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要旨 

免疫細胞が分泌する IFN (Interferon)-γは腫瘍免疫における重要なエフェクター分子のひとつで

あり、がん細胞に作用して多角的な効果を発揮する。しかし腫瘍微小環境における IFN-γの時空

間的な広がりに関する情報は未だ明らかになっておらず、IFN-γ応答を一細胞の分解能で可視化

するツールも成熟していない。 

本研究ではがん細胞における IFN-γ応答を可視化する新規ツール開発を目指した。STAT1が

IFN-γに応答してリン酸化し、ホモ二量体を形成して核内へ移行することに着目し、STAT1の

cDNAに蛍光タンパク質を付加した融合タンパク質を細胞に導入した。その結果、導入した

STAT1バイオセンサーが IFN-γに応答して核内へ移る様子が観察され、定量的評価が可能となっ

た。 

また、IFN-γに応答して核内へ移行した STAT1が下流因子の転写を開始することに着目し、

IFN-γ応答プロモーター活性を生物発光及び蛍光で検出する IFN-γセンシングプローブ(ISP)を作

製した。ISPは IFN-γ応答プロモーターと PGK安定発現プロモーターを双方向に組み合わせた構

造をとる。IFN-γシグナルに応答して赤色蛍光タンパク質 mCherryと生物発光酵素 Akalucを発現

し、IFN-γ応答プロモーター活性を生物発光及び蛍光で検出することができる。加えて、PGKプ

ロモーター下でシアン色蛍光タンパク質 Turquoise-GLを安定的に発現し、ゲノム内挿入サイト

の影響を補正することが可能である。5種類の IFN-γ応答プロモーターを比較した結果、GAS 

(Gamma-interferon activation site)及び ISRE (Interferon-stimulated response element)が IFN-γに応答し

たプロモーター活性を示すことがわかった。これらを組み込んだ ISPを 4種類の細胞に導入して

IFN-γ刺激を in vitroで与えたところ、すべての細胞種で ISPの活性上昇が見られ、かつその上昇

度合いには IFN-γに対する濃度依存性が見られた。また、これら 4種類の細胞を IFN-γで刺激し

た際、IFN-γに対する感受性及び ISPの活性度合いが細胞種により異なることがわかった。 

作製した STAT1バイオセンサー及び ISP-GAS発現がん細胞の皮下への同種移植モデルを利用

することにより、生体マウスにおける移植がんの IFN-γ応答可視化を試みた。STAT1バイオセン

サーを発現する BrafV600E細胞を皮下担がんしたところ、担がん後 5日の時点で STAT1バイオセ

ンサーが核内に集積している様子が観察された。ISP-GASを発現する B16F10細胞を皮下担がん

したところ皮下担がん後 7日の時点で IFN-γ依存的な ISP-GAS活性上昇を発光イメージングに

より認めた。またこのとき、二光子顕微鏡観察及びフローサイトメトリーによる蛍光検出によ

りがんの IFN-γ応答を一細胞レベルで検出することに成功した。 

以上のことから、STAT1バイオセンサーは IFN-γ初期応答を、ISP-GASは IFN-γ二次的応答を

可視化するバイオセンサーであることが示され、特に双方向性プロモーターを導入した ISP-

GASは、バイオセンサーのゲノム内挿入サイトの影響を克服しうる新規ツールとして有用であ

ることが示された。 
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略語表 

CRISPR/Cas9 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats / CRISPR associated proteins 9 

Fluoppi Fluorescent based technology detecting Protein-Protein Interaction 

GAF Gamma-interferon activation factor 

GAS Gamma-interferon activation site 

GqPCR Gq protein-coupled receptor 

IFN-γ Interferon-gamma 

IFNGR Interferon-gamma receptor 

IRES Internal ribosome entry site 

IRF1 Interferon regulatory factor 1 

ISP Interferon-gamma sensing probe 

ISRE Interferon-stimulated response element 

JAK Janus kinase 

Ly-6E Lymphocyte antigen 6E 

MHC Major Histocompatibility Complex 

MIG Monokine induced by interferon-gamma 

MinP Minimal promoter 

NA Nuclear accumulation 

NLS Nuclear localization signal 

PB1 Phox and Bem1p 

PD-L1 Programmed death-ligand 1 

PGK 3-phosphoglycerate kinase 

SH2 Src-homology 2 

STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1 

SV40 Simian virus 40 

WPRE Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element 

YPet Yellow fluorescent protein for energy transfer 

cDNA Complementary DNA 

mAG Monomeric azami green 

mRNA Messenger RNA 

sfGFP Superfolder green fluorescent protein 

sgRNA Single-guide RNA 
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序論 

IFN-γと腫瘍免疫 

腫瘍免疫 

免疫は体内に存在する異物から生体を守り、正常に保つのに重要な役割を担う。免疫は、異

物を「非自己」として認識することに端を発し、免疫の役割を担う多様な免疫細胞や物質が協

働しながら、異物を排除しようとする。免疫は、常に体内を監視しながらいち早く異物を感知

し、直ちに排除する自然免疫系と、監視の過程で得られた異物情報をもとに対象の異物を特異

的に見分け、効率的に排除する獲得免疫系とに大別される。それぞれの免疫系においては異な

る免疫細胞が関与し、複雑なネットワークを形成している。 

免疫が異物として認識し排除するものの一つに、がん細胞がある。がん細胞は、遺伝子変異

が蓄積して無秩序に増殖するようになった異常な細胞である。自身の細胞由来であるがん細胞

も、遺伝子変異に伴う異常タンパク質の発現などにより異物として認識され、免疫により排除

されている。この異常なタンパク質は細胞内でペプチドまで分解され、MHCクラス I分子とと

もにがん細胞表面に露出される。これを細胞傷害性 T細胞などの免疫反応が認識すると、がん

細胞への攻撃が始まる。しかしがん細胞は、常に性質を変化させながら、免疫によるパトロー

ルや攻撃から逃れる仕組みを獲得する。がんに対する免疫反応は、免疫細胞による攻撃と、が

ん細胞による逃避反応のせめぎあいの結果として理解される。 

 
図 1 がん細胞を攻撃する免疫応答の例 

樹状細胞が取り込んだがん細胞由来抗原は細胞内で短いペプチドに分解され、MHCクラス I分

子との複合体として細胞表面に運ばれる。T細胞受容体を介してこの MHCクラス I分子複合体

を特異的に認識する細胞傷害性 T細胞が樹状細胞と結合すると、細胞傷害性 T細胞が活性化さ

れる。活性化された細胞傷害性 T細胞は同じ抗原を発現するがん細胞、すなわちこの細胞傷害

性 T細胞が特異的に認識できるがん細胞を探し出し、攻撃を加えるようになる。 
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腫瘍微小環境 

がん細胞が免疫による監視と排除から逃れた場合、がん細胞は増殖し、腫瘍組織を形成す

る。腫瘍組織は、繊維芽細胞、血管内皮細胞などがん細胞の周囲に混在する正常組織や、免疫

細胞、分泌物質など様々な細胞・非細胞成分から構成され、総体として腫瘍微小環境と呼ばれ

る。がんの増殖や転移のしやすさは、がん細胞自体の性質だけではなく、がん細胞と腫瘍微小

環境との相互関係もまた関わっている。たとえば腫瘍微小環境中のがん細胞は、プロスタグラ

ンジン E2の放出により免疫細胞の働きを抑制しており、この機構は血管内皮細胞から分泌され

るトロンボキサン A2ががん細胞に働くためであることが示されている(Bonavita et al., 2020; 

Konishi et al., 2021; Zelenay et al., 2015)。このように腫瘍免疫応答を明らかにするためには、がん

細胞や免疫細胞そのものの性質だけでなく、それらが複雑に絡み合ったシステム全体を包括的

に理解する必要がある。 

 

IFN-γの機能 

IFN-γは免疫細胞から分泌されるサイトカインの一種であり、腫瘍免疫において重要な役割を

担う。IFN-γは腫瘍微小環境において抗腫瘍免疫反応に寄与する(Dighe et al., 1994; Kaplan et al., 

1998)。IFN-γはがん細胞に直接作用して細胞死を誘導したり、細胞周期抑制を引き起こしたりす

ることにより、腫瘍の成長を抑制する(Bromberg et al., 1996; Chin et al., 1997; Chin et al., 1996; 

Fulda and Debatin, 2002)。さらに IFN-γは、がん細胞の MHCクラス 1分子依存的な抗原提示能を

増強させ、それにより細胞傷害性 T細胞による攻撃を受けやすくする(Meunier et al., 2005)。 

しかしながら一方で、IFN-γは腫瘍成長促進にも関与していることが報告されている(Beatty 

and Paterson, 2000; Taniguchi et al., 1987)。IFN-γはがん細胞の表面に PD-L1などの免疫チェックポ

イント阻害分子を発現させ、腫瘍に浸潤している細胞傷害性 T細胞からの免疫逃避に寄与する

(Dong et al., 2002; Freeman et al., 2000; Garcia-Diaz et al., 2017)。また、IFN-γはがん細胞のゲノム

不安定性を高め、免疫反応を回避する能力を与えうる可能性が報告されている(Takeda et al., 

2017)。 

このように IFN-γががん細胞にもたらす影響は分子生物学的、細胞生物学的に理解されてきた

ものの、抗腫瘍免疫応答及び腫瘍促進応答という矛盾した効果をもたらす点に関しては、依然

として腫瘍免疫研究上の重要な争点となっている。 

 

