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研究成果の概要（和文）：高速原子間力顕微鏡（高速AFM）と共焦点レーザ顕微鏡との相関イメージング法によ
り、クラスリン依存的エンドサイトーシスの閉口過程では、膜変形活性を持つCIP-4タンパク質が、低分子量Gタ
ンパク質を介してピット周辺に集合し、アクチン重合を促進することで近傍の細胞膜を変形させるという詳細な
分子機構を解明することに成功した。さらに、ポリジメチルシロキサンを用いた超薄型ストレッチチャンバおよ
び細胞伸展装置を開発し、高速AFM装置に組み込むことに成功した。これを用いて一次元の伸展刺激がエンドサ
イトーシスに及ぼす影響を解析したところ、開口過程と閉口過程の一部に張力依存的ステップを同定することに
成功した。

研究成果の概要（英文）：We established a correlative live-cell imaging system by combining 
high-speed atomic force microscopy (HS-AFM) and confocal laser-scanning microscopy and revealed the 
detailed morphological changes in the plasma membrane and protein localizations during the 
clathrin-mediated endocytosis. CIP4, which has membrane-deforming activity, is recruited to the 
plasma membrane via small G protein Cdc42, and promotes the assembly of actin, which induces a small
 membrane bulge near the clathrin pit. We also made an ultra-thin stretching cell chamber using 
polydimethylsiloxane and successfully installed into the above-mentioned correlative imaging system 
together with a thin stretching device. By using this live-cell stretching system, we analyzed how 
one-dimensional stretching stimulus affected the progress of clathrin-mediated endocytosis, and 
identified the tension-dependent steps in the initiation and closing steps. 

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでエンドサイトーシス機構の解析には、電子顕微鏡による膜形状の観察と、蛍光顕微鏡を用いたライブセ
ルイメージングから得られるタンパク質局在解析に大きく依存していた。本研究では、高速原子間力顕微鏡と高
分解能蛍光顕微鏡との相関ライブイメージング法を用いることで、エンドサイトーシスにおける細胞膜の形状と
タンパク質局在を同時に解析することが可能となり、膜変形活性を持つタンパク質群がクラスリンピット周辺の
細胞膜を変形させる詳細な分子メカニズムを解明することに成功した。これは、シグナル伝達研究分野における
重要な知見であり、同技術の有用性を示すものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
エンドサイトーシスは、細胞外の様々な物質を細胞内部に取り込む過程であり、シグナル伝達、
免疫、発生、細胞運動、など多くの細胞活動において重要な役割を果たしている。クラスリン
依存的経路(Clathrin-mediated endocytosis, CME)やカベオラ(Caveola)の他に、それらに依存しな
い経路(Clathrin-independent endocytosis, CIE)も同定されており、関与するタンパク質の同定およ
び機能解析が進められている。個々の経路に関する解析が進む一方で、細胞レベルでエンド/エ
キソサイトーシス全体を俯瞰すると、各経路が独立して進行しているわけではなく、複数の経
路や構造が、細胞膜、表層骨格、膜張力等の要素を介して、密接にリンクしながら進行・制御
されているのも事実である。このことは、細胞表層が、複数の構成要素が構造的に繋がった動
的構造システムであることを示唆する。よって、これまでのように、システム構成要素の個別
の研究だけでは、細胞レベルでの細胞膜動態の全貌解明に繋がらないのは明らかである。 

