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研究成果の概要（和文）：複数の時間スケールで生じる適応的、振動的な細胞応答について細胞

性粘菌の cAMP 刺激にたいする細胞内 cAMP の一過的な上昇を題材にとり、定量的な解析を

おこなった。早い最初のピークが相対変化検出をおこない、絶対濃度にたいして変化した出力

であり、かつ周波数応答性をもつのにたいし、後者は絶対濃度に依存すること、また前者が受

容体レベルの修飾に依存するのにたいし、後者はアクチン重合を介したフィードバックによる

ことを明らかにした。以上の性質と細胞間シグナリングの頑強性について考察した。 

 
研究成果の概要（英文）：Adaptive and oscillatory response consisting of multiple time-scales 

was analyzed by taking an example from cAMP-induced cAMP relay-response in 

Dictyostelium.  Based on quantitative live-cell imaging analysis, we found that the first 

peak can be considered as an output from a module that realizes fold-change detection.  

The prolonged response on the other hand depends on the absolute concentration of 

extracellular cAMP and appears to be dependent on F-actin mediated feedaback.  We 

discussed the relationship between these observed properties and robustness of cell-cell 

signaling. 
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１．研究開始当初の背景 

 

外部からの刺激に対する細胞の応答は、閾
値以上の刺激に対して一過的に生じる（興
奮性）。外部因子の濃度の絶対値だけでなく、
それが時間的に空間的にいかに変化してい
るか、また過去の履歴などによって応答は

変化する。例えば、細胞への外部入力が維
持されているにも関わらず、入力への感受
性や、回路からの出力が刺激入力前の状態
に戻る性質は適応(adaptation)と呼ばれて
いる。こうした現象は、バクテリアの走化
性、動物細胞のカルシウムや MAP キナー
ゼ活性、粘菌や白血球などのアメーバ状細
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胞の走化性、酵母の浸透圧調節、視覚の暗
順応など、広範囲の対象でみられる。多く
の場合、外部入力から応答にいたるまでの
生化学反応の経路は、フィードバックとフ
ィードフォワード回路がモジュールをなし、
いくつもの階層を形成している。こうした
モジュールが複数つながることで、入出力
関係の感受性やダイナミックレンジが変形
されるだけでなく、各々のフィードバック
に固有の時間スケールで適応的現象、多重
安定性、振動性が出現することが数理的に
予想されていた。 
 

 

２．研究の目的 

細胞内の生化学ネットワークにおいて、フィ
ードバック、フィードフォワード回路が複数
組み合わされることによって、外部入力に含
まれる特定の成分の情報（相対的な濃度変化、
周期性など）がいかに選択され、入力に応じ
た多様な出力が実現されているかを検証す
る。具体的に、粘菌細胞のサイクリック AMP

シグナル系を例にとり、様々な変異株にたい
してライブセルイメージングによる解析を
行う。詳細な数理モデルから予測される振る
舞いについて、実験からの検討を行い、ネッ
トワークの構造を検証し、それらの機能を特
徴づける。得られた知見から、モジュールの
組み合わせ方によって発現する機能につい
て、一般的な理論を展開する。 

 

３．研究の方法 

 
細胞性粘菌の cAMP シグナルの経路とそのダ
イナミクスについて、実験と数理モデルによ
る検証の両面から解析を進める。FRETを利用
した計測系により、細胞外の cAMP 濃度の時
間および空間的な変化を自在に操りながら、
遺伝子改変を加えた様々な株について、生き
た細胞における細胞内 cAMP の応答を追跡す
る。具体的には、隔離した細胞性粘菌にたい
して、灌流系を用いて細胞外 cAMP の濃度を
制御する実験の測定と解析方法の概要を述
べ、続いて cAMP 刺激にたいして細胞内 cAMP

