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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

ある特定の細胞における遺伝子発現の揺らぎが，形態
形成・発生・分化・環境ストレス応答などのプロセスに
大きく影響することが明らかとなり，多彩な生命現象に
おける分子や細胞の確率的変動（揺らぎ）の重要性が近
年認識されるようになってきた。このような概念の誕生
には，1分子・1細胞レベルでの解析技術の進展が大き
く寄与している。しかし，そういう観点からの解析は遺
伝子組換えが容易に行えるモデル生物を用いた研究が主
流であり，幅広い生物種について研究するためには，汎
用性の高い研究ツール・手法の開発が必要である。近
年，筆者らはアミロイド線維の検出・診断用の蛍光プ
ローブとして汎用されているチオフラビン Tが RNAに
も結合することを発見した 14)。本稿では，チオフラビン
T を用いた in vitro における RNA 代謝酵素の活性測定
と，細菌における RNA の量的変動の可視化について紹
介する。

2.　チオフラビン T

蛍光プローブであるチオフラビン T（Thioflavin T; 4-(3,6- 
dimethyl-1,3-benzothiazol-3-ium-2-yl)-N,N-dimethylaniline 
chloride）は（図 1A），アミロイド線維の選択的な検出・
診断において “gold standard” として広く用いられてい
る 1)。アミロイド線維は，アルツハイマー病やプリオン
病などのタンパク質ミスフォールディング病に共通して
見られる線維状のタンパク質不溶性凝集体である。ま
た，アミロイド線維は分子内に β シート構造を多く含
み，SDS などの変性剤に対して極めて難溶性である。
チオフラビン T は溶液中に遊離して存在する場合，ほ
とんど蛍光を発しないが，アミロイド線維に結合すると

非常に強い蛍光（励起波長 385–450 nm，蛍光波長 445–
492 nm）を発するため，洗浄の操作なしで直接蛍光を
測定することが可能である（図 1B）。チオフラビン T
は臨床検体におけるアミロイドの診断のみならず，基礎
研究においても非常に有用なツールとなっており，アミ
ロイド線維の形成過程を高感度かつリアルタイムで解析
する上でも利用されている 7,12)。また，チオフラビン T
は水への溶解性が高く，アミロイド線維への親和性が適
度（数百 nM～数 μM）であるため，様々な実験系に利
用されている。一方，チオフラビン T のアミロイド線
維への結合様式は十分に理解されていない。アミロイド
線維は不溶性かつ不均一な分子であるため，X線結晶構
造解析や溶液核磁気共鳴スペクトル解析が適用できな
い。これまで，in silicoでのシミュレーションやアミロ
イド線維を模倣したモデルペプチドを用いた実験から，
チオフラビン T のアミロイド線維への結合様式を推定
する試みはなされているものの，原子レベルでの理解に
は至っていない 1)。
近年，チオフラビンTがグアニン四重鎖（G-quadruplex）

DNA を検出する蛍光センサーとして利用できることが
報告され 5,11,13)，アミロイド以外の研究分野における応
用性にも注目が集まっている。グアニン四重鎖は，グア
ニン塩基を多く含む 1本鎖の核酸の中の異なる位置の 4
つのグアニンが，特殊な水素結合によりコンパクトな正
方形へと折り畳まれて形成される（図 1A）。生体内での
機能や形成メカニズムは明らかになっていないが，真核
生物の DNA 鎖の端にあって DNA を保護しているテロ
メアはグアニンを多く含み，グアニン四重鎖を形成する
ことが示されている。それ以外にも，発癌作用のある遺
伝子の発現調節に関わるゲノム領域や mRNA の非翻訳
領域にもグアニン四重鎖を形成する配列が存在すること
が示唆されており，遺伝子発現の調節に関与することが
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予想されている 3)。チオフラビン Tのグアニン四重鎖へ
の結合様式もまた十分には理解されておらず，今後の研
究の進展に期待したい。

3.　in vitro における RNA の検出

筆者らは，大腸菌が産生するアミロイド線維に関する
研究の過程で，チオフラビン Tが RNAにも結合するこ
とを偶然発見した。チオフラビン T の核酸への結合能
を調べた結果，DNA（大腸菌ゲノム DNA）より RNA（大
腸菌トータル RNA）に結合しやすいことを見出した
（図 2A）。RNA の濃度依存性を調べたところ，少なくと
も 0.5 μg/ml～10 μg/ml の濃度範囲において蛍光強度に
直線性が見られ，RNA を定量的に検出できることが示
された（図 2B，C）。次に，ポリリボヌクレオチドを用
いてチオフラビン T の反応特異性を調べたところ，ポ
リ A あるいはポリ G と混合した場合に蛍光強度の増大
が見られたが，ポリ U やポリ C 存在下では蛍光強度に
変化は見られなかった（図 2D）。このことから，チオフ
ラビン Tはプリン塩基を多く含む RNAに結合すること
がわかった。また，25塩基の RNA（A25）よりも 50塩
基の RNA（A50）のほうがチオフラビン Tの蛍光強度が
格段に高いことから（図 2E），ある一定の長さの RNA
がチオフラビン T の結合に必要であることが示された。

