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研究成果の概要（和文）：発生過程のパターン形成は、「システム全体の挙動がレア細胞に支配される」シンギ
ュラリティ現象の優れたモデル系である。我々は、走化性集合流を形成する10万細胞の信号伝達動態を詳細に解
析することで、信号開始に寄与するレアなリーダーやその増幅を担うフォロワーが存在することを初めて見出し
た。さらに観察事実を取り入れた我々のシミュレーション解析は、レア細胞の存在という細胞間ヘテロ性こそ
が、長く謎であった螺旋状集合流形成に必須であることを明らかにした。併せて開発したリーダー/フォロワー
の光ラベルツールや半自動検出システムは様々なシンギュラリティ現象の研究を加速させる有用な基盤技術とな
ることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Developmental pattern formation is an excellent model of singularity 
phenomena. By using a newly developed transscale scope, we investigated the onset dynamics of 
collective signaling in the population of chemotacting cells at 1-cell resolution. A large-scale 
1-cell tracking revealed that the cell population is highly heterogeneous in their signal-relaying 
ability where a small number of cells, called leaders and followers, functioned as a signal 
initiator and amplifier, respectively. Our mathematical simulation incorporating experimentally 
observed features demonstrated that such cellular heterogeneity is the key determinant to developing
 the spiral-shaped signaling pattern, whose initiation mechanisms have remained long elusive. 
Associated development of new technologies, such as a semi-automated detection of signaling cells 
and optical highlighters for leaders and followers, would benefit the analysis of other models for 
singularity phenomena in physiological and pathological cases.

研究分野：発生生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究開始時には「システム全体の挙動がレア細胞に支配される」というシンギュラリティ現象は作業仮説でしか
なかったが、本件研究によって細胞集団内に大事でレアな細胞の存在すること、こうしたレア細胞の挙動が細胞
集団システム全体の挙動を大きく変えることが明らかになった点において大きな学術的意義がある。本研究によ
り確かめられたシンギュラリティ現象は、正常発生における様々なパターン形成や、がんや神経変性などの疾患
にも関与する可能性がある。様々なシンギュラリティ研究を加速させうる様々な基盤技術を開発できたは大きな
社会的な意義を有するといえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
心臓や脳など相互作用する細胞の集団では、しばしば個々の細胞単位では実現できない新たな機能
が創発される。こうした協調現象では、稀で重要な細胞が出現し細胞集団全体の挙動を支配することが
想定されるが、細胞集団を平均化して評価する従来の研究手法では稀な細胞の存在や重要性を明ら
かにすることはできない。また、一細胞単位で詳細解析が可能な場合でも、稀な細胞が千細胞あたり一
個程度と極めて低頻度でしか出現しない場合も稀な細胞の検出と解析は技術的に困難となる。本研究
では、稀で重要な細胞に駆動される現象をシンギュラリティ現象と名づけ、その存在と重要性を明らか
にすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
稀な細胞の存在と機能を明らかにするため、本研究では走化性集合流を自己組織化する社会性アメー
バの発生現象に注目した。社会性アメーバは栄養条件下では単細胞として盛んに増殖するが、飢餓条
件下では数千細胞から構成される多細胞体を構築するため環状アデノシン一リン酸(以下 cAMP)を走
化性因子とする走化性集合流を自発的に形成する。過去の研究から、環境中の cAMP を受容した細胞
は細胞内で cAMP を合成し遅れて環境中へと放出すること、こうした反応が数千細胞で連鎖的に繰り返
されることで数 cm に及ぶ長距離信号伝達が可能になること、その典型的な時空間パターンとして mm
波長を有するらせん状信号が生じることが知られていた。しかしながら、こうしたパターン形成の最も初
期過程で、信号リレーを開始するのが多数の細胞なのかそれとも少数個の細胞なのか不明であった。
また、少数個の細胞は信号の開始だけでなく、集団全体の信号伝達パターンにどのような影響を及ぼ
すのか明らかではなかった。 
 
