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1. 序論 
1.1. 本研究の目的 
真核細胞の走化性では、細胞外誘引分子によって、細胞内でシグナル伝達分子と細胞骨格タ

ンパク質の非対称な空間分布、つまり、細胞の前（先導端と呼ぶ）と後ろがいかに形成され
るかが問題となる。これまで、好中球と細胞性粘菌(以下、粘菌と略記)では、細胞両端での

誘引物質濃度の差に基づいて先導端が形成されることが明らかにされてきた[Parent et al, 

1998; Servant et al., 2000; Janetopoulos et al., 2004; Wang et al. 2014]。一方で、生体内の炎

症反応において好中球の浸潤、炎症部位への集合運動は誘引物質濃度の空間勾配だけでな
く、時間的な変動を伴って制御されていることが報告されている[Afonso et al., 2012; 

Lammerman et al., 2013]。また、粘菌の集合過程では誘因物質 cAMPのらせん状の進行波

にむかって細胞が一方向的に運動して集合することが知られており、動的な場での走化性

運動の理解は重要である。粘菌に関して近年、空間勾配場であっても濃度が時間的に減少す

る場では 先導端形成 が起こらず、その結果、誘引物質 cAMP のらせん状の進行波に向か

って一方向的に運動し集合することが実験と先導端形成の数理モデルから明らかにされた
[Nakajima et al., 2014]。好中球に関しては、誘引物質濃度が空間一様に増加するフェーズ

で細胞の運動速度が上昇し、濃度減少するフェーズで運動速度が低下することが報告され
ている[Geiger et al., 2003]。しかし、誘引物質濃度勾配が与えられ、かつ、その濃度が時間

的に増減する場合に好中球がいかなる走化性運動を示すかは非自明で、未解決の問題であ

る。本研究では、時間変動する誘引物質濃度勾配における好中球の走化性運動を調べ、誘引

物質の空間勾配だけでなく、濃度の時間変化が細胞の極性形成および走化性にいかに影響

を及ぼすかを明らかにすることを目的とした。 

 
 
1.2. 本論文の構成 
第２章では細胞運動と速く這い回る細胞である細胞性粘菌や好中球の⾛化性に関して述べ

る。第３章では本研究で⽤いた材料と⽅法に関して述べる。第４章では変動を伴う誘引分⼦

濃度勾配における好中球様 HL60 細胞の⾛化性運動の測定結果を⽰し、細胞の⾛化性運動

が誘引分⼦濃度変動に依存すると期待されることを述べる。第５章では変動を伴う誘引分

⼦濃度勾配における⾛化性応答の測定結果を⽰し、先導端分⼦の活性動態と細胞移動との

対応に関して述べる。第 6 章では誘引分⼦濃度の増減に対する先導端分⼦の活性化応答を

測定した結果を⽰し、その応答の特徴を述べる。第７章では先導端分⼦活性と膜伸⻑の関係

に関して述べる。第８章で、これまでの結果に対して考察を⾏い、まとめとする。 
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2. 背景 
2.1. 細胞運動と走化性 
2.1.1. 細胞運動の意義 
細胞運動は⾃然界や⽣体内で広く⾒られる現象である。⼟壌に存在する細胞性粘菌の場合

は餌（菌類）の捕⾷や、栄養環境が悪くなり細胞が集合し胞⼦を形成する過程において細胞

運動は重要であり、その異常は個体や種の⽣存・存続に関わる。また、⽣体内では、⽩⾎球

やマクロファージは炎症部位に集合し、外部から侵⼊した異物や細菌に向かって遊⾛し貪

⾷することで⽣体防御の役割を果たす[Zigmond et al., 1974, 1977, 1981; Lämmermann, 

2016]。リンパ球は組織内を遊⾛し[Harris et al., 2012]抗原提⽰細胞との間での抗原抗体反

応を経て成熟する。⽪膚の上⽪細胞は傷⼝(細胞同⼠の⾮接触領域)ができたことを検知して

移動する性質を持ち、ここで⾒られる細胞運動は傷⼝を修復するという重要な役割を果た

す[Farooqui et al., 2005]。また、発⽣の過程においては間葉系細胞が集団で移動する[Donà 

et al., 2013]ことによって組織の複雑な形態形成が実現されることが報告されている。以上

のように細胞運動は単細胞・多細胞レベルで重要な機能を果たしている。 

 
 
2.1.2. 細胞運動と細胞骨格の編成 
運動する細胞には、細胞性粘菌や好中球、⿂の間充織細胞であるケラトサイトなど 10 

µm/min 程度と速く運動する細胞から、それより少し遅いマクロファージやリンパ球、さら

に遅く 10 µm/hour 程度で運動する上⽪細胞や線維芽細胞などがある。以下では、細胞性粘

菌や好中球などの速い細胞運動に着⽬する。細胞運動は細胞の進⾏⽅向（前⽅または先導端

と呼ぶ）における細胞膜の伸⻑と、進⾏⽅向とは反対の後⽅において細胞膜が収縮し、細胞

質が前⽅に押し出されることが連動することによって実現する[Ridley et al., 2003; Tsai et 

al., 2019] (図 2-1)。細胞⾻格の動態に着⽬すると、前⽅での細胞膜の伸⻑は細胞と基質の

間に形成された接着斑を⾜場として、網⽬状または直線状にアクチン重合が起こり、膜が押

し出されることによって実現される[Li & Gundersen, 2008]。⼀⽅、細胞の後端では直鎖状

のアクチン繊維と複合体を形成するミオシン（アクトミオシン）が ATP の加⽔分解に伴っ

て収縮⼒を発揮することにより、膜の収縮とそれに引き続く前⽅への細胞質の押し出しが

⽣じる。 
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図 2-1   細胞運動の模式図。細胞の前方では接着斑と網目状のアクチン線維が形成される
ことで細胞膜が押し出される。細胞の後方では細胞膜に結合したアクチンと複合体を形成
したミオシンの収縮力により膜の収縮が起こり、細胞質が前方に向かって押し出される
（Ridely et al., 2003 をもとに作図）。 

 
 
 
2.1.3. 走化性におけるシグナル伝達系 
好中球は⽩⾎球の⼀種であり、外来の異物や細菌を貪⾷することで感染防御の役割を果た

す。そして好中球は外部から侵⼊した細菌、免疫細胞および間質細胞から産⽣・分泌される

液性因⼦の濃度の違いに基づいて⽅向性をもった運動をする性質を持つ。このような化学

分⼦によって細胞運動が誘起される性質を⾛化性という。濃度が⾼い⽅向に細胞運動を誘

導する化学分⼦を誘因物質、濃度が低い⽅向に細胞運動を誘導する化学物質を忌避物質と

呼ぶ。本研究では誘引分⼦刺激に対する好中球の⾛化性を対象とする。細胞外に存在する誘

因物質は細胞膜表⾯に分布している受容体、多くの場合、G タンパク質共役受容体（G 

protein coupled receptor; GPCR）によって受容される。GPCR は細胞膜を７回貫通するタ

ンパク質であり、誘引分⼦との相互作⽤がない場合は、3 量体 G タンパク質 Gα、Gβγ

と複合体を形成している。誘引分⼦が受容体に結合すると Gα が不活性型であるグアノシ

ン 2 リン酸（Guanosine diphosphate; GDP）結合型から、活性型であるグアノシン 3 リン

酸（Guanosine triphosphate; GTP）結合型となり、Gα および Gβγ が GPCR から解離

し、下流のシグナル分⼦が活性化される。好中球における代表的な⾛化性誘引分⼦として、

細菌やネクローシスを起こした細胞から分泌されるフォルミルペプチド(fMLP など)、補体

Rear Leading
Edge

Filamentous-Actin
Polymerization

Microtubule 
organizing center
(MTOC)

Microtubule

Actomyosin

Adhesion

Nucleus
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の C5a、好中球が分泌する脂質代謝物であるロイコトリエン B4（LTB4）、間質細胞から分

泌される SDF1(Stromal cell derived factor)を挙げることができる。これら誘引分⼦に特異

性をもった受容体はいずれも GPCR であることが明らかにされている[Boulay et al., 1990; 

Gerard et al., 1991; Yokomizo et al., 1997; Feng et al., 1996]。 

 
先導端形成のシグナル伝達系 
ここでは、先導端におけるアクチン重合制御のシグナル伝達の概要を述べる。好中球の⾛化

性において、先導端形成を制御する主要な分⼦として、フォスファチジルイノシトール３リ

ン酸を⽣成する phosphoinositide３kinase(PI3K)や低分⼦量 G タンパク質である Ras 

GTPase、Rho GTPase が詳しく研究されており、これまでの知⾒を整理する。なお、⾛化

性運動する細胞の前端に局在を⽰し、膜伸⻑と関連する分⼦を先導端分⼦と呼び、運動する

細胞が形成する⼀時的な突出を仮⾜と呼ぶ。 

 
PI3K  
フォスファチジルイノシトール３キナーゼ（PI3K）はクラス I,II,III に分類され、このうち

クラス I がフォスファチジルイノシトール(4,5)-２リン酸を基質としてフォスファチジルイ

ノシトール(3,4,5)-３リン酸（PIP3）を⽣成する酵素である。PI3K クラス I は酵素サブユニ

ットの違いでα,β,γおよびδがあり、PI3Kβおよびγは GPCR 下流の Gβγによって活

性化される[Vanhaesebroeck et al., 2010]。PI3K によって⽣成される PIP3 はエフェクター

タンパク質の PH (Pleckstrin-homology)ドメインと結合することによって、シグナル伝達

に寄与する。それぞれのタンパク質の PH ドメインはそれぞれ結合する脂質への特異性を

持つ。PIP3 は Rac-GEF である P-REX (Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate-dependent 

Rac exchanger)の PH ドメインの結合サイトとして働き、細胞膜上で Rac を活性化し先導

端形成に寄与すると考えられている[Welch et al., 2002]。Gαi を阻害する百⽇咳毒素によ

って fMLP 依存的な Akt-PH の膜局在が阻害されることから、PI3K の活性化が Gi 依存で

あると⽰された。また Rho GTPase の阻害剤である C.difficile toxin の添加によって fMLP

依存的な Akt-PH の膜上への局在が阻害されることから、PI3K の活性化には Rho GTPase

が必要であることが⽰された [Servant et al., 2000]。ラトランキュリンによるアクチン脱重

合、ジャスプラキノリドによるアクチン安定化によって、Akt-PH の先導端への局在が低下

することが観察されており、先導端への PIP3 の局在には F-アクチン動態からのフィード

バックがあると考えられている [Wang et al., 2002]。PI3Kγノックアウトによって誘引分

⼦（fMLP, C5a）依存的な PIP3 の産⽣がほぼ完全に阻害されることが報告されている。同

ノックアウトマウスの初代好中球では fMLP に対する⾛化性が阻害されるが、完全には阻
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害されないことが報告されている[Sasaki et al., 2000; Hannigan et al, 2002]。まとめると、

膜上の PIP3 はそれと特異的な PH ドメインを持つ Rac-GEF を膜近傍にリクルートし、ア

クチン重合を促進し、その結果膜が伸⻑する。また PIP3 の局在はアクチン重合により促進

されている。PI3K は⾛化性運動には必ずしも必要ではないが、⾼い⾛化性効率の実現に寄

与していると考えられている 

 

Ras 
細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum では、低分⼦量 GTPase Ras が 3 量体 G タンパク質

の下流、PI3K の上流に位置し、先導端で局所的に活性化された状態の Ras-GTP をとる。

また、誘引分⼦ cAMP ⼀様刺激に対して適応的な応答を⽰すことが報告されている [Sasaki 

et al., 2007; Takeda et al., 2012]。好中球では、誘引分⼦ fMLP 刺激に対して適応応答を⽰

すこと、先導端から 5 µm 後⽅で活性が最⼤となることが報告されている[Yang et al., 2015]。 

 

Rac1/2 
低分⼦量 GTPase Rac は WAVE2(Wiskott-Aldrich syndrome protein family member)複合体

を活性化し、Arp2/3(Actin-related protein)を介して網⽬状のアクチン線維の形成を促進す

る[Takenawa et al., 2007; Weiner et al., 2006]。また Formin を活性化し、直状のアクチン

線維形成を促進する [Kuhn et al., 2014]。Rac1 は細胞種によらず発現が⾒られるが、Rac2

は好中球やリンパ球など⾎球系細胞に特異的に発現するタンパク質である[Sasaki & Firtel, 

2006]。ノックアウトマウスの初代好中球を⽤いた⾛化性実験から、Rac1 は⾛化性における

⽅向決定に寄与し、Rac2 は細胞の運動性に寄与することが報告されている[Sun et al., 2004; 

Sun et al., 2007)]。常活性型 Rac の過剰発現株では Akt-PH が恒常的に膜局在する⼀⽅、常

活性型の Cdc42 過剰発現株では Akt-PH の膜局在が⽣じないことから、Rac が膜上での

PIP3 の産⽣を促進すると主張されている[Srinivasan et al., 2003]。PIP3 依存的な Rac-GEF

として P-Rex1 [Welch et al., 2002]、 Vav [Han et al., 1998; Aoki et al., 2005]および SWAP-

70 [Shinohara et al., 2002]が報告されており、これらが Rac-PIP3 のフィードバックループ

を形成していると考えられている。光遺伝学の⼿法を⽤いて、PI3Kα,βおよびδと結合す

る p85 iSH ドメイン[Vanhaesebroeck et al., 2010]を膜上に移⾏させることによって、膜上

での PIP3 ⽣成を促進した実験で、膜上の Rac(1/2/3)の活性化が誘導されることが報告さ

れている[Graziano et al., 2017]。ただし、この系における Rac 活性化は誘引分⼦ fMLP 刺

激と⽐較して 10 分の１程度であり、光遺伝学的に誘導した PIP3 量が⼗分でない可能性や、

PIP３を経ない Rac 活性化の経路がある可能性を残している。また Rac1 の光依存的な局所

活性化によってマクロファージ様 raw264.7 細胞の⽅向性運動および線維芽細胞株 IA32 の
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膜伸⻑を誘導できることが報告されている[OʼNeil et al., 2014; Guntas et al., 2015]。 

 

Cdc42  

低分⼦量 GTPase Cdc42 はアクチンの枝分かれ構造の形成に必須である Arp2/3 を活性化

する分⼦である WASP (Wiskott-Aldrich syndrome protein)と結合し、活性化することによ

って網⽬状のアクチン線維の形成を促進する[McGavin et al., 2002; Takenawa et al., 2007; 

Tomasevic et al., 2007; Laylin et al., 2017]。また直状のアクチン線維形成を促進する Formin

（mDia2,3）を活性化する[Kuhn et al., 2014]。Gβγ、PAK1 および PIXα(Rac/Cdc42 GEF)

によって Cdc42 が活性化される経路があることが報告されている[Li et al., 2003]。優勢阻

害型の Cdc42(T17N)を発現したマクロファージ様 Bac1.2F5 細胞では、その運動性は低下

しないものの、CSF1 勾配における⽅向性運動が低下するため、Cdc42 は⾛化性の⽅向検出

に寄与すると考えられている[Allen et al., 1998]。Cdc42-GTP と結合するがエフェクター

分 ⼦ と 結 合 し な い WASP Δ C(WASP の C 末 ⽋ 損 変 異 ) あ る い は 優 勢 阻 害 型 の

Cdc42(T17N)を過剰発現した好中球様 HL60 細胞では、ガラスニードル先端から形成され

る誘引分⼦勾配に対して⾛化性を⽰さない[Srinivasan, 2003]。野⽣型が単⼀の先導端を形

成することに対して、Cdc42 ノックアウト好中球では fMLP 濃度勾配に対する⾛化性が低

下し、複数の仮⾜を形成すること、細胞の運動速度は野⽣型と⽐較して差は確認されないこ

とが報告されている[Szczur et al., 2009]。Cdc42 は Ras, Rac と⽐べて膜伸⻑との連動性が

⾼いこと、Cdc42 活性は伸⻑先端で最⼤であることに対し Ras および Rac 活性は伸⻑先端

から細胞後⽅ 5 µm の位置で最⼤となること、活性型 Cdc42 が細胞の後端形成に関わる

RhoA を抑制することが報告されている[Yang et al., 2015]。Cdc42 は誘引分⼦濃度勾配の

もとで細胞が⾼濃度側に仮⾜伸⻑することに寄与すると考えられる。 

 
後端構造の形成のシグナル伝達系 
好中球の後端における収縮⼒制御および構造について述べる。好中球は誘引分⼦刺激が明

⽰的に与えられていない場合でもランダム運動を⽰し、この際細胞の後端にミオシン II 局

在 [Tsai et al., 2019]と ERM タンパクの Moesin が局在することが知られている[Niggli & 

Rossy, 2008; Hind et al., 2016]。細胞後端の Moesin の局在は PIP3(Akt-PH)局在と⽐べて

持続時間が⻑く、Moesin の後端局在と運動⽅向の持続性に正の相関があることが報告され

ている[Prentice-Mott et al., 2015]。アクトミオシンの収縮はミオシン軽鎖のリン酸化によ

って引き起こされ、RhoA によって活性化される ROCK やミオシン軽鎖キナーゼによって、

アクトミオシン収縮が促進される[Vicente-Manzanares et al.,2009]。また RhoA は fMLP に

よって活性化された Gα12/13 によって活性化されることが報告されている[Xu et al., 2003]。 
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図 2-2   先導端・後端形成に関わる分子のシグナル伝達の概要 
 
 
 
2.2. 細胞外誘引分子勾配の知覚と走化性運動 
2.2.1. 細胞性粘菌における細胞外誘引分子勾配の検出 
細胞性粘菌をはじめとした這い回る細胞においては、持続的な誘引分⼦刺激に対して細胞

の膜伸⻑を促進する Ras, PI3K をはじめとする分⼦が⼀過的に活性化され、刺激前の活性

化状態まで緩和するという応答がよく知られている[Meili et al., 1999; Sasaki et al., 2007; 

Takeda et al., 2012]。このような応答は適応と呼ばれ、誘引分⼦が存在する環境の細胞

が、シグナル分⼦応答の活性化の余地を残し、新たな誘引分⼦刺激に応答できるために重

要な機構である。細胞性粘菌を対象として、誘引分⼦ cAMP 刺激に対する Ras 活性化

(Raf1RBD の膜移⾏)の適応を測定した実験より、適応にかかる時間が誘引分⼦濃度に依存

しないことが明らかにされた[Takeda et al., 2012]。フィードバック回路（図 2-3, b）によ

る適応応答では誘引分⼦の⼊⼒が⼤きくなるに伴い、緩和時間が⻑くなることが予想され

るが、フィードフォワード回路（図 2-3, a）の場合、適応時間が⼊⼒時間に依存しないこ

とから、Ras 活性化の制御様式としてフィードフォワード回路が⽀持されている[Takeda 

et al., 2012; Tang et al., 2014]。また、好中球様 HL60 細胞に関して、fMLP に対する

PI3K の活性化応答がフィードフォワード回路による動態と⼀致することが報告されてい

る[Tang et al., 2014]。 

Actin polymerization

Cdc42 Rac PI3K

Arp2/3

WASP WAVE2 mDia2(Formin)

Rac-GEF
P-REX) PIP3PH

RhoA

ROCK

Myosin
contraction
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図 2-3   誘引分子刺激（S）に対する先導端分子(R)の適応応答を示す制御回路。Aは Rを
活性化する因子であり、I は Rを抑制する分子である。（a）フィードフォワード型, (b)フィ
ードバック型。（GEF:）（Takeda et al., 2012 を参考にして作図）。 
 
 
細胞性粘菌が細胞外の誘引分⼦勾配を検出する仕組みとして、局所活性化⼤域抑制（Local 

Excitation and Global Inhibition; LEGI）と呼ばれる枠組みが考案されている[Parent et al., 

1998; Janetopoulos et al., 2004; Devreotes & Horwitz, 2015]。この枠組みは実験的に測定さ

れる以下の点を説明することができる。(1)⼀様な誘引分⼦刺激に対して、先導端分⼦の活

性化が適応的であること、(2)空間的な誘引分⼦勾配場において先導端分⼦が勾配⽅向に局

在すること である。LEGI の枠組みにおいては、先導端分⼦の活性化分⼦(アクチベータ)

と抑制分⼦（インヒビター）が存在し、それらは誘引分⼦によって活性化される(図 2-5)。

インヒビターは拡散しやすく濃度が細胞全体で⼀様となり、アクチベータは拡散しにくく

細胞周囲の誘引分⼦濃度の違いを反映した濃度分布をとると仮定される。⼀様刺激の場合、

アクチベータによる⼀過的な先導端因⼦の活性化が起こり1、その後インヒビターによる抑

制が起こることによって適応的な応答が現れる(図 2-5 左)。定常的な誘引分⼦勾配のもと

では、細胞全⻑のうち誘引分⼦の濃度が⾼い側でアクチベータがインヒビターを上回り、誘

引分⼦の濃度が低い側ではインヒビターがアクチベータを上回るために⾼濃度⽅向に先導

端因⼦の局在が⽣じる(図 2-4, 図 2-5)。 

 

                                                
1 インヒビターの分解速度がアクチベータの分解速度よりも大きいことを仮定している。 

A I

S

R

A

I

S

R

a b
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図 2-4   アクチン重合阻害剤であるラトランキュリン存在下での誘引分子 cAMP 高濃度
側への細胞性粘菌の先導端分子 PIP3(CRAC-PH)の局在。[Parent et al., 1999]より転載。 
 
 
 

 
図 2-5   誘引分子刺激に対する一過性応答と誘引分子の空間的な濃度勾配を検出するた
めの機構。局所活性化大域抑制（Local Excitation and Global Inhibition; LEGI)モデルと
呼ばれる。(Devreotes & Horwitz 2015 を参考にして作図) 
 
  

Activator (Front)

Inh
ibit

or

(global)

Response

Inh
ibit

or

(global)

Activator (Back)

Response

Time

Inhibitor 

Activator
Response

Re
la

tiv
e 

am
ou

nt

Uniform Stimulus

Time Time

Front Back

Spatial chemical gradient

Re
la

tiv
e 

am
ou

nt



 

 14 

2.2.2. 好中球における細胞外誘引分子勾配の検出 
細胞の⾛化性運動においては細胞の進⾏⽅向、つまり細胞の前側（以下では先導端という⽤

語を⽤いる）を形成することが重要である。PI3K によって産⽣された PIP3 に特異的に結

合する PH ドメインを持つセリンスレオニンキナーゼである Akt が、細胞の先導端に局在

するタンパク質であることが⽰された[Servant et al., 2000]（図 2-6）。さらに、ラトランキ

ュリンによってアクチン重合が阻害された細胞に対して誘引分⼦ fMLP の勾配刺激を与え

た場合においても、fMLP ⾼濃度側に Akt-PH が局在することが⽰された。このことから、

好中球には細胞前後端での誘引分⼦の濃度の違いをもとに勾配⽅向を検出する仕組み、つ

まり、空間的な濃度勾配を検出する仕組みがあると考えられている。しかし、アクチン重合

を阻害した場合に、PIP3 の誘引分⼦⾼濃度側への局在はより緩やかな勾配となることが報

告されており（図 2-6）、PIP3 の先導端への集積は F アクチンによる正のフィードバック

制御を受けていると考えられている[Wang et al., 2002]。 

      
図 2-6   アクチン重合阻害剤であるラトランキュリン存在下での誘引分子 fMLP 高濃度側へ

の先導端分子(Akt-PH)の局在。アスタリスク(＊)は誘引分子が放出されるマイクロピペット先端

の位置を表している。左は[Servant et al, 2000]、右は[F. Wang., 2002]より転載。 

 
 
 
2.2.3. 誘引分子 cAMP濃度の時間変化に依存した細胞性粘菌の走化性運動 
細胞性粘菌 Dictyostelium discoideum は栄養環境が悪化すると細胞間で⾛化性誘引分⼦で

ある cAMP を分泌・受容し、空間的に伝搬する cAMP の螺旋波を作り出す。細胞性粘菌は

この空間的に伝搬する cAMP 勾配に対して、cAMP 濃度の時間的な増加を伴う場合に cAMP

⾼濃度側への⾛化性を⽰すが、濃度の時間的な減少を伴う場合には cAMP 濃度勾配を無視

して移動する。この結果細胞性粘菌は螺旋波の中⼼に集合し、多細胞体を形成し、最終的に

胞⼦を作ることによって貧栄養環境をしのぐことができる。この、濃度の時間減少を伴う場

合に細胞が誘引分⼦の濃度勾配に沿った⽅向性運動をしない性質が１細胞の先導端分⼦の
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活性化制御に着⽬することで理解できることが⽰された[Nakajima et al., 2014]。その機構

は以下に⽰す。１つには先導端分⼦の活性が LEGI モデルで制御されることを想定し、誘引

分⼦刺激に対する適応後の先導端分⼦活性が誘引分⼦濃度の減少に伴いアンダーシュート

しない状況として、モデルのインヒビターの反応が０次の酵素反応(抑制反応が基質である

先導端分⼦の量に依らない反応)であると想定することである。この場合、濃度の時間増加

に対しては先導端分⼦の正の応答が現れるのに対して、濃度の時間減少に対しては僅かな

負の応答しか現れないことが帰結する。実験的にも、先導端分⼦の応答は誘引分⼦の濃度増

加を伴う場合には⾼濃度側への局在が⾒られることに対し、濃度の時間減少を伴う場合に

は先導端分⼦の局在が現れないことが観察されている。そして、上記の先導端分⼦応答は誘

引分⼦の濃度の時間変化率に依存して変化することが、細胞外の誘引分⼦勾配を制御した

実験によって⽰された（図 2-7）。 

 

 

 
図 2-7   LEGI モデルを基として、濃度の時間変化に依存した誘引分子勾配下での細胞性
粘菌の走化性応答の非対称性を説明するモデル（Nakajima et al., 2014 から引用、参考に
して作成）。 
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2.2.4. 先導端における細胞外誘引分子濃度勾配の知覚 
細胞性粘菌や好中球は細胞外誘引分⼦が明⽰的に与えられていない場合でも、形状変化と

