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研究成果の概要（和文）：本研究では，マウスより単離/培養した骨格筋線維内において、空間分解能6 nmというナノ
計測を単一分子レベルで実現し，GLUT4およびトランスフェリン受容体分子の輸送動態を定量的に計測することに世界
で初めて成功した．また，これまで電子顕微鏡に依存してきた微細構造の観察が超解像顕微鏡により達成できることを
確認した．これらの研究成果は，構造的に特殊なためライブイメージング解析が困難であった骨格筋のオルガネラ膜や
輸送小胞の細胞生物学的研究に大きく貢献するものである．

研究成果の概要（英文）：This study attempted to develop a novel approach for quantifying intracellular 
vesicle trafficking dynamics utilizing Quantum-dot-based single molecule imaging in a isolated skeletal 
muscle fiber from mouse. Intracellular dynamics of GLUT4, an insulin-responsive glucose transporter, as 
well as of transferrin receptor (TfR) were successfully quantified with this novel approach. In addition, 
the superresolution G-STED microscopy was employed to observe intracellular vesicles and organelles 
containing GLUT4 and/or TfR.

研究分野： 分子糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
	 骨格筋は、その強力な収縮機能を発揮する
ために非常に特徴的な細胞内小器官形態を
呈している。細胞質内カルシウムイオン
([Ca2+]i)による収縮制御機構やアクトミオシ
ン系での力の発生機構については、我が日本
において最も先導的な生理学的・生物物理学
的研究がなされてきた。一方、その細胞内オ
ルガネラ膜構造（筋小胞体、Ｔ管構造やゴル
ジ装置など）も極めて特殊であるが、筋収縮
活動に伴うそれらの構造的・機能的適応調節
メカニズムはもちろんのこと、それぞれのオ
ルガネラ膜構造の形成・成熟・維持過程につ
いては未解明の課題が山積している。 
	 この研究の遅れは、その機能と構造の特殊
性から、骨格筋線維内のオルガネラ膜構造を
顕微鏡にてライブイメージング解析するこ
とが困難であることが原因にある。さらには、
細胞内における膜構造や小胞の生命動態を
「定量的」に解析できる優れた手法が存在し
なかったことが原因である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では同時に開発してきた生細胞内
分子動態挙動解析手法を応用して、（１）マ
ウス骨格筋組織より単離した筋線維内にお
ける小胞輸送の動態を世界最高精度にて定
量評価できる超解像ナノ計測手法を確立す
ることを目的とした。特に、（２）生理的に
重要な意義を持つインスリン応答性糖輸送
担体（GLUT4）を含有する小胞輸送動態解
析系を中核として、さらに再循環エンドソー
ムの積荷分子輸送動態も同時に定量比較解
析する。さらに，（３）骨格筋線維の輸送小
胞やオルガネラ膜構造の超微細構造につい
て G-STED 超解像顕微鏡を駆使した観察も
あわせて遂行する． 
 
３．研究の方法 
マウス骨格筋線維の単離培養と量子ドット
による積荷分子の特異標識方法の確立	
生筋ファイバー内の小胞群に存在する各積
荷分子を無機ナノマテリアルである量子ド
ット（Qdot）で特異標識することにより、
単一分子の視覚化とその挙動ナノ計測を可
能にする（図 1）． 
 

 

GLUT4分子を Qdotにて特異標識するため、
exofacial-Myc-GLUT4-EGFP を骨格筋特異
的に発現する myc-GLUT4-EGFP-Tgマウス
を作製し，この Tg マウスから筋繊維を単
離後ガラスボトムディッシュ上にて培養し
て実験を行った（図 2）． 

	
４．研究成果	
（１）GLUT4 分子を Qdot にて特異標識す
るため、exofacial-Myc-GLUT4-EGFPと Qdot
標識抗 myc抗体(Fab)を利用し，再循環エン
ドソームに存在するトランスフェリン受容
体(TfR)はQdotで標識された Tfを取り込ま
せることにより特異的に標識することがで
きた（図 3）． 
（２）さらに，生筋ファイバ内において運
搬過程にある小胞動態を単一分子レベルで
可視化してナノメートルスケールで観察す
ることにより，世界で初めてこれらの輸送
活性を定量的に計測することに成功した．
GLUT4 含有小胞の輸送動態はトランスフ
ェリン受容体に比して有意に制限されてい
るが，インスリン刺激により繫留状態から
解放されることを見出した． 



 

 

	
（３）単離培養した骨格筋ファイバ内の
GLUT4小胞の形態をG-STED超解像顕微鏡を用
いて観察した．電子顕微鏡観察で報告されて
いたその微細構造の特徴について，超解像顕
微鏡によって確認できただけでなく，本手法
により極めて簡便に回折限界を超えた微細
小胞形態と精密なその分布状態を画像計測
することを可能にした（図 4）．	

	 （４）myc-GLUT4-EGFP-Tg マウスを 2 光子
顕微鏡上に生きたまま固定し，その大腿四頭
筋における GLUT4 小胞の運搬過程の全行程を
ライブイメージング解析できる観察系を構
築した（図 4）．電気パルス誘発性の強収縮刺
激手法を用いることにより，筋収縮依存性の
GLUT4 輸送促進を観察することも可能にした．	
	  
	 これらの研究成果（１）−（４）により，
骨格筋組織（in/ex vivo）において、空間分解
能 6 nm というナノ計測を単一分子レベルで
実現し，GLUT4およびトランスフェリン受容
体分子の輸送動態を定量的に計測すること

に世界で初めて成功した．また，これまで電
子顕微鏡に依存してきた微細構造の観察が
超解像顕微鏡により達成できることも確認
できた．これらの研究成果は，構造的に特殊
なためライブイメージング解析が困難であ
った骨格筋のオルガネラ膜や輸送小胞の細
胞生物学的研究に大きく貢献するものであ
る． 
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