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1. 研究背景目的

1-1. 走化牲

「走化性」とは特定の物質の濃度勾配に対して方向性を持った運動をする現象である．この走化

性は生体内で重要な役割を多数担っている．例えば綱体発生，シナプス形成，組織再生，免疫反

応等が挙げられる．そのため走化性の機構およびその動作原理を解明すれば，近年注霞を浴びて

いる再生医療の分野から複雑なシステムを扱うような工学分野にまで幅広く応用できることが期

待される．

走化性では受容体一リガンド相互作用が重要である．細飽表醤に多数存在する受容体がリガツ

ドと結合すると，細胞はその結合数の差から周囲のリガンド濃度勾配を感知する．このとき，分

子の結合や運動は確率的であることから受容体へのリガンドの結合数はゆらいでおり
$1\rangle$

, これが

ノイズとして働いている．しかし細胞はノイズの存在下でも，時にはノイズがシグナルを上回る

ことがあっても安定して走化性運動を行うことができる
$1$ ) $2\rangle 3$). すなわちノイズ処理を行うことに

よって安定した応答を得ている．本研究の鶏的はこのノイズ処理の機構を解明することである．

今回はその前段階として $r$細飽はどの程度のノイズを処理でぎるのか」 について調べた．

1-2. 細鞄性粘菌
$4\rangle$

本研究では走化性研究のモデル生物として広く用いられている細胞性粘菌の一種

Dだり ostelium $d_{1}\dot{s}coid\epsilon^{)}um$ (以下 $0$. discoideum) を実験生物として採用した．細胞性粘菌は栄養

下では単細胞アメーバとして増殖するが，飢餓時には多細胞体を形成する．単細胞状態から多細

胞状態へ移行するためには細胞の集合が必要であるが，これを走化性運動によって実現している．

個々の細胞は飢餓を感知すると走化性因子である cAMP (cydic adenosine monophosphate)を

パルス状に分泌する．この分泌リズムを細胞間で同期させ，細胞膜に一様に存在する $cA$荻 $P$ 受容

体で感知し，細胞数の多い方へと走化性運動により集合する．また，細胞性粘菌の集合パターン

は 8elousov-Zhabotinsky 反応と一致し，非線形現象としても知られている．本研究では，集合期

の細胞にノイズを与え，走化性運動への影響を見た．

2. 葵験方法解析方法

2-1. 走化牲のノイズ処理実験系
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集合期の細胞性粘菌 D. discoideum を対象に走化性のノイズ処理実験を行った．集合期の $O.$

畝 5COたね$um$ は cAMP への走化性を示すが，この際のリガンドは cAMP であり，主に働く受容体は

$cAR1$ であることが知られている．また，対応するシミュレーションモデルも存在する $5)_{ため}$ , 実

験と理論の比較も可能である．O. $disco/del/m$を用いてノイズ処理実験を行うにあたって，次の 2

点 (a) 細胞がノイズを適切に処理できたかの判断，(b) 再現性のあるノイズの付与，が必要とな

る．この 2点について以下で詳しく説明する．

(a)ノイズを適切に処理できたかの判断

これはスーパーマイクロウエルを用いて細胞の集合を観測することによって可能となった．ス

ーパーマイクロウエルとは図 1に示すように，円形のウエルである．今回は直径 $320\mu m$ のウエル

に細胞を閉じ込めて観測を行った．スーパーマイクロウエルを用いることによって細胞の移動を

ある程度制限することが可能である．したがって集合を定点観察でき，集合中心を詳細に見るこ

とができる．また細胞数を固定することも可能となる．ノイズを処理した際には細胞は cAMP パ

ルスを同期させ，集合することになる．

図 1. スーパーマイクロウェルの構造
$A$ ガラスシャーレ内の寒天上に構築したスーパーマイクロウエルの構造を表した図． $B$ スーパーマイクロウエ

ル内に閉じ込められた細胞．ウエルの直径は約 $320\mu m$ である．

(b) 再現性のあるノイズの付与

これについては cAMP 水溶液中で細胞集合を観測することによって実現した．上記の実験系に

cAMP 水溶液を添加し，その cAMP を仮想ノイズとした．細胞は cAMP パルスを同期して細胞間

コミュニケーシ $\exists$
$\fbox{Error::0x0000}$を可能にしている．しかしこの cAMP と外部から添加した cAMP を区別する

ことはできない．さらに，細胞が分泌する PDE (phosphodiesterase)と呼ばれる細胞外の cAMP

を分解する酵素の働きにより，その濃度は時間的・空間的に一定とならない．したがって細胞間

相互作用は妨げられることとなり，添加した cAMP }はノイズとしての役割を果たす．しかしこの

ノイズの上限濃度は添加した cAMP 水溶液濃度と等しい．このため再現可能なノイズが実現した．

2-2. 実験方法

0. discoideum AX-2株を対象に次の実験を行った．ガラスシャーレ内に無栄養寒天を用いてス
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ーパーマイクロウエルを構築した．その 1つに KK2 $b$火\’iferで飢餓状態にした細胞を注入した．そ

