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はじめに

細胞内シグナルの検出は、シグナル分
子のリン酸化等の活性化の指標となる分
子修飾を特異抗体で検出する生化学的手
法が一般的である。しかし、これらの手
法では個々の細胞のシグナル活性の時間
変化までを追うことはできない。ライブ
イメージング技術はこの問題点を克服す
るのみならず、個々の細胞の不均一なシ
グナル応答性をも明らかにしてくれる。
シグナル分子を標的とした様々な抗がん
剤に対するがん組織における個々の細胞
の応答性を評価することが、より有効性
の高い薬剤の開発に繋がる。本稿ではラ
イブイメージング技術がもたらす新たな
がん研究展開とその応用を紹介する。

ERKは細胞の増殖を制御する細
胞内シグナルである

ERK（extracellular signal-regulated ki-
nase）は細胞の増殖を制御するキナーゼ
分子としてよく知られている。ERKは核
へ細胞内シグナル情報を伝えるマップキ
ナーゼ分子の 1つであり、活性化型であ
るリン酸化型と非活性型の非リン酸化型
が可逆的に入れ替わることによりダイナ
ミックな活性変化を起こす。ERKの活性
化は基本的に細胞膜上の EGFR（epider-
mal growth factor receptor）受容体の活
性化が起点となる。増殖因子に結合した
EGFRは自己リン酸化により活性化され、
RAS、RAF、MEKといった他のキナーゼ
の活性化を経て下流である ERKの活性
化を引き起こす。活性化された ERKは
細胞核内へと移動し、遺伝子転写因子を
活性化することにより細胞増殖を誘導す
る（図 1）。
がんと ERKの関連において、ERKは

多くのがんにおいて異常活性化が報告さ
れており、その細胞増殖への機能が第一

に注目されるところである。実際、ERK
は発がん遺伝子 RASの転写産物である
RASタンパク質の下流に位置しており、
がん細胞の増殖に重要な役割を担うこと
に疑いの余地がない。EGFR-ERK経路を
ターゲットとした分子標的薬も多く開発
されており、一定の臨床的効果をあげて
いると言える。
しかし、ERK分子の機能は決して細胞

増殖の ON、OFFを切り替えるスイッチ
のようなものではない。ERKは細胞の増
殖に限らず、分化、遊走、代謝、細胞死
など多くの細胞機能を調節する多機能な
分子であり、生理的な組織の維持や発生
において綿密に制御される分子である。
この多機能性こそが ERKに関する研究
の難しさであり、細胞機能制御のために
ERKが注目されるゆえんである。ERK

がいかにして多くの細胞機能を使い分け
るかというメカニズムに関しては、ERK
の時間的・空間的な活性パターンの違い
がかつてより注目されているところであ
るが、未だにそれがどのようなものであ
るかは不明な点が多い。

がん治療のターゲットとしての
ERK

一方、がんにおける EGFR-ERK経路の
制御に目を向ければ、現状の抗がん剤治
療において、ERKの活性およびがんの細
胞増殖活性を下げるために、EGFR阻害
剤である Gefitinib、Erlotinib、Afatinib、
RAF阻害剤である Vemurafenib、MEK阻
害剤である Trametinibが世界的に使用さ
れている（図 2）。しかし、がん細胞の不
均一性や耐性獲得による問題は、がんの

分子標的薬全般の課題として根強く存在
している。従来の分子活性をただ抑制す
るという量的なアプローチだけでなく、
どのように細胞内シグナルを抑制すれば
細胞増殖を最適に制御できるかという質
的なアプローチが必要となっている。
そこで本稿では、筆者が行っているラ

イブイメージング技術に基づいた ERK
活性の時空間的なダイナミクスと細胞機
能の関連について紹介し、さらにヒト膵
がん由来オルガノイドを例に、がん細胞
における ERK活性の不均一性の一端お
よび今後の課題について議論させていた
だきたい。

