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綜 説

機 能 応 答 性 蛍 光 プ ロー ブの開 発 とバ イ オイ メ ー ジ ングへ の応 用

一 シス テ ム生 物 学 の た め のバ イ オイ メ ー ジ ング技 術 一

慶應義塾大学理工学部生命情報学科

慶應義塾大学先端生命科学研究所

      岡  浩太郎

                       ABSTRACT

Bio-imaging techniques for systems biological approaches in single cells.

                           KoごαmOん α1β

1Department of Biosciences and Informatics
, Faculty of Science and Technology,

           21nstitute for Advanced Biosciences, Keio University

For understanding the cellular signal transduction from the viewpoint of Systems Biology, it is primary

important to develop both the quantitative cell models and also methods for verification of the model.

Visualization of the spatial and temporal changes for the intracellular signal trasduction may be one of the

feasible approaches for such model verification. Recently, several sophisticated methods have been devel-

oped for visualizing intracellular substances including ions(K, Na, Mg, Ca, Zi and so on), gaseous mole-

cules(oxygen and nitric monoxide), and second messengers(Ca, IP3, and cAMP)with optical recording

techniques(conventional fluorescent microscopes with high-intensity CCD cameras and confocal laser

scanning microscopes).To verify the model, perturbation of the intracellular signal trasduction and obser-

vation of the relaxation process is important. This kind of experiment is easy in the computer simulation

but not in real cells. The promising methods are phtolysis of caged compounds that include the bio-

reactive substances and chromophore-assisted laser inactivation(CALI). I believe that the combination of

the intracellular imaging and perturbation techniques will be an effective method to verify the simulation

of a single cell model.
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         technique

 細胞内での生理機能の動態を追跡することは,定 量的

な細胞モデルを構築する上では必須である.こ のような

方向を目指 した実験技術として種々のバイオイメージン

グ法が考案されてきた.本 解説ではそのようなバイオイ

メージング方法のうち,特 に細胞シミュレーションに代

表されるようなジステム生物学に利用できる方法につい

て説明を行う.

細胞 シミュレー シ ョンのためのイメー ジング技術

 細胞内での代謝プロセス,情 報伝達を統合的に調べる

方法として,単 一細胞の全代謝過程を連立微分方程式で

第83回 慶磨医学 会総会 シンポ ジウム(平 成15年11月14日 開催)に おいて講演
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書 き下 し,そ れ を 数値 積 分 して 濃度 を逐 次求 め て ゆ く手

法 が 最 近 に な って開 発 さ れ は じめ て きて い る1).特 に そ

の よ うな 手 法 で 有 名 な もの に,慶 鷹 義塾 大学 先端 生 命 科

学 研 究 所 で行 わ れ て い るE-cellと よ ば れ る研 究 が あ る2).

こ の細 胞 シ ミュ レー タ はCD-R等 によ り研 究 者 に配 付 さ

れ て い る こ と もあ って,赤 血 球,癌,神 経 等 の細 胞 で の

結 果 が 蓄 積 され て きて い る.し か しな が ら,こ れ らの シ

ミュ レー シ ョ ン結 果 を 実 験 的 に検 証 しよ う とす る とな か

な か難 しい こと に気 が っ く.と い うの も我 々 は細 胞 内 の

代 謝 過 程 動 態 を網 羅 的 に調 べ る方 法 を 持 って い な い か ら

で あ る.高 々細 胞 内 の 複 数 イ オ ン種 を 追 跡 す る こ と さえ

もな か なか 容 易 で は ない.最 近 に な って 複 数 の 中 間 代 謝

物 濃 度 を計 測 す る こ とが 可 能 な メ タ ボ ロ ー ム技 術 を 細 胞

レベ ル の研 究 に適 用 す る試 み も行 わ れ る よ うにな って き

て い る3).

