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こ れ ま で の 生 命 科 学 研 究 の 主 流 は ， PCR（ Polymerase  Chain  React ion） や ，

シ ー ケ ン シ ン グ に よ る 塩 基 配 列 取 得 な ど に 代 表 さ れ る ， 試 験 管 内 （ in  v i t ro） で

の 研 究 が 一 般 的 で あ っ た 。し か し な が ら ，実 際 の 生 体 内 に お い て「 何 が 」「 ど こ で 」

「 ど の よ う に 」働 い て い る か と い っ た 生 命 現 象 の 根 本 を 理 解 す る に は 、細 胞 内（ in  
v ivo ） に お け る 現 象 を 解 明 す る 必 要 が あ る 。 一 方 ， 生 体 内 に お け る RNA
（ Ribonuc le i c  ac id） の 機 能 解 明 は ， 生 命 科 学 研 究 に お い て 重 要 な 課 題 と な っ て

い る 。 し か し な が ら ， 近 年 の 光 学 顕 微 鏡 と 蛍 光 化 合 物 の 技 術 的 進 歩 に 伴 い 検 出 感

度 や 解 像 度 が 向 上 し て き た に も か か わ ら ず ， 細 胞 内 に お け る RNA 検 出 に お い て

は 未 だ 確 立 さ れ た 方 法 が な い の が 現 状 で あ る 。特 に ，生 き た 細 胞 内 に お け る RNA
検 出 に つ い て は ， 既 往 の 報 告 は 皆 無 に 等 し い 。  

以 上 の 点 を 踏 ま え ， 本 研 究 で は ， 酵 素 ま た は 蛍 光 発 生 分 子 で ラ ベ ル 化 し た オ リ

ゴ 核 酸 （ 機 能 性 核 酸 ） を 用 い ， 細 胞 内 に お け る 新 規 RNA 蛍 光 検 出 技 術 を 開 発 し

て い る 。 さ ら に ， 本 法 を ヒ ト 生 細 胞 内 で の RNA の 可 視 化 へ 応 用 し て い る 。  
本 論 文 は 7 章 よ り 構 成 さ れ て い る 。 以 下 に 各 章 の 審 査 概 要 を 述 べ る 。  
第 1 章 で は ， 細 胞 内 に お け る RNA 検 出 法 ， お よ び こ れ ら の 手 法 に 使 用 さ れ る

機 能 性 核 酸 や 蛍 光 色 素 等 に 関 す る 既 往 の 知 見 お よ び 問 題 点 ， さ ら に 蛍 光 発 生 分 子

の メ カ ニ ズ ム や 既 往 の 研 究 に 関 し て 有 機 化 学 的 な 観 点 か ら 概 説 し ， 本 研 究 の 意

義 ・ 目 的 を 明 ら か に し て い る 。  
第 2 章 で は ， 酵 素 や 抗 体 を 用 い て シ グ ナ ル を 増 幅 す る ， 高 感 度 FISH

（ Fluorescence  in  s i tu  hybr id izat ion） 法 を 細 菌 細 胞 に 適 用 し ， そ の 問 題 点 を 明

