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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)と蛍光顕微鏡のハイブリッドライブイメージングシス
テムにより、クラスリン依存的エンドサイトーシスにおける細胞膜の変形過程の詳細な分子機構を解明すること
に成功した。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ことが重要であることを明らかにした。また、膜形態の光回
析限界を超えた同時観察を可能とするために、高速AFMと薄層斜光照明技術のハイブリッド顕微鏡の構築に取り
組み、細胞膜上の蛍光標識分子の１分子イメージングおよび超解像画像取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：We established a hybrid live-cell imaging system by combining high-speed 
atomic force microscopy (HS-AFM) and fluorescence 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 established a hybrid microscope system by combining HS-AFM and highly inclined and 
laminated optical sheet (HILO) illumination to overcome the limitation of light diffraction, and 
successfully visualized a single molecule in the plasma membrane by super-resolution radial 
fluctuation.

研究分野：ライフサイエンス / 生物物理学/ 機能生物化学 /構造生物化学

キーワード： ライブセルイメージング　高速原子間力顕微鏡　超解像顕微鏡　エンドサイトーシス　膜ダイナミクス
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  １版

令和

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、電子顕微鏡による詳細な膜形状の観察と、蛍光顕微鏡を用いたラ
イブセルイメージングで得られるタンパク質局在情報に大きく依存していた。本研究で確立した高速原子間力顕
微鏡と高分解能蛍光顕微鏡のハイブリッドライブイメージングシステムにより、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。
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１．研究開始当初の背景 
細胞活動における細胞膜形状変化：細胞膜は細胞が周囲の環境や細胞とのコミュニケーショ
ンにおける重要な中継地である。膜受容体を介したシグナル伝達、膜タンパク質による情報伝達
物質の取り込みに加え、エンドサイトーシスやエキソサイトーシスなどの膜小胞を介した経路
が、シグナル伝達、免疫、発生、神経伝達、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。近年、膜変形に関与する多くのタンパク質が同定され、細胞内局在および動態
が解明されつつある中で、「膜の形状変化」に関する構造情報は in vitroでの生化学的な実験系に
依存している。しかし、in vitroと in vivoの結果には隔たりも多く、生きた細胞を対象とした細
胞膜の形態観察技術が求められている。 
研究代表者は、オリンパス株式会社と共同で、生細胞の表層をイメージングすることに特化し
た高速原子間力顕微鏡 (ライブセル高速 AFM) の開発に成功した。この技術は、生きた細胞の細
胞膜形状を数秒の時間分解能、~10 nm の空間分解能で可視化できる、世界でオンリーワンの技
術である。さらに、このライブセル高速 AFMと市販の共焦点レーザー顕微鏡とを組み合わせる
ことにより、クラスリン依存的エンドサイトーシスに伴うタンパク質局在と膜形状変化とを同
時イメージングし、それらの関係を解明することに成功した。 
高速 AFMで得られた細胞膜の形状情報によると、小胞の切り離し過程では、小胞周辺の膜構
造変化は必ずしも対称的ではなく、時に非対称的であり局所的な微細構造変化を伴って進行し
ている。このことは、小胞周辺の不均一なタンパク質局在を示唆するものであるが、現在の技術
では、共焦点レーザー顕微鏡の光学分解能と高速 AFMの空間分解能との間には一ケタ以上の差
があり、その正確な位置関係を明らかにする事は困難である。オンリーワンの技術をさらにレベ
ルアップさせ、膜形状変化の分子機構を解明するには、高速 AFMの時空間分解能と同等の性能
を持つ光学顕微鏡システムとの融合が必要であり、そのための国際共同研究およびネットワー
ク構築を推進する必要があると考えている。既存の 2 種の異なる顕微鏡をそのまま組み合わせ
ただけでは、お互いの長所を活かした相関イメージングは実現できない。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、本研究代表者らが確立した高速 AFM技術と、世界をリードする超解像顕微鏡
技術等を組み合わせ、生きた細胞で膜形状とタンパク質局在とを同時空間で観察する、世界で最
高峰のイメージング技術を確立することを目的とする。そして、この技術を用いて、エンドサイ
トーシスやエキソサイトーシスに伴う膜変形過程の分子メカニズムを解明することを最終的な
到達点と定める。 
 