 ま た モ デ ル サ イ ドか ら今 後 解 決 して 行 か な けれ ば な ら

な い こ とと して,細 胞 の 空 間 的 な広 が りを考 慮 した モ デ

ル つ く りが 必 要 に な る もの と考 え られ る。 これ は集 中 定

数 系 か ら連 続 分 布 系,っ ま り偏 微 分 方 程 式 で 記 載 され る

よ うな モ デ ルへ の シ ミュ レー シ ョ ン技 法 の拡 張 が 必 要 で

あ る とい う こ とで あ る.こ の よ うな空 間 的 に広 が りを持 っ

た細 胞 モ デ ル は,特 に神 経 細 胞 に代 表 され る よ うな機 能

分 化 が顕 著 な細 胞 の シ ミュ レー シ ョ ンを行 う場 合 に は本

質 的 に重 要 で あ る。 細 胞 膜 の イ オ ンチ ャネ ル を神 経 細 胞

の種 々 の部 位(細 胞 体,樹 状 突 起,軸 索,シ ナ プ ス)に

対 応 した コ ンパ ー トメ ン トに配 置 し,ポ ジキ ンとハ ック

スレーにより定式された数式モデルにより再現 しようと

する試みは計算論的神経科学の一分野として盛んに行わ

れてきている4)が,E-Cellが 取 り扱 うことができるよう

な細胞内代謝過程の解析への拡張はいまだ手付かずの状

態である.

 本解説では,今 後のシステム生物学のターゲットになっ

て行 くと思われる,空 間的な広がりをもつ細胞のシミュ

レーションを行う際に,車 の両輪のように必要になるで

あろう,細 胞内代謝過程および情報伝達過程の可視化技

術について,そ の現状 と展望 にっいて述べる.特 に本解

説では,

(1)細 胞内情報伝達の機能応答性蛍光プmブ による可

 視化技術

② 新規な顕微鏡技術

(3)観 察系に擾乱を与える実験方法

に焦点を絞 り,シ ステム生物学を意識 したバイオイメー

ジング技術の紹介となるように配慮 した.も ちろん これ

らの空間的な広がりを持っシミュレーション環境を構築 ・

検討する際にも,こ こで述べるような可視化技術は重要

であると考え られる.

細胞情報伝達の可視化技術

 細 胞 内情 報 伝 達 を 「い っ,ど こで,ど の よ うに」 とい

う観 点 か ら明 らか に す る方 法 と して種 々 の プ ロー ブを用

い た イ メ ー ジ ン グ手 法 が あ る5)(第1図) .図 中 の(1)に

(2)ケイジド化合物

 細胞内の任意の場所で特定生理  G)細 胞内シグナル伝達物質のバイオプローブによる可視化 
活性物質濃度をコントロールする   細胞内での物質濃度変化を時 ・空間的に示す

用を

第1図 システム生物学のためのバ イオイ メージング技術の概要
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岡:シ ステム生物学 のためのイ メー ジング技術

