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研究成果の概要（和文）：ERK、PKA、ROCK、Tak1、AMPK等に代表されるタンパク質リン酸化酵素の活性を測定す
るFRETバイオセンサーを開発し、それらを発現する多数のトランスジェニックマウスを樹立した。これらのマウ
スの、皮膚、肺、血小板、筋肉、膀胱、小腸など様々な組織を多光子顕微鏡で観察することにより、細胞間コミ
ュニケーションの可視化が可能となった。例えば、ERKの活性が皮膚および小腸上皮細胞で自発的に上昇するこ
とや、その活性化が周囲の細胞に伝搬する現象の発見などはこれらの新技術によってはじめて可能となったもの
である。

研究成果の概要（英文）：We have developed many FRET biosensors for protein kinases including ERK, 
PKA, ROCK, Tak1, AMPK, and so on. Furthermore, we developed transgenic mice expressing these FRET 
biosensors and observed many organs including skin, lung, platelet, muscle, bladder, and small 
intestine to visualize cell-to-cell communication. For example, we have shown for the first time 
that ERK activity in the skin and small intestine fluctuates and that such ERK activation can be 
propagated to the neighboring cells.  

研究分野： 実験病理学

キーワード： 蛍光イメージング　蛍光顕微鏡　バイオセンサー　上皮細胞増殖因子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞を構成する多様な分子の活性変化が細胞の機能をそしてひいては個体の機能を制御していることはよく知ら
れている。しかし、技術的な困難性のために、実際に生きた組織で分子活性を顕微鏡レベルの解像度で観察する
ことは極めて難しい。本研究では分子活性を多光子顕微鏡下に観察することで、これまで知られていなかった細
胞間コミュニケーションの実態を明らかにする技術基盤を確立した。この技術は、例えば薬剤がどうして効くの
かといった健康に直結する問題等に関して、試験管内の知見と個体の反応との大きなギャップを埋める非常に有
用な手段を提供する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
Förster Resonance Energy Transfer (FRET)の原理に基づくバイオセンサーは、活性に応じて
構造変化するドメインを二つの蛍光タンパク質が挟んだ基本構造をとり、遺伝子によりコード
される分子プローブである。これまでに開発された FRET バイオセンサーはカルシウムや ATP を
始めとする低分子、タンパク質リン酸化酵素に代表される情報伝達分子、さらにはアクチンの張
力まで、実に多様な分子活性や環境情報を可視化することができる。しかし、従来の技術では
FRET バイオセンサーの安定発現が困難であり、研究手法としては予想したほどの広がりは見せ
なかった。申請者らは、平成 26 年度に終了する新学術領域研究「蛍光生体イメージ」において、
FRET バイオセンサーを培養細胞やトランスジェニックマウスに安定して発現させる技術を報告
した(Kamioka et al., 2012)。そして、この技術を用いてラット培養細胞では ERK が不規則なパ
ルス状の活性化を起こすこと、この確率的 ERK 活性化が側方の細胞に伝搬することを見出した
(下図 Aoki et al., 2013)。カルシウムについては同様の研究が多く行われているが、酵素活
性を指標にした“ゆらぎ”の研究は FRET バイオセンサーを使って初めて可能となったものであ

る。 
 
では同様の現象は実際の動物組織でも見えるのであろうか。下図は ERK 活性を測定する FRET バ
イオセンサーを核内に発現するトランスジェニックマウスの表皮基底細胞を経時観察したもの
である。直径 100 µm 程度の領域に約 30 分かけて ERK 活性が打ち上げ花火のように伝搬される
様子が観察される。Spatial propagation of radial ERK activity distribution (SPREAD)と
命名したこの現象は、細胞増殖シグナルが少数の活性化された細胞から周囲へ伝搬されること
を示している(Hiratsuka et al., 2015)。この発見は、FRET マウスの観察がこれまでの培養細
胞を用いた研究からは想像もできないような発見をもたらすことの証拠となる。今、平面培養系
から 3次元培養系へ、培養細胞から器官培養へ、そして生体へと生命科学の潮流は大きく変化し
つつある。この研究の流れの中では、細胞間コミュニケーションをいかに可視化するかというこ
とがきわめて
重要となって
くる。FRET バ
イオセンサー
はこの新しい
研究の駆動力
として期待さ
れている。 
 