３．研究の方法 
本研究課題には、以下の 5 グループが参画する。海外のチームを含め、メンバーのすべてが 20
才台後半から 40才台前半の若手研究者で構成されており、高いモビリティーとアダプタビリテ
ィーで国際共同研究を遂行する。京都大学では大学院生 3名が研究協力者として参加し、顕微鏡
の操作を行う。また、北海道大学では、大場雄介教授が研究協力者として参加し、分担者の吉田・
パウデルと密に連携しながら顕微鏡開発および観察を推進する。 
・京都大学（吉村, 粂田） ：高速 AFMによるエンドサイトーシスの観察 
・北海道大学（吉田, パウデル）：光学顕微鏡構築、細胞膜のイメージング 
・お茶の水大学（植村） ：膜融合関連タンパク質の機能解析 
・EMBL (Ries) ：超解像顕微鏡構築、エンドサイトーシスのイメージング 
・Yale University (Zhang) ：膜融合タンパク質の相互作用解析、生物物理 
研究期間は４年間を設定し、ハイブリッド顕微鏡の開発から応用までを、フェーズ１～３に沿っ
て進める。 
フェーズ１：高速原子間力顕微鏡と超解像蛍光顕微鏡との融合 
このフェーズでは、主に京都大学、北海道大学、EMBLが共同し、高速 AFM技術と超解像顕微
鏡技術との融合を目指す。EMBLのグループでは、各種超解像顕微鏡(PALM/STORM)を自作して
きた実績がある。京都大学および北海道大学から EMBLに研究者(分担者、協力者)を派遣し、顕
微鏡技術の融合に関する検討・実験をおこなう。特に以下の項目を検討する。 

i) AFMと超解像との両立を可能にする光学系の設計・構築および高速化 
ii) 時空間的相関イメージングを可能にする制御系の検討・構築 
フェーズ２：ハイブリッド顕微鏡を用いた膜変形・切り離し過程の可視化・解析 
フェーズ１で検討・構築した光学系を高速 AFMに組み込み、膜小胞生成過程の可視化解析に挑
む。この実験は、京都大学と北海道大学の分担者で行う。膜切り離しのステップには、これまで
報告されてきたダイナミン以外に、多くのタンパク質の関与が報告されつつある。京都大学では、
高速 AFMを用いた解析により、エンドサイトーシス過程における細胞骨格関連タンパク質の関
与を示す重要なデータを得ている。また、EMBLのグループでも、超解像顕微鏡を用いて、小胞
周辺の細胞骨格の局在に関する高空間分解能局在情報の取得に成功している。ここでは、その両



者を組み合わせ、クラスリン依存的エンドサイトーシスにおける膜変形・小胞生成の分子メカニ
ズムを明らかにする。 
フェーズ３：ハイブリッド顕微鏡を用いた膜融合過程の可視化・解析 
フェーズ２までに確立したイメージング技法を、膜融合過程の解析に応用する。京都大学、北海
道大学、EMBL に加え、膜融合タンパク質複合体 (SNARE 複合体) の研究で多くの業績を上げ
てきた Yale大学の Zhang と、お茶の水大学植村のグループが参加し、膜融合に必要なタンパク
質群の局在と、膜変形過程を可視化解析する。植村は、超解像顕微鏡を用いて膜融合に関与する
タンパク質のイメージングにたずさわり、近年では、膜融合の瞬間を可視化するプローブの開発
を行っている。ここでは、その技術・経験を高速 AFM に融合し、蛍光観察と高速 AFM とのハ
イブリッド観察を試みる。 
 