つ い て,ま ず こ こで取 り上 げ た い.特 定 の イ オ ン種 につ

い て 可 視 化 す る方 法 を 例 に取 る と,例 え ばCa, Mg, K,

Na, Cl, Znな ど枚 挙 に い と まが な い.こ れ らの新 規 な蛍

光 プ ロ ー ブ関 す る最 新 の 情 報 はMolecular probes社 の

ホ ー ム ペ ー ジか ら入 手 す る こ とが で き る6).ま たCaイ

オ ン以 外 の細 胞 内 セ カ ン ドメ ッセ ンジ ャ ーの 可 視化 方 法

と して は,蛍 光 エ ネ ル ギ ー共 鳴 法(FRET)を 利用 す る

試 み が 行 わ れ て きて い る(第1図(3?,後 述)。

 これ らの機 能 応 答 性 蛍 光 プ ロ ー ブ の開 発 に は大 き く2

っ の潮 流 が あ る.ま ず 従 来 よ り広 く行 わ れ て きて い るの

は,特 定 物 質 に選 択 的 に結 合 す る比 較 的 低 分 子 の有 機 物

を合 成 し,こ れ を適 当 な色 素 団 と結 合 さ せ,細 胞 内 に注

入 す る こ と に よ って選 択 性 の高 い プ ロー ブ と しよ うと い

う もの で あ る.こ の よ うな 研 究 方 法 はCaイ オ ンプ ロ ー

ブ の開発 以来 脈 々 と続 け られて い る.同 様 な研 究 ア プ ロー

チ に よ る最 近 の研 究 と して,私 た ち と慶 磨 義 塾 大学 応 用

化学 科 鈴 木孝 治教 授 の 研 究 グル ープ とで 共 同 開 発 して い

る細 胞 内Mg計 測 の た め の 蛍 光 プ ロー ブ7)が,そ の例 と

して 挙 げ られ る.

 従 来,細 胞 内Mgイ オ ン計 測 プ ロ ー ブ と して は種 々

の もの が 開 発 さ れ て きて お り,Molecular Probes社 の

ホ ー ム ペ ー ジを 調 べ て もMg Indo-1, Mg Greenな ど い

くっ か の 蛍 光 色 素 を 見 っ け る ことが で き る.し か しな が

らこれ らの蛍 光 プ ロ ー ブ はMg以 外 にCaに 関 して も高

い親 和 性 を 持 っ た あ,細 胞 へ 適 用 した 際 に,実 際Mg

を計 測 して い るの かCaが 検 出 さ れ て い る の か わ か らな

い.そ こで 我 々 は従 来 の分 子 骨 格 とは全 く異 な る ク マ リ

ンに着 目 し,新 規Mgプ ロ ー ブの 開 発 を 行 い,こ れ ま

で にKMG-20, KMG-104を 分 光 学 的,生 物 学 的 な 検 索

に よ り選 び だ し,細 胞 内Mgイ メ ー ジ ング を 行 って き

た.特 に最 近 に な っ て 開 発 したKMG-104はMgイ オ

ン に対 す る結 合 定 数 が 約2mMと ほ ぼ細 胞 質 中 の 遊 離

Mg濃 度 と一 致 して お り,ま たKMG-20で は難 しか っ

た488nmで の 励 起 が 可 能 で あ る た め,共 焦 点 レ ー ザ

顕 微 鏡 に よ る細 胞 内Mg濃 度 の3次 元 再 構 成 も可 能 で

あ る.こ れ らの 新 規Mgプ ロ ー ブ とfura2な どのCaプ

ロー ブを 併 用 す る こ とに よ り,細 胞 内MgとCaの 同 時

イ メー ジ ン グを現 在 進 め て い る.ま た これ ら一 連 の研 究

か ら,従 来 明 らか に され て い な か った 細 胞 内Mgの 動

員 メ カ ニ ズ ム に関 して も,新 規 な知 見 を得 る こ とが で き

た8).

 以 上 述 べ た よ うな低 分 子 有 機 物 プ ロ ー ブに対 し,緑 色

蛍 光 タ ンパ ク 質(GFP)に 代 表 され る よ う な蛍 光 タ ン

パ ク質 を改変 す ることに よ り細胞 内 セカ ン ドメ ッセ ンジ ャー

を捕 らえ る研究 が最 近 にな って 爆 発 的 に進 ん で きて い る.

これ らの研究の初期には,特 に細胞内カルシウム濃度計

測が注目され,最 近でもG-CAMPと よばれる細胞内カ

ルシウム濃度感受性を持っGFPを 細胞内に発現させる

と,連 続的に細胞内カルシウム濃度の計測が可能 となる

ことが報告 されている9).ま たGFPを 利用 した細胞内

情報伝達イメージングでは,細 胞内でのタンパク質分子

の会合と解離を利用することにより,細 胞内情報伝達を

可視化する試みが広 く行われてきている(第1図(3》).

