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研究成果の概要（和文）：蛍光の偏光および異方性という特性を用いて、分子の「向き」を測定することで、生
命現象における「角度」に関する情報を取得する技術を開発した。特に、細胞膜の角度（曲率）の変化を蛍光強
度の変化として測定する手法を確立した。これにより、従前は電子顕微鏡でしか観察できなかった膜の曲率とそ
の変化を、高い時間分解能（秒レベル）で光学的に観察し、エンドサイトーシスの超初期過程の細胞膜変形の光
学的可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a technology to obtain information on "angle" in 
biological phenomena by measuring the "orientation" of molecules using the properties of 
polarization and anisotropy of fluorescence. In particular, we established a method to detect the 
changes in the angle (curvature) of cell membranes by translating it to changes in fluorescence 
intensity corresponding to alteration of the molecular orientation. With these advantages, the 
curvature of the plasma membrane and its change, which had been visible only observable with 
electron microscopy, can be optically observed at a high time resolution (second level), making 
possible to visualize cell membrane deformation in the very early stage of endocytosis.

研究分野： 生理学、細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、エンドサイトーシスの超初期過程の細胞膜変形の分子メカニズムを解明に資する技術革新といえ
る。細胞膜の変形は100 nm程度以下の領域で生じる現象で、現存する超解像顕微鏡でも時間分解能を伴うダイナ
ミクスの観察は不可能であり、「向き」に着目することで従来技術の限界を超える観察が可能となった。今後
は、本研究成果を基盤に、「角度」と「向き」に着目した新しい生物学の新領域の開拓を目指したい。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
「細胞膜」は細胞形質膜および細胞内小器官の膜からなり、教科書などに描かれている絵を見
る限りは、常に同じ状態で静止している用な印象を受ける。しかし実際は、絶えず運動や新規
合成の結果として、動的にその恒常性が維持されている。実際に、エンドサイトーシス経路な
どについては、メンブレントラフィックというキーワードで多くの知見が蓄積されつつ有る。 
このようなダイナミックな生命現象を理解するためには、空間情報（x, y, z 軸）と時間情報（t
軸）のすべてが必要である。しかし、技術的限界からこの 4 次元情報すべての高分解能計測は
不可能であり、先人の研究者はそのどれかを捨てる「トレードオフ」と戦いながら、多くの成
果を挙げて来た。技術革新によるトレードオフへの挑戦は我々研究者の好奇心の一つである。
例えば 2014 年にノーベル化学賞を受賞した超解像顕微鏡は、光学顕微鏡の回折限界を超えた電
子顕微鏡レベルの xy 分解能観察を、ある程度の時間分解能で行うことを可能とした。実は生命
を理解する上で xyzt に加えて重要にもかかわらず、これまであまり注目されてこなかった要素
がある。それは「向き」あるいは「角度」といった情報である。 
実生活の簡単な例により角度の重要性は容易に理解できる。例えば、同時刻の同じ空間内に二
人の人が居たとする。この両者がお互いに向かい合っているか背中を向けているかにより、両
者の関係性は大きく異なる。しかし、従前の生物学等の研究においては、「同距離」「同濃度」
という評価になり、等価に扱われてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、蛍光の偏光および異方性という特性を用いて、分子の「向き」を測定することで、
生命現象における「角度」に関する情報を取得する技術を開発する。特に、細胞膜の角度（曲
率）の変化を蛍光強度の変化として測定する手法を確立する。これにより、従前は電子顕微鏡
でしか観察できなかった膜の曲率とその変化を、高い時間分解能（秒レベル）で光学的に観察
し、エンドサイトーシスの超初期過程で生じる細胞膜変形の分子メカニズムを解明に資する技
術革新をもたらす。細胞膜の変形は 100 nm 程度以下の領域で生じる現象で、現存する超解像
顕微鏡でも観察は不可能であり、「向き」に着目することで従来技術の限界を超える観察が可能
となる。また、本研究成果を基盤に、「角度」と「向き」に着目した新しい生物学の新領域の開
拓を目指したい。 
 
３．研究の方法 
「偏光」という光の特性と蛍光タンパク質の異方性を用いて、「角度レポーター」分子を開発す
る。蛍光タンパク質の発色団は分子の長軸方向に対してほぼ直行しており、これに平行な偏光
で励起され、発する蛍光偏光も同じ向きになる。したがって、細胞膜に対して一定の相対角度
で蛍光タンパク質を固定することで、細胞膜から生じる蛍光に異方性をもたせ、その角度を計
測することが可能になる。この角度レポーターを発現する細胞膜は、ある方向の偏光にのみ特
異的に励起され、それと直行する偏光からなる励起光では励起されない。また、このレポータ
ーを用いて角度を検出するための光学系を構築する。全反射照明を応用して励起光の偏光成分
を制御することで、上記角度レポーターを用いて細胞膜の向きに応じて蛍光強度が変化する観
察系を構築し、曲率変化の分子基盤を解明する。 
 
