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1. 研究実施の概要 

 

本研究課題は、特定分子の挙動の選択的観察のための分子プローブを効率的に導入し、磁

気共鳴技法を駆使する事によって、細胞・生体における蛋白質の動態を非侵襲的に計測する手

法の開発を目的とする。①細胞内遺伝子発現の分子イメージング、②細胞内蛋白質の分子間相

互作用、立体構造の解析手法の開発、③蛋白質の細胞内局在の解析手法の開発、④生物個体

における物質動態の解明を目指したメタボロミクス、の 4つのテーマについて研究を進めている。 

「細胞内遺伝子発現の分子イメージング」については、遺伝子発現量をポリリン酸量により見積

もる新規手法を出芽酵母のプロモーター解析に適用する過程において、従来の考え方とは異な

る新規の分子機構により転写開始点が決定されていることを見出した。また小脳特異的または肝

臓特異的に大腸菌 PPK 遺伝子を発現する遺伝子改変マウスを作成し、MRI 測定に着手した。

各々数系統のトランスジェニックラインを作製したが、いずれについてもポリリン酸を検出すること

は出来なかった。今後は測定系の感度を向上させる必要があるものと考えられる。 

「細胞内蛋白質の分子間相互作用、立体構造の解析手法の開発」については、H19 年度まで

に基礎となる技術を確立していた、ヒト培養細胞に安定同位体標識をした蛋白質を導入し、2 次

元 NMRを測定する in-cell NMR法の手法開発をさらに進めた。また、応用研究として、細胞内

蛋白質の蛋白質―蛋白質、蛋白質―薬剤相互作用や細胞内での蛋白質の安定性の解析に

In-cell NMRが有効である事を示した。またNMR測定手法や構造計算手法の工夫により、生き

た大腸菌内の蛋白質の立体構造を世界に先駆けて決定した。In-cell ESR 法として、凍結した

Xenopus laevis卵母細胞内の蛋白質のスピン標識間の距離分布がパルスESR測定によって計

測できる事を示した。これらと並行して、哺乳動物細胞を利用した In-cell NMRの基盤技術として

昨年度に開発した「新規の蛋白質細胞移行シグナル活性を有するペプチド配列 IGFBP-3/5」に

ついて精査し、IGFBP-3/5由来PTDペプチドの細胞内移行メカニズムが、ヘパリン依存的エンド

サイトーシス経路であることを明らかにした。更に、HIV-Tat 由来の PTD との細胞内移行速度の

違い（３～６倍遅い）の原因をしらべるために、ヘパリン結合状態での IGFBP-3/5由来 PTDペプ

チドの NMR立体構造決定の着手を始めた。 

「蛋白質の細胞内局在の解析手法の開発」については、極低温環境で稼動する磁気共鳴力顕
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微鏡（MRFM）の研究を進め、同環境下で MRFM三次元画像と試料表面の凹凸画像の重畳計

測が実現可能になった。平成 20年度では、生体試料を MRFM プローブに輸送し低温環境に

導入するための手法検証がほぼ完了し、タマネギ表皮細胞の二次元画像が低温環境で観測

できる状況になった。また、カンチレバーに微小磁石を設置する技術開発も完了し、その

磁石搭載カンチレバーを使った信号検出技術の検証を新規 MRFM プローブを用いて実施

している。 

「生物個体における物質動態の解明を目指したメタボロミクス」については、開始当初から行って

きた植物個体への安定同位体標識技術を高度化し、植物生理学の教科書を塗り替えるステロー

ル合成経路の解明に至ることができた。植物に加えて動物への安定同位体標識技術と多次元Ｎ

ＭＲ解析を駆使し、代謝経路全体を鳥瞰する新手法を開発するに至った。 

 

2. 研究実施内容（文中にある参照番号は 4.(1)に対応する） 

 

