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研究の企画と統括 
細胞情報分子可視化プローブの設計、糖・

DNA鎖の配列の可視化決定法の研究 
細胞内オルガネラ局在蛋白質の可視化検出

法の研究 
細胞内・細胞間複数種の情報分子の時空間同

時可視化検出法の研究 

⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。）  
 
生きた細胞内及び膜界面の分子を可視化する新手法の創案と開発を目的とする。ここで分子を可視化

（molecular imaging）することは、今まで見ることができなかった、生きた細胞内や、膜界面での特定

の分子や官能基の位置、濃度を、時間・空間分解して観察できるようにすることである／”Seeing what 
was unseen”．本申請期間中に次の I, II, III の研究目的を達成する。 

   I.  細胞内・細胞間複数種の情報分子の時空間同時可視化解析 
  II.  細胞内オルガネラ局在蛋白質の可視化検出法 

   III.  DNA 及び糖鎖配列の可視化決定法 
心血管系を例に細胞内の化学過程、即ち細胞情報に関与する生体分子種及びそれらの変化・相互作用が

細胞内のいつ・どこで・どれほど起きているかを定量的に評価することを目的とし、蛍光顕微鏡下での非

破壊的な直接動的状態観測を行うための新しい蛍光蛋白質センサーを多数開発する。 
細胞内オルガネラ ── 核、ミトコンドリア、小胞体、ペルオキシソーム、ゴルジ体、リソソーム── に

局在する蛋白質を細胞内で非破壊的に可視化検出するプローブ分子の開発を目的とする。具体的には、分

析対象とする蛋白質が標的オルガネラに局在した時に GFP が形成される各オルガネラ局在蛋白質の蛍光

可視化プローブ分子を作製する。次に作製するプローブを用いて各々のオルガネラに局在する蛋白質の遺

伝子を網羅的に同定する新規方法論を創案する。さらにオルガネラ内外を移行する蛋白質を非破壊的に検

出する方法を開発し、生きた動物個体内での蛋白質の動態を可視化検出する応用研究を行う。 
分子探針（化学修飾 STM 探針）をつくり、それにより糖鎖配列とその構造の直接可視化を行う。即ち、

糖鎖に含まれるヒドロキシ基、カルボキシ基、エーテル酸素原子などと水素結合を形成できる分子で修飾

した探針を用いて STM により糖鎖を観察する。得られた STM 像から官能基を同定し、その分布パター

ンから糖鎖配列、構造を決定する。また、DNA 塩基配列の直接可視化検出を行う。即ち、対核酸塩基(A, 
T, G, C)をそれぞれ修飾した異なる 4 本の化学修飾探針を用い、探針と各塩基特異的な相補的水素結合を

経たトンネル電流の促進に基づき、各核酸塩基種の認識、即ち塩基配列の直接可視化決定法を確立する。
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⑦これまでの研究経過（研究の進捗状況について、必要に応じて図表等を用いながら、具体的に記入してください。） 

 

I. 細胞内・細胞間複数種の情報分子の時空間同時可視化解析 
 細胞内の主要な脂質セカンドメッセンジャーであるホスファチジルイノシトール -3,4,5-三リン酸 (PIP3)を、蛍光
顕微鏡下の単一細胞で可視化分析するために新規蛍光プローブ分子（ fllip：フリップ）を開発した。これにより、
I)血小板由来成長因子 (PDGF)などのペプチドホルモン刺激により、PIP3が細胞膜のみならず小胞体膜やゴルジ体膜
などendomembraneで大量に増加することを見いだした。また、II)このendomembraneでのPIP3は、エンドサイト
ーシスにより細胞内に取り込まれたチロシンキナーゼ受容体に刺激されてendomembrane上で生合成されたもの
であることを明らかにした (Nature Cell Biol., 5,1016, 2003)。  
 プロテインキナーゼ Akt の活性化に基づく蛋白質リン酸化を可視化検出する蛍光プローブ（Aktus；アクタス）を開発し、
ペプチドホルモンのインスリンは内皮細胞のゴルジ体に Akt を局在化・活性化させるが、女性ホルモンのエストロジェンはゴ
ルジ体のみならずアポトーシス抑制に重要なオルガネラのミトコンドリアにも Akt を局在化させ活性化することを見いだした
（J. Biol. Chem., 247, 30945 (2003)）。 
 細胞内での複数の蛋白質リン酸化を同時にマルチカラーイメージングすべく、一波長励起一波長測光型の蛍光プローブ
（cyan-, green-, yellow-sinphos）を開発した（図 1）（Anal. Chem., 76, 6144 (2004)）． 
 核内受容体のアゴニスト及びアンタゴニストを数分以内に簡便にスクリーニング出来る蛍光プローブ(SCCoR)を開発した
（Anal. Chem., 76, 2181 (2004)）。 
 
