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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経突起を先導する成長円錐に含まれる多様なオルガネラ、細胞骨格の
相互作用を明らかにする目的で、細胞質の蛍光を照明として細胞内構造の陰影像を取得する、超解像陰影法によ
る細胞内の観察を試みた。蛍光タンパク質を発現させた細胞で、膜オルガネラだけでなく、細胞骨格の一部も検
出することができた。成長円錐では、アクチン重合に伴って生じる膜小胞や、アクチン逆行性流動に逆らって伸
長方向へ移動を繰り返すオルガネラを可視化できた。またミトコンドリアの分裂時に小胞が近接する過程も検出
された。超解像陰影法は多種類のオルガネラや細胞骨格を同時に可視化できる優れた撮影法であることを明らか
にした。

研究成果の概要（英文）：To observe the interaction between various organelles and the cytoskeleton 
in the growth cones that lead neurites, we applied super-resolution shadow imaging, SUSHI, to 
visualize the intracellular structure. Using cultured cells that cytosolically expressed the 
fluorescent protein Citrine, we could readily discriminate negative images of various organelles, 
such as mitochondria, endoplasmic reticulum, endosome, lysosome and also cytoskeleton. The live 
shadow imaging showed that vesicles arising following actin polymerization and organelles that 
repeatedly move to the leading edge against the actin retrograde flow. Mitochondrial fission was 
also detected immediately after a vesicle approached the mitochondrion in the growth cone. The 
super-resolution imaging is one of the best methods to visualize multiple organelles and 
cytoskeletons simultaneously.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超解像陰影法による細胞内の可視化は、関心のある細胞内構造を蛍光標識する従来の方法に比べて、簡便に多く
のオルガネラや細胞骨格を同時検出できるだけでなく、非選択的な可視化によって思い込みに囚われない細胞内
イメージングを実現できる。原法のSUSHI (super-resolution shadow imaging)と組み合わせることで、生きた
組織内の細胞内外を同時にライブイメージングすることが可能になった。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
神経回路の形成時に神経細胞は長い軸索を伸ばし、標的の細胞とシナプスを形成する。伸長
中の軸索先端は成長円錐と呼ばれ、伸長経路上に存在する様々なガイダンス分子に対する走化
性を持っている（図１）。神経損傷後の再生軸索にも成長円錐が見られる。軸索が伸びるとき、
成長円錐の先導端ではアクチン細胞骨格の再編成が生じ、成長円錐の駆動力を生み出す。我々
は超解像顕微鏡 SIM (Structured Illumination Microscopy) によるライブ観察で、成長円錐のアク
チン再編に伴って先導端特異的なエンドサイトーシスが生じることを明らかにした（Nozumi et 
al., Cell Rep, 2017）。アクチン再編は成長円錐が移動する方向で生じるので、アクチン依存性の
エンドサイトーシスで移動方向から選択的に形質膜を回収できる。このアクチン依存性エンド
サイトーシスによって、先導端の形質膜上に局在する受容体や脂質分子を効率的に回収できる
と考えている（Nozumi et al., Neurochem Int, 2018 ）。 
細胞体から遠く離れた成長円錐には、様々なオルガネラや細胞骨格が小さな領域に詰め込ま
れている（図１）。そのため、我々が報告した F-アクチンと形質膜の相互作用のように、細胞
骨格、オルガネラ間で多様な相互作用が生じ、効率的に成長円錐を動かしている可能性が高い。 

2018年にボルドー大学の Valentin Nägerl教授らは、脳組織の新しい蛍光観察法を発表した。
脳組織における神経細胞の可視化は、通常であれば細胞自体を蛍光標識するが、彼らは細胞外
空間を蛍光で光らせて、細胞群の陰影像を超解像顕微鏡で撮影し、白黒反転させるというアプ
ローチを採った（Tønnesen et al., Cell, 2018）。我々はこの超解像陰影法（Super-resolution Shadow 
Imaging, SUSHI）を細胞内構造の可視化に適応すれば、成長円錐内のオルガネラや細胞骨格を
直接標識することなく網羅的に可視化できるのではないかと考えた（図２）。 

 
２．研究の目的 
培養細胞で蛍光タンパク質を発現させて、背景照
明として用いることで、オルガネラや細胞骨格が網
羅的にライブ撮影可能かを明らかにする。確立した
超解像陰影法を使って、成長円錐内のオルガネラ、
細胞骨格のライブイメージングを行う。成長円錐内
の網羅的ライブイメージングで新たな構造間相互作
用の発見を目指す。 
 
３．研究の方法 
超解像観察法の１つである STED (Stimulated 

emission depletion) 顕微鏡は、励起光と同時に長波長
の誘導励起レーザーをドーナツ状に照射することで
蛍光の励起領域を小さくし、50 nm前後の分解能
を発揮する。本研究では STEDに加え、縞模様の
励起光を用いた超解像顕微鏡 SIM(Structured illumination microscopy)、共焦点顕微鏡も併用して、
蛍光タンパク質による細胞内の陰影像の取得を行った。各陰影はそれぞれのオルガネラや細胞
骨格に特異的な分子マーカーを使って構造の同定を行った。 
 
