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研究課題別評価 

 

１．研究課題名：細胞内１分子測定で見る増殖と分化の情報 

 

２．研究者氏名：佐甲 靖志 

   グループメンバー：一之瀬 純也 （研究期間：H12.10.1.～H15.9.30.） 

              森松 美紀（研究期間：H13.4.1.～H15.9.30.） 

 

３．研究の狙い：  

発生・老化の過程で根本的に重要な細胞レベルのタイムプログラムは増殖と分化である。この

両者は細胞の運命決定としては正反対の現象であるが、細胞内分子過程には密接な関係があり、

たとえば上皮成長因子(EGF)による増殖と神経成長因子(NGF)による分化のプログラムは、ほとん

ど共通の細胞内情報伝達回路によって担われている。したがってプログラム制御のしくみを解明

するには、この回路における増殖と分化それぞれの情報処理反応を定量的に解析しなければな

らない。本研究はこれを目的としておこなった。 

我々の開発した細胞内１分子測定法を用いて、情報処理の要であるチロシンリン酸化酵素 EGF

受容体および NGF 受容体と、低分子量 GTPase Ras の反応ダイナミクスを１分子計測する。同時

に、細胞のカルシウム応答、軸索伸長および細胞質の Raf1 の細胞膜への局在変化などを出力と

捉えて、情報回路の大局的な応答特性を測定することを具体的目標とした。 

長期的には、両者の結果を、分子の反応と回路の反応の動的相補性という観点から統合する

ことによって、増殖と分化それぞれの情報処理の特性を明らかにすることを目指していた。 

 

４．研究結果： 

（１）細胞内１分子計測法の開発・改良 

複数分子種を同時観察するために、１分子蛍光顕微鏡を多色化した。２色同時観察によって受

容体の活性化や、分子間相互作用の検出などを行った。３色同時観察を可能にする装置まで製

作した。 

細胞表面など凹凸を持った試料をむらなく観察するための光学系を考案した（上村他特許出願

中）。細胞表面への情報分子の結合数計測などに利用できる。 

蛍光１分子観察と落射蛍光観察を同時におこなう顕微鏡を開発した。情報分子の結合の１分子計

測と細胞内カルシウム応答の同時観察が可能になった。(Sako and Uyemura, 2002) 

セミ・インタクト細胞技術と１分子観察技術を最適化し、細胞構造を保ったままで、情報分子間の

結合・解離反応速度を解析する方法を開発した。（東大・総合文化、村田昌之氏との共同研究； 

Sako et al., 2003） 

細胞内での１分子動態（分子数、分子密度、拡散速度、会合状態、結合時間など）の計測をより

正確、かつ高速・自動化するためのソフトウェア開発をおこなった。（阪大・生命機能、渡邊朋信、

小塚淳氏との共同開発； Hibino et al., 2003） 

細胞に安定した局所的刺激、濃度勾配刺激を与える方法を開発した。NGF による細胞伸長反

応の解析に利用した。（柴田ら学会発表） 

（２）EGF 受容体の１分子反応計測 

EGF 受容体の活性化増幅・伝搬反応の分子機構の解析：受容体の活性化の１分子計測により、
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個々の EGF 結合部位での活性化受容体分子数の増加、細胞膜全体の活性化部位数の増加とい