IFN-γシグナル伝達経路 

IFN-γの生物学的効果は、主に JAK-STAT経路を介した細胞内分子シグナルネットワークの活

性化によって惹起され、この経路は多くの遺伝子の転写を調節し、多様な生体反応を媒介する

(Castro et al., 2018)。IFN-γによる細胞内分子シグナルネットワークの活性化はまず、IFN-γがそ

の受容体に結合することから始まる。IFN-γ受容体はリガンド結合能を持つ IFNGR1鎖 2本と、

シグナル伝達能を持つ IFNGR2鎖 2本により構成される。IFNGR1、IFNGR2の細胞内ドメイン

にはそれぞれ、JAK1、JAK2が構成的に結合している。IFN-γの結合に伴い、JAK2の自己リン

酸化と活性化が誘導される。JAK2によりリン酸化され活性化した JAK1は、各 IFNGR1鎖のチ

ロシン残基をリン酸化し、STAT1の SH2ドメインと隣接する 2つのドッキング部位を形成す

る。STAT1は、JAK1及び JAK2によって C末端に位置する 701番目のチロシン残基でリン酸化

され、その結果、ガンマ活性化因子(GAF)として知られる STAT1ホモダイマー複合体が形成され

る。この複合体が受容体から解離して核に移行し、インターフェロン活性化配列に結合するこ
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とで遺伝子発現を制御する。 

 
図 2  IFN-γシグナル伝達経路の概略図 

 

 

 

 

IFN-γシグナルの定量的可視化の意義、戦略、課題 

腫瘍免疫の複雑性を理解するためには、細胞間のコミュニケーションを定量的に解析する必

要がある(Altan-Bonnet and Mukherjee, 2019)。腫瘍免疫における IFN-γの効果に着目する場合、腫

瘍微小環境における IFN-γの時空間的な広がりを分析することが重要である。生体内における

IFN-γの産生を直接可視化することは、その時間的変化及び組織特異性を巨視的に理解するのに

有用である(Reynolds et al., 2019)。IFN-γが細胞傷害性 T細胞から分泌される場合、細胞傷害性 T

細胞と標的細胞との間に形成される免疫シナプスを介して方向性を持って分泌されることが知

られている(Huse et al., 2006)。このことから IFN-γは腫瘍微小環境中において局所的な活性をも

たらすことが期待される。免疫シナプスに向かって放出された IFN-γが周辺に漏れ込み、標的細

胞周辺の細胞もまた、この活性の影響を受ける可能性が報告されている(Sanderson et al., 2012; 

Trubiani et al., 1994)。このとき、がん細胞における IFN-γ応答を一細胞の分解能で可視化するツ

ールが求められる。この目的のために、IFN-γが活性化する JAK-STATシグナル伝達経路は IFN-

γに対するがん細胞の応答を可視化するための汎用的な指標となり得る。例えば STAT1の核内移

行は、IFN-γ刺激に対する初期応答の指標として用いることができる(Samsonov et al., 2013; 

Sanderson et al., 2012; Thibaut et al., 2020)。また、STAT1によって誘導される転写活性を蛍光タン
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パク質の発現により定量することが可能である(Hoekstra et al., 2020)。既存のバイオセンサー

は、集積部位効果や導入遺伝子のコピー数に左右されるため、IFN-γ活性を定量的に比較するた

めには、蛍光および生物発光信号を標準化する必要がある。 

 

生体イメージング 

蛍光プローブと二光子顕微鏡を用いた生体イメージング 

生体イメージングは、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

析する手法である。核磁気共鳴を利用した MRI、放射線を利用した PETや CTなどと比較し

て、蛍光タンパク質を用いた蛍光生体イメージングは、観察したい細胞や分子に蛍光標識を付

加することによって、生体内現象を高分解能で、時空間的情報として得ることができる(Key and 

Leary, 2014)。近年広く用いられるようになった二光子顕微鏡は、透過性の高い長波長領域のレ

ーザー光を用い、焦点面のみで蛍光分子が励起されるため、従来の蛍光顕微鏡に比べ、深い組

織での低侵襲で長時間 のイメージングを可能にした(Schiessl and Castrop, 2016)。赤外線領域のレ

ーザーを励起光として使用するため組織透過性に優れており、かつ二光子励起現象が焦点のみ

で起こるために蛍光の褪色や光毒性が比較的抑えられるという利点がある。また、長期間のイ

メージングに伴う技術的課題も多くあった。イメージングウィンドウなどのイメージング環境

改良などにより、これらの問題はある程度克服されつつある(Bardehle et al., 2013; Kienast et al., 

2010; Ritsma et al., 2013)。 

 

発光を用いた生体イメージング 

光を用いたイメージング技術では、蛍光の他に生物発光も用いられる。生物発光はホタルや

ウミシイタケなどに見られるような生物が発光する現象であり、基質であるルシフェリンと酵

素のルシフェラーゼの化学反応により生じる。観察したい細胞や分子にルシフェラーゼを付加

しておき、ルシフェリンを加えることで発光検出が可能となる。蛍光生体イメージングにおい

ては観察対象を光で励起するのに対し、発光生体イメージングにおいては励起光が不要である

一方、光放射反応を惹起するためのルシフェリンの投与が必要である。蛍光生体イメージング

では励起光が届かない場所の観察はできないが、発光生体イメージングでは体内深部において

も観察が可能である。光毒性も問題とはならず、長期間にわたるイメージングが可能である。

近年では基質及び発光の組織透過性を向上させることで生体での汎用性と検出感度の向上を実

現した AkaBLIシステム(Iwano et al., 2018)が開発されるなど、汎用性の高い生物発光イメージン

グ技術が進んでいる。 

 

本研究の目的 

本研究ではがん細胞における IFN-γ応答を定量的に可視化する新たなバイオセンサーを開発す

ることを目的に、STAT1タンパク質に蛍光タンパク質を付加したバイオセンサー、及び STAT1

が制御する下流因子の転写活性を蛍光及び生物発光で検出するバイオセンサーを作製した。さ

らにこのバイオセンサーを用いて、マウス生体に移植したがんの IFN-γ応答を可視化することを

試みた。 
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材料と方法 

試薬と抗体 

試薬 製造元 

IFN-γ FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation 

 

一次抗体 製造元 製品番号 

Stat1 (D1K9Y) Rabbit mAb Cell Signaling Technology #14994 

 

二次抗体 製造元 製品番号 

IRDye 680LT Goat anti-Rabbit 

IgG Secondary Antibody 

LI-COR #926-68021 

 

使用したプラスミドとその構築 

本研究で用いたプラスミドは以下の通りである。 

プラスミド名 入手元 

pCMV-mPBase Allan Bradley (Welcome Trust Sanger Institute, Cambridge) 

(Yusa et al., 2009) 

pCMV-VSV-G-RSV-Rev 三好浩之(理化学研究所)(Miyoshi et al., 1998) 

psPAX2 Addgene製品番号#12260 

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) Addgene製品番号#48139 

pEFBOS-STAT1 生田宏一(京都大学 ウイルス・再生医科学研究所) 

pCAGGS-scFv-GCN4-sfGFP-GB1 所属研究室作製 

pCAGGS-His-Ras-Venus 所属研究室作製 

pCAGGS-mCitrine-Rab5 所属研究室作製 

3536NES-nTurquoise2GL 所属研究室作製 

pPBbsr2-nTurquoiseGL-NLS 所属研究室作製 

pPBbsr2-Ypet 所属研究室作製 

pPBbsr2-mEGFP 所属研究室作製 

pCX4puro-ASH-EV-RafRBD-P2A-

hAG-HRasWT 
所属研究室作製 

pKUNOE-MCS 所属研究室作製 

 

CRISPR/Cas9により Ifngr1遺伝子のノックアウトに用いるためのプラスミド作製のため、

SpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)を制限酵素 BbsIで切断し、sgRNA配列(5'-

CTGATGCTGTCTGCGAAGGT-3')を含むオリゴ DNAをライゲーション反応により組み込んだ。 

STAT1バイオセンサー構築のため、マウス STAT1 cDNA(pEFBOS-STAT1由来)に様々な蛍光タ
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ンパク質タグ(YPet: pPBbsr2-Ypet由来、sfGFP: pCAGGS-scFv-GCN4-sfGFP-GB1由来、Venus: 

pCAGGS-His-Ras-Venus由来、Citrin: pCAGGS-mCitrine-Rab5由来、mEGFP: pPBbsr2-mEGFP由

来)及び homoFluoppiシステムタグ(ｍAG、PB1からなる。pCX4puro-ASH-EV-RafRBD-P2A-hAG-

HRasWT由来。)を付加した。これらを細胞内で発現させるベクター作製のため、pPB piggyBac

トランスポゾンベクター(Yusa et al., 2009)に挿入した。 

ISP構築のため、赤色蛍光タンパク質 mCherry (Shaner et al., 2004)と生物発光酵素 Akaluc 

(Iwano et al., 2018)の融合タンパク質をコードする cDNAを、最小限プロモーター(MinP)及び下表

に示したいずれかの応答因子の繰り返し配列で構成される IFN-γ応答プロモーターの下流に配置

した。Akaluc cDNAの下流には、転写される mRNAの安定性を高める WPRE配列(Klein et al., 

2006)を挿入した。また、IFN-γ応答プロモーターの直上にはインシュレーター配列を挟み、3-ホ

スホグリセリン酸キナーゼ(PGK)プロモーター(Adra et al., 1987)下で Turquoise-GL (Komatsu et al., 

2011)を発現する遺伝子カセットを逆向きに挿入した。Turquoise-GLが核内に局在するよう、

Turquoise-GLには SV40ラージ T抗原由来の核移行シグナル(NLS: PKKKRKV)(Kalderon et al., 

1984)を付加した。さらにこの下流には、ISPを安定的に発現する細胞株の薬剤選択を目的とし

て、IRES配列をはさみ Blasticidin S 耐性遺伝子を配置した(Yusa et al., 2009)。このバイオセンサ

ーを、IFN-γ sensing probeの頭文字をとって ISPと名付けた。ISPを細胞内で発現させるベクター

作製のため、ISPを pPB piggyBacトランスポゾンベクター(Yusa et al., 2009)及びレンチウイルス

ベクターpKUNOE-MCSに挿入した。 

 

