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研究成果の概要（和文）：本研究では生細胞内における外来遺伝子の拡散・分解などの運命を定量的に可視化すること
を目標に掲げ、その達成のためにラスター画像相互相関分光法（ccRICS）の測定系を新たに構築した。次にこの測定系
を用い、生細胞内における外来遺伝子の分解を可視化した。その結果、DNA分解酵素活性が細胞種によって異なること
を直接観測し動画として表現することに成功した。これは、細胞が持つ外来遺伝子の侵入に対する防御機構とその強さ
を新たに定義付けする画期的な成果であり、遺伝子治療や核酸医薬の発展に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：The Purpose of this study is to visualize intracellular diffusion and degradation 
of exogenous genes quantitatively. We have newly developed raster image cross-correlation spectroscopy 
(ccRICS) setup. Degradation activity of DNA in living cells was successfully monitored as a movie through 
a direct measurement by the developed ccRICS system. Our result shows that the DNA degradation activity 
in living cells differs between cell lines. The achievement reveals a defense machinery against exogenous 
DNA invasion and determine its activity. The work will contribute a development of nucleic acid medicine 
and gene therapy.

研究分野： 生物物理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
外来遺伝子を体内に導入し、タンパク質を発
現させたり目的遺伝子をノックダウンした
りする遺伝子治療はパーキンソン病など難
治性疾患の治療法の 1つとして期待されてい
る。このような遺伝子治療を実現するには、
細胞外から導入された外来遺伝子が効率的
に核に至り、発現することが必要である。遺
伝子治療の臨床における実用化において、遺
伝子導入効率の向上は極めて重要な課題で
ある。これまで遺伝子導入の効率化に対して
は細胞膜を効率よく突破させる機構の開発
が中心を占めてきた。これらの研究は導入効
率や目的部位へのターゲッティングに対し
重要な貢献をしてきたが、現時点では実用化
に耐える程の遺伝子発現効率は実現されて
いない。この原因の一つは、外来遺伝子の導
入から発現に至る経路やメカニズムの解明
が欠落し、ブラックボックスのままである点
にある。本来、外来遺伝子の発現は厳重に防
御されるべきであり、細胞が持つバリアー機
構が重要な役割を果たしていることが考え
られる。このような防御機構を含め、外来遺
伝子発現システムの全体像を理解するには
細胞内に導入された外来DNAの運命を定量化
することが不可欠である。しかしながら、生
きた細胞内で動的に変化する外来遺伝子の
局在や分解を時空間的に解析し定量的に表
現することは実現されていなかった。 
過去の研究において、我々は生細胞測定とい
う観点に注目し蛍光相関分光法（FCS; 
Fluorescence correlation spectroscopy）、
蛍光相互相関分光法（FCCS; Fluorescence 
cross-correlation spectroscopy）を利用し
て、細胞質に導入された外来 DNA がヌクレア
ーゼによって分解される様子、つまりは外来
遺伝子に対する細胞の防御機構が実際に働
く様子を定量的にモニターすることに成功、
これが発現効率低下の要因の一つであるこ
とを明らかにした（Sasaki A and Kinjo M. J. 
Control. Release 143(1):104-111 (2010)）。
しかし、課題として、従来の測定系は細胞内
の任意の1点しか同時に測定できないという
点があった。外来遺伝子の分解は分（min）
オーダーで進行していくため、1 点ずつの測
定においては各点における測定までの経過
時間の差によって値が変化してしまった。つ
まり既存のシステムではいつ、どこで外来
DNA が分解されるかという時空間的な情報を
同時に得ることはできなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、生細胞内における外来遺伝
子の拡散・分解などの運命を時空間的かつ定
量的に可視化すると同時に単一細胞内の外
来遺伝子発現のアウトプット（発現タンパク
質の量）を定量的に測定し、防御に関与する
ヌクレアーゼの同定と制御によって外来遺
伝子発現を高効率化することである。 
 

