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研究成果の概要（和文）：生細胞内での遺伝子発現を検出するため、膜透過性核酸プローブおよび核酸をヒスト
ン様タンパク質で輸送する手法を検討した。膜透過性核酸プローブでは、核酸の糖骨格に硫黄を導入することで
膜透過性を核酸プローブに付与した。この修飾によって核酸プローブによる標的核酸の検出能は損なわれないこ
とがわかった。しかし、遺伝子発現検出にはより効率的に細胞内へ輸送する修飾を検討する必要が示唆された。
タンパク質による輸送する手法についてはヒストン様タンパク質を改変することで、細胞内に核酸を輸送するこ
とを示唆する結果が得られた。また、輸送された核酸が機能する条件を検討する必要があることがわかった。

研究成果の概要（英文）：To detect gene expressions in living cells, we investigated the 
membrane-permeable nucleic acid probe and the transfection by the modified histone-like proteins. As
 the membrane-permeable nucleic acid probe, we utilized the phosphorothioate modification into DNA 
moiety of the probe. Though the probe with this modification can detected the target nucleic acids 
like the probe without the modification, its transfection efficiency was insufficient to detect the 
target RNA in living cells.
In the development of the transfection by the modified histone-like proteins, we modified the 
bacterial and archeal histone-like proteins. Fluorescence microscopy and flow-cytometry indicated 
that the modified histone-like proteins transfered short nucleic acids into the cells. As the next 
step, it is necessary to optimize the transfection condition and proteins for the function of 
transfected nucleic acids.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 核酸プローブ　ヒストン様タンパク質　細胞内輸送　遺伝子検出

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
核酸プローブを生細胞に効率的に導入することができれば、生体組織での遺伝子発現変化の理解が促進される。
本研究で検討した膜透過性プローブおよび改変したヒストン様タンパク質による核酸輸送では、生細胞における
遺伝子発現の観察に至らなかったものの、本研究で得られたホスホロチオエート体の核酸プローブの性質および
膜透過性が付与されたヒストン様タンパク質の知見は、将来的に生細胞での遺伝子発現イメージングの実現に貢
献が期待できる。また、改変されたヒストン様タンパク質は、輸送する核酸が核酸プローブに限定されないた
め、今後最適化によってヒストン様タンパク質による核酸医薬への貢献も期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞内のmRNAを定量的に観察する方法として、細胞内に核酸プローブを導入する方法があ
る。この核酸プローブは、検出に関わる官能基が末端についた核酸からなっており、核酸の配列
によって検出する標的mRNAが定められる。また、核酸鋳型鎖反応を利用することでより高感
度な検出も可能になる。例えば、蛍光前駆体が末端についた核酸プローブと、還元剤が末端につ
いた核酸プローブの二種が、標的核酸上に隣り合って結合する場合、標的の核酸存在下でのみ蛍
光が見られ、標的mRNAに結合したプローブの鎖交換により、シグナルの増幅も見られる。さ
らに二種類のプローブが隣り合った位置に結合した時のみ、反応が進行するため、特異性も高い。
このような核酸プローブを利用することで、細胞の集団の中での遺伝子発現量の違いや生細胞
での遺伝子発現量変化を観察することができる。しかし、核酸の膜透過性は低く、細胞内に導入
するのが困難である。そのため、現
在核酸プローブを導入するには、図
1 に示したようにマイクロインジェ
クションやエレクトロポレーショ
ン、ストレプトリジン O処理、リポ
フェクションが必要になるが、マイ
クロインジェクションでは細胞に
直接打ち込むため、少数の細胞にし
かプローブを導入できず、エレクト
ロポレーションやストレプトリジ
ン Oでは、細胞への損傷も大きく、
リポフェクションでは導入にかか
る時間や細胞応答が問題となる。そ
のため、効率よく、かつ、細胞に損
傷を与えない核酸プローブの導入
法が求められる。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生細胞内での遺伝子発現検出を実現するため、核酸プローブを導入する手法の確
立を目的としている。 
 具体的には、核酸プローブの核酸部分の化学修飾と、核酸結合タンパク質の利用による核酸の
輸送を検証する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) PS体の核酸プローブの検証 
 核酸プローブの核酸部分の化学修飾では、核酸プローブの化学合成の
際に、チオ化試薬を用いることで、核酸のリン酸部分に硫黄原子が導入
されたホスホロチオエート(PS)体を合成した（図 2）。リボソーマル RNA
の相補配列を持つ PS 体のプローブを合成し、標的配列の DNA 存在下で
の蛍光を観察した。また、培養細胞である HeLa 細胞に PS 体プローブ
を添加し、細胞由来の蛍光を観察した。 
 
(2)ヒストン様タンパク質による核酸輸送の検証 
 核酸結合タンパク質を利用した核酸の輸送検証では、バクテリア由来のヒストン様タンパク
質 HU とアーキア由来のヒストン様タンパク質 Alba の二種類に着目した。報告されているこ
れらのタンパク質の立体構造に基づいて、核酸結合部位から遠い位置にシステイン残基を導入
したヒスタグ付き変異体の発現プラスミドを構築し、大腸菌内で発現させた。発現菌体を破砕後、
Ni 樹脂および Heparin 樹脂を用いて精製した。精製した HU および Alba に対し、4℃、中性条
件下でマレイミド基を末端に持つ膜透過性ペプチド（Cell Penetrating Peptide, CPP）を一晩
反応させた。反応後、限外ろ過によって未反応の CPP を取り除いた。CPP 融合後も核酸結合能
を有することを蛍光標識した核酸を利用したゲルシフトアッセイにより確認した。細胞への核
酸輸送能については、核酸プローブの準備段階として、蛍光標識した核酸と精製タンパク質を混
合し、培養細胞 HEK293 に添加し、蛍光顕微鏡およびフローサイトメーターで観察した。 
 
