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研究成果の概要（和文）：本研究では、依然として本質的な理解には至っていない癌細胞MEK阻害剤抵抗性の原
理について、癌細胞増殖シグナルの活性動態に着目して解明を目指した。そのために必要なmTORC1活性動態と細
胞周期進行の同時可視化系ならびに画像解析系の構築を行った。解析系の構築により、細胞周期進行を長時間に
渡って1細胞レベルで定量計測できるようになった。またmTORC1活性を高い時間分解能で操作可能な系の構築に
ついての検討を行い、mTORC1のmTORホモ多量体化を介した新奇活性制御機構の存在を示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：It remains largely elusive that how cancer cells show intrinsic resistance 
to MEK inhibitors. To understand the essentials of the resistance in cancer cells, this study aimed 
to unravel the working principle of the MEK inhibitor resistance from the viewpoint of activity 
dynamics of cell growth signaling. For this purpose, I established an imaging system for 
simultaneous monitoring of the dynamics of mTORC1 activity and that of cell cycle progression in 
living cells. An image analysis pipeline for the obtained images was also developed. The analysis 
pipeline enabled to track cell cycle statuses from single cell for more than 3 days with 
quantitative manner. I also examined the possibilities of manipulating mTORC1 activity dynamics with
 higher temporal resolution. During the analysis, I obtained a preliminary data that implies a novel
 regulatory mechanism of mTORC1 activity via homo-multimerization of mTOR.

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞周期の時系列変化を1細胞レベルかつ数日間にわたって定量的に追跡できるようになったことで、今後は細
胞増殖に限らず細胞分化や細胞死といった、細胞周期が関わる多くの生命現象に関する理解を一層加速すること
が期待される。mTORのホモ多量体化によるmTORC1活性制御の分子機構が今後解明されることで、新しい機序に基
づくmTORC1活性の制御法が開発される可能性がある。そのような方法はmTORC1標的治療法の新規の候補になり得
ると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内シグナル伝達経路の一つ、Ras-Raf-MEK-ERK 経路は細胞増殖に深く関与している。

近年になって、癌細胞の多くがこの経路に遺伝子変異を持っていることが分かってきており、
癌細胞の性質との関連について精力的に研究が進められている。中でも注目されているのが、
ERK 経路と癌細胞の MEK 阻害剤抵抗性との関連である。すなわち Raf 変異癌細胞は MEK 阻
害剤により効果的に細胞増殖が抑制される一方、多くの Ras 変異癌細胞は MEK 阻害剤存在下
でも増殖が抑制されず増え続ける。この癌細胞 MEK 阻害剤抵抗性は MEK 阻害剤を利用した
抗癌療法における大きな課題の一つとなっている。 

 
癌細胞 MEK 阻害剤抵抗性の克服に向けて、その分子機構の解明が世界的に行われており、

いくつかのモデルが提唱されている。これらのモデルに共通するのが、「抵抗性癌細胞では
MEK 阻害剤により ERK 活性が完全に抑制されず、このため MEK 阻害剤に抵抗性を示す」と
いう考えである。もしそうだとすると、ERK 活性と細胞増殖には相関があるはずである。研究
代表者は以前、ERK 活性の MEK 阻害剤に対する感受性は、MEK 阻害剤感受性細胞と抵抗性
細胞との間でほとんど変わらないことを定量的に示していた。さらに感受性細胞では ERK 活
性と増殖に強い相関があるが、抵抗性細胞では ERK 活性と増殖は相関せず、むしろ Ras 下流
の別シグナル経路である PI3K-Akt-mTORC1 経路の活性と増殖が強く相関することを見出し
ていた。これらの結果は、MEK 阻害剤抵抗性の細胞増殖は ERK 活性ではなく mTORC1 活性
によって主に制御されていることを示唆している。同時に、MEK 阻害剤抵抗性を克服するに
は、ERK 経路に加えて、mTORC1 経路と MEK 阻害剤抵抗性増殖との関連も精密に解明する
必要があることも示している。 

 
このシグナル伝達と細胞増殖との関連については、「シグナル伝達活性の単純な強弱だけでな

く、時間パターンにもシグナル下流の表現型に関する情報が埋め込まれている」ことを示す報
告が研究開始の直前期に複数なされていた。また研究代表者は、MEK 阻害剤感受性細胞や抵
抗性細胞では mTORC1 活性が動的にゆらいでいることを見出していた。こうした知見を踏ま
えると、MEK阻害剤抵抗性増殖がなぜおきるのか、その原理を解明するには、ERKやmTORC1
の活性化動態と細胞増殖との関係を調べる必要性が考えられた。そのためには、ERK や
mTORC1 の活性動態を人為的に操作し、細胞増殖を定量計測するアプローチが極めて有効で
ある。しかしながら、mTORC1 を選択的かつ任意のタイミングで活性操作できる実験系は、
当時は存在していなかった。 

