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研究成果の概要（和文）：「細胞膜上の受容体を刺激後、長く続くアナログシグナルは、１分子レベルで見ると
短期間シグナルから積算されて作られる。」とする仮説を検証した。EGF受容体への下流シグナル分子のリクル
ートを1分子観察したところ、0.5秒以下の時間しか続かなかったが、細胞全体のシグナル強度が高くなるにつれ
て、リクルート頻度は大きくなっていた。この結果は、上記仮説をさらに裏付けた。

研究成果の概要（英文）：We inspected a hypothesis that long analog-like signals by receptors in cell
 plasma membranes can be generated by summation of short digital-like signals. We performed 
single-molecule imaging of recruitment of signaling molecules to EGF receptors upon ligation, and 
found that the recruitment occurred for very short periods (less than 0.5 sec), but the frequency of
 the recruitment was increased as the bulk signal intensity was increased. These results strongly 
support the hypothesis.

研究分野： 細胞生物物理学
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図１.PLCの CD59会合体への短期間のリクルー

トの模式図（上）と実際の 2色同時 1分子観察

時の両者の軌跡（下）。 

図２.Grb2の EGF受容体 8EGFR)への短期間のリ

クルートの模式図。 

１．研究開始当初の背景 

我々は、高精度１分子観察法を用いて、
GPI アンカー型受容体で補体の制御タンパ
ク質である CD59 を、リガンドの補体複合体
で刺激後に形成される安定な４量体に、細胞
内からシグナル分子が短期間リクルートさ
れては、離れることを見出していた。リクル
ート１回あたりの時間は 0.1-0.5 秒程度と極
めて短いことを発見した（図１）。一方で、
western blotting などで調べた細胞全体のシ
グナルは、数分～数十分は続いていた。 

 

２．研究の目的 

上記の実験結果に基づいて我々は、「細胞
膜上の受容体をリガンド刺激後、数分以上続
く細胞全体のアナログシグナルは、１分子レ
ベルで見ると１秒以下の時間しか続かない
パルス状の短期間シグナルから積算されて
作られる。」とするディジタル式シグナルシ
ステム仮説を立てていた。この仮説を検証す
ることが、本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

ディジタル式シグナルシステム仮説を検
証するために、シグナル分子の Src family 

kinase (SFK)がCD59会合体にリクルートさ
れたとき、そこで、活性化される様子を 1 分

子観察する。そのため、蛍光標識 ATP アナ
ログを細胞内へマイクロインジェクション
で導入した。蛍光標識 ATP アナログが、蛍
光標識 SFK mutant に結合する瞬間を１分
子蛍光共鳴エネルギー移動法(FRET)により
可 視 化 で き る か を 検 討 し た 。 ま た 、
Phospholipase C(PLC)の活性化の 1 分子
FRET 法での可視化を試みた。そのため、IP3

受容体の IP3結合ドメインの両端に halo-tag

と snap-tag（共に高輝度で高光安定性の蛍光
色素標識）がついた IP3 センサーを PLCに
融合させた分子を発現させ、1 分子 FRET 観
察を試みた。また、1 分子 FRET 観察なしで
も、シグナル分子の活性化の可視化するため
に、Halo-tag を細胞質側に結合させた EGF

受容体 (EGFR) を Tetramethylrhodamine 

(TMR) ラベルしたものをリガンド刺激し、
下流のシグナル分子 Grb2-mGFP の EGFR

へのリクルートを 2 色同時 1 分子観察し、リ
クルートを定量評価した。 

 
４．研究成果 

この仮説を検証するために、まず、信号
分子（Src family kinase, Phospholipase C）
の活性化を FRET 観察するためのプローブ
の作成に成功した。さらに FRET を観察する
ための最適化（リンカーの長さを最適化）を
行い、活性化を可視化するための 1 分子
FRET 観察には成功した。しかし、活性化―
不活性化のサイクルを観察するためには、シ
グナル/ノイズ比を上げる必要があり、今後の
試行錯誤が必要な状況である。 

上の実験に平行して、EGF 受容体(EGFR)

への信号分子 Grb2 のリクルートの観察を行
った（図２）。EGFR 刺激後、Grb2-GFP の 

 

EGFR へのリクルートを観察したところ、
CD59 会合体へのシグナル分子のリクルート
同様に、0.5 秒以下の時間しか続かず、リク
ルートはパルス状であった。リクルートの１



回あたりの時間は短かったが、細胞全体のシ
グナル強度が高くなるにつれて、リクルート
頻度も大きくなっていた。この結果は、細胞
全体で見ると長時間続くシグナル伝達が、１
つずつの分子で観察するとパルス状のシグ
ナル伝達となっていることをさらに裏付け
ている。ディジタル式シグナルシステム仮説
を後押しする結果を得ることができた。 
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