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研究成果の概要（和文）：細胞は細胞膜によって守られているが、その膜は常に傷つき修復している。瞬時の細
胞膜修復はカルシウム依存のエキソサイトーシスによって行われ、細胞内から粘液や様々なサイトカインも分泌
される。本研究は、多光子レーザー顕微鏡を用いて運動による筋線維膜損傷修復とマイオカインの分泌過程を顕
微鏡下に再現し、筋線維からのマイオカインの多様な分泌現象を、高速・高解像レベルで明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cells are protected by cell membranes, which are constantly being damaged 
and repaired. Instantaneous cell membrane repair is carried out by calcium-dependent exocytosis, 
which also secretes mucus and various cytokines from within the cell. In this study, salcolemma 
damage repair and myokine secretion processes caused by exercise were reproduced under the 
microscope using multiphoton laser microscopy, revealing the diverse secretion phenomena of myokines
 from myofibres at high speed and high resolution levels.

研究分野：細胞生物学・組織学・解剖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、運動をすることにより様々なマイオカインが分泌されていることが知られるようになった。しかしなが
ら、どのような物質がどの細胞から分泌され、どのような働きをしているかまだわかっていない。本研究は、こ
の現象は我々が提唱してきた筋線維の物理的な膜損傷とその損傷部からのマイオカインの分泌現象であることを
明らかにしつつある。運動により分泌されたマイオカインはFGF2を中心としたサイトカインであり、他の細胞に
伝達する機構があることを示した。運動が健康維持につながることを細胞生物学のレベルで解明する研究であ
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。



１．研究開始当初の背景 
Pedersen BK らが筋組織から分泌される IL-6 などをマイオカインと提唱し、その他の候補があ
げられ今日定着しつつあるが、細胞膜損傷修復時に分泌されるマイオカインの分泌ルート、分泌
機構、分泌後の働きについては全くわかっていない。Fibroblast Growth Factor (FGF)は細胞質
内に一様に存在し、膜で閉じられた分泌顆粒内に存在しない。McNeil らは、運動などの生理的
な物理的負荷によって骨格筋線維は 3〜20％が常に細胞膜損傷修復を繰り返していることを示
唆し、この瞬時に開く膜損傷部から FGF が分泌される事を報告した。また FGF が細胞内カルシウ
ム波を引き起こすことを報告している（Trends Cell Biol., 1993）。しかし、FGF がどのように
細胞外に分泌されるのかは未だ不明であり、マイオカインとしての機能も未だ不明である。また、
近年、炎症時に分泌されるエクソソームの研究が進み、細胞質が切り取られ分泌される細胞外小
胞が報告されている。本研究の学術的「問い」は、「骨格筋に存在するマイオカインは、膜損傷
修復時、どのような機構で分泌されるのか？」を形態学的に明らかにすることにある。 
 
