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研究成果の概要（和文）：個体、器官、組織内の個々の細胞について、その働きに関する時空間パターンを調べる技術
を開発してきた。本研究では、細胞周期プローブFucciの開発とその発生、癌研究への応用、レチノイン酸プローブGEP
RAの開発とその発生研究への応用、生体固定組織の透明化技術Scaleの開発とその中枢変性疾患研究への応用などを行
ってきた。技術間のcrossoverを図ることに努めた。たとえばFucci+Scaleで、マウス胎仔における細胞の増殖と分化の
協調パターンを包括的に可視化した。また、Fucci+GEPRAで、魚胚の体節形成における細胞周期とレチノイン酸濃度勾
配との関係について理解することが出来た。

研究成果の概要（英文）：Using population and time-lapse imaging analyses of cancer cells expressing new 
versions of the fluorescent cell-cycle indicator, Fucci, we found great diversity in the cell-cycle 
alterations induced by anticancer drugs. Drug-induced cell cycle modulation varied not only between 
different cell types or following treatment with different drugs, but also between cells treated with 
different concentrations of the same drug. Using newly developed probes for retinoic acid (RA), GEPRA, we 
performed live imaging of zebrafish embryos at the gastrula and somitogenesis stages, which revealed a 
linear concentration gradient of endogenous RA in a two-tailed source-sink arrangement across the embryo. 
We developed a simple yet efficient method, Scale, that increases the transparency of biological tissue 
while preserving the signals of fluorescent labels. We established procedures for large-scale 
high-resolution 3D reconstruction of labeled structures within fixed specimens of millimeter size.

研究分野：バイオイメージング
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞周期蛍光プローブ Fucci (Fluorescent 
Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) 
(Sakaue-Sawano et al. 2008) は、G1期の細胞
核を赤色に、S,G2,M期の細胞核を緑色にラ
ベルするプローブである。培養細胞に発現
させれば、リアルタイムで G1→S/G2/M→2 
x G1の進行を可視化できる。個体、器官、
組織内の個々の細胞（とくに癌細胞）につ
いて、細胞周期位相の変化の時空間的パタ
ーンを調べることが次の課題であった。ま
た、そうした細胞周期パターンと腫瘍血管
パターンを合わせて観察することが求めら
れていた。様々な空間スケールで３次元的
に可視化する光学技術を開発する必要があ
った。我々は経常研究の一旦として、脳内
の神経ネットワークを３次元的に可視化す
る技術（Scale 技術）の開発を進めており、
こうした研究で得られた成果 (Hama et al. 
2011) や経験を、癌イメージングの技術開
発に生かすことを考えた。 
細胞の「細胞周期進行」に対しネガティ
ヴな現象として「酸化ストレス」、「アポト
ーシス」 (Nagai et al. 2004)、「オートファジ
ー」(Katayama et al. 2008) を可視化する蛍
光プローブを開発してきた。 
より広く、より深く、より細かく、より
速く、より長く、という要求・要望を全部
最大限に満たすことはできない。イメージ
ングの時空間を巡る技術要素の間には様々
な trade offsがある。イメージングの性質に
応じて、最先端的要素と妥協的要素をうま
く協調させるシステムが必要である。 

 
 
２．研究の目的 
 
細胞が様々な外界刺激を受けながら増殖・
分化を営む過程で、生物学的諸現象が見せ
る時空間パターン（細胞内、組織内、個体
内）を解析するためのバイオイメージング
技術を開発し、幅広い実践を通して癌研究
への応用を検討する。 
蛍光タンパク質技術と光学顕微鏡技術を
新規に開発し、癌に関連する生物学的現象
の時空間パターンを制御するメカニズムを
調べる。Google Mapのように、異なる空間
スケール（動物個体、器官、組織、細胞、
細胞内小器官、細胞内微小領域）を自由自
在に往来しながら、複数の現象をイメージ
ングすることによって癌バイオロジーの多
角的な理解を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
より深いバイオイメージングを目指して、
長波長領域に蛍光を発する蛍光（発光）タ
ンパク質、多光子励起の効率が高い蛍光タ

ンパク質を開発する。また、固定標本を観
察する場合を考慮し、ホルムアルデヒド固
定や各種有機溶媒に耐性を示す蛍光タンパ
ク質を開発する。多光子励起顕微鏡におい
ては、自動波長切り替え、深部での光学（球
面収差）補正などの技術を開発する。 
 より細かいバイオイメージングを目指し
て、フォトクロミック蛍光タンパク質の光
スイッチング性能の幅を拡大する。 
 より多角的なバイオイメージングを目指
して、Fucciに加えて、酸化ストレスセンサ
ー、アポトーシスセンサー、オートファジ
ーセンサー、マイトファジーセンサー、炎
症センサーなどを開発する。また細胞周期
センサーを多様化させる。これらセンサー
を発現する細胞群をマウスに移植する、あ
るいは、そうしたセンサーを様々な部位で
発現するマウス個体を作製する。さらに、
ES細胞、iPS細胞を使う再生医療や、抗癌
剤開発のための蛍光イメージングシステム
の開発を行う。 
上記の要素技術を統合させて、時間的に
も空間的にもズームインとズームアウトを
自在に行えるイメージングシステムを完成
させる。 
 
