V
2P')*+
2

WZ�
(4.2)  

である。�フィッティングの対象となる変数は{!^, !%&'(, !')*+, P%&'(, P')*+}の /種となる。 �

 この式に基づき、得られた !J9Hデータに対してフィッティングを行ったが、蛍光回復の早い、

すなわち結合率が低いと考えられるプローブの結果に対しては適切なフィッティングのできない

データが多く見られた�図 .',#。これは、!')*+ ≈ 0となることで!')*+0')*+(2)の項の寄与が無くな

ってしまうことが原因となっていると考えた。言い換えれば、フィッティングされる変数が / つ

あり、さらに0%&'((2), 0')*+(2)が同じ形をしているため、!')*+0')*+(2)の寄与がほとんど無い場合に

は物理的に意味のない値に収束しやすくなるということである。この問題を解消するためには、

拡散時間を何らかの形で固定するのが有効であると考えた。�
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 そこでまず、-(1節で行ったネガティブコントロールである !ajX�bJF9標的プローブを用いた

実験結果を利用した。本研究で結合評価の対象としたプローブはすべて ,* 塩基で分子量も大き

く変わらないため、すべてのプローブのフィッティングにおいて、P%&'( = 0.72	s�（表 -'+#�である

として早い成分の拡散時間を固定した。次に、定性的に結合が良いと判断した標的配列が ,*2',,1�

�表 .(+#�のプローブの結果について、早い成分の拡散時間を固定したフィッティングを行った�

�表 .(,#�。フィッティングには !ajX�bJF9標的プローブより +**枚多い -**枚� �-*秒#�分のデ

ータを使用し、遅い成分の拡散がより適切にフィッティングできるようにした。これで得られた、

遅い成分� �bJF9と結合したプローブ#�の拡散時間を利用し、早い成分の場合と同様にしてすべ

てのプローブのフィッティングにおいて、P')*+ = 12.0	s�として遅い成分の拡散時間も固定するこ

ととした。以上のように、拡散時間を早い成分・遅い成分ともに特定の値で固定することで、結

合率が低いデータの結果でも信頼性が高く物理的に意味のあると考えられるフィッティング結果

が得られるようにした。�

�

4.3.2 設計したプローブの結合評価 

 前項で述べたように拡散時間を固定して� �.(+#�式により !J9H データのフィッティングを行

った。フィッティングには ,**枚� �,*秒#�分のデータを使用した。結果を表 .'-	�図 .',に示す。�

 結合率は配列によって大きく異なっていた。コントロールとして用いた逆配列のプローブ , 種

は低い結合率を示し、特にプローブ ,*2',,1では逆配列との顕著な差が見られた。さらに、図 .'

. に示すように、プローブの ;? 含有割合と結合率に明確な関係は見られなかった。そのため、

,́G'bZi]na�JF9の物性や塩基の構成割合が拡散速度の違いを生むわけではないと考えられる。

これは結合率とプローブの配列特異性があることを示唆するものである。また、図 .'/ は結合率

の高い配列から順に並べたものである。選択した配列のうち最も高い結合率を示したのは自己相
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補配列を有しないプローブであったが、その他 - 種の自己相補配列を有しないプローブは他のプ

