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ペプチド核酸型蛍光プローブを用いた生体中遺伝子発現の定量化に
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〈研究の目的と進め方〉
本研究者は、新規に開発した細胞膜透過性蛍光PNAプ

ローブを用いて、生細胞中に発現しているmRNAの逐次
定量法の開発を行った。従来の分子細胞生物学における
最大の問題点である「いかにして蛍光DNAプローブを細
胞内に効率よく透過させ、細胞中で安定に存在させるか」
ということを克服するために、既に特許申請中の「PNA
合成技術」を用いた。これを基に合成する細胞膜透過性
蛍光PNAプローブは、(1)効率よく膜透過し、(2)標的
mRNAを特異的に捕捉した後、(3)対応するタンパク質の
生合成を完全に阻害することができる。また、(4)細胞内
分解酵素に完全な耐性を持っている。さらに、C PNAは
DNAとは異なり、完全マッチ配列と一塩基ミスマッチ配
列の違いを正確に認識できる。このような特徴を有する
プローブは適用範囲が広いと考えているが、特に、包括
的なゲノム研究を行う上で、細胞膜透過性蛍光PNAプロ
ーブはその特徴を最大限に発揮するものと期待された。
また、プローブ合成技術は、本研究者が世界に先駆けて
開発したものであり、様々な遺伝子の様相に対しても、
柔軟に対応できるものと期待された。

〈研究開始時の研究計画〉
①特定遺伝子に対応した細胞膜透過性蛍光PNAプロー

ブの合成：本研究者が既に特許申請した蛍光PNAユニッ
トを利用して、細胞膜透過性蛍光PNAプローブを合成し
た。今回は、同一細胞中の異なったmRNAを標的とする
複数の蛍光PNAプローブを合成した。合成は、半自動固
相有機合成装置を用いて行い、粗生成物はHPLCにより
精製し、蛍光標識化PNAプローブの構造はMALDI-TOF
MSにより同定した｡

②細胞膜透過性蛍光PNAプローブの生細胞への導入実
験：モデル系として、既に実験系を確立している神経細
胞を用いた。設計した蛍光PNAプローブを用いて、様々
な条件（反応温度や時間）下でFISH解析を行った。
設計蛍光PNAプローブの混合液を用いて、様々な条件下
での導入実験を行った。具体的には、（１）蛍光PNAプ
ローブ混合液の膜透過性が、再現性よく得られるか、（２）
蛍光解析によって標的とするmRNAの量的関係を正確に
測定できるか、そして（３）標的mRNA由来のたんぱく
質の生合成が抑制されているか、の3点を中心としてデー
タ取得を試みた。

③新規FISH法の確立：②で得られた結果はすぐに①に
フィードバックして、蛍光PNAプローブとしての最適化
を行った。特に、長さや標識法などに注意を払い、より
検出感度の高い蛍光PNAプローブの設計を行った。②で
得られた結果から、定量的解析手法について検討した。
基本的に定量化できる見通しが立った場合、他の細胞
系・生物個体について同様な実験を行うことにした。こ
れらの試行錯誤により蓄積されたデータを基に、時間
軸・量的関係を考慮に入れた高速遺伝子解析系の確立を
目指した。

〈研究期間の成果〉
本研究者は、上記研究計画に基づきmRNAの逐次定量

法の開発を目指した。その結果、研究期間内で以下の知
見を得た。
①特定遺伝子に対応した細胞膜透過性蛍光PNAプローブ
の合成に成功した。既に特許出願した蛍光PNAユニット
を利用して、細胞膜透過性蛍光PNAプローブを合成した。
細胞膜透過性蛍光PNAプローブの設計に必要な各種ビル
ディングブロックとその製法及び細胞膜透過性蛍光PNA
プローブの細胞導入等分子生物学的応用に関する特許出
願のうち、昨年12月にUS特許を取得できた。現在、生態
系で代謝されにくい蛍光プローブの開発が急ピッチで進
む中、US特許取得により、我々の研究成果が先見性の高
いものであることを確認できた。
②細胞膜透過性蛍光PNAプローブの生細胞への導入実験
を行った。その結果、本PNAプローブが前処理や後処理
を必要としないことに加え、a)標的を捕捉出来なかった
過剰なプローブは細胞外に排出可能であること、b)細胞
内局在化が可能であること、を証明した。細胞外排出で
きるということと酵素分解に耐えうるということを考え
合わせると、今回新規に開発した細胞膜透過性蛍光PNA
プローブは、FISHのみならずWISHに対応可能であるこ
とを実証したことになり、今後１分子イメージング技術
等の開発などへ幅広く展開できることを示唆した内容と
なった。
③新規FISH法の確立を行った。別プロジェクトで開発し
た「検出装置DD ScanTM」を用いて、遺伝子発現量の定
量化を目指した。今回、PNAプローブではなく蛍光標識
化合物を用いて、当該実験を行ったところ、複数PNAプ
ローブを用いた遺伝子発現量の定量化が可能であること
を証明した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
擬似核酸であるPNAは完全な酵素耐性を有し取扱いが

容易であるなど数々の優れた性質を持つ反面、PNAを高
機能化する技術（例えば、「光る」「切る」など）は皆無
であった。本研究者は、このPNAの弱点を克服する技術
とその関連技術の囲い込みに成功した。即ち、「PNAを
高機能化する」技術を有するのは本研究者だけである。
従って、今後、これらの技術を使って開発可能な遺伝子
関連技術は他の追随を許さず、非常に独創的なものであ
ると考えている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
先行実験では、設計したプローブが生体膜を効率よく

透過することが判明した。しかしながら、時間軸・量的
関係を考慮に入れた高速遺伝子解析系の確立をするまで
には至らなかった。その理由として、膜透過機能性ユニ
ットの効率の良い精製が以外にも難しく、多数の細胞膜
透過性蛍光PNAプローブの供給が困難であったことが挙
げられる。膜透過効率を向上させる要因や合成効率など
プローブの最適化に関して今後検討していかねばならな
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い事項がある。

〈今後の課題〉
生細胞を利用してリアルタイムに遺伝子発現量の定量

化を試みる意義は、細胞から生物個体への応用が期待さ
れるからである。今後、細胞膜透過性蛍光PNAプローブ
を生物個体に利用する場合、毒性の問題をクリアにする
必要がある。また、PNAは代謝されない化合物であるゆ
え、残存した場合の生体への影響に関しても、調査をす
る必要がある。もともとＰＮＡ自身は毒性が無いといわ
れるものの、定量化を目指すうえで毒性の問題は解決す
べき課題である。
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