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細胞形状変化と分子活性の因果関係の解明
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＜研究の目的と進め方＞
重要な細胞機能である運動やそれに伴う形態変化は、それ自体

が動的であるとともに、タンパク質集団が存在する空間的な「場」
を時間的に変化させる。一方で、動的な「場」はタンパク質間相
互作用に影響を与える。このような「タンパク質」と「場」の相
互作用が働く生命現象は数多く存在する。例えば、細胞増殖、間
葉―上皮変換、好中球移動のように細胞骨格の制御を伴う生命現
象である。これらの生命現象は、ゲノムから翻訳されたタンパク
質同士の反応のみならず、そこから派生する物理的な作用を含ん
でおり、そのシステムの全貌の理解は重要なテーマである。

本研究課題では、生化学反応系を超えて、細胞走性や細胞形状
変化といった動的空間との相互作用に着目し、生命システムを時
空間的に理解することを目指す。特に低分子量 G タンパク質の相
互作用に関する生化学反応と、細胞骨格系タンパク質が生み出す
細胞運動との関係に注目する。このような次元の異なる現象を結
び付けることによって、分子群が作り出すシステムとしての生命
を理解する。

従来から、Rho ファミリー低分子量 G タンパク質を中心とする
分子群が、細胞骨格制御の中心的なシステムであると考えられ、
多くの研究がなされてきた。しかし、メカニズムは未だ不明であ
り、例えば RhoA が細胞突起形成と正の相関があるという従来と
は異なる報告がなされることもある (Machacek et al., Nature, 
2009)。これは、従来の仮説に基づいた実験データの定量化と解
析方法では、経験則を説明することが極めて困難であることに起
因する。そこで、これまでのプレリミナリな結果も踏まえ、上流 (G
タンパク質 )・下流 ( 形状変化 ) という観点に基づいた因果関係そ
のものを、生化学的・生物物理学的観点から見直し、細胞運動の
分子システムを解明することが本研究課題の目的である。

以上の研究目的のために、FRET による Rho ファミリー低分
子量 G タンパク質 (Cdc42/Rac1/RhoA；以下 G タンパク質 ) 性と
形態変化の同時イメージング、および、イメージングデータの解
析による、G タンパク質活性と形態変化の相関関係の解明を行
う。これにより、細胞形態変化における「受容体⇔ Rho ファミリー
低分子量 G タンパク質⇔形態変化」といったシステムを全貌の解
明を目指す。

＜研究開始時の研究計画＞
本研究課題は、シミュレーション・実験・解析により、上流シ

グナルから細胞形態変化までのシステムを理解することが目的で
ある。最大の問題は、細胞のエッジが刻一刻と変化するため、細
胞内の分子活性を時系列で追えないということである。このた
め、細胞内分子活性の履歴を用いることができず、時空間データ
があるにも関わらず、スナップショットのデータしか用いること
ができない。したがって、細胞内分子活性と形状変化との関係を
解析することが困難である。また、分子活性が原因でありその結
果として形状変化が起きるという前提から考え直すことも視野に
入れて解析を行う必要性がある。そこで、以下に関する研究を推

進した。
(1) エッジ伸長における物理・生化学過程の定量化：

顕微鏡画像に写されたフレーム毎の細胞形態は絶対座標系で定
量化することが可能である。しかし、細胞内分子活性との依存関
係を、時系列を含めて理解するためには、各時刻の形態をフレー
ム間でリンクし、形態発展の時系列を定量化しなくてはいけな
い。そのため、複雑な細胞形態変化にも対応できるアルゴリズム
を開発する。また、形態が極めて複雑化する PC12 細胞以外の細
胞についても解析を検討する。
(2) 仮定する物理過程の見直し：

一般的に、細胞内分子活性が細胞骨格を制御すると考えられて
いる。しかし、例えば分子活性が細胞エッジの運動に遅れて変化
する結果は、これまでの上流・下流のシステムの考え方とは異な
るものであり、理解し難いものである。したがって、細胞内分子
活性から細胞形状の変化に至るまでの物理過程を考察し直し、そ
の新しい仮説のもとで解析を行う。
(3) 細胞内分子の確率的反応特性に関する理論構築：