４．研究成果 
フェーズ 1：高速原子間力顕微鏡と超解像蛍光顕微鏡との融合 
欧州分子生物学研究所のグループが有する各種超解像顕微鏡 (PALM/STORM) と京都大学で有
する高速 AFM 技術とを融合するためのシステムの検討をおこなった。高速 AFM のスキャナユ
ニットがステージ上部を占領するため、これと空間的に干渉しない光学系の作成法や、超解像顕
微鏡の高速化に取り組んだ。高速 AFMが搭載されている倒立型顕微鏡のサイドポートを利用し
て、超解像の光学系を導入する可能性を検討した。また、ソフトウェア的には、現有の高速 AFM
と共焦点レーザー顕微鏡とを組み合わせた相関イメージングシステムに関して、空間的位置合
わせ法を確立した。クラスリンの蛍光輝点と高速 AFMでの凹みとのとの位置合わせを行ったと
ころ、ライブセル観察では 20 nm程度、固定した細胞では最大 10 nm程度の精度での位置あわ
せを可能にした。これは、エンドサイトーシスピットを同定するのに十分な解像度であるが、ピ
ット内での位置を特定するには不十分な解像度であった。 
また、北海道大学には、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にするために、高速 AFM と薄層斜光照明技術（highly 
inclined and laminated optical sheet, HILO）のハイブリッド顕微鏡の構築に取り組んだ。HILOで
は、薄層光で局所的に励起するため高いシグナルノイズ比で膜成分の動態をイメージングでき
るものの、高速 AFMユニット周辺には空間的制限があるため、既存の HILOユニットをそのま
ま一体化させることは不可能であった。そこで、HILOユニットの光学系を見直し、光路長を短
くするとともに、レーザー光源を空間照射からファイバー照射に変えた。これにより、光源ユニ
ットを HILOの本体のユニットから独立させることができ、高速 AFMと空間的に干渉しない小
型 HILOユニットの作製に成功した (図 1)。この HILOの試作機により、膜上の蛍光標識分子の
１分子イメージング、Super resolution radial fluctuation (SRRF) 処理による超解像画像取得にも成
功した。HILO と高速 AFM の同時イメージングに取り組んでおり、HILO に由来するノイズが
AFM走査に干渉するという問題の解決に向けてシステムを改良中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
フェーズ 2：ハイブリッド顕微鏡を用いた膜変形・切り離し過程の可視化・解析 
ハイブリッド顕微鏡による光学分解能の上昇と共に、時間分解能の向上に取り組み、クラスリン
依存的エンドサイトーシス過程の観察および分子機構の解明に応用した。これまでの 10秒から
2秒へと分解能を向上させることに成功し、エンドサイトーシス過程の膜変形、切り離し過程を、
より詳細に可視化解析することに成功した。この新技術に、ダイナミン、アクチン、BAR ドメ
インタンパク質の RNA干渉や阻害剤を組み合わせることで、これらのタンパク質が、閉口過程
を異なるステップで機能していることを示す結果を得た。特に、観察の安定性向上により、RNA
干渉によるタンパク質量の低下が閉口過程における及ぼす影響を定量的に解析することが可能

図 1 高速原子間力顕微鏡と薄層
斜光照明とのハイブリッド観察シ
ステム。薄層斜光照明による蛍光
像 を Super resolution radial 
fluctuation 処理することで、超解
像画像の取得が可能になった。 



