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第１章  序論 
 

1.1 細胞内における分⼦配置の時空間制御 
⽣物の細胞では，様々な⽣体分⼦の働きにより細胞分裂や極性形成，運動などの⽣命現象
が引き起こされる．その中で分⼦は均⼀化を⽬指す⾃由拡散に逆らって細胞内の定められた
場所に局在することで⽣命現象を時空間的に制御し，細胞内の時空間秩序を⽣み出してい
る．分⼦が不均⼀に分布した分⼦配置を⽣み出す原理の基礎となるのは分⼦間の反応と分
⼦輸送であり，これら単体の働きや両者が組み合わさることで，細胞内の分⼦配置が制御さ
れる 1–3． 
⽣命現象の中⼼となるタンパク質は，リン酸化や加⽔分解による状態変化や基質との特
異的な結合，多量体や複合体の形成，重合などの相互作⽤や⽣化学反応により分⼦の状態が
変化し，その局在を調節している 3．リン酸化は多くのタンパク質の状態変化のスイッチと
して利⽤されており，たとえば真核細胞の極性を制御する PAR タンパク質の膜結合と膜解
離を制御している 4．NTPase は，ヌクレオシド三リン酸（NTP）とヌクレオシドニリン酸
（NDP）の結合により活性化状態を転換する．たとえば，GTPase Ran は染⾊体付近に局在
するグアニンヌクレオチド交換因⼦（GEF）RCC1の作⽤により GTP (guanosine triphosphate) 

結合型に転換されることで活性型 Ranの濃度勾配を形成し，紡錘体の形成に関与する 5．よ
り直接的に分⼦の局在を変える例もある．⼤腸菌の細胞分裂⾯の決定に関わる ATPase MinD

は ATP (adenosine triphosphate) との結合により膜結合が可能になるなど，NTPaseに結合する
基質の種類が分⼦配置の制御の鍵となっている 6．このようなタンパク質の反応は，液液相
分離（liquid‒liquid phase separation, LLPS）により形成される液滴のように，⾃⼰集合により
集団としての分⼦の局在を制御することも可能である 7,8．この液体状の集積体は膜なしオ
ルガネラと呼ばれ，分⼦の濃縮による反応の促進や分⼦を選択的に分離し細胞質での機能
を抑制するなどの機能があり 9，転写調節 10,11やタンパク質の品質管理の機構 12として重要
な役割をもつ．分⼦の反応や相互作⽤は液滴という不均⼀局在の形成を担うだけではない．
オートファジーの場の形成の起点となるプレオートファゴソーム構造体と呼ばれる Atg13

の液滴の形成において，Atg13 のリン酸化状態によって相分離するかが制御されるように，
分⼦の反応による状態変化は液滴形成の可否の制御にも関与している 13．そのほかにも，リ
ン酸化やメチル化，SUMO 化などの反応が⽣体分⼦の液滴形成を制御する例は多く存在し
ており，細胞内の分⼦配置制御に⼤きく関与している 7． 
細胞内の分⼦配置を変えるもう⼀つの重要な要素が，分⼦の輸送である．これは⾃由拡散
だけではなく，細胞⾻格と分⼦モーターによる能動的な輸送や，細胞質や細胞⽪質の移流に
よる輸送なども含まれる 2,3．細胞⾻格や移流による分⼦輸送は⾃由拡散に逆らって特定の
場所に分⼦を集積させることができ，分裂酵⺟では微⼩管により Tea1などが細胞膜へと輸
送されることで細胞極性が形成される 14．また，細胞⽪質におけるアクトミオシンの収縮に
より発⽣する細胞⽪質の流れは，線⾍初期胚において細胞質へ細胞分裂環の構成要素であ
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るミオシンやアニリンを集積させ 15，ホヤの卵⺟細胞においては⺟性 mRNAや myoplasmの
植物極への濃縮を引き起こす 16．これらの分⼦輸送に⼤きな役割を果たす細胞⾻格⾃体のも
つ特徴であるトレッドミルも，２つの末端の脱重合と重合の⾮対称性により⽅向性を持っ
てフィラメントが伸⻑されることから，⼀種の分⼦輸送といえる 3,17,18．トレッドミルを起
こす細胞⾻格と細胞⾻格結合分⼦の⾃⼰組織化により形成されるラメリポディアやフィロ
ポディアなどの構造物は，細胞の運動や変形などを引き起こし，細胞の時空間制御の⼀端を
担っている 18． 
反応と分⼦輸送のそれぞれが不均⼀な分⼦配置をつくることができるが，これらが組み
合わさることでより複雑で精密な構造が形成される 1,3,19．複数種類の分⼦が形成する反応ネ
ットワークと細胞質中や膜上における分⼦の拡散が共役すると，分⼦の⾃⼰組織化により
時空間に周期構造をもつ波状のパターンから，定常状態であるものの空間的には不均⼀な
時空間パターンまで，様々な散逸構造が出現する 20．このような反応と拡散の共役 (反応拡
散共役) により形成される時空間パターンは，周期構造の⼤きさや時間軸における周期の⻑
さが精密に定められているという特徴をもち，細胞内において分裂位置 6 や運動⽅向，変 
形 21，細胞極性 4などを制御していることが明らかになってきている．周期的な時空間パタ
ーンの精密さと可塑性は，異なる細胞においても相対的に同じ位置に細胞内の座標を決定
できる利点があり，細胞分裂位置や細胞極性のような⾼い再現性で位置決めが必要な⽣命
現象の制御に適している． 
 

1.2 反応拡散共役によるパターン形成 
⽣物では動物の体表模様 22,23や指紋 24，⿂類の鰭や動物の指の⾻格 25–27など，様々なパタ
ーン形成が⾒られる．これらのパターンは全て，反応拡散共役による⾃⼰組織化により形成
される．そのコンセプトは，1952年に数学者である Alan Turingにより⽣物の形態形成を制
御するモルフォゲンの安定的な濃度勾配の形成原理として提唱された 28．通常，分⼦はエン
トロピーの増⼤に向かって拡散し，均⼀になろうとする．しかし，Turingはその拡散が不均
⼀なパターンの形成に寄与していると考えた．活性化因⼦とその濃度に依存して活性化因⼦
の分布の拡⼤を抑制する阻害因⼦から構成される化学反応ネットワークに，活性化因⼦が
⾃⾝の濃度に依存して増加するというフィードバックを加えると，分⼦が拡散により均⼀
になるのに逆らい，局所的に活性化因⼦が増⼤するようになる．この状態では活性化因⼦が
阻害因⼦によって抑制されることで活性化因⼦の⾼濃度領域が波のように移動するため，安
定した濃度勾配とはならない．活性化因⼦の不均⼀分布の伝播を⽌めるため，阻害因⼦の拡
散が活性化因⼦の拡散速度に⽐べて⼗分速いという制約を加えると，阻害因⼦は活性化因
⼦の拡散に先回りして系全体に広がり，活性化因⼦の拡散を広く阻害する．結果として，活
性化因⼦は⾃⼰増幅が起きた場所から分布を広げることができず，その場でのみ局所的に増
幅する 23,29．このようにフィードバック制御を含む化学反応ネットワークが，分⼦の状態や
種類によって異なる速さで広がる分⼦拡散と共役することで，パターン形成が起こる． 
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Turing モデルにおいては，モルフォゲンの濃度勾配の形成の観点から空間的に不均⼀な
定常パターンが注⽬された．しかし，活性化因⼦と阻害因⼦の相互作⽤やポジティブフィー
ドバックが存在する系においては，(i) ⼀様状態，(ii) 空間⼀様な振動運動，(iii) salt-and-
pepper patternのような極めて波⻑が短い定常波，(iv) 有限波⻑の定常波，(v) 有限波⻑の振
動波，(vi) 極めて波⻑が短い振動波の 6種類の状態が出現し得る 23,28．このような⼀様状態
が不安定化した時空間に周期的な散逸構造は反応拡散波と呼ばれ，そのダイナミクスは反応
ネットワークの形状や反応定数，拡散速度によって様々に変化する．前述のように阻害因⼦
の拡散が活性化因⼦に⽐べて⾮常に速い場合は，個々の分⼦は拡散するもののマクロな構
造は定常的な (iv) の Turing patternと呼ばれる斑点模様や縞模様が形成される．この Turing 

pattern は動物の体表模様 22,23や指紋 24，四肢の⾻格 25–27など細胞間相互作⽤により出現す
る⽣物のパターン形成の原理として知られている．⼀⽅，拡散条件の厳しい制約がない場合，
(v) のような空間だけではなく時間軸にも周期性をもつ動的な波が形成される．たとえば，
⼆次元展開された Belousov-Zhabotinsky反応 (BZ反応) では，同⼼円状に伝播していく進⾏
波や螺旋状の波が観察される 30,31．このような反応拡散波は空間サイズに依存しない固有波
⻑や周期を内在の性質として有するため，反応拡散共役は時空間的によく制御された構造
を形成することができる． 
反応拡散共役によるパターン形成は⾮平衡下で出現する⾮線形な物理現象であるため，
その理解は容易ではない．しかし，セリウム塩と臭化物イオンを触媒としてマロン酸をブロ
モ化する BZ 反応やその派⽣系を⽤いた実験，および BZ 反応のエッセンスを抽出した
Brusselator モデル 32や⼆変数に単純化した Oregonator モデル 33,34などの理論解析を⽤いて，
反応拡散波の理解が進められてきた．実験においては，拡散速度や温度，実験系の空間条件
や体積が BZ 反応により形成される反応拡散波のダイナミクスに影響を与えることが実証
されてきた 31．たとえば，BZ反応に必要な要素と Aerosol OT (AOT) から構成される油中⽔
滴を混合した BZ-AOT 反応のような BZ 反応の派⽣系を⽤い，要素濃度により螺旋状の波
から定在波，定常的な Turing pattern まで様々な時空間パターンが形成されることが⽰され
ている 35．理論解析においても，様々なダイナミクスの波の出現条件の解明や 36,37，Turing 
patternが出現可能な反応ネットワークの探索 38，曲⾯における Turing patternの新規特徴の
発⾒ 39，理論における反応拡散波が出現する不安定性の新たな解析⽅法の提案 40 などが⾏
われている．このように，BZ反応を中⼼とした実験や単純化した理論モデルを⽤い，反応
拡散波の多様なダイナミクスや出現条件が明らかにされている． 
 

1.3 細胞内反応拡散波による⽣命現象の時空間制御 
反応拡散波はエネルギーの流⼊と散逸がある⾮平衡開放系に出現する散逸構造に属して
いる．しかし近年，物理的に閉鎖された微⼩空間である細胞内においても時空間特性が精密
に制御された反応拡散波が形成されることが明らかになってきた 41．このように細胞内にお
いて反応拡散共役により形成される時空間パターンは細胞内反応拡散波と呼ばれ，⾮平衡
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開放系の現象であるにも関わらず，要素濃度が保存されること，空間的な周期条件があるこ
とから，通常の反応拡散波とは異なる振る舞いを⽰す．このような複雑な特性を持つにも関
わらず，細胞内反応拡散波は真核細胞や原核細胞問わず幅広い⽣物種において細胞分裂 6や
極性形成 4,42，運動 21,43など様々な⽣命現象の制御に利⽤されている．  
真核細胞において様々な構造体を形成するアクチンは，その制御因⼦と共に反応拡散波
も形成する 44,45．動物細胞では，Lamellipodiumや Filopodiumなどのアクチンの構造体とは
異なり，Hem1 や Rho, Rac などによるアクチンの重合促進と F-アクチン依存的なネガティ
ブフィードバックが組み合わさることで，これらの分⼦が膜上に空間周期的な⾼濃度領域
のパターンを形成し，個々の分⼦は膜局在と細胞質への拡散を繰り返しながら分⼦集団の
⾼濃度領域が膜上を移動する 21,46,47．このような反応拡散⽅程式により説明可能な分⼦の⾼
濃度領域の不均⼀なパターンが細胞内反応拡散波である．アクチン波は細胞の運動⽅向や
変形 44，細胞質分裂位置 48などの制御に関わっていることが⽰唆されているが，その⽣物学
的な意義は完全には明らかではない．細胞性粘菌では，相互抑制の関係にある脂質分
⼦ phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate (PIP3) とその分解酵 素  phosphatase and tensin 

homolog (PTEN) の形成する反応拡散波がアクチンの時空間パターンを誘導する 49–52．PIP3
はアクチン重合を促進するため，結果的にアクチン波も形成され，細胞膜を押し出すことで
粘菌の細胞変形とそれに伴う運動を引き起こす 43．また，原核細胞においては細胞分裂⾯を
制御する Min 波と呼ばれる反応拡散波が発⽣する 53,54．この波は細胞極間を往復すること
で細胞中⼼⾯を決定するが，ATPase MinD とその活性を誘起する MinE が ATP 依存的な膜
結合と ATPの加⽔分解と細胞質中と膜上における拡散を繰り返すことで形成される 6,55．ア
クチン波や PIP3/PTEN波は traveling wave，Min波は standing waveが主流であるが，細胞の
種類や変異株によっては化学モデル系や理論で知られているような様々なタイプの波が発
⽣することが報告されている． 
反応拡散共役は時間軸に周期性をもつ動的な波だけではなく，Turing pattern のようにマ
クロには定常的なパターンも形成する．細胞内においても Turing-type mechanism により定
常的なパターンを作り出す現象として，線⾍初期胚における PAR 系 4,42や出芽酵⺟におけ
る Cdc42のクラスター形成 56が知られている．PAR 系はポジティブフィードバックにより
⾃⾝を細胞⽪質へリクルートする aPARと pPARと呼ばれる２種類のタンパク質群の相互阻
害の反応ネットワークにより構成され，細胞膜上において aPARと pPARが分極したドメイ
ンを形成することで細胞の前後軸を制御する 4,42,57．出芽酵⺟の Cdc42は，GEF Cdc42によ
る Cdc42の活性化，活性型の GTP-Cdc42のポジティブフィードバックによる膜へのリクル
ート，および GTPase活性化タンパク質 (GAP) Bem3による Cdc42の不活性化と，細胞質中
および細胞膜上における異なる速さの分⼦拡散が共役し，細胞膜上で⼀箇所に集合したク
ラスターを形成する 56,58,59．このクラスターが収縮環を形成するセプチンなどをリクルート
し，出芽位置を制御する．これらの定常パターンは，Turing patternの形成に必要な側⽅抑制 
(lateral inhibition) と同等の効果を持つ空間全体における分⼦の枯渇 (global depletion) と局
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所的な活性化 (local activation) による Turing-type mechanism により定常パターンが形成さ
れることが理論により⽰されている 59,60．しかし，これらのパターンの構成因⼦は移流また
は細胞⾻格による分⼦輸送の影響を受けるため 2,61，純粋な反応拡散系としてのメカニズム
の全容は明らかではない． 
このように反応ネットワークや反応拡散条件の違いにより，動的な波から定常的なパタ
ーン，分⼦の⾼濃度領域の数が複数の波から１つの波まで，異なるダイナミクスの細胞内反
応拡散波が形成されている．⽣体分⼦の集団が形成する細胞内反応拡散波は，分⼦間相互作
⽤による情報伝達や機械的な⼒を⽣み出すことにより，細胞内の位置情報を決定する．した
がって，細胞内の時空間秩序の理解のためには，細胞内反応拡散波の形成および制御原理の
解明が必要である． 
 

1.4 従来の細胞内反応拡散波の解析⽅法：細胞の解析と理論モデル 
細胞内反応拡散波の分⼦メカニズムや特性を明らかにする⼿法として最もよく⾏われて
いるのが，細胞の観察である．遺伝⼦組み換えされた細胞株における反応拡散波の挙動と標
的分⼦の対応から，細胞内反応拡散波を形成する分⼦や分⼦間相互作⽤のネットワークが
明らかにされてきた．また，FRAP（光褪⾊後蛍光回復法）による膜上の分⼦の拡散速度の
測定 61–63や in vitroの⽣化学的な解析 55,64,65も，反応拡散波の理解に重要な分⼦間の相互作
⽤，反応速度，拡散速度の知⾒の蓄積に貢献してきた．しかし，夾雑因⼦の多い細胞の観察
では未知因⼦の影響を排除できないため，細胞内反応拡散波の形成に必要な最少因⼦の同
定は困難であった (Fig. 1-1A)． 
この点を解決する⼿段の⼀つとして，細胞内反応拡散波を細胞内において再構成すること
でより詳細なパターン形成原理が解明されてきた．細胞内再構成とは，本来は細胞内反応拡
散波が形成されない細胞内において細胞内反応拡散波を形成させることである．たとえ
ば，通常は波が発⽣しないアフリカツメガエルの未成熟卵⺟細胞にポジティブフィードバッ
クを担う Ect2およびネガティブフィードバックを担う RGA-3/4を発現させることで興奮性
の Rho とアクチンの波が出現したことから，これらの因⼦によるフィードバック制御が波
の発⽣に⼗分であることが実験的に⽰されている 47．PAR系の極性形成においても，ヒトの
⾮分極細胞や出芽酵⺟における PAR タンパク質の過剰発現 66,67，⼈⼯的に設計されたクラ
スター化タンパク質によるドメイン形成を利⽤した PARタンパク質の局在制御 68などによ
りパターンの細胞内再構成が盛んに⾏われ，パターン形成における標的分⼦の機能や分⼦
間相互作⽤の原理の解析が⾏われている． 
細胞の観察と並⾏して理論による理解も進められてきた．反応拡散系は活性化，阻害，ポ
ジティブフィードバック，ネガティブフィードバックから構成される反応ネットワークの構
造を表した反応拡散⽅程式により記述できる (Fig. 1-1B)．そこで，細胞の解析により明らか
になった分⼦ネットワークを元にした反応拡散モデルにより，細胞内で⾒られる時空間パ
ターンとの対応が解析されてきた 46,59,69–73．さらに，in vivo実験に対応するパラメータを理
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論モデルにおいても摂動させることで，細胞内と同じ挙動を⽰すか検証されている 47,61,74–76．
このように，in vivo 解析により⽰された反応ネットワークの理論的な妥当性を確かめるこ
とで，パターン形成原理の理解が試みられてきた． 
反応拡散波を⽣命現象と捉えた細胞解析による検証と，細胞内反応拡散波を物理現象と
捉えた理論による解析を組み合わせることで，細胞内反応拡散波の形成に関わる因⼦の⼀
部が明らかになってきている．しかし，細胞内における反応拡散波の再構成の場合でさえも，
細胞を⽤いた研究では内在因⼦の影響を排除できず，下流因⼦の作⽤と標的分⼦の作⽤を区
別できないことから，反応拡散系をその他の現象と切り離して解析することは困難である．
分⼦間相互作⽤だけではなく，細胞質の流動 17や空間形状 31,77，ATPや細胞膜などの共通資
源の奪い合いも分⼦拡散や⽣化学反応ネットワークに影響するため 78–80，パラメータ変化に
対して敏感な反応拡散系の挙動を正確に捉えるのは困難である．これらの細胞内の複雑さ
故に，細胞の実験結果と理論解析を精度良く対応させることは難しく，パターン形成原理の
全容の解明は困難である．この課題を克服し細胞内反応拡散波のパターン形成原理を理解
するには，反応拡散系を構成する分⼦以外の因⼦の影響が排除され，理論との対応が可能な
実験系を⽤いた検証が必要である． 

 

1.5 ⼈⼯細胞内再構成系による⽣命現象の理解 
1.5.1 ⽣命システムの⼈⼯細胞内再構成 
⽣体分⼦をエマルションやリポソームなどの細胞を模倣した膜構造に内包した⼈⼯細胞

系を⽤いることで，⽣命現象の原理を明瞭に解釈することができる 81 (Fig. 1-1C)．脂質⼆重
膜により区画化されたリポソームは，実際の細胞に類似した構造をしているが，作製条件の
制約や安定性の低さから内包物を⾃由に選択できないこと，およびリポソーム間のばらつ
きがあることから，系統化された解析は容易ではない．⼀⽅，脂質の単層膜に覆われた液滴
であるエマルションは，構造が⾮常に安定で容易に調製できるため，後述する細胞サイズ空
間効果の検証に適した実験系である 82．実験者が分⼦を組み合わせてつくる⼈⼯細胞系は，
要素濃度や物理化学パラメータ，空間サイズの制御が容易であるため，標的分⼦や反応パラ
メータなどの影響を直接的に検証できる 83．試験管内反応や平⾯膜とバルクから構成される
系などの開放系を利⽤した試験管内再構成系もあるが，⼈⼯細胞系であれば，微⼩閉鎖空間
の閉じ込めの効果や界⾯の効果などの細胞サイズ空間そのものの影響が反映された現象を
解析可能である 82 (Fig. 1-1C,D)．⼈⼯細胞系の実験条件の⾼い制御性や空間の特徴を利⽤す
ることで，⽣細胞を⽤いた解析では理解が困難な⾮線形・⾮平衡現象の原理の解明や，細胞
サイズ空間がもたらす効果の解明が可能になる． 
これまでに，⼈⼯細胞系を⽤いて⽣命現象を物理の視点から理解する試みが多く⾏われ
てきた．アクチンの⾃⼰組織化構造物の解析はその代表例である．⼈⼯細胞にアクチン，
Arp2/3, ミオシンなどの精製タンパク質や細胞抽出液を内包すると，⾃⼰組織化によりアク
チンの様々な構造物が形成される 83．⽣細胞とは異なり細胞質の分⼦組成の変化や細胞のサ
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イズや形状の変化などの条件の変動がないため，実験条件とアクチンの動態の直接的な対
応付けが可能である．このようなシンプルな実験系を⽤いて，⼈⼯細胞内における⾃発的な
アクチンのリング構造の形成 84 や，アクチンの膜局在と⼈⼯細胞と基盤の接着による⼈⼯
細胞の運動の誘導 85，アクトミオシンネットワークの収縮の⼒と界⾯の相互作⽤のバランス
の重要性 86，細胞サイズ空間におけるアクトミオシンの⾃発的な対称性の破れ 87など，アク
チンとその関連分⼦のみが⾃発的に⽰す機能が明らかになった．さらにアクチン以外の分
⼦についても，LLPS の液滴界⾯の機械的作⽤による微⼩管とキネシンの渦流の発⽣ 88や，
バクテリアの細胞⾻格分⼦ MreB の重合による⼈⼯細胞の変形に対する膜上の分⼦混雑の
重要性 89，アフリカツメガエルの卵⺟細胞の細胞抽出液を内包した油中⽔滴における紡錘体
サイズのスケーリングの原理 90,91などが解明されている． 
⼈⼯細胞系を⽤いて⽣命現象を追求した先⾏研究が⽰すように，⼈⼯細胞系は実験者の
⼿で任意のタイミングで⽣命現象をつくり出すこと，そして定義された要素から構成され
ることから，現象が平衡に達した状態ではなく現象の開始および進⾏過程の観察や，観察さ
れる現象と要素濃度の対応，界⾯の効果の検証が可能である．さらなる展開として，再構成
系の改変による未知の⽣命現象の発⾒や，複数の再構成系同⼠の相互作⽤も解析できる．こ
れらの⼈⼯細胞系の特性から，⼈⼯細胞系は要素と現象，あるいは現象同⼠を直接対応付け，
夾雑因⼦の多い系では解釈が困難な現象の物理的視点からの理解を可能にする有⽤な⼿法
であるといえる． 

 

1.5.2細胞内反応拡散波の解析における細胞サイズ空間効果をもつ⼈⼯細胞系の重要性 
これまでに様々な⽣命現象の原理解明に貢献してきた⼈⼯細胞系は，⾮平衡下における⾮

線形現象である細胞内反応拡散波においても，その形成原理を解明するための優れた材料
である．⼈⼯細胞系は物質の流出⼊が限られた閉鎖系の⼀種であるが，細胞内反応拡散波形
成におけるエネルギー分⼦が⼗分量存在する場合は暫定的な開放系と同様に⼀時的には散
逸構造である反応拡散波が形成可能である．しかし，細胞サイズ空間の微⼩性や閉じ込め効
果，空間形状などの特殊性は，反応拡散波の動態や速度，波⻑などの特徴を決定付ける反応
速度パラメータや分⼦配置を変化させるため，これらの細胞サイズ空間の効果の検証を⾏う
点でも，⼈⼯細胞系は有⽤な検証⼿段となる 82 (Fig. 1-1D)． 
細胞サイズ空間は微⼩さゆえに，膜⾯積/体積⽐が⼤きく，要素数が限られる．そのよう
な空間に膜結合分⼦が存在する場合，ほとんどの分⼦が膜に結合し，細胞質中の分⼦が枯渇
する．⼀⽅，膜に対しバルクが無限に存在する解放系の空間においては，膜上の分⼦が飽和
するため，バルクに分⼦が豊富に存在する．このような細胞サイズ空間における細胞質中の
分⼦の枯渇により細胞質中の実効濃度が制限されるため，分⼦枯渇が Cdc42や PAR系のパ
ターン形成の鍵となっていることが⽰唆されており 1,60,61,92–94，反応拡散波の形成原理の理
解において⼗分考慮する必要がある． 
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膜⾯積/体積⽐は反応速度パラメータにも影響を及ぼす．ここで，閉鎖空間において膜結合
および膜解離の反応を起こす分⼦の振る舞いを考える 73,95．空間が⼩さく膜⾯積/体積⽐が
⼤きな空間においては，⼀度膜から解離し細胞質中を拡散した分⼦はすぐに膜と出会い，膜
結合する．⼀⽅，空間が⼤きい，つまり膜⾯積/体積⽐が⼩さい場合，膜から解離した分⼦
は近傍の膜と出会う確率が低くなるため，分⼦の内在の性質としての膜結合速度および膜
解離速度は同じにもかかわらず，膜結合が起こりにくくなる．この膜⾯積/体積⽐による膜
結合の頻度の変化は，楕円形やロッド状のように界⾯の曲率が⼀様ではない空間において
⼤きな影響を及ぼす．曲率の⼤きい極近傍 (⻑軸⽅向の末端) では，局所的な膜⾯積/体積⽐
が⼤きくなるため分⼦は膜結合しやすくなり，曲率の⼩さい細胞中央付近 (⻑軸の中央) に
おいては，局所的な膜⾯積/体積⽐が⼩さくなるため分⼦は膜結合しにくくなる．つまり，
その分⼦に固有の膜結合速度と解離速度を有していても，楕円のような曲率が不均⼀な空
間では極への膜結合が促進される．このような⾮対称な空間における分⼦の状態遷移の不
均⼀性は，PAR 系のパターンの軸⽅向の制御 73や，楕円形の細胞空間におけるシロイヌナ
ズナの MinD の双極性パターンの形成 95を説明可能であることが⽰されており，反応拡散
波の形成に⼤きな影響を与える． 
分⼦拡散速度も細胞サイズ空間の影響を受ける．細胞サイズ空間では空間サイズによっ
て分⼦の拡散速度が変化することが知られている．希薄溶液を内包した油中⽔滴中におけ
る拡散速度は空間サイズによらず⼀定であるのに対し，⾼濃度のポリエチレングリコール 
(PEG) 溶液を⽤いると，PEG の構造の不均⼀性の影響により空間サイズが⼩さいほど GFP

の拡散速度が速くなる 96．⼀⽅で，PEG溶液中における低分⼦ Rhodamine 6Gの拡散，およ
び⾼濃度 BSA溶液中における GFPの拡散は，空間サイズが⼩さいほど遅くなることが報告
されている 97．微⼩空間において拡散が遅くなる現象は，⽔分⼦と脂質膜の相互作⽤により
内部の⾼分⼦同⼠の相互作⽤が変化するという，膜と分⼦間の間接的な⻑距離相互作⽤に
よると考えられている．同様の理由により，球状の油中⽔滴をディスク型にすると，油中⽔
滴の⾼さが減少し閉じ込め効果が強くなるため，拡散速度が低下する．空間のサイズや形状，
内包される分⼦の種類によって分⼦が細胞サイズ空間から受ける影響が変わり，分⼦拡散の
応答も異なるため，反応拡散系も実際の細胞を模倣した空間における実験が必要である． 
細胞サイズ空間が影響を及ぼすのは，個々の分⼦の反応パラメータや拡散速度だけでは
い．細胞サイズ空間のもつ閉鎖性と微⼩性は，反応拡散波という分⼦集団の振る舞いの理解
をより⼀層困難にする．閉鎖空間は⾃⼰重なり合いの周期境界条件であるため，反応拡散波
の時空間の周期性と組み合わさった場合，どのような性質を⽰すのかは実験なしには理解
が難しい．また，これまで反応拡散波の多くの研究が⾏われてきた開放系における実験では，
空間サイズが波の波⻑に対して⾮常に⼤きく，空間サイズによらず⼀定の固有波⻑をもつ
波が出現していた 30,31,98．しかし，細胞サイズ空間は細胞内反応拡散波の波⻑と同程度であ
るため，波が離散的な性質を⽰す．微⼩閉鎖空間の空間サイズが固有波⻑の整数倍となるこ
とは稀であるため，波⻑や微⼩空間全体に形成される分⼦の⾼濃度領域の数がどのように



