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研究成果の概要（和文）：本研究では任意のRNAを細胞内で標識し、生物発光を利用して可視化検出する生物発
光RNAプローブの開発を行った。開発したプローブの機能を溶液内で評価したところ、標的RNAの添加とともに発
光が上昇し、RNaseの添加により標的RNAが分解すると速やかに発光が減少した。このプローブをホ乳類培養細胞
に適用し生物発光顕微鏡で観察を行うと、細胞の外部刺激を受けた応答にともないRNAの局在変化が生物発光に
より観察された。これらの結果から、本研究では生細胞内RNAを標的とした生物発光プローブの開発を行い、細
胞内での内在性RNAの局在変化の可視化追跡を実現した。

研究成果の概要（英文）：The present research aims to develop an RNA probe using bioluminescence to 
monitor time-course localization alteration of the endogenous target RNA in living cells. In an 
experiment of the probe solution, the probe quickly responds to the addition and degradation of the 
target RNA reversibly. Then, the probe expression plasmid was induced into living mammalian cells, 
and bioluminescence imaging of the cells was observed. In this observation, the target RNA, 
beta-actin mRNA, formed granule-like structures in the cells, to which growth factor stimulation was
 administered. The granule-like structures were then concentrated in the expanding cell edge region 
in response to the administrated stimulation. These results demonstrated the performance of the 
present probe in monitoring the RNA localization alteration accompanied by cellular physiological 
events.

研究分野： 分析化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、開発したプローブは生細胞内において標的とする内在性RNAの細胞現象に伴う局在変化を可
視化追跡可能な性能を有することが示された。本プローブの特徴として、標的とするRNAの配列に応じて、その
RNAを標的とするようにカスタムメイドにデザインできることがある。すなわち、本プローブの原理を用いて
様々なRNAを標的として生細胞内で局在変化を経時観察できるようになる。またRNAは遺伝子発現産物であり、各
種網羅的解析により同定されたRNAが標的とする生理機能の発現過程において示す動態解析にも応用可能であ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
発生、分化、リプログラミングなどの生体高次機能や、ガン、神経変性疾患などの疾病は、まず
少数の細胞に変化が生じ、その変化した細胞が増殖するまたは周辺細胞へと伝搬することで最
終的に組織全体など多数細胞の統合的な変化や腫瘍の形成などマクロスコピックな変化を生む。
近年 RNAseq 法など遺伝子解析技術の発展により、これら生体機能や疾患と相関がある遺伝子
の網羅的解析による同定が進んでいる。しかし同定された遺伝子がこれら生理機能や疾患の発
現過程においてどのような役割を果たしているか、また同定された遺伝子発現と対象の生理機
能・疾患の発現との因果律の解明は行われていない。この役割や因果律を解明するには、その生
理機能や疾患が発現する前段階から標的遺伝子の定量追跡を行う必要がある。また、発生や文化
などではいくつかの RNA の細胞内局在が重要な役割を担っていると報告されている。このよう
な標的遺伝子の定量追跡や細胞内局在解析を行うには、従来の破壊検査法による RNAseq と異
なる、ライブサンプルを対象とした長時間１細胞 RNA 可視化定量法が必要となる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、標的遺伝子発現の発現量および発現産物（RNA）の細胞内局在の時間推移がどの
ような条件を満たしたときに、研究対象とする細胞生理現象が発現するのか、という問いに答え
を出すための基盤技術を創出することを目指した。具体的には生細胞に対する 1 細胞サイズよ
り高解像度な RNA 長時間追跡法の開発を目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
上記研究目的にある生細胞内での長時間にわたる RNA の可視化解析を実現するため、本研究で
は生物発光を利用した RNA プローブの開発を行った。 
プローブは以下の通り設計した。まず標的 RNA 配列内で互いに近接した 2 箇所の認識部位候補
を決定し、そこに結合する 2種類の選択的 RNA 結合タンパク質 mPUM を設計作成した。この 2つ
の mPUM に二分割ルシフェラーゼ断片をそれぞれ融合した。2 つの mPUM が標的 RNA に結合する
と、二分割ルシフェラーゼ断片が近接・再構成し、発光能を示す。ルシフェラーゼとしては、サ
イズが小さく高輝度な NanoLuc を採用した。この再構成反応は可逆であるため、RNA が分解など
で消失するとプローブ分子は互いに離れ発光能は消失する。本プローブを導入した生細胞を発
光顕微鏡でライブ観察すること
で、遺伝子発現量および発現産物
の細胞内局在を可視化定量でき
る。ルシフェラーゼとしては発光
強度が高い青色発光タンパク質
NanoLuc を採用した。このプロー
ブの原理実証のための標的RANと
して、これまでに局在などについ
ての情報が得られているマウス
β-actin mRNA を採用した。 
このプローブを大腸菌大量発現系を用いて単離生成したものを用いてプローブ性能の評価を行
った。また、生細胞内での標的 RNA 検出能を評価するため、生物発光顕微鏡を用いて本プローブ
を発現した細胞の可視化解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
開発したプローブの遺伝子を大腸菌発現用プラスミドに組み込み、大腸菌 BL21 株を用いて大量
発現した。得られたプローブタンパク質をカラムクロマトグラフィーを用いて単離精製した。得
られた精製プローブ溶液にβ-actin mRNA の標的配列部分を含む合成 RNA を添加し、プレートリ
ーダーを用いて発光測定を行った。その結果、発光値は RNA 添加前３倍程度に増大した。また
RNA と同時に RNase も添加したところ、発光値はプローブのみの場合と同等となった。この結果
から、本プローブは標的 RNA の存在に応答して発光することが示された。次に、プローブ溶液に
異なる濃度の標的 RNA を添加し、発光強度を測定した。その結果、発光値は標的 RNA 濃度 1 nM
以下の時点から増大し、10 nM 近辺でおおむね一定値に達した。すなわちプローブそのものの性
質として、1 nM 程度のごく微量の細胞内標的 RNA の増減を検出できるだけの性能を有している
ことが示唆された。次に、プローブによる RNA 増減の経時変化を調べるために本プローブ溶液に
RNAを添加し、その後RNaseを添加した際の発光強度変化について経時追跡を行った。その結果、
RNA 添加後約 400 秒でおおむね一定値に達するように発光値は上昇した。そこに RNase を添加す
ると、添加後から約 100 秒程度で発光値は RNA 添加前とほぼ同等の強度まで下がった。この結果