細胞内分子の活性変化、およびそれに付随する細胞形状変化は
極めて確率的なものである。規則性よりも確率的な要素が、本研
究課題における実験データの解析を困難にしている。したがっ
て、実験データの解析に応用するために、細胞形状の制御に関わ
る細胞内分子の確率的反応特性に関する理論を構築する。

(4) G タンパク質が関わるシステムの同定：
細胞運動は、3 種の主要 G タンパク質 (Cdc42/Rac1/RhoA) の

相互作用によって制御されていると考えられる。実験的に、2 つ
以上の分子を同時計測することは現在のところ不可能であるた
め、上記解析から、G タンパク質の相互作用を推定する。

＜研究期間の成果＞
[2005年度]

神経細胞の軸索誘導機構について、G タンパク質相互作用の特
性から説明するモデル研究を行った。現象の本質を見るために、
Rho ファミリー G タンパク質の相互作用を主要反応系として簡略
化し、その活性系列の特性を調べ、成長円錐の形態変化を包含し
た軸索誘導機能を発現するためのモデルを提案した (Sakumura, 
et al., Biophys. J., 2005)。下図は、モデルの概略であり、G タン
パク質相互作用に主眼を置き、上流の受容体及び PI3 キナーゼシ
グナル、下流のアクチン細胞骨格形成に至る部分は、簡略化を行っ
ている。
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また実験では、PC12細胞と軸索成長円錐におけるFRETイメー
ジングを行い、制御タンパク質の時空間活性度を計測した (Aoki, 
et al., Mol. Brain Res. 2005)。

[2006-07年度]
【細胞形態の追跡アルゴリズム開発】
以下に Edge Evolution Tracking (EET) アルゴリズムの概略を

記す (Tsukada et al., PLoS Comput.Biol. 2008)。
(1) ノイズ除去処理後の各顕微鏡画像から、形態と分子活性デー
タを定量化する。
(2) 時間的に連続
する画像の差分を
評価し、右図のよ
うに、アンカーポ
イントを付ける。
右図の例では、
T+1時刻で領域A
が伸張したため、
アンカーポイントaおよびbを付加し、T+2時刻では領域Bが縮
退、領域Cが伸張したため、アンカーポイントc-fを付加してい
る。lとrは初期の端点である。
(3) 細胞エッジ上に各時刻に付加されたアンカーポイントのう
ち、全ての隣接ポイントで区切られるセグメントの対応関係を下
図左の発展系統樹で記述する。例えば、T+2時刻のセグメントde
は、前時刻のセグメントlaとabのそれぞれ一部から発展したもの
である。
(4) 全てのセグメントに対して作成された系統樹は、下図右のよ
うになる。例えば、時刻T→T+1の灰色のセグメントに注目した
とき、このセグメントを形成するために必要であった過去のセグ
メント群を注目時刻の左側に、その形成に関わる未来のセグメン
ト群を右側に同じ灰色で表現される。これにより、過去の未来の
依存関係が定義され、この定義空間における細胞エッジの動きと
分子活性のプロファイルを評価することができる。

以上のアルゴリズムによって得られる細胞エッジ (HT1080 細
胞； タイムラプス 1 分 ) の動きとその近辺の分子活性のプロファ
イルから、時間差を含めて相関係数を求めると、G タンパク質
(Cdc42/Rac1/RhoA) ごとに下図のような結果を得ることができ
た。この結果は、特に Cdc42 と Rac について、相関係数のピー
クが相対時刻 0 より 6 分負の側、つまり形状変化が起きた後に分
子活性が変化していることを示している。

【細胞内分子の確率的応答特性に関する理論構築】
G タンパク質の

上流に位置する
PIP3、PIP2 をリ
ン酸化して PIP3
を 生 成 す る
PI3K、脱リン酸
化する PTEN な
どの分子は、局所
領域では分子数が
比較的少数なた
め、濃度変化を連続変数による微分方程式で近似表現できない。
その場合、分子活性のレベルは離散変数で評価され、反応は確率
的になる。実験データにおける分子活性の確率的挙動が、G タン
パク質の上流分子の確率的応答特性にあると仮定し、特に PIP3
のパルス状の活性変化を説明する理論モデルを構築した。モデル
は、実験的にも分かっている上図のようなポジティブフィード
バックループを導入している。

