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要旨 

本研究では、第一章で特徴的な螺旋構造を持つマウス蝸牛管の形態形成を担う多細胞

動態の解明に取り組み、第二章で多細胞動態の 1 細胞レベルの解析を目的とした多重スペ

クトルイメージング技術の開発に取り組んだ。 

聴覚機能を担う内耳には蝸牛管と呼ばれる螺旋状の器官が存在している。この蝸牛管

の螺旋構造は聴覚機能に重要であることが示唆されており、その形作りのメカニズムの解

明が望まれてきた。これまでに、マウスを用いた遺伝学的手法により、SHH や Wnt、FGF

といった形態形成に重要なシグナル分子の同定が進められてきた。しかしながら、螺旋構

造形成を担う実際の多細胞動態は不明のままであった。その原因は、蝸牛管を観察する際

に用いる生体外培養法では蝸牛管の螺旋構造の形成過程を再現できなかったためである。

そこで本研究では、蝸牛管の先端（頂回転）周囲の軟骨のみを剥がし、周辺組織を保った

まま顕微鏡観察することが可能な培養法を新たに確立した。また、Fgf10 欠損変異マウス

では蝸牛管が著しく短くなるという過去の研究報告を参考に、FGF シグナル伝達経路の下

流の ERK/MAP キナーゼに注目し、FRET バイオセンサーを用いて細胞内の ERK 活性を可

視化した。二光子顕微鏡を用いた観察の結果、蝸牛管の外側において先端(頂回転)から根

元(基底回転)に向かって ERK 活性化が波のように細胞間を伝搬すること、また同時に、根

元(基底回転)から先端(頂回転)に向かって振動波のように細胞が集団運動する様子を発見し

た。集団運動時の細胞のひずみと ERK 活性化の時系列関係を調べたところ、細胞が伸展

した 24 分後 に ERK が活性化し、さらにその 24 分後に細胞収縮による組織変形が起きて

いる事を示し、細胞のひずみと ERK 活性が協調的に機能しているというメカノケミカル

フィードバックモデルを提案した。このモデルを検証するために、ERK の上流キナーゼで

ある MEK の阻害剤を用いて、ERK 活性を抑制した結果、細胞の運動速度が顕著に減少す

ることを示した。また、数理モデルを構築し、ERK 活性と細胞のひずみが共役しているモ

デルの妥当性を示した。本研究で発見された蝸牛管外側における ERK を介した細胞集団

運動は内側との偏差成長を生み出し螺旋構造を作り出す駆動力になる可能性を示した。本

研究成果は、臓器の形作りの基盤的な概念になるだけでなく、蝸牛管の原基（オルガノイ

ド）の成型や設計の基盤となることが期待され、生命科学のみならず再生医療分野への寄

与も大きい。 

蝸牛管を含む多細胞組織の 1 細胞レベルの細胞動態解析には、多重スペクトル蛍光標

識技術が有効である。しかし、既存の蛍光標識は、複数の蛍光タンパク質の組み合わせを

生成する上で、Cre/loxP や Flp/FRT を用いたランダムな組み換えや、トランスフェクショ

ン効率やゲノム挿入部位のランダム性を利用しており、どちらも確率的な過程に依存して

いる。そのため、正確な細胞のラベル化と識別には制限が伴っていた。本研究では、split

蛍光タンパク質（split FP）を用いた色と強度の変調技術により、合理的に設計された蛍光

パターンを生成することで、20 種類の細胞集団を高精度に識別する手法（Caterpi 法）を開



5 

 

発した。具体的には、3 色の split FP を繰り返しつなぎ合わせ、その繰り返しパターンの違

いから生み出される蛍光強度比の違いで細胞を色分けする。split FP の繰り返しによる高輝

度化を達成するために、タンパク質構造予測を活用し split mNG3A の C 末端配列の最適化

と split sfCherry3C の結合界面の最適化を行い、split mNG3Asp と split sfCherry3Csp をそれ

ぞれ開発した。split CFP2 を加えた 3 種類の split FP の 11 番目の β ストランドを様々なパ

ターンでつなぎ合わせた FP11タグライブラリーを作製し、その中から高精度で識別できる

20 種類のタグを選定した。これらのタグにより蛍光ラベルされた 20 種の細胞は 97%の精

度で識別可能であることを実証した。また、HeLa 細胞だけでなく MDCK 細胞といった他

の細胞株を用いても Caterpi 法では、理想的な 20 種の蛍光パターンを正確に生成できるこ

とも示した。Caterpi 法は、複雑な生物システムにおいて複数の細胞集団を正確に識別し追

跡する必要のある研究において、有用な技術となりうることを示した。  
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略語一覧 
CUBIC - Clear, Unobstructed Brain/Body Imaging Cocktails and Computational analysis 

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA - Deoxyribonucleic Acid 

EdU - 5-Ethynyl-2'-deoxyuridine 

ERK - Extracellular signal-Regulated Kinase 

FACS - Fluorescence-Activated Cell Sorting 

FBS - Fetal Bovine Serum 

FGF - Fibroblast Growth Factor 

FGFR - Fibroblast Growth Factor Receptor 

FP - Fluorescent Protein 

FRET - Förster/Fluorescence Resonance Energy Transfer 

GEF - Guanine nucleotide Exchange Factor 

GMM - Gaussian Mixture Model 

IRES - Internal Ribosome Entry Site 

MAP - Mitogen-Activated Protein 

MDCK - Madin-Darby Canine Kidney 

MEK - MAPK/ERK Kinase 

NLS - Nuclear Localization Signal 

PBS - Phosphate Buffered Saline 

PBST - Phosphate Buffered Saline with Triton X-100 

PCP - Planar Cell Polarity 

PFA - Paraformaldehyde 

PIV - Particle Image Velocimetry 

ROI - Region Of Interest 

SHH - Sonic Hedgehog 

SUMO - Small Ubiquitin-like Modifier 

WD - Working Distance 
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第一章 

蝸牛管形態形成を司る多細胞動態の解明 
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序論 

生物にみられる螺旋構造モチーフ 

自然界において螺旋構造は貝殻、角、植物など様々な生物や組織で見られる構造モチー

フであるが（Thompson et al. 1942）、螺旋構造が一体どのように形成されるのかは不明な点

が多い。螺旋構造は、組織または器官の外側の成長速度が内側の成長速度よりも速いという

偏差成長により作られる。この一般原理は、螺旋状の貝殻や植物の屈曲で実験的に証明され

ている(Johnson et al., 2019; Raup & Michelson, 1965; Smyth, 2016; Wada et al., 2018)。偏

差成長を生み出す多細胞動態は、器官や組織ごとに異なるため(Johnson et al., 2019; Saffer et 

al., 2017)、螺旋構造の形態形成を理解する上では、器官・組織固有のメカニズムを調べるこ

とが必要となる。哺乳類生物における代表的な螺旋状器官として、聴覚機能を担う蝸牛管が

挙げられる。 

 

蝸牛管の螺旋構造と聴覚機能の関連 

蝸牛管は聴覚器官として機能する上皮管である。内耳の腹側に位置し、成体マウスでは

1.75 回転した螺旋構造を形成する（図 1）。蝸牛管は、螺旋構造の位置に応じた周波数応答

性を持っている。根元（基底回転）では高周波音を、先端（頂回転）では低周波音を認識す

る。この周波数特異性の形成には、蝸牛管の螺旋構造という形態的特徴が重要であることが

示されており(Manoussaki et al., 2008)、螺旋構造の形成機構の解明がこれまで望まれてきた。 

 

 

 

図 1. マウス内耳の形態的特徴 (Groves & Fekete, 2012 より) 

マウス胎仔(胎生 15.5 日)の内耳を固定・透明化した標本に白色塗料を注入すること

で、内耳の液体腔を観察したもの。青色が蝸牛管を示す。 
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蝸牛管の螺旋形成に関する遺伝子解析 

蝸牛管は胎生 12 日から 17 日の間に、内耳の腹側において螺旋状に成長する（図 2）。

これまでの蝸牛管の螺旋構造形成に関する研究は、形態に表現型がみられるシグナル分子

を遺伝学的な手法で同定することで進められてきた。具体的には、マウスを用いた遺伝子

欠損により、蝸牛管中心軸から蝸牛管に投射する蝸牛神経節からの SHH シグナル(Bok et 

al., 2013; Z. Liu et al., 2010; Tateya et al., 2013)、感覚上皮前駆細胞からの Wnt シグナル(Mao 

et al., 2011; Montcouquiol & Kelley, 2020; Qian et al., 2007; Saburi et al., 2008; Wang et al., 

2005)、そして上皮細胞からの FGF シグナル(Pauley et al., 2003; Pirvola et al., 2000; Urness et 

al., 2015, 2018)が蝸牛管の形態形成には特に重要であることが明らかにされている。これら

全てのシグナル分子の欠損は蝸牛管が著しく短くなる表現型も持つが、そのメカニズムは

異なる。 

蝸牛神経節からの SHH シグナルは主に蝸牛管の根元（基底回転）から中間領域にか

けての細胞増殖を誘導する事で成長を促進させている(Bok et al., 2013)。そのため、Shh ノ

ックアウトマウスで蝸牛管が短くなるのは、細胞増殖が抑制された結果であると考えられ

る。一方で、Wnt-PCP シグナル伝達経路は胎生 14.5 日以降の蝸牛管の内側-外側方向で起

きる感覚上皮前駆細胞の配置換えによる収斂伸長を制御している(Chen et al., 2002; Cohen et 

al., 2020; Driver et al., 2017; Yamamoto et al., 2009)。Wnt5a ノックアウトマウスでも蝸牛管は

短くなるが、これは細胞の配置換えに異常をきたし収斂伸長が抑制された結果と考えられ

る(Qian et al., 2007)。最後に、Fgf10 欠損変異マウスでも蝸牛管が著しく短くなるが、この

変異マウスでは蝸牛管の細胞増殖に影響は見られない(Urness et al., 2015)。そのため、FGF

シグナル伝達経路は細胞増殖とは異なる他の多細胞動態を制御し、その結果、管の伸長を

調節していることが示唆される。しかし、その具体的なメカニズムは不明のままである。 

 

 

 

図 2. マウス内耳の発生 (Wu & Kelley, 2012 より) 

E10.75 から E17 までの胚発生段階における、白色塗料を注入した内耳液体腔の側面図。

蝸牛管は三半規管の腹側で螺旋状に成長する。co: 蝸牛管。 
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FGF シグナル伝達 

FGF シグナル伝達の主要な経路は MAP キナーゼ経路である(図 3)。FGF が受容体であ

る FGFR に結合すると、受容体の二量体化が誘導される。この二量体化により、受容体の細

胞内チロシンキナーゼドメインが相互にリン酸化される。リン酸化された受容体は、アダプ

タータンパク質を介して SOS などのグアニンヌクレオチド交換因子(GEF)をリクルートす

る。SOS は低分子量 G タンパク質 Ras を活性化し、活性化された Ras は Raf の膜移行を促

進する。続けて膜移行し活性化した Raf は、MEK をリン酸化し、最終的には MEK が ERK

をリン酸化ですることでシグナルを下流へと伝達する。リン酸化し活性化した ERK はセリ

ン/スレオニンキナーゼとして機能し、c-Myc などの転写因子をリン酸化することで、細胞

の増殖、分化、運動などの重要な細胞機能を制御している。 

 

 

細胞集団運動と ERK 活性化伝搬 

近年では、細胞集団運動において ERK が極めて重要な役割を果たしていることがわか

ってきている。細胞集団運動の際には、ERK の活性化が運動とは逆向きに細胞間を波のよ

うに伝搬している。この現象は、2015 年に Hiratsuka らによって、マウスの耳の創傷治癒で

初めて報告された(Hiratsuka et al., 2015)。そして、2021 年には Hino らによって、MDCK 細

胞（イヌ腎臓由来の上皮細胞）を用いてそのメカニズムが明らかにされている(Boocock et al., 

2021; Hino et al., 2020)(図 4)。この現象は、細胞変形と ERK 活性の協調的なメカニズムで説

明されており、具体的には、細胞伸展により引き起こされた ERK の活性化が、自身の細胞

収縮を誘導すると隣接細胞を引っ張ることで隣接細胞の伸展が促進され、最終的に隣接細

 

図 3. FGF シグナル伝達系の概要 
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胞の ERK 活性化が誘導されるといった、メカノケミカルフィードバックモデルである。 

蝸牛管における、Fgf10 欠損変異マウスで蝸牛管が短縮化した理由として、FGF シグナ

ルを介する ERK 活性伝搬が阻害された結果、細胞集団運動が抑制され蝸牛管が短くなった

という可能性が挙げられる。しかし、実際に蝸牛管の螺旋構造の形成過程をライブイメージ

ングした例はなく、その詳細は不明である。 

 

蝸牛管ライブイメージングにおける課題 

蝸牛管は生体外培養条件下で観察可能であるが、これまでの培養方法では螺旋構造の

形成過程を再現することができず、その多細胞動態は未解明のままであった。内耳をマトリ

ゲルに包埋する生体外培養法では、蝸牛神経節や軟骨性耳包（軟骨組織）などの周辺組織が

保持されるため、蝸牛管の成長が期待できる。しかし、高密度なコラーゲン構造を持つ軟骨

組織では光が散乱してしまうため、内部に位置する蝸牛管の顕微鏡観察は極めて困難であ

 

図 4. 細胞集団運動と ERK 活性の伝搬 (Hino et al., 2020 より) 

細胞の伸展が ERK 活性化をもたらし、続いて ERK 活性化によって細胞の収縮が起こる

というというメカノケミカルフィードバックモデル 
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る。そのため、従来は蝸牛管のみを単離してマトリゲルに包埋し観察する手法が用いられて

きた。しかしながら、この方法では蝸牛管が十分に成長せず、螺旋構造の形成過程を捉える

ことはできなかった。 

本研究では、蝸牛管の先端（頂回転）付近の軟骨組織のみを取り除き、周辺組織を保っ

たまま観察する新たな手法開発を行った。また、開発した生体外培養手法と二光子顕微鏡を

用いた深部イメージングを組み合わせ、蝸牛管の螺旋構造形成過程を捉えることに取り組

んだ。そして、フェルスター共鳴エネルギー移動（FRET）を用いた分子活性の定量化、お

よび数理モデリングを組み合わせることで、蝸牛管が螺旋構造を作り上げる際の多細胞動

態とその分子メカニズムを解明することに取り組んだ。 
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材料と方法 

実験 

マウス 

FRET イメージングには、ERK バイオセンサー(hyBRET-ERK-NLS)を全身の細胞で発現

させたトランスジェニックマウスを使用した(Harvey et al., 2008; Komatsu et al., 2011, 2018)。

F-アクチンと核の同時イメージングのために、Lifeact-EGFP (Riedl et al., 2010)と R26-H2B-

mCherry (Abe et al., 2011)を交配した。Lifeact - EGFPマウスは EMBLハイデルベルクの Hiiragi

教授から、R26-H2B-mCherry マウスは RIKEN Large（CDB0204 K）からご提供いただいた。

FRET イメージング以外のマウス使用には、清水実験材料(京都、日本)で購入した ICR マウ

スを使用した。プラグチェック前の深夜を胎生 0.0 日とした。全ての動物実験は動物実験倫

理委員会(MedKyo 19090 and 20081)の承認を経て行い、京都大学の実験動物に関する規則に

基づいて行った。 

 

阻害剤 

阻害実験には下記の阻害剤を使用した。 

阻害剤名 販売元と製品番号 

Blebbistatin FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, #021-17041 

Cyclopamine FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, #038-19311 

SU5402 FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, #197-16731 

PD0325901 FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, #162-25291 

 

抗体 

免疫染色には下記の抗体を使用した。 

抗体名 販売元、製品番号、使用濃度 

anti-E-cadherin rat antibody Thermo Fisher Scientific, #13-1900, 1:100 dilution 

Alexa Fluor 546-conjugated goat 

anti-rat IgG (H+L) antibody 

Thermo Fisher Scientific, #A11081, 1:1000 dilution 

 

