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研究成果の概要（和文）：HE染色は組織学的研究では事実上の標準である。そこで、HE染色用の画像を生きた細
胞で取得することを目的とし、蛍光タンパク質に基づくマーカーNuCyMを作成した。さらにNuCyMを発現するトラ
ンスジェニックマウスを確立した。このマウスでは細胞分裂が5世代に亘り確認できた。このマウスをERKのFRET
バイオセンサーを発現するマウスと交配し、細胞ごとのERK活性を定量した。さらに効率化のために機械学習を
用いた細胞分別法を開発した。これらの成果は、HE染色で得られる形態情報と機能情報結びつけるツールとして
のNuCyMの有用性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：Hematoxylin and eosin (H&E) staining has been the de-facto standard for 
histological studies. We have developed a genetically encoded fluorescent marker, NuCyM, which is 
designed to recapitulate H&E staining patterns in vivo. We generated a transgenic mouse line 
ubiquitously expressing NyCyM. NuCyM evenly marked the plasma membrane, cytoplasm and nucleus in 
most tissues. In the NuCyM-expressing cells, cell division of a single cell was clearly observed as 
five basic phases during M phase by three-dimensional imaging. We next crossed NuCyM mice with 
transgenic mice expressing an ERK biosensor. Using NuCyM, ERK activity in each cell could be 
extracted from the FRET images. To further accelerate the image analysis, we employed machine 
learning-based segmentation methods, and thereby automatically quantitated ERK activity in each 
cell. In conclusion, NuCyM is a versatile cell morphological marker that enables us to grasp 
histological information as with H&E staining.

研究分野：細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
生物学の研究は、培養皿上のクローン化された細胞から、オルガノイド、さらには生体組織へとその中心を移し
つつある。今回開発したNuCyMは蓄積された組織学の叡智を最新の分子プローブへと繋ぐツールである。今後の
病態解明あるいは創薬研究に役立つツールとなることが期待される。また、機械学習を用いた細胞分別法はさま
ざまに開発されつつあるが、機械学習を念頭においた組織染色あるいは細胞染色法が必要であり、本研究はその
嚆矢としても重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 形態組織学により与えられる組織や細胞の可視的な特徴は、生体内における生理的な現象を
理解するうえで重要である。癌組織では、細胞の大きさや形の乱れ、組織の構造異型がみられ
ることが知られており、これらの形態変化から癌の診断が可能である。また、他の様々な病気
の診断や炎症の分類にも組織学的変化の情報は大きく寄与している。このような病理学の研究
には、古くからヘマトキシリン・エオジン(HE)染色に基づく細胞形態を指標とした細胞同定が
用いられ、これにより現在までに多くの病理形態学の知識が蓄積されてきた。また、形態学と
分子生物学の融合により、発生時の形態形成に関わる分子や、病的な形態変化を引き起こす分
子などが同定されている。 
 生体イメージングは生体組織や臓器の内部を生きた状態のまま観察し、細胞や分子の動態を
解析する研究手法である。近年、多光子顕微鏡や蛍光タンパク質、蛍光プローブなどの、生き
た組織や臓器の観察に有用なツールの開発が進み、生体イメージングによりリアルタイムで時
空間的な生体内の変化を捉えることが可能となった。なかでも、フェルスター（蛍光）共鳴エ
ネルギー移動[Förster (fluorescence) resonance energy transfer (FRFT) ]を利用したバイオセンサー 
(以下、FRETバイオセンサー) を発現する遺伝子改変動物と多光子顕微鏡の組み合わせは、様々
な分子活性変化の観察を可能にした。 
 これら FRET バイオセンサーを発現する遺伝子改変動物は、全身の組織で発現する CAG プ
ロモーターを用いており、細胞種の同定はできない。また、核あるいは細胞質に局在している
ため、バイオセンサーの細胞内分布から得られる形態情報のみから細胞腫を同定する事が困難
であった。それゆえ、これまで固形組織中の個々の細胞を用いた網羅的な解析は行われてこな
かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生体イメージングで FRETバイオセンサーと同時に使用できる細胞形態マーカ
ーを開発することを目指した。FRET バイオセンサーの検出に用いる波長と重ならない長波長
の 2種類の蛍光タンパク質を用いて核、細胞質、および細胞膜の 3つの細胞構造を標識するこ
とにより、細胞の種類や形態の情報を分子活性の変化と同時に観察することが期待される。さ
らに、細胞形態の情報を用いて組織内の個々の細胞を区分し、それらひとつひとつの分子活性
変化を解析することを可能とする。加えて、機械学習を用いることで画像データからの形態情
報の検出を自動化し、バイアスのかからないデータ解析と作業効率化を図る。これらの情報は、
組織における同一細胞群の不均一性の抽出や、個々の細胞の差異を産む原因、少数の特異的な
細胞群（幹細胞など）の同定につながるものと期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞形態マーカー（NuCyM）の構築 
 蛍光タンパク質は mCherryおよび iRFP を用いた。iRFPに HIV-1 revタンパク質である核外
移行シグナル (NES) (LQLPPLERLTLD) を、mCherry にヒト由来のヒストンタンパク質である
H1を融合させ、mCherryに KRasCAAXをつけた。これらのタンパク質を self-cleaving 2Aペプ
チドで連結し、iRFP-NES-P2A-H1-mCherry-P2A-mCherry-KRasCAAXを作製した。このプラスミ
ドから発現する組織形態マーカーを NuCyMと命名した。 
 
