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研究成果の概要（和文）：本研究では、ライブセル高速原子間力顕微鏡と蛍光顕微鏡に組み合わせたハイブリッ
ド顕微鏡による相関イメージングを用いて、クラスリン依存性エンドサイトーシスに伴う細胞膜と分子の動態観
測と解析を行った。増殖因子依存性のエンドサイトーシスのピットは、細胞膜の限局した領域に出現すること、
およびその形態は円形（球形）に限らず、楕円化したり分裂したりすることを見出した。またこの現象にSrcが
関与することを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we utilized correlative imaging by hybrid microscopy combined
 with live-cell high-speed atomic force microscopy and fluorescence microscopy to observe and 
analyze the dynamics of cell membranes and molecules associated with clathrin-dependent endocytosis.
 We found that clathrin-coated pit formation induced by growth factor stimulation appears in a 
certain localized region of the plasma membrane and the morphology of the pit is not limited to 
circular (spherical), but can also be elliptical and divisive. Wey also found that Src is involved 
in such phenomena.

研究分野：細胞生理学

キーワード： 細胞膜　高速分子間力顕微鏡　薄層遮光照明法　相関イメージング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内と細胞外環境を隔てる脂質二重膜であると同時に、細胞内外のコミュニケーションを司るインターフェー
スである細胞膜の3次元的なダイナミクスに関する知見はこれまで限られていた。本研究では、これまでの動態
観察の分解能を10倍向上した高速AFMを用いることで、細胞と組織の活動や運命の決定に重要な細胞外からの刺
激に応じた細胞膜の形態と成分の動的変化の解析を可能とし、かつその分子メカニズムの一端を明らかにした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

細胞膜は細胞内と細胞外環境を隔てる脂質二重膜であると同時に、細胞内外のコミュニケーシ

ョンを司るインターフェースである。細胞外からの刺激に応じた細胞膜の形態と成分の動的変

化が、細胞と組織の活動や運命の決定に重要である。細胞膜成分の動態は、蛍光顕微鏡技術（全

反射、超解像など）によって明らかにされてきたが、膜形態の動的変化に関する情報は現在のと

ころ限られており、その多くが電子顕微鏡で得られた静止画に基づいている。 

 我々は、生体膜のような柔らかい素材の観察用に開発されたライブセル高速原子間力顕微鏡

（atomic force microscopy、AFM）を用いて、生きた細胞の頂端側細胞膜の微細構造とその動的変

化を数秒の時間分解能と数10 nmの空間分解能で可視化することに成功した。さらに、高速AFM

を共焦点顕微鏡に組み合わせたハイブリッド顕微鏡（correlative light and atomic force microscopy, 

CLAM）によって、クラスリン依存性エンドサイトーシスに伴う「タンパク質の局在変化（蛍光

情報）」と「膜形態の変化（AFM情報）」を同時空間で取得可能な技術を確立した。この技術を

用いて微小な頂端膜の動態を観察したところ、エンドサイトーシスが生じるのは頂端膜のうち

限られた領域であることを新たに見出した。この発見は、膜上に均一に分布している受容体と基

質の相互作用の結果、クラスリンが集積し膜形態変化が誘発されるという従来のモデルとは合

致せず、頂端膜にはエンドサイトーシスを効率的に行うために予めプログラムされたドメイン

（preprogrammed membrane domain、PMD）が存在することを示唆する。つまり、頂端膜上の膜構

成成分（脂質や膜タンパク質）の不均一な分布が予想される。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、「PMD を支える分子基盤」の解明へ向けて、頂端膜の「構成成分（膜裏打ちタ

ンパク質等）」と「形態変化」を高感度に検出することで、上記問いに答えを得る。薄層斜光照

明法 （highly inclined and laminated optical sheet、HILO）による頂端側細胞膜の一分子イメージン

グと、蛍光異方性を用いた細胞膜の向きをモニターするバイオセンサーの両者を導入すること

で、回折限界を超えた膜動態観察系を構築する。この顕微技術をライブセル高速 AFM 技術と組

み合わせることで、物理的・光学的に生細胞膜の形態と構成成分（膜タンパク質、脂質組成、膜

裏打ちタンパク質等）とを、数秒の時間分解能と数 10 nm の空間分解能で観察可能なハイブリッ

ドイメージング技術を確立する。この技術を用いて PMD の分子基盤、すなわち基質が受容体と

相互作用してから膜形態の変化が起きるまでの「エンドサイトーシス超初期過程の分子基盤解

明」を最終到達点とする。 

 

