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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫細胞の移動を決定する、複雑な外部環境の時空間的情報処理の理解
を目的とした。時空間的に変化する誘引分子fMLPの濃度プロフィールにたいして、好中球様細胞HL60がどのよう
に応答するかを、微小流路系を用いた勾配形成とその操作によって、おもにライブセルイメージングを中心に解
析した。その結果、HL60細胞はfMLP濃度上昇にたいして大きな変化を示し、濃度減少にたいして小さな変化を示
すこと、同様の応答の非対称性がCdc42の一過的な活性変化でみられることが明らかになった。こうした特性
は、免疫監査における細胞遊走の働きとその仕組の理解につながることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The  project aimed to understand cellular sensory perception of migrating 
immune cells with an emphasis on spatio-temoral dynamics.  Microfluidics gradient chamber was 
employed to generate a bell-shaped gradient, and by precise flow control, it was propagated in space
 at a specified speed.   We found that neutrophil-like HL60 cells exhibit specific and assymetric 
migratory patterns depending on the spatio-temporal property of the imposed dynamic gradients .  We 
analyzed spatio-temporal dynamics of the major signaling components relative to the observed 
migratory response by employing live cell time lapse imaging of cells expressing FRET-sensors and 
other fluorescent marker proteins.  The obtained signaling response suggests close relation between 
the observed migratory behavior and the spatio-temporal property of the signaling activities.
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１．研究開始当初の背景 
 
細胞の両端におけるケモカインの濃度差が
0.4%ほどあれば、リンパ細胞は高濃度側にた
いする正の走性を示す。これは信号の検出に
ついての物理限界を一見すると越えている。
また、組織内の免疫細胞の遊走は動きと間変
化によっても運動が変調される。これらの情
報処理特性は、複雑な環境下で目的の細胞や
組織に正確に到達することに深く結びついて
いると考えられる。代表者の研究より、粘菌
の先端形成に微分回路と整流回路としての特
性があることが明らかになった。こうした信
号処理は、ゆらぐ環境から必要な情報だけを
読み取るためのカットオフフィルターの役割
を果たすと考えられ、また細胞の方向検出機
構の基本的なしくみから出現すると考えられ
るため、細胞性粘菌と同様に早く動く免疫細
胞の特性について多くの予想を与えている。 
 
 
２．研究の目的 
 
免疫細胞の移動、停止、浸潤を決定する細胞
外要因は複雑であり、組織内の他の細胞を足
場とする空間の中で、運動を誘引する液性因
子（自由に拡散するもの）、接着因子が不均一
に分布している。そのような状況下で、免疫
細胞は極めて精度の高い情報処理をおこない
ながら、免疫監視過程を担っている。本研究
では、複雑な外部環境の時空間的情報処理の
理解にむけて、代表者が粘菌で進展させてき
た、微小流路と層流を利用した動的刺激系、
ライブセルイメージング解析、数理モデル解
析のアプローチと、分担者らが培ってきた免
疫細胞運動についての知見とノウハウを融合
させて、免疫細胞の運動方向がいかに決定し
ているかに挑む。 
 

 

 
 
３．研究の方法 
	
微小流路系を用いた勾配形成によって、ケモ
カイン刺激を高い精度で時空間的に変動、配
置し、免疫細胞の運動と、先端形成に主要な
役割を果たしているシグナルの活性化動態を
生細胞測定から定量的に解析する。細胞の移
動によって生じる、刺激の時間的変動の効果
にも着目し、実験解析データと、フィードフ
ォワード型反応ネットワークから予想される
シグナル応答特性とを、数値シミュレーショ
ンと理論解析から比較検証する。細胞先端形
成シグナルが出現する方向、タイミング、リ
ズムが、動的勾配の変化時間や離散パターン
の間隔・異方性によって、いかに影響を受け
るかに注目して解析し、免疫細胞の信号処理
特性を特徴づける。 
	
