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研究成果の概要： 

ディスフェルリンの生理的意義を解明するために、結合タンパク質の探索を行いアフィキシン
を同定した。アフィキシンはヒト正常骨格筋の細胞膜でディスフェルリンと共局在しているが、
ディスフェルリンを欠損する筋ジストロフィー患者骨格筋では、部分的に細胞膜から欠落する
ことを見出した。培養細胞を用いてアフィキシンの生理的機能を解析したところ、アクチン細
胞骨格系の再構成を行うことを見出した。細胞骨格系の再構成は細胞膜の修復過程でも観察さ
れることから、アフィキシンもディスフェルリンと共に筋細胞膜の修復に関与することが予測
される。 
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１．研究開始当初の背景 

平成１０年から平成１２年まで申請者はデ

ィスフェルリンをクローニングした Brown 教

授（ハーバード大医学部・マサチューセッツ

総合病院）の研究室に留学しディスフェルリ

ンに関する研究を始めた。ディスフェルリン

に対する抗体を作製し、筋細胞膜への局在、

患者骨格筋における欠損を明らかにした。

(Matsuda C et al. Neurology 1999)                    

平成１２年に帰国後、ディスフェルリンの生

理的機能を解明するため、ディスフェルリン

結合タンパク質の同定を行った。免疫沈降法

により心筋・骨格筋特異的カベオリン-３を

同定し、ディスフェルリン結合タンパク質と

して初めて報告した（Matsuda C et al. Human 

Molecular Genetics 2001）。また、カベオリ

ン-３遺伝子の異常により発症する肢帯型筋

ジストロフィー１C 型においてディスフェル
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リンの発現レベルが２次的に低下し、異常な

細胞内局在を示すことを見いだした。これは

カベオリン-３がディスフェルリン結合タン

パク質であることの裏付けとなる。           

ディスフェルリンは複数の C2 ドメインを含

むことから膜融合への関与が予想されてい

た。米国のグループはマウスから単離した筋

線維の細胞膜にレーザーで損傷を与えると、

損傷部位にディスフェルリンがパッチ状に

凝集することを報告し（Bansal D et al. 

Nature 423, 168-172, 2003）、膜修復におけ

るディスフェルリンの生理的機能が注目さ

れるようになった。             

膜の修復機構はアフリカツメガエル卵母細

胞で詳細に解析されており、細胞にレーザー

を照射すると損傷部位においてアクチン細

胞骨格系の再構成が起こり、アクチンとミオ

シンがリング状に集積することが知られて

いる（Mandate A et al. The Journal of Cell 

Biology 154, 785-797, 2001）。膜修復の過

程においてアクトミオシンリングは収縮し

ながら小さくなり、アクチンは損傷部位の中

心に向かって突起を伸ばし、最終的には

resealing が観察される。申請者らがディス

フェルリン結合タンパク質として同定した

アフィキシン・βPIX は、アクチン細胞骨格

の再構成において重要な役割を果たすこと

から、３者はアクチンリングの形成に関与す

ることが予想される。卵母細胞の膜修復機構

は骨格筋と比較して単純であると考えられ、

ディスフェルリンの膜修復における生理的

意義を解明する上で有利である。 

 

２．研究の目的 

これまでジストロフィン遺伝子の異常によ

り 発 症 す る 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー

（Duchenne/Becker 型）などでは細胞膜の脆

弱化により筋線維が壊死を起こすと考えら

れてきた。一方、ディスフェルリンは筋細胞

膜が損傷を受けるとその部位にパッチ状に

凝集することから膜修復への関与が示唆さ

れている。すなわちディスフェルリンの欠損

は細胞膜の修復異常という新しい分子病態

の筋ジストロフィーを引き起こすと考えら

れる。そこで本研究では骨格筋細胞膜修復に

おけるディスフェルリンの生理的意義を解

明する。申請者は既にディスフェルリン結合

タンパク質としてアフィキシン、(β-パルビ

ン ) 、  β-PIX(PAK-interacting exchange 

factor)、活性型 Rac1 を同定している。この

ことからディスフェルリンがアフィキシン・ 

β-PIXを介してRac1を活性化することにより、

膜修復のプロセスの１つであるアクチン細

胞骨格系を行うことが予想される。細胞膜の

修復過程はアフルカツメガエル卵母細胞で

解析が進んでおり、損傷部位付近ではアクチ

ンの再構成が活発に行われリング状に集積

することが明らかにされている。そこでアフ

リカツメガエル卵母細胞の系を用いて膜損

傷・修復時におけるディスフェルリン・アフ

ィキシン・ β-PIX の動態とアクチンのダイナ

ミクスの関係を解析する。次にマウス骨格筋

細胞膜の損傷・修復時の分子動態について同

様に解析し、これらの分子が哺乳類筋細胞膜

の修復に関与する可能性を検証する。 

 

