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	概要　

研究テーマに掲げた、細胞内動態解明のための多重並列可視化バイオプローブ群の開発のために、種々の様式の生体反応である、酵素反応や生体分子濃度変化を感知するバイオプローブを作製し、その併用性や併用の際の問題点の洗い出しを行った。酵素反応例として計画概要にてnuclease、 glycosidase、 kinase、 proteaseを挙げたが、これに対しDNase, galactosyl transferase, protein kinase B, 複数のprotease活性感知能を有したバイオプローブを作製した。生体分子濃度変化感知バイオプローブの例としてpH変化や糖鎖認識能を有するバイオプローブを作製した。バイオプローブは基幹プローブである1種の蛍光タンパク質（エネルギー移動のドナー）と蛍光色素あるいは量子ドット（エネルギー移動のアクセプター）の複合体であり、この異種の蛍光分子間で観察される蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）効率に 種々の生体反応を変換すると言うものである。蛍光タンパク質には主に汎用性の高いGreen Fluorescent Protein(GFP)を用い研究を進め来たため、新規の生体反応を感知するバイオプローブの作製（DNase, galactosyl transferase, protein kinase Bなど）,はGFPを中心に進めた。一方でバイオプローブ種の蓄積のあるprotease活性感知バイオプローブでは、計画に掲げたRed Fluorescent Protein(RFP)を始めとし、本研究期間内に基幹プローブ能を確認出来たBlue fluorescent protein（BFP） やYellow fluorescent protein（YFP）を基に作製を進めた。具体的には、GFP、 YFP、 RFP基幹プローブより作製した３種のprotease活性感知プローブを同時にproteaseで処理し、プローブの並列性を検討した。蛍光タンパク質を修飾する蛍光色素を適切に選択し、かつバイオプロイーブの混合比率を適宜設定すれば、分解能良く、３種のprotease活性を同時にモニター出来る事が確認された。さらに、蛍光タンパク質と量子ドットによるバイオプローブ（protease活性感知）とその変形型である量子ドットと蛍光色素のバイオプローブ（DNase活性感知）の組み合せにおいても並列性を確認するに至った。蛍光タンパク質、量子ドット何れを基幹プローブとする場合においても一波長励起にて行えた。また、GFP、 RFP基幹プローブより作製した２種のprotease活性感知バイオプローブ並びにprotease 、DNase活性感知バイオプローブ各1種づつを細胞に導入し、スペクトルを測定したところ細胞外と同等であり、それらの酵素活性を惹起する様な薬剤で処理したところ、蛍光強度に変化があらわれ、２種のバイオプローブが同一細胞内で機能する可能性が示唆された。装置の汎用性の観点から、protease活性感知バイオプローブを導入した細胞としなかった細胞をFACSにて測定したところ、きれいな二群分布を得た。さらにバイオプローブを導入した細胞にprotease活性を惹起する薬剤処理を行ったところ、FRET解消が観察される細胞群を得るに至った。原子間力顕微鏡用ナノ探り針上にprotease用バイオプローブを固定化し、細胞への針の挿入によるバイオプローブの導入、protease活性惹起薬剤にて細胞を処理したところ、やはり針上のバイプローブが酵素活性を感知している事が示唆された。以上より測定装置の汎用性も示せたと言える。バイオプローブの併用性の観点から、フェムト秒レーザーを使用した測定系に本バイオプローブを適用し、ドナー、アクセプター蛍光分子の蛍光強度に加え、それらの時間変化も併せて測定し情報量を増やしたところ、ドナー分子である蛍光タンパク質を共通にし、アクセプターとなる蛍光色素のみが異なるバイオプローブでも、識別が可能である事が分かった。これにより、測定系依存的ではあるがより並列性が確保されたと言える。今回の測定はin vitroのみであったが細胞への適用は可能である。ここまでは生体反応の感知原理をFRETのみに依って来たが、蛍光相互相関分光法(FCCS)へのバイオプローブそのままの適用についても検討したところ、これも可能である事が分かった。測定原理の汎用性も示せたと考える。以上よりバイオプローブ自身と測定系,原理の汎用性や併用性を示すに至ったと考える。
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	Veious bioprobes were constructed to detect enzymatic reaction, dynamics of biological components and check their properties on the point of simultaneous use. It has ever been planed to develop bioprobes for nuclease, glycosidase, kinase and protease as prototypes of enzymatic reaction. Bioprobes for DNase, glactosyltransferase, protein kinase B and some proteases were in fact obtained with different sensitivities to target reactions. As for bioprobes on biological dynamic phenomena, Such sensing molecules were prepared to detect pH or recognize glycochains. Since all bioprobes consists of one fluorescent protein and one fluorescent molecule such as organic dye or QD, it was basically used for green fluorescent protein (GFP) modified with fluorescent dye. However, it would be needed to utilize color variants of GFP, BFP, YFP and RFP on the point of simultaneous use of bioprobes. Bioprobes using color variants of GFP were then established. So three different bioprobes for three respective proteases were combined and treated with or without those proteases in vitro. Upon treatment of those proteases, changes on FRET pattern originated from each bioprobes were observed for further study. The analyzed data shown that three protease activities were simultaneously but independently detected. Availability of bioprobes in cells were also examined. Bioprobes, even though in case of other biomaterial modified complexes, were introduced into cultured cells (HeLa, Jurkat cells etc) by protein transport reagent without difficulty. It was confirmed that bioprobes could non destructively be distributed to cytosol and nucleus through measurement of spectrum of bioprobes in cells. Bioprobes would also be delivered into cells using nanoneedle for AFM. FRET pattern changes of bioprobes for caspase inside cells caused by apoptotic stimulation demonstrated that bioporbes would similarly have functioned inside cells using  fluorescent microscopy, FACS machine and AFM. Comparable bioprobes including QD and fluorescent protein or QD and fluorescent dye could be treated in the same way. Any sensing molecules established here seemed to be applied to other sensing principles, fluorescent correlation spectroscopy, FCS (or fluorescent cross correlation spectroscopy, FCCS) by examination on application to FCS/FCCS with some FRET based bioprobes. All results combined together indicated universality of bioprobes in sensing mechanisms, sensing systems such as equipments and sensing objectives.
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