３．研究の方法 
走化性信号を可視化するため、cAMP 応答性を有する蛍光プローブ(Flamindo2)を発現する社会性アメ
ーバ株を樹立した。栄養環境では全ての細胞が cAMP 信号を生じないが、飢餓処理後 3.5時間から一
部の細胞で信号伝達が開始され、飢餓処理後 10時間後までに全ての細胞が cAMP 信号を細胞間リレ
ーするようになる。細胞集団全体としては、6−10 分間隔で周期的に cAMP 信号を生じることで数千個を
超える細胞集団あたりに一つのらせん状回転波を自己組織化する。従って、cAMP 信号を開始する一
細胞が、数千細胞の集団ダイナミクスをどう制御しているかを明らかにするためには、数万個以上の多
数の細胞の信号伝達動態を高速・高精細に長時間撮影し、集団全体の信号伝達動態を一細胞単位で
詳細に解析することが有効となる。しかしながら既存の研究手法では、こうした大規模な観察と解析は困
難であったため新たな研究手法を開発する必要があった。 
 
４．研究成果 
(1) cAMP 信号動態解析とシンギュラリティ細胞の発見. 
cAMP 信号波の出現/成長過程を計測するため、総括班
と共同で大規模かつ高精細な観察を可能にする新たな
計 測 デ バ イ ス を 開 発 し 、 AMATERAS(Aspired 
Multimodal/Multifunctional Analytical Tools for Every 
Rare Activities in Singularity)を命名した。サンプルへの光
毒性を最小化するなど観察条件を最適化し、最終的には
従来比で１3 倍の広視野(13 万細胞/cm2)かつ２倍の時間
分解能(毎 30 秒)で１０時間以上にわたって細胞粒度で計
測することに成功した。巨大データを対象にパルス細胞をハイスループット検出することが困難であった
が、機械学習法を導入することでの解析の一部を自動化するなどの改善を行った。この結果、機能的な
リーダー細胞の存在頻度が稀(500-1000 細胞あたり 1 個)であること、数百細胞を含む局所の信号伝達
は爆発的な成長(臨界)を示すこと、こうした臨界成長には集団の 10%を占めるフォロワー細胞による局所
増幅が必須であること、などが明らかになった (図 1)。 
 
(2) シンギュラリティ細胞の重要性. 
信号成長の初期に見出されるリーダー細胞やフォロワー細胞
が、システム全体の信号動態をどのように制御しているか明らか
にするため、4000 細胞を含む領域の信号動態を一細胞単位で
詳細に解析した。最も初期には、リーダー細胞から生じた cAMP
信号が数百細胞を単位とする局所領域で発生と崩壊を繰り返し
信号伝達領域を空間成長させた。典型的には 4000細胞あたり、
3-4個の信号伝達領域(クラスター)が生み出されたが、興味深い
ことに約15回目の信号発生時を境に信号波は複数のクラスター
を足場とする旋回波へと切り替わることが観察された (図 2)。こ
の旋回波はらせん信号の核となるリエントリーと呼ばれる特殊な
信号動態であり、長く謎であったらせん信号波の形成機構を解



き明かす鍵となる可能性があった。そこで少数個のリーダー/フォロワー細胞の存在を考慮した数値シミ
ュレーションを行ったところ、リーダー/フォロワーを少数個だけ含むヘテロシステムでのみらせん波の核
の形成が起こることが初めて明らかになった。また、発生中の細胞集団でリーダー細胞やフォロワー細
胞をリアルタイム検出しこれらを除去すると、局所信号の成長と旋回波形成がなくなったことから、全体
の 10%以下を占めるに過ぎないこれらシンギュラリティ細胞がシステム全体の信号動態を制御することが
明らかになった。 
 
(3) シンギュラリティ細胞の検出技術の開発. 
シンギュラリティ細胞のように稀な細胞の性質を理解するには、
全細胞集団からシンギュラリティ細胞のみを回収し分析すること
が有効となる。我々は、シンギュラリティ細胞をその信号伝達活
動依存的に光ラベルしうるツールの開発を試みた。CaMPARI
は光変換型蛍光タンパク質 EOS を骨格とする Ca2+指示薬で、
Ca2+信号発生時に 405nm の刺激光を照射された場合のみその
蛍光が緑から赤に不可逆的に変化させる。社会性アメーバは
cAMP信号発生時にCa2+信号を生じるが、その濃度変動レンジ
が極低濃度域にあるため既存のツールが使えないという問題
があった。そこで、CaMPARI の Ca2+親和性を向上させるため、
円順列変異体化ならびにランダム変異の組み合わせにより、Kd 
= 20 nM という超高親和性型の CaMPARI-nanoを作成した。この結果、従来は不可能であったシンギュ
ラリティ細胞の Ca2+信号動態を可視化すること、時空間特異的にシンギュラリティ細胞を光ラベルできる
ことが可能となった (図 3)。 
 
