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研究成果の概要（和文）：項目Iでは、クラスリン依存的エンドサイトーシスに関与すると考えられているタン
パク質群の局在・集積を共焦点レーザー顕微鏡で観察すると共に、高速AFMで細胞膜の形状を同時観察するシス
テムを構築し、タンパク質局在と膜の構造変化との関係を明らかにした。
項目Ⅱでは、従来から関与が報告されていたダイナミンの他に、アクチンが膜の動態変化に深く関与しているこ
とを示す新しい知見を得た。
項目Ⅲでは、膜閉口過程で見られたアクチン依存的な膜隆起の形成機構および閉口における役割を明らかにする
ために、アクチンの重合モデルと膜の連続体モデルとを組み合わせた解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We established hybrid time-lapse imaging system by combining high-speed 
atomic force microscopy and confocal laser-scanning microscopy to simultaneously image membrane 
morphology and protein localization during clathrin-mediated endocytosis. Spatiotemporal assembly of
 proteins such as clathrin, dynamin, epsin and actin, were successfully revealed together with 
morphological changes of the membrane. The inhibition of actin dynamics affected assembly, 
maturation and closing steps, suggesting important roles of cortical actin dynamics in multiples 
steps of endocytic process. At the closing step, most of the pits were covered by a membrane 
swelling, which is induced by a quick burst of actin polymerization, and then irreversibly closed, 
whereas some pits were closed without these motions. By combining membrane model and dynamic actin 
polymerization model, the mechanism of the pit closure was analyzed.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスに代表される細胞膜の
ダイナミクスは、細胞の環境応答、細胞間お
よび細胞内情報伝達などにおいて重要な役
割を果たしている。膜の陥入、膜小胞の分離、
エンドソームとの融合、そして小胞の細胞膜
への回帰、といった一連のプロセスには、脂
質二重膜と相互作用するタンパク質群が関
与している。これらのタンパク質や細胞内に
取り込まれる受容体の局在および動態は、蛍
光顕微鏡技術 (全反射, 超解像など) によ
り明らかにされてきたが、これらの局在変化
が膜の形状変化といかに関係しているかは
不明である。 
 本研究代表者はこれまでに、高速原子間力
顕微鏡 (高速 AFM) を用いて DNA やタンパク
質がはたらく姿をナノメートル・ミリ秒の時
空間分解能で解析する研究を行ってきた。ま
た、オリンパス株式会社との共同研究により、
生きた細胞の観察に特化した高速AFMを用い
て、細胞膜や細胞骨格の動的イメージングに
も成功している。特に細胞膜の観察では、i) 
穴が閉じる（膜小胞が切り離される）際に、
隆起した膜が「穴をフタする」様子や、ii) ク
ラスリン等の膜裏打ちタンパク質と局在と
細胞膜の形態変化との間には数 10 秒のギャ
ップが存在すること、などの興味深い現象が
観察されている。これらの観察結果は、タン
パク質の局在のみから描かれたエンドサイ
トーシスのモデルと必ずしも一致せず、新た
な機構を示唆するものである。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、これまでタンパク質の局在
のみから理解されてきたエンドサイトーシ
スの諸過程に対して、高速 AFM による「細胞
膜の形態変化」というこれまでにない時空間
的情報を追加し、その分子メカニズムの全貌
解明に挑む。具体的には、高速 AFM と共焦点
蛍光顕微鏡のハイブリッドシステムにより、
Ⅰ)クラスリン等の膜裏打ちタンパク質や受
容体の集合と膜の形態変化との時空間的関
係、Ⅱ)小胞の切り離し過程における裏打ち
タンパク質の局在・機能と力発生機構、を解
明すると共に、Ⅲ)細胞膜の形状像から力学
モデルを新たに構築することで、エンドサイ
トーシスの分子機構の全貌を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
2 年間の研究期間中に以下の 3 つの研究項目
を実行することで、エンドサイトーシス過程
の分子機構を解明する。 
項目Ⅰ：膜陥入過程における膜形態変化とタ
ンパク質局在の関係解明 
Ⅰ-1 細胞膜の形状変化と裏打ちタンパク質
の局在 
Ⅰ-2 リガンド依存的膜受容体の取り込み過
程におけるタンパク質局在と膜陥入の関係
解明 
項目Ⅱ：膜小胞切り離し過程における力発生