組織免疫染色 

蝸牛管を覆う軟骨の殻を脱殻した後、組織免疫染色と透明化を先行研究(Hirashima & 

Adachi, 2019)に従い行った。PBS で希釈した 4% PFA を用いて 4℃で固定処理を行った。続

けて、0.1 % PBST (Triton X-100/PBS)で希釈した 10% normal goat serum (Abcam, #ab156046)で

3 時間インキュベーションしてブロッキングを行った。そして、一次抗体処理を 4℃で一晩

行い、0.1% PBST で洗浄を行った。その後、Alexa Fluor546 を結合した二次抗体処理を 4℃

で一晩行った。核染色には、DAPI (Dojindo Molecular Technologies, #D523-10, 1:200 希釈)を
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用いた。サンプルを 10 µL の 1% アガロースゲルで glass-based dish (Greiner Bio-One, 

#627871)に固定した。次に、CUBIC-R+ (Tokyo Chemical Industry Co., #T3741)溶液にサンプル

を浸して透明化を行った。画像は、40 倍の対物レンズ(NA = 1.3, WD = 240 μm, HC PL APO 

CS2, Leica)、20 倍の対物レンズ(NA = 0.75, WD = 680 µm, HC PL APO CS2, Leica)を用いて共

焦点顕微鏡 Leica TCS SP8、または 30 倍の対物レンズ (NA = 1.05, WD = 0.8 mm, 

UPLSAPO30XS, EVIDENT)を用いて共焦点顕微鏡 EVIDENT FluoView FV1000 で取得した。 

 

EdU 染色 

マウス胚に EdU を取り込ませるために、PBS で溶解させた EdU 200 µL (5 mg/mL)を解

剖 30 分前の妊娠マウスに腹腔内注射した。組織培養の場合は、固定の 30 分前に終濃度 10 

µM になるように EdU を培地に添加した。EdU の検出を行う前に E-cadherin の免疫染色と

DAPI を用いた核染色を行った。EdU は、Click-iT EdU Imaging Kits (Thermo Fisher Scientific, 

#C10340)を使用して検出した。サンプルは CUBIC-R+で透明化処理を行った後に、共焦点顕

微鏡で撮影を行った。 

 

組織培養 

内耳をマウス胎仔から解剖し、軟骨組織を脱殻せずに培養した。蝸牛管は、1 μL growth 

factor reduced Matrigel (Corning, #356231)で 35-mm glass-based dish (Iwaki, #3910-035)に固定し

た。FluoroBrite DMEM Media (Thermo Fisher Scientific, #A1896701)に 1% GlutaMAX (Thermo 

Fisher Scientific, #35050061)と 1% N2 Supplement with Transferrin (Holo) (FUJIFILM Wako Pure 

Chemical Corporation, #141-08941)を加え、2 mL の培地中に、5% CO2、37℃で培養した。 

 

生体外培養条件でのライブイメージング 

長時間の蝸牛管のライブイメージングを行うため、蝸牛管の先端部に隣接する軟骨性

耳包(軟骨組織)を慎重にピンセットで切除した後に、三半規管を取り除いた。単離した蝸牛

を組織培養の方法に従い、35-mm glass-based dish に静置した。顕微鏡観察には、25 倍の水

浸レンズ（NA = 1.05, WD = 2 mm, XLPLN25XWMP2, Olympus）を備えたインキュベーター

型の多光子蛍光顕微鏡（LCV-MPE, EVIDENT）を使用した。CFP の励起波長は 840 nm に設

定した（InSight DeepSee、Spectra-Physics）。FRET バイオセンサーの詳細な撮影条件は以下

の通り：スキャンサイズ：800 × 800 ピクセル、スキャン速度：10 μs/ピクセル、IR カットフ

ィルター：RDM690（EVIDENT）、ダイクロイックミラー：DM505およびDM570（EVIDENT）、

蛍光フィルター：CFP 用に BA460-500、FRET 検出用に BA520-560（EVIDENT）。 

 

定量化と解析 

FRET 画像解析 

3×3(ピクセル)のウィンドウのメディアンフィルターを用いてショットノイズを除去し
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した後に、FRET チャネルと CFP チャネルそれぞれでバックグラウンドとなるシグナルを

減算した。その後、CFP 強度に対する FRET 強度の比を自作の MATLAB (MathWorks)スクリ

プトで計算した。スケールバーでは、色が FRET/CFP 比を、輝度が FRET チャネルの蛍光強

度を表している。 

 

蝸牛管の最外上皮層の曲率と厚さの測定  

蝸牛管の最外に位置する上皮層の曲率と厚さの測定のために、まず共焦点顕微鏡で E-

cadherin の免疫蛍光染色を行い、蝸牛管全体の z-stack 画像を取得した。次に、上-下軸の中

央の水平断面の上皮細胞の頂端側と基底側を手動でトレースし、蝸牛管の先端点を手動で

設定した。複数回の細線化画像処理を行い、上皮層の頂端側と基底側の中央線を得たのち、

15 μm の一定間隔で離散点(xi, yi)を曲線に沿ってサンプリングした。最後に、3 次スプライ

ン関数でこれらの離散点をフィッティングし、区間[xi, xi+1]における関数 Siを以下のように

定義した。 

 

Si(x) = ai(x - xi)
3 + bi(x - xi)

2 + ci(x - xi) + di 

 

曲率 κ の定義 κ(x) = S'' (1 + S'2)-3/2に基づき、スプライン関数からの曲率は以下のように計算

した。 

 

κ(x)=
6𝑎(𝑥−𝑥𝑖)+2𝑏

(1+{3𝑎(𝑥−𝑥𝑖)2+2𝑏(𝑥−𝑥𝑖)+𝑐}2)3/2 

 

管腔に対しての凸/凹は、κ においては正/負として割り当てた。そして、層の厚さは、上皮

層の曲線に垂直な直線で、頂端側と基底側の間の長さとして定義した。 

 

EdU 強度マッピング 

まず、E-cadherin と EdU で染色した蝸牛管の z-スタック画像(8 ビット)を、上-下軸の中

点に対しての z 位置に基づいて上側と下側の 2 つの領域に分けた。z 軸方向に対して、最大

蛍光強度を用いたプロジェクション画像を作成した。E-cadherin の免疫染色画像に Otsu 法

を用いた二値化処理を行った後に、MATLAB の bwperim 関数を適用し蝸牛管の輪郭を自動

検出した。蝸牛管の先端を手動で定義し、内側と外側のそれぞれで、頂回転の先端の点から

基底回転に向かって輪郭を辿ることで、内側と外側の曲線を定義した。続いて、内側と外側

のそれぞれの曲線で先端から一定の間隔で点を定め２０分割した。内側と外側で対応する

点を結び、その線をさらに 10 分割する事で、蝸牛管を小領域に分割した。最後に、各領域

内で EdU シグナルの平均強度を測定し、255 で正規化した。 
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細胞集団運動と ERK 活性 

蝸牛管で集団運動している細胞の速度場を計算するため、CFP チャネルの時系列画像

に PIV を用いた画像処理を適用した。オスロ大学の Kristian Sveen 教授が配布しているフリ

ーコード MatPIV（GNU public license software）を使用した。時刻 T での速度場は、T と T+Δt

間の変位から計算した(Δt は撮影間隔の 12 分に設定)。解析領域は 40 ピクセル（約 25 μm、

4-5 細胞径に相当）の正方形に設定し、解析領域の重なりは 50%とした。得られた速度場の

データに対して、ノイズを除去するためにメディアンフィルタリングで平滑化処理を行っ

た。その後、PIV 速度ベクトルの頂回転-基底回転方向の成分(蝸牛管伸長方向の速度)を求め、

隣接する解析領域間で伸長方向成分の速度の空間微分を計算した。求めた値を MATLAB の

'smooth'関数を使用して高周波成分を除去し、伸長-収縮速度(extension-shrinkage rate)として

定義した。 

ERK 活性については、各解析領域内で Otsu 法を使用して CFP 画像に閾値を設定し、細

胞質領域を抽出して、二値化した領域内で FRET/CFP 比の平均を計算した。ERK 活性速度

(ERK activity rate)は ERK 活性の時間微分として計算した。相互相関解析は MATLAB の xcorr

関数を使用して実行した。 

 

組織の曲率と ERK 活性 

まず初めに、蝸牛管の外側の輪郭を手動でトレースした。そして、一辺が 20 ピクセル

（約 13 μm）の正方形の解析領域を、トレースした蝸牛管の外側の縁に沿って設定した。解

析領域から最も近い蝸牛管の外側の輪郭上の点を曲率計算の基準点に設定した。外側の輪

郭線で基準点を中心に 19 μm の一定間隔で 4 点をサンプリングし、基準点での曲率を計算

した（蝸牛管の最外上皮層の曲率と厚さの測定を参照）。ERK 活性については、上記（細胞

集団運動と ERK 活性を参照）と同様の方法で定量した。 

 

統計解析 

解析に用いた細胞数や、解析領域の数（n）と独立した実験回数（N）は、それぞれの図

のレジェンドに記載した。以前の研究(Cohen et al., 2020; Driver et al., 2017; Tateya et al., 2019)

に基づいて、最低 N = 3 回の独立した実験を実施した。統計検定、サンプルサイズ、検定統

計量、p 値も同様に図のレジェンドに記載した。p 値が 0.05 未満を統計的に有意とみなし、

以下の 4 つのカテゴリーに分類した。*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001、n.s.（有意差なし、

p≥0.05） 

 

ソフトウェア 

画像処理には MATLAB (MathWorks)と ImageJ (National Institute of Health)を使用した。

図や画像作成には MATLAB (MathWorks)、Imaris (Bitplane)、および ImageJ (National Institute 

of Health)を使用した。統計解析には MATLAB (MathWorks)を使用した。 
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数理モデル 

以前の研究(Boocock et al., 2021; Hino et al., 2020)に基づいて、集団細胞運動を単純化し

一次元のメカノケミカルカップリングモデルを構築した。このモデルでは、一次元の細胞同

士の繋がりを、バネが連なった単純な系にモデル化した。N 個の細胞（j=1,...,N）を弾性定

数 k のバネの連なりとして表現し、境界を含む細胞同士の結合部を i=1,...,N+1 と位置付け

た。すると、各細胞は前方向に向かって力 F で後方に対して収縮力を及ぼすので、j=N の細

胞の収縮力（Fj=N）は i=N の結合点での力（Fi=N）とみなすことができる。上皮細胞は隣り

合う細胞と接着しており、粘性摩擦 ηc で弾性力が伝わるので、集団細胞のダイナミクスは

以下の式で表される： 

 

𝜼𝒄𝒙̇𝒊 = 𝒌(𝜺𝒋 − 𝜺𝒋+𝟏) + 𝑭𝒋=𝒊,    

𝜺𝒋 = (𝒙𝒊+𝟏 − 𝒙𝒊) 𝑳⁄ − 𝟏,  for i = 1,...,N  and  j = 1,...,N                        (1) 

 

ε は細胞の歪み、L は平均的な細胞の長さ（5 μm）を表している。一番先頭に位置する細胞

の前端（i=N+1）では、先端の伸展を反映させるために自己推進力 Ftipが加えられる。 

ERK 活性と細胞伸展、収縮が共役するモデルでは、細胞運動と ERK 活性の関係は次の式で

表す： 

 

𝜼𝑬𝑬̇𝒋 = 𝐭𝐚𝐧𝐡(𝜶𝜺𝒋) − 𝑬𝒋,                             (2) 

 

この式では、α は細胞伸展(εj)に対して ERK がどれくらい敏感に応答するのかを示しており、

ηEはダイナミクスの時間スケールを示している。続けて、ERK 活性は収縮力へと変換され、

次の式で ERK 活性と細胞収縮の関係が示される。 

 

𝜼𝑭𝑭̇𝒋 = 𝝀𝑬𝒋
𝒉 − 𝑭𝒋,                                (3) 

 

λ は ERK 活性(Ej)がどの程度の細胞収縮を及ぼすのかを決めるパラメーターで、ηF は ERK

活性後にどのくらいのタイムスケールで収縮力が働くのか決めるパラメーターである。 

 

一方で、ERK 活性と細胞伸展、収縮の非共役モデルでは、式(2)の代わりに ERK 活性は

以下の進行波として表される： 

 

𝐄(𝐗)  =  (𝐬𝐢𝐧(
𝛑𝐗

𝐰
+  𝐯𝐭)  +  𝟏)  ×  𝟎. 𝟓                      (4) 

 

w は ERK 活性化の波長の 1/2 の値を示し、v は ERK 活性の伝搬速度を示している。よって、
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パラメーターは、図 11D から ERK 活性の波長が 168 μm となるように 84 μm に設定し、v

は図 11E から 0.42 μm min-1に設定した。 

 

数値シミュレーション 

常微分方程式は、時間ステップ 0.01 で MATLAB を使用してオイラー法により数値的に

求めた。細胞数 N は 1000 に設定し、境界 i=1 は固定し、i=N+1 は移動境界条件とした。生

物学的に妥当なパラメーターは、本研究と以前の研究(Serra-Picamal et al., 2012)に基づいて

以下のように設定した： ηc = 40 (nN min μm-1)、 k = 20 (nN)、 Ftip = 6 (nN)、 α = 3、 ηE = 

30 (min)、 ηF = 10 (min)、 λ = 9 (nN)。 
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結果 

1. 蝸牛管の形態的特徴の定量化 

1-1. 蝸牛管の内側・外側の上皮層の曲率と厚みの定量化 

本研究論文では、蝸牛管の発生を頂回転-基底回転(Apex-Base)、内側-外側(Medial-Lateral)、

上側-下側(Roof-Floor)の 3 つの軸に沿って記述する（図 5）。従来の蝸牛管の形態評価は、管

が短くなるなどの定性的な議論に留まっていた。そこで、まず初めに蝸牛管の形態を定量的

に評価する手法の確立に取り組んだ。本研究では、蝸牛管の螺旋状形態が形成される胎生

12.5 日から 14.5 日を観察対象とした（図 2）。4% パラホルムアルデヒド(PFA)で固定したマ

ウス胎仔から蝸牛管を摘出後、細胞の輪郭を観察するために上皮細胞マーカーE-cadherin の

免疫染色を行った。透明化剤 CUBIC を用いて透明化処理を行った後に、共焦点顕微鏡で組

織の 3 次元イメージングを行った（図 6A）。胎生 12.5 日から 14.5 日にかけて蝸牛管は、管

の幅はほぼ一定のまま、螺旋状に成長していくことが分かった。図 6A の黄色の破線で示さ

れる上皮層に注目すると、螺旋構造の内側の上皮層が外側の上皮層よりも厚い。そこで、蝸

牛管の内側と外側の上皮層の非対称性を明らかにするために、上皮層の厚みと曲率を定量

化した（図 6B, C）。内側では、胎生 12.5 日から 13.5 日では先端（頂回転）から 100 µm の

ところで曲率・厚みともにピークが見られ、内側の上皮は先端から 100 µm 付近で上皮が厚

くなり、大きく屈曲するという形態的特徴が定量化された。対照的に、外側の単層上皮は、

厚み・曲率ともに頂回転から基底回転にかけてほぼ一定であった。F-アクチンを可視化する

LifeAct-EGFP マウスと核を可視化するヒストン H2B-mCherry マウスを掛け合わせたマウス

胎仔を用いて胎生 13.5 日の蝸牛管を細胞レベルで形態観察を行ったところ、蝸牛管の外側

では単層上皮となっていたのに対して、内側は偽重層化し厚みのある上皮となっていた(図

6D)。このような上皮組織の構造の違いが、内側と外側の上皮での 10 μm 程度の厚みの違い

を生み出していることが明らかになった。 

 

 

図 5. 蝸牛管の構造模式図 

内耳、蝸牛管の構造と軸を示した模式図 
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1-2. 蝸牛管の分裂細胞分布の定量 