ERK活性をシングルセルで検出
するための手法

細胞内の ERK活性を検出する手法に
は、リン酸化 ERKに対する抗体を用い
た免疫染色法やウェスタンブロッティン
グ法が挙げられるが、これらの手法では
個々の細胞の ERK活性の時間変化まで
を追うことはできない。そのためにはラ
イブイメージング、および ERK活性を
検出できる蛍光プローブが必要となる。
まず、ライブイメージングには当然、顕
微鏡が必要となる。比較的安価で広く用
いられる落射型蛍光顕微鏡は、一般的な
2次元培養細胞の観察に用いられる。一
方、Z軸方向の分解能が必要となる 3次
元培養や生体ライブイメージングにおい
ては共焦点顕微鏡や多光子顕微鏡などの
顕微鏡が必要となる。一方、蛍光プロー
ブに関しては、ERK活性を検出する手法
として、例えば green fluorescent protein
（GFP）を ERKに結合させた融合させる
手法は有用ではない。キナーゼ活性はそ
の分子がリン酸化されているかで決定さ
れるため、単なる発現や局在をモニター
するのではなく、リン酸化状態を検出す
るための蛍光プローブが必要であるため
である。Förster resonance energy trans-
fer（FRET）を利用した蛍光プローブは
リン酸化状態を検出する手法の 1つであ
る。FRETとは、2種類の蛍光タンパク
間におけるエネルギーの移動により、励
起した蛍光タンパクに隣接する別の蛍光
タンパクから蛍光が発せられる現象であ
る（図 3）。この FRETを使用した FRET
プローブは、タンパク間相互作用を検出
するために利用することが可能であり、
キナーゼ活性をモニターするためにも有
用である。ERKの活性をモニターする
FRETプローブは 2008年に Harveyらに
よって報告された Extracellular regulat-
ed-signal kinase activity reporter（EKAR1）
以来、改良が近年に至るまで続けられ、
高感度かつ特異性の高いプローブが開発
されている 2-4。その基本構造は、青色蛍
光タンパク質である CFPと黄色蛍光タン
パク質である YFP、およびそれらをつな
ぐ領域から構成される。さらに両者の間
には、活性化型 ERKによってリン酸化
される基質ドメインと、それがリン酸化

された場合に結合する認識ドメイン（WW 
domain）が存在する（図 3）。ERKの活
性が低い場合には、そのバイオセンサー
は 3次元的に開いた構造をとり、440nm
の光による CFPの励起によって CFPか
らの蛍光がシグナルとして観察される。
一方、ERKの活性が高い場合には、基質
ドメインがリン酸化を受け、WW domain
と結合することによってバイオセンサー
の 3次元構造が変化する。具体的には、
CFPと YFPの間の距離が非常に近くな
り、この状態で CFPを励起する光エネル
ギーは隣接する YFPへと移動（FRET）し、
YFPからの蛍光がシグナルとして観察さ
れる。つまり、YFPへの FRETシグナル
強度を CFPからのシグナル強度で割った
比（FRET/CFP）によって ERK活性をモ
ニターすることができる（図 3）。以後、
この ERKの FRETバイオセンサーを用
いて明らかになった ERK活性の時空間
的なダイナミクスを紹介させていただき
たい。

ERKのパルス様活性化と伝搬

ERKの FRETプローブが高感度になっ
た利点は、がんなどの病態で ERK活性
の異常を高感度に捉えられるようになっ

たことだけにとどまらない。例えば、従
来の ERKの蛍光プローブは主に培養細
胞での実験系に使用されてきたが、その
高感度化によって、ノイズシグナルの多
いマウス生体での観察においても ERK
活性をシングルセルレベルで検出でき
るようになっている 5。筆者は、ERKの
FRETプローブの 1つである EKAR-EVn-
ls2を全身に発現するトランスジェニック
マウスを用い、皮膚細胞における ERK
活性を生体にて観察した 6。その結果、
ERKの活性は正常皮膚でも一定ではな
く、ときおり局所的な発火と伝搬を示す
ことを明らかにしている。この現象を筆
者は Spatial propagation of radial ERK ac-
tivity distribution（SPREAD）として報告
している（図 4）6。SPREADは皮膚でい
つも起きているわけではなく、起きてい
る時と起きていないときがあり、その発
生は周囲の細胞の皮膚細胞の増殖と時空
間的な関連が認められた。また、その伝
搬メカニズムには細胞表面の EGFRを活
性化させる EGFRリガンドの切断による
活性化が必要であることがわかっている
（図 4）が、未だその詳細なメカニズムや
生物学的な意義については不明である。
また、筆者は創傷治癒過程における