が一過的に上昇する応答について、蛍光共鳴
エネルギー移動（FRET）を利用した生細胞イ
メージングに基づく実験解析をおこなう。こ
れに加え、上流のモジュールの応答として膜
上のリン脂質やアクチン結合タンパクを同
時に可視化する。PIP3産生については、これ
と選択的に結合するタンパクドメインに蛍
光タンパクを融合させたプローブを、アクチ
ンについては、LimEのドメインの一部に RFP
を融合したものをプローブとして用いた。こ
れらを恒常的に細胞内で発現した株を作成
し、生細胞イメージング測定をおこなう。
PIP3 の現在予想している複雑なシグナル経
路について、理論的に予想される振る舞いと
実験結果を相互に照らし合わせながら、シス
テムレベルの理解を進める。 
 
４．研究成果 
 
持続的な cAMP刺激にたいする細胞内 cAMPの
一過的な上昇(cAMP リレー応答)の適応の仕
方を調べたところ、特に、細胞を一定時間非
ゼロの cAMP 濃度環境にさらした後に、細胞
外 cAMPをさらにそこから上昇させたところ、
一過的な細胞内 cAMP 上昇のピーク値が、細
胞外 cAMP 濃度の相対的な変化、具体的には
倍変化によって特徴づけられていることを
突き止めた（図１）。また。この特徴が、二
桁の絶対濃度領域にわたって、この検出が成
立していることを明らかにしている。さらに、
周期的な入力にたいしても、５−６分間隔の
周期的な相対的濃度変化にたいして、追従す
る（図２）ことから、実際の細胞集団でこの
ような特性がいかされている可能性を強く
示唆した（投稿論文準備中）。また、高濃度
刺激にたいしては、応答の波形が保存しない
ことから、別の経路が働いていることが疑わ
れた。 
  いくつかの薬剤などによる阻害実験を
おこなったところ、アクチン重合を阻害す

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 周期的な刺激も相対的な濃度変化に
よって追従する。６分周期にたいして同期
するのにたいして、２分周期では追従でき
ない。色は個々の細胞を示す。 

 

 

 

 

図１ cAMP 刺激による cAMP の一過的産生
は、相対的な濃度変化によって決まる。(a)
異なるバックグランド濃度にたいする応
答の例 (左) 100pM->1nM (右)1nM->3nM、 
(b)相対的濃度変化にたいする出力変化 

40 Chapter 3 Characterization of cAMP signaling responseat thesingle-cell level

Fig. 3.7 A schematic of the experimental setup. Here the cells are initially
exposed toapre-stimuluslevel (z0) of extracellular cAMP for lessthan 40minutes
and allowed to adapt to the stimulus. Then the extracellular cAMP is elevated
to a post-stimulus level z1(> z0) in a step-likemanner.
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Fig. 3.8 Representative time courses of cAMP signaling responses to relative
input changes. In each panel, three different cells are represented by different
colors. The stimulus levelswere changed at t = 0.
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Fig. 3.9 Dose responsecurvesof cAMP signaling response. The response inten-
sity is dictated by fold-change of the stimulus level (z1/z0), in that the curves
considerably overlaps irrespectiveof more than 10-fold difference in pre-stimulus
levels. The response intensity is defined as the maximum FRET index (ampli-
tude) within 5 minutes after the change in input stimuli. Median and quartile
are shown.

the response intensity is dictated by the fold-change of the stimulus level (S1/S0)
(Fig.3.9). The result means that cAMP signaling response followsWeber’s law – a
common feature observed in many sensory systems such as vision. The law states
that themaximal responseto a change in signal isdictated by the fold-changeof the
signal (for itsdefinition see figure1.7) [98].