続けて、細胞の形態形成に重要な細胞増殖の分布に関する定量化を、EdU 染色を用い

て行った。受精後 12.5 日が経過した妊娠マウスに EdU を腹腔内注射し、30 分後にマウス胎

仔を取り出し 4% PFA で固定した。摘出した蝸牛管を用いて EdU 染色を行い、Ｓ期の細胞

の分布を観察した（図 7A）。また、蝸牛管全体の形態を捉えるために、E-cadherin の免疫染

色も同時に行った。透明化処理後に、共焦点顕微鏡を用いて蝸牛管組織全体の観察を行い、

 

図 6. 蝸牛管発生における形態の定量化 

(A) 胎生 12.5 日から 14.5 日までのマウス蝸牛管における抗 E-cadherin 免疫染色の蛍光

画像。下段は上段の点線の拡大画像。黄色の破線は、最外に位置する上皮層を示す。 

(B) 蝸牛管の曲率と厚みを定量化の概略図。 

(C) 胎生 12.5 日から 14.5 日までの蝸牛管の最外の上皮層の頂回転から基底回転の弧長

に沿った曲率と厚みの平均±標準偏差を示す。N=3。 

(D) 胎生 13.5 日で F-アクチン (白) と ヒストン H2B (青) を標識した Lifeact-EGFP

とヒストン H2B-mCherry の画像。パネル B の赤枠で囲った領域の外側と内側上皮

層の細胞の形状と核の位置を示す。スケールバー、30 µm。 
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上側と下側に分割しそれぞれ解析を行った。蝸牛管の位置と EdU 標識細胞の空間分布を定

量的に評価する事を試みた。蝸牛管を小領域に分割し、各小領域で標識された EdU の平均

蛍光強度を計測した（図 7B、C）。蝸牛管の下側（Floor）に注目すると、頂回転（Apex、矢

印で挟んだ領域）方向では内側に分裂細胞が多く分布している。一方で、基底回転（Base、

矢頭で挟んだ領域）方向を見ると、外側でも頻繁に細胞分裂が起こっている。続いて、上側

（Roof）に注目すると、基底回転よりも頂回転で細胞分裂が起こっているが、内側と外側で

顕著な差は観察されなかった。 

もし、細胞分裂が蝸牛管の螺旋構造を生み出す主な要因である場合、内側よりも外側で

頻繁に細胞分裂が起こり、外側の体積増加に寄与するはずなので、細胞分裂が螺旋構造形成

の直接的な駆動力ではないことが示唆される。そこで、下側(Floor)の基底回転で分裂した細

胞が頂回転に向かって細胞集団運動する速度の外側と内側の差が、偏差成長を生み出して

いるのではないかという仮説を立てた。 
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図 7. 蝸牛管発生における細胞増殖の定量化 

(A) 胎生 12.5 日における下側と上側の抗 E-cadherin 免疫染色(白)と EdU 染色(マゼン

タ)の最大蛍光輝度を用いた z-プロジェクション画像。矢印は、内-外軸に沿った EdU

の輝度に勾配が見られた領域を示す。矢頭は、EdU の蛍光強度の高い基底回転側の

領域を示している。 

(B) 蝸牛管の小領域作製と、EdU の蛍光強度定量化の模式図。 

(C) 下側、上側における EdU 平均強度を示したヒートマップ。矢印と矢頭は、(A)と対

応する。N=3 の平均を示している。 
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2. 蝸牛管の形態形成における ERK 活性の可視化 

2-1. ERK 不活性化により蝸牛管が短くなる 

蝸牛管の形態に表現型を持つ遺伝子変異として、FGF10 が知られている。Urness らは

(Urness et al., 2015)、Fgf10 欠損マウスでは蝸牛管が著しく短くなるが、細胞増殖に変化は見

られない事を報告しており、細胞増殖とは異なる他の細胞動態が管の伸長を調節している

ことが示唆されていた。そこで、FGF シグナル伝達経路の下流キナーゼであり細胞集団運

動に重要な ERK に注目し、蝸牛管形態形成における FGFR-ERK シグナル伝達の影響を調べ

ることにした。 

まず初めに、阻害剤を用いて FGF シグナル伝達経路を阻害した際に、実際に蝸牛管が

短くなるのかどうかを生体外培養条件下で調べることにした。胎生 12.5 日のマウス胎仔の

内耳を取り出し、マトリゲルに包埋し ERK キナーゼ（MEK）阻害剤である PD0325901(Barrett 

et al., 2008)、または FGFR 阻害剤である SU5402(Sun et al., 1999)を添加し、2 日間組織培養し

た。最後の 30 分間で、培地に EdU を添加し、細胞増殖に関しても同時に観察を行った。内

耳を 4%PFA で固定化した後、蝸牛管を摘出し EdU 染色と DAPI を用いた核染色を行った。

観察の結果、MEK 阻害剤、FGFR 阻害剤を添加したところ、蝸牛管全体の EdU シグナルが

減少し（図 8A-A''）、蝸牛管の頂回転から基底回転に位置する球形嚢までの外側の弧長も、

MEK 阻害剤でコントロール（DMSO 添加）の 70％、FGFR 阻害剤でコントロールの 50%の

長さになり、有意に短縮化した（図 8B）。FGFR-ERK シグナル伝達系の阻害が細胞増殖を抑

制するという結果は、Fgf10 欠損変異マウスの報告とは異なるが、これは Fgf10 欠損変異マ

ウスにおいては FGF の他のリガンドが代償的に働いていた可能性が考えられる。 

 

図 8. FGFR-ERK シグナル伝達の阻害により、蝸牛管が短くなる 

(A) 胎生 12.5 日から 2 日間生体外培養し、EdU(マゼンタ)と DAPI(白)で染色した蝸牛

管の最大蛍光輝度を用いた z-プロジェクション画像。それぞれ、DMSO 処理(A)、

1µM PD0325901 処理(A’)、30µM SU5402 処理(A’’)を示す。 

(B) DMSO(赤)、PD0325901(青)、SU5402(緑)で処理した蝸牛管の弧長。N=3。2 標本

t 検定より、p = 0.023(DMSO-PD0325901)、p<0.001(DMSO-SU5402)。 
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2-2. マウス胎仔蝸牛管の ERK 活性分布 

蝸牛管における ERK 活性の空間分布を調べるために、細胞質型 FRET バイオセンサー

をユビキタスに発現するレポーターマウス系統を使用し(Harvey et al., 2008; Komatsu et al., 

2011, 2018)、ERK 活性を可視化した（図 9）。ERK 活性は下側（Floor）では内側に比べ外側

で高く、上側（Roof）では基底回転側(Base)よりも頂回転側(Apex)で特に高いという非対称

な分布が観察された。この結果は、すでに報告されている FGFR2 の発現分布とおおむね一

致しており、ERK 活性が FGFR2 によって制御されることが示唆される(Urness et al., 2015)。 

 

 

2-3. マウス胎仔蝸牛管における ERK 活性伝搬 

次に、蝸牛管が螺旋構造を作り上げる際の多細胞動態をライブイメージングで詳細に

解析することにした。予備実験において、蝸牛管のみを摘出しマトリゲルに包埋する従来の

生体外培養法では、蝸牛管の螺旋構造形成を再現できないことがわかった。そこで、蝸牛管

の頂回転付近の軟骨組織のみ取り除き、蝸牛管の蝸牛神経節や軟骨性耳包といった周辺組

織を保ったまま観察する新規の生体外培養法を開発した(図 10)。この観察手法を用いて、胎

生 12.5 日の胎児から取り出した内耳蝸牛管を約 18 時間、インキュベーター型二光子顕微鏡

LCV-MPE を用いて FRET イメージングを実施した。観察の結果、蝸牛管の外側においてマ

ゼンタで示される ERK の活性化が頂回転(Apex)から基底回転(Base)に向かって細胞間を伝

搬する現象を発見した(図 11A)。次に、粒子画像流速測定法（PIV）によって細胞の速度場を

定量化し、下側では細胞が直径約 100 µm の集団で、基底回転から頂回転に向かって ERK 活

性伝搬とは逆向きに振動波のように細胞集団運動することを発見した（図 11B）。蝸牛管の

外側における頂回転-基底回転軸に沿った解析線上の ERK 活性を示すカイモグラフを作成

し、ERK 活性が伝搬する際の速度を計算したところ、空間固定座標系で 0.42±0.078 µm/min

であった（図 11C, D, E）。 

Hino らや Boocock らの論文を参考に(Boocock et al., 2021; Hino et al., 2020)、細胞伸展と

ERK 活性の関係を調べるために、ERK 活性率(ERK 活性の時間微分)と伸縮率(頂回転-基底

回転に沿ったひずみ速度)をそれぞれ ERK 活性と PIV 速度から計算した。すると、ERK 活

 

図 9. 蝸牛管の ERK 活性の 3 次元マップ 

胎生 12.5 日から 1 日間生体外培養した後の蝸牛管の ERK 活性の 3 次元分布。 
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性率と伸縮率の両方が、時間経過に伴い振動することが明らかとなった（図 11F）。さらに、

相互相関解析により伸縮率が ERK 活性率よりも平均 24 分先行しており、細胞が伸縮した

24 分後に ERK が活性化していることが明らかになった。 

続いて、阻害剤を用いて ERK 活性伝播を抑制した際に蝸牛管の細胞集団運動にどのよ

うな影響が見られるかを調べた。胎生 12.5 日の胎児の蝸牛管のイメージングの途中で MEK

阻害剤（PD0325901）または FGFR 阻害剤（SU5402）を添加し ERK 活性を抑制したところ、

PIV 速度が大幅に低下した（図 11H）。定量の結果、中央値の値がそれぞれ 42%、48%減少

することが分かった。これらの結果により、FGFR-ERK シグナル伝達が基底回転から頂回転

方向の細胞集団運動に寄与していることが示された。 

蝸牛管の外側の基底回転で分裂した細胞が、細胞集団運動における細胞の供給源にな

っているのかどうかを調べるために、細胞増殖を薬剤により阻害する実験を行った。蝸牛管

の発生において中間から基底回転にかけた領域の細胞増殖に重要とされる SHH シグナルを

SHH 阻害剤（シクロパミン）を用いて阻害した。ERK の活性にはほとんど変化は見られな

かったが(図 12A)、シクロパミン添加から 3 時間後には PIV 速度が 16%低下し、添加後 8 時

間では、PIV 速度は 62%減少することが明らかになった(図 12B)。これは、Shh シグナル経

路の長期間の阻害によって、細胞増殖が抑制された結果、基底回転から頂回転への細胞供給

が不足し、細胞運動と ERK 活性伝搬が抑制された可能性が考えられる。 

次に、三次元的な螺旋構造を生み出すメカニズムを調べるために、蝸牛管表面のレンダ

リング画像を用いて、三次元的な ERK 活性の伝搬を解析した。すると、ERK 活性のピーク

は三次元的には蝸牛管の外側を頂回転・上側（Roof）から基底回転・下側（Floor）へと螺旋

状に伝搬していくことが分かった(図 13A)。また、螺旋状の ERK 活性伝搬に伴い、ERK 活

性波とは反対方向の基底回転・下側から頂回転・上側への螺旋状に細胞集団運動する様子を

観察することができた。これらの結果から、外側での ERK を介した螺旋状の細胞集団運動

が、螺旋構造の形態形成を担っている仕組みであることが示唆された（図 13B）。 

 

 

図 10. 蝸牛管の新規生体外培養法 

蝸牛管付近の軟骨のみを取り除く新規生体外培養法。 
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図 11. ERK 活性波は、細胞集団運動を促進する。 

(A) 下側における ERK 活性を示したスナップショット。時間は、ライブイメージング

開始時からの経過時間を示している。黄色い矢印で ERK 活性のピークを示す。 

(B) 下側における PIV 速度を示したスナップショット。 

(C) カイモグラフ解析に用いた頂回転-基底回転に沿った解析線と、ROI の位置を示す

概略図。 

(D) ERK 活性を示したカイモグラフ。横軸は(C)で示した頂回転-基底回転軸線の位置を

示し、縦軸はライブイメージング開始後の経過時間を示す。 

(E) ERK 活性伝搬速度の平均±標準偏差。3 サンプルから 5 つの波を解析に使用。 

(F) 代表的な 3 つの ROI における ERK 活性率と伸縮率の時系列データ。 

(G) ERK 活性率と伸縮率の相互相関解析の結果を平均±標準偏差で示す。n=12。 

(H) 1 µM PD0325901、30 µM SU5402 処理前後の PIV 速度。n=285。N=3。2 標本 t

検定より、p<0.001 
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図 12. Shh 阻害剤による摂動 

(A) 30 µM シクロパミン処理前後の ERK 活性。スケールバー：20 µm。 

(B) 30 µM シクロパミン処理前後の PIV 速度。 

 

図 13. 蝸牛管の ERK 活性伝搬の 3 次元解析 

(A)E12.5 蝸牛管における ERK 活性を示した表面レンダリングのスナップショット。丸

印は ERK 活性のピークの遷移を示している。 

(B)ERK 活性波と細胞運動を示した概略図。 
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3. ERK を介したメカノケミカルフィードバックが細胞運動と ERK 波を説明す

る 

3-1. ERK 活性と組織収縮 

相互相関解析(図 11G)と阻害剤添加実験(図 11H)から、ERK 活性と細胞集団運動には共

役したメカニズムが存在することが示唆された。Hino らの研究により、細胞集団運動は細

胞の伸展が ERK 活性化をもたらし、続いて ERK 活性化によって細胞の収縮が起こるとい

うという ERK 活性と細胞の形態変化が共役したメカノケミカルフィードバックで説明され

ている(Boocock et al., 2021; Hino et al., 2020)。これらの仮説の検証を進めるために、胎生 12.5

日の蝸牛管をミオシン阻害剤（ブレビスタチン）処理することで、アクトミオシンの収縮を

抑制した。すると予想通り、ブレビスタチンの添加によって蝸牛管が弛緩する様子が観察さ

れ、PIV 速度の中央値が 79%減少したことから(図 14A)、細胞集団運動にはアクトミオシン

を介する細胞収縮が必要であることが示された。 

ERK 活性化後に細胞の収縮が誘導されるか調べるために、１細胞レベルの形態変化を

調べる必要があるが、シングルセル解析を行うには画像の解像度とシグナルノイズ比が不

十分であった。そこで、細胞収縮の結果生じる蝸牛管組織レベルの変形に着目した。胎生

12.5 日の蝸牛管ライブイメージングでは、蝸牛管の外側で ERK が活性化した領域で凹状に

なっていることが観察された（図 14B）。ERK 活性と曲率を定量化したところ、両者におい

て振動する様子が観察された（図 14C）。相互相関解析の結果、ERK 活性の変化から、平均

24 分遅れて曲率の変化が起こっていることが明らかとなった（図 14D）。 

 

 

図 14. ERK 活性化と細胞収縮による蝸牛組織変形 

(A) ブレビスタチン処理の前(-3 時間)と後(+3 時間)の PIV 速度。n=258。2 標本 t 検定

より、p<0.001。 

(B) 蝸牛管の外側の ERK 活性を示すスナップショット。緑の矢印は、ERK 活性のピー

クと外側の局所的な変形を示す。 

(C) 代表的な領域における ERK 活性と曲率の時間変化を示した図。 

(D) 外側における曲率と ERK 活性の間の相互相関解析。平均±標準偏差。n=9。 
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3-2. ERK 活性伝搬と細胞集団運動の数理モデル 

