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研究成果の概要（和文）：細胞を認証するための「テンプレート」とそれを記述するための「座標軸」を設定す
るため、各細胞内小器官の配置に関するパラメータを取得した。そのために、各種蛍光タンパク質を用いたオル
ガネラマーカーライブラリを構築した。その結果、蛍光タンパク質のフォールディングの促進が、しばしばオル
ガネラマーカーの局在に負の影響を与えることを見出した。また、構築ライブラリを用いてオルガネラの配置を
解析することで、エンドソーム系の重心位置が細胞内で直線上に配置していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In order to set a "template" for authenticating cells and a "coordinate 
axis" for describing it, parameters regarding the arrangement of each organelle were obtained. For 
this purpose, an organelle marker library was constructed using various fluorescent proteins. It was
 found that the facilitation of the folding of fluorescent proteins might negatively affect the 
localization of the organelle markers. In addition, by analyzing the arrangement of organelles using
 the library, it was found that the centroids of the endosomal system formed a certain line in 
cells.

研究分野：生理学、細胞生物学

キーワード： 細胞形態　細胞内小器官　細胞認証

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、これまで経験則にのみ基づいていた細胞の形態認識に客観的な指標を与え、生物を題材とし
た研究ゆえのheterogeneityを説明するような知見が提供されることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
我々が日常行っている基礎医学生物学研究では、培養細胞を使用する頻度が高い。日常細胞を
培養・維持する際には、ルーチンにその形態を顕微鏡で観察する。その顕微鏡観察像に基づい
て細胞の状態（いわゆる調子が良いかどうか）に関する判定をし、実験に供することができる
か、はたまた培地交換やメインテナンスをして培養を継続すべきか、などの判断を下している。
ある一定以上の経験を積んだ研究者であれば、ごく当たり前にできる形態の判別であるが、具
体的、客観的な判断指標をあげられる人はおそらくほとんど存在しないであろう。このことは
細胞レベルでの話に留まるものではない。「最後の診断」と言われる病理組織診断においては、
顕微鏡像で観察した組織像から疾患（例えば、がんなどの悪性腫瘍か良性病変か）を同定する。
近年は免疫組織化学や遺伝子診断等の補助診断も併用されるが、根本的には組織形態の特徴に
基づく「脳内のデータベースとの照合作業」を基盤としており、未だ客観的な数値データが存
在しないのが実情である。にもかかわらず病理医は正しい診断を下し、医療を支えている。 
このような、非定量的ではあるが高い形態識別能力は、例えば人が他人の顔を識別するときに
も生かされている。人間の顔は定量的には目が 2個、鼻が 1個、口が 1個、頭部には毛髪（人
によっては髭）という情報しか有さないが、ある人物の顔を見るだけで個人を特定することが
できる。また多くの場合は髪型を変えた程度では、個人を見紛うことはない。このことは、顔
の輪郭、目鼻口の位置関係を無意識のうちに計測し、脳内のデータベースと照合することで個
人認証を行っているものと考えられる。 
この顔認識に関しては、現代の技術革新により自動判別が可能になりつつある。それが生体認
証（バイオメトリクス, biometrics認証）である。生体認証は人間の身体的特徴や行動的特徴の
情報を用いて行う個人認証技術であり、古くは指紋認証から始まり、現在では虹彩、網膜、静
脈、声紋、顔認証が実用化されつつある。認証には「テンプレート」と呼ばれる情報を事前に
採取登録し、認証時にセンサで取得した情報と比較することで認証を行う。顔認証の場合には
撮影した顔の画像から、傾きや位置を検出して補正し、特徴点（眼の中心、唇の端など）の位
置や点同士の距離などを計測しテンプレートとして照合に用いられる。 
我々は、FRET バイオセンサーを用いて生きた細胞が増殖因子などに応答する様子を顕微鏡で
観察してきた。その経験に基づき、増殖因子に反応性が良い細胞を定量的・客観的な指標がな
いまま選定することができる様になっている。この判定に「テンプレート」との照合ができれ
ば、正しい実験技術・知識の指導、さらに論文の材料と方法にもどのような細胞を選択したか
を記載することができるはずである。 
 
２．研究の目的 
種々の細胞種や細胞の置かれている状態において、各細胞内小器官の配置に関するパラメータ
を網羅的に取得する。このパラメータをもとに細胞を認証するための「テンプレート」とそれ
を記述するための「座標軸」を設定することを目的とする。本研究成果により、これまで経験
則にのみ基づいていた細胞の形態認識に客観的な指標を与え、生物を題材とした研究ゆえの
heterogeneityを説明するような知見を提供する。 
 
３．研究の方法 
（１）オルガネラマーカーの作製 
特定のオルガネラに局在することが知られているタンパク質もしくはその局在化配列と蛍光タ
ンパク質との融合タンパク質をコードする発現ベクターを作製した。例えば、小胞体局在タン
パク質として Sec61を、ミトコンドリア局在配列として cytochrome c oxidase subunit 8Aのミト
コンドリア移行配列 (mito)等、12種類のオルガネラ局在タンパク質もしくは局在配列を用いた。
蛍光タンパク質は Sirius（群青色）、super enhanced cyan fluorescent protein（SECFP, シアン色）、
enhanced green fluorescent protein（EGFP, 緑色）、Venus（黄色）、mCherry（赤色）および infrared 
fluorescent protein（iRFP, 近赤外色）を用いた。発現ベクターをアフリカミドリザル腎臓由来
Cos-1細胞に導入し、冷却 charge-coupled device (CCD) 付落射型蛍光顕微鏡もしくは共焦点顕微
鏡で観察した。得られた画像の解析には画像解析ソフト MetaMorph®および ImageJ を用いた。
各蛍光タンパク質のアミノ酸配列は Clustal W を用いて比較した。作製したミトコンドリアマ
ーカーがミトコンドリアに局在するか評価するために、ミトコンドリア標識色素 Mitotracker 
Red CMXRosで染色した細胞からマスク画像を作成し、ミトコンドリアと細胞質・核の蛍光強
度比を算出した。pHバイオセンサーpHluorinの pH感受性は、pHluorin発現細胞から精製した
細胞可溶化液を種々の pH に調整した緩衝液と混合し、マイクロプレートリーダーで蛍光強度
を測定することで評価した。ミトコンドリア pH センサーmito-pHluorin の性能評価は、ミトコ
ン ド リ ア 呼 吸 鎖 の 脱 共 役 薬 で あ る プ ロ ト ン イ オ ノ フ ォ ア carbonyl cyanide 
4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP)の存在下でライブセルイメージングし、得られた画
像から蛍光強度をプロットした。 
 
