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１．インターン先大学での研究内容 

 

【序論】 

 メカノバイオロジーは、細胞が機械的なシグナルを感知し、それに応答するメカニズムを研究する新し

い学際的分野である。機械的な力が分子、細胞、組織レベルでどのような変化を引き起こすかを理解する

ことにより、組織生理学や疾患発生に関する洞察を深め、関連する治療戦略に新しい展望をもたらす。 

 この細胞の形状や細胞動態に関連する多くの細胞プロセスはアクチンフィラメントに依存し、タンパ

ク質がアクチンフィラメントに集積していると予測される。そのため、どのタンパク質が力を受けている

状態でアクチンフィラメントと関与するのかを特定することが必要であるが、力によるタンパク質の相

互作用を検出することは難しい。そこで本研究ではアクチンフィラメントに集積するタンパク質を特定

するための手段として、TurboID タグアクチンプローブの設計と構築を目的とした。 

 

 

 

 

 生細胞でアクチンフィラメントを検出するためのマーカーとして BetaActin、Lifeact、Ftractin を用いた。

BetaActin は、細胞質アクチンとして知られ、細胞の構造や運動性を制御している。Lifeact は最大で 17 個

のアミノ酸で構成されるが、G-Actin に結合する欠点がある。Ftractin は最大で 52 個のアミノ酸で構成さ

れており、G-Actin と結合しない利点がある。TurboID は、ATP を利用してビオチンをビオチン-AMP に

変換するビオチンリガーゼであり、近接したタンパク質を共有結合で標識する反応性中間体である。 

 



 

 

【実験内容】 

 まず、GFP-BetaActin と Tomato-Lifeact、GFP-BetaActin と Tomato-Ftractin をそれぞれ Madin-Darby canine 

kidney 細胞に添加し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。これから、BetaActin、Lifeact、Ftractin が Stress 

Fibers に集まることを確認した。 

 

 

 

 次に、Actin-V5 タグ-TurboID、Ftractin-V5 タグ-TurboID、Lifeact-V5 タグ-TurboID を含む 3 種類のプラ

スミドを Gibson Assembly システムにより作成し、クローニングした。このとき、ベクターは pEGFP-N1

を用いた。これらを MDCK 細胞に遺伝子導入し、免疫染色法を用いて共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

このとき、G-Actin ではなく F-Actin と結合する Alexa568 を付けた Palloidin と、V5 タグ抗体に Alexa488

を付けた抗体、そしてストレプトアビジンを添加して比較した。これにより、ストレプトアビジン標識

は、アクチンフィラメントと共局在化することがわかった。 

 

 

 

 



 

 

 また、タンパク質の量とそれが正しいかどうか確認するためにウエスタンブロッティングを行った。こ

のとき、細胞を固定する前に 15 µM Biotin を加えて 37℃で 30 分間培養した。ビオチンを添加すること

で、TurboID によるビオチン化率が上昇した。同様の実験を 3 回行ったが遺伝子導入率が悪く、データに

一貫性がなかったため、Stable Cell Line を作成した。 

 

 Stable Cell Line を作成後、再び免疫染色法を用いて共焦点レーザー顕微鏡で観察した結果は以下のよう

になった。BetaActin と Lifeact は繊維だけではなく細胞質も緑色になっていることから、F-Actin だけで

はなく細胞質のアクチンにも結合していることが示唆された。Ftractin は、V5-Antibody と Phalloidin の写

真が似ていることから、F-Actin のみに結合していることが示唆された。 

 

 

 



 Stable Cell Line から 24 個のコロニーを選び、ウエスタンブロッティングを行い、BetaActin、Lifeact、

Ftractin の発現量を調べた。免疫染色法を用いて共焦点レーザー顕微鏡で発現率を確認した。 

 

 最後に、遺伝子導入率を高めるために、ベクターを PB-TA-ERN に変えて、Actin-V5 タグ-TurboID、

Ftractin-V5 タグ-TurboID、Lifeact-V5 タグ-TurboID を含む 3 種類のプラスミドを Gibson Assembly システ

ムにより作成し、クローニングした。同様に、共焦点レーザー顕微鏡での観察を行ったが、発現量が少な

かったため、Stable Cell Line を作成した。 

 

【結論】 

 共焦点レーザー顕微鏡の結果から、BetaActin や Lifeact は細胞質内のアクチンと結合していたため、

Ftractin がアクチンフィラメントをラベリングするのに適していると考える。今後は、ベクターを PB-TA-

ERN にした Actin-V5 タグ-TurboID、Ftractin-V5 タグ-TurboID、Lifeact-V5 タグ-TurboID を含む 3 種類のプ

ラスミドの Stable Cell Line からコロニーを選び、ウエスタンブロッティングを行う必要がある。 

 

 

 