蝸牛管の外側の細胞集団運動では、細胞の伸展の 24 分後に ERK が活性し、さらにそ

の 24 分後に蝸牛組織が収縮する事が明らかになった。この時間的な関係性から、ERK 活性

と細胞変形が相互に制御し合うメカノケミカル共役モデルが提案された。この仮説を検証

するため、細胞集団の振る舞いを一次元のバネ-質点系として単純化した数理モデルを構築

した。具体的には、各細胞をバネで連結された要素として表現し、隣接する細胞間の相互作

用を力学的な観点からモデル化した。 

メカノケミカル共役モデルでは、ERK 活性と細胞変形が相互に制御し合う系を想定し

た（図 15A）。図 11D、11F と同様の方法を用いて ERK 活性化の細胞間伝搬を示すカイモグ

ラフおよび細胞収縮率と ERK 活性率の振動を解析した（図 15B、C）。相互相関解析の結果、

細胞伸展から ERK 活性化までに 28 分の遅れが生じることが示された（図 15D）。一方で、

ERK 活性が一方向的に細胞収縮を制御する非共役モデルでは（図 15E）、ERK 活性の細胞間

伝搬と細胞収縮率と ERK 活性率の振動は再現されるが、細胞伸展から ERK 活性化までの

遅れは約 2 分となる（図 15F-H）。実験で観察された 24 分という時間差は、メカノケミカル

共役モデルが予測した 28 分に近い値であり、蝸牛管発生における ERK 活性と細胞変形の

相互制御というメカノケミカル共役モデルの妥当性を支持している。 
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図 15. 数理モデルを用いたメカノケミカルフィードバックモデルの検証 

(A) ERK 活性と細胞進展が相互に制御される共役モデルの概略図。 

(B) 共役モデルを用いたシミュレーションにおける ERK 活性のカイモグラフ。 

(C) 共役モデルを用いてシミュレーションした ERK 活性率と伸長収縮率の時系列。 

(D) 共役モデルにおける ERK 活性率と伸長収縮率の相互相関解析の結果。時間差は-28

分。 

(E) ERK 活性が細胞収縮を一方向的に制御する非共役モデルの概略図。 

(F) 非共役モデルを用いたシミュレーションにおける ERK 活性のカイモグラフ。 

(G) 非共役モデルを用いてシミュレーションした ERK 活性率と伸長収縮率の時系列 

(H) 非共役モデルにおける ERK 活性率と伸長収縮率の相互相関解析の結果。時間差は-

2 分。 
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考察 

蝸牛管螺旋形成における ERK 活性 

これまでの遺伝学研究により、発生過程における蝸牛管伸長の分子基盤が明らかにさ

れてきた。しかし、表現型として蝸牛管が著しく短くなってしまうので、実際に蝸牛管の屈

曲をもたらしている多細胞動態は不明であった(Bok et al., 2013; Groves & Fekete, 2012; 

Urness et al., 2015, 2018)。そこで、新たな生体外培養手法と二光子顕微鏡を利用した組織

深部観察法を組み合わせる事で、蝸牛管の発生過程を可視化した。その結果、発生過程にお

ける蝸牛管の外側で、基底回転から頂回転に向かって細胞集団運動が起きている事を発見

し、また、細胞集団運動は逆向きの ERK 活性化の伝搬により制御される事を明らかにした

（図 11A、B）。これらの、多細胞動態と ERK 活性の時空間動態は蝸牛管の屈曲をもたらす

基盤的なメカニズム担っている可能性を示した。 

 

ERK 活性化伝搬に関しての他組織と蝸牛管の比較 

これまでに、ERK 活性伝搬は MDCK 細胞の集団運動(Aoki et al., 2017; Hino et al., 2020)、

ショウジョウバエの気管プラコードの発生(Ogura et al., 2018)、そしてマウスの皮膚の創傷治

癒(Hiratsuka et al., 2015)において報告されている。発生過程における蝸牛管の ERK 活性伝搬

速度は 0.42 µm/min であるが（図 12E）、これは MDCK 細胞の集団遊走(2.5 µm/min)およびマ

ウス表皮の創傷治癒(1.4 µm/min)よりも遅い(Aoki et al., 2017; Hino et al., 2020; Hiratsuka et al., 

2015)。しかし、発生時の蝸牛管の細胞(4 um)、MDCK 細胞(20 um)、マウス表皮基底細胞(10 

um)の細胞長で正規化すると、発生中の蝸牛管の ERK 伝搬速度は 6 cells/h になりこれは、

MDCK 細胞(7 cells/h)、マウス表皮基底細胞(8 cells/h)と近い値になる。従って、蝸牛管の細

胞集団運動と ERK 活性伝搬の協調性に関する発見は、先行研究(Boocock et al., 2021; Hino et 

al., 2020)とともに、メカノケミカルフィードバックモデルとして組織形態形成における細胞

集団運動の一般的なメカニズムである可能性がある。 

 

細胞集団運動時の細胞供給 

蝸牛管の外側では基底回転から頂回転に向かって細胞が集団運動しているが、PIV 解析

により、基底回転から頂回転に向けた細胞運動の速度(0.24 µm/min)は管の伸長速度(0.13 

µm/min)よりも速いという事が明らかとなった。従って、細胞集団運動が管の成長を説明す

るのに十分であることが示唆される。基底回転の外側で増殖した細胞が、外側で ERK を介

した細胞集団運動により外側に組織伸長を促し、内側-外側の偏差成長を生み出すことで、

蝸牛管の屈曲をもたらしていると推測される。 

実際、Shh ノックアウトマウスでは、蝸牛管の基底回転で増殖する細胞数を減少させる

ことで蝸牛管が短くなる。また、Shh 阻害剤であるシクロパミンの添加直後では、蝸牛管の

PIV 速度に大きな減少は見られなかったが（図 13B）、8 時間経過後には PIV 速度は大幅に
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減少した。これは、SHH シグナル経路の長期間の阻害によって基底回転から頂回転への細

胞供給が抑制されたことにより、細胞運動と ERK 活性伝搬が抑制された可能性が考えられ

る。ただし、シクロパミンの添加直後でも僅かな PIV 速度の減少はあったことから、Shh シ

グナルが細胞運動の制御に関与している可能性も残される。SHH は、蝸牛管の中心軸に位

置する蝸牛神経節から分泌されることがすでに報告されており(Bok et al., 2013)、蝸牛管と

蝸牛神経節の相互作用をより詳細に調べることが今後の重要な課題となる。 

 

蝸牛管形態形成における周辺組織の重要性 

本研究では、外側の細胞集団運動に着目したが、蝸牛管の形態形成には他にも様々な要

因が関与していると考えられ、その一つが蝸牛管を覆う軟骨組織である軟骨性耳包である。

軟骨性耳包は、蝸牛管と共に成長することで蝸牛管が成長するスペースを作る役割や、蝸牛

管が伸長する上で外側の物理的な障壁となる役割を果たしている可能性が考えられる。実

際に、軟骨組織を完全に取り除いた組織培養では蝸牛管の伸長と屈曲を再現することはで

きなかった。従って、蝸牛管上皮と軟骨間の相互作用は不可欠であり、解明する必要のある

課題である。 

 

蝸牛管ライブイメージングの残された課題 

本研究では、細胞集団運動がミオシン活性によって制御され、その結果として蝸牛管の

外側の局所的な変形が生み出されている事を示した（図 14）。つまり、蝸牛管の外側の各細

胞は、自身で機械的な力を生み出し、能動的に運動している。蝸牛管の外側の細胞は偽重層

ではなく単層上皮であることから(図 6D)、細胞は基底膜に接着し葉状仮足や細胞突起を用

いて基底膜に力を加えていると考えられる(Driver et al., 2017)。しかし、本研究では、蝸牛管

は組織深部に位置しており、今回使用した蛍光バイオセンサーを発現するマウスでは１細

胞レベルの形態解析を行うのに必要な解像度とシグナルノイズ比を持つ画像を取得するこ

とはできていない。蝸牛管の１細胞レベルの細胞動態は、蛍光ラベル技術や、新たな顕微鏡

技術の開発、そして組織培養法の改善によって解決できると期待される。 

 

蝸牛管研究における本研究の意義 

本研究では深部組織の 2 光子イメージングを駆使して、発生中の蝸牛管の伸長と屈曲

を引き起こす多細胞動態を可視化した。この研究は、発生中の組織形態形成の理解や内耳オ

ルガノイドを構築する上で、どのように左右非対称が生み出されているのかを理解する上

で重要になる。また、本研究で確立したライブイメージング技術は、蝸牛管発生の形態形成

や細胞運命決定などの更なる基礎研究の基盤的な技術となると期待される。 
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第二章 

1 細胞レベルの細胞動態解析に向けた 

多重スペクトルイメージング技術 
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序論 

多細胞動態の 1 細胞解析の課題 

第 1 章の蝸牛管ライブイメージングで残された大きな課題は､組織で 1 細胞レベルの細

胞動態を捉えることの難しさである｡多細胞組織における 1 細胞レベルの解析には､各細胞

を異なる色で標識する多重スペクトル蛍光標識技術が有効となる(Livet et al., 2007)｡しかし､

厚みのある組織のイメージングに威力を発揮する多光子顕微鏡には励起波長の切り替えを

高速にできないという制約があり､汎用されている多光子顕微鏡では、事実上､励起波長は

二波長に限定されている｡そのため､多数の蛍光タンパク質を同時に励起することは難しい｡

現状では､多重蛍光標識を用いたライブイメージングは､共焦顕微鏡やライトシート顕微鏡

が用いられており､生体深部の一細胞レベルの細胞動態解析は困難を伴う｡よって､励起波

長の限られた制約の中で多くの細胞を標識可能な技術が求められている｡ 

 

細胞標識における蛍光輝度の利用 

蛍光スペクトルに加え輝度変化で細胞を識別することができれば､励起波長制約の中

で多くの細胞を区別する技術開発の糸口になると考えられる｡一般に蛍光輝度は蛍光タン

パク質を直列に繰り返すことで増幅させることができる｡しかし､複数の蛍光タンパク質を

繰り返し繋げると､遺伝子サイズが大きくなってしまう問題が生じる｡そこで､split 蛍光タン

パク質が有効と考えた｡ 

 

Split 蛍光タンパク質 

split 蛍光タンパク質 (split FP)は､11 本の β ストランドから構成される β バレル型蛍光

タンパク質 (FP)を複数の断片に分割したのにちに再構成する手法であり、1-10 番目の β ス

トランド(FP1-10)と 11 番目の β ストランド(FP11)に分割したものが例示できる (Cabantous et 

al., 2005) (図 16)｡それぞれの断片は蛍光を発することはないが､両断片が同時に存在する場

合､自己会合し発色団を形成することで蛍光を発するようになる｡そのため､FP1-10 をあらか

じめ細胞で発現させることで､FP11 のタグ付けにより目的タンパク質の蛍光ラベルが可能に

なる(Cho et al., 2022; Leonetti et al., 2016)｡更に､FP1-10が十分に存在する条件では､目的タンパ

ク質に FP11 を直列に繰り返した配列をタグ付けすることで、高輝度な蛍光ラベルが可能で

あることが知られる(図 17) (Goudeau et al., 2021; D. Kamiyama et al., 2016; R. Kamiyama et al., 

2021)｡よって､split 蛍光タンパク質を利用することで､全長の蛍光タンパク質をタンデムに

繰り返す場合に比べ､大幅に遺伝子サイズを短縮することができる｡ 
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細胞を識別するクラスタリング手法 

蛍光波長や蛍光輝度の情報を元に機械学習のクラスタリングを利用することで、細胞

を分類・識別することができる。クラスタリングの代表的なものの 1 つがガウス混合モデル

(GMM)である。このモデルでは、各クラスターの蛍光輝度などのデータが正規分布である

という仮定の下で複数の正規分布の重ね合わせとして分類予測する。 

予め分類する予定の各クラスターのデータが分かっている場合、一成分 GMM を順々

に適応し正規分布を推測し、その重ね併せとして分類予測モデルを構築する。この分類予測

モデルは、複数のガウス分布の重み付き和として確率分布をモデル化しているため、どのク

ラスターに分類されるかだけでなく、どのくらいの確率で分類されるのかを推定すること

ができる(図 18)。 

 

図 16. split蛍光タンパク質の概略図 (Cabantous et al., 2005より) 

 

図 17. split蛍光タンパク質繰り返しによる高輝度化の概略図 (Kamiyama et al., 2016より) 

 

図 18. ガウス混合モデル(GMM)によるクラスタリング法の概略 

各クラスターを一成分 GMM事前学習し分類予測モデルを構築した模式図。 
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Caterpi:3 色の split 蛍光タンパク質の繰り返しを用いた細胞標識技術 

本研究では 3色の split蛍光タンパク質の FP11を直列に繰り返しつなぎ合わせることで､

多様な蛍光強度変調を作り出し､細胞を識別する技術の開発を目指した(図 19 上)｡この

Caterpi 法(Color and intensity modulation with split Fluorescent Protein)と命名した技術は主に 3

つのステップから構成される｡1つ目のステップは 3種の FP1-10を発現する HeLa細胞の作製

と 20 種類の FP11 タグを用いた細胞の蛍光標識である(図 19 左下)｡2 つ目のステップは､蛍

光顕微鏡を用いた各細胞の蛍光輝度の測定と､ガウス混合モデル(GMM)を用いた輝度比率

の学習である(図 19 中央下)｡3つ目のステップでは､蛍光ラベルされた細胞を混ぜて､同時観

察したのち､学習後の GMM によりどの細胞タイプに分類されるのか判定する(図 19 右下)｡

以上の 3 つのステップを用いて、細胞を設計された色で蛍光標識し、識別する技術開発に取

り組んだ。 

 

 

  

 

図 19. Caterpi: split蛍光タンパク質繰り返しを利用した細胞識別技術の概略図 
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材料と方法 

プラスミド 

以下の cDNA はコドンをヒトに最適化し、GeneArt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA)で合成した：sfGFP1-10 (Cabantous et al., 2005), CFP21-10 (Köker et al., 2018), mNeonGreen3A1-

10 (Zhou et al., 2020), sfCherry3Csp1-10 , mRuby41-10 (Tamura et al., 2021), ΔSUMOstar (L. Liu et al., 

2008)。また、Cerulean1-10 (Tamura et al., 2021)と YFP11-10 (Köker et al., 2018)は sfGFP1-10から、

mNeonGreen3K1-10 (Zhou et al., 2020)は mNeonGreen3A1-10から、sfCherry3C1-10 (Feng et al., 2019) 

は sfCherry21-10 (Addgene: #82603)から部位特異的変異誘発により作製した。H2B の cDNA は

Addgene (plasmid # 11680 for Histone H2B; Cambridge, MA)のプラスミドよりサブクローニン

グを行った。 

 

split 蛍光タンパク質のアミノ酸配列 

Cerulean Cerulean1-10 

MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATIGKLTLKFICTT

GKLPVPWPTLVTTLTWGVQCFARYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIS

FKDDGKYKTRAVVKFEGDTLVNRIELKGTDFKEDGNILGHKLEYNANSD

NVYITADKQKNGIKANFTVRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPD

NHYLSTQTVLSKDPNEK* 

Cerulean11 (CFP211と同様) 

RDHMVLHEYVNAAGIT* 

CFP2 CFP21-10 

MSKGEELFTGVVPILVELEGEVNGHKFSVRGEGEGDATIGKLTLKFICTTG

KLPVPWPTLVTTLTWGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISF

KDDGKYKTRAVVKFEGDTLVNRIVLKGTDFKEDGNILGHKLEYNFNSDN

VYITADKQKNGIKANFTIRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDN

HYLSTQSVLSKDPNEK* 

CFP211 

RDHMVLHEYVNAAGIT* 

sfGFP sfGFP1-10 

MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATIGKLTLKFICTT

GKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTISF

KDDGKYKTRAVVKFEGDTLVNRIELKGTDFKEDGNILGHKLEYNFNSHN

VYITADKQKNGIKANFTVRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDN

HYLSTQTVLSKDPNEK* 
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sfGFP11 (CFP211と同様) 

