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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、1分子蛍光観察と高速超解像蛍光観察を組み合わせた高精度イメー
ジング法により、細胞形質膜内層での脂質分子の分布とその変化、ラフト形成の有無、飽和脂肪酸修飾されたシ
グナル伝達分子の分布とその変化を明らかにし、膜内層の脂質によるシグナル伝達場形成などの膜動態を解明す
ることである。観察の結果、形質膜内層の脂質は、小さなドメインを形成することを見出し、脂質の種類により
共局在しやすさが異なることを見出した。また、信号伝達分子と脂質ドメインの共局在の程度を定量することに
も成功した。本研究により、脂質ドメインによる信号伝達や制御機構を解明するための実験系を確立できたと考
える。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to observe distribution of lipids and signaling
 molecules containing saturated fatty acid chains and raft formation in the inner leaflet of cell 
plasma membranes by single-fluorescent molecule imaging and super-resolution fluorescence 
microscopy, and to unravel the dynamic membrane mechanisms such as formation of signaling platform. 
As a result, I found that a variety of lipids in the inner leaflet formed tiny membrane domains and 
the degree of colocalization totally depended on lipid species. Furthermore, I developed a software 
to quantitatively determine the degree of colocalization between lipid domains and signaling 
molecules. I succeeded to develop experimental systems to unravel the mechanisms of signal 
transduction and regulation by lipid domains in cell plasma membranes.

研究分野：細胞生物物理学

キーワード： １分子観察　超解像顕微鏡観察　脂質ドメイン　信号伝達分子

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、１分子観察と超解像顕微鏡観察を同時に行い、細胞形質膜内層における脂質ドメイン形成の有無を
検証し、脂質ドメイン同士の共局在の程度を定量した。結果、脂質の種類に応じて、共局在する程度が大きく異
なることを発見した。また、信号分子と脂質ドメインの共局在の程度は、脂質の種類により大きく異なることも
発見した。これらの研究成果は、今まで実態が明らかではなかった形質膜内層の脂質動態を解明するのに大いに
貢献すると考えられる。

※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 
細胞膜上の脂質の局在を調べる際には、常にアーチファクトのない条件下で観察を行う必要が
ある。しかし、最も強い固定条件、4%パラフォルムアルデヒド+0.3%グルタルアルデヒドで細胞
を固定しても、脂質分子の 80%近くは、速く運動し続けることを我々は見出していた(Nat. 
Methods, 2010)。従って、細胞固定後に抗体を用いて蛍光染色する免疫染色法や、抗体や結合タ
ンパク質で被覆した金コロイドが脂質に結合後、その金コロイドを観察する免疫電子顕微鏡法
では、架橋後の脂質分子の分布を見ていることになる。さらに本研究で用いている超解像顕微鏡
法にしても、細胞固定後、蛍光標識した脂質結合タンパク質の分布を観察し、１枚の超解像静止
画を得るのが、一般的である。従って、ここでも化学固定による分子架橋の影響を受けた脂質分
子の分布を見ているかもしれない。この技術的制約のために、形質膜内層の脂質分子、シグナル
伝達分子の局在を調べる研究は、大変遅れていた。 
 一方、我々は、生細胞の形質膜上で２種分子が結合・解離する様子を１分子観察することに先
駆けて成功し(2007年に J. Cell Biol.に２報連報)、膜分子間の 1分子 FRETにより短寿命のホ
モダイマーやヘテロダイマー形成(Nat. Chem. Biol., 2012, Nat. Chem. Biol., 2016, J. Cell Biol. 
2017, Nat. Commun., 2019)を検出することができていた。これにより生細胞膜上の分子間相互
作用を手に取るように調べることに成功していた。さらに最近では、顕微鏡装置や蛍光プローブ
を大きく改善し、高時空間分解能で３色同時１分子観察することにも成功していた。これにより、
細胞膜構造を高速で超解像顕微鏡観察しながら、膜受容体１分子が膜構造物に出入りするかど
うかをリアルタイムで調べられるようになった。本研究では、この高速超解像観察法＋１分子観
察法を駆使した。 
 また、最近でも、脂質結合特異性が低いタンパク質プローブを用いて実験を行い、結論を出し
ている論文が頻繁に見られるが、本研究で用いた脂質結合タンパク質は、どれも細胞毒性が低く、
かつ脂質結合特異性が高いものばかりであった。 
 
