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研究成果の概要（和文）：本研究は、個々の細胞内での単一分子の時間ゲートおよび輝度ゲート蛍光イメージングに応
じたEGFRの二量体化とクラスタリングの動態を調べた。初期段階ではEGF-EGFR-EGFR（ヘテロダイマー）とシグナル伝
達二量体(EGF-EGFR)2が細胞内で均一に存在した。時間経過とともにシグナル伝達二量体が支配した、それはヘテロダ
イマーを犠牲にしてシグナル伝達二量体が形成されたことを示唆する。また、EGFRの小クラスタが約15分で出現し、細
胞内取り込み前に数、量ともに増加した。結果、EGFRによる無制御シグナル伝達は、シグナル伝達二量体にヘテロダイ
マーの不均化抑制をすることにより抑制可能になる。

研究成果の概要（英文）：In this project, the kinetics of EGFR dimerization and clustering were 
investigated as functions of time- and intensity- gated fluorescence imaging of single-molecules in 
individual cells. Initially, EGF-EGFR-EGFR (heterodimer) and signaling dimer (EGF-EGFR)2 were equally and 
uniformly present in cells. With time, signaling dimers dominated, which suggests the formation of 
signaling dimers at the cost of heterodimers. Also, small clusters of EGFR were appeared at ca 15 min, 
which grew in both number and size before endocytosis. These results suggests that uncontrolled signaling 
by EGFR can be suppressed by the suppression of disproportionation of heterodimers into signaling dimers.

研究分野：化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

チロシンキナーゼ受容体ファミリーのメ
ンバーであり、上皮増殖因子受容体（EGFR）
細胞外領域への成長ホルモンの結合【トラン
スフォーミング増殖因子α（TGF-α）と上皮
成長因子（EGF）】により駆動する細胞シグ
ナル伝達は、胚性幹細胞構築や規則的成長、
そして多様な細胞型形成の中心的役割を果
たす。しかしながら一方で、EGFRの過剰発
現による望ましくない細胞シグナル伝達は、
多くのがんと腫瘍血管新生の病態生理学的
特徴である。その結果として、がん治療にお
いて EGFR によるシグナル伝達阻害剤が広
範囲で研究されている。今まで別のメカニズ
ムが EGFR 媒介の望ましくない細胞シグナ
ル伝達、およびがん増殖の主原因とされてい
た。例として、リガンド分泌は細胞内で高精
度に制御されるが、シグナル伝達はがん細胞
内の高密度 EGFR によるリガンドの効率的
削減により増幅することができる。それにも
かかわらず、EGFR過剰発現に連動した腫瘍
内微小環境における TGF-α および EGF リ
ガンドの持続的生成は、終始シグナル伝達を
増幅する。さらに、EGFR間の受容体間相互
作用およびシグナル伝達の多様化は、細胞内
での望ましくないシグナル伝達および形質
転換を意味しているが、詳細は不明のままで
ある。 

EGFR によるがん増殖とシグナル伝達と
の重要な関係性から、EGFR 細胞外領域での
EGF リガンド結合およびシグナル伝達二量
体へ引き続く EGFR 活性化が総括的に研究
されてきた。このような研究は、EGFによる
EGFR 活性化が細胞内シグナル伝達キナー
ゼ連鎖を引き起こすことを示唆している。さ
らに最近の研究では、遊離した EGF がなく
ても EGFR シグナル伝達二量体が連続的に
形成されることが明らかになっている。それ
は部分結合した EGFR と細胞シグナル伝達
において非活性化した EGFR の協同的相互
作用を示す。こうした背景では、EGFR間の
根本的相互作用分子メカニズムを明らかに
しない限り、がん増殖に対する EGFRシグナ
ル伝達の役割が完全に対処できないことを
示唆している。このような相互作用を明らか
にすることは、望ましくない細胞シグナル伝
達を遮断することおよび効率的ながん治療
法の計画に役立つ可能性がある。 

 