 9 

決定づけられるのかという疑問が⽣じる．細胞のような周期性をもつ空間において反応拡
散波が形成された例はなく，微⼩閉鎖空間において反応拡散波の周期性がどのような影響
を受けるかは未知である． 
これらの知⾒から，細胞サイズ空間そのものが反応拡散波の分⼦配置，反応速度，分⼦拡
散，周期性などに⼤きな影響を及ぼすと考えられる．細胞サイズ空間の効果は使⽤している
分⼦やそれらの組み合わせなどにより変化するため，細胞の観察から得られた知⾒や理論
解析，in vitro 系における分⼦単体の振る舞いなどからは予測が困難である．細胞内反応拡
散波に対する細胞サイズ空間の効果を解明するには，細胞サイズの効果を再現可能であり，
空間サイズを⾃由に変更できる⼈⼯細胞系を⽤いた解析が必須である． 
 

1.6 ⼤腸菌の細胞分裂位置を制御するMin波 
細胞内の時空間パターンのうち，in vivoと in vitroの実験および理論の両⽅で研究が進ん
でいるのが，⼤腸菌において細胞分裂位置を決定する Min 波である 99．細胞極間を往復す
る波はMinDとMinEの２種類のタンパク質の反応拡散共役によって形成されるが，細胞分
裂位置の決定には細胞分裂開始因⼦ FtsZの重合を阻害するMinCが必要である 6．Min波に
より細胞極で⾼濃度, 細胞中央で低濃度となる Minタンパク質の濃度勾配が形成されると，
MinCにより細胞極でのみ FtsZの重合が阻害される 54,100．結果として，MinC濃度の低い細
胞中央で FtsZ により Z リングが形成され，細胞分裂⾯が細胞中央に規定される (Fig. 1-2
右)． 
1999年にGFP融合型のMinタンパク質の観察によりMin波が初めて観察されて以降 53,54，
細胞内における Min 波の挙動と⽣化学解析，そして反応拡散⽅程式を⽤いた理論解析によ
り，その分⼦メカニズムが明らかにされてきた (Fig. 1-2左)．細胞質中の ADP結合型MinD

が ATP型に変換されると，⼆量体化する．MinDは膜結合領域をもつが，⼆量体化により膜
結合するのに⼗分な親和性を有するようになるため，ATP依存的に細胞膜に結合する 101,102．
明確な相互作⽤領域は明らかではないものの，MinD⼆量体同⼠の側⽅相互作⽤によるポジ
ティブフィードバックを介したMinDの膜への蓄積が重要であることが⽰されている 103,104．
MinEは細胞質中で 6β-close構造とMembrane Targeting Sequence (MTS) と呼ばれる膜結合配
列が露出した 6β-open 構造の平衡状態にあり，6β-open 構造になると細胞膜に結合する 105．
細胞膜上で MinDと MinEが相互作⽤すると MinEは 4β構造に変化し，MinDの ATPase活
性を誘起する 106,107．MinDが⾃らに結合しているATPを加⽔分解すると単量体に戻り，MinD
が細胞膜から解離する 55,108,109．ここでMinEはMinDと共に膜から解離する場合と，単体で
細胞膜に残りさらなるMinDの膜結合を阻害する linger効果と呼ばれる現象を⽰す場合があ
る 110,111．ATP の加⽔分解を経て細胞質に拡散した MinD が反対側の細胞極に結合するとい
う周期を繰り返すことで，細胞極間を振動する．細胞分裂を阻害するMinCは時空間パター
ンの形成には不要であり，MinDと結合し共局在することで振動運動を⽰す． 
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Min波は，細胞内反応拡散波の中で唯⼀精製因⼦により再構成されている．2008年にLoose
らにより，MinDEおよび ATPを脂質平⾯膜上に添加すると時空間の周期性をもつMin波が
出現することが報告された 98．この再構成実験により，Minシステムの分⼦メカニズムが⽰
すように，MinDE, ATPおよび細胞膜がMin波形成の最少因⼦であることが⽰された．さら
に，Min タンパク質濃度や変異体 98,112，分⼦拡散速度 113,114や脂質組成 111，塩濃度 111など
のパラメータにより Min 波の波⻑や速度が変化したことから，反応拡散パラメータが Min

波の特徴の制御に重要であることが明らかにされてきた． 
しかし，平⾯膜上において再構成された Min 波の研究により，⽣細胞内と開放系におけ
る Min 波の性質には差異があることが明らかになった．⼤きな違いの⼀つは，Min 波の動
き⽅である．⽣細胞内においては standing wave が発⽣するが，平⾯膜上においては膜上を
連続的に伝播する traveling waveが出現する上に，波⻑が in vivoのMin波の 10倍程度の⼤
きさであるという差異もあった 98,110,111,115．Min波の動き⽅については，MinDの膜結合を増
強した変異体の使⽤した条件 116や，フローセルを⽤いてバルクの MinD 濃度を低濃度に制
限した特殊条件下 117では平⾯膜系でも standing waveが発⽣することが報告されており，解
放系と細胞サイズ空間では standing wave の発⽣条件が異なることが⽰唆された．⽣細胞と
平⾯膜系ともに，空間条件に着⽬した解析は多く⾏われており，⽣細胞の形状を模倣した微
細構造上に張られた平⾯膜における standing waveの出現 118,119や，バルクの厚みを制限した
開放系における膜⾯積/体積⽐による波の種類や波⻑の変化 120,121，形状やサイズが様々に操
作された⼤腸菌細胞におけるMin 波の挙動や振動の軸⽅向の制御 77,122からも，細胞サイズ
空間という微⼩体積，および⼤きな膜⾯積/体積⽐を持つ空間が Min 波に開放系とは異なる
効果を与えることが⽰されてきた．これらの空間条件が反応拡散波に影響するという実証
から，精製因⼦による再構成であっても平⾯膜系における検証だけでは，細胞内における
Min波の形成原理の理解には不⼗分であるといえる． 
 

1.7 Min波の⼈⼯細胞内再構成系 
平⾯膜上においてMin波が再構成されてから約 10年後，⼈⼯細胞内においても精製因⼦
を⽤いてMin波が再構成されたことが報告された 123–125．この系では，精製したMinDおよ
び MinE, ATP をリン脂質で覆われた油中⽔滴やリポソームに内包することで，細胞内と同
様にMinDの単⼀の⾼濃度領域から成るMin波が出現する．注⽬すべき点として，⼤腸菌極
性脂質で形成された⼈⼯細胞内において Min 波を安定的に発⽣させるには，細胞内の分⼦
混雑環境を模倣するため⾼濃度 (10–100 mg/mL) のウシ⾎清アルブミン(BSA) の添加が必
要であった 125．⼈⼯細胞系では，⽣細胞内のMinDEの濃度と同様にMinDとMinEが等モ
ル濃度に近い限られた濃度条件でしか発⽣しない 126．無細胞タンパク質合成系 PURE system

により⼈⼯細胞内において MinDE を発現させることによっても Min 波が発⽣可能であり，
Min 波出現の MinDE濃度依存性を利⽤することで同⼀の⼈⼯細胞内において要素濃度の変
化によりMin波の発⽣と消失が制御可能であることも⽰された 127． 
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精製因⼦という定義された要素を⽤いた Min 波の⼈⼯細胞内再構成系が構築されたこと
で，その形成原理の検証が⾏われてきた．たとえば，細胞サイズ空間と開放系では波の発⽣
条件が異なることが⽰されている．開放系とは異なり⼈⼯細胞内において Min 波を発⽣さ
せるために必要な⾼濃度 BSA は，単体では細胞質に局在するはずの MinE の膜への⾮特異
的な吸着を複数種の分⼦の競合効果 (multimolecular competition) により抑制し，⽣細胞内と
同様の分⼦配置にする効果があることが明らかになった 79．⽣細胞には Min 波の分⼦メカ
ニズムとは無関係の因⼦が⼤量に存在するが，それらの夾雑因⼦が膜⾯積/体積⽐が⼤きい
細胞サイズ空間の膜と Min タンパク質の相互作⽤を調節しているという新たな視点が提⽰
された．⼈⼯細胞系は要素を選択できることも特徴の⼀つであり，特に致死的な条件におい
て検証できることは⼈⼯細胞系の⼤きな利点である．実際に，野⽣型に対して膜結合⼒や
MinDとの相互作⽤が変化したMinE変異体を⽣細胞において発現させるとMin波が消失す
るため分裂異常が起きるが 105，⼈⼯細胞系においては変異体濃度を変えると Min 波が発⽣
可能であった 126．この結果により，MinEの状態そのものではなく，要素濃度と反応速度定
数により決定する反応速度が Min 波の発⽣を決定づけており，異なる活性を持つ分⼦を⽤
いても濃度を調節することで波が形成されることが明らかになった． 
これまでに，⼈⼯細胞内再構成系では要素濃度や反応パラメータ，空間サイズを精密に制
御できることを活⽤し，Min波が発⽣しない条件から⽣細胞と類似した条件，波が発⽣する
もののその振る舞いが特殊な条件まで様々な現象を解析することで，その形成原理が検証
されてきた．⼈⼯細胞系は幅広い条件において実験可能であるのに加え，定義された要素か
ら構成されるため現象と実験条件の対応が明確であること，理論との対応も可能であるこ
とから，細胞内反応拡散波の形成原理の理解に⼤きく貢献可能である． 
 

1.8 ⼈⼯細胞内におけるMin波の特徴と課題 
細胞内反応拡散波は周期や速度，波⻑，波の形状，動き⽅などにより特徴付けられる．細
胞内反応拡散波を構成する分⼦が分裂阻害や細胞⾻格分⼦のリクルートを⾏うことにより
⽣命現象を制御するため，細胞内反応拡散波のダイナミクスや時空間特性に注⽬した解析が
これまでに⾏われてきた 47,51,74,128,129．Min 波においても，MinCの局在そのものが細胞分裂
が阻害される領域を決定するため，細胞分裂位置を決定するためにはMinCD⾼濃度領域の
幅（波幅）や振動の周期などの性質が制御されていなければならない．そのようなMin波の
時空間ダイナミクスの特徴に関して，⼈⼯細胞系と⽣細胞内の Min 波には共通点があると
同時に，相違点や制御原理が未解明な点が存在している． 
 

1.8.1 ⼈⼯細胞内Min波の条件変化に対する安定性 
⼈⼯細胞系と⽣細胞内のMin波の共通点として，条件変化に対する安定性が挙げられる．
⽣細胞は，成⻑や細胞分裂による細胞サイズの変化や，外部環境の塩濃度の変化など，様々
な条件変化に曝されている．Min 波が環境変化の中で適切に細胞分裂位置を決定するには，
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波が出現し続けるだけではなく，その時空間特性が維持される必要がある．細胞サイズ変化
は細胞が⽣きている限り必ず起こる現象であるが，⽣細胞では細胞の成⻑に伴いサイズが
⼤きくなる中でも Min 波の周期がほぼ⼀定に保たれると共に，細胞膜に対する波の被覆領
域が細胞の成⻑とともに増⼤する 130．このサイズ変化への適応により，適切に細胞極にお
ける細胞分裂を阻害できるようになっていると考えられる．空間サイズ変化への Min 波の
適応現象は，⼈⼯細胞系においても観察されている．⼈⼯細胞内においてMinD⾼濃度領域
の数が１つの場合，MinD⾼濃度領域の幅とMin波の進む速度が⼈⼯細胞の直径に対して線
形に増加するスケーリング現象が⾒出された 131．以下，本論⽂では MinD ⾼濃度領域の幅
を波幅と呼ぶ．波幅と速度のスケーリングは，⼈⼯細胞の膜⾯に対する波の被覆率と波が⼈
⼯細胞断⾯を⼀周するのにかかる周期ともに，⼈⼯細胞サイズによらず⼀定になることを
意味する．⼀般に，開放系の反応拡散波の特性は空間サイズに依存しないため，スケーリン
グは細胞サイズ空間特異的な現象である． 
細胞サイズ変化以外に想定される環境変化への Min 波の応答として，⼈⼯細胞内の Min

波は塩濃度変化に対しても安定性を⽰した 131．平⾯膜上で再構成された Min 波は，カリウ
ムイオン濃度の増加に対し波幅と速度が⼤きく増加することが知られている 111．⼀⽅で，
⼈⼯細胞内の Min 波は，波幅と速度の両⽅において平⾯膜上に⽐べ塩濃度に対する変化が
⼩さいことが明らかになった．これも⽣細胞が外部環境変化によらず適切に細胞分裂を⾏
うための何らかの仕組みが再現されていると考えられる．空間サイズ変化や塩濃度変化な
どの条件変化に対する開放系および⼈⼯細胞系における Min 波の応答が異なることから，
細胞サイズ空間特異的に Min 波は環境変化への安定性を獲得していると考えられるが，そ
のメカニズムは不明である． 
 

1.8.2 ⼈⼯細胞内Min波が⽰す動き⽅のモード，波⻑，および周期 
⼈⼯細胞系と⽣細胞内における Min 波には細胞サイズ空間特異的に現れる特徴に共通点
があるが，動き⽅のモードや波⻑，周期には違いが⾒られている．⽣細胞内の Min 波は振
動運動である standing wave を形成することで細胞極でのみ細胞分裂を阻害する．⼀⽅，⼈
⼯細胞内におけるMin波の最安定状態は traveling waveや細胞質局在と膜上の局在の振動を
繰り返す pulsingであり，standing waveの発⽣割合は低い 125．そのため，⼈⼯細胞中で standing 
wave が安定的に発⽣する条件どころか，安定に発⽣可能か否かでさえも不明である．この
点において，平⾯膜上におけるMin波のほとんどは traveling waveであるのに対し，桿菌の
形状を模倣したチャンバーに張られた平⾯膜上においては standing wave が発⽣したことか
ら 119，standing wave 発⽣における空間形状の重要性が指摘されている．しかし，その制御
原理の検証には空間形状や物理化学パラメータを制御可能な実験が必要不可⽋であり，未解
明である． 
⼈⼯細胞内における Min 波は，波⻑が⽣細胞における Min 波よりも⼤きいという違いも

存在する．細胞分裂阻害によりフィラメント状になった細胞におけるMinD⾼濃度領域の数
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が複数のMin波の観察から，in vivoにおけるMin波の波⻑はおよそ 10 µmであることがわ
かっている 53．⼀⽅，⼈⼯細胞系においては円周 60 µm程度の⼈⼯細胞内にMinD⾼濃度領
域の数が 1つのMin波が出現するため，in vitroにおけるMin波の波⻑は in vivoの 10倍程
度と⾮常に⻑い 124,125．平⾯膜上のMin波の波⻑は分⼦混雑 113やイオン条件 111，膜⾯積/体
積⽐ 120などにより変化するものの，⽣細胞と同程度の短さのMin 波は観察されておらず，
⽣細胞内において短い波⻑のMin波が形成される原理は不明である． 
Min波の時間に関する特徴である周期も，⼈⼯細胞系と⽣細胞で差が⽣じている．Min波
が適切に細胞分裂位置を規定するには，細胞極間を振動する波が各細胞極に適切な時間滞
在する必要がある．しかし，⽣細胞内のMin 波の周期は 40-120秒であるのに対し 53，⼈⼯
細胞系では周期が約 4 分と⻑い 125．細胞サイズ空間における周期の制御原理もまだ解明さ
れておらず，検証が必要である． 
 

1.9 本研究の⽬的 
本研究では，Min波の⼈⼯細胞内再構成系を⽤い，細胞サイズ空間における時空間パター
ン形成原理を理解することを⽬的とした (Fig. 1-3)．第２章では，細胞内反応拡散波の動き
のモードの制御原理の解明を試みた．⼤腸菌細胞ではMin波の standing waveが発⽣するの
に対し，⼈⼯細胞系では traveling waveが主流であったことに着⽬し，Minタンパク質濃度
や塩濃度，温度などにより変化する反応速度が Min 波のモードを制御するか検証した．異
なる条件下の⼈⼯細胞の⽐較だけではなく，パラメータによるモードの制御を利⽤すること
で，同⼀⼈⼯細胞内においてパラメータ変調に伴いモードの遷移が可能かを検証した．第３
章では，反応拡散波の周期や速度，波幅，波⻑などの時空間特性の制御原理を解明するため，
空間サイズによるMin波の制御として知られていた速度と波幅のスケーリング 131に着⽬し
た．スケーリングがパラメータ依存の現象か否かを調べるため，様々な条件下で Min 波を
再構成することで解析した．波の空間的特徴のうち波幅だけではなく，空間内のMinD⾼濃
度領域の数が１つの場合に反応拡散波が本来もつ空間周期性の性質がどのように変化する
かを，開放系において再構成された Min 波と⽐較することで検証した．スケーリング現象
と開放系において Min 波の性質を⼤きく変える塩濃度に対する Min 波の応答を統合し，細
胞サイズ空間においてMin波が空間サイズや塩濃度に対して安定性を⽰す理由を考察した．
さらに，時空間特性の決定原理を解明するために，低分⼦化合物による単⼀パラメータの変
調を⾏った．その過程で発⾒した dATP (deoxyadenosine triphosphate) がMin波のエネルギー
源となるという現象を利⽤し，周期の制御を試みた．dATPを⽤いた場合のMin波のパラメ
ータの変化の結果と合わせて，エネルギー源により Min 波の時空間パターンが変化する仕
組みを考察した．最後に，第４章において本研究の結果を総括し，Min波の形成原理の理解
や，細胞内の時空間パターンの理解についての課題，反応拡散波の物理的視点からの理解に
対する貢献などについて今後の展望を議論した． 
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第２章 ⼈⼯細胞内における反応拡散波のモードの制御原理 
 
2.1 はじめに 
2.1.1 細胞内反応拡散波の種類 
細胞ではアクチン波や Min 波，PAR 系，Cdc42 系などの反応拡散系が⽰す時空間パター
ンが⽣命現象の位置情報を⽣み出している．そのような細胞内反応拡散波は動的な波と定
常的なパターンの２種類に分類できる．さらに，動的な波は連続的に伝播するような
traveling waveと特定の領域間で振動運動をする standing waveの２種類のモードに分けられ
る．たとえば，細胞性粘菌や動物細胞におけるアクチン波は traveling wave であり 43,44，⼤
腸菌のMin波は standing waveである 53．アクチン波であれば，膜上をアクチンが伝播する
ことで細胞膜が押し出され，細胞の変形とそれに伴う運動を引き起こす 44,45,49．また，Min
波であれば，細胞分裂阻害因⼦ (MinC) が細胞極間を往復することで細胞極における分裂
を阻害し，細胞分裂位置を規定する 6．アクチン波において standing waveが出現すれば全く
違う形に細胞変形が引き起こされ，Min波において traveling waveが出現すれば細胞全体で
細胞分裂が阻害されるため，細胞分裂異常が⽣じてしまう．このように動的な波のモードは
その機能に直結しているため，細胞内反応拡散波のダイナミクスが制御される必要があるが，
その原理は未だ明らかではない． 
 

2.1.2 動的な細胞内反応拡散波の standing waveと traveling wave 

精製因⼦を⽤いた再構成系が構築されている Min 波は，平⾯膜系と⼈⼯細胞系ともに
standing waveと traveling waveの両⽅が観察されている．しかし，その制御原理は未解明で
ある．たとえば，⽣細胞内において細胞分裂位置を制御可能なMin波は standing waveであ
るのに対し，油中⽔滴の⼈⼯細胞内においては pulsing, standing wave, traveling waveの順に
状態が遷移してしまうため，standing wave の発⽣割合は低く，traveling wave が最安定状態
であった 125．さらには，リポソームを⽤いた系においては standing waveと traveling wave共
に最終的に pulsingに遷移してしまうことが報告されており 124，⼈⼯細胞中で standing wave

が安定的に発⽣する条件どころか，安定に発⽣可能か否かでさえも不明である． 
反応拡散波のモードの制御因⼦として，空間形状の重要性が指摘されている．これは，平
⾯膜上におけるMin波のほとんどは traveling waveであるのに対し，⼤腸菌の桿菌の形状を
模倣したチャンバーに張られた平⾯膜上においては standing wave が発⽣したことに由来す
る 118,119．しかし，細胞分裂の阻害や細胞⾻格分⼦の⽋損によりフィラメント状や球状にな
った細胞でも standing waveが⾒られていること 132,133や，平⾯膜系においても膜親和性を増
強した MinD 変異体 116やバルク中の分⼦の枯渇を利⽤した実験系 117では standing wave が
発⽣している．このように⼤腸菌⽣細胞のようなロッド状の空間形状でなくても standing 

waveの発⽣が確認されていることから，必ずしも空間形状がMin波のモードを制御してい
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るとは⾔えない．空間形状以外に波のモードを制御する因⼦があるか否かは未開拓である
ため，モード選択原理の検証が必要である． 
 

2.1.3 本章の⽬的 
細胞内反応拡散波の⼀つである Min 波の⼈⼯細胞内再構成系を⽤い，反応拡散波のダイ

ナミクスのモードの制御原理を解明することを本章の⽬的とした．動的な波である standing 

waveおよび traveling waveは，⼈⼯細胞系においてどちらも発⽣することが知られていたも
のの，⽣細胞内において発⽣する standing wave の発⽣割合が⼈⼯細胞系では⾮常に低かっ
た．そこで，反応速度を変化させるパラメータを変更した Min 波の⼈⼯細胞系において波
のモードを解析し，standing wave の発⽣率が増加する条件を探索した結果，MinDE の濃度
⽐やMinEの膜結合速度，MinDの ATPase活性などのパラメータによって優勢なモードが変
化することを発⾒した．さらに，パラメータの変動によって同⼀⼈⼯細胞内においてモード
の遷移を制御可能なことを実証した．これらの結果より，MinDの膜結合と膜解離のバラン
スがMin波のモードを制御していることが明らかになった． 
 

2.2 実験 
2.2.1 Minタンパク質の発現および精製 
 先⾏研究 125,127において構築されたプラスミド pET15-MinD, pET29-MinE, pET15-msfGFP-

MinC を⽤いて⼤腸菌 BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL 株 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA) を形質転換し，pET15由来プラスミドの場合はアンピシリン，pET29由来プラスミド
の場合はカナマイシンを含む LB 培地 4 mL に植菌し，37°C, 200 rpm において⼀晩培養し
た．プラスミドに対応する抗⽣物質を含む LB培地 250 mLに前培養した菌体を 2.5 mL添加
し，37°C, 200 rpmにおいて培養した．波⻑ 600 nmでの濁度 (OD600) が 0.8に達した時点で
isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) を終濃度 1 mMとなるように添加することでタン
パク質発現を誘導し，さらに 1.5 h培養した．⼤腸菌を培養した LB培地を 50 mLチューブ
に移し，4°C, 8000×g, 2 minで遠⼼することで集菌し，-80°Cにおいて保存した． 
 発現したタンパク質を精製するため，Lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.6)，300 mM NaCl，
1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 20 mM imidazole, and 1 mM dithiothreitol (DTT)]を
5 mL菌体に添加して懸濁し，MinDおよびMinEは Sonifier250 (Branson, Danbury, CT, USA)，
msfGFP-MinCは Sonifier SFX150 (Branson) を⽤いて超⾳波破砕した．His-MinDの場合は，
0.1 mM ADPを Lysis bufferに添加したものを使⽤した．超⾳波破砕後，4°C, 20000×g, 30 min
の条件で遠⼼し，上清を可溶性画分として取得し，HPF Millex HV (Merck Millipore, Billerica, 
MA, USA)に通した．予め DTTを含まない Lysis bufferを⽤いて平衡化した Ni Sepharose 6Fast 

Flow (Cytiva, Tokyo Japan) 1 mLに可溶性画分を添加し，4°Cにおいて 30 min振盪し，Hisタ
グを介して⽬的タンパク質を Ni 樹脂に結合させた．混合溶液を Poly-Prep Chromatography 

Column (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) に添加し，素通り画分を回収した．さらに 25 mL の
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Wash buffer [50 mM Tris-HCl (pH7.6)，300 mM NaCl，1 mM PMSF, 0.1 mM EDTA, 25 mM 
imidazole, and 10% Glycerol] を添加することで Ni樹脂を洗浄し，2 mL Elution buffer [50 mM 
Tris-HCl (pH7.6)，300 mM NaCl，1 mM PMSF, 0.1 mM EDTA, 500 mM imidazole, and 10% 
Glycerol] を添加することで Hisタグ付きタンパク質を溶出した．msfGFP-MinCの場合は，
溶出したタンパク質溶液に 10 mLの 50 mM Hepes-KOH (pH7.6) を添加することで 5倍希釈
した．Poly-Prep Chromatography Columnに予め添加し 50 mM Hepes-KOH (pH 7.6) により平
衡化した 0.5 mL Q Sepharose High Performance (Cytiva) に，希釈したタンパク質溶液を添加
し，素通り画分を回収した．洗浄バッファー [50 mM Hepes-KOH (pH 7.6), 50 mM KCl] を 4 

mL添加することで陰イオン交換樹脂を洗浄し，溶出バッファー [50 mM Hepes-KOH (pH 7.6), 
300 mM KCl] を 2 mL添加することで⽬的タンパク質を溶出した． 
 得られたタンパク質溶液全量を AmiconUltra-0.5 3K (MinE), 10K (MinD および msfGFP-

MinC) (Merk Millipore) に加え，4°C, 14,000×g, 20 min遠⼼することで濃縮した．ここにStorage 
buffer [50 mM HEPES-KOH (pH7.6), 150 mM GluK, 0.1 mM ethylenediaminetetraacetic acid 

(EDTA), 10% Glycerol] を溶液量が 500 µLになるように添加し，再び遠⼼により濃縮した．
His-MinDおよび His-msfGFP-MinDの場合は 0.1 mM ADPを添加した Storage bufferを使⽤
した．元の溶液が 1/500 以下になるまで濃縮と Storage buffer の添加を繰り返しすことでバ
ッファー交換を⾏い，最後に溶液量が 100–200 µLになるようにタンパク質溶液を濃縮した．
精製過程における各画分を SDS-PAGE することで分⼦量ごとに分⼦を分離し，Coomassie 
Brilliant Blue (CBB) 染⾊により精製を確認した．また，濃度既知の BSA溶液の希釈系列と
ともに精製タンパク質を SDS-PAGE した後に CBB 染⾊を⾏うことでタンパク質を検出し，
Fijiソフトウェア (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) を⽤いてバンドの強度を
定量することでタンパク質濃度を定量した．精製タンパク質は-80°Cにおいて保存した． 
 

2.2.2 msfGFPおよび mCherryの発現および精製 
  msfGFP の発現のため，pSUMO-msfGFP127を⽤いて⼤腸菌 E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-

RIPL株を形質転換し，アンピシリン含有の LB培地 4 mLに植菌し 37°C, 200 rpmで⼀晩培
養した．前培養した培養液 2 mLをアンピシリン含有の LB培地 200 mLに植菌し，37°C, 200 
rpmで OD600が 0.4になるまで培養した．IPTGを終濃度 0.1 mMになるように添加し，さら
に 37°C, 200 rpmで 3時間培養した．集菌，細胞の破砕，Ni樹脂によるアフィニティ精製は
2.2.1と同様に⾏った．ただし，バッファー中の NaCl濃度は 500 mMとし，Ni樹脂には Ni-

NTA agarose (FUJIFILM Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) を⽤いた．溶出後，SUMOタグを
Ulp1127を添加することで切断し，20 mM Hepes-KOH (pH 7.6) を⽤いて 20倍希釈したタン
パク質溶液を Ni 樹脂に添加することで，Ulp1 と切断した SUMO タグを除去した．素通り
画分を HiTrap Q Sepharose (Cytiva) と混合した後，20 mM Hepes-KOH (pH 7.6) および 125 

mM KCl から成るバッファーにより⽬的タンパク質を溶出した．精製した msfGFP は
AmiconUltra-0.5 10K を⽤いて 300 µM程度になるまで濃縮し，280 nmの吸光度により濃度
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を定量した．mCherryは先⾏研究において精製されたものを使⽤した 134．精製した msfGFP

および mCherryを-30°Cにおいて保存した． 
 

2.2.3 ⼈⼯細胞の作製および⼈⼯細胞内における⾃⼰組織化の解析 
  クロロホルム中に溶解された 25 mg/mL E.coli polar lipid (Avanti, Alabaster, AL, USA) 20 µL

をガラスミクロチューブに添加し，アルゴンガスを穏やかに吹き付けることでクロロホル
ムを揮発させた．作製した脂質フィルムにミネラルオイル (Nacalai Tesque, Kyoto, Japan) を
500 µL加え，Bransonic (Branson) を⽤いて 90分間 60°Cで超⾳波処置を⾏った．１分間ボ
ルテックスすることで脂質分⼦を分散させ，脂質溶液を調製した． 
 ⼈⼯細胞内における Min 波の再構成の通常条件の場合，Reaction buffer [25 mM Tris-HCl 
(pH 7.6), 150 mM GluK, 5 mM GluMg] 中に 0.1 μM His-msfGFP-MinC, 1 μM His-MinD, 1 μM 

