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研究成果の概要（和文）：本研究では、生細胞内における目的RNAの動態解析と定量を同時に実現するRNA可視化蛍光プ
ローブの開発を目指した。本プローブは円順列変位型蛍光タンパク質とRNA認識領域からなり、目的RNAの結合により蛍
光性が変化するように設計した。RNA認識領域としてPUM-HD変異体を用い、マウス由来βアクチンmRNAをターゲットと
した。本プローブをマウス由来細胞に導入し蛍光顕微鏡で観察したところ、細胞質から明瞭な蛍光が観測できた。一方
、RNAの有無による蛍光性変化、1分子検出感度での生細胞内RNA検出には不十分であった。以上より、今後はより高検
出感度が期待できる二量体形成型蛍光タンパク質を採用する。

研究成果の概要（英文）：I developed an RNA probe for dynamics analysis and quantification of target RNA 
in living cells. The present probe consists of circular permutated fluorescent protein (cpFP) and two RNA 
recognition domains. In this design, I expected that binding of RNA to the RNA recognition domains 
induces reversible fluorescence intensity change. The RNA recognition domain is derived from an RNA 
binding protein domain PUM-HD mutant that targets for mouse β-actin mRNA. I introduced this probe into 
cultured mouse cells and observed using a fluorescence microscope. In this observation, obvious 
fluorescence was detected from the cytoplasmic region. On the other hand, the ON/OFF ration of the 
fluorescence is not sufficient to detect single molecule target RNA in living cells. Thus I am planning 
to adopt dimer-type fluorescent protein to achieve high detectability of target RNA in living cells.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 

バイオイメージングのターゲットとし
て RNA が注目を集めている。多くの mRNA
は細胞外刺激に応じて特徴的な細胞内局在
を示し、初期発生や増殖、遊走など多様な生
命現象を制御している。また非翻訳性 RNA
も様々な生命現象への関与が知られている。
ところが生細胞内 RNA 可視化技術が不十分
なため、生細胞内の動態に基づく RNA 作動
機構の研究は十分進んでいない。 

申請者は近年、新たな生細胞内 RNA 可
視化技術を開発した。RNA 結合タンパク質
Pumilio と蛍光タンパク質の融合分子を作成
し、全反射蛍光顕微鏡で観察を行うことで、
生細胞内 RNA の１分子可視化解析を実現し
た。本研究はこの技術を元に、mRNA のリア
ルタイム計数と動態解析を同時に実現する
革新的な RNA プローブを構築する。さらに
そのプローブを用いて、特定の mRNA が生成
し、細胞内を輸送され、リボソームに取り込
まれ翻訳されるまでの一連の経緯について、
mRNA の計数と動態観察を元に解析する。 

 
２．研究の目的 

本研究の大きな目標は以下の２点である 

● 特定の RNA の分子数の計数と 1 分子動態
追跡を実現する生細胞内 RNA 可視化プロー
ブの開発 
● 転写から翻訳に至る一連の mRNA 作動経
緯を分子数の計数と動態解析により記述す
る 

プローブ開発は、申請者自身が持つ RNA
プローブの知見と、既報の Ca2+プローブ
G-CaMP の原理を融合して行う。G-CaMP は
変位蛍光タンパク質とCa2+応答部位からなる。
Ca2+応答部位に Ca2+が結合することで蛍光タ
ンパク質に構造変化が生じ、消光していた蛍
光が回復する。この分子設計を参考に、変異
蛍光タンパク質の両末端に Pumilio を結合し
た融合タンパク質を構築する。Pumilio が観察
目的の RNA と結合すると蛍光を発する RNA
プローブを作成する。 

続いて本プローブを用いて生細胞内１
分子観察を行い、mRNA の生成を可視化解析
し、生成する mRNA 分子数を、濃度ではなく
個数の単位で計数する。さらに細胞内輸送、
翻訳に至る過程を１分子動態追跡により明
らかにする。以上の結果を基に数理・統計モ
デルを構築し、遺伝子発現から細胞機能発現
に至る過程をシステムとして理解すること
に挑む。 

 

