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研究の概要 
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
察する新手法の創案と展開を目的とした．ジアシルグリセロールや mRNA，キナーゼやカ
スパーゼ等の酵素活性，蛋白質の細胞内動態を可視化する新たな原理に基づく蛍光・発光
プローブを開発した．また，DNA や糖鎖を 1 分子レベルで測定する方法を確立した．開発
した方法は，分子イメージングの新たな端緒を開拓し，基礎生命科学や医学研究など広範
な分野領域に貢献することが期待される． 
研 究 分 野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・分析化学 
キ ー ワ ー ド：化学分析，生物学的分析，表面分析，状態分析，生体分析 

１．研究開始当初の背景・動機 
DNA やその産物である RNA，さらにタン
パク質の構造と機能を明らかにする方法，
個々の生体分子の細胞内や動物個体内での
動態を詳細に解明する方法は，現在の分析
化学研究において最も重要な課題である． 
 
２．研究の目的 
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”． 
 
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 
 
３．研究の方法 
I. 細胞内情報伝達を可視化する多数の蛍
光蛋白質センサーを開発する．検出目的の
生体分子がリセプター部位に結合するとリ
セプターに構造変化が起こり，これをドナ
ー・アクセプター蛍光団間の蛍光共鳴エネ
ルギー移動（FRET）に基づき検出する． 
また蛍光センサーの拡散による生体分子の

空間情報の喪失を避けるため，蛍光蛋白質 
センサーに細胞内局在化配列を付加する． 
II．本研究者独自の技術である蛋白質再構
成法を利用して，蛋白質の核内外移行，ミ
トコンドリアからの蛋白質の放出など細胞
内の蛋白質動態を，生きたマウス個体内で
可視化するプローブの開発と検出技術を開
発する．また，蛋白質が細胞内オルガネラ
に移行した時に発光する蛍光プローブを開
発し，cDNA ライブラリーから網羅的にオ
ルガネラ局在蛋白質を同定する方法を開発
する． 
III．DNA 及び糖鎖を選択的に可視化する
ための分子探針を開発する．各試料分子に
特有の官能基と選択的に化学的相互作用を
形成できる探針を用いることにより，その
相互作用に伴ってトンネル電流が促進され
選択的分子イメージングが可能となる． 
 
４．研究の主な成果 
I.  タンパク質のリン酸化は細胞内シグナ
ル伝達の ON/OFF 調節に関わる最も主要
なメカニズムの一つである．本研究では独
自の技術を展開し，生命機能と疾患の理解
に重要なキナーゼ（ERK および Src）によ
るタンパク質リン酸化を可視化する蛍光プ
ローブを開発し，当該キナーゼの細胞内で
の時空間動態を可視化計測した．結果（１）
細胞増殖など多くの生命機能を制御する
ERK の活性化は細胞質では一過性である
こと，（２）一方核内では，ERK の活性化
は持続的であること，が明らかとなった． 



Src については（１）
Src を活性化するリ
ガンド刺激の種類に
よって Src が活性化
する膜系が異なるこ
と，およびその
分子メカニズム，
（２）Src は生
体膜において一様に活性しているのではな
く，生体膜上に存在する数十ナノメートル
サイズの微小ドメイン（lipid raft; リピッ
ドラフト）においてのみ活性していること
を明らかにした．また（３）リピッドラフ
トにおける Src の活性化が，乳ガン細胞の
細胞接着および細胞周期の亢進を制御する
ことを明らかにした． 

図 細胞膜上局所で活性化  

した Src のイメージング

５．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト 

従来の研究手法ではアプローチすることが
出来なかった，タンパク質リン酸化や RNA
やグリセロールの動態など，細胞内分子過
程の可視化に成功した一連の成果は，世界
を先導する成果である．その検出原理は，
我々独自に創案・開発した技術であり，大
きく研究を展開できた意義は極めて大きい．
開発した一連のプローブは分子イメージン
グの新たな端緒を開拓し，生命機能と疾患
の理解を目指す基礎生命科学・医学研究の
みならず，細胞内分子過程を制御する薬物
の評価やスクリーニングなどの創薬研究に
も多いに貢献することが期待される． 
 
６．主な発表論文  
（研究代表者は太字、研究分担者には下線） II．細胞内小胞（ER）に移行するタンパク

質を同定するプローブ分子を開発した． 
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，109 種の ER 移行タンパク質の同定
に成功した．また，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． split した RLuc の再構成技
術を確立し，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，脳内の AR の
働きが抑制されることを明らかにした．こ
の 基 本 技 術 を 展 開 し ， glucocorticoid 
receptor(GR)の核内移行検出法や， Smac
タンパク質のミトコンドリアからサイトゾ
ルへの放出を，生きたマウス個体で低侵襲
的に時空間解析できることを実証した． 
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III. 4 種の核酸塩基（アデニン，グアニン，
シトシン，ウラシル；それぞれ A, G, C, U）
誘導体をそれぞれ探針として用い，A, G, C, 
Uの単成分または混合自己組織化単分子膜
（SAM）を走査型トンネル顕微鏡（STM）
により観察した．その結果，用いた核酸塩
基探針に対して相補的な試料核酸塩基が選
択的に可視化できることを明らかにした．
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さらに，DNA の類縁体であるペプチド核
酸を上記核酸塩基探針を用いて観察し，特
定の核酸塩基のみを選択的に可視化できる
ことを実証した．核酸塩基の識別は，DNA
の配列決定や，現在注目を集めている一塩
基多型（single nucleotide polymorphisms, 
SNPs）の検出に利用できると期待される． 
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