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研究成果の概要（和文）：膜輸送体の生理機能は小胞輸送と深く連関しているが、特に開口

放出等の重要な生理機能の基盤となる膜融合の機構には不明の点が多く残っている。そこ

で、近赤外フェムト秒レーザーを励起光源として用い、生体組織中で非線型光学過程の一

種である多光子励起過程を用いる蛍光顕微鏡法（2 光子顕微鏡）を展開させた。他の顕微
鏡法では観察不可能な、インタクトな組織深部の微細構造を可能する方法論を確立し、開

口放出等の分子機構及び生理機能や病理について重要な知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Physiological functions of membrane transporter are supposed to 
be closely related to vesicular transport. However, membrane fusion mechanism 
underlying vital functions including exocytosis remains unclear. In order to clarify the 
molecular basis, we have developed a new light microscopy, two-photon microscopy, 
which is realized by using non-linear optics, multi-photon excitation process. By using 
two-photon microscopy, we have established new methods, which enable us to visualize 
finer structures inside a living organ, and we have obtained new important insights on 
molecular mechanism of exocytosis, and on physiological and pathological roles of 
membrane fusion. 
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１．研究開始当初の背景 
	 トランスポートソーム構成分子は、固有の
プラットホームの膜分画に輸送小胞の膜融

合により挿入され複合体化し機能する。この
ような分画、細胞内小器官間の小胞輸送や開
口放出など膜輸送系に必須の分子として、酵
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母から哺乳動物まで広く進化上保存された
SNARE 連関タンパク質群が同定されている。
特に、輸送小胞膜と標的膜と融合の際には、
融合細孔の形成に先立ち、対面する２膜に
各々局在する SNARE コアタンパク質分子
（SNAP25,	 VAMP2,	 syntaxin）が SNARE コア
複合体を形成することが必要であると報告
されている	 (SNARE 仮説)。しかし、この分子
複合体がどのように物理的な膜融合を引き
起こすのか、その作用機序や生理的機能は未
解明である。この問題の解決には生理的な環
境下で SNARE コア複合体形成と融合細孔形成
の因果関係や作用機序を解析し、明確化する
ことが必須であった。	 

また、膜動態研究への２光子励起法の応用

は、現在では徐々に国際的にも広がってきて

いるが、研究代表者らは世界に先駆け関連技

術の開発を成し遂げていた。特に、外分泌腺

の分泌小胞が開口放出の際、逐次的に膜融合

していく様式を初めて報告するなどの成果を

上げていた。この新規的な様式の存在は内外

から多くの細胞種で報告され始めている。さ

らに、研究代表者はケージドカルシウム試薬

の光活性化による Ca2+濃度ジャンプの併用に

も成功していた。このような研究には、特殊

な設備と技術力が必要な為、国内はもとより

海外においても比肩しうる研究を推進するこ

とが可能な研究室は極めて少なかった。	 

 
２．研究の目的 
	 本研究は、輸送小胞の膜融合過程の観点か
ら、トランスポートソーム構成分子のプラッ
トホームヘの集積の機序を明らかにするこ
とを目指すものである。申請者の開発してき
た多光子励起法と遺伝子工学学的蛍光タグ
化技術を発展させ、定量的に Ca2+濃度上昇、
SNARE コア複合体の形成、融合細孔形成の間
の空間的時間的な関係を明らかにする。さら
に、薬理実験、分子機能阻害等を併用し、細
胞骨格系や Ca2+センサー分子など膜融合制御
因子の関与の検討を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、様々な小胞膜融合現象のう
ち、膜融合を人工的にトリガーすることが
可能であることを実証済みの、Ca2+依存性
開口放出現象を対象として採用した。この
開口放出は膜容量測定など電気生理学的に
より、また SNARE 連関分子の局在は組織化
学的に、その概形が推定されてきた。しか
し、SNARE 仮説自身を始め、複合体形成か
ら機能発現へと至る本質的なレベルの証明
は欠落していた。さらに、既存の多くの実
験法は細胞単離が不可避であるため、膜タ
ンパク質の成分構成や細胞極性が損なわれ

ている可能性が高く、生理的条件との乖離
が問題になっていた。一方、研究代表者は、
多光子励起過程の特徴：A)生組織への低侵
襲性、B)高い組織浸透性、C）高い同時多重
励起可能性等が細胞機能アッセイに非常に
有効であることを実証してきた。本研究は、
これらの特徴を十分に活用して新規的な解
析法を確立し、この難問に挑戦しようとし
た。この成果の発展から、SNARE による膜
分画の認識機構の一般的妥当性やその機構
の解明が期待された。	 
	 

４．研究成果	 

（１）”in vivo”2光子顕微鏡法の展開 
	 新たな 2光子顕微鏡による新規的な分子細
胞機能アッセイの確立に成功した。特に世界
で最も深い部位の生体断層蛍光イメージン
グに成功した。これは、波面収差を動的に制
御するレーザービーム補正システムを活用
し、生体深部での深さ依存的な補正量等の光
学的要件を網羅的に検索したことによる。ま
た、顕微鏡用の超短光パルス幅を計測するオ
ー群速度補正装置を用いて、光機能性分子の
光活性化や断層イメージングの実施に最適
な波長、チャープ量等の光学的な要件も検索
した。その結果、70フェムト秒というパルス
幅をほぼ発振可能な全域において実現する
ことに成功した。このような最適化された条
件では侵襲性が最も低くなり、世界最深部の
1mmを記録すると共に、必要とするレーザー
パワーを 50ｍW 以下に抑えることに成功し
た。 
 
