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研究成果の概要（和文）：高感度多光子顕微鏡により，損傷した細胞膜修復機構を詳しく解析することができた．GFP
標識された培養細胞または分離筋束内のタンパク質，dysferlin, MG53, annexin-A1,-A2,-A4,-A5,-A6,-A7,-S100およ
び-MICAL1の膜修復のための素早い動きの Liveイメージングに成功した．また今まで不可能であった小胞が損傷部に融
合する決定的瞬間を撮影することもできた．これらの結果は，細胞膜損傷により細胞内にカルシウムイオンが流入する
ことにより，アクチンが脱重合後，小胞同士が互いに融合しながら損傷部へ融合するpatch hypothesisを強く支持する
結果であった

研究成果の概要（英文）：Plasma membrane disruption is a common form of cell injury in mammalian tissues 
under physiological conditions. We expressed MICAL1-, Annexins-,MG53-, dyferlin-GFPs in culture cells or 
in vivo, and then subjected them to a plasma membrane disruption created by a two-photon laser. 
Subsequent confocal imaging with a high sensitive detector unit revealed more striking wave and faster 
(second time-scale) accumulation of MICAL1-GFP at the disruption site comparing to MG53 or 
dysferlin-GFPs, followed by actin-RFP depolymerization (second time-scale). We also observed, for the 
first time in culture cells or living skeletal muscle cells responding to a membrane disruption, 
subsequent confocal imaging revealed striking accumulation of annexins (A1, A2, A4, A5, A6, A7, S100A10, 
S100A11)-GFPs at the disruption site. The membrane repair mechanism is now well learned at the cellular 
and molecular level by multi-photon laser microscope with a high sensitive detector unit.

研究分野：細胞生物学・組織学・解剖学
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１．研究開始当初の背景 
 生体内の細胞は，生理的な活動によって，
その細胞膜は常に傷つけられている．しかし
ながら，細胞は細胞膜を損傷しても，その損
傷膜を秒単位で修復する能力を持っている．
例えば，咀嚼することにより，口腔内の上皮
細胞，結合組織内の様々な細胞，筋線維など
の細胞膜が傷つき修復を繰り返し，食物が消
化管を通過することにより，その上皮細胞が
損傷修復を繰り返す．また，歯磨きによるブ
ラッシングによっても，歯肉の上皮細胞が損
傷修復し，そのことが健康な歯茎の維持に必
要であることが示唆された．また，ブラッシ
ングによるマッサージによって，舌の筋線維
も損傷修復をしていることも明らかにされ
ている． 
 筋線維などの細胞は，運動等の生理的負荷
により常に傷ついているが，この膜損傷は，
損傷部から流入するカルシウムイオンが引
き金となり，細胞内小胞のエクソサイトーシ
スによる細胞内からの膜供給により瞬時に
損傷が修復される．しかしながら，この小胞
の細胞内器官の由来は，ライソゾームなど
様々な報告があり混沌としている．またこの
修復に関わるタンパク質が報告されている
が，明瞭な Live イメージングによる小胞融
合が膜修復をする瞬間は未だ捉えられてい
ない．我々は，筋細胞では dysferlin が膜修
復に重要であることを明らかにしたが，最近
ではその関連タンパク質である MG53 など
も細胞膜修復に必要であることが報告され，
他のタンパク質との関わりが注目されてい
る．さらに，これらの小胞融合にはアクチン
脱重合が必要であることも報告してきた．細
胞膜修復には，各細胞によって特有の細胞膜
修復機構が備わり，スピードは異なるが，細
胞内からの損傷部への膜供給は必須と考え
られる．  
 近年，緑色蛍光タンパク質（GFP）の技術
が進み，レーザー顕微鏡検出器も高感度に改
良され，迅速精細なライブイメージングを得
る事が可能となり，細胞内の素早い分子の動
きの解析が期待できる時期に来ている．  
 
２．研究の目的 
 本研究は，高感度検出器と二光子および一
光子を組み合わせた多光子レーザー顕微鏡
を用い，細胞膜修復時に関わるタンパクを
GFPを指標にして，培養細胞および生体内に
近い状態での精細な形態学的 Live イメージ
ングができるシステムを確立するため，生き
たマウスの口腔内などを小さな実験モデル
に考えた． 
 細胞膜の修復には細胞外カルシウムが必
要であり，損傷部から侵入したカルシウムイ
オンが引き金となり，細胞内小胞が瞬時に融
合しながら大きなパッチ胞となり，損傷部に
融合して塞ぎ，カルシウムイオンの流入を抑
えることができる（パッチ仮説）．この細胞
内の小胞はライソゾームであるというデー