３．研究の方法 
(1)外来 DNA の蛍光標識と細胞への導入 
 外来 DNAの画像相互相関分光測定を行って
分解をモニターするには、外来 DNAを 2色（緑、
赤）の蛍光色素で標識する必要がある。蛍光
標識プローブの作成は、提案者が過去に蛍光
相互相関分光法で分解モニターを行った際
に構築した蛍光標識プライマーを用いた PCR
法を改変して行った。作成した外来 DNA を細
胞内に定量的に導入する方法としてマイク
ロインジェクションを用いた。一般的な遺伝
子導入技術ではエンドサイトーシス経由で
外来 DNA が取り込まれ、膜を突破したごく一
部の外来 DNA が細胞質から核に向かい、その
他大部分はリソソーム系で分解されるが、マ
イクロインジェクションで細胞質に直接外
来DNAを導入することで、膜突破後の外来DNA
の環境を再現することが可能となる。この方
法の利点は、短時間で、測定に必要な数百 nM
程度の濃度の外来遺伝子を定量的に導入で
きる点である。 
(2)ラスター画像相互相関分光法(ccRICS; 
Cross-correlation raster image 
correlation spectroscopy)による分解のマ
ッピング 
外来 DNA が導入された生細胞内で ccRICS 解
析を行い、単一細胞に導入された外来 DNA の
分解、局在さらには細胞内での拡散速度を時
空間的に解析する手法を構築した。導入する
蛍光標識 DNAはインタクトな状態では 2色の
蛍光色素が連結されており相互相関が検出
されるが、分解によって相互相関が消失する
プローブである。そこで、レーザー共焦点蛍
光顕微鏡（LSM）画像を格子状の領域に分割
し、各領域で空間（相互）相関関数を計算し
その相関値を元の蛍光画像上にマッピング
した。相互相関値のマップの時間変化を観察
することで、生細胞内において外来 DNA がい
つ、どこで分解されているかという運命を可
視化し、さらには分解速度を定量することが
できる。相互相関値と併せて DNA 分子の拡散
速度の変化や濃度の変化も解析した。ccRICS
は比較的新しく開発された方法であり、最適
な測定条件が未だ固定されていない。そこで
まず in vitro の測定も含め、過去の実験系
の再現を通じて条件や解析法の最適化を行
った。 
(3)単一細胞レベルのタンパク質発現量の定
量化 
生細胞内の分解活性の可視化と併せて、フロ
ーサイトメトリーを用い、導入した外来 DNA
からの遺伝子発現効率も単一細胞レベルで
測定した。 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
①ラスター画像相互相関分光解析手法
（ccRICS）の確立 
蛍光 DNAを導入した細胞の画像取得条件を詳
細に検討し、測定に最適な条件を見つけ出し



た。まず、作成した蛍光標識 DNA プローブを
溶液中で測定した。ネガティブコントロール
として1色ずつの蛍光分子で標識されたオリ
ゴヌクレオチドの混合物をccRICS測定した。
これらの測定から、2 色の蛍光色素が同時に
拡散しているかどうか（すなわち繋がってい
るかどうか）を判別できることが示された。
さらに、DNA プローブを制限酵素で分解した
ところ、分解過程を経時的に定量化できるこ
とが明らかになった。また、大量のタイムラ
プス画像を一度に処理可能な画像解析プロ
グラムを開発し、顕微鏡画像（動画）から時
空間的に ccRICS 解析を行う手法を確立した
（図１）。 
 

図１ ラスター画像相互相関分光解析 

 
②相関解析による外来DNA分解活性の時空間
的可視化 
完成した ccRICS の測定系を利用し、HEK293
細胞ならびにMEF細胞における外来遺伝子の
細胞内分解を時空間的に可視化した。その結
果、DNA 分解酵素活性が細胞種によって異な
ることを直接観察し動画として表現するこ
とに成功した。具体的には、DNA プローブを
マイクロインジェクションした細胞を
ccRICS 解析したところ、MEF 細胞では導入後
10 分程度で分解が進行したのに対し、HEK293
細胞では 50 分経過しても顕著な分解は見ら
れなかった（図 2）。さらに、単一細胞内の遺
伝子発現効率に関し、環状プラスミドと直鎖
状 DNA をそれぞれ細胞導入した際の EGFP 遺
伝子発現効率をフローサイトメトリーによ
って単一細胞レベルで検証した。細胞内での
酵素活性データと比較検討した結果、酵素活
性と発現効率の相関が示唆された。結論とし
て、細胞株によって DNA 分解活性、すなわち
外来遺伝子に対する防御機構の強度が大き
く異なり、それは遺伝子デリバリー経路のバ
リアーとして機能していることが明らかに
なった。これは、生きた細胞の中で DNA の分
解をリアルタイムに直接観察した世界初の
成果である。同時に、DNA 分解活性と遺伝子
発現は相関し、細胞株によって活性に差が見
られたことから、例えば臓器によって核酸医
薬の効果が異なる可能性を示唆する等、DNA
分解活性が遺伝子導入効率向上に重要な鍵
であるという新しい考え方を提唱するに至
った。 
 

 
図 2 細胞株による DNA 分解速度の違い 

 
(2)得られた成果の国内外における位置づけ
とインパクト 
本研究の成果は、細胞が持つ外来遺伝子の侵
入に対する防御機構とその強さを新たに定
義付けする画期的な成果である。基礎研究分
野では国内学会発表においても多数の聴衆
の興味を引いたほか、世界的に見ても最先端
の計測手法である。また応用としては、遺伝
子デリバリーの分野（すなわち核酸医薬、遺
伝子治療）において理論的なバックボーンを
与える基盤的な技術となりうる。 
(3)今後の展望 
今後は本研究で発見したDNA分解酵素活性を
担う分子を「同定」することが求められる。
蛍光イメージング技術は機能を追うのには
強力な手法であるが、蛍光でターゲット分子
を修飾することが必要なため「同定」は不得
手である。この弱点を補うために次世代シー
ケンサーや質量分析といった技術を組み合
わせていくことが必要である。最終的に分解
酵素活性の同定・制御が達成されれば、核酸
医薬や遺伝子治療の効率上昇に必須な基礎
的知見を与えるであろう。さらなる展望とし
て、本研究はそもそも細胞質になぜ DNA 分解
酵素が存在するのか、どのような生理的な意
味を持つのかという本質的な疑問の解決に
つながると考えられる。特に、分解酵素の制
御を通じて、ウイルス等に対する生体防御機
構や DNA 代謝、さらには疾患との関連など、
「生体内の DNA 分解の意義」に迫っていきた
い。 
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