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研究成果の概要（和文）：細胞の進行方向を決定するシグナル分子であるPtdIns(3,4,5)P3 (PIP3)が、PIP3の脱リン酸
化酵素であるPTENの細胞膜への局在化を抑制することを明らかにした。１分子イメージングデータの統計解析から、活
性状態のPTENはPIP3が結合すると脱リン酸化に伴い細胞膜から排除されることが分かった。不活性状態のPTENはより安
定に細胞膜に結合するが、PIP3レベルが上がると活性状態へ遷移することが分かった。これらのメカニズムによるポジ
ティブフィードバックを介してPIP3とPTENの相互排他的な分布が自己組織化的に生じ、細胞の自発運動を実現すると考
えられる。

研究成果の概要（英文）：PtdIns(3,4,5)P3-enriched domain on cell membrane directs cell migration. I have 
examined single-molecule behaviors of 3-phosphatase, PTEN, in living Dictyostelium discoideum cells. PTEN 
undergoes transitions among 3 states with different lateral diffusivities. Enzymatically active state is 
the moderate one. Dephosphorylation accompanies prompt membrane dissociation. An amount of the active 
state depends on transition from the slowest state. PtdIns(3,4,5)P3 suppresses this state, finally 
reducing the PTEN amount on the membrane. Thus, PtdIns(3,4,5)P3 excludes PTEN from the membrane, 
illustrating that the positive feedback causes spontaneous formation of the domain in random cell 
migration.

研究分野：生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の移動運動には前後極性の形成が伴
う。細胞が前進するためにはアクチンの重合
が前側で活性化される必要があり、これに先
立って活性化に関わるシグナル分子、例えば
イノシトールリン脂質 PI(3,4,5)P3が細胞膜上
で極性を形成する [Swaney et al. 2010]。この
極性は、走化性運動においては誘因物質の濃
度勾配の方向に従って形成され、自発運動に
おいてはランダムな方向に形成される[Arai 
et al. 2010]。従って、シグナル分子の極性は、
細胞外に空間的に非対称な刺激があって初
めて生じるのではなく、細胞内で起こる分子
間相互作用に基づいて自律的に形成される。
その過程ではどのような分子機構が働いて
いるのだろうか。ある分子が細胞膜上に存在
するとその周囲に同じ分子が存在しやすく
なるというポジティブフィードバック機構
が働くことが想像される。これにより、その
分子は細胞膜平面上で空間的な広がりをも
つドメイン状に存在することが可能となり、
非対称性を生む、すなわち極性を形成するこ
とができると考えられる。しかし、現在まで
こうしたポジティブフィードバック機構の
分子メカニズムが明らかにされた例はほと
んどない。これは、通常の顕微鏡法によって
シグナル分子の集団的振る舞いを観察する
のみでは、極性形成後の動態しか解析できな
いためだと考えられる。すなわち、シグナル
分子が細胞膜上で極性を形成する過程を
個々の分子の動態に基づいて明らかにする
必要がある。 
 PI(3,4,5)P3 のレベルは主にリン酸化酵素
PI3K と脱リン酸化酵素 PTEN によって制御
される。PTEN は細胞膜全体に局在化してい
るが PI(3,4,5)P3レベルの高い仮足からは排除
される。もし PI(3,4,5)P3が PTENの細胞膜結
合を抑制するような制御機構があるとすれ
ば、PI(3,4,5)P3の周囲に PI(3,4,5)P3が存在しや
すくなるというポジティブフィードバック
が成り立つだろう。そこで、本研究では、細
胞膜上での個々の PTEN分子の動態を解析す
ることにより、PTEN の細胞膜結合に対する
PI(3,4,5)P3 による抑制作用について検証しメ
カニズムを明らかにすることを計画した。 
 細胞性粘菌 Dictyostelium discoideumの生き
た細胞で１分子イメージングによって可視
化すると、PTENの細胞膜結合時間は平均 310 
msecであり、ダイナミックに細胞膜と細胞質
の間を行き来している[Vazquez et al. 2006]。
研究開始当初までに、PI(3,4,5)P3 を基質とし
て結合しない変異型 PTEN（PTENG129E）の野
生型細胞での１分子イメージングにより、多
状態反応モデルを得ていた[Matsuoka et al. 
2013]。すなわち、個々の PTENG129E 分子は、
一過的な細胞膜結合の間に拡散係数の異な
る３つの細胞膜結合状態（拡散係数の小さい
方から、安定結合状態、初期結合状態、弱結
合状態）をとりうる。このモデルにより、
PTEN が仮足の細胞膜から排除される過程で