応答因子名 配列 繰り返し数 由来 

GAS AGTTTCATATTACTCTAAATC 4 (Hoekstra et al., 2020) 

ISRE TAGTTTCACTTTCCC 5 (Weihua et al., 1997) 

IRF1 TTTCCCCGAAA 5 (Pellegrini and Schindler, 1993) 

Ly-6E ATTCCTGTAAG 5 (Pellegrini and Schindler, 1993) 

MIG CTTACTATAAA 5 (Pellegrini and Schindler, 1993) 
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細胞培養 

本実験で使用した細胞株と培養条件は以下の通りである。細胞は 37℃、5% CO2条件下で培養

した。いずれの培地にも、10% FBS(Sigma Aldrich)及び 100 unit/mL penicillin・100 µg/mL 

streptomycin (Nacalai Tesque)が添加されている。 

細胞株 由来 入手元 培地 

B16F10 マウス 

メラノーマ 

東北大学加齢医学研究所 

医用細胞資源センター 

RPMI 1640  

(Thermo Fisher Scientific) 

Panc02 マウス 

膵臓管内腺癌 

National Institutes of Health DMEM high glucose 

(FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation) 

BrafV600E マウス 

メラノーマ 

Caetano Reis e Sousa 

(The Francis Crick Institute) 

RPMI 1640  

(Thermo Fisher Scientific) 

MC-38 マウス結腸癌 瀬戸山健、千葉勉 

(京都大学) 

DMEM high glucose 

(FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation) 

Lenti-X 293T  ヒト胎児腎臓 Clontech DMEM high glucose 

(FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation) 

 

トランスフェクションと安定発現細胞株の樹立 

各細胞に対するプラスミド導入方法は以下の通りである。トランスフェクション後の細胞は

下表の通りの選抜薬剤を用いて選抜を行った。 

 

細胞株 トランスフェクション手法 選抜薬剤 

B16F10 エレクトロポレーション 

通電プログラム: P-020 

blasticidin S 

10 µg/mL 

B16F10 エレクトロポレーション 

通電プログラム: P-020 

blasticidin S 

10 µg/mL 

B16F10 レンチウイルス感染法 blasticidin S 

10 µg/mL 

BrafV600E エレクトロポレーション 

通電プログラム: T-023 

blasticidin S 

10 µg/mL 

BrafV600E リポフェクション法 

試薬: 293Fectin 

blasticidin S 

10 µg/mL 

BrafV600E 

 
エレクトロポレーション 

通電プログラム: T-023 

blasticidin S 

10 µg/mL 

Panc02 リポフェクション法 

試薬: Lipofectamine 3000 

blasticidin S 

10 µg/mL 

MC-38 リポフェクション法 

試薬: Lipofectamine 3000 

blasticidin S 

10 µg/mL 

Lenti-X 293T  リポフェクション法 

試薬: Polyethyleneimine “Max” MW 40,000  

使用せず。 
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エレクトロポレーションによる遺伝子導入は次のとおりである。ペレット化した 5 x 105個の

細胞を 5 µgの DNA及び下記組成のエレクトロポレーションバッファー 100 µLに懸濁し、上述

のプログラムで通電した。その後、通電した細胞液を培養培地に懸濁した。pPB piggyBacトラ

ンスポゾンベクターを利用して遺伝子導入を行う場合は、導入するベクター3.5 µgと pCMV-

mPBase 1.5 µgを混合して導入した。薬剤選抜を行う場合は通電後 48時間後に開始した。 

 

エレクトロポレーションバッファー 

 最終濃度 

KCl 4 mM 

MgCl2 10 mM 

NaH2PO4・2H2O 107 mM 

Na2HPO4・12H2O 13 mM 

HEPES pH 7.75 11 mM 

 

リポフェクション法による遺伝子導入は次のとおりである。Opti-MEM I Reduced Serum 

Medium(Thermo Fisher Scientific)に導入プラスミドを加えたもの、及び Opti-MEM I Reduced 

Serum Mediumに上述のリポフェクション試薬を加えたものをそれぞれ用意する。これらを混合

して 20分室温に放置し、遺伝子導入を行う細胞に加える。その 3時間に培地を交換し、薬剤選

抜を行う場合はこれより 48時間後に開始した。 

レンチウイルス感染法による遺伝子導入は次のとおりである。まず、感染させたい細胞に導

入するベクター、pCMV-VSV-G-RSV-Rev、psPAX2を、Lenti-X 293T細胞にリポフェクション法

で導入した。48時間後、ウイルスを含む培地上清を 0.45 µm フィルターで濾過して感染させる

細胞の培地に加えた。さらに、ポリブレン(Nacalai Tesque)を 10 μg/mLとなるように加えた。そ

の 7時間に培地を交換し、薬剤選抜を行う場合はこれより 48時間後に開始した。 

 

CRISPR/Cas9による遺伝子欠損細胞の樹立 

Ifngr1遺伝子を欠損した細胞株を樹立するため、CRISPR/Cas9システムを用いた。pX459-

IFNGR1gRNA-2を Amaxa nucleofector systemを用いたエレクトロポレーション法により B16F10

及び BrafV600E細胞に導入した。遺伝子導入した細胞を限界希釈法によりシングルセルクローニ

ングし、ゲノム DNAシーケンシングにより遺伝子欠損が確認された細胞株を単離した。Gnaq

遺伝子を欠損した BrafV600E細胞株は同様の方法によって、小西義延博士(Dana-Farber Cancer 

Institute)により樹立された。本研究で用いられた遺伝子欠損細胞内の遺伝子変異は図 3のようで

あった。 
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図 3 遺伝子欠損細胞の変異箇所 

B16F10及び BrafV600E細胞に導入した標的遺伝子中の変異箇所。黒い長方形はエキソンを示す。

赤字の塩基配列は欠損を、青字の塩基配列は挿入をそれぞれ示す。 

 

 

 

フローサイトメトリー解析 

解析する細胞を 3% FBSを含む PBSで懸濁後、40 µmセルストレーナーを通して FACS Aria 

IIIuセルソーター(Becton Dickinson)で分析した。データは FlowJoソフトウェア(Tree Star)を用い

て解析した。検出する蛍光タグ、励起レーザー、フィルターは以下の通りである。 

 

蛍光タグ 励起レーザー波長(nm) フィルター 

Turquoise-GL 407 ET470/24m (Omega Optical) 

Turquoise2-GL 407 ET470/24m (Omega Optical) 

YPet 488 HQ530/30 (Omega Optical) 

mCherry 561 DF610/20 (Omega Optical) 

 

ISPの活性評価 

ISPを発現する細胞を回収して 3% FBSを含む PBSで懸濁後、40 µmセルストレーナーを通し

て FACS Aria IIIuセルソーター(Becton Dickinson)で分析した。ISPのプロモーター活性を評価す

るため、mCherryの蛍光強度を Turquoise-GLの蛍光強度で割った値を算出した。ISPの IFN-γ刺

激に対する応答を評価するため、IFN-γ刺激後の mCherry/Turquoise-GL値を無刺激状態の ISP細

胞における mCherry/Turquoise-GL平均値で標準化した。 

 

落射蛍光顕微鏡を用いた培養細胞のイメージング 

細胞を 0.3 mg/mLタイプ I-Cコラーゲン(新田ゼラチン)でコートした 96穴ガラス底プレートに播

種し、IX83倒立型顕微鏡(Olympus)で撮影した。 
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IX83倒立型顕微鏡セットアップ 

UPlanSApo 40x/0.95 objective lens (Olympus) 

PRIME scientific CMOS camera (Photometrics) 

Spectra-X light engine (Lumencor) 

IX2-ZDC laser-based autofocusing system (Olympus) 

incubation chamber (Tokai Hit) 

MetaMorph ソフトウェア(顕微鏡制御) (Molecular Devices) 

 

蛍光タグ 励起レーザー波長 

(nm) 

励起フィルター ダイクロイック 

ミラー 

蛍光フィルター 

Turquoise-GL 440 430/24 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

FF01-483/32 

(Semrock) 

Turquoise2-GL 440 430/24 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

FF01-483/32 

(Semrock) 

YPet 490 500/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

535/30 

(Olympus) 

sfGFP 490 470/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

495-540 

(Olympus) 

Venus 490 500/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

535/30 

(Olympus) 

Citrin 490 500/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

535/30 

(Olympus) 

mEGFP 490 470/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

495-540 

(Olympus) 

mAG 490 470/20 

(Olympus) 

XF2034 

(Omega Optical) 

495-540 

(Olympus) 

 

細胞増殖アッセイ 

細胞増殖速度は ISP発現細胞をタイムラプスイメージングで観察し、Turquoise-GLによりラベ

ルされた核の数を経時計数することで評価した。ISP発現細胞を 0.3 mg/mLタイプ I-Cコラーゲ

ン(新田ゼラチン)でコートした 96穴ガラス底プレートに播種し、IX83倒立型顕微鏡(Olympus)で

撮影した。核数の経時計数には ImageJソフトウェア(National Institute of Health)を用いた。 

 

抗 STAT1抗体によるウエスタンブロッティング 

細胞を PBSで洗い、下記組成のサンプルバッファーで溶解した後、Bioruptor USD-200TM 

(Cosmo Bio)を用いて超音波破砕し、95℃のヒートブロックで 5分間煮沸した。SDS-ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動を行い、タンパク質を PVDFメンブレン(Merk Milliopre)に転写した。メン

ブレンを室温にて 1時間、Odyssey Blocking Buffer (TBS)(LI-COR)に浸して振盪し、ブロッキング

した。一次抗体の Stat1 (D1K9Y) Rabbit mAbを Odyssey Blocking Buffer (TBS)で 1000倍希釈し、

メンブレンを浸して 4℃にて一晩回転混和し、一次抗体反応を行った。メンブレンを 0.1% 

Tween20 含有の PBSで 3回洗った後、二次抗体の IRDye 680LT Goat anti-Rabbit IgG Secondary 

Antibodyを Odyssey Blocking Buffer (TBS)で 20000倍希釈し、メンブレンを浸して室温にて 1時

間回転混和し、二次抗体反応を行った。その後、メンブレンの撮影を Odyssey Infrared 

scanner(LI-COR)を用いて行った。 

 