２．研究の目的 
McNeil PL は、運動によって細胞膜が傷つくと FGF2 が細胞質から漏れ、周りの筋衛星細胞が刺
激され分裂し、膜修復した筋線維に融合して筋線維が成長すると提唱した（Trends Cell Biol., 
1993）。我々はこの現象を心筋線維でも証明した（Circ.Rec.,1995）。この論文は多くの論文に引
用されているが、未だ教科書レベルの理論として周知されていない。筋線維の細胞質に可溶性の
タンパク質として大量に存在する FGF は、分子量が 15〜25kDa の中程度の単鎖タンパク質であ
るが、どうやって細胞外に分泌されるのか未だ謎のままである。つまり、受動的な損傷部からの
漏出なのか、積極的なエキソサイトーシス、またはエクソソーム形成して分泌するのか。その分
泌形式は未だ謎である。本研究は高感度の多光子レーザー顕微鏡を用い LIVE イメージングによ
ってこの分泌形式を明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１） 多光子顕微鏡を用いた GFP-FGF1 分泌の確認 
GFP-FGF1 をトランスフェクションした培養細胞(A549,C2C12,BS-C-1)、並びにエレクトロポレー
ションしたマウス（C57BL）骨格筋線維を多光子レーザー顕微鏡(LSM880, Aryscan, Zeiss)を用
いて細胞膜損傷し、GFP-FGF1 の分泌を直接観察した。同時に、分泌された GFP-FGF1 の蛍光強度
を測定した。 
（２） 細胞内カルシウムのライブイメージング 
培養細胞（A431、HeLa、C2C12、BS-C-1、Raw264、MKN45）を使用し、Cal520,AM または Rhod-4, 
AM(AAT Bioquest)を用いて、細胞内カルシウムを多光子レーザー顕微鏡(LSM880, Aryscan, 
Zeiss)で分析した。また、損傷液やリコンビナント FGF1,2 添加時の細胞外シグナル伝達の様子
を観察した。 
（３） 電子顕微鏡でのエクソソーム観察 
大量の培養細胞をシリンジローディングで損傷後、エクソソーム単離試薬である Total Exosome 
Isolation（Thermo）を使用し、分泌されたエクソソームを収集した。その後、収集したエクソ
ソームを固定し（2.5％グルタール/1％パラホルム/カコジル酸緩衝液）、透過型電子顕微鏡
(JEOL1400, 日本電子)で観察した。 
（４） ウエスタンブロットによる損傷液からの FGF 検出 
培養細胞 BS-C-1 に対してシリンジローディング(8strokes,30G)にて細胞膜損傷を行い、ヘパリ
ンセファロースを用いて損傷液中に分泌された膜を持たない FGF2 をビーズ上に吸着させた。そ
の後、高塩濃度溶液(2M NaCl)によって抽出し、アミコン(10K)を用いて脱塩回収を行った後、
FGF2 抗体(DG2, McNeil 提供)を用いてウエスタンブロットを実施した。 
（５） ATP アッセイを用いたプロタミン硫酸塩による細胞膜修復阻害の確認 
培養細胞(BS-C-1, A549, C2C12, AB1079, KM155)および分化させた培養細胞(AB1079, KM155)に
プロタミン硫酸塩(10mg/mL, 1,2,5,10μL)を添加後、10 分間静置し、シリンジローディング
(1stroke,30G または 26G)で細胞膜損傷させた。損傷液を遠心(200G,3min)し、その上清を ATP 測
定試薬(CellTiter-Glo 2.0 Cell Viability Assay)を加え、マイクロプレートリーダー(BioTek 
Synergy HTX multi-mode reader)で蛍光強度を測定した。 
 
４．研究成果 
（１） FGF の分泌現象 
レーザーで培養細胞およびマウス骨格筋線維を損傷したところ、損傷部分から瞬時に GFP-FGF1
の蛍光強度が上昇するのが認められた。損傷部周辺の GFP-FGF1 の蛍光強度を測定し、その時間
変化をグラフ化したところ、膜損傷後、瞬時に FGF1 が分泌され、その後速やかに分泌が治まる
ことが認められた(図１)。しかしながら、蛍光顕微鏡では小胞または顆粒状の FGF1 は観察され
なかった。 
 
（２） カルシウムライブイメージング 
レーザーで直線状に損傷したところ隣り合う細胞に次々Ca2+波が広がった。中心を損傷すると
円形状に次々Ca2+波が広がった。さらに孤立した１個の細胞を損傷した場合も、接していない細



胞に次々と Ca2+波が広がった。研究で使用した全ての細胞で同様の現象が見られた（図２）。ま
た、細胞損傷液(上清)の添加のみでも、細胞内の Ca2+波を引き起こした。FGF2 を加えたところ、
約 60 秒で Ca2+波が広がり始めた（図３）。しかし、損傷液から抽出した全エクソソーム、
Hepatocyte Growth factor (HGF)、Interleukin-6 (IL-6)の添加時に Ca2+波は引き起こされな
かった。無傷細胞洗浄上清（コントロール）からのヘパリン結合タンパクを添加した際には Ca2+
波が広がらなかった。しかし骨格筋から抽出したヘパリン結合タンパク添加時には Ca2+波が広
がった（図４）。 
 