こへ cAMP 水溶液 $(cAMP+KK2buffe()$ を添加して静置，無栄養寒天でスーパーマイクロウエル

に蓋をした．ウエルをタイムラプス撮影し，画像解析を行った．

以上の実験を添加する cAMP 水溶液の濃度を変えて複数回行った．細胞がノイズを処理できた

際には�飼期した cAMP パルスが発生し，�細胞が集合する．したがってこの 2条件に注目して

各濃度での結粟をまとめた．

2-3. 解析手法

�欧 AMP パルスの岡期

撮影した薩像を用いて光強度の時間変化グラフ (図 2) を用いて判断した．cAMP パルスが同期

しているときは規則的な波形が，同期していないときは不規則な波形が現れる 6).

$345678 9 10 11 12 13 14 15$餓餓処理後経過時問 (切

7 7.5 8 14 14.5 15
餓餓処理後経過時聞 (h) 餓餓処理後経過時間 (h)

図 2. 光強度の時間変化

横軸が餅餓処理後経過時間 (h), 縦軸が光強度を表している．(上 $\rangle$ 黒: cAMP パルスが同期しているとき．グ
レー : $cAM$憶パルスが岡期していないとぎ． $cAM$憶パルスが同期しているときは規則的な波形となり，フー $|$)エ解

析を行うと周期は約 6家泊である，$cAM$憶が岡期していないときは不規則な波形となり，フーリエ解析を行っても

特徴的な周期は見られない．(下) 上図の囲い $A$ , 横を拡大した図．

�細胞の集合

撮影した画像から動画を作成し，細胞の集合状態を観灘した (図 3).
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図 3. 細胞の集合状態

$A$ 細胞が集合したときの様子．8細胞が集合しなかったときの様子．

3. 結果考察

3-1. 同期した cAMP パルスの発生

同期した cAMP パルスの発生について図 4にまとめた．ここでは各実験結果を 3グループ，$A$ :
連続的規則的に発生したグループ，8:不規則に発生したグループ， $C$ :発生しなかったグルー

プに分類した．実験により添加する cAMP 水溶液の濃度が高くなるにつれ cAMP パルスが同期す

る確率が下がることが明らかになった．また，1.$6nM$ までは cAMP パルスを高確率で同期するこ

とができていた．

同期したcAMPパルスの発生

011.51.6 23 5 10 011.51.6 23510
添加 CAMP水溶液濃度 $(nM)$ 添加 CAMP水溶液濃度 (寡M)

図 4. 同期した CAMPパルスの発生
$\blacksquare A$ 連続的・規則的に発生，鍵 $B$ 不規則に発生， $C$ 発生しなかった．(左) 横軸は添加した cAMP 水溶液濃度

$(nM\rangle, 縦軸は実験回数を表す．(右)$ 左図の実験回数をパーセント表示したもの．

3-2. 集合状態

集合状態について図 5にまとめた．ここでは各実験結果を 3グループ，1:集合したグループ，
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$I|$ :部分的に集合した/一度集合したが離散したグループ，:集合しなかったグループに分類し

た．結果より添加する $cAMP$ 水溶液の濃度が高くなるにつれ集合する確率が低下することが明ら

かになった．

集合状態

$0$ 1 1.51.6 23510 $0$ 1 1. $S$ 1. $6$ 2 3 5 10
欧 AM憶水溶液濃度 $(nM)$ $cAM$憶水港液濃度 $(nM)$

図 5. 集合状態

$\blacksquare|$ 集合した， $Q\aleph_{\backslash }j_{\hat{\otimes}_{:}\backslash }^{4\nwarrow\backslash }||$ 部分的に集合した/一度集合したが離散したグループ，測集合しなかった．(左) 横軸は

添加した CAMP 水溶液濃度 $(n$荻 $)$ , 縦軸は実験回数を表す．(右) 左図の実験回数をパーセント表示したもの．

3-3. まとめ

細飽外に 1.6寡McAMP水溶液を添加しても同期した cAMP パルスが発生することが明らかにな

った．しかし，1. $6nM$ よりも低い濃度でも一度集合した細胞が離散することが多くあった．また

全く集合できなかった結果は少なく，集合後に離散する結果が多く見られた．このことから今回

与えたノイズは細胞間コミュニケーション，すなわち cAMP パルスの岡期に影響していると考え

られる．cAMP パルスの同期が維持できず，集合が完成する前に停止，離散したと推察される．

本実験により，添加 cAMP 濃度が 1. $6nM$ 以下のとき細胞はノイズを処理し，cAMP パルスを同

期できることが明らかになった．しかし，ノイズ処理可能・不可能の境界については不明瞭であ

り，1.$6nM$ から 2. $0n$顛の間を詳細に調べる必要がある．また閾値以下の cAMP 水溶液を与えたと

き，細胞がどのようにしてノイズを処理しているのか，シミュレーションと比較することでその

機構を明らかにすることが今後の課題である．
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