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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、内在性 mRNA やタンパク質を定量的にイメージン

グすることにより、細胞内における翻訳調節機構を解明することである。単一細胞内で GFP 
mRNA および GFP の同時定量を行ったところ、細胞ごとに翻訳の活性がばらついていることが

分かった。さらにストレス時の細胞内において、内在性 mRNA のダイナミクスを検討した結果、

ストレスを受けた細胞内では翻訳中の mRNA を選択的にストレス依存的な顆粒内に閉じ込め

ることで翻訳を抑制していることを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, the translation regulation was investigated by the quantitative 
imaging of endogenous mRNA and protein in living cells. By quantifying GFP mRNA and its 
corresponding protein, GFP in the same cell, I observed a considerable cell-to-cell variation in 
translation activity. Furthermore, the mRNA dynamics analyzed in stressed cells indicated that the 
translation repression was maintained by harboring endogenous mRNA in stress-induced granules. 
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１．研究開始当初の背景 
 小分子 RNA の発見により mRNA を介した
遺伝子発現調節に大きな注目が集まるなか、
細胞質における翻訳調節機構の研究が精力
的に進められている。mRNA レベルの発現調
節の研究は、そのほとんどを分子生物学的手
法により進められており、翻訳に関与する翻
訳開始因子や伸長因子などの翻訳因子や、
mRNA 結合タンパク質、RNA 切断酵素複合

体（RISC）などのタンパク質が詳細に解析さ
れている。一方、mRNA 分解や翻訳のダイナ
ミックな動態の解明はほとんど未開の領域
である。翻訳調節における mRNA の動態も未
知であった。その原因は、生きた細胞内にお
いて、内在性 RNA を直接観察する技術が欠
如していたせいである。 
 従来の RNA 蛍光標識法ではネイティブな
mRNA を標的とすることは出来なかったた
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め、研究代表者は先行研究において蛍光性ア
ンチセンス人工核酸（2'-O-methyl RNA）分子
の相補的結合を用いた特定の内在性 mRNA
の蛍光可視化技術を確立した。本法は生細胞
内において標的の内在性と迅速に結合し、
種々の制御を受ける mRNA のイメージング
解析に応用することができる（図 a）。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、転写後調節における mRNA の
機能である翻訳に着目し、研究代表者がこれ
までに開発した蛍光性線形アンチセンスプ
ローブを用いた内在性 mRNA のイメージン
グ、定量法を応用して翻訳調節における
mRNA 動態のリアルタイム観察や生細胞内
の mRNA・タンパク質同時定量による翻訳活
性の評価により、翻訳制御のメカニズムを解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、まず生きた細胞内における標
的 mRNA および、産物であるタンパク質の同
時定量法を開発した。標的としては緑色蛍光
タンパク質（GFP）を選択する。アンチセン
スプ 2'-O-methyl RNA ローブを用いて生細胞
内の GFP mRNA 発現量を定量解析するとと
もに、GFP 発現量をも同時に定量し、単一細
胞内において mRNA 一分子により翻訳され
るタンパク質の分子数を算出した。このよう
にして構築した単一細胞内の翻訳の活性を
測定する方法を用いて、翻訳制御時における
mRNA の局在の変化と翻訳活性を同時に評
価した。 
 さらに、翻訳調節が行われていると報告の
あるストレス環境下における細胞内におい
て、mRNA の動態を解明することにより
mRNA を介した翻訳調節機構を検討した。方
法 と し て は 、 Cy3 標 識 ア ン チ セ ン ス
2'-O-methyl RNA プローブを用いて内在性
mRNA を可視化したうえで、ヒ素を用いて細
胞にストレス負荷をかけ、リアルタイムイメ
ージングにより mRNA の局在変化を観察し
た。また、ストレス環境下での mRNA の運動
性と翻訳活性の関係を検討した。 
 
４．研究成果 
 まず、蛍光顕微鏡を用いて GFP mRNA とそ
の翻訳産物 GFP 各々の定量を行った。GFP 
mRNA に相補的な蛍光アンチセンスプロー
ブを複数個設計し、一過的に GFP を発現させ
た生きたCOS7細胞内へ導入し標的mRNAと
の結合を確認した。続いて、このプローブを
種々濃度で生細胞内へ導入し、それぞれの細
胞内におけるプローブと mRNA との結合比
率を、蛍光相関分光法（FCS）を用いて測定
した。この結合型・解離型濃度の比と、プロ
ーブと mRNA の解離定数を用いて、個々の細

胞に発現している GFP mRNA の濃度を算出
した。さらに、生細胞内 GFP の濃度を定量す
るために、FCS を用いて GFP 発現細胞内の
GFP を定量的に解析した。GFP の発現量の多
い細胞については FCS で正確な定量が行え
なかったものの、細胞の蛍光強度と GFP 濃度
の校正直線を作成することにより高発現の
細胞内においても GFP 濃度を定量すること
が出来た。以上の検討により、単一細胞内に
おいて GFP mRNA 及びそれに対応する GFP
の同時定量が可能となった。 
 次に、開発した単一細胞内 GFP mRNA およ
び GFP の同時定量法を行いて、mRNA と対
応するタンパク質の同時定量を行った。まず
COS7 細胞に GFP 遺伝子を導入し、GFP を安
定に発現する細胞株をクローニングして
GFP 発現 COS7 細胞を作製した。この細胞内
において mRNA と GFP の同時定量を行い、
個々の細胞で得られた GFP 濃度を GFP 
mRNA 濃度で除することにより、単一細胞内
における mRNA 一分子により翻訳されるタ
ンパク質の平均分子数を算出した。その結果、
各細胞内の翻訳活性は細胞間で大きくばら
ついていることを発見した。 
 さらに翻訳制御が起きていると報告され
ているストレス時の細胞内において mRNA
の動態（局在や発現量）と翻訳活性の関連を
検討した。ヒ素を用いて酸化ストレス負荷を
かけた COS7 細胞において、アンチセンスプ
ローブを用いて内在性 mRNA のタイムラプ
スイメージングを行い、内在性 mRNA がスト
レス顆粒（stress granules, SG）へ局在する過

図．a 本研究で用いた蛍光性アンチセンス

2'-O-methyl RNA プローブによる内在性 mRNA

の標識法．b アンチセンスプローブを用いて可

視化した内在性 c-fos mRNA とストレス負荷に

よる mRNA のストレス顆粒（SG）への蓄積． 



 

 

程を可視化した（図 b）。続いて、ストレス時
に SG へ局在した内在性 mRNA ダイナミクス
と翻訳活性の関連を調べるため、mRNA の運
動性を蛍光褪色後回復法（ Fluorescence 
recovery after photobleaching, FRAP）を用いて
検討した。その結果、SG 内において内在性
mRNA は抑留されている成分や SG との結
合・解離の平衡状態にある成分が検出された。
一方、SG に局在しているタンパク質は自由
に拡散し、細胞質との間でシャトリングして
いた。この結果はストレスを受けた細胞内で
は、翻訳中の mRNA を選択的に SG 内に閉じ
込めることで翻訳を抑制していることを示
唆している。 
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