２．研究の目的 

本研究の主目的は、典型例としてヒトがん
細胞内の EGFR 摂取による受容体の二量体
化、およびクラスタ構成の基礎となる分子メ
カニズムを明らかにすることであった。特に、
EGFRの相互作用の実験評価、それに引き続
き、EGFホルモンの結合により活性化された
EGFR のクラスタ構成および細胞内輸送を
目的とした。本研究は、EGFR活性化が二量
体の会合と解離によって可逆的に起こると
いう仮説をたてた。しかし、この仮説は

EGFR クラスタが形成され内部移行される
まで不均化が継続することも意味する。これ
らの目標内容を遂行するために、以下の 3項
目を行った。 

(1)高安定でラベリングされた EGF リガンド
および蛍光性量子ドットを用いて活性化さ
れたがん細胞内での EGFR の単一分子蛍光
検出 

(2)２つの EGFR 単一分子の二量体への会合
の特徴および EGFRクラスタの後発形成 

(3)がん細胞内における EGFR クラスタ構成
の動態評価 

 

３．研究の方法 

 本研究の主な実験手法は、単一分子蛍光顕
微鏡を用いた生細胞中の EGFR 検出である。
ヒト卵巣上皮がん（A431）細胞およびヒト肺
上皮腺がん（H1650）細胞中の検出を行った。
これらの細胞は当実験室にて維持管理した。
市販の２種類の EGF ホルモンサンプル（ビ
オチン含有もしくは非含有ヒト組み換え型
EGF）を入手した。ビオチン非含有 EGFを、
ビオチン NHS エステルを用いてビオチン化
し、その後 CdSe/ZnS量子ドットもしくは量
子ドット系蛍光磁気ナノ粒子を使用してラ
ベリングした。量子ドットの発光波長は
605nm、655nm もしくは 705nm だった。
EGF 上のビオチンと量子ドット上のストレ
プトアビジンを EGF ラベリングする過程に
おいて結合した。エネルギー供与体（量子ド
ット）とエネルギー受容体（AlexaFluor®633 

dye ）を用いてラベリングした EGF 分子に
おいて、定常状態もしくは時間分解した蛍光
共鳴エネルギー移動（FRET）データを調べ
ることにより、アビジンビオチンを基にした
ラベリングを確認した。 

 

Figure 1. EGFR 単一分子およびクラスタイメージングの

実験構成 

 

ダルベッコ変法イーグル培地中で、10％ウシ
胎児血清を 60％以上補充し、60 mm組織培
養プレートで培養した A431 細胞または
H1560細胞中で、EGFRの単一分子、二量体、
クラスタを検出した。無血清培地に 0℃のラ



ベリングEGFサンプルを入れ、細胞内EGFR

の蛍光ラベリングを行った。ある実験では、
EGF量子ドットもしくはEGFナノ粒子コン
ジュゲートを用いた EGFR のラベリングに
加え、細胞核が Syto 染料（Syto21 もしくは 

Syto13）使用により黄色もしくは緑色に染ま
った。400nm もしくは 500nm レーザー光線
で励起した細胞の蛍光画像および EGFR 単
一分子、二量体、クラスタの蛍光画像を室温
下、異なる時間間隔で記録した。蛍光検出も
しくは蛍光イメージングの実験構成は
Figure 1.に示す。電子増倍電荷結合素子
（EMCCD）カメラを用いて、異なる時間間
隔の細胞画像を収集した。そして単一分子蛍
光分析システムを用いて、様々な蛍光スポッ
トの輝度を記録した。 

 
４．研究成果 

初めに、QD-ストレプトアビジンコンジュゲ
ートとビオチン化した EGF分子の結合を、蛍
光共鳴エネルギー移動(FRET)測定法で検証
した。エネルギー供与体に量子ドット（蛍光
約 605nm）を、エネルギー受容体に Alexa 

Fluor® 633を用いて FRETシステムを構築し
た。次に、ビオチン化したコンジュゲートと
ストレプトアビジン-QD コンジュゲート混合
物の蛍光スペクトルが別々の濃度で記録され
た。Alexa-EGF 濃度が混合物中で増加するに
したがって QD の蛍光輝度が減少し、Alexa 