このモデルにおいて、PIP2 と PIP3 間の状態遷移でゼロ次超
過敏性を示すパラメータを導入すると、PIP3 の濃度が下図のよ
うに確率的な変動を示す。そしてこの変動は単なるノイズ的変動
( ガウス過程 ) ではなく、超過敏性が働いて時々大きな状態を作
り出す。FRET による観測から、G タンパク質の活性が非常に確
率的であることが分かっているが、そのような観測の裏にはこの
ようなメカニズムが存在している可能性がある。

[2008-09年度]
【局所時空間サンプリング】
上記の EET アルゴリズムは、細胞全体のスケールで長時間の

形状追跡をする目的に向いている。一方で、PC12 の突起先端の
ような微小部位の分子活性を観察すると、分子活性の変化、およ
び注目する細胞部位の形状変化は非常に早く、空間的にも狭い。
そこで、局所時間・局所空間の定量化を行った。

右 図 は、PC12
細胞の突起先端を
表している。最も
外側の複雑な輪郭
部分が実際の細胞
形状であり、この
輪郭を平滑化した
ものが内部にある
ドットの集合部分である。平滑化形状のエッジ上で法線方向に観
測軸をとり ( 拡大図 )、平滑化エッジと法線の交点を x、観測軸を
設定したフレーム番号を t として観測軸を O(x,t) とする。観測軸
O(x,t) に対し、t ± 5 の合計 11 フレームの細胞の実際のエッジの変
動とエッジ直下の分子活性を定量化すると、(x,t) につき 2 つ ( エッ
ジと分子活性 ) の時系列ができる。可能な x と t 全てについて上
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また、生物学的な知見を一切考慮せず、単なる時系列の関係性
から情報抽出が可能かどうか情報科学な解析も行った。ここで
は、正準相関解析 (Canonical Correlation Analysis; CCA) を用い
た。細胞運動の活発な領域のみにおいて、膜速度の過去の情報と
膜速度の未来の情報に対して CCA を適用すると、大きな相関（再
構成性能）がみられた。そのカーネル（線形基底）より、膜が伸
びているときは伸び続け、縮んでいるときは縮み続けるという性
質があることがわかった。これは、細胞運動の時定数が現在見て

いるスケールよりも大きい可能性を示唆している。

＜国内外での成果の位置づけ＞
細胞形状を追跡する方法としては、Level Set Method や

SNAKE など、エッジの発展をモデル化して観測フレーム間を埋
めるものや、比較的丸い細胞に対してその重心を原点とする極座
標系を設定する方法、そして、エッジ上に適度な個数のサンプリ
ング点を決め、その点の物理モデルを考慮することでサンプリン
グ点を追跡する方法などが存在する。本研究課題で開発した
EET アルゴリズムは、全てのエッジ点をサンプル対象とする代
わりにフレーム間で変化のある部分だけに焦点を置く手法と捉え
ることができる。しかし、これまでの評価方法とは異なるもので
あり、特に形状が複雑なものに適用できる点は他の手法に対して
優れている。また、局所時空間について観測を繰り返す方法は特
に新しいものではないが、観測軸の取り方を敢えて生物学的に意
味のない平滑化空間に基づき、そこから生物学的な情報を抽出し
ようとする点では他に類を見ない。

細胞運動の制御仮説について、形状変化を制御すると考えられ
てきた分子活性が、形状変化よりも時間的に遅れているという点
は、他の研究報告と一致する (Machacek et al., Nature, 2009)。こ
れは、細胞形状の制御過程における生物学的な因果関係を再考す
べきであることを示すだけでなく、全ての機能が分子ネットワー
クで説明できるという根本的な考え方をも再考を迫るものであ
る。本研究課題の当初の目的が、生化学反応系を超えて、物理空
間や物理的な過程を含めて細胞走性や細胞形状変化といった動的
空間との相互作用に着目し、生命システムを時空間的に理解する
ことであった。現状として、本研究課題においてこれらのメカニ
ズムが完全に解明された訳ではないが、先行研究 (Machacek et 
al., Nature, 2009) よりも詳細な知見が得られており、早期の成果
発表が望まれる。また、メカニズムの可能性のひとつとしては、
これまで生物物理の分野で提唱されてきたラチェットモデルが考
えられるが、未だ証明されていない。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
解析アルゴリズムの開発には至ったが、分子シグナルと形状変

