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研究成果の概要（和文）：細胞は常に外界の物理的・化学的ストレスにさらされており，細胞膜の損傷がしばし
ば起こるが，細胞には損傷を修復する機構が存在する。また，細胞外の物質を人為的に細胞内に導入するエレク
トロポレーションなどの方法は，この修復機構に依存している。本研究では，細胞膜だけにピンポイントで穴を
あけるレーザーポレーション法を新規開発し，この方法を用いて細胞膜に穿孔損傷を与え，形成された穴の開閉
の過程を初めて可視化した。さらに修復過程に形成される修復装置とシグナル制御機構の一部を明らかにした。
これらの研究成果は，基礎研究だけでなく，膜修復に関連する疾病の治療に役立つと考えられる。 

研究成果の概要（英文）：Cells are consistently subjected to wounding by physical or chemical damages
 from the external environment. However, the cells have an ability to repair the wounded cell 
membrane. In addition, methods for introducing extracellular substances into cells such as 
electroporation rely on cellular wound repair. In the present study, we newly invented a 
laserporation method to make a pore in the cell membrane. By using this method, we examined the 
mechanism of cell membrane repair. We characterized the dynamics of wound pores opening and closing 
by live imaging of fluorescent cell membrane proteins, influx of fluorescent dye, and calcium ion 
imaging. We also found that annexin C1 immediately accumulated at the wound site depending on the 
external calcium ion. These results will contribute not only to basic researches but also to the 
therapy for membrane repair-related diseases.  

研究分野：分子細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞膜の修復の欠損は，筋ジストロフィー，炎症生筋疾患，糖尿病などの疾患の原因にもなっており，本研究の
ような基礎的な知識の積み上げが将来これらの疾病の治療に役立つと考えられる。また，今回開発したレーザー
ポレーション法をさらに発展させ，今後多くの研究者が利用できるような細胞導入装置の市販化を目指したい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞は常に外界の物理的・化学的ストレスにさらされており，細胞膜の損傷がしばしば起こ
るが，細胞にはそのような細胞膜の損傷を修復する機構が存在する。また，広く基礎・応用に用
いられている細胞外の物質を人為的に細胞内に導入するエレクトロポレーションなどの方法は，
この修復機構に依存している。修復機構が異常になるとことで生じる遺伝病も知られている。細
胞膜損傷の修復の機構について，修復装置の分子構成，修復メカニズム，制御シグナルなど未解
明の点が多く残されていた。また，細胞膜の損傷に従来強力な UV レーザーが使われてきたが，
細胞膜だけでなく，細胞質にも損傷を与える問題があり，細胞膜だけに損傷を与える技術が必要
とされていた。 
  

 
２．研究の目的 
  本研究では，独自に開発したレーザーポレーション法をさらに改良し，基礎的だが従来調べ
て来られなかった損傷の穴の開口から閉じるまでの動態を明らかにする。さらに，細胞内シグナ
ル，修復に関与するたんぱく質の検索を遺伝子変異細胞のライブラリーを用いて調べる。さらに，
候補となった分子の動態を可視化し，時系列に並べ，修復装置の構築から修復の完了までの全体
像を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
  細胞性粘菌の細胞の細胞膜に穴を開ける損傷実験のために，独自に開発したレーザーポレ
ーション法を用いた。この方法により，細胞膜だけに正確な大きさの穴を開けることができた。
開口した穴の動態を調べるため，全反射蛍光顕微鏡下で，同方法により細胞膜に穴を開け， GFP-
CAR1（膜タンパク質）を発現した細胞を用いて，画像取得した。また，外液に蛍光色素を入れ，
穴から流入する色素の量を計時的に蛍光定量した。これらのデータを ImageJ で解析し，カーブ
フィットを行なって，開口のパラメーターを比較した。修復に関連する分子を同定するために，
遺伝子変異細胞のライブラリーで，上記の実験を行い関連タンパク質の同定を行なった。その結
果，annexin C1 が候補に上がったので，annexin C1 の動態を観察するために，GFP-annexin C1
発現コンストラクトを作成し，細胞に形質導入した。また，annexin 欠損細胞も作成し，修復の
異常を調べた。 
 
４．研究成果 
1) Laserporation を用いての細胞膜損傷実験 
   独自に新規開発したレーザーポレーション法を用いて，穴のサイズを変えて損傷実験を行
なった。穿孔は再現よく起こり，正確な大きさの穴が開けられた。2.0 以上のサイズでは細
胞は，修復されることはなく破砕された。 