 
２．研究の目的 
細胞表層システムにおけるエンドサイトーシスのグローバル制御機構を理解する上で障壁と
なるのが、「細胞膜の形態」「細胞骨格の構造や動態」といった複数の異なる要因を統合的に解
析する技術である。そこで、本研究課題では、当研究グループで独自に開発した生細胞観察用
高速原子間力顕微鏡 (高速 AFM) を用いてこの問題に挑む。当グループでは、この装置を用い
て、細胞膜、表層骨格、タンパク質局在の３つの異なる構造情報を、生きた細胞の表層から同
時に取得するイメージング技術を確立している。この唯一無二の技術を最大限に活用し、以下
の目的を達成する。 
目的：「細胞膜の形態変化」「膜直下の表層骨格」「タンパク質局在」を生きた細胞で同時に可視
化する技術を用いて、細胞表層システムにおけるエンドサイトーシスのグローバル制御機構を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
研究項目Ⅰ：クラスリン依存的エンドサイトーシスにおける細胞膜と細胞骨格の動的協奏関係
の解明 
CME 経路にアクチンが関与することは古くから知られていたが、その役割に関しては、今日
まで明らかにされていない。研究代表者は、クラスリンピットが閉じる際にアクチン依存的に
ピット周辺の”細胞膜が隆起する”ことを捉えている。これは、細胞骨格により発生した力が
CMEの進行に深く関与していることを示唆する。そこで本項目では、CMEと表層アクチンネ
ットワークとの構造・機能的関係を明らかにする。 
研究項目Ⅱ：各種エンドサイトーシス経路による細胞膜張力調節機構の解明 
エンドサイトーシスは細胞膜の大規模な変形を伴う過程であり、その進行と膜張力とは密接な
関係がある。ここでは、各エンドサイトーシス経路の進行と膜張力との関係を解明するととも
に、細胞レベルでの膜張力維持におけるエンドソームサイクル(エンド/エキソサイトーシス)の
役割を明らかにする。 
研究項目Ⅲ：細胞運動時における膜の動的ロジスティクスの定量的時空間解析 
細胞運動は、発生、免疫、がんの転移、傷修復などで重要な役割を果たしている。外部からの
局所的シグナルに応じて細胞内シグナル伝達経路が活性化され、細胞骨格の大規模な再編が走
化性を生み出す。このような細胞内部での構造再編の理解が進む一方で、細胞表層における細
胞膜の時空間的動態、およびシグナル伝達・細胞骨格との関係性に関しては理解が進んでいな
い。ここでは、細胞運動に伴う脂質膜の動的ロジスティクスを、表層骨格との関係性に着目し
ながら解明する。 
 
４．研究成果 
研究項目Ⅰ：クラスリン依存的エンドサイトーシスにおける細胞膜と細胞骨格の動的協奏関係
の解明 
高速原子間力顕微鏡と共焦点レーザ顕微鏡との相関ライブイメージングにより、クラスリンエ
ンドサイトーシスの閉口過程にアクチンが関与していることを示した。さらに、時間分解能の
向上に取り組み、2秒/フレームを実現し、クラスリン依存的エンドサイトーシスの閉口過程に
おける細胞膜の詳細な形態変化を追うことに成功した。それらの画像解析により、ピットが閉
まる際に３種の異なるパターンが存在することが分かった。i) ピット側傍で細胞膜が隆起し、
これが成長することで非対称的にピットが閉じる (全体の約 85 %)。ii) 膜の隆起は見られず、
30 nm程度の小さい開口径を経て完全に閉じる (全体の約 10%)、iii) 膜隆起や小開口などの特
徴的な構造が見られず、突然閉じる (全体の約 5%)。アクチン阻害剤を用いた実験により、膜
隆起がアクチン重合により引き起こされること、膜の隆起により小開口へと至ることが多いが、
隆起が生じない場合でも小開口に至る経路が存在することが明らかになった。 
 ピット側傍におけるアクチン重合と膜隆起の分子機構を解明するために、RNA 干渉を行っ



た。その結果、閉口時の非対称的膜隆起には、膜変形活性を持つ BAR ドメインを含むタンパ
ク質 CIP4が必要であることを突き止めた。CIP4は、N末端に F-BARドメイン、中央部に非構
造領域、C末端に SH3ドメインを持つタンパク質である。このタンパク質の様々な変異体 (点
変異やドメイン欠損変異) を作成し、膜隆起との関係を精査することで、以下のことを明らか
にした。i) 膜隆起の形成には N末端の BARドメインと、中央の非構造領域の両方が必要であ
る。ii) 非構造領域中央部の HR1モチーフは二量体を形成し、非構造領域の自己集合を促進す
る。iii) 二量化した HR1は活性化型 Cdc42と相互作用し、N-WASPを活性化する。iv) N-WASP
および CIP4の SH3ドメインが Arp2/3を活性化し、局所的なアクチン重合が促進される。v) 中
央部の非構造領域はブロック荷電ポリマーとしての性質が強く、in vitroで強く相分離し、その
濃厚相には、G アクチンが選択的に取り込まれる。これらの成果は CIP4 がクラスリンピット
周辺でアクチン重合を促進するメカニズムとして重要な発見である。またこれは、エンドサイ
トーシスの膜張力依存性を説明する仕組みになり得るものとして重要な知見である。 
 閉口過程におけるアクチンの重要性
に関しては、これまで多くの議論がなさ
れてきた。アクチン重合を阻害してもピ
ットの閉口そのものは阻害されないた
め、閉口過程には複数のメカニズムが機
能していると考えられる。高時間分解能
の高速 AFM観察に基づくと、クラスリ
ンの集積が完了して大きな開口（U型）
構造が形成された後（50-100秒）、小胞
が切り取られるまでの間にΩ型の小さ
い開口構造が数秒間だけ存在し、すぐに
閉口へと至る。これは、U型からΩ型へ
の変換に大きなエネルギーバリアが存
在し、そのバリアを超えるのにアクチン
が関与していることを示唆するもので
ある。その力学的背景を明らかにするた
めに、カリフォルニア大学サンディエゴ
校の Padmini 博士との共同研究を開始
し、そのモデル構築を行っている。 
 