MinE-His, 2.5 mM ATP および 100 mg/mL BSAを混合することで⼈⼯細胞の内液を調製した．
ここで予め BSA (A6003, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) を⽔に溶解し，AmiconUltra-0.5 
50K (Merck Millipore) による限界濾過を⽤いて濃縮と Reaction bufferの添加を繰り返すこと
で，Reaction bufferに置換された BSA溶液を調製した．BSA濃度は，Pierce BCA Protein Assay 
kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) または 280 nmの吸光度の測定により定量し
た．⼈⼯細胞の内液は，実験の⽬的に応じて各要素の濃度を設定し，任意の濃度になるよう
に調製した．調製した内液 1 µLを 50 µLの脂質溶液に添加し，マイクロチューブを 15回程
度タッピングすることでエマルションを作製した．作製した⼈⼯細胞溶液 20–30 µLを，両
⾯テープをスペーサーとして貼り合わせた２枚の Neo Micro cover glass 25 mm×36 mmおよ
び Neo Micro cover glass 18 mm×18 mm (Matsunami Glass, Osaka, Japan) の間に注⼊し，顕微鏡
観察⽤サンプルを作製した．⼈⼯細胞内における Min タンパク質の挙動を蛍光顕微鏡 
(AxioObserver Z1; Carl Zeiss, Jena, Germany) を⽤いて観察した．室温以外の温度で観察する
場合，glass heating stage (Tpi- SQFTX; Tokai Hit, Shizuoka, Japan) を顕微鏡に取り付け，顕微
鏡観察⽤サンプルの作製直後にサンプルを顕微鏡に置くことで観察を⾏った．また，Min波
発⽣の初期状態を観察する場合，⼈⼯細胞の内液の調製において ATP の代わりに 10 mM 

creatine phosphate (CP), 0.1 μM creatine kinase (CK) および 2 mM adenosine diphosphate (ADP) 
を加え，⼈⼯細胞作製直後の様⼦を観察した．蛍光顕微鏡を⽤いてタイムラプス画像を撮像
し，Fijiソフトウェアを⽤いて解析した． 
 

2.2.4 ⼈⼯細胞内および試験管内における PURE systemによるタンパク質合成 
 無細胞転写翻訳系として PUREfrex 1.0 (Gene Frontier, Chiba, Japan)を使⽤した．マイクロ
チューブ内において，低分⼦混合溶液 [20 mM Hepes-KOH (pH7.6), 30 ng/μL tRNA, 10 μg/mL 
10-formyltetrahydrofolate, 20 mM creatine phosphate, 2 mM DTT, 180 mM potassium glutamate, 2 

mM spermidine, and 14 mM magnesium acetate (いずれも終濃度)], 20アミノ酸混合溶液，NTPs
混合溶液 [2 mM ATP, 2 mM GTP, 1 mM cytidine triphosphate (CTP), and 1 mM uridine triphosphate 
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(UTP) (いずれも終濃度)]，および 1 nM nanoLuc DNA，PUREfrex 1.0の solution IIおよびⅢを
混合した．nanoLuc DNAは pSUMO-NanoLucを鋳型として，T7_prom (DNA配列 [5’から 3’] : 

CCCGCGAAATTAATACGACTCAC) および T7_term プライマー (DNA 配列 [5’から 3’] : 

CAAAAACCCCTCAAGACCCGT) を⽤いて PCRすることで調製した．タンパク質合成量を
制御するため，20アミノ酸の濃度を任意の濃度に変更した．室温 (25°C) において 4時間反
応させた後，合成された NanoLuc濃度を Nano-Glo Luciferase Assay System (Promega, Madison, 

WI, USA) により定量した． 
 Min波の⼈⼯細胞系においてMinEを合成する場合，0.1 μM His-msfGFP-MinC, 1 μM His-
MinD, 0.7 μM MinE-His, 100 mg/mL BSA, 上記の低分⼦混合溶液, 20 アミノ酸混合溶液,  
NTPs混合溶液, 1 nM minE DNA, PUREfrex 1.0の solution IIおよびⅢを混合し，エマルショ
ン内に内包した．minE DNAは pET29-MinEを鋳型として，T7_promおよび T7_termプライ
マーを⽤いて PCRすることで調製した．2.2.3と同様の⽅法で顕微鏡観察⽤サンプルを作製
し，Minタンパク質の挙動の変化を蛍光顕微鏡により観察した． 
 

2.2.5 MinDの ATPase活性の評価 
 脂質⼩胞として Small Unilamellar Vesicles (SUVs) 溶液を調製するため，クロロホルム中に
溶解した 25 mg/mL E.coli polar lipid 100 µLをガラスミクロチューブに添加し，アルゴンガス
を穏やかに吹き付けることでクロロホルムを揮発させ，脂質フィルムを作製した．室温にお
いて 3時間減圧乾燥することで，脂質フィルムをさらに乾燥させた．脂質フィルムに脂質の
終濃度が 4 mg/mLになるように Reaction bufferを 625 µL添加し，⼀晩室温で静置した．１
分間ボルテックスをすることで Multilamellar Vesicles (MLVs) 溶液を作製した．この MLVs

溶液を Mini Extruder (Avanti) を⽤い，孔径  1.0, 0.4, 0.05 µm のフィルター (Whatman 
polycarbonate Nuclepore filter discs; Cytiva) にそれぞれ 11, 11, 41回ずつ順に通すことで SUVs

溶液を作製した．SUVs溶液は室温で保存した． 
 MinD の ATPase 活性の温度依存性を評価するため，1 μM His-MinD, 1 μM MinE-His, 2.5 
mM ATP, and 1 mg/mL SUVs溶液の混合溶液を調製し，25°C, 29°C, および 37°Cにおいて反
応させた．反応開始直後から 40 分後までの溶液を 10 分毎に分取し，各時間において合成
された無機リン酸 (Pi) 濃度を BIOMOL Green (Enzo Life Science, Farmingdale, NY, USA) を
⽤いて定量した．ATPase反応速度を時間に対し Pi濃度をプロットした回帰直線の傾きから
算出した． 
 

2.2.6 ⼈⼯細胞間におけるタンパク質濃度のばらつきの評価 
 0.4, 1, 2, および 4 μMの等モル濃度の msfGFPおよび mCherry, 100 mg/mL BSAの混合溶
液を 2.2.3と同様の⽅法でエマルションに内包し，顕微鏡観察⽤サンプルを作製した．⼈⼯
細胞内における msfGFPおよび mCherryの蛍光シグナルを共焦点顕微鏡 (FV1000; Olympus, 
Tokyo, Japan) を⽤いて撮像した．Fijiソフトウェアの Analyze Particle methodを⽤いて各⼈
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⼯細胞における msfGFPおよび mCherryの蛍光強度を定量した．各濃度における平均蛍光輝
度から作製した検量線を⽤いて，各⼈⼯細胞における msfGFPおよび mCherryの濃度を定量
し，濃度⽐のばらつきを評価した． 
 

2.3 結果 
2.3.1 MinE濃度によるMin波の優勢なモードの制御 

先⾏研究における油中⽔滴を⽤いた⼈⼯細胞内再構成系により，Min波はまず膜と細胞質
間のパルス振動を⽰し，次に standing waveが出現し，最後に traveling waveへと遷移するこ
とが⽰されている 125．このようなMin波のモード遷移は，球形細胞では traveling waveが最
安定に出現することを⽰唆している．しかし，⼤腸菌の⽣細胞は細胞壁合成の阻害により球
状となった場合でも standing waveが発⽣することが報告されている 133．この違いが⼈⼯細
胞内再構成系と細胞内条件の違いに由来するのであれば，MinDEの濃度⽐とMinDEに融合
した蛍光タンパク質が，Min波のモードの違いを⽣み出す要因の候補と考えられた．先⾏研
究における再構成系では MinDと MinEが等モル濃度である⼀⽅で，⽣細胞では MinDE濃
度に差があり，MinDはMinEの 1.4倍の濃度である 135．蛍光タンパク質を⽤いたMin波の
可視化⽅法もMin波の挙動に影響することが考えられた．先⾏研究 125ではMin波の観察の
ためにMinDE両⽅に蛍光タンパク質を融合していたが，これによる分⼦量の増加は分⼦拡
散速度を変化させるため Min 波を発⽣させる反応拡散共役に影響を及ぼすと推測される．
さらに，先⾏研究ではMinEの C末端に蛍光タンパク質が付加されたMinE-mCherryが使⽤
されていたが，このようなMinEの C末端へのタンパク質の融合はMinEの機能を阻害する
ことが⽰唆されている 136．そこで，本研究では蛍光タンパク質を融合していないMinDEを
⽤い，MinDと結合する msfGFP-MinCを添加することにより⼈⼯細胞内のMin波を可視化
することにした．MinCは⼆量体化した ATP型 MinDと結合し，MinEが MinDと相互作⽤
すると MinDから解離するため，膜上の msfGFP-MinCは膜上の MinDの局在を⽰し，細胞
質中に msfGFP-MinC が⾒られる場合は膜上の MinD が少ないことを⽰す．したがって，
msfGFP-MinCによりMin波を追跡できる 55,137．ただし，MinDのMinC結合領域とMinE結
合領域は重複しており，過剰量の MinC の添加は波の発⽣に阻害的となると考えられる 99．
実際に，⼤腸菌⽣細胞ではMinCの濃度はMinDEの 1/10程度と低濃度になっている 99．実
験において使⽤する蛍光顕微鏡による検出感度を考慮し，msfGFP-MinCをMinD濃度の 1/5

以下で添加することにした． 
上記の系を⽤い，先⾏研究 125と同様にMinDEをそれぞれ 1 μMの条件において⼈⼯細胞
を蛍光顕微鏡観察すると，約 90%の⼈⼯細胞で Min 波が発⽣し，振動運動をする standing 

waveと膜上を伝播する traveling waveの両⽅が観察された (Fig. 2-1A)．standing waveでは，
膜上の⼀部に MinD の⾼濃度領域が形成された後 MinD が膜から解離することで波が消失
し，細胞質において均⼀に局在する状態を経て，⼈⼯細胞中の反対側の膜に再びMinDの⾼
濃度領域が形成された．この膜上における不均⼀局在と細胞質局在を繰り返す振る舞いは，
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⽣細胞における Min 波 53,132や⼈⼯細胞系の先⾏研究 125と同じであった．先⾏研究 125の条
件ではほぼすべての⼈⼯細胞で traveling wave であったことから，この条件では standing 

waveが出現しやすくなっているといえる．Min波の周期は traveling waveで 93 ± 9 s，standing 
waveで 54 ± 8 sであり，standing waveにおいては先⾏研究における周期 (~2 min)125,127より
も速くなり，細胞内の周期 53,132と同程度になった．これらの変化はMinDEに融合していた
蛍光タンパク質を除去した効果であると考えられる． 

次にMinE濃度が波のモードに与える影響を検証した．MinD濃度を 1 μMに固定し，MinE
濃度を 0.7–2.5 μMの範囲で変え，MinCの局在からMin波の発⽣を確認した．先⾏研究 125,127

と同様に，MinCの局在は細胞質のみの局在，細胞膜のみの局在，細胞膜の⼀部への局所的
な局在，膜と細胞質の往復振動 (pulsing)，traveling wave, standing waveの 6種類のパターン
が観察されたが，その⽐はMinEの濃度によって⼤きく変化した (Fig. 2-1A)．MinE濃度の
上昇にともないMin波の出現確率は減少し，2.5 μM のMinE濃度ではほぼすべての⼈⼯細
胞でMinCは細胞質局在となっていた．しかし，Min波が発⽣している⼈⼯細胞においては，
MinEの濃度が⾼いほど standing waveが多く観察された (Fig. 2-1B)．traveling waveと standing 
waveの２つのモードの出現条件に着⽬するため，Min波 (traveling waveまたは standing wave) 
が発⽣している⼈⼯細胞における standing wave の割合を算出すると，MinE 濃度が 1.5 μM

以下の場合 30%以下であったが，1.7 μM以上では 60%以上となり，2.2 μM MinEではほぼ
全てのMin波が standing waveであった． 
⼈⼯細胞を⽤いた実験では，Min波の発⽣要素を含む 1–2 µLの液滴を脂質が分散した油
中に分散させることで⼈⼯細胞を作製する．したがって，⼈⼯細胞間で要素濃度や要素の濃
度⽐にばらつきが⽣じることで，Min 波のモードに影響を与える可能性および Min タンパ
ク質濃度と Min 波のモードの関係を適切に評価できない可能性が考えられた．そこで，こ
の実験系における⼈⼯細胞間によるタンパク質濃度のばらつきを評価するため，0.4, 1, 2, 4 
µM の msfGFP および mCherry を共添加した⼈⼯細胞を作製し蛍光強度を定量し，msfGFP
と mCherry それぞれの蛍光強度と濃度から作製した検量線をもとに，同⼀⼈⼯細胞内にお
ける msfGFP と mCherry の濃度⽐を算出した．その結果，各濃度条件における msfGFP と
mCherryの濃度⽐の平均は 0.93–1.00とほぼ等しく，標準偏差は平均値の 5%以下であったこ
とから，⼈⼯細胞間における要素濃度⽐のばらつきはわずかであると判断した (Fig. 2-2A)．
また，MinDE濃度が共に 1 µMの条件において traveling waveおよび standing waveそれぞれ
を発⽣する⼈⼯細胞の直径の分布を解析したところ，standing wave は⼤きい⼈⼯細胞にお
いて発⽣する傾向にあった (Fig. 2-2B)．しかし，⾼MinE濃度条件では⼈⼯細胞サイズによ
らず standing wave が優勢となったことから，Min 波のモードのサイズ依存性は弱く，⼈⼯
細胞サイズではなく⼈⼯細胞作製に⽤いた溶液の条件に依存すると⾔える．これらの結果
から，Min波のモードはMinE濃度に依存して変化することが⽰唆された． 
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2.3.2 MinE濃度によるMin波の初期遷移の変化 
先⾏研究において，⼈⼯細胞内のMin波は standing waveから traveling waveへ⾃発的に遷

移することが観察されている 125．MinE濃度によってMin波の優勢なモードが変わるのであ
れば，この Min 波の発⽣初期におけるモードの遷移も同様に変化している可能性がある．
この点を検証するため，⼈⼯細胞作製直後の Min 波を観察したが，蛍光標識をしていない
MinDE を⽤いた本研究の実験系では顕微鏡サンプルの準備時間に対して Min 波の周期が短
いため，通常の条件では初期遷移を観察できなかった．そこで Min 波の発⽣に必須である
ATPの代わりに ADPを添加するとともに，creatine phosphate (CP) および creatine kinase (CK) 

による ATP 合成系 (CP-CK 系) を加え，顕微鏡サンプル作製後に⼈⼯細胞内において ATP

を合成することでMin波の発⽣の初期状態を観察することにした． 
Min波の優勢なモードが異なる 0.5, 1, 1.5 µM MinEの 3条件に対して，⼈⼯細胞作成後に

ATP を合成する新たな実験系の⼈⼯細胞を観察したところ，観察開始時点では msfGFP-

MinCが細胞質に均⼀に局在し，Min 波は発⽣していなかった．しかし，⼈⼯細胞作製から
10–20分後にパターン形成が⾃発的に起こる様⼦が⾒られた．そこで，パターン形成開始後
のパターンの変化を 50 秒間隔毎に 6 種類のパターンに分類することで調べた (Fig. 2-3A)．
その結果，0.5 µM MinEの場合はパターン形成直後は pulsingおよび standing waveが多くを
占めたものの，先⾏研究とは異なり最初から traveling wave を⽰す⼈⼯細胞が 7.3%存在し
た．そして 100秒後には 60%以上の⼈⼯細胞で traveling waveが⾒られ，最終的にほとんど
の⼈⼯細胞が traveling waveを⽰した．1 µM MinEの場合はパターン形成の直後はほとんど
の⼈⼯細胞で standing waveが発⽣したものの，200秒後には 70%程度の⼈⼯細胞で standing 

waveから traveling waveへの⾃発的な遷移が⾒られた．そして 1.5 µM MinEの場合，時間に
よらず 80%以上の⼈⼯細胞において standing waveが観察された．Min 波が発⽣した⼈⼯細
胞における standing waveの割合の時間変化を算出した結果からも，0.5 µM MinEでは 1 µM 

MinEよりも standing waveの割合が早く減少することが⽰され，MinE濃度によりMin波の
モードの初期遷移のタイミングに違いが⽣じることが明らかになった (Fig. 2-3B)．さらに，
⼈⼯細胞の膜上のキモグラフにより Min 波のダイナミクスを解析した結果，1 µM MinE で
は standing waveが 4回振動した後に traveling waveへ移⾏したのに対し，0.5 µM MinEでは
standing wave が出現するものの，1 回の振動のみという⾮常に早いタイミングで traveling 

wave へ遷移することが観察された (Fig. 2-3B 右)．このようなモードの初期遷移は ATP を
⽤いた通常の条件でも⾒られることから 125，CP-CK系による ATP濃度の経時変化のアーテ
ィファクトではない．これらの結果から，MinE濃度が低いほど standing waveから traveling 

wave への遷移時間が短いこと，そしてMinE濃度が⾼い場合は 30分という観察時間の限り
では standing wave が安定して出現し，standing wave から traveling wave への遷移は⽣じな
い，あるいは⾮常に遅いことが⽰された． 
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2.3.3 MinDE濃度によるMin波の優勢なモードの制御 
Min波はMinDとMinEの反応バランスによって形成されるため，MinE濃度同様にMinD

濃度も波のモードに影響を与えることが想定された．そこでMinD濃度の効果を検証するた
め，MinE濃度を 1 μMに固定し，MinD濃度を 0.5–1.5 μMの範囲で変更して msfGFP-MinC

の動態を観察した．⼈⼯細胞内において再構成した Min 波を 6 種類のパターンに分類した
ところ，MinEの場合とは反対にMinD濃度の減少に伴い standing waveの割合が増加するこ
とが観察された (Fig. 2-4A)．低濃度 MinD 条件 (0.5 および 0.7 μM) では standing wave が
40–60%を占め，1.2 μM 以上の条件では traveling waveが全体の 80%以上を占めた．低MinD

濃度条件では⾼MinE濃度条件と同様に，standing waveが発⽣していない⼈⼯細胞のほとん
どは細胞質局在であった．Min 波が発⽣している⼈⼯細胞に占める standing wave の割合を
プロットすると，低MinD濃度では standing waveが優勢であり，⾼MinD濃度では traveling 

waveが優勢となることが明確に⽰された (Fig. 2-4B)．したがって，Min波のモードはMinD

濃度にも依存しており， MinDとMinEどちらか⼀⽅ではなく両者の濃度に依存して決定さ
れることが⽰唆された． 
MinDE 両者の濃度変化に対する優勢なモードの変化が反対の推移を⽰したことから，上
記の結果はそれぞれの絶対的な濃度ではなく，MinDとMinEの濃度⽐がMin波のモードの
決定に重要であることを⽰唆している．この点を検証するため，MinDE 濃度を同時に変化
させた条件で⼈⼯細胞内においてMin波を再構成し，MinDE濃度に対するMin波のモード
の相図を作製した．MinD濃度を 0.4–2.0 µMの範囲で，MinE濃度を 0.4–2.2 µMの範囲でそ
れぞれ変更したところ，MinE濃度が⾼いほど standing waveの発⽣にはより⾼濃度のMinD

が必要であり，traveling waveの相と standing waveの相がMinDEの濃度に対して斜めに分離
された(Fig. 2-5A)．この結果は，公⽴はこだて未来⼤学の義永那津⼈教授により構築された
Minシステムを反応拡散⽅程式により表した 3D理論モデルによっても再現されている(Fig. 
2-5B)．これらの結果より，MinDとMinEの濃度⽐がMin波のモードを決定することが⽰さ
れた． 
 

2.3.4 Minタンパク質の活性によるMin波のモードの制御 
MinDEの絶対濃度ではなく濃度⽐が Min 波のモードを決定するメカニズムを明らかにす
る⼿掛かりとして，それぞれの濃度変化が Min システムの反応拡散共役に及ぼす影響に注
⽬した．これまでの研究から，MinDEの濃度と関係する反応として，MinDの膜結合 101,116，
MinD同⼠の相互作⽤ 138，MinEの膜への結合 111,139，MinDEの解離速度 103,140が挙げられる．
前者 2つはMinD濃度により，後者 2つはMinDとMinE両⽅の濃度により変化する．MinDE
濃度⽐による Min 波のモード選択が単純な MinDE 量ではなく，MinD の膜結合と MinE に
よって引き起こされる MinDEの膜解離のバランスに由来すると考えると，Minタンパク質
濃度ではなく反応定数の変化によっても Min 波のモードを制御できるはずである．この仮
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説を検証するため，MinE の膜結合強度に影響することが知られている塩濃度 111，および
MinDE複合体の ATPase活性に影響することが⽰唆されている温度 103,140に着⽬した． 

まず，塩濃度変化がMin波に与える影響を検証した．塩として⽤いているカリウムイオン
の濃度により，脂質膜の負電荷とMinEの膜結合領域 (MTS) の正電荷の静電相互作⽤が調
節され，MinEの膜結合強度が変化することが知られている 111 (Fig. 2-6 上)．塩濃度が⾼い
条件ではMinEの膜結合強度が⼩さくなり，同じMinE濃度であっても膜に結合可能なMinE

の量が減るため，⾼塩濃度は MinE 濃度を減少させるのと同じ効果があることを意味する．
そこで，塩として添加している GluKの濃度を 50 mMから 500 mMまで変化させたところ，
塩濃度が低い条件では standing waveが優勢となり，塩濃度の増加に伴い traveling waveの割
合が増え，300 mM以上の条件ではほぼ全てが traveling waveとなった (Fig. 2-6A,B)．すな
わち，MinE 濃度と同様に，塩濃度により MinE の膜結合強度を変えることによっても Min

波のモードが変化することが⽰された．さらにこの結果は，MinEの膜結合強度を減少させ
る塩濃度の増加が Min 波のモードに対して MinE 濃度の減少と同じ効果を持つことを意味
するため，Min波のモード選択にはMinEの膜結合速度が重要であることが⽰された． 

次に，Min タンパク質の活性が Min 波のモードに影響するか検証した．温度変化は Min

波の反応拡散共役における様々なパラメータに影響すると考えられるが，先⾏研究において
温度上昇によりMinDE複合体の ATPase活性が⾼くなる可能性が指摘されている 103,140．そ
こで，これまでMin波を観察していた室温条件 (25°C) と，それより⾼い温度である 29, 37°C
の 3段階の温度においてMinDの ATPase活性を測定した．その結果，ATPase活性は温度に
依存して上昇し，活性化エネルギーは 7.0 kcal/molと算出された (Fig. 2-7A)．次に，温度変
化による ATPase 活性の変化が Min 波のモードに与える影響を検証するため，29, 34, 37°C
においてMin波を観察した．MinD濃度を 1 μM に固定し，MinE濃度を 0.3–2 μMの範囲で
変化させ，温度と MinE濃度に対する msfGFP-MinCの⽰すパターンの相図を作製した．そ
の結果，温度によりMin波が発⽣するMinE濃度範囲が変化し，温度が⾼い条件ではより低
いMinE濃度で波が発⽣した (Fig. 2-7B,C)．さらに，Min波が発⽣している⼈⼯細胞に対す
る standing waveの割合を算出した結果，同⼀のMinE濃度においては温度が⾼いほど standing 
wave の割合が増加した (Fig. 2-7C)．特に，1 μM MinE 条件では室温条件では 70%程度が
traveling waveであったのに対し (Fig. 2-1B)，29°Cで観察すると⼈⼯細胞全体の 90%以上が
standing waveとなった (Fig. 2-7B,C)．これらの結果より，温度変化によりMin 波のモード
を決めるMinE濃度の領域が変化することが⽰された．⾼温条件では低MinE濃度において
も低温条件における⾼MinE濃度と類似した動態となったことから，MinDE複合体のATPase
活性の上昇のように MinE に誘起される MinD の膜解離を促進するパラメータも standing 

waveの増加に寄与することが⽰唆された． 
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2.3.5 同⼀⼈⼯細胞内におけるMin波のモードの遷移 
Fig. 2-3に⽰したように，⼈⼯細胞内においてMin波は standing waveから traveling wave

に⾃発的に遷移する．しかし，同じ条件で作製した⼈⼯細胞でも，観察時の温度によってMin

波の優勢なモードが変化したことから，⾃発的遷移によって traveling waveが発⽣している
⼈⼯細胞でも温度変化により standing waveへの遷移が⽣じる可能性が考えられた．そこで，
温度変化により同⼀⼈⼯細胞内において Min 波のモードを制御可能か検証した．Min 波の
パターンを分類した相図 (Fig. 2-7C) において低温 (29°C) では traveling wave，⾼温 (37°C) 
では standing waveが優勢に現れる 0.7 μM MinE条件でMin波を再構成した．29°Cで観察を
始めた状態では，traveling waveが多く⾒られた．約 5分間の観察後に 37°Cまで温度を上昇
させると，61%の traveling waveが standing waveに遷移する様⼦が観察された (Fig. 2-8)．こ
れは先⾏研究で観察された⾃発的な遷移とは逆⽅向の遷移である．さらに，温度を 29°Cに
戻すと再び traveling waveに戻る⼈⼯細胞が⾒られた (Fig. 2-8中央, 右)．この結果より，同
⼀⼈⼯細胞内において，温度条件を変化させることで traveling waveと standing waveの 2つ
の Min 波のモードを制御できることが明らかになった．これらの結果は，MinDE濃度が⼀
定であっても，MinEによる阻害効果が弱くMinDが膜結合しやすい条件では traveling wave，
MinEによる阻害効果が強くMinDが膜解離しやすい条件では standing waveが優勢になるこ
とを⽰す．すなわち，MinDE の濃度⽐や Min タンパク質の活性によって決まる MinD の膜
結合と解離のバランスが Min 波のモードを制御していることが⽰された．ただし，温度を
下げることによる traveling waveへの遷移は半分程度の⼈⼯細胞でしか⾒られなかったこと
から (Fig. 2-8 中央)，Min 波のモード選択はヒステリシスの性質をもつことが⽰唆された． 
 

2.3.6 ⼈⼯細胞内におけるMinEの合成によるMin波のモードのヒステリシスの検証 
前述のように，Min波の観察中に温度変化させた実験において，温度上昇により standing 

wave に遷移した Min 波を再び低温にしても traveling wave に戻らない⼈⼯細胞集団が観察
されたことから，Min波のモードにはヒステリシスが関与する可能性が⽰唆された．そこで，
MinE濃度によってMin 波のモードが変化することを利⽤し，⼈⼯細胞中においてMinE濃
度を変化させることで Min 波のモード選択がヒステリシスの性質をもつか検証した．MinE
濃度が⾼い条件下では standing waveが優勢となるため (Fig. 2-1B,C)，traveling waveが発⽣
している⼈⼯細胞中の MinE 濃度を上昇させた際に standing wave への遷移が確認されるか
否かにより，Min 波のモード選択にヒステリシスの性質があるかを判断することができる．
この検証を⾏うため，Min波を発⽣させるタンパク質群に加え，無細胞転写翻訳系の PURE 

system と MinE をコードした DNA を共に⼈⼯細胞内へ内包し，⼈⼯細胞内において MinE

を合成することでMinE濃度を上昇させることにした (Fig. 2-9A)． 
先⾏研究において，⼈⼯細胞内においてMinEが過剰に合成されるとMin波が消失しMinC
の細胞質局在へと遷移することが⽰されているため 127，MinEの合成量を調節する必要があ
った．そこで，アミノ酸の添加量によりタンパク質の合成量を制御することにした．この実
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験系の確認のため，定量性に優れた NanoLuc をレポーター遺伝⼦として使⽤し，試験管内
において NanoLuc を合成し発光強度から合成量を定量したところ，添加するアミノ酸濃度
によりタンパク質合成量が制御された (Fig. 2-9B)．そこで，NanoLuc遺伝⼦をMinE遺伝⼦
に置き換え，⼈⼯細胞内にMin波の発⽣要素と PURE system, MinEをコードした DNAを内
包し，アミノ酸濃度条件を振り，MinE の濃度変化が traveling wave に与える影響を解析し
た．⼈⼯細胞に内包するMinタンパク質濃度は，traveling waveが優勢となる 1 μM MinDお
よび 0.7 μM MinEにした．1.25 μMおよび 1.5 μMの各アミノ酸を内包すると，MinEの合成
に伴い次第に MinDの⾼濃度領域の幅（波幅）が短くなるという変化は観察されたものの，
traveling waveが持続し，モードの遷移は⾒られなかった (Fig. 2-9C)．そこで各アミノ酸濃
度を 2 μMに増加させたが， traveling waveの波幅が次第に短くなった後，Min波が消失し
て msfGFP-MinCは細胞質局在を⽰した (Fig. 2-9C)．この過程において standing waveへの遷
移は⾒られなかった．ここまでのパラメータによる Min 波のモードの制御を踏まえると，
MinEの増加により traveling wave, standing wave, 細胞質局在の順にパターンが変化すると予
想されたが，実際には standing wave を介さずに細胞質局在になったと⾔える．これらの結
果は，MinE濃度の初期条件によりMin波のモードが制御されるのにも関わらず，Min波発
⽣中にMinE濃度を変化させても，初期条件に対応するモードの変化は⾒られないことを⽰
している．したがって，Min波のモードにはヒステリシスが存在し，Minタンパク質濃度だ
けでは決まらないことが⽰唆された． 
 

2.4 考察 
2.4.1 Min波のモード選択原理 
反応拡散共役により形成される動的な波には standing waveと traveling waveの２つのモー
ドが存在するが，モード選択のメカニズムは明らかになっていなかった．⽣細胞内および再
構成系において両⽅のモードが観察されている Min 波についても，そのモードの制御は達
成されていなかった．そこで本章では，Min 波の⼈⼯細胞内再構成系において Min タンパ
ク質濃度や塩濃度，温度のパラメータが波のモードに与える影響を検証した結果，条件によ
り波のモードが変化することを⾒出した．具体的には，(i) MinEの効果が弱い条件 (低MinE

