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研究成果の概要（和文）：FRETバイオセンサーは生きた細胞で細胞内情報伝達分子の活性を可視化する。しかし、これ
まで、ほとんど2次元培養細胞でのみの使用にとどまっていた。本研究では、FRETバイオセンサーを3次元培養あるいは
生きた組織で使う技術を開発することを目的とした。FRETバイオセンサー遺伝子はしばしば組み換えを起こすために安
定発現できなかった。この問題を克服するために、トランスポゾンを用いた遺伝子導入法を使った。特にTol2を用いる
とFRETバイオセンサーを高発現するトランスジェニックマウスが容易に作成できた。このFRETマウスを使うことで、様
々な細胞内情報伝達分子の活性が生きた組織で観察できた。

研究成果の概要（英文）：FRET biosensors visualize activities of signaling molecules in living cells. 
However, the use was limited mostly to the cultured 2D cells. Here, we aimed at developing technologies 
to apply FRET biosensors in 3D culture cells and in living tissues. Due to high recombination rates, 
stable expression of FRET biosensors had been a difficult task. To overcome this problem, we employed the 
transposon-mediated gene transfer. We found either piggcBac transposase or Tol2 trasnpoase worked 
efficiently for the gene transfer of FRET biosensor cDNAs. In particular, we found tol2-mediated gene 
transfer worked efficiently to develop transgenic mice highly-expressing FRET biosensors, which we named 
FRET mice. By using FRET mice, we observed activation of various signaling molecules in living tissues.

研究分野： 蛍光イメージング
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１．研究開始当初の背景 
20 世紀後半に起きた生物学の爆発的進歩は、
細胞培養技術と組換え DNA 技術の発明に負
うところが大きい。この流れの研究において
は細胞を集団として解析し、その中に存在す
る分子の平均的性質を生化学的に明らかに
してきた。この手法は多くの分子群の酵素学
的性質を明らかにし、我々の身体がどういう
部品（＝タンパク質）でできているかをとい
う疑問に回答の糸口を与えた。さらに、数理
情報学的手法などを組み合わせることによ
り、細胞内情報伝達系を大まかにネットワー
クとして素描することを可能にした。この次
のステップとして、一つ一つの細胞の中、あ
るいは細胞集団の中で、情報伝達分子群がい
つどこで活性変化するかを解析し、情報伝達
系をシステムとして理解していく必要があ
る。残念ながら、この目的には従来の細胞を
集団として解析する生化学的手法は用いる
ことができない。この問題を克服するべく
我々は、多くの蛍光共鳴エネルギー移動
（fluorescence resonance energy transfer, 
FRET）の原理に基づくバイオセンサーを構
築してきた。これらは低分子量 GTP 結合タ
ンパク、チロシンリン酸化酵素、セリンスレ
オニンリン酸化酵素、イノシトールリン脂質
の活性や量を生細胞で可視化するものであ
る。しかし、これらの使用は培養細胞に限ら
れており、より生理的条件での使用が望まれ
ていた。 
 
２．研究の目的 
(1) 上記の問題を背景に、本研究では、
平面培養細胞からの脱却を目指した。硬
いプラスチック底の上に成育した培養細
胞と、やわらかい細胞外基質に囲まれた
三次元の細胞とではその性質が大きく異
なることが認知されている。この二次元
培養細胞と三次元の細胞との大きな違い
は、前者が均一な細胞集団とみなせるの
に対し、後者は様々な形態を有する多様
な集団である点である。本研究では、よ
り生体に近い三次元環境での細胞内情報
伝達のメカニズムを FRET バイオセンサ
ーを使って明らかにする。特に、上皮細
胞のがん化過程をFRETバイオセンサー
で可視化する。このようなアプローチは
同時にまた、細胞間での分子活性の違い
をも明らかにすることが期待される。 
(2) さらに上記の研究を一歩先に進め、ex 
vivo あるいは in vivo での FRET イメージン
グを、二光子励起顕微鏡を用いてチャレンジ
する。まず、二光子励起顕微鏡で使用できる
FRET バイオセンサーを開発し、組織内を浸
潤する脳腫瘍において、低分子量 G タンパク
質やセリンスレオニンリン酸化酵素がどの
ような活性分布をとるのか時空間的に明ら
かにし、これらの情報伝達分子の個体レベル
での意義を明らかにしていく。 
 

