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研究成果の概要（和文）：細胞外の生理活性物質と結合し、主に細胞増殖を促す信号を細胞内に伝える上皮成長
因子受容体（EGFR）は、癌をはじめ重篤な疾病と関わっている。しかし、EGFRがどのようなふるまいを通じて細
胞応答を調節しているのか、未知の点が多い。本研究では、細胞内での分子のふるまいを可視化する蛍光1分子
イメージング法によりEGFRの野生型および癌変異体を計測し、分子の構造や動態の変化を検出することに成功し
た。この動態には抗癌剤の効果に加え、変異体の薬剤耐性も定量的に反映されていた。さらに、下流のシグナル
伝達経路の活性化も多量体形成から読み取れた。これらの知見は1分子計測を用いた新規薬剤スクリーニングの
基盤となる。

研究成果の概要（英文）：Epidermal growth factor receptor (EGFR), which transmits primarily cell 
proliferation signals into cells after binding with an extracellular cytokine, concerns with 
critical diseases such as cancers. However, how EGFR regulates the cell responses through its 
molecular behavior remains unrevealed. In this study, we measured EGFR behaviors of both wild type 
and cancerous mutants by single-molecule imaging in cells and succeeded to detect changes in the 
molecular structures from the mobilities. Not only effects of anti-cancer drugs on EGFR but also the
 resistance of mutants against drugs were reflected in the behaviors. Furthermore, the activity of 
downstream signaling could be read out from the oligomerization of EGFR. The findings in the study 
will be a basis for a novel drug screening.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 1分子イメージング　細胞内シグナル伝達　薬剤スクリーニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内の注目する分子を一つ一つイメージングする技術により計測した分子のふるまいから、抗癌剤などの薬剤
が分子の活性化に与える影響を定量的に解析できる。本研究では、分子の動態がどのように活性化レベルを反映
するか、そのメカニズムの解明に取り組んだ。新しく得られた知見から、1分子解析データには分子の構造や反
応だけでなく、細胞膜環境や細胞応答の程度など想定を超える情報が含まれていることが分かった。この計測・
解析手法をロボティクスやAIにより自動化し大規模解析を可能とすれば、新規の薬剤スクリーニング法として応
用できることが示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 細胞内での分子の振る舞いを 1 分子レベルで可視化できる 1 分子イメージングを用いた研究
から、リガンド刺激によって生ずる細胞膜上の受容体分子の活性化（リン酸化）が、その分子動
態（側方拡散）に顕著な変化を及ぼすことが分かってきた。この性質を応用し、計測される分子
動態の変化をもとに受容体分子の活性化を感度良く検出できることが、本研究の代表者らによ
り示されている。従来の活性化計測手法として、生化学的手法によるリン酸化計測や、表面プラ
ズモン共鳴（SPR）などを用いたリガンド結合計測があるが、これらの手法と異なり、細胞を壊
したり分子を精製する必要がなく、in vitro ではなく生きた細胞で個々の分子動態の時間／空間
情報を含む多様なデータが得られる。さらに、リガンドやアゴニストに依存しない自発的な受容
体の活性化や基礎活性も検出可能である。この手法を応用し、分子動態パラメータの変化を活性
化の指標とすることで、生体環境に近い状況下での薬剤や細胞の革新的なスクリーニング技術
を創出できる。癌をはじめ多くの疾患に対する創薬の代表的な標的分子である EGFR（上皮成
長因子受容体）や GPCR（G タンパク質共役型受容体）はいずれも細胞膜受容体であり、この
新しく優れた手法が社会的に貢献できる余地も大きいと考えられた。 
 しかしながら、これら受容体分子の活性化がその動態を変化させるメカニズムについては、全
く分かっていなかった。1 分子イメージングを用いた受容体分子の活性化検出法を新たなスタン
ダードとして確立するには、分子動態と分子の活性化がどのようなメカニズムで結びついてい
るのか、定量的に明らかにしてこの手法の実効性を裏付けすることが求められていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、細胞膜受容体の活性化が 1 分子動態に反映されるメカニズムを解明するこ
とである。1 分子イメージングで計測される分子動態の変化を、活性化のセンシングや定量手法
として利用するアイデアは本研究独自のものであるが、さらに薬剤／細胞の選別に応用できる
までに発展させれば、「細胞内 1 分子スクリーニング」という新しい技術領域の創造につなげら
れる。それゆえ、この手法の背後にあるメカニズムを明らかにすることは、得られた結果の正確
な理解に加え、手法としての信頼性の確保のためにも重要である。 
 