ERK活性も同様に観察している。その結
果、創傷治癒における集団的な細胞遊走

図１：EGFR-ERK経路による細胞機能制御
細胞はその細胞膜状の受容体である EGFR
により増殖シグナルを受け取る。それは
RASの活性化につながり、さらにその下流
因子である RAF、MEK、ERK へとリン酸
化が連続的に起き、活性化される。活性化さ
れた ERKは核内へと移行し、様々な転写因
子の活性化を通じて、細胞増殖、遊走、分化
などの細胞機能を制御する。

図２：  EGFR-ERK 経路を標的にした分
子標的薬

がんにおいて異常活性化が知られる EGFR-
ERK経路を標的にした分子標的薬が開発さ
れ、がん治療に用いられている。がんの種類
などにより、どの分子を標的にした薬剤が奏
効するかは異なっている。

図３：  ERK活性を検出するFRET
プローブ

EKAR（イーカー）と呼ばれるERK
のFRETプローブは、青色の蛍光タン
パクであるCFPと黄色の蛍光タンパ
クであるYFPが結び付けられた構造
を持つ。ERKが活性化されると、そ
れと結合する配列がリン酸化され、３
次元立体構造が変化する。これにより
CFPとYFPが近接すると、CFPの
蛍光エネルギーはYFPに移動（FRET）
し、YFPからの蛍光、つまりFRET
シグナルが増強する。これらの２色の
蛍光の強度比によってERK活性を定
量的に検出することが可能である。

図４：ERK活性の発火と細胞間伝搬（SPREAD）
マウスの生体皮膚において、ERK活性が発火し周囲へと広がる現象、Spatial Propagation 
of Radial ERK Activity Distribution（SPREAD）が見られる。ERK活性化を起こした細胞は、
ADAMと呼ばれるメタロプロテアーゼの活性化を介して、EGFRリガンドを切断する。切断
されたリガンドは隣の細胞のEGFRに結合し活性化することによってERK活性を周囲へと伝
搬させる。
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の際に ERK活性が傷口より連続的に伝
搬することを明らかにしている。これに
ついては書面上での表現が困難であるた
め、是非、論文中の動画をご覧いただき
たい 6。さらに、後の培養細胞を用いた
検討により、この ERK活性の伝搬は細
胞遊走の方向決定に重要であることが明
らかとなっている 7。
この様な現象はシングルセルのレベル

で見れば、ERKのパルス様の一過性活性
化としてとらえられる。この様な ERK
のパルス様活性は複数の細胞種において
確認されている 8-12。筆者は、ヒト表皮
幹細胞で ERK活性をライブイメージン
グすることで、表皮幹細胞の幹細胞状態
によって ERK活性の時間パターンが変
化することを示している 11。皮膚幹細胞
は、増殖活性の低い休止期の状態から、
盛んな増殖をする増殖期を経て、細胞増
殖を行わない分化細胞へと推移する 13。
この様な幹細胞状態の推移における ERK
活性の時間パターンを観察したところ、
ERK活性は定常的に高い状態（休止期
幹細胞）に始まり、パルス状の活性化を
伴うパターンに変化し（増殖期幹細胞）、
次第にパルスが消失することで定常的に
低い状態（分化細胞）へと推移すること
が明らかとなった（図 5）11。
以上のように、発がんメカニズムおよ

び治療ターゲットとして注目される ERK
の活性状態は、正常の組織維持において
でさえ、時空間的に非常にダイナミック
な制御が行われており、それが細胞増殖
を含む多様な細胞機能の制御に関与して
いる。それでは、このような ERK活性
のダイナミクスをがん研究においてどの
ように検出し、活かしていくべきであろ
うか。以降、現在筆者が取り組んでいる
膵がんオルガノイドのライブイメージン
グの系を例に、今後、当該分野でどのよ
うなアウトプットが得られるか、どのよ
うな技術的問題点が存在しているかとい
う点を議論したい。