ローブと比較して同等以下、もしくは細胞内に標的が存在しないコントロールプローブと同等の

結合率を示した。その一方で高い結合率を示したプローブにも、自己相補配列を含むものが多く

見られた。これらの結果は、プローブが開いた構造を取ることが、必ずしも高い結合率と結びつ

かないことを示すものである。プローブの配列と親和性の関係ついては後に考察する。�

�

�

4.4 ACTB mRNA用プローブ設計への応用 

 前節では ?9H<#�bJF9用プローブの結合評価を行ったが、他のbJF9に対しても設計評価

を行うことにした。標的として 9;L:�bJF9を選び、プローブ候補となる配列およびbJF9の

二次構造を ;ZcigdAY!daYにより予測させ、自己相補的な配列から /種類、自己相補的でない配列

から - 種類選び� �表 .'.#、各プローブについて !J9H データを取得した。その結果、?9H<#�

bJF9 の場合と同様プローブによって蛍光回復に差が見られた。.(,(, 項と同様に� �.(+#�式に基

づき .+2'.-1 および 0+3'0-2 に対してP%&'( = 0.72	dとして早い成分の拡散時間を固定したフィッ

ティングを行った�表 .'/#。この結果を利用し、遅い成分の拡散時間の平均値であるP')*+ = 14.9	d

を固定し、.(,(- 項同様すべてのプローブの結果を再度フィッティングして結合率を算出した�図

.'0#。9;L:�bJF9の量が ?9H<#�bJF9とどの程度異なるかが不明であるため結合率を単純

に比較することが出来ないが、結合率としては ?9H<#�bJF9 に対する高結合能プローブと同

程度の結合率を有するプローブが得られた。さらに、?9H<#�bJF9の結果と同様で、自己相補

的でない配列の結合率が高くなるわけではなく、実際に評価した 2 種の配列のうち、結合率平均

上位 ,種は自己相補的、最下位は自己相補的ではない配列であった。�

 �
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4.5 考察 

4.5.1 自己相補性が必ずしもプローブとmRNAの親和性を下げない理由について 

 自己相補的でないプローブが高い親和性を示さないものが見られた一方で、自己相補的であっ

ても高い親和性を示すものが見られた。これは .(,(+で述べたように、エンタルピーの点からは考

えにくい現象であり、H;J法のプライマー設計で得られている知見とは異なる部分があるように

思われる。�

 本研究と H;J法を比較すると、H;J法のアニーリングでは、プライマーの Lb値にもよるが、

目的の +本鎖<F9とプライマーを 0*℃程度で結合させる。これに比べ、JF9と ,�'G'EZ�JF9

との結合は <F9 同士の結合より強く、さらに実験は -1℃という一般的な H;J に用いる条件と

比べて低い温度で行っていることや、標的bJF9がゲノム<F9のような二重鎖を形成していな

いといったことを考慮すると、本実験で用いたプローブとbJF9で結合は形成されやすいと考え

られ、自己相補的でなければ親和性は高くなるものと考えられる。しかし、.(,節の結果で、標的

bJF9 の分子内水素結合が少ないと予想される領域を標的としたプローブであっても結合率が

高くないものが多く見られた。このことは細胞内の環境が Ac� kAigd と異なることが原因と考えら

れる。例えば、Ac� kAigd に比して細胞内では遥かに多種の分子が存在しているため、標的 bJF9

に何らかの分子が結合することにより、プローブが結合する余地がなくなっているという事が考

えられる。しかし、翻訳を受けるbJF9において、コーディング領域の特定の部分が何らかの分

子によって常に塞がれているという事は考えにくく、この可能性は低いと言える。�

 考えられる他の要因として、細胞内の物理化学的性質がある。細胞内に特有の物理的環境がプ

ローブとbJF9の結合形成に影響を与えた可能性を考えた。細胞内は人為的に作成するとゲル

化する程の濃厚なタンパク質濃度S,3TS-*Tを有しており、分子混雑の影響がある。しかし、細胞

内は流動性があり、タンパク質合成などが盛んに行われている。このような多数の化学反応が不

均一に存在する非平衡な環境下は、Ac�kAigdの平衡状態を想定した場合とは大きく異なる可能性
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があると考えた。例えば、局所的に多数の分子による発熱反応があれば、その反応によって生じ

たエネルギーをプローブが受け取ることで、プローブの振る舞いが一時的に Ac�kAigdとは大きく

異なるものになることが考えられる。具体的には、プローブの振動が増えたり、自己相補配列を

持つ場合では分子内結合が解消されたりすることが考えられる。このような環境があれば、自己

相補的な配列が必ずしもbJF9との親和性を下げる要因とはならないことが考えられる。�

 他にも、プローブが自己相補的配列により閉じた構造を取っている状態がbJF9との結合形

成において著しく不利にならないと考えられる理由として、CAhhAc?�addeと呼ばれる構造の形成

がある。CAhhAc?�addeは、,つの自己相補配列に挟まれた塩基対を形成していない配列（ループ

配列）の塩基が相補的に結合することで形成される構造であるS-+T。配列が自己相補配列により

閉じた構造を取ることで、ループ配列同士が結合する際のエントロピー損失が小さくなるため、

部分的な結合形成は自己相補配列がない場合よりも有利に進行するS-,T��図 .'1#。この現象の細

胞内環境での寄与の程度は明らかではないが、先に述べた細胞内環境の不均一性と同様、自己相

補配列を有することが必ずしもbJF9との親和性を下げる要因とならないことが考えられる。�

�

4.5.2 本手法の応用可能性について 

 !J9H�を用いた本手法は、生細胞内でプローブの親和性を評価する手法のため、Ac�kAigdと細

胞内でbJF9とアンチセンス核酸の親和性が一致しないという問題が無い点で有利と考えられ

る。ただし、!J9Hを用いた結合評価には標的bJF9が多いことが必要であり、標的bJF9の

個数が少ないと本手法は適さない。そのため、細胞内で結合を評価する他の手法が無い限り、発

現量の少ないbJF9に対するプローブ設計は困難と考えられる。�

 本検討ではプローブの調製および !J9Hデータの取得・解析の点から網羅的解析は行わなかっ

た。もし、網羅的解析を行い解析することが可能になれば、親和性が高くなる配列の特徴を見出
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すことが可能になると考えられる。これにより、発現量の低いbJF9に対するプローブにも適

用可能な、プローブ配列の選択指針を作成することができると考えられる。この際、発現量の低

いbJF9に対しては !J9H法を用いた結合率の形での親和性の評価は困難だが、細胞に導入し

て観察される輝点の比較による評価が可能になると考えられる。�
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�

表 .'+�使用した ?9H<#�bJF9標的プローブの一覧�

�

�

�

�

�

�

�

ターゲット配列 プローブ配列
40 ‒ 59 AUUGGGCGCCUGGUCACCAG CUGGUGACCAGGCGCCCAAU
60 ‒ 79 GGCUGCUUUUAACUCUGGUA UACCAGAGUUAAAAGCAGCC
96 ‒ 115 CCAUCAAUGACCCCUUCAUU AAUGAAGGGGUCAUUGAUGG
129 ‒ 148 GGUUUACAUGUUCCAGUAUG CAUACUGGAACAUGUAAACC
208 ‒ 227 AAUGGAAGCCCCAUCACCAU AUGGUGAUGGGGCUUCCAUU
228 ‒ 247 CUUCCAGGAGCGAGAUCCCU AGGGAUCUCGCUCCUGGAAG
253 - 272 AUCAAGUGGGGCGAUGCUGG  CCAGCAUCGCCCCACUUGAU
282 ‒ 301 CGUCGUGGAGUCCACUGGCG CGCCAGUGGACUCCACGACG
364 ‒ 383 UCUGCCCCCUCUGCUGACGC GCGUCAGCAGAGGGGGCAGA
388 ‒ 407 AUGUUCGUCAUGGGUGUGAA UUCACACCCAUGACGAACAU
408 ‒ 427 CCAUGAGAAGUAUGACAACA UGUUGUCAUACUUCUCAUGG
491 - 510 UCCAUGACAACUUUGGUAUC GAUACCAAAGUUGUCAUGGA
493 ‒ 512 CAUGACAACUUUGGUAUCGU ACGAUACCAAAGUUGUCAUG
548 ‒ 567 CCACCCAGAAGACUGUGGAU AUCCACAGUCUUCUGGGUGG
571 ‒ 590 CCCUCCGGGAAACUGUGGCG CGCCACAGUUUCCCGGAGGG
611 ‒ 630 AGAACAUCAUCCCUGCCUCU AGAGGCAGGGAUGAUGUUCU
661 ‒ 680 AUCCCUGAGCUGAACGGGAA UUCCCGUUCAGCUCAGGGAU
664 ‒ 683 CCUGAGCUGAACGGGAAGCU AGCUUCCCGUUCAGCUCAGG
703 ‒ 722 GUCCCCACUGCCAACGUGUC GACACGUUGGCAGUGGGGAC
766 ‒ 785 GAUGACAUCAAGAAGGUAGU ACUACCUUCUUGAUGUCAUC
819 ‒ 838 CCUGGGCUACACUGAGCACC GGUGCUCAGUGUAGCCCAGG
865 ‒ 884 GACACCCACUCUUCCACCUU AAGGUGGAAGAGUGGGUGUC
925 ‒ 944 AAGCUCAUUUCCUGGUAUGA UCAUACCAGGAAAUGAGCUU

標的位置
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�

図 .'+�プローブによる蛍光回復パターンの違い� �

 左列� �hXVaZ�WVgh4�,*�µb#�の赤枠の領域の時間変化が右列�hXVaZ�WVgh4�/�µb#である。プロット

はそれぞれの解析結果を表す。�
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�

図 .',�蛍光回復の早いプローブの !J9Hデータ解析例�

�

 この例ではプローブは 20/'22.を用い、-*秒分� �-**枚#� �の !J9Hデータに対しフィッティ

ングを行った。一見するとフィッティングが適切に行われたように思われるが、P%&'( = 	 P')*+と

なっており成分分離ができておらず、フィッティングエラーもフィッティング値に対して極めて

高い値となっている。 �

	

	

表 .',(� P%&'(	 = 0.72	(d)で固定したプローブ ,*2',,1のフィッティング結果	

�
� �

!"� !#$%&� !%'()� *%'()� ����
0.188  ± 0.022  0.482  ± 0.042  0.223  ± 0.048  11.97  ± 5.85  
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表 .'-(?9<H#�bJF9標的プローブの !J9Hデータ解析結果�

��%&'( = 0.72	d,�')*+ = 12.0	dで固定#�

Target # !^� !%&'(� !')*+�

40 ‒ 59 0.146  ± 0.055  0.739  ± 0.093  0.103  ± 0.057  
60 ‒ 79 0.068  ± 0.029  0.791  ± 0.037  0.124  ± 0.043  
96 ‒ 115 0.089  ± 0.043  0.814  ± 0.070  0.068  ± 0.046  
129 ‒ 148 0.063  ± 0.026  0.520  ± 0.095  0.360  ± 0.107  
208 ‒ 227 0.193  ± 0.026  0.490  ± 0.056  0.222  ± 0.058  
228 ‒ 247 0.220  ± 0.060  0.630  ± 0.068  0.104  ± 0.045  
253 - 272 0.118  ± 0.047  0.406  ± 0.116  0.401  ± 0.094  
282 ‒ 301 0.173  ± 0.058  0.748  ± 0.058  0.048  ± 0.045  
364 ‒ 383 0.189  ± 0.065  0.672  ± 0.088  0.088  ± 0.074  
388 ‒ 407 0.054  ± 0.031  0.690  ± 0.093  0.241  ± 0.101  
408 ‒ 427 0.242  ± 0.061  0.635  ± 0.057  0.099  ± 0.064  
491 ‒ 510 0.079  ± 0.044  0.753  ± 0.101  0.149  ± 0.089  
493 ‒ 512 0.130  ± 0.032  0.720  ± 0.045  0.129  ± 0.063  
548 ‒ 567 0.177  ± 0.046  0.543  ± 0.068  0.213  ± 0.064  
571 ‒ 590 0.140  ± 0.032  0.487  ± 0.066  0.294  ± 0.072  
611 ‒ 630 0.221  ± 0.024  0.686  ± 0.062  0.061  ± 0.057  
661 ‒ 680 0.161  ± 0.049  0.765  ± 0.075  0.060  ± 0.079  
664 ‒ 683 0.104  ± 0.042  0.497  ± 0.092  0.327  ± 0.109  
703 ‒ 722 0.161  ± 0.067  0.651  ± 0.095  0.133  ± 0.085  
766 ‒ 785 0.135  ± 0.053  0.653  ± 0.043  0.184  ± 0.055  
819 ‒ 838 0.241  ± 0.063  0.709  ± 0.064  0.031  ± 0.042  
868 ‒ 887 0.247  ± 0.051  0.711  ± 0.082  0.025  ± 0.041  
925 ‒ 944 0.132  ± 0.051  0.549  ± 0.079  0.229  ± 0.070  

            
(Control #1) 0.236  ± 0.063  0.732  ± 0.062  0.018  ± 0.025  
(Control #2) 0.213  ± 0.061  0.717  ± 0.062  0.055  ± 0.054  
(Control #3) 0.237  ± 0.071  0.729  ± 0.052  0.018  ± 0.037  

�;dcigda��+	�!ajX�bFJ9�標的5�;dcigda��,	�202'221の逆配列5�;dcigda��-	�,*2',,1の逆配列）�
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�
図 .'-(�!J9Hによる結合評価の結果�

�;dcigda��+	�!ajX�bFJ9�標的5�;dcigda��,	�202'221の逆配列5�;dcigda��-	�,*2',,1の逆配列）�

�

�

�
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� �
�
�

�

図 .'.(�プローブの ?;含有率とbJF9に対する結合率の関係�

�
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�

図 .'/(�結合率とプローブ配列の関係�

 結合評価結果を結合率平均の降順で並べたもの。ここで自己相補配列は ;ZcigdAY�[daYによる

予測でお互いに結合すると予想された ,塩基以上連続する配列を指す。自己相補配列があるもの

を自己相補性ありとした。�

� �
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�
�
�

表� .'.(�9;L:�bJF9標的プローブの配列�

�
�
�
�

表 .'/(� P%&'(	 = 0.72	(d)で固定した 9;L:�bJF9標的プローブの�

!J9Hデータに対するフィッティング	

Target # !^ !%&'( !')*+ P')*+(s) 

418-437 0.171  ± 0.052  0.526  ± 0.058  0.214  ± 0.065  17.54  ± 7.20  

619-638 0.150  ± 0.021  0.542  ± 0.048  0.259  ± 0.058  11.48  ± 4.69  

�

�
� �

ターゲット配列 プローブ配列
150 - 169 UGGGUCAGAAGGAUUCAUAU AUAUGAAUCCUUCUGACCCA
418 ‒ 437 CCAGGCUGUGCUGUCCCUGU ACAGGGACAGCACAGCCUGG
575 ‒ 594 CUCAUGAAGAUCCUCACUGA UCAGUGAGGAUCUUCAUGAG
619 ‒ 638 GGCCGAGCGGGAAAUCGUGC GCACGAUUUCCCGCUCGGCC
707 ‒ 726 AGCUCCUCCCUGGAGAAGAG CUCUUCUCCAGGGAGGAGCU
790 - 809 UCUCUUCCAACCUUCCUUCC GGAAGGAAGGUUGGAAGAGA
1017 - 1036 AGUACUCUGUGUGGAUCGGC GCCGAUCCACACAGAGUACU
1058 ‒ 1077 UCCACCUUCCAGCAGAUGUG CACAUCUGCUGGAAGGUGGA

Target #
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表 .'0�9;L:�bJF9標的プローブの !J9Hデータ解析結果�
Target # !^ !%&'( !')*+ 

418 ‒ 437 0.147  ± 0.043  0.529  ± 0.040  0.211  ± 0.045  
575 ‒ 594 0.097  ± 0.038  0.824  ± 0.072  0.074  ± 0.055  
619 ‒ 638 0.163  ± 0.042  0.556  ± 0.047  0.252  ± 0.047  
707 ‒ 726 0.239  ± 0.044  0.673  ± 0.056  0.056  ± 0.038  
1058 ‒ 1077 0.248  ± 0.070  0.622  ± 0.066  0.102  ± 0.072  
150 - 169 0.129  ± 0.055  0.643  ± 0.082  0.209  ± 0.078  
790 - 809 0.118  ± 0.069  0.847  ± 0.061  0.012  ± 0.029  
1017 - 1036 0.040  ± 0.018  0.692  ± 0.082  0.229  ± 0.102  