は、仮足で安定結合状態が抑制されるために
細胞後部より結合頻度が低く解離速度が速
くなることがわかった。一方、ここで用いた
PTENは PI(3,4,5)P3を脱リン酸化しないため、
PTEN と PI(3,4,5)P3 との相互作用を介した
PI(3,4,5)P3 に対するポジティブフィードバッ
ク機構を理解するためには、野生型 PTENの
動態を説明するモデルへと拡張する必要が
あり、これを本研究の目標とした。 
 
２．研究の目的 
 細胞性粘菌の極性形成に関与する PTENに
着目し、ポジティブフィードバック機構の分
子メカニズムを解明する。このために、PTEN
の細胞膜上での動態を１分子顕微鏡法によ
って解析し、極性形成過程における細胞膜脂
質分子との相互作用を定量的に明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
 PTEN の細胞膜上での１分子動態を解析し、
PI(3,4,5)P3 との相互作用に依存した変化を定
量的に明らかにすることで、PI(3,4,5)P3 によ
る抑制作用について検証し分子メカニズム
を解明する。このため、（１）生きた細胞に
おいて細胞膜の PI(3,4,5)P3レベルを操作でき
る実験系を構築し、PI(3,4,5)P3 レベルをモニ
ターしながら PTENの細胞内局在を解析する
ことで、PI(3,4,5)P3が PTEN の細胞膜局在化
を抑制する可能性を検証した。（２）PI(3,4,5)P3

レベルの異なる細胞において、PTEN の１分
子イメージングと統計解析を行い、細胞膜に
結合してから解離するまでの状態変化を説
明する数理モデルを構築した。（３）酵素反
応に依存的・非依存的な制御機構を明らかに
するため、PI(3,4,5)P3 を脱リン酸化できない
PTENG129E についても同様の実験・解析を行
った。PI(3,4,5)P3 レベルの高低および脱リン
酸化活性の有無の計４つのモデルを比較し、
PI(3,4,5)P3による PTEN の抑制の分子メカニ
ズムを解析した。実験・解析の具体的方法を
個別に以下に記す。 
 
細胞性粘菌の培養 
 細胞性粘菌の増殖期の細胞は HL5 培地を
用いて 21℃において静置で培養した 
[Matsuoka et al., 2003]。プラスミドを導入した
各種遺伝子の恒常的発現細胞は、20 g/mL 
Geneticinあるいは 10 g/mL Blasticidinの存在
下で選択しクローン化したものを維持した。 
 
遺伝子発現プラスミドの作製 
 PI3-kinase 恒常的活性化のために、細胞性
粘菌の走化性運動において活性の大部分を
担うPI3K2のN末端に細胞膜への局在化を促
すシグナル配列を付加したコンストラクト
（myrPI3K2）を作製した。シグナル配列は、
chicken c-Src に由来する 16 アミノ酸
（MGSSKSKPKDPSQRRR）からなり、ミリ
ストイル化シグナルと塩基性アミノ酸のク



ラスターを含む。 
 PTENWT/G129E-Haloと PI(3,4,5)P3のプローブ
である PH-GFPの同時発現のためのプラスミ
ドは、２つのプラスミド（pDM344 および
pDM181）のマルチクローニングサイトにそ
れぞれ PTENWT/G129E-Haloおよび PH-GFPをク
ローニングした後、細胞性粘菌の染色体外プ
ラスミドとして機能する pDM181に pDM344
由来の PTENWT/G129E-Halo 発現カセットを融
合して作製した[Veltman et al., 2009]。 
 
細胞の調整 
 全ての実験は、細胞性粘菌の飢餓状態にあ
る細胞を用いて行った。培養した細胞をバッ
ファーに置換し21℃で4時間おくことで飢餓
状態の細胞を得た[Matsuoka et al., 2006]。また、
アクチン骨格に依存しないダイナミクスを
解析するため、5 M Latrunculin Aの存在下で
行った。 
 PTENWT/G129E のイメージングでは、飢餓処
理の最後の 30分間に蛍光標識反応を行った。
細胞に発現させた PTENWT/G129E-Halo を
tetramethylrhodamine (TMR)を共有結合した
Haloタグリガンドで標識した。共焦点イメー
ジングでは 5 M、１分子イメージングでは
10 nM以下のリガンド濃度で標識反応を行っ
た。 
  
細胞膜の PI(3,4,5)P3レベルの操作 
 高 PI(3,4,5)P3状態の細胞として、飢餓処理
を行った myrPI3K2 恒常的発現細胞を静止状
態においたものを使用した。この細胞に 40 
Mの LY294002を添加して 30分以上放置し
た状態を低 PI(3,4,5)P3状態とした。 
 
マルチカラー共焦点イメージング 
 生細胞における PTENWT/G129E-Halo+TMRお
よび PH-GFPのマルチカラー共焦点イメージ
ングは、Nikon A1システムを用いて行った。
飢餓状態の細胞を適当な細胞密度になるよ
う直径 35 mm のグラスボトムディッシュに
まいてバッファーで満たし、顕微鏡で観察し
た。 
 