3.3.2 AFCD property in the initial peak of cAMPsignaling response

Then weasked what about theproperty of fold-changedetection (FCD). FCD refers
toa responsewhoseentireshape, including itsamplitudeand duration, dependsonly
on fold change in input stimulus (for its definition see figure 1.7). By comparing
time series data, we found that the entire shape of cAMP signaling response does
not follow FCD (figure 3.8 and 3.11); the second or later peaks following the initial
peak in the response become more prominent as the absolute level of the stimulus
increases. For example, the responses to a step change from 1 nM to 10 nM (left
panel in figure3.11) showsmoreprominent second peak than theresponsesto a step
changefrom 100 pM to1 nM (left panel in figure3.8). Asmentioned above, thecells
showssustained responseat ∼100-nM extracellular cAMP or higher. Consistent with
thoseobservation, sustained responseswereobserved when thecells areexposed to a

a b
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るラトランキュリン処理によって、高濃度刺
激にたいする特徴的な持続的に応答が消滅
することを見出した（図３）。そこで、cAMP
の産生調整のシグナル上流にある PI3キナー
ゼによるホスファチジルイノシトール
(3,4,5)三リン酸(PIP3)の自発的発火につい
て解析したところ、それがアクチン重合を介
したフィードバックに依存していることを
見出した(論文①)。相対濃度検出がシグナル
経路のどの段階でおこなわれているか検証
したところ、少なくとも PIP3 の一過的な産
生も倍変化型検出によること、ただし、ダイ
ナミックレンジは cAMP のものより一桁ばか
り小さいことを示している。また、PIP3 は
cAMP の産生と走化性の方向検出の双方を調
整していることから、走化性の方向検出機構
について、これまでのモデルを改良するネッ
トワークトポロジーを提案した。またパスウ
ェイ解析をおこなう上で有用な薬剤を探索
したところ、カテキンとそのアナログが PI3
キナーゼ経路まわりを抑制する上で有用で
ある可能性を見出した（論文②）。 
  波形が濃度によって変形することにつ
いて、膜上の cAMP 受容体レベルの調節が聞
いているかについて検証した。リン酸化でき
ない変異型の cAMP 受容体について、ライブ
セル可視化法によって cAMP 応答を解析をす
すめ、野生型の受容体では出力が濃度に依存
しない特性を示すのにたいして、変異型では
濃度依存的に出力が増加することをつきと

めた。この変異体は、cAMPの上昇が自発的に
生じやすいことをこれまで明らかにしてい
たが、今それが細胞に内在性の AMPのパルス
発生の増大によるものでなく、増幅率の増加
によって細胞外に cAMP がたまりやすいこと
によっていること、出力波形を一定に保つ機
構が受容体レベルであることが示された（図
４;投稿論文 in revision）。一方で、出力や
振動を一定に保つ機構について,得られた相
対的濃度検出による特性によって、細胞密度
依存性が減り頑強性がますこと、細胞外 cAMP
を分解する酵素が cAMP 依存的に転写制御さ
れていることと、これによって cAMP が振動
しやすいパラメータ領域が広がることを明
らかにした（論文③）。 
  以上のことから、cAMPリレー応答を特徴
づける二つの時間スケールを遺伝学的、薬学
的に分離し、それぞれの情報処理特性につい
て当初目的とした知見の多くが得られた。そ
れぞれが、相対的な濃度、絶対的な濃度にた
いする出力を示すこと、前者が周波数応答性
をもち、後者が細胞の運動性（アクチン重合）
を中間入力として利用していることが明ら
かになったが、その生物学的機能については
今後の課題である。こうした性質がパスウェ
イの具体的な構成要素とどうつながってい
るのか、また細胞が情報として利用している
成分がどこであるのかについて、より詳細な
理解を得ることで、細胞の情報処理特性の一
般則が明らかになることが期待できる。 
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図３ 倍変化検出型を示さない、応答の持続
成分はアクチン重合によって阻害される。
(a) 500nM (b) 5uM LatA 処理。ともに 1uM 細
胞外 cAMP 刺激が点線の時間(t=5-25min)加
えられている。色は個々の細胞を示す。 

 

 

 

 

 

図４ cAMP リレー応答の出力を濃度の絶対
値によらずに一定に保つ機構は受容体のリ
ン酸化による。(a) (左) 野生型受容体を介
した応答 (右)リン酸化部位欠損型受容体
による応答。色は入力濃度を表す。(b)出力
の濃度依存性。 
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