II. 細胞内オルガネラ局在蛋白質の可視化検出法 
 細胞内オルガネラ—核、ミトコンドリア、細胞内小胞(ER)—に局在する蛋白質を、生きた細胞内で非破壊的に可視化検出す
る蛍光・発光プローブを開発した。このプローブを利用して、オルガネラ局在蛋白質を網羅解析する方法、マウス個体内での
蛋白質のオルガネラ移行を低侵襲的に検出する方法を開発した。以下その具体的内容を記す。 
オルガネラ局在蛋白質の網羅的同定法—蛋白質がサイトゾルから細胞内小胞(ER)への移行を、蛍光シグナルに情報変換するプ
ローブ分子を開発した。プローブを連結した被検タンパク質が ER に輸送されると、ER 内でプロテインスプライシング反応に
より GFP が形成されることを示した。cDNA ライブラリーにプローブを連結し、ER 移行タンパク質を網羅解析する手法を開
発した。1,100 クローンの遺伝子解析を行い、新規 ER 移行蛋白質 39 種類を含む 109 種の ER 移行タンパク質の同定に成功し
た（Nucl. Acids Res., 33, e34(2005)）。ミトコンドリア膜間腔(IMS)局在シグナル配列を同定した。IMS に局在する Smac タン
パク質にランダムにミューテーションを加え、IMS 局在に重要なアミノ酸を同定した。その結果、Smac のミトコンドリアシ
グナル配列に AVPI4 アミノ酸を付加した配列が、IMS シグナル配列として機能することを明らかにした（投稿準備中）。現在
IMS シグナル配列を利用して、ミトコンドリア IMS 局在蛋白質の網羅解析を行っている。 
 マウス個体内での蛋白質核内移行検出法—生きたマウス個体内におけるタンパク質の核内移行検出プローブを開発した（図
2）。311 アミノ酸からなる renilla luciferase(RLuc)のＮ末から 229 番目で切断すると、split した RLuc がプロテインスプライ
シングにより効率よく再構成されることを見出した。この split RLuc を用いて、androgen receptor(AR)のサイトゾルから核内
への移行を検出するプローブを作製した。このプローブをマウス脳内に移植して、マウス個体内の DHT 検出法を開発した。
procymidone や PCB をマウスの腹腔に投与すると、これらが脳血液関門を通過して脳内の AR の働きが抑制されることを明ら
かにした（Proc.Natl.Acad.Sci.,USA,101,11542(2004)）。 
 
III. DNA 及び糖鎖配列の可視化決定法 
(1) 分子探針を用いた走査型トンネル顕微鏡(STM)による、DNA 塩基配列の直接可視化決定法を開発した。4 種の核酸塩基の
誘導体をそれぞれ分子探針として用い、核酸塩基誘導体の自己組織化単分子膜(SAMs)を観察した。その結果、相補塩基対間の
水素結合を通じたトンネル電流の促進に基づき、探針に相補的な核酸塩基の選択識別が可能であることを明らかにした。さら
に、ペプチド核酸を核酸塩基探針で観察した。SAM と同様に、探針と相補的な核酸塩基が選択的に観察され、核酸の配列・一
塩基多型(SNP)を可視化決定・検出した（図 3; 投稿中）。 
(2) 糖鎖の配列決定法に関し、糖鎖の基板上への固定法について検討した。天然の糖類とその種々の誘導体を様々な基板上へと
固定した。化学的相互作用を介して基板に十分強く吸着させることにより、試料糖鎖を分子分解能で観察することができた。
今後さらに高分解能での観察を行い、分子 STM 探針による糖鎖配列の可視化決定法を確立する。 
(3) また、分子探針を用いた STM についての基礎研究を行った。これまで、分子探針－試料間の水素結合及び配位結合に基づ
き化学選択性が得られることが明らかとなっている。これは、化学的相互作用に伴う電子波動関数の重なりを通じてトンネル
電流が促進されるためである。探針－試料間に電荷移動相互作用が形成される際にも、同様にトンネル電流が促進されること
が明らかになった。これにより、電子不足または豊富な π 電子系の認識が可能となった（Proc.Natl.Acad.Sci., 
USA,102,5659(2005)）。 
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⑧特記事項（これまでの研究において得られた、独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、学問的・学術的なインパク

ト等特記すべき事項があれば記入してください。） 

 

