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光るタバコモザイクウイルス

渡辺雄一郎

植物ウイルスのひとつであるタバコモザイクウイルスの研究と,クラゲがもつグリーン

蛍光蛋白質(GFP)と が結びついて"光るウイルス"が作製され,興味ある知見が蓄積し

つつある。GFPの 発光には基質を加える必要がなく,外から光をあてるだけで蛍光が発せ

られる。この性質を利用して生物に損傷を与えることなしに外から内側の蛋白質の様子を

見て記録できるようになった。

Key words 【植物 ウイル ス】 【グ リー ン蛍 光 蛋 白質 】 【タグ蛋 白質】

は じめ にAequoria victoria(オ ワン クラゲ)と い う

発光 クラゲ の もつ グ リー ン蛍光 蛋 白質(GFP)が,最

近分 子生 物学 の分 野 で の解 析 に多 用 され る ように なっ

た。GFPの 発光 には基 質,補 酵素 の ような物質 は必 要

ない。光 をあて る だけで簡 単 に その発 現 をみ る こ とが

で きる。 本稿 で は筆者 が行 なっ てい る植 物 ウイル スの

研究 で のGFPの 応用 例,"光 るタバ コモザ イ クウイル

ス"を 示 す と ともに,現 在 まで に体 験 した この蛋 白質

を使 用 す る うえで優 れ てい る点や 限界,注 意 点,問 題

点 な どを紹介 した い。

I.グ リーン蛍光蛋白質はどのようにして光るのか

GFPの 遺 伝 子 はA.victoriaか ら単離 された。 全238

ア ミノ酸 か らなる蛋 白質 で分子 量 も26.9Kと 比 較的 小

さい1)。

生 化学 的研 究 によって,N末 端 か ら65～67番 目の ア

ミノ酸残 基 で あ るセ リン-チ ロ シ ン-グ リシ ン とい う部

分 が発光 団 として同 定 され てい る2)。この3つ のア ミノ

酸残 基部 分 で 自発 的 に環 化反応 が起 こ り,発 色 団が 生

まれる2)。この反応 は酸 素の存在 下,約4時 間で進行す

る とい う3)。この近 傍 の芳 香環 をもつア ミノ酸 を うまく

利 用 して光 るこ とので き る蛋 白質 とい う こ とがわかっ

た。

このGFP遺 伝 子 を組 み込 んだ大腸 菌 に長 波長 の紫外

線 をあて る と,強 い緑 色 の光 を発 す る。 発光 に必要な

自己反応 はオ ワ ンクラゲ以 外 の生物 で も期待 どお り進

行 し,励 起光 をあて さえす れば発現 したGFPは 異種の

生物 で も発 光 するのであ る*1。 従来 用 いられて きたマー

カー遺伝 子 はいずれ も反応 に基 質 が必要 で,経 費 と反

応 までの処理 時間 がかか る*2。 それ に対 してGFPは す

ぐに,経 費 をか けず に検 出が 可能 とい う非常 に有利な

点 を もってい る。

II.変 異型のGFP

多 くの研 究者 が使 用 しやす く改変 した い ろい ろな変

異GFPを 作 製 してい る。 目的 に応 じて これ らを参 考に

す るのが いいで あ ろ う。

Yuichiro Watanabe,帝 京 大 学 理 工 学 部 バ イ オ サ イ エ ンス 学 科(〒320宇 都 宮 市 豊 郷 台1-1)[Department of Biosciences, Teikyo

University, Toyosato-dai, Utsunomiya 320, Japan]

Tobacco Shining Mosaic Virus
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光るタバコモザイクウイルス43