サンプルバッファー 
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 最終濃度 

Tris-HCl (pH 6.8) 50 mM 

Glycerol 10 % 

Sodium Dodecyl Sulfate 2 % 

Bromophenol blue 0.2 % 

2-Mercaptoethanol 5 % 

 

マウス 

B6アルビノマウスは日本チャールス・リバー株式会社より購入し、自由摂食させた状態で

SPF施設にて飼育した。動物実験のプロトコルは京都大学動物実験委員会によって審査され、認

可されたものを用いた(認可番号 20081) 

 

皮下担がん 

担がんするがん細胞をトリプシン処理によって回収し、PBSで 3回洗った。回収したがん細胞

2 x 105個を 50% マトリゲル(Corning)を含む PBS 100 µLに懸濁し、マウス脇腹の皮下に注入し

た。腫瘍サイズは、長軸長、直行する短軸長、及び厚みの積として算出した。 

 

がんの破砕とフローサイトメトリー解析 

マウス側腹部に形成された腫瘍塊を剖出し、ハサミで 1 mm3角以下の大きさに破砕した。そ

の後 200 U/mL タイプ IVコラゲナーゼ(Worthington Biochemical Corporation)及び 10 U/mL DNase I 

(Roche Diagnostics)を含む RPMI 1640で懸濁し、37℃に保たれた恒温水槽で 30分間保温した。細

胞を PBSで洗い、蛍光を FACS Aria IIIuフローサイトメーターで検出した。 

 

発光イメージング 

マウス皮下に注入したがんの生体内発光イメージングは MIIS system (Molecular Devices Japan)

を用いて実施した。まず、2%イソフルランで吸入麻酔をかけたマウスを 37℃に保たれた電気ヒ

ートパッド上に仰向けで寝かせた。以下の装置が取り付けられた MIIS systemで撮影した。撮影

開始 5分後に発光基質の 5 mM AkaLumine-HCl(Kurogane Kasei)100 µLを腹腔内投与した。 

画像解析においては、得られた発光シグナルのタイムラプス動画に最大値投影(Maximum 

intensity projection)を適用し、ImageJソフトウェアによる発光強度の定量に用いた。 

 

MIIS systemセットアップ 

iXon Ultra EMCCD camera (Oxford Instruments) 

lens (MDJ-G25F095, φ16 mm, F: 0.95; Tokyo Parts Center) 

MetaMorph ソフトウェア(顕微鏡制御) (Molecular Devices) 

 

撮影条件 

Binning 4 

EM gain 0 

撮影間隔 30 秒 

 

二光子顕微鏡を用いたがんの生体内イメージング 

マウス皮下に注入したがんの生体内蛍光イメージングは既報の方法に基づいて実施した

(Konishi et al., 2021; Yamauchi et al., 2016)。まず、2%イソフルランで吸入麻酔をかけたマウスを



16 

 

37℃に保たれた電気ヒートパッド上に仰向けで寝かせた。その後皮膚を切開して皮下に形成さ

れた腫瘍を露出し、カバーガラス上に設置した。 

 
図 4 皮下がんのマウス生体内イメージング 

 

 

 

イメージングには FV1000MPE-IX-83倒立顕微鏡を用いた。図 5の様な光路及び励起波長レー

ザーを使用して観察した。 

 

FV1000MPE-IX-83倒立顕微鏡セットアップ 

UPLSAPO 30XS/1.05 シリコン浸対物レンズ(Olympus) 

InSight DeepSee Ultrafast laser(Spectra Physics) 

検出器: GaAsPチャネル、マルチアルカリ(RXD)チャネル 

FluoView ソフトウェア(顕微鏡制御) (Olympus) 

保存形式: 多層 16 bit イメージファイル 

 
図 5 顕微鏡光路 

 

 

 

ISP活性は、Turquoise-GLで標識された核領域内において、mCherry平均蛍光強度を Turquoise-

GL平均蛍光強度で割った値として算出した。核領域は Cellposeプログラム(Stringer et al., 2021)

を用い自動で作成した。 
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データ解析 

落射蛍光顕微鏡観察により得られた STAT1バイオセンサーの核移行度合いを定量するために

画像解析を行った。画像の処理には ImageJソフトウェアを用いた。まず解析対象のすべての画

像について ImageJソフトウェアの Subtract Background機能を適用し(Rolling ball radius: 50 

pixels)、バックグラウンドを除算した。次に各細胞に対して、細胞核と細胞質の境界領域を手動

で作成した。この画像を用いて、C/N比または核蓄積量 NAを以下のように算出した。 

 

C/N 比 =
細胞質の平均蛍光強度

核の平均蛍光強度
(式 1) 

 

NA =
核の STAT1-YPet平均蛍光強度

核の Turquoise2-GL-NLS平均蛍光強度
 (式 2) 

 

ISP活性の IFN-γ濃度依存曲線を描くため、実測データに対する Hill方程式へのカーブフィッ

ティングを行った。フィッティング時のパラメータ推定には Python(version 3.7)の科学技術ライ

ブラリである scipyの curve_fit関数を用いた。また、得られた IFN-γ濃度依存曲線の方程式を元

に、ISP活性上昇に対する IFN-γの EC50値と ISP活性上昇の理論最大値を求めた。 

2郡の統計的有意差を調べるために Pythonを用いた。ウェルチの t検定を用い、p値を計算し

た。本研究では、P<0.05 の場合に統計的に有意であるとした。 

データをグラフ化する手段の一つとして箱ひげ図を用いた。箱の上端線、下端線はそれぞれ

25パーセンタイル、75パーセンタイルを、箱内部の線は平均値を示す。また、箱の上下両端か

らそれぞれ、四分位範囲長の 1.5倍相当の長さのひげを記した。 
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結果 

STAT1バイオセンサーの開発と評価 

STAT1-YPetは IFN-γに応答して核へ移行する 

細胞の IFN-γ応答を可視化するために、本研究ではまず STAT1の核内移行に着目した。細胞

に IFN-γが作用すると JAK-STATシグナル伝達経路が活性化され、STAT1が核内へ移行する(図 

2)。STAT1タンパク質に蛍光タンパク質を付加して STAT1が核内へ移る様子を可視化すること

で、細胞の IFN-γ応答の指標とする。IFN-γに応答する STAT1バイオセンサー作製のため、マウ

ス由来 STAT1 cDNAに YPetを付加した(図 6A)。これを発現する BrafV600E細胞を IFN-γで刺激

し、落射蛍光顕微鏡を用いて観察した。IFN-γ刺激後、STAT1-YPetの蛍光が細胞質では減少、核

内では上昇し、細胞質に局在していた STAT1-YPetが核内へ移ったように見えた(図 6B)。STAT1

の細胞内局在変化を細胞ごとに定量するため、細胞質と核の平均蛍光強度を測定し、その比

(C/N比)を算出した(図 6C)。IFN-γ刺激により C/N比は減少した。したがって細胞内で発現させ

た STAT1-YPetは、IFN-γ刺激により核内へ移行することが示された。 

 
図 6  STAT1-YPetは IFN-γに応答して核へ移行する 

(A)STAT1-YPetの構造。 

(B)STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激した前後の STAT1-YPet代表画

像。 

(C)STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激した前後の STAT1-YPet C/N比

を蜂群図で示した。赤線は全細胞の平均値を示す(3視野分の n=30細胞)。 

 

 

 

STAT1-Fluoppiは IFN-γに応答して核へ移行し、蛍光凝集点を形成する 

細胞の IFN-γ応答を可視化する手段として、次に STAT1のホモ二量体化に着目した。STAT1

のホモ二量体化を検出するために蛍光共鳴エネルギー移動法を利用した方法がある(Han et al., 

2008)。別の方法として、蛍光タンパク質の非蛍光断片を融合した 2つのタンパク質が相互作用

する際に蛍光複合体を形成することに基づく Split-GFPシステムを用いる方法がある(Romei and 

Boxer, 2019)。この方法においては形成される複合体は不可逆的であるため、一度二量体を形成

すると解離することが困難である。ここでは、生細胞でタンパク質間相互作用(PPI)を可逆的か

つ定量的に検出する Fluoppi (Fluorescent based technology detecting Protein-Protein Interactions)を利
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用する(Watanabe et al., 2017)。このシステムでは、多量体形成能を有する Phox and Bem1p tag 

(PB1-tag) と四量体形成能を有する Azami-Green fluorescent protein tag (AG-tag) の 2つのタグが目

的のタンパク質に融合される。タグの付いたタンパク質同士が相互作用すると架橋形成が起こ

り、凝縮相分離液滴が形成される。その結果、液滴中の蛍光タンパク質タグは蛍光凝集点とし

て観察される。タンパク質相互作用による凝集形成は可逆的である。近年、PB1-tagと単量体型

AG-tag(mAG-tag)を含む融合コンストラクトを用いたシステム(homoFluoppi)が開発され、目的タ

ンパク質のホモ二量体化を検出することが可能となった(Okada et al., 2018; Watanabe et al., 

2017)。 

本研究においては homoFluoppiを応用して、STAT1ホモ二量体化の検出を試みた。すなわち

STAT1に PB1/mAG1タグを付加し、mAGの蛍光凝集点が形成される様子を可視化することで、

細胞の IFN-γ応答の指標とすることを目指した。(STAT1-homoFluoppi、図 7A)。2種類の STAT1-

homoFluoppiを構築し、BrafV600E細胞に導入した。これを発現する BrafV600E細胞を落射蛍光顕微

鏡を用いて観察した。2つのコンストラクトを導入した細胞とも mAGの蛍光が観察され、その

大部分は細胞質に局在し、一部で蛍光凝集点が形成されていた(図 7B)。これらの細胞を IFN-γで

刺激したところ、2つのコンストラクトを導入した細胞とも蛍光が細胞質では減少、核内では上

昇し、細胞質に局在していた STAT1が核内へ移ったように見えた。さらにこのとき、核内で蛍

光凝集点を形成する細胞が観察された。以上のことから homoFluoppiを応用して作製した STAT1

プローブは IFN-γに応答して核内に移行し、凝集形成をすることが示された。 

 
図 7  STAT1-Fluoppiは IFN-γに応答して核へ移行し、蛍光凝集点を形成する 

(A)STAT1-homoFluoppiの概要図。STAT1に PB1/mAG1タグを付加し、その順番を変えた二種類

のコンストラクトを用意した。PB1/mAG1タグが付加された STAT1が IFN-γに応答してホモ二

量体化することで架橋を形成し、mAG1が局所的に凝集することで蛍光凝集点が形成されること

を期待する。 
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(B)PB1/mAG1タグが付加された STAT1を発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激した前

