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学術創成事後-２ 
 
⑥当初の研究目的 
 

発生／分化から細胞分裂／DNA複製に至るまで、すべての生命現象は必要な遺伝情報がプログラム通
りに正しく発現することにより支えられている。従って個々の生命現象を分子レベルで解明していくた
めには、情報発現の初発段階である転写反応の制御機構を正確に理解することが必要不可欠と考えられ
る。in vitro転写系により得られる結果が必ずしも転写因子の生体内機能を反映するとは限らないことか
ら、近年特に組織中の遺伝子発現を細胞レベルで簡便にモニタリングできる非破壊計測法の開発が急務
となっている。これまでにも GFPタンパク質等の蛍光を利用する方法が報告されてはいるものの、こ
の方法には蛍光を外部から観測できる透明な生体試料のみにしか適用できないという問題点がある。マ
ウスの深部組織のような不透明試料を細胞レベル（~10 µm分解能）でモニタリングしようとすれば現
時点ではマイクロ MRI（磁気共鳴イメージング）の利用が最も有効であると考えられる。しかしながら
マイクロ MRIの場合も利用できるレポーター遺伝子の種類に制限があることや、可視化のための基質
の生細胞への分配が困難である等の理由から、転写研究の in vivoモニタリング法として一般化するには
至っていない。 
  本研究ではまずレポーター遺伝子を工夫し、既存の NMR装置に改良を加えることによって、時間分
解能、空間分解能に優れた簡便な in vivoモニタリング法（新規 in vivo可視化技術）の開発を試みる（目
標 1：新規レポーターシステムの開発）。この手法は可視化のための基質が生体内に遍在するため、人
工的に分配する必要が無いことが最大の利点である。次にその技術を応用し、真核生物において精緻な
転写制御を可能とする物質的基盤ならびにそれらの作動原理について全容解明を目指す（目標 2：出芽
酵母を用いた転写制御の基本原理の解明、ならびに目標 3：高等真核生物への応用）。さらには昨今急
展開を見せるゲノムプロジェクトをさらに発展させるべく、細胞レベルの発現プロファイルデータベー
ス構築の可能性を探りたい（目標 3：高等真核生物への応用）。 
 
⑦研究成果の概要  
研究目的に対する研究成果を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。 
 
【１】 出芽酵母細胞において遺伝子発現の可視化を可能とする新規レポーター遺伝子の探索 
本研究では、外来基質を一切投与することなく遺伝子発現を高感度かつリアルタイムにモニタリングし得る
非侵襲的な新規計測技術の開発を目標とした。本研究を開始するにあたり我々は、全ての生物に存在するポ
リリン酸を 31P-NMRを用いて可視化することが最も有効な方法論であろうと考えた。この目的を実現するた
めには、ポリリン酸の蓄積を定量的に誘導できるレポーター遺伝子の探索と、高解像度でポリリン酸の蓄積
を検出できるイメージング技術の確立が必要不可欠となる。出芽酵母は液胞中に 120mMものポリリン酸を
蓄積することが知られ、遺伝的改変も容易なことから、本研究には最適のモデル生物であろうと考えられた。
そこでまず出芽酵母細胞において最も有効なレポーター遺伝子を探索する目的で、33種類の候補遺伝子[VTC
遺伝子群(4種類), VMA遺伝子群(14種類), PHO遺伝子群(7種類), その他の関連遺伝子(8種類)]について、各
欠失変異株におけるポリリン酸蓄積量を in vivo 31P-NMR spectroscopy (31P-MRS)を用いて非侵襲的に計測し、
野生株の蓄積量と比較することによって、通常の培養条件下におけるポリリン酸合成への関与の有無を調べ
た。その結果、液胞の形成やその機能に関与する VTC/VMA遺伝子群がレポーター遺伝子として有望である
ことが示された。そこで次に、染色体上の VTC1, VTC3, VTC4, VMA2遺伝子のプロモーターをそれぞれガラ
クトース誘導性プロモーターに置換し、転写誘導に伴うポリリン酸蓄積のキネティックスを調べたところ、
いずれの場合も mRNAの蓄積に伴い速やかにポリリン酸の蓄積が誘導されることが明らかとなった。一方、
転写を停止した際のポリリン酸減少のキネティックスに関しては、VTC1/VTC3/VTC4の場合、転写停止 24時
間後においてもほとんどポリリン酸の減少が見られなかったのに対し、VMA2の場合は転写停止 6時間後に
おいてポリリン酸の蓄積量が約半分に低下することが明らかとなった。すなわち転写の ONから OFFへのプ
ロセスを追跡するためには、VTC1/3/4よりも VMA2の方が有用なレポーター遺伝子であろうと考えられる。
また VTC1, VMA2については発現強度の異なる 6種類の非誘導性プロモーターを連結し、定常状態において
mRNA量とポリリン酸蓄積量の間には強い相関が見られることを明らかにした。以上の結果は、少なくとも
出芽酵母において VTC1, VMA2が定量的なレポーター遺伝子として利用可能であることを示している。 