(Fig. 2A)の特徴的な蛍光バンドの出現や増大
との関連が得られた。これらの結果は QD か
ら Alexaへの FRETを示唆している。そして
それは QD-ストレプトアビジンコンジュゲー
トとビオチン化されたAlexa-EGFコンジュゲ
ートの結合に起因する。また、異なる
QD:Alexa 比条件下における QDs 蛍光寿命を
計測することで FRETを確認した。 

    

 
Figure 2. (A) Alexa-EGF 濃度増加時における、ビオチ

ン化 Alexa-EGF コンジュゲートと QD-ストレプトアビジ

ンコンジュゲートの混合物蛍光スペクトル (B) カバー

ガラス上でテザリングし、532 nm レーザーで輝く

EGF-QD コンジュゲートの蛍光画像。画像は 580 nm ロン

グパスフィルターを通して収集した画像 (C) 単一分子

蛍光明滅行動を示す EGF-QD コンジュゲートの蛍光輝度

曲線 

 

単一分子検出に用いた標準サンプルは
EGF-QD コンジュゲートであったが、いずれ
の細胞も含まれていない。ここでは、アミノ
シラン化し、次にビオチン化したカバーガラ
ス上でEGF-QDコンジュゲートを均一にテザ

リングした。EGF-QD コンジュゲート内にあ
るストレプトアビジンの遊離したビオチン結
合ポケットをテザリングに利用した。蛍光画
像(Fig.2B)および単一 QDs での特徴的な明滅
蛍光曲線(Fig.2C)から単一分子 EGF-QD コン
ジュゲートの検出を確認した。EGF-QD コン
ジュゲート溶液（約 1 nM）で処理された細胞
（H1650 もしくは A431）は、細胞膜上で多
数の蛍光スポットを示した(Fig. 3A)。処理後
の時間経過とともに、核領域周辺の高輝度蛍
光スポットを優先的に観察した(Fig. 3B)。細
胞膜中での蛍光スポットの存在は、EGF-QD

コンジュゲートのがん細胞中で過剰発現した
EGFR 細胞外領域への結合を示唆する。初期
段階（5～15 分）で QD-EGF-EGFR 複合体
は、細胞膜の糸状仮足部分もしくは葉状仮足
部分に付着した。Fig. 3Cの画像で示すように、
糸状仮足構造体と葉状仮足構造体が維持され
たという事実があるにもかかわらず、
QD-EGF-EGFR複合体はサイトゾルの中へ次
第に輸送された (Fig. 3D) 。 

 

 

Figure 3. EGF-QD コンジュゲートを用いて活性化した

EGFRs内のH1650細胞画像。(A) 活性化直後（15分以内）

の蛍光画像 (B) 活性後約 60 分の第２細胞サンプル蛍

光画像(C,D) 活性後約 60 分の第 3 細胞サンプルの明視

野および蛍光画像。スケールバー:20µm；核染色。(A) 

Syto 21 色素 (B) Syto 13 色素 

 

蛍光明滅および輝度から、初期段階では細
胞膜上で観察した個々のスポット(Fig. 4A)

は、1 もしくは 2 量子ドットに相当する。言
い換えれば、EGFRの二量体構造体を考察す
ることにより、初期段階に観察した蛍光スポ
ットは 1あるいは 2EGFによって活性化した
EGFRプレダイマーを意味する。2EGFによ
り活性化されたプレダイマーはシグナル伝
達二量体と呼ばれている。単一の EGF-QD

コンジュゲートによって活性化した EGFR

プレダイマーの典型的な蛍光輝度曲線、およ
び 2コンジュゲートにより活性化したシグナ
ル伝達二量体を、それぞれ Fig. 4B、C で示
す。興味深いことに、シグナル伝達二量体の
蛍光輝度は一段階の下降や上昇が見られた
(Fig. 4C)。 輝度低下はシグナル伝達二量体



