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研究成果の概要（和文）：細胞内の分子混雑環境では、タンパク質の動態・反応が希薄溶液中の in vitro 計測
と異なると予想されていたが、これまで細胞質を自由拡散するタンパク質の 1分子計測が困難だったため、その
直接的検証は困難だった。本研究では、ゲノ ム編集技術を用いた内在性タンパク質への蛍光タグ導入と、自発
ブリンキング能を持つ蛍光色素を利用したストロボスコピー計 測を組み合わせることで、細胞質を自由拡散す
る内在性タンパク質分子の1分子動態計測を行った。

研究成果の概要（英文）：It is expected that protein dynamics and protein-protein interaction in the 
crowded cellular environments are different from those in vitro. However, direct evaluation of the 
effect of macromolecular crowing was difficult, since the method to observe freely diffusing single 
molecule in the cytoplasm has not been developed. In this study, we performed single molecule 
imaging of freely diffusing endogenous protein in living cells using spontaneously blinking 
fluorophore.

研究分野： 生物物理

キーワード： １分子イメージング

  ２版
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１． 研究開始当初の背景 

 

細胞内の分子混雑環境では、タンパク質の動

態や反応が希薄溶液中の in vitro 計測と異

なると予想されていたが、その直接計測は困

難だった。我々は、高感度高速１分子イメー

ジング顕微鏡を構築し、溶液中を自由拡散す

るタンパク質の１分子計測に成功した。これ

を利用して、キネシンの微小管への結合反応

の速度定数(kon)を計測し、細胞内では in 

vitro 希薄溶液中の約 10 倍であること、従来

の分子混雑環境の in vitro モデル系では、

むしろ希薄溶液中より kon が低下し、細胞内

での直接計測の重要性が再確認された。しか

し、本手法は過剰発現させた標識タンパク質

を用いた計測であり、しかも激しい光褪色の

ためスナップショット計測しか行うことが

出来ず、タンパク質の動態計測には至ってい

ない。 

 

２．研究の目的 

 

本研究では、ゲノム編集技術を用いた内在性

タンパク質への蛍光タグ導入と、自発ブリン

キング能を持つ蛍光色素を利用したストロ

ボスコピー計測を組み合わせることで、細胞

質を自由拡散する内在性タンパク質分子の

１分子動態計測の実現を目指す。 

 

３．研究の方法 

 

（１） ゲノム編集を用いた内在性たんぱく

質の標識、計測法の確立 

 

内在性タンパク質の標識には、ゲノム編集酵

素SuperTALEN(特願 2013-167144)を用いたノ

ックインにより蛍光タグを導入する。 

 

（２） 自発的ブリンキング能を持つ蛍光色

素を用いた計測手法の確立 

 

光褪色を防いで動態計測を行うためには、間

歇露光が有効である。我々は、間歇露光を実

現する新しい方法として、神谷･浦野らによ

り開発された自発ブリンキング能を持つ新

しい蛍光色素に注目した。蛍光を発する開環

状態の寿命を 1ミリ秒程度、光を吸収しない

閉環状態の寿命が 10 ミリ秒程度の色素を用

いれば、光褪色を 10 倍遅くすることが出来

る。 

 

４．研究成果 

 

（１） ゲノム編集を用いた内在性たんぱく

質の標識、計測法の確立 

 

我々は、改良型 TALEN である SuperTALEN を

用いてマウス個体レベルで高効率の遺伝子

ノックアウトに成功している。これを応用し、

homology independent repair を用いること

で高効率に目的タンパク質遺伝子のC末部分

に蛍光標識を導入する方法を確立した。 

 

内在性タンパク質のモデルとして、我々の主

な研究対象であるキネシンを用い、本手法で

GFP を導入して、本手法の有効性を実証した。 

 

さらに（２）で内在性キネシンの分子動態計

測を行うために Halo-tag を導入し、自発ブ

リンキング能を持つ蛍光色素で標識した。 

 

（２） 自発的ブリンキング能を持つ蛍光色

素を用いた計測手法の確立 

 

分子内スピロ環化平衡を示すローダミン誘導

体は、蛍光を示す開環体と無蛍光の閉環体の

動的平衡により、確率的に明滅する。明状態

の持続時間すなわち開環体の寿命は、スピロ

環化反応の速度によって定まり、求核基によ

って50nsから300ms程度まで約7桁の時間ス

ケールが達成可能である。一方、暗状態の持

続時間すなわち閉環体の寿命は、求核基と色

素部分の求電子性のバランスで定まり、開環

体の寿命の1/1000から100倍程度まで5桁の

時間スケールが達成されている。本研究では、

細胞質中でのタンパク質の拡散速度から、明

状態の持続時間が数ミリ秒、暗状態の持続時

間がその 10～100 倍が適していると予想され

たため、すでに神谷･浦野らによって作成済み

の化合物の中から、この条件を満たす色素を



選抜した。さらに、これをもちいて GFP 標識

キネシンを標識し、高速 1分子計測によって、

本計測に最適なブリンキング能を持つ蛍光色

素を選択した。 

 

さらに、GFP を用いた高速 1 分子計測の結果

と、自発ブリンキングを利用した計測結果を

比較し、本手法の検証を行った。 

 

その過程で、細胞の全領域で自由拡散するタ

ンパク質１分子を観察して１細胞内での反

応速度定数の空間分布を求めることができ

るほどの広視野で、尚且つ、GFP と自発ブリ

ンキング蛍光色素との同時計測を可能にす

る顕微鏡システムの開発が必要になり、この

開発を行った（図１）。 
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