 
【２】 出芽酵母細胞におけるポリリン酸の蓄積を定量的に可視化するイメージング技術の開発 
前項で述べたように、出芽酵母細胞内の遺伝子発現レベルを非侵襲的・定量的にモニタリングし得る新規レ
ポーター遺伝子を同定することに成功した。そこで次に、多種類の酵母株を同時に測定することができ、多
細胞生物にも応用可能なイメージング手法の開発を行った。まずφ8 mmの直径を持つ NMR測定管内に酵母
のコロニーを効率よく配置するための器具を数種類考案し、これらの器具を用いて測定管内に野生株、Δvtc1
株のコロニーを配置した。化学シフト選択的な 31P-NMRシグナルによるイメージング手法（31P-MRI, CHESS）
を適用することにより、ポリリン酸のシグナルのみを極めて高いコントラストで可視化することに成功した
（図 1）。さらに発現強度の異なる 6種類の非誘導性プロモーターの支配下に VMA2, VTC1レポーター遺伝子
を組み込んだ酵母株、及びそのコントロール株（野生株、Δvma2株、Δvtc1株）をそれぞれφ0.8 mmの極細
キャピラリー管に移送し、計 16種類の酵母株全てを同時に測定する方法論の開発にも成功した（図 2）。こ
の方法で測定したポリリン酸蓄積量と mRNA量との間にはやはり強い相関が見られたことから、出芽酵母細
胞における遺伝子発現を非侵襲的・定量的にイメージングするための基盤技術として、本システムは極めて
有用と考えられる。 
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⑦研究成果の概要  つづき 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
【３】 ポリリン酸の蓄積を高感度に検出し、定量化する新たな方法論の開発 
31P-MRIにより遺伝子発現をモニタリングすることは可能となったが、直径 1mm以下のマイクロコロニーの
ように細胞数が少ない場合には検出感度が十分とはいえず、新たな方法論の開発が必要と思われた。そこで
検出感度の上昇を図るため、水の 1H-NMRシグナルを用いる計測手法の開発を目指すこととした。ポリリン
酸は細胞内において二価金属イオンのリザーバーとして機能することが知られている。また常磁性の金属イ
オンは近傍の水の 1H-NMRシグナルの縦緩和（T1）時間の短縮をもたらすので、T1強調画像法によりポリ
リン酸蓄積量の違いを可視化できるのではないかと考え、測定条件の検討を行った。その結果、野生株と Δvtc1
株のようにポリリン酸蓄積量の異なる二種類のマイクロコロニーを通常の培地上で短時間の測定で明瞭に区
別できる測定条件を決定することに成功した（図 3）。また 6種類の強度の異なるプロモーターの支配下にレ
ポーター遺伝子を組み込んだ酵母株を用いて、mRNA量と T1短縮効果を比較したところ、両者間には強い
相関が認められた。すなわち肉眼で観察できる程度の細胞集団（φ0.5-1mmのコロニー）であれば、数百種
類の検体を同時に測定し、それらの遺伝子発現量を定量的に比較することも十分可能と考えられる。 
 
 

 

 

 

