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研究成果の概要（和文）：本研究では、光遺伝学とクライオ電子線トモグラフィを組み合わせることで葉状仮足
形成におけるアクチン細胞骨格ネットワークの経時的変化を超時空間分解能で解析することを目指した。葉状仮
足の形成は低分子量Gタンパク質Rac1の光スイッチで誘導し、そのタイムコースを共焦点レーザー顕微鏡で観察
した。また、COS-7細胞を急速凍結し、その細胞辺縁部をクライオ電子顕微鏡で連続傾斜像を取得し、三次元断
層像を再構成した。これにより、細胞膜や微小管、リボソーム、アクチン線維の可視化に成功した。さらに、細
胞膜や微小管、リボソームについては、ディープラーニングによる自動抽出にも成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to analyze temporal changes of the F-actin cytoskeleton 
network in the lamellipodia formation with an ultra-spatiotemporal resolution by combining 
optogenetics and cryo-electron tomography. We induced lamellipodia formation with photoactivatable 
Rac1 (PA-Rac1) and analyzed its time-course with confocal microscopy. In addition, COS-7 cells were 
flash-frozen, and continuous tilt series images of the cell peripheral were acquired by 
cryo-electron microscopy, and 3D tomograms were reconstructed. We could manually segment the plasma 
membrane, microtubules, ribosomes, and actin filaments in the cell peripheral region. We also tried 
automatically segment the plasma membrane, microtubules, ribosomes, and actin filaments by deep 
learning.

研究分野： 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
葉状仮足は枝分かれが豊富なアクチン線維のネットワークからなり、器官形成や創傷治癒、癌の浸潤転移などに
おける細胞の移動において重要な役割を担うため、そのアクチンネットワークの再構成過程を詳細に観察するこ
とは、細胞生物学的にも病理学的にも意義がある。クライオ電子線トモグラフィによる細胞内構造の可視化は、
まだ先行例が少ないが、今後益々重要な技術となることは間違いない。本研究期間中には到達できなかったが、
光遺伝学によって電子顕微鏡の弱点である時間軸の導入を達成できれば、学術的に大きな意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 Rhoファミリー低分子量Gタンパク質の 1つであるRac1はSCAR/Wave複合体を活性化し、
さらにその下流の Arp2/3 複合体を活性化する。Arp2/3 複合体はアクチン線維の枝分かれ構造
の形成を引き起こし薄いシート状の突起である葉状仮足を形成する。葉状仮足は、移動する細胞
の先端に見られる構造であり、その先端のアクチン重合部位の構造を明らかにすることは、細胞
移動や癌の浸潤転移などの理解に重要である。そのアクチンネットワークは光学顕微鏡の解像
度では観察することはできず、電子顕微鏡の解像度が必要である。しかし、電子顕微鏡には固定
や染色のアーキファクトがあること、生きたまま観察できないというデメリットがあった。 
 クライオ電子顕微鏡法は、急速凍結した試料を凍ったまま透過型電子顕微鏡で観察する方法
で、急速凍結により水の結晶化を防ぎ、生体分子を天然に近い状態に保って観察することができ
る。しかし、照射できる電子線量が非常に少ないことから、ノイズの多い像しか得られなかった。
ところが最近の様々な技術進歩により、高いコントラストで撮影できるようになってきた。また、
電子顕微鏡で連続傾斜像を取得し、トモグラムを再構成することにより、高い分解能での三次元
観察が可能となってきた。これにより、無損傷・無染色で細胞内のアクチン細胞骨格の観察が可
能となってきていた。 
 光遺伝学は、光応答性のタンパク質を利用し、光照射によってシグナル分子の活性を制御する
技術である。我々は光遺伝学を用いると、光照射により細胞内のシグナル分を同時に活性化でき
る点に着目した。我々はこの光遺伝学による反応の開始と、クライオ電子顕微鏡の試料作製に用
いられる急速凍結法による反応の停止とを連結することで、msec オーダーのタイムコース試料
を作製できると考えた。これにより、電子顕微鏡の弱点である時間軸の導入を目指すこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は光遺伝学とクライオ電子線トモグラフィにより、前例のない高い時空間分解
能での 4 次元観察法を開発すること、この方法により Rac1 光スイッチによる葉状仮足形成にお
けるアクチン重合・分岐の素過程を明らかにすることであった。 
 