後の代表画像。 

 

 

 

STAT1バイオセンサーの IFN-γ応答は付加する蛍光タンパク質の種類に依存しない 

STAT1-homoFluoppiの蛍光凝集点形成を指標とした IFN-γ応答の可視化においては、IFN-γ未

刺激の状態でも蛍光凝集点形成が起こっていた。そのため IFN-γ応答の可視化を目的とする

STAT1バイオセンサーは、核内移行を定量するものであるほうが適していると考えた。STAT1

バイオセンサーで使用する蛍光タンパク質を選定するため、さまざまな蛍光タンパク質を

STAT1に付加した。STAT1は IFN-γに応答してホモ二量体を形成するため、蛍光タンパク質の選

定にあたってはその二量体形成の起こりやすさに着目した。STAT1タンパク質に付加して比較

する蛍光タンパク質には、はじめに評価した YPet及びそれと同程度の二量体形成能をもつ

sfGFP、二量体形成能の高い Venus及び Citrin、二量体形成能の低い mEGFP を用いた(Cranfill et 

al., 2016)。発現する BrafV600E細胞を IFN-γで刺激し、落射蛍光顕微鏡を用いて観察した。STAT1

の細胞内局在変化を細胞ごとに定量するため、細胞質と核の平均蛍光強度を測定し、その比

(C/N比)を算出した(図 8)。すべての STAT1バイオセンサーにおいて、IFN-γに応答して C/N比が

減少した。C/N比減少の割合については、付加する蛍光タンパク質間でほとんど差が見られなか

った。 

 
図 8  STAT1バイオセンサーの IFN-γ応答は付加する蛍光タンパク質の種類に依存しない 

様々な蛍光タンパク質を付加した STAT1を発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激し、

刺激前後の C/N比を蜂群図で示した。IFN-γ刺激前の C/N比の平均値を用いてデータを標準化

し、IFN-γ刺激による C/N比変化率を示した。赤線は全細胞の平均値を示す(3視野分の n=30細

胞)。 

 

STAT1-YPetは発現量が低いほど核内へ移行しやすい 

遺伝子導入により生細胞に発現させた STAT1は IFN-γに応答して核内へ移行するものの、そ

の応答性は細胞間で不均一であり、特に導入した STAT1の発現量と IFN-γに応答した核内移行

の度合いは負の相関にあることが報告されている(Han et al., 2011)。このことを確かめるため

STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞を IFN-γで刺激し、刺激前後の C/N比と細胞の YPet蛍光強

度の関係を調べた。その結果、YPet蛍光強度の強さにより STAT1-YPetの核内移行の様子が異な
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ることが観察された(図 9A)。細胞の YPet蛍光強度が低いほど、STAT1-YPetが細胞質から核内へ

移る度合いが大きく、C/N比が大きく下がった(図 9B)。一方で細胞の YPet蛍光強度が高いほ

ど、STAT1-YPetは核内へ移りづらくなり、C/N比もほとんど変化しなかった。 

 
図 9  STAT1-YPetは発現量が低いほど核内へ移行しやすい 

(A))STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激した前後の STAT1-YPet代表画

像。発現量の低い細胞の YPet蛍光強度は約 1000、発現量の高い細胞の YPet蛍光強度は約 6000

である。 

(B)STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(10 ng/mL)で刺激した前後の STAT1-YPet C/N

比、及び YPetの蛍光平均強度を散布図で示した(3視野分の n=30細胞)。 

 

 

 

核内マーカーを付加した STAT1-YPetは IFN-γに応答して核へ移行する 

STAT1の核内移行を定量評価するために、C/N比は従来よく用いられてきた。ここでは新たな

指標として核内蓄積量(NA)を考える。NAは STAT1の核内平均蛍光強度と、核内で別に安定発

現させた蛍光タンパクの核内平均蛍光強度との比である。NAは C/N比に比べ、画像解析におけ

るセグメンテーションが核のみであり簡便であることから、生細胞の大規模なタイムラプスイ

メージングにおいてより最適であることが指摘されている(Han et al., 2011)。 

STAT1の核内移行を NAで評価するための新たな STAT1バイオセンサーを作製した。このバ

イオセンサーでは先に評価した STAT1-YPetに、P2A自己切断配列を挟んで Turquoise2-GL 

(Komatsu et al., 2018)と SV40ラージ T抗原由来の核移行シグナルを付加した(図 10A)。STAT1-

YPetと Turquoise2-GL-NLSが P2A自己切断配列で繋がれているため両者の発現量は等しくな

る。この STAT1バイオセンサーを BrafV600E細胞に導入した。さらに、導入した STAT1の発現量

が低いほど核内移行評価には適していることから(図 9B)、STAT1バイオセンサーを導入後、

Turquoise2-GLが暗い細胞集団(下位 1%)を FACSAria IIu (BD Biosciences)で選別し回収した。この

細胞で STAT1-YPetの発現量を見積もるために、抗 STAT1抗体を用いてウェスタンブロット解析

を行った。遺伝子導入を行っていない BrafV600E細胞由来のサンプル、STAT1バイオセンサーを
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導入して選別したサンプル、及びそれを段階希釈(1/3、1/9、1/27)したものを解析に用いた。遺

伝子導入を行っていない BrafV600E細胞由来のサンプルでは、75 kDaと 100 kDaの間のみにバン

ドが検出されたのに対し、STAT1バイオセンサーを導入したサンプルでは、100 kDaの上部にも

バンドが確認された(図 10B)。したがって 75 kDaと 100 kDaの間のバンドは内因性の STAT1、

100 kDaより上部のバンドは導入した STAT1-YPet由来のものと結論づけた。このとき、STAT1

バイオセンサーを導入したサンプルにおいて、希釈しなかったサンプルの内因性 STAT1のバン

ドと 1/27希釈サンプルの STAT1-YPetのバンドの濃さがほぼ同じであったため、STAT1バイオセ

ンサーを導入して選別した細胞における STAT1-YPetの発現量は、内因性 STAT1のおよそ 30倍

多く発現していると見積もられた。 

STAT1バイオセンサーを発現する細胞を IFN-γで刺激し、落射蛍光顕微鏡を用いて観察した。

IFN-γ刺激後、STAT1-YPetの蛍光が核内で上昇し、細胞質に局在していた STAT1-YPetが核内へ

移ったように見えた(図 10C)。また、Turquoise2-GL-NLSはほとんどが核に局在し、その挙動は

IFN-γ刺激前後で変わらないように見えた。核における NAを算出したところ、IFN-γ刺激によ

り NAは上昇した(図 10D)。一方で核内 Turquoise2-GLの蛍光強度は変化しなかった。さらに、

刺激する IFN-γの濃度を変えて同様に観察を行ったところ、IFN-γ濃度が 0.5 ng/mLから 20 

ng/mLの間で刺激したとき、NAの上昇が見られた(図 10E)。 

 
図 10 核内マーカーを付加した STAT1-YPetは IFN-γに応答して核へ移行する 

(A)STAT1-YPet-P2A-Turquoise2-GL-NLSの構造 

(B)STAT1-YPet-P2A-Turquoise2-GL-NLSを導入して選別した BrafV600E細胞、及び遺伝子導入を行

っていない BrafV600E細胞について、抗 STAT1抗体を用いてウェスタンブロット解析を行った。 
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(C)STAT1-YPet-P2A-Turquoise2-GL-NLSを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(20 ng/mL)で刺激した前

後の STAT1-YPet及び Turquoise2-GL-NLS代表画像。 

(D)STAT1-YPet-P2A-Turquoise2-GL-NLSを発現する BrafV600E細胞を IFN-γ(20 ng/mL)で刺激した前

後の NA及び核内 Turquoise2-GL-NLSの平均蛍光強度を蜂群図で示した。赤線は全細胞の平均値

を示す(3視野分の n=約 100細胞)。 

(E)STAT1-YPet-P2A-Turquoise2-GL-NLSを発現する BrafV600E細胞を様々な濃度の IFN-γで刺激し

た前後の NAを箱ひげ図で示す(3視野分の n=約 100細胞)。 

 

 

 

