
 

図１. １分子粒度シミュレーションによる再現. 
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１． 研究のねらい 

白血球などに代表されるアメーバ様細胞は、一様な環境に存在していて細胞外からの刺激

入力がない状況でも、ランダムな方向に移動運動をすることができる。このとき、どちらの方向

に動くかは細胞膜上での分子の分布によって決まる。細胞膜を構成するリン脂質の一種であ

るフォスファチジルイノシトール 3,4,5-３リン酸（PI(3,4,5)P3）が局所的に高密度で存在する領域

が発生すると、そこが細胞の前側となる（図１）。我々は PI(3,4,5)P3 高密度領域が細胞膜上を

進行波となって伝搬することを発見した。これは PI(3,4,5)P3の合成・分解反応と細胞膜平面上

での拡散過程に基づいて生まれる散逸構造であり、細胞膜上での分子数のゆらぎをきっかけ

として生成すると考えられる。実際に、適当な変数を用いて反応拡散方程式でモデル化し、シ

ミュレーションによってこの進行波の特徴を再現することができている。しかしながら、どの分

子のどのようなゆらぎが鍵で、どのように制御されているかを解明しなければ、細胞内自己組

織化原理の理解には到達できない。 

生細胞内で分子数のゆらぎを実際に計測することは困難であり、シミュレーションはこうした

観測できない過程を可視化して解析するための有効な手段となりうる。特に、分子数のゆらぎ

の統計解析の目的においては、シミュレーションにも個々の分子の位置を取り扱う精度が求

められる。近年開発された１分子粒度シミュレーションでは、細胞内の注目する現象に関与す

る全種全分子の拡散運動と反応の計算によって１細胞スケールでのダイナミクスを再現でき

る。各種の分子の拡散係数と反応速度定数を細胞内で実測できれば、原理的には生細胞内

と同じ自己組織化過程を計算機内で再現できる可能性がある。 

そこで、こうした分子の反応・拡散を規定するパラメータの生きた細胞内での値を１分子イメ

ージングによって計測あるいは統計的に推定する技術を開発してきた。しかし、酵素反応速度

に関連するパラメータは生細胞内での値を定量化できていない。測定不能なパラメータの存

在は１分子粒度シミュレーションの妨げとなっている。この問題を解決するために、本研究課

題ではデータ同化を用いることを構

想した。生細胞内で実測不可能な

パラメータの値を推定することで、

細胞膜上を伝搬する PI(3,4,5)P3 の

進行波を１分子粒度シミュレーショ

ンによって計算機内で再現する。こ

れにより、分子数ゆらぎの統計解析

を実現し、細胞内自己組織化の原

理を解明する。 
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図２.分子反応ネットワーク

のモデル. 

２． 研究成果 

 

（１）概要 

自発的に運動する細胞の前後極性は細胞内で自己組織化的に形成される。本研究は、こ

の自己組織化にはたらく分子反応ネットワークを明らかにし、ネットワークを構成する個々の

分子の反応と拡散を１分子ごとに計算することによってネットワーク全体のダイナミクスを再現

する１分子粒度シミュレーション法の開発を行い、自己組織化原理を分子レベルで明らかに

することを目的として行った。 

研究の結果、この細胞内自己組織化を担う分子反応ネットワークは興奮系と双安定系から

構成されることを明らかにした。また、興奮系は低分子量 G タンパク質である Ras、双安定系

はイノシトールリン脂質 PI(3,4,5)P3、PI(4,5)P2 とその代謝酵素 PI3K、PTEN を中心的分子とし

て構成されることが分かった。より詳細な分子的知見を得られている双安定系に焦点を絞り、

１分子粒度シミュレーション法の研究開発を行った。双安定系は、細胞膜上で PI(3,4,5)P3 の

高密度領域とその脱リン酸化酵素である PTEN の高密度領域が空間的に分離するために働

く。この空間分離の過程を、分子の反応と拡散を１分子ごとに計算する１分子粒度シミュレー

ションによって計算機内で再現することに成功した。このダイナミクスには PI3K の活性が重要

なパラメータとなっていることが本研究の結果から示唆されたが、実際の細胞内では計測でき

ないため、データ同化によって推定する方法の開発を進めている。 

研究の過程において、興奮系は計測対象となる分子の種類が比較的多いことが予想され

た。そこで、当初の計画にはなかったが、１分子イメージング計測のハイスループット化のた

めに細胞内１分子自動観察システムを構築した。実際に、複数のシグナル伝達分子の細胞

内１分子イメージング計測を行い、パラメータの統計的推定を従来よりも高速に進めることが

できた。また、１つの細胞の細胞膜上に存在する酵素分子の個数を計測するために、超解像

顕微鏡法の一つである光活性化局在性顕微鏡法（Photo-Activated Localization Microscopy; 

