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研究成果の概要（和文）：組織幹細胞でみられる前駆細胞から成熟細胞への分化過程では、細胞や細胞膜の形態が大き
く変わる。そのため、細胞膜と細胞骨格系との相互作用、即ち、細胞膜との境界領域に局在する膜骨格・カベオラ・ク
ラスリン被覆ピットの構造ネットワークが重要な役割を果たす。急速凍結レプリカ電子顕微鏡法により、これら細胞膜
裏打ち構造群の構造形成（変換）を詳しく観察した。カベオラの被覆構造において、①カベオラの表面被覆構造が２種
類のフィラメントから形成されている。②カベオラ本体の周囲に、半月状の特殊フィラメント構造が形成されているな
どの新しい知見を得た。その他の構造についても、細胞膜分化との関係を現在引き続き検討中である。

研究成果の概要（英文）：Cellular morphology of tissue stem cells is dramatically changed during the differ
entiation process from progenitors toward matures. The interaction between plasma membranes and cytoskelet
ons, the structural networks of actin-based membrane skeleton, caveolae, and clathrin-coated pits at the i
nterface with the plasma membrane play crucial roles. By rapid-freeze, freeze-replica electron microscopy,
 we carefully visualized the cytoplasmic surface of those structures, and particularly got the novel findi
ngs about caveolar filaments and crescent-like structures. Also the other researches regarding the plasma 
membrane differentiation are going on.
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１．研究開始当初の背景 
(1)	
 細胞の分化では、形態が大きく変化する。
以前より、細胞形態が大きく変化する「マイ
グレーション、極性形成、エンドサイトーシ
ス」では、細胞膜と細胞骨格系との相互作用、
即ち、細胞膜との境界領域に局在する膜骨格
の構造ネットワークが重要な役割を果たす
と考えられている。膜骨格の構造と構成タン
パク質成分は、細胞質内部の細胞骨格とは異
なることが知られている（Morone	
 et	
 al.,	
 
2006）。これまでに、小腸上皮組織や血球系
組織（赤血球、リンパ球、血小板）の膜骨格
が電子顕微鏡で詳しく解析されてきた。中で
も唯一、赤血球ゴースト膜の伸展標本では、
基本構造の形状に加えて、その構造中での構
成タンパク質ひとつひとつの配置が詳細に
可視化されてきた。しかしながら、細胞分化
過程で膜骨格がどのような役割を果たして
いるのか？言い換えると、より未分化な前駆
細胞から分化細胞への成熟過程で、膜骨格が
どのように変化するのか？は、ほとんど理解
されていない。	
 
	
 
(2)	
 申請者は、これまでに細胞膜直下全面に
広がるアクチン膜骨格を可視化するととも
に、細胞質側表面から 10nm 領域の 3 次元電
子線構造解析に世界で初めて成功した（下図
のように表紙といっしょに掲載された
Morone	
 et	
 al.,	
 2006）。この膜骨格で囲まれ
た細胞膜ドメインの大きさを定量解析した。
これらは、膜分子の１分子運動解析で検出さ
れた、生きた細胞膜上での膜コンパートメン
トとも良く一致したため、私たちの可視化法
は、ライブイメージングと相補的解析が可能
な電子顕微鏡法としても、大きな注目を集め
た。このように、申請者の研究室では、細胞
膜との境界近傍で、膜骨格構造を３次元構造
解析する技術が、既に整っている。本研究で
は、申請者が開発した３次元電子顕微鏡法
（フリーズエッチトモグラフィ）により、未
分化前駆細胞から分化完了細胞への分化に
伴う細胞膜の構造変化（細胞膜分化＝plasma	
 
membrane	
 differentiation）を解析すること
により、細胞膜直下の膜骨格構造ネットワー
クの形成意義、生理的意義を理解するところ
まで研究を発展させたい。	
 
	
 
２．研究の目的 
組織幹細胞でみられる前駆細胞から成熟細
胞への分化過程では、細胞形態が大きく変わ
る。そのため、細胞膜と細胞骨格系との相互
作用、即ち、細胞膜との境界領域に局在する
膜骨格・カベオラ・クラスリン被覆ピットの
構造ネットワークが重要な役割を果たすと
予想される。これらの構造群が細胞膜分化で
果たす生理学的機能意義を理解することが、
本研究の目的である。細胞膜分化を中心とし
て、膜骨格ネットワークの構造変換や膜骨格
で仕切られる細胞膜ドメインを、「急速凍
結・ディープエッチ電子顕微鏡法」で３次元