３．研究の方法 

以下の三つの研究項目を実行することで、目的であるPMDの分子機構を解明するという目標を達

成する。 

１) ハイブリッド顕微鏡によるPMDの可視化・解析 

２) HILO顕微鏡と高速AFMによる頂端膜の物理的・光学的同時可視化 

３) 蛍光偏光による膜形態計測系の開発（HILO顕微鏡への偏光照明の導入および蛍光タンパ

ク質の異方性で細胞膜の向きを測るバイオセンサー開発） 

 

  



４．研究成果 

 １）ハイブリッド顕微鏡による PMD の可視化・解析 

ライブセル高速 AFM と共焦顕微鏡のハイブリッド顕微鏡によって、クラスリンによってコートされ

た膜のくぼみ（Clathrin-coated pit、CCP）が高頻度に出現する膜のドメイン（PMD）の正体に迫った。CCP

の同定方法を図１に示す。EGFP融合型クラスリンを発現した細胞で取得した膜の形態とクラスリ

ン局在の画像を重ね合わせたときに、クラスリンの蛍光スポットと重なるピットが CCP である

（図１A）。 

本研究課題の申請時点においては、上皮成長因子（epidermal growth factor、EGF）刺激でエンドサイト

ーシスを亢進させた場合、PMDに出現するピットの数が増加することが予備実験の結果から明らかとな

っていた（図1B）。高速AFMによる詳細な解析により、この増加はピット出現頻度の増加による

ものであることがわかった（図 1C）。さらに PMD 内の個々の CCP のサイズと形状および経時変

化に着目すると、CCP が時間をかけて大きく開口し楕円化する様子や、楕円化を経て分裂する様子が観

察された（図1D–G）。一方、未刺激のCCPの形状は円形であり、分裂は認められなかった（図1D、F）。 

これまで、エンドサイトーシスの過程で球状の膜小胞となるCCPは、円形の構造であると考えられて

きた。しかし、高速AFMによる膜ナノ動態観察結果は、CCPがときに楕円化・分裂という想像もし得な

かった振る舞いをすることを示している。そして、この膜ナノ動態の理解こそがPMD解明への鍵となる

と考えた。つまり、CCP楕円化と分裂の現象に関与する物理的要素を理解し、その要素に寄与する分子

を同定できれば、PMDの分子機構の解明へとつながることが期待できる。 

 

 

図１：（A）クラスリン局在と膜形態の同時観察。矢頭はCCPを示す。（B）EGF刺激前後での一定時間

内に出現したCCP（白）の積算画像。丸はエンドサイトーシスが集中的に生じる領域（PMD）を示す。

（C）単位時間、単位面積あたりのCCPの出現頻度のプロット。（D）EGF刺激前後におけるCCP（黒）

の形態の経時変化。矢印で示すCCPは楕円化を経て分裂する。（E）CCPのフェレー（Feret）径、（F）

フェレーのアスペクト比（AR）、（G）CCP開口時間とフェレーARをプロットした図。  



そこで、京都大学の立川正志准教授との共同研究により、CCP膜動態のポリゴン膜シミュレーション

を行った。その結果、集積するクラスリンと膜張力を変化させた結果、CCPの楕円化・分裂は膜張力とク

ラスリンの集積が亢進している条件で起きうることを見出した。実際に、EGF刺激後の楕円化CCPへ

のクラスリンの集積は、未刺激時に比べ1.5倍亢進していることがクラスリンの蛍光シグナル輝度の

解析から明らかとなり、シミュレーション結果と矛盾しない結果が得られている。 

次の問いは、EGF刺激時に膜張力とクラスリン集積を亢進する責任分子は何かである。まず、EGFRか

ら発せられるシグナルの関与を検証した。EGFRのノックダウンおよび阻害薬処理によってEGF刺激時の

CCP動態変化（CCPの楕円化・分裂）が見られなくなったことから、EGFRシグナルの下流因子が関わる

ことが確認できた（図2A、B）。次に、EGFRの下流因子の一つであるRasの関与をドミナントネガティ

ブ変異体（RasN17）で検証したところ、Rasは関与しないことが明らかとなった（図2C、D）。そこで、

EGF下流でクラスリンの集積と膜張力の制御の両者に関わる因子として、Srcに着目した。Srcはクラスリ

ンの重鎖をリン酸化することでクラスリンの集積を亢進すること、細胞の力学応答に関与することが示

唆されている。Srcの阻害薬処理によって、EGF刺激で誘発されるCCPの動態変化が生じなくなった（図

2E、F）。つまり、CCPは円形で分裂せず、PMDでのピットの増加は認められなかった。以上から、EGF

で誘発されるPMD形成の分子機構として、Srcの関与を初めて見出すことができた。 

 

