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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞膜上のインスリンシグナル受容体周辺の膜環境変化を画像解析によ
り明らかにすることを目的に，大量のタイムラプス観察画像から受容体を自動検出し、その膜流動性を解析し
た。膜流動性に関わる計測値は極めて小さいため、画像間類似度計測法の一つであるZero-mean normalized 
cross correlation（ZNCC）を活用し、計測値の空間分布及び時間変化を可視化した。その結果、受容体周辺の
膜流動性はインスリン刺激時に増加すること、受容体の局所的な膜環境は動的で不均一であることが分かった。
これらはインスリン受容体が一般的な原形質膜とは異なる局所膜環境を持つことを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to understand how the membrane domain surrounding 
signaling molecules changes during insulin signaling, we have developed an image analysis procedure.
 The procedure includes automatic detection for insulin receptor from noisy time-lapse images, 
measuring membrane fluidity based on Generalized polarization (GP) value, and visualization of GP 
value using Zero-mean normalized cross correlation (ZNCC).
 Our results reveals that the membrane fluidity of local environment surrounding the insulin 
receptor increased upon insulin stimulation. Furthermore, we found the local membrane environment of
 the insulin receptor was quite dynamic and heterogeneous. These results suggest that the insulin 
receptor has distinct local membrane environment from the general plasma membrane.

研究分野： 情報科学

キーワード： 画像解析　細胞内ロジスティクス　細胞膜　インスリン受容体　可視化　膜流動性　領域分割

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はこれまで観察が難しかった細胞膜上のインスリン受容体周辺について、初めてタイムラプス観察画像を
取得し、その動態を画像解析したものである。これは、インスリン受容体を環境感受性の蛍光プローブで直接ラ
ベルする観察系が、研究協力者らによって確立されたことによる。本研究によって大量のタイムラプス観察画像
の自動解析法が確立できたことで、これまで不明であった受容体周辺の膜流動性についての定量解析が可能とな
った。結果として、インスリン刺激時の受容体周辺の膜流動性の変化や空間分布の不均一性が明らかになるな
ど、病態の発生原因の解明研究の促進に寄与することができたと考えている。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 細胞膜に存在する脂質ラフト[1]は、細胞内の情報伝達プラットフォームとしての役割を担い、
細胞内輸送や免疫応答など多くの機能発現に関与する。アルツハイマー病や C 型肝炎、インフ
ルエンザなどの各種ウイルスも脂質ラフトに集まることが分かってきており、ラフトにおける
シグナル伝達異常が多くの病態の発生原因になると示唆されている。そこで脂質ラフトと各種
シグナル受容体に注目した研究が行われているが、シグナル伝達時の受容体周辺の膜環境につ
いては未だ多くの点が明らかになっていない。その理由の一つとして、受容体周辺の膜環境を詳
細に観察する方法が無かったことが挙げられる。これに対して近年、インスリン受容体を環境感
受性の蛍光プローブ（Environment-sensitive dye）で直接ラベルし、受容体周辺の膜環境のみ
を観察する系が確立され、生細胞でのシグナル伝達時の受容体周辺の膜環境を観察した大量の
タイムラプス画像が取得できるようになった[2]。 
 問題はその後の解析である。ラフトはコレステロールと脂質による秩序液相からなる。シグナ
ル伝達による膜流動性の変化は、環境感受性プローブが秩序液相で短波長シフト、水分量の多い
液晶相で高波長シフトを示すことから、短・高波長の蛍光輝度比で表現できる。これは膜流動性
を表す Generalized polarization（GP）値として知られている。しかし実際の撮影画像では特に
高波長チャンネルにノイズが多く、受容体周辺の蛍光輝度を正しくとらえるためには、画像中か
ら予め注目領域のみを検出しておく必要がある。自動検出法は確立されておらず、タイムラプス
観察画像を用いた解析は実現に至っていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、インスリンシグナル受容体周辺の膜環境変化に注目し、シグナル伝達時の膜環境

変化を情報科学的アプローチから定量解析する。本研究に先立って、インスリン受容体周辺の細
胞膜を、環境感受性の蛍光プローブで標識したタイムラプス観察画像が取得できていることか
ら、シグナル前後の膜環境変化について、画像処理・画像認識・幾何形状処理・多変量解析など
のアプローチを活用した解析を実施する。本研究によって受容体周辺の膜環境の理解が進めば、
シグナル伝達に留まらず，細胞内輸送や免疫応答など，細胞膜で生じる多様な機能や病態発現の
解明の一助となることが期待される。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、環境感受性の蛍光プローブで染色したインスリン受容体を共焦点レーザー顕微

鏡で撮影したタイムラプス画像を用いる。観察画像に対し、インスリン刺激を与えた前後につい
て、膜流動性を表す GP 値の時空間変化を解析する。これに必要な課題として、主に以下２を実
施した。 

 
（１）インスリン受容体の自動検出法の確立 

 観察画像中で，インスリン受容体は数ピクセルから数十ピクセルの点の集合として，多くの
ノイズとともに大量に存在している。タイムラプス観察であることから、細胞の移動や変形、蛍
光輝度の減衰などによる画像の低 S/N 比問題は避けられず、インスリン受容体を画像中から検
出することは容易ではない。これに対して本研究では，Difference of Gaussian（DoG）フィル
タと K-means クラスタリングを活用した自動検出法を確立した。なお、検出法の決定には、本
研究に先立って開発した画像処理法の評価システム[3]を用いた。 
 
（２）GP 値変化の可視化と解析 
取得したタイムラプス観察画像は、580nm 及び 630nm 前後の短・高波長２チャンネルであ

る。これらの画像から、（１）で確立した方法を用いてインスリン受容体周辺領域を検出し、検
出領域に対して膜流動性を表す GP 値を求めた。図１に自動検出結果と疑似カラー表現した GP
値の一例を示す。 
 

図１：インスリン受容体周辺領域の自動検出と GP 値可視化の例 
 



GP 値変化量は極めて小さいことから、画像間類似度の計測法としてテンプレートマッチング
などに用いられる Zero-mean normalized cross correlation（ZNCC）を活用し、GP 値の空間分
布及び時間変化を可視化した。一例を図２に示す。また、インスリン刺激前後で最も GP 値変化
が大きい（または、小さい）任意領域について、横軸に空間情報、縦軸に時間変化を示すカイモ
グラフを生成し、GP 値の時空間変化を解析した。図３にカイモグラフの一例を示す。 
 

 
図２：ZNCC を利用した GP 値の局所変化の可視化 

 
 

図３：任意領域の GP 値変化のカイモグラフ 
 
４．研究成果 
 
撮影した計 667 セット（51～55 時相/1 セット）のタイムラプス観察画像に対し、受容体周辺

領域の検出、GP 値の計測、時空間変化の可視化を実施した。その結果を研究協力者と解析した
ところ、インスリン受容体を取り巻く局所環境の膜流動性は、インスリン刺激時に増加すること
が明らかになった。さらに、インスリン受容体の局所的な膜環境は非常に動的で不均一であるこ
とが分かった。これらは、インスリン受容体が一般的な原形質膜とは異なる局所膜環境を持って
いることを示唆している。得られた成果を現在投稿中である。 
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