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研究成果の概要（和文）：生細胞の細胞膜上での１分子イメジングの時間分解能を 0.1 ミリ秒ま

で、位置決め精度 30nm を保ったまま改善した。この方法を用い、ラフト型受容体である CD59

のデジタル的シグナル変換が、以下の機構で起こることを見出した。すなわち、定常状態では、

CD59 はモノマーと寿命が 100〜200 ミリ秒程度のダイマーラフトやテトラマーラフトの間で

激しく変換しているが、リガンド結合により、テトラマーより大きなラフトが安定化され、デ

ジタルシグナルを発信する。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The time resolution of single-molecule fluorescent imaging in the 
live cell plasma membrane has been improved to 0.3 ms, without losing the single-molecule 
localization accuracy of 30 nm. This method was applied to study the signal transduction 
mechanism of the raft-associated molecule CD59, and the revealed the following mechanism. 
In resting cells, CD59 trans-convert among monomers, homo-dimer rafts, and homo-tetramer 
rafts with lifetimes of 100-200 ms. Upon ligation, CD59 formed stable oligomer rafts, 
which triggered intracellular pulse-type signal responses. 
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１．研究開始当初の背景 

我々は、生細胞の細胞膜上で２種の分子が
結合したり解離したりする様子を１分子蛍
光追跡することに、世界で初めて成功した。
また、1 分子の運動や局在を追跡するのみな
らず、分子の活性化までをも１分子 FRET に
よって 1 分子毎に見ることに成功した。 

 例えば、がん遺伝子産物で代表的な低分子
量 Gタンパク質の一つである Ras 分子の活性
化の瞬間を 1分子毎に可視化することに成功
した。すなわち、生細胞中で、分子の動き・
相互作用・活性化が、1 分子毎に手に取るよ
うにわかるようになってきたのである。 
 その結果、Ras/Raf シグナル系や、混沌を
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極 め て い た ラ フ ト 関 与 の Glycosyl- 
Phosphatidyl–Inositol（GPI）アンカー型受
容体のシグナル変換機構が明らかできる状
況が出来始めた。 
 
 
２．研究の目的 

上記の我々の研究結果に基づき、本研究で
は、以下の研究開発を行うことを目的とした。 
 (1) 生細胞の細胞膜上での１分子イメジン
グの時間分解能を 0.1 ミリ秒まで、位置決め
精度を保ったまま改善すること。 
 (2) 細胞膜上の短寿命ナノ集合体（タンパ
ク質集合体＋ナノラフト）の形成と分解の、
分子過程と機構を解明すること 
 (3) これらの短寿命ナノ集合体がどのよう
にシグナル変換を促進したり、可能にしたり
するかを解明すること。それらが担う細胞内
シグナルの基本はパルス状量子化信号（FM 式
信号）であるという可能性を調べること。 
 (4) 我々が見出した、細胞膜の仕切りによ
るコンパートメント構造と、細胞膜上の短寿
命ナノ集合体の関係、それらがシグナル変換
に果たす役割を明らかにする。 
 さらに、それらを数理モデルを用いて検討
し、シグナル制御のシステム原理を明らかに
する。 
 
 
３．研究の方法 

 本研究では、まず、すでに世界をリードし
ている１分子追跡技術を、さらに大きく改善
することにした。具体的には、 
 (1) 3 種分子を同時 1分子追跡する装置の開
発 
 (2) カメラ開発により、時間分解能を 0.1
ミリ秒まであげること、 
 をおこなう。 
 これによって、短寿命ナノ集合体の検出能
を大幅に改善する。 
  次に、細胞膜上の短寿命ナノ集合体（タ
ンパク質集合体＋ナノラフト）を１分子追跡
し、タンパク質相互作用とラフト脂質相互作
用の協働関係を解明する。特に、我々が、主
に扱ってきた GPI アンカー型受容体の CD59
が作るシグナル伝達ナノ複合体／ナノドメ
インを中心的なパラダイムとして研究を進
める。 
 さらに、我々が見出した、細胞膜の仕切り
によるコンパートメント構造と、細胞膜上の
短寿命ナノ集合体の関係、それらがシグナル
変換に果たす役割を調べる。 
 最後に、それらを数理モデルを用いて検討
し、シグナル制御のシステム原理を明らかに
する。 
 
 

４．研究成果 

(1) 生細胞の細胞膜上での１分子イメジ

ングの時間分解能を 0.1 ミリ秒まで、位置決

め精度 30nm を保ったまま改善した。また、3

種の分子を 1分子同時追跡する方法の開発に

成功した。 

 これらの方法を用い、１分子を高精度で見

て触るような研究ができるようになった。例

えば、シグナル伝達分子が細胞膜上をどのよ

うに動き回り、どのようにしてシグナルを

次々に伝えていくのか、というようなことが、

見え始めた。 

 

