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研究成果の概要（和文）：ERK 経路は極めて多彩な生命現象を制御する。このように同じ分子ネ

ットワークを用いて異なる作用を制御する点がシグナル伝達機構の本質的な特徴である｡例え

ば、PC12細胞では同じ ERK分子が一過性あるいは持続性に活性化することで、それぞれ細胞の

増殖あるいは分化という異なる細胞運命を導く。本研究では、ERK 経路のシステム生物学に関

して、ERK 経路による細胞の増殖と分化のスイッチ機構を、実験と数理モデルのどちらも踏ま

えてシステム生物学手法により解析を行った。まず、PC12細胞における NGFの刺激パターンに

よる分化応答の計測を行い、PC12 細胞の神経突起伸張過程は、およそ 12 時間の突起伸張準備

期間とその後の突起伸張期間にわけられることを見出した(プライミング現象)。このプライミ

ング現象にかかわるシグナル伝達経路の同定およびプライミング期間中に誘導される遺伝子の

同定を行った。突起伸張準備機構は、ERK の活性と転写活性を必要とし、突起伸張機構は、ERK

と PI3K の活性を必要とすることを見出した。PC12 細胞の神経細胞への分化は、時間的に分離

された、非連続的なプロセスにより誘導されることを初めて明らかにした（Chung, J. et al, 
2010）。以上から、突起伸張準備機構は、持続的 ERK活性化のデコーディング機構に該当すると

考えられ、関連遺伝子の同定を試みた。その結果、マイクロアレイ実験により、約 50 の遺伝子

が同定された。その内約 30 の遺伝子を、siRNA 実験により調べた結果、3つの遺伝子が突起伸

張に重要と思われた。これら遺伝子は持続的 ERK活性化に特異的に応答し、神経分化の初期過

程である、突起伸張準備にかかわると期待される。現在、これらの遺伝子群を応答としたモデ

ル化を行っている。また、遺伝子群の時間波形を取得している過程で手動を自動化することが

できる可能性が判明したため、ERK による下流の遺伝子群の時間波形計測を自動的に高速に計

測する手法を開発に成功した（Ozaki, Y. et al, 2010）。この計測手法を用いて ERKとその下

流の初期応答遺伝子群産物の時間波形を計測して、自己回帰モデルによる解析して、準備的に

時間情報コーディングメカニズムを明らかにしつつある。 

 
研究成果の概要（英文）：ERK signaling networks can regulate various cellular processes. 
One of the remarkable features of signaling networks is that the same signaling 
networks can regulate multiple cellular functions. In PC12 cells, EGF and NGF 
induces transient and sustained ERK activation, leading to cell proliferation and 
differentiation, respectively. In this study, we analyzed how ERK signaling networks 
can regulate cell proliferation and differentiation, depending on the distinct temporal 
activation patterns by use of systems biology approach. First, we tried to analyze the 
differentiation processes. We performed a discontinuous stimulation assay consisting 
of a first transient stimulation followed by an interval and then a second sustained 
stimulation and quantified the neurite extension level (Chung, J. et al, 2010). 
Consequently, we observed a timing-dependent action of NGF on cell differentiation, 
and discontinuous NGF stimulation similarly induced differentiation. The first 
stimulation did not induce neurite extension, whereas the second stimulation induced 
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fast neurite extension; therefore, the first stimulation is likely required as a prerequisite 
condition. These observations indicate that the action of NGF can be divided into two 
processes: an initial stimulation-driven latent process and a second stimulation-driven 
extension process. The latent process appears to require the activities of ERK and 
transcription, but not PI3K, whereas the extension-process requires the activities of 
ERK and PI3K, but not transcription. We screened the possible genes involved in the 
latent process, and identified 3 genes as a possible candidates. We developed a fully 
automatable assay technique, termed quantitative image cytometry, which integrates 
a quantitative immunostaining technique and a high precision image-processing 
algorithm for cell identification (Ozaki, Y. et al, 2010). With the aid of an automated 
sample preparation system, this device can quantify protein expression, 
phosphorylation and localization with subcellular resolution at one-minute intervals. 
We will investigate the signaling dynamics of the ERK pathway in PC12 cells, 
demonstrating using QIC. 
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１．研究開始当初の背景 
生命現象の究極的な理解には、それを制御す
る分子ネットワーク（シグナル伝達）の定量
的な理解が必須である。シグナル伝達は多数
の分子ネットワークから形成されている。こ
のシグナル伝達のメカニズムを明らかにす
るためには、文献情報に基づいたボトムアッ
プ的なシミュレーションモデル構築とカギ
となる細胞内の分子ダイナミクス計測を密
接にフィードバックさせるシステム生物学
的アプローチが必須である。このような手法
は、特に同じ分子や経路がなぜ異なる作用を
遂行できるかという問題に対して非常に強
力である。例えば、PC12 細胞では同じ ERK 分
子が一過性または持続性に活性化されるだ
けでそれぞれ細胞の増殖や分化といった異
なる細胞運命を制御できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シグナル伝達機構の多彩な機能
を解明する目的で、システム生物学的手法を
用いて、なぜ ERK分子が一過性と持続性に活
性化されるだけでそれぞれ細胞の増殖と分
化といった異なる応答を制御できるかを時

