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研究成果の概要（和文）：細胞性粘菌の飢餓集合をモデルにして、単細胞生物から多細胞生物への生物学的変化
の熱力学的原因を解明した。二匹の粘菌細胞が接近するに伴ってNADH量が減少し、接触したときに最小値を示
し、その後細胞の分離とともに上昇する事が判った。細胞性粘菌集団の総NADH 量を，飢餓による集合体形成前
後で測定しても、集合体形成により総NADH量は減少した。これら２つの実験結果は、互いに調和的であり、多細
胞化の初期過程は、多細胞化によるエネルギー代謝効率改善に支えられたと考える事ができる。

研究成果の概要（英文）：A plausible reason of an evolution of a multicellular organism from single 
cellular one was studied experimentally by using starvation induced aggregation of Dictyostelium. 
While the total number of Dictyostelium cells were constant, WST measurement showed decrease in 
total NADH by the aggregation. The amount of NADH in a single cell was detected by fluorescence 
microscopy. A collision of two free moving cells decreased the fluorescence intensity. After 
separation, the intensity was recovered. These two types of measurements were harmonized well to 
indicate that the multicellular organism requested less energy dissipation than that of single 
cellular system, which means the biological transition of single to multicellular organism was 
achieved by the thermodynamically.   
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１．研究開始当初の背景	
	単細胞生物が多細胞生物へと進化したこと
で、外界との界面積の減少や、組織ごとに役
割を分担することが可能となり、その結果、
多細胞生物は数々の高度な機能を獲得した。
単細胞生物と比較して 1014 以上もの細胞で構
成されているヒトは、細胞・組織ごとに役割
を分担し、高度な機能を維持している。だが、
1014匹を越す細胞の集団も、原始生命の初期の
過程では、数匹の単細胞生物の接合で始まっ
たはずである。その多細胞化の初期過程で起
こった数匹の単細胞生物の接合では、上で述
べたような多細胞化による高度な機能の獲得
を得られたのかどうかは疑問である。我々は
多細胞化の初期過程は、多細胞化によるエネ
ルギー代謝効率改善に支えられたと推定して、
細胞性粘菌の集合をモデルとして仮説の妥当
性を検証した。本研究は進化の初期過程にお
ける多細胞化の初期駆動力の解明を目的とし
た研究である。	
	
２．研究の目的	

	
細胞性粘菌は、飢餓状態におかれると、それ
まで孤立してバラバラに動いていた細胞が、
突然、特定方向に移動を始め、多細胞化し凝
集体を作る（図１）。飢餓が誘起する多細胞化
は、細胞性粘菌に特徴的な振る舞いであり、
以前からよく知られている。飢餓状態の細胞
性粘菌は、C-AMP を放出し、自らの存在を、他
の孤立細胞に知らせる。孤立細胞は、誘因分
子である C-AMP の濃度勾配を遡る運動をおこ
ない、凝集体が完成する。申請者は、この細胞
凝集が、単一細胞当たりのエネルギー代謝を
減少させ、生存を担保する合目的性を持って
いると推定した。さらに、孤立単細胞が、多細
胞状態に転移する現象は、生命進化の初期過
程の重要な状態変化「真核多細胞生物の出現」
に関わりがある。つまり、細胞性粘菌の単細
胞・多細胞転移に伴う生体エネルギー変化を
明らかにできれば、細胞性粘菌に固有な知見
を得ると同時に、広く、生命進化の初期過程
の駆動力を解明するヒントが掴めると期待し
て研究を進めた。細胞性粘菌は、劇的な単細
胞多細胞転移をおこし、光学的に透明な実験
生物であり、顕微レーザー分光が有効に機能
する研究対象である。	
	
３．研究の方法	
①細胞性粘菌の単細胞・多細胞転移に伴う単
位細胞当たりの代謝量変化を顕微蛍光法から
測定した。②細胞内生理回路の一部を壊して、
部分的な破壊が、単細胞・多細胞転移のどこ

を傷害するかを調べた。全体を通して、細胞
どうしの接着や接触、あるいは、細胞外に送
った信号分子が、細胞のエネルギー代謝に与
える影響を調べ、細胞集団の熱力学的取り扱
いのヒントを得ることを目指した。	
	