（２）カルシウム依存性開口放出における膜
融合の分子機構と生理機能 
膵臓外分泌腺において提唱した逐次開口

放出という新しい分泌様式が副腎髄質クロ
マフィン標本や神経分泌モデル細胞 PC12 で
用いられることを報告した。特に、前者にお
いては、新しい「バキュオール型」逐次開口
放出であることを発見し報告している。また、
副腎髄質クロマフィン標本、PC12 標本、膵
外分泌腺、膵β細胞における逐次開口放出の
比較検討から、膜融合を引き起こすと想定さ
れる SNARE 分子の動態について、古典的な
モデルが単純には適応できない例が存在す
ることが新たに判り、小胞動態や融合細孔の
形成過程の間に多様な道筋が存在すること
が示唆された。 
また新たに、広島大学歯学部兼松隆教授作

成のノックアウトマウスを対象に 2光子断層
メージングを用いた細胞内遊離カルシウム
イオン濃度と開口放出の同時可視による定
量的な解析を実施し、イノシトール三リン酸
IP3結合分子 PRIP I,IIの小胞輸送おける機能
について新たな知見を得ることに成功した。
特に高インシュリン血症を呈する表現型の



 

 

原因がカルシウム依存性の開口放出の第２
層における促進にあるらしいことが示唆さ
れた。 
また、京都大学農学部高橋信之博士との共

同研究から、グルコース輸送体 GLUT4 の小
胞輸送による活性制御機構に関する実験を
開始した。蛍光タンパク質タグを付与した
GLUT4 分子を脂肪細胞モデルで発現される
ことを成功し、インシュリン刺激下で細胞膜
への移行を示唆する結果を得た。 
 
（３）水・電解質輸送の分子機構‐アクアポ
リンチャネルの生理と病理 
	 膵臓外分泌腺細胞ではカルシウム依存性
の電解質輸送が生理的な逐次開口放出に重
要であることと、その生理機能実現のために
は分泌顆粒膜上の水・イオンチャネルアクア
ポリン１２（AQP12）分子が必須であること
が示唆された。この際に用いた AQP12 のホ
モ・ノックマウスは、A03内田班（東京医科
歯科大・腎臓内科）において作成されたもの
であり、研究領域内の共同実験の成果である。 
 
（４）ナノ・イメージング法による生理機能
解析 
	 生理機能を担っている多くの輸送小胞の
サイズは、光学顕微鏡においてレーリー卿の
定義する光学分解能と比して小さいことか
ら、その動態に関する情報は不十分にしか得
られていなかった。そこで、我々は 2光子顕
微鏡の同時多重染色性を活用することで、細
胞内の微小な小胞の大きさを判定する新し
い方法論 TEPIQ法を完成させ提案した。これ
によりエキソサイトーシス・エンドサイトー
シス小胞の多様性と生理機能に関する知見
を得ることができた。特に膵臓β細胞におけ
るシナプス様小胞の動態と機能に関する知
見を得、報告した。即ち、膵臓ランゲルハン
ス島標本、膵β細胞に蛍光タンパク質による
蛍光タグ化法や TEPIQ法を適用し、回折限界
以下のシナプス小胞様の分泌小胞の動態を
捉えることに成功した。さらに薬理学的実験
による大型有芯小胞との動態の比較により、
その小胞動態の分子基盤に関する知見を得
た。これらの成果は、電子顕微鏡を用いた既
存の方法論では達成できなかったものであ
るという特徴を持つ。 
しかし、本 TEPPIQ法は形態的な意味での

空間分解能を向上させたわけではないのが
欠点であった。そこでこの点を改善すべく、
新たな方法論の開発に着手した。その結果、
光の回折限界以下のサイズの蛍光ビーズの
一つ一つを区別して画像化することに成功
し、今後有用な研究手法の完成への手がかり
を得た。 
 
（５）in vivoイメージングの応用 

	 本課題の研究遂行過程に於いて 2光子顕微
鏡法を生理活性研究への応用可能性を広げ
ることに成功した。特に、生体肝組織や皮膚
組織、リンパ系組織への適用により in vivo 
FRAP 法の開発や第 2 高調波発生による結合
組織の非侵襲的可視化に成功した（特許出願
済）。また、世界で最も開口波長の短い新た
な群青色蛍光タンパク質を用いたタグ化技
術を用いることで、2 光子断層イメージグに
おいて１波長励起で４つの蛍光波長成分を
完全同時可視化する方法論の開発に世界で
初めて成功した。 
 
以上のように、本研究課題では非線形光学

過程を用いた定量的可視化解析を可能とす
る方法論を確立することにより、生体膜輸送
体の持つ生理的な機能、及びその破綻による
病理的な現象について、輸送小胞や膜融合の
分子細胞生理学的な立場から、その基礎的な
知見を得ることができた。さらに、これら光
学顕微鏡と蛍光タンパク質を用いた可視化
解析法は、ナノ・イメージングなどへの展開
が期待される成果を得たことから、多様な臓
器、細胞機能の解明に適応可能である可能性
が拓けてきた。 
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