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１． 研究のねらい 

１分子蛍光イメージング法は、蛍光色素をタンパク質や核酸などの特定の部位に付けること

で分子１つ１つの動きを直接リアルタイムに計測することができる手法である。しかし、従来の

１分子蛍光イメージング法（全反射型）は、細胞内の本来の環境に比べると極めて低い濃度

で測定することしかできないことから、研究の対象となるタンパク質や核酸が細胞内でどのよ

うに働いているか分からないことが問題だった。その原因は、溶液内に浮遊している蛍光因

子も蛍光励起されてしまうため、背景光と基板固定された目的分子に結合する蛍光シグナル

との識別が困難であることである（図１）。さらに低い蛍光濃度での測定による極めて大きな問

題がある。それは低い濃度での反応は反応時間がとても遅いために通常数十秒内で起こる

「蛍光退色」と呼ばれる蛍光消光現象によって観測したい生命現象が正確に観測することが

できないことである。なぜなら分子の解離現象か、退色による消光かを識別することができな

いからである。通常この退色時間を酸素除去酵素系を用いて引き伸ばす方法が用いられる

が数倍程度であり、限界がある。  

この２つの問題を見事に解決したのが新しい１分子イメージング法である「Ｚｅｒｏ-ｍｏｄｅ ｗａｖ

ｅｇｕｉｄｅｓ法（ＺＭＷ法）」である。ＺＭＷ法は米国・Ｐａｃｉｆｉｃ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社によって次世代ＤＮＡシー

ケンサーに応用されている。ＺＭＷ法は、基板にアルミニウム膜を蒸着させて１００ｎｍほどの

穴を開けたところに局所励起光を当てるため、蛍光色素が高濃度に存在していても背景光を

激減させることができる（図１）。そのため、上述の濃度問題を解決し、より細胞内に近い条件

で生命現象を１分子レベルで可視化できる。さらに高濃度による反応速度の上昇によって退

色時間に比べて十分速い生命現象を捉えることができた結果、上述の退色問題も解決するこ

とができる。すなわち１分子蛍光イメージング法の長年の大きな問題を解決することのでき、

生命現象を新しい角度でより生命の本質に迫ることのできる大きな技術革新である。 

 この新しいＺＭＷ法を用いて私はタンパク質翻訳の計測を試みた。２００９年、リボソームの

分子構造を突き止めた研究者３人がノーベル化学賞を受賞した。リボソームの構造が明らか

になったことはタンパク質翻訳機構の理解に大きな貢献をしたが、構造を解明するには分子

を結晶化しなければならないため、時々刻々と変化する分子の動的な変化をとらえることはで

きない。この問題を解決するために通常用いられる手法は多数の分子を用いる生化学的手

法である。これはす

べての分子が同様

に振る舞うことが前

提であり、個々の分

子の特性をとらえる

ことはできない。さら

にタンパク質翻訳は

複雑であるが、生命

現象の本質であり、

抗生物質などの薬

剤反応だけでなく真

核細胞においては

ウイルス感染、免疫

反応、遺伝制御など

に深く関与している。            （図１）従来型全反射法と新ＺＭＷ法 

 
218



以上の理由からリボソームによる翻訳過程はＺＭＷ法による新しい１分子計測に最も適した

研究対象であると考え、Ｐａｃｉｆｉｃ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社と共同研究でより詳細なタンパク質翻訳のダイナ

ミクスを可視化することを目標に研究を行った。 

 

２． 研究成果 

A）.ＺＭＷ法による新しい 1 分子翻訳反応実験系の構築と評価 

ＺＭＷ法の特徴は縦横に３０００個ほど配列された各穴の計測を同時並列で行うことができる

だけでなく、各色素の蛍光パターンから４種類の蛍光色を識別することも可能である（図２）。

したがって高濃度条件下において多色同時並列高速反応を１分子レベルで測定することがで

きる。さらに励起光は穴配列と同じパターンを持つピンホールを用いることによって共焦点励

起が用いられている。それによって高いＳ／Ｎ比を得ることができるだけでなくアルミニウムへ

の励起光照射による温度上昇も防ぐ働きがある。これらの理由により現状ではＰａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓ

ｃｉｅｎｃｅ社のＺＭＷ計測装置は世界最高能を誇っている。 

我々はまずタンパク質翻訳系の構築のためにリボソーム複合体のＺＭＷ面への特異的固

定を行った。特異的固定はビオチン化ｍＲＮＡ・７０Ｓ・Ｃｙ３標識ｆＭｅｔ－ｔＲＮＡｆＭｅｔ（ｆＭｅｔはＮフ

ォルミル化メチオニン）の安定初期複合体を用いた。検出されたＣｙ３の蛍光密度は複合体濃

度に比例し、底面に固定されたアビジンにビオチンを結合させ複合体のアビジンへの結合を

遮断すると蛍光は消失した。

この結果はリボソーム複合体

がＺＭＷ表面に特異的に固

定されたことを示している。 

次にＣｙ５で標識したＰｈｅ－

ｔＲＮＡＰｈｅ（Ｐｈｅはフェニルアラ

ニン）及びＣｙ２で標識した Ｌ

ｙｓ－ｔＲＮＡＬｙｓ（Ｌｙｓはリジン）

の調製を行い、短いＰｈｅとＬｙ

ｓを用いた人工ｍＲＮＡで翻

訳反応が可視化できるかを

低濃度ｔＲＮＡ添加によって蛍

光を確認した。蛍光はｍＲＮ

Ａのコドンに従って検出された。         （図２）ＺＭＷアレイによる１分子翻訳可視化 

 

B) 高濃度蛍光ｔＲＮＡによる翻訳反応 1 分子可視化の成功 

次にＣｙ３の１分子蛍光を確認した後、蛍光観察しながら２００ｎＭ Ｐｈｅ（Ｃｙ５）ｔＲＮＡＰｈｅ及

び２００ｎＭ Ｌｙｓ（Ｃｙ２）ｔＲＮＡＬｙｓさらに２種類の伸長因子（ＥＦ－Ｔｕ及びＥＦ－Ｇ）をそれぞれ

含む溶液を添加した。実験

に使用したｍＲＮＡは、ＵＴＲ

を先頭にメチオニンＭｅｔ(Ａ

ＵＧ) が続き、更にその後に

フェニルアラニンＰｈｅ (ＵＵ

Ｃ)とリジンＬｙｓ(ＡＡＡ)の６回

繰り返しとストップコドンを含

む配列を使用した。 

我々はｍＲＮＡ配列の各コ

ドンパターンに対応したｔＲＮ

Ａの蛍光色のパターンを得る

ことができた（図３上）。この

結果は世界で初めてタンパク

質の翻訳反応をコドンレベルで      （図３）１分子翻訳過程可視化蛍光トレース 
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１分子可視化したことを示している。さらにＣｙ3.5 で蛍光標識したＶａｌ－ｔＲＮＡＶａｌを加えた４色

の翻訳可視化も成功した（図３下）。各蛍光パルスのパルス時間はＥＦ－Ｇの濃度が高いほど

短くなることを示し、トランスロケーションに依存した反応であることも示された。 

興味深いことにストップコドンの位置において非常に短い時間（数十ミリ秒）のｔＲＮＡパルスが

連続的に観測された。これはストップコドン位置におけるｔＲＮＡの高速サンプリング現象を示

している。 

また、エリスロマイシン抗生物質を用いて翻訳反応中に実際にタンパク質を合成しているこ

とも証明することができた。エリスロマイシンは５０Ｓサブユニット内のペプチドトンネル内に結

合し、合成された新生ペプチドを物理的にブロックし、タンパク質合成を阻害する薬剤である。 

他の翻訳阻害を引き起こす抗生物質であるアミノグリコシド系においても翻訳阻害のダイナミ

クスを確認することができた。 

 

C) .翻訳中のｔＲＮＡ分子数可視化による新しい翻訳モデルの特定 

リボソームには３つのｔＲＮＡ結合部位が存在することがわかっている。この結合部位に対し

てｔＲＮＡがどのようにどのタイミングでどの順番で結合するのかは長年の謎であった。我々は

得られた翻訳中のｔＲＮＡ蛍光トレースからｔＲＮＡの結合数と結合・解離のタイミングを直接解

析することによって新しいｔＲＮＡ解離モデルを明らかにすることができた。結合数の時間変化

はＥＦ－Ｇのトランスロケーション

に強く依存し、次のｔＲＮＡのＡ部

位への結合には依存しないこと

が分かった。 

従って、ＥＦ－Ｇによるトランス

ロケーションに伴ってｔＲＮＡがＰ

部位からＥ部位へと移動し、その

ｔＲＮＡは次のｔＲＮＡのＡ部位へ

の結合に関わらずただちに解離

するというモデルが特定された。 

ＺＭＷ法によって蛍光標識さ

れたｔＲＮＡを高濃度存在下で翻

訳反応を直接可視化することに

よって従来までの１分子計測で

大きな問題であった「高濃度計

測不可能」「退色問題」の２点を

解決し、翻訳時のリアルタイムな

配列情報だけでなく結合数の変

化やタイミングなど唯一１分子計

測でのみ計測可能な結果を解析

することによって新しいメカニズ

ムを明らかにすることができた。        （図４） 結合数変化と新しい翻訳モデル  

 