４．研究成果 
細胞膜の曲率（細胞膜の変形）を計
測するための「角度レポーター」の
プロトタイプを作製した。蛍光タン
パク質の発色団は β-barrel の長軸に
ほぼ直行する向きに配置している。
すなわち、蛍光タンパク質の双極子
モーメントはこれと同一方向になり、
結果として発色団の向きに平行な偏
光成分の励起光に特異的に励起され
る異方性を示す（図 1）。また、発す
る蛍光の偏光も同一の方向に限定される異方性を示す。したがって、蛍光タンパク質の相対的
な向きを細胞膜に対して固定することで、細胞膜に偏光異方性を持たせることができる。我々
は、緑色蛍光タンパク質（enhanced green fluorescent protein, EGFP）の 171–174 アミノ酸の位置
にパルミチン酸化モチーフを、C 末端にイソプレニル化配列を付加し、二ヶ所で細胞膜にアン
カーされる EGFP 変異体（EGFPpal-CAAX）を作製し、細胞膜の向きにより異方性を示す「角
度レポーター」を開発した（図 1）。 
EGFPpasl-CAAX を発現する COS-1 細胞を、蛍光顕微鏡で観察した（次ページ図 2）。この観察
系では、一次結像面の像をレンズでコリメートし、再度結像レンズで 2 次結像面に配置した
charge-coupled device チップに像を形成するようにした。また、この 2 枚のレンズ間の平行光路
中で、2 組の偏光ビームスプリッター（polarized beam splitter, PBS）と 1 枚の半波長板（half 
wavelength plate）を用いて 0°、45°、90°、135°の偏光成分を持つ 4 つの光に分光し、画像素子
上に 4 つの光を同時に結像させた。これにより、EGFPpal-CAAX が期待通りの向き固定され、



膜が偏光異方性を示すことが確認
できた（図 2）。 
次に、異方性の変化により細胞膜
の変形を観察するための偏光全反
射照明系を構築した。光が屈折率
の高い媒質から低い媒質（ガラス
から水がこれに当たる）に臨界角
を超える角度で入射すると、媒質
の界面で全反射する。この全反射
面近傍ではエネルギーのしみ出し
によりエバネセント場が形成され
る。これが全反射蛍光照明法（total 
internal reflection fluorescence, 
TIRF）である。全反射顕微鏡はエ
バネセント場（ガラスと培地の境
界面）に存在する蛍光分子のみを
特異的に励起して、背景光を低く
抑えた高いシグナルノイズ比を実現する
観察手法である（図 3）。全反射照明の励
起光源として使用するレーザーは直線偏
光を有しており、これをガルバノミラー
で円形に偏位させて全反射照明系を構築
した。この時焦点面（標本位置）におい
ては、水平方向において、ある一定の偏
光をもつ励起光となり試料を照明する。
一方で、軸対称偏光素子（segmented wave 
plate, SWP）という特殊な光学素子を介し
て偏光をコントロールすることで、焦点
面において、水平（s-pol）ないし鉛直
（p-pol）な偏光成分のみからなる励起光
を得ることができる（図 4a,b）。 
先に開発した EGFPpal-CAAX 発現細胞
を観察したところ、励起光の偏光によっ
て細胞膜の蛍光強度を変化させることに
成功した（図 4c,d）。すなわち p-pol 励起
（縦方向の矢印）で蛍光強度が最大とな
り、s-pol 励起（横方向）で最
小となる（図 4c）。s-pol 励起
の際には細胞膜の曲率変化が
生じている部位で蛍光強度が
増加していることがわかる
（図 4d）。これによりエンド
サイトーシスの初期で細胞膜
が貫入する様子を可視化する
ことが可能になる（図 5）。実
際、この細胞に蛍光標識した
上 皮 成 長 因 子 （ epidermal 
growth factor, EGF）で刺激し
たところ、細胞膜の陥凹部に
EGF が集まり、やがて取り込
まれることに矛盾ない画像が
検出できた。今後は、本研究
で開発した手法を用いて、エンドサイトーシス超初期過程をさらに可視化し、解析していきた
い。 
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