また特定 タンパ ク質のサブユニ ット等の解離状態を,

FRETを 適用することにより可視化 した例 として,環

状アデノシンー リン酸10)およびイノシトール三 リン酸H)

の細胞内濃度変化を調べた例がある.

 これ らの蛍光プローブを用いた技術 は次の3で 述べ

るような新規な顕微鏡技術と相性が良いために,広 く用

いられるようになってきているものの,未 だオーダーメー

ドで個々の情報伝達物質に関 してのプローブを開発 して

いるのが現状である.そ のため今後はプローブ開発の高

速化を図る必要がある.ま た計算機 シミュレーションを

行う際には,単 に濃度が上がった,下 がったというより

はより定量的な変化を議論する必要がある.蛍 光プロー

ブの蛍光量から,着 目している物質の絶対濃度に換算す

るためのキャリブレーション方法にっいても,で きれば

in vivoで 行える方法を開発する必要があろう.

新規な顕微鏡技術の開発

 細胞内での情報伝達過程の追跡が簡便に行えるような

環境が整 ってきた一因として,蛍 光像の顕微鏡観察をあ

げることができる.こ のような技術 としては,微 量の蛍

光変化を計測することが可能なカメラの開発によるとこ

ろが少な くない'2).イ ンテンシファイヤによる増幅によ

り,暗 い蛍光像を増感 して明るいイメージを取得するこ

とが可能となってきている.ま たここ10年 間を見てみ

ると,共 焦点 レーザ顕微鏡による蛍光測定が飛躍的に進

展 したことも注目される'3).共焦点 レーザ顕微鏡は光学

断層像を取得するたあの装置 として用いられてきた.同

様 に488nm,514nmで 励起で きる蛍光色素 を用いた

細胞内情報伝達過程のイメージングも容易にできること

もあって,そ れまであまりイメージングに関係 しなかっ

た領域の研究者にも浸透 していったものと思われる.特

に種々のカルシウムインディケータと共焦点 レーザ顕微

鏡を併用 した研究は非常に多 くなった.

 この10年 間の間に,新 規に研究者が利用できるよう

になった顕微鏡技術のうち,特 にシステム生物学の観点

から今後利用が可能であるような実験技術にっいて以下
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多重蛍光観察像
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第2図 多重蛍光観察 とデー タの解析 方法

に列 挙 してみ る.

1.マ ルチカラー顕微鏡

 これは通常の蛍光顕微鏡がフィルターを利用 している

のに対 して,励 起にモノクロメータを利用することによ

り,レ ーザ励起の顕微鏡より任意の波長での励起が可能

となる顕微鏡装置である。最近ではマルチラインのレー

ザ光源を利用できる共焦点 レーザ顕微鏡などもこの装置

の延長上にあるものと思われる.ま た蛍光をプ リズムま

たはフィルターにより選別 して画像取得するような共焦

点 レーザ顕微鏡 も多く開発されてきており,励 起 と蛍光

観察を任意の波長で行 うことが可能 になってきている.

特に複数の蛍光像をほぼ同時に取得することができるよ

うなものとして,蛍 光像を波長分割 し,CCDカ メラ上

に2つ または4っ のイメージをっ くる装置が市販され

てきている.ま た共焦点 レーザ顕微鏡でも複数のフォト

マルを用いて(最 高8っ 程度)イ メージを取得する装

置が市販されている.複 数の蛍光を同時に取得する装置

は,細 胞内情報伝達過程を複数 ・同時追跡するようなシ

ステム生物学研究には必須と考えられる。これらの顕微

鏡分光装置を組み合わせた研究を行 うにあたり,複 数の

蛍光画像か ら,求 めたい細胞の情報(例 えば特定物質の

濃 度 な ど)を 定 量 す る た め の プ ロ グ ラ ム を開 発 す る必 要

が あ る.多 変 量 解 析 的 な考 え方 を導 入 し,個 々 の蛍 光 プ

ロー ブの信 号 強 度 を 推 定 す る方 法ia)な ど も考 え られ る.