１分子イメージング 
 生細胞を用いた PTENWT/G129E-Halo+TMRの
１分子イメージングは、対物レンズ型全反射
蛍光顕微鏡を用いて行った。飢餓状態の細胞
を適当な細胞密度になるように直径 25 mm
のカバーグラスにまき、厚さ 0.17 mmの 1 cm
角のアガロースシートをかぶせた。これをチ
ャンバーにセットして顕微鏡で観察し、分子
が細胞の底面側の細胞膜に結合する様子を
ビデオレート（毎秒 30 フレーム）で記録し
た。 
 
１分子動態の数理モデル構築 
 １分子の輝点の空間的な広がりを２次元
ガウス分布でフィッティングして位置を推
定し、分子が細胞膜に現れてから消えるまで

の位置の変化の軌跡を得た。観察された全て
の分子の軌跡データを元に、lifetime-diffusion
解析を行った[Matsuoka et al. 2009; Matsuoka 
2011]。これにより、固有の拡散係数によって
分子の状態を区別することで、細胞膜との間
の相互作用の違いによる多状態を統計的に
明らかにした。さらに、時系列データが示す
複数の統計的特徴に基づいて、多状態の間で
の遷移反応の有無を判別し、分子反応（細胞
膜結合・解離、多状態間遷移）を記述するス
キームを推定した。決定した反応スキームを
連立微分方程式によって数学的に記述し、解
となる方程式を算出した。この式によって１
分子時系列データを近似することで、各反応
の速度論的パラメータを定量化した。これに
より、各反応の速度定数を含めた多状態反応
モデルを構築した。 
 
４．研究成果 
（１）PI(3,4,5)P3は PTEN の細胞膜局在化を
抑制する 
 PTEN の細胞膜局在量の PI(3,4,5)P3レベル
に対する依存性を明らかにするため、生きた
細胞内で PI(3,4,5)P3レベルを変調する系を構
築し、PTEN の細胞膜局在量をイメージング
により定量化した。PI(3,4,5)P3 レベルをモニ
ターするのに用いる PH ドメインは、静止状
態にある野生型細胞では細胞質に局在する。
しかし、myrPI3K2 を過剰発現させると、細
胞膜全体に PH ドメインが局在する様子が観
察された。細胞膜での PI3K 活性が上昇した
ことで、恒常的に PI(3,4,5)P3レベルが上昇し
ていることを確認できた。この細胞では
PTENWT は主に細胞質に局在する様子が観察
された。PI(3,4,5)P3 レベルの低い野生型細胞
では PTENWTは細胞膜に局在することから、
PI(3,4,5)P3が PTENWTの細胞膜局在化を抑制
することが示唆された。実際、myrPI3K2 発
現細胞に 40 MのLY294002を添加して PI3K
活性を阻害すると、細胞膜上の PI(3,4,5)P3レ
ベルは低下し PTENWTは細胞質から細胞膜へ
と局在変化を示した。これらの結果から、
PI(3,4,5)P3が PTEN の細胞膜局在を抑制する
負の制御機構が存在することが分かった。
PI(3,4,5)P3と PTEN の相互排他的な局在を形
成する過程でポジティブフィードバックが
働く可能性が示唆された。 
   
（２）PTEN は PI(3,4,5)P3を脱リン酸化する
と速やかに細胞膜から解離する 
 PI(3,4,5)P3が PTEN の細胞膜局在化を抑制
する機構を分子レベルで明らかにするため
に、（１）で用いた PI(3,4,5)P3レベルの高低の
２条件で PTENWTの１分子イメージングを行
った。まず、細胞膜結合時間を１分子ごとに
計測し頻度分布を作成した。最頻値を比較す
ると、PI(3,4,5)P3 レベルが低い場合には 100 
msecであるのに対し、高い場合には 66 msec
であった。つまり、細胞膜に結合してからお
よそ 66 msecの間に PI(3,4,5)P3を結合して脱



リン酸化し、細胞膜から解離すると言える。
平均値を比較すると、PI(3,4,5)P3 レベルが低
いと 440 msec であるのに対し、高いと 340 
msecであった。PI(3,4,5)P3は、PTENWTの個々
の分子レベルで細胞膜結合時間を短くする
ことによって、分子集団レベルでの細胞膜局
在化を抑制することが分かった。 
 次に、細胞膜に結合している間にどのよう
に拡散運動するかを解析した。まず、PTEN
分子が 33 msec間に移動した距離を網羅的に
計測して頻度分布を作成し、拡散方程式によ
って近似した。その結果、PTENWT は細胞膜
上で拡散係数の異なる３つの状態をとるこ
とが分かった。拡散係数は PI(3,4,5)P3レベル
の高低によらず 0.01, 0.04~0.05, 0.49~0.51 
m2/sec であった。次に、細胞膜に結合して
から任意の時間が経過した分子に注目し、次
の 33 msec間に移動した距離の頻度分布を同
様に解析した。細胞膜に結合した瞬間からの
33 msec間では、PI(3,4,5)P3レベルが高い細胞
で 91%の分子が拡散係数の中庸な初期結合
状態をとることが分かった。したがって、こ
の状態が酵素として活性のある状態である
と推測される。一方、時間の経過に伴いこの
割合は変化し、結合してから 500 msec以降は
３つの状態が同じ割合で存在し続けること
が分かった。この結果は、細胞膜に結合した
PTEN 分子が３つの拡散係数の異なる状態の
間を遷移することを示している。 