IFN-γ依存的転写因子の活性をモニターするバイオセンサーの開発と評価 

GAS、ISREは IFN-γに応答して転写活性を示す 

細胞の IFN-γ応答を可視化するために、本研究では次に STAT1が制御する下流転写因子の活

性に着目した。細胞に IFN-γが作用して STAT1が核内へ移行すると、STAT1を含む転写開始因

子は特定の配列を認識してリクルートされ、下流因子の転写を開始する(図 2)。そこで、STAT1

の認識配列の下流に蛍光タンパク質を配置し、この蛍光強度の増加を観測することで細胞に

IFN-γが作用したことの指標とするバイオセンサーを作製した。このバイオセンサーは IFN-γシ

グナル応答性プロモーター下で赤色蛍光タンパク質 mCherryと生物発光酵素 Akalucの融合タン

パク質を発現する(図 11A)。加えて、ゲノム内挿入サイトの影響を補正することを目的に、PGK

プロモーター下でシアン色蛍光タンパク質 Turquoise-GLに核移行シグナル(NLS)を付加したもの

を安定的に発現する。このため、mCherry-Akaluc融合タンパク質の発現を制御するプロモーター

活性は mCherryの蛍光強度を Turquoise-GLの蛍光強度で割った値で表すことができる。この値

を ISP活性と呼ぶこととする。 

IFN-γ応答性プロモーターとして最小限プロモーター(MinP)及び STAT1認識配列の繰り返し配

列を配置したが、STAT1認識配列には転写する下流因子の種類に依存して複数の種類がある

(Pellegrini and Schindler, 1993)。IFN-γ応答性プロモーターとして機能する認識配列を選定するた

め、5つの配列要素をそれぞれ ISPベクターに組み込み、B16F10細胞に導入した。このとき同

時に、STAT1認識配列を含まず最小限プロモーターのみ配置したベクターも用意した。これら

の細胞を IFN-γで刺激し、フローサイトメーターで分析したところ、GAS(interferon γ-activated 

sequence)及び ISRE(interferon-stimulated response element)を導入した細胞で、ISP活性が上昇した

(図 11B)。この結果から、GAS及び ISREを含むプロモーターが IFN-γ応答性プロモーターとし

て選定された。GAS及び ISREを含むプロモーターが組み込まれた ISPを、それぞれ ISP-GAS及

び ISP-ISREと呼ぶこととする。 
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図 11 GAS、ISREは IFN-γに応答して転写活性を示す 

(A)ISP活性測定の概略。ISPを発現する B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、または含ま

ない培地で 24時間培養し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。 

(B)IFN-γ応答性プロモーターを変えた ISPの、IFN-γ刺激による ISP活性上昇比較。各 ISPを一

過的に発現する B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、または含まない培地で 24時間培養

し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。測定された ISP活性を、IFN-γを含まない培地で

培養した場合の ISP活性平均値で標準化し、箱ひげ図で表した(n=1)。 

 

 

 

ISPの mCherry発現は IFN-γ依存的であり、Turquoise-GL発現は IFN-γ非依存的である 

ISP内で双方向に配置したプロモーター活性が IFN-γ依存的であるかどうかを確かめるため、

ISP-ISREを安定発現する B16F10細胞を IFN-γで刺激した。ISP-GAS及び ISP-ISREとも、IFN-γ

刺激によって mCherryの蛍光強度のみが増加し、Turquoise-GLの蛍光強度は変化しなかった(図 

12A)。また、ISPをオルガノイドやマウスの内在細胞にも導入できるように ISP-GASのレンチウ

イルスベクターを作製した。このベクターを用いてウイルスを作製し B16F10細胞細胞に感染さ

せたところ、トランスポゾンベクターと同様に ISP-GASを導入することができた。この細胞を

IFN-γで刺激したところ、IFN-γ刺激によって mCherryの蛍光強度のみが増加し、Turquoise-GL

の蛍光強度は変化しなかった(図 12B)。以上のことから、ISPの mCherry発現は IFN-γ依存的で

あり、Turquoise-GL発現は IFN-γ非依存的であることが示された。 
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図 12  ISPの mCherry発現は IFN-γ依存的であり、Turquoise-GL発現は IFN-γ非依存的である 

(A)トランスポゾンベクターにより ISP-GAS及び ISP-ISREを導入した B16F10細胞を 10 ng/mL 

IFN-γを含む培地、または含まない培地で 24時間培養し、フローサイトメーターで蛍光を検出

した。IFN-γ応答性プロモーター活性を mCherryの蛍光強度として、PGK安定発現プロモーター

活性を Turquoise-GLの蛍光強度として示し、ヒストグラムを描いた。 

(B)レンチウイルスベクターにより ISP-GASを導入した B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培

地、または含まない培地で 24時間培養し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。IFN-γ応

答性プロモーター活性を mCherryの蛍光強度として、PGK安定発現プロモーター活性を

Turquoise-GLの蛍光強度として示し、ヒストグラムを描いた。 

 

 

 

ISPは双方向性プロモーターにより、IFN-γ応答定量の細胞間のばらつきを減少させる 

ISP内に配置した双方向性プロモーターの効果を確かめるため、ISP-GAS及び ISP-ISREを安
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定発現する B16F10細胞を IFN-γで刺激し、フローサイトメーターで蛍光を解析した。各細胞

mCherry蛍光強度及び Turquoise-GLの蛍光強度を散布図にしたところ、mCherryと Turquoise-GL

の蛍光強度には正の直線関係が見られた。そこで ISP活性を mCherry蛍光強度と Turquoise-GL

蛍光強度の比(式 1)として定義した。IFN-γ刺激前後で mCherry蛍光強度単体及び ISP活性の変化

を比較したところ、ISP活性の変化率のばらつきは、mCherry蛍光強度単体の変化率変化のばら

つきに比べて小さくなっていた(図 13B)。このことから、ISPは双方向性プロモーターにより、

IFN-γ応答定量の細胞間のばらつきを減少させることがわかった。 

 
図 13  ISPは双方向性プロモーターにより、IFN-γ応答定量の細胞間のばらつきを減少させる 

(A)IFN-γ応答性プロモーター活性と PGK安定発現プロモーター活性の分布比較。ISP-GAS及び

ISP-ISREを安定的に発現する B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、または含まない培地で

24時間培養し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。IFN-γ応答性プロモーター活性を

mCherryの蛍光強度として、PGK安定発現プロモーター活性を Turquoise-GLの蛍光強度として

示し、散布図として表した。 

(B) ISP-GAS及び ISP-ISREを安定的に発現する B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、また

は含まない培地で 24時間培養し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。測定された

mCherry蛍光強度及び ISP活性を、IFN-γを含まない培地で培養した場合の ISP活性平均値で標

準化し、箱ひげ図で表した(n=3)。 
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Ifngr1ノックアウトにより、IFN-γ依存的な ISP活性上昇は消失する 

ISP活性化が IFN-γ受容体を介したものであることを確かめるため、IFN-γ受容体を構成する

Ifngr1遺伝子をノックアウトした B16F10細胞を作製し、ISP-GAS及び ISP-ISREを導入して IFN-

γ刺激を与えた。その結果 Ifngr1遺伝子を欠損株した B16F10細胞では、IFN-γ刺激に対する ISP

の活性上昇が消失した(図 14)。このことから IFN-γ刺激による ISP活性上昇は、IFN-γ受容体を

介したものであることがわかった。 

 
図 14  Ifngr1遺伝子ノックアウトにより、IFN-γ依存的な ISP活性上昇は消失する 

IFN-γ刺激による ISP活性上昇に対する、Ifngr1遺伝子欠損の影響。ISP-GAS及び ISP-ISREを安

定的に発現する B16F10細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、または含まない培地で 24時間培養

し、フローサイトメーターで蛍光を検出した。測定された ISP活性を、IFN-γを含まない培地で

培養した場合の ISP活性平均値で標準化し、箱ひげ図で表した。n=3の平均値を用いたウェルチ

の t検定により p値を計算し、図中に記した。 

 

 

 

ISPは様々な細胞種で IFN-γ刺激に対する濃度依存的活性上昇を示す 

ISPの汎用性を評価するため、ISP-GAS及び ISP-ISREをそれぞれ C57BL/6マウス由来の 4細

胞種、B16F10、Panc02、BrafV600E、MC-38に導入し、IFN-γ刺激に対する応答を確かめた。様々

な濃度の IFN-γで 24時間刺激したところ、すべての細胞種において IFN-γ依存的な ISPの活性

上昇が見られ、その度合は IFN-γ濃度依存的であった(図 15A)。ISP活性の濃度依存曲線をカー

ブフィッティングにより描き EC50値を求めたところ、ISP-GASに対する IFN-γの EC50はどの

細胞種も 0.2 ng/mLから 0.9 ng/mLの間に収まり、ISP-ISREに対しては 0.1 ng/mLから 0.3 ng/mL

の間に収まった(図 15B)。またすべての細胞種において、ISP-ISREは ISP-GASよりも IFN-γ刺激

に対する活性上昇が大きかった(図 15C)。このことは、in vitroにおける IFN-γに対する検出感度

が、ISP-ISREが ISP-GASよりも高いことを示している。 
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図 15  ISPは様々な細胞種で IFN-γ刺激に対する濃度依存的活性上昇を示す 

(A)ISP活性の IFN-γ濃度依存曲線。ISP-GAS及び ISP-ISREを安定的に発現する細胞を 0.1 ng/mL

から 10 ng/mLの各濃度の IFN-γを含む培地、または含まない培地で 24時間培養し、フローサイ

トメーターで蛍光を検出した。測定された ISP活性を、IFN-γを含まない培地で培養した場合の

ISP活性平均値で標準化し、その平均値をプロットした(n=3)。また、n=3の平均値を用いて Hill

方程式へのカーブフィッティングを行い、ISP活性の IFN-γ濃度依存曲線を描いた。 

(B) IFN-γ濃度依存曲線から求めた、ISP活性上昇に対する IFN-γの EC50値。 

(C)IFN-γ濃度依存曲線から求めた、ISP活性上昇の理論最大値。 

 

 

 

IFN-γに対する感受性及び ISPの活性上昇度は細胞種により異なる 

がん細胞に作用した IFN-γは JAK-STATシグナル伝達経路を活性化させ、細胞増殖の抑制や細

胞死誘導を引き起こす(Chin et al., 1997; Detjen et al., 2001; Trubiani et al., 1994)。しかしながらこう

した IFN-γに対する感受性は細胞種により様々であることが報告されている(Gerber et al., 2013; 

