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研究成果の概要（和文）： 
ディスフェルリン(dysferlin)は筋細胞膜の修復に関与し、その遺伝子変異は筋ジストロフィー
を引き起こす。本研究ではディスフェルリン結合タンパク質(MG53、カベオリン-3、アフィキシ
ン/β-パルビン)が筋細胞膜の修復に関与する可能性を検討した。蛍光タンパク質を融合したデ
ィスフェルリン結合タンパク質を発現させたマウスの筋線維の細胞膜を、2 光子レーザー顕微
鏡を用いて損傷し、細胞膜の修復過程をリアルタイムで観察した。その結果、MG53 とアフィキ
シンは細胞膜損傷部に凝集することを見出した。この結果は MG53 とアフィキシンが筋細胞膜の
修復に関与することを示唆する。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Dysferlin is involved in plasma membrane repair in skeletal muscle, and mutations in the 
dysferlin gene cause muscular dystrophy (Miyoshi Myopathy and LGMD2B). We examined 
the possibility whether dysferlin-binding protein (MG53, caveolin-3 and affixin/β-parvin) 
particioate in sarcolemmal repair by membrane-repair assay using two-photon laser 
microscope. We found that MG53 and affixin accumulate at the wounded site of 
sarcolemma. This result suggests the involvement of MG53 and affixin in sarcolemmal 
repair. 
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1.  研究開始当初の背景  
 ディスフェルリン(dysferlin)の欠損は臨床
的に異なる２つの遺伝性筋疾患である三好
型 遠 位 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー (Miyoshi 
myopathy, MM)と肢帯型筋ジストロフィー

2B型(LGMD2B)を引き起こす。ディスフェル
リンは損傷した筋細胞膜の修復に関与する
ことが示唆されている。ディスフェルリンは
Ca2+感受性とリン脂質感受性を担うC２ドメ
インを複数含むフェルリン (ferlin)ファミリ



ーに属し、膜融合への関与が線虫のホモログ
で報告されている(Achanzar E et al. J Cell 
Sci 1997)。一般的にジストロフィンやジスト
ロフィン複合体の遺伝子変異により発症す
る筋ジストロフィーでは、細胞膜の脆弱化に
より筋線維が変性•壊死すると考えられてい
る。これに対しディスフェルリンは筋細胞膜
の損傷部位でパッチ状に集積する(ディスフ
ェルリンパッチ)ことから、筋細胞膜修復への
関与が注目されるようになった(Bansal D et 
al. Nature 2003)。すなわちディスフェルリ
ンの欠損は筋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。我々はディスフェルリンの
生理的機能を解明する目的でディスフェル
リン結合タンパク質を探索し、カベオリン
-3(心筋・骨格筋特異的カベオリン)がディス
フェルリンに結合することを見出した
（Matsuda C et al. Hum Mol Genet 2001）。
カベオリン-3 はシグナル伝達や細胞内コレ
ステロール輸送に関与し、筋細胞膜に局在す
る。カベオリン-３の遺伝子変異により発症す
る肢帯型筋ジストロフィー１C型罹患筋にお
いては、ディスフェルリンの発現レベルが２
次的に低下して細胞質でspeckleを形成する
ことを見出した。 
 次に我々はディスフェルリン欠損症の分
子病態を解明するため、患者骨格筋において
２次的な細胞内局在異常を示すタンパク質
を免疫組織化学法にて探索し、アフィキシン
を 同 定 し た （ Matsuda C et al. J 
Neuropathol Exp Neurol. 2005）。アフィキ
シンはfocal adhesionタンパク質であり、イ
ンテグリンを介したシグナルをアクチン細
胞骨格系に繋げ、細胞接着･細胞運動におい
て重要な役割を担う。正常骨格筋においてア
フィキシンはディスフェルリンと複合体を
形成し細胞膜に局在することを免疫沈降法、
免疫組織化学法で確認した。これに対しディ
スフェルリン欠損症の患者骨格筋において
アフィキシンは細胞膜から部分的に欠落し
ていた。この結果からアフィキシンも骨格筋
細胞膜の修復に関与すること、そのプロセス
にはアクチン細胞骨格系が関与することが
予測される。アフリカツメガエル卵母細胞の
細胞膜修復、では細胞膜自体がresealingされ
るだけでなく、損傷部位付近の細胞質におい
てアクチン細胞骨格系が再構成されること
が報告されている(Bement W et al. Curr 
Opin Cell Biol 2007)。 
 
２．研究の目的 
  本研究ではディスフェルリン結合タンパ
ク質が骨格筋細胞膜修復に関与する可能性
について検討し、骨格筋細胞膜修復機構の解
を目指す。さらに筋細胞膜の修復機構の解明
により、ディスフェルリン欠損症の治療薬と

して利用可能な、膜修復を回復・促進する分
子の探索を目指す 
 
３．研究の方法 
  dysferlin 結合タンパク質に GFP または
RFP を付加した培養細胞用プラスミド
10-20μg をマウスの足底筋に注射し、エレク
トロポレーション法で遺伝子導入を行う。
7-10 日後、マウスより足底筋を単離し、コラ
ゲナーゼ I で処理することにより単一の筋線
維を得る。導入した遺伝子の発現している筋
線維の細胞膜を 2 光子レーザーで損傷し、修
復過程を共焦点レーザー顕微鏡を用いてリ
アルタイムで観察する。 
 
骨格筋細胞膜修復時の caveolin-3、affixin の 

   分子挙動をリアルタイムで調べる 

 

．研究成果 
野生型、SJL マウス筋線維の筋線維におい
mCherry-カベオリン-3 は細かい細胞内粒
として発現しており、細胞膜損傷時にカベ
リン-3 の顕著な動きは観察されなかった。 
mCherry-アフィキシンも野生型、SJL マウ

て細かい細胞内粒子として
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ス筋線維におい
発現していたが、膜損傷部への凝集が確認さ
れた。この結果からアフィキシンは骨格筋の
細胞膜修復に関与することが予想される。デ
ィスフェルリン遺伝子に変異を持ち,筋ジス
トロフィー様症状を呈する SJLマウスにおけ
る細胞膜損傷時のアフィキシンの動態を検
討中である。 
 
 
  野生型マウス筋線維において affixin は 

    細胞膜損傷部において凝集する 

 

 

 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 



次に SJLマウス筋線維の細胞膜損傷時におけ
MG53 の動きを観察した。MG53 は野生型マ

格筋の細胞膜損傷部に酸化シグナル
存的に凝集することが報告されているが、

る
ウス骨
依
SJLマウスにおいてもMG53の損傷部への凝集
確認された。 

L マウスは筋ジストロフィー様の症状を呈
るが、野生型マウスと同様に MG53 の筋線
細胞膜損傷部への凝集が認められる。した
って骨格筋細胞膜の修復には dysferlinと
53 の両方が必要であることが予想される。 
骨格筋細胞膜修復において中心的な役割
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を担うディスフェルリンは損傷後 1秒以内に
膜損傷部に凝集するが、MG53 はディスフェル
リンよりもゆっくりと損傷部に凝集し、損傷
部への凝集は 5分後も続いていた。これらの
結果は MG53 とディスフェルリンが骨格筋の
細胞膜修復において異なる役割を担ってい
ることを示唆する。 
 
野生型マウスにおける骨格筋細胞膜修復時の 

    dysferlin、MG53 の動き 

 

      細胞膜損傷後 0秒 
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