濃度，⾼塩濃度，低温)，あるいは (ii) MinDの膜結合が強い条件 (⾼MinD濃度) において
traveling waveが優勢となり，(iii) MinEの効果が強い条件 (⾼MinE濃度，低塩濃度)，ある
いは (vi) MinDの膜解離が促進される条件 (低MinD濃度，⾼温)において standing waveが
優勢となることが⽰された．したがって，Min波のモードはMinDE濃度の⽐やMinタンパ
ク質の活性によって決定付けられる MinD の膜結合と膜解離のバランスによって制御され
ると結論付けた (Fig. 2-10)． 
このようなパラメータによるモードの制御を利⽤し，Min波の観察途中に温度を上げるこ
とで⼈⼯細胞内において traveling waveから standing waveへの遷移を制御することを達成し
た．さらに，温度を下げることで traveling waveに戻る⼈⼯細胞も数多く⾒られたことから，
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反応拡散波はパラメータによってモードを遷移できる可塑性があると⾔える．しかし，Min
波のモードを制御可能なMinEを無細胞転写翻訳系により合成させても，モードの遷移は⾒
られなかった．これはヒステリシスの影響によりMinE濃度の変化によるモードの遷移には
他の経路が存在する可能性や，通常ならば standing waveが出現しやすい条件であってもMin

波のモードのmultistabilityによりMinE合成のようにパラメータ変化が徐々に⽣じる場合は
traveling wave に留まりやすくなった可能性が考えられる．このような⾮線形性に由来した
性質は興味深く，今後ソフトマターやアクティブマターの視点から解析が進むことで物理
的な意味合いの理解やさらなる制御⽅法が開発されることが期待される． 
MinDの膜結合と解離のバランスにより traveling waveと standing waveが制御される理由
として，それぞれの波が形成される際のMinEの局在に違いがあることが影響していると考
えられる．Min波の⼈⼯細胞系においてMinE-mCherryの局在を観察した先⾏研究 125では，
traveling wave の場合は MinD の⾼濃度領域の後⽅のみに MinE が多く局在する⼀⽅で，
standing waveの場合はMinDの⾼濃度領域の両側にMinEが多く局在することが報告されて
いる．⽣細胞や平⾯膜上における再構成でもこの傾向は同様であることが知られている．
standing waveが発⽣する⽣細胞では，細胞中央付近のMinD⾼濃度領域の縁全体にMinEが
局在してリング状の構造を形成し，MinDを膜解離させながら細胞極へと MinEのリング構
造が移動する 141．平⾯膜上における traveling waveでは，⼈⼯細胞系における traveling wave

と同様に波の後⽅の MinE濃度が⾼くなる 110．MinEは MinDの膜解離後も MinE単体で膜
上に残る linger効果により MinDの膜への再結合を阻害する性質があるため，MinDの⾼濃
度領域に対する MinEの局在の違いにより，MinDの⾼濃度領域が膜上を⼀⽅向に伝播する
traveling waveか，あるいはMinD⾼濃度領域が形成されていた膜上の領域全体へのMinDの
再結合が MinEにより阻害されることにより別の領域に再び⾼濃度領域を形成する standing 

wave となるかが決定する．Min 波形成時の MinE の挙動を踏まえると，standing wave の形
成にはMinDの⾼濃度領域の周囲の全体に結合するためにより多くのMinEが必要となると
考えられることから，MinD の膜解離が強くなると standing wave が発⽣するといえる．ま
た，standing waveでは，MinDの⾼濃度領域が消失し⼈⼯細胞内の反対側の膜上に再びMinD

の⾼濃度領域が形成されるまでの間は細胞質局在となる．常に Min 波が発⽣せず MinD が
細胞質局在となる状態は MinD に対し MinE が過剰に存在する場合に⾒られることから，
standing wave は波が形成されている状態と波が消失している状態を繰り返していると捉え
ることができる．したがって，Min波が発⽣可能な条件の中でも波が発⽣しない細胞質局在
に近い条件において standing waveが出現すると考えられる． 
 

2.4.2 ⽣細胞内のMin波と⼈⼯細胞系の⽐較 
本研究により Min 波のモードがパラメータにより制御可能であることが⽰された．さら
に，MinE 濃度を変えると，油中⽔滴を⽤いた先⾏研究 125で⽰されていた Min 波の発⽣過
程における pulsing，standing wave，traveling wave という⾃発的なモードの遷移も変化し，
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MinE濃度が低いと standing waveから traveling waveへの遷移にかかる時間が短くなること
や，Min 波観察中のパラメータ変化によりモードを可逆的に遷移可能であることも⽰した．
また，モードの遷移については，リポソームを⽤いた Litschel らの先⾏研究 124では⾃発的
に traveling waveから standing waveに遷移することが記述されている．このことから，Min
波のモードは再構成系の材料の違いや塩濃度，温度などわずかなパラメータの違いにより変
化するということが⾔える．このような Min 波のモードのパラメータ感受性は，⽣細胞が
多様な外部環境で standing wave を維持して正常に細胞分裂を⾏うには好ましくない．実際
の⽣細胞では，温度変化によって standing wave の周期は変化するものの，温度を変化させ
ても standing waveが発⽣し続けることが報告されている 140．再構成系とは異なり⽣細胞で
はモードのパラメータ感受性が⾒られない理由として，形状の効果により standing wave が
発⽣しやすくさせている可能性や，⽣細胞では外部環境に応じて各パラメータを変化するこ
とで適応している可能性が考えられる． 
Min波のモードのパラメータ感受性の⾼さだけではなく，standing waveが発⽣する条件そ
のものも⼈⼯細胞系と⽣細胞では違いが⾒られる．⼈⼯細胞系においては，MinDE がそれ
ぞれ 1 µMの条件では traveling waveが優勢であり，MinE濃度が多いほど standing waveが
増加した．⼀⽅，⽣細胞内においてはMinD濃度がMinE濃度の 1.4 倍であるにもかかわら
ず，standing waveが発⽣する 135．また，⽣細胞においてはむしろ traveling waveが出現する
ことが稀であり，細胞分裂の阻害により⻑くなった細胞のような限られた条件でしか報告
されていない 72．したがって，細胞内において standing wave が発⽣しやすくなっている理
由の解明には，空間形状や膜上の拡散，未知の因⼦の効果など，さらなる検証が必要である． 
⼈⼯細胞系と⽣細胞でこのような違いが存在するものの，本研究により明らかになった

Min波のモードのパラメータ依存性は，空間形状がモード選択の決定因⼦であるとする従来
の考えでは説明できていなかった現象を説明できる可能性がある．たとえば，通常の⼤腸菌
細胞は幅 1 µm 程度，⻑さ 2–4 µm 程度のロッド状であるが，フィラメント状や球形の⽣細
胞では traveling waveだけではなく standing waveも観察されていた 132,133．この点において，
空間形状だけではなくパラメータもモードを制御するという視点を踏まえると，観察条件や
培地，変異体における内在性因⼦などの違いにより Min 波発⽣に関わる反応パラメータが
変化し，ロッド状以外の⽣細胞では standing waveと traveling waveの両⽅が観察されてきた
と考えられる．また，ロッド状の⽣細胞において standing wave しか観察されていない理由
に関しても，反応パラメータの視点から理解できるようになる可能性がある．⼀般に，空間
形状は局所的な膜結合速度に影響することが知られている．曲率の⼩さい場所においては
局所的な膜⾯積/体積⽐が⼩さいため，膜から解離した分⼦が再び近傍の膜に出会う確率が
低下する⼀⽅で，曲率の⼤きい場所においては，局所的な膜⾯積/体積⽐が⼤きいため，膜
から解離した分⼦が再び近傍の膜に出会いやすくなり，膜結合量が増加する 73,95．このよう
な空間形状によるパラメータの変化により，ロッド状の細胞における standing wave の選択
的な発⽣が説明できる可能性がある． 
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2.4.3 Min波以外の反応拡散波のモード選択 
パラメータにより反応拡散波のモードが制御できるという発⾒は，Min波以外の反応拡散

波についても時空間パターン形成原理の理解につながると考えられる．Min波の発⽣におい
て MinD は活性化因⼦，MinE は阻害因⼦とみなすことができるため，MinD の膜結合と膜
解離のバランスがモードを制御するという結論は，活性化因⼦と阻害因⼦のバランスがモ
ードを制御すると⼀般化できる．そのため，細胞性粘菌や動物細胞におけるアクチンの波が
standing waveではなく traveling waveを形成するメカニズムにも，Min波と同様に波を形成
する分⼦とその阻害剤のバランスが影響している可能性がある．実際に，マスト細胞におい
てはアクチンの traveling waveが発⽣するが，細胞質中のカルシウムイオン濃度の振動に伴
って⽣じる PI(4,5)P2の振動によりアクチンの standing oscillationも発⽣することが報告され
ており 142，このアクチン波の standing oscillationの発⽣にもMin波と同様にパラメータの変
化が影響している可能性がある．また，細胞性粘菌をラトランキュリン処理した細胞では，
PIP3/PTEN波の traveling waveと standing waveの両⽅が現れること，さらには理論的解析で
は PIP3の反応バランスがモード選択に関与していることが⽰唆されている 74．これらの知
⾒は，Min波以外の反応拡散波も反応パラメータにより波のモードが制御される可能性を⽰
唆しており，現状 standing wave が観察されていない Rho およびアクチンの波においても
standing wave が発⽣する条件が存在する可能性がある．新たなモードの波の発⾒とモード
選択条件の理解により，反応拡散波の⽣細胞における新たな役割が⾒出されることが期待
される．  
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第３章 ⼈⼯細胞内における反応拡散波の周期・波⻑・形状の制御原理 
 
3.1 はじめに 
第２章において，反応パラメータにより動的な細胞内反応拡散波のモードを制御可能であ
ることを明らかにした．しかし，細胞内反応拡散波が適切に機能するには周期や波⻑，形状
などの特徴も制御される必要がある．そこで本章では，細胞内反応拡散波のこれらの時空間
的特徴の制御原理に注⽬する． 
 

3.1.1 細胞内反応拡散波の周期および波⻑の制御 
細胞内反応拡散波の周期の制御は，Min 波や細胞性粘菌，真核細胞，CHO 細胞のアクチ
ン波などの様々な反応拡散波にとって重要である 44,53,129,143,144．たとえば，真核細胞のアク
チン波は分裂溝の位置の決定に 6，細胞性粘菌の PIP3/PTEN波は細胞の変形や運動⽅向の決
定に関与する 43．CHO 細胞においては単⼀のアクチン⾼濃度領域が出現するアクチン波が
形成されることで細胞膜の⼀部が突出し，変形を引き起こしている 144,145．これらの現象に
おいては，波の周期が細胞の運動速度や細胞変形の周期を決定する．さらに，⼤腸菌のMin

波は振動運動により両細胞極における細胞分裂を阻害するため，細胞極に適切な時間滞在
できるような周期でなければならない．Min波の周期が短ければ細胞分裂を阻害するのに不
⼗分な可能性があり，Min波の周期が⻑い場合には，実際に細胞分裂異常が起こることが報
告されている 53．この点から，波の周期は細胞内反応拡散波が適切に機能できるかを決定づ
ける重要な指標であるといえる．しかし，⾮平衡下で⾮線形な相互作⽤により出現する反応
拡散波において周期がどのように制御されているかは明確ではない． 
細胞内反応拡散波の波⻑も種類により様々である．その中でもMin波の波⻑については，
⽣細胞内における波⻑と in vitro再構成系における波⻑が⼤きく異なることが多くの論⽂に
おいて指摘されている 98,110–112,119,146,147．⽣細胞におけるMin波の波⻑は，細胞分裂阻害によ
りフィラメント状になった細胞におけるMinD⾼濃度領域の数が複数のMin波の観察から，
およそ 10 µmであることが明らかになっている 53．以下，本論⽂では空間内に存在するMinD

⾼濃度領域の数を波の数と呼ぶ．フィラメント状の⽣細胞と⽐較して，波の数が１のMin波
が発⽣する通常の⼤腸菌細胞の⻑さは 2–5 µmとさらに⼩さい．⽣細胞内におけるMin波の
standing waveの波⻑は細胞⻑の 2倍と定義されることから 99，通常の細胞の Min 波は波の
数が複数の Min 波の波⻑よりもさらに短いと考えられる．⼀⽅，平⾯膜上における Min 波
の波⻑は 30–100 µmであり 99，⼈⼯細胞系においては円周 60 µm 程度の⼈⼯細胞内に波の
数が 1の波が出現するため，in vitroにおける Min 波の波⻑は in vivoの 10倍程度と⾮常に
⻑い 124,125．平⾯膜上のMin波の波⻑は分⼦混雑 113やイオン条件 111，膜⾯積/体積⽐ 120など
により変化することは⽰されてきたが，⽣細胞と同程度の短さの Min 波は観察されておら
ず，⽣細胞内ではどのように短い波⻑の波が形成されるのかは不明である． 
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3.1.2 細胞内反応拡散波の条件変化に対する適応 
細胞内反応拡散波の理解には，タンパク質濃度や塩濃度などの分⼦組成の条件変化により
どのように波の特徴が変化するのかという，従来の in vivo 解析や開放系における実験およ
び反応拡散モデルを⽤いた理論解析においてとられてきた視点だけではなく，細胞のよう
な微⼩な閉鎖空間がもたらす影響を考慮する必要がある．たとえば，開放系である平⾯膜系
と微⼩な閉鎖空間である⼈⼯細胞系では Min 波の出現条件が異なることが⽰されているよ
うに 125，空間条件が異なれば反応拡散波も異なる振る舞いを⽰す．また，⽣細胞は分裂や成
⻑に伴いサイズが変化するため，反応拡散波が空間サイズの変化の影響をどのように受け，
その中でも適切に役割を果たすために波が出現し続けるだけではなく，どのように適応し
時空間特性を維持しているのかを明らかにする必要がある． 
⼤腸菌の⽣細胞では⼀度分裂した娘細胞が成⻑し次の細胞分裂を⾏うまでに，Min波の周

期がほぼ⼀定に保たれると共に，細胞膜⾯に対する Min 波の被覆領域が細胞の成⻑ととも
に増⼤する様⼦が観察されている 130．周期の安定性は，常に⽚⽅の細胞極にのみ局在する
Minタンパク質が両細胞極における細胞分裂をバランスよく阻害するため，そして波の被覆
領域の⼤きさは細胞中央以外での細胞分裂を阻害するために重要である．このような細胞
サイズ変化に対する波の適応は，⼈⼯細胞系においても観察されている 131．波の数が１の
Min波が発⽣している直径 25 µm以下の⼈⼯細胞では，MinD⾼濃度領域の幅（波幅）と速
度が⼈⼯細胞の直径に対して線形に増加するスケーリング現象が⾒出された．スケーリン
グにより，⼈⼯細胞の膜⾯に対する波の占有⾓は⼈⼯細胞サイズによらずほぼ⼀定になっ
た⼀⽅で，Min 波の波の数が複数になる直径 25 µm 以上の⼈⼯細胞では占有⾓ではなく波
の幅が細胞サイズによらず⼀定になった．同様に，Min波の traveling waveが⼈⼯細胞内を
⼀周する周期も細胞サイズによらずほぼ⼀定になったが，⼈⼯細胞内に形成される波の数
が複数の場合は速度が細胞サイズによらず⼀定になった．つまり，Min波の波の数が１の場
合と複数の場合とでは波の挙動に違いがあり，波の数が１の場合は⼈⼯細胞内においても
⽣細胞と同様に細胞サイズに応じて Min 波の幅と速度を調節することで波の膜⾯に対する
占有⾓と周期を⼀定に保っていることが⽰された．⼀般に，開放系の反応拡散波の特性は空
間サイズに依存しないため，スケーリングは細胞サイズ空間特異的な現象である． 
⽣細胞は空間形状だけではなく，外部環境の変化により物理化学パラメータも変化するた
め，反応拡散波はそのようなパラメータ変化にも適応する必要がある．この点において，平
⾯膜上で再構成された Min 波の波幅と速度を⼤きく増加させるカリウムイオン濃度の増加
に対し 111，⼈⼯細胞内のMin波は安定性を⽰すことが明らかになっている 131．平⾯膜上に
おけるMin波の塩濃度依存性は，MinEのMembrane Targeting Sequence (MTS) 中の 10–12番
⽬のカチオン性アミノ酸残基（RKK）と細胞膜による静電相互作⽤が，カリウム濃度の増加
によって減少し，MinDを介さない MinEと脂質膜の直接的な相互作⽤の強さが変化するこ
とが影響していると考えられている 111．⼈⼯細胞内の Min 波も同様に塩濃度の影響を受け
ると考えられるが，波の幅と速度の両⽅において平⾯膜上に⽐べ塩濃度変化に対する感受
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性が低下する理由は未解明である．⼤腸菌細胞では外部の塩環境に応じて細胞内のカリウ
ム濃度が 100 mMから 900 mM 程度まで変化することが知られている 148．⽣細胞が様々な
塩環境において細胞分裂を可能にするために Min 波を安定に存在させる仕組みが，⼈⼯細
胞内の Min 波の塩濃度安定性に現れており，平⾯膜系とは異なり細胞サイズ空間において
はMin波の安定性を⽣み出す何らかのメカニズムがあると考えられる． 
 

3.1.3 本章の⽬的 
  本章では，Min波の周期や波⻑，波幅などの時空間特性の制御原理を解明することを⽬的
とした．Min 波の時空間特性の制御原理として，先⾏研究 131により報告されていた空間サ
イズ変化に対するスケーリングの原理を検証した．Min波の波幅と速さのスケーリングのパ
ラメータ依存性を検証するため，塩濃度や脂質組成，BSA濃度など様々な条件を変えてMin

波を再構成したところ，すべての条件においてスケーリングが維持され，パラメータ⾮依存
の現象であることが⽰唆された．このメカニズムを解明する⼿掛かりとして，反応拡散波が
本来持つ空間周期性の性質が細胞サイズ空間において Min 波の数が１つの場合にどのよう
に変化しているのか解析するため，⼈⼯細胞系と平⾯膜上における Min 波の形状を⽐較し
た．その結果，⼈⼯細胞内においては空間サイズが波の数が１の Min 波の波⻑に相当して
おり，波⻑も空間サイズによりスケールされることが⽰された．反応拡散波内在の周期は常
に⼀定であることと波⻑が空間サイズによりスケールされることから，空間サイズが変化
されると波全体が拡⼤縮⼩され，波幅と速さがスケールされると結論づけた． 
空間サイズ以外にも Min 波の波⻑を制御する⽅法があるのか検証するため，低分⼦化合
物による競合阻害を利⽤しパラメータを線形に制御することを試みた．ATP依存的なMinD

の膜結合を阻害することが報告されている dATPを競合阻害剤として⽤いたところ，Min波
が発⽣しないという予想に反してMin波が発⽣した．さらに，dATPにより発⽣するMin波
は ATPにより発⽣する Min 波の半分程度の周期であり，dATPと ATPを混合すると，その
混合⽐により周期を線形に制御可能であることを⾒出した．dATPを⽤いた場合の MinDの
膜結合⼒や ATPase 活性の評価により，そのメカニズムの解明を試みた．さらに，dATP と
ATPの混合⽐による Min 波の周期の制御を利⽤することで，エネルギー分⼦濃度と Min 波
の周期の情報を相互変換可能なことを実証した． 
  
3.2 実験 
3.2.1 Min波の空間サイズに対するスケーリングの原理 
3.2.1.1 MinE変異体のプラスミドの作製と発現および精製 
 MinE の膜結合領域 (2–12 残基) を⽋損した MinEΔMTS のプラスミド pET29-MinEΔMTS

を作製した． pET29-MinEΔMTS-mCherry126 を鋳型として KOD ONE DNA polymerase 

(TOYOBO, Osaka, Japan), pET29-F (DNA 配列 [5’から 3’] : AAAGGATCCCTCGAGCACCA) 

およびMinE-pET29-R (DNA配列 [5’から3’] : GTGCTCGAGGGATCCTTTCAGCTCTTCTGCT 
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TCCG) を⽤いて PCR反応を⾏った．PCR産物の DpnⅠ処理後，iVEC 法 149を⽤いて⽬的の
プラスミドを作製した．⽬的プラスミドがクローニングされた iVEC3 株のコロニーをカナ
マイシン含有 LB 培地 4 mL に植菌し，37°C, 200 rpm において⼀晩培養した．遠⼼ (4°C, 
13,210×g, 2 min) により菌体を回収し，QIA quick PCR Purification kit (QIAGEN, Venlo, 
Netherlands) を⽤いてプラスミドを抽出した．回収したプラスミドの配列をユーロフィン
DNAシーケンス受託サービス（Eurofins Genomics, Tokyo, Japan）により確認した．MinE変
異体および mCherry 遺伝⼦が pET29 上にコードされたプラスミドを鋳型とし，上記と同じ
プライマーを使⽤し，MinEI24NΔMTS, MinED45A/V49A, MinED45A/V49A/I74Mの３種類のMinE変異
体のプラスミドを作製した． 
 作製したプラスミドを⽤いて⼤腸菌 BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL 株を形質転換し，2.2.1
における野⽣型MinEと同様の⽅法でMinE変異体を発現および精製し，濃度定量を⾏った． 
 

3.2.1.2 ⼈⼯細胞内におけるMin波の再構成実験 
2.2.3と同様の⽅法で⼈⼯細胞内においてMin波を再構成した．MinDおよびmsfGFP-MinC

は 2.2.1 において精製したものを使⽤した．2.2.3 と同様に Reaction buffer [25 mM Tris-HCl 

(pH 7.6), 150 mM GluK, 5 mM GluMg] 中に 0.1 μM msfGFP-MinC, 1 μM MinD, 1 μM MinE, 2.5 

mM ATP および 100 mg/mL BSAを混合した溶液を通常条件とした．塩濃度を変更する場合
は，5×Reaction buffer [125 mM Tris-HCl pH 7.6, 750 mM GluK, 25 mM GluMg] および 1.5 M 

GluKを⽤い，任意の塩濃度の内液を調製した．KCl濃度の影響を調べる際は，5×KCl Reaction 
buffer [125 mM Tris-HCl pH 7.6, 750 mM KCl, 25 mM GluMg] および 1.5 M KClを⽤いて KCl

濃度が 50–500 mMの内液を調製した．このとき，BSA溶液は KCl Reaction buffer [25 mM 
Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM KCl, 5 mM GluMg] にバッファー交換したものを使⽤した．脂質
組成の影響を調べる場合は，2.2.3で述べた E.coli polar lipidの脂質溶液の調製と同様の⼿法
で 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) および 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-

(1’-rac-glycerol) (DOPG) の混合脂質の脂質フィルムを作製した．このとき，DOPG濃度を脂
質分⼦全体の 10–40 mol%とし，DOPCと DOPGの終濃度の合計が 1 mg/mLとなるようにし
た．脂質フィルム作製後，1.5時間減圧乾燥をした後，ミネラルオイルを添加し，Bransonic
を⽤いて 60°C で 90 分間超⾳波処理をし，１分間ボルテックスをすることで脂質混合溶液
を調製した．また，MinE変異体を⽤いる場合は，野⽣型MinEの代わりに 0.2–5 µMのMinE

変異体を内液に添加した． 
 

3.2.1.3 平⾯膜の作製および平⾯膜上におけるMin波の再構成 
 先⾏研究 150の⼿法を参考にし，脂質平⾯膜をガラス上に作製した．2.2.5と同様の⽅法で
SUVs溶液を作製した．この際，乾燥させた脂質フィルムに Reaction bufferの代わりに TK150 

buffer [25 mM Tris-HCl pH 7.6 and 150 mM KCl] を脂質分⼦の終濃度が 4 mg/mLになるよう
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に添加し，室温において⼀晩静置⽔和を⾏った．1分間のボルテックス後，エクストルーダ
ーを⽤いて SUVs溶液を作製し，TK150 bufferを⽤いて 2 mg/mLに希釈した． 
 平⾯膜作製⽤のチャンバーの作製のため，0.2 mL マイクロチューブの底 3 mm 程度と蓋
を切り落とし，チューブの⼝の縁に紫外線硬化樹脂 (Norland UV Curing Adhesives 68; Norland 
Products, Cranbury, NJ, USA) を塗布し，Micro Cover glass 22 mm×32 mm (Matsunami Glass) の
中央に置いた．紫外線を照射することでカバーガラスとマイクロチューブを接着させ，チャ
ンバーを作製した．このチャンバーをプラズマイオンボンバーダ PIB-10型 (Vacuum Device, 
Ibaraki, Japan) に静置し，HARDモードで 3分間親⽔化処理を⾏った． 
 SUVs溶液に終濃度 1 mMの CaCl2を加えた溶液を親⽔化処理後のチャンバーに 20 µL添
加し，室温で 5分静置し平⾯膜 (Supported Lipid Bilayers, SLBs) を作製した．TK150 buffer 
180 µLを加え 2–3回ピペッティングし，150 µLの溶液を取り除いた．再び TK150 buffer 150 

µL を加え，同じ操作を 4 回以上繰り返し，余剰した SUVs や CaCl2を除去した．Reaction 
buffer 150 µLを加え 2–3回ピペッティングし，150 µLの溶液を取り除く操作を 5回以上繰
り返し，チャンバー中のバッファーを Reaction bufferに置換した． 
 チャンバー中の反応溶液量が 50 µLとなるように Reaction bufferおよび msfGFP-MinC (終
濃度 0.1 μM)，MinD (終濃度 1 μM) , MinE (終濃度 1 μM)，ATP (終濃度 2.5 mM) を平⾯膜上
に添加すると共に，塩濃度や BSA濃度を任意の濃度に変更した．チャンバー作製時に切り
落とした 0.2 mLマイクロチューブの蓋でチャンバーに蓋をし，室温で 2時間以上静置した
後，蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡 (FV1000) を⽤いて Min タンパク質の挙動を
観察および撮像した． 
 

3.2.1.4 Min波の性質の画像解析 
 Fijiソフトウェアを⽤いてMin波の波幅，波が膜⾯に占める占有⾓，速度，および周期の
解析を⾏った．波の数が１の Min 波が発⽣している任意の⼈⼯細胞の直径および⼈⼯細胞
内において観察断⾯に⽣じている Min 波の両端と⼈⼯細胞の中⼼が成す⾓度 (占有⾓) を，
Fijiソフトウェアの Straight line toolおよび Angle toolを⽤いて測定した．波幅は，(⼈⼯細胞
の直径) × π × (占有⾓) / 360°により算出した．また，Min波が⼈⼯細胞内を⼀周以上するの
にかかった時間と，その時点で 360°を超えて進んだ⾓度を測定し，(時間) × 360° / (波が進ん
だ⾓度) により周期を算出した．(⼈⼯細胞の直径) × π / (周期) により速度を算出した．
sfGFP-MinD と MinE-mCherry により再構成された Min 波の解析においては，光⼭博⼠ (東
京⼤学) が取得した蛍光顕微鏡画像を解析した． 
 平⾯膜上において再構成した Min 波の解析においては，任意の波において波の進⾏⽅向
に対して平⾏の⽅向に msfGFP-MinC の蛍光シグナルが観察された⻑さを波幅として，連続
する 2つの波の後縁間の⻑さを波⻑として測定した．同様に，連続する波の進⾏⽅向に対し
て平⾏⽅向に任意の 2点を取り，2点間の距離および 2点間を波が移動するのに要した時間
の平均値を⽤いて，波の速度を算出した． 
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3.2.1.5 拡散速度の解析 
 2.2.3および 3.2.1.2と同様の⽅法で E. coli polar lipidsまたは DOPCとDOPGの混合脂質， 
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE) (Avanti) と DOPGの混合脂質を溶解し
た脂質溶液を調製し，エマルションを作製した．DOPEと DOPGの混合脂質を調製する際，
脂質分⼦の終濃度の合計が 1 mg/mLになるようにし，DOPG濃度を脂質分⼦全体の 10また
は 40 mol%とした．⼈⼯細胞の内液は，Reaction buffer中に 1 μM msfGFP-MinD, 2.5 mM ATP

および 100 mg/mL BSA を添加したものを使⽤した．エマルション内の msfGFP-MinD の蛍
光を共焦点顕微鏡 (FV1200; Olympus) により観察し，FV1200の tornade bleachingを⽤い膜
上における msfGFP-MinDの⼀部を褪⾊させ，褪⾊領域の蛍光強度の経時変化を FRAPモー
ドにより測定した．Axelrod 式 151によりフィッティングカーブを算出し，msfGFP-MinD の
膜上における拡散速度を求めた． 
 

3.2.2 ２種類のエネルギー源を⽤いたMin波の制御 
3.2.2.1 dATPを⽤いた⼈⼯細胞内におけるMin波の再構成実験 
Minタンパク質は 2.2.1で精製したものを使⽤した．また，2.2.1のMinDと同様の⼿法で

msfGFP-MinD を発現および精製した．発現⽤プラスミドは pET15-msfGFP-MinD126 を使⽤
し，AmiconUltra-0.5 30Kを⽤いて精製したタンパク質溶液の濃縮とバッファー交換をした． 
Min波の⼈⼯細胞内再構成のため，Reaction buffer中に 0.1 μM msfGFP-MinC, 1 μM MinD, 

0.7または 1 μM MinE, 100 mg/mL BSA, および 2.5 mM ATPまたは dATP , ADPを混合した
溶液を⽤いて 2.2.3と同様の⼿法でエマルションを作製した．ATPおよび dATPの濃度⽐の
影響を検証するため，ATPおよび dATPの合計濃度を 2.5 mMに固定し，任意の濃度⽐で両
者を混合した．蛍光顕微鏡を⽤いて Min 波のタイムラプス画像を撮像し，⼈⼯細胞の膜上
のキモグラフを Fijiソフトウェアを⽤いて作製した．波⻑の解析以外は，波の数が１のMin