４．研究成果	
単一細胞の個別観察を行う前段階として、細
胞増殖検査試薬である WST-1 を用いて、細胞
集団全体で、単細胞→多細胞転移に伴う代謝
量変化を測定した。テトラゾリウム塩 WST-
1(4-[3-(4-ヨードフェニル)-2-（4-ニトロフ
ェニル）-2Ｈ-5 テトラゾリノ]-1.3-	 ベンゼ
ンジスルフォネート)は、ミトコンドリア内の
NADH 分子と、電子メディエーターを介して、
酸化還元してフォルマザン色素を生成する
（図２）。	

	
飢餓状態においた細胞性粘菌集団中の総NADH
量は、細胞増殖が止まっていることを確かめ
た上で、WST-1 を用いて、フォルマザン色素の
呈色から求めた。元来、生理的なエネルギー
キャリアは ATP であることから、単位細胞当
たりの ATP 量を代謝の指標に用いるべきであ
る。しかしながら、生細胞の ATP 量を、非侵
襲に測定する手法は皆無である。そこで、NADH
が ATP 合成の前駆分子である事を考え合わせ
て、測定した NADH 量を、細胞の代謝エネルギ
ーの間接的な指標として用いた。得られた結
果は、概ね予想と一致し（図３）、単一細胞の
凝集が始まるとともに、１細胞当たりの NADH
量が減少することが判った。つまり、飢餓状
態の細胞は、凝集し多細胞集団となることで
生存に必要な最低維持エネルギー量を減らし、
生存の確率を高めるように見える。	
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図２	 フォルマザン色素による NADH の定量	
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	 	 図３	 細胞集合と NADHの減少 
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��図１	 細胞性粘菌の単細胞	 多細胞転移 



	 上述の準備実験には、結論を確定する際に
検証すべき仮定がある。WST 測定には、培養す
る全ての細胞が関与する。従って、結論を維
持するためには、単細胞→多細胞転移が完結
するまでのあいだ、細胞数が不変であること、
また、より根本には、NADH 量が、正しく細胞
代謝の指標になることを確かめる必要がある。
本研究では、顕微鏡下の単一細胞の形態計測
と、単一細胞中の NADH からの発光を測定し、
仮定から自由な状況で結論を検証するととも
に、細胞１つ１つに注目した細胞代謝の詳細
を明らかにした。	
	 水銀ランプからの紫外光（330-380nm）の光
を、孤立細胞性粘菌に照射すると、452nm	に
発光極大波長を持つ蛍光が観測される。この
発光は、生細胞中の NADH 分子に由来する蛍光
である。このことは、観測される発光の、励起
スペクトルと発光スペクトルの両方が、NADH
のそれと良く一致すること。さらに、顕微蛍
光像と、染色色素ロッド２でミトコンドリア
を選択染色した画像との一致から、蛍光分子
はミトコンドリア中の NADH であると確認で
きた。NADH 蛍光強度は、WST を用いた予備測
定の結果から、単一生細胞の代謝の指標とな
る。しかし、紫外光の照射は、細胞機能を損傷
する可能性もある。	

	 そこで、生細胞の紫外光照射に対する耐性
閾値を測定した。測定は、２波長の光パルス
（可視光・紫外光パルス）を交互に照射する
序列に従った。先行する可視光照射で、細胞
の形態を観測し、後続する紫外光照射で蛍光
像を得、イメージプロセッサ上で、細胞上で
積分した蛍光強度を、単一細胞蛍光値とした。
長時間の紫外光照射では、アメーバ状の細胞
形態が球形に変化し、細胞の内部機能に損傷
が誘起されることが判った（図 4）。有意な代
謝評価は、細胞形態がアメーバ状に保持され
る領域でだけ可能である。紫外光の強度を変
えて、耐性閾値を求めると、興味深いことに、
紫外光の照射総光量に明確な閾値が存在した
（図５）。つまり、この閾値以下ならば、細胞
機能を阻害することなく、NADH 濃度を蛍光測
定できる。但し、この閾値は、現在のところ、
相対値であるから、生細胞１個あたり幾つの
紫外光光子を捕獲すると、機能損傷が起こる
のかは明らかではない。	

	 蛍光測定を行うためには、無蛍光性の培養
液の探索が必須であった。一般的な細胞性粘
菌培養液は、無視できない蛍光を発するため、
試行錯誤の末、ロフロと呼ばれる特殊な無蛍
光性培養液を使用した。ロフロ環境下でも、
細胞は、飢餓状態に晒すと集合体を形成し、