(2) 培養細胞のイメージング 
 NuCyM を MDCK 細胞に安定発現させた。培養細胞のイメージングには倒立型顕微鏡 IX83 
(Olympus, 東京,日本) に以下の装備を施したシステムを用いた：60倍対物レンズ(Olympus)、冷
却型 CCDカメラ DOC-Cam (Olympus)、照明システム Spectra X Light Engine、IX2-ZDCレーザ
ー型自動焦点合わせシステム(Olympus)、および MD-XY30100T-メタ電動 XY ステージ(SIGMA 
KOKI, 東京,日本)。以下のフィルターセットを Semrock (Rochester, NY, USA) より購入し、用い
た。 GLASSダイクロイックミラー、mCherry用 575/25、iRFP用 632/22励起用フィルター、蛍
光フィルターFF01-624/40-25 (mCherry)、FF01-692/40-25 (iRFP) (Rochester, NY, USA)。 
 
(3) 細胞の三次元培養とタイムラプスイメージング 
 Cystの形成は、まず培養皿上のMDCK細胞をトリプシン処理により遊離させ、MEMに懸濁
した。細胞数を計測し、10000細胞を 500 µlの三次元培養用MEM [2% matrigel (BD) を含むMEM、
組成は同上、フェノールレッド不含] に懸濁した。24ウェルプレートに 100%の matrigelを塗り
広げ、37℃で 30分間放置して重合させた。このようにして作成したカルチャープレートの上に
細胞懸濁液を加え 37℃、5% CO2インキュベーターで培養した。三次元培養用MEMは二日ご
とに交換した。 
 
(4) トランスジェニックマウスの作製 
 遺伝子改変マウスのためのプラスミドには CAGGS プロモーターを用いた。またメチル化抑
制のために CAGGSプロモーターの上流に D4Z4 insulatorを、mRNAの安定性を高めるために
NuCyM の配列の下流に WPRE 配列を挿入した。遺伝子改変マウスの作製に際しては、
BAC-ROSA26 システムを利用した。上記コンストラクトを BAC-ROSA26 領域へ挿入するため



に、ROSA26領域と相同な組み換え配列をもつシャトルベクターに組み込んだ。NuCyMを含ん
だシャトルベクターをエレクトロポレーションにより BAC-ROSA26を保持する SW102大腸菌
に入れ、組み換えを誘導した。NuCyMを含んだ BAC DNAを精製し、マウス受精卵へのインジ
ェクションを行った。 
 
(5) トランスジェニックマウスの観察 
 マウスは 1.5%のイソフルラン (Abbot Japan) で吸入麻酔下におき、37℃で維持された顕微鏡
電動ステージ上に固定した。膵臓、肝臓、腎臓のイメージングには正立型二光子顕微鏡を用い
た。取得した画像の処理と解析はMetaMorph software (Molecular Devices) を用いた。 
 
