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Top news
東邦⼤学 村本哲哉博⼠から寄託された
CRISPR/CasのベクターDNAの利⽤が進んでい
ます!
2018年に寄託された細胞性粘菌のCRISPR/Cas
ベクターが世界中で利⽤されています。理化
学研究所・上村も使いましたが簡単に変異を
導⼊できます。国内で開発された技術をどん
どん利⽤していきましょう。

Resource updates

Reference: Scientific Reports (2018) 8:8471

株リソース、遺伝⼦リソース共に、NBRP細胞性粘菌ホームページを通じでオーダーでき
ます！

皆様の研究室で開発された株、遺伝⼦リソースの寄託を受け付けています。⼀度、NBRP-
nenkinに寄託していただければ、当⽅で保存や利⽤希望者への分与を⾏います。是⾮、
皆様の貴重なリソースをコミュニティーで共有し、研究に役⽴てましょう。
また、「収集して欲しいリソース」を皆様から募集しています。どんどん、下記のメー
ルまでご連絡ください。

http://nenkin.nbrp.jp

nbrpnenkin@shigen.info

⼤阪⼤学 上⽥昌宏研究室からcAMPリポー
ターのFlamindo2が寄託されました!
上⽥研究室の森本雄祐博⼠（現、九州⼯業⼤
学）と橋村秀典博⼠（現、東京⼤学）から細
胞性粘菌に最適化した⽣細胞観察⽤cAMPプ
ローブ、Flamindo2が寄託されました。⼤変明
るく、⾼感度にcAMPの動態を検出できます。
ベクターDNAに加え、発現細胞もあります。
是⾮ご利⽤ください。
Reference: Communications Biology (2019) 2:34

cells expressing only Citrine instead of Flamindo2 in the cytosol
were stimulated with cAMP, the fluorescence intensity showed no
response (Supplementary Fig. 2b), indicating that changes in the
Flamindo2 signal were not caused by cell deformation or other
signals. Finally, the response was dose-dependent to the con-
centration of the applied extracellular cAMP (EC50, 0.72 nM;
Supplementary Fig. 2c), which is in good agreement with a pre-
vious report20.

To see whether Flamindo2 is applicable to the monitoring of
[cAMP]i during the development of Dictyostelium cells, we
examined cell populations in the early aggregation stage, which is
the event achieved by cAMP relay and chemotaxis5,20.
Flamindo2 signals showed obvious synchronous oscillations
during early aggregation, and the pharmacological inhibition of
ACA by caffeine treatment caused severe defects in the
oscillations (Supplementary Fig. 2d). Such synchronous oscilla-
tions of Flamindo2 signals also could be detected in aggregating
gc- cells (Supplementary Fig. 2e). As expected, acaA-null cells did
not aggregate (Supplementary Fig. 2f) and showed no obvious
oscillations of Flamindo2 signals after starvation (Supplementary
Fig. 2g). These results demonstrate successful monitoring of
ACA-dependent cAMP relay at the early aggregation stage by
using Flamindo223. Because the protein levels of Flamindo2 in
slugs were less than those in aggregating cells (ca. 62%;
Supplementary Figure 3a), we assessed whether the protein
expression levels affect the sensitivity of Flamindo2. Based on
fluorescence intensities of Flamindo2, we found variation in the
expression levels (Supplementary Figure 3b), which we classified
into three levels: low, moderate, and high. The expression levels in
the low group was ~30% than that in the moderate group. No
groups showed different sensitivities to different external cAMP
concentrations (Supplementary Fig. 3c–f). Therefore, the sensi-
tivity of Flamindo2 was independent of the expression level
variation.

Transition of cAMP signaling dynamics from oscillations to
steady state during Dictyostelium development. Using

Flamindo2, we monitored the dynamics of cAMP relay during the
development of Dictyostelium cells. Figure 1a, b and Supple-
mentary Movie 1 show the propagation of [cAMP]i waves during
early aggregation and streams. In the loose mound stage, [cAMP]i
waves showed rotational propagation (Fig. 1c and Supplementary
Movie 2). At the tight mound stage, [cAMP]i waves exhibited
propagation from the top to the bottom of the mound with
geometrical changes (Fig. 1d and Supplementary Movie 2). In
contrast, subsequent mound elongation and slug migration
occurred without obvious [cAMP]i oscillations, but a stream
flowing into the rear of the mound showed wave propagation
(Fig. 1e and Supplementary Movie 3). These findings indicate the
dynamics of cAMP signaling changes from propagating waves in
aggregation, streams, and mounds to steady state with no oscil-
lations in migrating slugs during Dictyostelium development.