３．研究の方法 

アフリカツメガエル卵母細胞にレーザーを

照射し細胞膜に損傷を与えると resealing が

観察されることから、膜損傷・修復のモデル

系として利用されている。損傷部位の周囲で

はアクチン細胞骨格系の再構成が起こり、ア

クトミオシンがリング状に集積する。アクト

ミオシンリングは損傷部位の中心に向かっ

て突起を伸ばし膜の修復を促進する。ディス

フェルリンはアクチン細胞骨格の再構成に



 

 

関与するアフィキシンと結合することから、

アクトミオシンリングの形成にも関与する

ことが予想される。そこでアクトミオシンリ

ングによる膜修復にディスフェルリン・アフ

ィキシンが関与する可能性を検討する。アフ

リカツメガエル卵母細胞にはディスフェル

リンだけでなくアフィキシン、βPIX のホモ

ログも発現しており、筋組織と共通の膜修復

機構が存在することも予想される。現在まで

にグアニンヌクレオチド交換反応促進因子

（GEF）がアクチンリングの形成に関与する

という報告はなく、βPIX が関与する可能性

についても検討する。            

In vitro転写系により合成したヒトディスフ

ェルリンのｍRNA を卵母細胞にインジェクシ

ョンし発現させた後、フェムト秒パルスレー

ザーで細胞膜に直径５０μmの傷をつける。

損傷・修復の過程の試料をそれぞれ固定し、

免疫組織化学法にてアクチンリングとディ

スフェルリンの細胞内分布を解析し、マウス

筋細胞膜損傷時に見られるディスフェルリ

ンパッチが卵母細胞においても観察される

か検証する。同様にヒトアフィキシンまたは

βPIX を卵母細胞に発現させ、膜損傷・修復

過程における分子挙動を免疫組織化学法に

て明らかにする。また、GEF 活性のないドミ

ナントネガティブ型βPIX を発現させ、膜損

傷・修復過程を免疫組織化学にて解析し、GEF

がアクトミオシンリング形成において果た

す役割について検討する。 

次に膜損傷・修復過程におけるディスフェル

リン・アフィキシン・βPIX の動態をリアル

タイムで観察する。それぞれ波長特性の異な

る蛍光タンパク質に融合させたディスフェ

ルリン・アフィキシン・βPIX のｍRNA を卵

母細胞にインジェクションし、フェムト秒パ

ルスレーザーで損傷を与え、共焦点レーザー

顕微鏡で観察を行う。インジェクションの際

に蛍光標識したアクチンを加えれば、３者の

挙動とアクチンのダイナミクスの関連を調

べることが可能である。 

 

４．研究成果 

我々は筋ジストロフィーの責任遺伝子産物で

あるディスフェルリンがアフィキシンと正常

骨格筋の細胞膜において共局在することを見

出した。ヒトアフィキシンを恒常的に発現す

るマウス筋芽細胞のライン(C2C12-affixin)

を確立し、その解析によりアフィキシンはα

PIX,βPIXの双方を介してRac1を活性化し、ア

クチン細胞骨格系の再構成を行うことを見出

した。細胞骨格系の再構成は細胞膜の修復過

程でも観察されることが知られている。また

ディスフェルリンは筋細胞膜修復への関与が

報告されていることから、アフィキシンも筋

細胞膜の修復に関与することが予測される。

そこでディスフェルリン、アフィキシンを発

現させたアフリカツメガエル卵母細胞の膜を

レーザーで損傷し、膜損傷-回復時の分子挙動

の解析を試みている。ディスフェルリン、ア

フィキシン、カベオリン－３に蛍光タンパク質

を融合させたコンストラクトを作製し、in 

vitroでmRNAを合成した。これを卵母細胞にマ

イクロインジェクションし、タンパク質の発

現を免疫組織化学法と蛍光顕微鏡による観察

で調べた。その結果ディスフェルリンは卵母

細胞の細胞膜に、アフィキシンは細胞質に局

在していた。我々がディスフェルリン結合タ

ンパク質として報告したカベオリン－３も細

胞質に発現していたが、アフィキシンより大

きな粒子状であった。現在はレーザーによる

膜損傷の実験条件の最適化を行っている。 
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