細胞の活性を保持している。	
	 細胞内代謝回路を制御する目的で、培養液
中に NaCl と Carbonylcyanide	 p-trifluoro	
methoxyphenylhydrazone	 	 (FCCP)	 を添加
した。それぞれ、ミトコンドリア中で NADH の
分解と生成を阻害することが知られている。
NaCl 添加で、孤立生細胞中に NADH の濃度上
昇が起こり、蛍光強度が増すこと。さらに、
FCCP の添加で、蛍光強度が減少することを確
認できた〔図６〕。このように、測定の原理的
な信頼性は、確保されていると言える。NaCl
や FCCP による、NADH 合成回路の部分損傷の
絶対効率を明らかにすれば、化学的に生理的
な実態に迫ることができるだろう。	

��

	 	 図４	 紫外線照射とNADH自家蛍光 
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	 図５	 細胞性粘菌の紫外線損傷と閾値 

(a) 

(b) 

図６NaCl FCCP投与による NADH蛍光強度変化 



	 細胞間の相互作用（接着、接触、分子コミュ
ニケーション）による代謝状態の変化を測定
した。細胞性粘菌の NADH 蛍光を、細胞ごとに
観測すると、それぞれの動作状態で蛍光変化
が大きく変わることが判った。図７は、運動
している細胞と、静止している細胞の蛍光強
度の時間変化を測定したグラフである。運動
にはエネルギーを要するので、不規則に運動
している細胞は、不規則に蛍光強度を変化さ
せた。一方、静止している細胞は、NADH	蛍光
強度も、ほぼ一定であった。これらの測定を
もとにして、２つの細胞が衝突、接触、停止す
る前後での蛍光強度の変化を NADH 蛍光から
明らかにした。	

	
	 細胞衝突を制御するためには、例えば、レ
ーザーピンセット法や、電場輸送法が既存の
技術としてある。レーザーピンセットは、光
学的な屈折率差を利用して集光スポットに細
胞を捕獲する手法である。電場輸送法は、細
胞が帯電していることを利用して、静電的に
細胞を捕獲し輸送する方法である。特にレー
ザーピンセット法は、実績のある手法ではあ
るが、プローブ用のビーズではなく、生細胞
そのものを捕獲した際に細胞機能をどの程度
阻害するかが明らかではない。そこで、これ
らアクティブな手法に先立って、原始的では
あるけれども、侵襲性の皆無な「たまたま衝
突」を数回観測して、ここから得られるデー
ターを標準変化として記録した。但し、偶然
に基づく衝突は、おそらく２体衝突以上の多
体衝突を期待することには無理があるだろう。
つまり、できる限り自然な状態で、細胞の運
動軌跡を制御する手法の開発が必須である。
現在、アガロースゲル上に細胞を播き、ひっ
くり返してシャーレ底から、倒立顕微鏡で細
胞運動観察を行っている。アガロースに、赤
外レーザーで筋を付けたり、塩分を調節して
細胞の運動軌跡の制御を試行錯誤しているが、
いまだ、満足いく結果に至っていない。	
	 図８は、細胞性粘菌の集合体の NADH 顕微蛍
光像である。集合体内部に比べ、周囲や頂点
に位置する細胞の蛍光が強い。この像は、集
合体やその前駆体で、細胞間の結合強さと、
配位数に応じて、代謝が変化する事を強く支
持しており、提案する実験の妥当性を示して

いる。	

	熱力学では、物質のエントロピー(乱雑さ)が
増すと自由エネルギーが低下すると言われて
いる。しかしこれまでに行った研究の結果よ
り得られた細胞性粘菌の集合とエネルギー代
謝量の相関を見ると、エントロピーの低下(集
合)に伴い細胞のエネルギーが低下している
ことが示された。	
	 エネルギー源となる餌が存在しない飢餓条
件下でなく、十分な餌がありかつ、細胞集合
を誘起で着る塩ストレスか下で細胞の集合が
エネルギー代謝に及ぼす影響調べた。細胞性
粘菌はもともと集合する性質を持っている生
物である。そこで集合する性質を持っていな
い細胞でも細胞の密度上昇に伴って粘菌細胞
と同様のエネルギー代謝量減少プロセスが働
く事が判った。	
	 全体を通して、エネルギー代謝効率の改善
が多細胞進化の初期駆動力となったのではな
いかという我々の仮説〔図９〕をより強く支
持する結果を得た。	
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