�

�

�

�

�

図 .'６(�9;L:�bJF9用プローブの結合評価結果�

�
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�

図 .'７(�プローブの自己相補性の有無と想定した結合様式の違い�

�

 プローブとbJF9の結合形成の初期段階において、プローブに自己相補性があることで図中

の色付きで囲ったような構造� �CAhhAc?�adde#�を取ることができ、自己相補性が無い場合と比べ結

合形成が進行しやすくなると考えた。�

�
� �
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第5章  
アンチセンス核酸プローブを用いた 

GAPDH mRNAの 1分子イメージング 
 

5.1 概要 

 本章では、前章までで得られた高親和性プローブの応用先として、GAPDH mRNAを 1分子レ

ベルで可視化することを目指した。 

 

5.2 単一種のプローブを用いたイメージング 

5.2.1 高親和性プローブを選択する意義についての検討 

 生細胞内 mRNA をイメージングするために、アンチセンス核酸プローブを用いた標識する際

に問題となるのは、未結合のプローブによる高い背景光である。単に標的mRNAにプローブを多

く結合させるためは導入量を増やせば良いのだが、このとき未結合のプローブが増えるため、プ

ローブ導入量を増やすほど signal/ background 比に相当する（mRNAに結合したプローブの量) 

/ (未結合のプローブの量) の比は小さくなる。結果としてmRNAに結合したプローブ由来のシグ

ナルを観察することを困難にする。そのため、プローブの導入量が少ない状態で、mRNAと結合

しているプローブの量を増やすことが求められる。 

 以上のことから、未結合のプローブを減らした状態で mRNA と結合したプローブの蛍光を観

察するためには、親和性の高いプローブを選択して用いることが有用であると考えた。この際、

前章までで評価したプローブが利用でき、1分子mRNA由来のシグナルを可視化できる可能性が

あると考えた。そこで GAPDH mRNA を標的とし、高い結合率を示したプローブを用いて、

GAPDH mRNAの 1分子レベルでの可視化を目指した。 
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5.2.2 プローブの結合率と細胞内分布の関係 

 プローブの結合率の違いと細胞内分布の関係を観察するため、4 章で結合率の高かった配列

664-683, 結合率の低かった 493-512 およびネガティブコントロールである Fluc mRNA標的プ

ローブの 3種を用いた。結合評価実験で用いた条件である 3 µMよりも低い 0.75 µMにプローブ

をそれぞれ調製し、COS7 細胞にマイクロインジェクション法により導入した。導入 1 時間以降

に、スピニングディスク型共焦点顕微鏡法により観察を行った。その結果、高結合率のプローブ

を用いた際には細胞内でプローブの分布が不均一となり、特に胞の辺縁部では輝点が観察され、

輝点追跡が可能だった（結果については次節で述べる） (図 5.1)。一方で、ネガティブコントロー

ルである Fluc mRNA 標的としたプローブを用いると、プローブは細胞質内におよそ均一に分布

する様子が見られた。また、低結合率のプローブを用いた際にはほぼ Fluc mRNA 標的プローブ

と同様の結果だった。以上の結果は、プローブの結合率が高いことで mRNA の 1 分子可視化を

実現できる可能性を示したものである。 

 

5.2.3 高親和性プローブを用いて観察された輝点の追跡 

 前節で高親和性プローブを用いたときに得られたイメージング結果について、ImageJ のプラ

グインであるTrackMate を使って輝点の追跡を行い、運動状態の解析を行った。100 ms/frame

で連続撮影した像に対し輝点検出を行い、隣接フレーム間で 1 µm 以内にある輝点を同一分子由

来とした。20フレーム以上連続して同一分子由来の輝点として検出されたものについて、軌跡を

得た。(図 5-4A)。 

 隣接フレーム間の距離を 1 µm とした理由は以下である。ランダムウォークする粒子が時間τ

経過した際の平均二乗変位 <r2>と拡散係数Dの関係は、二次元で観察する場合、 
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<r2> = 4τD 

の関係を持つ。FRAPでの結果に基づきD = 0.41 µm2/s とし、τ=0.1 秒後に動く距離 rは、 

√(4τD) = √(4 × 0.1 s × 0.41 µm2/s) = 0.40 µm 

を標準偏差に持つ正規分布に従うと考えられる。ここで 1 µmは標準偏差の 2.5 倍に相当するた

め、高確率で r < 1 µmとなる。実際にその確率を求めると、正規分布表から 

0.4938 × 2 = 0.9876 → 98.8% 

となる。20フレーム分連続で観察できる確率は、 

0.987620 = 0.7791... → 77.9% 

となるため、大きく結果に影響を与えないと判断した。なお、実際には蛍光分子が焦点面から外

れたり、退色したりすることによっても追跡できなくなることが考えられる。 

  