タが示されたが，その後，明らかな小胞の由
来は明瞭にされず混沌としている．この小胞
の由来をまず明らかにすることが，細胞膜修
復機構を解明する最も重要なテーマである．
そこで，我々はカルシウムが豊富で，修復力
が速いことが予想される生きた哺乳類の口
腔内を小さな実験室にすることを考え，その
環境を確立することを本研究課題の柱に据
えた． 
 
３．研究の方法 
多光子レーザーによる細胞膜損傷と膜修復
アッセイ 
 二光子レーザー顕微鏡はピンホールを必
要とせず，X，Y，Z 軸方向に，回数，部位，
および時間を調節して，強力なレーザーをナ
ノレベルで目的部位に照射できる．この特長
を利用し，細胞膜に様々な穴を開ける方法と
して使用した．同時に二光子または他の様々
なレーザーによってスキャンすることによ
って，細胞膜修復に関わる様々な分子の Live
イメージングを行った． 
 損傷修復した膜は FM 試薬(Invitrogen)の
侵入を止め，細胞内の蛍光は上昇しない．そ
れに比べ，カルシウムを含まない培養液また
はレクチンなどの阻害剤を含む培養液中で
は膜修復は行われず，細胞内の蛍光は上昇し
続ける．これらの細胞内に侵入して蛍光を発
する FM 試薬の蛍光を経時的に測定すること
により，細胞膜修復の有無を測定した．  
 
高感度多光子顕微鏡による観察 
  近年，GaAsP など高感度拡張検出器ユニッ
トや QUASAR’スペクトル検出器を組み合わせ， 
レザー顕微鏡の画像解像度および取り込み
スピードをあげる取り組みが進んでいる．本
研究では，正立型多光子レーザー顕微鏡
（NLO710, Zeiss）に，高感度拡張検出器ユ
ニット（LSM BiG，Zeiss）を取り付け，GFP
標識遺伝子を導入し，目的のタンパク質を発
現させた培養細胞，マウス分離筋線維または
分離筋束を用いて，細胞内および生体内の 
LIVE イメージングを行った．FM 試薬 を膜損
傷マーカーとして，二光子レーザー
（Ti:Sapphire Laser, input Power 3.0W at 
820 nm ， output 1.7-2.0 mW at 820nm, 
Chameleon Vision II, Choherent,）によっ
て細胞膜の損傷を用い，488, 594, または
820nm で蛍光励起を行い，高感度拡張検出器
ユニット（GaAsP１＆２，２波長蛍光）によ
って蛍光を得て Live イメージング（Zeiss, 
Zen2010）を行った． 
 
４．研究成果 
培養細胞の膜修復関連タンパクの Live イメ
ージング 
 FM4-64(Invitrogen)を損傷マーカーとし
て D-PBS(+)に混ぜ，dysferlin, MG53, MICAL, 
annexin(A1,A2 and A5)を遺伝子導入した
BS-C-1, C2C12, または A431 細胞を二光子レ



ーザーにより損傷を行い， LSM BiG による高
感度動画解析を行った． その結果，カルシ
ウム存在下で MICAL は損傷後，すぐに損傷部
に向かいアクチンが脱重合するタイミング
でこの集積が観察され，同時に FM4-64 で可
視化された多くの小胞が損傷部で融合する
様子が確認された.  
 
分離筋線維・筋束内の膜修復関連タンパクの 
Live イメージング 
 エレクトロポレーションにより，マウス足
底筋に直接遺伝子を導入し，分離筋線維，ま
たは分離せずそのまま筋束内の筋細胞の
Live イメージングを行った．膜修復タンパク
質として報告されているdysferlinは修復さ
れた細胞膜に素早く集積した．MG53，annexin
（A1,A2,A4,A5,A6,または S100A10,-A11）な
らびに MICAL を発現した筋線維は，30 秒から
10 分かけ比較的ゆっくりと損傷中心部に集
積した．しかしながら，ライソゾームは全く
反応せず損傷部には融合しなかった．これら
の結果は，様々なタンパク質が，損傷部から
流れ込んで来たカルシウムをシグナルに，膜
修復のためのそれぞれの役割を担い，絶妙な
タイミングで協調する細胞膜修復機構の存
在を示している．  
 
小胞融合による細胞膜修復の決定的瞬間の
細胞内 LIVE イメージングに成功 
 これまで，小胞融合およびエクソサイトー
シスによる膜修復の報告はあるが，高速で行
われる融合の決定的瞬間を撮影することは
できなかった．今回，高感度検出器を備えた
多光子レーザー顕微鏡により細胞内 LIVE イ
メージングを行なったところ，GFP タグを用
いて，アネキシン(A1,A2,A4,A5,A6,A7),なら
び に ア ネ キ シ ン 結 合 タ ン パ ク 質
(S100A10,S100A11)を発現した小胞が互いに
融合しながら，損傷部に融合する様子が明瞭
に観察された． 
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