オルガノイドを用いた膵がん研究

膵がんは非常に悪性度の高いがんとし
て知られ、その 10年生存率は 5％に満た
ない。他のがんと同様、分子標的薬によ
る新規治療法が適用されているにもかか

わらず、この現状は非常に厳しいもので
あると言わざるを得ない。その原因はい
くつか議論されているが、（1）早期診断
が困難であり、発見された時にすでに進
行度の高いがんであることが多いこと、
（2）浸潤、転移が多く見られるがんであ
ること、（3）抗がん剤に対して抵抗性の
あるケースが多いこと、（4）がん細胞
が単一の性質を持った細胞の集団ではな
く、それぞれ異なった性質を持つ細胞群
であること（がんの不均一性）が挙げら
れる。
これらの問題に取り組むために、近年

の基礎研究において、（1）これまでの主
にマウスを用いたがんモデルでなく、ヒ
トがん細胞を用いること、（2）ヒトがん
細胞をなるべく実際の生体環境に近い状
態で使用すること、（3）がん細胞を細胞
集団の平均で評価するのではなく、個々
の細胞で評価すること、が重視されてい
る。特に、シングルセルのシークエンス
技術の発展により、個々のがん細胞の遺
伝子発現状態の違い、治療効果との相関
などが明らかとなっており、ますますこ
れらのアプローチは重要になると考えら
れる。また、近年注目されているの手法
が、患者由来がん細胞を用いたオルガノ
イドを用いたアプローチである。オルガ
ノイドとは、マトリゲルと呼ばれるゲル
基質中にて細胞を培養することによって
得られる 3次元的な細胞集合体であり、
生体外の培養状態でありながら生体内の
細胞外基質の状況を模したシステムとし
て注目されている。典型的には、オルガ
ノイドは球状の構造であり、細胞はその
外周を覆うように配列されている（図 6）。
実際に膵がん研究においてもオルガノイ
ドを用いた研究は注目されており、本邦
の内閣府のムーンショット型研究開発制
度「生体内ネットワークの理解による難
治性がん克服に向けた挑戦」においても、
オルガノイドをその中心にして、細胞生
物学手法、マルチオミックス、イメージ
ング、数理・AIといった複合的なアプロー
チでの研究が進められている。

膵がんオルガノイドの
ライブイメージング

筆者は現在、膵がん患者由来オルガ
ノイドのライブイメージングに取り組ん
でいる。前述の ERK活性をモニターす
る FRETバイオセンサーを細胞に発現さ
せ、深部観察が可能な共焦点顕微鏡や多
光子顕微鏡を用い、ERK活性をシングル
セルレベルで検出している。これにより、
ERK活性の不均一性が明らかになるもの
と考えられる。ここで不均一性には様々
なレベルが存在することに触れておきた
い。それは、（1）個々のがん細胞におけ
る ERK活性の不均一性、（2）個々のオ
ルガノイドにおける不均一性、（3）オル
ガノイドの由来となった個々の患者によ
る ERK活性の不均一性、である。（1）
の個々のがん細胞における違いは、オル
ガノイドを用いた手法にかかわらず、従
来の 2次元培養でも解析が行われるもの
である。細胞認識のための画像解析には
様々な有料、無償のソフトウェアが存在
するが、筆者は無償のソフトウェアであ
る Fiji/ImageJのプラグインである Track-
mate14および Cellpose15を用いている。
Trackmateは、粒状の構造の認識および
トラッキングに優れており、細胞の場合
には核に蛍光シグナルが存在する場合に
非常に有用である。一方、Cellposeは機
械学習に基づいたアルゴリズムによって
細胞を分画化することが可能であり、蛍
光シグナルが細胞質に存在する場合や細
胞密度が高い場合に特に有用である。一
方、（2）の個々のオルガノイドの検出
においては、筆者の知る限り一般的なソ
フトウェアやプラグインは存在しないの
ではないかと思う。筆者は個々の細胞ど
うしの距離を計算し、それが一定値以下
の細胞群をクラスターとして検出するこ
とでオルガノイドの自動検出を行ってい
る。しかし、それだけでは複数のオルガ
ノイドが近接した場合に 1つのオルガノ
イドとして認識されてしまうエラーが生
じるため、自動検出の後にエラーを人間
の目で補正を行っている。さらに、（3）
の由来となる患者のがんの違いは当然注
目に値するところである。それぞれに異
なった遺伝子変異パターンおよび遺伝子
発現パターンを持っており、当然 ERK