３．研究の方法 
シグナル伝達に関わる EGFR 分子のふるまいについて明確な描像を提示するため、蛍光 1 分子
イメージングによる大規模計測と分子状態の詳細な解析手法を組み合わせる。今まで不可能で
あった、分子そのものとその周囲に生じるイベントの時空間ダイナミクスを理解するための計
測・解析を行う。また、これら分子の構造／動態／活性化を関連付けた情報を原理的基盤として、
EGFR が関与する疾病の治療薬スクリーニングへの応用に役立てる。 
蛍光プローブをつけた個々の EGFR 分子を細胞膜上で蛍光観察する

ことで（図 1）、その位置と蛍光輝度の情報がビデオレートで得られる。
位置情報からは分子の運動の速さや拡散範囲が計算され、これらには分
子構造や細胞膜環境が反映される。一方、輝度情報からは EGFR 分子の
会合の程度を知ることができる。近年、隠れマルコフモデル（HMM）と
機械学習を組み合わせた解析法により、速さに応じた運動状態の同定
や、会合体に含まれる分子数の定量を行い、時々刻々変化する分子のふ
るまいをより詳細に解析できるようになった 5。ただし、従来の手作業
での 1 分子イメージングで取得可能なデータ量では拡散運動
や蛍光輝度の計測誤差のため、イベントに伴う変化を有意に
見出せない場合が多かった。そこで我々は、顕微鏡観察時の
フォーカス合わせから観察細胞の探索、薬剤添加などの操作
に加え、観察後の解析すべてを AI とロボティクスにより自動
化したシステム（図 2）を開発して計測の効率化を図り、1 分
子イメージングによる大規模計測を初めて実現した（図 3）。
その結果、1 日に従来の 100 倍以上となる 8,000 細胞（5,000,000
分子）の計測が可能となっている、人の手を用いた場合より
再現性・精度が上がったうえ、データが大量に得られるため、
計測誤差の影響を抑えて現象の特徴や変化を正確に捉えられ
る。本研究では、我々独自の技術である自動化細胞内 1 分子
イメージングシステム（Automated in-cell Single-molecule 
Imaging System: AiSIS）による大規模計測と分子状態の詳細な
解析手法、それぞれの長所を最大限に活かし、(1) 分子構造－
分子動態の相関、(2) 細胞膜環境－分子動態の相関、(3) 下流
シグナルへの応用、の 3 つの視点から 従来の 1 分子イメージ
ングの想定を超えた情報を読み取ることに挑戦した。 

 

図 1. 
1 分子像（EGFR-GFP） 

図 2. AiSIS 全景

図 3. ウェルプレートでの大規模計測



４．研究成果 
本研究により、下記の新しい知見が得られた。 
(1) EGFR 分子構造－分子動態の相関 
近年の 1 分子研究と我々の結果から、細胞膜上 EGFR の拡散運

動の速さはリガンド添加によって低下し、同時に平均二乗変位
（MSD）で表される運動範囲も縮小することが示されている。い

ずれもリン酸化阻害剤によって
解消するほか、MSD と EGFR リ
ン酸化のリガンド濃度依存性が
良く一致する（図 4）。また、MSD のリガンドと阻害剤双方の濃
度依存性を示す surface plot をミカエリスメンテン式に基づくモ
デルでフィットすると（図 5）、リガンド（EGF）と阻害剤（AG1478）
それぞれの 50%効果／阻害濃度（EC50／IC50）は、2.0nM、8.4M 
と求められた。これらは表面プラズモン共鳴（SPR）や放射性同
位体（RI）実験によって得られた EGF の親和性、また生化学的
手法で求めたリン酸化に対する EGF の EC50 や AG1478 の IC50