図1野 生 型 およ び変 異 型 のGFPの 励 起 お よび 発光 スペ ク トル

最大値を1.00と して相対値 を表 示 してある。

1.蛍 光の特 性 と関連 した変異GFP

Tsienら は クローニ ングされたGFPのcDNAに 変異

を導入 し,蛍 光 の特性 が 変化 した変 異型 グ リー ン蛍光

蛋白質 のcDNAク ロー ンを選抜 した。応 用価 値 のあ る

変異体 として以 下 の よ うな ものが とれ た。

チロシ ン66が 別 の芳 香環 をもったア ミノ酸 ヒスチ ジ

ンとな ると,蛍 光 蛋 白質 は青 い発 光 をす る よ うに な っ

た。GFPな らぬBFP(ブ ル ー蛍光 蛋 白質)が で きた こ

とにな る3)。

セ リン65を トレオニ ンに変 化 させ たS65-T(ス ーパ

ーGFP)は
,野 生 型 に比 べて4～6倍 蛍光 の強度 が強 く

なった4)。発色 団 を形成 す るための自己環 化 反応が野 生

型GFPで4時 間 かか る といわれ るのに対 し,S65-Tの

変異GFPは30分 で終 わ る とい う4)。

野 生型 お よび変異 型 のGFPの 励起 スペ ク トル と発 光

スペ ク トル を図1に 示 す。GFP蛋 白質 内 の1つ の ア ミ

ノ酸 をほか の ア ミノ酸 に変化 させ ただ けで蛍光 に関す

る特性 が大 き く変化 す る こ とが わか る。 た だ し,そ れ

ぞれ の変異体 についての最 大値 を1.00と した相 対値 で

表 示 して あ るので注 意 してほ しい。 た とえば,BFPの

発光 強度 は野生 型 のGFPに 比 べて弱 い3)ので,GFPと

並 べ て比 較 す るな どの使 用 は発光 強度 が 強 い型 が さら

*1現 在で は酵母 にはじま り,線 虫,シ ョウジ ョウバエ,シ ロイヌナズナ,哺 乳類細 胞でGFPの 発現 による蛍光 の発光が確かめ られ

ている。

*2た とえば,ホ タル の発光蛋 白質 ルシフェラーゼ を利用す る とル シフェ リン,ATPと いった基質 が必要で,生 物体 内で発光 させる

にはル シフェリンをその生物体 内に入 れてや る必要があ る。
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44蛋 白質 核酸 酵素Vol.41No.6(1996)