(6) 機械学習と細胞毎の分子活性の解析 
 組織内の個々の細胞における分子活性の解析のために機械学習  Deep Convolutional 
Generative Adversarial Networks (DCGAN) を用いて細胞の自動抽出を行った。DCGANとは、
GAN の発展モデルであり、ほとんど写真と見分けがつかない精度の画像の生成を可能にする。
NuCyM画像の細胞膜のみ、核のみを手動でアノテーションした画像を各 50枚ずつ異なる画像
で作成した。うち 40枚を教師画像として使用し、正解画像を判断する識別器および画像生成器
に入力し、繰り返し学習させることで学習データと見分けがつかない画像生成器を作成した。
正解率を検討するために、作製した DCGAN で残り 10 枚の画像を用いてテストを行い、学習
データ同様に細胞膜と核を別々に区分した画像を得た。学習させたDCGANにNuCyMとROCK
の FRETバイオセンサーを共発現するマウスのイメージングにより得たNuCyM画像を入力し、
細胞境界を出力させた。返ってきた細胞膜情報についてMetaMorph software (Molecular Devices) 
を用いて自動で全ての領域を選択することで、画像内の全ての細胞を個々に囲み、これらの領
域を CFPおよび FRET画像に領域を移した。この全ての領域について CFPと FRETの蛍光強度
を求め、ratio (FRET/CFP) 値を求めた。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞形態マーカーNuCyMの作成  
 生体内において、個々の細胞腫の同定と区分を行うために、マーカー構築を行った。細胞同
定は、核・細胞質それぞれにおいて、形状・大きさの情報が必要となる。また、区分のために
は細胞膜の位置情報が必要となる。その為、核・細胞質・細胞膜に局在する蛍光蛋白を発現す
るプラスミドを作製した。核マーカーとして、赤色蛍光蛋白である mCherry に、ヒストン H1
をつけた。細胞質マーカーとして、近赤外蛍光蛋白である iRFPに核外移行シグナル (NES) を
つけた。細胞膜マーカーとして、KRasCAAXを融合した mCherryを用いた。さらに、これらを
自己切断ペプチド P2Aでつないだ。このプラスミドを NuCyM（Nucleus, Cytosol, Membrane）
と名付けた。各蛍光蛋白は、FRET バイオセンサーに干渉しない色を選定した。シアン〜黄色
の蛍光タンパク質を用いた FRET バイオセンサーと併用するため、細胞形態マーカーには
mCherryと iRFP蛍光タンパク質を用いた。より明瞭に細胞構造 (核・細胞質・細胞膜) を区別
するには、P2Aの高い切断効率が重要となる。 
 NuCyMが細胞内で機能するか確認するために、HeLa細胞に発現させて観察した。その結果、
mCherry により核と細胞膜が、iRFP により細胞質が標識された画像を得た。mCherry と iRFP
の画像を、疑似カラーを用いて重ね合わせると、ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染色で得ら
れるような細胞形態の情報を得た 。これらの結果から、作成した NuCyMは細胞形態の識別を
可能にすると結論づけた。 
 

 
 
(2) NuCyMによる三次元での細胞同定やM期細胞の同定 
 次に、三次元培養細胞で NuCyM が利用できるかを検証した。一般的に、培養細胞の形態は
透過光で観察可能であるが、三次元イメージングでは透過光による観察は難しい。そこで、
NuCyM による細胞形態情報を三次元培養系に応用するため、イヌ腎臓上皮 (MDCK) 細胞の
cyst を用いて、二光子顕微鏡による三次元イメージングを行った。その結果、立体構造をもつ
cyst の断面で、二次元透過光で得られるような細胞形態情報を含む画像が得られた。さらに、

細胞形態マーカ NuCyM の構造： iRFP に核外以降シグナル(NES)、mCherry にヒ

ストン H1の核内移行シグナル、mCherryに細胞膜局在シグナルをそれぞれ不可した

ものを self-cleavage paptide P2Aで繋いだ。 



細胞形態が変化する箇所での分子活性を調べるために、ROCK バイオセンサーと NuCyM を恒
常的に共発現する MDCK 細胞で cyst を形成し、同様に三次元イメージングを行った。断面で
の解析の結果、NuCyM の画像において染色体の凝集と分離、細胞質分裂が確認され、分裂中
の細胞であると判断できた。FRET/CFP 比の画像においては、細胞分裂において、中期から、
終期において、ROCK 活性の上昇が確認された。このように、NuCyM は三次元においても、
形態変化を可視化するツールになると示された。 
 