３．研究の方法 
(1) 光学顕微鏡による生理的刺激応答時間の測定 
COS-7 細胞に Rac1 光スイッチ(PA-Rac1)と F-actin のマーカーである Lifeact-mCherry を

Lipofectamine 2000 で導入し、外部 LED 光源の照射により Rac1 光スイッチを活性化し、共焦点
レーザー顕微鏡でタイムラプス観察をした。細胞形態および F アクチンの動態をタイムラプス
解析した。 
 
(2)電子顕微鏡観察用細胞凍結試料作製法の検討 
COS-7 細胞を電子顕微鏡用のグリッド上で培養する方法について検討した。グリッド上で培養

するため、金のグリッド Quantifoil R1.2/1.3 を用いた。購入したグリッドをアセトンあるいは
トルエンで一晩処理した後、ポリリジンで親水化処理し、電子線トモグラフィのアラインメント
に用いる標識として金コロイド粒子（径 20 nm）を添加した。その後、カーボン薄膜をカーボン
コーターでコートした。こうして、金コロイド標識付きのグリッドを作製した後に、エタノール
で滅菌、蒸留水、ポリリジンで親水化した後に細胞を接着させるため、細胞外基質でコートした。
このグリッドをプラスチックディッシュに沈め、通常と同様に COS-7 細胞を培養した。 
 
(3)急速凍結装置によるタイムラプス試料作製 
 急速凍結装置は神戸大学の Leica EM GP2 を使用した。細胞を培養したグリッドを、直前 PBS
で洗い、ピンセットで摘み、EM GP2 にセットした。PBS を 10 µl乗せ、グリッドの裏側からろ紙
で一定時間水分を吸い取った後に、液体エタンに浸漬し、凍結した。LED 照射は、EM GP2 の試料
をロードするためのピペット入れる穴からファイバー型の LED を通して行なった。 
 
(4)クライオ電子線トモグラフィによる立体構造構築 
 凍結した試料は大阪大学超高圧電子顕微鏡センターのクライオ電子顕微鏡 Titan Krios(FEI)
で観察した。最大で-70°〜70°の傾斜シリーズを Saxton 法にて取得した。1.2 electron/Ås
とし、1枚あたり 1.5 electron、傾斜シリーズ 70枚で 100 electron 以下とした。得られた画像
は IMOD/Etomo を使用し、3 次元断層像を再構築した。そこから、アクチン線維などの細胞内構
造をマニュアルでセグメンテーションした。さらに、EMAN2 の畳み込みニューラルネットワーク
の機能を用いて、セグメンテーション自動化を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 光学顕微鏡による生理的刺激応答時間の測定 
我々は既に PA-Rac1 を使い、COS-7 細胞で葉状仮足形成の観察を行なっていたが、より PA-Rac1



による葉状仮足形成を観察しやすい細胞がないか、数種類の細胞について検討した。結果、COS-
7 細胞がトランスフェクション効率などを考慮すると、最も良く、これまで通り COS-7 細胞を用
いることとした。青色光を継続的に照射し、Lifeact-mCherry を観察したとろ、青色光照射から
2分後までの間で細胞面積の増加が顕著にみられ、その後は伸展と退縮の両方が活発な状態が続
いた。Lifeact-mCherry の変化もこの最初の 2分の間に顕著な変化がみられ、細胞辺縁部の蛍光
強度が増し、中央部では蛍光強度が減少した。細胞辺縁部では、先端より 0.5〜1 µm内側に蛍光
強度のピークがみられた。一方、細胞中央部では、元のアクチン骨格の太い束状の構造が壊れ、
ドット状の構造が多く現れた。また、PA-Rac1 による葉状仮足の形成は、多角形の細胞の頂点部
ではなく、ハンモック型の辺の部分から活発に起こることがわかった。これは、ハンモック型の
細胞形態を形作っている細胞膜裏打ちの太い F-アクチンの束が葉状仮足形成の起点となってい
る可能性や、細胞膜の曲率を認識するような BAR タンパク質の機能が関与していることなどが
考えられる。 
 