PALM）を導入した。その結果、PI3K 系のシグナル伝達分子が細胞膜上で集積してクラスター

様に分布することを明らかにした。今後、こうしたメゾスコピックな構造を利用した自己組織化

の可能性を追求するために、細胞膜の不均一性を１分子粒度シミュレーションに取り入れた

上で、データ同化を進めている。 

 

（２）詳細 

（研究テーマ A） 自己組織化系の分子反応ネットワーク

モデルの構築 

まず、この細胞内自己組織化系をどの様な分子反応ネ

ットワークとして数理的に記述することができるかを明ら

かにするために実験的解析を行った。その結果、研究対

象の分子反応ネットワークは、興奮系と双安定系から構

成されることを明らかにした（図２）。 

細胞膜上の分子の空間分布を自発的に非対称化する

ためには興奮系の分子反応ネットワークが機能する。興



 

図３. 進行波と酵素１分子の同時イメージング. 

奮系は、全か無かの法則に則って閾値を超える入力に対して定型的な応答を出力する系で

ある。この性質のために、特徴的な空間サイズと寿命を持つ活性化型 Ras の高密度領域が

細胞膜上のランダムな場所で確率的に発生する。本研究対象の細胞内自己組織化系では、

興奮系が低分子量 GTP 結合タンパク質である Ras を中心として、Ras の活性化因子

RasGEF、Ras 不活性化因子 RasGAP によって構成されることを明らかにした [論文 1]。興奮

が起こるメカニズムとして、Rasの活性化が素早く起こる（活性化型 Ras (Ras-GTP) を増やす

ための fast positive feedback loop が存在する）一方で、不活性化が時間遅れを伴って起こる

（不活性化型 Ras (Ras-GDP) に戻すための delayed negative feedback loop が存在する）こと

で一過的に活性化型 Rasが局所的に蓄積するようになると考えられた。 

興奮系が働いて活性化型 Ras の高密度領域が発生すると、さらに双安定系によって明確

化される。双安定系とは、系の状態として２つの準安定状態を実現する系である。この性質の

ために、前側領域とそれ以外の領域が空間的に明確に分離される。本研究対象の細胞内自

己組織化系では、細胞膜を構成するリン脂質である PI(3,4,5)P3、PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3の脱リ

ン酸化酵素PTEN、PI(4,5)P2のリン酸化酵素PI3Kによって構成される [論文 2,5]。PI(3,4,5)P3

と PTEN の細胞膜上の局所的な密度は双安定性を示す[論文 5]。双安定性が生まれるメカニ

ズムとして、PTEN と PIP3 の間に相互抑制が働き、PTEN を増やすように働く positive 

feedback loop と PI(3,4,5)P3を増やすように働く positive feedback loopが綱引きの状態にある

ことを明らかにした。２つの feedback loopの強さを制御する上で、PI(3,4,5)P3を増やす酵素で

ある PI3K の活性が重要な制御パラメータとなっている。活性化型 Ras が PI3K を結合して活

性化することで、興奮系が双安定系を制御していることが分かった。 

これらの結果から、本研究対象の細胞内自己組織化系の主要な構成分子の間にどの様な

反応や制御関係が存在するかを概ね明らかにすることができ、当初の目標を達成できた。そ

こで、以下に記述する通り、これらの２つの系それぞれに対して、（１）計測対象分子の絞り込

み、（２）１分子イメージングによる反応・拡散パラメータの計測・推定、（３）１分子粒度シミュレ

ーションとデータ同化の順で研究を進めた。 

 

（研究テーマ B） 双安定系 

（１） 計測対象分子の絞り込み 

系の構成分子は PI(3,4,5)P3、

PI(4,5)P2、PTEN、PI3Kの４種類

である。PI(3,4,5)P3および

PI(4,5)P2は細胞膜を構成する脂

質である。PI3Kおよび PTENは酵

素であり、PI3Kは PI(4,5)P2をリン

酸化して PI(3,4,5)P3 を産生する

反応を触媒し、PTENは

PI(3,4,5)P3を脱リン酸化して PI(4,5)P2を産生する反応を触媒する。 

（２） １分子イメージングによる反応・拡散パラメータの計測・推定 

PTEN および PI3K について、これらの酵素分子の１分子イメージングを生きた細胞内で行

い、拡散係数および細胞膜解離速度定数、状態間遷移速度定数を統計解析により推定し



 