に作 製 され ない と無理 で あ ろ う。

野 生 型GFPで は波 長395nmに 最 大 吸 収,475nm

に別 の吸収 極大 が存在 す る3)。す なわ ち色 で い うと紫外

線～ 紫色 の光,ま た は緑 がか っ た青 の光 を照射 すれ ば

蛍光 が得 られ る。 実験 室 で用 い られ る長 波長 の紫 外線

ランプ*3をGFPの 発 現 の簡 便 な検 出 に用 い ることがで

きる。野 生型GFPの 発 光 スペ ク トルは508nmが 最 大

波長,緑 色 の蛍光 を発 す る こ とを示す。

図1に は蛍 光色 素 の代表 で あ るフ ルオ レセ イン*4の

デー タをあ わせ て表 わ して い る。励 起 スペ ク トルで は

GFPの475nmの 吸収極 大部 分 と,発 光 スペ ク トルの

極大 の部分 で重 なって いる。 よってGFPが 発現 してい

る生 物試 料 を観測,記 録 しよ う とす る場 合,と りあ え

ず従 来 の フルオ レセイ ンで ラベル され た試 料 を観 察 記

録 す るの と同様 の条件 が使 用 可能 で あ る。

2.発 現 に関連 した変異GFP

CambridgeのHaseloffは 植 物(シ ロイ ヌナ ズナ)の

系 で このGFP遺 伝 子 を発現 させ ようとした際 に,GFP

塩基 配列 内 で(ク ラゲで は起 きない)ス プラ イ シン グ

が起 き る可能 性 に気 が つい た。 この スプ ライ シ ング を

抑 える ことで高 等植物 で のGFP産 物 の発 現が容 易 にな

る と考 え,翻 訳 され るア ミノ酸 を変 えな い範囲 内で遺

伝子 の塩 基配 列 に改 変 を施 した。 実 際 にこの改 変GFP

遺伝 子 を用 い て シロイ ヌナ ズナ の系 で発現 を達 成 した

とい う5)。

静 岡 県立大 学 の丹 羽 らはGFPの 配列 を植 物 のコ ドン

使 用頻度 に合 わ せ た形 に改変 して,植 物 細 胞 内 に導 入

した際 の翻 訳効 率 が約20倍 にな った こ とを報 告 してい

る。 改変 の際 にS65-Tを 作 らせ るように したので,一

過 的な発 現 をさせる場合,野 生 型GFPの 導 入に比べて,

翻 訳 量20倍 ×発 光 強 度5倍=約100倍 の検 出 が 可 能

にな った とい う。

フ ロ リダ大 学 のZolotukhinら はGFPの 配 列 を"ヒ

トの"コ ドン使用頻 度 に合 わ せて80個 以上 の コ ドンを

変 えたS65-Tを 作製 した。 野生 型 に比 べて合 成量 の増

加 も加 え45倍 の蛍光 の検 出が で きた とい う。

III.応 用-光 るモザイクウイルスの紹介

現 在 で はGFP遺 伝 子 は市販 されてい る*5。 それを実

験 の スター トに使 うのが手 軽 であ ろ う。 実際 に は実験

系,遺 伝子 の塩 基配列 に合 わせ て使 用 しやす い制限酵

素 の認 識部位 を含 む形 のプ ライマ ー をデザ イ ンし,高

忠 実度 の のPCRに よってGFPの 塩 基配列 を増幅 すれ

ば容易 に 目的 の クローニ ングが で き使 用で きるで あろ

う。 抗GFPポ リクローナル抗体 も同様 に市販 されはじ

めた ので,さ らに使 用環境 は整 って きた。

1.発 現マ ーカ ー遺伝 子 と しての応 用例

タバ コモザ イ クウイル ス(TMV)と よばれ る植物 ウ

イル ス は感 染 した植物 細胞 内で その ウイル ス粒 子 を構

成 す る コー ト蛋 白質 を大量 に合 成 す る。 筆者 らはコー

ト蛋 白質 のかわ りにGFPを 導 入 したTMVを 植物細胞

内 に感 染 させ た。 その結 果,作 製 したウ イルス(ΔC-

GFP-TMVと 名 づ けた)6)の 増 殖 に伴 ってGFPが 発現

した5)。紫外 線 をあてた際 に出 る緑色 の蛍光 をたよりに,

植 物体 上 ウイ ルス が広が った部 分 を,固 定 な どの操作

で植物 を殺 した りせ ずに判 断 す ることが可能 となった。

図2で は植物 体 で ウイ ルスが茎,維 管 束組織 を経 由し

て,ほ か の組織 へ と移行 す る様 子,図3で は茎 の切 片

上 の どの組 織 に ウイル スが存在 して移行 して いるかが

蛍 光 で確認 で きる。 繁雑 な免疫 化 学的 手法 を用 い るこ

とな しに容 易 に観察 が で きるので あ る。組織 を殺 す必

要 もな いので1つ の細胞,組 織,個 体 を種 々 の時間で

追 う こ とも可能 で あ る。 可視 的 に,非 常 にア トラ クテ

ィブに実験 結果,内 容 を一般 の人 に もわか りや す く説

明で きるで あ ろう。 他 の分野 で も応用 しだいで教育 的

効 果 も期待 で きる。

2.タ グ(目 印)蛋 白質 と しての 応用 例

TMVは 感染 植物 内 で移行 蛋 白質 とい う遺伝 子産物

を合成 す る。 この 蛋 白質 は原 形質 連絡 とい う植物 の と

な りあ った細胞 ど うしをつ な ぐ構 造 に局在 して,ウ イ

ル ス の細 胞 か ら細 胞 へ の 移 行 を助 け る機 能 を もつ。

*3発 す る光 の 波 長 は365mm近 辺 。

*4励 起 極 大 波 長:495mm,発 光 極 大 波 長:525mm。

*5イ ン ター ネ ッ トで最 新 情 報 が 得 られ る。 ア ドレス はhttp://www.clontech.com/clontech/newprodhigh.html。 最 近Zolotukhin

の 作 ったGFP遺 伝 子 はLife Technologiesか ら売 られ は じめ た 。
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光るタバコモザイクウイルス 45

図2 光るタバ コモザイクウイルスの組織への感

染 の 様 子

ΔC-GFP-TMVを 感 染 させた タバコ(Nicotiana benth-

amiana)の 通 常の光の もとでの様子(上)と 紫外線 を

あ ててGFPの 発現 によって浮び上がるウイルス感 染の

広が りの様子(下)。
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図3 ΔC-GFP-TMVが 感染 した植物の茎の断面の蛍光顕微鏡観察写真(紫 外光 による励起)

青 く光 るのが道管 などのポ リフェニ ル系の化合 物 を産出す る組織。 緑色に光 る細胞がΔC-GFP-TMVの 感染 を受けていることが

わかる。赤 く光 るのは葉緑体。右上 の部分 が茎 の中心。[撮 影:大 場博樹]