(3)核酸の修飾による免疫応答の変化の検証 
 導入した核酸プローブが引き起こしうる免疫応答についても、修飾によって軽減させられる
かを検討した。こちらは核酸を化学合成する際に、アデノシンのアミダイトの代わりに N6-メチ

図 1 既存の核酸プローブの導入法 

図 2 PS体の構造 



ルアデノシのアミダイトを利用することで、アデノシンを
N6-メチルアデノシン(図 3)に置換した核酸を合成した。
この置換が機能に影響を及ぼしているか、また、免疫応答
が変化するかを確認するため、ルシフェラーゼを標的とし
た siRNA を合成し、ルシフェラーゼを発現する培養細胞に
添加し、ルシフェラーゼの発光量を観察するとともに、リ
アルタイム PCRによってインターフェロンβの発現量を定
量することで、免疫応答を測定した。 
  
 
４．研究成果 
(1) PS体の核酸プローブの検証 
 天然の骨格を持つ核酸プローブと PS 体の核酸プローブの標的配列を有する DNA 存在下での反
応を、蛍光光度計で経時的に観察したところ、蛍光の時間変化に差は見られなかった。このこと
から PS 体も、標的配列の検出という点においては、従来の核酸プローブを同様に扱えることが
分かった。 
 次にリボソーマル RNA を標的とした PS体のプローブを培養細胞の培地に加えたところ、一部
の細胞で蛍光が観察された。しかし、蛍光が得られた効率は低かった。 
 
(2) ヒストン様タンパク質による核酸輸送の検証 
PS 体の核酸プローブでは細胞内への導入効率が低かったため、生細胞内に輸送する別の方法
として、ヒストン様タンパク質に着目した。バクテリア由来のヒストン様タンパク質 HU および
アーキア由来のヒストン様タンパク質 Alba について、発現プラスミドを構築し、大腸菌内での
発現および精製条件を最適化した。次にこれらの発現プラスミドに点変異導入 PCR をかけるこ
とで、核酸結合部位から遠い位置にシステイン残基を導入した。システインを導入したヒストン
様タンパク質とマレイミドを末端に持つ CPP ペプチドを中性条件、4℃で一晩反応させ、SDS-PAGE
で観察したところ、ヒストン様タンパク質に対して、8倍量のペプチドを加えた場合、ほとんど
のヒストン様タンパク質が CPP 融合体になることが観察された。また、3 kDa cut-off の限外
ろ過膜を利用することで、未反応のペプチドを取り除けることが確認された。 
 これら CPP ペプチド融合のヒストン様タンパク質と蛍光標識した DNA を混合し、アクリルア
ミドゲルで電気泳動して DNA 結合能を評価した。この評価により、核酸結合能を損なわない CPP 
ペプチド融合位置が特定された。また、アーキア由来ヒストン様タンパク質 Alba では、二本鎖 
DNA だけでなく、一本鎖 DNA、一本鎖 RNA、二本鎖 RNA との結合も確認された。 
 CPP 融合ヒストン様タンパク質と蛍光標識した核酸を混合し、培養細胞に添加した。この結
果、バクテリア由来のヒストン様タンパク質 HU では、CPP と融合したものを用いた時のみ、培
養細胞で蛍光がみられた (図 4)。導入された核酸が細胞内で機能するかを評価するため、緑色
蛍光タンパク質 GFP の発現プラスミドを輸送したが、GFP の発現が見られなかった。このことか
ら、ヒストン様タンパク質 HU は細胞内でも輸送した核酸と結合し続け、機能することを阻害
することが示唆された。よって、ヒストン様タンパク質 HU で核酸プローブを輸送するには、ヒ
ストン様タンパク質 HUの核酸との親和性を最適化する必要があることが示唆された。 
アーキア由来のヒストン様タンパク質 Alba では、CPP 融合体では細胞内への蛍光標識した核
酸の輸送が見られなかった。しかし、CPP と融合していないシステインを導入したヒストン様タ
ンパク質 Alba では、細胞に蛍光標識核酸由来の蛍光が観察された。この現象は、蛍光標識した
核酸が、一本鎖 DNA、二本鎖 DNA、一本鎖 RNA、二本鎖 RNA のいずれであっても観察され、フロ
ーサイトメーターによる定量解析の結果、同程度の蛍光が観察された（図 5）。ただし、還元剤

図 3 修飾の構造 

図 4 CPP融合 HUによる核酸輸送能検証 



を加えた場合、細胞の蛍光が弱かったことから、ヒストン様タンパク質 Alba 同士がジスルフィ
ド結合を形成して、凝集し、細胞に接着していることが示唆された。 
 
(3)核酸の修飾による免疫応答の変化の検証 
 アデノシンを N6-メチルアデノシンに置換した siRNA を合成し、ホタル由来およびウミシイ
タケ由来のルシフェラーゼの両方が発現する培養細胞にリポフェクションで導入したところ、
天然の塩基から成る siRNA と同程度の遺伝子発現の抑制が観察された。また、RNA を抽出し、リ
アルタイム PCR でインターフェロンβの発現量を定量化したところ、天然体に比べて、N6-メチ
ルアデノシンに置換したものでは、発現量が下がっていた。このことは、核酸プローブにおいて
も、N6-メチルアデノシンを導入することで、核酸プローブ自体による細胞応答を回避した検出
が可能になることが期待される。 

図 5 フローサイトメーターによる解析の結果 
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