 図 5-2A に見られるように、観察された輝点の場所は細胞の端に向かうほど少なかったが、こ

れは細胞の厚みに応じたものであると考えられ、特定の場所に局在して分布している様子は観察

されなかった。また、輝点の運動も特定の方向性を持って運動している様子も見られなかった。

これらは観察しているmRNAがブラウン運動様に動いていることを示唆している。 

 ブラウン運動により粒子がランダムに動くと、平均二乗変位は時間に比例する。そこで、得ら

れた軌跡によりMean-square displacement (MSD) -t プロットを作成した（図 5-2B）。各細胞か

ら得られた MSD の結果をすべて合わせて解析した結果、ほぼ線形となり、全体として空間的に

制限されない運動をしていると考えられた。得られたプロットから、拡散係数は 0.15 µm2/s であ

った。 

 先行研究に基づくと、細胞質中のmRNAの拡散係数は 0.1-0.4 µm2/s という結果が得られてお

り、これらの結果と一致する[33][34][35]。 一方で、4章の FRAPでの、GAPDH mRNAに結合

した遅い成分の拡散は 0.41 µm2/s であり、同種同標的のプローブを使用していながら 2 倍以上
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の差が見られている。しかし、FRAP では動かない分子の寄与は除外されて解析される一方で、

本章の SPTでは分けることができない。FRAP解析で動かない分子として評価された分子は、最

終的な蛍光回復をしない割合 (1-!^-!%&'(-!')*+) になり、この値は!')*+に比して、664-683 では

0.95 倍だったため、この分の寄与を考えると、FRAPと SPTで大きく結果が異ならないと考えら

れる。 

  

5.2.4 基板に固定したプローブとの比較による輝点に含まれるプローブ数の算出 

 高親和性プローブを用いて観察された輝点が 1 分子由来の輝点であることを確かめるため、ガ

ラス基板に固定したプローブの蛍光強度との比較を行った。 

 まず、ガラス基板に固定したプローブを長時間観察し、Cy3 が退色していく様子を記録した。

結果の例を図 5-2A,B に示す。この例では 2段階で退色しており、蛍光強度変動が約 70で同程度

であるため、この領域にたまたま 2 分子のプローブが存在していたことが考えられる。退色に伴

う蛍光強度変動を解析すると、単峰性の分布であった(図 5-2C)。正規分布を仮定し、累積分布 (図

5-2D) に対してフィッティングを行うことにより、退色に伴い平均 68.5 の輝度変化が起こると

求められた。この値は 1分子蛍光分子に由来する輝度と考えられる。 

 次に、前節で追跡された輝点が、その周囲と比べどれだけ高い輝度を持つかを調べた（図5-2E)。

1つの軌跡に対し各フレームでの輝点の輝度を求め、その平均をその軌跡に対応する輝度とした。

その結果、ガラス基板に固定したプローブと比較し、1 から 4 分子程度の輝度に相当する結果が

得られた。その中で最も頻度が高かった輝度は 100-120 の範囲で、ガラス基板に固定したプロー

ブと比較すると 1分子と 2分子の間になるが、細胞内では蛍光分子が自由に動けるため、一部の

フレームで同じ領域に他のプローブも存在していることが考えられるため、これは 1 分子に由来

するものと考えられる。また、一部の軌跡は複数のプローブが 1 輝点中に存在し、同時に動いて
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いるという結果であった。この輝点に含まれるプローブの数は、ガラス基板に固定したプローブ

の結果との比較により、2~3 分子程度と考えられる。原因は複数考えられるが、一つはプローブ

はビオチンを介してストレプトアビジンと結合させているため、低い確率ながら 1 分子のストレ

プトアビジンに複数のプローブが結合したものが観察されていること、もう一つには、複数の

GAPDH mRNAが集まった構造を取っていることが考えられる。 

 

5.3 複数の高親和性プローブを用いた輝点の追跡 

 前節までで 1 分子 mRNA 由来と考えられる輝点の観察を行った。ただし、観察した輝点はプ

ローブに由来するものであり、標的のmRNA以外の分子と結合している可能性も考えられる。そ

こで、同じ mRNA に複数のプローブを用いて 2 種類の色素で標識し、観察される 2 色のシグナ

ルが重なることにより標的が同一分子であることを示すことを目指した。このとき、5.2.1 節で述

べたように、1分子のmRNAに複数のプローブを結合させるために導入量を増やすことが必要で

あるが、これは背景光の上昇につながるため、シグナルを観察することが困難になる。そのため、

プローブを導入した細胞の一部にレーザーを当て続け、その領域を通過するプローブを退色させ

る手法 (Fluorescence loss in photobleaching, FLIP) を用いた(図 5-4A)。早く動く分子ほど退

色領域を通過する確率が高いため退色されやすく、動きの遅い退色されにくい。そのため FLIP に

より速く動く未結合のプローブを多く退色させ、動きの遅い mRNA に結合したプローブを観察

可能にできると考えた。 

 Cy3 標識と ATTO 647N 標識のプローブを、標的配列が重複しないように調製して混合し、

COS7 細胞にマイクロインジェクション法で導入した後、核に近い細胞質領域にレーザーを照射

して FLIP を行い、その後の像を観察した。プローブの組み合わせとして、ATTO 647N標識のプ

ローブはすべてGAPDH mRNA標的 (208-227, 548-567, 571-590, 664-683, 各 2.5 µM)とし、

Cy3標識のプローブの標的は、GAPDH mRNA (228-247, 253-272, 388-407, 703-722, 766-785, 
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各 2.5 µM)、firefly luciferase (Fluc) mRNA（COS7 に存在しない標的, 12.5 µM）、Poly(A) mRNA 