３．研究の方法 
(1) 三次元培養系における上皮細胞がん化
モデルの構築： 腎上皮細胞 MDCK の三次
元培養系においてがん化モデルを構築した。
MDCK 細胞はラミニンを含むマトリゲル内
で培養すると、単層の上皮からなる管腔構造
を形成する。様々な増殖因子や活性化型分子
の発現により、細胞が重層化した腺腫様形態
を誘導することができる。そこで、この過程
で、低分子量 GTP 結合タンパク質や、セリ
ンスレオニンリン酸化酵素群の活性がどの
ように変化するかを時空間的に観察し、その
意義を明らかにした。 
(2) 三次元培養系に供する FRET バイオセ
ンサーの開発： 上記の研究には、細胞内で
安定して発現し、かつ細胞間で活性のぶれな
い FRET バイオセンサーが必要である。もっ
とも広く用いられているシアン蛍光タンパ
ク質（CFP）と黄色蛍光タンパク質（YFP）
とを FRET ペアとするバイオセンサーは、そ
の遺伝子が容易に組み換えを起こすために、
通常は細胞内で安定発現しない。以下の 3 つ
の方法で、FRET バイオセンサーを安定に発
現させた。 
①Teal fluorescence proteinをCFPの代わり
に用いた。 
②piggyBac あるいは Tol2 トランスポゾンを
用いた。 
③YFPを改変し、CFPとの相同性を下げた。 
(3) 脳腫瘍浸潤モデルの二光子励起顕微鏡
による観察： より生体に近い実験系として、
C6 グリオブラストーマ（悪性神経膠芽腫）
細胞のラット脳内接種モデルを用いた。GFP
あるいは Keima 蛍光タンパク質を発現する
C6 グリオブラストーマを脳内に接種し、そ
の浸潤過程をスライスカルチャーにした脳
組織を用いてビデオ画像化した。 
(4)  FRET バイオセンサーを発現するトラ
ンスジェニックマウスの作製： Tol2 トラン
スポゼースを使って FRET バイオセンサー
発現ユニットをマウスに安定発現させた。
ERK マップキナーゼ、PKA、Rac1、Cdc42、
Ras、Rap1 などの FRET バイオセンサーを
安定に発現するマウスを作成し、C57/BL6 系
統にバッククロスした。 
 
４．研究成果 
(1)三次元培養系における上皮細胞がん化モ
デルの構築： 腎上皮細胞 MDCK の三次元
培養系においてがん化モデルを構築し、Ras
を活性化すると、細胞が重層化した腺腫様形
態を誘導できることを見出した。この過程で、
低分子量GTP
結合タンパク
質 で あ る
Rac1 や
Cdc42 が部位
特異的に活性
化されること
を見出した。 



(2) 三次元培養系に供する FRET バイオセ
ンサーの開発： piggyBac、Tol2 トランスポ
ゼースあるいはレンチウイルスを介して遺
伝子を導入することに成功した。 
(3) 脳腫瘍浸潤モデルの二光子励起顕微鏡
による観察： C6 グリオブラストーマ（悪
性神経膠芽腫）細胞をラット脳内に接種し、
その浸潤過程をスライスカルチャーにて可
視化した。その結果、 
(4)  FRET バイオセンサーを発現するトラ
ンスジェニックマウスの作製： Tol2 トラン
スポゼースを使うと、高効率に FRET バイオ
センサー発現マウス（FRET マウス）が作成
できることを見出した。これらのマウスを使
って以下の研究を行った。 
①ERK 活性の脳内分布： ERK マップキナ
ーゼの活性を測定する FRET バイオセンサ
ーを恒常的に発現するトランスジェニック
マウス EISUKE マウスを作製した。このマ
ウスの胎児脳のスライスを多光子顕微鏡で
観察すると脳内の ERK 活性地図が容易に作
成できることが分かった。 

②好中球の血管外遊出過程における ERK の
活性化： EISUKE マウスに腸炎を誘導した
状態において、粘膜下の血管を観察し、好中
球が血管外に遊出する過程における ERK 活
性の変化を可視化した。好中球は、ローリン
グ、接着を経て血管内皮の間をとおって血管
外に出るとされるが、接着の過程で ERK が
活性化されること、ERK 活性はこの血管外
遊出に必須であることを明らかにした。 

 
③上皮基底細胞におけるERK活性伝搬現象の
発見： EISUKE マウスの表皮基底細胞を観
察し、ERK 分子の一過性活性化が同心円状
に伝搬していく現象を発見し、SPREAD と
命名した。 
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