から、発光値は RNA の増減に対して可逆的かつ速やかに応答することが示された。以上の結果か
ら、本プローブは細胞内標的 RNA の検出および存在量変化の追跡を実現するために検出感度・反
応速度の両面から十分な性能を有していることが示唆された。 
続いて本プローブの生細胞における RNA 可視化検出実験を行った。本プローブの哺乳類細胞用
発現プラスミドをマウス由来線維芽細胞株 NIH3T3 細胞に導入し、生物発光顕微鏡で観察を行っ
た。その結果、プローブを発現した細胞からは生物発光が生じ、数 10 分間にわたる発光像が取
得できた。一方標的 RNA を発現しないヒト由来細胞株 HEK293T 細胞では発光は検出できなかっ
た。この結果から、開発したプローブは生物発光顕微鏡下において、標的 RNA を 1 細胞感度・解
像度で可視化追跡できる性能を有することが示された。次に本プローブの生細胞イメージング
での定量性を評価するため、赤色蛍光タンパク質 mCherry の遺伝子に標的 RNA 配列を融合した
遺伝子の発現プラスミドを作成した。この発現プラスミドを用いることで、mCherry mRNA と標
的 RNA とが単一細胞内で同数産生されるため、mCherry の蛍光強度が標的 RNA 発現量のインジケ
ーターとして機能する。この発現プラスミドを HEK293 細胞に導入し、生物発光顕微鏡を用いて
NLuc の青色発光と mCherry の赤色蛍光を同一試料で観察した。観察の結果、個々の細胞におけ
るプローブ由来の生物発光強度と mCherry 由来の蛍光強度に正の相関が見られた（相関係数
0.71）。この結果から、本プローブは生細胞内において 1 細胞ごとに標的遺伝子の多寡を定量で
きる性能があると示唆された。 
開発したプローブを用いた細胞生理現象の観察における原理実証として、生細胞内で内在性の
標的 RNA の経時的局在変化観察を試みた。標的 RNA であるマウスβ-actin mRNA を発現している
NIH3T3 細胞を試料として選び、血小板由来成長因子（PDGF）刺激導入により生じる細胞の変形
や遊走過程と同時に起こるβ-actin mRNA の細胞内輸送及び局在変化を発光顕微鏡を用いてタ
イムラプス観察した。標的 mRNA 以外にアクチンタンパク質および細胞形状を同時に観察するた
め、本プローブに加え、アクチン骨格プローブとして Lifeact-mCherry、細胞形状マーカー（ボ
リュームマーカー）として GFP を同時に発現させ、生物発光・蛍光観察を行った。成長因子を
培地に添加すると細胞は仮足を形成し伸展した。その細胞形状変化にともない、細胞内では生物
発光を示す顆粒状の構造が複数生成した。その顆粒は細胞遊走にともない伸展する膜状仮足部
に局在した。ボリュームマ
ーカーであるGFPは顆粒構
造には集合しなかったた
め、この顆粒はタンパク質
やRNAが非特異に凝集した
構造では無い。成長因子刺
激によりβ-actin mRNA を
含むストレス顆粒が形成
することやβ-actin mRNA
が細胞遊走時に形成する
仮足部に局在することは
報告されている。これらの
ことから、外部刺激に応答
した細胞内における内在
性β-actin mRNA の局在変
化が本プローブを用いて
観察可能であることが示
された。 
最後に、本プローブを用いて神経細胞における RNA 局在可視化観察を行った。プローブの発現プ
ラスミドをマウス胎児海馬由来初代培養神経細胞にリポフェクションにより導入した。細胞に
はプローブに加えて Lifeact-mCherry およびボリュームマーカーとしての GFP も同時に発現さ
せた。得られた細胞を生物発光顕微鏡を用いて観察したところ、β-actin mRNA は神経軸索や樹
状突起上で不均一に存在している様子が見られた。この局在はβ-actin タンパク質の局在とは
一致していなかった。この結果は、軸索上においてタンパク質合成を行うスポットが存在し、そ
こで合成されたタンパク質が輸送されスパインなどの形成に寄与するという既報の知見と一致
する。以上の結果から、本プローブは神経細胞内においてβ-actin mRNA を可視化検出し、その
細胞内局在について解析できる性能を有することが実証された。 
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