う２種の信号増幅が起ることが示された。この増幅過程は膜受容体の動的組織化（クラスター化）

と熱ゆらぎによる膜上での速報拡散運動を利用して起こることが分かった。また、活性化の速度

は細胞膜上で局所により大きく異なっており、受容体分子の活性が分子毎に多様であることが分

かった。活性化が受容体分子間の相互作用で増幅・伝搬することから、増幅率は細胞膜の受容

体密度に依存すると考えられる。従来の実験に使用してきた A431 細胞は細胞当たり3x106 個の

受容体分子を持つ。5x105 個（A431 の 1/60）の受容体を持つHeLa 細胞で受容体の活性化を計測

したところ、生細胞では活性化増幅が観察されなかった。しかし、セミ・インタクト化して細胞質を流

出させた細胞で計測を行ったところ、HeLa においても活性化増幅が起こり、細胞当たりほぼ同一

の EGF 結合数で比較した増幅率は A431 細胞と同程度であった。生細胞とセミ・インタクト細胞の

違いは、細胞質の脱リン酸化酵素の有無に依ると考えられ、活性化の増幅率は、受容体密度と

逆反応速度のバランスにより決定されていると思われる。また、EGF が結合した受容体の内、活

性化しているものは約 30%に過ぎないこと、この 30%に由来する活性化が約 10 倍に増幅されてい

ることが明らかになった。以上の結果をまとめた論文を執筆中である。(Ichinose et al., 投稿準備

中) 

EGF 受容体とSH2 蛋白質の相互作用キネティクスの細胞内計測：リン酸化されたEGF 受容体

は Shc, Grb2, c-Cbl, PLC?など SH2 蛋白質と相互作用し、情報処理を行う。活性化型受容体と

mSos1(Rasの Guanine nucleotide exchange factor)を繋ぐアダプター蛋白質 Grb2 との分子間相互

作用の１分子可視化計測を行った。蛍光色素(Cy5)で標識した EGF でセミ・インタクト細胞中の

EGF/EGFR複合体の位置を１分子検出し、リコンビナント精製してN-末端を蛍光色素(Cy3)で標識

した Grb2 との結合・解離を観察した。両蛍光色素の共局在の時系列変化から、EGFR とGrb2 と

の結合速度定数、解離速度定数を求めることができた。両方向の反応とも複数の速度成分を持

つことが明らかになった。各成分の重み付き平均から推定した平衡状態の解離定数は、従来受

容体の断片を用いてin vitro計測された解離定数とほぼ一致した。連続した２回の結合・解離反応

時間の相関関係を解析し、複数の反応様式が、各回の反応毎にランダムに選択されていることが

明らかになり、情報伝達が複雑な相互作用変化によって制御されている可能性が示唆された。

EGFR とGrb2 の認識反応が受容体蛋白質全長が正しく細胞膜構造に保持されたままで計測され

たことは初めてであり、反応速度定数は従来の in vitro 計測においても求められていなかった。今

回の１分子計測による分子間相互作用パラメータ計測法は、細胞内分子システム研究の重要な

技術となり得る。（森松他、学会発表） 

（３）NGF 受容体の１分子反応計測 

蛍光 NGF の１分子観察によって、神経成長円錐での NGF/NGF 受容体複合体の形成と運動を

解析した。複合体は、極めて速い拡散運動、成長円錐基部へ向けた方向性輸送など、いくつかの

モードで複雑に運動することが分かった。(都立臨床研、原田慶恵氏ら、産総研関西、田口隆久氏

らとの共同研究；谷ら学会発表） 

NGF は TrkA, p75 の２種の受容体を持つ。p75-GFP をPC12 細胞に発現させ、１分子運動解析

を行った。NGF の添加によって、不動成分が 5%から 15%に増加するとともに、可動性分の拡散係

数は約２倍に増加すること、すなわち NGF による受容体の運動様式の分化が観察された。(由井

ら学会発表) 

（４）Ras, Rho family の反応計測 

Ras, Raf1 の１分子計測：Ras は EGF, NGF の下流で共通に働く低分子量 GTPase であり、Ras
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の活性化は細胞質の Raf1 を細胞膜へ局在変化させることによって Raf1 のリン酸化による活性化

を促す。HeLa 細胞にGFP, YFP を融合したRas, Raf1 を発現させることにより、EGF によるRaf1 の

局在変化を可視化し、また、Ras, Raf1 の細胞膜における挙動を１分子計測した。EGF の結合が細

胞膜全体でほぼ均一に起こり、数分後には EGF の細胞内取り込みが起こるのに対し、Ras, Raf1

の相互作用部位は空間的に不均一であり、また、Ras の存在するすべての場所に Raf1 が結合す

る訳ではないこと、Ras, Raf1 の相互作用が、局所的には生化学的に計測されていたよりも数倍長

く持続し、そのような部位から細胞の形態変化が起こること、長期的な相互作用部位に置いても

個々の Raf1 分子は細胞質と細胞膜の間で常に交換されていること、Raf1 の膜滞在時間には２つ

の成分があり、その一方は長期集積部位のみに限られていることなどを明らかにした。これらは、

Ras の活性化と分子認識が細胞内の時間・空間特異的に制御されていることを示唆している。

(Hibino et al., 2003) 