（２）細胞内小器官の位置情報の取得 
（1）で作製したオルガネラマーカーを用いて、各細胞内小器官の局在・配置情報を取得した。
配置の重心位置や分散度合い等を、画像解析ソフトを用いて抽出し、パラメータとして記録し
た。 



さまざまな状態の細胞を用いて、同様にパラメータを取得した。得られたパラメータにより実
際に細胞を認証可能なアルゴリズムと、認証のための「テンプレート」および「座標軸」を決
定した。 

 

４．研究成果 
（１）オルガネラマーカーの作製 
作製した 72 種類のオルガネラマーカーを Cos-1
細胞に発現させて観察したところ、一部で目的と
するオルガネラ以外に局在するものがあった（図
1）。特に、ミトコンドリアマーカーでは融合する
蛍光タンパク質によりその程度の差が顕著であり、
EGFP を融合させた場合はミトコンドリアの蛍光
強度に対する細胞質・核の蛍光強度の比率が 0.2
であったのに対して、Venusや SECFPを融合させ
た際にはいずれも 0.6であった（図 2）。これら蛍
光タンパク質のアミノ酸配列比較から、Venus や
SECFP 等にはフォールディングを促進する変異
が導入されていることが明らかとなった。そこで、
フォールディング促進変異が導入されていない黄
色蛍光タンパク質 enhanced yellow fluorescent 
protein (EYFP) と mitoを融合させたところ、細胞
質・核の相対的な蛍光強度が
EGFPと同様 0.2まで減少した（図
3）。以上から、蛍光タンパク質の
フォールディング速度とミトコン
ドリアマーカーの局在とが密接に
関わることが明らかとなった。そ
こで、フォールディング促進変異
をもとに戻す復帰変異を、音楽用
語の a tempo（もとの速さで）に因
んで、at復帰変異と命名した。 
EGFP のバリアント pHluorin は、
生理的な pH 変動範囲内で蛍光強
度が変化するため、細胞内 pH セ
ンサーとして用いられている。ミ
トコンドリア内 pH を測定するた
めにmitoを融合したpHluorinを作
製したところ、ミトコンドリア以
外に細胞質と核にも局在した。ア
ミノ酸配列を調べたところ



pHluorin にもフォールディング
促進変異が導入されていたので、
at pHluorinを作製した。mito-at 
pHluorinは mito-pHuorinと比較
して細胞質に局在する割合が減
少し、mito-EGFP と同程度まで
ミトコンドリアに局在した 
(0.37→0.26)（図 4a）。そこで、
pHluorinと at pHluorinを用いて
FCCP による pH 変化を経時的
に測定した。薬剤の添加により、
mito-pHluorinと mito-at pHluorin
の蛍光強度はともに減少したが、
mito-at pHluorinの蛍光強度の減
少が mito-pHluorin のそれより
も小さかった（図 4b, c）。FCCP
はミトコンドリア膜だけでなく
細胞膜にも作用し、濃度依存的
に細胞質 pH を低下させる。こ
のことから、mito-pHluorinは細
胞質のpH変化にも応答したが、
mito-at pHluorinはその影響を受
けなかったと考えられる。一般的に、遺伝子導入後の蛍光検出可能な時間が短いため、フォー
ルディングが早い方が望ましい（高性能な蛍光タンパク質）とされているが、オルガネラマー
カー作製においてはその限りではないことが明らかとなった。したがって、オルガネラマーカ
ー作製の際には様々な蛍光タンパク質を試し、最適な蛍光タンパク質を選択することが重要で
あると考えられる。 
 
（２）細胞内小器官の位置情報の取得 
培養細胞の早期エンドソームと核を蛍光ラ
ベルした。得られた顕微鏡画像のうち微分
干渉画像から細胞全体の形態を、エンドソ
ームと核はそれぞれの蛍光画像に基づき、
画像解析ソフトを用いて重心を算出した
（図 5）。 
次に、重心位置について回帰直線を作成し、
相関係数を算出した。その結果これら 3つ
構造体の重心は非常に高い確率で直線状に
配置されることが明らかになった（図 5）。
この 3つの重心座標に対する回帰直線に対
する相関係数は大多数の細胞で非常に高く、
観察した 17個中 12の細胞で 0.7以上の値
を示した。この数値は通常生き物を対象と
する生物学研究においては、驚愕に値する数値である。他の傾向として、細胞質とエンドソー
ムの重心は核の重心と比べると近い位置にあり、核膜周囲から核内にかけて存在した。回帰直
線は細胞の長軸方向あるいは核の長軸方向とは一致しない。相関係数と細胞の大きさあるいは
核の大きさとは無関係であった。以上の結果は、細胞内小器官の配置にはある一定の法則が存
在すると予測され、細胞認証の「テンプレート」の候補となる情報である。 
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