ら か に し て い る 。細 胞 内 に お け る RNA に は 極 め て 発 現 量 の 低 い RNA も 存 在 す る

た め ， 蛍 光 シ グ ナ ル を 増 幅 す る 必 要 が あ る 。 こ れ ま で に 様 々 な シ グ ナ ル 増 幅 手 法

が 開 発 さ れ て き た が ， い ず れ の 手 法 も 酵 素 や 抗 体 な ど の 高 分 子 を 細 胞 内 に 浸 透 さ

せ る 必 要 が あ る 。 と こ ろ が ， 細 菌 細 胞 の 細 胞 壁 の 性 状 は 菌 種 に よ っ て 大 き く 異 な

る た め ， シ グ ナ ル を 得 る た め の 細 胞 壁 消 化 条 件 に 差 異 が 生 じ る 。 し た が っ て ， 複

合 微 生 物 系 に こ の よ う な 手 法 を 適 用 す る 場 合 ， 目 的 と す る 細 菌 群 を 一 括 し て 検 出

で き な い 可 能 性 が あ る 。 そ こ で ， 本 研 究 で は 細 胞 壁 消 化 酵 素 の 種 類 お よ び 濃 度 を

変 化 さ せ た 場 合 に お け る 高 感 度 FISH の 検 出 結 果 の ば ら つ き に つ い て 検 討 を 行 っ

て い る 。 様 々 な 属 に 属 す る 菌 を 対 象 と し て ， 各 細 菌 種 の 細 胞 壁 を 細 胞 壁 消 化 酵 素

で あ る リ ゾ チ ー ム お よ び ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ で 消 化 し た の ち ， 全 真 正 細 菌 を タ

ー ゲ ッ ト と す る EUB338 プ ロ ー ブ を 用 い て FISH,  DIG（ Digox igen in） -FISH,  
CARD（ Cata lyzed  and Repor ter  Depos i t i on）-FISH を 検 討 し て い る 。そ の 結 果 ，

菌 種 に よ る ば ら つ き を 抑 え 細 菌 を 均 一 に 検 出 す る た め に は 細 胞 壁 を 10  mg/ml の

リ ゾ チ ー ム で 処 理 し ， CARD-FISH 法 で 検 出 す る こ と が 有 効 で あ り ， こ の 方 法 で

も 検 出 不 可 能 な 一 部 の 細 菌 に お い て は ， ア ク ロ モ ペ プ チ ダ ー ゼ 処 理 が 有 効 で あ る

こ と を 示 し て い る 。 以 上 の 結 果 よ り ， 細 菌 種 間 に お け る 検 出 感 度 の ば ら つ き を 定

量 的 に 把 握 し ， 高 感 度 FISH 法 の 細 菌 細 胞 へ の 適 用 に お け る 知 見 を 得 て い る 。 一
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方 ，本 手 法 を 用 い て も 全 て の 菌 種 を 一 括 の 条 件 で 検 出 す る こ と は 困 難 で あ る こ と ，

ま た ， 細 胞 壁 消 化 酵 素 に よ る 処 理 に よ り 細 胞 が 損 傷 を 受 け ， 生 細 胞 検 出 は 不 可 能

で あ る と い う 問 題 点 が あ る こ と を 明 ら か に し て い る 。  
第 3 章 で は ，前 述 の 問 題 点 を 解 消 す る た め ，酵 素 な ど の 高 分 子 を 用 い る こ と な

く シ グ ナ ル を 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ り ， な お か つ 生 き た 状 態 の 細 胞 を 検 出 す る

こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る ， 標 的 核 酸 分 子 を 鋳 型 と し た 有 機 化 学 反 応 に よ る

核 酸 の 蛍 光 検 出 法 を 開 発 し て い る 。 こ れ ま で に ， 標 的 上 で の 消 光 基 の 脱 離 反 応 を

利 用 し た 核 酸 検 出 法 が 報 告 さ れ て い る が ， 水 溶 液 中 で の 加 水 分 解 に よ る バ ッ ク グ

ラ ウ ン ド 蛍 光 が 非 常 に 大 き い の が 問 題 で あ っ た 。 そ こ で 本 研 究 で は ， さ ら に シ グ

ナ ル ／ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 比 を 高 め て 高 感 度 化 を 図 る こ と を 目 的 と し て ， 標 的 核 酸