重⼼運動を⽰す。この振る舞いは、アクチン重合を制御する Rac、 Cdc42、PIP3 やミオシ

ン II などの細胞内タンパク質が⾃発的に⾮等⽅的に配置されることに依存すると考えられ

る[Arai et al, 2010; Taniguchi et al., 2013; Yang et al., 2015; Miao et al., 2017,2019; Tsai et 

al., 2019]。細胞性粘菌について、緩やかな誘引分⼦濃度勾配のもとでは新規仮⾜形成の⽅

向は誘引分⼦濃度勾配に偏重されず、誘引分⼦⾼濃度側に伸⻑する仮⾜が最も持続するこ

とによって、細胞が⾼濃度側に運動することを報告されている[Andrew & Insall, 2007]。こ

れは細胞全⻑にわたる誘引分⼦の濃度差を細胞内のシグナル伝達によって増幅し、誘引分

⼦濃度の空間的な差異を読み取るという考え⽅ではなく、膜伸⻑前後での局所的な濃度変

化に基づいて膜伸⻑の継続あるいは退縮かが判定されるという考え⽅である。また、細胞内

での先導端分⼦活性あるいは繊維状アクチン構造が局在する領域が⽣じ、その領域におけ

る膜伸⻑と誘引分⼦に対する感度が⾼いことが、誘引刺激に対する⾛化性と拮抗あるいは

協調することが知られている[Zigmond et al., 1981; Arrieumerlou & Meyer 2005; Wang et 

al., 2014; Yang et al.,2015]。 

 
 
 
2.2.5. 大腸菌の走化性 
⼤腸菌の場合、⼤腸菌の移動(遊泳)により、誘引分⼦濃度の増加を検出した場合は推進⼒を

発揮する⽅向に鞭⽑モーターの回転を継続し、⼀⽅誘引分⼦濃度の増加を検出した場合は

鞭⽑モーターを逆回転させることによって遊泳を停⽌する。つまり、⼤腸菌は誘引分⼦濃度

の時間変化に基づいてランダム運動の⽅向を偏重させることによって、誘引分⼦濃度の⾼

い⽅向に運動する。⼤腸菌は全⻑が真核細胞の⼗分の１程度の 1-2 µm と⼩さく、細胞両端

での誘引分⼦の⽐較が困難であり、濃度の時間変化検出による⾛化性が妥当であると考え

られている[Berg et al., 1972; Segal et al., 1986; Alon et al., 1999; Sourjik et al., 2012]。 
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2.3. 本研究の概要 
これまで述べた内容を整理する。(1)好中球の⾛化性においては、先導端におけるアクチン

重合制御に PI3K, Ras, Rac および Cdc42 などの複数の分⼦が関与する。(2) 同じく速く這

い回る細胞である細胞性粘菌では先導端形成分⼦の Ras, PI3K が誘引分⼦刺激に対して適

応的な応答を⽰す。(3)細胞性粘菌の⾛化性においては細胞全⻑にわたる誘引分⼦ cAMP の

濃度差に基づいて運動⽅向を決める仕組みが提案されている。(4)空間的に伝播する cAMP

の濃度勾配に対して、粘菌は濃度増加を伴う勾配においてのみ⾛化性を⽰し、適応応答に依

拠した現象であると考えられている。(5) 好中球においても PI3K, Ras, Rac, Cdc42 が誘引

分⼦ fMLP 刺激に対して適応応答を⽰すと考えられ、fMLP 濃度勾配のもとでアクチン重

合阻害された場合でも細胞内の PI3K 活性の勾配が⽣じることから、細胞全⻑にわたる誘引

分⼦の濃度差に基づいた⽅向決定の仕組みがあることが⽰唆されている。 

細胞性粘菌と好中球（ヒト）は進化的には離れた種であるものの、いずれも G タンパク

質共役受容体により誘引分⼦を受容し、Ras,Rho GTPase または PI3K の活性制御を経て、

アクチン重合に駆動された⾛化性運動を⽰す。また誘引刺激に対して先導端形成分⼦であ

る PI3K 動態に類似性が⾒られることは、細胞性粘菌に限らず、好中球の⾛化性においても

誘引分⼦の濃度変動に依存した運動が期待される。これまでの好中球の⾛化性の研究では、

⾛化性応答に関わるシグナル分⼦やその相互作⽤について詳しく調べられてきた。⼀⽅、動

的な誘引分⼦勾配のもとでの⾛化性に関しては、フォルミルペプチドの濃度減少に伴って

好中球が細胞の前後極性を消失し運動⽅向を 180 度反転するという報告や[Albrecht & 

Petty, 1998]、誘引分⼦濃度が⼀様に上昇すると運動速度が上昇し、誘引分⼦濃度が⼀様に

減少すると運動速度が低下することが報告されているが[Geiger et al., 2002]、濃度変動を

伴う誘引分⼦濃度勾配のもとで、好中球が運動⽅向を決定する仕組みについては詳しく調

べられてこなかった。また、濃度変動に対する⾛化性シグナル分⼦の応答に着⽬した研究は

少ない。本研究では、時間的に変動する誘引分⼦勾配場において、好中球が誘引分⼦の空間

差分または濃度の時間変化の影響を受けて運動⽅向を決める仕組みを探求する。特に各々

の先導端分⼦の役割、誘引分⼦変動に対する先導端分⼦の応答に着⽬し、免疫細胞の⾛化性

に関する基礎的な知⾒を得ることを⽬的とした。 
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3. 材料と方法 
3.1. HL60細胞の培養と分化 
HL60 細胞は急性全⾻髄性⽩⾎病患者の前⾻髄球細胞の培養細胞株である (Collins et al., 

1977, )。ジメチルスルホキシドやレチノイン酸の添加によって好中球様細胞に分化するこ

とが知られている。好中球のモデル細胞として⾛化性が詳しく調べられており、⾛化性に関

わる分⼦⽣物学的な知⾒が多く蓄積されている。本研究で⽤いた HL60 細胞は RIKEN Bio 

Resource Center より⼊⼿した(RIKEN Cell Bank; RCB #0041)。 

 
HL60細胞の培養 
HL60 細胞の培養には体積分率で 10%の⾮働化した⽜胎児⾎清(Sigma Aldrich 172012, Lot. 

No. 11D255, または Sigma SF7524, Lot. No. S.BCBV4601)、抗菌・抗⽣物質(Sigma-Aldrich, 

A5955)および HEPES を含む Roswell Park Memorial Institute （RPMI）培地(WAKO, 189-

02145)を⽤いた（表 3-1）。上記の成⻑培地を⽤い 37℃, 5% CO2 存在下で細胞を静置培養

し、細胞密度は 1.0 x 106 cells/mL を超えないように 1-4 ⽇の間隔で継代した。なお、細胞

培養に使⽤する⽜胎児⾎清（Fetal Bovine Serum; FBS）としては、FBS の凍結ストックを

37℃のウォーターバス中で湯煎にて完全に解凍した後、56℃で 30 分間保温し、⾎清中の補

体成分の⾮働化処理を⾏ったものを⽤いた。⾮導化した FBS は 40 mL ずつ分注したのち-

30℃で凍結保存した。 

 
表 3-1   HL60 細胞 成長培地

 

 
 
HL60細胞の分化誘導 
HL60 細胞はジメチルスルホキシドやレチノイン酸の添加により好中球様に分化すること

が知られている [Collins et al., 1978]。本研究では成⻑培地にジメチルスルホキシド（Sigma 

Aldrich #D2650）を 1.3 % (vol / vol)含むように添加し、37℃, 5% CO2 下で 3-4 ⽇間静置培

養した HL60 細胞を実験に⽤いた。好中球様に分化する PLB-985 細胞の分化誘導後の転写

プロファイルを RNAseq で定量した研究では[Rincon et al., 2018]、DMSO による分化誘導

後 0,2,4,6 ⽇後の PLB985 細胞の転写プロファイルとヒト初代好中球の転写プロファイルの

HL60細胞  成長培地 100 mL
非働化済み FBS 10 mL
100x Antibiotic-Antimicotic Solution(Sigma-Aldrich, A5955) 1 mL
RPMI1640 HEPES含有 (WAKO, 189-02145) 89 mL
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Spearman の順位相関係数が、0.75, 0.82, 0.84, 0.84 と増加することが報告されている。順

位相関係数という点で、分化誘導２⽇で⼤きく変化があり、分化誘導 4 ⽇⽬で頭打ちとな

り、分化誘導 4 ⽇⽬と 6 ⽇⽬に⼤きな変化は⾒られない。個別の mRNA の絶対量には変化

がある可能性はある。ヒト初代好中球と⽐較した時の、DMSO によって分化誘導した HL60

の mRNA の相対量は、FPR1 や LTB4 をはじめとした主要な誘引分⼦受容体や接着分⼦、

先導端形成に関わる PI3K、Ras/Rho GTPase の GAP および GEF に関して 1/10 から 1 倍

の範囲にある[Rincon et al., 2018]。 
 
3.2. 遺伝子組み換え用プラスミドベクターの作製 
本研究で HL60 細胞の形質転換のために⽤いたベクターについて以下に記載する。 
3.2.1. タンパク質発現用pEBM Multi ベクター 
pEBMulti ベクター(WAKO, 057-08131)は染⾊体外環状 DNA として潜伏感染する Epstein-

Barr ウイルス(EBV)のゲノム複製機構[Yates et al., 1985]を利⽤した、タンパク質安定発現

株作製のためのプラスミドである[Tanaka et al, 1999; Shibata et al., 2007]。EBV 由来の複

製起点となる OriP 配列と EBNA1(EBV Nuclear Antigen 1)遺伝⼦配列を含んでおり（図 

3-1）、宿主細胞内で細胞周期の S 期に１度だけ複製され、細胞分裂時に娘細胞に正確に分

配されるという性質を持つ。このため、pEBMulti ベクターは宿主細胞内で⻑期にわたって

保持され、タンパク質安定発現株の作製に利⽤することができる。以下に作製したプラスミ

ドについて記載する（表 3-2 参照）。なお本研究で⽤いる制限酵素は全て New England 

Biolabs 社から購⼊した。プラスミドのミニプレップには Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (プロメガ, A1460)を⽤い、マキシプレップには GenElute(TM) HP 

Plasmid Maxiprep Kit (Sigma-Aldrich, NA0300)を⽤いた。構築した全てのプラスミドつい

て、サブクローニングした塩基配列が正しいことをシークエンス解析により確認した。 

 
pEBMNeo Akt-PH-Clover 
pcDNA3 Clover(Addgene, 40259)をテンプレートとして PCR 増幅(New England Biolabs, 

0530)した Clover を HindIII および BamHI で切断した pcDNA3 Akt-PH-GFP(Addgene 

#18836)ベクターにライゲーション反応(New England Biolabs, 0202)により結合した

(pcDNA3 Akt-PH-Clover)。 

続いて、pcDNA3 Akt-PH-Clover をテンプレートとして PCR 増幅した Akt-PH-Clover を

XhoI, NotI で切断した pEBMultiNeo(WAKO, 057-08131)にライゲーション反応により結合

した。 

pEBMNeo Lifeact-mTurquoise2 
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pLifeact-mTurquoise2(Addgene, 36201)から XhoI および NotI を⽤いて切り出した Lifeact-

mTurquoise2 を NotI および XhoI で切断した pEBMultiNeo(WAKO, 057-08131)にライゲ

ーション反応により結合した。 

 

 

 
図 3-1   pEBMulti のベクターマップ。EBV由来のEBNA1タンパク質と複製起点OriPを含

有するため、宿主細胞の細胞周期に合わせて染色体外で複製され、娘細胞に分配される。 

 
 
 
3.2.2. タンパク質発現用PiggyBac ベクター 
本研究ではタンパク質安定発現株の作製のために、PiggyBac トランスポゾンを応⽤したプ

ラスミド（PiggyBac ベクターと呼ぶ）を⽤いた。このベクターは京都⼤学 松⽥道⾏教授、

基礎⽣物学研究所 ⻘⽊⼀洋教授のご厚意により供与いただいた。 

トランスポゾンとは細胞内のゲノム上の位置を転移できる塩基配列である。ゲノム上の、

トランスポゾンは両端に特異的な逆向きの反復配列を持っており、その配列が転移酵素（ト

ランスポザーゼ）によって認識されゲノムが切り出され、異なる DNA 配列中に挿⼊され

る。PiggyBac トランスポゾン [Yusa et al., 2009]はガに由来するトランスポゾンであり、ト

ランスポザーゼによって切り出された塩基配列はゲノム上のランダムな TTAA 配列に挿⼊

される（図 3-2）。トランスポゾンによってはゲノム上への挿⼊過程によって挿⼊箇所の塩

基配列の変化を伴うが、PiggyBac トランスポゾンの場合は挿⼊箇所の塩基配列の変化が起

こないことが知られている。以下に作製したプラスミドについて記載する（表 3-2 参照）。 

  

1	

SV40	
promoter

OriP

SV40	PolyA
Terminator

Aneo/KanR

MCS

CAG	promoter

pUC Ori TK	promoter

EBNA1

pEBMulti Neo
10,224	bp

Multiple	Cloning	site	(MCS)
5’-AGAATTAACCCTCACTAAAGGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAG

KpnI XhoI
GTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGG
SalI ClaI EcoRV
GGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCGACTCT-3’
BamHI NotI
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pPBbsrMCS 
pPBbsrRaichu Cdc42 をテンプレートとして PCR 増幅した IRES（internal ribosome entry 

site） DNA 断⽚を EcoRI および BglII で切断した pPBbsrRaichu Cdc42 ベクターに T4DNA 

ligase(NEB0202 を⽤いて)ライゲーション反応により結合した。続いて、105℃に保温した

ヒートブロックで 10 分間加熱し、アニーリングしたオリゴ DNA（5ʼ-TACGAATTC 

AAGGGGTACCGGGCCCCTCGAGGGGGTCGACGGGGGGGGATCCTCAGCGGCC 

GCTAGGTAGGTAGGAATTCGGA -3ʼ お よ び 5ʼ ‒ TCCGAATTCCTACCTA 

CCTAGCGGCCGCTGAGGATCCCCCCCCGTCGACCCCCTCGAGGGGCCCGGTAC 

CCCTTGAATTCGTA-3ʼ）を EcoRI を⽤いて、ライゲーション反応により上述のベクター

に結合した。オリゴ DNA はマルチクローニングサイトとして KpnI, SalI, XhoI, BamHI, 

NotI を含む。 

pPBbsr YPET および pPBbsr mTurquoiseGL 
pPBbsrRaichu Cdc42 をテンプレートとして PCR 増幅した YPET または mTurquoiseGL 

を KpnI および XhoI を⽤いて pPBbsrMCS にライゲーション反応により結合した。 

pPBbsr hITSN-tgRFPt-SSPB(WT) 
pLL7.0: hITSN1(1159-1509)-tgRFPt-SSPB WT (Addgene#60419)より KpnI および NotI を

⽤いて切り出した hITSN-tgRFPt-SSPB(WT)を pPBbsrMCS にライゲーション反応により結

合した。 

pPBbsr mVenusiLID 
pLL7.0: Venus-iLID-CAAX (from KRas4B) (Addgene#60419) をテンプレートとして PCR

増幅した Venus-iLID-CaaX を BamHI および NotI を⽤いて pPBbsrMCS にライゲーション

反応により結合した。 

pPBbsr Clover-Cdc42(Q61L)および pPBbsr mRuby2-Cdc42(T17N) 
HL60 細胞から RNA を抽出し(プロメガ, AS1270)、逆転写酵素(Invitrogen, 18080051)を⽤

い cDNA を合成した。cDNA をテンプレートとして Cdc42 を PCR によって増幅し、pCR 

blunt II TOPO(Invitrogen,450245)を⽤いてクローニングしたのち、PCR により Cdc42 に

T17N または Q61L 変異を導⼊した。 

pcDNA3mRuby2(Addgene,40260) をテンプレートとして PCR 増幅した mRuby2 を

BamHI を⽤いて pPBbsrMCS にライゲーション反応により結合した（pPBbsr mRuby2）。続

いて Cdc42(T17N)を NotI を⽤いて pPBbsr mRuby2 にライゲーション反応により結合し

た。 

pcDNA3 Clover(Addgene,40259) をテンプレートとして PCR 増幅した Clover を XhoI

および NotI を⽤いて pPBbsrMCS にライゲーション反応により結合した（pPBbsr Clover）。
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続いて Cdc42( Q61L)を NotI を⽤いて pPBbsr Clover にライゲーション反応により結合し

た。 

 
 

 
図 3-2  PiggyBac トランスポゾンを用いたゲノムへの遺伝子導入の概要 

 
 
 
 

表 3-2   作製したプラスミドのリスト 

 

 

�	��

PiggyBac
vector

PiggyBac
Transposase


��TTAA��
���

+

プラスミド名称 ベクターバックボーン インサート DNA

pEBMultiNeo Akt-PH-Clover pEBMulti Neo Akt-PH-Clover (pcDNA3 Akt-PH-Clover)

pEBMultiNeo Lifeact-mTurquoise2 pEBMulti Neo Lifeact-mTurquoise2 (pLifeAct mTurquoise2,
Addgene #36201)

pPBbsr pPBbsr RaichuCdc42
TACGAATTCAAGGGGTACCGGGCCCCTCGAGGGGG
TCGACGGGGGGGGATCCTCAGCGGCCGCTAGGTAG
GTAGGAATTCGGA (合成オリゴDNA)

pPBbsr YPET pPBbsr(MCS) YPET(pPBbsr RaichuCdc42)

pPBbsr mTurquoiseGL pPBbsr(MCS) mTurquoiseGL(pPBbsr RaichuCdc42)

pPBbsr mVenus-iLID pPBbsr(MCS) Venus-iLID-CAAX (KRas4B) (Addgene60411)

pPBbsr hITSN-tgRFPt-SSPB(WT) pPBbsr(MCS) hITSN-tgRFPt-SSPB(WT), (Addgene#60419)

pPBbsr Clover-Cdc42(Q61L) pPBbsr(MCS) Clover(Addgene40259)およびCdc42(Q61L)

pPBbsr mRuby2-Cdc42(T17N) pPBbsr(MCS) mRuby2(Addgene 40260)およびCdc42(T17N)
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3.3. HL60細胞の形質転換 
3.3.1. 電気穿孔法によるHL60細胞へのプラスミドの導入 
HL60 細胞へのプラスミドの導⼊は電気穿孔法により以下の⼿順で⾏った 

＜⼿順＞ 

1. 対数増殖期の細胞（細胞密度 5-8 x 105 cells/mL）を遠⼼（室温、117 rpm、3 分、以下

本節中ではこの条件と同じ）により回収し、上清をできる限り除いた。5 mL の Opti-

MEM(Invitrogen, #31985070)に懸濁後、遠⼼し上清をできる限り除いた。この操作を

２回⾏った。この操作は細胞懸濁液中の⾎清成分を除くことを⽬的とする。 

2. 細胞密度が 5-10x106 cells/mL となるように細胞を Opti-MEM に懸濁した。 

3. プラスミド DNA を細胞懸濁液と混合し（DNA の混合量は個別に記載）、2 mm 間隙

電極キュベット(BioRad #165-2086 または NEPAGENE, #EC-002S2)に 100-110 µL 分

注した。この時、気泡の混⼊により電極間の電気抵抗が⼤きくならないように注意す

る。 

4. Super Electroporator NEPA21 (NEPAGENE)を⽤いて電気穿孔を⾏った。代表的な電

圧条件を表 3-4 に記載する。キュベット間隙の電気抵抗は 0.035-0.040 kΩとなるよう

にした。（Poring pulse は短時間⾼電圧の矩形波であり、細胞膜に孔をあけプラスミド

を導⼊することを⽬的としている。Transfer pulse は⻑時間・定電圧の矩形波であり、

発⽣する電場により DNA サンプルを移動させ細胞内への取り込みを促進することを

⽬的としている。） 

5. 電気穿孔後、あらかじめ 37ºC 5%CO2 インキュベータ内で平衡化させておいた培養培

地（20 % FBS および A.A.を含む RPMI 培地）中に懸濁し、37ºC, 5%CO2 雰囲気下で

培養する。この時、細胞が電気穿孔による損傷を受けていることを踏まえて穏やかに

ピペッティングを⾏うように注意する。 

 

 
表 3-3 に⽰すように電気穿孔のパラメータは 12 個あるが、これらのうち Poring pulse の電

圧とパルス幅について HL60 細胞へのプラスミド導⼊の条件検討を⾏った。GFP 発現⽤

pCMVS-EGFP 10 µg と 1x107 cells/mL の細胞懸濁液を混合し、表 3-3 に⽰す条件で電気穿

孔を⾏ったのち、20 % FBS および A.A.を含む RPMI 培地に懸濁し、37ºC, 5%CO2 雰囲気

                                                
2 NEPAGENE キュベットはステンレス電極、BioRad キュベットはアルミ電極である。2mm 間隙電極キ
ュッベトに 100 µL の細胞懸濁液を⼊れた場合、NEPAGENE キュベットの抵抗値)が BioRad キュベット
の抵抗値(0.036-0.038 kΩ)よりも若⼲⼤きいが抵抗値⾃体は NEPAGENE プロトコルの許容範囲内(0.03-
0.05 kΩ)である。 
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下でインキュベートした。形質転換した翌⽇にセルソーター（ソニー, SH800）を⽤いて、

各条件について単⼀細胞の蛍光強度を 5000 個の細胞に対して測定した。表 3-3 中の「poring 

pulse エネルギー」は印加電圧と電流測定値から算出された電⼒量である。表 3-3 中の「発

現率」は計測した細胞のうち、蛍光輝度値が 5000 以上の細胞の割合である。なお閾値は電

気穿孔を⾏わない対象細胞の平均蛍光輝度値の 100 倍超である 5000 とした。表 3-3 中の

「GFP 蛍光 最⼤値」は測定された最⼤の蛍光輝度値を⽰し、「GFP 蛍光 平均値」は閾

値 5000 を超えた細胞集団における蛍光輝度値の平均値である。Poring pulse のネルギーが

⼤きいほど、GFP 蛍光強度の平均値と発現率が⾼くなる傾向が⾒られた。条件 4-6,9-12 の

細胞を蛍光顕微鏡観察を⾏い、GFP 蛍光を発する細胞の⽣死を確認した。条件 4, 9 では蛍

光顕微鏡観察に⼗分な蛍光強度をもつ⽣細胞が⾒られたが、条件 5,6,11,12 の条件では GFP

蛍光強度は⾼いものの多くは死滅しており、⽣細胞が少なかった。本研究では主に 4 の条

件（表 3-4）で形質転換を⾏うことにした。他の細胞種を扱う場合は Poring pulse のエネル

ギーを変化させて、上限の導⼊効率を初めて達成できる条件の近くで、さらに詳細に条件検

討するのが良い。 
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表 3-3   電気穿孔法の条件検討

 

 
 
 

表 3-4 HL60の電気穿孔法の条件 (エレクトロポレータ NEPA21) 
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3.3.2. pEBMulti ベクターを用いたHL60細胞の形質転換 
pEBMulti ベクターを⽤いて形質転換を⾏う場合は、10 µg の pEBMulti ベクターを 1x107 

cells / mL の細胞懸濁液 100 µL と混合したのち、2 mm 間隙電極キュベットを⽤いて、電

気穿孔を⾏った。電気穿孔後、細胞を 37ºC の 20 % FBS, 50% 調整培地を含む RPMI 培地

に懸濁した。電気穿孔の 2 ⽇後から G418(Invitrogen, 11811023)を終濃度が 1 mg/mL とな

るように添加し薬剤選抜を開始した。薬剤選抜の間、4-7 ⽇に⼀度培地を交換した。形質転

換された細胞が 1 x 106 cells 程度得られるまでに要する時間は多くの場合 3-4 週間であっ

た。 

 

3.3.3. PiggyBac ベクターを用いたHL60細胞の形質転換 
PiggyBac ベクターを⽤いて形質転換を⾏う場合は、PiggyBac ベクターと細胞内で⼀過的に

PiggyBac トランスポザーゼを発現させるプラスミドベクターである Super PiggyBac 

Transposase expression vector (System Bioscience #PB210PA-1) (図 2-6)を電気穿孔法によ

って細胞に導⼊した。典型的には 1x107 cells / mL の Opti-MEM に懸濁した細胞懸濁液 100 

µL に Piggybac ベクター 2 µg と Super PiggyBac Transposase expression vector 0.2 µg を

混合したのち、2 mm 間隙電極キュベットを⽤いて、電気穿孔を⾏った。PiggyBac ベクタ

ーの量は形質転換の結果に応じて、0.5-4.0 µg の間で適宜調整した。電気穿孔後、細胞を

37ºC の 20 % FBS, 50% 調整培地を含む RPMI 培地に懸濁した。電気穿孔の 2 ⽇後から

Blasticidin(Invitrogen, R210-01)を終濃度が 5-10 µg/mL となるように添加し薬剤選抜を開

始した。薬剤選抜の間、4-7 ⽇に⼀度培地を交換した。形質転換された細胞が 1 x 106 cells

程度得られるまでに要する時間は多くの場合 3-4 週間であった。なお複数のタンパク質を

発現する細胞を作製する場合は、それぞれのタンパク質発現⽤の PiggyBac ベクター各 2 µg

と Transposase expression vector 0.2 µg を細胞懸濁液と混合して、形質転換を⾏うことで⽬

的の形質転換体を作製した。 
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図 3-3   pPBbsrMCS (PiggyBac ベクター)およびトランスポザーゼ発現ベクターのマッ
プ。 

 
 
3.4. 蛍光プローブ 
3.4.1. FRETプローブ 
フェルスター共鳴エネルギー移動(Förster Resonance Energy Transfer; FRET)とは、近接し