（細胞内に豊富に存在, 12.5 µM）の 3種いずれかを用いて比較した（図 5-4B）。いずれの組み合

わせでも、ATTO 647Nの側で輝点が観察されたが、Cy3標識の標的が Fluc mRNAの時、P-body

と考えられる著しく輝度の高い点を除きATTO 647N側で見られたような輝点は観察されなかっ

た。Cy3標識プローブの標的がGAPDH mRNAもしくは Poly(A) mRNAの場合、それぞれ輝点

が観察され、ATTO 647N標識GAPDH mRNA標的プローブと似たような分布が見られた。詳細

な比較のため細胞の一部を拡大して比較すると（図 5-4C) 、いずれも輝点の存在している領域は

類似していたが、Poly(A)を用いた場合には輝点の数が多く、細胞内の分子の個数を反映している

結果であった。 

 さらに、Cy3, ATTO 647Nで共にGAPDH mRNAを標的とした際の結果で、図 5-5Dのよう

に、共局在する輝点が動く様子が観察された。プローブが同じ標的分子と結合していることを示

すもので、Fluc mRNA, polyA mRNA 標的の結果との比較により、観察された輝点が GAPDH 

mRNAに由来するものであると考えられる。 

 

 

5.4 考察 

 本章では、アンチセンスプローブを用いて内在性GAPDH mRNAを可視化することを試みた。

プローブの濃度を高めると背景光によって観察されにくくなるという問題から、導入濃度を下げ

る事によりこれが可能になると考え、輝点の追跡を行った。追跡された輝点は、核酸結合タンパ

ク質を用いる既存手法、アンチセンス核酸プローブを用いた先行研究と矛盾しない拡散係数を持

っていた。 

 本手法の利点は、標的 mRNA の配列を変える必要がないことである。UTR 領域にタグ配列を

挿入する手法は検出力を上げるために有用であるが、翻訳調節が変わる可能性があるため、本手
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法はmRNAの細胞内ダイナミクスの解析に有用な手法であると考えられる。なお、タグ配列を挿

入する手法と本手法に共通して、mRNAの検出は拡散速度の違いによるものであるため、標的が

少分子で拡散が速いものには適さず、別の手法が必要になると考えられる。 

 5.2.3 で、単一種のプローブを用いた際にも複数個のプローブに由来する輝点が一部観察され

た。プローブの調製時に 1 分子のストレプトアビジンに複数分子のプローブが結合したものが観

察されていたことが考えられ、これはガラス基板に固定したプローブでも観察されていた。その

他の可能性として、定常状態においてもmRNA同士の集合体を形成していて、その中に複数分子

のGAPDH mRNAが存在していて、これが観察されたことが考えられる。プローブ導入量を調節

して比較することで、これが実際に存在するか、また存在するとすればどのくらいのmRNAが存

在するのかが明らかにできると考えられる。 

 ストレス環境下や分解の過程等を除く、定常状態で mRNA が複数分子の集合体を形成してい

る可能性は、これまで先行研究でもあまり検討されていない。関連する可能性のある先行研究と

しては、タグ配列と FISH 法を用い、神経細胞内の beta-actin mRNA を可視化した研究がある

[36]。これによると、beta-actin mRNA が特定の部位まで輸送され翻訳が活性化されるまでは、

mRNAは何らかの分子にコーティングされ、外部からの分子 (FISHプローブ) がアクセスしにく

い状態になっている。コーティングの分子実態は当該先行研究では明らかにされていないが、

mRNA 同士の集合体が形成されることで外部からの分子のアクセスが制限された可能性は考え

られる。このような未解決の現象の解明にも寄与しうるものと考えられる。 
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図 5-1 プローブの細胞内分布の違い 

全体像のスケールバーは 10 µm, 拡大像は全体像の黄色の正方形領域に対応した 1辺 10 µm の

領域の部分を拡大したものである。 
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全体像

拡大像



 78 

 

図 5-2. 輝点の抽出と解析 

(A). 解析手順の模式図。得られた輝点と軌跡の結果例を示す。（scale bar: 拡大前 10 µm, 拡大

像 5 µm) (B). 得られた軌跡によるMSD-t plot (N=1415, mean±S.E.) (C). 100 個のランダムに

選んだ軌跡の結果を並べたもの。青太線は FRAPの結果（D=0.41 µm2/s) による想定を表す。 
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図 5-3. 輝点の輝度解析 