一方，アミロイド検出用の蛍光プローブとして汎用され
ているチオフラビン Sは RNA とは反応しなかった。こ
のことから，チオフラビン T はアミロイド線維とは異
なる様式で RNA に結合することが予想される。今後，
チオフラビン Tと RNAの複合体の構造が明らかになれ
ば，チオフラビン T の特異性や反応様式の理解が一層
深まり，より感度と選択性の高い RNA 検出プローブの
開発に繋がると思われる。

4.　RNA 代謝酵素の活性測定

これまで RNA 代謝酵素の活性測定には，放射性同位
元素などで標識した基質（RNA もしくはリボヌクレオ
チド）を用いたアクリルアミドゲル電気泳動による解析
が主流であったが，取り扱いが煩雑で時間がかかり，リ
アルタイムでの観察が困難であった。上述のとおり，チ
オフラビン Tを用いることで RNAを迅速かつ定量的に
検出できることが明らかとなったため，筆者らはチオフ
ラビン T を利用することで，in vitro における RNA 代
謝酵素の活性をリアルタイムかつハイスループットに評
価できると考えた。本稿では，大腸菌の polynucleotide 
phosphorylase（PNPase; E.C. 2.7.7.8）を用いた解析例を
紹介する。PNPase は，ホモ 3量体を形成し，5′ to 3′ 
oligonucleotide polymerase活性と 3′ to 5′ phosphorolytic 

図 1．チオフラビン Tの特性。
 A）従来のチオフラビン Tの用途。
 B）チオフラビン T を用いたアミロイドの検出例。
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exoribonuclease 活性を有する bifunctional な RNA 代謝
酵素である（図 3A） 4)。リボヌクレオチド二リン酸濃度
が高く，無機リン酸濃度が低い場合には，RNA の 3′末
端にリボヌクレオチド一リン酸を付加する（RNA の重合
反応）。一方，ヌクレオチド二リン酸濃度が低く，無機リ
ン酸濃度が高い場合には，RNA の 3′末端からリボヌク
レオチド二リン酸を遊離させる（RNA の分解反応）。ま
ず，チオフラビン T 存在下で様々な濃度（50–500 nM）
の野生型 PNPase（PNPaseWT）と1 mM ADPをバッファー
中で混合し，25°C でインキュベートしながら蛍光強度
（emission: 438 nm/excitation: 491 nm）の変化をリアルタ
イムでモニターした。その結果，時間とともに蛍光強度
の増加が確認され（図 3B），最大反応速度と PNPase 濃
度の間には高い正の相関が認められた（相関係数：
0.994）（図 3C）。一方，RNA の重合・分解活性を失う
変異型 PNPase（PNPaseR398D/R399D） 6) では，蛍光強度の増
加は見られなかった（図 3D）。これらのことから，ポリ
Aの合成過程をリアルタイムかつ定量的にモニターでき
ることが示された。次に，RNA の分解反応への応用を
試みた。チオフラビン T 存在下で，PNPaseWT あるいは
PNPaseR398D/R399D とポリ A およびリン酸カリウムを混合
し，25°C において蛍光強度の変化をリアルタイムでモ
ニターした。その結果，PNPaseWT では速やかに蛍光強

度が減少したが，PNPaseR398D/R399D ではほとんど変化し
なかった（図 3E）。以上より，チオフラビン T を用い
ることによって，RNA 代謝酵素の活性をリアルタイム
かつ定量的に解析できることが示された 14)。

5.　ヌクレオチド濃度の測定

ATP や ADP などのヌクレオチドの定量には，ルシ
フェリン－ルシフェラーゼの反応による生物発光の検
出，乳酸脱水素酵素とピルビン酸キナーゼを共役させた
NADH に由来する吸光度（340 nm）の減少を検出する方
法，高速液体クロマトグラフィーを用いた方法，キャピ
ラリー電気泳動と質量分析を組み合わせた方法などが用
いられている。筆者らは，チオフラビン T の蛍光検出
と PNPase の酵素活性を組み合わせることで ADP の濃
度を測定できると考えた。チオフラビン T 存在下にお
いて異なる濃度の ADPと一定濃度の PNPaseを混合し，
ポリ A の合成に伴う蛍光強度の増加をモニターした
（図 4A）。反応がプラトーに達した段階での蛍光強度を
ADP の濃度に対してプロットすると，図 4Bに示すよう
に高い正の相関（相関係数：0.995）が見られたことか
ら，ADP濃度を定量的に測定できることが示された 14)。
ごく最近では，DNA methyltransferase（E.C. 2.1.1.72） 8)，

図 2．チオフラビン Tを用いた RNAの検出。
 A）大腸菌ゲノム DNAとトータル RNAのチオフラビン T蛍光スペクトル。それぞれ 10 μg/mlとなるように調製した。
 B）RNA の濃度依存的なチオフラビン T 蛍光の増加。
 C）491 nmの蛍光強度を RNA濃度に対してプロットした。
 D）ポリリボヌクレオチドに対するチオフラビン Tの反応特異性。
 E） 鎖長の異なるオリゴリボヌクレオチドおよびオリゴデオキシリボヌクレオチドに対するチオフラビン T の反応特異