た２個の⾊素分⼦の間で⼀⽅の分⼦（ドナー）が吸収した励起エネルギーが電磁波の輻射を

伴わずに他⽅の分⼦(アクセプター)に移⾏する現象である。アクセプターが蛍光分⼦である

場合には、アクセプターから蛍光が発せられる。２つの蛍光タンパク間での FRET におい

ては両者の距離が 4-6 nm に近接した時に半分の FRET 効率が⽣じる[Lam et al., 2012]。本

研究で⽤いた Raichu Cdc42 FRET プローブ（図 3-4）は⻩⾊蛍光タンパク質である YPET、

PAK1 の CRIB（Cdc42 and Rac Interactive Binding domain）ドメイン(hPAK1 aa 68-150)、

アミノ酸リンカー(Ser-Ala-Gly-Gly の繰り返しの 116 アミノ酸)、Cdc42(aa 2-176)、シアン

蛍光タンパク質である mTurquoiseGL(CFP)および KRas の C 末 169-188 アミノ酸を連結

した融合タンパク質である[Komatsu et al., 2012]。分⼦内の Cdc42 が活性化されると、そ

のエフェクター分⼦の PAKCRIB と結合し、YFP と CFP が物理的に近接することによって

蛍光分⼦間での励起エネルギーの授受が⾏われ（FRET）、445 nm の励起に対して CFP 蛍

光が低下し YFP 蛍光が上昇することにより、融合タンパク質の発する蛍光スペクトルが⻑

波⻑側に変化する特徴を持つプローブである。 
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図 3-4   Raichu FRET プローブの構造 
不活性型Cdc42 はエフェクター分子（PAK）と結合せず、CFP-YFP 間の距離が離れてい
るためCFPから YFPへのエネルギー移動の効率が低い。活性型Cdc42 はエフェクター分
子（PAK）と結合し、CFP-YFP 間の距離が短くなるため、CFPから YFPへのエネルギー
移動（FRET）の効率が上昇する。（Komatsu et al., 2011 をもとに作図） 

 
 
3.5. 蛍光顕微鏡 
倒⽴型顕微鏡(IX81 または IX83, Olympus)に共焦点ユニット(CSU-X1 または W1, 

Yokogawa)、EMCCD カメラ、対物レンズ、電動ステージ、電動シャッター、レーザーが

搭載された蛍光顕微鏡を⽤い、MetaMorph(Molecular Device)を⽤い蛍光顕微鏡の制御と

画像取得をおこなった(表 3-5、表 3-7)。蛍光観察における励起波⻑、ダイクロイックミ

ラーおよび蛍光フィルターの組み合わせを表 3-6、 

 

 

表 3-8に記す。ダイクロイックミラーは励起光を透過させ、それ以外の波⻑の光を反射す

る特性を持つ光学素⼦である。励起光（レーザー光）を透過し、サンプルからの蛍光を反

射することにより、蛍光検出光路と励起光の⼊射する光路を分けることができる。蛍光フ

ィルターは⾚外光から紫外光領域の特定の波⻑領域の光だけを透過させる特性をもった光

学素⼦である。蛍光フィルターは励起光よりも超波⻑側にある対象の蛍光分⼦の蛍光を選

択的に透過させるものを選択し、測定対象の蛍光波⻑とは異なる蛍光や励起光散乱光が検

出されることを防ぐために⽤いる。⽣細胞観察は主に蛍光顕微鏡１で⾏なったが、局所的

な光刺激を⾏う実験では FRAPPA ユニット(Andor)を搭載した蛍光顕微鏡２で⾏なった。

FRAPPA ユニットには⼊射光をミラーで反射させて顕微鏡に送る光路(By-Pass モード)と

CF
P

YF
P

445 nm

PAK Cdc42

Linker

445 nm
FRET
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ガルバノミラー（X,Y ⽅向の２つ）が設置されて⾛査型の光照射を⾏う光路(FRAPPA モ

ード)があり、同じレーザー光源を⽤いて蛍光観察に加えて、サンプルに対して局所的な光

照射を⾏うことができる。 

 
 

 
図 3-5   蛍光顕微鏡の模式図 

 
 

表 3-5 蛍光顕微鏡１の構成 

 

EM-CCDカメラ

レーザー

CSU内部
顕微鏡内部

DM : ダイクロイックミラー(Dichroic Mirror )
EF : 蛍光フィルター （Emission Filter）
GM: ガルバノミラー(X,Y)

DM
EF

対物レンズ

サンプル

FRAPPA内部

光ファイバー

GM

装置 詳細
倒立型顕微鏡 IX-81, Olumpus
EM-CCDカメラ Evolve, Photometrics

スピニングディスク型 共焦点ユニット CSU-X1, Yokogawa
電動ステージ MD-WELL96100T-META-S, シグマ光機
電動シャッター MAC5000, Ludl Electronic Products

半導体レーザー (445 nm) LZ445-PVORSQ-K01 40mW, Vortran laser technology
半導体レーザー (488 nm) LZ488-PVORSW-K01 50mW, Vortran laser technology
DPSSレーザー (561 nm) 85YCA561nm/25mW, Melles Griot
レーザーコンバイナー Uniblitz Electronic

対物レンズ UPlanSApo, 10x, NA 0.40, Olympus
UPlanSApo 20x Oil, NA 0.85, Olympus
UPlanSApo 60x Oil, NA 1.35, Olympus
UApo N, 100x Oil, NA 1.49, Olympus

画像取得・解析ソフトウェア MetaMorph, Molecular Device
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表 3-6 蛍光顕微鏡１での蛍光フィルターセット 

 
 
 

表 3-7 顕微鏡構成２の構成 

 

 
 

表 3-8 蛍光顕微鏡 2の蛍光フィルターセット 

 
 
 
 
3.6. チャンバー基質の調製と細胞の準備 
⾛化性実験および細胞遊⾛の観察には、市販のマイクロ流体デバイス µslide (Ibidi,80311)

を⽤いた。好中球様 HL60 細胞は細胞外基質を接着・遊⾛をするため、⾛化性実験および細

名称 励起波長 蛍光フィルター ダイクロイックミラー
赤色蛍光 561 nm 575 nm ロングパス　(BA575IF, Olympus) 405nm / 488nm / 561nm透過
緑色蛍光 488 nm 510-550 nm バンドパスフィルター (BA510-550, Olympus) 405nm / 488nm / 561nm透過
黄色蛍光 488 nm 528.5-555.5 nm バンドパスフィルター (FF01-542/27-25, Semrock) 405nm / 488nm / 561nm透過

黄色蛍光(FRET) 445 nm 528.5-555.5 nm バンドパスフィルター (FF01-542/27-25, Semrock) 445nm / 515nm / 561nm透過
青色蛍光 445 nm 457-487 nm　バンドパスフィルター (FF02-472/30-25, Semrock) 445nm / 515nm / 561nm透過

装置 詳細
倒立型顕微鏡 IX-83, Olumpus
EM-CCDカメラ iXon Ultra 888, Andor

スピニングディスク型 共焦点ユニット CSU-W1, Yokogawa
電動ステージ MD-WELL96100T-META-S, シグマ光機
電動シャッター MAC6000, Ludl Electronic Products

レーザーコンバイナー ALC-601(405, 445, 488, 515, 560, 640 nm搭載), Andor
FRAPPAユニット FRAPPA, Andor
対物レンズ PlanApo, 60x, NA 1.42, Olympus

画像取得・解析ソフトウェア MetaMorph, Molecular Device

名称 励起波長 蛍光フィルター ダイクロイックミラー
近赤外蛍光 640 nm 665-705 nm バンドパスフィルター (FF01-685/40-25 , Semrock) 405nm / 488nm / 561nm / 640 nm 透過
赤色蛍光 561 nm 580.5-653.5 nm バンドパスフィルター 405nm / 488nm / 561nm / 640 nm 透過
緑色蛍光 488 nm 502.5-537.5 nm バンドパスフィルター  405nm / 488nm / 561nm / 640 nm 透過
黄色蛍光 515 nm 528.5-555.5 nm バンドパスフィルター (FF01-542/27-25, Semrock) 445nm / 515nm / 561nm 透過
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胞遊⾛の観察ではこの µslide 内部をフィブロネクチン（Corning 社 354008）でコーティン

グした。具体的には、4℃保存の固形フィブロネクチン 1 mg を室温(約 25℃)に戻し、室温

中で超純⽔(MilliQ)1 mL を加えて１時間静置したのち、穏やかに混ぜ 15 µL ずつチューブ

に分注した。これをストック溶液として-80℃で保存した。標準のフィブロネクチン溶液は、

ストック溶液をリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（PBS）を⽤いて 150 µg/mL に希釈したものを使⽤

時ごとに調製した。コーティングに⽤いるフィブロネクチン溶液の濃度は 0, 10, 50, 150 お

よび 200 µg/mL の濃度のうち、細胞が基質から剥がれず、かつ強接着により細胞重⼼運動

が妨げられないと濃度として、150 µg/mL を選択した。フィブロネクチン溶液の µslide チ

ャンバー内部にこのフィブロネクチン溶液 100 µL 注⼊することで満たし、室温で 1-3 時間

静置したのち、フィブロネクチン溶液を除き、 新しい PBS を 200 µL 注⼊し、抽出するこ

とで洗浄とし、これを３回繰り返した。洗浄後のデバイスはただちに⾛化性実験・細胞遊⾛

実験に⽤いた。なお、リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔(Phosphate buffered saline; PBS)については、

表 3-9 の組成で調整し、塩酸を加えて pH を 7.4 とし、オートクレーブ滅菌(120℃, 20 分

間)したものを⽤いた。 

 上記の作業の後、分化誘導した HL60 細胞を遠⼼(200G, 3 分, 室温)によって回収し、上

清を取り除き HBSS(Wako, 082-09365)または 1 nM fMLP を含む HBSS に細胞を懸濁し、

細胞懸濁液 100 µL を上記のフィブロネクチンコートしたチャンバーに導⼊し⾛化性実験・

遊⾛実験を⾏なった。なお全ての⽣細胞観察は 37℃に保たれた環境で⾏なった。 

 
表 3-9   リン酸緩衝生理食塩水(PBS)の組成 

 
 
 
3.7. マイクロ流体デバイスを用いた細胞外液性環境の操作 
3.7.1. 空間的に伝搬する誘引分子勾配刺激の形成 
マイクロ流体デバイス内では流速と流路幅が⼩さいため、層流が形成される。異なる溶液の

境界では分⼦拡散によって溶質が混合し、流れと垂直な⽅向に溶質分⼦の勾配が形成され

る。この性質を利⽤し誘引分⼦の濃度勾配を形成した。µslide 3in1 チャンバー（図 3-6）を

⽤い、送液⼝ 2(Ch 2 と書く)から 50 nM fMLP(Sigma #F3506), 0.4 µg/mL Alexa Fluor 594 

リン酸緩衝生理食塩水（pH7.4） 500 mL
塩化ナトリウム 4.0 g
塩化カリウム 0.1 g
リン酸水素ナトリウム 七水和物 1.34 g
リン酸二水素カリウム 0.12 g
超純水 500 mL (メスアップ）
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(Invitrogen #A10438, MW = 758.8)を含む HBSS(+)を送液⼝ 1, 3(Ch1, 3)からの送液を⾏

った。流速の制御には圧⼒制御装置(MFCS, Fluigen)とシリンジポンプ（Pump 11 Elite, 

Harvard Apparatus）を⽤いた。蛍光分⼦である Alexa 594 は fMLP 濃度の推定に⽤いる。

Ch2 の流速を 3 µL/min に設定し、（Ch1, Ch3）の流速を（26, 4）µL/min から（4, 26）

µL/min まで連続的に変化させた（ 

図 3-7, a）。濃度が時間的に増加し、減少する”釣鐘型の進⾏波刺激”を形成した（ 

図 3-7 b, 図 3-8）。また、流速変化にかかる時間 T2-T1 を 120, 600, 1200, 3600 秒と変化

させることによって進⾏波の伝搬速度を制御した。 

   
図 3-6  (a) Ibidi µslide 3in1 チャンバー。(b) aの黒点線長方形領域の模式図。観察領
域は幅３mmの流路の左端から 2-4 mm ３mmの流路の中央から上下0.2 mmの領域
（斜線長方形）とした。 
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図 3-7   µslide 3in1 チャンバーを用いた進行波刺激の形成 
(a) 進行波刺激を形成するための流速の制御。 (b) 各時刻において形成される層流の模式
図。左右の送液口からの流速を連続的に変化させ、中央の高濃度誘引分子溶液の層流の位置
を変化させることによって釣鐘型の進行波が形成される。 
 
釣鐘型濃度勾配の空間的広がり 
中央の流路から 3 µL/min, 左右の流路から 15 µL/minで送液した時に形成されるAlexa594

蛍光輝度の空間分布を示す。撮影した蛍光画像の輝度値の空間的なむらは後述の方法（3.8.2）

で補正した。  

 
図 3-8   
図 3-7の送液条件における蛍光分子Alexa594 の代表的な空間分布。 

横軸は位置(µm)、縦軸は蛍光輝度の相対値であり Alexa594 溶液で流路を満たした時の蛍
光輝度を 1とした。 
 
 
3.7.2. 空間一様な誘引分子刺激 
µslide 3in1 チャンバー（図 3-6）を⽤い、送液⼝ 2 を閉じ、送液⼝ 1 から HBSS(+)を、送

液⼝ 3 から蛍光分⼦ Alexa594 と誘引分⼦を含む HBSS(+)をそれぞれ送液した。送液⼝ 1

および 3 からの流速の総量を 120 µL/min とし、送液⼝ 1 および 3 からの流速⽐を 1：9 か

ら 9：１に切り替えることによって、細胞外の液性環境を置換した。送液にはシリンジポン

プ（Pump 11 Elite, Harvard Apparatus）を⽤いた。流速の切り替えに伴う、図 3-9 (a)の観

察領域における Alexa594 の蛍光強度の変化を図 3-9 (b)に⽰す。6 秒間で観察領域内での

溶液が置換されることが確認された。 

  

a

b
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図 3-9   流速切り替えに伴うAlexa594 蛍光強度の変化 
(a) 観察領域は幅３mmの流路の左端から 2 mm ３mmの流路の中央の 340 µm 四方の
領域（斜線正方形）とした。(b) 観察領域内でのAlexa594の相対蛍光強度の変化。 
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3.8. 画像解析 
3.8.1. FRET ratio の算出 
表 3-10 に⽰すように蛍光画像の取得条件を FRETYFP チャネル、CFP チャネル、YFP チ

ャネルと呼ぶ。CFP から YFP への FRET を蛍光顕微鏡を⽤いて測定する場合、YFP チャ

ネル側の画像には正味の FRET シグナルに加えて、（１）CFP 蛍光と、（２）445 nm のレー

ザーで直接励起された YFP の蛍光が混⼊している。そこで、後⼆者のシグナルを差し引き、

補正シグナルを以下のように算出した。便宜上、表 3-6 の蛍光観察条件を次のように対応

させる。補正後のシグナルを FRETcorr、FRETYFP チャネル、CFP チャネル、YFP チャネ

ルで取得した時の蛍光シグナルを FRETYFP, CFP, YFP とかく。正味の FRET に相当する

シグナルを以下の補正により定めた。 

FRETcorr = FRETYFP ‒ α•CFP ‒ β•YFP 

αは CFP(mTurquoiseGL)のみを発現する細胞をサンプルとした場合の、FRETYFP チャネ

ルの１細胞の平均輝度値を縦軸に、CFP チャネルの１細胞の蛍光輝度値を横軸にして散布

図を作成したときの回帰直線の傾きから算出した（図 3-10 a）。βは YFP(YPET)のみを発

現する細胞をサンプルとした場合の、FRETYFP チャネルの１細胞の平均輝度値を縦軸に、

YFP チャネルの１細胞の蛍光輝度値を横軸にして散布図を作成したときの回帰直線の傾き

から算出した（図 3-10 b）。なお実際に取得した細胞の蛍光画像では細胞外領域も０でない

背景輝度値を持つが、視野中に細胞のいない画像を 30 枚取得し、その平均を差し引いた細

胞の蛍光画像を⽤いて上記の補正を⾏なっている。FRET の指標としてこの補正を適⽤し

たシグナル (FRETcorr)と CFP シグナル (CFP)の⽐(FRET ratio)を⽤いた。 

𝐹𝑅𝐸𝑇	𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 = 	
𝐹𝑅𝐸𝑇𝑐𝑜𝑟𝑟
𝐶𝐹𝑃  

 

 

表 3-10   蛍光画像の取得条件 

 

 

  

名称 励起波長 蛍光フィルター ダイクロイックミラー
YFP チャネル 488 nm 528.5-555.5 nm バンドパスフィルター (FF01-542/27-25, Semrock) 405nm / 488nm / 561nm透過

FRETYFP チャネル 445 nm 528.5-555.5 nm バンドパスフィルター (FF01-542/27-25, Semrock) 445nm / 515nm / 561nm透過
CFP チャネル 445 nm 457-487 nm　バンドパスフィルター (FF02-472/30-25, Semrock) 445nm / 515nm / 561nm透過
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図 3-10   FRET チャネルへの蛍光の漏れこみの評価  
(a) mTurquoiseGL (CFP) 発現 HL60 細胞のCFPチャネルおよび FRETチャネルでの蛍
光輝度値。(b) YPET (YFP) 発現 HL60 細胞を対象とした場合の、488 nmで励起した場
合の YFP チャネルでのでの蛍光輝度値および 445 nm での励起による FRET チャネルで
の蛍光輝度値。(a,b の両軸は背景輝度値を差し引いた後の蛍光輝度値である。) 
 
 
3.8.2. 誘引分子濃度の推定と進行波刺激の通過時間の測定 
進⾏波刺激について、誘引分⼦濃度を以下に⽰す⽅法で推定した。また「刺激の通過時間」

を算出した。進⾏波刺激における Alexa594 のタイムラプス蛍光画像（“刺激”蛍光画像と呼

ぶ）、観察領域を 50 nM fMLP, 0.4 µg/mL Alexa 594 を含む HBSS(+)で満たした状態で撮

影した蛍光画像（“最⼤輝度”蛍光画像と呼ぶ）、観察領域を 1 nM fMLP を含む HBSS(+)で

満たした状態で撮影した蛍光画像（“背景輝度”蛍光画像と呼ぶ）を⽤いる。 

<⼿順> 

1. 刺激蛍光画像の空間的な輝度のむらを補正するため、図 3-11 に⽰す計算を⾏い、補正

後画像を作成した。補正後画像は 0 から 1 の間の値をとる。 
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図 3-11   蛍光画像の空間的な輝度のむらの補正方法 
 

2. 1 で得た補正後画像に空間平均化処理を⾏った。空間平均は対象の点を中⼼に進⾏波

伝搬⽅向に 3 ピクセル、その垂直⽅向に 101 ピクセルとした3。 

3. 各細胞のトラッキングデータの最初の時刻での位置における補正後画像のピクセル値

の時間変化を得た(相対蛍光強度と呼ぶ)(図 3-12 a, b)。値が最⼤となる点を進⾏波の

頂点と呼ぶ。 

4. 進⾏波の頂点での時刻以前で、相対蛍光強度が閾値(0.02)を超える直前の時刻(Ti)と、

進⾏波の頂点での時刻以後に値が閾値(0.02)を初めて下回る時刻(Tf)の差を刺激の通

過時間(Ttransit = Tf - Ti)と定める（図 3-12 b)。また濃度増加を伴う時間帯を進⾏波前

⾯、濃度減少を伴う時間帯を進⾏波背⾯と呼ぶ。 

  

                                                
3 取得した画像は 512 x 512 ピクセルである。 

�
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図 3-12   進行波刺激の通過時間の算出方法。進行波頂点の以前で閾値(0.02)を超える直
前の時刻と進行波頂点以降で初めて閾値(0.02)下回る時刻の差を刺激の通過時間とする。進
行波刺激の通過時間帯のうち、濃度増加を伴う時間帯を進行波前面、濃度減少を伴う時間帯
を進行波背面と呼ぶ。 
 
 
 
3.8.3. 重心移動のトラッキング 
取得した細胞運動の画像で、閾値を引くことによって細胞のマスクを取得することは難し

かった。本解析では ImageJ のプラグインである MTrackJ [Meijering, et al., 2012]を⽤いて、

各時刻における細胞の空間座標(x,y)を⼿動で求めた。細胞の重⼼をトラッキングした。 

 
 
3.8.4. 蛍光画像からの二値化画像の作成 
蛍光顕微鏡画像をもとに細胞内・外の領域についての輝度値を算出するために、細胞の蛍光

画像をもとにマスクを作製した。細胞マスクの作成には ImageJ を⽤い、周辺 1 ピクセルの

メディアンフィルター処理を⾏ったのち、蛍光画像の輝度値ヒストグラムをもとに Li の⼿

法[Li & Tam, 1998]で閾値を決定し、閾値より⾼い蛍光輝度値を持つピクセルを 255、閾値

より低い蛍光輝度値を持つピクセルを 0 とする⼆値化を⾏い、Erode 処理を１度⾏ったも

のをマスク画像とした。マスク画像を作成したのち、もとの蛍光画像と重ね合わせ、必要に

応じてマスク領域と細胞領域が⼀致するよう修正を加えた画像を最終的なマスク画像とし

て解析に⽤いた。 
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3.8.5. 細胞境界のトラッキング 
細胞運動における局所的な膜の伸⻑・収縮を可視化・測定するために、細胞のマスク画像を

もとに、その輪郭を等間隔に分割し、異なる時刻においてその分割の対応づけを⾏った。具

体的には、細胞輪郭を時計回りに 500 点に分割し、連続するフレームで分割点(Boundary 

Position)の対応付けを⾏う（図 3-13 a）。時間的に連続して取得した画像間での分割点の対

応付けは、分割点間の距離の⼆乗和が最⼩となるように選んだ。この対応づけにより、２時

刻の対応する分割点の距離の差をもとに局所的な伸⻑・収縮速度、分割点近傍の細胞内のシ

グナル強度、分割点近傍の細胞外のシグナル強度を算出できる。また細胞の形態の指標とし

て、局所的な膜曲率を算出した。膜分割(N)における曲率は反時計回りに 25 離れた膜分割

(N-25)、時計回りに 25 離れた膜分割(N+25)の３点を通る円の半径の逆数として求めた（図 

3-13 b）。円が細胞の内側から接する場合は曲率の符号を正、円が細胞の外側から接する場

合は符号を負とする。この解析には澤井研究室に在籍していた藤森⼤平⽒が作成したプロ

グラム[GitHub; fjmrt/ BoundaryTrack)を⽤いた。 

 
 
 

 
図 3-13   細胞境界のトラッキング 
(a)異なる時刻での細胞膜分割の対応。細胞膜を時計回りに 500点に分割し、連続するフレ
ームで分割点(Boundary Position)の対応付けを行う。時間的に連続して取得した画像間で
の分割点の対応付けは、分割点間の距離の二乗和が最小となるように選ぶ。(b)曲率の算出
方法。ある膜分割(N)における曲率は反時計回りに 25離れた膜分割(N-25)、時計回りに25
離れた膜分割(N+25)の３点を通る円の半径の逆数として求める。円が細胞の内側から接す
る場合は曲率の符号を正、円が細胞の外側から接する場合は符号を負とする。 
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4. 結果：誘引分子の進行波刺激に対する好中球様HL60 細胞の走化
性運動 

4.1. はじめに 
従来、好中球は細胞両端での誘引分⼦の濃度差に基づき細胞内のシグナル分⼦活性の空間

的な違いを⽣み出すことによって運動⽅向を決定すると考えられてきた[Servant et al., 

2000]。しかし、⽣体内では細胞外の濃度場は時空間的に変動していることが⼀般的である

と考えられる[Lammerman et al., 2013; Afonso et al., 2012]。これまで細胞外の誘引分⼦濃

度場を正確に再現性⾼く制御することが困難であったために、動的な誘引分⼦濃度勾配に

おける好中球の⾛化性はわかっていない。そこで、細胞外の液性環境を正確かつ再現性⾼い

い操作を可能とする微⼩流体デバイスを⽤い、誘引分⼦濃度変動を伴う勾配刺激に対する

好中球様細胞の⾛化性運動を測定した。 

 
 
4.2. fMLP進行波刺激に対するHL60細胞の走化性運動 
4.2.1. fMLP進行波刺激に対する重心運動 
誘引分⼦である fMLP(MW = 437.6)の進⾏波刺激（3.7.1 参照）に対する細胞の⽅向性運動

について、進⾏波刺激の伝搬速度依存性を測定した。 

Ttransit =1 分の進⾏波刺激に対して（3.8.2）、好中球様 HL60 細胞が誘引分⼦の⾼濃度側へ

移動する様⼦は観察されなかった。細胞は進⾏波刺激投⼊前には 18 (±2.6) µm/min の速

さでランダム運動をしていたが、進⾏波背⾯（t = 0.5 分）にて重⼼速度が低下し、進⾏波

刺激が通過した後 30 秒間の重⼼速度は 5.3 (±1.3) µm/min まで低下した（図 4-1, a）。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して細胞は、進⾏波前⾯において fMLP ⾼濃度側に向かっ

て平均 5.5 (±0.5) µm/min の速さで 14 µm 移動した。⼀⽅で、進⾏波背⾯では⾼濃度側へ

は 2.0 (±) µm/min の速さで 4.6 µm 移動した(図 4-1, b)。 

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では、細胞重⼼は fMLP ⾼濃度側へ平均

9.6 (±0.5) µm/min で 35 µm 移動した。進⾏波背⾯では、細胞は⾼濃度側に平均 5.3 (±0.5) 

µm/min で 20 µm 移動した（図 4-1, c）。個々の細胞に関しては、fMLP ⾼濃度側への移動

する細胞と運動を停⽌する細胞とが観察された（図 4-2）。 

Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では fMLP ⾼濃度側に平均 8.1 (±0.5) 

µm/min で 77 µm 移動した。また進⾏波背⾯においても、⾼濃度側に 7.3 (±0.7) µm/min

で 71 µm 移動することが観察された（図 4-1, d）。 

また、fMLP 進⾏波に対する HL60 の⾛化性は刺激前の細胞のランダム運動の⽅向に依

存することが観察された。そこで、刺激前の細胞の運動⽅向に基づいて分類を⾏い、それぞ
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れについて進⾏波に対する細胞の軌跡を求めた。刺激前 1 分間の移動距離が 5 µm 以下であ

る細胞を”Non-Polar(無極性)”、それ以外の細胞のうち刺激前に進⾏波に向かって運動して

い た 細 胞 を ”Forward( 前 進 )” 、 進 ⾏ 波 の 伝 搬 ⽅ 向 と 同 じ ⽅ 向 に 運 動 し て い た 細 胞

を”Backward(後進)”、進⾏波の伝搬⽅向と垂直に運動していた細胞を ”Orthogonal(側進)”

と分類して図⽰した。Ttransit = 4 分の fMLP 進⾏波刺激に対しては、後進細胞は刺激前の運

動⽅向に１分程度運動を継続することが⾒られた。（図 4-3 b, ⻘）。Ttransit = 7 分の fMLP

進⾏波刺激に対しては、濃度の時間増加を伴う間、後進細胞は刺激前の運動⽅向に１分程度

運動を継続した後 fMLP ⾼濃度側への移動を⽰した（図 4-3 c, ⻘）。 

 
 