波が発⽣している⼈⼯細胞のみを解析に使⽤した． 
MinDの膜局在の解析のため，1 μM msfGFP-MinDおよび 100 mg/mL BSA, 2.5 mM ATPま
たは dATP, ADPを内包した⼈⼯細胞を作製した．この⼈⼯細胞における msfGFP-MinDの局
在を蛍光顕微鏡により観察した． 
Min波の周期を⽤いた ATP/dATP⽐のデコーディング実験では，ATP溶液および dATP溶
液として，事前に 2.5 mM ATPと 4 µM mCherry，2.5 mM dATPと 10 µM TagBFP2を混合し
た溶液を使⽤した．mCherryおよび TagBFP2は，先⾏研究 134において精製されたものを使
⽤した．これらの溶液を⽤い，0.1 μM msfGFP-MinC, 1 μM MinD, 0.7 μM MinE, 100 mg/mL 
BSAおよび蛍光タンパク質と混合した ATPおよび dATPを任意の濃度⽐で混合し，⼈⼯細
胞を作製した．mCherry および TagBFP2 の蛍光シグナルを蛍光顕微鏡により撮像した後，
msfGFP-MinCの挙動を観察した．mCherryおよび TagBFP2の蛍光強度を Fijiソフトウェア
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の Analyze Particle を⽤いて測定し，この値を各⼈⼯細胞の断⾯積の平⽅根により割った値
を⽤いて，ATP/dATP⽐を算出した． 
⼈⼯細胞内において発⽣した波の数が１の Min 波のタイムラプス画像から，Min 波の周

期として，Min波が⼈⼯細胞内を⼀周するのに要する時間を測定した．Fijiソフトウェアの
Angle toolを⽤い，Min波が⼈⼯細胞内を 360°以上進んだ時点において，360°を超過して進
んだ⾓度を測定した．この⾓度と時間を⽤い，周期を算出した． 
 

3.2.2.2 MinDと脂質⼩胞の共沈降アッセイ 
 MinD の膜親和性を定量的に調査するため，SUVs に結合する msfGFP-MinD 量を推定し
た．2.2.5と同様の⽅法で SUVs溶液を調製した．Reaction buffer中に 0.5 μM msfGFP-MinD, 

0.5または 1.5 mg/mL SUVs, および 500 μM ATPまたは dATP, ADPを混合し，室温において
30分間静置した．4°C, 30,000×gの条件で 10分間遠⼼し，上清を除去した．沈殿物を 10 µL

の Reaction bufferを⽤いて懸濁し，懸濁液中の msfGFP-MinDの蛍光強度を GloMax Explorer 

(Promega, Madison, WI, USA) を⽤いて定量した． 
 

3.2.2.3 MinDによる ATPまたは dATPの加⽔分解活性の評価 
 Reaction buffer中に 1 μM MinDおよび 1 μM MinE を 2.5 mM ATPまたは dATP と 1 mg/mL 

SUVsと共に混合した．また，dATPを⽤いる場合，MinDとMinEどちらか⼀⽅のみを含む
反応溶液も調製した．混合溶液を 37°C において反応させ，反応開始直後から 40 分後まで
の反応溶液を 5 分毎に 5 µL ずつ分取した．反応後の溶液に含まれる無機リン酸 (Pi) 濃度
を BIOMOL Green を⽤いて定量し，Pi 濃度の増加速度から，ATP および dATP の加⽔分解
速度を算出した． 
 

3.3 結果 
3.3.1 Min波の空間サイズに対するスケーリングの原理 
3.3.1.1 Min波のスケーリングのパラメータ依存性 

波のモードはパラメータにより制御されたが，本研究の⼈⼯細胞系では，同じ再構成条件
下であっても個々の⼈⼯細胞のサイズは異なる．⼈⼯細胞のような閉ざされた系では空間サ
イズにより表⾯積/体積⽐が変化するため，空間的な特徴に違いが⽣じる．同じ条件下にお
ける異なるサイズの⼈⼯細胞内の Min 波を⽐較すると，⼈⼯細胞の直径が⼤きくなるほど
Min波におけるMinDの⾼濃度領域の幅（波幅）や速度が線形に増加するスケーリングの性
質があることが先⾏研究 131により明らかになっている (Fig. 3-1A 上, B 上)．波幅や速度の
観点で⽐較すると空間サイズに依存して変化するが，波幅を波の形状と捉え，さらに速度を
波が⼈⼯細胞内を⼀周するのにかかる時間 (周期) に変換すると，波の形状と周期が空間サ
イズによらず⼀定になる (Fig. 3-1A 下, B 下)．このスケーリングのメカニズムの解明のた
め，平⾯膜上において再構成された Min 波の波幅や速度を変化させることが知られている



 49 

塩濃度や脂質膜の組成を変更した場合でもスケーリングが維持されるか検証した．ここで，
第 2章においてMin波の standing waveは出現するパラメータ条件が狭いことが⽰されたた
め，本章においてはMin波の traveling waveを解析の対象とした．また， MinDまたはMinC

の⾼濃度領域のドメインの数を波の数と定義した． 
 カリウムイオン濃度やアニオン性脂質の割合により脂質膜と MinE の静電相互作⽤が変
化するため，カリウムイオン濃度が⾼い，またはアニオン性脂質が少ないほど波幅が⻑く，
速度は速くなる 111．Minタンパク質は先⾏研究 131と同様に 1 µM sfGFP-MinDおよび 1 µM 

MinE-mCherryを⽤い，これまで 150 mMだったカリウムイオン濃度を 50–300 mMの範囲で
変えて⼈⼯細胞の直径およびMinD⾼濃度領域の数（波の数）が１のMin波の波幅と速度を
測定した．⼈⼯細胞の直径に対し Min 波の波幅および速度をプロットした結果，カリウム
イオン濃度によらず波幅と速度ともに⽐例関係にあり，空間サイズに対してスケーリング
することが⽰された (Fig. 3-2A, 3-3A)．同様にこれまで⽤いてきた E. coli polar lipid extract

の代わりに中性脂質の DOPEとアニオン性脂質の DOPGの混合脂質を⽤い，DOPGの割合
を 10–40%の範囲で変えても，波幅および速度が⼈⼯細胞直径に⽐例し，スケーリングが維
持されていた (Fig. 3-2A, 3-3A)．これらより，塩濃度や脂質組成に依らず空間サイズに対す
るスケーリングが維持されることが⽰された． 
 このように，開放系においては波幅や速度が反応パラメータの影響を⼤きく受けるのにも
関わらず 111，⼈⼯細胞内においては塩濃度や脂質組成を変えても波幅と速度が空間サイズ
によってスケールするという制御が存在することがわかった．ここで，これまでにスケーリ
ングを検証した実験系では sfGFP-MinDおよびMinE-mCherryを⽤いていたため，MinDEに
蛍光タンパク質を融合していることのアーティファクトである可能性を考えた．実際に，先
⾏研究により蛍光タグが MinE の機能に影響を与えることが報告されている 136．そこで，
⽣細胞内のMin 波により近い条件にするため，第２章において⽤いた msfGFP-MinC, MinD

および MinE により Min 波の発⽣および観察を⾏うことにした．この実験系による波の数
が１のMin波の波幅と速度を測定した結果，共に⼈⼯細胞の直径と⽐例したことから，Min
波のスケーリングは蛍光タグのアーティファクトではないことが⽰された (Fig. 3-2B, 3-3B)． 

次に，Min波のスケーリングのメカニズムを追求するため，スケーリングのパラメータ依
存性を検証した．Min 波の発⽣に関わるパラメータとして，細胞質中および膜上における
MinDEの拡散係数，MinDEの膜結合，MinDEの膜からの解離，MinEによるMinDの ATPase

反応の誘導，MinEの構造変化が挙げられる．これらのパラメータのうち膜上の拡散係数は，
msfGFP-MinDおよび ATP, BSAを内包した⼈⼯細胞における膜上の msfGFP-MinDの拡散係
数を FRAPにより測定することで，脂質組成によって変化することが⽰された (Fig. 3-4)．
E. coli polar lipidよりも拡散速度が低下する DOPEおよび DOPGの混合脂質でもスケーリン
グが維持されることは，蛍光タンパク質融合のMinDEを⽤いた実験により既に⽰されてい
る (Fig. 3-2A, 3-3A)．そこで，拡散速度を増加させるような脂質組成の変更 (拡散速度や
MinDEの膜結合 111に作⽤)，より広い濃度レンジの塩濃度の変更 (MinEの膜結合やMinDE
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の解離に作⽤ 111)，BSA濃度の変更 (細胞質中の拡散に作⽤ 125) ，MinE変異体の使⽤ (MinE
の膜結合や MinD との結合，ATPase 反応の誘導，MinE の構造変化に作⽤ 105,107,126)により，
パラメータを変えてMin波を発⽣させ，スケーリングが⽣じるかを調べた (Fig. 3-5)．通常
条件は 0.1 μM msfGFP-MinC, 1 μM MinD, 1 μM MinE, 100 mg/mL BSA, および 150 mM GluK

のところ，塩濃度を 50–500 mM, BSA濃度を 50–200 mg/mLの範囲でそれぞれ変更した結果，
全ての条件において波幅および速度と⼈⼯細胞の直径が⽐例し，スケーリングが維持され
た (Fig. 3-2B, 3-3B)．また，膜を構成する脂質を E. coli polar lipidの場合よりも拡散速度が 2

倍程度に速くなる DOPCと DOPGの混合脂質に変更し (Fig. 3-4)，DOPGの割合を 10–30%

の範囲で変えて⽤いると，DOPGの割合が⼩さいほど波幅は⻑く，速度は遅くなる傾向にあ
る⼀⽅で，各条件におけるスケーリングは維持された (Fig. 3-2B, 3-3B)．さらに，膜結合領
域を⽋損した MinEΔMTS および膜結合能や MinD との相互作⽤が異なる MinE 変異体 105 

(MinEI24NΔMTS, MinED45A/V49A, MinED45A/V49A/I74M) を⽤いて同様にスケーリングを検証した．
MinE変異体を使⽤するとMin波が発⽣する濃度領域が変化することから 126，msfGFP-MinC
によりMin波を可視化する実験系においてMinE変異体の濃度を振り，Min波が発⽣する各
MinE変異体の濃度領域を調べた (Fig. 3-6)．その中でMin波が最も安定的に発⽣したMinE

変異体濃度における波幅および速度を測定した結果，変異体により同じサイズの⼈⼯細胞
における Min 波の波幅と速度が⼤きく変化するのにも関わらず，どの変異体においてもス
ケーリングが確認された (Fig. 3-2B, 3-3B)．以上より，Min波の波幅と速度のスケーリング
はどのパラメータ条件でも維持される，つまりパラメータ⾮依存であることが⽰唆された． 
 

3.3.1.2 波⻑のスケーリング 
ここまでの検証により，波の数が１の Min 波の波幅と速度がパラメータ⾮依存的に空間

サイズに対してスケーリングすることが⽰唆された．速度は Min 波の時間に関する指標で
あり，波の数が１の場合は速度から Min 波が⼈⼯細胞内を⼀周し元の状態に戻るまでの時
間を算出することで，時間に関する周期性を定義可能である．⼀⽅，波幅は Min 波の空間
形状の指標に過ぎない．反応拡散波の空間周期性を決定付けるのは波幅ではなく波⻑であ
るが，波⻑も波幅と同様にスケーリングするかは明らかではない．このような空間サイズが
波⻑に与える影響を検証するにあたり，そもそも波⻑は波と波の間の間隔のことを指すた
め，波の数が１の Min 波の場合は空間的な周期性を定義できず，波の数が複数の波と同じ
ように波⻑を議論できないという問題がある． 

波の数が１の Min 波の波⻑に相当する特徴には，２つの仮説が考えられる．⼀つ⽬の仮
説はMin波が内在的な固有波⻑をもつという考え⽅である 53,120 (Fig. 3-7A上)．この場合，
波⻑は開放系における複数の波の固有波⻑と同様に反応パラメータにより定義され，空間サ
イズに関係なく⼀定になる．⼆つ⽬の仮説は，波⻑が空間サイズに対してスケールされると
いう考え⽅であり，この場合の波⻑は空間サイズによって決定される 122 (Fig. 3-7A下)．つ
まり，波の数が１の場合は⼈⼯細胞の断⾯の円周の⻑さが波⻑となる．この仮説は，周期境
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界条件が仮定されている場合，⼈⼯細胞を⼀周すると，⾒た⽬には同⼀の波であるものの再
び波が現れるため，波の数が１の Min 波の場合でも周期構造をもつ波の数が複数の波と⾒
なせることに基づく． 
これらの仮説を検証するにあたり，先⾏研究 111で⽰されているカリウムイオン濃度に対
する波⻑の感受性に着⽬した．E. coli polar lipidを⽤いて脂質平⾯膜 (supported lipid bilayers, 
SLBs) を作製し，GluK 濃度を 50–500 mM の範囲で変えて⼈⼯細胞系と同じ条件で Min 波
を再構成すると，先⾏研究と同様に Min 波の波⻑ (Wl) と波幅 (Bw) はどちらも塩濃度の
増加に伴い増加した (Fig. 3-7B–D)．ここで，波⻑と波幅それぞれに着⽬すると塩濃度感受
性が⾼いにも関わらず，波の形状に相当する Bwと Wlの⽐ (ξ = Bw/Wl) は塩濃度増加に伴
いわずかに⼤きくなるものの，ほぼ⼀定であることを⾒出した (Fig. 3-7E)．塩濃度に対する
ξ の頑健性を利⽤し，波の数が１の Min 波の波⻑が空間サイズに依存しない固有波⻑なの
か，空間サイズによりスケールされるかを検証した．波の数が１の Min 波の波⻑が固有の
ものであれば，⼈⼯細胞のサイズは波⻑とは無関係であるため，Bw と空間サイズ (⼈⼯細
胞の断⾯の円周, πd; dは⼈⼯細胞の直径) の⽐ (ζ = Bw/πd) は塩濃度に対して感受性を⽰す
はずである．⼀⽅，波の数が１のMin 波の波⻑が Bw と同様に空間サイズによりスケール
される場合，Bwと πdの⽐である ζ は平⾯膜系における Bwと Wlの⽐である ξ に⽐例す
るはずであるため，塩濃度に対して安定性を⽰すと考えられる．この仮説のもと，⼈⼯細胞
系において 50–500 mM の範囲で GluK 濃度を変えて発⽣させた Min 波の ζ を解析した結
果，ζ は塩濃度の増加に伴いわずかに増加するのみでほぼ⼀定となり，開放系における ξ と
⾮常に似た塩濃度変化に対する応答を⽰した (Fig. 3-7B,E)．したがって，波の数が１のMin

波の波⻑は空間サイズにより定義される，つまりスケーリングすることが⽰唆された． 
ζ と ξ の⽐較により⼈⼯細胞内における波の数が１のMin波の波⻑のスケーリングを検

証したが，細胞サイズ空間における ζ が開放系における ξ と本質的に等しいか否か，つま
り，ζ と ξ が⽐例関係にあるか否かは不明である (Fig. 3-8A)．この点を検証するため，塩
濃度変化に対する開放系における ξ のわずかな変化に注⽬した．ξ は塩濃度変化に対して
頑健であるものの，厳密には⼀定ではなくわずかに変化していることから，物理化学的条件
を変化させると ξ も変化すると考えられる．実際に，MinEの TM変異体 (MinE D45A/V49A/I74M) 
を⽤いると，タンパク質のコンフォメーション変化に関する特性は野⽣型MinEと類似して
いるものの 105,126，ξ は野⽣型MinEの場合よりも 1.29倍⾼くなった (Fig. 3-8B)．また，MTS
を⽋損した MinEΔMTS 変異体の場合，ξ は野⽣型 MinE の 1.72 倍になった (Fig. 3-8B)．ξ
と ζ の関係性を検証するため，⼈⼯細胞系においても MinE変異体を⽤いた場合の Min 波
の ζ を解析した結果，開放系の場合と同様に，TM 変異体の場合は野⽣型の 1.26 倍，
MinEΔMTSの場合は 2.45倍に増加した (Fig. 3-8B)．このように，平⾯膜系と⼈⼯細胞系と
もに TM 変異体を⽤いると ξ または ζ がわずかに増⼤し，MinEΔMTS を⽤いると⼤きく
増加したことから，ξ と ζ はパラメータ変化に対して類似した応答を⽰すと⾔える．さら
に，定量的な⽐較をするため，TM変異体を⽤いて 150, 300, 500 mM GluK条件下において
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⼈⼯細胞系および平⾯膜系の両⽅の空間条件下においてMin波を再構成し，ζ または ξ を
解析した．その結果，野⽣型MinEを⽤いた場合と同様に，平⾯膜系における波⻑や波幅そ
のものは塩濃度の増加に伴い増⼤し，500 mM GluKにおける波⻑と波幅はそれぞれ 150 mM 

GluK 条件時の 2.30倍および 3.25倍になった (Fig. 3-8C)．⼀⽅，ξ の変化は 1.40倍に抑制
された (Fig. 3-8D)．また，⼈⼯細胞系における ζ も塩濃度の上昇に伴いわずかに増加し，
平⾯膜系における ξ と類似した推移を⽰した (Fig. 3-8D)．このデータと様々な塩濃度条件
で野⽣型 MinE を⽤いて再構成した Min 波の ξ および ζ を併せ，ξ に対して ζ をプロッ
トすると，強い相関関係があることがわかった (r = 0.98) (Fig. 3-8E)．これらは，細胞サイ
ズ空間における ζ が開放系における ξ と本質的に等しいことを⽰している．これらの結果
を統合すると，波の数が１の Min 波の波⻑は空間サイズにより定義され，波⻑が空間サイ
ズによりスケールされることで，波全体が拡⼤縮⼩の制御を受け，波幅や速度もスケールさ
れることが⽰された． 
 

3.3.1.3 ⼈⼯細胞内における波の数が１のMin波の塩濃度安定性 
ここまでで，Min 波のモード (第２章) や波幅および速度 (本章) はパラメータにより変
化することを⽰した⼀⽅で，同⼀条件下における異なるサイズの⼈⼯細胞を⽐較すると空
間サイズに対して波⻑，波幅，速度がスケーリングしており，これにより波の形状や周期が
空間サイズによらず⼀定に保たれていることが明らかになった．このように Min 波の性質
が安定性を⽰すのは空間サイズだけではない．先⾏研究により，Min波の波幅に相当する波
の ζ と速度に相当する周期が塩濃度変化に対して安定性を⽰すことが⽰されている 131．平
⾯膜系においては Min 波の波幅と速度は塩濃度感受性が強いため 111 (Fig. 3-7B,D)，これは
細胞サイズ空間特異的な性質である． 

先⾏研究では 50–300 mM GluKの濃度領域で塩濃度安定性が報告されていたが，より広い
濃度領域においても安定性が⾒られるのか，そして msfGFP-MinCを⽤いてMin波を可視化
する⽣体内の条件に近付けた本研究の実験系においても塩濃度安定性があるかを確認する
ため，⼈⼯細胞系と平⾯膜系の両⽅において 50–500 mMの塩濃度条件下における時空間特
性の安定性を検証した．⼈⼯細胞系の場合は⼈⼯細胞間の空間サイズの違いの影響を排除
するために ζ および⾓速度を，平⾯膜系の場合は波幅および速度を測定し，塩濃度に対し
てプロットした．その結果，平⾯膜系では 50 mM GluKから 500 mM GluKにかけて波幅が
3.08倍に増加し (Fig. 3-9A)，速度は最⼩値 (50 mM GluK条件) と最⼤値 (300 mM GluK条
件) との間に 4.18倍の差があるのに対し (Fig. 3-10A)，⼈⼯細胞系では ζ は 50 mM GluKか
ら 500 mM GluKにかけて 1.28 倍増加し (Fig. 3-9B)，⾓速度は最⼩値 (500 mM) と最⼤値 
(150 mM) の差が 1.99倍であり (Fig. 3-10B)，より広い塩濃度領域において msfGFP-MinCを
⽤いた系においても，平⾯膜系に⽐べて安定性が⾒られた．また，先⾏研究 111では完全に
電離する KCl を塩として⽤いているのに対し，本研究では電離度が低く塩としての効果の
弱い GluK を⽤いていることが⼈⼯細胞系における塩濃度安定性の要因である可能性を考
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え，KCl を⽤いて⼈⼯細胞内において Min 波を再構成し，塩濃度安定性を調べた．その結
果，GluKの場合と同様に 50 mMから 500 mMに KCl濃度が増加しても ζ の増加は 1.21倍
に留まり，ほぼ⼀定となった (Fig. 3-9B)．また，速度も最⼩値 (150 mM) と最⼤値 (400 mM) 
の差は 1.18倍と⼩さかった (Fig. 3-10B)．したがって，⼈⼯細胞系におけるMin波の塩濃度
安定性は GluKを⽤いていることに由来するものではないと⾔える． 

塩濃度変化に対して異なる応答を⽰す⼈⼯細胞内と平⾯膜上における Min 波の再構成系
の⼤きな違いとして微⼩な閉鎖空間と開放系という空間的な差に加え，BSA の有無が挙げ
られる．⼈⼯細胞内では BSAとの膜の競合を利⽤しMinEの分⼦配置を制御しなければMin
波が発⽣しないが，平⾯膜系では BSAは添加されていない．もし⼈⼯細胞内における Min

波の塩濃度安定性に BSA が関与していた場合，BSA を減らすと塩濃度安定性が弱まり，
BSAを増やすとより安定になると考えられる．この点を検証するため，通常 100 mg/mLの
濃度で BSAを⽤いているところ，50および 200 mg/mLにして⼈⼯細胞内で Min 波を再構
成し，ζ と⾓速度を解析した．その結果，ζ の塩濃度安定性は BSA 濃度によらず同程度と
なった (Fig. 3-9B)．⼀⽅で，⾓速度は BSA濃度が⾼いほど⾼濃度 GluK 条件で⼤きく増加
した (Fig. 3-10B)．BSA濃度を低くした場合に塩濃度安定性は消失せず，さらに予想に反し
BSA濃度が⾼い場合に速度の塩濃度依存性が確認されたことから，BSAが塩濃度安定性の
要因ではないことが⽰唆された． 
 さらに，平⾯膜系に BSAを添加することで平⾯膜上でのMin波にも塩濃度安定性が現れ
るか検証した．Minタンパク質に加え，50または 100 mg/mL BSAを⽤いて平⾯膜上におけ
るMin波の波幅と速度を解析した．その結果，BSA⾮添加の条件と同様にMin波の波幅は
塩濃度に依存して増加した (Fig. 3-9A)．⼀⽅，BSA ⾮添加条件においては速度の最⼩値と
最⼤値の間に 4.18倍の差が⽣じたが，BSAを添加すると 50 mg/mL BSAの場合は速度の変
化が最⼤ 2.43倍，100 mg/mL BSAの場合は最⼤ 1.99倍となり，BSA濃度の増加に伴って塩
濃度感受性が低下した (Fig. 3-10A)．⼈⼯細胞系において BSA 濃度を増加させた場合と反
対の振る舞いを⽰したことから，速度の塩濃度安定性に対する BSAの影響は定かではない．
しかし，波幅については BSAの影響は⾒られなかったことから，⼈⼯細胞内のMin波の波
幅の塩濃度安定性は BSAに起因するものではないことが⽰唆された．  
 

3.3.1.4 ⼈⼯細胞内における波の数が複数のMin波の塩濃度変化への応答 
これまでは波の数が１の Min 波の塩濃度安定性を検証してきたが，直径がおよそ 25 μm

以上の⼈⼯細胞では波の数が複数になり，⼈⼯細胞の直径に対し波の数が線形に増加する
ことが明らかになっている 131．そこで，波の数が複数の Min 波が塩濃度変化に対してどの
ような応答を⽰すか調べることで，波の数が１の Min 波にのみ塩濃度安定性があるのか，
あるいは閉鎖空間であれば塩濃度安定性が⽣じるのかを検証した． 
 これまでは直径が約 10–30 μmの波の数が１のMin波が発⽣している⼈⼯細胞を観察して
いたが，⼈⼯細胞を作製する際のタッピングの回数を減らすことでより⼤きな⼈⼯細胞を
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作製し，波の数が複数の Min 波を観察した．波の数が複数の Min 波は出現や消失を繰り返
すなど不規則に振る舞い，波幅や波の形状が常に変化する様⼦が観察された．この不規則な
振る舞いから，波の数が１の Min 波とは異なり波幅と速度の測定が困難であったため，波
の数の⼈⼯細胞サイズ依存性を利⽤して波⻑が塩濃度によって変化するか調べた．波の数が
複数の場合，波⻑は波同⼠の間の間隔であるため，⼈⼯細胞の断⾯の円周を波の数で割るこ
とで平均波⻑を算出することができる．GluK濃度を 150–500 mMの範囲で変えて様々なサ
イズの⼈⼯細胞内で再構成したMin波の波の数の時間平均を解析した結果，GluK濃度を変
えても先⾏研究 131と同様に波の数が１より⼤きいMin波において波の数が⼈⼯細胞の直径
に対し線形に増加した (Fig. 3-11)．このとき，時間平均の波の数が１より⼤きいデータのみ
を線形回帰した際の回帰直線の傾きが GluK 濃度の増加に伴いわずかに減少し，GluK 濃度
が⾼いほど波の数が少なくなった．これは，塩濃度の増加により波の数が複数の Min 波の
波⻑が⻑くなっていることを⽰している．回帰直線の傾きの逆数が波の数が１つ増えるのに
必要な⼈⼯細胞の直径の増加分であることを利⽤して平均波⻑を算出すると，150 mM GluK
の場合は 71.1 µm，300 mM GluKの場合は 83.8 µm，500 mM GluKの場合は 97.3 µmとなっ
た．ここで 500 mM GluK条件下における波⻑は 150 mMの場合の 1.37倍である．BSA⾮添
加の平⾯膜系において，500 mM GluKの場合の波⻑は 150 mM GluKの場合の 1.51倍である
ことを踏まえると，⼈⼯細胞系において波の数が複数の場合，波⻑の塩濃度依存性は平⾯膜
系と⼤きく変わらない．また，波の数が１の Min 波が発⽣した⼈⼯細胞の直径の最⼤値は
GluK濃度が 150 mMでは 29.1 μm，300 mMでは 36.8 μm，500 mMでは 39.1 μmであり，500 
mM GluKでの最⼤値は 150 mM GluKでの最⼤値の 1.34倍となった．開放系における Min

波の波⻑と波幅は塩濃度が⾼いほど⻑くなること，⼈⼯細胞内における波の数が複数のMin

波の波⻑も塩濃度が⾼いほど⻑くなること，そして⼈⼯細胞系において波の数が１の場合
はスケーリングにより⼈⼯細胞の断⾯の円周が波⻑となることから，この結果は塩濃度が
⾼いほど波の数が１の Min 波の最⼤波⻑も⻑くなることを⽰している．さらに，この波の
数が１の Min 波が発⽣する⼈⼯細胞サイズの最⼤値の塩濃度変化も平⾯膜系における波⻑
の塩濃度依存性と同程度であることから，細胞サイズ空間であっても空間サイズが波⻑より
も⼤きい場合，波⻑は塩濃度により変化すると⾔える．これらより，Min波の波幅の塩濃度
安定性は，波の数が１の場合に特異的な現象であることが⽰唆された． 
 

3.3.2 ２種類のエネルギー源を⽤いたMin波の制御 
3.3.2.1 dATPによるMin波の発⽣ 

前節において空間サイズが Min 波の空間周期性そのものである波⻑を規定することを明
らかにしたが，Min波の⼈⼯細胞系では直径 5 µm程度，つまり円周 15 µm程度の⼈⼯細胞
が波が発⽣する⼈⼯細胞サイズの下限であり，⽣細胞と同程度の短さの波⻑の波は⾒られ
ていない．したがって，細胞サイズ空間において空間以外にも波⻑を制御可能な因⼦がある
ことが予想されるが，この点は明らかではない．実際に平⾯膜上における再構成研究におい
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ては，Min波の性質は反応サイクルに登場する分⼦濃度の変更 112,116,117,126,127や，塩濃度 111，
温度 140，変異体 112,116,138や脂質膜の組成 111などの分⼦の種類を変更することで変化させる
ことが可能である (Fig. 3-2, 3-3)．しかし，１つの要素の変動が複数のパラメータに影響を
及ぼすこと，そして変異体や脂質の組成などは連続的な変化が不可能であり，⾮線形で複雑
な振る舞いを⽰す反応拡散波の理解が困難であるという問題がある．そこで，連続的なパラ
メータ変化が可能で，単⼀のパラメータにのみ作⽤し得るものとして，低分⼦化合物を⽤い
た競合阻害による活性調節に着⽬した．先⾏研究では ADPや dATPなどの ATPの類似化合
物が ATP 依存的な MinDの膜結合を阻害することが⽰されている 55,108．このうち ADPは，
Min 波の発⽣において MinDが ATPを加⽔分解することで⽣じる分⼦であるため，ADPの
添加は複数のパラメータに作⽤する可能性がある．そこで，dATPの添加によりMin波の時
空間特性が変化するか検証した． 