ま た ニ ュー ラル ネ ッ トワー クを 利 用 して シ グナ ル を分 け

る こ と も可 能 で あ ろ う(第2図).

2.全 反射顕微鏡

 この顕微鏡は,励 起光をスライ ドガラス上で全反射さ

せた時にスライ ドガラス表面に滲み出す厚さ 100nm

水溶液

反射光

エバネ ッセン ト光の しみ出 し

 ^-150nm

この領域が局所照明される

    ガラス

斤率〉

臨界角以上の
入射角

入射光

第3図 エバネ ッセ ン ト場 を用 いた近接場照明法 の概略
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程度 の エ バ ネ ッセ ン ト場 を利 用 す る こ とに よ り,そ こ に

存在 す る蛍光 分 子 を 選 択 的 に励 起 す る もの で あ る'5)(第

3図).こ の 顕 微 鏡 を 用 い る こ と に よ り,ガ ラス 面 近 傍

の細 胞 膜 直下 で の情 報 伝達 過程 を調 べ る こ とが で きる.

また この顕 微 鏡 観 察 方 法 と通常 の 落 射蛍 光 観 察 と併 用 す

る こ とに よ り,近 傍 の み な らず 細胞 全体 で の イ メ ー ジ ン

グを 行 う こ とが 可 能 で あ る.こ の方 法 は特 にin vitroに

お け る1分 子 イ メ ー ジ ング に多 く用 い られ て き た が,

最 近 で は シナ プ ス小 胞 の シ ナ プ ス前 膜 へ の融 合 過 程 の 観

察 や,細 胞 接 着 因 子 の 観 察 に広 く用 い られ る よ うに な っ

て きて い る.

3.多 光子励起顕微鏡

 通常の共焦点 レーザ顕微鏡 とは異な り,700～900

nm近 辺の近赤外光の強い レーザを利用 して,焦 点に存

在する色素を多光子励起することにより光学断層像を取

得することを可能とした顕微鏡である.近 赤外光を利用

することにより,通 常の共焦点 レーザ顕微鏡では観察が

難しい深い組織の蛍光像を得ることができ,ま た取得さ

れる像のS/Nが よいなどの長所を持っ.こ の顕微鏡を

利用 した研究としては,ラ ット錐体細胞にカルシウムイ

ンディケータを注入 し,ヒ ゲに刺激を加えた際に錐体細

胞のどの部位で細胞内カル シウム応答が生 じるのかを調

べた研究がある16).通常の共焦点 レーザ顕微鏡では脳表

から深部に伸びている錐体細胞のシグナル伝達を可視化

するのは難 しいため,多 光子励起顕微鏡の特長をもっと

も生かした研究である.ま たこの顕微鏡は焦点面の蛍光

色素を選択励起することができるために,焦 点面外での

色素槌色が少なく,ま た光ダメージが少ないなど,長 時

間同一の細胞を観察するような場合にも有利である.そ

の他に多光子観察する際に興味深い現象として,励 起波

長のブルーシフトという現象が知 られている.こ れは同

じ蛍光色素であって も1光 子励起の場合 と比較 して多

光子励起では励起スペク トルがブロー ドになる現象であ

る.こ れを利用すると,1光 子励起では同時に励起する

ことができない蛍光色素の組み合わせでも,多 光子励起

では励起できることがあり,マ ルチカラーイメージング

に利用できる。これらの詳細に関 しては他の解説を参照

されたいw).

観察系に擾乱を与える実験方法

うと い う試 み が な され て き て い る.例 え ば細 胞 内 に ケ イ

ジ ド化 合 物 と よ ば れ る,保 護 基 に よ り修 飾 した生 理 活 性

物 質(保 護 基 に よ り不 活 性 化 して い る)を 導 入 し,適 当

な タ イ ミングで こ の保 護 基 を取 り除 くこ と に よ り,一 過

的 に細 胞 内 に生 理 活性 物質 を 生 成 す る方 法 が あ る'8)(第

1図 ② を参 照).こ の よ う な実 験 に は通 常 ス ポ ッ ト状 に

絞 った紫 外 線 レー ザが 用 い られ る.ケ イ ジ ド化 合 物 と し

て はIP3, Ca, NO,グ ル タ ミ ン酸 な ど種 々 の細 胞 内 信 号

伝達 に関 わ る物 質 が合 成 さ れ,市 販 され て い る.