た。実験に際して、イメージングのために蛍光色素を付加した後もこれらの酵素が活性を保持

していることを確認した。また、進行波と１分子の同時観察が可能な顕微鏡システム（図３）を

構築し、PI(3,4,5)P3 や PI(4,5)P2 の局所的な密度に依存して PTEN および PI3K の反応・拡散

がどのように変化するかを解析できるようにした。結果、PTENは細胞膜の PI(3,4,5)P3密度が

高いと結合速度が遅く解離速度が速いこと、PI(4,5)P2密度が高いと結合速度が速く解離速度

が遅いことを明らかにした [論文 2,5]。これらは、双安定系に見られる２つの準安定状態間の

スイッチ様の遷移を実現するポジティブフィードバック機構の分子レベルでの実体（分子メカニ

ズム）となっていると考えられる。 

（３） １分子粒度シミュレーションとデータ同化 

構築した数理モデルおよび計測したパラメータを用いて、Spatiocyte を利用して１分子粒度

シミュレーションを行った。結果として、細胞膜上で PTEN 高密度領域と PI(3,4,5)P3 高密度領

域に空間分離する過程を計算機内で再現することができた。細胞を用いた実験と同様に、シ

ミュレーションにおいても PI3K の酵素活性パラメータを操作することでこれらの領域の占有率

を制御できた（図４）。したがって、細胞の持つ双安定系の特徴を本質的には再現できたと言

える。PTEN の酵素活性パラメータは人力でパラメータサーチを行って、その値のおおよその

範囲を見積もったが、現在これをデータ同化を利用して推定する方法を開発中である。細胞

膜全体に存在するPI3Kの分子数は数千個のオーダーであることが推測されたことから、PI3K

の活性が双安定系のダイナミクスを大きく左右すると考えられる。こうした特徴をデータ同化

で捉えられるかどうかも検討すべき課題である。 

 

（研究テーマ C） 自動化１分子イメージング顕微鏡システムの導入 

興奮系の構成分子では、同一種のタンパク質についても複数の遺伝子が冗長的に働くこと

から、１分子イメージング計測の対象となる分子の種類が多いことが予想された。また、PI3K

の場合に実際に経験したように、酵素の活性を維持した状態で蛍光色素を付加するために、

何度かトライアルアンドエラーを繰り返す必要がある。そこで、当初の研究計画にはなかった

が、計測（画像取得・統計解析）のハイスループット化のために、細胞内１分子自動観察シス

テムを構築した。結果、画像取得のハード面に関しては、高精度電動ピエゾステージを用いて

96 ウェル培養プレートの各ウェルを移動して自動で画像を取得できるようになった。一方、ソ

フト面に関しては、哺乳類培養細胞を対象とした深層学習による細胞の自動認識が、そのま

までは本研究で用いる細胞性粘菌細胞を対象としてうまく機能しないことがわかった。現在も

引き続き開発を進めている。また、統計解析に関しては、現在入手可能な複数の１分子自動

追跡ソフトの比較・検討を行った結果、ImageJのプラグインの一つである TrackMateを用いて

自動追跡したデータからの拡散係数の統計的推定が可能になった。 

 

（研究テーマ D） 興奮系 

（１） 計測対象分子の絞り込み 

計測対象分子は、Ras、Rasの活性化因子（RasGEF）、不活性化分子（RasGAP）の３種類で

ある [論文 1]。Ras については RasG と呼ばれる遺伝子が重要であることがわかっているが、

RasGEFおよび RasGAPについてはコードする遺伝子がそれぞれ 25種類および 14種類ずつ

存在し、どの遺伝子がこの興奮系に必須であるかわかっていなかった。そこで、遺伝子に一



 

つずつ変調を与えたときに進行波の時空間的特徴に現れる変化に着目し、イメージング・統

計解析・階層的クラスタリングによって顕著に影響する遺伝子を見つけるヴィジュアルスクリ

ーニング法を開発した。RasGEF についてスクリーニングを行なった結果、数種類の遺伝子を

興奮系関連遺伝子として同定することに成功した [Iwamoto et al., in preparation]。 

（２） １分子イメージングによる反応・拡散パラメータの計測・推定 

細胞内１分子自動観察システムは細胞の自動認識がまだうまく行えなかったものの、光学

系の工夫により十分に S/N 比の高い１分子画像を取得できる様になったため、１分子自動追

跡ソフトを用いて半自動的な統計解析が可能となった。本システムを用いて現在進行中であ

る。 

（３） １分子粒度シミュレーションとデータ同化 

１分子粒度シミュレーションに用いる数理モデルを精緻化する目的で、あるシグナル伝達分子

の PALM イメージングを行った結果、細胞膜上でクラスター様の分布を示すことが明らかにな

った [Shin et al., submitted]。クラスターの半径は約 200 nm であり、脂質マイクロドメイン（い

わゆる脂質ラフト）に集積している可能性が示唆された。このことから、本研究の研究対象と

する自己組織化系は本質的に細胞膜のミクロな不均一構造を利用して自己組織化している

可能性が考えられる。実際に、脂質ラフト形成に関与する脂質分子の代謝を阻害すると、興

奮性が抑制されることを明らかにした。興奮によって発火する頻度が低下するだけでなく、一

旦発火したとしても進行波として伝搬しにくくなっていた。こうした結果を踏まえて、１分子粒度

シミュレーションとデータ同化にもクラスター構造を陽に取り入れたものとする必要があると考

え、その作業を進めている。 

 

