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研究成果の概要（和文）：我々は、異方的ドライエッチングと等方的ドライエッチングを組み合わせることで、
凹凸マイクロパターン表面の突出部のカーブの曲率を10 nmから1000 nmの範囲で自在に作り分けることに成功し
た。次に、この凹凸マイクロパターン上で、NIH3T3細胞などの培養を行い、単一細胞内にさまざまな曲率のカー
ブを創り出す技術を確立した。更に、単一細胞内に創り出されたさまざまな曲率のカーブから発せられる生化学
的なシグナルの観察を行った。生化学的なシグナルの観察は、膜タンパク質および低分子量Gタンパク質の発現
を時空間的に追跡することで行われた。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in making the projecting portion with various curvatures (from 
10 nm to 1000 nm) on a micropattern surface by using anisotropic dry etching and isotropic dry 
etching. Next, we could establish the technology which can create the membrane curves with various 
curvatures in a single cell, by just culturing cells on the micropattern. Moreover, it was observed 
the biochemical signals from the curves with various curvatures in the single cell. The observation 
of the biochemical signals were performed by tracking spatiotemporally the expression of membrane 
proteins and small G-proteins.

研究分野： 複合領域
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１．研究開始当初の背景 
近年、カーブした細胞膜に集まる膜タンパク
質群が次々に報告され、これらのタンパク質
群がどのようなカーブに集まるのか、カーブ
形成のメカニズムとあわせて研究が進めら
れている。現在までに、これらのタンパク質
群は、認識するカーブの曲率が異なることが
人工的なリポソームを用いた研究により明
らかにされている。本研究は、人工的なリポ
ソームではなく生きた細胞で曲率認識タン
パク質群をスクリーニングすることを目指
している。まず、凹凸マイクロパターンを用
いて単一細胞内にさまざまな曲率のカーブ
をいくつも創り出し、次に、そのカーブごと
に集まったタンパク質を観察する。更に、さ
まざまな曲率のカーブにおいて、どのような
低分子量 G タンパク質が活性化しているの
か時空間的にイメージングする。 
 
２．研究の目的 
これまで、カーブした膜を研究するには、人
工的なリポソームを用いるしか選択肢がな
かった。そのため、生きた細胞でカーブした
膜を創るアプローチは非常に独創的である。
生きた細胞でカーブした膜を創ることで、リ
ポソームでは不可能だったカーブから生じ
る生化学的なシグナルを観察できるように
なる。本研究は、単一細胞内に異なる曲率の
膜を調製できる点においても大きな利点を
持っている。単一細胞内のさまざまな曲率の
カーブを同時に調査できれば、細胞の接着形
態や周期などの個体差に応じた評価ができ
るからである。 
本研究は、凹凸マイクロパターンを用いて

単一細胞内にさまざまな曲率のカーブを自
在に創出し、カーブに局在するタンパク質を
顕微観察することで、カーブの持つ生化学的
な意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
我々は、凹凸マイクロパターン上で細胞を培
養し、パターン形状によって細胞膜のカーブ
の曲率が変化することをこれまでの研究で
見いだしていた。パターン形状を調節するこ
とで細胞膜のカーブの曲率を制御可能であ
ることも既に掴んでいた。これらの実績があ
ったからこそ、凹凸マイクロパターンを利用
して膜のカーブの曲率を制御する着想、およ
び単一細胞内に曲率の異なるカーブを連続
して形成させる発想を得ることができた。本
研究は、凹凸マイクロパターンの形状によっ
て細胞膜のカーブの曲率を変化させる技術
を開発し、これまで明らかにされていない細
胞膜のカーブの曲率とタンパク質の局在と
の相関関係を明らかにする。最終的には、カ
ーブの持つ生化学的な意義を低分子量 G タ
ンパク質の活性化に焦点を絞って明らかに
する。 
まず、我々は、細胞膜に望む曲率のカーブ

を自在に創り出す凹凸マイクロパターンを

フォトリソグラフィー技術により作製した。
（この方法は我々の独自技術であり本研究
の根幹であるが、特許出願を予定しているた
め、一切記述できない。）作製されたカーブ
を FE-SEM によって観察し、カーブの直径
を計測した。 
 次に、上述の凹凸マイクロパターンの上に
NIH3T3 や HaCaT、MEF、HeLa、HUVECs、
ADSCs を 1 万 cells/cm2 で播種し、播種から
12 h 後に各種プラスミドを導入した。導入さ
れたプラスミドは、F-BAR ドメインを持つ
Amphiphysin や カ ベ オ ラ を 形 成 す る
Caveolin、EGF receptor、Insulin receptor、
Raichu-HRas、Raichu-RhoA などのもので
ある。プラスミドが導入された細胞は 48 h
から 72 h 程度培養（37℃, 5%CO2）され、細
胞内に上述のタンパク質を過剰発現させた。
培養終了後、直ちに固定化し、必要に応じて
抗体染色を行った。 
 カーブに集まるタンパク質およびその活
性 化 は 共 焦 点 レ ー ザ ー 走 査 型 顕 微 鏡
FV-1000D（オリンパス㈱）によって三次元
的に観察された。 
 
４．研究成果 
凹凸マイクロパターンの突出部のカーブの
直径を 10 nm から 1000 nm の範囲で自在に
作り分けることに成功した。（この方法は
我々の独自技術であり本研究の根幹である
が、特許出願を予定しているため、一切記述
できない。）突出部の先端のカーブの直径が
50 nmの凹凸マイクロパターンの例を図 1に
示す。こういった凹凸マイクロパターンを用
いて、NIH3T3 や HaCaT、MEF、HeLa、
HUVECs、ADSCs などの単一細胞内にさま
ざまな曲率のカーブを創り出すことにも成
功した。 
 

 
次に、凹凸マイクロパターンによって創り

出された生きた細胞内のさまざまな曲率の
カーブに、曲率認識能を持つタンパク質が集
まることを見いだした。その中には F-BAR
ドメインを持つ Amphiphysin やカベオラを
形成する Caveolin なども含まれる。

図 1 凹凸マイクロパターン先端のカーブの
FE-SEM 像（鳥瞰） 
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Amphiphysin が直径 50 nm のカーブに集積
した例を図 2 に示す。この現象は、カベオラ
を形成するカベオリンでも確認されており、
凹凸マイクロパターンによって曲率認識タ
ンパク質の局在を制御できることを示唆し
ている。 

 
 

更に、単一細胞内に創り出されたさまざま
な曲率のカーブから発せられる生化学的な
シグナルの観察を行った。（この方法および
結果は、我々の独自技術であり本研究の根幹
であるが、特許出願を予定しているため詳細
を記述できない。）生化学的なシグナルの観
察は、膜タンパク質の集積および低分子量 G
タンパク質の活性化を共焦点レーザー走査
型顕微鏡によって三次元的に観察すること
で行われた。その結果、Amphiphysin や
Caveolin が集積する曲率のカーブ、EGF 
receptor や Insulin receptor は集積する曲率
のカーブがあることが分かった。また、HRas
と RhoA は、リン酸化されるカーブの曲率が
異なることが分かった。以上、膜タンパク質
（ Amphiphysin, Caveolin ）や膜受容体
（EGF receptor, Insulin receptor）の局在、
低分子量 G タンパク質（Ras, Rho）のリン酸
化に細胞膜のカーブの曲率が大きく関与し
ていることが明らかにされた。 
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