 
図 4-1   fMLP進行波刺激に対するHL60細胞の走化性運動 （a, b, c, dはそれぞれTtransit 
=1,4,7 および 20分の進行波に対応） 
（左端）進行波刺激に対する xy 平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）
を示す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。
時刻 0 を原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行
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波に向かう方向(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心
運動の瞬間速さ。両軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間
変化を表す。瞬間速度は 10秒間（a）、15秒間（b, c）または 30秒間（d）の変位をもと
に速度を算出し、単位を µm/min に変換した数値を示す。サンプル数は a,b,c,d について
順に、n = 24, 105, 85, 87。エラーバーは標準誤差。 

 
 

 

図 4-2   fMLP進行波刺激（Ttransit = 4,7,20 分）に対する細胞の走化性運動の特徴づけ。(a) 
進行波前面での fMLP 高濃度側に向かった細胞の平均速度。(b) 進行波前面での fMLP 高濃度

側に向かった細胞の移動距離と平面上での細胞の総移動距離の比。(c) 進行波背面での fMLP高

濃度側に向かった細胞の平均速度。（アステリスクはウェルチの t 検定により有意差があると判

定されたことを示す。アステリスクの数に応じて、それぞれ以下の検定基準で有意差が認められ

たことを示す。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線分

の長さは標準偏差を表す。） 

 
  

***
*

** **** *** ***
a b c



 

 46 

 
図 4-3   進行波刺激投入前の HL60 細胞の運動極性に依存した fMLP 進行波に対する走
化性運動 
(a) 刺激投入前の細胞の運動方向に基づいて分類した 5 つのデータ群の概要。(b,c) 
Alexa594 蛍光輝度値から推定した fMLP 濃度の時間変化（上）。fMLP 進行波に向かう方
向への重心の移動距離(下)。(b) TTransit = 4 分,(c)TTransit = 7 分の場合。細胞数は[Non-Polar, 
Forward, Backward, Orthogonal] の順に、n = [35,18,9,43] (b)、[32,16,7,30] (c)。エ
ラーバーは標準誤差。 
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4.2.2. フロント進行波刺激および濃度反転した進行波刺激に対する細胞の走化
性運動動 

4.2.1 節で⽰した fMLP 進⾏波刺激においては、細胞は濃度の時間的な増加に引き続き濃度

が時間減少する勾配刺激を受ける。ここでは fMLP 濃度の時間変化と⾛化性運動の関連を

調べるため、濃度の時間増加または減少のいずれかのみから構成された刺激への応答を解

析した。具体的な⼿法としては釣鐘型進⾏波刺激の実験の系を基本として⽤い、以下の操作

を⾏った。 

中央の送液⼝を閉じ、左側の送液⼝から 1 nM fMLP を含む HBSS(+)を、右側の送液⼝

から 50 nM fMLP, 0.4 µg/mL Alexa Fluor 594 を含む HBSS(+)を送液することによって濃

度が時間的に増加する勾配刺激を形成した(図 4-4, a)。 この場合、（Ch1, Ch3）の流速を

（10, 20）µL/min から（20, 10）µL/min まで 300 秒かけて変化させた。⼀⽅、（Ch1, Ch3）

の流速を（20, 10）µL/min から（10, 20）µL/min と変化させることによって、濃度が時間

的に減少する勾配刺激を形成した(図 4-4 b)。 

細胞の重⼼運動を図 4-5 に⽰す。進⾏波前側では勾配⽅向に 10 µm 重⼼移動が⾒られた

ことに対し(図 4-5 a)、進⾏波後側では勾配⽅向への移動は 5 µm と短かった(図 4-5.b)。 

また、左右の送液⼝から 50 nM fMLP, 0.4 µg/mL Alexa Fluor 594 を含む HBSS(+)を中

央の送液⼝から 1 nM fMLP を含む HBSS(+)を送液し （Ch1, Ch2, Ch3）の流速を（26, 3, 

4）µL/min から（4, 3, 26）µL/min まで 1200 秒かけて連続的に変化させることによって、

⾕型の進⾏波刺激を形成した(図 4-6 a)。濃度反転した進⾏波刺激に対して、細胞は濃度が

時間的に減少する勾配場では⾼濃度側への移動を⽰さなかったが、濃度が時間的に増加す

る勾配場では⾼濃度側への移動を⽰した(図 4-6 b)。 

 

図 4-4   濃度が時間的に増加/減少する勾配刺激 
(a) Ch 1（左側）の流速を増加させ、Ch 3（右側）の流速を減少させることによって誘引
分子濃度の時間増加を伴う勾配を形成する。(b) Ch 1（左側）の流速を減少させ、Ch 3（右
側）の流速を増加させることによって誘引分子濃度の時間減少を伴う勾配を形成する。 

50	nM
fMLP

1	nM
fMLP

50	nM
fMLP

1	nM
fMLP

a b
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図 4-5   濃度が時間的に増加(a)/減少する(b)勾配刺激に対する細胞の重心の移動距離。
（高濃度側への変位を正とする）各グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における
fMLP濃度の時間変化を表す。サンプル数は a, b の順に、n = 25, 30 細胞。エラーバーは
標準誤差。 
 
 
 

 
図 4-6   谷型の進行波刺激の形成と細胞の走化性運動 
(a) 谷型の進行波を形成する場合の送液方法および細胞が受ける谷型進行波の模式図 (b) 
谷型進行波に対する細胞の重心の移動距離。濃度が時間的に減少する勾配場においては勾
配方向への走化性運動は見られなかったが、濃度が時間的に増加する勾配場においては勾
配方向への運動が確認された。（変位の符号はパネル aの右向きを正とする）グラフ中の赤
線(縦軸右)は細胞の重心位置での fMLP 濃度の時間変化を表す。サンプル数は n = 91 細
胞。エラーバーは標準誤差。 
  

a b

50 nM
fMLP

50 nM
fMLP

1 nM
fMLP Inverse wave of 

fMLP

Cell

a b
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4.3. Cdc42阻害での fMLP進行波刺激に対するHL60細胞の走化性運動 
好中球様 HL60 細胞の⾛化性において、先導端分⼦の１つである Cdc42 が果たす役割を考

察するため、Cdc42 の選択的阻害剤である低分⼦化合物 ZCL278 を⽤い、fMLP 進⾏波刺

激に対する⾛化性運動・応答を解析した。ZCL278 は Cdc42 に結合し、Cdc42 とそのグア

ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 ⼦ (Guanine nucleotide Exchange Factor; GEF) で あ る

Intersectin(ITSN)との結合を阻害する分⼦として設計された。Cdc42 と ZCL278 の結合定

数は蛍光滴定(350 nm の Trp 蛍光)では、Kd = 6.4 µM、表⾯プラズモン共鳴法からは、Kd 

= 11.4 µM と算出されている[Friesland et al., 2013]。 

 

10 µM ZCL278存在下でのHL60細胞の走化性運動 
Cdc42 阻害剤である ZCL278 を終濃度 10 µM となるように溶液に加え、fMLP 進⾏波刺激

に対する HL60 細胞の⾛化性を測定した（図 4-7, 図 4-8、表 4-1）。 

Ttransit = 4 分の fMLP 進⾏波刺激に対しては、進⾏波前⾯では⾼濃度側に向かって平均

1.1 (±0.8) µm/min の速さで 1.4 µm 移動した(括弧内の誤差は標準誤差)。薬剤処理をしな

い場合では、同等の濃度の時間増加を伴う間に細胞は⾼濃度側に平均 5.5 (±0.5) µm/min

で 12 µm 移動した。つまり、ZCL278 による Cdc42 活性の阻害により、進⾏波前⾯におけ

る⾛化性速度が約 14 %まで低下した（図 4-7, a）。 

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対して進⾏波前⾯では誘引分⼦⾼濃度側に向かって平均 4.3 

(±0.5) µm/min で 14 µm 移動した。同様の誘引分⼦勾配のもとで薬剤処理しない場合は平

均 9.1 (±0.5) µm/min で 34 µm 移動した。つまり、ZCL278 による Cdc42 活性の阻害によ

り、進⾏波前⾯での⾛化性速度は約 47 %まで低下した。進⾏波背⾯では⾼濃度側へ平均 1.4 

(±0.2) µm/min の速さで 5.2 µm 重⼼移動した。（図 4-7, b）。進⾏波前⾯における⾛化性速

度はの低下は時間変化の速い Ttransit = 4 分の fMLP 進⾏波刺激の場合により顕著に⾒られ

た。 

Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対して、細胞は進⾏波前⾯において⾼濃度側に平均 3.8 (±

0.3) µm/min の速さで 39 µm 移動し、進⾏波背⾯では⾼濃度側に平均 2.9 (±0.3) µm/min

の速さで 31 µm 移動した。また、fMLP 進⾏波投⼊後、しばらく経過し fMLP 濃度が 5-10 

nM となった時点から⾼濃度側への速度および重⼼運動速度が上昇することが⾒られた。薬

剤処理をしない場合では、進⾏波前⾯・背⾯での⾼濃度側への運動速度はそれぞれ、8.2 (±

0.5) µm/min および 7.2 (±0.5) µm/min であった（図 4-7, c）。 

Ttransit = 31 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側への移動が観察された。

ただし、⾼濃度側への運動速度は fMLP 濃度が 10 nM 以下では 0 (µm/min)とは異ならず、

ZCL278 存在下では誘引分⼦低濃度の勾配のもとでの⾛化性が阻害されることが観察され
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た。進⾏波背⾯においても⾼濃度側への移動が観察され、進⾏波前⾯と⽐べて⾼濃度側に向

かって、より⻑い距離を移動することが観察された（図 4-7, d）。 

 

20 µM ZCL278存在下でのHL60細胞の走化性運動 
Cdc42 阻害剤である ZCL278 を終濃度 20 µM となるように溶液に加え、fMLP 進⾏波刺激

に対する HL60 細胞の⾛化性を測定した。Ttransit = 20 分の fMLP 進⾏波刺激に対する⾛化

性を観察したところ進⾏波前⾯・背⾯のいずれでも、fMLP ⾼濃度側へ細胞重⼼の移動は観

察されなかった（図 4-9）。 
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図 4-7   10 µM ZCL278 存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動（a,b,c,d,
は Ttransit = 4, 7, 20, 31分の進行波刺激に対応） 
（左端）進行波刺激に対する xy 平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）
を示す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。
時刻 0 を原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行
波に向かう方向(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心
運動の瞬間速さ。両軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間
変化を表す。サンプル数は a, b, c の順に、n = 52, 100, 60, 17 細胞。エラーバーは標準
誤差。 
 
 

a

b

c

d
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図 4-8   ZCL278(10 µM)存在下での fMLP進行波刺激に対する細胞の走化性運動。 

(a) 進行波前面での fMLP高濃度側に向かった細胞の平均速度。(b) 進行波前面での fMLP高濃

度側に向かった細胞の移動距離と平面上での細胞の総移動距離の比。(c) 進行波背面での fMLP

高濃度側に向かった細胞の平均速度。（アステリスクはウェルチの t 検定により有意差があると

判定されたことを示す。アステリスクの数に応じて、それぞれ以下の検定基準で有意差が認めら

れたことを示す。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線

分の長さは標準偏差を表す。） 

 
 
表 4-1   ZCL278(10 µM)存在下での fMLP進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

 
 

 
図 4-9  20 µM ZCL278 存在下での fMLP 進行波刺激に対する細胞の走化性運動（Ttransit = 
20分） 

進行波に向かう方向への細胞運動の移動距離(左)。 進行波に向かう方向(図中では y と記載)へ

の細胞運動の瞬間速度（中央）。基質平面上での細胞運動の瞬間速さ（右）。各グラフ中の赤線(縦

軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間変化を表す。観察時間中に10 µm以上動い

た細胞をトラッキングの対象とした。(n = 17) 

4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min

*** ** *** *** ***
***

*** *** *** *** ** *** ***

Ctrl    ZCL       Ctrl    ZCL      Ctrl    ZCL Ctrl    ZCL       Ctrl   ZCL      Ctrl    ZCL Ctrl    ZCL       Ctrl   ZCL      Ctrl    ZCL 

cba

Wave Front Wave Back

Velocity (µm/min) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 5.5 (±0.5) 9.6 (±0.5) 8.1 (±0.4) 2.0 (±0.3) 5.3 (±0.5) 7.3 (±0.7)
ZCL278 1.1 (±0.8) 4.3 (±0.5) 3.8 (±0.3) 1.2 (±0.3) 1.4 (±0.3) 2.9 (±0.3) 

Migration distance (µm) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 12 35 77 4.6 20 71
ZCL278 2.2 14 39 2.6 5.2 31
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4.4. ROCK阻害での fMLP進行波刺激に対するHL60細胞の走化性運動 
HL60 細胞の⾛化性において、ミオシンモーター活性を制御するタンパク質の１つである

ROCK（Rho-associated kinase）が果たす役割(図 4-10, Bishop & Hall, 2000; Rient & Ridley, 

2003; Tsai et al., 2019)を考察するため、ROCK を選択的に阻害する低分⼦化合物 Y27632

⽤い、fMLP 進⾏波刺激に対する⾛化性運動を測定した。Y27632 が ROCK の酵素活性を半

分に低下させる濃度(Ki)は COS 細胞を対象として 0.14 µM である[M. Uehata, 1997]。 

 

 
図 4-10   RhoA, ROCKシグナル伝達系の模式図 

ROCKはRhoAによって活性化される。ROCKはミオシン軽鎖リン酸化を促進し、ミオシン脱

リン酸化を阻害することによって、ミオシン線維の収縮を促す。(MLC;ミオシン軽鎖、 MLCK;

ミオシン軽鎖リン酸化酵素、 MYPT-PP1;ミオシン脱リン酸化酵素複合体) 

 
ROCK 阻害剤である Y27632 を終濃度 20 µM となるように溶液に加え、fMLP 進⾏波刺激

に対する HL60 細胞の⾛化性を測定した（図 4-11、図 4-12、 

表 4-2）。 
Ttransit = 4 分の進⾏波に対しては進⾏波に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側への平均 4.3 

(±0.6) µm/min で移動した。⼀⽅、進⾏波背⾯では⾼濃度側への運動速度は 0.7(±0.1) 

µm/min であり、ほとんど⾛化性は観察されなかった（図 4-11, a）。刺激前には細胞はラン

ダムな⽅向への重⼼運動を⾏っていたが、刺激通過後では細胞外誘引分⼦濃度は刺激前と

等しいにも関わらず、細胞の運動速度が 0 µm/min 近くまで低下した。 

Ttransit = 7 分の進⾏波に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側への平均 6.4 (±0.5) µm/min で

移動した。⼀⽅、進⾏波背⾯では⾼濃度側への運動速度は 1.5(±0.2) µm/min であり、薬剤

なしと⽐較して有意(p < 0.001)に⼩さかった。この結果は Y27632 ⾮存在下にて進⾏波の

後ろ側で勾配⽅向への明確な移動が⾒られたことと明らかに異なる。刺激前に進⾏波と同

じ⽅向に運動していた細胞は、進⾏波の前側で勾配⽅向に向きを変え、進⾏波の後ろ側では

Microtubule

GEF-H1

RhoA

ROCK

MYPT-PP1

MLC MLC
p

MLCK

取り込み

mDia1
Profillin

G-actin
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勾配⽅向への運動を⽰さなかった（図 4-11, b）。 

Ttransit = 20 分の進⾏波に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側への平均 5.8 (±0.3) µm/min

で移動した。進⾏波背⾯では⾼濃度側への運動速度は 1.7(±0.3) µm/min であり、薬剤なし

と⽐較して有意(p < 0.001)に⼩さかった（図 4-11, c）。 

総じて、Y27632 存在下においては、進⾏波前⾯では⾛化性を⽰したが、進⾏波背⾯では進

⾏波の通過時間が遅い場合でも⾛化性が顕著に低下した。進⾏波の通過時間によらず、進⾏

波の通過に伴い、細胞の運動の速さが 0 µm/min まで低下することが観察された。 

 

 

図 4-11  20 µM Y27632存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動（a, b, cは

それぞれ Ttransit = 4,7,20, 28分の進行波刺激に対応） 
（左端）進行波刺激に対するxy平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）を示

す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。時刻0を

原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行波に向かう方向

(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心運動の瞬間速さ。両

軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間変化を表す。サンプル数

a

b

c

d



 

 55 

は a, b, c, d の順に、n = 89, 96, 76, 20 細胞。エラーバーは標準誤差。 

 
表 4-2   20 µM Y27632 存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

 

 
 

 
図 4-12  Y-27632(20 µM)存在下での fMLP進行波刺激に対する細胞の走化性運動。 

(a) 進行波前面での fMLP高濃度側に向かった細胞の平均速度。(b) 進行波前面での fMLP高濃

度側に向かった細胞の移動距離と平面上での細胞の総移動距離の比。(c) 進行波背面での fMLP

高濃度側に向かった細胞の平均速度。（アステリスクはウェルチの t 検定により有意差があると

判定されたことを示す。アステリスクの数に応じて、それぞれ以下の検定基準で有意差が認めら

れたことを示す。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線

分の長さは標準偏差を表す。） 

  

Wave Front Wave Back

Velocity (µm/min) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 5.5 (±0.5) 9.6 (±0.5) 8.1 (±0.4) 2.0 (±0.3) 5.3 (±0.5) 7.3 (±0.7)
Y-27632 4.3 (±0.6) 6.4 (±0.5) 5.8 (±0.3) 0.7 (±0.1) 1.5 (±0.2) 1.7 (±0.3) 

Migration distance (µm) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 12 35 77 4.6 20 71
Y-27632 9 24 60 1.5 5.7 18

* *
******

***
***

* ***
** **

*********

4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min

ca

Ctrl     Y        Ctrl     Y        Ctrl     Y Ctrl     Y        Ctrl     Y        Ctrl      Y Ctrl     Y        Ctrl      Y        Ctrl      Y

b



 

 56 

4.5. Rac1阻害での fMLP進行波刺激に対するHL60細胞の走化性運動 
先導端分⼦の Rac1 を選択的に阻害する低分⼦化合物 NSC23766 [Gao et al., 2004]⽤い、

fMLP 進⾏波刺激に対する⾛化性運動を測定した。NSC23766 は Rac1 を選択的に活性化す

るグアニンヌクレオチド交換因⼦（GEF; guanine nucleotide exchange factor）である Tiam1

や TrioN と結合する分⼦として設計された。 NSC23766 は Rho GTPase である Cdc42 や

RhoA の活性を阻害しないことが確認されている。⽂献 [Gao et al., 2004] より NSC23766

と TrioN との結合定数は約 50 µM である。 

NSC23766 を終濃度 50 µM となるように加え、fMLP 進⾏波刺激に対する HL60 細胞の⾛

化性を測定した（図 4-13、図 4-14、表 4-3）。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に 5.0 (±0.9) µm/min

の速さで移動し、これは薬剤処理なしの場合と有意な差はない。進⾏波背⾯では⾼濃度側へ

の平均速度は 0.8 (±0.2) µm/min であり、⾼濃度側への明確な移動は⾒られなかった。 

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に平均 6.9 (±0.7) 

µm/min で移動した。進⾏波背⾯では細胞は⾼濃度側に平均 2.7 (±0.5) µm/min で移動し

た。これは薬剤処理なしの場合の 51%と⼩さかった。 

Ttransit = 20 分の進⾏波に対しては、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に 9.1 (±0.5) µm/min

で移動し、薬剤処理の場合と有意差は認められなかった。進⾏波背⾯では⾼濃度側に平均

4.1 (±0.5) µm/min で移動した。これは薬剤処理なしの場合の 56%と⼩さいことが認めら

れた。 

以上をまとめると、Rac1 の阻害により、進⾏波前⾯における⾛化性に影響は認められな

かった。進⾏波背⾯では、⾼濃度側への運動速度が約 40-56%に低下した。 
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図 4-13   50 µM  NSC23766存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動（a, 
b, c はそれぞれ Ttransit = 4,7,20 分の進行波刺激に対応） 
（左端）進行波刺激に対する xy 平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）
を示す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。
時刻 0 を原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行
波に向かう方向(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心
運動の瞬間速さ。両軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間
変化を表す。サンプル数は a, b, c の順に、n = 62, 46, 72 細胞。エラーバーは標準誤差。 
 
 
表 4-3   50 µM  NSC23766 存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

 

a

b

c

Wave Front Wave Back

Velocity (µm/min) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 5.5 (±0.5) 9.6 (±0.5) 8.1 (±0.4) 2.0 (±0.3) 5.3 (±0.5) 7.3 (±0.7)
NSC23766 5.0 (±0.9) 6.9 (±0.7) 9.1 (±0.5) 0.8 (±0.2) 2.7 (±0.5) 4.1 (±0.5)

Migration distance (µm) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 12 35 77 4.6 20 71
NSC23766 10 24 94 2 10 42
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図 4-14   NSC23766(50 µM)存在下での fMLP進行波刺激に対する細胞の走化性運動。 

(a) 進行波前面での fMLP高濃度側に向かった細胞の平均速度。(b) 進行波前面での fMLP高濃

度側に向かった細胞の移動距離と平面上での細胞の総移動距離の比。(c) 進行波背面での fMLP

高濃度側に向かった細胞の平均速度。（アステリスクはウェルチの t 検定により有意差があると

判定されたことを示す。アステリスクの数に応じて、それぞれ以下の検定基準で有意差が認めら

れたことを示す。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線

分の長さは標準偏差を表す。） 

 
 
 
4.6. PI3K阻害での fMLP進行波刺激対するHL60細胞の走化性運動 
HL60 細胞の⾛化性において、先導端分⼦の１つである PI3K を選択的に阻害する低分⼦化

合物 LY294002 [Vlahos et al.,1994]⽤い、fMLP 進⾏波刺激に対する⾛化性運動を測定した。

LY294002 は PI3K の ATP 結合サイトと結合することで、PI3K を阻害する。LY294002 と

PI3K の結合定数は 1.4 µM である[Vlahos et al., 1994]。100 µM の LY294002 存在下で fMLP

依存的なアクチン重合が完全に阻害されることが報告されている[Vlahos et al., 1995]。 

PI3K 阻害剤である LY294002 を 50 µM となるように溶液に加え、fMLP 進⾏波刺激に対す

る HL60 細胞の⾛化性を測定した（図 4-15、図 4-16、表 4-4）。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に 6.7 (±0.7) µm/min

の速さで移動し、薬剤処理なしの場合と有意差はなかった。進⾏波背⾯では⾼濃度側への平

均速度は 0.9 (±0.2) µm/min であり、⾼濃度側への移動は⾒られなかった。 

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に平均 9.3 (±0.7) 

µm/min で移動した。進⾏波背⾯では細胞は⾼濃度側に平均 3.1 (±0.3) µm/min で移動し

た。これは薬剤処理なしの場合の 58%と⼩さかった。 

Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に 8.4 (±0.8) 

µm/min で移動し、薬剤処理の場合と有意差は認められなかった。進⾏波背⾯では⾼濃度側

**
****

*** ***
*********

4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min

cba ***
* *

Ctrl  NSC      Ctrl  NSC      Ctrl  NSC Ctrl  NSC      Ctrl  NSC      Ctrl  NSC Ctrl  NSC      Ctrl  NSC      Ctrl  NSC
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に平均 3.5 (±0.6)  µm/min で移動した。これは薬剤処理なしの場合の 48%と⼩さいこと

が認められた。 

総じて、50 µM LY294002 存在下では、進⾏波前⾯における⾛化性運動速度について、薬

剤なしの場合と⽐較して有意差は認められなかった。進⾏波背⾯では、薬剤なしの場合と⽐

較して⾼濃度側への運動速度が低下することが 45-58%に低下することが認められた。 

 

 

 
図 4-15   50 µM LY294002存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動（a, 
b, c はそれぞれ Ttransit = 4,7,20 分の進行波刺激に対応） 
（左端）進行波刺激に対する xy 平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）
を示す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。
時刻 0 を原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行
波に向かう方向(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心
運動の瞬間速さ。両軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における fMLP濃度の時間
変化を表す。サンプル数は a, b, c の順に、n = 43, 48, 20 細胞。エラーバーは標準誤差。 

 
 
 

a

b

c
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表 4-4   50 µM LY294002 存在下における進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

 

 
 

 
図 4-16   LY294002(50 µM)存在下での fMLP進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

(a) 進行波前面での fMLP高濃度側に向かった細胞の平均速度。(b) 進行波前面での fMLP高濃

度側に向かった細胞の移動距離と平面上での細胞の総移動距離の比。(c) 進行波背面での fMLP

高濃度側に向かった細胞の平均速度。（アステリスクはウェルチの t 検定により有意差があると

判定されたことを示す。アステリスクの数に応じて、それぞれ以下の検定基準で有意差が認めら

れたことを示す。* p < 0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線

分の長さは標準偏差を表す。） 
 

 
  

Wave Front Wave Back

Velocity (µm/min) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 5.5 (±0.5) 9.6 (±0.5) 8.1 (±0.4) 2.0 (±0.3) 5.3 (±0.5) 7.3 (±0.7)
LY294002 6.7 (±0.7) 9.3 (±0.7) 8.4 (±0.8) 0.9 (±0.2) 3.1 (±0.3) 3.5 (±0.6)

Migration distance (µm) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
Control 12 35 77 4.6 20 71
LY294002 14 34 90 2 12 38

*
*** ***

********

4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min

cba

Ctrl    LY       Ctrl    LY       Ctrl    LY Ctrl    LY       Ctrl    LY       Ctrl    LY Ctrl    LY       Ctrl    LY       Ctrl    LY
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図 4-17   fMLP 進行波刺激に対する細胞の走化性運動。 
a, b, cは Ttransit = 4,7 および 20分の進行波刺激に対応。 
進行波前面での平均移動速度(上段)。進行波前面での fMLP高濃度側への移動距離と運動軌
跡長さの比(中段)。進行波背面での fMLP高濃度側への平均移動速度（下段）。 
各グラフの横軸は薬剤の種類を表す。Control: 薬剤なし、ZCL: 10 µM ZCL278、Y: 20 
µM Y27632、NSC: 50 µM NSC23766、LY: 50 µM LY294002。 
(検定にはウェルチの t 検定を用いた。アステリスクは有意差のあることを示す。青のアス
テリスクは同じ時間変化率の薬剤有無の条件で比較した場合の検定結果を示す。* : p < 0.05、
**: p < 0.01、 ***: p<0.001。横方向の線分は平均値、縦方向の線分の長さは標準偏差を表
す。) 
  

a b c
***

***

** *** ************

*** ***

****

*** *** ******

*** ***

**

***
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4.7. LTB4進行波刺激に対する好中球様HL60細胞の走化性運動 
4.7.1. LTB4進行波刺激に対する重心運動 
好中球は細菌から分泌されるフォルミルペプチド以外の化学物質に対しても⾛化性を⽰