To characterize the transition of the cAMP signaling dynamics,
we analyzed Flamindo2 signals from the onset of aggregation to
the slug stage (Fig. 2a, b and Supplementary Movie 4). During
early aggregation, synchronized oscillations of [cAMP]i started
with periods of 5.62 ± 0.36 min (Fig. 2b, c and Table 1). Such
oscillations continued until mound formation. At these points,
the periods became shorter in loose mounds (2.47 ± 0.28 min),
but showed partial recovery in tight mounds (4.70 ± 0.56 min)
(Fig. 2b, c and Table 1). Simultaneous monitoring of Flamindo2-
signals and cell movements revealed that the cell velocity
oscillated with the same period as [cAMP]i (Table 1) and that
the two oscillations had tight correlation with each other
(Fig. 3a–d). [cAMP]i oscillations in the cell populations had the
same intervals and were synchronized at the individual cell level,
while the oscillations of the cell velocity showed some variation in
the populations (Supplementary Fig. 4, 5). Cross-correlation
analysis indicated that there was a phase difference of a half
period between the oscillation of [cAMP]i and cell velocity at the
loose mound stage, but the two oscillations had the same phase at
the early aggregation and tight mound stages (Table 1). These
findings indicate that oscillatory cAMP signaling organizes
collective cell migration until the mound formation.
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Fig. 1 Typical cAMP signaling dynamics at each developmental stage of Dictyostelium cells visualized by Flamindo2. a Spiral pattern of a [cAMP]i wave in
cell populations at early aggregation. b Wave propagation in an aggregating stream. c Rotational propagation in a loose mound. d Wave propagation from
the top of a tight mound (right side of images) to the bottom. e A slug with a stream elongating toward the top of the images. In c–e, images were
subtracted at 3–6 frame intervals to emphasize changes in fluorescence intensity. Solid and broken arrows show the positions of the first and second waves
in each sequential image, respectively. Scale bars, a 1 mm, b, e 100 μm, c, d 50 μm
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栄養飢餓の細胞性粘菌は周期的に cAMP
を合成しらせん状の波として伝わる。
Flamindo2発現細胞（S90789）はcAMPの
存在下で蛍光が消光する。

Dicty Stock Center (DSC)からの代⾏取り寄せを再開します！
DSCから必要なリソースをご連絡ください。NBRPで取り寄せ、品質チェックをし
た後、分譲いたします。



今年もNBRP主催の特別企画「NBRP実物つきパネル展⽰」が開催されます。NBRP細胞性粘
菌も出展予定です。是⾮、お⽴ち寄りください。また、ポスター発表の際には「細胞性粘
菌の展⽰ブース」について宣伝をよろしくお願いします。

News Digest

第４期NBRP事業が2017年度に開始し、今年度は早くも中間評価が実施されました。7⽉に
報告書を提出し、８⽉にはヒアリングを受けました。2018年度に東邦⼤学、村本博⼠から
寄託を受けたCRISPR/Cas9ベクターが好調で、特に海外への提供が多く国際的な貢献に繋
がった点は⾼く評価されました。但し、細胞リソースの提供が低調である点を今後の課題
として指摘されました。この対策には皆さんが必要とするリソースを収集していくことが
重要です。どのようなリソースが必要か、要望をお寄せ下さい。また、皆さんが開発され
たリソースをNBRPにご寄託下さい。貴重なリソースを世界的な利⽤に繋げたいと思います。
是⾮ご協⼒宜しくお願い致します。

NBRP第４期中間評価
2019年8⽉8⽇

本年も、NBRP-nenkinでは、細胞性粘菌の初⼼者向けトレーニングコースを開催します。実
施要項は以下の通りです。
⽇程：2019年11⽉9⽇（⼟） 開催場所：筑波⼤学・第２エリア地区内
申し込み締め切り： 2019年10⽉25⽇（⾦）
応募・問い合わせ先：筑波⼤学⽣命環境系 桑⼭ 秀⼀
TEL：029-853-4910 e-mail: nbrpnenkin@shigen.info
応募⽅法など詳しくはこちらのURLをごらんください。http://nenkin.nbrp.jp

引き続きオンデマンドコースも開催中です。ここでは、皆様の都合のつく⽇時にNBRP細胞
性粘菌中核機関（筑波⼤学）に来ていただき、必要な研究⼿法のトレーニングを致します。
ご希望の⽅は、所属、⽒名、連絡先（メールアドレス）、希望される⽇時とトレーニング
（実験）内容をご記⼊の上、上記のメールアドレスまでご連絡ください。

NBRP基盤技術整備プログラム・NBRPゲノム情報等整備プログラム
毎年度NBRPに採択されたバイオリソース（もちろん細胞性粘菌も含まれています）に関す
る上記の公募があります。基盤技術整備プログラムは、バイオリソースの収集、増殖、品
質管理、保存、提供等に係る技術開発を⽬的とするものです。また、ゲノム情報等整備プ
ログラムは、バイオリソースに関する付加価値を⾼め、我が国のバイオリソースの独⾃
性・先導性を⾼めることを⽬的としたバイオリソースのゲノム配列や遺伝⼦情報を解析す
るためのものです。これまでの採択課題はNBRPのホームページ（ https://nbrp.jp）に掲載
されています。もし、皆さんの研究と関連するテーマがありましたら、是⾮挑戦してみて
ください。去年度は12⽉頃にAMEDから公募要領が発表されました。公募情報は細胞性粘
菌学会のメーリングアドレス等で案内したいと思います。

第42回⽇本分⼦⽣物学会年会（展⽰予定）
2019年12⽉3⽇〜 12⽉6⽇ 福岡国際会議場・マリンメッセ福岡

第９回細胞性粘菌トレーニングコース開催

表題のシンポジウムが分⼦⽣物学会中に開催されます。ニホンザル、ツメガエル、酵⺟、
アサガオ、情報等のユーザーによる講演が企画されていますので、是⾮、ご参加ください。

第４期NBRP中間年度成果報告シンポジウム（第42回⽇本分⼦⽣物学会年会内開催予定）
2019年12⽉5⽇（15:45〜19:00） マリンメッセ福岡：3Fサブアリーナ