研究項目Ⅱ：各種エンドサイトーシス経路による細胞膜張力調節機構の解明 
エンドサイトーシスの進行が膜張力により受ける影響を解析するために、高速 AFM のステー
ジに搭載させるストレッチチャンバと伸展装置の設計・作成を行った。AFM ヘッドとステー
ジの間は 8 ミリほどの隙間しかないため、これより薄い伸展装置を作成する必要がある (図)。
ポリジメチルシロキサン (PDMS) を用いて、細胞培養可能な薄型角チャンバ (厚さ 2ミリ) を
設計・作成するとともに、スライドガラスとカバーガラスを組み合わせた伸長装置を作成し、
全体の厚さを３ミリ程度に抑えた細胞伸展装置を高速 AFM ヘッドとステージ間に搭載するこ
とに成功した。さらに、これを用いたライブセルイメージングにも成功し、一次元の伸展刺激
に対する細胞応答を可視化する技術を確立した。 

図 1：クラスリン依存的エンドサイトーシスの閉口過
程に見られる細胞膜の形態変化。ピット側傍の細胞
膜が隆起して穴を閉じる場合（上段）と、隆起は見ら
れず、30nm程度の小さな開口を経て閉じる場合が見
られる。 

図 2：高速 AFMに細胞伸展装置を組み込む。倒立顕微鏡のステージ上に AFMスキャナをセットす
ると、１センチ以下の隙間しかない（左上）。この隙間に搭載可能な細胞伸展装置（右）を設計・作
成した。PDMS を用いて２センチ角で厚さが 2 ミリ程度の細胞培養チャンバを作成した。これを、
カバーガラス等で作成した伸展装置とを組み合わせ、厚さ 3 mm程度の伸展システムを構築した。 



伸展刺激を加えた細胞では、クラスリンピットの開口頻度の減少が見られるとともに、閉口
過程で小開口（開口径~30nm）の時間の延長が見られた。これらの結果は、開口過程と小開口
から閉口へと至る過程に張力依存的機構が存在することを示す重要な結果である。開口過程で
は、クラスリンが集積する前に膜を変形させる FcHO2 タンパク質などの関与が報告されてお
り、その機能と膜張力との関係が示唆される。一方、小開口から閉口までの過程に関しては、
RNA干渉によりダイナミンをノックダウンした細胞では小開口の時間が長くなったことから、
ダイナミンによる狭窄過程が張力に大きく依存していることを示唆する。 
 
研究項目Ⅲ：細胞運動時における膜の動的ロジスティクスの定量的時空間解析 
細胞運動に伴う膜張力の変化、およびタンパク質局在の変化とエンドサイトーシスとの関係性
を解明するために、クラスリン被覆ピットとカベオラに着目して解析を行った。カベオラは、
クラスリン被覆ピットと異なり、caveolin1 と cavin1 の２種のタンパク質を主成分として形成
される構造であり、膜張力に応じて細胞膜の面積を調節する緩衝作用があることが報告されて
いたが、その仕組みには不明である。そこで、これらのタンパク質に蛍光タンパク質を融合さ
せて培養細胞に発現させ、細胞運動との関係性を調べる実験系を構築した。通常の細胞では、
カベオラは 30-50nm 程度の小さい開口部を持ち、クラスリン被覆ピットよりも長い持続時間
(数分)を持つことが分かった (図３)。また、線維芽細胞や骨芽細胞などの細胞種を用いた解析
から、カベオラの数や開口時間は、細胞種間で大きな差があることが明らかになった。特に、
筋芽細胞では、アクチン線維が少ない場所に多くのカベオラが見られた。これらの結果は、こ
れまで形態的なアプローチが困難であったカベオラの形成機構の理解に貢献する重要で新し
い知見である。 
 

 

図３：クラスリン被覆ピットとカベオラの同時観察と構造解析。を EGFP融合クラスリ
ンとmCherry融合カベオリンを COS7細胞に同時に発現させ、共焦点レーザ顕微鏡と
高速 AFMで相関イメージングを行った。右上：クラスリンとカベオリンの蛍光シグナ
ルは共局在しない。高速 AFMの連続画像から、ピットの直径、拡散係数などを求める
と、両者の間に大きな差が見られる（左）。 
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