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研究成果の概要（和文）：細胞膜剥離法(unroofing)は細胞質の可溶性成分を流出させ、細胞内のオルガネラや線維を
露出させる方法である。原子間力顕微鏡の標本作製法に適用するとカンチレバーを直接細胞内に導き、オルガネラ表面
やアクチン線維の表面構造を分子レベルで解析できることが明らかとなった。また、クライオ電顕と組み合わせると極
めて高コントラストで細胞骨格などが観察できることがわかった。このように極めて有効な標本作製法であるが、再現
性は悪く、改良が期待されていた。そこで我々は二つの細胞膜剥離法の開発改良を行った。

研究成果の概要（英文）：Two unroofing methods via tearing off cell membrane with adhesive mesh and 
sonication developed and used for AFM and cryo-electron microscopy instead of vitreous ice section. An 
improved unroofing method enabled the cantilever of AFM to reach directly into a cell to visualize the 
intracellular cytoskeletal actin filaments, microtubules, clathrin coats, and caveolae in PBS at 
molecular resolution. The actin filaments clearly exhibited a short periodicity of approximately 5-6 nm. 
In cryo electron microscopy, unroofing enabled us to view membrane cytoskeleton panoramically with 
extremely high contrast in native state. Many actin filaments and microtubules were observed clearly on 
the cytoplasmic surface of the plasma membrane at extremely high contrast, because soluble components of 
cytoplasm flowed out on breaking off the cells. Furthermore, Cryo-EM combined with unroofing revealed a 
network of smooth ER beneath the cell membrane first time in native ordinary cells.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景	

	 最近の分析機器の性能は極めて高く、抽

出精製された核酸やタンパク質であれば、

そのシークエンスや分子構造までも決める

ことができる。しかし、in	situ でのオル
ガネラの形態やタンパク質の分子構造とな

ると、観察法はまだ確立されていない。抽

出や精製は一つの標本作製法であると考え

ると、in	situ での高分解能観察を可能に
する標本作製法が少ない。電子顕微鏡（電

顕）観察の標本作製法は超薄切片法が長い

間主流であった。1989 年、超音波による

unroofing（旧細胞膜剥離）法の開発により、

初めて、フリーズエッチングで細胞膜「裏

打ち」のアクチン線維やクラスリンが観察

された	(Heuser	J	1989)。原子間力顕微鏡

(AFM)は水中で高分解能観察が可能である

が、やはり適当な標本作製法がなく、専ら

細胞の外表面の記録のみであった。我々は

この細胞膜剥離法を AFM に適用し、初めて

細胞内アクチン線維や微小管の構造を水中

で測定することに成功した(Usukura	J	et	

al.2012)。反響は大きく、世界第８位の引

用があった。しかし、クライオ電顕への応

用は困難であった。なぜなら、グリッドの

支持膜上に細胞を培養した場合、超音波に

より支持膜が破壊されてしまい、細胞は流

されてしまう。実は、ガラス上に培養した

細胞においても、ガラスに密着した細胞膜

の裏打ち構造が観察できるだけであり、オ

ルガネラなどは損壊、流失してしまう。そ

こで、小胞体やミトコンドリアなどのオル

ガネラ膜と細胞骨格との空間構造を電顕や

AFM で観察できる標本作製法を開発する。

これにより、オルガネラ膜と細胞骨格との

空間構造が明らかになり、オルガネラの輸

送や運動のメカニズムが明確になると考え

られる。	
２．研究の目的 
	 エンドソーム、ミトコンドリア,小胞体な
ど細胞内小器官（オルガネラ）と細胞骨格

との空間構造的研究、すなわち、オルガネ

ラの細胞質側表面とアクチン線維や微小管

との相互関係の形態学的研究は極めて少な

い。観察分析機器の性能は十分過ぎるので

あるが、その機器に持ち込むための手段が

ない。例えば、原子間力顕微鏡（AFM）は
膜の表面構造を分子レベルで、しかも水中

で解析できるが、オルガネラの表面を露出

し、探針プローブの標的とさせることがで

きない。これは適当な標本作製法が無いた

めで、電子顕微鏡（電顕）観察についても

同様である。そこで、細胞質の可溶性成分

を流失させ、細胞骨格とオルガネラを露出

させる新規細胞膜剥離法を開発し、オルガ

ネラの表面構造を AFM や電顕で明らかに

する。これにより、オルガネラの細胞内に

おける位置の決定、輸送、運動のメカニズ

ムを明らかにするのが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究では超音波照射（ソニケーション）
による細胞膜剥離法と接着性を高めたガラ
ス、またはグリッドによる接触引き剥がし
（tear off 法）による細胞膜剥離法の二種
類の標本作製法を確立し、細胞骨格、小胞
体などの表面構造とそれらが織りなす空間
構造の解析に活用する。また、応用研究と
してはインフルエンザウイルスの細胞への
侵入メカニズムを細胞内から観察し、詳細
に解析する。上述二つの細胞膜剥離法の確
立のためには、細胞膜が剥がれる原理を最
初に解明する。接着性を高めたガラスによ
る膜剥離は理解しやすいが、超音波ではい
かなる刺激が有効かを見極める必要がある。
そこで、初年度は特に超音波発生装置の開
発を優先しておこなった。出力との関係、
水中で生じる波、気泡発生がどのように細
胞膜破壊につながるかを明らかにした。ト
ミー精巧(株)との共同で出力を 1W 以下で
も制御できる装置を作製し、出力と膜剥離
の関係を明らかにした。次に水中における
微細な泡の発生にはプローブ先端形状が重
要であることが判明し、数種類の先端形状
を試験しベクトリアルに射出できるような
プローブを開発した。次年度では、どのよ
うな角度でこの微細な泡を細胞に当てれば、
膜だけが除かれるのかを検討した。一方、
tear off 法ではこれまでの経験から接着時
間や剝がし方により膜の剥がれ具合が異な
るため、これらのパラメーターを精査した。	
４．研究成果	