上 で の 酸 化 還 元 反 応 を 引 き 金 と し て 蛍 光 を 発 生 す る シ ス テ ム を 開 発 し て い る 。 本

シ ス テ ム で は ， 還 元 を 引 き 金 と し て 蛍 光 を 発 す る ロ ー ダ ミ ン － ア ジ ド 誘 導 体 を 結

合 し た DNA プ ロ ー ブ と ，還 元 剤 を 結 合 し た DNA プ ロ ー ブ を 合 成 し ，こ れ ら が 標

的 上 で 隣 り 合 う こ と に よ っ て 酸 化 還 元 反 応 を 起 こ し ， 標 的 核 酸 を 認 識 す る こ と が

可 能 と な る 。 ロ ー ダ ミ ン － ア ジ ド 誘 導 体 と は ， ロ ー ダ ミ ン の 片 側 の ア ミ ノ 基 を ア

ジ ド 基 に 変 換 し た 化 合 物 で あ り ， 還 元 剤 と 反 応 す る こ と に よ り ， ア ジ ド が ア ミ ン

に 還 元 さ れ ， 共 鳴 構 造 が 変 化 す る こ と に よ り 吸 収 ス ペ ク ト ル が 変 化 す る 。 こ の 反

応 に よ っ て 還 元 前 と 比 較 し て 約 2000 倍 の 緑 色 蛍 光 を 発 す る こ と を 見 出 し て い る 。

次 に ， こ の 蛍 光 分 子 を DNA プ ロ ー ブ に 連 結 し ， 還 元 剤 （ ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ

ン お よ び ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） を 連 結 し た DNA プ ロ ー ブ と 標 的 核 酸 上 で 反 応 さ

せ た 結 果 ， 標 的 核 酸 上 で の ２ つ の プ ロ ー ブ の 化 学 反 応 に 由 来 す る 蛍 光 シ グ ナ ル が

観 察 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 一 方 ， 標 的 核 酸 が 存 在 し な い 場 合 に お い て は ほ と

ん ど 蛍 光 を 発 さ な い こ と を 示 し ， 本 蛍 光 発 生 シ ス テ ム が 優 れ た シ グ ナ ル ／ バ ッ ク

グ ラ ウ ン ド 比 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た こ と は 高 く 評 価 で き る 。  
第 ４ 章 で は ， 第 3 章 で 述 べ た 化 合 物 と 同 様 の メ カ ニ ズ ム で 赤 色 蛍 光 を 発 す る ，

ナ フ ソ ロ ー ダ ミ ン － ア ジ ド 誘 導 体 を 合 成 し た 結 果 を ま と め て 報 告 し て い る 。 ロ ー

ダ ミ ン － ア ジ ド 誘 導 体 と 同 様 に ， こ の 化 合 物 は 還 元 剤 と の 反 応 で 共 鳴 構 造 が 変 化

す る こ と に よ っ て 吸 収 ス ペ ク ト ル が 変 化 し ，還 元 前 と 比 べ て 約 550 倍 の 赤 色 蛍 光

を 発 す る こ と を 見 出 し て い る 。ま た ，こ の 化 合 物 は ，DNA プ ロ ー ブ に 連 結 す る こ

と に よ り ， 標 的 核 酸 を 検 出 可 能 で あ る こ と も 示 し て い る 。 こ の よ う な 波 長 域 の 異

な る 2 種 類 の 蛍 光 発 生 分 子 を 用 い れ ば ， 細 胞 内 に お け る 2 種 類 の RNA 分 子 を 同

時 に 検 出 す る こ と も 可 能 で あ り ， 生 体 内 に お け る RNA 機 能 解 明 の 新 し い ツ ー ル

と な る こ と が 期 待 で き る 。  
第 5 章 で は ，本 シ ス テ ム が ，細 胞 内 で 有 効 に 機 能 す る か ど う か を 検 討 す る た め ，

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 固 定 し た 大 腸 菌 細 胞 内 の rRNA の 検 出 を 試 み て い る 。実 際 に 大

腸 菌 細 胞 内 に ロ ー ダ ミ ン － ア ジ ド 誘 導 体 お よ び ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン を 結 合 し

た プ ロ ー ブ を 導 入 し た と こ ろ ， 完 全 相 補 鎖 の プ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 に 強 い シ グ ナ
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ル が 得 ら れ た の に 対 し ， ス ク ラ ン ブ ル 配 列 の プ ロ ー ブ に つ い て は シ グ ナ ル が 得 ら

れ な い こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う に ， 本 プ ロ ー ブ が 細 胞 内 に お い て も 有 効 に 働

く こ と を 明 ら か に し た こ と は 意 義 深 い 。  
第 6 章 で は ，第 3 章 か ら 第 5 章 で 述 べ た ，還 元 を 引 き 金 と す る 蛍 光 発 生 メ カ ニ

ズ ム を さ ら に 発 展 さ せ る た め ， フ ル オ レ セ イ ン － メ チ ル ア ジ ド 誘 導 体 を 合 成 し て

い る 。 さ ら に ， こ れ を 用 い て ヒ ト 生 細 胞 内 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） の 検 出