RDHMVLHEYVNAAGIT* 

YFP1 YFP11-10 

MSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVRGEGEGDATIGKLTLKFICTT

GKLPVPWPTLVTTLGYGVQCFSRYPDHMKRHDFFKSAMPEGYVQERTIS

FKDDGKYKTRAVVKFEGDTLVNRIELKGTDFKEDGNILGHKLEYNFNSH

NVYITADKQKNGIKANFTVRHNVEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPD

NHYLSYQSVLSKDPNEK* 

YFP111 (CFP211と同様) 

RDHMVLHEYVNAAGIT* 

mNG3A 

mNG3Asp 

mNG3A1-10 

MVSKGEEDNMASLPATHELHIFGSINGVDFDMVGQGTGNPNDGYEELNL

KSTKGDLQFSPWILVPHIGYGFHQYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGYQVHR

TMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVMGTGFPADGPVMTNTLTAA

DLCVSKMTYPNDKTIISTFKWSYTTVNGKRYRSTARTTYTFAKPMAAKY

LKNQPMYVLRKTELKHSM* 

mNG11 

TELNFKEWQKAFTDMM* 

mNG3Asp11 

TELNFKEWQKAFTDD* 

mNG3K mNG3K1-10 

MVSKGEEDNMASLPATHELHIFGSINDVDFDMVGQGTGNPNEGYEELNL

KSTKGDLQFSPWILVPHIGYGFHQYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGYQVHR

TMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVIGTGFPADGPVMTNTLTAAD

WCMSKMTYPNDKTIISTFKWSYITVNGKRYRSTARTTYTFAKPMAANYL

KNQPMYVFRKTELKHSM* 

mNG11 

TELNFKEWQKAFTDMM* 

sfCherry3C sfCherry3C1-10 

MEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGHPYEGTQTARLKV

TKGDPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFTWERVMN

FEDGGVVAVTQDSSLQDGQFIYKVKLLGINFPSDGPVMQKKTMGWEAST

ERMYPEDGALKGEINQRLKLKDGGHYDAEVKTTYRAKKPVQLPGAYDV

DIKLDITSHNED* 

sfCherry3C11 

YTIVEQYERAEARHST* 
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mRuby4 

 

mRuby41-10 

MVSKGEELIKENMRTKVVMEGSVNGHHFKCIGEGEGRPYEGVQTMRIK

VIEGGPLPFAFDILATSFMYGSRTFIKYPADIPDFFKQSFPEGFTWERVTRY

EDGGVITVTQDTCLEDGELVYNVKVSGVNFPSNGPVMQKKTKGWEPNT

EMMYPVDGGLRGYTDIALKVDGGGHLHCNFVTTYRSKKTVGNIKMPGV

HAVDHRLERIEESDN* 

mRuby411 

ETYVVQREVAVAKYSN* 

sfCherry3Csp sfCherry3Csp1-10 

MEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGHPYEGTQTARLVV

TKGDPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFTWERVMN

FEDGGVVYVTQDSSLQDGQFIYKVKLLGINFPSDGPVMQKKTMGWEAS

TERMYPEDGALKGEINQRLKLKDGGHYDAEVKTTYRAKKPVQLPGPYD

VDIKLDITSHNED* 

sfCherry3Csp11 

TTIVEQYERAEARHTT* 

 

ΔSUMOstar のアミノ酸配列 

(MGHHHHHHGSLQDSEVNQEAKPEVKPEVKPE)THINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPLRRLM

EAFAKRQGKEMDSLTFLYDGIEIQADQTPEDLDMEDNDIIEAHREQ(IGGRDDLPSL) 

 

プラスミド構築と安定発現細胞株作製 

FP1-10の作製 

まず初めに、Tol2 トランスポゾンシステムを利用したプラスミド pT2A-IRES-iRFP670

を pT2A ベクター(Kawakami et al., 2004)に iRFP670(Shcherbakova & Verkhusha, 2013)と配

列内リボソーム進入部位(IRES)(Akagi et al., 2003)の cDNAをサブクローニングすることで作

製した。続いて、CFP21-10 の cDNA を PCR で増幅した後に、Gibson assembly 法(Clontech, 

Mountain View, CA)により挿入し、pT2A_CFP21-10-IRES-iRFP670 を作製した。また、

pT2A_IRES-iRFP670 と pT2ADW (IRES-puro 遺伝子を含む)(Komatsu et al., 2018)ベクターに、

sfCherry3Csp1-10, mNeonGreen3Asp1-10, CFP21-10を P2A 配列(Kim et al., 2011)でつなぎ合わせた

cDNA をサブクローニングした。これにより、pT2A_FP1-10x3-IRES-iRFP670 と pT2ADWpuro_ 

FP1-10x3 を作製した。pT2A ベクターと pCS-TP (Kawakami et al., 2004)を共にトランスフェク

ションすることで安定発現細胞株を作製した。 

 

FP11の作製 

pPBpuro_EF1a をベクターに使用し(Yusa et al., 2009)、CFP211(x1)、CFP211(x2)、CFP211(x4)、
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CFP211(x8)を含むプラスミドを作製した。ヒストン H2B、自己切断ペプチド P2A 配列、

mCherry、および SV40ラージ T抗原由来の核移行シグナル（NLS、配列：PKKKRKV）(Kalderon 

et al., 1984)をコードする cDNA を PCR で増幅し、pPBpuro_EF1a ベクターに Gibson assembly

法で組み込み、pPBpuro_EF1a_Histone H2B-P2A-mCherry-NLS を作製した。次に、合成した

CFP211もしくは CFP2full-length の cDNA（CFP21-10 cDNA と CFP211の PCR 増幅により作製）

を pPBpuro_EF1a_Histone H2B-P2A-mCherry-NLS に組み込み、 

pPBpuro_EF1a_CFP2full-length/CFP211(x1)-mCherry-NLS を作製した。この時、CFP211繰り返し配

列を作製するために、CFP211の 5’側に BglII、3’側に BamHI と NotI を組み込んだ。CFP211(x2)

を作製するため、BglII/NotI で処理した CFP211(x1)を含んだ断片をインサートに、BamHI/NotI

で処理した断片をベクターとして用いて、Ligation High Ver. 2（TOYOBO）を使用しライゲ

ーションを行った。同様の方法で CFP211(x4)と CFP211(x8)を作製した。ライゲーション処理

で CFP211 を含んだインサートの代わりに、sfCherry3Csp11 や mNeonGreen3Asp11 を含んだイ

ンサートに置換することで、3 種類の FP11をつなぎ合わせた FP11ライブラリーを作製した。 

また、それぞれの実験に応じて、プラスミドの各遺伝子配列を下記の通りに置換した：

puromycin 耐性遺伝子（puro）を blasticidin S 耐性遺伝子（bsr）に置換、ヒストン H2B を

ΔSUMOstar に置換、mCherry を EBFP2 や mTagBFP2 に置換、そして NLS を HIV-1 rev タン

パク質由来の核外移行シグナル（NES、配列：LPPLERLTLD）(Fischer et al., 1995)に置換。 

 

sfCherry3Csp と mNG3Asp の作製 

sfCherry3C1-10 の変異体はオーバーラップ伸長 PCR 法で作製し、IRES-bsr（blasticidin S

耐性遺伝子）を含む pPB ベースのベクター(Yusa et al., 2009)に In-Fusion を用いた Gibson 

assembly 法で組み込んだ。sfCherry3C11と mNeonGreen3A11の追加の変異体は合成後、IRES-

puro（ピューロマイシン耐性遺伝子）を含む pPBベースのベクター(Yusa et al., 2009)にLigation 

High Ver. 2（TOYOBO）を用いて挿入した。安定発現細胞株は、pPB のプラスミド一緒に

pCMV-mPBase（Wellcome Trust Sanger Institute より入手）をトランスフェクションすること

で樹立した。 

 

使用したプラスミドのリスト 

図 20、29 で使用したプラスミド一覧 

Cerulean 

pT2A_Cerulean1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-Ceruleanfull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

mNG3K 

pT2A_mNG3K1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-mNG3Kfull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG11(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG11(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

CFP2 

pT2A_CFP21-10-IRES-iRFP670 

sfCherry3C 

pT2A_sfCherry3C1-10-IRES-iRFP670 
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pPBpuro_H2B-CFP2full-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry3Cfull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry3C11(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry3C11(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

sfGFP 

pT2A_sfGFP1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-sfGFPfull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

mRuby4 

pT2A_mRuby41-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-mRuby4full-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mRuby411(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mRuby411(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

YFP1 

pT2A_YFP11-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-YFP1full-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-CFP211(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

mNG3Asp 

pT2A_mNG3A1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-mNG3Afull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG3Asp11(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG3Asp11(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

mNG3A 

pT2A_mNG3A1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-mNG3Afull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG11(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-mNG11(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

sfCherry3Csp 

pT2A_sfCherry3Csp1-10-IRES-iRFP670 

pPBpuro_H2B-sfCherry3Cspfull-length-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry3Csp11(x1)-P2A-EBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry3Csp11(x4)-P2A-EBFP2-NLS 

 

図 21-24 で使用したプラスミド一覧 

pT2A_CFP21-10-IRES-iRFP670 

pCS-TP 

 

pPBpuro_EF1a_H2B-CFP2full-length-P2A-mCherry-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-CFP211(x1)-P2A-mCherry-NLS  

pPBpuro_EF1a_H2B-CFP211(x2)-P2A-mCherry-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-CFP211(x4)-P2A-mCherry-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-CFP211(x8)-P2A-mCherry-NLS 

pCMV-mPBase 

 

図 26 で使用したプラスミド一覧 

sfCherry3C の改良 

pPBbsr_sfCherry3C1-10 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(E207G) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(H76Y) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(A107Y) 
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pPBbsr_sfCherry3C1-10 M(A78K) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(H18R) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(T42Q) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(K48V) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(D53Q) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(K48E, T50K) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(H205D) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(D208S) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(R150V) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(A193P) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(K48R) 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(A193P, A107Y, K48V) 

 

pPBpuro_H2B-sfCherry11-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1D)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(T2K)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(T2R)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1E)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(T2I)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(E5D)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(R9D)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(A10M)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(A12V)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1T)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1R)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(T2E)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(I3R)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(S15Q)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(S15T)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1T, T2I, I3D)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1T,S15T)-P2A-mTagBFP2-NLS 

 

pCMV-mPBase 

 

蛍光スペクトルの測定 

pPBbsr_sfCherry3C1-10 
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pPBpuro_H2B-sfCherry11 

pPBbsr_sfCherry3C1-10M(A193P, A107Y, K48V) 

pPBpuro_H2B-sfCherry11M(Y1T,S15T) 

pCMV-mPBase 

 

図 28 で使用したプラスミド一覧 

pPBbsr_mNG3A1-10 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M1(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M2(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M3(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M4(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M5(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pPBpuro_EF1a_H2B-mNG11M6(x8)-P2A-mTagBFP2-NLS 

pCMV-mPBase 

 

図 31 で使用したプラスミド一覧 

pT2A_FP1-10x3-IRES-iRFP670 

pCS-TP 

 

FP11タグ 

pCMV-mPBase 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(1)1,0,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(33)2,0,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(65)1,2,8 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(2)2,0,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(34)2,0,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(66)1,4,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(3)4,0,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(35)2,0,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(67)1,4,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(4)8,0,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(36)4,0,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(68)1,4,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(5)0,1,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(37)4,0,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(69)1,8,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(6)0,2,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(38)4,0,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(70)1,8,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(7)0,4,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(39)4,0,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(71)2,1,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(8)0,8,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(40)8,0,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(72)2,1,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(9)0,0,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(41)8,0,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(73)2,1,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(10)0,0,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(42)8,0,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(74)2,1,8 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(11)0,0,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(43)0,1,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(75)2,2,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(12)0,0,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(44)0,1,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(76)2,2,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(13)1,1,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(45)0,1,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(77)2,2,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(14)1,2,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(46)0,1,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(78)2,2,8 
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pPBpuro_EF1a_FP11Tag(15)1,4,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(47)0,2,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(79)2,4,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(16)1,8,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(48)0,2,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(80)2,4,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(17)2,1,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(49)0,2,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(81)2,4,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(18)2,2,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(50)0,2,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(82)2,8,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(19)2,4,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(51)0,4,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(83)2,8,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(20)2,8,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(52)0,4,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(84)4,1,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(21)4,1,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(53)0,4,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(85)4,1,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(22)4,2,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(54)0,4,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(86)4,1,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(23)4,4,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(55)0,8,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(87)4,2,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(24)4,8,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(56)0,8,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(88)4,2,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(25)8,1,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(57)0,8,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(89)4,2,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(26)8,2,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(58)1,1,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(90)4,4,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(27)8,4,0 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(59)1,1,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(91)4,4,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(28)1,0,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(60)1,1,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(92)4,4,4 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(29)1,0,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(61)1,1,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(93)8,1,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(30)1,0,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(62)1,2,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(94)8,1,2 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(31)1,0,8 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(63)1,2,2 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(95)8,2,1 

pPBpuro_EF1a_FP11Tag(32)2,0,1 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(64)1,2,4 pPBpuro_EF1a_FP11Tag(96)8,2,2 

 

図 33-36 で使用したプラスミド一覧 

pT2ADWpuro_FP1-10x3 

pCS-TP 

 

pCMV-mPBase 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(4)8,0,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(54)0,4,8 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(8)0,8,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(56)0,8,2 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(11)0,0,4 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(64)1,2,4 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(16)1,8,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(68)1,4,4 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(18)2,2,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(70)1,8,2 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(19)2,4,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(72)2,1,2 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(25)8,1,0 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(78)2,2,8 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(34)2,0,4 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(84)4,1,1 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(36)4,0,1 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(92)4,4,4 

pPBbsr_EF1a_FP11Tag(50)0,2,8 pPBbsr_EF1a_FP11Tag(95)8,2,1 
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細胞培養と細胞クローンの作製 

HeLa 細胞と Lenti-X 293T 細胞は、それぞれ Human Science Research Resources Bank と

Clontech から購入した。両細胞株は、10% fetal bovine serum（Sigma-Aldrich）と 1% 

penicillin/streptomycin（Nacalai Tesque）を添加した DMEM（Wako Pure Chemical Industries）

で培養した。MDCK 細胞（ECACC 84121903）は、RIKEN BioResource Center（番号 RCB0995）

を通じて European Collection of Authenticated Cell Cultures（ECACC）から購入し、10% fetal 

bovine serum（Sigma-Aldrich）と 1% penicillin/streptomycin（Nacalai Tesque）を添加した DMEM

（Wako Pure Chemical Industries）で培養した。 

トランスポゾンを介した遺伝子導入では、 pT2A_CFP21-10-IRES-iRFP670 または

pT2A_FP1-10x3-IRES-iRFP670を pCS-TPと共にHeLa細胞に 293fectin（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA）を用いて共トランスフェクションした。得られた HeLa 細胞は、CFP21-10また

は FP1-10x3 の発現量の高い細胞を選抜するため、iRFP670 蛍光を指標に FACS Aria IIu cell 

sorter（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）を用いてソーティングした。ソーティング後の

細胞から細胞クローニングを行い、HeLaCFP2 1-10_iRFP670 細胞および HeLaFP1-10x3_iRFP670 細胞を

樹立した。pT2ADWpuro_FP1-10x3 は、HeLa 細胞の場合は 293fectin（Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA）を用いて、MDCK 細胞の場合は Amaxa nucleofector（Lonza, Basel, Switzerland）

による電気穿孔法を用いて、pCS-TP とともにトランスフェクションした。遺伝子導入した

細胞は 5 μg/mL の puromycin（no. P-8833; Sigma-Aldrich）で選抜した後、細胞クローニング

を行い、HeLaFP1-10x3細胞株もしくは MDCKFP1-10x3細胞株を樹立した。 

 