(3) NuCyMマウスを用いた個々の細胞同定 
 NuCyM が三次元イメージングで細胞形態情報を提供できることがわかったので、マウス生
体内においても細胞同定が可能か検証した。生体組織では数種類の細胞が混在しており、それ
ぞれ異なる働きをもつ。既存の FRETバイオセンサー発現マウスでは細胞種の識別が困難であ
り、個々の細胞における分子活性変化の観測は難しい。そこで私は NuCyM をユビキタスに発
現するマウスの作成を試みた。トランスジェニックマウス作成にあたり、DNAメチル化による
外因性蛍光タンパク質の発現不活化を回避するために、メチル化を抑制する D4Z4 insulator 配
列、および mRNA の安定性を高める WPRE 配列の挿入を行った。更に、全身性に均一に発現
させるため、これらの遺伝子配列を、ROSA26領域を含むバクテリア人工染色体 (BAC, bacterial 
artificial chromosome) へ挿入し、トランスジェニックマウスを作成した。NuCyMマウスが生体
内で組織の同定を可能にするかを確かめるため、二光子顕微鏡を用いて NuCyM マウスの膵臓
のライブイメージングを行った。その結果、膵臓のすべての細胞で核および細胞膜が確認され、
一つ一つの細胞が周りの腺房細胞より小さく、核の密度が高いという細胞形態からランゲルハ
ンス島が同定された。続いて、NuCyM マウスから得た情報が、個々の細胞における分子活性
の解析を可能にするか検証した。ERKバイオセンサーを発現する Eisukeマウスの交配を行い、
NuCyM と共発現するマウスを得た。共発現するマウスを用いて肝臓のイメージングを行った
結果、細胞膜の位置情報より個々の肝細胞は区分された。一方、バイオセンサーの YFP画像で
は肝細胞を個別に識別することは困難であった。また、NuCyM 画像の細胞膜の領域を ratio 画
像に移すことにより、様々な活性をもつ細胞を正確に抽出した。大腿動脈のイメージングでは、
最も管腔側にある血管内皮細胞の層が NuCyM の核により識別できるため、その外側に存在す
る血管平滑筋細胞の層と区分される。以上のことから、NuCyM マウスは細胞形態により生体
組織の個々の細胞同定を可能にすることが示された。 
 
(4) 機械学習を用いた四次元での細胞内分子活性と形態変化の網羅的解析 
 最後に、より多くの細胞を用いて、個々の細胞における分子活性を解析するため、細胞の自
動抽出を試みた。生体においては FACSを用いて、個々の血球から情報を得る事が可能である
が、固形組織では未だ報告が無い。そこで本研究では、NuCyM の細胞形態情報を利用して、
個々の細胞における分子活性の変化を網羅的に解析する事を試みた。個々の細胞を区分するた
め、画像処理のみで膜情報の二値化を試みたが不十分であった。これはノイズによる膜情報の
不連続性に依存しており、手動で膜情報を補完する必要が考えられた。この問題を自動化する
ために、NuCyM の核と細胞膜を手動で標識した教師画像を用いて、機械学習を行った。その
結果、ほぼ全ての細胞を区分することが可能となり、機械学習の有用性が示された。また、同
一組織内の細胞毎の分子活性のばらつきを解析するため、ROCK バイオセンサーと NuCyM を
共発現するマウスを用いて ROCK阻害剤 fasudil添加前後における生体イメージングを行った。
機械学習を用いて個々の細胞を抽出し、分子活性を解析した。fasudil添加前に比べ、添加後に
全体的に FRET ratioが減少したが、添加前と同等の ratio値を示す細胞が存在することもまた確
認された。これらのことは、NuCyM 画像への機械学習の適用により組織内の個々の細胞の活
性の特徴を捉えることが可能になったことを示す。 
 
【結語】 本研究にて FRETバイオセンサーと同時に使用可能な、核・細胞質・細胞膜を標識
する細胞形態マーカーNuCyMを作製した。また、NuCyMと FRETバイオセンサーを共発現す
るマウスの生体イメージング画像へ機械学習を適用することで、個々の分子活性情報をもつ細
胞の抽出を行い、細胞ごとの分子活性の解析を網羅的に行った。本研究における最も重要な技
術的発展は、細胞形態を可視化するマーカーの作製であり、これを用いることで生体イメージ
ングにおいて分子活性とともに細胞形態の可視化が可能になったことである。これにより、(1) 
三次元イメージングにおいて細胞内分子活性の変化が起きる箇所でどのような形態変化のイベ
ントが生じているかを紐付けすることや、(2) 細胞形態から生体組織や細胞種を同定すること、
(3) 組織内における細胞毎の分子活性の時空間的変化の解析が可能となった。 
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