   図 PTENの多状態反応スキーム 
 
 これらの結果に基づき、状態間遷移反応、
酵素反応、細胞膜解離反応からなる分子反応
モデルを構築した（図）。各状態をとる確率
の時間変化を説明する連立微分方程式によ
ってモデルを数学的に記述し、解析的にこの
解を得た。これを用いて上述の実験・解析結
果を近似することで、全反応パラメータを推
定することができた。結果として、PTEN は
初期結合状態(E*)にあるとき PI(3,4,5)P3 の脱
リン酸化反応を触媒し、これには細胞膜解離
速度定数の上昇が伴うことが分かった。反応
後は反応前より細胞膜結合が不安定になり、
速やかに細胞質へ移行すると考えられる。ま
た、拡散係数の最も小さい安定結合状態(Es)
にあるときに細胞膜解離速度定数が最も小
さく、安定に細胞膜に結合していた。不活性
状態の分子を細胞膜上に保持しておくプー

ルの役割を果たすと考えられる。PI(3,4,5)P3

レベルが高いとこの状態が抑制されて活性
状態へと遷移し、結果として細胞膜から解離
しやすくなることが分かった。PTEN は 1 分
子の PI(3,4,5)P3を脱リン酸化すると細胞質へ
移行するため、細胞膜上のプールを使い果た
すほどに PI(3,4,5)P3レベルが上昇すると細胞
膜から PTEN を排除することとなり、
PI(3,4,5)P3と PTEN の排他的局在が安定に形
成されるポジティブフィードバックを生む
と考えられる。 
 
（３）脱リン酸化活性に依らず PI(3,4,5)P3が
PTEN の細胞膜局在化を抑制する経路が存在
する 
  PI(3,4,5)P3による PTENの抑制機構の酵素
活性依存性についてさらに検証するために、
同様の実験と解析を PI(3,4,5)P3を基質として
結合できない変異型である PTENG129Eに対し
ても行った。まず、細胞膜局在量の PI(3,4,5)P3

レベル依存性を解析した結果、PTENWT と比
べて程度は小さいものの、PI(3,4,5)P3 レベル
が高いと細胞膜局在量が低下することが分
かった。次に、１分子の細胞膜結合時間を計
測した結果、PI(3,4,5)P3 によって短縮される
ことが分かった。ただし、最頻値および平均
値は PI(3,4,5)P3レベルの高低によらずそれぞ
れ 100 msecおよび 440 msecであり、平均値
に表れない程度にわずかに細胞膜から解離
しやすくなる程度であった。多状態反応スキ
ームの各反応パラメータを比較すると、
PTENG129E は酵素活性がないため PI(3,4,5)P3

の脱リン酸化による解離の促進は見られな
かったが、細胞膜上のプールに対する抑制が
存在することが分かった。これらの結果から、
PI(3,4,5)P3は、酵素−基質複合体形成に依存し
て細胞膜結合を不安定化する機構と、酵素−
基質複合体形成に関係なく安定結合状態(Es)
を抑制する機構の少なくとも２通りの機構
で PTENの細胞膜からの解離を促進しており、
結果として PI(3,4,5)P3高濃度下で PTENの細
胞膜局在量が減少すると考えられる。 
 
 以上により、細胞の極性形成におけるポジ
ティブフィードバックの存在を示すことが
でき、その分子レベルのメカニズムを明らか
にすることができた。ポジティブフィードバ
ックを含むシステムにおいて、分子間で起こ
る制御の因果関係を明らかにするためには
原因となる分子を操作する技術が必要であ
るが、世界的に見てこうした研究はまだ少な
い。さらに、分子メカニズムを解明するため
に１分子イメージングと組み合わせた研究
は前例がない。分子反応ネットワークの動態
を明らかにするためのポストゲノム研究に
おいて先駆的な研究となると予想される。本
研究において明らかにした PTENの多状態に
対して、さらに細胞骨格や誘引物質からの制
御機構を解明することで、自発運動や走化性
運動における PTENの多状態遷移の役割につ



いての理解を深められるだろう。 
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