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研究成果の概要（和文）：我々は、世界で初めて、アクチン線維と細胞膜が緊密に結合していること、それによってア
クチン線維の網目が細胞膜をコンパートメント化していることを見出し、アクチン膜骨格と名付け、生物学的意義を明
らかにしてきた。
　しかし、アクチン膜骨格の生細胞での可視化には誰も成功していない。我々は最近EBP50分子が、細胞質からアクチ
ン膜骨格と受容体の結合部位に頻繁にリクルートされてくることを見出した。本研究の目的は、この現象を利用し、生
細胞中でのアクチン膜骨格を可視化し、シグナル変換におけるアクチン膜骨格の機能解明を進めることである。

研究成果の概要（英文）：We previously found that many actin filaments are closely bound to the 
cytoplasmic surface of the plasma membrane, and that the meshwork of the actin filaments 
compartmentalizes the plasma membrane. We called such actin meshwork actin membrane skeleton and have 
tried to unravel its biological significance.
 However, no one has succeeded in visualizing the actin membrane skeleton in living cells. Recently, we 
found that a cytoplasmic molecule EBP50 is often recruited from the cytoplasm to the binding sites 
between the actin membrane skeleton and several receptors. The objective of the present study is to 
visualize the actin membrane skeleton, using the EBP50 binding to the actin membrane skeleton, and then 
to advance the studies for clarifying the function of actin membrane skeleton in signal transduction in 
the plasma membrane.

研究分野：細胞生物物理学

キーワード： 細胞生物物理　１分子計測・操作　メゾスコピック系　細胞骨格　細胞膜の動的構造
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は、世界で初めて、アクチン線維と細
胞膜が緊密に結合していること、それによっ
てアクチン線維の網目が細胞膜をコンパー
トメント化していることを見出し、その生物
学的意義を明らかにしてきた（1993年以降、
5000回以上、引用されている）。このように、
細胞膜と直接に結合しているアクチン線維
をアクチン膜骨格と名付けた。これを出発点
として、最近では、様々な文脈で、アクチン
膜骨格が細胞膜分子の相互作用・局在・機能
を制御していることが明らかにされつつあ
る（例えば、Rao & Mayor, 2012, Cell）。  
 しかしながら、アクチン膜骨格（細胞質中
のアクチン線維と区別して）の可視化は全く
進んでいない。唯一の例外は、我々が急速凍
結・ディープエッチ試料を電子線トモグラフ
ィーで３次元観察したものである（Morone 
et al. 2006, J. Cell Biol.）。しかし、これとて
も、細胞膜を細胞から引きはがすというアー
チファクトを誘導しうる操作が入るため、ま
た技術的に非常に難しいため、応用は広まっ
ていない。このため、アクチンと細胞膜との
相互作用とそれによる膜分子機能の制御と
いう、いま、極めて重要な研究課題の推進に
黄信号がともっている（Kusumi et al. 2012 
Ann. Rev. CDB）。 
 しかし、本研究開始の少し前、我々の最近
のパイロット研究で、生細胞中で、アクチン
膜骨格だけを、細胞の至るところに存在する
他のアクチン線維とは区別して、かつ超分解
（20nm 分解能）で可視化するという、今ま
では不可能であった観察が可能となる可能
性が出てきた。 
 すなわち、我々は、「細胞膜上のチャネル
や受容体などの膜タンパク質」と「アクチン
線維」を繋ぐコネクターとして働く
EBP50/NHERF1というタンパク質の挙動を
1 分子イメジングにより調べ、以下の著しい
発見をした。EBP50 の大きなプールは細胞
質に存在し、コネクターとして働くときには、
細胞質から細胞膜—アクチン膜骨格結合部へ
とリクルートされてくる。したがって、
EBP50/NHERF1はアクチン膜骨格（＋膜分
子）だけに結合する。面白いことに、コネク
ターとしての滞在時間は、0.3 秒程度であっ
た。すなわち、EBP50 は、細胞質と、コネ
クター部位（膜分子とアクチン膜骨格の結合
部位）の間でシャトルする。EBP50/NHERF1
は次々とコネクター部位へとリクルートさ
れてきて、全体としては膜分子とアクチン膜
骨格をダイナミックに結合させる。以前は、
EBP50/NHERF1は安定に膜分子とアクチン
線維とを結合させていると考えられていた
ので、これは、非常に大きな概念変換を迫る
結果である。 
 上記の通り、アクチン膜骨格の生細胞での
可視化には誰も成功していない。しかし、前
の段落で述べたように、EBP50/NHERF-1