４．研究成果 
 
1. 細胞周期プローブ Fucci の第 2 世代
Fucci2を作製した。Fucci2プローブを発現
する HeLa細胞および NMuMG細胞を作製
し、抗がん剤の作用を再評価する実験系を
確立した。特に、endoreplication cycleに入
る細胞を高頻度に検出することができた。 
 
2. 細胞周期プローブFucciを恒常的に発現
するトランスジェニックマウスを用いた解
析を行った。まず#474/610ラインの血球系
細胞の細胞周期進行を詳細に調べたところ、
G0期とG1期とが、Fucciの赤色蛍光の強度に
よって識別できることがわかった。特にリ
ンパ球が休止期状態と活性化状態との間を
往復する様子を観察することができた。ま
た、#474/610ラインから調製した造血幹細
胞画分及び胎盤形成細胞画分を使って、細
胞分化とendoreplication（細胞質分裂をスキ
ップして核DNA量が指数関数的に増大する
現象）との連関を観察することができた。 
 
3. 細胞周期プローブFucciを恒常的に発現
する培養細胞を長期間にわたって追跡する
ための培養皿FulTrac wellを開発した。また、
培養皿上で増殖する細胞を追跡しながら細
胞系譜を解析するソフトウエア（スネーク
法を採用）Tadorを開発した。 
 
4. 細胞周期プローブFucciについて、G1/S 
transitionに加えてS/G2 transitionを可視化す
るFucci probe (Fucci4) の開発に成功、培養
細胞でのvalidationを行った。 



5. ゼブラフィッシュにおいて機能する
Fucciプローブ、zFucciを新たに開発し、ト
ランスジェニックゼブラフィッシュの作製
を経て、網膜神経上皮や脊索の発生におけ
る細胞周期進行のパターンを可視化した。 
 
6. レチノイン酸センサーGEPRA を開発し、
ゼブラフィッシュの胚におけるレチノイン
酸濃度の濃度勾配を初めて直接的に可視化
した。 
 
6. GEPRA が哺乳類細胞において凝集を形
成しやすいことが判明した。哺乳類細胞で
機能する mGEPRAを開発し、mGEPRAを
発現するトランスジェニックマウスを作製
した。胚の各組織、成獣の免疫系や生殖系
の組織で起こるレチノイン酸動態について
解析を行いつつある。 
 
7. 生体固定試料を透明化する水溶液 Scale
試薬を開発し、試料の表面から深部を観察
する技術を開発した。マウス脳の固定サン
プルに適用し、神経回路や血管などの構造
について大規模・高精細の３次元再構成が
容易にできるようになった。３次元空間に
おいて構造間の距離を自動的に測定するソ
フトウエア RINZOを開発した。 
 
8. ニホンウナギの筋肉から緑色蛍光タン
パク質をコードする遺伝子を単離した。そ
の遺伝子産物「UnaG」は、クラゲやサンゴ
由来の蛍光タンパク質とはまったく異なる
しくみで光ることがわかった。UnaGにおい
てはビリルビンが特異的に結合し蛍光性発
色団として働くのである。こうしたしくみ
を利用して、生体ビリルビンイメージング
を目指した技術開発を進めている。ビリル
ビンが脂質の酸化を防ぐ「抗酸化物質」で
あることに注目し、組織内（血管外）のビ
リルビン濃度勾配を検出することを狙う。 
 
 
9. カルシウム指示薬cameleonを多角的に進
化させることを行う。従来は、CFPとYFP
のFRETを利用するYellow cameleonが主で
あったが、GFP, OFP (orange fluorescent 
protein), RFPなどを組み合わせて使うorange 
cameleonやred camelonを開発した。変化量
（反応の大きさ）や輝度について改善を行
い、長時間にわたるカルシウムイメージン
グに応用した。 
 
10. 石サンゴ、キクメイシ由来の蛍光タン
パク質KikGRを材料に、非常に結晶化しや
す い 変 異 体 Xpa 「 （ Crystalizable and 
photo-activatable：クリスパ）」を作製した
ところ、生きた細胞の中でも大きな結晶を
作ることがわかった。Xpaタンパク質を発現
する培養細胞をタイムラプスイメージング
で観察したところ、細胞質中に広がったXpa

タンパク質が一瞬にして集積し、数ミクロ
ン程度のひし形結晶に変身する様子が確認
された。結晶を免疫組織学実験および透過
型電子顕微鏡観察したところ、リソソーム
の膜で覆われていることが分かった。その
結晶は、生成後にユビキチン、p62、LC3を
介する選択的オートファジーによってリソ
ソームへ取り込まれることが明らかとなっ
た。さらに、細胞1個を材料にＸ線回折構造
解析を行い、Xpaタンパク質の立体構造を
2.9オングストロームの分解能で決定する
ことに成功した。  
 
11. 蛋白質の構造変化を蛍光シグナルに変
換して生体現象を可視化する一分子型セン
サーについて概説した。蛍光共鳴エネルギ
ー移動（FRET）および単一蛍光蛋白質に基
づくセンサーを網羅し、その原理と技術進
化、最新の応用例について解説した。さら
に、新たに開発したYCX2.60を発現するト
ランスジェニックマウスを作製した。 
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