蛍光イメージング 

split 蛍光タンパク質の評価のため、24 ウェルプレートの HeLa 細胞に、100 ng の FP11

プラスミド[FPfull-length、FP11(x1)、または FP11(x4)]と 400 ng の FP1-10 プラスミドを 293fectin

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）を用いて共トランスフェクションした。細胞は

collagen type I（Nitta Gelatin, Osaka, Japan）をコートした glass-based 24 ウェルプレート（AGC 

Inc., Tokyo, Japan）に播種し、48 時間培養した。イメージング 1 時間前に、10%  fetal bovine 

serum（Sigma-Aldrich）と 1% penicillin/streptomycin（Nacalai Tesque）を添加した DMEM/F12

（Thermo Fisher Scientific）に培地交換し、観察した。 

FP11標識のため、pPBbsr_EF1a-ΔSUMOstar-CFP211(xa)-mNG3Asp11(xb)-sfCherry3Csp11(xc) 

(FP11タグ)を pCMV-mPBase と共に、HeLaFP1-10x3細胞では 293fectin を用いて、MDCKFP1-10x3

細胞には電気穿孔法を用いて共トランスフェクションした。遺伝子導入した細胞は 10 

μg/mL の blasticidin S（Calbiochem, San Diego, CA）で選抜し、collagen type I をコートした

glass-based 24 ウェルプレートに播種した。 

 

細胞の観察は、Leica TCS SP8 FALCON 共焦点顕微鏡（Leica-Microsystems, Wetzlar, 

Germany）を使用し、下記の設定を用いた：HC PL APO 20x/0.75 dry CS2 対物レンズ、HC PL 
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APO 40x/1.30 OIL CS2 対物レンズ、Leica HyD SMD ディテクター、80 MHz パルス周波数の

白色レーザー、Diode 405（VLK 0550 T01; LASOS, Jena, Germany）、440 nm ダイオードレー

ザー（PDL 800-D; PicoQuant, Berlin, Germany）、そして 37℃、5% CO2 を維持するためのス

テージトップインキュベーター（Tokai Hit, Fujinomiya, Japan）。イメージングには以下の励

起波長と蛍光検出波長帯を使用した： 

 

蛍光タンパク質 励起波長 検出波長 

EBFP2 405 nm 410-450 nm 

Cerulean、CFP2 440 nm 460-490 nm 

sfGFP 488 nm 500-550 nm 

YFP1 514 nm 520-550 nm 

mNG3A、mNG3K、mNG3Asp 506 nm 510-550 nm 

sfCherry3C、sfCherry3Csp 594 nm 600-645 nm 

mRuby4 561 nm 580-645 nm 

iRFP670 650 nm 660-760 nm 

 

バックグラウンドシグナルを除去するため、蛍光検出のタイムゲートは 1.0 ns から 6.0 ns に

設定した。 

 

CFP2, mNG3Asp, sfCherry3Csp のマルチカラーイメージングでは、以下の励起波長と蛍

光検出波長帯を使用した： 

  

蛍光タンパク質 励起波長 検出波長 

CFP2 440 nm 450-500 nm 

mNG3Asp 506 nm 515-580 nm 

sfCherry3Csp 594 nm 605-645 nm 

 

バックグラウンドシグナルを除去するため、mNG3Asp と sfCherry3Csp の蛍光検出のタイム

ゲートは 0.2 ns から 6.0 ns に設定した。 

画像の処理と解析には ImageJ(Schneider et al., 2012)を使用した。蛍光強度の定量化では、

Cellpose アルゴリズム(Stringer et al., 2021)を用いて画像のセグメンテーションを実施した。

また、蛍光強度の計算には独自に作成した MATLAB（MathWorks）と Python スクリプトを

使用した。 

 

蛍光スペクトル 

split sfCherry3C と split sfCherry3Csp 蛍光スペクトル解析は、Leica TCS SP8 FALCON 倒
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立顕微鏡を用いて行った。画像は HC PL APO 20x/0.75 dry CS2 対物レンズを使用し、546 nm

で励起して取得した。 

 

フローサイトメトリー 

フローサイトメトリー解析では、細胞を 3% FBS を含む PBS に懸濁し、FACS Aria IIu 

cell sorter（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）を用いて解析またはソーティングを行った。

蛍光検出には以下のレーザーと検出フィルターの組み合わせを使用した： 

 

蛍光タンパク質 励起レーザー波長 検出フィルター波長 

CFP2 407 nm ET470/24m（Chroma Technology Corp., 

Bellows Falls, VT） 

mNeonGreen3Asp 488 nm DF530/30 フィルター（Omega Optical） 

sfCherry3Csp 561 nm DF582/15 フィルター（Omega Optical） 

iRFP670 633 nm DF660/20 フィルター（Omega Optical） 

 

細胞の凝集体は、サイズと顆粒度によるゲーティングで除外した。データ解析には FlowJo

ソフトウェア（Tree Star, Ashland, OR）を使用した。 

 

タンパク質構造予測 

split mNG3A と split sfCherry3C および split sfCherry3Csp の会合状態の構造予測は

AlphaFold Multimer (Evans et al., 2022)を用いて行なった。split sfCherry3C 改良の飽和変異と

クラスター変異導入は、Rosetta の relax モジュールを用いてロータマーの最適化とバックボ

ーンの最小化を行い、Interface Analyzer モジュールを用いてインターフェースエネルギー

（dG_separated）の計算を行った(Benjamin Stranges & Kuhlman, 2013; Tyka et al., 2011)。

また、split mNG3A11(x8)の構造予測は AlphaFold(Jumper et al., 2021)を用いて行われた。タン

パク質構造の可視化は PyMOL(http://www.pymol.org/)を用いて行なった。 

 

蛍光輝度に基づいた角度データの算出 

はじめに、個々の細胞から CFP2、mNG3Asp、および sfCherry3Csp のシグナルを測定し、

蛍光強度データを取得する。これらの測定値を三次元座標系で表現し、CFP2 強度を x 軸、

mNG3Asp を y 軸、sfCherry3Csp を z 軸にプロットした。続いて、各細胞について、独自に

作成した Python スクリプトを用いてデカルト座標系（x, y, z）を球面座標系(r, AngleRvsCG, 

AngleCvsG)に変換した。座標変換には一般的な球面座標変換に関する方程式に基づいて行っ

た。 

 

r= (x² + y² + z²)1/2 
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AngleCvsG = tan-1(y/x) 

AngleRvsCG = cos-1(z/r) 

 

これらの式において、x、y、z はそれぞれ CFP2、mNG3Asp、sfCherry3Csp の蛍光強度を表

している。値 r は合算された蛍光強度を表し、三次元空間における原点からデータ点までの

距離として計算される。 

 

二成分ガウス混合モデルによる FP11タグのスクリーニング 

96 種類の細胞集団から得られた個々の細胞の蛍光強度の測定値を角度座標（AngleCvsG

と AngleRvsCG）に変換した。クラスタリングにおける外れ値の影響を減らす目的で、両方の

角度データにおいて、それぞれのクラスター中心から離れた上位および下位 10%のデータ

点を外れ値として除外した。2 成分のガウス混合モデルによる教師なしクラスタリングを

scikit-learn（バージョン 0.24.2; Barupal & Fiehn, 2019）を用いて実装し細胞種の全ての組み

合わせで、２集団の識別精度を求めた。ランダムサンプリングでは、96 種類の細胞集団か

ら、非復元単純ランダム抽出により事前に定めた数の細胞種を選択した。すべての計算解析

は独自に作成した Python スクリプトを用いて実行した。 

 

ガウス混合モデルを用いた細胞クラスタリング 

前処理として CFP2、mNG3Asp、および sfCherry3Csp の蛍光強度を、全 20 種類の細胞

種における中央値で正規化した。これらの正規化された蛍光輝度値を用いて、その後の解析

のために AngleCvsGと AngleRvsCGを計算により求めた。 

分類モデルは scikit-learn ライブラリーで実装されたガウス混合モデル（GMM）を用い

た。各細胞種について、順々に 1 成分 GMM を適用しモデル訓練を行なった。訓練データセ

ットは全データの 80%（合計約 2.9×10⁴個の細胞、各細胞集団につき 10³個以上の細胞）で構

成され、20 種類の異なる細胞集団からの二次元特徴量（AngleCvsG、AngleRvsCG）を含んでい

る。訓練された GMM を混合細胞の角度データに適用し、予測された細胞ラベルを視覚化し

た。20 種類の各クラス k について、入力データ点がそれぞれの GMM モデルに属する確率

を計算し、クラス所属の尤度を表した： 

 

P(x|θₖ) = N(x|μₖ,Σₖ) 

 

ここで x は入力データ点、θₖは k 番目の GMM モデルのパラメーター、N(x|μₖ,Σₖ)は平均 μₖと

共分散 Σₖを持つ正規分布を表す。その後、各データ点について全クラスにわたる確率の合

計が 1 となるように確率を正規化した。: 

 

P(k|x) = P(x|θₖ) / Σⱼ P(x|θⱼ) 
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上記の計算により予測されたクラスの分類確率を可視化した。すべての計算解析は独自に

作成した Python スクリプトを用いて実行した。 

 

統計 

すべての統計解析は Python を用いて実施した。サンプルサイズの事前決定には統計解

析を使用していない。統計的有意差の評価には Welch の t 検定を使用した。データは平均値

±標準偏差で表示した。両側検定において P 値が 0.05 未満を統計的に有意とみなし、4 つの

カテゴリーに分類しました：*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001、および n.s.（有意差なし、す

なわち p≥0.05）。 
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結果 

1. Caterpi 法に適した split 蛍光タンパク質の選定 

まず初めに Caterpi 法に適した split 蛍光タンパク質(split FP)の選定を行った｡ここでは､

2 つの選定基準を設けた｡1 つ目は､ split FP の蛍光輝度が本来の蛍光タンパク質 (FPfull-length)

に匹敵する明るさを持つことである｡2 つ目は､11 番目の β ストランド(FP11)の繰り返しによ

り蛍光輝度が増幅することである｡この 2 点を調べるために､既報の split FP に対して(図

20A)､full-length FP､split FP11(x1)（FP11が 1 つ）､split FP11(x4)（FP11が 4 つ）の 3 つの場合の

蛍光輝度を測定した｡予備実験において FP11 のみでは機能しないことが分かっていたので、

融合タンパク質としてヒストン H2B を採用し､FPfull-length, FP11(x1), FP11(x4)をそれぞれつなげ

た(図 20B)｡カルボキシ末端側で核局在シグナルを付けた EBFP2 を 2A ペプチドで発現させ

ることにより､EBFP2 の蛍光強度で発現量を較正した｡FPfull-length, FP11(x1), FP11(x4)のプラス

ミドのそれぞれをその 4倍量の FP1-10のプラスミドと共に､HeLa細胞にトランスフェクショ

ンし､2 日後に共焦点顕微鏡で観察した｡FP1-10 の発現量は IRES で発現する iRFP670 の蛍光

輝度で確認する事ができるため、iRFP670 蛍光が認められる細胞において､核における split 

FP の蛍光輝度を定量化した(図 20C)｡全ての蛍光タンパク質に対して FPfull-length の値が 1 に

なるように正規化し､比較を行った｡ 

FP11(x1)が FPfull-lengthに対し 9 割以上の輝度を示したのが､CFP2, sfGFP, mNG3A, mNG3K

であった｡また､FP11(x4)が FP11(x1)に対して中央値の値が 2 倍以上の輝度上昇が認められた

のは､Cerulean, CFP2, sfGFP, YFP1 であり､最大は CFP2 で 3 倍であった｡よって､Caterpi 法に

最も適する split 蛍光タンパク質は CFP2 だと分かった｡FP1-10 のアミノ酸配列の相同性が高

い split 蛍光タンパク質は FP11が交差性に結合するため､CFP2 と同時に利用することができ

るのは､mNG3A, mNG3K のいずれかと mRuby, sfCherry3C のいずれかの 3 種となる(Tamura 

et al., 2021)｡mNG3A では､mNG3K に比べ FP11(x4)のわずかな輝度増幅が認められた｡split 

sfCherry3C と split mRuby4 はどちらも全長型に比べ大幅に輝度値が減少するが､ split 

sfCherry3C は 7 割程度にとどっていた｡ 

よって､最適な 3 種の split 蛍光タンパク質の組み合わせは split CFP2, split mNG3A, split 

sfCherry3C であると結論付けた｡しかし､split mNG3A は mNG11(x1)から mNG11(x4)への輝度

増幅が 1.3 倍に留まり､split sfCherry は sfCherry11(x1)が sfCherry3Cfull-lengthに比べて 0.7 倍の蛍

光輝度しか示さないので､Caterpi 法には現状利用することはできない｡ 
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図 20. split 蛍光タンパク質の選定 

(A) 本研究で使用された split 蛍光タンパク質同士の進化的関係を示した系統樹｡ 

(B) コンストラクトの構造 : 全長蛍光タンパク質 (FPfull-length) ､単一の FP11 断片 

[ FP11(x1) ] ､または 4 回繰り返しの FP11断片 [ FP11(x4) ] をそれぞれヒストン H2B

に融合したタンパク質と､相補的な FP1-10断片を示す｡ 

(C) FPfull-length､FP11(x1)または FP11(x4)と FP1-10 断片を発現する HeLa 細胞(トランスフェ

クション比は 1:4)における相対蛍光強度の定量解析｡測定は共焦点顕微鏡で行われ

た｡黒線は中央値を示す(n > 130 細胞)｡  
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2. split CFP2 繰り返しを用いた輝度増幅と細胞識別 

2-1. split CFP2 繰り返し配列のプラスミド構築 

CFP211 繰り返し配列を用いた蛍光輝度増幅により細胞識別が可能かどうかを検証した｡

まず初めに､CFP211の繰り返し配列を持つプラスミドの構築を行った(図 21)｡最初に､ヒスト

ンH2B-CFP211(x1)の融合タンパク質の遺伝子をコードするプラスミドを作製した｡このプラ

スミドでは､CFP211(x1)配列の 5'末端に BglII 制限酵素部位､3'末端に BamHI と NotI 制限酵素

部位が配置するよう設計した｡BglII/NotIで制限酵素処理した断片(インサート)とBamHI/NotI

で制限酵素処理した断片(ベクター)をライゲーションする工程を繰り返す事で､(x2)､(x4)､

(x8)を作製した｡先行研究(D. Kamiyama et al., 2016)を参考に､CFP211断片間には GGSGG をリ

ンカー配列として組み込んだ｡この時､BglII-BamHI 接合部では､6 つのヌクレオチドがグリ

シン(G)とセリン残基(S)をコードしており､リンカー配列の一部として機能するように設計

した｡ 

 

 

2-2. split CFP2 繰り返しによる蛍光輝度増幅 

続いて､CFP21-10 を安定発現する HeLa 細胞(HeLaCFP2 1-10 細胞)を作製した｡そして､作製

したヒストン H2B に CFP211 (x1)､(x2)､(x4)､(x8)を融合したタンパク質をそれぞれ HeLaCFP2 

1-10細胞で安定発現させた(図 22A,B)｡また､コントロールとしては､全長のCFP2(CFP2full-length)

をヒストン H2B に融合したタンパク質を HeLaCFP2 1-10細胞で安定発現させた｡核の mCherry

蛍光で正規化すると､split CFP2は full-length CFP2と同等の蛍光輝度を示した｡また､CFP2蛍

光強度は CFP211 繰り返しで約 1.7 倍ずつ増加した｡これは､最大値が 2 倍であるので許容さ

れる値と判定した(図 22C)｡ 

 

 

図 21. split CFP211繰り返し配列作製の概略 

CFP211(x1), (x2), (x4), (x8)コンストラクト作製方法の模式図。CFP211(x2)における塩基配

列とアミノ酸配列を示す。 
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2-3. ガウス混合モデルを用いた細胞識別の精度算出 