活性や薬剤への応答性の違いが認められ
る。

巨大化するライブイメージング
データ

これらの 3つのレベルでの分子活性
の不均一性の解析は必然的に巨大なデー
タ容量となる。従来の 2次元の解析と
比較し、3次元となればデータ量は数十
倍になり、さらに時間変化を追うための
タイムラプス撮影においては、さらにそ
の数十倍のデータとなる。実際、筆者の
扱うイメージングデータも長期の 3次
元イメージングでは 500ギガバイトに
及ぶ巨大データとなっており、通常のコ
ンピュータではデータを全て表示させる
ことすら不可能である。筆者はプログラ
ムによる画像解析によって大容量のデー
タを扱っているが、今後、画像解析技術
の更なる発展や数理系研究者の協力がま
すます重要になってくるものと考えてい
る。

膵がんライブイメージングの実際
と課題

図 7にオルガノイドの ERK活性解析
の一例を示した。まず、単一細胞レベ
ルの解析において、数千細胞の解析の結
果、同一患者由来の膵がん細胞であっ
ても、ERKの活性には大きな違いがあ
ることがわかる。さらに、その活性分布
は、単純な正規分布となっておらず、複
数のがん細胞集団が存在している可能性
を示唆している。また、オルガノイドご
との解析において、ERKの平均活性レベ
ルとオルガノイドの増殖には相関関係が
見られるものの、ERK活性が高ければ必
ずしもオルガノイドが増殖するわけでは
なく、ERK活性はオルガノイド増殖のた
めの必要条件の 1つではないかと考えら
れる。さらに、ここでオルガノイドのサ

イズに注目すれば、イメージングによっ
て得られた数千の細胞のうち、ほとん
ど（およそ 70％）の細胞はオルガノイド
を形成せず、シングルセルもしくは 2細
胞の状態であることは特筆に値する。一
般的なオルガノイド研究においては、そ
の 70％の細胞を含めた状態でウェスタン
ブロッティングなどの手法で平均として
のタンパク質発現量などの解析が行われ
ていることが多い。また、免疫染色やイ
メージングにおいては逆に、大きく成長
したオルガノイドだけに絞った解析しか
されておらず、バイアスのかかったデー
タになっている可能性がある。このよう
に、オルガノイドを用いた研究は個々の
細胞、オルガノイド、患者の違いを明ら
かにする有望な研究手法であるととも
に、そのデータ取得、解析、および解釈
に困難をもたらすものであると言える。
そのため、今後それを標準化し、簡便化
するアプローチも重要になるものと考え
られ、膵がんに限らず、オルガノイドを
用いたがん研究全体の発展に寄与するも
のと考えられる。

今後のがん研究の発展のために

近年のがん研究において、ライブイ
メージングを用いたアプローチは必要不
可欠なものとなっている。それは特に、
がんの不均一性の解明および耐性獲得の
ような時間変化を伴うメカニズムの解明
において顕著である。がんの治療戦略に
おいて、それぞれの患者のがんの状態に
応じた個別化医療の実現に向け、網羅的
なシークエンス技術とともに重要な立ち
位置を占めるものであると筆者は考えて
いる。さらに、FRETを用いた分子活性
をモニターするプローブをはじめ、分子
活性を光で制御する光遺伝学的アプロー
チや、CRISPR-Cas9システムを用いた
遺伝子編集技術によって、更なる技術的
発展も見込まれる分野である。今後、ラ
イブイメージング手法が多くの研究者に

とって手軽に利用できるものとなり、が
んのメカニズムの理解および治療に大き
く貢献することを期待したい。
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