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研究成果の概要（和文）：特定の一細胞内酵素活性を絶対定量する技術開発を目的として，培養細胞内で遺伝子
発現する発光タンパク質（ルシフェラーゼ）に焦点をあて，刺激を加えた時のルシフェラーゼの絶対定量法の確
立を目指した．先ず，細胞内ミトコンドリアに局在するBakタンパク質に蛍光タンパク質（mEos3）を連結し，細
胞外刺激に伴うBakクラスター形成を確認した．このクラスターに含まれるBak分子数を，mEos3の超解像蛍光イ
メージング技術を改良することにより計測可能にした．本計測は固定細胞のみならず，生細胞でも可能であるこ
とを立証した．mEos3の分子数から，ルシフェラーゼ1分子の活性を評価することが可能となる．

研究成果の概要（英文）：We aimed at developing an optical method to absolutely quantify enzymatic 
activities in living cell. For this purpose, we first focused on a bioluminescent protein, 
luciferase. First, fluorescent protein (mEos3) was ligated to the Bak protein localized in the 
intracellular mitochondria. We confirmed formation of Bak cluster due to extracellular stimulation. 
We have made it possible to measure the number of Bak proteins contained in single cluster by 
improving the super resolution fluorescence imaging technique with mEos3. It was proved that this 
measurement is possible not only in fixed cells but also in living cells. By counting the number of 
mEos3, it will be possible to evaluate the activity of single luciferase in living cells.

研究分野： 分析化学

キーワード： イメージング　蛍光
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１．研究開始当初の背景 
	 生体組織や臓器に代表される多細胞生物
は，細胞同士のコミュニケーションが細胞内
シグナルを惹起し，細胞固有の機能を発揮す
る．培養細胞を用いた研究では，特定のリガ
ンドを細胞外に添加し，細胞内シグナル変動
を経時的に解析することで，1 細胞の機能理
解を深化させてきた．しかし，不均一（ヘテ
ロ）な細胞集団から構成される生体組織や臓
器は，細胞間の情報伝達が時空間的に多様な
様式でコントロールされているため，隣り合
う１細胞レベルでその生理機能を解析する
必要性がある．細胞内シグナルの担い手の代
表はキナーゼなどの酵素であるが，組織はお
ろか培養細胞でさえも，生きた状態でその酵
素分子数を絶対定量する技術は存在せず，新
たな定量分析技術が熱望されている． 
 
２．研究の目的 
	 ヘテロな細胞集団から構成される特定の
一細胞内酵素活性を絶対定量する革新的な
技術開発を目的とする．本研究期間では，そ
の基盤技術の確立を目的として培養細胞内
で遺伝子発現する発光タンパク質（ルシフェ
ラーゼ）に焦点をあて，刺激を加えた時のル
シフェラーゼの絶対定量法を確立する． 
  
３．研究の方法 
	 光照射によりルシフェラーゼ発光反応が
初めておこる光活性化型ルシフェラーゼ
（Photoactivatable	Luciferase:	PA-Luc）
を開発する．PA-Luc を大腸菌発現系により大
量培養し，精製した PA-Luc のキャラクタリ
ゼーションを行う．PA-Luc と蛍光タンパク質
を連結し，蛍光タンパク質の分子数計測から
PA-Luc の細胞内量を評価する．次に細胞に
PA-Luc を発現させ，光依存的に PA-Luc が活
性化することを検証する．最終的には，細胞
に発現しているルシフェラーゼの分子数を
計測するために，PA-Luc を定量的に光で活性
化し，その時の発光値を発光イメージングに
よりモニターする．得られた発光画像を定量
解析して，PA-Luc の活性化分子数と発光量の
相関から，内在するルシフェラーゼの絶対分
子数が求められることを実証する．	
	
４．研究成果	
	 外部光によりルシフェラーゼ活性を制御
する技術は，すでに当研究室において，ホタ
ル由来のルシフェラーゼを用いて開発済み
である．この技術から PA-Luc を開発するこ
とは容易である．最もボトルネックとなる技
術開発は，細胞内の蛍光分子数計測である．
この計測を実現するため，はじめに，蛍光標
識された特定タンパク質を全反射蛍光顕微
鏡により輝点観測するための顕微鏡システ
ムの立ち上げ，位置精度の検証，ならびに輝
点の実計測を行った．具体的には，全反射蛍
光顕微鏡のステージを超解像顕微鏡仕様に
改良した．また EM-CCD カメラにより取得さ

