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研究成果の概要（和文）：細胞内微細構造を不活性化する「ピンポイント機能阻害法」を用いて、動植物の細胞分裂ダ
イナミクス制御機構を明らかにすることを目的とした。光変換タンパク質を染色体タンパク質に連結し、高出力レーザ
ーによるピンポイント機能阻害法を開発した。光変換タンパク質によるRBMXタンパク質の時空間特異的機能阻害実験を
ライブセルイメージングと組み合わせて実施した。その結果、RBMXはクロマチンと相互作用していることを明らかにし
た。技術的には、蛍光基質で標識した細胞内の微細構造にレーザー光を照射してROSを発生させて、タンパク質複合体
の構造を破壊することで、細胞分裂の遅延を起こすことができるようになった。

研究成果の概要（英文）：Dynamic analyses of subcellular structures using pinpoint functional depletion
The purpose of this project is to reveal the dynamics of cell division in animals and plants using pinpoin
t functional depletion. The pinpoint functional depletion using a chromosomal protein RBMX fused with a ph
otosensitizer protein was successfully performed by high-power laser. Spatiotemporal inactivation of RBMX 
with the photosensitizer was performed in combination with live cell imaging. At the result, RBMX interact
ion with chromatin is turned out through the spatiotemporal inactivation. This method to induce the delay 
of cell division can be performed through generation of reactive oxygen species and structural destruction
 of the protein complex by laser irradiation to fluorescent protein-labelled subcellular structures.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 細胞内構造そのものを、細胞内で改変す
ることは困難であった。 
 
(2) 従来の生物学の研究は、遺伝学や分子生
物学で作成した変異体や形質転換体の表現
型を解析するために、固定処理や切片作成な
どの作業工程を経て顕微鏡で見た像をデー
タに活用してきた。 
 
(3)ライブイメージング技術の発達により、
固定法を脱却し、生きた細胞や器官の振る舞
いを解析できるようになった。 
 
(4)しかし、更に踏み込んで、イメージング
中にタンパク質の機能を阻害したり、細胞内
小器官の機能を改変し、タイムラグなく機能
解析する技術は未だ開発途上にあった。 
 
２．研究の目的 
(1) 顕微鏡で見ている細胞内微細構造を、
その場で不活性化する「ピンポイント機能
阻害法」を用いて、細胞分裂における動植
物の染色体や紡錘体のダイナミクス制御機
構を明らかにする。 
 
(2)３Ｄ画像を活用しながら、細胞内微細構
造の時空間特異的阻害を実施する。 
 
(3)レーザー顕微法により、細胞分裂におけ
る微細構造のダイナミクス制御機構を解明
する。 
 
３．研究の方法 
(1) KillerRed、SNAP-tag、miniSOG を連結
させた染色体・微小管構造タンパク質を動
植物培養細胞に発現させて、高出力レーザ
ーによるピンポイント機能阻害法の条件検
討を実施する。 
 
(2) 照射ポイントや機能阻害前後の変化を
高精度に把握するために、細胞内時空間情
報として活用する。 
 
(3)動態制御因子を RNAi 法によりノックダ
ウンすることで、染色体-紡錘体動態の制御
メカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)光変換タンパク質 KillerRed を染色体タ
ンパク質 RBMX に連結し、ヒト培養細胞に発
現させて、高出力レーザーによるピンポイン
ト機能阻害法の条件検討を実施した。照射ポ
イントや機能阻害前後の変化を高精度に把
握するために、ライブイメージング・データ
を細胞内時空間情報として活用した。
KillerRed の凝集は見られず細胞内で正常に
発現した。この利点を利用して、KillerRed
による RBMX タンパク質の時空間特異的機能
阻害実験をライブセルイメージングと組み

合わせて実施した。その結果、RBMX はクロマ
チンと相互作用していることを明らかにし
た。本研究結果を、Cell Press 社の Cell 
Reports 誌に発表した。技術的には、蛍光基
質で標識した細胞内の微細構造にレーザー
光を照射して ROS を発生させて、タンパク質
複合体の構造を破壊することで、細胞分裂の
遅延を起こすことに成功した初めての事例
となった（図１）。 

図 1 KillerRed-RBMX (KR-RBMX)を用いたピン
ポイント機能阻害 （以下、図 1の説明） 
AはGFP-H1.2のみを発現させたコントロール
を示す。核膜崩壊から細胞分裂完了まで 1時
間 以 内 に 終 了 す る 。 B は 同 時 に
KillerRed-RBMX を発現させた場合を示す。G2
期にピンポイント機能阻害すると、細胞分裂
完了まで 3時間かかり、細胞分裂の遅延が生
じたことがわかる。スケールバーは 10m を
示す。（以上、図１の説明） 
 
高出力レーザーを装着したライブセルイ

メージングシステムにより、パルス回数、パ
ルス強度などのピンポイント機能阻害の条
件設定を、細胞活性のモニタリングと共に実
施することで、ピンポイント制御技術を用い
た細胞分裂解析手法を開発することができ
た。 
 また、RBMX を細胞からなくすと、コシーシ
ンは細胞の中にあるにも関わらず、染色体の
間に集まらずに細胞内に分散した状態にな
ることがわかった。その結果、2 本の染色体
はくっつくことができずに、細胞分裂の進行
も著しく遅くなり、細胞死を起こすこともラ
イブセルイメージングにて明らかにするこ
とができた。RBMX は菌類から植物・動物まで
すべての生物に保存されているタンパク質
であり、種を超えて生命活動の維持に必須な
タンパク質として働いていることがわかっ
た。 
 
(2)SNAP-tag 法を用いた機能阻害法も、
KillerRed 同様に照射ポイントや機能阻害
前後の変化を検討した。しかし、機能阻害
のためには高出力レーザーを必要としてお
り、長時間照射によって細胞死が頻繁に起
こり、本システムによるピンポイント機能
阻害には向かないことがわかった。 
 



(3)miniSOG を微小管構成タンパク質であ
るチューブリンに連結させてタバコ BY-2
細胞に導入し、照射ポイントや機能阻害前
後の変化を検討した。miniSOG-チューブリ
ンの発現効率が低く、ピンポイント機能阻
害の確立までには至らなかった。 
 
(4)ピンポイント機能阻害法の確立 
以上の研究成果により、当初の目標であっ
たピンポイント機能阻害法を確立し、RBMX
が細胞分裂に関与することを明らかにする
ことで、染色体構造のダイナミクス制御機
構を解明することができた。 
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