図4 ΔMP-fusウ イル スの感染組織の蛍光顕微鏡観察

ジグソーパズルの ピースのよ うに見 えるのが1つ1つ の表皮細胞の輪郭 にあたる。 その細 胞壁の上 にところ どころ融合蛋白質

である移行蛋白質-GFPの 局在 によるシグナルが認め られ る。[撮 影:川 上 茂樹]
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光るタバコモザイクウイルス47

TMVの 感 染細胞 内での移行 蛋 白質 の合 成量 は少 ない。

その合成 と植 物 の原形 質連絡 とい う構 造 への局 在 が証

明され たの は ご く最近 で あ る。

The Scripps Research InstituteのBeachyとPad-

gettは この移行 蛋 白質 の植 物細 胞 内で の挙動 を解析 す

る試み として,GFP遺 伝 子 を移行 蛋 白質 遺伝 子の3'側

に連結 し,移 行蛋 白質-GFPと い う融 合 蛋 白質 を発 現

するよ うなウイ ルス(ΔMP-fus)を 作 製 した。 その結

果,作 出 され た ΔMP-fusは 野生型 のTMVと 同様 に

細胞間 移行 を行 な える ウイル ス となっ た(投 稿中)。 融

合蛋白質が正 常 に機能 す るので あ る(投 稿中)。 この蛋

白質の細胞 内 の局 在性 の時 間変 化 を,植 物 を殺 さず に

追うことが可 能 となった ので あ る。

移行 蛋 白質 と連 結 したGFP部 分 の発 現 量 は ΔC-

GFP-TMVに よ るGFPの 発現 と比 べ て桁 違 いに少 な

い。 しか し,注 意 深 く調 べ る と感染3日 後 か ら局部 的

に蛍光 を発 す る部 分 が感染 葉 で きちん と見 つか る。 そ

の部分 を蛍光 顕微 鏡*6で 観 察す る と,合 成 量が 少 な く

ても移行 蛋 白質 の発 現 に由来 して,蛍 光 が細 胞 壁 部,

特に原形質連 絡 と思 われ る細 胞 壁 の一部 に局在 した様

子が見い だ され る(図4)。

GFP遺 伝 子が融 合 され た蛋 白質の機能 を阻 害す る可

能性,逆 に融 合 によってGFP部 分 の発光 が検 出で きな

くなる可能 性 につ いて は まだ研 究 の途 中で あ る。 た だ

筆者の感 触 では,GFP遺 伝 子 を融合 させ る場合 に,も

との蛋 白質 遺伝 子部分 との間 に,た とえ ば リンカー 由

来の余計 なペ プチ ド配 列 が入い るほ うが,つ けたGFP

遺伝子部分 か らの蛍光 発現 が確 認 しや すい気 がす る。

IV.GFPの 使用,検 出にあたっての注意点

1.固 定操 作

4%パ ラホル ムアルデ ヒ ドを植物 試料 に処理 した とこ

ろ,GFPの 発光 は保 持 され る。固 定剤 の蛍光 への影響

は,各 研究 対象 の サ ンプル につい て予備 実験 を して適

切 な 固定剤 の種 類,濃 度,処 理 時間 を決 め るのが望 ま

しい。

2.材 料 ・植 物の 管理

生育 が悪 い植 物 に光 るウイ ルス を感 染 させ た際,そ

の後何 日 も蛍光 が認 め られ な い場 合 を経験 した。 その

ような場合 に植 物 の葉 に何 らかの微 生物 が共 生(?)

