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研究成果の概要（和文）：研究代表者の開発した発蛍光性RNA・Romanescoを用いたライブセルRNAイメージング
の感度を大幅に向上させることに成功し、内在性遺伝子転写活性の蛍光イメージングによる可視化を達成した。
刺激に応じた転写活性化を単一細胞の解像度で解析することを可能にし、これまで細胞集団レベルで発生するこ
とが知られていた周期的な転写活性化が単一細胞レベルでも起こっていることを初めて見出した。DNA構造を可
視化する蛍光プローブとの同時イメージングにより、ゲノム構造と転写活性の同時イメージングを達成した。

研究成果の概要（英文）：The investigator used Romanesco, a fluorogenic RNA previously developed by 
the investigator, and succeeded in enhancing the sensitivity in Romanesco-based live-cell RNA 
imaging. Visualizing endogenous gene transcriptional dynamics at single-cell resolution has been 
achieved and transcriptional oscillation at single-cell level has been discovered. Simultaneous 
imaging of gene transcriptional dynamics and genomic DNA structural changes was also successful. 

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により遺伝子の発現が一つ一つの細胞の中でどのように変化していくのか計測できる技術基盤が確
立された。細胞ごとの遺伝子発現の違いは人体を始めとする複雑な生命構造を形作る基盤となるメカニズムであ
るので、今後本研究成果の応用により幅広い生命科学分野で様々な発見が生み出されるであろうと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞外部からの刺激によって遺伝子発現の変化とゲノム立体構造の変化が共役して引き起こ
されることがいくつかの研究によって示唆されていた。核内ゲノム DNA の立体構造が何らか
の形で遺伝子の転写を制御している可能性が議論されていたが、転写活性をダイレクトに可視
化する手法が欠如していたため実際に「DNA構造」と「転写活性」を同時にイメージングした
研究は存在しなかった。 

そこで、申請書が開発した蛍光 RNAと DNA可視化色素を組み合わせることで生きた細胞
で高い時間・空間分解能で DNA 構造と遺伝子発現を同時計測できるのではないか、との
着想を得た。 

 

２．研究の目的 

申請者の開発した蛍光 RNA・Romanesco を用いて内在性遺伝子の転写活性をイメージングす
る系を確立する。確立した系と DNA 可視化色素を組み合わせ、「DNA 構造」と「転写活性」
の変化を経時的に同時計測する。 

 

３．研究の方法 

内在性遺伝子の転写に由来する mRNAは非常にコピー数が少ないので、Romanesco を用いた
イメージングのシグナル-バックグラウンド比を向上させ少ない mRNA でも可視化可能な系を
確立する。また、内在性遺伝子の mRNAに Romanesco がノックインされた細胞株を樹立する。
樹立した細胞株を用いて、刺激依存的な mRNA発現量の増減が可視化可能であることを確かめ
る。 

さらに、DNA 構造を可視化する色素と同時イメージングを行うことにより「DNA 構造」変
化と「転写活性」変化の経時的同時計測を実現する。 

 

４．研究成果 

まず蛍光 RNA・Romanesco を用いて特定遺伝子の転写活性をイメージング可能な細胞株の樹
立を試みた。ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9 システムにより種々の細胞において Romanesco 配列
のノックインを試みたところ、マウス ES 細胞、ヒト HEK293 細胞、ヒト乳がん細胞 MCF7、
免疫 B細胞モデル細胞 DT40において Romanesco配列をゲノム上の狙った遺伝子に挿入するこ
とに成功した。このうちいくつかの細胞株において、外部から細胞を刺激し遺伝子の転写を誘
導することで蛍光強度が大きく変化する様子が観察された。 

一方で、遺伝子の発現量によっては一般的な顕微鏡では十分な感度を持ったイメージングが
できないことが分かってきた。そこで次に、顕微鏡法の改良により Romanesco に由来する蛍光
を高い感度で検出することを目指した。Romanesco は細胞の自家蛍光などに比べ長い蛍光寿命
を持つことに着目し、パルスレーザーを用いた時間分解蛍光寿命イメージングを行ったところ、
転写活性イメージングにおけるシグナル-バックグラウンド比が大幅に向上するという大きな
改善が達成された。 

改良されたイメージング系を用い外部刺激に応答して誘導される転写活性を可視化したとこ
ろ、細胞集団レベルではこれまでの知見と一致する周期的な転写活性化が観察された。さらに
単一細胞レベルでの転写動態を解析したところ、集団で見られたのと同様の周期的活性化が
個々の細胞についても起こることが見出された。これは本研究計画において確立されたライブ
セル RNAイメージング技術によって初めて明らかとなった新たな知見である。 

 さらに、ゲノム構造を可視化可能な蛍光色素と Romanesco の同時イメージングを行ったとこ
ろ、外部刺激によりゲノム構造がゆるやかに変化する様子が観察された。ある種の内在性遺伝
子の転写活性化はゲノム構造の変化に先立って起こることがわかり、ゲノム立体構造の変化を
伴わずに転写活性化しうることが示された。 

また、開発した新技術を用いることで、遺伝子発現過程における転写産物の核内微細構造へ
の局在化イメージング、細胞質 RNA のストレス顆粒への移行動態解析、神経細胞におけるリ
ボ核タンパク質輸送動態のイメージングにも成功しており、これまで不可能であった「ライブ
セルにおける RNA発現動態の時空間的解析」が実現された。 

 以上の研究実績により、本研究計画で目標としていた「遺伝子転写活性とゲノム三次元構造
の経時的同時計測」が無事達成された。今後本研究計画で得られた成果を元に、遺伝子転写活
性化機構の詳細や RNA 局在化によるタンパク質発現の制御機構について研究を発展させて行
きたいと考えている。 
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