(A)~(C): ガラス基板に固定したプローブの輝度解析 (A). 色素が 2段階で退色する様子の観察

例。画像は 1.4 µm×1.4 µm (B). (A)の輝点の解析結果。縦軸は輝点のない領域の輝度を基準に

している。(C). 退色に伴う輝度変化の解析結果のヒストグラム。オレンジの線は(D)の結果をも

とに描いている。(D). 輝度変化の相対累積度数と正規分布によるフィッティング。 (E). 軌跡を

得られた輝点の輝度評価。 
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図 5-4. FLIP を用いたmRNAの 2色イメージング 
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（前項からの続き） 

(A). FLIP 実験の概要。(B). イメージングの結果。左列はプローブの色素と標的としたmRNAの

組み合わせを示す。各列でコントラストは同一に設定している。scale = 10 µm。(C). (B)の赤枠

領域の拡大像によるプローブによる分布の違いの比較。scale = 5 µm. (D). (C)の赤枠領域の拡大

像による共局在した輝点が動く様子。黄色矢印は同じ輝点を、青色矢印は 0.5 秒時点で観察され

なかった輝点が 1.0 秒時点で観察されたことを表す。 

 

 

 

 

 

 

� �
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第6章 
総括及び今後の展望 

�

6.1 本研究の総括 

 本研究は、アンチセンス核酸プローブを用いて生細胞内における内在性 bJF9 の + 分子イメ

ージングを実現することを目的に行った。アンチセンス核酸プローブを用いる手法では、標的

bJF9に結合しないプローブが背景光となる。そのため親和性の高い配列を選択することが必要

だが、これまで生細胞内でプローブの親和性を測定する手法が無いことが問題と考えた。�

 まず、アンチセンス核酸プローブと内在性bJF9の細胞内での親和性を定量するため、プロー

ブがbJF9と結合することにより拡散速度が低下することに着目し、<A?AiVa�EAggdg�<ZkAXZを用

いた細胞内局所照射系とスピニングディスク型共焦点顕微鏡法を利用した光褪色後蛍光回復法�

�!J9H#の実験系を構築した。�

 次にこれを用いてプローブとbJF9の拡散速度の差を定量的に解析することにより、生細胞内

の ?9H<#�bJF9 および 9;L:�bJF9 に対して相補配列を有する種々のアンチセンス ,�'G'

bZi]na�JF9プローブの結合評価を行った。プローブが自己相補的な場合、bJF9との結合形成

でエンタルピー的に不利であると考えられるが、結合評価の結果、プローブの自己相補性と

bJF9に対する親和性に関係は見られなかった。�

 さらに、!J9Hによる結合評価で得られたプローブで生細胞内の ?9H<#�bJF9のイメージン

グを行った。親和性の高いプローブを用いるとbJF9由来と考えられる輝点が観察された。輝点

の運動を追跡すると自由な拡散をしており、拡散係数は先行研究において別のプローブを用いて

定量されたbJF9と同程度だった。運動追跡した輝点の輝度解析により、+分子の蛍光が観察さ

れていることを確認した。また、プローブが ?9H<#�bJF9 と結合していることを示すため、
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;n-または 9LLG�0.1Fのいずれかの、波長の異なる色素で標識されたプローブを複数結合させ

ることで , 色で標識し、それぞれの色素由来の蛍光が重なることを確認した。以上の解析より、

本研究で開発した内在性 bJF9を標的としたアンチセンス核酸プローブが、bJF9の + 分子イ

メージング観察に有効であることを示した。�

 �

6.2 今後の展望 

 アンチセンス核酸プローブは任意のbJF9に対して適用可能であり、本研究で用いた手法は標

的の遺伝子改変を必要としない。また、本研究ではプローブの色素は汎用されているものを用い

たが、これを他の研究で開発された任意の色素に置き換えることができる。そのため、本手法を

他の遺伝子に用いたり、他の手法と併用したりといった応用がしやすいと考えられる。�

 本手法により、EK,システムをはじめとした遺伝子操作を必要とする手法では解析できないよ

うな、細胞質におけるダイナミックかつ遺伝子特異性の高い内在性bJF9の制御機構の解明への

貢献が期待される。例えば、特定の遺伝子が特定のタイミングで発現変動する発生過程・翻訳調

節の研究や、+ 分子 bJF9 の特定の複数箇所を標的としたイメージングによる細胞内内在性

bJF9の構造解析がその対象として挙げられる。�

 また、標的 bJF9 に対するプローブを網羅的に !J9H 法で結合評価することにより、親和性

の高い配列を得るための一般則を見出すことが期待される。同時に、Ac�kAigdでの結合評価との比

較を行うことにより、細胞内環境の特殊性についても新たな知見を得られると考えられる。�

 /章のイメージング結果では、定常状態でも複数分子のbJF9を含む集合体が形成されている

ことが示唆された。液'液相分離が定常状態の bJF9 においても起こっている可能性が考えられ

る。これにより臨機応変な翻訳調節が実現されているとすれば、その詳細を解明するために、遺

伝子改変や、タンパク質結合によるbJF9分子巨大化が起こらない本手法の利点は大きいと考え

られる。�
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 以上のように、細胞内bJF9の可視化や物理化学的性質の調査を通じ、細胞内高分子の状態と

その制御機構の解明へ貢献できる可能性が考えられる。�

� �
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