本研究の目的は、「細胞・生体中に存在する特定の生体分子の詳細なその場観察」を可能に

するような、磁気共鳴法を用いた新しい計測法を開発することにある。①細胞内遺伝子発現の分

子イメージング、②細胞内蛋白質の分子間相互作用、立体構造の解析手法の開発、③蛋白質の

細胞内局在の解析手法の開発、④生物個体における物質動態の解明を目指したメタボロミクス、

の 4 つのテーマについて、特異的観察のための分子プローブを効率的に導入し、様々な磁気共

鳴技法を駆使する事によって、細胞・生体における蛋白質の発現、局在、相互作用、構造変化や

物質代謝を非侵襲的に計測する手法の開発を行っている。 

「細胞内遺伝子発現の分子イメージング」については、基本転写因子TFIIDと密接に連携して

働くメディエーター複合体の活性制御サブユニット Med9p の機能解析を進めるとともに、遺伝子

発現量をポリリン酸量により見積もる新規手法を確立し、複数の出芽酵母遺伝子由来のプロモー

ターへの適用を試みた。その結果、プロモーターごとに測定に適した培養時間は異なることが明

らかとなり、尐なくとも AGP1（アミノ酸パーミアーゼ）については、ランダム配列のプールから

TATA 配列を転写活性により選抜可能であることが示された。一方、ENO2（エノラーゼ）、RPS5

（リボソーム蛋白質）については本法により TFIID 認識配列を決定することが出来なかったが、そ

の原因は転写開始点がこれまで考えられていた以上に複雑な分子機構により選択されているた

めであることが明らかとなった。また小脳プルキンエ細胞特異的（L7 プロモーター）または肝臓特

異的（アルブミンプロモーター+Cre-loxP）に大腸菌 PPK 遺伝子を発現する遺伝子改変マウスを

数系統ずつ作成し、MRS/MRI 測定に着手した。PPK 蛋白質の発現を免疫染色により確認する

ことは出来たものの、いずれのマウスについてもMRS/MRIによりポリリン酸を検出することは出来

なかった。今後は測定系の感度の向上を図るとともに、hydrodynamic pressure による遺伝子

導入を試みる予定である。 

「細胞内蛋白質の分子間相互作用、立体構造の解析手法の開発」については、主として

in-cell NMR と in-cell ESRの研究を進めた。 

哺乳動物細胞の in-cell NMRに関しては、H19年度までに基本的な手法開発をさらに推し進

めて、①安定同位体標識された蛋白質の細胞導入の高効率化、②細胞内蛋白質の NMR 測定

と解析手法の改良、③導入された蛋白質の細胞内局在の解析、を行った。その結果、良好な



in-cell NMR スペクトルの観測には、①Cell permeating peptide (CPP)が結合した目的蛋白

質が、pyrenebutyrate処理する事で細胞質に導入される事、②細胞内でCPPが目的蛋白質か

ら切り離される事、が必要である事が判った 1)。本手法により、3種類の蛋白質をヒトHeLa細胞に

導入し、良好な in-cell NMRスペクトルを測定することに成功した。またサルCos-7細胞において

も in-cell NMR スペクトルが得られる事を確認し、本手法が幅広い細胞に使用できる可能性を示

した 1)。in-cell ESR測定については、アフリカツメガエル卵母細胞内の、特定の二カ所にスピンラ

ベルを導入した 2 種類のユビキチン誘導体について凍結細胞試料の二重電子 -電子共鳴

（DEER）を測定した。その結果、細胞内蛋白質の長距離構造情報をパルスESR法によって収集

可能である事を示した。 

また、細胞内蛋白質のNMR測定と解析手法の改良も引き続いて行った。H19年度は、これま

で開発を行ってきた、迅速な多次元 NMR 測定法を適用することによって、生きた大腸菌の中の

高度好熱菌 TTHA1718蛋白質の立体構造決定に成功したが 2)、H20年度はより高分子量の蛋

白質の高次構造解析を可能にする手法の確立を模索するとともに、生きた大腸菌細胞中の 15N

核の緩和時間の解析を行うことで、細胞内環境における蛋白質の動的性質の解明を試みた。解

析の結果、細胞内の粘度に対応する回転相関時間の増大に加えて、何らかの原因による 15N 核

の T2緩和時間の著しい短縮が観測された。この知見は、細胞内環境における蛋白質の安定性と

関係している可能性があり非常に興味深いが 2)、今後さらに詳細な解析を行っていく必要がある。 

また、昨年度から継続して、我々が新規に

発見した IGFBP-3/5由来CPPペプチドの細

胞内移行メカニズムについて検討した。解析

の結果、(1)HIV-Tat と IGFBP-3/5の細胞内

移行経路が、尐なくともその初期段階におい

て共通していること、(2)その初期段階とはヘ

パリン依存的エンドサイトーシス（マクロピノサ

イトーシス）経路であることが示唆された（図 1）。

IGFBP-3/5ならびにCPPの細胞内移行過程

に関する知見は、京大グループで進められて

いる CPP を用いた哺乳動物細胞での細胞内

NMR 法の開発に関連し、実験結果解釈に活

用できた。また、CPP が一次受容体であるヘ

パリンに結合した際の立体構造や物理的テンションが、マクロピノサイトーシス開始のシグナルに