３． 今後の展開 

さきがけの研究期間内では、本研究対象の細胞内自己組織化系において、タンパク質や

脂質の１分子のスケールより大きく、自己組織化構造のスケールより小さい、メゾスコピック

なスケールの中間構造としてシグナル伝達分子のクラスターを見いだすことができた。さき

がけの研究期間終了後数年のスパンでは、こうした構造が自己組織化の過程で積極的に

利用されるのかどうかを明らかにする。脂質ラフトも含めた形で１分子粒度シミュレーション

を行うことで、細胞膜環境の不均一性を利用した分子数ゆらぎの制御の有無について問う

ことができるだろう。これは、細胞に特有の自己組織化原理の理解へ繋がると予想される。

BZ 反応のような化学反応系では、溶液中の塵がトリガーとなって興奮が起こることが知ら

れている。細胞内での興奮の制御機構との相違点を明らかにし、生物が進化の過程で獲得

してきた独自の自己組織化原理の理解・生物らしさの理解につなげたい。こうした展開は、

さきがけ研究期間終了後 10年程度を目処に進めたい。 

本研究課題とは直接関連しないが、マイクロ流路デバイス（MEMS）を用いて水溶液中に

化学物質の空間的な濃度勾配を安定的に作成する技術を利用して、細胞の走化性による

運動を定量計測する実験系を構築した [論文 4]。この実験から、細胞を誘引する働きのあ

る化学物質 6 分子が細胞膜上の受容体に結合すれば、細胞がその化学物質の濃度の高

い側を認識してそちらへ向かって運動できることを明らかにした。こうした従来知られていな

かったような高感度な細胞応答において、上述の自己組織化原理も有利に働く可能性があ

る。つまり、たった 6 分子であっても発火を起こすのに十分であれば、細胞は応答すると考



 

えられる。将来的には、ウイルスや何らかの化学物質などを高感度で検出するシステムに

こうした細胞特有の原理が利用できる可能性があるだろう。 

 

４． 自己評価 

研究目的である「１分子粒度シミュレーション法の開発」「自己組織化原理の理解の深化」

においては、想定通りかそれ以上の成果が得られた。実際に、１分子イメージングによって

計測したパラメータ値を用いて、１分子粒度シミュレーションを行い、双安定系の動態を再現

することに成功した。また、脂質代謝阻害剤を用いた超解像顕微鏡イメージング研究から、

活性化型 Ras のクラスターと興奮性との関連を明らかにすることに成功した。活性化型 Ras

高密度領域のような細胞内自己組織化構造を構築する過程で、活性化型 Rasクラスターの

ようなメゾスコピックな構造がトリガーとして積極的な寄与をしている可能性もある。こうした

細胞内自己組織化における中間構造の存在を明らかにした研究はほとんど前例がないも

のであり、関連する研究分野への波及効果としては十分に大きいと予想している。こうした

ことから、目的をある程度達成できたと評価した。 

一方で、もう一つの重要な研究目的である「１分子粒度シミュレーションへのデータ同化

の採用」については、想定より研究が遅れてしまった。これには、自身の研究・教育の進め

方に問題があった。コロナ禍に伴い、それまで一緒に研究を進めていた学生さん２名が体

調不良となった。彼女らの研究生活において、私がもう少し精神面でのサポートを常々から

しておくべきであったのに、十分にできていない状況であったことが一因だと考えられる。結

果、学生さんの研究をかなりの部分で手伝う必要が生じ、データ同化を進める時間を作れ

なかった。細胞の各種顕微鏡イメージングとシミュレーションをつなぐ過程でデータ同化を取

り入れることができれば、生物学研究一般に新しい研究分野を拓く可能性がある。こうした

波及効果の大きい分野において先駆的に研究を進めるために、研究・教育の時間のマネー

ジメントについて改善して、今後も本研究課題を継続したい。 
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を構成することを解明した。興奮系のダイナミクスを理解するためにはこれらのタンパク質の

挙動を解析すればよいことが分かり、以降の研究の方針を決定づけた。本研究分野の最先
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の結合が安定化することが分かった。生細胞だけでなく人工脂質膜を用いて１分子計測を行

うことにより、細胞膜を用いた場合には困難な PI(4,5)P2 密度の厳密な制御を実現し、メカニ
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