れる蛍光画像から高速に輝点を同定し，画像
処理を行うプログラムを作成した．	
	 蛍光分子標識する特定タンパク質は，Bak
タンパク質とした．Bak タンパク質に mEos3
を連結したプローブを Bak 欠損細胞に発現さ
せ，細胞固定後に mEos3 の分子数を計測する
こととした．	Bak の生理的機能が mEos3 標識
によって阻害されないことを，活性型 Bak 特
異的抗体を用いた免疫染色法で確認した（図
１）．	

図１．（Ａ）作成したコンストラクト．（Ｂ）
mEos3-Bakを発現した細胞のUV刺激による局
在変化．	
	
	 次に，プローブ発現細胞にアポトーシス刺
激として紫外線を照射し,一定時間後に細胞
をパラホルムアルデヒドで固定し，細胞内に
局在する mEos3 の蛍光輝点を観察した．コン
トロールとして，紫外線非照射の細胞も同様
の条件で固定化を行い，蛍光観察を行った．
その結果,	いずれの細胞においてもミトコ
ンドリア上に局在する Bak 凝集体の蛍光画像
が得られた（図２）.	また，mEos3 の単一の
蛍光輝点から中心位置の算出を行い，超解像
画像の作成を行った．平行して輝点数をカウ
ントすることにより，観察領域に存在する
Bak 分子数を計測した．約 300 個の凝集体の
サイズ評価を行ったところ ,	 直 径が
100-1000	nm,	一凝集体あたりの Bak 分子数
が 50-1700 存在することがわかった（図３）．
以上より，固定細胞において，mEos3 を用い
た蛍光輝点の分子数計測技術を開発するこ
とに成功した．	

図２．ミトコンドリア膜上の Bak 凝集体の蛍
光イメージング画像．一番右側のカラムは，
蛍光輝点の空間分布を点で示している．この
輝点数が，蛍光タンパク質の分子数に相当す
る．	
	
	



	
図３．ミトコンドリア膜上の Bak クラスター
の size	distribution（左）と，１クラスタ
ーあたりの Bak 分子数（右）．	

	 	
	 次に，生きた細胞内の mEos3 の分子数をカ
ウントするために，独自に開発した全反射蛍
光顕微鏡システムを更に改良して，細胞内オ
ルガネラ膜上に局在させた mEos3 の分子計測
技術を開発した．ミトコンドリア膜上タンパ
ク質の一つである Bak に mEos3 を連結し，内
在性 Bak をノックアウトした MEF 細胞を，前
記細胞作成と同様に作成した．この細胞をス
テージインキュベータの存在下，顕微鏡下で
微弱な緑色光を細胞に連続照射し，	mEos3 の
光変換を誘導しつつ，全反射蛍光顕微鏡によ
り mEos3 輝点の高速イメージングを行った．
結果，mEos3 が完全に褪色するまでの時間，
輝点の数から mEos3 の分子数が計測できるこ
とを明らかにした．次に mEos3 をアクチンに
連結した遺伝子を作成し，細胞に発現させた．
生きた培養細胞を用いて上記と同様の 1分子
イメージングを行ったところ，アクチンの超
解像イメージング画像が取得できるととも
に，mEos3 の分子数をカウントできることが
わかった．さらに，ルシフェラーゼと mEos3-
アクチンを P2A ペプチドで連結した遺伝子を
作成した．この遺伝子からタンパク質を発現
すると，P2A ペプチドで自己切断されるため，
ルシフェラーゼと mEos3-アクチンタンパク
質は１：１の化学量論比で細胞内に発現する．
現在，ルシフェラーゼの発光量と mEos3 との
相関情報を取得しており，mEos3 の分子数か
らルシフェラーゼの絶対量を計測すれば，1
分子のルシフェラーゼの酵素活性が評価可
能となる予定である．	
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