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研究成果の概要（和文）：細胞は、細胞外刺激の時系列に埋め込まれている様々な情報を、いくつものシグナル
経路を利用して選択的に処理していると考えられる。複雑かつ時々刻々と変化する環境情報から、細胞がいかに
臨機応変な情報処理をおこなえているかの理解を目的として、細胞性粘菌の細胞運動についての、細胞内シグナ
ル因子の局在や活性を、高精度の時空間系列データを取得し、加えて、微小流路観察系を用いた誘因物質濃度の
時空間的制御によって、様々な入力刺激にたいする、応答パターンを特徴づけた。その結果、シグナル伝達経路
の上流と下流の間の関係に、倍変化応答、適応性、 時間応答についてのフィルター特性などが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：The project aimed at analyzing and understanding how extracellular signals 
of various spatio-temporal complexies are encoded at the level of signal transduction pathways.  We 
employed Dictyostelium cell migration as a test case to quantitatively measure, based on live-cell 
confocal fluorescence imaging, the relationship between the spatio-temporal profiles of 
extracellular ligand versus several of the major signaling components that are important in 
determining their migratory behaviors.  We found several key important properties such as 
fold-change dependency, adaptation, rectification in the input-output relations.

研究分野： 細胞生物物理学
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１． 研究開始当初の背景 
 

細胞が受け取る外部シグナルは、２値的なデ
ジタル信号ではなくて、様々な情報を含んだ
アナログ信号である。そのような複雑かつ
時々刻々と変化する環境情報から、状況に合
わせた適切な応答を出力する臨機応変な情
報処理メカニズムを細胞は有していると考
えられる。外部刺激と細胞のシグナル伝達経
路は 1刺激 1伝達経路といった線形の関係に
なく、刺激の時系列に埋め込まれている様々
な情報を、いくつもの経路を利用して選択的
に処理していることが明らかになりつつあ
る。しかしながら、並列的な経路をもつ細胞
内シグナル伝達のデータ取得方法や、汎用的
かつ客観的なデータ解析手法が確立してい
るとは言い難く、細胞の並列的情報処理メカ
ニズムの多くが謎に包まれている。 
 
２．研究の目的 
 
時々刻々と変化する複雑な環境情報に対し
て臨機応変な出力を生み出す細胞の情報処
理特性を明らかにする。真核細胞の走化性シ
グナル伝達を例にとり、微細加工流路による
外部入力制御と１細胞イメージングから高
精度の時空間系列データを取得する。得られ
たデータに対して情報理論的、統計的解析を
おこない、走化性誘因物質濃度のどのような
側面(濃度差、周波数、平均値、ゆらぎなど)
が、どの伝達経路に選択的に埋め込まれてい
るのかを特徴付ける。生化学反応ネットワー
クの汎用的なデータ取得方法と情報処理の
効率や冗長性、情報の流れを特徴づける普遍
的解析手法の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
	
１細胞のライブイメージングによりシグナ
ル伝達の各経路についての高精度の時空間
系列データを取得する。そのために、微小流
路観察系を用い、誘因物質濃度を高い精度で
時空間的に制御し、様々な入力刺激を実現し
た。具体的には、微小流路にバッファーと
cAMP 溶液を二股チャンネルからそれぞれ送
液して層流を形成し、拡散によって 2層流の
境界に cAMP 濃度勾配を作成する。同時に、
共焦点蛍光顕微鏡下におけるタイムラプス
測定によって、伝達経路の上流と下流にあた
る因子の局在や活性の変動を、高い時間空間
分解能で同時追跡する。このために、これま
で我々が解析してきた経路についての可視
化プローブに加えて、新規のプローブも作成
する。得られたデータに対して、シグナルの
相関を数値化し、走化性運動制御の理解、ま
た未知のシグナル経路の推定に役立てる。	
	
４．研究成果	
	
活性型 Ras に選択的に結合するヒトの Raf-1

タンパク質の Ras 結合ドメイン(RBD)に赤色
蛍光タンパク質 RFP を融合させたもの、なら
びに、アクチン結合ペプチドに GFP を融合さ
せたRFPRaf-1RBDの両方を共発現させた細胞
を作成した。また、Ras と下流のアクチン重
合を同時測定するために、これまで利用して
きた LimEΔコイルにかわり、酵母のアクチン
結合部位由来のLifeAct蛍光プローブの導入
をおこなった。	 加えて、Rac 活性のプロー
ブとして PakBCRIB-GFP ドメイン、PIP3 のプ
ローブとして PHドメイン-GFP、Scar/WAVE 複
合体の活性化のプローブとして HSPC300-GFP
を採用し、これらと蛍光タンパクを有効した
ものととlifeact-RFPを同時発現する細胞を
作成した。また、３波長以上の同時測定を可
能にするため、青色蛍光分子 ATTO425 を cAMP
溶液と混合し、細胞外 cAMP 濃度の指標とす
る手法の開発、近赤外側に蛍光波長をもつ蛍
光タンパク、およびそれを可視化するための
光学系の導入をおこなった。	
細胞外cAMPの濃度を時間と空間で自在に

変更できる微小流路をもちいて制御し、
RBD-FP の可視化から、Ras の一過的な活性化
（膜局在）を測定した。その結果、細胞外 cAMP
の絶対濃度にたいして、Ras の活性化のピー
ク値が変化すること、またマイクロモル濃度
領域では、適応後の Ras 活性が元のレベルに
まで戻らず、細胞外 cAMP の絶対濃度に依存
する形で上昇することがわかった。この不完
全な適応の度合いと細胞外 cAMP	との間の関
係を解析したところ、シグモイド的な入出力
関係を示し、かつその EC50 は、数µMと、cAMP
レセプターのリン酸化が示す入出力関係に
近い関係をもっていた。また Ras	の下流にあ
る PI3 キナーゼ活性を、PIP3 に選択性の高い
PH ドメインと蛍光タンパクによって可視化
し、これと cAMP 濃度変化、下流の細胞質 cAMP
濃度変化をFRETで同時測定した。その結果、
これらの経路は細胞外 cAMP の相対濃度にた
いして同様の一過的応答をしめすことがわ
かった。また、この倍変化型の応答特性は、
細胞外 cAMP を周期的な進行波刺激として与
えた際にもみられ、細胞性粘菌の集合時の
cAMP 波の頑強性と関係していることが強く
示唆された。	
また、細胞運動については、細胞外 cAMP

濃度、活性型 Ras と F-actin、もしくは活性
型 Rac と F-actin の時空間変動を 3波長で経
時的に共焦点顕微鏡によって測定し、その詳
細を定量的に解析した。その結果、ある一定
の条件においては、細胞の運動やアクチンと
の連動はRas 活性よりも Racの方が強いこと
が明らかになった。勾配反転地の相対濃度変
化と応答との関係をより定量的に解析した。
その結果、平均的に濃度が上昇している場合
と、濃度が減少している場合で、応答の特徴
にバイアスがかかっていることが明らかに
なった。また、空間的に一様な cAMP の時間
変動への Rac の応答を測定した結果、これま
でに当方が報告している Ras の応答とは、適



応性と濃度依存性について異なる特性をも
っていることが明らかになった。さらにチャ
ンバーの天井高を工夫することで、Rac の上
流 の Scar/WAVE 複 合 体 の 活 性 化 を
HSPC300-GFP の局在によって可視化し、これ
がF-actinの生成のタイミングの場所と極め
て高い相関を示していることが明らかにな
った。こうした解析から細胞運動の多因子要
因をいかに紐解くかについて、多くの手がか
りが得られていおり、体系的な解析への今後
発展が期待される。	
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