(4) シンギュラリティ細胞の一細胞分析. 
シンギュラリティ細胞は、周囲の細胞に比べ信号発生のタイミングが極めて早いという特徴を有する。こう

した機能的特徴を支える遺伝子発現状態を理解するため信号開始の初期段階で、リーダー/フォロワ

ー/その他の細胞を同定し一細胞 RNAseq 解析を行なった。cAMP 信号の発生に関与する重要な遺伝

子群（つまり cAMP 受容体/合成酵素/分解酵素などをコードする遺伝子）を重点的に解析したところ、

その発現レベルがリーダー/フォロワー細胞では有意に高いこと、その他の細胞ではこれらの発現開始

が時間的に遅れるがことが明らかになった。これらの結果は、本システムが基本的には等価な細胞から

構成される集団であり、cAMP 信号伝達をもたらす遺伝子発現の開始タイミングが大きく異なるというヘ

テロ性を有することが明らかになった。 

 
(5) シンギュラリティ細胞の起源. 
リーダー/フォロワーというシンギュラリティ細胞の起源を理解することは、本研究において最も重要な問

いである。細胞ごとに異なるタイミングで cAMP 信号を開始させる機構としては、遺伝子発現の確率的変

動や飢餓処理前に決定された細胞状態の違いが関与する可能性があった。確率的もしくは決定論的

いずれの機構が関与するか区別するため双子アッセイを行なった。双子アッセイとは、栄養環境中で分

裂した細胞のペアを制御された飢餓環境下に配置し、そのパルス開始のタイミングをペア間で評価する

方法である。パルス開始のタイミングが娘細胞間で一致しなければ確率的機構が関与することになるし、

娘細胞間で揃っていれば決定論的機構が関与することになる。栄養条件下で分裂細胞をリアルタイム

同定し娘細胞ペアを飢餓環境に配置したところ、全ての細胞がフォロワーになることがわかった。興味

深いことに、配置する飢餓環境の場所を大きく変えても同様の結果になることに加え、栄養条件下で分

裂後一定時間が経過した細胞を用いるとリーダーのみを選択的に生じることも可能であった。これらの

結果から、パルス開始タイミングは飢餓処理後の遺伝子発現の確率的な変動ではなく、飢餓処理時に

おいて既に決定されていることが明らかになった。過去の研究から、栄養環境下で個々の細胞は約8時

間周期で分裂/増殖するが、集団としては細胞周期上の位相がランダムな組成となっていることが知ら

れている。本研究結果と考え合わせると、社会性アメーバシステムは飢餓処理への応答の仕方が飢餓

処理時の細胞周期に依存してばらついていることを意味する。こうした結果は、らせん信号波の成長に

は cAMP 信号伝達能力の細胞間ヘテロ性が必須であるという数値シミュレーションによる予測とも見事

に一致する。 

 

結論 

本研究から社会性アメーバの自己組織的信号波形成には、①稀な存在であるシンギュラリティ細胞が

存在すること、②これを核とした局所的な信号成長は、細胞集団の信号挙動を旋回波へと変化させるこ

とでシステム全体の挙動を大きく変容させること、③こうした信号成長は、細胞分裂周期というシステムに

内在するヘテロ性に駆動される極めてロバストな現象であることが明らかになった。稀な細胞によりシス

テム全体の動態が大きく変容するシステムは、疾患を含むさまざまなモデル現象に見出されると考えら

れる。本研究で開発された複数の解析技術が様々なシンギュラリティ現象の研究を加速させると期待さ

れる。 
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Inferring domain of interactions among particles from ensemble of trajectories

Physical Review E -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Basak Udoy S.、Sattari Sulimon、Horikawa Kazuki、Komatsuzaki Tamiki 102
 １．著者名

10.1038/s41590-021-01125-7

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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