（３） エクソソームの形態学的解析 
シリンジローディングによって Ca2+存在下で培養細胞を損傷し、損傷液から全エクソソーム単
離キット(Thermo)を用いてエクソソームを収集し、透過型電子顕微鏡により観察した。その結果、
膜に取り囲まれるエクソソーム(矢印・円内)は僅かしか観察されず、細胞膜を持たない構造物な
どの集積物が損傷液内に大量に観察された（図５）。 
 
（４） ウエスタンブロットによる損傷液からの FGF2 検出 
抗体を用いたウエスタンブロット法により、全ての培養細胞、骨格筋、および細胞損傷液上清に
FGF２が検出された（図６）。 
 

（５） プロタミン硫酸塩による細胞膜修復阻害 
培養細胞（未分化 C2C12、分化 AB1079）にプロタミン硫酸塩を添加し細胞膜損傷させたサンプル
では、ネガティブコントロールと比較して細胞内 ATP が多量に漏出した。添加したプロタミン硫
酸塩が高濃度になるにつれて、ATP の値も上昇した（図７、８）。漏出した細胞内 ATP 量から、
細胞膜修復率を算出すると、添加したプロタミン硫酸塩の量に応じて、膜修復率も同様に低下す
ることが認められた。 
 
【図と説明】 

図１. レーザー損傷時の GFP-FGF1 の蛍光強度(左:培養細胞、右:マウス骨格筋線維) 

 
 
 
 
 
 
 
 
図２.レーザー損傷時のシグナル伝達の様子(C2C12) 

 
 
図３.FGF2 添加時のシグナル伝達の様子(C2C12) 

 
 
図４.骨格筋線維から抽出したヘパリン結合タンパクによるシグナル伝達の様子(C2C12) 

 



図５.膜を伴うエクソソーム像（矢印・円内）  
と膜を伴わないエクソソーム像（円外）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７.細胞内 ATP の漏出量(未分化 C2C12) 

 

 

図７.細胞内 ATP の漏出量(未分化 C2C12) 

 

 

 

 

 

 

 

                       

図６.ウエスタンブロット像 
左：リコンビナント FGF2、中：細胞から凍結
融解によって得られた無傷細胞内のFGF2、右：
損傷細胞から分泌された損傷液内の FGF2 
 

 

 

 

 

図８.細胞内 ATP の漏出量(分化 AB1079) 

 
 
 
 
 
    
 
 
 

 
 
 
【得られた成果の国内外における位置づけとインパクト】 
Clarke ら(Circ Res.1995)は拍動する心筋細胞が生理的な状態で膜損傷を起こし、損傷部から細
胞外へ FGF が分泌されることを示している。本研究では、細胞膜損傷部より漏出分泌された
FGF1,2 が、周囲の無損傷細胞のレセプターに結合することで、Ca2+波を伝達することが明らか
になった。このことは、生体内でも膜損傷によって分泌された FGF1,2 が無損傷細胞へ伝達し、
細胞内カルシウムシグナルを引き起こしていることが推察される。培養細胞およびマウス骨格
筋線維の損傷部周辺の蛍光量が上昇したが、顆粒状の分泌 GFP-FGF1 が観察されなかった。また
電子顕微鏡でも損傷液中に膜を伴うエクソソームが観察できなかった。これらのことから FGF は
エクソソームによって運搬されず、損傷漏出分泌によって直接細胞外へ分泌され、他の細胞へシ
グナル伝達すると考えられた。さらに、FGF 阻害剤であるプロタミン硫酸塩を添加し、細胞膜損
傷させると膜修復が阻害されたことから、FGF が細胞膜修復に関与していることが考えられた。 
 
【得られた新たな知見と今後の展望】 
 Fibroblast Growth Factor（FGF1 および FGF2）は損傷漏出分泌により直接細胞外へ分泌され、
周囲の無損傷細胞へ Ca2+波を引き起こすことが示された。また、FGF1 および FGF2 は細胞損傷シ
グナルを伝達するマイオカインであり、同時に細胞膜修復に必要な膜修復ホルモンであると考
えられた。運動などの生理的な細胞膜損傷修復がどのようなマイオカインを分泌し、それが生体
にどのように作用しているか、今後の研究発展が望まれる。 
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