４．研究成果 
超解像陰影法を細胞内構造の可視化に応用できるかどうかを確かめるため、オルガネラの観
察が容易な COS-7 に蛍光蛋白質 YFP を発現させて、ライブ撮影を行った。共焦点顕微鏡によ
るスナップショットでは、細胞核が薄い陰影で示され、核の周囲に様々な形態の陰影が検出さ
れた（図３）。 

COS-7細胞に赤色蛍光蛋白質で標識したオルガネラマーカーを YFPと共発現させて、検出さ
れた陰影がミトコンドリア、エンドソーム、リソソーム、ゴルジ体、小胞体であることが確認
できた。さらに培地にラパマイシンを添加して飢餓状態を模倣したところ、誘導されたオート
ファゴソームも陰影として検出できた。COS-7細胞内の蛍光陰影を撮影した動画では、紐状の
ミトコンドリアが細かく分裂する様子、ゴルジ体から多数の小胞が放出される過程、エンドソ
ームやリソソームが移動して小胞融合する過程などが鮮明に映し出されていた。 

図 1 成長円錐における細胞
骨格、オルガネラの分布 
伸長する軸索の先端には走
化性をもつ成長円錐が形成さ
れる。成長円錐は-アクチンが
豊富な周辺領域(P)と軸索から
伸びた細胞骨格の微小管、オル
ガネラが分布する中心部(C)に
分けられる。 

図 2 超解像陰影法による細胞内外の観察 



細胞内蛍光陰影法では膜オルガネラだけでなく、微小管やアクチン束も陰影として捉えるこ
とができることが分かった（図４）。大きな成長円錐を形成する神経系株細胞 NG108-15に細胞
質に分布する GFP-Stmn1を発現させて、ミトコンドリアと一緒に先導端のアクチン束をライブ
撮影することに成功した。一方で、網目状のアクチン繊維や１本ごとの微小管は検出できなか
った。これはアクチンフィラメントや微小管単体の直径が 10-25 nmと遥かに顕微鏡の検出限界
を下回るため、複数のフィラメントが太い束になった領域のみが部分的に陰影として検出でき
たと考えられる。 
 神経成長円錐の内部を蛍
光陰影法でライブ撮影した
結果、COS-7細胞と同じよう
に、ミトコンドリア、エンド
ソーム、リソソームのダイナ
ミックな動きを撮影するこ
とができた（図５）。成長円
錐の先導端で重合したアク
チン繊維は成長円錐の中心
部に向かって常に逆行性に
移動し、リサイクルのために脱重合する。このアクチン逆行性流動に逆ら
って、ミトコンドリアやリソソームなどのオルガネラが高速でアクチン豊富な領域に侵入する
様子がみえた。冒頭に述べたアクチン依存性エンドサイトーシスで生じた小胞がアクチン逆行
性流動で成長円錐の中心部に集められる様子も捉えることができた。 
細胞内の蛍光陰影法における問題点もいくつか分かってきた。成長円錐の蛍光陰影像を見る
と先導端付近がかなり暗く、オルガネラの陰影が識別しにくいことが分かる（図５）。これは
COS-7細胞のような細胞体に比べて成長円錐に厚みがないため、背景照明となる蛍光分子が不
足していることに起因すると考えられる。COS-7細胞のように網目状の小胞体が成長円錐で検
出されないのも、同じ原因であると思われる。YFPよりも高量子収率の明るい蛍光蛋白質をい
くつか試してみたが、より良い蛍光蛋白質は見つかっていない。しかし今後、顕微鏡の分解能
向上やライトシート顕微鏡による３次元可視化などにより、より鮮明な空間像が取得できる期
待している。 

 
成長円錐や培養細胞に蛍光蛋白質を発現するだけで、オルガネラから細胞骨格まで多種類の
細胞内構造を同時にライブ撮影できることを明らかにした。今回の観察法を原法である超解像
陰影法と組み合わせることで、神経組織の細胞内外の網羅的可視化が可能になる。現在、マウ
ス脳組織に対して細胞内外の蛍光陰影観察を試みている。今回の研究で開発した細胞内の超解
像陰影法を生きた脳組織に導入することで神経細胞だけでなく、グリア細胞との細胞間の相互
作用を可視化しつつ、同時にそれらの細胞内で生じている過程を明らかにできると考えられる。 

図 4 蛍光陰影によるオル
ガネラの可視化 
COS-7 細胞に蛍光蛋白質
YFP、各種オルガネラマー
カーを共発現させて共焦点
顕微鏡で撮影した。黄色の
矢印は個々のリソソームの
陰影とマーカー分子の位置
を示す。ゴルジ体は他のオ
ルガネラに比べ弱い陰影で
可視化された（マゼンタで
囲んだ領域）。 
 

図  3 蛍光陰影に
よる細胞骨格の可
視化 
微小管は太い束が
部分的に陰影とし
て可視化できた（左
図、橙色の矢尻）。
成長円錐の F-アク
チン束も陰影が検
出できた（右図）。 
 

図 5 蛍光陰影に
よる成長円錐のオ
ルガネラ可視化 
オルガネラマーカ
ーで蛍光陰影の同
定を行った。リソ
ソームを青色の矢
印、ミトコンドリ
アとエンドソーム
を紫色の矢印で示
した。 
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