まず，dATPが ATPによるMin波の形成を阻害することを確認するため，ATP, ADP, dATP
のいずれかを⽤いて 0.1 μM の msfGFP-MinCおよび 1 μMのMinD, MinEにより⼈⼯細胞内
においてMin波が発⽣するか検証した．その結果，予想通り ATP条件ではほぼ全ての⼈⼯
細胞において Min 波が発⽣し，ADP 条件では Min 波が発⽣しなかった (n > 100) (Fig. 3-
12A)．しかし，驚くべきことに，ATPの代わりに dATPを⽤いた⼈⼯細胞において，ほぼ全
ての⼈⼯細胞においてMin波が発⽣した (Fig. 3-12A)．さらに，⼈⼯細胞の断⾯の膜上にお
ける msfGFP-MinC の蛍光強度のキモグラフを作製したところ，dATP による Min 波の周期
は ATPによるMin波の周期の半分以下であることが明らかになった (Fig. 3-12A)． 
この dATP により Min 波が発⽣するという結果が，dATP に混⼊した ATP の影響ではな
く，dATP が MinD と結合することによるものであるかを検証した．ここで使⽤した dATP

は純度 99%であるため，2.5 mM dATP条件中に最⼤ 25 μMの ATPが混⼊している可能性が
ある．この 25 µM ATPによりMin波が発⽣した可能性を検証するため，2.5 mM dATP また
はそこに混⼊し得る量の 2倍量の 50 μM ATPそれぞれの条件で，Min 波の残存率の時間変
化を計測した (Fig. 3-12B)．50 μM ATP の場合，⼈⼯細胞作製直後は全ての⼈⼯細胞におい
てMin波が発⽣していたが，15分後には波の発⽣率が 25%まで低下し，20分後にはほとん
どの⼈⼯細胞において Min 波が消失した．⼀⽅，2.5 mM dATP を⽤いた場合は波の発⽣率
は 80%から 95%と ATPの場合 (100%) よりわずかに低くなったが，⼈⼯細胞作製から 70分
後にも Min 波が発⽣し続けていた．これらの結果から，dATP による Min 波の発⽣は ATP

の混⼊が原因ではなく，dATPそのものによってMin波が発⽣することが⽰唆された．した
がって，dATPはMin波発⽣の阻害剤ではなく，ATPと同様のエネルギー源として機能する
ことが明らかになった． 
 

3.3.2.2 dATP/ATP濃度⽐によるMin波の周期の制御 
 Min波が ATPだけではなく dATPにより発⽣可能であること，および dATPによるMin波
は周期が短くなることが⽰された．この結果は dATP と ATP という２種類のエネルギー源



 56 

を使うことで，周期を細かく調節可能であることを⽰唆する．そこで，ATPと dATPを混合
した場合に Min 波がどのような振る舞いを⽰すかを検証するため，ATP と dATP の合計濃
度が 2.5 mM になるように等濃度で両者を混合した条件において Min 波が発⽣するかを観
察した．ここでは traveling waveを安定的に発⽣させるため，MinDとMinE濃度をそれぞれ
1 μMと 0.7 μMにした．その結果，ATPと dATPを混合してもほとんどの⼈⼯細胞でMin波
が発⽣した (Fig. 3-13A)．スケーリングにより⼈⼯細胞サイズの影響を受けない周期を解析
すると，ATPのみの条件ではMin波の周期が 93 ± 12 s，dATPのみの条件では 46 ± 4 sと半
分程度であった．⼀⽅，ATP/dATP混合条件では 71 ± 9 s であり，ATPまたは dATPのみを
⽤いた場合の周期の中間的な⻑さになった．この結果は dATPと ATPの濃度⽐によってMin

波の周期の変調が可能であることを⽰している．また，各条件における⼈⼯細胞の直径を測
定した結果，３条件ともほぼ同じ分布を⽰した(Fig. 3-14A)．また，解析した⼈⼯細胞の 46–

50%を占める直径 17–22 µm の⼈⼯細胞における Min 波の周期と解析した全ての⼈⼯細胞 
(直径 7–30 µm) におけるMin波の周期を⽐較すると，相関係数は 1.00であった (Fig. 3-14B)．
これらの結果から，エネルギー種による周期の違いは解析した⼈⼯細胞のサイズの違いに
よるものではないといえる． 
dATPによりMin波の周期を変調可能であることが⽰されたため，ATPと dATPの濃度⽐
を変更し，周期が連続的に変調するか検証した．ATPによる⻑い周期のMin波と dATPによ
る短い周期のMin波のどちらかが⼀⽅を打ち消す場合は，ATP/dATP濃度⽐によって周期が
急激に変化すると考えられる．しかし，ATPと dATPの濃度⽐が 1:1の条件におけるMin波
の周期の標準偏差が ATP や dATP のみの場合と同程度であることから，両者は共存してお
り，ATP/dATP 濃度⽐によって線形的な周期の変調が可能なことが想定された．そこで，
ATP/dATP濃度⽐を 1:1以外にもより細かく変更することで，Min波の周期の変調を試みた．
ATPと dATPの合計濃度を 2.5 mMに固定し，9種類の ATP/dATP濃度⽐におけるMin 波の
性質を調べた．膜上の msfGFP-MinCのキモグラフや膜上の定点における蛍光強度の時間変
化の解析により，dATPが増加するほど⼀定時間に波が伝播する回数が増加することが⽰さ
れた (Fig. 3-13B,C)．さらに，波の周期を ATPと dATPの合計濃度に対する ATPの割合に対
してプロットした結果，dATPの増加に伴い周期が線形に短くなった (Fig. 3-13D)．このとき
周期という時間に関する性質ではなく，空間的な性質も同時に変化しているか確認した．ま
ず波の数が１の Min 波において空間周期性を特徴付けている波のサイズ (波幅) を解析し
た．波幅を⼈⼯細胞の断⾯の円周に占めるMinDドメインの⾓度 (占有⾓) によって評価し
たところ，ATP/dATP⽐により 121°から 154°の範囲で変化したものの，その濃度⽐によらず
ほぼ⼀定となった (Fig. 3-15A)．また，波の数が複数のMin波の空間的特性として，２つの
波の間の間隔である波⻑を測定した結果，ATPのみと dATPのみの条件の間に有意な差は⾒
られず (p > 0.05)，ほぼ同じ⻑さであった (Fig. 3-15B)．これらの結果より，dATPと ATPの
混合により，Min波の時空間的性質のうち周期のみを線形に変調可能であることが実証され
た． 
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3.3.2.3 Min波の発⽣における dATPの機能 
dATPによりMin波が発⽣し，さらに ATP/dATP⽐によりMin波の周期を制御することが
可能なメカニズムを解明するため，dATPがMinシステムにおいてどのように機能している
か検証することにした．通常，ATPは Minシステムにおいて MinDの膜結合および ATPase

活性の２つの反応に関わっている．そこで，dATPの存在下での MinDの膜結合⼒を検証し
た．Min 波の再構成に使⽤しているものと同じ油中⽔滴による⼈⼯細胞に 1 μM msfGFP-

MinD, 分⼦混雑剤である 100 mg/mL BSAおよび 2.5 mMのヌクレオチド (ATP,  dATP ま
たは ADP) を内包し，msfGFP-MinD の局在を蛍光顕微鏡により観察した．その結果，ATP
の場合はMinDが膜に多く局在し，Min波が発⽣しない ADPの場合は膜上と細胞質のMinD

量の差はほとんど⾒られなかった (Fig. 3-16A)．そして dATPの場合，ATPの場合より少な
いものの，MinDが膜に局在する様⼦が⾒られた．⼈⼯細胞の中⼼を通る直線上の蛍光強度
を取得した結果からも，ATPを⽤いた場合は膜に相当する位置に強いピークが，dATPの場
合は弱いピークが現れ，ADP の場合は膜上に蛍光強度のピークは⾒られなかった (Fig. 3-
16A)．これらの結果より，dATP型のMinDも膜に結合可能であることが⽰された． 
dATP 型の MinD の膜との相互作⽤をより定量的に調べるため，遠⼼により SUVs (Small 

Unillamer Vesicles) と共に沈降する MinD の量を測定する vesicle sedimentation assay を⾏っ
た．1.5 mg/mL SUVs, 500 nM msfGFP-MinD, 500 μM ATPまたは dATP，ADPを混合し室温で
30分間MinDと脂質⼩胞を相互作⽤させた後，遠⼼により SUVsを沈殿させた．そして，上
清を除去し，Min波の再構成に⽤いる Reaction bufferにより沈殿を懸濁した溶液の msfGFP-

MinD濃度を msfGFPの蛍光強度を測定することで定量した．その結果，⼈⼯細胞内におけ
る膜局在量の顕微鏡観察の結果と同様に ATP, dATP, ADP の順に SUVs と共に沈殿する
msfGFP-MinD量が多かった (Fig. 3-16B)．⼀⽅，反応液中の SUVs濃度を 0.5 mg/mLに減ら
すと，dATP 条件において SUVsと共に沈殿する msfGFP-MinD量が減少し，ADP 条件との
差が⼩さくなった (Fig. 3-16B)．これは，dATP型の MinDは ATP型よりも膜結合⼒が弱い
ため，SUVsが減ることで膜に結合しない⽅向へ平衡が偏ったからであると考えられる．こ
れらの結果より，ATP型，dATP型，ADP型の順にMinDは膜結合しやすく，dATP型MinD

も膜結合可能であることが明らかになった． 
次に，加⽔分解により合成されるリン酸の濃度を測定することで，dATPが MinDによっ
て加⽔分解されるか検証した．SUVs, MinDおよびMinEを ATPあるいは dATPと共に混合
し，40分後のリン酸濃度を測定した結果，ATPの場合は 105 ± 19 μM, dATPの場合は 81 ± 8 

μMとなった (Fig. 3-16C)．これまでの⽣化学解析により，MinDは ATP型となると⼆量体
化して脂質膜に結合し，この MinDと MinEが相互作⽤することで ATPase活性が誘起され
ることが明らかになっている．つまり，脂質膜が存在しない場合やMinEが存在しない場合
のATPase活性は弱くなる 55．この反応様式が dATPの場合でも同じかを確認するため，MinD
のみあるいはMinEのみ SUVsと混合した場合のリン酸濃度を測定した結果，リン酸がほと
んど検出されなかった (Fig. 3-16C)．この結果から，ATP の場合と同様に，dATP は膜に結
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合した MinDに MinEが作⽤することより dATPが加⽔分解されたと⾔える．さらに，1分
⼦あたりの加⽔分解速度 (kcat) は ATPの場合は 0.12 ± 0.05 s-1, dATPの場合は 0.10 ± 0.02 s-1

であり，dATPは ATPと同程度の速さで加⽔分解されることが明らかになった． 
これらの結果より，dATP型MinDは脂質膜に結合し，ATPaseであるMinDの基質となる
ことが⽰された．ATPase 活性だけでなく dATPase 活性ももつ ATPase はこれまでに多く報
告されているため，MinD が dATP を利⽤できることは特殊な事例ではない 152–156．さらに
ATPと⽐較すると，加⽔分解速度の差はなく，dATPの使⽤によりMinシステムの反応拡散
共役の中で主にMinDの膜結合強度のみが変更されることが⽰唆された． 
 

3.3.2.4 Min波の周期に対するエネルギー分⼦濃度および観察時間の影響 
Min 波の⼈⼯細胞系では ATP あるいは dATP が常にそれぞれの反応速度で加⽔分解され
るため，経時的に ATP/dATP濃度⽐および ATPと dATPの合計濃度が変化し，周期に影響を
及ぼす可能性がある．この点を検証するため，通常は⼈⼯細胞作製から 15分以内にMin波
を観察しているが，顕微鏡サンプルを⻑時間静置後に測定した．その結果，30分，2時間，
6時間後に観察した場合も，ATPと dATPを等濃度混合した条件では ATPや dATPを単独で
⽤いた条件における周期の中間的な⻑さを⽰した (Fig. 3-17A)．しかし，6時間後では ATP

のみ，dATPのみ，ATPと dATPの混合の全ての条件において周期が相対的に⻑くなったこ
とから，MinD の膜結合を阻害する ADP や dADP の蓄積のような副次的な影響を受けてい
る可能性がある．しかし，⼈⼯細胞の静置時間によらず，ATP/dATP濃度⽐によるMin波の
周期の制御は維持されることが⽰された．  
ここまでの検証では ATP および dATP の合計濃度を 2.5 mM に固定していた．ここで，

ATPと dATPの合計濃度の影響を検証するため，4種類の ATP/dATP濃度⽐において，合計
濃度をこれまでの 2.5 mMに加え 0.5 mMおよび 1 mMとしてMin波の周期を解析した．そ
の結果，合計濃度が 1 mMの場合は全ての ATP/dATP濃度⽐において 2.5 mM条件とほぼ同
じ周期を⽰した (Fig. 3-17B)．⼀⽅，0.5 mM条件では ATP/dATP濃度⽐による周期の差が⼩
さくなったが，ATP と dATP の混合により中間的な周期が出現することは同じであった．
MinDの ATPase反応の Kmは 40 µMであることから 108，0.5 mMの (d)ATPはMinDEの反応
スキームにおいて⼗分量であると⾔える．しかし，(d)ATPを消費するMinDの濃度は 1 µM

であることと，その kcatが 0.1–0.12 s-1であることを踏まえると，20分間で消費される (d)ATP
は 120 µM分の量である．これは反応開始から 20分後には (d)ATPの約 3割の量の (d)ADP
が蓄積することを意味している．(d)ADPはMinDと (d)ATPの結合を阻害するため，ATPと
dATPの合計濃度が低い条件では，他の濃度とMin波の挙動に差が⽣じたと考えられる．こ
れらの点を踏まえると，Min 波の観察時間や ATP および dATP の合計濃度を極端に変化さ
せると周期が変化するもののその影響は⼩さく，いずれの環境においても Min 波の周期は
ATP/dATP濃度⽐によって制御可能であると⾔える． 
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3.3.2.5 Min波の周期による ATP/dATP 濃度⽐の推定 
以上の検証により，ATP/dATP の混合⽐により Min 波の周期を制御できることが⽰され
た．そこで反対に，Min波の周期を情報とし，そこからMin波を発⽣させている ATP/dATP

の濃度⽐を推定可能か検証した (Fig. 3-18A)．これを検証するため，ATPと dATPの濃度⽐
が未知のサンプルのMin波の周期から ATP/dATP⽐を推定することにした．ATP/dATP⽐の
指標として，あらかじめ ATPと⾚⾊蛍光タンパク質 (mCherry)，dATPと⻘⾊蛍光タンパク
質 (TagBFP2) をそれぞれ混合したものを ATP溶液または dATP溶液とし，検量線を⽤いて
蛍光強度から ATP/dATP⽐を⾒積もることができる実験系を構築した (Fig. 3-18B)．ATPと
mCherryの混合溶液と dATPと TagBFP2の混合溶液を合計 2.5 mMの ATP類似化合物を含む
よう 4種類の濃度⽐ (20%, 40%, 80%, 100% ATP) で混合した後，Min波の要素とともに⼈⼯
細胞に封⼊した (Fig. 3-18C)．そこで測定されたMin波の周期と ATPと dATPの合計濃度に
対する ATP濃度の割合の関係を⽰した検量線を⽤意した (Fig. 3-18D)．この検量線により未
知濃度のサンプルの ATP/dATP⽐を算出することを試みた．第三者によって調製された ATP

と dATPを任意の濃度⽐で混合した２つのサンプル (サンプル Aと B) を⽤いてMin波を⼈
⼯細胞内において発⽣させ，周期を測定した．デコーディング⽤のMin波の周期とATP/dATP
⽐の検量線から ATP/dATP 濃度⽐を推定した結果，サンプル A は周期の平均値が 89 s で
ATP/dATP ⽐が 0.70，サンプル Bは周期の平均値が 71 sで ATP/dATP ⽐が 0.35と推定され
た (Fig. 3-18E)．実際には ATP の割合の実際の値はそれぞれ 0.72 と 0.44 であるため，
ATP/dATP⽐が低い濃度領域における誤差は⼤きいものの，定量的にデコーディング可能で
あることが⽰された．同様に，mCherryおよび TagBFP2の蛍光強度による ATP/dATP⽐の推
定と⽐較するため，前述の４種類の ATP/dATP ⽐のサンプルおよび dATP・TagBFP2のみを
含むサンプルの各⼈⼯細胞の mCherry および TagBFP2 蛍光強度を測定した．結果，サンプ
ル Aが 0.81，サンプル Bが 0.46と推定され，周期の場合と反対に ATP/dATP⽐が⼤きい場
合における誤差が⼤きかった (Fig. 3-18E)．このように蛍光強度からの推定とMin波の周期
からの推定は同程度の精度であった．ただし，⼈⼯細胞間における分散は蛍光強度による推
定の⽅が⼤きく，サンプル数が少ない場合の精度は Min 波の周期による推定の⽅が⾼いと
考えられる． 
さらに，様々な ATP/dATP 濃度⽐の Min 波の⼈⼯細胞溶液が混在する場合でも周期によ
り ATP/dATP⽐を識別することができるのか検証するため，4:0, 3:1, 2:2, 1:3, 0:4の５種類の
ATP/dATP⽐ (合計 2.5 mM) のMin波の⼈⼯細胞溶液を等量ずつ混合し，Min波を観察した 
(Fig. 3-19A)．その結果，mCherry 蛍光が強い⼈⼯細胞は Min 波が遅く，TagBFP2 蛍光が強
い⼈⼯細胞はMin波が速い様⼦が観察された．Fig. 3-18Bの検量線を⽤いて mCherryおよび
TagBFP2蛍光強度から算出した ATPの割合に対しMin波の周期をプロットすると，この２
つは相関係数が 0.75 の線形関係にあることが⽰された (Fig. 3-19B)．⼀⽅で，５種類の
ATP/dATP⽐の⼈⼯細胞を混合せずにそれぞれ観察した場合は，よりばらつきが⼩さくなり，
Min 波の周期と ATP の割合は 0.87 と⾼い相関係数を⽰した (Fig. 3-18D)．これは複数種類
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の⼈⼯細胞溶液を混合する過程で異なる ATP/dATP⽐の⼈⼯細胞が融合した可能性や，⼈⼯
細胞溶液混合時のピぺッティング操作による物理的な刺激により Min 波の周期に影響が出
た可能性を⽰唆している．しかし，Min波の周期と ATPの割合が線形関係にあることから，
様々な ATP/dATP ⽐の⼈⼯細胞が混合された集団となっても，各⼈⼯細胞の Min 波の周期
から ATP/dATP⽐を識別可能であることが⽰された． 
 

3.4 考察 
3.4.1 ⼈⼯細胞内における波の数が１のMin波のスケーリングの原理 
細胞内反応拡散波は⽣細胞内の位置情報の決定機構であるが，細胞サイズへの閉じ込め
により⽣じるその特性は未解明であった．本章前半では，⼀般にパラメータに対して感受性
の⾼い反応拡散波が，波幅や速度を空間サイズに対してスケールさせる，つまり異なる空間
サイズにおいて波の形状や周期を⼀定に保つという先⾏研究 131により明らかになった性質
が⽣み出されるメカニズムを検証した．波幅と速度のスケーリングは反応および拡散のパ
ラメータに関係なく維持されるパラメータ⾮依存の性質であったことから，細胞サイズ空間
そのものが⽣み出していることが⽰唆された．さらに，反応拡散波の空間周期性を特徴づけ
る波⻑に着⽬し，波の数が１の場合に波⻑に相当する特徴が開放系と同様に空間サイズに
依存せず反応・拡散パラメータにより決定づけられる固有波⻑であるのか，それとも空間サ
イズによりスケールされるのかを検証した．平⾯膜系において波⻑と波幅が強い依存性を
⽰す塩濃度変化に対し，平⾯膜系におけるMin波の形状 ξ および⼈⼯細胞系における波の
形状 ζ がどちらも塩濃度安定性を⽰したことから，⼈⼯細胞系において波の数が１の場合，
⼈⼯細胞のサイズが波⻑を規定し，スケーリングすることが⽰唆された． 

波⻑のスケーリングは理論的には次のように解釈できる．⻑さ	𝐿 の⼀次元空間を考える
と，位置	𝑥 における分⼦濃度	𝑐(𝑥)は，⻑さ	𝐿	の閉鎖空間の周期境界条件により	𝑐(𝑥 + 𝐿) =
𝑐(𝑥)と表せる．同時に，反応拡散⽅程式が波⻑	𝜆	の周期解を持つ場合，𝑐(𝑥 + 𝜆) = 𝑐(𝑥)とな
る．波の数が１の場合，これら 2 つの条件を満たすには	𝐿	 = 	𝜆	となる必要がある．このと
き，空間サイズである	𝐿	は定数であるため，反応拡散⽅程式の解として現れる λのみが変数
となり可塑性を⽰すことができる．その結果，𝜆	は空間サイズ	𝐿	によってスケーリングされ
る必要がある．この理論的説明は，空間サイズにおける反応拡散波の波⻑のスケーリングが，
空間周期性を持つ反応拡散波に適⽤可能な普遍的な原理であることを意味する． 
公⽴はこだて未来⼤学の義永教授による Min 波の理論解析によると，理論モデルにおい
ても波⻑および波幅のスケーリングが⾒られている．したがって，上記の理論的説明と実験
結果，そして反応拡散モデルによるシミュレーションを踏まえると，波⻑のスケーリングに
より波全体が空間サイズにより拡⼤縮⼩を受けることに起因すると考えられる．また，速度
のスケーリングについては，スケーリングがパラメータ⾮依存である点，および空間サイズ
は空間条件の変化であるのに対し波の速度を決定づける周期は時間軸の周期性であること
から，周期そのものが空間サイズに依存しない反応拡散波の内在的な性質であることに起
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因すると考えられる．波の速度は (波⻑) / (周期) により表すことができる．ここで周期は
空間サイズによらず⼀定であり，波⻑が空間サイズにより規定されるため，速度も空間サイ
ズによりスケールされる． 
 

3.4.2スケーリングの原理の⼀般性と⽣物学的意義 
本研究では⼈⼯細胞内における Min 波を⽤いてスケーリングの原理を検証したが，空間

サイズに波のサイズや周期を適応させる性質は，実際の⼤腸菌細胞においても⾒られてい
る．⽣細胞は成⻑とともに細胞サイズが⼤きくなり，分裂するとサイズが⼩さくなる．この
細胞サイズの変化に合わせて，Min波の被覆⾯は増⼤する⼀⽅，周期の変化は⼩さいことが
知られている 130．Min 波は細胞中央を除いた両側における細胞分裂を交互に阻害すること
で細胞分裂位置を規定するため，この細胞サイズ変化への波の適応は重要である．⼈⼯細胞
系は球形，⽣細胞はロッド状という形状の違いはあるものの，スケーリングは開放系におけ
る Min 波の固有波⻑よりも⼩さい空間に Min 波が閉じ込められることで，波⻑が空間サイ
ズに規定されることに由来するため，波の数が１であるという条件を満たす⽣細胞内にお
ける Min 波も同じメカニズムにより波の性質を細胞サイズの変化に適応させていると考え
られる． 

また，スケーリングを⽰す細胞内の時空間パターンは Min 波だけではない．細胞性粘菌
の PIP3/PTEN 波は PIP3ドメインが２つ存在する際のドメイン間の距離，つまり波⻑が細胞
サイズが⼤きいほど⻑くなり，波の伝播速度も細胞が⼤きくなるほど速くなる 128．また，
Min波とは異なり定常パターンではあるものの，反応拡散共役の関与が⽰唆されている線⾍
初期胚の PAR 系のパターン形成もスケーリングする 157．Min 波のスケーリングの原理は，
各反応拡散系によってその影響に違いが⽣じると考えられる反応および拡散パラメータに
よる制御ではなく，細胞サイズ空間そのものによる制御である．さらに，義永教授の理論解
析によると，3変数のみから構成される単純化した反応拡散モデルにおいてもスケーリング
が⾒られている．これらの点から，本研究により明らかにされたスケーリングの原理は，Min
波だけではなく反応拡散波⼀般に適応可能な原理であり，PIP3/PTEN波や PAR系などのMin

波以外の反応拡散波も同様の原理によりスケーリングしていると考えられる．この点は，各
反応拡散波の理論モデルや⼈⼯細胞内再構成系の構築により検証可能になると期待される． 
この細胞内反応拡散波のスケーリング機構の⼀般性は，細胞がなぜ反応拡散波のような

限られた条件でしか出現しない複雑なシステムを進化の過程で選択してきたのか，という問
いに対する⽰唆も与える．たとえば，反応拡散パラメータに依存しない空間条件由来の⾃発
的なスケーリング機構は，相対的な位置情報を常に維持するのに有効である．ここで，細胞
内反応拡散波に特徴的な波の数が１の波と，⼀般的に⾒られる波の数が複数の波を⽐較し
てみる．細胞サイズ空間においても Min 波は波の数が複数の波を形成可能であり，その場
合もほぼ全ての⼈⼯細胞で波が発⽣することから，波の数が 2 や 3 などの場合も空間サイ
ズによって波⻑が変化していると考えられる．しかし，波の数が複数の場合は常に波の数が
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変化することから平均波⻑のスケーリングは波の数が１の場合より顕著ではなく，反応拡
散波が創出する位置情報も常に変化すると推測される．⼀⽅，波の数が１の反応拡散波は位
置情報を⼀意に規定できること，そしてスケーリングにより確実に個々の細胞に合わせた
位置情報を規定できることから，Min 波や PIP3/PTEN 波，PAR 系や Cdc42 系など多くの⽣
命システムが利⽤していると考えられる． 
 

3.4.3 スケーリングによる波⻑問題の解釈 
⼤腸菌細胞における Min 波の波⻑は 4–10 µmと考えられているが，開放系における Min

波の波⻑は 30–100 µmと 10倍程度のサイズである 99．このような細胞のサイズよりも⼤き
な波⻑の反応拡散波が細胞サイズ空間に閉じ込められても出現可能な仕組みは，議論が続
けられている．平⾯膜系における Min 波の再構成実験により，塩濃度や⾼分⼦混雑などの
物理化学的要素や膜⾯積/体積⽐により波⻑が短くなることが指摘されているが 111,113,120，⽣
細胞と同程度の短さの波が出現する条件は不明である． 
本研究が明らかにした空間サイズに対する波⻑のスケーリングは，反応拡散波の固有波

⻑が細胞サイズの空間に収まらない場合でも，微⼩な閉鎖空間においては波⻑が⾃発的に
縮⼩されることを⽰している．つまり，細胞内反応拡散波が細胞サイズの空間で出現可能か
どうかは，広い空間において細胞サイズの波を発⽣させられるかではなく，与えられたサイ
ズの空間で周期的な波が出現可能な解が存在するかにより決定される問題であると⾔える．
そして，⽣化学や物理化学の要素や膜⾯積/体積⽐などのパラメータは，規定された微⼩空間
においてそのような解があり得るのかという点に関与している．このような空間サイズに
合わせて波⻑が変調するという新たな視点は，⻑年未解決である Min 波の波⻑問題を解決
するブレークスルーとなるだろう． 
 

3.4.4 Min波の塩濃度安定性の原理 
 3.3.2.3および 3.3.2.4において⼈⼯細胞内と平⾯膜上のMin 波の塩濃度変化に対する応答
を様々な条件で検証した．平⾯膜上のMin波は BSAの有無に関わらず塩濃度変化に対し波
幅が⼤きく増加し，速度は BSAの添加により塩濃度に対する変化が抑制されたものの⼈⼯
細胞系における塩濃度安定性には及ばなかったことから，平⾯膜系と⼈⼯細胞系の違いで
ある BSAの有無が塩濃度安定性の要因ではないことが⽰唆された．また，波の数が１のMin

波の波幅の上限や波の数が複数の Min 波の波幅あるいは波⻑は，平⾯膜系における波⻑と
同程度の塩濃度依存性があることが明らかになった．したがって，Min波の塩濃度安定性は，
空間サイズが波⻑よりも⼩さくなる波の数が１の場合にのみ現れる性質であることが⽰唆
された． 
これらの結果と Min 波のスケーリングの性質を踏まえると，波の数が１の場合に塩濃度

安定性が⽣じる原理は，平⾯膜系において波幅 (Bw) と波⻑ (Wl) それぞれが塩濃度変化に
依存して増加する⼀⽅で，その⽐ (ξ = Bw/Wl) は塩濃度変化に対して頑健であることが鍵と
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なっていると考えられる．⼈⼯細胞系において波の数が１の場合は条件によらず波⻑が⼈⼯
細胞の円周に規定され，塩濃度による内在的な波⻑の変化は打ち消される．そして，⼈⼯細
胞系と平⾯膜系で波の形状 (ζ および ξ) は本質的に同じ性質を⽰すことから，平⾯膜系に
おいて ξ に塩濃度耐性があれば，⼈⼯細胞系においても ζ は塩濃度耐性を⽰す．したがっ
て，同じ⼤きさの⼈⼯細胞であれば異なる塩濃度条件でも波⻑が等しくなり，それに伴い波
幅の⻑さもほぼ同じとなる．このように Min 波そのものが内在的に有する波の形状の塩濃
度安定性と，⼈⼯細胞内における波の数が１の Min 波のスケーリングにより，細胞サイズ
空間において波の数が１の Min 波が塩濃度安定性を獲得していると考えられる．⼀⽅，速
度 (周期) の塩濃度安定性は塩の種類や BSA 濃度により異なる振る舞いを⽰したため，そ
の原理の解明は今後の課題である． 
 ⼈⼯細胞内において Min 波の数が複数の場合波⻑は塩濃度依存性を⽰したものの，平⾯
膜系における依存性 (1.51 倍の変化) よりわずかに弱かった (1.34–1.37 倍の変化)．この理
由は，⼈⼯細胞系では波の性質が離散化していることや膜⾯積/体積⽐が平⾯膜系と異なる
ことが考えられる．解析したMin波は波の数が複数であるが，波の数は 2–6と開放系のMin