３．今後の展開 

これらの成果はＮａｔｕｒｅ誌のＡｒｔｉｃｌｅに掲載されただけでなくＮａｔｕｒｅ誌を含む他のジャーナ

ルにも大きく取り上げられた。今回の結果で大きな成果はＺＭＷ法による高濃度１分子計測

はあらゆる生命現象に応用可能であるということを具体的に証明したことにある。すでに我々

は今回の結果を他の生命現象の可視化に応用している。翻訳反応ではｔＲＮＡの蛍光標識だ

けでなく翻訳開始因子への蛍光標識によって翻訳初期における各因子の役割を調べている。

翻訳初期における各因子の役割はおよそ５０年間謎とされていたが、ようやくこの手法を用

いて明らかにされようとしている。さらに、翻訳阻害を引き起こす抗生物質が翻訳中にどのよ

うに阻害を引き起こすのかを初めて１分子で捉えることに成功した。この結果は薬剤開発に
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応用される重要な結果であり、他の薬剤反応にも応用されるべきである。そして真核細胞の

翻訳過程の可視化にも着手した。真核の翻訳過程はより複雑で細かい制御メカニズムが存

在するため、この手法がその詳しいメカニズム解明に大きく貢献することは明らかである。 

さらに、最近ではＨＩＶウイルスに存在する２本鎖ＲＮＡがヒト免疫細胞内のＰｒｏｔｅｉｎ Ｋｉｎａｓ

ｅ Ｒ（ＰＫＲ）を活性化する過程を可視化することに世界で初めて成功した。ＰＫＲの活性化は

免疫細胞内の翻訳初期因子ｅＩＦ２のリン酸化を引き起こすことによって結果的に翻訳阻害を

引き起こす。 

このようにあらゆる生命現象に応用可能なこの手法は分野横断的に応用されるべきであり、

新しい学問領域を創成する可能性を秘めている。従って我々は多くの他分野の研究者と新し

い生命現象についての理解を深め、具体的にどの生命現象に応用すればいいのかを常に開

拓していかなければならない。 

 

４． 自己評価 

個人的にはさきがけ研究期間で得られた我々の成果は当初の予想を遥かに超え、大変満

足のいく成果が達成できたと自負している。それは次の点についてである。１）次世代シーケ

ンサーとしてのみ用いられていた新しい 1 分子 ZMW 法をタンパク質翻訳過程に応用し、従来

の常識では得られることのできない翻訳ダイナミクスを直接可視化することができた。２）詳

細な解析から従来まで謎とされてきた tRNA 解離モデルを特定することに成功した。３）薬剤

がどのように翻訳過程に作用するのかをより詳細に明らかにした。４）これらの手法はあらゆ

る生命現象に応用可能であることを具体的に証明した。 

 

５． 研究総括の見解 

申請研究課題を途中で変更しているがむしろ本領域研究により適した研究を遂行した。東

大の助教の職を辞してまでアメリカで本研究に集中し、短期間でありながら生命現象の本質

の一つであるリボソームでのタンパク質合成のダイナミックな分子機構を新しい１分子計測

技術 ZMW 法を用いて解明した。構造生物学を超え生命現象における１分子計測の新しい利

用の途を切り開いた実に素晴らしい成果を挙げている。ZMW 法自体は Pacific Biosciences

社が新しいDNAシークゥエンサーとして開発したものであるが生命現象の本質に迫る課題解

決に応用し得ることを実証したことを特に高く評価したい。今後様々な生命現象の解明に応

用展開されるものと期待する。 

 このような見事な成果を挙げ得たのも、本研究者が以前留学先のスタンフォード大医学部

でリボソームの研究を行っていた研究室との共同研究でもあることが大いに寄与していよう。

課題に対する問題点をとことんまで煮詰めていたからこそ達し得たものと思われる。この研

究には本研究者の強靭な意思、実行力、そして１分子生物学分野を創造しようとする夢があ

るように思われる。本総括もサイトヴィジットし研究現場を見、共同研究者と意見交換してみ

てこのことを強く感じた。 
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