を 行 っ て い る 。 フ ル オ レ セ イ ン － メ チ ル ア ジ ド 誘 導 体 と は ， フ ル オ レ セ イ ン の 水

酸 基 を メ チ ル ア ジ ド 基 で 保 護 し た 化 合 物 で あ り ， ア ジ ド 基 の 還 元 に 続 く 加 水 分 解

に よ っ て メ チ ル ア ジ ド 基 が 脱 保 護 さ れ ， 蛍 光 を 発 す る 。 こ の 化 合 物 は ロ ー ダ ミ ン

－ ア ジ ド 誘 導 体 と 異 な り ， ホ ス フ ィ ン 分 子 と の 結 合 に よ る ア ザ イ リ ド の 形 成 が 起

こ ら な い た め ， タ ー ゲ ッ ト 核 酸 を 触 媒 と し た 化 学 反 応 の 回 転 が 期 待 で き る 。 実 際

に ， 試 験 管 内 で の 反 応 で は ， 等 温 条 件 下 （ 37℃ ）・ 4 時 間 で 約 50 回 の 化 学 反 応 の

回 転 が 見 ら れ ， こ れ に よ っ て 蛍 光 シ グ ナ ル を 50 倍 に 増 幅 で き る こ と を 示 し て い

る 。 こ の シ グ ナ ル 増 幅 は ， 細 胞 内 に お い て 低 発 現 量 の RNA を 検 出 す る 場 合 に 有

効 で あ る 。 実 際 に ， ヒ ト 白 血 病 細 胞 HL60 の 28S rRNA お よ び ベ ー タ ア ク チ ン

mRNA を タ ー ゲ ッ ト と し て ，フ ル オ レ セ イ ン － ア ジ ド 誘 導 体 お よ び ト リ フ ェ ニ ル

ホ ス フ ィ ン を 結 合 し た プ ロ ー ブ を 導 入 し た と こ ろ ，そ れ ら に 対 応 す る シ グ ナ ル が ，

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 で き る こ と 見 出 し て い る 。 本 法

は ， 酵 素 な ど の 高 分 子 を 用 い る こ と な く シ グ ナ ル を 増 幅 で き る こ と か ら ， 生 細 胞

内 に お け る 低 発 現 の RNA 検 出 に お い て 有 効 な 手 段 で あ る と 評 価 で き る 。  
第 7 章 は 本 論 文 の 総 括 で あ る 。  
以 上 ， 本 論 文 で は ， 酵 素 ま た は 蛍 光 発 生 分 子 で ラ ベ ル し た オ リ ゴ 核 酸 （ 機 能 性

核 酸 ） を 用 い た 新 規 RNA 蛍 光 検 出 技 術 の 開 発 に つ い て ま と め て い る 。 蛍 光 発 生

シ ス テ ム の 改 良 に よ り 化 学 反 応 の 回 転 を 起 こ す こ と に よ っ て ， 生 細 胞 内 で の 低 発

現 RNA の 可 視 化 に 応 用 し て い る 点 は 非 常 に 独 創 性 が 高 い 。本 成 果 は ，今 後 の RNA
研 究 お よ び バ イ オ イ メ ー ジ ン グ 技 術 に 大 い に 寄 与 す る こ と が 期 待 さ れ る 。さ ら に ，

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ・ セ ル ソ ー タ ー と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り ， 生 細 胞 の 選 別

技 術 に 応 用 す る こ と も 可 能 で あ る と 考 え ら れ ， 微 生 物 学 ， 分 子 生 物 学 ， 再 生 医 療

学 等 ， 様 々 な 分 野 へ の 応 用 が 期 待 で き る 。 よ っ て ， 本 論 文 は 博 士 （ 工 学 ） の 学 位

論 文 と し て 価 値 あ る も の と 認 め る 。  
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   早 稲 田 大 学 教 授  工 学 博 士 （ 早 稲 田 大 学 ）   平 沢  泉  
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                                     PhD（ マ イ ン ツ 大 学 ）  O l i v e r  S e i t z  