波と⽐較すると波の性質が離散化されている状態である．また，⼈⼯細胞系において波の数
が複数の場合でも波の発⽣率はほぼ 100%であることから，開放系における固有波⻑と異な
る波⻑であっても⼈⼯細胞内においてMin波は発⽣可能であると⾔える．これらの点から，
波の数が同じ場合でも⼈⼯細胞のサイズによって波⻑は異なる⼤きさとなり，波の数が１の
場合と同様に波の数が複数の場合も波⻑が⼈⼯細胞サイズによって変化すると⾔える．その
ため，⼈⼯細胞系においては開放系における空間サイズ⾮依存の固有波⻑とは異なる波⻑
の波が発⽣する．そもそも開放系と細胞サイズ空間では膜⾯積/体積⽐が⼤きく異なるため，
分⼦濃度や拡散速度などの条件が⼀致していても⼈⼯細胞系と開放系では波⻑が同じ波は
出現しない可能性がある．特に，塩濃度はMinEと膜の相互作⽤を調節するため，膜⾯積/体
積⽐が⼤きい⼈⼯細胞系では，塩濃度変化に対する Min 波の内在の波⻑の変化が平⾯膜と
異なる可能性は⼗分考えられる．このように Min 波が微⼩な閉鎖空間に閉じ込められるこ
とで，Min波の波⻑そのもの，そして塩濃度依存性にわずかながら差が⽣じていると⾔える． 
 通常，⼤腸菌細胞内においては波の数が１のMin波が形成され，細胞分裂⾯を制御する．
本研究で明らかにした波⻑のスケーリングにより，固有波⻑よりも⼩さいサイズの⽣細胞
では細胞サイズが波⻑を規定するため，波⻑のパラメータ依存性は⽣細胞における Min 波
の機能に影響を与えない．⼀⽅，波幅は細胞内において細胞分裂が阻害される領域を規定す
るため，パラメータ変化に対する安定性が重要である．このような違いから，波⻑ではなく
波の数が１の場合の波幅が塩濃度安定性を獲得したと考えられる． 
 

3.4.5 ATP/dATP濃度⽐によるMin波の周期の制御 
細胞内反応拡散波において，周期や波⻑，波幅などの時空間特性の制御は波の機能に⼤き
く関わっている．細胞の分裂⾯や運動⽅向のような時空間情報を規定する細胞内反応拡散波
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においても例外ではない．しかし，反応拡散波は⾮線形かつ⾮平衡な条件で波が形成される
ことから，１つのパラメータの変化によって多くのパラメータに影響が出ること，細胞のよ
うな夾雑系においては条件の摂動を補完するような現象が⽣じることから，細胞内反応拡
散波の周期の制御は困難であった．本章後半において，⼈⼯細胞内再構成系を⽤い，ATP依
存的に出現する細胞内反応拡散波である Min 波が dATP によって周期が短い波を⽣じるこ
とを発⾒した．さらに，ATP/dATP濃度⽐によってMin波の周期を線形に制御することに成
功した．Minシステムにおける dATPの機能を検証すると，MinDは ATPase活性と同程度の
dATPase活性をもつ⼀⽅で，dATP型MinDは ATP型より膜結合⼒が弱いことが明らかにな
った． 
MinD は C 末端に膜結合領域 (membrane-targeting sequence, MTS) と呼ばれる両親媒性ヘ
リックスをもつが，それ単体では膜への親和性が不⼗分であるため，単量体では膜結合しな
い 102．しかし，ATP結合型となりMinDが⼆量体を形成すると，MTSが２つとなることで
膜結合⼒が増強され，膜結合する．この膜結合のメカニズムと dATP型MinDの膜局在量が
少ない点，そして dATPが脂質⼩胞およびMinE 依存でMinDにより加⽔分解される点を踏
まえると，MinDが dATPと結合することで⼆量体化し膜結合するものの，dATP型MinDは
ATP型に⽐べて⼆量体化しにくい，あるいは (d)ADPから dATPへの交換速度が遅くなって
おり，膜結合量が少なくなっていると考えられる．しかし，ATPはMinD同⼠の相互作⽤⾯
に結合しており，dATPに存在しないリボース環の 2’位の OH基はMinD分⼦の内部ではな
く外側に配置されているため (PDB: 3Q9L 158)，dATP型MinDと ATP型MinDでコンフォメ
ーションに⼤きな違いが⽣じるとは考えにくい．したがって，ATPに⽐べて dATPは MinD

と相互作⽤しにくいことが膜結合量の低下の要因だと考えられる． 
MinDEによる ATPや dATPの分解速度は，MinDの膜への結合，MinDへのMinEの結合，
それに付随して誘起されるMinDの加⽔分解活性の全ての速度の和である．このうちMinD

の加⽔分解活性は他の反応時間スケールと⽐較して⼗分短いため，無視できると考えられ
る．それゆえ，dATPの場合，MinDの膜への結合量が半分程度になることから，MinDへの
MinEの結合が倍程度の速さになることで，MinDEによる ATPと dATPの加⽔分解速度が同
程度になっていると考えられる．この考えは，MinEは膜⾯に存在する MinDのみと相互作
⽤することから，MinDの膜結合量が低下することにより相対的に MinE濃度が上昇してい
ることで説明できる．MinD が⼗分量存在し絶えず膜に結合していると考えると，MinE が
MinD と相互作⽤する速度が Min 波の周期を決めているといえる．これらの視点から，
ATP/dATP濃度⽐が MinDの膜結合量と⽐例することで，相対的な MinE濃度を調節し，結
果として Min 波の周期を変調可能であることが⽰唆された．このように ATP/dATP 濃度⽐
により周期が制御された⼀⽅，波幅や波⻑などの空間特性は変化しなかった．したがって，
ATP/dATP濃度⽐による MinDの膜結合量の線形な制御は周期にのみ影響を与えるパラメー
タであると考えられる．しかし，周期の制御原理，および ATP/dATP⽐が周期のみに影響を
与える理由はまだ完全には理解されていないため，さらなる検証が必要である．また，実際
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の⼤腸菌細胞における周期の制御機構を考えると，ATPは dATPの 20倍程度存在すること
から 159，ATP/dATP⽐の変動は⼩さくほとんどMin波に影響を与えないと考えられる．した
がって，⽣細胞において周期を安定に保つ機構の解明が求められる． 
ATP は多くの反応拡散波で利⽤されていること 43,143,160，そして本研究で⾒出した

ATP/dATP⽐による周期の制御は反応パラメータが変化する２種の化合物の混合というシン
プルな作⽤機序であることから，Min波以外の反応拡散波においても周期をパラメータの摂
動によって制御できる可能性がある．推定される ATP/dATP⽐による周期の制御のメカニズ
ムから，MinE のみの濃度変化によっても周期を制御できると考えられるが，MinE は 100 

nM 程度の濃度変化で Min 波の性質を⼤きく変えてしまうため要素数が制限される微⼩な
細胞サイズ空間においては制御が困難である．本研究で⾒出した ATP/dATP 濃度⽐による
Min波の周期変調は数百 μM程度の濃度変化が必要であるため，波の周期の制御が容易であ
ると同時に，MinDE の濃度⽐の制御と別軸の制御であるため，可塑的な時間制御機構を持
つナノ・マイクロ材料や分⼦ロボットの開発につながる．また，周期の変調を⼈⼯的な細胞
サイズ空間で再現できることから，細胞の分裂⾯や運動⽅向を規定する細胞内反応拡散波
の制御メカニズムの解明をするための重要なツールとなることが期待される． 
 さらに，本研究ではMin波の周期が ATP/dATP⽐により変化することを利⽤し，Min波の
周期から⼈⼯細胞内の ATP/dATP ⽐を情報として取り出すことが可能であることを実証し
た．この濃度と周期のような情報変換は，⼈⼯細胞同⼠のコミュニケーションや⼈⼯細胞と
電⼦機器の情報通信の新しい⼿段につながる．また，⾼速液体クロマトグラフィーのような
装置を必要としない，簡便な ATP/dATP⽐測定ツールとしての利⽤が可能である． 
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Fig. 3-2. 様々な物理化学パラメータ条件における⼈⼯細胞内の Min 波の波幅のスケーリ
ング 
(A および B) 様々な物理化学パラメータ条件において⼈⼯細胞内で再構成された波の数が
１つの Min 波の波幅が⼈⼯細胞の直径に対してプロットされた．直線は原点を通る回帰直
線である．(A) 1 µM sfGFP-MinD, 1 µM MinE-mCherry, 2.5 mM ATP, 100 mg/mL BSA および
150 mM GluK を，⼤腸菌極性脂質に界⾯が覆われた油中⽔滴に内包したものを通常条件と
した．通常条件から GluK 濃度は 50, 300, 500 mM に (上)，脂質膜は⼤腸菌極性脂質から
DOPEおよび DOPGを様々な濃度⽐ (10–40% DOPG) で混合した脂質に変更された (下)．
10–23個の⼈⼯細胞の解析結果が⽰してある．(B) 0.1 µM msfGFP-MinC, 1 µM MinD, 1 µM 
MinE, 2.5 mM ATP, 100 mg/mL BSAおよび 150 mM GluKを，⼤腸菌極性脂質に界⾯が覆われ
た油中⽔滴に内包したものを通常条件とし，BSA濃度 (50または 200 mg/mL) および GluK

濃度 (50–500 mM) が変更された．脂質組成は，⼤腸菌極性脂質から DOPCおよび DOPGを
異なる濃度⽐ (10–30% DOPG) で混合した脂質に変更された．MinEの変異体を⽤いた実験
では，1 µM MinE の代わりに 0.3 μM MinEΔMTS または 0.3 μM MinEI24NΔMTS, 1 µM 

MinED45A/V49A, 0.7 µM MinED45A/V49A/I74Mを使⽤した．10–26個の⼈⼯細胞の解析結果が⽰して
ある．  
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Fig. 3-7. 波の数が１つのMin波の波⻑の空間サイズによる制御 
(A) ⼆次元の平⾯膜 (supported lipid bilayers, SLBs) 上および⼈⼯細胞 (artificial cells, ACs) 
内における Min 波の波幅と波⻑の定義の模式図．平⾯膜上においては波の数が複数の Min

波 (緑) が伝播し (左上)，ピンクの⽮印上のMinDの密度のラインプロファイルは複数のピ
ークを⽰す(右上)．左図における⽩⽮印，および右図における⿊⽮印はMin波のタンパク質
密度のピークの幅である波幅およびピーク間の距離である波⻑を⽰す．⼈⼯細胞内において
は，波の数が１つの Min 波が形成され (左下)，ピンク⾊の⽮印上の MinD 密度のラインプ
ロファイル (緑⾊の実線) は単⼀のピークを⽰す (右下)．Min波の波幅は平⾯膜系と同様に
定義されるが，波⻑は (i) 実際に存在する波 (緑⾊の実線) と実在せず⼈⼯細胞より⼤きな
空間において現れると考えられる２つ⽬の波 (緑⾊の破線) の間の距離である固有波⻑を
もつ可能性 (薄灰⾊の⽮印)，および (ii) 空間サイズ (⼈⼯細胞断⾯の円周) が波⻑となり
波⻑がスケーリングする可能性 (⽔⾊の⽮印) の２つの定義の仕⽅が考えられる．(B–E) 0.1 
µM msfGFP-MinCおよび 1 µM MinD, 1 µM MinE, 2.5 mM ATPを⽤いて様々な GluK濃度条
件で平⾯膜上および⼈⼯細胞内において再構成された Min 波を解析した．⼈⼯細胞系の場
合は，100 mg/mL BSAも添加された．(B) 蛍光顕微鏡画像．(C) 平⾯膜上におけるMin波の
波⻑と GluK濃度の関係 (平均値 ± 標準誤差, n = 10–17)．(D) 平⾯膜上におけるMin 波の
波⻑または波幅の相対値と GluK濃度の関係 (平均値 ± 標準誤差, n = 10–17)．(E) 平⾯膜上
におけるMin波の ξ (Bw/Wl, Bw: 波幅, Wl: 波⻑) または⼈⼯細胞内のMin波の ζ (Bw/πd, d; 
⼈⼯細胞の直径) と GluK濃度の関係．平均値 ± 標準誤差 (平⾯膜: n = 10–17, ⼈⼯細胞: n 
= 10–23)．  
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Fig. 3-8. ⼈⼯細胞内におけるMin波の ζと平⾯膜上におけるMin波の ξの⽐較 
(A) パラメータ条件の変化に対する平⾯膜 (SLBs) 上および⼈⼯細胞 (ACs) 内における
Min波の形状の応答の模式図．平⾯膜上におけるMin波の ξ は物理化学パラメータにより
変化するため，異なる条件におけるMinD密度のラインプロファイルは異なる波幅 (BwS1
および BwS2) および異なる波⻑ (WlS1およびWlS2)，異なる ξ (ξS1および ξS2) を⽰す 
(上)．⼈⼯細胞内におけるMin波の ζ が平⾯膜上におけるMin波の ξ と本質的に等しい
指標である場合，両者は⽐例関係にあるため，ζ は αξ と表すことができる．この場合，
異なる条件下における同じ⼤きさの⼈⼯細胞内のMin波では，波⻑が空間サイズにより同
⼀の⻑さ (WlA ) に決定されるため，波幅のみが異なる値 (BwA1および BwA2) を取ること
になる (下)．(B) 平⾯膜上および⼈⼯細胞内において 0.1 µM msfGFP-MinC, 1 µM MinD，
2.5 mM ATPおよび MinE変異体 (0.7 μM MinED45A/V49A/I74および平⾯膜系では 0.2 μM, ⼈⼯
細胞系では 0.3 μMのMinEΔMTS) を⽤いてMin波が再構成された．左：蛍光顕微鏡画
像．右：平⾯膜上における ξ および⼈⼯細胞系における ζ．平均値 ± 標準誤差 (平⾯膜: 
n = 16–23, ⼈⼯細胞: n = 14–22)．(Cおよび D) 0.1 µM msfGFP-MinCおよび 1 µM MinD, 0.7 

µM TM変異体, 2.5 mM ATPを⽤いて⼈⼯細胞系では BSAを添加，平⾯膜系では BSAを⾮
添加の条件でMin波が再構成された．(C) 蛍光顕微鏡画像．(D) 平⾯膜上におけるMin波
の ξ または⼈⼯細胞内のMin波の ζ と GluK濃度の関係．平均値 ± 標準誤差 (平⾯膜: n 
= 22–28, ⼈⼯細胞: n = 7–16)．(E) 平⾯膜上におけるMin波の ξ および⼈⼯細胞内におけ
る ζ の関係．野⽣型MinEまたは TM変異体を⽤いて様々な GluK濃度において再構成さ
れたMin波のデータを使⽤している．  
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Fig. 3-18. Min波の周期による ATP/dATP濃度⽐の推定 
(A) Min波の周期と ATP/dATP混合⽐の情報変換のエンコーディングとデコーディングの模
式図．ATP と dATP の混合溶液を Min タンパク質と共に⼈⼯細胞に内包することで，
ATP/dATP⽐がMin波にエンコーディングされる．Min波の蛍光画像からMin波の周期の情
報が得られると，Min波の周期と ATP/dATP⽐の関係から周期から ATP/dATP⽐がデコーデ
ィングされる．(B) 蛍光強度からヌクレオチド濃度を推定するための検量線．ATP および
dATP 濃度⽐に対する mCherry および TagBFP2 の相対蛍光強度のプロット (平均値 ± 標準
偏差, n = 37–70)．蛍光顕微鏡観察により取得される画像は z軸⽅向 (⼈⼯細胞の厚み) の蛍
光シグナルの合計であるため，顕微鏡画像から取得された蛍光強度を⼈⼯細胞サイズにより
標準化した値を相対蛍光強度とした．具体的には，Fijiソフトウェアの Analyze Particle法を
⽤いて各⼈⼯細胞内における蛍光強度を半⾃動的に定量し，⼈⼯細胞の断⾯積の平⽅根に
より割ることで相対蛍光強度を算出した．100 mg/mL BSAおよび様々な濃度⽐の ATPおよ
び dATP (4:0, 3:1, 2:2, 1:3および 0:4, 合計で 2.5 mM), ATPおよび dATPの濃度⽐に対応する
濃度の mCherryおよび TagBFP2を内包した⼈⼯細胞における蛍光強度を定量した．⾚線の
mCherryの検量線は ATP濃度，⻘線の TagBFP2の検量線は dATP濃度に対応する．(Cおよ
び D) 0.1 μM msfGFP-MinC, 1 μM MinD, 0.7 μM MinE, 100 mg/mL BSA, 様々な濃度⽐の ATP

および dATP (4:0, 3:1, 2:2および 1:3, 合計 2.5 mM) および ATP/dATP⽐に対応する濃度の
mCherry および TagBFP2 を内包した⼈⼯細胞を解析した結果である．(C) msfGFP-MinC お
よび mCherry, TagBFP2の蛍光顕微鏡画像．スケールバーは 20 µmである．(D) (B) の検量線
を⽤いて mCherry および TagBFP2 の蛍光強度から算出された ATP/dATP ⽐の平均に対する
Min波の周期のプロット (⿊いプロット, 各条件につき n = 30)．散布図は各⼈⼯細胞のデー
タを⽰しており，ATP/dATP ⽐により異なる⾊でプロットされている (ATP/dATP ⽐ = 4:0: 
ピンク, 3:1: 紫, 2:2: 薄紫, 1:3: 薄⻘)．(E) ATP/dATP⽐が未知のサンプルにおける ATP/dATP

⽐を，Min 波の周期および mCherry または TagBFP2 の蛍光強度から推定した結果を⽰して
いる．推定には 54 個の⼈⼯細胞のデータの平均値を使⽤した．百分率 (%) は，ATP/dATP
⽐の推定値から実際の ATP/dATP ⽐の差を実際の値で割ることで算出した誤差を⽰してい
る． 
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第４章 総括 
 
4.1 結果のまとめおよび結論 
 本研究では，Min波の⼈⼯細胞系を⽤いて細胞サイズ空間における細胞内反応拡散波の形
成機構および制御機構を明らかにすることを⽬的とし，Min 波のモードの選択原理の解明，
空間サイズに対するスケーリング機構の解明，および低分⼦化合物を⽤いた Min 波の時空
間的特徴量の制御を試みた． 
第２章では Min 波の動きのモードの制御原理を解明することを⽬的とし，⼈⼯細胞系の
反応パラメータを変更し，先⾏研究 125で多く出現していた traveling waveではなく，⽣細胞
において細胞分裂⾯の規定に必要な standing waveが発⽣可能な条件を探索した．MinDE濃
度を変更したところ，MinDEのどちらかが過剰な条件では波が出現しない⼀⽅で，MinDが
相対的に少ない，あるいは MinE が相対的に多い条件では standing wave が発⽣したことか
ら，MinDとMinEの濃度⽐がMin波のモードを制御していることが⽰された．MinDEの濃
度だけではなく，MinEの膜結合量を調節する塩濃度やMinDE複合体の ATPase活性を調節
する温度の変更によっても優勢なモードが制御された．これらの結果から，分⼦濃度と反応
速度定数により決定される反応速度がMin波のモードを決定しており，MinDの膜結合に⽐
べて膜解離が優先な条件において standing wave が発⽣することが⽰された．この結論を反
応拡散⽅程式に当てはめると，分⼦集合の活性化と阻害のバランスにより Min 波のモード
が決定すると⼀般化できる．本研究で明らかにしたモード選択のメカニズムに基づき観察
中に反応パラメータを摂動させることで，同⼀⼈⼯細胞内においてモードを遷移可能である
ことを実証した．このモード遷移は全ての条件において観察されるのではなく，モード遷移
が可能な条件に反応速度を変更してもモード遷移が⾒られないヒステリシスの性質がある
ことを明らかにした． 
第３章では，Min 波の波⻑や MinD の⾼濃度領域の幅（波幅），周期などの時空間的特徴
量の制御原理を解明することを⽬的とした．第３章前半では，同⼀条件下における Min 波
の空間サイズによる制御について検証した．先⾏研究 131において MinDの⾼濃度領域の数
（波の数）が１のMin波の波幅と速度のスケーリングが⾒出されていたが，本研究により，
このスケーリングは反応速度や拡散速度などのパラメータに⾮依存の現象であることが⽰
された．また，開放系において Min 波の波⻑と波幅を変化させるカリウムイオン濃度を変
更しても，平⾯膜系と⼈⼯細胞系の両⽅において，波幅と波⻑あるいは空間サイズの⽐によ
り定義される波の形状が⼀定であったことから，⼈⼯細胞系で波の数が１の場合の Min 波
の波⻑は⼈⼯細胞の円周により規定され，空間サイズによりスケールされることを明らか
にした．開放系では空間サイズに依存しない反応拡散波が細胞サイズ空間に閉じ込められ
ると，波⻑が空間によりスケールされることで波全体が拡⼤縮⼩され，波幅と速度もスケー
ルされるといえる．このスケーリングは開放系において異なる波⻑の Min 波を発⽣させる
パラメータ条件であっても，同じサイズの⼈⼯細胞であれば波⻑を揃えられることを意味す
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る．この点と，波の形状が塩濃度変化に対して安定であることにより，⼈⼯細胞系では波幅
が塩環境変化に対して安定性を⽰すことを⽰した． 
第３章後半では，パラメータ変化に対して複雑な挙動を⽰す反応拡散波の理解を容易にす
るため，低分⼦化合物である dATPによる競合阻害を⽤いて単⼀のパラメータを調節するこ
とを試みた．驚くべきことに，MinDの膜結合の競合阻害剤として知られていた dATPを⽤
いても Min 波が発⽣することを⾒出した．dATPにより発⽣した Min 波は ATP 条件の 2倍
程度の速さであり，dATP と ATP の混合⽐を変えることで Min 波の周期を線形に制御でき
ることを明らかにした．dATPを⽤いるとMinDの膜結合量は減少する⼀⽅，dATPの加⽔分
解速度は ATP の場合と同程度であることから，膜結合している MinD 量に対して相互作⽤
可能なMinEの量が相対的に増加することが dATPにより周期が短くなる理由であることが
⽰唆された．また，Min波の周期を⽤いて⼈⼯細胞内の dATP/ATP混合⽐を推定することで，
反応拡散波の性質から溶液組成を推定することが可能であることを実証した． 
これらの結果より，Min 波形成における各反応拡散パラメータのバランスが Min タンパ
ク質全体の集合や離散を決定づけることで Min 波の動態や時空間特性が制御されると同時
に，空間と反応拡散波の周期性により細胞サイズ空間において Min 波が安定性を獲得する
ことが明らかになった． 
 

4.2 本研究の展望 
4.2.1 Min波の形成および制御機構の解明 
 第２章において Min 波のモードの制御原理，第３章において周期の制御や波⻑，波幅，
速度のスケーリング機構の解明を⾏ったが，実際の⽣細胞における Min 波の制御機構の理
解にはまだ課題が残っている．たとえば，⼈⼯細胞内において Min 波のモードは活性化因
⼦と阻害因⼦のバランスによって制御されたが，standing waveが発⽣可能なパラメータ領域
は traveling waveの領域に⽐べて狭かった．⼈⼯細胞系において standing waveが主要な状態
であったとしても，同じ条件下においてMin波が発⽣していない⼈⼯細胞も 20–30%程度存
在する条件が多かったことからも，standing wave の安定的出現には他の要因があると考え
られる．通常の⽣細胞においては温度変化や細胞サイズの変化が起きても必ず standing wave

が発⽣することから 130,140，standing waveが発⽣可能なパラメータ領域が広いと考えられる．
このような⽣細胞における standing wave の頑健性の原理の最も有⼒な仮説は，⽣細胞のロ
ッド状という空間形状による standing wave 発⽣モードの安定化である．ロッド状の空間と
球状の空間では膜⾯積/体積⽐や曲率の均⼀性が異なるため，膜近傍における反応速度が変
化すると考えられる．この点について，これまでの球状の⼈⼯細胞ではなく，⽣細胞を模倣
したロッド状の⼈⼯細胞を作製することで検証が可能になると考えられる．また，ロッド状
の⼈⼯細胞において，MinD や MinE 単体の局在や，本研究で実施したようなパラメータと
Min波のモードの関係を解析することで，反応パラメータによるモードの制御と空間形状に
よるモードの制御の関連性が明らかになるはずである (Fig. 4-1A)． 
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 ⽣細胞における周期の制御機構にも不明な点が多く残されている．Min波は細胞の両極に
おいてバランスよく細胞分裂を阻害する必要があるため，適切な⻑さに制御される必要が
ある．実際に，周期が 34–124秒のMin波が発⽣している⼤腸菌細胞は野⽣型と同じ表現型
を⽰すが，MinDの過剰発現により 230秒の周期のMin波が発⽣している場合は分裂異常が
確認されている 53．第３章において dATP/ATP⽐により周期が精密に制御されることを⽰し
たが，実際の⼤腸菌細胞では ATPが dATPの 20倍程度存在する 159．それゆえ，細胞におい
て周期が乱れるような環境変化や細胞内の状態変化があったとしても，dATP/ATP⽐により
周期を補正することは難しいため，パラメータ変化に応じて周期を維持する仕組みが必要で
ある．この点において，空間サイズに対するMin波のスケーリングは，Min波内在の周期が
⼀定のまま波全体が拡⼤縮⼩する現象であるため，周期を反応拡散波内在の性質として空
間サイズの影響を受けずに⼀定に保つための機構と捉えられる．しかし，温度などの物理化
学的要素の変動に対しては，Min波の周期が変化すると同時に 140，分裂速度も変化する．細
胞分裂⾯を制御する Min 波の周期と細胞分裂速度の変化の関係性や，細胞が適切に分裂可
能な範囲に Min 波の周期を維持する仕組みの追求は，今後の課題である．周期を⼤きく変
調する要素の候補は Min タンパク質そのものであるが，環境変化に応答して細胞が瞬時に
Minタンパク質濃度を変えるのは難しいと考えられる．⽣細胞が実際に利⽤可能な⼿法の中
から，周期を制御するその他の要素の探索が必要である．⼀⽅，視点を変えると，⽣細胞で
Min 波が野⽣型と同じ表現型を維持できる周期は，少なくとも 34–124秒と幅広いとも⾔え
る．この視点に⽴つと，Min波の周期はある程度の変動の余地があり，厳密な制御は必要と
していない可能性もある．周期を制御する第３の因⼦の探索は⼈⼯細胞系を⽤いることで
解決され，細胞分裂⾯の規定が可能な Min 波の周期の同定は，⽣細胞において温度や Min

タンパク質の精密な制御を⾏うことで可能になるだろう． 
⽣細胞における Min 波と再構成系における Min 波の波⻑の乖離の要因も未解決である．
第３章において明らかになった反応拡散波の波⻑のスケーリングは，この波⻑問題は⽣細
胞サイズの短い波⻑の波を発⽣させるのではなく，微⼩空間で波が出現可能かという問題
であるという新たな視点をもたらす．しかし，現時点で本研究の⼈⼯細胞系では直径 5 µm

以下の⼈⼯細胞では Min 波が発⽣しないという課題がある．このような波が発⽣可能な空
間サイズの閾値の存在は，線⾍初期胚の PAR 系の静的なパターン形成においても報告され
ていることから 157，Min 波特有の性質ではなく，反応拡散波⼀般の特性であると考えられ
る．この点において，空間サイズにより⼤きく変化する要素の⼀つは膜⾯積/体積⽐である．
そのため，実際に⼤腸菌サイズの空間で Min 波が発⽣できるかどうかは⽣化学や物理化学
の要素に強く依存しており，そのような⼤きな膜⾯積/体積⽐の条件下で Min 波を発⽣可能
な⽣化学あるいは物理化学的パラメータ領域の探索が必要である．細胞内における⾼分⼦混
雑にともなう細胞質や細胞膜の拡散速度，Min波構成要素の結合定数の変化，細胞サイズ空
間において顕在化する多分⼦競合効果など，いずれの要素が微⼩空間において Min 波を発
⽣可能にするかは今後の研究で明らかにされるだろう (Fig. 4-1B)． 
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4.2.2 ⽣物学的側⾯における貢献と課題：様々な反応拡散波の形成原理の理解と位置情報
制御の原理 
 本研究では Min 波の⼈⼯細胞系を⽤い，細胞内反応拡散波のモードが活性化因⼦と阻害
因⼦のバランスにより制御されること (第２章)，細胞サイズ空間において反応拡散波の波
⻑がスケーリングすること (第３章前半)，および反応拡散波の発⽣において dATP もエネ
ルギー源となり波の性質を変化させること (第３章後半) を明らかにした．ただし，本研究
の実験では Min 波という特定の反応拡散波の要素を⽤いていることから，これらの反応拡
散波の制御原理の⼀般性は実験的には検証されていない．モード選択については，細胞性粘
菌の PIP3/PTEN 波では，PIP3ドメインの核形成速度が異なる細胞では異なるモードの波が
出現することや，反応拡散⽅程式に基づいた理論モデルではパラメータにより異なるモード
となることが⽰されているが 74，本研究で⽰した Min 波のモード選択原理との対応は不明
である．また，エネルギー種については，⼤腸菌においては dATPの 20倍程度 159，哺乳類
細胞においては 100倍程度 161と ATPが豊富に存在する⽣細胞を⽤いた従来の研究では，異
なるエネルギー分⼦の影響の検証が困難である．しかし，細胞内反応拡散波の多くは ATP