性。それぞれ 10 μg/mlとなるように調製した。
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T4 polynucleotide kinase/phosphatase（E.C. 2.7.1.78） 15)，
DNA polymerase（EC 2.7.7.7） 9) などの酵素の活性をリ
アルタイムで解析する上でもチオフラビン T が利用可
能なことが示されている。今後，さらに核酸研究分野に
おいてチオフラビン T の利用価値が高まると予想され
る。

6.　細菌内 RNA の量的変動のモニタリング

チオフラビン T は in vitro において大腸菌のゲノム
DNA よりもトータル RNA に結合して強い蛍光を発す
ることが示されたため（図 2A），大腸菌の細胞内 RNA
の量的変動を可視化することにもチオフラビン T を利
用できると予想した。まず，細胞分裂が異常で長い線
維状の形態を示す大腸菌 ftsZ84 変異株をチオフラビン

図 3．チオフラビン Tを用いた PNPaseの酵素活性の測定。
 A）PNPaseの反応モデル。
 B）チオフラビン T を用いた PNPaseの濃度依存的なポリ A合成の解析。
 C）最大反応速度を PNPase濃度に対してプロットした。
 D）PNPaseWT と PNPaseR398D/R399D のポリ A合成活性の比較。
 E）PNPaseWT と PNPaseR398D/R399D のポリ A分解活性の比較。
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T と DAPI で共染色し，蛍光顕微鏡で観察した。チオフ
ラビン T に由来する蛍光は細胞質において観察され，
その局在は明らかに核様体とは異なるものであった（図
5A）。このことから，チオフラビン T は細胞質の DAPI
で染色される核様体以外の成分に結合することが示唆さ
れた。次に，リファンピシンで RNA 合成を阻害した大
腸菌とチオフラビン T を混合した。この場合，蛍光強
度の増大は観察されなかったことから（図 5B），チオフ
ラビン T は菌体内の RNA，特に mRNA と結合するこ
とが示された。
薬剤感受性菌に由来する “persister”と呼ばれるごく少

数の菌は，休眠状態にあって mRNA やタンパク質の合
成が低下しており，薬剤寛容性（トレランス）を示す。
そのため，persister の識別は臨床的に極めて重要であ
る 2)。そこで，チオフラビン T を用いることで persister
を識別できるかを検討した。ゲノムから RpoS::mCherry
を発現する株（MG1655 rpoS::mcherry） 10) を併用するこ
とで，通常の状態から persisterへ変化する様子を経時的
にモニターすることができた 14)。さらに，チオフラビン
Tを用いた菌体内 RNAの量的変動を可視化する方法は，
大腸菌のみならず，黄色ブドウ球菌，表皮ブドウ球菌，
バチルス属細菌，コレラ菌，緑膿菌など様々な細菌にも

図 5．チオフラビン Tを用いた大腸菌内 RNAレベルの可視化。
 A）チオフラビン T と DAPI で共染色した大腸菌 ftsZ84変異株の蛍光顕微鏡像。
 B） リファンピシン処理した後にチオフラビン T で染色した大腸菌 K-12株の蛍光顕微鏡像。コントロールとし

て，リファンピシンを添加しなかったものを用いた。

図 4．チオフラビン Tを用いた ADPの定量。
 A）異なる濃度の ADPを用いた場合の PNPaseによるポリ A合成。200 nM の PNPaseを用いた。
 B）反応 40分後の蛍光強度（491 nm）を ADP濃度に対してプロットした。
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適用可能であった 14)。チオフラビン Tは RNA 代謝をモ
ニタリングできる濃度でこれらの細菌の生育を阻害しな
かったことから，ライブセルイメージングにも応用でき
ると考えられる。

7.　お わ り に

チオフラビン Tを用いることで，in vitro において RNA
代謝酵素の活性を簡便かつリアルタイムで測定できただ
けでなく，多様な生命現象に関わる遺伝子発現の揺らぎ
を 1細胞レベルで観察でき，ライブセルイメージングへ
応用できる可能性が示された 14)。また，バイオフィルム
内における RNA 代謝の時空間的変動などについても本
手法が応用できることが示されている（杉本ら未発表
データ）。今後，さらに様々な研究分野において応用さ
れ，未解明の課題を解明する上での一助になることを期
待したい。
最後に本稿で紹介した研究は，熊本大学発生医学研究
所分子細胞制御分野（小椋光教授），ドイツハイデルベ
ルク大学 ZMBH（Bernd Bukau 教授），東京慈恵会医科
大学医学部細菌学講座（水之江義充教授）において遂行
され，その一部は日本学術振興会特別研究員（PD）奨
励費，日本学術振興会優秀若手研究者海外派遣プログラ
ム，日本学術振興会科学研究費補助金若手研究（B），
同若手研究（A），熊本大学発生医学研究所共同利用・
共同研究拠点「発生医学の共同研究拠点」による研究
費・旅費支援，ならびに私立大学戦略的研究基盤形成支
援事業によるサポートを受けました。ここに厚く御礼申
し上げます。
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