	
４．研究成果	
	
微小流路系を用いた勾配形成によって、ケモ
カイン刺激を高い精度で時空間的に変動、配
置し、免疫細胞の運動と、先端形成に主要な
役割を果たしているシグナルの活性化動態を
生細胞測定から定量的に解析した。具体的に
は、微小流路系を用いた勾配形成によって、
ケモカイン刺激を高い精度で時空間的に変動
させ、ヒト好中球様 HL60 細胞並びにマウス
proB 細胞様BAF細胞の運動を定量的に解析し
た。微小流路は代表者らがこれまで用いてき
た流路と、狭い組織内環境を模擬するために
低い天井高の観察領域流路を二層の PDMS に
よって実現した改良型（図１）を用い、チャン
バー内をフィブロネクチンでコートし、細胞
を接着させ、精密な圧力制御によって変動さ
せる勾配刺激のもと、先端形成の生細胞イメ
ージングをおこなった。HL60 にはケモカイン
として fMLP（細菌が産生するペプチド）を、
Ba/f3 には SDF1 を用い、刺激の可視化のため
にはフルオセインまたは Alexa を用いた。	
当初は HL60 の Ba/f3 細胞の両方を用いて

いたが、運動がより顕著なHL60 に対象をしぼ
って解析を進めた。HL60 細胞は fMLP の波の
前側では前進する運動を示すものの、後ろで
はターニング運動を示さないこと、この選択
的な応答には伝搬速度依存性が認められた。
このほかにも、谷型の刺激、上昇する波フロ
ント、現象する負の波フロントにたいする重
心移動の解析をおこなった。得られた結果の
特性は、代表者が細胞性粘菌でこれまでに明
らかにしている、時間変化応答性から説明で
きるが、極性が強く残る記憶ともいえる性質
の関与も疑われた。微小管の阻害剤や Rock の
阻害剤などによって、この極性の記憶への影
響の解析を進めた。	
PI3 キナーゼの活性化を Akt/PKB の PH ドメ

インと GFP,RFP の融合タンパクの膜への移動

図１ 微小流路内のケモカイン(Sdf1)勾配に

対する Ba/f3 細胞の一方向的動き。a)細胞の

軌跡。b）勾配形成の層流系と細胞先端におけ

る RalGDS(RBD)-GFP の局在（Rap1 の活性）。c)

新規に作成する微小流路系のデザイン。d)粘

菌における動的刺激への勾配検出応答の解析 



として検出するセルラインを作出し、Cdc42,	
PI3K,	Rac,	Rhoの活性を測定するためのFRET
蛍光プローブを発現する HL60 の安定株を作
出し、動的勾配に対する走化性におけるこれ
らの分子活性の役割について解析を進めた。
特に動きとの相関が強かった Cdc42-
Raichu(FRET蛍光プローブ)を発現する安定株
を用い、fMLP 濃度の時間変動に対する Cdc42
活性と RhoA 活性についてライブセルイメー
ジングを中心に解析を進めた。また、ROCK の
阻害剤であるY27632処理下におけるCdc42活
性を解析した。その結果、HL60 細胞では Cdc42
の適応的な応答があること、その応答が fMLP
の濃度上昇にたいして大きな変化を示し、濃
度減少にたいして小さな変化を示すこと、さ
らに、このことと進行波刺激への応答を総合
すると、過渡的な Cdc42 活性の上昇による先
導端形成機構の存在が強く示唆された。また、
ROCK 阻害などの薬理実験から、極性による履
歴効果と、時間的な応答は競合的に働くこと
ことが予想される。	
好中球細胞の走化性においては、古くから

時間応答性の関与が示唆されてきたが、本研
究によってそれが初めて具体的に示された。
こうした特性は、これまでほとんど知られて
おらず、免疫監査における細胞遊走の働きと
その仕組の理解に、今後つながることが期待
される。	
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図２ 一山形の進行波刺激にたいする HL60 細

胞の応答。（上パネル）細胞の代表的なスナップ

ショット（グレースケール:透過光と赤:Alexa

蛍光像のマージ像）黒重心の変位 赤：fMLP濃

度。 

進行波の通過速度に依存して異なる
HL60細胞の走化性運動

中間の速さの進行波(4分で通過)に対して
一方向的な運動を示した。

fMLP wave

Cell

b. 4分で通過 d. 19分で通過

進
行
波

a. １分で通過 c. 7分で通過

-> ① 勾配場での濃度の時間減少、あるいは
② 細胞の運動方向の持続性(記憶性) 

に依存した現象であることが予想される。
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