 

図２：EGFRの活性阻害条件下（Afatinib前処理）でEGF刺激前後に観察されたCCPのフェレー

径（A）とフェレーAR（B）。Rasのドミナントネガティブ変異体（RasN17）発現下でのEGF刺

激前後に観察されたCCPのフェレー径（C）とフェレーAR(D)。Srcの活性阻害条件下（PP2ある

いはDasatinib前処理）でEGF刺激前後に観察されたCCPのフェレー径（E）とフェレーAR（F）。 

 

 ２）頂端側細胞膜の物理的・光学的同時スキャン法の確立 

さらなるPMDの理解のために、膜成分（基質や受容体、脂質組成、膜裏打ちタンパク質等）と

膜形態の光回析限界を超えた同時観察を可能とするべく、高速AFMと薄層斜光照明系（highly 

inclined and laminated optical sheet、HILO）のハイブリッド顕微鏡のセットアップを行った。HILO

照明系の原理を図3Aに示す。全反射顕微鏡の原理を応用したもので、AFM観察面である頂端膜

の局所的励起によって、高いシグナルノイズ比の画像取得を実現しうる。頂端膜の局所的励起の



精度と再現性を向上させるため、入射光の制御を電気的かつコンピュータ制御で自動化した。ま

た、AFMを設置している既存の光学顕微鏡の限られたスペースに光学系を収めるために、光路

長の大幅な短縮を行った。さらに、HILO照明で用いる対物レンズに対応したイメージング用ガ

ラス基板を新たに設計し導入した。以上のことにより、頂端側細胞膜の物理的・光学的同時走査

を達成した（図3B）。 

 

 

図３：（A）照明法の原理と各照明法での同一細胞におけるクラスリンの局在観察。臨界角で励

起光を導入すると全反射が起き、光のしみ出しによるエバネッセント場ができるが（左）、臨界

角より少しだけ小さい角度では、境界面での屈折により薄層光が形成される（右）。これにより

細胞の局所励起、すなわち全反射照明では基底膜のみを、HILO照明では頂端側細胞膜のみをそ

れぞれ励起できる。（B）構築したHILO照明系と高速AFMのハイブリッド顕微鏡の外観（左）。

HILO照明系を用いてAFM観察面と同じ頂端膜のみを励起し、高いシグナルノイズ比の蛍光画像取得を

する（右）。 

 

 ３）蛍光偏光による膜形態計測系の開発（HILO顕微鏡への偏光照明の導入および蛍光タンパク

質の異方性で細胞膜の向きを測るバイオセンサー開発） 

ライブセル高速AFMでは細胞表面の形態を探針で物理的に走査するため、探針の先端が届か

ない構造（オーバーハングを有する深いピットや膜小胞など）を画像化することができない。こ

れを補完するため、バイオセンサーを開発し蛍光偏光による膜形態計測技術を導入した（図4）。

蛍光タンパク質は励起光の偏光方向に応じて特異的に蛍光を発する性質を有している。したが

って、蛍光タンパク質の発色団の向きと細胞膜の相対角度を一定に保つことで、細胞膜の動きを

蛍光強度の変化として捉えることが可能になる。このように蛍光タンパク質の相対的向きを細

胞膜に対して固定する手法を複数開発した。HILO照明系に偏光照明系を組み込み、これらバイ

オセンサーを発現する細胞の観察に取り組んでいる。 

図5：（A）膜形態測定用バイオセンサーの例。

GFPを2ヶ所で細胞膜に固定し膜に対する相対

的な向きを保持させた。（B）s-pol偏光の励起

により、膜の変形部分（矢頭）が特異的に光る。

(C）本バイオセンサーによる膜変形可視化のモ

デル図。 
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