し,微 生物 が 自家 蛍光 を出 して観 察 の障害 とな る こと

もあっ た。 植物 自体 も,農 薬 な どを噴霧 す る と観察 の

障害 とな る自家 蛍光 を出す物 質 を合成 しだす こ ともあ

る。

3.野 生 型GFPの 細 胞 内での 局在 性

野 生型GFPを 単独 で大 量 にプロ トプラス ト*7内 で発

現 させ る と,核 膜,細 胞膜 が少 し蛍光 を発 する。核(ま

た は核 膜)と 少 し親 和性 が あ る こ とを念頭 にお いて使

用す るべ きで あ る。融 合蛋 白質 に した場 合 に はその影

響 はみ られ ない。植 物細 胞,タ バ コの組織 の場 合,発

現 したあ と,蛍 光 の持 続か らみ るGFP蛋 白質 の安定 性

はわ りに高 い と思 われ る。 前述 の ΔC-GFP-TMVに よ

って発現 され たGFPは 合成 され てか ら2週 間 は蛍光 を

発 す る。

4.GFPの 植 物,生 物へ の影 響

GFPを 発 現 する ウイル スを感 染 させた際 にか ぎって,

い くぶ ん植 物 が媛 化 す る傾 向 を感 じる。 またGFPを 発

現 す る大腸 菌 の形 態 が伸長 して くる こ とは多 少 の害が

生 物 にで る可能 性 を暗 示す る。

5.発 現 量 と蛍光 強度 との 関係

存 在 す る酸 素 の効果 で環 化反 応が 起 きる とい うこ と

が あっ てか,生 物 によ って発現 とそ こか ら発 す る蛍光

の強 度が比 例 しな い ことがあ る。GFP遺 伝 子 を導 入 し

た生 物 のおか れ た温度 に蛍 光 の強度 が左 右 され る とい

う知見 もあ る7)。まだ諸 説 あ りで,現 時点 での蛍 光 の測

*6微 分干渉 の機能 を兼 ね備えた ものが望 ましい。通常 の顕微鏡 で は散乱が起 こ り,微 細構造 が確認で きないもの もあると思われ る。

*7細 胞壁 を とり除 いた植物 の細胞 。酵素処理 などによって得 られる。

*8こ のようになった記 録 はスキ ャンをしてAdobe Photoshopな どのソフ トを用いて色補正 をしない と,肉 眼 で観察 する蛍光色 とか

け離 れた もの となる。

*9FujiのProviaで もKodakのEctachromeで も違 いはない。ASA/ISOは400の ものを使 お う。

*10フ ィルターの種類 は波長 と透過率の デー タをみて選 べばよい。た とえば,ケ ンコー社のP01フ ィルターは本来 白黒写真 用のフィル

ターであるが,こ の目的に適 して いる。筆者 はゼラチンフ ィルター とよばれ るKodakのNo.58を 用いている。いずれ も見た目に

緑色 をしたフ ィルターである。
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定 によるGFPの 発 現量 の定量 化,比 較 は慎 重 に行 なう

必 要が あ ろ う。脊 椎動 物細 胞 での発 現 を試 み る際 の注

意 点 につ いて は別 の総 説 を参照 され たい8.9)。

6.記 録の 取 り方

A.フ ィル ムの 選定

カ ラーで記 録 す る場 合,ネ ガテ ィブフ ィルム を用 い

て行 な う と,蛍 光 の発 色 が黄緑 で はな く白 また は黄色

として記録 され る*8。 その点,リ バ ーサルフィルム*9を

用 い て記録 す るのが 肉眼 で みた際 の色 とのずれ が少 な

いので無 難 で ある。

B.フ ィルター の選 定

励 起 に用 い た波長 の光(特 に紫外 線)を 遮 断 し,蛍

光 の緑 色 の光 のみ を記 録 す るに は,フ ィルター を用 い

て撮影 す るのが よい*10。蛍光 顕微 鏡 を通 して写 真 を撮

る場 合 に は フルオ レセ イ ン(FITC)標 識 の試料 を観察

し,記 録 す る際 に用 い る フィル ター の組合 せ,ダ イ ク

ロイ ック ミラー を用 い ることになる。 変 異体S65-Tは

紹 介 した よ うに,青 光 に よる励 起 で非 常 に強 い蛍光 を

出すが,紫 外光 で の励 起 は非 常 に弱 くなる4)。サ ンプル

に よって は青 い光 の励 起 で緑,黄 緑色 の 自家蛍 光 を発

し,S65-Tの 発光 に よる もの か ど うか の判 断 がむずか

しい場 合 がある。 その点,野 生 型のGFPは,紫 外光 に

よ って もシグナルが確 認で きるので(分 光学 でい う2点

測光 が 可能),使 いやす い場 合 もあ る。

おわりにGFP遺 伝子の利用は使用の歴史が浅く,使

い方にも慎重さを必要とする部分も残されている気が

す る。 定量性 につ いて は問題 を指摘 す る声 をよく耳に

す る。 しか し,細 胞学 的分 野 での研究 で細胞 をいため

ず に分 子 の挙動 を観 察で きるメ リッ トは大 き く,技 術

の進歩 もあい ま って問題 点 は乗 り越 えられ ることが期

待 され る。 現在,記 録 や検 出 に共焦 点顕 微鏡,CCDカ

メ ラな どを用 い る方 法 も検 討 され てお り,い ろいろな

場 面 で いっ そ う応 用 され活 躍 す るツール となろう。
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