Mazzolini et al., 2003; Zoller, 1988)。本研究においても報告の通り、IFN-γに応答して細胞増殖速

度が変化しない細胞種と、低下した細胞種が見られた(図 16A)。BrafV600E及び MC-38の増殖速度
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が IFN-γ刺激依存的に変わらなかったのに対し、B16F10及び Panc02は IFN-γ刺激 10時間後よ

り、増殖速度の低下が見られた。IFN-γ刺激に対する ISPの活性上昇を細胞種間で比較するた

め、ISPを発現する各細胞種を IFN-γで刺激し、ISPの活性を測定した。その結果、ISP-GAS及

び ISP-ISREとも活性度は細胞種によって差があり、BrafV600E細胞や MC-38細胞に比べ、B16F10

細胞や Panc02細胞では ISP活性が高い傾向にあった(図 16B)。このとき Turquoise-GLの蛍光強

度で表される PGKプロモーター活性は細胞種間で大きな差はなく(図 16C)、したがって細胞種

間で見られる ISP活性の違いは IFN-γ応答性プロモーター活性の違いによるものであることが示

された。 

 

 
図 16  IFN-γに対する感受性及び ISPの活性上昇度は細胞種により異なる 

(A)各細胞種を 10 ng/mL IFN-γを含む培地、または含まない培地で培養したときの細胞増殖曲

線。 

(B) IFN-γ刺激時の ISP活性。ISP発現細胞を 10 ng/mL IFN-γを含む培地で 24時間培養し、フロ

ーサイトメーターで蛍光を検出した。測定された ISP活性の平均値をプロットし、n=3の平均値

を棒グラフで示した。 

(C) PGK安定発現プロモーター活性。測定された PGK安定発現プロモーター活性の平均値をプ

ロットし、n=3の平均値を棒グラフで示した。 
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ISPの生体内利用 

STAT1バイオセンサーを発現する BrafV600E細胞は、担がん後５日で STAT1の核内移行を呈する 

生体内におけるがん細胞の IFN-γ応答を STAT1バイオセンサーで検出できるかどうかを検証

するため、核内マーカーを付加した STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞をマウス皮下に担がん

した。担がん後 5日、7日、9日経過後、皮下に形成された腫瘍を剖出し二光子顕微鏡で観察し

たところ、STAT1-YPetは細胞全体に、Turquoise2-GL-NLSは主に核内で発現している様子が観察

された(図 17A)。また、担がん後 5日の時点においてのみ、STAT1-YPetの局在が核内にやや寄っ

ているように観察された。そこで核における NAを算出したところ、担がん後 5日後での NA

は、担がん後 7日、9日後の NAに比べ、有意に上昇していた。 

 
図 17  STAT1バイオセンサーを発現する BrafV600E細胞は、担がん後５日で STAT1の核内移行を呈

する 

(A) 核内マーカーを付加した STAT1-YPetを発現する BrafV600E細胞をマウス皮下に担がんした。

皮下担がん後 5日、7日、9日経過後に二光子顕微鏡で観察した。STAT1-YPet及び Turquoise2-

GL-NLS代表画像を示した。 

(B) 二光子顕微鏡観察により得られた画像より BrafV600E細胞の核内 NAを算出し、担がん後日数

間で比較した。箱ひげ図で示した。 

 

 

 

ISP-GASはマウス生体内において IFN-γ受容体依存的な活性上昇を示す 

生体内におけるがん細胞の IFN-γ応答を ISPで検出できるかどうかを検証するため、ISP-GAS

または ISP-ISREを発現する B16F10をマウス皮下に担がんした。ISPは IFN-γ刺激に応答して蛍

光タンパク質 mCherryと生物発光酵素 Akalucの融合タンパク質を発現するため、がん細胞の

IFN-γ応答を生物発光で検出できると考えられる。そこで、ISP発現 B16F10が皮下担がんされた

マウスに発光基質 Akalumineを投与し、発光検出を行った。比較対象として IFN-γ非感受である

Ifngr1遺伝子欠損株を用意した。その結果、皮下担がんした箇所において腫瘍が形成され、発光

シグナルが検出された(図 18A)。その強さは担がん 7日後の時点で、野生型株のほうが Ifngr1遺

伝子欠損株よりも強かった(図 18B)。発光シグナルの強さは腫瘍中に含まれるがん細胞数にも依

存すると考えられるため、野生型株と Ifngr1遺伝子欠損株とで形成された腫瘍塊の大きさを比較
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した。その結果、担がん 7日後の時点で、優位な差はなかった(図 18C)。以上のことから ISP-

GASは生体内の IFN-γシグナル経路を特異的にモニターすると結論付けられた。 

一方で ISP-ISRE発現 B16F10をマウス皮下に担がんした場合、皮下担がんした箇所において

発光シグナルが検出されたものの、その強さは担がん 7日後の時点で、野生型株と Ifngr1遺伝子

欠損株との間で差は見られなかった(図 18B)。形成された腫瘍塊の大きさでも同様に優位な差は

見られなかった(図 18C)。このことから ISP-ISREは生体内がん細胞における IFN-γ応答の検出に

は利用できないと結論付けられた。 

 
図 18  ISP-GASはマウス生体内において IFN-γ受容体依存的な活性上昇を示す 

(A)ISP発現 B16F10細胞の皮下担がんと、発光イメージングの様子。野生型株または Ifngr1遺伝

子欠損株に ISPを導入したものを用意し、それぞれ B6アルビノマウスに皮下担がんした。ISP-

GAS発現 B16F10を皮下担がんして 7日後の、明視野画像及びカラーで示された発光強度画像の

重ね合わせ画像を示した。 

(B)皮下担がん箇所で検出された発光強度。 

(C)皮下担がん箇所に形成された腫瘍の体積。 

 

 

 

Gnaq遺伝子欠損 BrafV600E細胞が形成する腫瘍微小環境では IFN-γ応答増強が観測される 

BrafV600Eはトロンボキサン A2を介した GqPCRの活性化により、腫瘍微小環境における免疫

逃避を実現していることが報告されている(Konishi et al., 2021)。活性化された GqPCRはプロス

タグランジン E2の分泌を誘導し、IFN-γの主要な放出元の一つである NK細胞が腫瘍微小環境

内にリクルートされることを阻害する(Zelenay et al., 2015)。そこで腫瘍微小環境内で起こるがん
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細胞の IFN-γ応答に対する、GqPCRシグナル伝達経路の影響を調べた。Gqタンパク質αサブユ

ニット遺伝子の欠損株に ISP-GASを導入し、皮下担がんした。このマウスに発光基質を投与

し、発光検出を行った。皮下担がんした箇所において発光シグナルが検出され、その強さは担

がん 7日後の時点で、野生型株のほうが Ifngr1遺伝子欠損株よりも強い傾向が見られたものの、

統計的に有意な差は見られなかった(図 19A)。一方で Gnaq遺伝子欠損株については、Gnaq遺伝

子及び Ifngr1遺伝子ダブルノックアウト株と比較し、強い発光シグナルが見られた。このことは

Gnaq遺伝子欠損 BrafV600Eにより形成される腫瘍微小環境中に、IFN-γがより多く存在すること

を示唆している。さらに、形成された腫瘍塊の大きさを比較すると、Gnaq遺伝子欠損株と、

Gnaq遺伝子及び Ifngr1遺伝子ダブルノックアウト株との間で、有意な差が見られた(図 19B)。 

 

 
図 19  Gnaq遺伝子欠損 BrafV600E細胞が形成する腫瘍微小環境では発光を指標とした IFN-γ応答

増強が観測される 

BrafV600E細胞の野生型株、Ifngr1遺伝子欠損株、Gnaq遺伝子欠損、及び Gnaq遺伝子と Ifngr1遺

伝子のダブルノックアウト株に ISPを導入したものを用意し、それぞれ B6アルビノマウスに皮

下担がんした。 

(A)皮下担がん箇所で検出された発光強度。 

(B)皮下担がん箇所に形成された腫瘍の体積。 

 

 

 

Gnaq遺伝子欠損株と、Gnaq遺伝子及び Ifngr1遺伝子ダブルノックアウト株間で見られた発光

シグナルの差が、腫瘍塊の大きさの差に起因する可能性を否定できない。そこで ISP-GASの

IFN-γ応答を一細胞の分解能で調べる必要がある。皮下に形成された腫瘍を剖出し二光子顕微鏡

で観察したところ、mCherryは細胞全体一様に、Turquoise-GLは主に核内で発現している様子が
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観察された(図 20A)。核の境界を識別することにより、二光子観察において ISP-GASの活性を細

胞レベルで評価することができる。がん細胞の ISP-GAS activityを核内の mCherry/Turquoiseとし

て算出した。Gnaq遺伝子欠損株における ISP-GAS activityは野生型株と比較して高い傾向にあっ

た(図 20B)。PGKプロモーター活性は Gnaq遺伝子及び Ifngr1遺伝子ダブルノックアウト株を除

き、大差なかった。また、腫瘍を切り出して破砕しフローサイトメトリーで分析した場合も

Gnaq遺伝子欠損株における ISP-GAS activityは野生型株と比較して高い傾向にあり、統計的な有

意差が見られた(図 20C)。これらの結果は Gnaq遺伝子欠損株により形成される腫瘍微小環境内

で IFN-γがより豊富であることを示唆する。 

 

図 20  Gnaq遺伝子欠損 BrafV600E細胞が形成する腫瘍微小環境では一細胞レベルでの蛍光観察を

指標とした IFN-γ応答増強が観測される 

(A)皮下担がん 7日後、皮下に形成された腫瘍を剖出し二光子顕微鏡で観察した。mCherry及び
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Turquoise-GL-NLSの観察画像を示し、Turquoise-GL-NLSで標識される核領域のの辺縁を白破線