I. 細胞内・細胞間複数種の情報分子の時空間同時可視化解析 
 本研究では、生体情報分子の可視化検出プローブを開発し、それらの細胞内での動態を明らかにすべ

く研究をスタートした。一例として、プログラムされた細胞死（アポトーシス）に重要なキナーゼAkt
による蛋白質リン酸化を検出するプローブ（Aktus；アクタス）を開発し、これをゴルジ体膜、ミトコン

ドリア膜に局在化させ、そのオルガネラ膜でのAktの活性化を可視化した。これにより、血糖降下ホルモ

ンのインスリンはゴルジ体ではAktを活性化するが、アポトーシスに重要なミトコンドリアではAktを活

性化しない、しかしながら、アポトーシス抑制効果を持つ女性ホルモンのエストロゲンは、ゴルジ体に

加えてミトコンドリアでもAktの活性化を誘起することを見出した。エストロゲンはミトコンドリア上で

Aktを活性化することによりアポトーシスを抑止していることが本アプローチにより示された。また、こ

のミトコンドリアでのAktの活性化は、ミトコンドリア膜上に生成した脂質セカンドメッセンジャーPIP3

により制御されていることを、本研究での蛍光プローブ（fllip；フリップ）を用いて見い出しつつある（投

稿準備中）。本アプローチは、AktやPIP3のみならず、多くのキナーゼおよび脂質セカンドメッセンジャ

ーに適用でき、それらの時空間動態を明らかにすることにより、生理作用および疾患のメカニズムの理

解に繋がると確信している。 
 
II. 細胞内オルガネラ局在蛋白質の可視化検出法 
 特定のアミノ酸残基で二分して失活させたタンパク質を、プロテインスプライシング反応により再連

結し、機能を回復させる新たなレポーター蛋白質の概念を世界に先駆けて創案・開発してきた。このレ

ポーターを基盤技術として、本研究では、細胞内オルガネラに局在する蛋白質の網羅解析法を開発して

いる。これまでのオルガネラ局在蛋白質の同定は、細胞内オルガネラを遠心分離し、蛋白質をクロマト

グラフィーや電気泳動により分離し、そして個々の蛋白質を質量分析器で同定する方法が用いられてき

た。この方法は、同定する蛋白質の確度が、オルガネラ精製の純度に大きく依存し、また発現量の少な

い蛋白質は原理的に同定が困難な問題があった。本研究で開発した方法は、オルガネラの精製を必要と

せず、生きた細胞内の生理的条件下で、個々の蛋白質の局在を high-throughput に同定する優れた特徴

を有する。開発した方法は、その独創性のみならず、オルガネラプロテオーム解析の基盤技術として国

内外から高く評価されている。 
また、これまで細胞内分子イメージングは蛍光顕微鏡と蛍光プローブの開発・発展により長足の進歩を

遂げているが、動物個体内での分子イメージングは困難であった。我々が示した split luciferase を利用

する方法は、動植物個体内での蛋白質の動態や蛋白質の修飾が、低侵襲的にイメージングできることを

実証しており、今後新たな分子イメージング技術としての発展と広がりが期待できる。更に、発光を利

用したイメージング技術は、fMRI や PET のような大がかりな実験施設及びアイソトープを必要としな

いため、どこの研究室でも行える一般性のある方法である。従って将来的には基礎生物学、農学、医学、

製薬、そしてバイオ産業等で誰にでも容易に活用できる革新的な検出システムとなることが期待できる。 
 
III. DNA 及び糖鎖配列の可視化決定法 
 これまで分子 STM 探針の創案および開発を行ってきた。STM では従来、金属探針が用いられている

が、一般に化学選択性は得られない。本手法は、金属探針を化学的に修飾し、その探針分子と試料間の

電子波動関数の重なりをもたらす相互作用（水素結合、配位結合、および電荷移動相互作用）に基づき

特定の官能基・化学種の識別を可能とするものであり、非常に高い独創性を有する。 
本研究では、分子 STM 探針を核酸および糖鎖の観察に適用した。核酸塩基探針を用いた核酸塩基配列の

直接可視化決定法を確立した。さらに、現在大きな注目を集めている SNP の検出が可能であること示し

た。糖鎖に対しては、枝分かれなど、糖鎖の有する多様な結合様式を有する構造と共にその配列を直接

可視化決定できる。現在、糖鎖の分析には、質量分析法や核磁気共鳴分光法などが用いられているが、

いずれも得られたスペクトルの解釈が非常に困難である。本研究を通じ糖鎖の構造・配列決定法を確立

することによって、糖鎖生物学に大きく貢献できると期待できる。 
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⑨研究成果の発表状況（この研究費による成果の発表に限り、学術誌等に発表した論文（掲載が確定しているものを含む。）の全
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