 
２．研究の目的 
(1) FRET バイオセンサーの高度化： FRET バイオセンサーの高感度化、長波長化、多色化を進
める。また、発光を利用した新規バイオセンサーの開発も並行して進める。 
 
(2) 第二世代 FRET マウスの開発と多様な臓器でのイメージング技術の開発： 細胞間コミュニ
ケーションを可視化するためにはすべての細胞が見えている必要がある。そこで、ROSA26 ロー
カスの BAC クローントランスジェニックマウス等を利用して、可能な限りすべての細胞で FRET
バイオセンサーが発現しているマウスを作製する。また、皮膚以外の臓器での細胞間コミュニケ
ーションを可視化するための基本技術を開発する。 
 
(3) 細胞間コミュニケーションを可視化する画像処理技術の開発： 3次元画像タイムラプスデ
ータから、細胞間コミュニケーションを抽出するプログラムを開発し、情報伝達のルールを解読
する。 
 
(4) 摂動実験のための低分子化合物の作成と新規光遺伝学ツールの開発： 組織での細胞間コ
ミュニケーションの意義を解明するためには、阻害剤を用いた研究に加え、細胞間コミュニケー
ションを再現する摂動実験が必要である。しかし、汎用されている FRET バイオセンサーと光遺
伝学のツールは、ほぼ同じ波長域を使うため、併用は難しい。そこで、新規低分子化合物による
シグナル伝達分子活性調節系を開発する。また、長波長域での光遺伝学ツールも開発する。 
３．研究の方法 



(1) FRET バイオセンサーの高度化： 高感度化、長波長化、多色化を進める。また、発光を利
用した新規バイオセンサーの開発も並行して進める。 
(2) 第二世代 FRET マウスの開発と多様な臓器でのイメージング技術の開発： BAC クローント
ランスジェニックマウス等を利用して、可能な限りすべての細胞で FRET バイオセンサーが発現
しているマウスを作製する。 
(3) 細胞間コミュニケーションを可視化する画像処理技術の開発： 3次元画像タイムラプスデ
ータから、細胞間コミュニケーション情報を抽出するプログラムを開発し、情報伝達のルールを
抽出する。 
(4) 摂動実験のための低分子化合物の作成と新規光遺伝学ツールの開発： 新規低分子化合物
によるシグナル伝達分子活性調節系と、長波長域での光遺伝学ツールも開発する。 
画像処理は領域内の横田らと共同で進めるほか、多光子顕微鏡イメージングは根本らと情報を
交換しながら進める。また、これまで行ってきたマウス生体イメージング講習会や Web での発信
活動を通して、FRET イメージングの普及など、領域の活動を国内外へと広げる。 
 
４．研究成果 
(1) FRET バイオセンサーの高度化：  
① 蛍光共鳴エネルギー移動と生物発光共鳴エネル
ギーの両方を同時に行うことができる hyBRET バイオ
センサーを開発した（右図）。このバイオセンサーは、
蛍光顕微鏡下でミクロレベルの解像度を有する一方、
基質であるセレンテラジン(CTZ)を加えると発光し、
個体レベルでの分子活性の測定が可能となる。さら
に、この hyBRET バイオセンサーを発現するトランス
ジェニックマウスを測定することで、薬剤活性のリア
ルタイムイメージンも可能となった (Komatsu et 
al., 2018)。 
 
② 長波長で作動する FRET バイオセンサーを開発した。遠赤色蛍光タンパク質の中で最も量子
収率が高く、ドナーから受け取ったエネルギーを高効率に光に変換することが期待できるとい
う理由で mKate2 をアクセプターとして決定した。次に、mKate2 をアクセプターとしたときに、
最も FRET を起こしやすいドナー蛍光タンパク質をフェルスター距離から求め、mKOκをドナー
として選定しました。様々な最適
化を行い、従来の CFP/YFP を用い
た AKAR3EV と同等の性能を持つ
PKA バイオセンサーの作成に成功
し、Booster-PKA と名付けた。さら
に、Booster-PKAを全身発現するマ
ウス (Booster-PKAchu)を作成し、
皮膚基底細胞での PKA 活性の上昇
を可視化することに成功した（右図）（Watabe et al., 2020）。 
 