で縁取った。 

(B)二光子顕微鏡観察により得られた ISP-GAS活性及び PGKプロモーター活性の細胞間比較。

箱ひげ図で示した。 

(C)腫瘍のフローサイトメトリー解析により得られた ISP-GAS活性の細胞間比較。箱ひげ図で示

した。 
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考察 

STAT1バイオセンサーの核内移行は細胞の IFN-γ初期応答を一細胞レベルで可視化する 

がん細胞の IFN-γ応答を一細胞の分解能で検出するバイオセンサー構築のため、STAT1の核内

移行及びホモ二量体化を検出するバイオセンサーを作製した。STAT1に蛍光タンパク質を付加

したバイオセンサーは、IFN-γに応答して核内移行する様子を定量的に評価するのに有用であっ

た。本研究においては STAT1のホモ二量体化を蛍光凝集点として可視化するべく homoFluoppi

システムも応用したが、IFN-γ未刺激の状態でも蛍光凝集点が形成されることがわかり、IFN-γ

応答を可視化するバイオセンサーとしては不十分であった。ここで STAT1は、JAK-STATシグナ

ル伝達経路が活性化されていない状態でも二量体を形成することが報告されている(Castro et al., 

2018)。homoFluoppiシステムを応用した STAT1バイオセンサーが IFN-γ未刺激の状態で示して

いた蛍光凝集点形成は、このような非活性化状態の STAT1ホモ二量体化を可視化していた可能

性がある。 

STAT1バイオセンサーを用いた IFN-γ応答の定量には問題点も残る。バイオセンサーの発現量

が高い場合、IFN-γ応答に伴う核内移行が妨げられ、IFN-γ応答を評価が不能となってしまう可

能性がある(Han et al., 2011)。本研究においても STAT1バイオセンサーの発現量が高い場合は

IFN-γに応答した核内移行が妨げられる様子が観察されている。これは、STAT1バイオセンサー

の発現量が多い場合に、核内移行が達成されるまでに時間がかかり、細胞があたかも IFN-γに対

し無反応であるかのように見える傾向にあることを示唆している。本研究においてはこの点を

考慮し、STAT1バイオセンサーの発現量が低いものを選別して用いていた。しかしながらその

発現量は依然として高く、内在性 STAT1のおよそ 30倍であった。STAT1バイオセンサーの核内

移行を指標として IFN-γ応答を定量する場合、より発現量を抑えたバイオセンサーの導入が求め

られるであろう。 

また、STAT1バイオセンサーが示す IFN-γに応答した核内移行は、IFN-γ応答の初期のみに限

定される可能性がある。内因性 STAT1が IFN-γ刺激の 24時間後にも核内に有優位に局在する一

方、蛍光タンパク質が付加された STAT1の核内移行は解消してしまうとの観察結果から、蛍光

タンパク質が付加された STAT1は必ずしも内因性 STAT1の動態と一致するとは限らないことが

指摘されている(Koster and Hauser, 1999)。本研究において STAT1バイオセンサー発現細胞の生体

内イメージングを行った際、担がん後 5日目に比較的高い NAが確認され、この時点でのがん細

胞の IFN-γ応答が可視化されていると考えられた。しかしながら担がん後 7日目、9日目には

NAは下降していた。STAT1バイオセンサーの挙動が必ずしも内因性 STAT1の動態と一致しない

場合、担がん後担がん後 7日目、9日目における観察結果はがん細胞の IFN-γ応答を正しく評価

できていない可能性がある。したがって STAT1バイオセンサーを用いた IFN-γ応答の可視化

は、極めて初期の応答を可視化する用途に限定されると思われる。 

 

ISPはがん細胞の IFN-γ応答を一細胞レベルで可視化する 

がん細胞の IFN-γ応答を一細胞の分解能で検出するバイオセンサー構築のため、下流の転写活

性を蛍光及び生物発光で検出するプローブを作製した。IFN-γシグナル応答性プロモーター下で

赤色蛍光タンパク質 mCherryと生物発光酵素 Akalucの融合タンパク質を発現するプローブを作

製し、がん細胞で安定的に発現させた。IFN-γシグナルに応答しうるプロモーターを選定し、



36 

 

GASと ISREが IFN-γ応答を示した。生物発光によるプロモーター活性の検出は、腫瘍塊内の細

胞数、体表面下の腫瘍の深さ、及び基質注入の技術的な再現性に影響される可能性がある(Baba 

et al., 2007)。したがってプロモーター活性を蛍光及び生物発光で検出するようバイオセンサーを

設計することで、フローサイトメトリーと蛍光顕微鏡による一細胞分解能での IFN-γ応答可視化

を実現した。 

ゲノム内への組み込み箇所の影響やコピー数を補正することを目的に、IFN-γ応答性プロモー

ターと安定発現プロモーターを双方向に配置した。ISP-GAS及び ISP-ISREとも、IFN-γ刺激によ

って mCherryの蛍光強度のみが増加し、Turquoise-GLの蛍光強度は変化しなかった。また、

mCherryと Turquoise-GLの蛍光強度には正の直線関係が見られた。このことは、ISP活性を

mCherryと Turquoise-GLの蛍光強度比として定義したように、Turquoise-GLの蛍光強度でゲノム

内への組み込み箇所の影響やコピー数を補正できることを示している。この補正は、さまざま

な細胞株における IFN-γ応答を in vivoで比較する際に有用である。IFN-γ応答をさまざまな細胞

株間で比較する際、細胞株間での Turquoise-GL蛍光強度をセルソーティングにより揃えること

で、IFN-γ刺激に対する mCherryの蛍光強度上昇が揃い、細胞株間で比較することができる。ま

た、IFN-γを含むいくつかのエピジェネティック修飾因子が報告されており(Ivashkiv, 2018; 

Ivashkiv and Donlin, 2014)、これは ISPの発現を変化させるであろう。実際、本研究において ISP-

GAS発現 BrafV600E細胞をマウス生体に皮下担がんした際、担がん後 7日目の時点で、Gnaq遺伝

子と Ifngr1遺伝子のダブルノックアウト株の Turquoise-GLの強度が低下する傾向がみられた。

このことは、ISPによる IFN-γ応答の定量を、ゲノム内への組み込み箇所の影響やコピー数で補

正できることを示している。 

 

生物発光は IFN-γ応答の経時的モニタリングに有用である 

ISPは IFN-γ応答を生物発光による検出を可能とする。これにより、生きているマウスで IFN-

γ応答を経時的にモニタリングすることを容易にする。本研究では、ISPの IFN-γ依存的な発光

シグナルが皮下担がん 7日目に顕著検出されており、この日時でがん細胞にたいする IFN-γ応答

が現れ始めるという時間情報を得た。蛍光タンパク質タグ付きの STAT1は、その高速な動態か

ら IFN-γシグナルの検出に用いられている(Thibaut et al., 2020)ものの、先述の通り長期間での

IFN-γ応答を検出するには不向きであろうと思われる。 

 

ISPは IFN-γに対する生物学的挙動を予測する 

ISPを異なる 4細胞種に導入して IFN-γ刺激に対する応答を確かめたところ、ISPの活性上昇

は細胞種により異なることがわかった。IFN-γを感受し分裂阻害が見られた B16F10と Panc02で

は、分裂阻害が見られなかった BrafV600Eや MC-38細胞に比べ、IFN-γ刺激時の ISP-GAS及び

ISP-ISREが高い傾向にあることを見出した。すなわち、IFN-γに対する細胞の感受性と、ISPの

活性には関係があることが示唆される。したがって ISPは、IFN-γに対する細胞の生物学的反応

を予測するツールとしても使える可能性が示唆された。 

 

ISP-ISREは、IFN-γ非依存的な活性上昇を呈す 

IFN-γ応答の可視化プローブとして選定された ISP-ISREは、必ずしも IFN-γ特異的な応答見て

いるとは限らない可能性がある。ISP-ISREを発現する B16F10細胞をマウス皮下に担がんし経時
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的に生物発光イメージングを行ったところ、IFN-γ受容体を構成する Ifngr1遺伝子をノックアウ

トした腫瘍においても野生型株と遜色ない発光が検出された。これは ISREが IFN-α、IFN-β、

IFN-ωを含むタイプ I IFN によっても活性化されるというこれまでの観察結果に起因するためで

あると考えられる(Khiar et al., 2017; Tanaka et al., 1993; Uccellini and Garcia-Sastre, 2018)。そうであ

れば ISP-ISREは、さらなる特性評価を経て、II型 IFNである IFN-γを含む汎 IFNレポーターと

して使用できる可能性がある。 

本研究で BrafV600E細胞をマウス皮下に担がんした際、Ifngr1遺伝子欠損細胞が Gnaq遺伝子と

Ifngr1遺伝子のダブルノックアウト株細胞よりも高い ISP-GAS活性を示した。JAK-STAT経路

は、IFN-γではなく他のサイトカインを介しても活性化される可能性があると推測される(O'Shea 

and Plenge, 2012; Salas et al., 2020)。Gnaq遺伝子を欠損した BrafV600E細胞により形成される腫瘍

は免疫による腫瘍排除を感受しやすくなることが実証されており(Konishi et al., 2021)、微小環境

には IL-12bや IL-10などのサイトカインが豊富に存在しうる(Zelenay et al., 2015)。したがって

Ifngr1遺伝子欠損細胞が Gnaq遺伝子と Ifngr1遺伝子のダブルノックアウト株細胞よりも高い

ISP-GAS活性を示したという観察結果は、腫瘍微小環境中のサイトカイン環境が Gnaq遺伝子欠

損により変化したことを示唆している。 

 

結語と展望 

STAT1バイオセンサーは IFN-γ初期応答を、ISP-GASは IFN-γ二次的応答を可視化するバイオ

センサーであることが示され、特に双方向性プロモーターを導入した ISP-GASは、バイオセン

サーのゲノム内挿入サイトの影響を克服しうる新規ツールとして有用であることが示された。 

本ツールを生体内の腫瘍微小環境における IFN-γ応答の可視化に利用することで、未だ明らか

となっていない IFN-γ応答の時空間的情報に関する知見が得られる可能性が期待される。 
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