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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞の活性化シグナル伝達を検出し、細胞状態の変化を擬似時間で並べて
シグナル伝達の活性化度合いを計測することで細胞状態変化におけるシグナル伝達を擬似追跡する系を構築し
た。まず連続免疫染色法を開発し、細胞状態変化における活性化シグナル伝達を網羅的に検出する系を確立し
た。次にヒト細胞株のがん遺伝子誘導性細胞老化の系を用いて、状態変化した細胞に対してシグナル伝達分子を
含む206種類の免疫染色を行った。染色した細胞を１細胞解像度でプロファイルし、擬似時間を構築することで
細胞老化におけるシグナル伝達の活性化順序の検出を達成した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we established to detect an pseudo-tracking of signal 
transductions during cell state changes by measuring multiple protein informations including 
signaling molecules. First, we developped a sequential immunostaining (SeqIS) method for 
complehensive detection of activated signals during cell state changes. Next, we performed SeqIS 
with 206 antibodies recognize multiple factors including signal transduction molecules for 
oncogene-induced cellular senescence in a human cell line. The order of signal transduction during 
cellular senescence was enable to profle by constructing pseudotime by analyzing the SeqIS dataset.

研究分野： Spatial Omics
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した空間オミクス手法は、細胞状態と空間配置を精緻に捉え、擬似時間解析により特定の細胞状態
の将来推定を可能にした。将来的には本技術を疾患組織の解析に応用することで、がんの悪性化や各種疾患につ
ながる特異的な細胞環境やシグナル伝達メカニズムを解明し、新たな疾患の治療戦略確立につながることが期待
される。

※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 
生体を構成する細胞は、細胞外環境による外的な刺激と内因の遺伝子発現により状態が制御 
される。生体の恒常性の維持あるいは破綻であるがん化や老化の理解には、これら細胞内外の変
化の解析が欠かせない。すなわち外因性のシグナル伝達から内因性のクロマチン構造の制御に
至る空間的、時間的変化の統合的理解が必要となる。現在、単一細胞トランスクリプトーム法を
主流とした手法により細胞集団の変化や特異的な細胞の出現を捉える試みが行われている。そ
の一方で外的な干渉を示すシグナル伝達がトランスクリプトームを上流で制御するメカニズム
の解明は技術の限界でこれまで困難であった。 

 
２．研究の目的 
本研究では個々の細胞のトランスクリプトームをシグナル伝達経路とともに同時解析可能な
マルチオミクス技術を開発し、細胞集団を単一細胞トランスクリプトーム情報から擬似時間追
跡法によりソートすることで細胞状態変化におけるシグナル伝達のダイナミクスを可視化する。 
 
３．研究の方法 
活性化シグナル伝達情報を網羅的に取得する手法として、抗体による標的タンパク質の染色
と消光を繰り返す連続免疫染色法を開発する。ヒト正常線維芽細胞 IMR90のがん遺伝子誘導性
細胞老化モデルを用いて連続免疫染色を行った後に、一細胞毎にタンパク質の発現をプロファ
イルし、細胞状態の似た順序で並び替えを行うことで擬似時間を構築する。その上に活性化シグ
ナル伝達状態をプロットすることで、細胞状態の変化とそれに関わるシグナル伝達の活性化を
解析する。 
 
４．研究成果 
 免疫染色と消光を繰り返す系を構築するため、抗体にジスルフィドリンカーを介して蛍光色
素を付加した抗体 Precise Emission Cancelling Antibody (PECAb)を開発した。PECAb を用い
た染色後に還元剤で SS 結合を切断することで免疫染色によるシグナルが消光されることを確認
した。活性化シグナル伝達分子を含む 206 種類の PECAb を用いて細胞老化を誘導した IMR90 細
胞を染色し、細胞毎に染色シグナルの定量を行なった。その結果、細胞老化誘導前後で異なる細
胞状態のプロファイルが得られた。さらに細胞を正常から老化状態に並び替えることで擬似時
間を構築し、擬似時間上でシグナル伝達活性化状態を観察した結果、がん誘導性細胞老化で見ら
れる ATM や AKT の活性化のダイナミクスがこれまで報告されていたものと一致した。さらに擬
似時間上における細胞老化マーカーのダイナミクスを解析した結果、老化に伴う p21, p53BP の
上昇、Lamin B1 の減少が見られた。以上の結果から連続免疫染色により取得されたデータを用
いる擬似時間解析は細胞状態変化に関わる活性化シグナル伝達のダイナミクスを解析する手段
として機能することが示された。 
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