Rho, Rac は Ras の下流で働き、細胞の伸展、収縮運動を制御する情報分子である。細胞内で

Rho の活性化(GTP 結合)を可視化計測するために、YFP-Rho と蛍光GTP の結合を蛍光共鳴エネ

ルギー移動により画像化する方法を開発した。PC12 細胞を NGF 刺激すると、細胞-基質間接着

部位にGTP-Rhoが濃縮することを発見した。一方、GTP-Rac は葉状仮足やその他の細胞膜に集

積した（Murai et al., 2003; Miyauchi et al., 投稿中）。 

（５）細胞内カルシウム応答 

HeLa 細胞においてカルシウム応答とEGF の結合数の関係を測定した。細胞集団のうち半数の

細胞にカルシウム応答を引き起こすEGF 結合数（応答率 50%）は 300 分子であり、このとき100 分

子は単量体として、残りの 200 分子は多量体として受容体に結合した。応答率は多量体の結合数

と比例関係があった。通常の HeLa 細胞は 5x104 程度の EGF 受容体を持つが EGF の連続投与に

よるdown regulation で細胞当たり104 まで受容対数を減らしてもEGF 結合数当たりの応答率はほ

とんど変化しなかった。いずれの場合もEGF 結合数の減少とともに反応開始時間は遅延したが、

その後の反応の大きさは EGF 結合数によらず、EGF 受容体によって活性化されたPLC?の反応に

よるIP3 の蓄積をまって、それ以降の反応は on/off 的に進行することが分かった。(Uyemura et al., 

投稿準備中） 

（６）NGF による軸策伸長 

神経伸長モデルとしてPC12D細胞のNGF による突起伸長を使い、神経突起の形成部位決定と

伸長機構を明らかにするために、細胞周辺部の運動と突起伸長の関係を計測した。NGF 添加後

数分で広く細胞周囲に葉状仮足の形成が起こり、１時間後には１～数本の軸索様突起が伸長す

る。将来的に突起伸長が起こる部位においては、NGF 添加 5-15 分後の葉状仮足の伸展収縮運

動周期が有意に短縮していた。これに対し、伸展および収縮の速度と継続時間は部位による差

が認められなかった。すなわち、伸展収縮１周期あたりの伸長は、細胞周囲のどこでも均一であ

るが、将来的な伸長部位では運動周期の短縮により、他の部位よりも速い伸長がおこる。伸長に

は伸展収縮のダイナミクスが重要であり、伸展運動が一方的に促進されるのでは無いことが分か

った。（柴田ら、学会発表）NGF による運動周期短縮の分子機構を研究するため、蛍光 NGF の１

分子観察により、NGF 入力と伸展収縮運動変化の関係を計測している。 

（７）その他 

細胞性粘菌の走化性応答反応の計測（さきがけ上田昌宏氏との共同研究）：細胞性粘菌の

cAMP による走化性応答反応において、cAMP と受容体の解離速度を１分子計測し、細胞の前後

軸に沿って前端では解離速度が速く、後端で遅いことを発見した。分子の結合密度に空間的差違
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はないが、反応速度を制御することによって前後軸の形成、運動方向の安定化が図られているこ

とを明らかにした。（Ueda et al., 2001） 

   CD44 の会合体形成によるRac の活性化計測（阪大医・村井稔幸氏との共同研究）：CD44 の会

合がCD44細胞外部位の切断を通してがん細胞の運動、浸潤を起こす過程において、Rac の活性

化が起こることを蛍光共鳴エネルギー移動法によって計測した。(Murai et al., 2003) 

