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１．研究計画の概要 

細胞増殖・分化・細胞死などの細胞運命決

定に関与する細胞内情報伝達回路である

EGF-Ras-MAPKシステムの反応を題材とし

て、蛋白質分子反応、細胞内分子システム、

細胞応答の各階層において反応ゆらぎとそ

の伝搬・加工を実測して、その性質と役割を

明らかにする。細胞が外来性および内在性の

反応ゆらぎ（ノイズ）を克服する仕組み、さ

らには、反応ゆらぎが細胞応答の柔軟性の発

現などに積極的に利用されている可能性を

探る。 
(1) 分子反応においては EGF 受容体と

Ras/Raf(MAPKKK)の反応に注目し、これらの

情報蛋白質と相互作用相手分子の反応時系

列解析を行って、分子レベルでの情報処理機

構を探る。 (2)分子システムレベルでは、EGF
受容体-Rasの反応回路と、Rasの下流に位置

するMAPKカスケードにおいて、入出力応答

および反応ゆらぎの伝搬を計測する。 (3)細
胞レベルでは、EGFに対する細胞変形・運動、

増殖応答のゆらぎ・分布を細胞内反応と関連

づけて解釈することを目指す。 
 
２．研究の進捗状況 
(1) 分子レベルの情報処理 

EGFR とアダプター蛋白質 Grb2 の結合反

応において、負の濃度依存性と反応記憶を発

見した。Grb2 認識部位である EGFR の Y1068
のリン酸化阻害変異体 Y1068F が、低反応頻

度で濃度依存性や反応記憶を失うことから、

ヒステリシスを持つ EGFR の構造ゆらぎが反

応記憶をもたらすことが示唆された。これを

実証するため、Y1068 を含む EGFR の細胞質

部位の構造ゆらぎ計測系を構築した。１分子

蛍光を単一光子・実時間計測し、最尤推定法

で、10 ~ 100 光子の精度で分子状態変化を検

出する。Q-dot 標準試料で、サブミリ秒の状

態変化検出に成功した。EGFR の構造ゆらぎ

を１分子 FRET 計測するため、標識導入用分

子を設計し、発現・精製法を確立した。 
 Ras の代表的なエフェクターRaf はリン酸

化部位を多数持ち、複雑な構造ゆらぎが予想

される。細胞内１分子 FRET 計測で、Ras に

制御された Raf の構造変化がリン酸化をもた

らすことを明らかにした。上記の１光子計測

装置を用いて、Raf の野生型と活性化制御に

関わる変異体の構造分布が異なることを示

す結果を得た。 
 
(2) 分子システムレベルの情報処理 

EGFR と Shc, Ras と Raf の認識反応を利用

して、EGFR-Ras システムの反応伝達時間と

そのゆらぎを細胞内計測した。中間的な EGF
濃度でゆらぎが最大値を示すことが明らか

になった。 
MAPK カスケードによる ERK(MAPK)の活

性化には双安定性が予想されている。分子数

ゆらぎと双安定性の関係を計算機実験で解

析した。解析結果を実証するため、大腸菌内

に反応を再構成した。再構成系では、反応に

関わる分子濃度を人工的に制御できる。 
両者を繋ぐものとして、Ras, Raf およびリ

ン酸化酵素３者の複合体による Raf 活性化キ

ネティクスを１分子解析し、反応モデルを構

築した。 
 
 



(3) 細胞レベルの情報処理 
PC12 細胞において培養条件と、自発的お

よび外部信号依存的な細胞運命（増殖・分

化・細胞死）選択確率を計測した。培養条件

により、選択確率が変動するだけでなく、増

殖因子(EGF)による分化確率、分化因子(NGF)
による増殖確率の上昇が観察された。EGF, 
NGF による増殖、分化は共に ERK の活性化

をもたらすが、そのダイナミクスは異なる。

細胞応答と ERK の活性化を同時計測する長

期培養顕微鏡装置を組み立てた。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
（理由） 
 分子レベルの情報処理反応においては、当

初予定していた反応キネティクス解析は

EGFR/Grb2, Ras/Raf ともほぼ終了し、分子

構造ゆらぎによる合目的的な反応記憶や、ゆ

らぎを抑制・制御するメカニズムによる正確

な情報伝達機構の存在を示唆する結果を得

た。今後は、それらの実体である構造ゆらぎ

の直接計測を行うが、当初計画になかった単

一光子計測法を実現し、マイクロ秒領域での

計測を実現する目処がついた。細胞内での構

造分布計測も予備的な結果が既に得られて

いる。 
 分子システムレベルの情報処理では、反応

とそのゆらぎの伝搬を計測するシステムの

構築に思いの外時間を要したが、再構成系構

築により当初計画では不可能であった構成

要素の濃度制御が可能になるなど、時間を掛

けた利点もあった。実験系は完成したので、

今後は計測と解析を行う。 
細胞レベルの情報処理では、運命決定の確

率性（ゆらぎ）が明らかになり、数理モデル

のプロトタイプ構築が終了した。増殖と分化

は逆方向の細胞応答であるとされるにもか

かわらず、増殖因子(EGF)と分化因子(NGF)
が同じ情報処理回路(Ras-MAPK システム)を
利用することは長らく謎であったが、状況依

存的に EGF と NGF が逆方向の反応を誘導す

ることを発見しており、今後、単細胞レベル

の反応と応答ゆらぎの計測・解析から、ゆら

ぎの重要性が示せると期待している。 
 
４．今後の研究の推進方策 
(1) 分子レベルの情報処理 
 EGFR, Raf の１分子構造変化計測を行う。

EGFR では in vitro システムで、構造記憶の

検出と分子反応との相関解析を行う。Raf で
は、細胞内の分子構造分布と、EGF 応答性の

関係を調べ、細胞状態・履歴が Raf 分子の構

造に埋め込まれて、細胞レベルの分子応答ゆ

らぎを支配している可能性を追求する。 
 
(2) 分子システムレベルの情報処理 
 EGFR-Ras システムの反応ゆらぎを単一

細胞計測し、入力と反応、ゆらぎの関係を理

論予測(Shibata, Fujimoto et al., 2005)と比

較検討する。ERK 活性の双安定性と分子数

ゆらぎの関係を計測し、モデル化を行う。 
 

(3) 細胞レベルの情報処理 
 単一細胞レベルの計測から、細胞状態遷移

モデルにゆらぎを導入し、細胞運命の確率性

と外力(EGF, NGF)応答性を説明する。 
 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者および連携研究者
には下線） 
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