す。代表的なものとしては補体の C5a、 脂質代謝産物のロイコトリエン B4(Leukotrien 

B4; LTB4、MW = 336.5)、間質細胞から分泌されリンパ球や好中球の遊⾛を誘起する

SDF1(Stromal cell derived factor)があげられる[Gerard et al., 1991; Yokomizo et al., 1997; 

Feng et al., 1996]。上記の誘引分⼦に特異的に結合する G タンパク質共役型受容体 GPCR

が同定されている。⾛化性に着⽬すると、fMLP と LTB4 の反対向きの勾配を逆向きに提

⽰された場合に好中球は fMLP 濃度の⾼い⽅向に向かって移動することが報告されており

[Byrne et al., 2014]、受容体に結合するヘテロ３量体 G タンパク質の違いによって、その

下流の反応の量的・質的違いによって⾛化性応答特性に違いが⽣まれていると考えられ

る。また LTB4 は fMLP 刺激を受けた好中球や炎症反応に集合した好中球から分泌される

⼆次誘引分⼦であり[Afornso et al., 2012]、⽣体内の炎症部位に向かって集合する好中球の

⻑距離移動に必要であることが報告されている[Lämmermann et al., 2013]。LTB4 は

GPCR である BLT1 のリガンドであり、BLT1 との結合定数は Kd = 0.15 nM であること

が報告されている[Yokomizo et al., 1997]。本節では、G タンパク質共役受容体のリガンド

であり、fMLP とは異なる⾛化性誘引分⼦に対する好中球の⾛化性を測定し、⽐較するこ

とによって、それぞれの誘引分⼦による⾛化性制御の特徴について⽰唆を得ることを⽬的

とした。そこで、動的な LTB4 濃度勾配に対する好中球様 HL60 細胞の⾛化性運動の測定

を⾏った。LTB4 進⾏波刺激における LTB4 濃度の下限は 0 M、上限は 2nM または 20 

nM とした。 

LTB4 濃度の上限が 20 nM の場合、Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏

波前⾯では、⾼濃度側に平均 4.0 (±1.8) µm/min で移動した。進⾏波背⾯では、⾼濃度側

への平均重⼼速度は-1.5 (±1.6)であった（図 4-18 a）。Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対して

は、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に平均 6.5 (±0.8) µm/min で移動した。進⾏波背⾯で

は、細胞は⾼濃度側に平均-1.7 (±0.8) µm/min で移動しており、進⾏波前⾯で⼀定⽅向へ

の持続的運動が⾒られた（図 4-18 b）。Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏

波前⾯では⾼濃度側に 7.1(±1.3) µm/min で移動した。進⾏波背⾯では⾼濃度側への平均

重⼼速度は 0.6 (±1.5)であった（図 4-18 c）。 

LTB4 濃度の上限が 2 nM の場合、Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、細胞は進⾏波前

⾯では⾼濃度側に 3.5 (±1.7) µm/min の速さで移動した。進⾏波背⾯での⾼濃度側への平

均速度は-0.6 (±1.1) µm/min であり、平均として勾配⽅向の偏重を受けた運動は⾒られな

かった。個々の細胞については刺激前の運動⽅向に運動を続けることが観察された（図 
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4-18 d）。Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏波前⾯では⾼濃度側に平均 7.6 

(±1.7) µm/min で移動した。進⾏波背⾯では細胞は⾼濃度側に平均-3.5 (±1.1) µm/min で

移動しており、進⾏波前⾯での運動⽅向への継続した運動が⾒られた（図 4-18 e）。Ttransit 

= 20 分の進⾏波刺激に対しては、細胞は進⾏波前⾯では、⾼濃度側に平均 4.7 (±0.8) 

µm/min で移動した。進⾏波背⾯では、細胞は⾼濃度側に平均 4.4 (±1.1) µm/min で移動

した（図 4-18 f）。Ttransit = 7 分の結果に着⽬すると、fMLP 進⾏波刺激に対して、細胞が勾

配反転に伴って運動⽅向を変えること（図 4-1, b）と対照的である。 
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図 4-18   LTB4進行波刺激に対する細胞の走化性運動  
a, b, c は LTB4の最大濃度が 20 nMの場合であり、d, e, f は LTB4の最大濃度が2 nM
の場合である。a-f はそれぞれTtransit = 4,7,20,4,7,20 分の進行波刺激に対応する。 
（左端）進行波刺激に対する xy 平面での細胞の軌跡。色は刺激投入からの経過時間（分）
を示す。青細線は刺激投入前の１分間の軌跡、茶細線は刺激終了後の１分間の軌跡を示す。
時刻 0 を原点とした。（中央左）進行波に向かう方向への重心の移動距離。（中央右）進行
波に向かう方向(図中では y と記載)への重心運動の瞬間速度。（右端）基質平面上での重心
運動の瞬間速さ。両軸グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置における LTB4濃度の時間

b

c

a

d

e

f
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変化を表す。エラーバーは標準誤差。サンプル数はa, b, c, d, e, f の順に、n = 31, 22, 28, 
30, 22, 50 細胞。 
 

 
表 4-5   LTB4進行波刺激に対する細胞の走化性運動 

 
 
 
4.7.2. 濃度反転したLTB4進行波刺激に対する細胞の走化性運動動 
濃度反転した LTB4 進⾏波刺激に対して、細胞は濃度が時間的に減少する勾配下では⾼濃

度側への移動を⽰さなかったが、濃度が時間的に増加する勾配下では⾼濃度側への移動を

⽰した(図 4-19 b)。 

 
図 4-19   谷型の LTB4進行波刺激への細胞の走化性運動 
(a) 谷型の LTB4 進行波刺激を形成する場合の送液方法および細胞が受ける谷型進行波の
模式図 (b) 谷型の LTB4 進行波刺激に対する細胞の重心の移動距離。LTB4 濃度が時間的
に減少する勾配場においては高濃度側への移動は見られなかったが、濃度が時間的に増加
する勾配場においては高濃度側への移動が確認された。（変位の符号はパネル aの右向きを
正とする）グラフ中の赤線(縦軸右)は細胞の重心位置での LTB4濃度の時間変化を表す。サ
ンプル数は n = 23 細胞。エラーバーは標準誤差。 

Wave Front Wave Back

Velocity (µm/min) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
fMLP 5.5 (±0.5) 9.6 (±0.5) 8.1 (±0.4) 0.4 (±0.3) 2.4 (±0.5) 5.4 (±0.7)

LTB4(2nM) 3.5 (±1.7) 7.6 (±1.7) 4.7 (±0.8)  -0.7 (±1.1)  -3.5 (±1.2) 4.4 (±1.1)
LTB4(20nM) 4.0 (±1.8) 6.5 (±0.8) 7.1 (±1.4)  -1.5 (±1.7)  -1.8 (±0.8) 0.7 (±1.5)

Migration distance (µm) 4 min 7 min 20 min 4 min 7 min 20 min
fMLP 12 35 77 1 9 53

LTB4(2nM) 7 29 48 -1 -14 45
LTB4(20nM) 8 28 76 -3 -8 8

Displacement- +

2 nM
LTB4

2 nM
LTB4

HBSS Inverse wave of 
LTB4

Alexa594, Alexa594,

a b
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5. 結果：空間的に伝搬する誘引分子 fMLP勾配刺激に対する HL60
細胞の走化性応答 

5.1. はじめに 
細胞が⽅向性運動を⾏う場合、先導端の伸⻑または後端の収縮を制御する分⼦活性が空間

的に⾮対称に分布する。⼀⽅、細胞が運動極性を持たない場合は、先導端伸⻑と後端収縮を

制御する分⼦のいずれもが⼀様に活性あるいは不活性状態をとる。好中球においては、細胞

の前⽅でのアクチン重合・膜伸⻑を Ras,PI3K, Rac および Cdc42 の活性化が促進すること

が報告されている。ここでは、上記のうち PI3K および Cdc42 活性の可視化プローブを⽤

いて、fMLP 進⾏波刺激に対する PI3K、Cdc42 活性および膜伸⻑の時間空間的な対応関係

を蛍光顕微鏡を⽤いた⽣細胞イメージングによって測定することとした。 

 
 
5.2. 時空間的に伝搬する誘引分子勾配に対するPI3K動態 
動的な fMLP 濃度勾配における細胞の⾛化性運動におけるシグナルの情報処理について調

べるために、好中球で代表的な先導端分⼦である PI3K [Servant et al., 2000] の動態の⽣細

胞観察を⾏った。PI3K 活性は PI3K によって⽣成されるフォスファチジルイノシトール３

リン酸に結合する Akt の PH ドメインをプローブ[Meili et al., 1999 として⽤いた。Akt-PH

と蛍光タンパク質 GFP の融合タンパク質を恒常的に発現する HL60 細胞株を作製し、Akt-

PH-GFP の細胞内での動態を共焦点蛍光顕微鏡を⽤いて測定した。焦点⾯は細胞-基質接着

⾯から 2-3 µm 離れた位置とした。 

Ttransit = 1 分の進⾏波刺激に対して、Akt-PH-Clover の細胞膜全体への移⾏が観察された。

つまり特定の領域への PIP3 の局在は観察されなかった（図 5-1, a）。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、Akt-PH-Clover の動態を観察したところ、進⾏波前

⾯では⾼濃度側への Akt-PH-Clover の局在が観察された。しかし、進⾏波背⾯では Akt-PH-

Clover の膜上への局在は⾒られず、細胞質中に⼀様に分布していることが観察された（図 

5-1, b）。 

Ttransit = 7, 20 分の進⾏波刺激に対して Akt-PH-Clover の動態を観察したところ、進⾏波

前⾯では、⾼濃度側への Akt-PH-Clover の局在が観察された。誘引分⼦濃度が最も⾼くな

る地点（進⾏波の極⼤点）では Akt-PH-Clover はより⼀様に細胞膜に分布した。進⾏波背

⾯では、濃度勾配が反転した直後に Akt-PH-Clover の局在は確認されなかったが、細胞の

形態変化が観察された。その後、fMLP 濃度が約 20 nM まで低下した時点で⾼濃度側への

Akt-PH-Clover の局在が確認された（図 5-1, c）。20 分間で通過する進⾏波刺激に対して、

細胞は先導端と後端の構造を維持したまま滑らかに⽅向転換する様⼦（U ターン）が観察
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され、Akt-PH-Clover の持続的な局在が観察された(図 5-2)。 

 

 
図 5-1   進行波刺激に対するAkt-PH-Clover の動態. パネル内の時間の単位は（分：秒）であ

り、時刻00:00 は進行波刺激の開始に対応. 

レーザー共焦点蛍光観察(観察面はガラス底面から 2-3 µm の高さに設定した)により取得した

Akt-PH-Clover 蛍光画像(緑)および fMLP 濃度推定に用いる Alexa594 蛍光画像(赤)を重ね合

わせた画像である(疑似カラー)。 

(a) Ttransit = 1分の fMLP進行波に対して、刺激の頂点で膜上への等方的な局在が見られた。(b) 

Ttransit = 4分の fMLP進行波に対しては、刺激前の進行方向(左向き)の膜上への局在が見られる

ものの、濃度が時間増加する間には高濃度側への Akt-PH-Clover の局在が観察された（時刻 

01 : 00）。一方、濃度が時間減少する間には局在は観察されなかった(時刻 03 : 00, 04 : 00)。

(c) Ttransit = 7 分の fMLP進行波に対しては、濃度が時間増加する間には高濃度側へのAkt-PH-

Clover の局在が観察された。進行波の頂点付近（時刻 02：30、03：30、04：30では）では

勾配方向への明確な局在は見られなかった。濃度が時間減少する間には再び高濃度側への Akt-

PH-Clover の局在が観察された。(スケールバー a : 10 µm, b. c : 20 µm) 

a Wave

Wave

Wave

b

c
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図 5-2   Ttransit = 20 分の fMLP進行波の頂点付近での細胞の運動とAkt-PHの局在。進行波
の頂点付近で細胞は運動を続けるが先導端への Akt-PH-Clover の局在が明確でなくなり(時刻

09:30)、進行波の後ろ側にさしかかるにつれて勾配方向へのAkt-PH-Clover の局在が明確に見

られるようになった(時刻 10:30 以降)。  時刻 0は fMLP進行波刺激の投入時刻に対応。(スケ

ールバー 20 µm) 

 
 
 
5.3. 時空間的に伝搬する誘引分子勾配に対するCdc42動態 
次に、膜伸⻑ともっとも連動性が⾼い先導端分⼦[Yang et al., 2016]である Cdc42 の活性動

態を解析した。Cdc42 活性の測定には FRET プローブ（RaichuCdc42）[Itoh et al., 2003; 

Komatsu et al., 2012]を⽤いた。この FRET プローブは、N 末から C 末に向かって⻩⾊蛍光

タンパク質である YPET、PAK1 の CRIB（Cdc42 and Rac Interactive Binding domain）ド

メイン(hPAK1 aa 68-150)、アミノ酸リンカー(Ser-Ala-Gly-Gly の繰り返しの 116 アミノ

酸)、Cdc42(aa 2-176)、シアン蛍光タンパク質である mTurquoiseGL(CFP)および KRas の

C 末 169-188 アミノ酸を連結した融合タンパク質である[Komatsu et al., 2012]。分⼦内の

Cdc42 が活性化されると、そのエフェクター分⼦の PAKCRIB と結合し、YFP と CFP が物

理的に近接することによって蛍光分⼦間での励起エネルギーの授受が⾏われ（FRET）、445 

nm の励起に対して CFP 蛍光が低下し YFP 蛍光が上昇することにより、融合タンパク質の

発する蛍光スペクトルが⻑波⻑側に変化する特徴を持つプローブである。 

Ttransit = 1 分の進⾏波刺激に対して、細胞全体での⼀様な活性化が観察された（図 5-3 a,d）。

細胞によっては、それまでの後端であった領域で Cdc42 の上昇が⼩さいことが観察された

（図 5-3 e, h）。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側での Cdc42 活性化が確認さ

Wave
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れた。⼀⽅で進⾏波背⾯では、Cdc42 活性が⼀様に低下し、Cdc42 活性が局所的に上昇す

る領域は確認されなかった(図 5-4 a, d)。運動極性を持つ細胞においては、fMLP 進⾏波刺

激に投⼊に伴って、細胞の前⽅広範囲の領域で Cdc42 活性が上昇することと膜伸⻑速度が

低下することが観察された。また進⾏波通過後に、Cdc42 活性が fMLP 進⾏波刺激以前よ

りも低下することが多く観察された（図 5-4 e, h）。 

  Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対しては、進⾏波前⾯では⾼濃度側での Cdc42 の活性化が確

認された。進⾏波背⾯では、仮⾜を⾼濃度側に向かって膜伸⻑する細胞と（図 5-5 a, d）、

広範囲に Cdc42 活性が低下し運動を停⽌する細胞と、⾼濃度側に向かって膜伸⻑を起こす

細胞が観察された（図 5-5 e, h）。 

Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対して進⾏波前⾯では、Cdc42 活性が先導端を中⼼に広範

囲に上昇したのち、部分的に活性が低下し、Cdc42 活性の⾼い領域と低い領域が⽣じ、Cdc42

活性化が⾼い⽅向に向かって膜伸⻑が⾒られた。進⾏波背⾯においても、⾼濃度側への

Cdc42 の局所的な活性化と膜伸⻑が観察された（図 5-6 a, d、図 5-6 e, h）。 

  重⼼を通る進⾏波の伝搬⽅向に垂直な直線で細胞を２つの半球（Front, Rear）に分割し、

各半球における fMLP 進⾏波刺激に対する Cdc42 活性動態の定量を図 5-7 a に基づいて⾏

なった。Ttransit = 4 分の進⾏波に対しては、進⾏波前⾯（t = 0-2 分）にて IFront が上昇し IRear

を上回り、進⾏波背⾯(t = 2-4 分)では Front, Rear のシグナルが進⾏波刺激以前（t = 0 分

以前）よりも低下し、再び上昇した。Ttransit = 7 分の進⾏波に対しては、進⾏波前⾯（t = 0-

3.5 分）にて IFront が IRear を上回り、進⾏波背⾯（t = 3.5-7 分）で、IFront が低下し、IRear との

差が⼩さくなり、平均値では IRear が IFront を上回ることが⾒られた(t = 7 分)。Ttransit = 20 分

の進⾏波刺激に対しては、進⾏波前⾯・背⾯での IFront および IRear の明確な差は⾒られなか

った。 
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図 5-3    fMLP進行波刺激（Ttransit = 1 分）に対するCdc42活性の動態 
(a,e) fMLP 濃度の指示薬としての Alexa594 の蛍光画像(上段)と細胞領域での RaichuCdc42

プローブの FRET 比 (いずれも疑似カラー)。(b,f) 細胞端の近傍外側での fMLP の局所濃度。

(c,g) 細胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d,h) 細胞膜の各分割領域にお

けるCdc42活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境

界位置 250に対応する。a-d, e-h は異なる細胞サンプルの結果。 
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図 5-4   fMLP進行波刺激（Ttransit = 4 分）に対するCdc42活性の動態 
(a,e) fMLP 濃度の指示薬としての Alexa594 の蛍光画像(上段)と細胞領域での RaichuCdc42

プローブの FRET 比 (いずれも疑似カラー)。(b,f) 細胞端の近傍外側での fMLP の局所濃度。

(c,g) 細胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d,h) 細胞膜の各分割領域にお

けるCdc42活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境

界位置 250に対応する。a-d, e-h は異なる細胞サンプルの結果。 

(a) 高濃度側への運動と Cdc42 活性化(00:00 ‒ 02:00)、膜伸長の停止とCdc42 活性の低

下(02:00 ‒ 04:00)、Cdc42 活性が再び上昇すること(04:00 以降)が観察された。(e)運動速度

が低下し、細胞の進行方向前側を中心に Cdc42 活性が上昇し(00:00-02:00)、Cdc42 活性が

広域に低下した(02:00 以降)。 
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図 5-5   fMLP進行波刺激（Ttransit = 7 分）に対するCdc42活性の動態 
(a,e) fMLP 濃度の指示薬としての Alexa594 の蛍光画像(上段)と細胞領域での RaichuCdc42

プローブの FRET 比 (いずれも疑似カラー)。(b,f) 細胞端の近傍外側での fMLP の局所濃度。

(c,g) 細胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d,h) 細胞膜の各分割領域にお

けるCdc42活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境

界位置 250に対応する。a-d, e-h は異なる細胞サンプルの結果。 

(a)高濃度側への移動とCdc42活性化が観察された(00:00-03:30)。続いて、それまでの先導端

付近からCdc42 活性の高い仮足を高濃度側に向かった伸張が見られた(03:30-07:00)。(e) 濃

度増加をと伴う勾配において高濃度側への運動とCdc42の活性化が観察された。濃度減少を伴

う勾配においては、1分程度(03:30-04:30)それまでの運動方向への運動とCdc42活性の持続

が認められた。 
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図 5-6   fMLP進行波刺激（Ttransit = 20分）に対するCdc42活性の動態。 
a,e) fMLP 濃度の指示薬としての Alexa594 の蛍光画像(上段)と細胞領域での RaichuCdc42

プローブの FRET 比 (いずれも疑似カラー)。(b,f) 細胞端の近傍外側での fMLP の局所濃度。

(c,g) 細胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d,h) 細胞膜の各分割領域にお

けるCdc42活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境

界位置 250に対応する。a-d, e-h は異なる細胞サンプルの結果。 

(a)濃度増加する勾配において高濃度側への運動と Cdc42 の活性化が観察された。濃度増加に

伴い接着面積と先導端の中心角が大きくなることが観察された。fMLP濃度が高くなると(08：

00-)、広範囲にわたりCdc42 活性化が見られ、部分的に活性が低下し、Cdc42 活性の空間的

な差異が生じ、活性の高い方向へ膜伸長し、fMLP高濃度側に向かって運動した。(e) fMLP濃

度勾配刺激を受け細胞の運動速度が低下し、先導端の中央の伸長が遅くなり、両端で伸長を続け、

先導端が接着面から離れ、接着面積が小さくなることが観察された。濃度減少を伴う勾配では高

濃度側に断続的に伸長することが観察された。 
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図 5-7   fMLP進行波刺激に対するCdc42 活性化応答の定量 
(a) 重心から+y 方向に引いた半直線と重心から膜分割を結ぶ線分のなす角θを定め、θに
応じて膜上のシグナルを図中(1)式に基づいて算出した。0<θ<π/2 および 3π/2<θ<2π
の領域での値を IFront、π/2<θ<3π/2 の領域での値を IRearと呼ぶ。(b-d) 通過時間 4,7,20
分の fMLP進行波刺激に対するCdc42 活性化応答における IFront(マゼンタ)、IRear（青）の時
間変化。細線は各細胞、太線は平均値の時系列を表し、誤差範囲は標準誤差を表す。(サン
プル数は通過時間 4,7 および 20分の進行波刺激について n = 5, 5 および 4 細胞) 
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5.4. ROCK阻害での fMLP伝搬波に対する先導端分子Cdc42の応答 
Y-27632 存在下において fMLP 進⾏波に対する⾛化性は、fMLP 濃度減少の時間スケール

が遅い場合であっても、明確に低下することが観察された（図 4-11）。そこで、Cdc42 活性

と運動性に関するさらなる知⾒を得るために、RaichuCdc42 発現株を⽤い、Y27632 存在下

の fMLP 進⾏波に対する Cdc42 の活性動態を測定した。 

Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側・低濃度側で Cdc42 活性の

上昇が⾒らた。進⾏波背⾯では、Cdc42 活性が低下し始め、活性の低下する速さに空間的な

分布の偏りは確認されなかった（図 5-8）。 

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では Cdc42 活性の fMLP ⾼濃度側への局

在が観察された。進⾏波背⾯では、先導端における Cdc42 活性が低下し、細胞周縁での

Cdc42 活性の差異がほとんど消失した（図 5-9）。 

Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯では⾼濃度側で活性が上昇し維持されて

いた。進⾏波背⾯では、細胞全体で Cdc42 活性が低下し空間分布の⾮対称性は観察されな

かった（図 5-10）。 

 
 
  



 

 80 

 
図 5-8   20 µM Y-27632存在下での fMLP進行波刺激（Ttransit = 4分）に対するCdc42の
活性化応答  

(a) fMLP濃度の指示薬としてのAlexa594の蛍光画像(上段)と細胞領域でのRaichuCdc42 プ

ローブのFRET比 (いずれも疑似カラー)。(b) 細胞端の近傍外側での fMLPの局所濃度。(c) 細

胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d) 細胞膜の各分割領域におけるCdc42

活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境界位置 250

に対応する。 
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図 5-9   20 µM Y-27632存在下での fMLP進行波刺激（Ttransit = 7 分）に対するCdc42の
活性化応答  

(a) fMLP濃度の指示薬としてのAlexa594の蛍光画像(上段)と細胞領域でのRaichuCdc42 プ

ローブのFRET比 (いずれも疑似カラー)。(b) 細胞端の近傍外側での fMLPの局所濃度。(c) 細

胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d) 細胞膜の各分割領域におけるCdc42

活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境界位置 250

に対応する。 
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図 5-10   20 µM Y-27632存在下での fMLP進行波刺激（Ttransit = 20 分）に対するCdc42
の活性化応答  

(a) fMLP濃度の指示薬としてのAlexa594の蛍光画像(上段)と細胞領域でのRaichuCdc42 プ

ローブのFRET比 (いずれも疑似カラー)。(b) 細胞端の近傍外側での fMLPの局所濃度。(c) 細

胞膜の各分割領域における伸長・収縮速度の時間変化。(d) 細胞膜の各分割領域におけるCdc42

活性(FRET ratio)の時間変化。最初の時刻における重心直上にある膜分割領域は境界位置 250

に対応する。 
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6. 結果：空間一様な誘引分子刺激に対する先導端分子の応答 
6.1. 空間一様な fMLP刺激に対する先導端分子の応答 
6.1.1. fMLP濃度依存的なCdc42の応答 
膜伸⻑との連動性が最も⾼い Cdc42[Yang et al., 2016]に関して、fMLP 刺激に対する Cdc42

活性の時間変化を測定した。Cdc42 活性の測定には RaichuCdc42 FRET プローブを⽤い、

FRET の絶対定量を⾏うため交差励起と蛍光漏れ込みの効果を差し引いた量を計算した

（3.8.1 参照）。総流量を 120 µL/min とし、 fMLP 溶液と HBSS(+)の流量⽐を 1：9 で切

り替えることによって、時間的に階段状の fMLP 刺激を与えた（3.7.2 参照）。 

fMLP の空間⼀様刺激(時刻 0 分)に対して、Cdc42 は⼀過的に活性化され定常状態に緩和

する様⼦が観察された（図 6-1）。緩和過程の時間は 10 nM または 100 nM の fMLP 刺激に

対しては約９０秒であり、1000 nM の fMLP 刺激に対しては約６０秒であった（図 6-2）。

1000 nM fMLP 刺激に対しては刺激投⼊後の⼀過的な活性化に引き続いて、Cdc42 の活性

化レベルが刺激⼊⼒前の値を下回ることが観察された(時刻 2-4 分)。このような応答は

1,10,100 nM fMLP 刺激においては⾒られなかった。また fMLP の濃度減少（時刻 15 分）

に対して Cdc42 の活性化レベルが刺激⼊⼒前の値を下回ることが観察され、10 nM から 0M

に fMLP 濃度が低下する場合に顕著に現れた。 
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図 6-1   空間一様な fMLP刺激(0, 1, 10, 100, 1000 nM)に対するCdc42 の応答 