 
【４】 動物細胞において遺伝子発現の可視化を可能とする新規レポーター遺伝子の探索 
前項までに述べたポリリン酸合成に関与すると考えられる VTC遺伝子群は出芽酵母に特異的であり、高等真
核生物にはオルソログが存在しない。一方、VMA遺伝子群の場合には明らかなオルソログが認められるもの
の、これらの遺伝子を欠くマウスは胚性致死となることが知られている。そこで原核細胞に広く分布するポ
リリン酸合成酵素であるポリリン酸キナーゼ（PPK1）に着目し、動物培養細胞における本酵素の発現とポリ
リン酸の蓄積量について検討を行った。その結果、調べた限り全ての動物培養細胞（ヒト HEK293T細胞、
ヒト HeLa細胞、サル COS7細胞 etc）において大腸菌由来の活性型 PPK1遺伝子を発現させた場合にのみポ
リリン酸の蓄積が認められ、その細胞当たりの蓄積量はほぼ出芽酵母細胞と同等（~120mM）であることが
示された。また薬剤誘導性プロモーターの下流に PPK1遺伝子を連結し、ルシフェラーゼ（現在最も感度が
高いとされるレポーター遺伝子）との比較を行ったところ、両者はほぼ同等の検出感度を有することが明ら
かとなった。蓄積したポリリン酸を指標とする PPK1発現細胞の 2次元（2D）、3次元（3D）イメージング
にも成功したことから（図 4）、動物細胞の場合には、PPK1遺伝子が極めて有効なレポーター遺伝子になり
得ると考えられる。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1. 出芽酵母株の1H-, 31P-MRI画像. 
31P-MRI(CHESS)法によって、ポリリン 
酸を選択的に可視化することができる
（右, front）. 野生株（WT）ではポリリン
酸のシグナルがはっきりと観察される

が、Δvtc1株では観察されない. また
1H-MRI法では水の1Hシグナルを観測して
いるので、全ての酵母株が同じように見

える（左, front; 中, side）. 

図2. 多検体を定量的に可視化した1H-, 31P-MRI画像. 
φ0.8mmのキャピラリー管にレポーター遺伝子（VMA2, VTC1）の発現レベルが異
なる酵母株を移送し、検体16種類について同時測定を行った（左は用いた器具・
装置の模式図; 右は実際の画像データ）. 31P-MRIのシグナルを1H-MRIのシグナル
で補正することによって、より正確にポリリン酸蓄積量を見積もることができる. 

図4. 31P-MRIを用いた動物細胞における遺伝子発現の非侵襲
的・定量的な可視化（2D-, 3D-imaging）. 
HEK293T細胞に大腸菌PPK1遺伝子（[野生型WT]と[不活性型
変異体H435A]）を形質転換した後、φ6mmのガラスカップに
つめ（左）、1H-,31P-MRIにより二次元的（2D; coronal planeに
沿ってスキャン）、三次元的（3D; オリジナルファイルは
QuickTime Movie）なイメージングを行った。1H-MRIでは両
細胞間に差が見られないが、31P-MRIではPPK1[WT]を形質転
換した細胞のみがポリリン酸を蓄積していることが分かる. 

図3. ポリリン酸蓄積量の違いを示す二種類の1H-MRI画像. 
プロトン密度を反映した通常の1H-MRI画像（左）では全てのコロニーが均一に
見えるのに対し、T1の違いを強調した1H-MRI画像（右）では[MRI]の文字の位置
に配置したコロニーとそれ以外の位置に配置したコロニーのポリリン酸蓄積量
の違いを反映して、文字が浮かび上がって見える.この図に示すコロニーはいず
れもφ1mm以下のマイクロコロニーである. 
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⑧特記事項 