３．研究の方法 

本研究では、RNA を生細胞内で定量性
を持って可視化するプローブの開発を目指
した。その設計として、円順列変位を導入し
蛍光性を失った蛍光タンパク質の両末端に
RNA 結合タンパク質ドメインである
PUM-HD を融合させたプローブを構築した。
目的 RNA に PUM-HD が結合すると円順列
変異型蛍光タンパク質部分に構造歪みが生
じ、失われていた蛍光性が回復するという原
理に基づいている。円順列変位型蛍光タンパ
ク質部分の分子設計はカルシウムイオンセ
ンサーG-CaMP でも用いられており、その分
子設計を参考にしつつ RNA センサーとして
適切な分子設計を構築する。本研究は 
①プローブ候補分子のおよびターゲット
RNA のスクリーニングを通じた最適なプロ
ーブ設計の探索 
②開発したプローブの、生細胞内 RNA 可視
化への適用性の調査 
を通じて遂行した。 

プローブ候補分子としては、PUM-HD
部分と円順列変異型蛍光タンパク質とをつ
なぐリンカー部分の構造を変化させたもの
を作成している。PUM-HD が目的 RNA に結
合して円順列変異型蛍光タンパク質部分に
構造歪みを引き起こすには、リンカー部分は
剛直な構造を取る必要がある。そこでリンカ
ーとしてαヘリックス構造を取るペプチド
配列を採用した。このペプチド配列長を 0～
10 アミノ酸の範囲で変化させたものを構築
することで、最適なリンカー長および
PUM-HD の配向について検討が可能となる。
PUM-HD 部分には、申請者自身によって既
に理論上対応する配列への十分な結合が確
認されている２種類の PUM-HD 変異体を採
用した。 

同時に、プローブにより大きな構造歪みを生
じさせる RNA 配列についても検討した。す
なわち、２カ所の PUM-HD 変異体結合領域
間の塩基数を変え、より大きな構造歪みを生
じさせる RNA 配列を探索した。そこでター
ゲットモデル RNA として、採用した２種類
の PUM-HD 変異体認識配列を２カ所持ちそ
の間の塩基長を 0～11塩基の間で変化させた
ものを作成している。 

 

４．研究成果 

まずプローブが細胞内で蛍光性を示すこと
を確かめるために、作成したプローブ遺伝子を
ほ乳類細胞発現用ベクターに挿入し、マウス繊
維芽細胞由来細胞株NIH3T3に導入した。本プ
ローブはマウス由来の β アクチン mRNA をター



ゲット RNA とするように設計されているので、プ
ローブが NIH3T3細胞内で発現し機能すれば、
明瞭な蛍光が検出されると予想できる。プローブ
を導入した細胞に対してウェスタンブロッティン
グを行ったところ、プローブタンパク質由来のバ
ンドが検出された。この結果から、本プローブは
培養細胞内において発現することが確認された。
続いて、プローブを発現させた細胞を蛍光顕微
鏡で観察した結果、細胞内に明瞭な蛍光が観
察された。この蛍光は一部の細胞でしか見られ
なかったことから、自家蛍光ではなくプローブ由
来の蛍光であると考えられる。これらの結果から、
細胞内で発現したプローブが β アクチン mRNA
を検知し蛍光を示すことが示唆された。 

  続いて、目的 RNA との結合 ON/OFF によ
り蛍光性を変化させるプローブを構築する
ために、円順列型蛍光タンパク質領域と２つ
のRNA結合領域をつなぐリンカー長を０～１
１アミノ酸まで変化させたプローブバリア
ントを構築した。また、ターゲットとなる RNA
として、2 つの認識配列間の塩基数を 0～11
塩基に変えたものを構築した。得られたプロ
ーブバリアントは大腸菌内で発現させ、アフ
ィニティークロマトグラフィーおよびゲル
濾過クロマトグラフィーにより単離精製し
た。得られたプローブバリアント溶液に精製
した RNA を添加し、目的 RNA の有無による蛍
光スペクトル変化を、蛍光分光光度計を用い
て測定した。その結果、いずれのプローブも
蛍光性は示したが、RNA の有無による優位な
蛍光強度の差は得られなかった。 

  以上のように、本研究では円順列変位型
蛍光タンパク質とRNA認識タンパク質ドメイ
ンを利用して、生細胞内で蛍光を示すプロー
ブの開発には成功した。一方、本プローブの
構造を最適化してスクリーニングした結果、
RNA に対して十分な応答は得られなかった。
今後は円順列変位型蛍光タンパク質部分を
二量体化により蛍光性を変化させる蛍光タ
ンパク質に入れ替えたものを構築し、より
RNA に対する応答性の高いプローブの構築を
目指す。 
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