時刻 0分から 15分までの間 fMLP刺激を与えた。縦軸はRaichuCdc42 FRET プローブ
を用いて測定した FRET ratio であり、時刻 0 の直前１分間の平均値からの変化量で表示
している。薄色がけは標準誤差を示す。下図は上図の時刻 5分までのデータを示したもの。
データは１５細胞以上の細胞集団の応答の平均値を取得したもの。(0, 1, 10, 100 および
1000 nMの fMLP刺激についてN =2, 2, 3, 2, 2) 
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図 6-2   fMLP 一様刺激に対する(a) Cdc42 活性上昇と (b) Cdc42 活性化適応応答の緩
和時間の fMLP濃度依存性。エラーバーは標準偏差を表す。 
 
 
 
6.1.2. ZCL278存在下での空間一様な fMLP刺激に対するCdc42の応答 
これまでの結果(図 4-9)より、20 µM ZCL278 存在下では HL60 細胞の⾛化性と運動性が

完全に阻害された。fMLP の空間⼀様な刺激に対する Cdc42 応答の ZCL278 依存性を測定

することによって、Cdc42 活性と細胞の⾛化性・運動性の関係を調べることを⽬的とした。

Cdc42 の活性は FRET プローブを⽤いて測定し、FRET の絶対定量を⾏うため交差励起と

蛍光漏れ込みの効果を差し引いた量を計算した（3.8.1 参照）。 

ZCL278 濃度に依存して、刺激前の Cdc42 活性レベルが低下すること、および fMLP 刺激

に対する Cdc42 活性の上昇幅が⼩さくなることが観察された（図 6-3）。10 µM ZCL278 存

在下での 50 nM fMLP 刺激に対するの応答に着⽬すると、fMLP 刺激に対する⼀過的な

Cdc42 活性化後(時刻 5-15 分)の活性レベルの定常値が刺激前の活性化レベルを上回ってい

た。この背後にあるメカニズムとして、⼀過的な増幅により活性化状態の⾼い安定状態に到

達し、それが維持されている可能性が考えられる。 
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図 6-3   ZCL278 存在下(0, 10, 20, 50 µM)での空間一様な50 nM fMLP刺激に対する
Cdc42 の応答。 

時刻 0 分から 15 分までの間、50 nM fMLP 刺激を与えた時の Cdc42 の活性化応答。
Cdc42 活性はRaichuCdc42 FRET プローブを用いて測定した。データは 20細胞以上の
細胞集団の応答の平均値を取得したもの。 
 
 
6.1.3. Y27632存在下での空間一様な fMLP刺激に対するCdc42の応答 
これまでの結果(図 4-11)より、20 µM Y27632 存在下では濃度減少を伴う場合の⾛化性運

動が⼤きく低下することが観察された。Y27632 の有無によって、fMLP の空間⼀様な刺激

に対する Cdc42 応答を測定し、違いが現れるか否かを調べることとした。Cdc42 の活性は

RaichuCdc42-FRET プローブを⽤いて測定し、FRET の絶対定量を⾏うため交差励起と蛍

光漏れ込みの効果を差し引いた量を計算した（3.8.1 参照）。５分間、10 分間または 15 分間

の空間⼀様な fMLP 刺激に対する Cdc42 の活性化応答は（図 6-4 a,b および c）、fMLP 刺

激に対する Cdc42 活性上昇値、適応応答の緩和過程および fMLP 濃度減少に伴う Cdc42 活

性のアンダーシュートの過程に関して、明確な変化は⾒られなかった。 
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図 6-4   Y27632 存在下(20 µM)での空間一様な50 nM fMLP刺激に対するCdc42 の
活性化応答。 

時刻 0分から 5分(a),10 分(b)または 15分(c)までの間、50 nM fMLP刺激を与えた時の
Cdc42 の活性化応答(マゼンタの線はY27632 存在下、黒線は薬剤なしのデータ)。Cdc42
活性は RaichuCdc42 FRET プローブを用いて測定した。データは 20 細胞以上の細胞集
団の応答の平均値を取得したもの。 
 
 
 

6.2. 空間一様なLTB4刺激に対する先導端分子の応答 
空間的に⼀様な LTB4 刺激に対する Cdc42 活性の時間変化を測定した（図 6-5）。Cdc42 の

活性は RaichuCdc42-FRET プローブを⽤いて測定し、FRET の絶対定量を⾏うため交差励

起と蛍光漏れ込みの効果を差し引いた量を計算した（3.8.1 参照）。1, 10, 100 nM の LTB4

の⼀様刺激に対して、Cdc42 活性はΔFRET ratio 値にして 0.5 まで上昇し、0.4-0.5 分で刺

激前の活性レベルまで緩和した（図 6-6）。これらは 100 nM fMLP ⼀様刺激後の Cdc42 活

性の上昇値の 86%、10,100 nM の fMLP ⼀様刺激に対する Cdc42 活性の緩和時間の 37%

であった。0.1, 1 nM の LTB4 刺激に対しては⼀過的な活性化応答のあと、Cdc42 活性が刺
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激前より⾼い値をとること（時刻 5-15 分）が観察された。LTB4 濃度が 0 M に低下すると

きに(t= 15 min)、Cdc42 活性の低下が観察された。この Cdc42 活性の変化量は LTB4 濃度 

が 1 nM から 0 M に低下する場合に最も⼤きかった。LTB4 濃度 が 1,10,100 nM から 0M

に低下する場合に平均-0.05 まで低下し、0.1 nM から 0M に低下する場合に 0.05 まで低下

した。 

 

 
図 6-5   空間一様な LTB4刺激(0, 0.1, 1, 10, 100 nM)に対するCdc42 の応答 

時刻 0分から 15分までの間 LTB4刺激を与えた。縦軸はRaichuCdc42 FRET プローブ
を用いて測定した FRET ratio であり、時刻 0 の直前１分間の平均値からの変化量で表示
している。薄色がけは標準誤差を示す。下図は上図の時刻 5分までのデータを示したもの。
データは１５細胞以上の細胞集団の応答の平均値を取得したもの。(0, 0.1, 1, 10,および
100 nMの LTB4刺激についてN =2, 2, 2, 1, 1) 



 

 90 

 
 

 
図 6-6   LTB4 一様刺激に対する(a) Cdc42 活性上昇と (b) Cdc42 活性化適応応答の緩
和時間の fMLP濃度依存性。エラーバーは標準偏差を表す。 
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7. 結果：Cdc42 の機能解析 
7.1. はじめに 
好中球の先導端形成に関与する複数のタンパク質 (Artemenko et al., 2014)のうち、代表的

な分⼦として Rho GTP ase に分類される Rac, Cdc42 や PI3K がある。好中球様 HL60 細胞

を対象として、細胞後⽅ 1/3 の領域に光依存的に PI3K を集積させることに引き続いて、細

胞前⽅での伸⻑の抑制と、照射領域での伸⻑が起こることが報告されている[Graziaon et al., 

2017]。またゼブラフィッシュの好中球を対象として、光依存的な Rac 活性化を⾏なった領

域への細胞移動が報告されている[Yoo et al., 2010]。PI3K は PIP3 を介して Rac の活性化

に関わり、活性型 Rac は WAVE 複合体と結合し、Arp2/3 を活性化して網⽬状の F-actin 重

合を促進する（2.1.3 参照）。Cdc42 は活性型が WASP と結合し、Arp2/3 を活性化して F-

actin 重合を促進する[Takenawa et al., 2007]。好中球様 HL60 では WASP や mDia のノッ

クダウン変異体で細胞のランダム⽅向の重⼼運動や、⾛化性運動がほぼ完全に阻害される

ことが報告されており[Shi et al., 2009; Laylin et al.,2017]、Cdc42 活性が膜伸⻑に⼩さくな

い寄与をしていることが考えられる。本章では Cdc42 活性と膜伸⻑との因果関係に関して

⽰唆を得ることを⽬的とし、光遺伝学の⼿法を⽤いた細胞内でのタンパク質の集積により、

局所的な Cdc42 の活性化を⾏い、それに引き続く細胞の形態変化を観察した。 

また好中球の⾛化性においては、誘引分⼦刺激に対する先導端分⼦の応答に関する知⾒が

蓄積してきているものの、先導端分⼦の空間的な分布がいかに決まるかについての知⾒は

ほとんどない。先導端分⼦の細胞内での⾮対称な配置が⽣まれる仕組みに関する⽰唆を得

るため、蛍光タンパク質を融合した Cdc42 の細胞内での分布を観察した。 
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7.2. 光遺伝学を用いたタンパク質膜局在誘導系の構築 
光依存的に２量体化するタンパク質を⽤い、光照射によって膜上にタンパク質を集積させ

る系を、好中球様 HL60 を対象に実現することを試みた。植物が光に向かって成⻑する(光

屈性)性質に関与するタンパク質として⻘⾊光を受容してフォトトロピンと呼ばれるタンパ

ク質が報告されている[Hsu et al., Science, 1997]。燕⻨（Avena sativa）由来の光感受性をも

つフォトトロピンの光・酸素・電位(light-oxygen-voltage;LOV2) ドメイン[Halavaty et al., 

2007]の C 末端のαヘリックス領域に⼤腸菌(E.Coli)由来の SsrA-7 ペプチドを結合したタ

ンパク質は、光を当てない暗条件では SsrA ペプチドが LOV2 ドメインと結合しており、

SsrA の本来の結合タンパク質である⼤腸菌由来の SspB タンパク質とは結合しないが、⻘

⾊光が照射されると LOV2 ドメインから SsrA ペプチドが解離し、SspB タンパク質と結合

するという性質を持つ[Lungu et al,. 2012]。細胞膜移⾏配列(CAAX)を付加した LOV-SsrA

タンパク質、および SspB タンパク質に⽬的のタンパク質を融合したタンパク質を、細胞に

同時に発現させることによって、膜上の局所領域に⻘⾊光依存的に注⽬するタンパク質を

集積させることができる。本研究では Guntas らが報告した改良型の光依存的⼆量体化タン

パク質である iLID(improved Light Induced Dimer) [Guntas et al., 2015]を⽤い、⻘⾊光依

存的に Cdc42-GEF である Intersectin1 (ITSN1)の DH/PH ドメインを膜上に集積させる実

験を⾏なった（図 7-1）。ITSN1 は DH/PH ドメインで Cdc42 に結合し、Cdc42(WT)およ

びそれに次いでグアニンヌクレオチド⾮結合型の Cdc42(T17N)と結合し、GTPase 不全型

変異である Cdc42(Q61L)やアクチン⾻格制御に関わる Rho GTPase である Rac1, RhoA と

は結合しないことが報告されている[Hussain et al., 2001]。 

 

 
図 7-1   青色光依存的に２量体形成するタンパク質を用いた、膜上へのタンパク質集積
の誘導(iLID; improved light-induced-dimer)。 
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7.2.1. 488 nm 青色光依存的なタンパク質膜局在の時定数 
488nm のレーザーを⼀様に照射した場合の、細胞質中の ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-

SspB(WT) タ ン パ ク 質 の 膜 上 へ の 局 在 の 動 態 を 測 定 し た 。 ITSN(DH/PH)-tgRFPt-

SspB(WT)は光照射 6 秒後には膜上に移⾏することが観察された。光照射から約 40 秒は膜

局在が最⼤値の８0%維持され、光照射から約 90 秒後には膜局在は光照射前と同程度まで

低下した。 

 

 
図 7-2   空間一様に青色光(488 nm レーザー)を照射した場合の ITSN(DH/PHドメイ
ン)-tgRFPt-SspB(WT)タンパク質の膜上への局在動態。(a) 時刻 00:00 に一度だけ青色
光を照射した。(b) 細胞質中と膜上での ITSN(DH/PHドメイン)-tgRFPt-SspB(WT)量の
比を算出し、時刻０での値を１に規格化して図示した。 
 
 
 
7.2.2. 局所的な光刺激による Cdc42-GEFの集積 
488 nm の光照射により ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-SspB(WT)の膜局在の誘導が確

認できたため、488 nm レーザーの局所的な光照射によって、膜上の特定の領域へのタンパ

ク質の集積とそれに引き続く細胞の形態変化を実現できるかを検討した。局所的な光照射

には、指定した ROI(Region of interest)に集光した光をガルバノミラーを⽤いて⾛査式に照

射することのできる FRAPPA ユニット(Andor)を⽤いた。 

ランダム運動する細胞を対象にし、細胞の前端部分の進⾏⽅向左側に局所的に光照射を

30 秒間隔で⾏った。局所的な光照射に伴い、その位置の近くにタンパク質が集積と、それ

に引き続く膜伸⻑が⽣じることが観察された（図 7-3）。このことは先導端の進⾏⽅向に対

して左右の Cdc42 活性の⾼い側に向かって、細胞が運動⽅向を変えることを⽰唆している。

（ターニング） 

  

a  b 
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図 7-3   局所的な青色光(488 nm)照射による ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-
SspB(WT)の膜上への集積と細胞の形態変化。(a) 時刻０から30秒おきに白枠の正方形内
に 488 nm 青色レーザーを照射することによって、その近傍に ITSN(DH/PH)-tgRFPt-
SspB(WT)を集積させた。 (b)細胞輪郭の軌跡。 (c) 局所的な細胞膜の伸長・収縮速度の時
間変化 (d)局所的な膜の曲率の時間変化。時刻０以降に細胞の後端に対応する曲率の小さい
領域が境界位置400付近から100付近に移動することが観察された。スケールバー10 µm 
(a, b)。 
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a 
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細胞形状が球形に近く、微⼩な突起形成を除いて形態変化の少ない細胞を対象として、膜

上の領域の局所的な光照射を⾏なった。光照射に伴い、照射領域付近に ITSN(DH/PH)-

tgRFPt-SspB(WT)を集積し、膜伸⻑が⽣じることが観察された（図 7-4）。このことはラン

ダム運動をしている細胞でなくとも、Cdc42-GEF を集積させることにより、⽅向性のある

膜伸⻑を誘導できることを⽰唆している。（極性形成） 

 

図 7-4   局所的な青色光(488 nm)照射による ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-
SspB(WT)の膜上への集積と細胞の形態変化。 
(a) 時刻０から 30 秒おきに白枠の正方形内に 488 nm 青色レーザーを照射し、
ITSN(DH/PH)-tgRFPt-SspB(WT)の集積を誘導した。(b) 図 aの線分上の輝度値の時間変
化を表すキモグラフ。点線は局所的な光刺激を始めた時間に対応する。(水平スケールバー 
10 µm、垂直スケールバー 1 分)  
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既存の先導端構造を持つ細胞を対象にして、細胞の側⽅に局所的な光照射を⾏い、Cdc42-

GEF の集積を⾏った（図 7-5）。光照射から 30 秒程度で Cdc42-GEF の集積部位の近傍か

ら膜伸⻑が⽣じることが観察された。（側⽅仮⾜の形成） 

 

 
図 7-5   局所的な青色光(488 nm)照射による ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-
SspB(WT)の膜上への集積と細胞の形態変化。時刻 0 から 30 秒おきに白枠の正方形内に
488 nm青色レーザーを照射し、ITSN(DH/PH)-tgRFPt-SspB(WT)の集積を誘導した。 
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好中球様 HL60 細胞の場合、誘引分⼦の濃度勾配がない場合でも形態的な前後極性を作

り、ランダムな重⼼運動を⽰す細胞が観察される。ここでは細胞が⾃発的に形成する運動極

性の向きと、Cdc42 活性の空間的な偏りが⼀致しない状況を作り出し、その場合に細胞が

どちらの情報が優先されるかを検討した。具体的にはランダム運動する細胞を対象として、

細胞後端に局所的な光照射を⾏った(図 7-6)。光照射に伴い細胞後端に ITSN(DH/PH)-

tgRFPt-SspB(WT)が集積し、細胞のそれまでの運動⽅向への速度が低下し、光照射開始か

ら約 2 分かけて、それまで後端であった部分から膜伸⻑が⽣じ、先導端が形成されること

が観察された。（細胞極性の反転） 

 

 
図 7-6   局所的な青色光(488 nm)照射による ITSN(DH/PH ドメイン)-tgRFPt-
SspB(WT)の膜上への集積と細胞の形態変化。 
時刻 0から30秒おきに白枠の正方形内に 488 nm青色レーザーを照射し、ITSN 
(DH/PH)-tgRFPt-SspB(WT)の集積を誘導した。 
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7.2.3. fMLP勾配下での局所的な光刺激による Cdc42-GEFの集積 
好中球様 HL60 細胞は、誘引分⼦である fMLP 勾配に対しては明確な⽅向性を持って、⾛

化性運動をする。ここでは、誘引分⼦勾配という細胞外の⼊⼒と、細胞内の Cdc42 活性の

空間的な偏りが⼀致しない場合に細胞がどちらを優先して運動⽅向を決定するかを検討し

た。具体的には fMLP の濃度勾配のもとで⾼濃度側に運動する細胞を対象として、その細

胞後端に局所的な光照射を⾏なった（図 7-7）。光照射に伴い細胞後端に ITSN(DH/PH)-

tgRFPt-SspB(WT)が集積し、細胞の fMLP ⾼濃度側への運動速度が低下し、光照射開始か

ら約 1 分で照射部位から膜伸⻑が⽣じた。fMLP ⾼濃度側への膜伸⻑はほぼ停⽌したもの

の、直ちに接着⾯からの脱離と退縮は⽣じず、光照射から約 8 分後に先導端であった部位

が接着⾯から脱離した。このことは、Cdc42-GEF の集積により、fMLP 濃度勾配によって

形成されていた細胞極性と反対⽅向に膜伸⻑と細胞移動を誘導できることを⽰している。

ただし、fMLP 濃度の傾きの⼤⼩や集積する Cdc42-GEF の量の⼤⼩によって、濃度勾配が

優先される場合、Cdc42 集積が優先される場合、両者が拮抗する場合があると考えられる。 
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図 7-7   fMLP濃度勾配下で運動する細胞を対象にして、時刻0から30秒おきに白枠の正

方形内に488 nm青色レーザーを照射し、ITSN (DH/PH)-tgRFPt-SspB(WT)を集積させた。 

上段は fMLP 濃度の指示薬として用いた蛍光試薬 Alexa647 の蛍光画像(疑似カラー)であり、

下段は Cdc42-GEF(ITSN1 DH/PH)-tgRFPt-SspB(WT)の蛍光画像(疑似カラー)である。 
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図 7-8   細胞周囲での fMLP濃度（a）と局所的な膜の伸長・収縮の動態（b）。 
時刻 0分までは細胞の膜周縁で fMLP濃度が最も高い領域(縦軸の境界位置 200付近)にお
いて、伸長速度が最も大きいことが確認される。時刻 0分以降に境界位置 400-450に光照
射により Cdc42GEF を集積させることによって、それまで継続していた方向(境界位置
200付近)への膜の伸長が停止し、Cdc42GEFを集積させた領域にて膜伸長が見られた。 
（±20 µm/min の速度分布が隣り合っている部分（[境界位置,時刻]がそれぞれ[450, -3], 
[450, 0], [200, 7-9]の部分）は、細胞後端が接着面から離れ細胞前方に素早く引き戻され
る過程に対応する。） 
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7.3. 常 活 性 型 (GTPase defective)Cdc42 、 優 勢 阻 害 型 (Nucleotide-
free)Cdc42の細胞内分布 

7.3.1. ランダム運動する好中球様HL60細胞の場合 
ランダム⽅向に運動する好中球様 HL60 細胞を対象とし、細胞内の GTPase 機能を⽋損し

た常活性型変異である Cdc42(Q61L)および、グアニンヌクレオチド⾮結合型の優勢阻害型

変異である Cdc42(T17N)の動態を蛍光タンパク質で標識することによって観察した。

Cdc42 は C 末に膜上への結合に必要な脂質修飾を受ける CAAX モチーフを持つため、蛍光

タンパク質(mRuby2 または Clover)を Cdc42 の N 末側に付加した。Clover-Cdc42(Q61L)

は核を除く細胞質中に分布し、先導端にも分布することが観察された。⼀⽅、mRuby2-

Cdc42(T17N)は核を除く細胞質中に分布しているものの、先導端における量が極めて少な

いことが観察された（図 7-9）。（またこの mRuby2-Cdc42(T17N)が少ない領域は透過光像

で区別できる先導端と重複する。）mRuby2-Cdc42(T17N)が図 7-9 に⽰すように先導端に

分布しないことは観察したほとんどで確認されたが、Clover-Cdc42(Q61L)については先導

端には分布するものの、集積が明確でない細胞が⾒られた。先導端分⼦の Cdc42 の空間的

な偏りが(GEF や GAP による)活性化制御に依らず、その状態（グアニンヌクレオチド⾮結

合型か GTP 結合型）に依って⽣じることが⽰唆される。 

ランダムな運動をする細胞におけるアクチン重合を、繊維状アクチンのプローブである

Lifeact-mTurquoise2 [Julia et al, 2008] を⽤ い て観 察 し たと こ ろ 、先 導 端で Lifeact-

mTurquosie2 が局在することが観察され、この局在は透過光像で区別される先導端構造(図 

7-10 ⽩⽮じり)の位置と⼀致する(図 7-10)。 

 

図 7-9   遊走する好中球様 HL60 細胞における Cdc42(T17N)および Cdc42(Q61L)の
細胞内分布。 
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図 7-10  ランダム運動する好中球様 HL60 細胞の透過光像と繊維状アクチンのプローブ
である Lifeact -mTurquoise2 の細胞内分布。透過光像で確認される細胞の最前端から２-
3 µmまでの区画に、Lifeact-mTurquoise2 の局在が見られた。 

 
 
7.3.2. 熱処理した好中球様HL60細胞の場合 
熱処理した好中球は細胞体の数倍もの⻑さの仮⾜伸⻑を⽰すことが報告されている

[Malawista et al., 1982]。ここでは、48℃のヒートブロックでで 15 分間保温した細胞を、３

７℃の環境に戻し観察した様⼦を⽰す。熱処理された細胞では細胞の重⼼運動は⼩さいが、

仮⾜の伸⻑が⾒られた。伸⻑領域では mRuby2-Cdc42(T17N)がそれ以外の細胞質領域と⽐

べて少なく、Clover-Cdc42(Q61L)は伸⻑領域にも存在し、その先端を縁取るように局在し

ていることが観察された。また、細胞が先導端を退縮させ、反対側に新しく膜伸⻑を始める

過 程 に お い て 、 新 し い 膜 伸 ⻑ が ⽣ じ る 以 前 に そ の 付 近 に 、 細 胞 質 中 の mRuby2-

Cdc42(T17N)の量が少ない領域が⽣じることが観察された。また新規の伸⻑先端に Clover-

Cdc42(Q61L)の局在が伸⻑とほぼ同時に⽣じることが観察された。膜伸⻑の⽣じる反対側

で細胞質中の mRuby2-Cdc42(T17N)の量が少ない領域が必ずしも⽣じることがないこと

も観察された(図 7-12、時刻 03：30)。観察された mRuby2-Cdc42(T17N)および Clover-

Cdc42(Q61L)の空間分布は固定的なものでなく、膜伸⻑と同程度の速さで動的に変化して

いることが⽰唆される。また、mRuby2-Cdc42(T17N)および Clover-Cdc42(Q61L)の空間

分布の変化と膜伸⻑の因果については判断できないが、両者の間には動的な対応関係があ

ることが⽰唆される。 
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図 7-11   熱処理(45℃、15 分間)した好中球様 HL60 細胞における Cdc42(T17N)およ
びCdc42(Q61L)の細胞内分布。 
 
 

 

図 7-12   熱処理(45℃、15 分間)した好中球様 HL60 細胞における Ruby2-
Cdc42(T17N)、Clover-Cdc42(Q61L)および mTurquoiseGL(CFP)の細胞内動態。最下
段はRuby2-Cdc42(T17N)蛍光画像とClover-Cdc42(Q61L)蛍光画像の重ね合わせ画像。
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新しい膜伸長が生じる以前から、Ruby2-Cdc42(T17N)の細胞質中の量が少ない領域があ
ることが観察された(時刻 01:30、白矢じり)。伸長方向の反対側で常に Ruby2-
Cdc42(T17N)の細胞質中の量が少ない領域があるわけではない(時刻 03：30,白矢じり)。
スケールバー: 10 µm。 
 
 
 
7.3.3. LatA 処理された好中球様HL60細胞の場合 
アクチン重合が盛んな領域で mRuby2-Cdc42(T17N)の量が低下していることが考えられ

た。そこで、アクチン重合阻害剤のラトランキュリン A (LatA) 1 µM の存在下にて mRuby2-

Cdc42(T17N)および Clover-Cdc42(Q61L)の分布を観察した。LatA 存在下では mRuby2-

Cdc42(T17N)および Clover-Cdc42(Q61L)は細胞質中に分布し、LatA なしの場合で観察さ

れ た 空 間 的な 分 布 の偏 り は ⾒ら れ なか っ た （図  7-13 ）。 この こ とか ら 、 mRuby2-

Cdc42(T17N)および Clover-Cdc42(Q61L)の分布の偏りと F-actin 構造の関連があると考

えられる。 

 

 
図  7-13   LatA 処理された好中球様 HL60 における Cdc42(T17N)および
Cdc42(Q61L)の細胞内分布 
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8. まとめと議論 
8.1. fMLP進行波刺激に対する走化性 
Ttransit = 1 分の fMLP 進⾏波刺激に対しては、fMLP ⾼濃度側への細胞重⼼の移動は⾒られ

なかった(図 4-1, a）。Ttransit = 4, 7 および 20 分の fMLP 進⾏波刺激の前⾯では、⾼濃度側へ

の重⼼移動が認められ、Ttransit = 7 および 20 分の進⾏波刺激における⾼濃度側への重⼼速度

は Ttransit = 4 分の進⾏波刺激の場合と⽐較して⼤きかった（図 4-2）。進⾏波背⾯では、進⾏

波の伝搬速度が遅くなるにつれて fMLP ⾼濃度側への重⼼速度が上昇することが認められ

た（図 4-1 b-d、図 4-2）。また進⾏波前⾯・背⾯での⾼濃度側への重⼼速度の差は進⾏波

の伝搬速度が遅くなるにつれて⼩さくなった。このことから fMLP に対する好中球様 HL60

細胞の⾛化性運動において、fMLP ⾼濃度側への運動速度が fMLP 濃度の減少の速さに依

存して低下することが⽰唆される。 

先導端分⼦ PI3K および Cdc42 活性を測定したところ、Ttransit = 1 分の fMLP 進⾏波刺激

に対して、膜周縁部への PI3K 活性のプローブである Akt-PH-Clover の⼀様な局在が過渡

的に⾒られた（図 5-1 a）。また細胞周縁の Cdc42 活性も同様に空間⼀様に上昇することが

観察された（図 5-3）。このことは Ttransit = 1 分の進⾏波で細胞重⼼の移動がほぼ⾒られない

こととよく対応している。Ttransit = 4 分の fMLP 進⾏波刺激の前⾯にて fMLP ⾼濃度側に

Akt-PH-Clover と活性型 Cdc42 が局在することが観察された。⼀⽅、進⾏波背⾯では Akt-

PH-Clover と活性化型 Cdc42 の fMLP ⾼濃度側への局在は⾒られなかった（図 5-1 b、 図 

5-4 a,d）。Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対しては、進⾏波前⾯・背⾯のいずれでも fMLP ⾼濃