	 細胞膜剥離法(unroofing)は細胞質の可

溶性成分を流出させ、細胞内のオルガネラ

や線維を露出させる方法である。原子間力

顕微鏡の標本作製法に適用するとカンチレ

バーを直接細胞内に導き、オルガネラ表面

やアクチン線維の表面構造を分子レベルで

解析できることが明らかとなった。また、

クライオ電顕と組み合わせると極めて高コ

ントラストで細胞骨格などが観察できるこ

とがわかった。このように極めて有効な標

本作製法であるが、再現性は必ずしも良い

とはいえず、改良が期待されていた。そこ

で我々は二つの細胞膜剥離法の開発改良を

行った。一つは従来からの超音波を利用し

た細胞膜剥離法であり、他の一つは接着性

を高めたメッシュやガラスによる引き剥が

し法である。超音波による unroofing は比

較的再現性が良いが、市販の装置は出力が

50W	と高く、1W 未満での制御が出来ないの

が現状である。そのため、瞬間的に超音波

を照射して unroofing していたが、多くの

場合、膜の内面は観察できても、大半のオ



 

 

ルガネラや細胞骨格は流出してしまうこと

がわかった。クライオ電顕用にメッシュ上

で培養した細胞はもっと悲惨で支持膜ごと

細胞がなくなってしまう｡そこで、我々は超

音波照射により、どのように細胞膜剥離が

起こるかを調べた。その結果、プローブ型

の超音波発生装置では水中で超音波を発生

するとプローブ先端から微細な気泡

(cavitation)が発生する。この気泡が細胞

膜に衝突し、消滅するときの衝撃波により

細胞膜が破壊される。また、細胞の破砕や

脱落を抑制するためには出力を 1W 未満に

制御する必要があることもわかった。この

ため、出力 0.3〜1W で有効な cavitation

を起こす超音波発生装置を開発した。また、

試料を観察しながら効率よく細胞膜剥離が

できるように、超音波発生プローブの位置

制御装置、実体顕微鏡、水平照明装置を組

み合わせ、新たに総合的な細胞膜剥離装置

を開発した(図１)。	
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	

これにより、AFM により水中で細胞骨格の

高分解能像や細胞膜直下の滑面小胞体の存

在などを明らかにすることができた

(Nature	Science	Report に投稿中)(図２)。

また、同様な試料をフリーズエッチング法

により細胞膜直下の滑面小胞体の存在を確

認できた(図３)。さらに mild な unroofing

を求め、接着性を高めたメッシュやガラス

による引き剥がし法を改良した。これは、

超音波法よりもさらに歩留まりが悪い方法

であるが、特別な装置を必要としないなど

の長所がある。	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	  
 
 
 
 
 
	

	

	

また、核やミトコンドリアなどの多くのオ

ルガネラを残したまま、細胞膜を剥ぐため

には必須の方法でもある。そこで、これま

でとは異なる発想により、2.5mm×2.5mm の

ガラス上にまず細胞を培養し、接着性を高

めた、メッシュ(クライオ電顕の場合)また

はガラス(フリーズエッチングの場合)上に

細胞面を下にして被せた。さらに、solid

な接着を確保するために上から直径 5mm の

カバーガラスを載せた。さらに、余分な水

分を濾紙で吸い取り、1〜2 分後、リンゲル

液を注いで、浮力によりガラスを引き剥が

す。この過程で細胞が破れ、オルガネラ、

細胞骨格を含んだ背側の細胞膜が Alcian	

blue を塗布してある下部のガラス、または

メッシュ上に接着した状態で採取できる。

この方法により、クライオ電顕にて生きて

いる状態の細胞骨格や滑面小胞体を観察す

ることに成功した(図 4)。	
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	

図 1	 最近開発した超音波照射による細胞膜剥
離装置(上)と細胞膜剥離した標本(下)。U は完全
に剥離した状態で核などはなくなっているが細
胞骨格は残っている。PU は部分的に細胞膜剥
離した状態で、核などのオルガネラも残ってい
る。矢印は超音波プローブを示す。アステリス
クは水平照明装置 

図 2細胞膜剥離した標本の液中 AFM像｡細胞膜内
面に付着したアクチン線維やクラスリン被覆（CL
やカベオラ（CV）を観察できる。B は A の四角
で囲んだ部分の拡大像で、アクチン線維特有の縞
状の短周期構造を認めることが出来る。液中であ
りながら、電顕同等の高分解能を示している。 

図３細胞膜剥離標本のフリーズエッチング電顕
像｡細胞膜の内面には多くの細胞骨格が付着し
ている。その間を縫うように滑面小胞体(緑色に
塗ってある部分)が存在する。MT:微小管 
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