(2) 第二世代 FRET マウスの開発と多様な臓器でのイメージング技術の開発： 従来のトランス
ジェニックマウス作成法では組織ごとに発現量が異なり、目的とする臓器で分子活性が測定で
きないことがしばしばあった。そこで、D4Z4 insulator および WPRE(woodchuck hepatitis virus 
posttranscriptional regulatory element)を導入し、様々な細胞種でバイオセンサーが発現で
きるようになった。 
 
(3) 細胞間コミュニケーションを可視化する画像処理技術の開発： 組織形態を蛍光顕微鏡下
で観察するための新しい蛍光標識 NuCyM を開発した。この NyCyM を Bac クローンを用いて発現
させ、全身臓器の蛍光顕微鏡下での観察が可能なトランスジェニックマウスを作成した。このマ
ウスにおいて、細胞を自動認識するための機械学習を用いたプログラムを作成した（Imanishi et 
al., 2018）。 
 
(4) 摂動実験のための低分子化合物の作成と新規光遺伝学ツールの開発： 様々な細胞内分子
が細胞膜移行によって活性化されることが知られている。そこで、様々な細胞内膜へ特異的に親
和性を有する脂質タグを作成し、これをタンパク質に特異的に結合するタグと結合することで、
細 胞 内 分 子 を 薬 剤 誘 導 性 に 活 性 化 す る self-localizing ligand-induced protein 
translocation (SLIPT)システムを開発した。この系を用いることで、Ras/ERK 経路および
PI3K/Akt 経路を薬剤誘導性に活性化することができた(Nakamura et al., 2020)。 
 
(5) 細胞間情報伝達の生物学的意義の解明：  
① 生きたマウス体内の AMPK 活性を可視化： 細胞内エネルギーが不足すると活性化する AMP
活性化プロテインキナーゼ (AMP-activated protein kinase, AMPK)の活性を生体内でモニター



するため、AMPK の FRET バイオセンサーを発現する遺伝子改変マウスを開発した。その結果、生
きたマウス体内で糖尿病薬や運動による AMPK の活性化を捉えることに成功した（Konagaya et 
al., 2017）。  
 
② 胸腺細胞の運動動態を制御する仕組み： ERK の活性を生体内のリンパ球においてリアルタ
イムに観察することは技術的に困難であった。そこで ERK の活性を検出することができる FRET
バイオセンサーを T 細胞特異的に発現するようにした遺伝子改変マウスを開発した。このマウ
ス由来の胸腺細胞を二光子励起顕微鏡という特殊な顕微鏡で観察し、胸腺組織内を自由に動き
回る胸腺細胞一つ一つでのERKの活性変化を
リアルタイムに観察することができる研究
手法を開発した。そして、ERK の活性化によ
り胸腺での細胞運動が抑制されること、なら
びにその抑制様式が機能の異なるT細胞間で
異なることを明らかにした（Konishi et al., 
2018）。 
 
③ 集団運動における機械的な力を介した
細胞間情報伝達機構: 細胞が生み出す機械
的な力に着目し、分子活性の可視化・操作技
術、力の測定、数理モデルを組み合わせ、ERK
活性波が伝搬するメカニズムを解析した。そ
の結果、個々の細胞は引張力を受けると伸展
→ERK 活性化→収縮という応答を示すことが
わかった(右図)。また、細胞間の物理的な相
互作用を考え、ERK 活性化により細胞が収縮
すると隣の細胞に引張力を負荷させ、ERK 活
性伝播が起こることも見出した)。すなわち、機械的刺激と細胞内のシグナル伝達とが協調的に
作用し、遠くまで持続的な情報伝達が起こることを明らかにした(Hino et al., 2020)。  
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