 
細胞増殖についてもより詳細な解析が必要と考えられた。細胞増殖は一見シンプルな表現型

であるが、実際には細胞周期進行が厳密に制御された結果として実現される複雑な過程である。
また、細胞周期と mTORC1 活性動態との関連もこれまでに分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
前述の背景を踏まえ本研究では、癌細胞 MEK 阻害剤抵抗性の原理を解明することを目標と

した。この目標を達成するために以下の 3 つの目的を設定した。 
 
(1) MEK 阻害剤抵抗性癌細胞における mTORC1 活性動態と細胞周期の生細胞同時可視化 
 
(2) mTORC1 活性を高い時間分解能で操作可能な系の開発 
 
(3) ERK および mTORC1 の活性を操作したときの細胞周期の可視化 
 
３．研究の方法 
目的(1)を遂行するにあたり、蛍光ライブイメージングを利用することとした。蛍光ライブイ

メージングは生きた細胞の形態や動きに加えて、細胞内の分子活性を高い時空間分解能で観察
する上で優れた方法である。細胞内の mTORC1 活性を可視化するために、mTORC1 の直下の
シグナル伝達分子である S6K の活性を可視化するための蛍光プローブ、Eevee-S6K を利用し
た。S6K 活性は mTORC1 活性と緊密に相関するため、このプローブを mTORC1 活性のプロ
ーブとして利用した。細胞周期の可視化には、同じく蛍光プローブである Fucci(CA)を利用し
た。細胞は観察中に視野内を移動するため、細胞追尾に必要な細胞核標識マーカーとして核内
タンパク質ヒストン H2B と蛍光タンパク質の融合タンパク質を利用することとした。なお、
蛍光プローブそれぞれのシグナルを分離できるよう、蛍光波長がそれぞれ異なる蛍光タンパク
質変異体を利用している。これらの蛍光プローブをレトロウィルスベクターおよびレンチウィ
ルスベクターを用いて癌細胞に安定発現させた。この蛍光プローブ発現細胞の観察に適した落
射型蛍光顕微鏡システムの自動化や、取得画像から mTORC1 活性や細胞周期の時系列変化を
解析するために必要な、自動細胞追尾のプログラム開発についても行うこととした。 

 
目的(2)については、光遺伝学の方法論に基づく活性操作系を構築することとした。光は照射

するタイミングや場所、照射時間や強度を比較的容易に制御できるため、mTORC1 活性動態



を人為操作する上で有効である。使用する分子としては、シアン色光によってヘテロ 2 量体、
あるいはホモ多量体を形成する CRY2 タンパク質を利用した。本研究では、mTORC1 活性を
制御するために光操作を行う標的分子について、その検討から行うこととした。研究代表者は
以前の研究で、mTORC1 上流の PI3K の活性化を光操作する系を構築していた。この系は
mTORC1 は活性化するものの、細胞内の mTORC1 活性動態を再現するには、活性化強度が不
十分であり、より強力な活性操作系が必要と考えられたからである。このために、mTORC1
活性化機構の一つとされる、mTORのホモ2量体化を光操作する系を構築することを目指した。 

 
目的(3)においては、MEK 阻害剤抵抗性細胞で特徴的な mTORC1 活性動態を、目的(2)で開

発する mTORC1 活性の操作系を用いて、感受性細胞で上書き(再構成)し、上書きした細胞にお
ける細胞周期進行を目的(1)で構築する系で生細胞可視化することを計画した。 
 
４．研究成果 
(1) 自動細胞追尾・輝度定量プログラムの開発 
細胞周期プローブ Fucci(CA)を発現する細胞について、細胞を自動追尾し、さらにプローブ

の蛍光輝度を 1 細胞ごとに定量するためのプログラムを、生物画像解析に広く用いられている
フリーソフトウェアである ImageJ(Fiji)を利用して作成した。さらにこのプログラムを用いて
得られる細胞周期の時系列変化を統計解析するプログラムを数値解析用ソフトウェアである
MATLAB（MathWorks 社）を用いて作成した。これらの利用することで、Fucci(CA)とその
従来型である Fucci(SA)の細胞周期可視化における性能差を定量的に示した(図 1)。 
 