なっているのではないかと考え、ヘパリンに結合状態の PTDペプチドの NMR による解析を行っ

た。具体的には、IGFBP-3, IGFBP-5, HIV-Tatそれぞれの大腸菌での発現・精製系の構築と、

安定同位体標識、NMR 滴定実験を行い、さらに IGFBP-5 ペプチドの主鎖・側鎖シグナルの帰

属を完了した。Transferred NOE による IGFBP-5 のヘパリン結合状態の解析から、IGFBP-5

はヘパリン上で均一な特定の立体構造をとっていないことがわかった。CD スペクトルによる解析

でも、ヘパリン存在下、IGFBP-5 ペプチドに有意な二次構造の誘起が見られなかったのに反し、

HIV-Tatではヘリックスの誘導が見られた。ヘパリン結合状態でのCPPの構造と、細胞内にとりこ

図 1：PTD細胞内取り込み経路の模式図。A:ヘパリン
依存的エンドサイトーシス（①②）と細胞膜透過（③）の
経路の両方が考えられる。B:ヘパリンの添加は経路
①と③を阻害する。C:IGFBP-3/5 ペプチドの添加
は、①を阻害するが、D:Tat ペプチドはそれ自身が膜
透過をしてしまうため①の経路を阻害できない。 



 

 
図 2 （上） T=80K で取得したタマネギ薄皮の二次

元表面画像（図中スケールは 20μm）、（下） 球形

微小磁石を固定したカンチレバーの SEM像 

まれる速度（HIV-Tat は速く IGFBP-5 は遅い）の差について、構造活性相関の見地からの研究

が重要であることが示唆された。 

「蛋白質の細胞内局在の解析手法の開発」

については、飛躍的な高感度かつ空間分解

能で三次元画像が観測できる極低温 MRFM

装置を開発している。昨年度までに、

MRFM 装置の制御ソフトウエア最適化と

極低温実験環境の構築を完了し、数ミクロ

ンの大きさを持つファントム（DPPH）に

対する三次元立体画像の観測に成功した。

極低温・真空といった環境は二桁以上の感

度向上を図るために必須である一方、生体

試料の測定には工夫が必要である。H20 年

度では、製作した試料準備グローブボック

スを用いて生体試料を MRFM プローブに

輸送し低温環境に導入するための手法確立

に注力した。その結果、凍結手法と冷凍試

料の輸送工程について検証がほぼ完了し、

タマネギ表皮細胞の二次元画像が低温環境

下で観測できる状況になった。また、ミクロンサイズの球形磁石をカンチレバーに搭載す

る技術開発も完了し、現在、磁石搭載カンチレバーと新たに製作した MRFM プローブを

使って、信号検出技術の検証ならびに表面画像と MRFM 画像の取得実験を実施している。

これらの作業の確認を持って、他グループが調製した生体試料に対する MRFM 測定を実

施していく予定である。 

「生物個体における物質動態の解明を目指し

たメタボロミクス」では、標準試料を用いた

データベース・ソフトウエア開発や、抽出試

料を用いて正確な代謝物質同定法の開発を中

心に行ってきている。今年度は、データベー

ス構築、メタボローム公共 Web サイト

(PRIMe)の開発について、バイオインフォマ

ティクスの専門誌に受理させることができた。

こうした NMR メタボロームの基盤技術開発

に加えて、開始当初から行ってきた植物個体へ

の安定同位体標識技術を高度化し、植物生理

学の教科書を塗り替えるステロール合成経路の

解明に至ることができた。さらに、動物への安定

同位体標識も行い、マウス腸内での有用腸内細

図 3 安定同位体 13C の代謝過程を追跡し、代
謝経路全体を網羅的に観察する 



菌（プロバイオティクス候補）B.reuteri による抗菌物質の in vivo 検出、さらにはカイコ脱皮前後

における代謝動態全体を鳥瞰する新手法の開発(図 3)を達成することができた。 

 

3. 研究実施体制 

 

（１）「京都大学」グループ 

①研究分担グループ長：白川 昌宏（京都大学大学院、教授） 

②研究項目 

磁気共鳴法による非侵襲計測における装置と測定法の高感度化 

 

（２）「横浜市立大学」グループ 

①研究分担グループ長：古久保 哲朗（横浜市立大学大学院、教授） 

②研究項目 

遺伝子発現の可視化および細胞内蛋白質動態の非侵襲計測のための基盤技術の開発 

 

（3）「首都大学東京」グループ 

①研究分担グループ長：伊藤 隆（首都大学東京大学院、教授） 

②研究項目 

真核細胞における In-Cell NMRの計測技術開発研究 

 

（4）「理化学研究所」グループ 

①研究分担グループ長：菊地 淳（（独）理化学研究所、ユニットリーダー） 

②研究項目 

多次元 NMRを用いたメタボロミクス研究 

 

（5）「日本電子」グループ 

①研究分担グループ長：吉成 洋祐（日本電子(株)、副主幹研究員） 

②研究項目 

MRFM を用いた細胞内蛋白質の細胞内局在と分子間相互作用の解析 

 

（6）「神戸大学」グループ 

①研究分担グループ長：廣明 秀一（神戸大学大学院、教授） 

②研究項目 

細胞内蛋白質動態の非侵襲計測のための基礎技術の開発 
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