続けて､異なる数の CFP211 繰り返し配列を発現する細胞を識別した場合に､精度がどの

程度になるかを評価した(図 23A)｡4 種類の細胞を別々のディッシュで観察した後に定量化

し､(x1)､(x2)､(x4)､(x8)のそれぞれに対して､mCherry と CFP2 の蛍光輝度を示すデータセッ

トを作成した｡このデータセットを基にした細胞分類の前処理として mCherry と CFP2 の蛍

光強度を極座標変換し､蛍光強度比を 0°から 90°の範囲の角度(AnglemCherry vs CFP2)で表した｡

これは､パラメーターを圧縮し､クラスタリングの予測精度の向上を図るためである｡(x1)､

(x2)､(x4)､(x8)のそれぞれに対するAnglemCherry vs CFP2データをモデル学習に用いる訓練用デー

タセットと､モデル検証に用いるテストデータセットに分割した｡モデル訓練用のデータを

用いて､ (x1)､(x2)､(x4)､(x8)の AnglemCherry vs CFP2の値を順々に､クラスタリング手法の 1 種で

あるガウス混合モデル(GMM)で学習させる｡この学習の操作により､4 種の細胞を識別する

ための AnglemCherry vs CFP2の最適な境界を決定することができる｡ 

続けて､テストデータを用いてモデルの評価を行った｡テストデータの､AnglemCherry vs 

CFP2の値を訓練した GMM に適応し､(x1)､(x2)､(x4)､(x8)のどれに分類されるのかを予測する｡

この予測と､実際に細胞が持つ正解を比較することで､モデルの識別精度を評価した｡その

結果､GMM モデルは全体で 96%の精度に達することが分かった(図 23B)｡CFP211(x8)が最も

低い精度(93.9%)を示し､(x8)発現細胞の 6.1%が(x4)として誤分類されていた｡ 

  

 

図 22. split CFP2 繰り返しによる輝度増幅 

(A) コンストラクトの構造：CFP21-10 と､ヒストン H2B タグ付きの CFP2full-length または

CFP211(x1)､(x2)､(x4)､(x8)の融合タンパク質を示す｡ 

(B) CFP21-10 と CFP2full-length または CFP211 繰り返しを安定共発現する HeLa 細胞の代表

的な共焦点顕微鏡画像｡スケールバーは 20 µm｡ 

(C) ヒストン H2B タグ付き CFP211(x1)､(x2)､(x4)､(x8)を発現する HeLa 細胞における

CFP2 蛍光輝度の定量｡full-length CFP2 の中央値が 1 になるように正規化。赤線は中

央値を示す｡ (N=3, n > 130 細胞)｡ 
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2-4. CFP211繰り返しを発現する 4 種の混合細胞の識別 

最後に､(x1)､(x2)､(x4)､(x8)の異なる CFP211 繰り返し配列を持つ 4 種類の細胞を混ぜた

状態から分類することができるのかどうかを調べた｡まず､4 種の混合細胞を共焦点顕微鏡

で観察し､CFP2/mCherry 比の画像を生成した(図 24 左)｡続けて､96%の精度で分類可能と示

された訓練後のGMMを適用し､個々の細胞を(x1)､(x2)､(x4)､(x8)のいずれかに分類し､GMM

のラベル分布として表示した(図 24中央)｡蛍光比画像では､多くの細胞の核が青､シアン､緑､

オレンジ色の 4 色のいずれかで表示されており､4 種の細胞が混ざっていることが分かる｡

オレンジ色の細胞は CFP2 の蛍光輝度が高く､最大の繰り返し数である(x8)である可能性が

高いが､実際その多くがGMMラベル分布では(x8)に属する細胞であると予測されていた｡こ

のように､GMM ラベル分布の正当性は蛍光比画像と目視で確認できた｡ 

GMM の特徴としては複数のガウス分布の重み付き和として確率分布をモデル化して

おり､(x1)､(x2)､(x4)､(x8)の 4種にそれぞれどのくらいの確率で分類させるかを算出すること

ができる｡これは当に､GMM ラベルの信頼度として解釈することができる｡この GMM ラベ

ル信頼性分布も視覚化した(図 24 右)｡ 

 

  

 

図 23. CFP211 繰り返し発現細胞のガウス混合モデルを用いた細胞識別の精度 

(A)  CFP211(x1)､(x2)､(x4)､(x8)ラベル化細胞に対するガウス混合モデル(GMM)の訓

練と、テストデータを用いた識別精度算出過程の模式図。 

(B) 正解ラベルと予測ラベルを比較し算出した識別精度を示す混同行列｡データは 3 回

の独立した実験の予測精度の平均±標準偏差を示す｡色の濃淡は、予測精度の平均

を示している。 
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図 24. CFP211 繰り返し発現細胞の識別とその信頼性マップ 

(A) 異なる CFP211 繰り返し数 [(x1)、(x2)、(x4)、 (x8)]を発現する細胞を混ぜた混合

細胞の CFP2/mCherry の蛍光強度比を示す画像。スケールバー：100 µm。 

(B) パネル(A)の各細胞に訓練後の GMM を適用し得られた細胞分類の分布。個々の細

胞を特定のコピー数 [(x1)、(x2)、(x4)、(x8)]に割り当てたマップを示す。 

(C) パネル(B)で示した細胞分類の際の分類確率マップ。GMM 分類の際の信頼度を示

す。 
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3. 構造予測モデルを用いた sfCherry3C 改良のアミノ酸変異の探索 

前述のように CFP2 以外の split FP はそのままでは十分な性能を有していない。まず、

split sfCherry3C について､繰り返しによる輝度増幅とそれによる細胞識別を可能にするため

に､改良することを試みた｡split sfCherry3C の問題は､FP1-10 断片と FP11 断片の会合効率が低

いため(Feng et al., 2019)、全長の sfCherry3C と比べて､split sfCherry3C は 7 割程度の蛍光輝

度しか示さず、蛍光輝度が低いことである。 

そこで､タンパク質構造予測の手法を駆使し､split sfCherry3C の会合効率を向上させ､そ

の結果､高輝度化が期待されるアミノ酸変異を網羅的に探索した｡まず初めに sfCherry3C1-10

と sfCherry3C11が会合した構造を AlphaFold Multimer(Evans et al., 2022)を用いて予測した｡続

いて､タンパク質構造予測ツールRosettaを用いて sfCherry3C11のアミノ酸に対し部分飽和変

異を導入し､結合安定性のスコア(dG separated)が減り､会合効率が高くなると予想される変

異を調べた(図 25A)｡続けて､導入した部分飽和変異から 7Å 以内に位置するアミノ酸にクラ

スター変異を導入し､周辺のアミノ酸を最適化することで結合安定性のスコア(dG separated)

の更なる減少を試みる｡この計算を sfCherry3C11上の 1番目から 16番目の全てのアミノ酸に

対して行い(図 25B)､中でも特に結合安定性のスコア(dG separated)の減少が見込まれ､split 

sfCherry3C の高輝度化が期待される 22 ペアのアミノ酸変異を割り出した｡ 

各変異を導入した sfCherry3C1-10M と sfCherry3C11M を HeLa 細胞で安定発現させ輝度値

を定量化した(図 26A,B)｡その結果､およそ 5 種のアミノ酸変異ペアで中央値の比較で split 

sfCherry3C の高輝度化が認められた｡中でも特に高輝度化した上位 3 種の変異ペアの全てを

導入した変異体を作製したところ､2.5 倍の高輝度化に成功し､これを split sfCherry3Csp と名

付けた(図 26B,C)｡split sfCherry3C と split sfCherry3Csp の蛍光スペクトルを測定したところ、

概ね一致した(図 26D)。 
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図 25.タンパク質構造予測を用いた sfCherry3C 改良の変異探索 

(A) sfCherry3C11 の飽和変異と Rosetta を用いて算出した dG_separated 値のヒートマ

ップ。dG_separated 値が低い方ほど結合により安定化することを示す。 

(B) パネル(A)で求めた結合安的化に寄与する sfCherry3C11 上の各アミノ酸点変異周辺

(7Å以内)にクラスター変異を導入し、再計算した dG_separated 値ヒートマップ。

野生型の split sfCherry3C から導入されたアミノ酸変異の数を各カラムの中心の点

の大きさで表している。 
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図 26. split sfCherry3C の改良 

(A) コンストラクトの構造：sfCherry3C1-10 の変異体(sfCherry3C1-10M)とヒストン H2B

タグ付きの sfCherry3C11 変異体(sfCherry3C11M)の模式図。 

(B) sfCherry3C1-10M と sfCherry3C11M の変 異 体 リ ス ト 。 ヒ ス ト ン H2B タグ 付 き

sfCherry3C11M(x1) と sfCherry3C1-10M を 安 定 的 に 共 発 現 す る HeLa 細 胞 の

sfCherry3C 蛍光強度を示したビースウォームプロット。split sfCherry3C の蛍光輝

度の中央値が 1 になるように正規化。赤線は中央値を示す。 

(C) AlphaFold Multimer を使用して生成し、PyMOL で可視化した split sfCherry3Csp

の予測構造モデル。色は sfCherry3Csp 1-10（灰色）と sfCherry3Csp 11（マゼンタ）

に対応する。split sfCherry3C と split sfCherry3Csp の変異アミノ酸周辺のタンパク

質構造の拡大図。 

(D) split sfCherry3C または split sfCherry3Csp を発現する HeLa 細胞の 546 nm レーザ

ー励起による蛍光スペクトル 
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4. mNG11のペプチド配列の最適化 

 続けて､split mNG3A の改良に取り組んだ｡split mNG3A の問題点は mNG11 (x1)に対し

て mNG11 (x4)の輝度増幅が 1.3 倍に留まり､繰り返しにより十分に蛍光輝度を増幅できない

ことである｡mNG3A11(x4)の輝度増幅率が小さい理由として､mNG11 繰り返しでは mNG11 ペ

プチド同士が相互作用することで､mNG3A1-10が各mNG11に会合できなくなっていると考え

た｡それは､GGSGG リンカーでつなげた mNG11 を 8 回繰り返したアミノ酸配列を Alpha 

Fold(Jumper et al., 2021)を用いて構造予測したところ､4 つの α ヘリックスが凝集した構造が

2 つ見られたためである(図 27A)｡この 4 つの α ヘリックスを含んだバンドル構造の内側で

は mNG11 の中から､5 つの疎水性アミノ酸(F5､W8､F12､M15､M16)の側鎖が疎水性コアを形

成していた｡ここで､split mNG3A に着目すると(図 27B)､M15､M16 は mNG11の C末端の天然

変性領域に位置しており､削ることができると考えた｡また､F12 は β ストランドを形成する

最後のアミノ酸であり､かつ、β バレルの外向きのアミノ酸であるため､split mNG3A 蛍光に

与える影響は小さいと予想される｡そこで､フェニルアラニン(F)から水酸基の加わったチロ

シン(Y)へと変異導入を試みた｡以上の 2 つのアミノ酸欠損や変異を用いて､疎水性コアを崩

壊させ､mNG11 繰り返しの際の凝集構造を抑制する事を試みた｡同時に、アスパラギン酸を

追加する変異も試し､静電反発により mNG11繰り返しの凝集構造の抑制も試みた｡ 

mNG11の野生型と 6個の変異配列(M1～M6)を 8回繰り返したもの(x8)をH2Bに融合し､

mNG3A1-10と伴に HeLa 細胞で安定発現させた(図 28A,B)｡発現量は mTagBFP2 の蛍光輝度で

較正した｡その結果､C 末端のメチオニン 2 アミノ酸を削ることが mNG11 繰り返しの高輝度

化に最も寄与することが分かった(図 28C)｡最も高輝度化したmNG11変異配列M3(mNG3Asp

と表記)はアスパラギン酸を追加した配列だった｡mNG11 を改変した split mNG3A を split 

mNG3Asp と名付けた｡ 

mNG3Asp と sfCherry3Csp の split 蛍光タンパク質の性能評価を行い CFP2 と比較した｡

図 20 で行った実験と全く同じ実験を、mNG3Asp と sfCherry3Csp で行い、split FP の蛍光輝

度と split FP 繰り返しによる輝度増幅率を調べた(図 29)。結果、split mNG3Asp は(x4)は(x1)

に対し､2.3 倍高輝度化し､split sfCherry3Csp の(x1)は full-length sfCherry3Csp の 0.8 倍の輝度

値を示し､(x4)は(x1)の 3 倍高輝度化し､split CFP2 と同等の輝度増幅率を達成することが示

された｡ 
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図 27. mNG118 回繰り返し配列と split mNG3A の構造予測 

(A) GGSGG リンカーを用いて、mNG11 を 8 回繰り返したタンパク質の構造予測。

PyMOL で可視化し、色は各アミノ酸における疎水性度を示している。黒い点線で

囲んだ mNG11(x1)に対応する構造を右側に示す。 

(B) AlphaFold Multimer を使用して生成し、PyMOL で可視化した split mNG3A の予

測構造モデル。異なる色は mNG3A1-10（黄緑）と mNG3A11（緑）に対応する。 

 

図 28. mNG11 ペプチド配列の改良 

(A) mNG3A11 の野生型と変異体（mNG3A11M）のアミノ酸配列。 

(B) コンストラクトの構造：mNG3A1-10 と、ヒストン H2B タグ付き mNG3A11M(x8)。 

(C) mNG3A1-10 とヒストン H2B タグ付き mNG3A11M(x8)を安定的に共発現する HeLa

細胞における mNG3A 蛍光強度の定量的解析。M1 の中央値が 1 になるように正規

化。赤線は中央値を示す。 
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図 29. split mNG3A と split sfCherry3Csp の評価 

各 FP1-10 断片と共に、ヒストン H2B タグ付き FPfull-length、FP11(x1)または FP11(x4)を発現

する HeLa 細胞（トランスフェクション比 1:4）の相対蛍光強度の比較解析。データはビ

ースウォームプロットで示され、中央値は黒線で表示。各条件につき n > 130 細胞。測

定は共焦点顕微鏡により実施。 
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5. Caterpi 細胞標識法の FP11タグのスクリーニング 

5-1. FP11タグライブラリーの構築 

続いて､識別可能な蛍光強度変調をもたらす split CFP2、 split mNG3Asp、 split 

sfCherry3CspのFP11の繰り返し回数の組み合わせを選定することにした(図30)｡まず初めに､

3色の FP1-10を高発現するクローン細胞を作製した｡3色の FP1-10を P2A配列で繋いだ後ろに

IRES-iRFP670を導入した遺伝子配列を用い､iRFP670の蛍光輝度の高い細胞をフローサイト

メーターで分取した後に､細胞クローニングを行った｡続けて､FP11 タグのライブラリーの作

製に取り組んだ｡ここでは､ヒストンH2Bの代わりに SUMOstarタンパク質(L. Liu et al., 2008)

の N 末端､C 末端の天然変性領域を欠損させた ΔSUMOstar を用いた｡これは､ΔSUMOstar は

ヒストン H2B よりもサイズが小さく､かつ細胞全体の形態を解析することができると考え

られるため採用した｡ΔSUMOstar タンパク質に､CFP2, sfCherry3Csp, mNG3Asp の順番でそれ

ぞれの FP11を(x0), (x1), (x2), (x4), (x8)のいずれかで組み合わせつなぎ合わせた｡この時､合計

の繰り返し回数が(x12)以下になる 96 種に絞り､96 種全てのプラスミドをサンガーシーケン

スにより FP11リピート配列の塩基配列を確認し､FP11ライブラリーとした｡ 

 

 

図 30. FP11ライブラリーの作製 

FP1-10x3_iRFP670 と FP11タグの発現コンストラクトの模式図(上)。ΔSUMOstar タグに 

CFP211、sfCherry3Csp11、mNG3Asp11を (x0)、(x1)、(x2)、(x4)、(x8)で組み合わで融合し

ている。96 種類の組み合わせからなる FP11タグライブラリー表 (下)。各 FP11の繰り返

し回数は、「C」（CFP211）、「G」（mNG3Asp11）、「R」（sfCherry3Csp11）と表示。 

マーク(O)は一次、二次スクリーニングの過程および、最終的に選定された FP11 タグを

示す。 
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5-2. 96 種 FP11タグを用いた細胞識別精度のペアワイズ解析 