化の相互関係を明確にするまで至っていない。細胞形状の変化の
大きさに比べ、実験のサンプリング間隔が長い可能性 ( 最小で 10
秒 ) があるが、実験限界に近いため解析において工夫を行う必要
がある。また、鍵となる G タンパク質が複数存在し、同時観測で

記操作を行うと、局所時空間時系列を数多く得ることができる。
これら時系列についてエッジ変移の分布をとると下図のようにな
る。長期変動は前後 5 フレーム平均の差であり、短期変動は 1 フ
レームにおける変化である。

【分子活性と細胞運動の逆相関解析】
上記分布から、形状エッジの運動について特徴ごとにクラス分

けし、各クラス ( 伸張、縮退、待機 ) における分子活性の時系列
の平均を算出した。つまり、特徴エッジ変動イベントに基づくサ
ンプリング ( 逆相関解析 ) である。その結果、それぞれの G タン
パク質について、特徴的な時系列が得られた。

上図は、エッジ伸張 ( 太線 ) の後に各分子の活性変化が大きく
変化していることを示す。上図左は、短期的にエッジが伸張する
も、すぐに縮退が起きる場合で、上図右は短期的な伸張の後、持
続的に伸張状態を維持している場合である。これら 2 つの図を比
較すると、(1) 伸張と RhoA の活性上昇はほぼ同時である、(2) 伸
張状態を維持するためには、RhoA 活性の後に Rac1 または
Cdc42 の活性が必要である、ということが言える。また、これら
の時系列の特徴は、時間平均からの差をとって初めて見えるもの
であるが ( 平均が 0)、このことは、分子活性の絶対的な値より時
間的な相対量にエッジ変動のための情報が乗っていることを意味
する。ちなみに、空間平均からの差ではこのような明確な特徴を
捉えることができなかった。

一方、縮退について同様の時系列を抽出したものが上図であ
る。これらの図のうち、縮退がすぐ戻る部分 ( 左図の右側 ) と縮
退が継続する部分 ( 右図の右側 ) を比較すると、長期的に縮退す
る場合は、(1) RhoA 活性と Rac1 活性も落ちている、(2) 逆に
Cdc42 活性が上がっている、ことが分かる。これらの結果は、先
行研究 (Machacek et al., Nature, 2009) よりも時系列と伸張・縮退
の関係についてより詳細に解析したものである。
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きないため、G タンパク質間の相互作用を推定することも困難で
あった。過去の報告から、様々な G タンパク質間の相互作用が主
張されてきたが、未だ決定されていない。細胞部位が伸びるか縮
むかという単純な機能でありながら、G タンパク質が個別に制御
している可能性が高く、しかも最新の結果から分かるように、G
タンパク質活性が細胞の動きより時間的に遅れることは、更に問
題を複雑にしている。

＜今後の課題、展望＞
課題としては、ノイズの多いデータの扱い、得られた解析結果

の解釈の方法である。そのため、正確な細胞形状を取得するため
に、顕微鏡画像における輝度の分布の 2 階微分を用いたエッジ抽
出方法等を検討する。特に、PC12 細胞の突起先端は複雑な形状
をしており、細い突起には有効である。また、形状変化に基づく
分子活性の時系列について特徴量が得られたので、逆の解析、つ
まりこの特徴量に基づいて、形状変化の推定と G タンパク相互作
用のシステム同定を行う。その際、生物物理的な知見を導入した
モデルを導入する。CCA を用いた解析は、実験へのフィードバッ
クは今後の課題である。実際、過去の情報として膜速度および
Rac 活性の両方を用いて CCA を適用しても、再構成性能に変化
はなかった。これより、現在計測に用いている時間スケールにお
いて、Rac は細胞運動の激しい領域において高い活性を示すとい
う結果にとどまった。今後、Rac 活性と細胞運動が高い相関を示
す様な実験条件を検討して、ここで開発した CCA により細胞形
態変化を分子活性情報から予測する予定である。
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