間情報コーディングの視点から解析する。細
胞の増殖と分化は、最終的には異なる遺伝子
セットが発現することにより制御されてい
る。しかし、細胞分化におけるメカニズムや
遺伝子セットについては不明である。本研究
では、これらの問題を明らかにする。さらに、
システム生物学的な手法を用いて時間情報
コーディングのメカニズムを明らかにする。
時間情報コーディングの解析には、定量性の
高いハイスループット解析手法が必須であ
る。本研究では計測手法の開発も行う。 
 
３．研究の方法 
PC12細胞のメカニズムについては、NGF 刺激
の非連続刺激を用いることにより、潜在的に
分離可能なプロセスを明らかにする。また、
分離可能なプロセスに分解した後、各シグナ
ル伝達経路や遺伝子発現について NGF以外の
刺激やさまざまな刺激パターンを解析する。
また、時系列解析については、定量性の高い
ハイスループット解析手法の開発を行う。シ
グナル伝達においてはリン酸化反応が重要
であるので、各分子のリン酸化を外乱を加え
ず定量的に高速に計測できる手法をロボッ



トによる自動化と、画像解析による定量化を
組み合わせて行う。 
 
４．研究成果 
PC12細胞における NGFの刺激パターンによる
分化応答の計測を行い、PC12 細胞の神経突起
伸張過程は、およそ 12 時間の突起伸張準備
期間とその後の突起伸張期間にわけられる
ことを昨年度見出している(プライミング現
象)。本年度は、プライミング現象にかかわ
るシグナル伝達経路の同定およびプライミ
ング期間中に誘導される遺伝子の同定を行
った。突起伸張準備機構は、ERK の活性と転
写活性を必要とし、突起伸張機構は、ERK と
PI3K の活性を必要とすることを見出した。
PC12細胞の神経細胞への分化は、時間的に分
離された、非連続的なプロセスにより誘導さ
れることを初めて明らかにした（Chung, J. 
et al, 2010）。以上から、突起伸張準備機構
は、持続的 ERK活性化のデコーディング機構
に該当すると考えられ、関連遺伝子の同定を
試みた。その結果、マイクロアレイ実験によ
り、約 50 の遺伝子が同定された。その内約
30の遺伝子を、siRNA実験により調べた結果、
3 つの遺伝子が突起伸張に重要と思われた。
これら遺伝子は持続的 ERK活性化に特異的に
応答し、神経分化の初期過程である、突起伸
張準備にかかわると期待される。 
また、自動化計測技術開発については、免疫
染色法に基づくシグナル伝達ネットワーク
の自動計測技術を実用化するために、画像解
析プログラムの改良および実験プロトコル
の最適化を行った。この結果、従来のウェス
タンプロット法と同等の定量性と再現性を
備え、かつサンプル調製からデータ解析まで
の操作をほぼ全自動で行う自動実験システ
ムの構築に成功した(Ozaki, Y. et al, 2010)。 
現在、本計測技術を用いて ERKの下流の遺伝
子群の応答のモデル化を試みている。 
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