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研究成果の概要（和文）：特定の一細胞内のRNAと酵素活性を定量する革新的な技術開発を目的とした．課題１
では，光不活化ルシフェラーゼ（PI-Luc）を用いて，酵素活性を定量化する標準添加法の開発を行った． 
PI-Lucを大腸菌発現系を用いて大量合成し，その精製物を用いて青色光照射による発光活性測定を行った．光毒
性を抑えるため，アップコンバージョン粒子を利用した近赤外光による光操作系を確立した．課題２では，ルシ
フェラーゼを二分割したRNA発光プローブを開発した．βアクチンmRNAやテロメアRNAなどを発光検出することに
成功した．これら発光プローブは検出のダイナミックレンジが広く定量分析に優れている特性を有する．

研究成果の概要（英文）：The research objective was to develop an innovative technique for 
quantifying RNA and enzyme activity in a specific single cell. In the first project, we developed a 
standard addition method for quantifying enzyme activity using photo-inactivated luciferase 
PI-Luc). PI-Luc was synthesized in large quantities using an Escherichia coli expression system, and
 the purified product was used to measure luminescent activity under blue light irradiation. To 
suppress phototoxicity, we established a light-controlling system using near-infrared light with 
upconversion nano particles. In the second project, we developed RNA luminescence probes with 
luciferase-fragment complementation and succeeded in bioluminescence detection of β-actin mRNA and 
telomere RNA. These bioluminescent probes have a wide dynamic range of detection and are excellent 
for quantitative analysis.

研究分野：分析化学

キーワード： 光操作　RNA　酵素　標準添加法

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生細胞内の特定分子や酵素を可視化するためのプローブは，蛍光プローブをはじめ様々開発され，その細胞内の
時空間ダイナミクスを解明する重要な基盤分析技術となった．一方，蛍光プローブには定量性に問題があり大き
な課題となっている．本研究成果は，応答のダイナミックレンジが広いルシフェラーゼの発光検出の利点を活か
すことで，細胞内のRNAや酵素活性を定量しかつ時空間動態を解析できる分析法を新たに創出した点に分析化学
の学術的インパクトがある．基礎生物学研究や細胞センサーの開発など広範な応用展開が期待され，検出機器の
進歩とともに今後の大きな発展が見込まれる技術である．

※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 

化学的視点から生命に対する理解を深化させることは，生命現象に対する我々の知的欲求を満
たすとともに，医療・診断技術の開発や疾患の原因解明に直結する，極めて重要な課題である．
中でも生体組織や臓器に代表される多細胞生物には，細胞同士のコミュニケーションが細胞内
シグナルを惹起し，細胞固有の機能を発揮するシステムが存在する．培養細胞を用いた研究では，
特定のリガンドを細胞外に添加し，細胞内シグナル変動を経時的に解析することで，細胞の機能
理解を深化させてきた．こうした背景には，1970〜1980 年代に台頭した DNA を化学的に操作
する技術や，1990 年代から急速に発展した遺伝子の DNA 配列を解析する技術，また生体分子
を標的とした質量分析器の長足の進歩や蛍光イメージングによる生細胞の可視化技術などがあ
る．一方，生命の本質は生体分子間のシグナルネットワークの理解であり，その定量的な記述に
ある．シグナルの担い手の代表はキナーゼなどの酵素であるが，組織はおろか培養細胞でさえも，
生きた状態でその酵素分子数を絶対定量する技術は存在しない．研究開始当初において，細胞内
の生体分子の数および濃度・活性を測るための新たな定量分析技術が熱望されていた． 

 

２．研究の目的 

本研究では，特定の一細胞内の分子数あるいは酵素活性を絶対定量する革新的な技術開発を目
的とした．RNA のような 1 細胞内の分子数が 1000 分子未満の生体分子については，分子数を
計測（カウント）する新たな技術開発を目的とした．一方，1000 分子以上存在する標的に対し
ては，その濃度あるいは活性を定量する技術開発を目的とした．開発する方法の一般性を単一細
胞を用いた実験系を用いて実証することとした． 

 