２．研究の目的 
化学固定後の分子架橋の問題を解決するために、本研究では、生きている細胞の形質膜内層で
の脂質分子の分布とその変化、ラフト形成の有無、飽和脂肪酸修飾されたシグナル伝達分子の分
布とその変化を明らかにし、膜内層の脂質による信号伝達場形成などの膜動態を解明すること
を目的としている。これにより、非常に基本的な知見にもかかわらず、その膜構造はおろか脂質
組成すら曖昧であった形質膜内層やシグナル伝達場の研究を推進することを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）様々な脂質結合タンパク質に mEOS4b あるいは、Halo7-tag を融合させた分子をコードし
た cDNA を作成した。 

（２）CHO-K1 細胞に（1）で作成した様々な脂質結合タンパク質の２種類を同時に導入し、分子
を発現させた。導入する cDNA の量の比を少しずつ変えて、発現量(見えている輝点の数)
が同程度になるように調整した。 

（３）ガラスベースデイッシュに細胞をまいた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１. 従来は、細胞固定後に観察する場合が多かったが、本研究
では、生細胞中の脂質ドメインの動態を観察した。 



（４）顕微鏡観察の前に、Halo7-tag 融合タンパク質を HM-SiR で標識した。 

（５）mEOS4b 融合タンパク質は、全反射照明下、405 nm のレーザーで活性化し、561 nm のレー
ザーで励起し、１分子の輝点の明滅を高速観察した。一方、HM-SiR 標識したタンパク質
は、全反射照明下、647 nm のレーザーで励起し、１分子の輝点の明滅を高速観察した。
（図１） 

（６）明滅する輝点の位置をトラッキングし、Fiji の plugin である Thunderstorm を用いて、
超解像画像を得た。 

（７）得られた超解像顕微鏡画像を連ね、動画を作成した。 

（８）２色の動画を位置補正して、重ね合わせた。 

（９）重ね合わせた動画を解析するための Degree of Colocalization（DoC）解析ソフトを作成
した。 

（１０）この解析ソフトを用いて、脂質ドメイン同士の共局在の程度を定量した。 

（１１）また、細胞膜内層に局在して、脂肪酸修飾された様々な信号分子と脂質結合タンパク質
の２色同時超解像顕微鏡観察も行い、同様の手法で共局在解析を行った。 

 
４．研究成果 

（１）全反射照明下、脂質結合タンパク質プローブの１分子の輝点は、細胞の下側の形質膜上で
短期間、シグナル/ノイズ比が高い状態で観察できることを確認した。 

（２）全反射照明下、見えている輝点は完全に形質膜上のものであるかどうかを検証するために、
全反射照明下、ゴルジ体のマーカータンパク質の輝点をトラッキングして、超解像画像が
作成できるかどうかを調べた。結果、輝点数が極めて少なく、見えているものは形質膜上
の分子であることを確認できた。 

（３）また、脂質結合プローブの特異性を検証するために、脂質分解酵素で形質膜内層の脂質を
分解後、プローブのリクルートを観察した。結果、脂質分解後には、プローブのリクルー
トは、著しく減少することを見出した。脂質結合プローブは確かに特異的に脂質に結合し
ていた。 

（４）何フレームの１分子観察で１枚の超解像画像を得るのが妥当かを検証するため、フレーム
数を変化させて、得られる超解像顕微鏡画像中の脂質ドメインのサイズや密度を定量し
た。この実験の結果、十分なフレーム数を確定することができた。 

（５）脂質ドメインサイズは、脂質の種類によってあまり違いはないことが明らかになった。 

（６）共局在期間を定量するソフトウエアを現在開発中である。 

（７）脂質ドメインはずっと形成されたままではなく、形成・消滅を繰り返していることが明ら
かになった。 

（８）２色同時で超解像顕微鏡観察して得られた脂質ドメイン同士の共局在を解析するソフト
ウエアを大変な労力をかけて開発したが、これを用いて上手く解析できることを確認し
た。 

（９）脂質ドメイン同士の共局在の程度は、脂質の組み合わせによって全く異なっていることが
明らかになった。 

（１０）共局在の程度を DoC 解析により定量し、DoC 値の２次元分布を色で示し、経時変化を追
うことができるようにした。 

（１１）信号分子と脂質ドメインの２色同時超解像顕微鏡観察の結果、信号分子が局在する脂質
ドメインは、細胞膜上の受容体を刺激前後で、大きく変化することを明らかにした。 

 今後は、脂質の脂肪酸組成を精密に制御した細胞を用いたり、様々な摂動をかけて、同様の実
験を行っていく予定である。これらの実験によって、細胞膜内層における脂質ドメインが信号伝
達のプラットフォームを形成するかどうかという、昔からある非常に根本的な問いを解明して
いきたい。 
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