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研究成果の概要（和文）：カベオラと呼ばれる直径70nm程度の小さな膜陥入構造は、神経系以外の細胞膜に普遍
的に形成されている。カベオラの機能としては、エンドサイトーシス、トランスサイトーシス、脂肪酸の取り込
みなど諸説あるが、概して、電子顕微鏡レベルの構造解析による理解は重要である。カベオラは、細胞膜の細胞
質側表面に構築される渦巻き状の微細な被覆構造であるため、分子レベルの集積構築を議論する場合、 フリー
ズレプリカ電子顕微鏡法が有用である。本研究は、カベオラの構造基盤を、電子顕微鏡で解明したものである。

研究成果の概要（英文）：Cavoelae are striated membrane invagination (around 70nm in diameter) at the
 plasma membrane except for neurons, which involved in endocytosis, transcytosis, and fatty acid 
uptake. Freeze-replica electron microscopy would be useful for caveolar analysis due to their fine 
structures on the cytoplasmic surface of plasma membrane. This research focused caveolar base 
structures by electron microscopy.

研究分野： Structrual cell biology

キーワード： 1分子科学　細胞膜　カベオラ　エンドサイトーシス
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１．研究開始当初の背景 
（１）カベオラ構造の分子構成に関して、90
年代からカベオリンやコレステロールが主
役であろうと推察されてきたが、本研究の開
始当初、 Cavin-1/PTRF (Polymerase I and 
transcript release factor)や ATPase EHD-2 
(EH-domain containing 2)のカベオラ分子構
築への関連性が幾つかの論文で検討されて
いた。生化学的な解析では、ラフト画分との
差別化の観点からも、カベオラ画分を正確に
精製することは困難であった。 
（２）カベオラは、細胞膜の細胞質側表面に
構築される微細な膜陥入構造（約 70nm）で
あるため、生化学的な精製画分からの再構成
系が実現困難であった。しかし、不完全な再
構成系を利用した単粒子解析や、細胞組織の
超薄切片のトモグラフィー等々のアプロー
チにより、少しずつ青写真は見えつつあった
が、依然、カベオラの機能と超微構造との相
関に於いて、十分な理解が得られていない状
況が続いていた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以上の背景をもとに、カベオラ
の機能を深く理解するために、以下の２点を
研究目的とした。 
（１）カベオラの構造基盤に関して、これま
での周知の事実であった「渦巻き状の膜被覆
構造」以上に詳細な構造情報を獲得すること。 
（２）カベオラの分子構築に関して、カベオ
リンやコレステロール以外の新規タンパク
質に関して、電子顕微鏡の解析レベルで明ら
かにすること。 
 
３．研究の方法 
カベオラの構造形成が細胞膜上（細胞質側表
面）で行われるため、カベオラを細胞膜と一
緒に観察できる、「フリーズレプリカ電子顕
微鏡法」を選択した。細胞には、生理的条件
下でカベオラ構造が豊富に構築されている
ヒト由来がん細胞を利用した。以下の実験系
を調整した。 
（ １ ） Cavin-1/PTRF (Polymerase I and 
transcript release factor)あるいは ATPase 
EHD-2 (EH-domain containing 2)の過剰発現
系 
（２）上記該当タンパク質のノックダウン
（あるいはノックアウト）の過小発現系 
（３）コレステロール包摂化合物による細胞
膜でのコレステロール枯渇系 
具体的な実験の流れとしては、超微弱な超音
波により、細胞膜の細胞質側表面を効率的に
裸出させた試料をつくるところが始めた。次
に、液化ヘリウムで冷却した純銅ブロックに
圧着させることで急速凍結して、低温高真空
下で、プラチナ・炭素を低角度回転蒸着させ
た。最終的に出来上がったレプリカ薄膜の厚
さは、数ナノメートル程度であり、カベオラ
やクラスリン被覆ピット、アクチン膜骨格な
ど細胞膜表面にある全ての構造物が鋳型と

して写しとられていた。タンパク質分子の特
定には、免疫金コロイド染色法や、その改良
版であるワンステップラベル法を利用した。
生化学、分子生物学で利用される抗体の多く
は、電子顕微鏡への展開が困難な場合が多い。
対象タンパク質が細胞膜中にあることに加
えて、電子顕微鏡でのラベル効率が著しく低
いことが原因である。そのため、非常に多く
の市販抗体を試行錯誤する必要があった。 
 
４．研究成果 
以下に示す、２つの大きな発見があった。 
（１）カベオラ表面被覆構造、すなわち渦巻
き状の構造群が、２種類のフィラメント構造
に分類されることが分かった。Cavin-1/PTRF 
(Polymerase I and transcript release factor)の
過剰発現系で、その構造が変化した。また、
Methyl-beta-dextrin や Nystatin などのコレス
テロール包摂化合物の投与によるコレステ
ロール枯渇系で、カベオラ構造は平坦化した
うえに、各々異なる形態変化を示した。この
ように、カベオラフィラメントの分子構築に
対して、 Cavin-1/PTRF (Polymerase I and 
transcript release factor) と 細 胞 膜 中 の
cholesterolの影響が強いことが改めて確認さ
れた。 
（２）カベオラ構造の周辺部にみられる、（渦
巻き構造とは別の）半月状の特殊フィラメン
ト構造については、免疫コロイド染色像から、
ATPase EHD-2 (EH-domain containing 2) が
主成分である可能性が高いと考えられた。但
し、Cavin-1/PTRF (Polymerase I and transcript 
release factor)の過剰発現系でも、この半月状
の構造群が幾分か増えている印象を受けた
ので、分子構成に Cavin-1が含まれているこ
とは確かなようだ。カベオラの構成物（直径
10nm 以下のフィラメント様構造）を明瞭に
ラベルするには、従来よりも高いラベル効率
が必要となるが、本研究が成功した要因とし
ては、多くの抗体選定に加えて、化学固定に
始まるクウェンチング、ブロッキング、洗浄
の過程を必要最小限に抑えることで、抗体認
識サイトのエピトープの変性や流出を防い
だことが良かったと考えられる。 
 



図 1ヒト由来膀胱上皮がん細胞の細胞膜（細
胞質側表面）の電子顕微鏡写真．クラスリン
被覆ピットとカベオラ構造（平坦化あるいは
変形したものも）が、アクチン膜骨格で仕切
られている様子が観察されている。 
 
補足事項：浸透圧変化と機械的刺激に応じて、
カベオラの構造形態は大きく変化すること
が知られている（Sinha B., etal. Cell2011）。
定常状態と低張状態のカベオラについて、電
顕像による構造（直径）と超解像による輝点
密度との相関性を検討した結果、定性的な一
致がみられた。カベオラ被覆構造と分子構成
を解くうえでも、このようなナノレベル解像
度の相関解析は有用である。 

図２ヒト由来子宮頸がん細胞のカベオラ構
造の定常状態（A）と低張状態（B）の電子顕
微鏡写真。低張状態では、平坦化と極小化し
たカベオラの画分が増えている。（スケール
バーは 100nm） 
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