生きた細胞における細胞周期を解析することは、未だ多くの不明点が残されている細胞周期
研究において重要である。それにも関わらず、細胞周期の 4 つの相(G1 期、S 期、G2 期および
M 期)の時間変化を 1 細胞レベルで正確に解析することは可視化の問題と画像解析の複雑さの
問題があり、これまで難しかった。開発したプログラムの利用により長時間、かつ大量に細胞
周期を定量可能となり、細胞周期と密接な関連のある生命現象についての理解が進むと考えら
れる。一方で開発したプログラムはそのままでは mTORC1 活性プローブの定量には不向きで
あるので、今後はプログラムの機能拡充を図り、mTORC1 活性と細胞周期を同時に定量でき
るようにする予定である。 

 
(2) mTORC1 活性と細胞周期の同時可視化系の構築 
ヒト由来 HeLa 細胞に mTORC1 活性プローブ Eevee-S6K と細胞周期プローブ Fucci(CA)

ならびに細胞核マーカーを安定発現させ、多色蛍光イメージングが可能であることを検証した。
多色イメージングに用いた蛍光波長域と実際の画像を以下に示す(図 2)。 

 

図 1 細胞の自動追尾・輝度定量プログラムの開発とそれを用いた細胞周期プローブの機能評

価 (A) 自動追尾・輝度定量プログラムが行う解析の流れ。(B) 細胞周期プローブ Fucci(CA)

とその従来型である Fucci(SA)で可視化した細胞周期進行の比較。(C) 細胞周期プローブの

蛍光シグナルについて、その蓄積速度および分解速度を定量比較した。この解析を応用する

ことで、種々の条件における細胞の細胞周期進行を定量的に解析可能である。 



観察を行った結果、ウィ
ルスを用いた遺伝子導入
に起因すると考えられる、
蛍光シグナルの減少が見
受けられた。具体的には、
BFP-hGem(1/110)の発現
抑制による BFP シグナル
の減少が起きており、高い
定量性で細胞周期を計測
することが難しかった。考
えられる原因の一つとし
て、ウィルスの多重感染に
よる影響が挙げられる。 
 
今後は自己切断性ペプ

チドである2A配列を用い
ることで、蛍光プローブ遺
伝子を一つ（あるいは二
つ）のウィルスベクターで
一度に導入できるよう工
夫し、多重感染ならびに蛍
光プローブ発現抑制のリ
スクを避ける。 
 
 
 

(3) mTOR ホモ多量体化による mTORC1 不活性化の可能性の検証 
mTOR を人為的にホモ 2 量体化させることで内在性の mTORC1 活性を操作できるか検証す

るために、タンパク質の多量体化タグである PB1 ドメインおよび蛍光タンパク質 mAG1 を
mTORの全長に付加した融合タンパク質PB1-mAG1-mTORをHeLa細胞に一過性発現させた。
続いて mTORC1 活性の代替マーカーであるリン酸化 S6 に対する抗体を用いて蛍光免疫染色
を行ったところ、PB1-mAG1-mTOR 発現細胞は未発現細胞と比較して、mTORC1 活性が有意
に減少していた。この mTORC1 不活性化は mTOR 単独の一過性発現では見られなかったこと
から、mTOR のホモ多量体化が何らかのメカニズムにより内在性の mTORC1 の活性を抑制し
たためと考えられる。mTOR は一部のフラクションが細胞内にて多量体として存在しているこ
とが報告されているものの、多量体化による mTORC1 不活性化はこれまでに知られていなか
った。mTORC1 についての新奇活性制御機構の一端を見ている可能性もあり、今後解析を行
う予定である。並行して、CRY2 タンパク質の利用によりシアン色光で mTOR のホモ多量体化
を誘導したときの mTORC1 活性を評価する予定である。首尾よく mTORC1 不活性化が誘導
できれば、mTORC1 活性の光操作系として利用できると期待される。 
 
本研究では、mTORC1 活性動態と細胞周期進行の可視化系の構築ならびに mTORC1 活性の

光操作系の構築に取り組んだ。多色蛍光イメージング系のセットアップや mTOR ホモ多量体
化系の構築など、研究の遂行に必要な基盤の整備に想定以上の時間がかかり、目的(3)で計画し
ていた mTORC1 活性の人為操作および細胞周期進行の計測までは達成することができなかっ
た。今後は、当初の目標であった MEK 阻害剤抵抗性の原理解明について、本研究で構築する
ことができた研究基盤を最大限活用して、取り組んでいく。 
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