こ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。 
 
【１】 出芽酵母における非侵襲的遺伝子発現モニタリングシステムの確立とその応用 
本研究の最終的な目標は、真核生物において精緻な転写制御を可能とする物質的基盤ならびにそれらの作動
原理を明らかにすることである。出芽酵母は、ゲノムの全塩基配列が明らかにされているばかりでなく、全
ての遺伝子について発現レベルを調べることができ、プロモーターに結合している転写因子の種類と量を簡
便に知ることができる唯一の真核生物である。しかしながら「転写制御の作動原理」に関しては、いまだほ
とんど研究がなされておらず、未解明の課題が山積している。例えば、基本転写因子 TFIIDは、真核生物に
おいて唯一、転写開始点を直接認識し、転写調節因子からの信号に応答して転写量を決定するという極めて
重要な役割を担う転写因子であるにもかかわらず、その機能を支える分子基盤についてはまだ何も明らかに
されていない。TFIIDや転写調節因子の結合部位がゲノムワイドに同定されてもその後の解析が進まない最
大の原因は、ハイスループット（ex. >1000 sample/day）なプロモーター解析系がこれまで存在しなかったこ
とにあると考えられる。例えば、リボソームタンパク質（RP）をコードする 138個の遺伝子群は、細胞の増
殖速度とリンクし、TFIID機能に依存した共通の制御システムの支配下にあると考えられるが、コアプロモ
ーター配列を単純に比較しただけではその特徴を抽出することは困難であり、相当数のプロモーター配列に
ついて実際の応答を調べる必要がある。出芽酵母において遺伝子発現を調べるために従来最もよく用いられ
てきたレポーター遺伝子は lacZ（β-ガラクトシダーゼ）であるが、この方法は感度が低い上に発色に時間が
かかるため、遺伝子発現をリアルタイムにモニタリングするには適していない。最近出芽酵母においても GFP
が利用されるようになってきたが、富栄養培地で培養した細胞は自家蛍光が強く、感度上昇のためにはあら
かじめ測定用バッファーで洗浄しておかなければならない。一方、今回我々が開発したポリリン酸を 1H- or 
31P-MRIで定量する方法は、ノザンブロッティングとほぼ同等の感度を有し、通常の培地で培養したコロニ
ーを前処理無しにそのまま測定できるという利点を持つ。また測定深度に制限がないため、サンプルを縦方
向に積層し、高密度・集積化を図ることができる（図 5）。出芽酵母では、PCR断片を直接形質転換すること
によりプロモーター領域を容易に置換することができるため、植菌プレートからコロニーを自動的にピック
アップして NMR測定用デバイス上に整列させるロボット（図 6）を製作することにより、ハイスループッ
トにプロモーター活性を測定することが初めて可能となった。本法を用いれば、ランダム化したプールの中
から、任意の発現様式を付与する配列を実験的に選び出すことも十分に可能であり、DNAチップ、プロテイ
ンチップに続く第三のチップテクノロジー（発現細胞チップ）として、その応用範囲は多岐に渡ると考えら
れる。現在我々はこの手法を用いて、①基本転写因子 TFIIDの作動原理の解明、②転写調節因子のリガンド
検索等、従来の方法論では達成が困難であった課題の解決に向けて努力を続けている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【２】 動物個体・植物個体における遺伝子発現の可視化 
動物細胞において、PPK1遺伝子が極めて有効なレポーター遺伝子として機能することが示されたため（研
究成果の概要 4を参照）、小脳プルキンエ細胞のみに特異的に発現する L7プロモーターの下流に PPK1遺伝
子を組み込んだトランスジェニック（Tg）マウスを作成し、31P-MRIによるイメージングを試みた。あらか
じめ 1H-MRIにより観察部位（voxel=5 mm3）を決定し、localized 31P-NMR spectroscopyを行ったが、ポリリン
酸のシグナルを検出することはできなかった。In situ hybridizationや免疫染色により PPK1自身の発現は確認
できていることから、31P-MRSによりポリリン酸を検出できなかった原因は、観察対象部位に含まれるポリ
リン酸の総量が測定に使用した機器の検出限界以下であったためと思われる（特異性の高いプロモーターを
用いたため、発現細胞の数がかなり少ない）。そこで現在、CAGプロモーターの下流に loxP-stuffer-loxP配列
と PPK1遺伝子を組み込んだ Tgマウスを作製し、アルブミン遺伝子プロモーターの下流に cre遺伝子を組み
込んだ Tgマウスと交配することによって肝臓組織全体で PPK1を高発現させ、31P-MRS/MRIによるポリリン
酸の検出・イメージングを目指して準備を進めている（現在交配のための Tgマウスが得られた段階である）。 
  一方、本測定手法を植物個体にも適用するため、薬剤誘導性プロモーター及び構成的プロモーターの下流
に PPK1遺伝子を連結したコンストラクトをシロイヌナズナに導入し、形質転換個体を得た。PPK1 mRNA
と PPK1タンパク質の発現、ポリリン酸の蓄積に関しては、プロモーターの性質を反映する予想通りの結果
（薬剤を塗布した組織における特異的な発現・蓄積など）となったが、動物細胞に比べて in vivo 31P-MRSに
よるポリリン酸の検出感度が低く、ポリリン酸の蓄積を確認できたにもかかわらず、31P-MRIによる発現組
織のイメージング画像を得るまでには至らなかった。おそらく主な原因は、ポリリン酸の貯蔵形態の差によ
るものと考えられるが、詳細については今後の検討課題である（PPK1を特定のオルガネラへ送り込むこと
により、改善される可能性も考えられる）。 
 
 
 
 
 
 
 

 

図5. 1H-,31P-MRI法のメリット. 
従来の測定方法（GFP, β-gal, 
luciferase等）ではサンプルを二
次元的に配置しなければならな

いのに対し、MRI法では縦方向
に積み重ねることができるた

め、飛躍的なハイスループット

化が見込める. 

図6. コロニーをカメラ
で自動的に認識してピ
ックアップし、NMR測
定用デバイス上に整列

させるロボット.この機
器を開発したことによ

り、極めて高密度に酵

母を植菌することがで
きるようになった. 
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