２．研究活動における日米の違い 

 アメリカでは、研究室に所属することが講義ではなく任意であり、院生はもちろん学部生も給料をもら

いながら研究室で実験をしているのでアルバイトに近かったのですが、日本では、研究室に配属されると

各学期が終わるごとに単位がもらえるので講義ととらえている学生が多いと感じました。 

 また、研究室の雰囲気は、日米関係なく実験内容と PI の先生次第だと思いました。Gatech では、週一

回のラボミーティングで発表する内容があれば毎日研究しなくてもよい感じでしたが、UCD では、数日

連続して実験する必要があり、土日関係なく毎日通っていました。 

 細胞の継代のやり方や機器の使い方は、日米合わせて三つの研究室で教えていただけたのですが、どの

研究室でも試薬を入れる順番や、気を付ける点は同じだったので、日本で学んだことは世界で通用すると

思いました。 

 UCD の大学内で驚いたのは、制限酵素が買える自販機があることです。午後四時までにサンプルを一

階のポストに入れておくと、翌日シーケンス結果が届くシステムもあり、研究するのに便利な環境が整っ

ていました。 

 



 

 

 

３．米国の文化・生活面での発見・苦労等 

 Davis は治安が良く、アジア系のレストランも多かったため、快適に暮らすことができました。ただ、

今回は PI の山田先生以外知り合いがいない状況だったため、最初は研究以外の時間に何をしたらよいか

悩みました。とにかく、大学内でイベントがあったら迷わず参加し、どこかに行こうと言われたらすぐに

返事をする生活をしていたら、二か月後には帰国するのが寂しいと感じるほど多くの友達ができました。 

 毎日朝九時から研究室で実験を開始、その日やるべきことが終わったら帰宅していました。そのため、

三時ごろ帰る日もあれば六時ごろまで残る日もあり、先生からその日やることを教えてもらった後は、自

分でタイムスケジュールを決めて実験できたので、実験手順に慣れれば早く帰ることができました。放課

後は、サークルに参加したり、友達とダウンタウンにご飯を食べに行ったり、ボーリングやテニスをした

りと現地の大学生らしい生活を送っていました。 

 日本とアメリカ、どちらの大学院に応募するか悩んでいたため、UCD で研究されている十人以上の先

生方とお会いして、日米の研究の違いについてお話を伺いました。チャンスが多いことや労働環境がよい

ことを上げる先生が多かったです。また、多くの先生方が口を揃えておっしゃっていた研究費を取ること

や研究室を運営していくことの大変さなどを学べたのは、実際に UCD に来てお話を伺えたからだと実感

しています。日本とアメリカどちらにも良い点があり、生きていくうえで自分が譲れない部分は何なのか

を考えて、今後の進路を決定したいです。 

 また、友達や先生方と話していて、年齢という概念がないと感じました。将来について友達と話したと

ころ、世界中を回りたいから三年ごとぐらいに仕事を変えようかな、学部を取得した後、一回自分の国に

戻って数年働いてお金を稼いでからアメリカに戻り、PhD を取ろうかなと話している友人がいて驚きま

した。日本では、大学もしくは大学院を卒業後すぐに就職する人が多いので、卒業後すぐではなくても就

職できる環境があるのが良いと思いました。 

 



４．本プログラムに参加の成果・意義 

 まず、学部生のうちに自分の専門分野を広げることができるのが魅力的です。私は、日本ではペプチド

の合成を主にやっていますが、Gatech では Electrospinning、ハイドロゲルの作成、UCD ではクローニング

技術、免疫染色法、ウエスタンブロッティングと様々な技術を学ぶことができました。学部生が英語で教

えてもらいながら、様々な実験手法を身に付けることができたのは、このプログラムに参加していなかっ

たらできなかったと確信しています。 

 また、二か月間一人で研究室に配属され、研究をしたことで、アメリカの大学院進学に対してのハード

ルが下がり、アメリカで生活することに対する不安がなくなりました。ARIPでは宿泊先探しから始まり、

ビザを取得し、一人で飛行機に乗ってアメリカに行くことを経験できました。宿泊先では、初日からトイ

レが詰まっていたり、停電になったりとトラブル続きだったのですが、そのような問題に対して英語で対

応できたのは、自信につながりました。一人で飛行機の乗り継ぎやタクシーの乗車ができるようになった

のも、ARIP に参加していなかったら一生できなかっただろうと思います。 

 そして、自ら積極的に動かないと、チャンスが巡ってこないことを実感しました。UCD で研究されて

いる先生方に経験についてお話をさせていただきたくメールを送ったところ、先生方の研究人生につい

て伺うことができました。ズンバ教室に誘ってくださったり、西海岸の研究室まで連れて行ってくださっ

たり、知り合いの研究者の方を紹介してくださったりと、一通のメールから世界が広がり様々な経験をす

ることができました。 

 

５．その他 

 二回のアメリカでの研究インターンシップを通じて、研究者への道に一歩近づけたと思います。アメリ

カにこれからも連絡を取りたいと思う友人や先生方と出会う機会をいただくことができました。このよ

うな貴重な機会を与えてくださった中谷財団の皆さま、研究について一から丁寧に教えてくださり、生活

面までサポートしてくださった山田先生、そしてコロナ禍に留学するにもかかわらず応援してくださっ

た大阪府立大学の皆さまに感謝申し上げます。 