ま た,例 え ば タ ンパ ク質 の生 理 活 性 部 位 以 外 を 認 識 す

る抗 体 を 作成 し,こ の抗 体 を,マ ラカ イ トグ リー ンに代

表 され る よ うな色 素 で ラベ ル し,細 胞 内 に注 入 して お く.

この 色素 に適 当 な タイ ミン グで レー ザ光 照射 を行 うと,

ラ ジ カル が 発生 し,こ の抗 体 に結 合 した タ ンパ ク質 を選

択 的 に 不 活 性 化 す る こ と が で き るis)(Chromophore-

Assisted Laser lnactivation, CALI法 と呼 ば れ る,第4

図).こ の 方 法 に 関 して も新 しい 手 法 が 開 発 され て き て

お り,特 に効 率 的 に タ ンパ ク質 を不 活化 す るた め の色 素

の 開 発,お よ びGFPをchromophoreと して利 用 で き

るか ど うか の検 討 が始 め られ て い る.

 こ こで 述 べ た よ うな生 理 活 性 物 質 を細 胞 内 で生 成 ま た

は消 去 す る技 術 は,計 算 機 シ ミュ レー シ ョン との相 性 が

よ く,シ ミュ レー シ ョ ンに お い て あ る時点 で特 定 物 質 の

濃 度 を0に す る場 合,ま た生 理 活 性 物 質 濃 度 を一 過 的

に変 化 させ る こ とに対 応 した実 験 技 術 と考 え られ る.ま

        レーザ励起

     色.、 叙

冨圏齢

細胞

 これまで述べた種々の観察方法と併用するような方法

として,単 に細胞内での情報伝達過程を追跡するだけで

はなく,種 々の擾乱を細胞に加えた際の応答を解析 しよ

第4図 レーザ分子不活性化法の概要
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た空間的に広がりを持っ分布定数系における拡散定数の

計測(例 えば細胞内での実効的なカルシウムイオンの拡

散定数を計測するために,ケ イジドカルシウムの光解除

により細胞内で一過的にカルシウムイオ ン濃度を上昇さ

せ,そ の時の細胞内カルシウム濃度変化を計測するなど)

にも利用できる.

ま と め

 本解説では分布定数系を意識 した細胞の計算機シミュ

レーションと相補的な関係を持っウェットバイオロジー

の実験方法としてバイオイメージング技術を位置付け,

簡単に説明した.メ タボローム解析に代表されるような,

大規模かっ網羅的な中間代謝物の計測技術と本解説で説

明 したバイオイメージングとは,細 胞内で引き起 こされ

る代謝過程,情 報伝達過程を調べる上では補完的な関係

にある.っ まり時間を止めて総てのパ ラメータを計測す

る方法 といくっかのパ ラメータに限 られるが経時的な変

化を追跡する方法 という意味である.ま た空間的な広が

りを犠牲にしても,細 胞内の代謝過程を複数の物質にっ

いて追跡 したいといのであれば,複 数の培養細胞に異な

る蛍光プローブを加え,チ ューニングしたマイクロプレー

トリーダと組み合わせることにより,イ メージングサイ

ドからメタボローム技術の方へ歩み寄 ることも可能 と思

われる.い ずれにせよメタボローム技術 とイメージング

技術の組み合わせが計算機 シミュレーションの詳細化 と

シミュレーションで得 られた結果の検証に用いられてい

くことがシステムバイオロジーの展開を考える上でます

ます重要 になるものと思われる(第2図).
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