度側への Akt-PH-Clover と活性型 Cdc42 の局在が観察された（図 5-1 c, 図 5-5 a,d）。進

⾏波背⾯では、Cdc42 活性が低下し、fMLP ⾼濃度側での活性型 Cdc42 の局在が⾒られな

い細胞も認められた（図 5-5 e,h）。実際、Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対する重⼼運動の解

析からも、進⾏波背⾯において fMLP ⾼濃度側への移動しない細胞も⾒られている（図 4-2）。

Ttransit = 7 分の進⾏波刺激に対する個々の細胞の⾛化性運動・応答の違いが現れる理由とし

ては、先導端形成分⼦の活性の違いが考えられる。ZCL278 により Cdc42 活性が低下した

条件では（図 6-3）、Ttransit = 7 分の fMLP 進⾏波刺激に対し、進⾏波背⾯での fMLP ⾼濃度

側への移動速度が低下した（図 4-7、図 4-8）。Ttransit = 20 分の進⾏波刺激に対しては、進⾏

波前⾯・背⾯のいずれでも fMLP ⾼濃度側への Akt-PH-Clover と活性型 Cdc42 の局在が観

察された（図 5-2、図 5-6）。 

先⾏研究によると、好中球の運動速度が fMLP 濃度の増加にともない上昇し、fMLP 濃度

の減少に伴い低下することが報告がされている[Geiger et al., 2003]。Geiger らは空間⼀様

に 3.5 分間で fMLP 濃度を 1 nM から 100 nM まで上昇させ、続く 3.5 分間で 100 nM から

1 nM まで減少させる周期刺激に対する好中球の運動を測定し、濃度上昇時に単⼀の先導端
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が⾒られ重⼼速度が上昇すること、濃度低下時に多⽅向に複数の仮⾜を形成し重⼼速度が

低下することを報告している。Geiger らの報告での fMLP 周期刺激の濃度変化率は平均で

28 nM/min であり、本研究の Ttransit = 3 分の進⾏波刺激の平均濃度変化率がこれと同等とな

る。Ttransit = 4 分の進⾏波刺激に対して濃度増加する場合で運動速度が上昇し、濃度減少す

る場合に重⼼速度が低下することは Geiger らの報告と整合している。Geiger らの実験は空

間⼀様な fMLP 濃度の時間変化であるのに対し、本研究では、fMLP 誘引分⼦の空間勾配が

ある場合においても、濃度減少を伴う場合に⾛化性の低下が⾒られたことが新規な点であ

る。 

 
 
 

8.2. fMLP進行波刺激に対する走化性（阻害剤実験） 
8.2.1. ZCL278によるCdc42阻害の影響 
10 µM の ZCL278 存在下では誘引分⼦刺激が無い条件にて Cdc42 活性が低下し、50 nM の

fMLP 刺激に対する Cdc42 活性の最⼤値と変化量のいずれも低下した（図 6-3）。fMLP 進

⾏波刺激に対する⾛化性運動に関して、以下に薬剤なしの対照実験と⽐較して異なる点を

述べる。進⾏波刺激の前⾯・背⾯のいずれでも、fMLP ⾼濃度側への移動速度の低下が⾒ら

れた(図 4-7、図 4-8)。これに関連して、Ttransit = 4 および 7 分の進⾏波刺激の背⾯での fMLP

⾼濃度側への移動速度に差が⾒られなかった（図 4-8）。また、⾼濃度側への移動速度およ

び重⼼速度の上昇が fMLP 濃度が 5-10 nM となった時点で認められる(図 4-7 c,d)。この結

果は、ZCL278 による Cdc42 阻害下では fMLP 刺激への感受性が低下していることを⽰唆

している。このことに関しては、数 nM の fMLP 刺激では Cdc42 活性がほとんど上昇しな

い、あるいは Cdc42 活性は上昇するが重⼼運動を引き起こすのに必要な閾値に達しない可

能性が考えられる。誘引分⼦濃度勾配の低濃度域に配置された好中球は⾼濃度側に運動す

ることによって強度の⾼い誘引刺激と濃度増加という外部シグナルを受け誘引分⼦源に到

達すると考えられる。⼀⽅、低濃度域で⾛化性運動とランダム運動の⼩さい細胞は、誘引分

⼦の⾼濃度域に移動することが少なく、誘引分⼦源に到達する可能性が⼩さくなると考え

られ、好中球の誘引刺激への追従性能が損なわれている状況であると⾔える。 
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8.2.2. Y-27632による ROCK阻害の影響 
Y27632 存在下では、fMLP 進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯での⾛化性運動速度が薬剤な

しの場合と⽐較して 67-78%に低下した。Ttransit = 4, 7 および 20 分の fMLP 進⾏波におい

て、進⾏波背⾯での⾛化性運動速度が 23-35%まで低下し、⾼濃度側に向かった移動がほと

んど観察されなかった（図 4-11、図 4-12）。このことは遅い進⾏波で⾒られる進⾏波背⾯

における⾛化性運動は ROCK に強く依存した現象であることを⽰している。Y27632 存在

下においても、fMLP 進⾏波の前⾯では、先導端分⼦である Cdc42 の活性化と fMLP ⾼濃

度側への活性型 Cdc42 の局在が観察されたことから（図 5-8、図 5-9、図 5-10）、この時

の細胞運動では先導端伸⻑を駆動⼒としていると考えられる。進⾏波背⾯では、Cdc42 活

性が低下し始め、活性型 Cdc42 の局在が消失した。fMLP 濃度の増加により Cdc42 活性が

維持されていたこと、および fMLP 濃度の減少によって Cdc42 活性の低下が始まったこと

が考えられる。濃度減少に伴って、Cdc42 活性が低下する際に Cdc42 活性の空間的な差異

が⽣じにくいことが、濃度減少を伴う濃度勾配における⾛化性の低下と関連することが考

えられる。ROCK はミオシン収縮を促進することが報告されており[Uehata et al., 1997]、

濃度減少を伴う場での⾛化性運動が細胞後端での収縮⼒に駆動された運動に依存している

可能性が考えられる。好中球では外部から誘引刺激を与えない場合にも、網⽬状のアクチン

重合が進⾏する領域と、ミオシン II に細胞膜近傍が縁取られた領域を確認することができ

[Ridley et al.,2003; Tsai et al., 2019]、その構造が細胞の両側(前⽅と後⽅)に隔てられた状態

が維持され、細胞はランダム運動を⽰す。それらの２つの領域に局在する分⼦としては Ras, 

Rho GTPase, Rho-GEF, Rho-GAP,リン脂質(PIP3, PIP2), PI3K, SHIP およびそれらの下流

分⼦ WASP, WAVE, Formin, Arp2/3, F-アクチン, Moesin, ROCK, MLCK,ミオシン II など

多くが知られており、極性形成に⾄るまでの過程で前⽅・後⽅に分布する分⼦の動的な相互

作⽤があると考えられる。細胞後端にはアクトミオシン、Moesin、RhoA-GEF, RhoA [Wong 

et al., 2007; Niggli et al., 2008; Liu et al., 2015; Hind et al., 2016; Tsai et al., 2019]が分布し

ている。Moesin をノックダウンされた HL60 細胞は fMLP に対する⾛化性を⽰さず、Cdc42

や Rac の活性が誘引分⼦刺激を⾏なった場合と同程度に上昇しており、Moesin が Vav1(Rac 

GEF [Cremasco et al., 2008])またはαPIX(Cdc42-GEF)と結合すること、Moesin と Vav1

またはαPIX(Cdc42-GEF)のダブルノックダウン株では⾛化性が回復することから、

Moesin による Cdc42 または Rac 活性の抑制が⾛化性に必要であると考えられている[Liu 

et al., 2015]。また、百⽇咳毒素存在下で fMLP ⾼濃度側に後端構造が形成されることから、

Gi 依存的な先導端形成分⼦の活性化に加えて、Gi ⾮依存に後端形成が活性化されることが

報告されている[Xu et al., 2003]。これらは先導端形成分⼦に抑制的に作⽤し、細胞後端に

局在する分⼦が⾛化性に重要な役割を果たすことを⽰唆しており、先導端がどこに形成さ
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れるかという問題に加えて、後端がどこにどのような仕組みで形成されるかという問題も

合わせて重要である。特に、ROCK 阻害下にて進⾏波前⾯の場合と⽐べて、背⾯での⾛化

性運動が顕著に低下したことは、勾配反転あるいは濃度減少を伴う場合の⾛化性では、

ROCK が必要であり、ROCK は先導端分⼦活性の局在を⽣じさせること、または細胞後端

の収縮による重⼼移動を駆動することで⾛化性に寄与している可能性が考えられる。細胞

外誘引分⼦濃度勾配のもとで ROCK 活性の局在が⽣じるかはわかっていないが、進⾏波背

⾯での⾛化性は細胞が⾃発的に極性を形成する仕組みに負う部分があると思われる。 

⼀⽅、ROCK 阻害や MLCK（ミオシン軽鎖リン酸化酵素）ノックアウトによって fMLP

受容体である FPR1 の内在化が促進されることが報告されている[Subramanian et al., 2018]。

Y27632 の添加により、fMLP の受容体である FPR1 の内在化が薬剤なしの場合と⽐べて亢

進し、受容体シグナルが低下したという可能性がある。ただし、受容体の内在化の程度が薬

剤処理をしない場合と⽐較して、どの程度の違いがあり、その差が⽅向検出をどの程度押し

下げるものであるかを検証する必要がある。リン酸化による内在化が⽣じない FPR1

（S342D）変異体 [Liu et al., 2012]を過剰発現した HL60 細胞を対象にすることで、ROCK

阻害による受容体内在化の効果を低減した状態で、fMLP 進⾏波刺激に対する⾛化性を測定

できると考えられる。 

好中球様 HL60 細胞を対象とした研究で、Y27632 処理によって細胞後端に分布する

Moesin 分⼦の局在の持続性が上昇し、同時に運動⽅向の持続性が上昇することが報告され

ており[Prentice-Mott et al.,2016]、細胞後端の安定性が細胞の⽅向転換を妨げている可能

性が考えられる。また、細胞性粘菌を対象とした先⾏研究では、先導端分⼦によって活性化

され、先導端分⼦を活性化する記憶因⼦ M を追加し、M に双安定性を与えることによって、

先導端分⼦活性がその履歴に依存する枠組みを提案している[Skoge et al., 2014]。本研究で

は ROCK 阻害下での fMLP 進⾏波背⾯にて、Cdc42 活性の局在の持続は⾒られなかったこ

とから、Cdc42 活性の履歴依存性(記憶性)があることは考えにくい。⼀⽅、先導端分⼦によ

って抑制され、先導端形成を抑制する因⼦ MR が履歴依存性を持つと考える場合、MR によ

る細胞運動の駆動⼒に応じて、誘引分⼦の勾配反転に対して細胞の持続的な運動、あるいは

反転後の誘引分⼦⾼濃度側への運動が抑制されることが考えられる。MR の候補としてはミ

オシン II [Tsai et al., 2019], Moesin [Prentice-Mott et al.,2016], RhoA などが考えられ、

ROCK 阻害下にてこれらの分⼦の fMLP 進⾏波刺激に対する空間分布の動態を明らかにす

ることで、上述した可能性を検証できると考えられる。また、濃度減少のみを伴う進⾏波刺

激と釣鐘型進⾏波刺激背⾯での⾛化性運動の違いを調べることで、運動の記憶性と ROCK

阻害下での fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性の関連を調べられる。 

ROCK 阻害下では、通過時間の遅い Ttransit = 20 および 30 分の fMLP 進⾏波に対して、進
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⾏波背⾯での⾛化性が観察されなかったことは、⾛化性に fMLP 濃度の空間勾配だけでな

く時間増加が必要である可能性をも⽰唆している。fMLP 濃度の空間勾配が⾛化性に⼗分で

あるかを明らかにするための⽅法として、ROCK 阻害下にて fMLP 濃度が空間⼀様に⾼い

状態から、⼗分ゆっくりと fMLP 勾配勾配を形成することによって(図 4-4 b)、濃度減少を

経て(濃度増加を経ず)形成された fMLP 定常勾配のもとで⾛化性および先導端分⼦活性の

局在が⾒られるかを調べることが考えられる。誘引物質濃度勾配を時間変化に基づいて読

み取る仕組みとしては、時間増加によって先導端分⼦活性の明確な前後差[Rappel et al., 

2002]が形成され、細胞前⽅での先導端分⼦活性の増幅[Mori et al., 2007; Klünder et al., 
2013]または細胞後端を形成する分⼦局在の持続性によって、細胞極性を維持する仕組みが

考えられる。PIP3, Rac および F-アクチンの相互作⽤[Weiner et al., 2002; Wang et al., 2002; 

Srinivasan et al., 2003; Graziano et al., 2017]は先導端分⼦活性の増幅に寄与する仕組みと考

えられる。Cdc42(Q61L)が先導端に集積すること(図 7-9, 図 7-11, 図 7-12, 図 7-13)は、

Cdc42-GAP との相互作⽤が考えられるが、先導端における Cdc42 活性増幅に関与する可

能性も考えられる。 
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8.2.3. NSC23766によるRac1阻害の影響 
NSC23766 存在下では、fMLP 進⾏波刺激に対して、進⾏波前⾯における⾛化性に明確な違

いは確認されなかった(図 4-13、図 4-14)。Rac1 ノックアウトの初代好中球ではランダム

運動速度は野⽣型と⽐較して差が⾒られないが、誘引分⼦の溶液中の拡散によって形成さ

れた安定な濃度勾配（Zigmond チャンバー）のもとでの⾼濃度側への移動と細胞極性の配

向性が低下したことが報告されている[Sun et al., 2004]。本研究では濃度の時間増加を伴う

勾配刺激を与えており、濃度増加によって細胞の⽅向性運動が補償されている可能性が考

えられる。進⾏波背⾯では、薬剤なしの場合と⽐較して⾼濃度側への運動速度が 40-56%に

低下することが認められた(図 4-13、図 4-14)。Rac1 が濃度減少を伴う場合の⾼濃度側へ

の運動に寄与していることが考えられる。Rac と PI3K との間の相互活性化の経路が阻害さ

れ先導端伸⻑の安定性が低下した可能性が考えられる。また⾛化性運動する好中球様細胞

において、細胞の前端から 5 µm 後⽅まで Rac1 活性の⾼い領域が広がっている⼀⽅、Cdc42

活性は細胞の前端で最も⾼くなることが報告されている[Yang et al., 2015]。Rac1 活性の⾼

い領域が細胞前⽅でより広範囲であることによって、細胞前⽅広範囲で Rac1 位依存的な網

⽬状アクチンの重合を促進し、細胞の前を安定に維持することに寄与すると考えられる。⼀

⽅、Cdc42 活性の⾼い領域が⼩さいことはより限定された領域でのアクチン重合の促進と

膜伸⻑に寄与すると考えられる。Rac1 阻害によって fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性運動が薬

剤なしの場合と⽐較して低下した理由の１つとして、Rac1 依存的なアクチン重合の低下が

考えられ、Rac1 阻害の有無で F-actin プローブである Lifeact の空間的な分布に違いが⾒ら

れるかを調べることによって検証できると考えられる。 

 

 
 

8.2.4. LY294002によるPI3K阻害の影響 
50 µM LY294002 存在下では、fMLP 濃度の進⾏波前⾯での⾛化性運動速度について、薬剤

なしの場合と⽐較して有意差は認められなかった。進⾏波背⾯では、薬剤なしの場合と⽐較

して⾼濃度側への運動速度が 45-58%に低下した(図 4-15、図 4-16)。PIP3 産⽣とそのエ

フェクター分⼦ Akt の活性化が約 1/15 まで低下した PI3Kγのノックアウト株では⾛化性

が低下するものの完全には失われない [Sasaki et al., 2000]。⼀⽅、PIP3 の脱リン酸化酵素

である SHIP のノックアウト株では fMLP に対する⾛化性が顕著に低下し、PIP3 プローブ

である Akt-PH の細胞内の局在パターンが消失し、細胞周縁全体でアクチン重合が⽣じる

ことが報告されている[Nishio et al., 2007]。また PI3K 阻害剤である Wortmannin 存在下で

は SHIP ノックダウン株の fMLP に対する⾛化性が回復することから、PIP3 が過剰である
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ことが⾛化性の低下に関与していると考えられている[Nishio et al., 2007]。これらのことか

ら PIP3 を経ない先導端形成のシグナル経路があること、過剰量の PIP3 は細胞周縁全体で

のアクチン重合の促進によって、PIP3 に依存しない先導端形成を阻害することが考えられ

る。また PI3K の阻害剤である LY294002 存在下でランダム運動または⾛化性運動する細

胞の先導端に PIP3 のプローブである Akt-PH の局在が⾒られないにも関わらず、 活性型

Ras, Rac および Cdc42 の先導端での局在に関しては LY294002 の有無によって変化が⾒ら

れないことが報告されており[Yang et al., 2015]、このことも PIP3 を経ない先導端分⼦活

性制御の経路があることを⽰している。また Rac と PIP3 ⽣成酵素である PI3K は相互活性

化のシグナル経路があるという複数の報告がある。それらの根拠は、RacGEF の PH ドメイ

ンが PIP3 と結合し膜上に移送されること[Welch et al., 2002]、PIP3 による Rac の活性化

[Graziano et al., 2017]、膜伸⻑の促進[Weiner et al., 2002]、常活性型の Rac による PIP3 の

膜局在誘導[Srinivasan et al., 2003]、アクチン重合阻害剤のラトランキュリン存在下で

fMLP ⾼濃度側への PIP3（プローブとして Akt-PH-GFP）の局在が低下することである

[Servant et al., 2000; Wang et al., 2002]。PI3K 阻害と Rac１阻害の効果には類似性が⾒られ

たが、その可能性として、上記の PI3K と Rac の協調的な作⽤が阻害されたことが考えられ

る。PI3K と Rac1 を同時に阻害した場合に、⼀⽅だけの場合と⽐較して加算的な阻害効果

が出るならば、PI3K と Rac1 は好中球の⾛化性に異なる仕組みで寄与していることが⽰唆

される。PI3K に依存した⾛化性シグナル経路または PI3K による Rac の活性化が進⾏波背

⾯での⾛化性に寄与していることが考えられる。また、Cdc42 の局所的な活性化によって

膜伸⻑が誘導されうることを⾒てきたが(図 7-3-,図 7-4,図 7-5,図 7-6,図 7-7)、濃度減少

を伴う誘引場での⾛化性は、ROCK や先導端形成に関わる Cdc42, Rac1,および PI3K が複

合的に関与することで実現していると考えられる。 
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8.3. LTB4進行波刺激に対する走化性 
LTB4 進⾏波に対する好中球様 HL60 細胞の⾛化性について、fMLP 進⾏波の場合と異なる

点を以下に述べる。 

LTB4 濃度の上限が 2 nM または 20 nM のいずれの場合でも、Ttransit = 7 分の LTB4 進⾏波

刺激に対して細胞は進⾏波前⾯では fMLP ⾼濃度側への移動を⽰したが、進⾏波背⾯では

平均として、LTB４低濃度側に向かってそれまでの移動⽅向と同じ⽅向に移動した(図 

4-18 b,e)。この結果は Ttransit = 7 分の fMLP 進⾏波刺激にて、濃度勾配の反転に引き続いて

fMLP ⾼濃度側に移動したこと(図 4-1 c)とは対照的である。LTB4 の濃度勾配に対して、

HL60 細胞は濃度増加を伴う場合には濃度勾配に基づいて運動⽅向を変えるが、濃度減少を

伴う場合には⾼濃度側に運動⽅向を変えにくい性質があることが考えられる。LTB4 進⾏波

刺激終了後に 濃度上限が 2 nM で Ttransit = 4 分の進⾏波刺激の場合を除いて、刺激前と同程

度の重⼼速度が維持されていることは（図 4-18 b-f）、fMLP 進⾏波にて刺激終了後の重⼼

速度が刺激前よりも低下すること（図 4-1）と対照的である。濃度減少を伴う場合に HL60

細胞が LTB4 ⾼濃度側への運動を⽰さない仕組みについては 8.4 節にて検討する。 

 
 
 

8.4. 誘引分子の空間一様刺激に対するCdc42応答  
細胞性粘菌を対象として、誘引分⼦ cAMP の⼀様刺激に対する Ras の活性を Raf1-RBD-

GFP を⽤いて測定した先⾏研究では、Ras 活性の適応応答の緩和時間が cAMP 濃度によら

ないこと、cAMP 濃度が低いほど Ras の活性化ピークに達する時間が⻑くなることが明ら

かにされ、フィードフォワード型の活性化制御が上記の動態を説明できることが報告され

ている[Takeda et al., 2012]。 

Raichu FRET プローブを⽤いた先⾏研究[Yang et al., 2015]にて、光照射により⽣理活性

を持つフォルミルペプチドに変換される fMLP 誘導体（caged fMLP）を⽤いた実験にて、

⼀様 fMLP 刺激に対して、Cdc42, Ras, Rac が⼀過的に活性化され、活性化のピークまでの

時間変化に違いが⾒られないこと報告されている。また好中球様 HL60 細胞を対象として、

fMLP ⼀様刺激に対する PI3K 活性を Akt-PH-GFP をプローブとして測定した結果より、

PI3K 活性の動態がフィードフォワード型の制御モデル（図 2-3）で説明できることが報告

されている[Tang et al., 2014]。この２つの報告では、fMLP ⼀様刺激に対する先導端分⼦

応答の fMLP 濃度依存性については調べられていない。また fMLP 濃度減少に対する Cdc42

動態は測定されておらず、Akt-PH-GFP の動態にも⾔及されていない。 

本研究では、好中球様 HL60 細胞を対象にして、fMLP の空間⼀様刺激による Cdc42 活
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性化の fMLP 濃度依存性を測定した。Cdc42 活性は⼀過的な活性化のあと、刺激前の活性

化レベルより 0.1 ⾼い値に収束した。10,100 nM の fMLP 刺激に対して、⼀過的な活性化

応答の緩和時間は約 90 秒であり、1000 nM の fMLP 刺激の場合はより短い約 60 秒であっ

た。fMLP 濃度に依存して、緩和時間が延⻑しないことから fMLP による Cdc42 活性化制

御はフィードフォワード型の制御であると考えられる。1000 nM fMLP 刺激に対する適応

の緩和時間が短く、Cdc42 活性が⼀過的な上昇後に刺激前の値を下回った。fMLP とその受

容体 FPR1(Formyl Peptide Receptor1)との結合定数は約 3 nM であり[Gilbert et al., 2001]、

⾼濃度の fMLP 刺激によって FPR1 の内在化が進⾏し、fMLP と FPR1 の結合によって伝

達されるシグナル強度が実効的に低下した可能性が考えられる。また、1,10,100 nM から 0 

M への fMLP 濃度減少に対して、Cdc42 活性が低下し（過減衰）、その程度は 10 nM から

0 M への変化に対して最も⼤きいことが観察された（図 6-1、図 6-2）。RaichuCdc42 プロ

ーブの FRET ⽐を指標とした場合、活性化ピーク⾼さの半分の出⼒は 1-10 nM の間で現れ

る。細胞外 fMLP 濃度の変化に対して、濃度減少に対する負の応答と濃度増加に対する正

の応答を⽰すことによって、仮⾜伸⻑の停⽌と新規仮⾜伸⻑を交互に実現できることが期

待される。 

LTB4 ⼀様刺激の場合、1, 10, 100 nM の⼀様刺激に対して、Cdc42 活性は ΔFRET ratio

値にして 0.5 まで上昇し、0.4-0.5 分で刺激前の活性レベルまで緩和した。これらは 100 nM 

fMLP ⼀様刺激後の Cdc42 活性の上昇値の 86%、10,100 nM の fMLP ⼀様刺激に対する

Cdc42 活性の緩和時間の 37%であった。LTB4 濃度に依存して、緩和時間が延⻑しない。

このことから LTB4 による Cdc42 活性化制御はフィードフォワード型の制御であると考え

られる。また、fMLP は LTB4 と⽐較して⻑い時間強く Cdc42 を活性化することが⽰唆さ

れる。fMLP 濃度減少に対して Cdc42 活性は ΔFRET ratio 値にして最低-0.2 まで低下した

が(10 nM から 0 M への変化において)、LTB4 濃度減少に対してはその値は最低-0.05 であ

った。 

fMLP 刺激に対する適応応答と fMLP 進⾏波刺激に対する重⼼運動との関連を検討する

ため、LEGI モデル[Nakajima et al., 2014](図 8-1)をもとに進⾏波刺激に対する先導端分⼦

応答の数値計算を⾏なった(図 8-2 a,c )。パラメータは 10 nM の⼀様な fMLP 濃度増加に

対する Cdc42 FRET ratio 上昇の最⼤変化量、適応過程の緩和時間の⻑さ（1.5 分）および

⼀様な fMLP 濃度減少に対する Cdc42 FRET ratio の刺激前からの低下の最⼤変化量(図 

6-1)を反映した表 8-1 の値を⽤い、先導端分⼦応答の動態を図 8-2 a に⽰した。先⾏研究

[Nakajima et al., 2014] の パ ラ メ ー タ の う ち 、 R の 活 性 因 ⼦ A の 分 解 速 度 γ
/

および活性因⼦ I の分解速度γ
1
の値をそれぞれ 0.3 倍し、⼀様刺激に対する適応応答の緩

和時間（過渡的な応答の時間）を延⻑した。また、抑制因⼦ I による酵素反応のミカエリス
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定数 Ki を先⾏研究[Nakajima et al., 2014]でのパラメータの 10 倍とし、刺激(S)の低下に対