 
2) 穴の動態解析 
GFP-CAR1（膜タンパク質）を発現した細胞で穴を開けると，穴の部分が黒く見え，そのサイ
ズは一度広がったのち小さくなって最終的には閉じていった。外液に蛍光色素を入れて，穴か
らの流入を可視化し，その蛍光値から継時的流入変化を調べた。損傷直後は，蛍光は細胞内に
流入するが，数秒以内に停止した。大きなサイズの穴になる程流入量は多くなった。この流入
から穴が閉じるまでの half time を求めると，直径 0.5 µmサイズの穴（円形）では，1.2 秒，
1.0 µm サイズでは 1.8 秒となって，細胞膜は速やかに修復により閉じることが分かった。 

 



 
3) 外液 Caイオンが修復に必要である。 
  カエルなどでの研究から，外液 Ca イオンが修復に必要であるとの知見から，細胞性粘菌に
ついても Ca イオンの必要性を検証した。外液に Ca イオンのキレーターである EGTA を入れ
て，Caイオンを除いて，上記蛍光色素流入実験を行うと，蛍光色素の流入は止まらず，穴は
塞がっていないことがわかり，Caイオンが怪我の修復に必須であることが分かった。 

 
4) 外液からの Caイオンの流入の可視化 
   次に，実際に細胞内に Ca イオンが流入しているかを調べるため，細胞に蛍光 Caイオンセ
ンサーである GCamP6s を発現させて，細胞膜損傷実験を行ない可視化した。損傷後直ちに穴
からの Caイオンの流入が起き，細胞質全体に広がっていった。 

 
5) 損傷時の細胞質の Caイオンの制御 
   上記実験で，外液に EGTA を入れた場合には，蛍光値の増大は起きなかったので，細胞内ス
トアーから Ca イオンが関与していないと考えられる。しかし，穴から流入した Ca イオンが
Ca-induced Ca-release 機構によって細胞内ストアーからの Caイオンの放出を起こしている
可能性が考えられる。そこで，小胞体の inositol 1,4,5 triphosphate receptor 相同遺伝子
(iplA)欠損細胞で Caイオンの動態を調べた。その結果，iplA 欠損細胞では Caイオンの細胞
内の増大が低くなったので，小胞体からの Ca イオンも観察された Ca イオンの上昇に寄与し
ていることがわかった。 
 
6) 小胞体からの Caイオンは修復には必要ない。 
   上記，iplA 欠損細胞の結果を受け，この変異体の損傷時の修復を調べたが，野生型細胞と
変わらないことが分かり，小胞体からの Caイオンは修復には必要ないと結論づけた。 
 
7) 修復に annexin C1 が関与する。 
   遺伝子変異細胞のライブラリーを用いて，損傷に問題のある遺伝子として annexin C1を
同定した。GFP-annexin C1発現細胞を作成し，損傷時の細胞内局在を蛍光観察したところ，
損傷直後に損傷部に GFP-annexin C1 は集合することが分かった(A, B)。相同遺伝子の
annexin C2は集合することはなかった(C)。 



 
8) annexin C1 の局在は Caイオン依存的 
   外液に EGTA を入れて， Ca イオンを除くと GFP-annexin C1は集合することはなかった
ので，GFP-annexin C1は Caイオン依存的に細胞膜に結合すると考えられる。 
 
9) 繰り返しの損傷に対しての反応 
   繰り返しの損傷に対して GFP-annexin C1，Ca イオンの流入の反応は同じ経過反応を示
した。以前の線維芽細胞の報告で，１回目の損傷に比べて２回目以降は修復が速やかになる
ということだったが，細胞性粘菌では観察されなかった。 

 
10) 損傷により細胞の極性を制御できる。 
  想定外の発見として，移動している細胞の前部膜に孔を開けると，細胞は反転して逃げる
ことを見出した。細胞の尾部に孔を開けた場合には，細胞は方向転換せずにそのまま速度を
速めて逃げていくことが分かった。この発見は，細胞運動の制御機構研究で重要な視点を与
えるものであろう。また，研究結果は，抗がん剤などにより細胞を完全に死滅できない場合，
損傷を受けたが生き残った細胞が移動しやすく転移しやすい可能性を示唆しており，応用的
にも重要な知見が得られた。  
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