や GTPをエネルギー源や状態遷移の⼿段として利⽤しているため，Min波と同様に dATPや
dGTPがエネルギー源として⽤いられている可能性や，複数のエネルギー源の利⽤により波
の動態が変化する可能性がある．反応拡散波のスケーリングは，共同研究者である公⽴はこ
だて未来⼤学の義永教授による三変数に縮約した反応拡散モデルにおいても確認されてお
り，反応拡散波⼀般に成り⽴つ性質であることが⽰唆されているが．しかし，ノイズがなく
ても⾃発的に発⽣可能な Min 波のような反応拡散波と，周期性はあるものの波の出現にノ
イズが必要な興奮性を有する PIP3/PTEN 波や Rho/アクチン波など，様々な種類の反応拡散
波に適⽤可能な性質か否かは不明である．今後 Min 波の⼈⼯細胞系を⽤いて明らかになっ
た細胞サイズ空間における反応拡散波の性質の⼀般性を，実験により検証する必要がある． 
 Min 波の⼈⼯細胞系により明らかになった細胞内反応拡散波の性質の⼀般性を検証する
には，Min波以外の細胞内反応拡散波の⼈⼯細胞内再構成系の構築が必要である(Fig. 4-1C)．
近年の細胞を⽤いた解析により，PIP3/PTEN波は PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)と PTEN，
アクチン，脂質分⼦ PIP3が 50–52，Rho/アクチン波は Rho, Ect2, RGA-3/4, アクチン 46,47が波
の発⽣に関与することが明らかになってきている．これらの要素が波の発⽣に必要な最少因
⼦であるかは不明であるが，精製要素を内包した⼈⼯細胞を作製することで，最少因⼦の同
定，そして⼈⼯細胞内再構成系の構築ができるだろう．さらに，Min波と同様に個別の反応
拡散系の反応ネットワークや制御原理，そして Min 波に⾒られた波の制御機構を同様に検
証することで，細胞内反応拡散波の制御の普遍的な原理の理解が進むことが期待される． 
 反応拡散系による細胞内の時空間パターンの理解に必要不可⽋である⼀⽅，多くの謎が
残されているのが，PAR 系や Cdc42 系のような定常パターン 42,56の形成機構である．細胞
内の動的な波はマクロな状態が常に変化することから⾮平衡状態であることが明確であり，
時空間の両⽅に周期性が存在するため，反応拡散波であることを現象論的に想像しやすい．
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⼀⽅，細胞内の定常パターンはドメインの数が１つであり時間軸だけではなく空間的な周
期性がないこと，そしてマクロな構造の時間変化がないため⾮平衡定常状態と平衡状態の
区別が難しいことから，現象論的にパターン形成原理を推測することが困難である．動的な
Min波の解析に⼈⼯細胞系が有効であったように，⼈⼯細胞系であれば空間サイズによるド
メイン数 (波の数) の変化や⾃発的なパターン形成など，反応拡散系によるパターン形成に
特有の性質を容易に観察できる．今後，細胞内の定常パターンにおいても⼈⼯細胞内再構成
系の構築によりその形成原理が解明されることが期待される． 
 細胞内反応拡散波の⼈⼯細胞系は，時空間パターンの形成原理だけではなく，反応拡散波
が創り出した時空間情報が，どのように下流の⽣命現象に伝達されるかも明らかにできる
と考えられる．⼤腸菌のMin波であればMin波が存在しない領域への細胞⾻格分⼦ FtsZの
重合とリング状構造を促進し 6，真核細胞のアクチン波であればアクチンの波による細胞膜
の押し出しや波の集積が運動の誘起や細胞分裂⾯の決定を司る 43,48．また，定常的なパター
ンの場合も，出芽酵⺟の Cdc42 のクラスターが細胞⾻格の⼀部とされているセプチンをリ
クルートして出芽位置を決定し 56，線⾍初期胚の PAR 系が P顆粒の分布などを規定し前後
軸を制御する 4．このように，反応拡散波が細胞⾻格などの分⼦をリクルートすることで，
⽣命現象が⽣じる場所を決めている．これらの下流の因⼦を細胞内反応拡散波の⼈⼯細胞
系に加えることで，分⼦の１対１の相互作⽤ではなく，分⼦集団となった反応拡散波と下流
因⼦の相互作⽤の様式や，位置情報の伝達のタイムラグなどを明らかにすることができるだ
ろう． 
 このように，今後の研究において Min 波以外の細胞内反応拡散波の⼈⼯細胞内再構成系
を構築することで，それぞれの反応拡散系が時空間パターンを形成するのに必要な最少因
⼦の同定や，反応ネットワークの理解，反応拡散波の⼀般的性質が明らかになることが期待
される．さらに，⼈⼯細胞系を拡張し反応拡散波と相互作⽤する分⼦を添加することで，実
際の細胞で⾏われている反応拡散波による⽣命現象の制御の全貌の理解に貢献できると考
えられる． 
 

4.2.3 物理学的側⾯における貢献と課題：動的な反応拡散波と定常パターン 
 本研究で扱ったMin波は細胞が⽣命現象の制御に利⽤している⽣体由来のものであるが，
本研究の成果は微⼩閉鎖空間における反応拡散波の理解という物理学的側⾯においても貢
献可能である．BZ 反応をベースとした動的な反応拡散波の実験系 162,163や反応拡散系が形
成する定常パターンである Turing patternの実験系は複数の報告があるものの 164–170，⼈⼯細
胞系のような微⼩閉鎖空間において反応拡散波が発⽣可能な実験系は存在しないため，微
⼩閉鎖空間で反応拡散波が⽰す振る舞いを実験により検証できない状況であった．反応拡
散系は⼀般解を得るのが難しい⾮線形現象であるため，反応拡散⽅程式を⽤いた理論によ
る理解が困難であるという問題があり，実験ベースで研究を⾏うのが通常である．これは，
多くの理論解析では，⼀次元や⼆次元の開放系が想定され，常に物質の流⼊がある⾮平衡開



 94 

放系が設定されているが，細胞のような微⼩な閉鎖空間を理論で記述する際は，三次元空間
や界⾯の効果，周期境界条件，質量保存則などを考慮する必要があり，計算量が膨⼤になる
ことに由来する．この点において，本研究では微⼩閉鎖空間において反応拡散波を発⽣可能
な唯⼀の実験系である Min 波の⼈⼯細胞系を⽤い，精密に制御された物理化学パラメータ
や空間サイズと反応拡散波の動態を対応させることで，モードの制御原理やモード遷移に
おけるヒステリシスの影響の発⾒，そして波⻑のスケーリングを実験的に実証することに
成功した．特に，波⻑のスケーリングは，反応拡散波は空間サイズに依存しない固有波⻑を
もつとする従来の考えを覆し，波⻑より⼩さな空間における反応拡散波の形成という新た
な視点をもたらすものである． 
本研究で得られた知⾒は，細胞サイズ空間における反応拡散波の形成原理を明らかにし
てきたが，まだ未解決な問題も残されている．たとえば，波⻑のスケーリングを明らかにし
たものの，その詳細なメカニズムは不明である．反応拡散波の内在的な性質で⾃発的にスケ
ーリングされるものなのか，あるいは膜⾯積/体積⽐の変化がスケーリングをもたらすのか，
⼩さい空間ほど分⼦数が減少するため波を構成する要素数が限定され波全体が縮⼩される
のか，いずれが要因なのかは明らかではない．今後，空間形状や分⼦濃度と波⻑や波幅の関
係を解析することで，反応拡散波のスケーリングの詳細な原理を解明できるだろう．また，
反応拡散波のモードがパラメータにより制御されることが⽰されたが，これは細胞内で主に
⾒られる traveling waveと standing waveの２種類のモードに限定されている．しかし，⼆次
元平⾯上では同⼼円状に伝播する波や螺旋波など様々なモードの波が出現する 30,37,117,162,163．
これらの波も活性化因⼦と阻害因⼦のバランスというような⼀般化可能なパラメータによ
り制御可能かどうかという点は，反応拡散波の物理的な理解における新たな視点となるだ
ろう． 
 細胞サイズ空間における反応拡散波を理解する上で重要な課題として，定常パターンの
形成が残されている．⼀般に，反応拡散形はMin波のような動的な波だけではなく，Turing 
pattern のような空間周期的な定常パターンも形成可能である．Min 波の反応ネットワーク
はこの Turing pattern を形成可能な構造であるにもかかわらず 38，これまで⼈⼯細胞系にお
いては定常パターンが観察されていない．これには，Min 波が形成し得る Turing pattern の
パラメータ領域が本研究で実施した実験条件とはかけ離れている可能性，および細胞サイズ
の閉鎖空間では Turing pattern が形成できない可能性の２つの仮説が考えられる．前者につ
いて，⼀般的に Turing pattern の形成には活性化因⼦に⽐べて⾮常に速い速度で拡散する阻
害因⼦による広範囲における阻害効果 (lateral inhibition) が必要であるとされている．しか
し，Min 波を構成する MinD (活性化因⼦) と MinE (阻害因⼦) の拡散速度は⼤腸菌細胞の
細胞質においてはそれぞれ 16 µm2/sと 10 µm2/sと同程度である 63．この Turing patternの形
成には不適切な拡散条件が，Min波の⼈⼯細胞系において定常パターンが出現しない原因の
可能性がある．後者の仮説は，これまでに⽣体由来の反応拡散系に限らず，細胞のような微
⼩な閉鎖空間における Turing patternの形成が報告されていないことによっても⽀持される．



 95 

Min 波の⼈⼯細胞系に細胞⾻格因⼦ FtsZを添加することで準定常的な Turing-like patternが
形成されたことが報告されているが，定常性の検証やパターンの再編などの Turing pattern

の特徴の検証がされておらず，Turing pattern であるかは不明である 171．動的な反応拡散波
については空間サイズが波⻑の整数倍ではない空間においてもスケーリングにより波が出
現可能であることを明らかにしたが，静的なパターンがこれと同じ性質をもつのかは不明
である点も，細胞サイズ空間における Turing pattern の形成可能性に疑問を投じる．特に，
動的な波は常にマクロなパターンの構造が変化するが，静的なパターンを閉鎖空間におい
て出現させる場合は，パターンの構造上の重⼼が安定でなければその定常状態を維持する
のは難しいと考えられる．このような特殊条件下において Turing pattern が形成可能か否か
は，Min波の⼈⼯細胞系への拡散速度を調節する因⼦の添加や，Min波の反応ネットワーク
の改変などにより検証される必要がある (Fig. 4-1D)．⼈⼯細胞内において Turing patternを
形成することができれば，本研究の Min 波の解析と同様に，スケーリングやパターンの構
造の種類の制御⽅法を検証することで，細胞サイズ空間における Turing pattern の性質や動
的な波の知⾒を統合した反応拡散波の普遍的原理が解明されることが期待される． 
 

4.2.4 分⼦ロボティクスへの貢献 
 本研究の成果は，細胞内反応拡散波の⽣物学および物理学両⽅の視点からの理解という
理学的な貢献だけではなく，⽣体分⼦を組み上げることでロボットのような機能するシステ
ムを構築することを追求する分⼦ロボティクスのような⼯学的な貢献も期待される．たと
えば，⼤腸菌細胞において Min 波が細胞分裂⾯を規定することを利⽤すれば，分裂する⼈
⼯細胞の創⽣が可能になるだろう．実際に，Kohyama らはリポソーム内において無細胞転
写翻訳系を⽤いてMinC, MinD, MinE，細胞⾻格分⼦ FtsZ，および FtsZを膜へリクルートす
る FtsAを合成することで，リポソームの⾚道⾯上に FtsZ-ringを形成することに成功してい
る 172．この先⾏研究では FtsZ-ring近傍の膜が狭窄するのに留まり，⼈⼯細胞の分裂は達成
されていないが，本研究で得られた standing wave が出現しやすいパラメータ条件を利⽤し
standing wave を安定して発⽣させられるようになれば，FtsZ-ring の形成効率が向上すると
考えられる．ここに FtsZ の重合を促進する⾼分⼦混雑剤や，divisome と呼ばれる細胞分裂
に必要なタンパク質複合体を構成する要素を追加していくことで，分裂する⼈⼯細胞を構
築できる可能性がある．また，パラメータ変化による traveling waveと standing waveの遷移
を利⽤することで，分裂のタイミングも制御可能になると考えられる． 
 また，Min波の⼈⼯細胞系とアクチンを組み合わせることで，運動する⼈⼯細胞の構築が
可能だと考えられる．真核細胞ではアクチンの重合を促進する因⼦の反応拡散波がアクチ
ンの波を形成させ，細胞膜が押し出されることで細胞が運動を起こす 44．これと同じメカニ
ズムで，Arp2/3や ActAなどのアクチンの重合を促進する要素をMinタンパク質と相互作⽤
させることで，Min波がアクチンの重合を誘導し，⼈⼯細胞の運動を誘導できるようになる
と考えられる．これまでにアクチンの⾃⼰組織化や光刺激，低分⼦化合物の添加などにより
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変形や運動をする⼈⼯細胞が報告されているが 85,173–175，Min 波を⽤いて実際の細胞運動の
メカニズムを模倣することで，反応拡散波と細胞⾻格分⼦の連動による強い⼒の発⽣や，反
応拡散波の特性制御を利⽤した運動⽅向や速度の制御などが期待できる． 
 さらなる展開として，Min波の時間の周期性を利⽤すれば，周期的に応答を⽰す⼈⼯細胞
を創り出すことができるだろう．たとえば，⼈⼯細胞の膜上の特定部分にタンパク質分⼦ A

を局在させ，そのタンパク質と相互作⽤し反応を起こす分⼦ Bを Minタンパク質に融合さ
せる．すると，Min波が⼈⼯細胞内を⼀周し，分⼦ Aが局在する部分に達すると Aと Bが
反応を起こし，⽣命現象が創発される．Min波はエネルギーが枯渇しない限り持続的に周期
運動を繰り返すため，A と B による反応がある⼀定間隔の時間で周期的に起こることにな
る．これを利⽤すれば，概⽇リズムの再現など⽣命で⾏われる周期運動を模倣した⼈⼯細胞
を構築できると考えられる．さらに，dATP/ATP⽐による周期の制御を組み合わせることで，
この⽣命現象の周期も制御可能になる．このように，Min波の⼈⼯細胞系を他の⽣命現象と
組み合わせることで，分⼦ロボティクスに転⽤可能な時空間制御を獲得した⾼機能な⼈⼯
細胞が構築され得る． 
 

4.2.5 本研究の展望のまとめ 
本研究では，ボトムアップ⼿法により定められた実験条件下で複雑な⽣命現象を理解し
た．この戦略はその他の反応拡散波の理解にも応⽤可能である．⼈⼯細胞系のような夾雑因
⼦が存在しない実験系では，反応拡散系そのものが⽰す挙動を解析可能であり，Min波以外
の反応拡散波以外にも適⽤可能な普遍的な性質を抽出できる可能性がある．この点におい
て，反応拡散波の理解という⾮平衡物理的側⾯での貢献も期待できる．将来的には，様々な
反応拡散波の⼈⼯細胞系の構築や，反応拡散波とその他の⽣命現象を組み合わせることで，
複雑な⽣命現象の構成的かつ階層的な理解が可能になるはずである． 
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Fig. 4-1. 細胞内反応拡散波における主要な未解決課題 
(A) Min波のモード選択における空間形状の影響は未解決である．球形の⼈⼯細胞系 (ACs)
の場合，standing waveの発⽣するパラメーター領域は traveling waveより狭い (上)．⼈⼯細
胞を⼤腸菌細胞のようなロッド状に変形させることで，standing waveの発⽣可能なパラメー
ター領域が拡⼤する可能性がある (下)．(B) Min波は空間サイズによりスケールされること
により微⼩空間においても短い波⻑の Min 波が発⽣可能になるが，⽣細胞と同程度の微⼩
なサイズの⼈⼯細胞内においては Min 波は観察されていない．in vitro において 100 µm 程
度の⼤きな波⻑を持つMin波が，⽣細胞同様の 2–5 µmの微⼩な空間において発⽣可能な条
件は完全には理解されていない．(C) Min波以外の細胞内反応拡散波の⼈⼯細胞内再構成系
の構築により，それぞれのパターン形成原理が検証可能になる．(D) Turingタイプの静的な
パターンの形成条件は明らかではない．⼈⼯細胞系を⽤いることで，動的な反応拡散波を静
的なパターンに変換可能か否かを検証可能である． 
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属研究室の先輩である光⼭博⼠は，在学中にMin波の⼈⼯細胞内再構成系を構築されまし
た．私の研究はこの実験系に残された謎に端を発したものであり，光⼭博⼠による素晴ら
しい研究がなければ⾏うことはできませんでした．私の研究⽣活はコロナ禍と共に始まっ
たため，最初の３ヶ⽉間は⾃宅学習でした．その中で，研究の知識も進め⽅も何も知らな
い私に対し，オンラインでMin波の知識や論⽂の読み⽅を教えてくださいました．さらに
は，プロトコルの作り⽅や研究計画，⾃宅でも進められる解析などの指針も⽴ててくださ
ったことは，研究をする上での礎となっています．⼼より感謝申し上げます． 

共同研究者として本研究の遂⾏に⽋かせない実験の場を提供してくださっただけでな
く，ソフトマター物理の視点から⼈⼯細胞系についてご教⽰いただきました，東京⼤学⼤
学院総合⽂化研究科広域科学専攻相関基礎科学系の柳澤実穂准教授に深く御礼申し上げま
す．柳澤准教授は，必要な時にはいつも快く実験の場を貸してくださいました．また，⾃
⾝の研究について物理学の視点から多くのご助⾔をいただきました．この場をお借りし，
深く感謝申し上げます．また，同⼤学⼤学院総合⽂化研究科先進科学研究機構特任助教の
本⽥⽞博⼠には，Min波の⼈⼯細胞系の今後の展開に⽋かせない実験系を構築していただ
きました．同じく柳澤研究室の⾦久保有希さんには，拡散速度の測定について教えていた
だきました．また，同学年の理系学⽣として研究内容や進路について語ったことは⼼に残
っています．この場をお借りし，⼼より感謝申し上げます． 
本研究の⼟台となる実験系についてその謎を解明する重要な発⾒をされただけでなく，

実験⼿法を⼀からご教⽰くださいました，所属研究室の先輩の⻄川早紀さんに深く御礼申
し上げます．⻄川さんはMin波という同じ実験系を扱う先輩として，実験に関して何も分
からない状態の私に，⼀から丁寧に実験⼿法や研究の知識を教えてくださいました．当初
はコロナ禍で，⻄川さん⾃⾝が実験できる時間も限られる中，優しくかつ分かりやすく，
そして必要な注意点は漏らさずに⼿技を教えてくださったことは感謝してもしきれませ
ん．本当にありがとうございました． 
所属研究室のメンバーからは多くのことを学びました．所属研究室の先輩の濱野理さん
は⽣命科学以外にもあらゆる分野に造詣が深く，研究室の皆から尊敬される存在でした．
濱野さんからは，些細なことでも徹底的に検証することの⼤事さや，現状を改善するため
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に新しい実験系に取り組むことの⼤切さを学びました．同研究室の佐藤岳博⼠からは，博
⼠課程の先輩として多くのことを学びました．研究に関しては，研究のゴールを明確に設
定し，そこに向けた実験計画を細かく定め丁寧に検証する重要性を学びました．後輩の指
導に関しては，佐藤博⼠は研究の背景知識や実験⼿法を分かりやすくユーモアを交えて指
導される姿が印象的でした．さらに，後輩の研究テーマの設定や研究計画にも尽⼒されて
おり，⾃⾝の実験系を発展させるための幅広い知識と発想⼒をもつことの⼤切さを学びま
した．研究室での⽇常⽣活では研究の話から他愛もない会話までしてくださり，とても嬉
しかったです．本当にありがとうございました．同研究室の先輩の松井ゆきのさんから
は，研究の進展に必要な新しい実験系に取り組むバイタリティーと，実験結果を懐疑的な
視点で⾒つめ，あらゆる可能性を検討することの重要性を学びました．同研究室の後輩の
寺家琴⾳さんからは，根気強く確実に検証を進める⼤切さを学びました．寺家さんは不⾜
している共通試薬の調製などを進んでしてくださっており，⼼地よい研究室運営に⽋かせ
ない存在でした．そして，私の唯⼀の直属の後輩になってくれたのは⼤⾥美緒さんでし
た．⼤⾥さんの研究は私と同じMin波の⼈⼯細胞系を扱う⼀⽅で，所属研究室ではこれま
でに扱ったことのない材料を主軸としていました．試⾏錯誤が多い中であまり役に⽴つ指
導はできませんでしたが，これまでに得た知識の応⽤の仕⽅や，研究を客観的に眺めるこ
との⼤切さを学んだと共に，⼤⾥さん⾃⾝が「⾯⽩そう」と感じて研究に取り組む姿を⾒
て，研究を楽しむという原点を思い出しました．お世話になった皆様に，この場をお借り
して深く感謝申し上げます． 
研究に取り組む中で，⼼の⽀えになったのは幼少期から続けている⾳楽活動です．その
中で，⼩学５年⽣の時からピアノのご指導を賜っております⿑藤季⼦先⽣に，深く御礼申
し上げます．中・⾼・⼤学⽣時代は勉強や部活動に，現在は研究に疲れた状態でレッスン
に伺っても，その疲れを忘れるほど⿑藤先⽣のレッスンは楽しく刺激的で，レッスン後は
必ず「レッスンに⾏ってよかった」と思うことができました．この充実した時間があった
からこそ，研究に打ち込むことができました．また，⿑藤先⽣は常に⾳楽の楽しさをどの
ように伝えられるか，どのようにしたら⽣徒が楽しく演奏できるか考え，新たな指導⽅法
を次々と開拓されていました．そのような⽣徒の上達を第⼀に考え，先⽣⾃⾝も新しいこ
とにチャレンジされる姿勢は，教育者の鑑だと思います．⿑藤先⽣から学んだことを今後
研究者として活かしてまいります．この場をお借りし，深く感謝申し上げます． 

ピアノ演奏者の多くはソロで演奏しますが，室内楽サークルに所属していた私は他の楽
器の演奏者とアンサンブルをする機会に恵まれました．これまで⼀緒に演奏をしてくださ
った⽅々に感謝申し上げます．サークルで知り合った⽅は皆，⾳楽以外の世界で輝ける場
所をお持ちで，忙しい中でも精⼀杯⾳楽を楽しむ姿勢を尊敬しています．特に，サークル
活動の中で知り合った河野麗さんには，プライベートでも⾮常にお世話になりました．理
系学⽣という共通点をもつ河野さんとは研究の⼤変さを共有するとともに，彼⼥のタフさ
にいつも刺激を受けていました．この場をお借りし，⼼より感謝申し上げます． 



 115 

最後に，今⽇まで⽀えてくださった家族に深く感謝いたします．幼少期からの記憶を辿
ってもこれといって叱られた覚えもなく，両親は常にやりたいことを好きなようにさせて
くれました．その中で，勉強する習慣とピアノという⼀つのことに⻑く取り組み追求する
姿勢を⾝につけられたのは，⾃ら進んで勉強や練習に取り組めるような環境を整えてくれ
たからだと思います．研究においても，先⼈が明らかにしてきた膨⼤な知識を学習すると
同時に，常に更新され，そして新たに⽣み出されていく知識も習得する必要があります．
⾃発的に勉強をする姿勢は，研究においても⼤いに役に⽴ったと思います．また，研究は
⾃らの専⾨を誰よりも深く掘り下げ，追求する必要があります．ピアノに⻑く取り組んだ
我慢強さは，研究においても⼀つの現象に真摯に向き合うことにつながりました．⻑く単
⾝赴任をしていた⽗は，私がやりたいことを不⾃由なくできる⽣活をつくり上げてくれま
した．私が落ち込んでいる時でも普段と変わらずおおらかに接してくれたからこそ，家庭
で⼼地よく過ごせました．また，⺟は常に私を最優先に考えて⽣活スタイルを合わせてく
れました．私が何の⼼配事もなく研究に取り組めたのは，⺟のサポートのおかげです．こ
のように家族が⾃主性を重んじて育ててくれたからこそ，⾃分が興味をもつ研究に取り組
むことができました．今後，家族やこれまでお世話になった⽅に恩返しができるよう，⾃
分にできることを常に考え努⼒し続けたいと思います．本当にありがとうございました． 
 

2025年 1⽉ 
髙⽥ 咲良 
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[2] 髙⽥咲良，⼝頭発表部⾨ 優秀発表賞，21世紀⼤腸菌研究会，Min 波の極間振動の⼈⼯
細胞内再構成 (第 17回 21世紀⼤腸菌研究会)，2021年 8⽉ 20⽇受賞． 

[3] 髙⽥咲良，若⼿研究奨励賞，計測⾃動制御学会システム・情報部⾨ 知能分⼦ロボティ
クス調査研究会 主査 東俊⼀，⼈⼯細胞内の時空間パターンを操る：極間振動波と移動
波の制御 (第 5回分⼦ロボティクス年次⼤会)，2021年 11⽉ 7⽇受賞． 

[4] 髙⽥咲良，第６回⽇本⽣物物理学会学⽣発表賞，⽇本⽣物物理学会会⻑ 野地博⾏，
Robustness and plasticity of spatiotemporal patterning by a reaction-diffusion wave entrapped in 

protocells (第 59回⽇本⽣物物理学会年会)，2021年 11⽉ 27⽇受賞． 

[5] 髙⽥咲良，⼝頭発表部⾨ 発表優秀賞，21世紀⼤腸菌研究会，再構成研究：Min波や解
糖系は dATPでも動く (第 18回 21世紀⼤腸菌研究会)，2022年 6⽉ 28⽇受賞． 

[6] 髙⽥咲良，IUPAB student award，⽇本⽣物物理学会会⻑ 野地博⾏，Tuning dynamics and 
period of a reaction-diffusion wave for cell division in artificial cells (第 60回⽇本⽣物物理学
会年会)，2022年 9⽉ 29⽇受賞． 

[7] 髙⽥咲良, 第３回領域研究賞, 新学術領域研究「情報物理学でひもとく⽣命の秩序と設
計原理」, エネルギー供給源の多様化による細胞サイズ空間で⽣じる反応拡散波の周期
制御, 2023年 3⽉ 7⽇受賞. 

[8] 髙⽥咲良, 第６回領域会議 発表賞, 新学術領域研究「情報物理学でひもとく⽣命の秩
序と設計原理」, 細胞サイズ空間に創られたチューリングパターン (新学術領域研究
「情報物理学でひもとく⽣命の秩序と設計原理」 第６回領域会議), 2023 年 3⽉ 7⽇
受賞. 

[9] 髙⽥咲良, ⽶沢富美⼦賞, 慶應義塾⼤学⼤学院理⼯学研究科委員⻑ 斎⽊敏治, 2023年 3

⽉ 28⽇受賞 

[10] 髙⽥咲良, 2023 年度⽇本蛋⽩質科学会若⼿奨励賞優秀賞, ⽇本蛋⽩質科学会, タンパク
質⼯学により創られた⼈⼯細胞内チューリングパターン (第 23 回⽇本蛋⽩質科学会年



 120 

会), 2023年 7⽉ 7⽇受賞.  

[11] 髙⽥咲良, IUPAB student award，⽇本⽣物物理学会会⻑ 髙橋聡，Creation of Turing pattern 
in artificial cells by PAR system-like mutual inhibition network (第 61回⽇本⽣物物理学会年
会)，2023年 11⽉ 15⽇受賞． 

[12] 髙⽥咲良, 第⼗九回⽇本⽣物物理学会若⼿奨励賞, ⽇本⽣物物理学会会⻑ 髙橋聡，
Creation of Turing pattern in artificial cells by PAR system-like mutual inhibition network (第
61回⽇本⽣物物理学会年会)，2023年 11⽉ 15⽇受賞． 

[13] 髙⽥咲良, 第 8 回領域会議 発表賞, 新学術領域研究「情報物理学でひもとく⽣命の秩
序と設計原理」, 細胞内反応拡散波は空間サイズによりスケールする (新学術領域研究
「情報物理学でひもとく⽣命の秩序と設計原理」第 8 回領域会議), 2024 年 3⽉ 5⽇受
賞. 

[14] 髙⽥咲良, 学⽣プレゼンテーション賞, 第 7 回分⼦ロボティクス年次⼤会 ⼤会実⾏委
員⻑ 豊⽥太郎, ⼈⼯細胞内反応拡散波を創る・動かす・制御する (第 7 回分⼦ロボテ
ィクス年次⼤会), 2024年 3⽉ 14⽇受賞. 

[15] Sakura Takada, IUPAB2024 Student and Early Career Researcher Poster Award, Hiroyuki Noji 
The Chair of the Organizing Committee of IUPAB2024, Mechanism of scaling behavior of an 
intracellular reaction-diffusion wave in cell-size space (21st IUPAB Congress 2024), 2024年 6
⽉ 28⽇受賞.  

[16] Sakura Takada, Poster award, SynBYSS, Creation of Turing patterns in artificial cells using 
engineered reaction-diffusion networks (1st International SynBYSS Conference), 2024年 12⽉
11⽇受賞. 

 

その他（著作物） 

[1] 髙⽥咲良, タンパク質の反応拡散波（Min波）を⼈⼯細胞内で発⽣させる⼿法, 蛋⽩質
科学会アーカイブ 16, e113 (2023).  
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