と良く一致し、1 分子動態には活性化（リン酸化）が定量的に反
映されることが示された。 

これら EGFR 1 分子の動態変化は、直接的には分子構造
に起因すると考えられる。EGFR は細胞外領域でリガン
ドと結合すると、二量体の細胞内領域では一方の酵素部
位が相手側のチロシン残基をリン酸化し、下流分子へシ
グナルを伝達する（図 6）。そこで、細胞内領域、または
二量体を安定化させるアーム構造をそれぞれ欠損させ
た構造変異体（ICD, Arm）を作成し MSD を計測した
ところ、いずれもリガンド、阻害剤の添加に対し変化を
示さなかった。ICD には被リン酸化部位がないため当
然の結果であるが、Arm でも同様であった。一方、MSD
と輝度を軸に取り、全輝点から heatmap を作成したとこ
ろ、ICD では、EGF 添加後に分布が輝度の高い側に移
動し（図 7）、より大きな会合体の形成が示唆された。
Arm ではほぼ移動しなかったことから、リガンド結
合後、アームが関与する細胞外領域の構造変化が、会
合体形成を促進するとともに細胞内領域に伝えら
れ、リン酸化に至るという過程が明らかになった。 
(2) 細胞膜環境－分子動態の相関 
1 分子イメージングで得られるデータに対し、HMM
を応用した機械学習を用いて運動の状態や、会合体
に含まれる分子数の定量など、より詳細な解析が可
能である。我々の研究から、EGFR 分子の運動は fast, 
slow, immobile の 3 状態に分けられ（図 8）、野生型で
は fast 状態以外で拡散範囲が制限されており、細胞膜

ドメインなどによる囲い込みが示唆された。構造変異体で同様の解析
を行うと、全体の解析では EGF 濃度依存性が見られなかったICD に
おいて、slow 状態でのみ、野生型とは逆に EGF の濃度上昇に伴って
MSD が増加した（図 9）。分子動力学計算（MD シミュレーション）に
より、EGF が結合すると細胞外領域が細胞膜から立ち上がることが示
唆されており、EGFR と細胞膜との相互作用が変化していると思われ
る。我々の結果により、生体内で機能している分子における EGFR の
細胞外領域の構造変化が、1 分子動態を通じて初めて捉えられた。 
slow 状態はリガンド結合に伴い、上述の構造変化を反映して一時的に
単純拡散を示すが、その後再び制限拡散に戻
り、速さと拡散範囲とも更に小さくなる。こ
の変化は構造変異体では見られないことか

ら、細胞内領域でのリン酸化を反映していると考えられる。EGF の結
合によって、会合体中の細胞内領域は互いの位置を変化させることが
知られており、拡散運動の抑制に効いていると考えられる。1 分子動
態から、細胞内領域における構造変化も捉えられることが示された。 
(3) 下流シグナルへの応用 
EGF 刺激後に形成される immobile 状態の会合体が、直下のシグナル
分子と高い親和性を示すほか 1、この状態への遷移を薬剤処理により
阻害すると、細胞応答に関与する下流シグナル分子のリン酸化も著し
く低下する。従って EGFR の immobile 会合体は、シグナル伝達におけるハブ的な役割を果たし

図 7. ICD（左）とArm（右）の heatmap 
EGF 添加後の変化。MSD は運動、

intensity は会合体サイズを反映 

点線内：増加
   外：減少 

図 6. EGFR の構造 

図 8 運動状態の分布 
－：immobile ･･･：fast
－：slow 

1 m

図 5. 動態への薬剤の効果

青（濃）：データ, 黄（薄）：フィット 

図 4. 運動とリン酸化の相関

青（濃）：ICD のデータ 
黄（薄）：野生型へのフィット 

図 9. ICD slow 状態



ていることが示唆された。またこの結果は、下流のシグナル伝達経路の活性化、ひいては細胞応
答の有無まで、細胞膜上の受容体分子の運動性と会合体形成から推し量れることを示唆してい
る。従来、他の計測手法に依存していた情報が 1 分子動態の解析から得られることから、薬剤ス
クリーニングに応用した際に得られる評価指標が増え、予測精度の向上を図ることができる。 
 
 本研究を通じて、1 分子イメージングにより得られた細胞膜上での EGFR の運動データから、
受容体自体の活性化に加え、細胞外／細胞内領域それぞれの構造の変化や、細胞膜との相互作用
の変化について読み取れることが明らかとなった。また、多量体サイズのデータを通じて、EGFR
を起点とする細胞内シグナル伝達経路の活性化についても知ることができる。このように従来
の 1 分子計測では想定していなかった情報が抽出できたことにより、シグナル伝達に関連する
EGFR 分子の動態変化が生じるメカニズムについて理解が進んだ。さらに EGFR のシグナル伝達
時におけるふるまいについても新たな知見が得られており、本研究の目的はほぼ達成されてい
る。 
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