
様式 C-19

科学研究費補助金研究成果報告書

平成２１年 ５月１９日現在

研究成果の概要：

本研究は細胞性粘菌のcAMPに対する走化性の分子過程を可視化することで、細胞がゆらぎと同じ

レベルの濃度勾配の中で、その勾配の方向を的確に認識し、運動する方向を決定する仕組みを解明

することを目的とした。その為に、タンパク質性Ca2+センサーであるカメレオンYC3.60のCa2+センシングド

メインにアミノ酸変異を導入することで、これまで報告された如何なるCa2+センサーよりもCa2+に対して高

い親和性(Kd=20nM)を持つ、つまり超高感度なCa2+センサーcameleon ZEROを開発した。驚いたことに

このセンサーを発現させた細胞性粘菌は野生型同様に分裂増殖することから内在のCa2+キレート効果

による細胞毒性は無いと考えられた。この細胞株を用いて集合体形成時におけるカルシウム動態の観

察を行ったところ、BZ（ベルーゾフ・ジャボチンスキー）反応様のスパイラルおよびターゲットパターンの

みならず、時空間的にランダムに発火するカルシウム動態を観察することに成功した。
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１．研究開始当初の背景
分子生物学の進展に伴い生体内で機能する

各々の分子の性質が明らかになってきた。しか
しながら、それらが多数組み合わさったシステム
における動的状態（時空間構造）がどのようにし
て生み出されているのか全く分かっていない。
時空間パターンの形成等、生命現象を再現する
ような数理モデルを構築あるいは利用する研究
も行われているが、ミクロ（ナノ）な分子論とマクロ

な形態形成をつなげるウェット研究は極めて少
ない。生物学におけるナノ(分子機能動態)とマク
ロ(時空間構造)を結びつける鍵として、また生物
が人工機械と根本的に異なる特徴として“少数
分子による自己組織化能”が挙げられる。何故
なら、細胞内に存在する各種のタンパク質分子
の数は数個から数千個のオーダーであり、熱ゆ
らぎも考慮するとある部位における各タンパク質
分子の”濃度”はかなり大きなゆらぎを持つこと
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になり「ゆらぎの多い確率的な情報入力から安
定した出力(構造や挙動)がアウトプットされる」生
物的特長は単純な機械論では説明できないか
らである。このような生物学的問題は古くから研
究なされており、中でも細胞性粘菌の cAMP に
対する走化性については、“平均濃度が 10pM
から 1mMの cAMPに反応する”ことや、“細胞長
に対し数％の濃度勾配を見分けることができる”
ことなど多くの知見が蓄積されてきた。このような
観察結果から例えば cAMP の平均濃度が 1nM
程度で濃度勾配を２％と仮定すると、細胞周囲
に存在するcAMPの数は３００個程度で、濃度勾
配に沿った細胞前後における分子数は１０個程
度と算出される。統計論的には３００個のシグナ
ルが持つノイズはその標準偏差として表される
ため、およそ１７程度のノイズを含むことになるが、
これは細胞前後における分子数の差である１０
よりも大きい。従って、細胞性粘菌はノイズに埋
もれたシグナルを検出し、cAMP の濃度の高い
方向に移動することができると考えられ、「ゆらぎ
の多い確率的な情報入力から安定した出力(構
造や挙動)がアウトプットされる」原理を探求する
ための優れたモデルとして研究に使われてき
た。

２．研究の目的
本研究は生物的情報(機能)が空間的・時間

的にどのように流れて行くのかを分子レベルでリ
アルタイムに可視化する顕微鏡を構築し、細胞
性粘菌の cAMPに対する走化性を観察対象とし
て、cAMP の受容によって誘起される細胞内
Ca2+濃度の上昇を細胞運動と共に可視化するこ
とで、細胞の刺激受容と形態変化の間に潜む基
本原理を探索を行い、少数分子による自己組織
化能の秘密に迫ることを目的とした。

３．研究の方法
シアン色蛍光タンパク質（CFP）と黄色蛍光タン

パク質（YFP）間の FRET を利用した Ca2+指示薬
cameleonYC3.60 (Nagai T. et al PNAS 2004) の
Ca2+センシング部分に変異を導入することにより、
Ca2+対する親和性が高い、高感度の Ca2+セン
サーを開発し、それを安定的に発現する細胞性
粘菌を作成した。この細胞性粘菌が栄養の枯渇
をきっかけにして作り出す同心円波や螺旋波の
走化性集合パターンを微分干渉観察と蛍光観
察を併用して行うことで、細胞運動と集合全体が
示す Ca2+動態を同時に捉えることで、Ca2+波や
Ca2+発火と形態形成の関係を調べた。

４．研究成果
走化性シグナルの時空間分布を明らかにす

るため，cAMP 刺激に伴う細胞内 Ca2+濃度の変
化に注目した．多くの真核細胞同様，粘菌細胞
の Ca2+は静止期では 50nM 以下に保たれるが，
cAMP刺激応答時には30秒以内に最大150nM
程度まで上昇することが知られている．この微弱

な Ca2+応答をイメージングにより検出するため，
遺伝子にコードされた Ca2+センサーである
cameleonYC3.60(Nagai T. et al 2004) の Ca2+セ
ンシングドメインに変異を導入した。その結果、
これまでに世界中で開発されてきた Ca2+の中で
ずば抜けて高い(Kd=20nM) 超高感度 Ca2+セン
サーcameleonZERO を作成することに成功した，
この cameleonZERO を用いて，飢餓後６-7 時間
に同心円波の集合パターンを示す細胞集団の
Ca2+イメージングを行った．ペースメーカー領域
から少なくとも 15 回以上にわたって安定な集合
波が生じており，この間，周期と伝播速度はそれ
ぞれ4.3分と約80μm/分に安定に保たれた．同
様の結果は細胞内 Ca2+濃度の変動パターンか
らも得られるが，興味深いことに同心円状の集
合パターンとは一致しない一過的な Ca2+濃度の
上昇が多数見いだされた．その形は直径が
5-10 細胞におよぶ真円形で，発火頻度は集合
流あたり 21±2.3 plse/10min であった．この一過
的な Ca2+の上昇には１）時間的にも空間的にも
分布はランダムで周期性は認められないこと，
２）集合流における Ca2+振動とは波形が異なる，
という二つの特徴が見いだされた．また確率的
なCa2+発火は明確な集合流が生じる前から見い
だされ，その頻度は飢餓後 3 から６時間までは
変化しなかったが，７時間以後には 1.4±
0.3plse/10min にまでおおきく減少した．
本研究では超応感度Ca2+センサーを利用したラ
イブイメージングにより，走化性集合流を作り出
す約１万個の粘菌細胞集団内にはランダムな
Ca2+発火がかなり高い頻度で存在することが見
いだされた．興奮性媒質において，伝播する化
学振動波とノイズとなりうるランダムな発火とは相
性が悪い．ランダムな発火が伝播する波と相互
作用することで容易に螺旋波が生じ，さらに過
剰なランダム発火は集合パターンを乱流化する
可能性すらあるからである．今回興奮性媒質で
ある細胞性粘菌の集合流においては，これら二
つの発火が長時間にわたって共存できることが
あきらかになった．この結果は，細胞性粘菌では
ランダムな Ca2+発火の影響が平面波には伝わら
ないようにする特別な機構があることを示唆して
いる．詳細な分子機構は今後の研究課題であ
る．
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