 (2) ラフト型受容体である CD59 の細胞膜

上での挙動を、上記の 1分子イメジング法を

用いて調べた。定常状態では、CD59 はモノマ

ーと寿命が 100〜200 ミリ秒程度のダイマー

ラフトやテトラマーラフトの間で激しく変

換していることがわかった。これは、極めて

著しい結果であったので、他の GPI アンカー

型受容体でも起こっているのかどうかを調

べた。その結果、調べたすべての GPI アンカ

ー型受容体、すなわち、Thy-1、DAF、uPAR の

すべてが、モノマーと寿命が 100〜200 ミリ

秒程度のダイマーラフトやテトラマーラフ

トの間で激しく変換していることがわかっ

た。 

 しかも極めて面白いことに、ダイマーラフ

トは違う種類の GPI アンカー型受容体の組合

せで起こることはなかった。すなわち、ダイ

マーラフトの形成には、GPI アンカー型受容

体のタンパク質部分の相互作用が必要なこ

とが分かった。このとき、ラフト脂質相互作

用は、このようなタンパク質間相互作用でで

きるダイマーを安定化させていることが分

かった。 

 一方、テトラマーラフトは、ダイマーラフ

トが、主に、ラフト脂質相互作用で集まって

形成される。したがって、面白いことに、違

う種類の GPI アンカー型受容体のダイマーラ

フトの組合せでも、テトラマーラフトは出来

るのである。同じような仕組みで、5~20nm 程

度の、文献で報告されてきたような、やや大

きなラフトも形成されていくことが示唆さ

れた。 

  

(3) リガンド結合により、テトラマーより

大きなラフトが安定化され、デジタルシグナ

ルを発信する。このとき、やはり基本になる

のはホモダイマーラフトであることが示さ

れた。特にダイマーラフトにリガンドが結合

すると、リガンド結合していない CD59 に比

べてはるかに安定になり、さらにリガンド結



合 CD59 のテトラマーは非常に安定である。

これが、色々な細胞内シグナル分子をリクル

ートし、そこで短時間の相互作用が起こるた

め、パルス状のデジタルシグナルを発信する。 

 

 (4) 細胞膜上の短寿命ナノ集合体は GPIア
ンカー型受容体 4個程度が多く、細胞膜の仕
切りによるコンパートメントよりはるかに
小さいものが多い。さらに、コンパートメン
トの境界は、非ラフト的であり、そこを越え
てラフト構造が成長することは困難らしい。
すなわち、短寿命ナノラフトは、各コンパー
トメント内で成長し機能するものと結論さ
れた。 
 さらに、細胞膜の仕切りの存在が、細胞膜
上での衝突頻度にどのような影響を与える
かを数理モデルを用いて検討した。仕切りの
存在は、分子間相互作用の平衡は変えないの
で、細胞膜全体での衝突頻度はほとんど変わ
らない。しかし、2 分子が同一コンパートメ
ントに入るとそこでは衝突反応が急激に進
む。すなわち、衝突や反応頻度の空間分布が、
急激に変化するようになり、細胞膜上でのシ
グナル変換の空間パターン形成に寄与して
いると考えられた。 
 

 以前の「ラフト仮説」は、細胞膜上には「ラ

フトという特殊で１ミクロンレベルの大き

いサイズの安定な膜領域が存在し、外部から

刺激が来ると、そのようなラフト領域にシグ

ナル分子が集まってシグナル変換をおこな

う（あるいは、その領域に、必要な受容体や

シグナル分子は既に集合しており、リガンド

が来るとすぐに反応出来る）」というもので

あった。しかし、上の結果は、普段、細胞膜

上にあるラフトというのは小さく不安定な

もので、それが刺激依存的に on-demand で安

定化されて（CD59 会合体ラフト）シグナル変

換のプラットフォームとして働くことを示

唆している。 

 

 細胞膜は、タンパク質間相互作用だけでな

く、脂質間相互作用をうまく使うことによっ

て、ラフト領域というナノ-メゾ領域を形成

させ、さらにそこで、多段の分子のリクルー

ト制御を働かせている。ラフト領域を作らせ

るというところで、ノイズの影響は大きく抑

制できている。さらに on-demand ラフト領域

ができると、そこに次々と色々な分子をリク

ルートすることで、増幅を可能にしている。

短寿命の分子リクルートは、熱揺らぎのため

に短寿命になるわけであるが（解離速度が大

きいというデザインになっている）、これに

よって、この回路には、暴走することがない

よう、すぐに自然に切れるという機能が付加

されていると考えることが出来る。一方、こ

のようなスイッチを可能にするために、定常

状態の細胞膜は、小さなシグナルが来たとき

に大きな変化が起こせるように、脂質間相互

作用を準備し、前駆ラフトとでもいうべき、

小さく、寿命の短いラフト様構造を準備して

いるのだと思われる。 

 

本研究の波及効果について。 

 on-demand 形成されたラフトは、牛海綿状

脳症（BSE）、エイズウィルスの感染、アルツ

ハイマー病発症にも関わっていると考えら

れ、これらの感染や発病過程の解明につなが

ることが期待される。  

 一方、これらの発見は、1 分子追跡によっ
て初めて可能になったもので、ナノ-メゾサ
イズの分子集合体の形成と分解や、作動機構
の研究に、1 分子イメジングが威力を発揮す
ることを示す好例といえる。この方法自体も、
多くの研究者によって使われ、本研究分野の
進展に寄与することが期待出来る。 
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