して応答 R が低下する条件とした。また偏微分⽅程式の数値計算は時間・空間ともに差分

法を⽤いた。空間は 8 分割とし、進⾏波前⾯の刺激⾼濃度側（前⽅）または低濃度側（後

⽅）での４分割の平均を前⽅・後⽅の応答（R+, R-）として、図 8-2 c に図⽰した。境界条

件として、境界での流出⼊が 0 であるとした。通過時間 4 分の進⾏波前⾯では R+が R-を

上回りつつ両者ともに上昇し、背⾯では R+と R-が低下し、両者の差が⼩さくなった。通過

時間 7 分の進⾏波前⾯では R+が R-を上回りつつ両者ともに上昇し、背⾯では R-が R+を

わずかに上回りつつ両者ともに低下した。通過時間 20 分の進⾏波前⾯では R+が上昇して

R-を上回り、背⾯では R+が低下して R-を下回った。 

fMLP 進⾏波刺激に対する Cdc42 活性化動態(図 5-7 b-d)と⽐較すると、LEGI モデルに

基づく数値計算の結果は通過時間 4 分については、進⾏波前⾯で Cdc42 活性上昇し、背⾯

で低下することに⼀致する（図 5-7 b, 図 8-2）。通過時間 7 分については進⾏波前⾯で

Cdc42 活性の IFront が IRear を上回ることに⼀致するが、背⾯で Cdc42 活性の IFront , IRear の低

下は⾒られずその点は⼀致いない（図 5-7 c, 図 8-2）。通過時間 20 分については、進⾏波

前⾯・背⾯で R-の変化が⼩さい点に⼀致するが、Cdc42 活性の IFront の増減が⼩さい点は⼀

致しない（図 5-7 d, 図 8-2）。 

通過時間 4 分の fMLP 進⾏波背⾯で⾼濃度側への移動が⾒られないことは Cdc42 活性の

低下が起こり、その過程で Cdc42 活性の空間的な偏りが⽣じないためであると考えられる。

通過時間 7 分の進⾏波背⾯では、LEGI モデルで⽣じる R+と R-の差はわずかであり、Cdc42

活性についても背⾯で⾼濃度側への Cdc42 活性の局在が⾒られる細胞（図 5-5 a,d）とそう

でない細胞（図 5-5 e,h）が⾒られた。Cdc42 活性の局在と膜伸⻑には対応が⾒られたが（図 

5-5 a, c, d）、背⾯での⾛化性や Cdc42 活性の局在は細胞外 fMLP 濃度勾配に加えて、Cdc42, 

Rac, PI3K および ROCK などを介した細胞の⾃発的な前後極性形成に⽀持されて実現され

ていることが考えられる。好中球様 PLB985 細胞を対象として、アクチン重合を阻害され

た場合に Cdc42 活性が細胞内で(細胞質か膜上かは区別されていない)、伝搬し、その伝搬

速度の最頻値が 60 µm/min であり定点での Cdc42 活性変動の周期が 20-30 秒程度である

ことが報告されており[Yang et al., 2015]、fMLP 濃度減少を伴う過程で Cdc42 活性の早い

伝搬が起こっているかも知れない。通過時間 20 分の場合では、通過時間 4,7 分の場合と⽐

較して、Cdc42 活性の前⾯・背⾯での変動が⼩さく、背⾯での⾛化性は阻害剤の実験からも

Cdc42 だけでなく Rac, PI3K および ROCK が⾛化性に関与することが考えられる。 

また ROCK 阻害下では、進⾏波背⾯での⾛化性がほとんどみらず(図 4-11)、fMLP ⼀様

刺激に対する応答に関して Cdc42 活性化動態に明確な違いは⾒られなかった(図 6-4)。こ

のことは、fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性を理解するためには、細胞外誘引分⼦刺激による先
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導端分⼦活性制御だけでなく、ROCK に依存した極性形成あるいは Cdc42 活性局在を⽣じ

る仕組みがあることが考えられる。 

 

 
図 8-1   LEGI モデル概要 (Nakajima et al., 2014 をもとに作成、再掲)。 
 

 

 

LTB4 の場合、濃度減少に対する Cdc42 活性の変動が⼩さく、細胞外の LTB4 濃度減少

が先導端分⼦活性に及ぼす影響が⼩さく、細胞の運動極性の影響が強く現れた運動が現れ

る可能性が考えられる。Ttransit = 7 分の LTB4 進⾏波刺激に対して、濃度減少を伴う勾配に

おいて⾼濃度側への重⼼移動が平均として⾒られなかった。この結果に対して、以下が考え

られる。１つは進⾏波の前側で形成された細胞の運動極性（先導端、側⽅・後端の持続性）

と細胞外の LTB4 濃度勾配シグナルのうち前者が上回った可能性である。つまり運動極性

は LTB4 の濃度減少によって解体されないこと(シグナル分⼦の負の応答が起こらないこ

と)、LTB4 の濃度勾配が運動極性の⽅向を変えるための⼗分なシグナル強度・時間が不⾜

していたことである。２つ⽬は、運動極性を持たない細胞においても濃度減少する場合に先

導端分⼦活性が細胞外 LTB4 濃度勾配を反映しない、細胞性粘菌の cAMP 進⾏波刺激に対

する応答(Nakajima et al., 2014)と類似した、仕組みがあることが考えられる。最初に濃度

減少を伴う勾配において LTB4 ⾼濃度側への移動が⾒られず、続く濃度増加を伴う勾配に

おいて LTB4 ⾼濃度側への移動が⾒られたことから(図 4-19)、LTB4 の濃度減少を伴う勾

配のもとでの⾛化性が低下すると考えられ、この結果は後者を⽀持する。 

実際に、⼀様な LTB4 濃度増加に対する Cdc42 FRET ratio 上昇の最⼤変化量、適応過程

の緩和時間の⻑さ（0.5 分）および⼀様な fMLP 濃度減少に対する Cdc42 FRET ratio の刺

激前からの低下が⼩さいこと(図 6-5)を反映した表 8-1 のパラメータを⽤い、LEGI モデル

[Nakajima et al., 2014](図 8-1)をもとに進⾏波刺激に対する先導端分⼦応答の数値計算を

⾏なった(図 8-2 b, d)。パラメータは先⾏研究[Nakajima et al., 2014]での値とθ
/
およびθ

1

を除いて同じである。通過時間 4,7 分の進⾏波刺激に対しては、前⾯にて R+が R-を⼤きく
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上回り、背⾯では R+, R-の値が⼩さく両者の差が⼩さかった。通過時間 20 分の進⾏波に対

しては、前⾯にて R+が R-を上回り、背⾯では R-が R+を上回った(図 8-2 d)。本研究では

LTB4 進⾏波刺激に対する Cdc42 応答を取得できていないが、進⾏波前⾯で R+が R-を上

回った場合に⾼濃度側に移動し、進⾏波背⾯で R-が R+を上回った場合に⾼濃度側に移動

すると考えると、LEGI モデルに基づく数値計算の結果(図 8-2 d)と LTB4 進⾏波刺激に対

する細胞の重⼼運動（図 4-18）には定性的な⼀致が⾒られる。 

先⾏研究にて、初代好中球を対象として fMLP 濃度を 10 nM と 0.1 nM の間で 10 秒間隔

で切り替える実験にて、fMLP 濃度増加に対して 10%の細胞が 180 度 先導端の向きを変え

たことに対し、fMLP 濃度減少に対して 44%の細胞が 180 度 先導端の向きを変えることが

報告されている。好中球においてリガンドの受容シグナルは短時間で失われると著者らは

述べている。本研究で⾒られた 10 nM から 0 M への fMLP 濃度変化に対する、Cdc42 活性

の⼀過的な低下は、先導端の向き変えの前の先導端構造の解体に関与すると考えられる。⼀

⽅異なる細胞の誘引物質刺激に対する応答に着⽬すると、T 細胞株である CEF 細胞あるい

は Jurkat 細胞を対象とし、誘引分⼦ SDF1 刺激に対して、Rac1, Cdc42 活性の持続的な上

昇が⾒られることが報告されている[Haddad et al., 2001; Nishita et al., 2002]。これは誘引

分⼦刺激に対する応答が適応的であるか否かが、受容体や細胞種別に依存することを⽰唆

している。SDF1 に対する Cdc42 応答に関して活性化の速度、適応応答にかかる時間、濃

度減少に対する応答を測定し、 fMLP または LTB4 に対する Cdc42 応答と⽐較することに

よって、誘引分⼦の違いに基づく細胞の⾛化性運動（速度、⾛化性精度、濃度勾配変化に対

する応答性）の違いに関して⽰唆が得られることが期待される。 
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図 8-2   LEGI モデルに基づいた空間一様な刺激または進行波刺激に対する応答のシミュ
レーション 
(a,b) ５分間の空間一様な刺激に対する応答のシミュレーション。黒線は応答、赤線は刺激
の時間変化を示す。(c,d) 進行波刺激に対する応答のシミュレーション。赤線は刺激、マゼ
ンタの線は進行波前面での高濃度側(Front)、青線は進行波前面での低濃度側(Rear)におけ
る応答を示す。左から進行波通過時間が 4,7および20分の場合に対応する。パラメータは 
(a, c) k3 = 2.9 s-1, K8 = 0.1, γ3 = 0.06 s-1, 	γ< = 0.03 s-1, (b, d) k3 = 3.3 s-1, K8 = 0.01, 
γ3 = 0.2 s-1, 	γ< = 0.1 s-1,その他は表 8-1 に記載した共通の値を用いた。(b, d)で用いた
パラメータは[Nakajima et al., 2014]での値とθ3およびθ<を除いて同じである。 
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表 8-1   数値計算に用いたパラメータ 

 

 
 
 
 
8.5. 光遺伝学を用いたCdc42-GEFの集積実験 
マクロファージ様細胞である Raw264.7 細胞を対象として、Cdc42-GEF である ITSN1 また

は Rac1-GEF である Tiam１を光照射により膜上に集積させることにより、集積させた位置

における膜伸⻑が認められたことが報告されている[OʼNeil et al., 2016]。Raw264.7 細胞の

場合、局所的な突起構造を形成するもののランダムな重⼼運動はほとんど⾒られず、GEF

の膜上への集積による細胞の⽅向性運動の速さを論⽂の図から算出すると 1-2 µm/min で

あった。 

本研究では、10 µm/min 前後の速度でランダム運動を⽰す好中球様 HL60 細胞を対象に、

Cdc42-GEF の膜上への集積に引き続く細胞形状の変化を観察した。最初に（１）先導端の

⽚側での Cdc42-GEF の集積に伴い、ランダム運動する細胞の運動⽅向が Cdc42-GEF の集

積した⽅向へ向きを変えることを観察した。この結果は、先導端における Cdc42 活性の差

異が細胞運動⽅向に偏重を与えられることを⽰唆している。（２）球形でランダム運動を⽰

さない細胞を対象にして、Cdc42-GEF の集積により膜伸⻑が⽣じることが観察された。こ

のことは Cdc42-GEF の集積により膜伸⻑という形態変化をも誘導できることを⽰唆して

!"
!#
$"
$#	
&"	
&#
'()(
!*
!+
,*
,+
-
-*

細胞長さ



 

 121 

いる。（３）先導端構造が認められる細胞において、細胞の側⽅に Cdc42-GEF を集積させ

た場合に、集積位置から膜伸⻑が⽣じることが観察された。好中球様 HL60 細胞は、単⼀の

先導端を形成して運動することが⾼頻度に⾒られるが、Cdc42 の局所活性が⽣じることに

よって、既存の仮⾜に加えて側⽅仮⾜を形成されることが⽰唆される。（４）ランダム運動

する細胞の後端に Cdc42-GEF を集積させた後に、細胞のランダム運動が停⽌し、Cdc42-

GEF の集積位置から膜伸⻑が⽣じ、引き続いて重⼼運動が観察された。このことは、Cdc42-

GEF の集積によって、ランダム運動する細胞の運動極性（先導端分⼦活性や細胞⾻格）か

らの寄与を上回って、⽅向性運動を誘導できることを⽰唆している。（５）誘引分⼦ fMLP

濃度勾配のもとで⾼濃度側に運動する細胞の後端に Cdc42-GEF を集積させた場合、fMLP

⾼濃度側への運動速度が低下と Cdc42-GEF 集積位置での膜伸⻑と重⼼移動が観察された。

このことは、誘引分⼦濃度勾配によって⽣じる細胞内の⾛化性シグナル分⼦活性や細胞⾻

格の配向性を上回って、単⼀のタンパク質 Cdc42-GEF の集積により膜伸⻑と⽅向性運動を

誘導できることを⽰唆している。総じて、局所的な Cdc42 の活性化は細胞の⾃発的な運動

極性や fMLP 濃度勾配下での運動極性を上回って⽅向性運動を誘起できることが⽰唆され

た。このことから、活性型 Cdc42 は細胞の⽅向性運動を駆動する１因⼦であると考えられ、

その細胞内分布が形成あるいは抑制される仕組みを理解することは細胞の⽅向性運動の理

解につながると考えられる。好中球様細胞に関して Rac1 の GEF である Tiam1 を局所的に

集積させた場合に、ランダム運動する細胞、形態変化に乏しい細胞および⾛化性運動する細

胞に対して、⽅向性運動を誘導できるかを調べた研究はなく、Cdc42-GEF を局在させた場

合と異なる振る舞いが⾒られるならば、Cdc42 と Rac の機能的な違いに関して⾔及できる。

Rac の活性化に関わる PI3Kα,βおよびδと相互作⽤する p85 の inter SH ドメイン(PI3K

との結合ドメイン)を細胞後⽅ 1/3 に光依存的に集積させることで、前⽅への移動を妨げる

ことができることが報告されているが[Graziano et al., 2017]、数細胞⻑にわたる重⼼移動

を誘導するデータは⽰されていない。また好中球における PIP3 産⽣をになう PI3Kγを局

在させた場合には Graziano らの報告と異なる結果が得られるかも知れない。 

 

 
 
 
8.6. Cdc42の活性状態に依存した細胞内分布 
グアニンヌクレオチド⾮結合型の Cdc42(T17N)は細胞前⽅の伸⻑領域にほとんど存在しな

いこと、GTPase ⽋損型の Cdc42(Q61L)は細胞前⽅の伸⻑領域に分布し、その先端に局在

することが観察された。活性型 Cdc42 が先導端に局在する仕組みとして、先導端における



 

 122 

GEF と GTPase 活性化タンパク質（GAP）に依存した Cdc42-GDP から Cdc42-GTP への

変換だけでなく、先導端に局在する分⼦との相互作⽤により Cdc42-GTP が先導端に移⾏・

維持される仕組みがあることが考えられる。Cdc42(Q61L)はその GAP と結合することが

知られており[Bagci et al., 2019]、先導端に GAP が集積している可能性は考えられる。そ

の場合、Cdc42(Q61L)過剰発現株において RaichuCdc42 FRET プローブを⽤いた Cdc42 活

性あるいは、fMLP ⼀様刺激に対する Cdc42 応答に違いが現れることが期待される。また

は Cdc42(Q61L)との結合するタンパク質を質量分析によって調べる⽅法が考えられる。光

遺伝学を⽤いた Cdc42-GEF の集積実験の結果から、活性型 Cdc42 により膜伸⻑と細胞の

⽅向性運動が誘起されることが⽰唆されていることから、Cdc42(Q61L)が先導端に局在を

⽰すことは先導端形成に寄与することが考 え られる。また、伸⻑領域に mRuby2-

Cdc42(T17N) が 少 な い こ と が 観 察 さ れ た が 、 こ の 領 域 に シ ア ン 蛍 光 タ ン パ ク 質

（mTurquoiseGL）は存在した。mRuby2-Cdc42(T17N)は mTurquoiseGL と⽐べ 188 アミ

ノ酸だけ⼤きいがその分⼦量の違いによって、伸⻑領域への拡散が阻害される理由を、知る

限りで⾒つけられない。mRuby2-Cdc42(T17N)の伸⻑領域への流⼊を阻⽌する、または伸

⻑領域から排出する仕組みがあることが考えられる。伸⻑領域に Cdc42(T17N)が少ないこ

とを、先導端での Cdc42-GTP 量に対する Cdc42-GDP 量が少ないことと捉えると、伸⻑領

域では加⽔分解されて⽣じた Cdc42-GDP が再び GTP 結合型に変化されやすい環境であ

ることが考えられる。 
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8.7. まとめ 
これまで、好中球の⾛化性において、細胞両端での誘引分⼦濃度の差に基づいて先導端が

形成されることが明らかにされてきた[Servant et al., 2000]。⼀⽅で、⽣体内の炎症反応に

おいて好中球の浸潤、炎症部位への集合運動は誘引分⼦濃度の空間勾配だけでなく、時間的

な変動を伴って制御されている [Afonso et al., 2012; Lammerman et al., 2013]。これまで誘

引分⼦の濃度変化が好中球の⾛化性に与える影響として、誘引分⼦濃度が空間⼀様に増加

するフェーズで細胞の運動速度が上昇し、濃度減少するフェーズで運動速度が低下するこ

とが報告されている[Geiger et al., 2003]。しかし、誘引分⼦濃度勾配が与えられ、かつ、そ

の濃度が時間的に増減する場合に好中球がいかなる⾛化性運動を⽰すかは⾮⾃明で、未解

決の問題である。本研究では、時間変動する誘引分⼦濃度勾配における好中球の⾛化性運動

を調べ、誘引分⼦の空間勾配だけでなく、濃度の時間変化が細胞の極性形成および⾛化性へ

の影響を明らかにすることを⽬的とした。 

本研究では、誘引分⼦の濃度変動を伴う空間的に伝搬する勾配刺激（進⾏波刺激）のも

とでの好中球様 HL60 細胞の⾛化性運動を測定した。その結果、誘引分⼦ fMLP 濃度の時

間減少が早いほど fMLP ⾼濃度側への細胞の運動速度が低下することが⽰唆された（図 4-1、

図 4-2）。また、⽣細胞蛍光観察により、fMLP 進⾏波刺激に対する先導端形成分⼦である

PI3K および Cdc42 活性の時空間動態と細胞の重⼼移動が対応することが確認された。⾛化

性シグナル分⼦のうち Cdc42 阻害（ZCL278）、ROCK 阻害(Y27632)、Rac1 阻害（NSC23766）

または PI3K 阻害(LY294002)によって、濃度増加を伴う勾配における⾼濃度側への移動速

度が対照の 20-47%、67-78%、72-112%または 97-122%となり、濃度減少を伴う勾配にお

ける⾼濃度側への移動速度が対照の 26-60%、23-35%、40-56%または 45-58%となった(表 

4-1, 4-2, 4-3, 4-4)。まとめると、Cdc42 阻害は⾛化性の運動速度を低下させ、ROCK 阻害

は濃度減少を伴う勾配における⾛化性を⼤きく低下させた。Rac1 阻害または PI3K 阻害は

濃度減少を伴う勾配における⾛化性を低下させた。誘引分⼦として LTB4 を⽤いた場合に

濃度減少を伴う勾配において、HL60 細胞が LTB4 ⾼濃度側への運動を⽰さないことが観

察され、好中球様 HL60 細胞にて誘引分⼦の違いによる⾛化性運動の違いが確認された。 

  細胞の⾛化性運動が誘引分⼦の濃度変化に依存する理由を検討するため、空間⼀様な誘

引分⼦の増加・減少に対する Cdc42 の活性化応答を測定した。fMLP または LTB4 の⼀様

な濃度増加に対して Cdc42 活性の⼀過的な上昇が⾒られ、緩和にかかる時間は fMLP の場

合 60-90 秒、LTB4 の場合は約 30 秒であり、濃度依存性は⾒られなかった。このことから

fMLP および LTB4 による Cdc42 活性化制御はフィードフォワード型制御であると考えら

れる。LTB4 濃度上昇に対する Cdc42 活性の上昇値は、fMLP 刺激の場合の 87%と⼩さい

ことが確認された。fMLP 刺激による Cdc42 活性化の持続時間および強度は LTB4 刺激の
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場合より⼤きく、fMLP は細胞外誘引分⼦として LTB4 と⽐べて細胞内のタンパク質活性

状態により変調を与えると考えられる。また fMLP の⼀様な濃度減少(10 nM から 0 M)に

対して Cdc42 活性が刺激⼊⼒前の活性レベルよりも低下することが観察され、LTB4 の濃

度減少に対する Cdc42 活性の低下は⼩さいという結果から、HL60 細胞は fMLP の濃度減

少に強く応答することが⽰唆された。fMLP 進⾏波刺激において、濃度の時間減少が速いほ

ど⾛化性運動の低下が⾒られるのは、fMLP 濃度の減少に対して Cdc42 をはじめとするア

クチン重合を促進する分⼦の活性の低下が起こり、その過程で Cdc42 活性の空間的な偏り

が⽣じないためであると考えられる。また LTB4 の進⾏波刺激の場合に、濃度減少を伴う

勾配において細胞が⾛化性運動を⽰さないことに関しては、濃度減少に伴う Cdc42 活性の

低下が⼩さいために先導端形成の阻害効果が⼩さいこと、fMLP と⽐較して LTB4 誘引作

⽤（細胞外の誘引分⼦濃度勾配によって、細胞内の先導端分⼦の活性分布を変調する作⽤）

が⼩さいためであると考えられる。ROCK 阻害下で fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性が通過時

間によらず低下したこと、fMLP ⼀様刺激に対する Cdc42 活性化応答は ROCK 阻害による

影響を受けないことから、進⾏波背⾯での⾛化性は誘引分⼦勾配による先導端形成に加え

て、ROCK に依存した極性形成または活性型 Cdc42 の局在によって実現していることが考

えられる。 

最後にこれまで測定対象とした Cdc42 活性と膜伸⻑の因果関係について⽰唆を得ること

を⽬的とした。光依存的に構造変化を⽣じ、２量体化するタンパク質の組である、光感受性

タンパク質であるフォトトロピンの光・酸素・電位ドメインにポリペプチド SsrA を連結し

膜移⾏配列である KRas Caax モチーフを連結したタンパク質と、SsrA と結合する⼤腸菌由

来タンパク質である SspB に Cdc42-GEF である ITSN1 を結合したタンパク質を発現した

細胞を⽤い、⻘⾊光依存的に Cdc42-GEF を膜上に移⾏させる実験を⾏なった。局所的な光

照射によって Cdc42-GEF の集積を、ランダム運動する細胞の先導端領域、球形で仮⾜形成

に乏しい細胞の膜上、ランダム運動する細胞の後端、先導端を形成する細胞の側⽅、fMLP

誘引分⼦勾配のもとで⾼濃度側に運動する細胞の後端で実施した場合に、集積位置付近で

の膜の伸⻑が観察された。この結果は、好中球の⾛化性が複数の分⼦による先導端伸⻑の制

御とミオシン収縮の制御および細胞内タンパク質の配置の総体であるもの、多くの場⾯で

局所的な Cdc42 活性により細胞運動が誘導されうることを⽰唆している。また、細胞内で

の Cdc42 の 空 間 分 布 の 形 成 に 関 す る ⽰ 唆 を 得 る た め 、 GTPase ⽋ 損 変 異 で あ る

Cdc42(Q61L)、グアニンヌクレオチド⾮結合型である Cdc42(T17N)の N 末にそれぞれ蛍

光タンパク質を付加したタンパク質を発現する HL60 細胞の⽣細胞観察を⾏った。

Cdc42(T17N)が細胞前⽅の伸⻑領域に分布せず、Cdc42(Q61L)は細胞前⽅の伸⻑領域に分

布し、先端に強く局在することが観察された。Cdc42 の活性化状態の違いによって、細胞内
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での分配が⽣じることが⽰唆された。 

以上をまとめると、好中球様 HL60 細胞の誘引分⼦ fMLP および LTB4 に対する⾛化性

が、その濃度減少を伴う場合に低下することが⽰唆された(図 8-3 a)。PI3K, Rac1,Cdc42 ま

たは ROCK の薬剤阻害実験から、fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性はいずれの分⼦を阻害した

場合にも低下し、特に ROCK を阻害した場合に顕著に低下した。先導端での膜伸⻑を制御

する PI3K および Cdc42 活性の fMLP 進⾏波刺激に対する動態を調べたところ、⽅向性運

動と対応が⾒られたことから、fMLP 濃度が変動する場での先導端分⼦の時空間動態を特徴

付けることを考えた。また光遺伝学の⼿法を⽤いた Cdc42-GEF の膜上への集積実験によ

り、局所的な Cdc42 活性化が好中球様 HL60 細胞の膜伸⻑と⽅向性運動を誘導する⼀因⼦

であることを⽰唆する結果を得たことから(図 8-3 b)、Cdc42 の活性化動態に着⽬した。誘

引分⼦濃度変化に対する Cdc42 の時間応答性を測定したところ適応応答が観察され、適応

時間に濃度依存性は⾒られないことから、fMLP および LTB4 による Cdc42 活性制御はフ

ィードフォワード型の制御であると考えられた(図 8-3 b)。また、異なる誘引物質 fMLP と

LTB4 に対して、Cdc42 活性化の強度および持続時間が異なること、fMLP 濃度減少に対し

て負の応答が現れることが⾒出された。これらのうち、fMLP 濃度減少に対する Cdc42 活

性の負の応答が、fMLP 進⾏波背⾯における先導端形成の抑制に関わることが考えられる。

⼀⽅、ROCK 阻害下で fMLP 進⾏波背⾯での⾛化性の低下、fMLP 刺激に対する Cdc42 活

性化応答は変わらないことから、進⾏波背⾯での⾛化性は誘引分⼦勾配による先導端形成

に加えて、ROCK に依存した極性形成または活性型 Cdc42 の局在によって実現しているこ

とが考えられる。LTB4 進⾏波背⾯での⾛化性の低下は LTB4 濃度増減に対する Cdc42 活

性の正負の応答が⾮対称であることによると考えられた。 
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図 8-3   (a) fMLP 進行波刺激に対する走化性応答のまとめ。細胞の形状は移動方向を示
す。橙は先導端分子(Cdc42 や PI3K)の分布、紺色は細胞後端形成に関わる分子の予想され
る分布を表現。(b) LTB4進行波刺激に対する走化性運動のまとめ。細胞の形状は移動方向
を示す。 (c) fMLP, LTB4によるCdc42活性化のフィードフォワード制御と活性型Cdc42
による仮足形成。 
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