可視化する。組織・細胞種に依存した「膜骨
格ネットワークの役割」を解明することを目
指した。 
 
３．研究の方法 
脂肪細胞と上皮細胞系を中心に研究を推進
した。細胞膜分化に伴う細胞膜直下構造ネッ
トワークの変化を比較検討した。申請者が実
施した電子顕微鏡顕微鏡による組織細胞構
造解析法（フリーズエッチ法）には、以下の
特徴がある。	
 
(1)ヘリウム急速凍結法とディープエッチ・
フリーズレプリカ法	
 
ヘリウム急速凍結法は、液化ヘリウム温度付
近で、純銅の熱伝導率が最大になる性質を利
用している。液化ヘリウムで冷却された純銅
に組織細胞を圧着することで、氷晶形成を抑
えた急速凍結が実現され、細胞構造が瞬時に
固定される。非晶質の氷に包埋された試料を
エッチングして構造を裸出させた後、プラチ
ナを低角度回転蒸着させることで、細胞構造
のレプリカ薄膜（厚さ 1~2nm 程度）を調製す
る。これを透過型電子顕微鏡で観察する。こ
の方法では、細胞膜外表面及び内表面（細胞
質側表面）の構造形成、すなわちカベオラ、
クラスリン被覆ピット、膜骨格、細胞骨格系
を、高いコントラストで可視化できる。	
 
	
 
(2)電子線トモグラフィー法	
 
特徴的な同視野の構造領域については、トモ
グラフィ型透過型電子顕微鏡により連続傾
斜像を撮影した後、高性能画像処理計算機で
３次元像を再構築する。1nm 程度の分解能が
あるので、タンパク質が集合した大きな分子
複合体（例えば、フィラメントタンパク質の
分岐程度、膜骨格で囲まれたドメインサイズ
の３次元定量化、カベオラやクラスリン被覆
ピットとの相互作用）を詳細に解析できる。	
 
	
 
４．研究成果	
 
研究対象とした細胞膜裏打ち構造群のうち、
大きな構造変換が観察されたカベオラにつ
いて、主要な研究成果を以下に示す。	
 
(1)脂肪細胞系での成果	
 
①マウス胎生由来の前駆脂肪細胞とその分
化細胞を利用した。これらの細胞膜直下全体
を可視化するとともに、カベオラ構造単位ご
との定量解析を行った。細胞膜分化により、
脂肪組織系のカベオラ構造の個数密度（1µm2

面積あたりの個数）が１００倍増大している
こと、これと併せてアクチン膜骨格の分岐度
が単純化していることを明らかにした。	
 
②培養浸透圧と機械的応力による細胞膜構
造変換機構について、マウス肺組織内皮細胞
に加えてヒト子宮頸癌由来細胞等で構造解
析した結果、カベオラの陥入化・平坦化の構
造変換は、細胞種に大きく依存することが分
かった。③細胞膜陥入構造であるカベオラの
構造形成に、細胞内転写因子のタンパク質が
深く関与することを電顕免疫金コロイド染



色により明らかにした。	
 
(2)上皮細胞系での成果	
 
カベオラ構造の分子構築を検証した。結果、
以下の 2点を明らかにした。これらの構造群
を可視化できるのは、急速凍結レプリカ法だ
けで、大変有益な情報である。	
 
①カベオラの表面被覆構造が２種類のフィ
ラメントから形成されている	
 
②カベオラ本体の周囲に、半月状の特殊フィ
ラメント構造が形成されている	
 
	
 これらの構造形成に深く関わるタンパク
質の絞り込みを行い、効率的に免疫標識ある
いは構造標識する方法の技術的な開発を推
進した。	
 
①Protein-A とポリクローナル抗体の事前混
合によるワンステップ免疫標識法	
 
②Dendra-2 による相関構造解析のための標
識法	
 
	
 候補タンパク質の欠損細胞株でカベオラ
の被覆構造を注意深く比較したが、対応する
タンパク質が担う構造形成を特定すること
はできていない。しかし、これにより今後の
研究全般と国際共同研究の方向性が定まっ
た。現在、siRNA あるいは guideRNA によるノ
ックダウン系の樹立を検討中である。	
 
	
 
これらの構造知見を基盤として、組織幹細胞
及び iPS 細胞での膜分化による構造変換を継
続的に推進している。（一部の幹細胞では、
カベオラの構造形成及び既述のタンパク質
と関連する転写因子の発現が確認された。）	
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