機構の解明 
Ⅱ-1 切離しに関与するタンパク質の局在と
膜形状変化 
Ⅱ-2 膜小胞切り離し過程における力発生
と膜融合機構 
項目Ⅲ：膜形状像を用いた細胞膜力学モデル
の構築 
AFM で得られる細胞膜の形状情報から膜の
構造モデルを構築する。構築したモデルは、
項目Ⅰ及びⅡにおける膜の形態変化機構の
解明に用いる。 
 
 
４．研究成果 
項目Ⅰ 
クラスリン依存的エンドサイトーシスに関
与すると考えられているタンパク質群
(epsin, amphiphysin1, Arp2, BIN1, 
cortactin, GAK, Hip1R, N-WASP, SNX9, 
clathrin, dynamin, actin）の局在・集積を、
共焦点レーザー顕微鏡を用いて蛍光経時観
察する系を構築し、そのうちのいくつかに関
しては、高速 AFM との同時観察に成功した 
(図 1)。 
また、特異的な機能阻害剤を用いた実験か
ら、クラスリン依存的エンドサイトーシスに
は、アクチン重合に関与する formin や
Arp2/3 複合体が関与していることを明らか
にした。細胞表層におけるアクチンの重合・
脱重合のダイナミクスに関して解析した結
果、表層アクチンの重合そのものは、formin
や Arp2/3 には非依存的であった (図 2)。こ
のことは、クラスリンピット周辺では、周囲
の表層アクチンとは異なる制御機構でアク
チンの重合が進行し、膜の変形を引き起こし
ていることを示す。 
 リガンドとしてトランスフェリンを用い
て、受容体の取り込み量と細胞全体でのエン
ドサイトーシス頻度との関係を明らかにし
た。蛍光リガンドを用いた定量実験では、受
容体の細胞内取り込みが増加したのに対し

図 1：クラスリン依存的エンドサイトーシス過程
におけるタンパク質局在と膜形状の同時観察。
clathrin、epsin、dynamin の観察例 (上段) とそ
の定量結果 (下段) を示す。 



て、細胞表面でのエンドサイトーシス頻度に
大きな変化はなかった。このことは、リガン
ドと受容体の結合自体がエンドサイトーシ
スの頻度を顕著に増加させることはないこ
とを示唆する。 
  
 
項目Ⅱ 
「小胞切り離し過程に関与するタンパク質
の局在と膜形状変化の関係解明」：小胞の切
り離しで主要な役割を果たしているダイナ
ミンに関して、RNA 干渉で発現量を低下させ
た細胞を用いて AFM 観察を行った。時間分解
能を従来の 10 秒から 2 秒に上げたイメージ
ングでは、ピットが 2段階の過程を経て閉じ
る様子が観察された。ダイナミンの発現量低
下により、1 段階目から 2 段階目への移行時
間に遅れが生じた。このことは、閉口過程前
半のステップはダイナミン非依存的に進行
すること、および、膜を最終的に括り切るス
テップでダイナミンの積極的な関与がある
ことを示唆する。 
 siRNA を用いて、ダイナミンをノックダウ
ンしたところ、i) 膜隆起を伴う閉口頻度の
減少、ii) 二段階閉口頻度の増加、iii)開口
時間の延長、が見られた。また、阻害剤を用
いてアクチン動態の関与を調べたところ、i)
脱重合阻害による開口頻度の低下, ii)開口
時間の延伸, iii)膜隆起を伴う閉口頻度の減
少 ,iv) 再開口の減少 などの顕著な効果が
多く見られた(図 3)。これらの結果は、従来
から関与が報告されていたダイナミンの他
に、アクチンが膜の動態変化に深く関与して
いることを示す新しい知見である。 
 

項目Ⅲ 
膜閉口過程で見られた膜隆起に着目し、膜の
形状を平面モデルに当てはめる試みを行っ
た。ピットの片側から覆い被さるように隆起
がフタをすると考えられてきたが、時間分解
能の改善により、膜隆起がピットの周囲を取
囲うようにして動く様子を捉えることに成
功した(図 4)。これらの観察結果に基づき、
アクチンの重合モデルと、膜の連続体モデル
とを組み合わせ、アクチンの局所的な重合が
いかにして膜隆起をもたらし、さらにはピッ
トの閉口を引き起こすかに関するモデル構
築に取り組んでいる。 
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