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1.背 景

培養細胞株におけるタンパク質の局在調査やカスケー

ドの探索において,plasmidに よるタンパク質の強制発現

法が用い られる。その場合,一 般的には強制発現 したタ

ンパク質の活性時間を推測 し,そ れに即 した時期(経過

時間)で ウエスタンブロッ ト解析や蛍光顕微鏡による観

察などが実施される。例えば抗がん剤投与後,24時 間後

および48時 間後における強制発現タンパク質における

挙動観察に有効である。しかし,24時 間後あるいは48時

間後の 一瞬を切 り抜いた状態での強制発現タンパク質の

細胞への影響は再現性や信慧性において疑問が生 じる。

この 一瞬を切 り抜いた画像に信慧性を与えるのが培養

細胞の動画撮影である。最近では一般的となった技術で,

正確にはコマ送 り動画(タイムラプス)である1)。全ての顕

微鏡観察にタイムラプスが必要 とは思わないが,少 な く

ともplasmidによる強制発現実験にはSupplementDataと し

て非常に有用である。当研究室でも可能な限 りタイムラ

プスを撮影 し,実 験データの裏付けに用いている。 しか

し,強 制発現されたタンパ ク質の発現や分解についての

教科書的な解釈はない。本研究ではplasmidの強制発規細

胞におけるタイムラプスによる観察において,タ ンパク

質の細胞内動態を観察 した。

条 件 下 で 培 養 し た 。ま た,組 織 培 養 川24wellplate(Thermo

FisherScientific)に2x102cells/mLの 密 度 でHEK293T細 胞

を 播 種 し た 。

2.2plasmid導 入

pFN21Aplasmid(Promega)へGFP2)遺 伝 子 を 挿 入 し た 。

HilyMax3)(同 仁 化 学 研 究 所)に よ る リポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に

よ っ てplasmidを 細 胞 へ 導 入 した 。

2.3タ イ ムラ プスの撮影

Lumascopes560(Etalum)に よってGFPの 蛍 光 を72時 間

タイムラプス撮影 した。任 意の時間には明視野 による撮

影 も実施 し,plasmid導 入 効 率を算出 した。

3.結 果

用 いたplasmidの 導 入効率 は24時 間で24%,48時 間 で

34%,72時 間 で37%で あ った。導入細胞は時間の経過 と

ともに増加 した。 導人 か ら75時 間でGFP由 来 の蛍光が

観察 され た。最初 は弱い蛍 光 を発 していた細胞で もやが

て強い発 光 を呈 した(Fig.1a)。 一 方,弱 い蛍 光を発 した後

に消光 した細胞 も確認 され た(Fig.lb)。 ま た,蛍 光 を発 し

たまま分裂す る細胞 も観 察 された(Fig.1c)。 さ らに,ア ポ

トーシス小体 由来の蛍 光 も確認 され た(Fig.ld)。

2.材 料 と手順

4.考 察

2.1細 胞 培 養

ヒ ト胎 児 腎 細 胞 株HEK293Tを 東 北 大 学 加 齢 医 学 研 究

所 よ り入 手 した 。10%FetalBovineSerum(FBS)を 含 むD-

MEN培 地(ThermoFisherScientific)を 用 い て,370C,5%CO2
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本研究におけるplasmid導人率の決定はGFP由 来の蛍光

細胞数による。 しか し,導入されていてもGFPタ ンパク質

量が少ないあるいは分解が速ければ発光しない。また,

GFP由 来の蛍光の検出法が高感度であれば細胞導入効率

の上昇が推測される。GFP由 来の蛍光が確認 されなくて

も,「陰性」ではなく 「検出せず」である。本研究でも検
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Fig.1GFPタ ンパク質のタイムラ プス

a,b;時 間 経過に よるGFPタ ンパ ク質の増減c;娘 細胞へのGFPタ ン パク質の分配,

58h 64h

d'ア ポ トーシス小体 の発光

出感度 以下 のGFP由 来 の蛍光 が増加 し,不 定期 に光 り始

めた(Fig.la)。Plasmidの 細 胞への導入時期の差異 あるいは

mRNAの 転 写,タ ンパ ク質発 現,GFp由 来 の蛍光までの時

間差が考 え られ る。 また,観 察 中にGFP由 来 の蛍 光が減

衰 した細胞(Fig,1b)も 観 察 され,GFPタ ンパ ク質 の分解 も

示唆 され た。 観察期 間 内で のGFP由 来 の蛍 光 の変化 は,

GFP遺 伝 子 か らの転 写 ・翻 訳 とGFPタ ンパ ク質 の分解 と

が複雑 に絡み合 った結果で あ り,細 胞 ご とに異な る結果

となった。なお 、本研究 で観 察 したGFP陽 性 細胞 につい

てmRNA量 を 測 定 した とこ ろ,24時 間 に お け るGFP

mRNA量 に 比べて72時 間にお けるGFPmRNA量 は8倍

に増加 していた(未 発表 データ)。 タンパ ク質 と しての蛍

光量は2倍 に も満 たないため,72時 間 にお ける細胞 は蛍

光す る余力は十分にあ るのか も しれない。細胞培養で は

長時間の培養に よ り細胞が多 くな りす ぎて細胞死 を誘発

す るた め,こ れ以上 の経過 時間で の観察 は現実的では な

いが,GFPの 蛍 光観 察では留意すべ き点 となった。

発現 したGFPタ ン パ ク質が娘細胞 にも分配 され,細 胞

分裂後に もGFP山 来 の蛍光 が確認 され た(Fig.1c)。 時 間の

経過 とともにGFP発 規 細胞数 が増加 したの も,細 胞分裂

に よるGFPタ ンパ ク質 の分配 が寄与 してい る。また,本 研

究ではアポ トー シス小体 と考 えられ る小胞か らもGFP由

来 の蛍光を確認 した(Fig.1d)。 明 視野では明 らか に細胞が

崩壊 していて も,GFP山 来 の蛍光 が確認 され ている。タイ

ム ラプ スで観察す ると,強 制発 規 によるタンパク質の挙

動 も静止画では得 られない情報が隠れてい る。
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