3 色の FP1-10 を安定的に高発現する HeLa 細胞クローンに 96 種の FP11 タグを導入し安

定発現させ､蛍光標識された 96 種の細胞を共焦点顕微鏡で観察した｡画像データを用いて､

各細胞種の CFP2, sfCherry3Csp, mNG3Asp の蛍光輝度を定量した｡CFP2 単色での蛍光輝度に

よる細胞識別と同様に､前処理として､球面座標系に変換し、2 つの角度 AngleCvsG､AngleRvsCG

を用いて､蛍光輝度の相対比を示す散布図を求めた(図 31A上)｡次に､96 種の中から 2 種の細

胞種を選び取り､教師なし二成分ガウス混合モデルを用いて全ての細胞を 2 種にクラスタリ

ングする｡クラスタリングされた細胞種と､実際の細胞種を比較することで､2 種間のクラス

タリング精度を算出する(図 31A 下)｡2 種細胞間の AngleCvsG､AngleRvsCGの散布図が十分に異

なり､正確に分類できた場合､精度が高くなる｡この計算を全ての 96 種の細胞種の総当たり

に対して行った(図 31B)｡ 

 

 

 

 

図 31. FP11タグで標識された 96 細胞種の総当たり識別精度 

(A) 96 細胞種の観察と、総当たり分類精度計算過程の模式図 

(B) FP11 タグで蛍光標識された 96 種類の細胞種間のペアワイズ分類精度を示した図。

FP11タグの順番は図 30 の ID 番号に対応させている（各集団につき n > 230 細胞）。 
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5-3. FP11タグ選定のスクリーニング 

これを基に何種類の細胞がどのくらいの精度で識別できるかどうかを計算により求め

た(図 32A)｡具体的には､20 個の細胞種を選び取る場合､96 個から 20 個の細胞種をランダム

に選び取る｡選ばれた 20細胞種の総当たりの識別精度を図 31Bから取り出し､その中の最小

値、すなわち最も識別が困難なペアの精度をもとめる｡この試行を 107 回繰り返した｡107 回

の施行の中で、最小のペアワイズ識別精度が最大となった値を図示した(図 32B)。その結果､

最適な 20 個の FP11タグで標識された細胞種では､全ての組み合わせにおいて 90%以上の精

度で識別可能であることが明らかとなった｡一方で 30 種の細胞を選び取った場合は､60%ま

で減少した｡最終的に 20種類の FP11タグに絞り込むことを目的に､第一スクリーニングとし

て 30 種の候補を選び取った｡ 

第一スクリーニングで選定した 30 種の細胞種に対して共焦点顕微鏡で蛍光観察した後､

フローサイトメーターで蛍光輝度測定を行なった｡その結果､20 種の FP11ラベルは 90%以上

で識別できることが示され､同時にフローサイトメーターを用いた場合では､顕微鏡よりは

精度は落ちるが 85%以上の精度で識別可能であることが示された(図 32C)｡これをもとに 20

種類の FP11タグの選定を行なった｡ 

最後に、単色の FP11タグを目視により選びなおした。単色の FP11タグに関しては､CFP211

は(x4)が､mNG3Asp11は(x2)が sfCherry3Csp11は(x8)が第二スクリーニングの後に選定された。

ただし､単色の FP11タグでは(x1)､(x2)､(x4)､(x8)のいずれを選んでもよい。そのため、より明

るく標識するために CFP211 は(x8)を､mNG3Asp11 は(x8)を､sfCherry3Csp11 は(x4)を用いるよ

うに変更した｡sfCherry3Csp11(x8)は細胞内で凝集体を形成してしまったため(x4)を採用する

事にした｡ 
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図 32. FP11タグの最適な組み合わせの選別 

(A) FP11タグ選定の計算過程の模式図。96 の細胞種からのランダムな選択によるサブ集

団の形成と、最小のペアワイズ識別精度の計算過程を示す。 

(B) 細胞サブ集団のサイズ(X 軸)と最小のペアワイズ精度(Y 軸)示したプロット。107回

の試行の中で最小のペアワイズ精度が最大となった値をプロットしている。 

(C) 30 候補の細胞集団の細胞サブ集団のサイズ(X 軸)と最小のペアワイズ精度(Y 軸)示

したプロット。107 回の試行の中で最小のペアワイズ精度が最大となった値をプロ

ットしている。細胞はそれぞれ、共焦点顕微鏡（青）とフローサイトメーター（オ

レンジ）を用いて観察された。3 回の独立した実験から得られた平均値±標準偏差を

示す。 
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6. Caterpi 法により 20 種の細胞種が 97%の精度で識別される 

6-1. Caterpi 法で蛍光標識された 20 種類の細胞観察 

選定した 20 種類の FP11 タグを用いて､蛍光標識された細胞種を同時観察した後に識別

することを試みた｡最初に､FP1-10 を発現させる遺伝子の改良を行なった｡iRFP670 の蛍光輝

度を利用して FP1-10x3の高発現細胞を分取する方法から､IRES- Puromycin耐性遺伝子を用い

て高濃度の Puromycin 薬剤処理により細胞の選抜を行えるようにした｡5 ug/mL の高濃度

Puromycin 処理後に細胞クローニングを行い､FP1-10 高発現 HeLa 細胞クローンを樹立した｡

選抜した 20種の FP11タグをそれぞれ導入し 20種類の蛍光標識された細胞種を作製し､共焦

点顕微鏡を用いてそれぞれ別々に観察した｡CFP2 の蛍光を青色､mNG3Asp の蛍光を緑色､

sfCherry3Csp の蛍光を赤色で表し､重ね合わせて表示した(図 33)｡一連の Caterpi 法による細

胞標識を MDCK 細胞でも適用し､HeLa 細胞同様に 20 色の蛍光標識が達成されることが示

された｡ 

 

 

  

 
図 33. Caterpi 法を用いた細胞蛍光標識 

20 種の FP11 タグを用いて蛍光標識された HeLa 細胞(上)と MDCK 細胞(下)の画像。

CFP2 蛍光画像を青色、mNG3Asp 蛍光画像を緑色、sfCherry3Csp 蛍光画像を赤色で表

示し重ね合わせた RGB 画像。それぞれ、Leica 共焦点顕微鏡 SP8(HeLa 細胞)と EVIDENT 

FV10i-LIV(MDCK 細胞)を用いて撮影。画像の左上に各 FP11（CFP211、mNG3Asp11、

sfCherry3Csp11）の繰り返し数を表示。 
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6-2. 20 細胞種識別のためのガウス混合モデルの学習 

CFP2､mNG3Asp､sfCherry3Csp を重ね合わせた画像の最大値のプロジェクション画像を

作製し､細胞分画画像ソフトである Cellpose を用いて細胞のセグメンテーションを行った｡

細胞セグメンテーション画像を基に各細胞の平均蛍光輝度を定量化した｡各 20 種の全細胞

を球面座標系に変換し、CFP2､mNG3Asp､sfCherry3Csp の蛍光輝度の相対比を意味する 2 つ

の角度 AngleCvsG と AngleRvsCG を求めた(図 34 左)｡その 2 次元の角度データにガウス混合モ

デルを適用し､各クラスターの特徴付けを行った｡これにより､AngleCvsG､AngleRvsCG 座標にお

ける 20 種の細胞ラベルの境界と､そのラベルの信頼度の割り当てを求めることができ､これ

を視覚化した(図 34 中央、右)｡学習したガウス混合モデルをテストデータに適用し、識別精

度を算出したところ、97%に達することが分かった(図 35)｡ 

 

 

  

 

図 34. GMM を用いた 20 細胞種の識別と信頼度の割り当て 

左： 20 種類の異なる細胞種の AngleCvsG と AngleRvsCG の分布を示す散布図。（各集団に

つき n > 1000 細胞）。中央：ガウス混合モデル（GMM）分類に基づく AngleCvsGと AngleRvsCG

におけるラベル割り当て図。右：AngleCvsGと AngleRvsCGにおけるラベル分類確率の割り

当て図 
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6-3. 20 細胞種混合細胞の識別 

20 種類の細胞種を同密度で混ぜた細胞集団を作製し､共焦点顕微鏡を用いて観察しタ

イリング画像を取得した(図 36A)｡先ほどの学習後の GMM を用いて各細胞を 20 種の細胞種

へとクラスタリングを行い､その結果をラベル画像で示した(図 36B)｡同時に、細胞が 20 種

の集団にクラスタリングする際の確率密度分布に基づいた､ラベル付けの信頼度を一番右

の画像で示した。色が濃いほどクラスター中心に近く信頼度が高いことを意味する｡まとめ

ると Caterpi 法は 20 種類の細胞集団を 97%の精度で識別できる手法であり､ラベル付けの信

頼度も同時に評価できることが示された｡ 

 

  

 

図 35. GMM を用いた 20 細胞種の識別精度 

正解ラベルと予測ラベルの比較により求めた予測精度を示す混同行列。色の濃さは分類

精度を示す。全体の平均精度は 97%。 
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図 36. Caterpi 法を用いた 20 細胞種の識別 

(A) Caterpi 法によって標識された 20 種の HeLa 細胞を混ぜた混合細胞の高視野 RGB

画像（CFP2：青色、mNG3Asp：緑色、sfCherry3Csp：赤色で表示）。スケールバ

ー：500 µm。 

(B) パネル(A)の点線領域の拡大画像(左)。訓練後の GMM モデルを適用し、20 細胞種

に識別したラベルマップ(中央)。GMM ラベルの際の、分類確率を示した信頼性マ

ップ(右) 
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考察 

Caterpi 細胞標識法のまとめ 

本研究では、split 蛍光タンパク質(split FP)の繰り返しを用いた蛍光強度変調による細胞

識別技術（Caterpi 法）を開発した。Catepi 法では split CFP2 に加え、繰り返しによる輝度増

幅率を改善した split mNG3Asp と、タンパク質の構造予測の手法により 2.5 倍 高輝度化し

た split sfCherry3Csp を用いた。3 種の split FP を異なる回数でつなぎ合わせた FP11タグの中

から、細胞識別に最適な 20 種類の組み合わせをスクリーニングにより選定した。20 種の

FP11タグで蛍光標識された細胞種は、ガウス混合モデル(GMM)により混ぜた状態から、97%

の精度で識別することが可能であった。また、20 種の細胞種への分類の確率密度分布から

計算される信頼度も同時に評価できることも示された。 

 

既存の多重蛍光イメージングと Caterpi 法の比較 

複数の蛍光タンパク質を組み合わせた多重蛍光標識法は、大きく 2 つの方法に分類さ

れる。1 つ目は、Cre/loxP や Flp/FRT などの組換え酵素を用いて、複数の蛍光タンパク質遺

伝子の組換えが確率的に起きる現象を利用するものである(Cai et al., 2013; Ghigo et al., 2013; 

Livet et al., 2007; Loulier et al., 2014; Snippert et al., 2010; Tabansky et al., 2013; Veling et al., 2019)。

そして、2 つ目は、トランスフェクションやウイルスを使って遺伝子を挿入し、そのゲノム

挿入部位のランダム性を利用するものである(García-Marqués & López-Mascaraque, 2013; 

García-Moreno et al., 2014; Kumamoto et al., 2020; Sakaguchi et al., 2018; Weber et al., 2008)。

これら２つのアプローチはいずれも多色生成のメカニズムが確率的過程に依存している。

一方で、Caterpi 細胞標識法では、単一遺伝子の FP11タグにより理想的に設計された FP の組

み合わせで細胞を標識するものである。この技術は、split FP を利用したことで、通常の蛍

光タンパク質と比べてはるかに小さい遺伝子サイズの FP11 を、様々な組み合わせで直列に

繰り返すことが可能になったことで達成された。Caterpi 細胞標識法は複雑な生物現象の中

で異なる細胞種を同定する場合や長期的な細胞追跡といった、正確な蛍光標識と同定が必

要な場合に特に有用になる。ただし、Caterpi では、遺伝子導入法に関するさらなる検討が

必要となる。具体的には、複数の FP11タグの混入を防ぎながら、各 FP11タグを標的細胞集

団に選択的に導入する手法開発が必要になる。これは、単一コピーの遺伝子をゲノムに挿入

することが出来る Landing Pad システム(Matreyek et al., 2020)を組み合わせることで、達成す

ることができると考えられる。 

 

Caterpi 細胞標識法の蝸牛管への応用 

Caterpi 細胞標識法は、3 種類の限られた蛍光タンパク質を最適に組み合わせることで、

FP11タグの発現量に依存せず 20 色の異なる色を生成できることを示した。split CFP2 と split 

mNG3Asp をメインレーザー（840 nm）で同時に二光子励起し、split sfCherry3Csp をサブレ
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ーザー（1040 nm）で二光子励起可能であると予想され、多色イメージングにおける二光子

顕微鏡の利用という新たな可能性を開いた。この手法を蝸牛管発生研究へ応用することに

より、蝸牛管深部の個々の細胞の長期的な追跡が可能となる。第一章における蝸牛管ライブ

イメージングでは細胞の 3 次元的な動態解析が困難であったため 2 次元の回転に着目した

が、Caterpi 細胞標識法を用いることで、螺旋構造を形成する際の 3 次元的な細胞動態を解

明できると期待される。 

 

FP11繰り返しによる線形な蛍光輝度増幅に重要な要素 

split FP を 8 回繰り返した FP11(x8)は、理想的には線形に蛍光輝度が増幅し、FP11(x1)の

8 倍のシグナル強度になるはずである。しかし、本研究では、split CFP2 を用いた場合で、

蛍光輝度の中央値が約 5 倍の増加に留まった。これまでの先行研究から、線形な輝度増幅を

達成するためには、FP11の融合タンパク質が重要となることが示唆される。Kamiyama らの

先行研究(D. Kamiyama et al., 2016)では、β-チューブリンに sfGFP11(x3)と sfGFP11(x7)をタグ

することで、それぞれ 3 倍と 7 倍のシグナル増強を報告している。また、Leonetti らの先行

研究(Leonetti et al., 2016)は Lamin A/C に sfGFP11(x4)をタグして 4 倍の輝度増幅を達成してい

る。一方で、Kamiyama らの先行研究(R. Kamiyama et al., 2021)では Ten-m に sfGFP11(x7)をタ

グしたが 4 倍のシグナル増幅に留まっていた。以上のように、FP11繰り返しによる線形な輝

度増幅を達成するには、FP11に融合するタグタンパク質の最適化が必要である。 

 

タンパク質計算モデリングを用いた split 蛍光タンパク質の改良 

本研究により、split FP の改良にタンパク質構造予測の手法が有効であることが示唆さ

れた。通常の split FP の改良では、FP1-10と FP11の間にスペーサー配列を組み込んだ状態で

突然変異誘発を起こし蛍光輝度が増加した変異体を選び取る(Feng et al., 2017)。しかし、こ

の従来のアプローチでは、FP1-10と FP11をスペーサー配列でつないだ際の会合状態のタンパ

ク質構造が、独立した FP1-10 と FP11 の会合状態のタンパク質構造とはわずかに異なる可能

性がある。そのため、構造予測を用いて独立した FP1-10と FP11の会合状態を予測する事で、

スペーサー配列を用いた場合では発見されなかったアミノ酸変異が同定できたと考えられ

る。この構造予測を用いた最適化は、他の split FP にも広く適用可能であり、イメージング

ツール開発として split FP の改良が期待される。 

 

Catepi 法の今後の可能性と課題 

Caterpi 法による細胞識別数は、青色や近赤外光の蛍光を持つ split FP の開発と細胞内局

在を活用した融合タンパク質の利用により、大幅に増加していく可能性がある。また、細胞

分類モデルに用いる機械学習手法を改良することで識別精度は向上していき、より定量的

かつ正確なデータ解析が可能になると期待できる。Caterpi 細胞標識法は、設計された蛍光

色を用いて細胞を標識し識別することができるため、発生生物学、免疫学、細胞生物学など
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の多様な分野における複雑な生命現象の研究に貢献する新たな手法となる。 
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