３．研究の方法 

（１）in vivo 標準添加法―我々はこれまでに発酵酵素ルシフェラーゼ活性が光照射に伴い可逆
的に失活する photo-inactivatable luciferase（PI-Luc）を開発している（Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 110, 9332-9337 (2013)）．PI-Lucは，2分割したルシフェラーゼに，植物由来の光受
容タンパク質 LOV2を挿入することにより，光吸収にともなう LOV2構造変化が，ルシフェラーゼ
の不活化を惹起する．大腸菌発現系により PI-Lucを大量合成する．カラムクロマトグラフィー
などにより PA-Lucを精製し，純粋なサンプルを作製する．分光光度計を用いて，規定の光量を
照射したときに，何％のルシフェラーゼ活性が回復するかを定量的に評価する．なおタンパク質
の量は，ビューレット法により定量評価する．さらに，既知濃度の野生型ルシフェラーゼをサン
プルに加えた状態で同様の発光測定を行い，標準添加法により野生型のルシフェラーゼ濃度が
推定可能であることを検証する．  
（２）生細胞内 RNA分子計測技術の開発―蛍光 1分子を観察するための home-build型全反射蛍
光顕微鏡を有している．本研究では，この全反射蛍光顕微鏡にさらに改良を加え，感度と位置精
度を向上させることとした．具体的には，レーザー照射を構造照明とすること，また観察ステー
ジの熱安定化などを図る．次に RNAプローブを開発する．RNAプローブは，ルシフェラーゼの二
分割再構成法を利用した発光プローブを開発する．RNA 結合タンパク質の一つである Pumilio 
(PUM)にアミノ酸変位を加え，標的となる RNA配列を特異的に認識するようにデザインする．こ
の変異 PUMを 2分子準備し，それぞれ二分割したルシフェラーゼ（NanoLuc）を連結する．NanoLuc
の再構成によりルシフェラーゼ活性が回復するかどうかを，先ずは蛍光プローブで実績のある
βアクチン mRNA を標的として検証する．次に塩基くり返し構造を有する RNAを標的として，RNA
の繰り返し配列が定量検出できることを実践する． 
 
４．研究成果 
（１）in vivo 標準添加法―PI-Lucの大量合成と精製に関する条件検討を行った．T7 Express 
lysY/Iq Competent E. coli (High Efficiency)及び pColdI発現ベクターを用い，かつタンパ
ク質のフォールディングを助けるためのシャペロンタンパク質の共発現を試みた．その結果，可
溶性画分における目的タンパク質の量を著しく増やすことができた．可溶性画分で取れた PI-
Luc を，pColdI ペクターにより N末端に融合した 6ｘヒスチジンタグを用いて，アフィニティー
クロマトグラフィーによる精製及びゲルろ過クロマトグラフィーによる分画を行った．吸光度
測定によるクロマトグラムから PI-Luc の溶出画分を特定し，純粋な全長 PI-Luc を得ることに
成功した．次に発現及び精製規模をスケールアップし，大量の PI-Luc精製を行った． 
次に光照射による PI-Luc の不活化実験を in vitro で行った．精製した PI-Luc を pH7.4 の緩
衝液に溶解し，外部から青色光照射前後の PI-Lucの発光活性を評価した．その結果，光照射に
よる一過的な発光の減少は観測されたが，上記論文で観測されたような数分で発光が回復する
現象は観られなかった．これは，青色光照射による光ダメージ，および大腸菌発現系による PI-
Luc の精製において，タンパク質のフォールディングが動物細胞内と異なるためと考えられる．
不活性 PI-Luc の活性が数分で回復することを指標として，タンパク質精製の条件検討ならびに
溶液ｐHの最適化が更に必要であると判断した．一方，直接青色光照射せず，アップコンバージ



 

 

ョン粒子を用いて，近赤外光照射により LOV2活性を制御する系の構築を試みた．原理検証実験
として，LOV2 によりダイマー形成する膜リセプターを用いて細胞に発現させ，その細胞を LNP
を塗布したスライドガラスに載せ，近赤外光 (808 nm) 照射による青色のアップコンバージョ
ン光で LOV2活性化が可能かどうかを検討した．結果，近赤外光照射に伴う膜リセプターの自己
リン酸化反応は確認されたものの，シグナル下流分子の一部は活性化されないことが判明した．
その原因は，近赤外光照射による 40℃を超える培地温度の上昇が原因であることが解った．本
検証結果は Cells 誌（DOI: 10.3390/cells11193136）に報告した．そこで光照射を短時間でイン
ターバルをとることで，溶液温度が 37-39℃の範囲内となる光照射条件を決定し，PI-Lucの実験
に適用できることが判明した．精製 PI-Luc が光照射後の失活から試験管内で回復させることが
できれば，動物細胞内での in vivo標準添加法を実現することが期待できる． 
 
（２）生細胞内 RNA 分子計測技術の開発―これまで細胞内で RNA を検出する RNA 発光プローブ
は報告ない．そこで先ず，ルシフェラーゼを二分割した RNA発光プローブを開発した．開発した
プローブは，変異 RNA結合タンパク質ドメイン mPUMと発光タンパク質 NanoLuc の二分割体から
なる（図１）．２つの mPUMドメインは標的 RNAの中の異なる 2つの領域をそれぞれ認識し，結合
するように設計されている．mPUM 標的
RNA の非存在下では，分割 NanoLuc 断片
はその酵素活性が失活し発光しない．一
方，標的 RNAの存在下では，mPUMがタン
デムに RNA に結合すると，分割 NanoLuc
が近接し再構成する．その結果， NanoLuc
の発光能が回復し標的 RNA の局在を発光
検出できる．標的 RNA としてマウス由来 
β-actin mRNA とし，その 3’側非翻訳領
域内にある 2 つの 8 塩基領域を mPUM の
標的配列とした．  
 