となり、以下の仕組みを明らかにすることに成功した。i) F-BARドメインを持つタンパク質の中
でも、CIP4がクラスリンピット閉口時の非対称的な膜隆起の形成に必要である。ii) 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。iii) 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。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により Arp2/3が活性化され、
局所的なアクチン重合が促進される (図 2)。このことは、クラスリン依存的エンドサイトーシス
の分子機構解明に迫る重要な知見である。 
 高速 AFMで極性細胞の頂端膜の形態変化を観察したところ、上皮成長因子（epidermal growth 
factor, EGF）の刺激で誘発されるクラスリン依存性エンドサイトーシスは頂端膜の限られた領域
で生じることを見出した。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、細胞膜には
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。PMDの正体に迫るべく、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条件で PMDが形成されなくな
ったことから、EGFRシグナリングの下流因子が関わることが示唆された。さらに、各種阻害薬
と変異体を用いた EGFRの下流シグナルの解析によって、PMDの形成因子は Srcであることを
突き止めた。現在、高速 AFM-HILO ハイブリッドシステムを用いて膜構成成分の光回折限界を
超えたイメージングに取り組んでいる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
フェーズ 3：ハイブリッド顕微鏡を用いた膜融合過程の可視化・解析 
研究分担者である植村との共同研究により、エキソサイトーシス過程での膜融合に関与するタ
ンパク質（SNAREおよび VAMP2）に蛍光タンパク質を融合させたものを培養細胞に発現させ、
超解像顕微鏡と高速 AFMとの相関イメージング法の確立に取り組んだ。シロイヌナズナの膜融
合制御因子である VAMP721/VAMP722 に蛍光タンパク質を融合させた形質転換体を用いて超解
像ライブイメージング観察をおこない、ポストゴルジ膜交通の分岐点として機能する重要なオ
ルガネラであるトランスゴルジ網には、分泌輸送と液胞輸送を担う領域「ゾーン」が存在するこ
とを明らかにした (図３)。また、VAMP721は、分泌輸送ゾーンから小胞に積み込まれ、細胞膜
へと運ばれ、膜融合を制御していることが示唆された。現在、SNAP-33 の SNARE モチーフに
CFPと YFPを融合させ、SNARE複合体形成が行われると FRETを引き起こすような１分子プロ
ーブを開発中であり、超解像と高速 AFMとのハイブリッドシステムによる観察を視野に入れた
システムの構築が進行中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 クラスリン依存的エン
ドサイトーシスの閉口過程。
(A) 蛍光顕微鏡と高速 AFM
のハイブリッド観察。膜変形
活性を持つ CIP4 は、閉口時
にピット近傍に集積し、細胞
膜の隆起 (bulge) を引き起こ
す。(B) CIP4による非対称的
閉口過程のモデル図。Cdc42
依存的に CIP4 は膜近傍に集
合する。CIP4は、Cdc42によ
り活性化された N-WASP と
協働して、アクチン集積と重
合を促進する。ピット近傍に
非対称的にアクチンが重合す
ることで、膜が隆起する。 

図 3：シロイヌナズ
ナの分泌経路で機
能する VAMP721
と液胞輸送経路で
機能する VAMP727
に異なる蛍光タン
パク質を融合させ
た形質転換体を用
いた超解像ライブ
イメージング観察。
お互いが異なる領
域に局在している
様子が分かる。 



 
若手育成に関する成果 
コロナ禍以前の 2019 年 12 月に、研究分担者吉田が米国細胞生物学会に参加および口頭発表を
おこなった。ハイブリッド顕微鏡によるクラスリン依存的エンドサイトーシス過程の観察に関
する研究成果であるが、ポスターから口頭発表に選ばれ、国際舞台で英語での口頭発表をおこな
ったことは大きな成果である。2020 年度は、参加予定であった多くの国際学会がコロナ禍によ
り中止となった。2021年度には、ようやく開催された国際学会 (ハイブリッド形式) で 2件の発
表 (植村) をおこない、有意義な議論をすることができた。 
 
国際交流に関する成果 
2019年 6月に、海外共同研究者である Jonas Ries (欧州分子生物研究所)を招聘し、セミナーを開
催するとともに、高速原子間力顕微鏡に超解像光学系を導入する設計に関して 2 日間にわたり
議論した。2020年以降は、コロナ禍により海外渡航が不可能になったため、おもに zoomを用い
て情報共有、議論を行った。 
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