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研究成果の概要（和文）：主に細胞膜の内葉に存在するイノシトールリン脂質の PI(4,5)P2 が関

与する細胞機能は，細胞内情報伝達，エンドサイトーシス，細胞骨格調節など多岐にわたる．

研究代表者は，急速凍結・凍結割断レプリカ標識法を駆使することにより，細胞膜内葉に局在

する PI(4,5)P2 のアゴニストあるいはイオノマイシン刺激による動態変化が，細胞膜の場所に

より異なることを免疫電顕で明らかにし，細胞膜中で PI(4,5)P2 は区画化されており，局所的

にその量が調節される可能性を示唆した． 

 
研究成果の概要（英文）： It has been known that inositolphospholipid PI(4,5)P2, whose pool 

is mainly localized in the plasma membrane, has some cellular functions, such as signal 

transduction, endocytosis, cytoskeleton regulation and so on. In this study, we show that , 

using freeze-fracture replica labeling method, the time course of reduction in the PI(4,5)P2 

level in the plasma membrane is different in each area of the undifferential plasma 

membrane, caveola, coated pit when cells are stimulated with angiotensin II or Ca2+ 

ionophore. These results indicate that PI(4,5)P2 is compartmentalized in the plasma 

membrane, resulting in changing the level of PI(4,5)P2 in the limited area.  
 

交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2008 年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

2009 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

  年度    

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 

 

研究分野：細胞生物学 

科研費の分科・細目：基礎医学・解剖学一般（含組織学・発生学） 

キーワード：電子顕微鏡，細胞内情報伝達，カベオラ 

 
１．研究開始当初の背景 

 種々のイノシトール燐脂質（PIs）の結合ド
メインと GFP の融合蛋白質を用いて，細胞膜
内葉および細胞内オルガネラ膜における分
布解析が行われているが，空間分解能が低く，
膜上での二次元的分布に関する詳細な情報
は得られない．よって，本来の脂質の超微細
局在を明らかにするには新しい方法が必要

である． 

 

２．研究の目的 

 種々の細胞機能に関与する種々のイノシ
トール燐脂質（PIs），特に PI(4,5)P2 の細胞
膜での超微細局在を明らかにし，細胞内情報
伝達，エンドサイトーシス，細胞接着など，
現在までに PI(4,5)P2 が関与することが報告
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さ れ て いる 細 胞現 象と 細 胞膜 上 での
PI(4,5)P2 の局在の関係を検討する． 

 

３．研究の方法 

 細胞を急速凍結するために熱伝導の良い
金箔の上に細胞を培養した（下図）．また急

速凍結法には２つ方法を用いた．細胞膜の
PI(4,5)P2 を標識する際にはメタルコンタクト
法（下図）を用い，細胞内オルガネラ膜を標
識する際には加圧凍結法を用いた． 

 

 凍結した細胞は凍結割断によりレプリカ
膜を形成した後，グルタチオン-s-トランス
フェラーゼ(GST)と PLCの PH ドメインの
融合蛋白質（GST-PLC1-PH）で細胞膜の
PI(4,5)P2 を標識した（下図）． 
 

 

４．研究成果 
(1) 細胞膜での PI(4,5)P2 の微細分布 
 イノシトール燐脂質（PIs）は種々の細胞現
象に関与することが報告されており，特に
PI(4,5)P2 はシグナル伝達，小胞輸送,細胞骨格
制御など関与する現象は多岐にわたる．同一
分子が異なる機能を制御するためには，局所
的に PI(4,5)P2 の量が緻密に制御されている
と推測されているが，その詳細は明らかでな
い．PIs の局在は，PIs 結合ドメインと GFP

の融合蛋白質によるイメージングで解析さ
れてきたが，この方法では空間分解能が低く
二次元的分布の詳細な情報は得られない．一
方,通常の免疫電顕法では化学固定できない
脂質の局在を正確に決定することは困難で
ある．そこで我々は凍結割断レプリカを用い
て，PI(4,5)P2 の超微局在を検索する方法を開
発した．凍結割断レプリカでは細胞膜分子は
白金・カーボンの薄膜で物理的に固定される
ため，生細胞での分子分布が超微形態レベル
で維持される．本研究では PI(4,5)P2 に特異的
に結合する PLCの PHドメインと GST の融
合蛋白質でレプリカを標識し，細胞膜上での
二次元的分布を解析した．ヒト線維芽細胞の
細 胞 膜 で は ，
PI(4,5)P2 標識は
カベオラ開口部
（右図）および
コーテッドピッ
ト周囲に集中す
る傾向が見られ，
標識密度は平坦
な領域に比べ有
意に高かった．
また angiotensin II (Ang II) 刺激によって細胞
膜の PI(4,5)P2 の量が減尐し，平坦な領域の方
がカベオラ開口部よりも早い段階で減尐す
ることがわかった．これに対しコーテッドピ
ット周囲での集積はAng II刺激によって変化
しなかった（下図）．さらに，ionomycin によ
っては逆にカベオラ開口部の方が平坦な領
域の方よりも早い段階で減尐することから，
尐なくとも細胞膜には３つの異なった
PI(4,5)P2 のプールが存在することがわかった．
このように凍結割断レプリカ標識法を用い
ることにより，PI(4,5)P2 のナノスケールレベ
ルでの局在を検討できることが示された． 

(2) 細胞内オルガネラ膜上での微細分布 



 

 

 上述のようにイノシトール燐脂質（PIs）は，
細胞内シグナル伝達，小胞輸送，細胞接着，
オートファジーなど種々の細胞現象に関与
することが知られる．同一膜上での PIs の偏
在は膜陥凹の形成，小胞の出芽・融合，細胞
骨格などの局所的制御と直接リンクしてい
ると考えられるが，その微細分布には不明な
点が多い．しかしながら，これまでの方法で
は，細胞内を割断することが出来ず，細胞内
オルガネラ膜での PIs の微細構造を検討する
ことが困難であった．そこで我々が開発した
凍結割断レプリカ法をさらに改良し，培養細
胞並びに生体内組織において細胞内が割断
され効率的に細胞内オルガネラを観察でき
る方法を確立した．すでに膵臓の外分泌細胞
の各オルガネラでの PI(4,5)P2 の分布を明ら
かにし，そして現在，培養細胞内で観察され
るオルガネラ膜を同定するために，それぞれ
のオルガネラに特異的に局在するマーカー
を細胞内に発現させ，レプリカ膜上で標識す
ることを試みている．  
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