分子が、細胞質からアクチン膜骨格と受容体
の結合部位に頻繁にリクルートされてくる
ので、これを利用して、アクチン膜骨格の可
視化を目指すことにした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 上記のように、研究開始の少し前に、われ
われは、EBP50 分子が、細胞質からアクチ
ン膜骨格と受容体の結合部位に頻繁にリク
ルートされてくることを見出していた。 
 本研究では、これを利用して、まずアクチ
ン膜骨格の可視化を目指すことを目的とし
た。 
 さらに、EBP50/NHERF-1が結合したアク
チン線維のシグナル変換への関与を解明し、
アクチン膜骨格―細胞膜結合部位の中でも、
シグナル変換のホットスポットとなってい
る部位を同定することを目指した。 
 これらによって、シグナル変換におけるア
クチン膜骨格の機能解明を進めることを目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
EBP50/NHERF-1の挙動を、細胞膜内側表面
で長時間 1分子追跡すると（時間分解能 4ミ
リ秒）、(1) EBP50/NHERF-1は細胞質から
膜分子に結合し、(2)その分子とともに膜内
を拡散運動した後（平均〜0.1 秒間）(3)アク
チン膜骨格に結合して一時静止することが
分かった（~0.3 秒間。詳しくは、EBP50 は、
アクチン線維上に多数結合しているERMタン
パク質に結合したと考えられる）。(4)その後、
EBP50 は、細胞質に戻ることがわかった。 
 これらは、EBP50 を 1 分子追跡して、細胞
膜上で静止した部位を同定し、その部位をマ
ッピングすることで、アクチン膜骨格が可視
化できることを示唆していた。 
 さらに、この方法では、リガンド刺激後に
受容体が作るシグナル複合体が、アクチン線
維に結合してシグナル変換を行っているホ
ットスポットが検出することを目指した。 
 アクチン膜骨格の可視化のためには、
EBP50/NHERF-1の各分子が、膜・アクチン
コネクターとして安定に結合しているので
はなく、細胞質から、新たに、次々と EBP50
がリクルートされてくることが重要である。
この方法では、次々とやってくる 20 万個を
超える EBP50 の静止部位を 1分子ずつ次々と
決める（これらの EBP50 は、0.4 秒後には、
はずれて細胞質に戻る）。この部分の考え方
は、超解像 PALM と似ている。PLALM では、各
画面で蛍光分子を活性化させるが、本方法で
は、細胞質から EBP50 が次々に供給されるの
である。1分子の位置決め精度は20nmであり、
この分解能での、アクチン膜骨格の画像化を
目指した。細胞質からの、自然な、いつも起



こっている分子リクルートと、1 分子イメジ
ングから、構造をもとめるというアイデアは
ユニークで、本研究で強く推進した。 
 
 
４．研究成果 
 
 （１）まず、生細胞中で、EBP50/NHERF-1
の 1分子が、細胞質から細胞膜の細胞質側表
面へとリクルートされ、さらに、その付近で
拡散した後、アクチン膜骨格に結合して静止
する過程、さらに、細胞質からアクチン膜骨
格へと直接に結合してくる過程が観察され
た。拡散運動した後に静止する分子のシグナ
ル強度は、静止前後で変化しないも分子が多
かった。すなわち、このような挙動を示す分
子でも、エバネセント光場の中で、細胞膜か
らの距離が静止前後で変化しないものが、多
かったということである。このような
EBP50/NHERF-1分子は、細胞膜の細胞質側
表面上で拡散運動したあと、細胞膜の細胞質
側表面に結合しているアクチン膜骨格、ある
いは、細胞膜からの距離が 10 ナノメートル
以内にあるアクチン膜骨格に結合したもの
と考えられた。 
 （ ２ ） さ ら に 、 拡 散 し て い た
EBP50/NHERF-1分子が静止して、再度拡散
しはじめるような場合が頻繁に見いだされ
た。それで、1 分子観察において、短時間静
止したときにも、静止を捉えることができる
ソフトウェアを開発し、さらに、そこで用い
るパラメータセットに工夫を加えた。その結
果、さらに短い静止（一時停留）でも捉えら
れるようになった。 
 （３）（１）（２）の結果は、EBP50/NHERF-1
分子の多くは、細胞膜に結合して拡散し、静
止時にも、細胞膜上にありながら、細胞膜上
のアクチン膜骨格に結合しているものと考
えられた。 
 （４）以上の結果から、EBP50/NHERF-1
分子が静止する位置にあるアクチン膜骨格
は、細胞膜の内側表面に極めて近く存在して
いることが結論された。また、これらの静止
位置をプロットすることにより、細胞膜に結
合しているアクチン線維が推定できた。しか
し、これらの静止位置の数は、膜骨格の全体
像を得るには不十分であった。 
 （５）一方、Lifeact-GFPで同定されるベ
ーサル面近くを走るアクチン線維束には、
EBP50/NHERF-1 分子が頻繁に静止するこ
とが見いだされた。すなわち、これらのスト
レスファイバーと思われる線維束は、細胞膜
の内側表面にほぼ結合していることが証明
できた。 
 （６）同時にこれらの線維束には、FAKな
どのシグナル分子が多数、しかも数十秒以上
にわたって結合することが、これらの分子の
1分子観察によって見いだされた。すなわち、
ベーサル面近くを走るストレスファイバー
様のアクチン線維束には、他の細胞膜とアク

チンの両方に結合するようなシグナル分子
が存在し、このような線維束の一部が、細胞
膜のシグナル変換の重要なプラットフォー
ムである可能性が示された。 
 （７）EBP50/NHERF-1が次々とやってき
ては一時静止するようなホットスポットが、
細胞膜の内側表面に多数有ることが示され
た。しかし、EBP50/NHERF-1と結合すると
考えられている細胞膜上のチャネルや受容
体を多数にわたって調べたが、どの分子もホ
ットスポットにはリクルートされなかった。
受容体をリガンドで刺激しても、リクルート
は見られなかった。しかし、一方で、様々な
受容体刺激後にホットスポット周辺で新し
くアクチン重合が誘導されることが見いだ
された。今後は、このようなアクチン重合の
シグナル変換における機能を解明すること
が重要である。 
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