細胞性粘菌のミオシンフィラメントの動態解析（山口大・理、祐村恵彦氏との共同研究）：走化性

応答、細胞分裂中の細胞内でミオシンＩＩのフィラメントの動態を観察している。空間的に制御され

たミオシンモノマーとフィラメントの動的平衡によってフィラメントの細胞内局在が起こることなどが

明らかになりつつある。（祐村他、学会発表） 

その他、阪大・医、神戸大・理、九大・医、東レリサーチセンターとの共同研究が進行中である。 

 

５．自己評価： 

細胞内１分子計測法をはじめとする顕微計測法に関しては、かなりの進展があり、分子数、分

布、動態、リン酸化等の修飾、分子間相互作用などを計測することが可能になった。すなわち、今

や、細胞内情報処理システムの反応素過程のほとんどを定量することが原理的に可能である。 

 これらの方法を利用して、分子素子として情報処理システムの要である細胞膜受容体(EGFR, 

NGFR)と低分子量 GTPases (Ras, Rho family)の動態・反応を計測した。EGFR に関しては、分子の

システム化を利用した活性化、分子認識など、情報処理反応のかなりの部分を明らかにすること

ができ、現在論文を準備している。GTPase の分子動態、分子認識にも１分子レベルでの反応の

空間的多様性などをみることができた。NGF 受容体(TrkA, p75)は発現系構築の難しさからEGF 受

容体ほど研究が進展しなかったが、p75 の１分子動態計測など、徐々に結果が出始めている。以

上のように、分子素子の反応計測に関しては相当の進展があった。 

  分子システムの反応としては、細胞のカルシウム応答システムの EGF 入力に対する応答関数を

求めた。また、神経細胞分化にともなう形態変化を定量し突起形成との関係を計測した。結果をと

りまとめているところであるが、細胞反応の研究に定量性という視点を導入できるものと期待して

いる。 

以上のように、分子素子、分子システムの反応計測ともに一定の成果を得ることができたが、

多くの反応素過程を含む複雑な反応システムを対象としているため、決定すべきパラメータはま

だ多数存在する。また、分子システムの入出力関係の計測もある程度可能になったが、素子の反

応を闇雲に計測すればシステムの応答特性を説明できるというものではない。素子とシステムと

いう２つの階層をどのように結びつけて全体を理解するかが問題である。残念ながら、この問題に

あまり踏み込むことができなかったが、以下の２つのアプローチを開始した。ひとつはセミインタク

ト細胞技術を利用した情報処理システムの再構成系の構築である。要素数を最小にし、かつ要素

濃度を自由に制御して反応計測を行い、これを分子ネットワークシミュレーションと比較検討する

ことを計画している。また、個々の反応の詳細に拘泥することなく、一般論として分子システム、情

報処理の原理を解明することが基礎生物学としては最重要であると考える。この線に沿って、複

雑系物理学との融合を目指して広島大・柴田達夫、東京大・金子邦彦氏らと定期的に意見交換を

行っている。 

本研究の進展につれて明らかになってきたことは 、分子、分子システム、細胞レベルいずれに

おいても、細胞情報処理反応には大きな多様性とゆらぎがあることである。分子反応の多様性や

ゆらぎが情報処理に利用されているのか否か。細胞反応の多様性、ゆらぎがどのような法則で推
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移するのかを研究することが今後の課題である。幸いにして、平成１５年度より５年間、文部科学

省リーディングプロジェクト「細胞・生体機能シミュレーション」の一部として、生命機能可視化技術

の開発を行うこととなり、本研究の研究グループを新プロジェクトへ移行することができた。本研究

で得られた成果を継続・発展させることを目指して研究を進める。 

 

６．研究総括の見解： 

一分子イメージング領域におけるトップリーダと目される阪大・柳田研究室における助教授とし

て、実質的且つ高度な活動を行ってきた。本研究領域に選ばれてから、受容体およびチャネルな

どの機能に対してブレークスルーに値する画期的な成果をあげたことは高く評価できる。その評

価もあってか、今後は指導者として名実ともに独立した活動を続けることになった。 
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