の解離を示唆する。そしてそれはシグナル伝
達二量体とプレダイマーの会合、および部分
的に活性化された２つの EGFR 二量体形成
の起因となり得る。同様に、輝度上昇は部分
活性化した2つのEGFR二量体がシグナル伝
達二量体とプレダイマーの不均衡をもたら
したことを示唆する。他の可能性として、
EGF-QD コンジュゲートがシグナル伝達二
量体から遊離した（輝度低下）、あるいは自
在に拡散する EGF-QD コンジュゲートが部
分的に活性化した EGFR 二量体に加えられ
た（輝度上昇）という 2 点が挙げられるが、
単一蛍光スポットが２つに解離する、または
２蛍光スポットが１つに会合するという可
視化の観点から除外した。しかしながら、蛍
光スポットの拡散および量子ドットの明滅
行動が、EGFRの解離と会合を詳細分析する
ための二大問題であった。 

 

Figure 4. (A) EGF-QD コンジュゲートを用いて活性

化後約 15 分時点で記録した H1650 細胞の蛍光画像 

(B-D) 細胞内単一蛍光スポットの蛍光輝度曲線 (B) 1

量子ドット相当輝度のスポット(C) 2 量子ドット相当

の初期輝度のスポット (D) 高輝度スポット 

 
EGF-QD コンジュゲートを用いての細胞

活性化後の間隔が経過すると、蛍光スポット
の数が減少し、個々のスポットの蛍光輝度が
増加した。これは活性化した EGFRの段階的
会合、および細胞内取り込み前の細胞膜内ク
ラスタ形成を示している。そのような単一量
子ドットを用いて、細胞膜内の 500を超える
単一分子受容体と単一量子ドットの時間ゲ
ート蛍光画像および輝度ゲート蛍光画像の
相関により、スポットの蛍光輝度の時間変化
を調べた。活性化後、異なる時間帯での様々
なスポットの蛍光輝度ヒストグラムを Fig. 

5A.に示す。活性化後 15分以内で多数の受容
体が 1もしくは 2EGF-QDコンジュゲートと
結合した(Figs. 4A, 5Ab)。これに引き続いて
二量体および大型クラスタの出現頻度が増
加した。増加の結果、ヒストグラムが高輝度
方向に移動した(Fig. 5Ac,d)。2量子ドット相
当の出現の増加は、シグナル伝達二量体形成
を示す(Fig.5B)。活性化後 30分以上制御した
高輝度蛍光スポットは、1もしくは2EGF-QD

コンジュゲートを用いて活性化した EGFR

二量体を元にしてクラスタ形成が行われた
ことを示唆する。 

要約すると、ヒト由来がん細胞の細胞
膜中で部分活性した二量体、シグナル伝達 

 
Figure 5. (A) 蛍光スポットの輝度ヒストグラム: (a) 

いずれの細胞を含まない単一 QDs、および 1 nM EGF-QD

コンジュゲートを用いて活性化した H1650 細胞の細胞

膜で検出したスポット (b) 15 分以内に検出したスポ

ット (c) 30 分以内に検出したスポット (d) 30 分以上

で検出したスポット (C) 活性化した EGFR の二量体化、

解離、およびクラスタリングを示唆したメカニズム   

 

二量体および EGFRクラスタを観察した。生
体細胞中での単一蛍光スポットの輝度およ
び動態分析によると、部分活性化しシグナリ
ングした二量体構造において EGFR が存在
することを意味する。さらに、シグナル伝達
二量体はプレダイマーとの会合および部分
的活性化 EGFRの形成を行う。同様に、部分
活性した EGFR はシグナル伝達二量体を形
成する。これらの二量体はさらに時間経過と
ともに会合し、大型クラスタ形成をする。そ
してそれは細胞に取り込まれ、サイトゾル中
の核周囲腔に輸送される。本研究結果は、部
分活性した EGFR の会合およびシグナル伝
達二量体の解離を制御することにより、シグ
ナル伝達二量体および細胞シグナリングの
形成をコントロールできる可能性があるこ
とを意味する。とはいえ、シグナル伝達二量
体形成の制御にはさらなる研究を要する。 
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