(2) 電子顕微鏡観察用細胞凍結試料作製法の検討 
 培養神経細胞における荒巻ら(Aramaki et al., Microscopy, 2014)の方法を参考に検討した。
細胞外基質については、コラーゲン(Cellmatrix Type I-C, 新田ゼラチン)、フィブロネクチン、
ラミニンについて検討し、COS-7 細胞においてはコラーゲンを用いることとした。グリッド上に
播種してからではトランスフェクション効率が著しく低下したため、トランスフェクションは
プラスチックディッシュ上で行い、24 時間後にグリッド上に播種した。細胞を培養したグリッ
ドを逆向きにガラスボトムディッシュに沈めて共焦点レーザー顕微鏡での観察を行ない、グリ
ッド上でも PA-Rac1 による葉状仮足の形成がガラスボトムディッシュ上と同様にみられること
を確認した。トランスフェクションでは、全ての細胞にプラスミドを導入することは難しいため、
レンチウイルスや piggybac を用いて PA-Rac1 および Lifeact-mCherry の安定発現株の樹立を目
指した。しかし、発現が弱くなってしまうことや、多核化がおきるなどしてしまい、トランスフ
ェクションによる一過性の発現が最適であると判断した。 
 
(3) 急速凍結装置によるタイムラプス試料作製 
 急速凍結の氷の厚さは電子顕微鏡の S/N を大きく左右するため、浸漬直前のろ紙によるブロ
ット時間を検討した。しかしながら、ブロット時間と、氷の厚さとの明確な相関関係は見出せな
かった。LED による照射の方法については道筋ができたものの、本研究期間においては(4)クラ
イオ電子線トモグラフィの検討に想定以上に時間がかかってしまい、タイムラプス観察にまで
至らなかった。 
 
(4)クライオ電子線トモグラフィによる立体構造構築 
 凍結した COS-7 細胞の細胞辺縁部の薄い部分に着目し、クライオ電子顕微鏡で観察した。初期
に STEM、TEM で撮影した連続傾斜像から SIRT(Simultaneous Iterative Reconstruction 
Technique)により再構築した像では、SN 比が悪く微小管はトレースすることができたが、F-
actin の線維は明瞭に観察することができなかった。研究期間の途中で、ボルタ位相板が大阪大
学の Titan Krios に導入され、コントラストが大きく改善した。2つのトモグラムから手動での
セグメンテーションを行ない、細胞膜、微小管、リボゾーム、アクチン線維のセグメンテーショ
ンに成功した。今後のハイスループット化を考え、自動セグメンテーションについても EMAN2 の
機械学習を利用し、試行した。細胞膜、微小管、リボゾームについては自動化できたが、アクチ
ン線維は難航しており、今後の課題である。 
 
以上のように、手動セグメンテーションであれば、アクチン線維をセグメンテーションできると
ころまで技術的に到達した。クライオ電子顕微鏡の観察では、細胞のどのような構造を撮影でき
ているのか判断することができなかった。そのため細胞に Lifeact-mCherry を発現させ、凍結後
にクライオ光学顕微鏡で観察し、クライオ電子顕微鏡との相関顕微鏡法を行うことが今後必要
となる。今後は自動セグメンテーションの手法の確立と合わせて、これらの技術的問題点を解決
した後に、タイムラプスクライオ電子線トモグラフィ法の確立を目指したい。 
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