先ずプローブを設計し最適化を行った．具体的には，NanoLuc断片と mPUMドメインをつなぐリ
ンカー長の最適化を行った．作成したプローブを，標的 RNA を発現しているマウス由来 NIH3T3
細胞および標的 RNA を持たないヒト由来 HEK293 細胞にそれぞれ導入し発光値を比較した．
HEK293T 株では NIH3T3 と比較していずれのプローブも著しく低い発光値を示した．この結果か
ら，本プローブは mouse β-actin mRNAを特異的に検出していることが示唆された．リンカー長
は，5 アミノ酸，10 アミノ酸，15 アミノ酸の 3 種類の長さのものを作成し比較検討した．その
結果，NanoLucN 末端断片，C 末端断片ともに 10 アミノ酸のリンカー長が，2 種類の細胞間で最
も高い発光強度比を示した．以上の結果から， NanoLuc断片をリンカー長が 10アミノ酸で PUM
に連結するプローブが最適であることが解った． 
次に，最適化を図った RNA発光プローブの可逆性及び定量性を評価した．本プローブを大腸菌
を利用して大量発現し，カラムクロマトグラフィーにより単離精製した．得られた精製プローブ
を含む溶液に標的配列を含む合成 RNAを添加し発光測定を行った．その結果，発光値は RNAを添
加しないものと比較して３倍以上増大した．また RNA を加えた後に RNase を添加したところ，
RNA を添加していない試料と同等の発光値となった．この結果から，本プローブは標的 RNAの結
合により NanoLuc 断片が再構成して発光値が増大したこと，そして RNase添加により RNAが分
解することで発光値が定常状態に戻ることが明らかとなった．次に，プローブ溶液に様々な濃度
の標的 RNAを添加し発光強度測定を行った．その結果，発光値は RNA濃度依存的に増加し，RNA
濃度 10 nMで一定値に達した．この結果は，開発した発光プローブが細胞内における標的 RNA を
検出するために十分な感度を有していることを示唆している．さらに RNA 発光プローブの発光
強度経時変化を測定した．その結果，RNA 添加後 400 秒程度で速やかに発光値は上昇し，RNase
添加により 100 秒程度で RNA添加前の発光値に戻った．本結果は，開発した発光プローブが細胞
内 RNA 量の変化をリアルタイムに検出できる応答速度を有していることを示している．以上よ
り，RNA発光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十分な
性能を有していることが示唆された． 
次に，上記 RNA 発光プローブを NIH3T3細胞内に導入し，発光顕微鏡を用いてイメージングを行
った．その結果，プローブを発現した細胞の発光像が数十分にわたり取得できた．開発したプロ
ーブの細胞内における定量性を評価するため，HEK293 細胞にプローブの標的配列と赤色発光タ
ンパク質 mCherry の融合遺伝子をプローブ遺伝子とともに導入し，発光顕微鏡を用いて１細胞
解像度で観察した（図２）．その結果，個々の細胞におけるプローブ由来の発光強度と mCherry
由来の蛍光強度に正の相関が見られた．この結果は，生細胞内において開発した発光プローブが
標的遺伝子を定量検出し，顕微鏡により１細胞解像度で標的遺伝子発現を評価できることを示
している． 
そこで，当初の目的であった反復配列を有する RNAを検出するプローブ開発を行った．標的と

するカスタムメイド mPUMを効率的に作成できるよう，Golden Gate Assembly法を利用してカス

図１．NanoLucルシフェラーゼを用いた RNA発光プローブの

基本原理． mPUM が標的 RNA に結合すると，NanoLuc の

二分割断片が近接し，再構成することで発光能が回復する． 



 

 

タムメイドに mPUM を作成できる mPUM 単位リピート構造ライブラリを構築した．ハンチントン

病の原因とされている CAG 反復 RNA を標的とする mPUM の作成した．具体的には 5’-CAGCAGCA-

3’， 5’-AGCAGCAG-3’， 5’-GCAGCAGC-3’をそれぞれ認識し結合する 3種類の mPUMを作成し

た．これらと CAG リピート合成 RNA を混合し電気泳動したところ，RNA と mPUM が結合し分子量

が増大したバンドが検出された．またテロメアの転写産物であるテロメア反復配列含有 RNA

（TERRA）を特異的に認識する mPUMを用い，TERRAを生細胞内で発光検出するプローブを作成し

た．このプローブを用いて試験管内で TERRA 配列を有する RNA を定量的に発光検出できること

を実証した．本研究成果は，βアクチンの RNA定量と同様に，蛍光タンパク質をコントロールと

して RNA繰り返し配列を定量することが期待できる． 

 
 
図２．RNA 発光プローブ及び標的遺伝子を発現した HEK293 細胞の発光顕微鏡像

（上）と蛍光・発光強度相関プロット（下）． 
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
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