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ビデオマイクロスコピーにおけるエキソサイ トーシスの証明

寺 川 進(浜 松医科大学 ・光量子医学研究センター)

この5、6年 、光学顕微鏡 の分解能はあま

り変わっていないが、それによって見える世

界は著 しく拡がった。光学像をビデオカメラ

で捉え、画像処理をすることが助けとなって

一分子の可視化さえできるようになってきて

いる。細胞 レベルでもこれまで光学顕微鏡で

見えると思われなかったものが見えるように

なった。その一つが内分泌細胞 におけるエキ

ソサイ トーシス(開 口放出)反 応 である1～7)。

直径が1ミ クロンよりも小さいホルモンの入

った分泌穎粒が細胞膜 と融合し、ホルモンを

細胞外に放出する反応は、電子顕微鏡による

観察か ら確立してきたものであり、その動的

特性についての測定はあまりなされてこなか

った。ペプチ ドな どのホルモンは高い密度で

穎粒内に蓄えられてお り、光学的には細胞質

よりも高い屈折率を示す。ホルモ ンの分泌は、

分泌穎粒のこの高い屈折率が細胞外液の低い

屈折率で置き換えられることである。 このよ

うな、屈折率の変化を屈折率の変化 しない細

胞質との対比として捉えるには微分干渉顕微

鏡が適 しており、実際、各種の分泌細胞で分

泌刺激をすると、個々の分泌穎粒の明るさが

突然変化し弾けるような反応を示すのが分か

る。 このような反応はエキソサイ トーシスを

示す ものであり、エキソサイ トーシス反応 の

動的な測定、また、定量に使える。

光学顕微鏡で観察した分泌穎粒の弾けるよ

うな反応がホルモン分泌である ことは、その

アゴニス ト感受性などの様々な性質を調べる

と、疑いの無いものであるが、直接的な証明

ができれば これに越 したことはない。最近、

分泌反応 を検出するいくつかの方法 を用い

て、光学顕微鏡的に捉えた反応が本当に分泌

に対応するものであること証明することがで

きたので、それについて紹介 してみたい。

1.カ ―ボンファイバ―電極法

直径が8μmほ どのカーポンファイバーを

ガ ラス管の中に封 じ、端の一部のみを露出し

て他 を絶縁すると、その露出した端のみを微

小な電気化学検出器として作動させ ることが

できる8)。このような電極先端に適当な電圧

をかけ、電圧固定モー ドで電流の測定をする

と特異的な電圧範囲で酸化または還元される

分子の量を生ずる電流量か ら知ることができ

る。+500mVの 電圧 をかける と比較的特異

的にカテコールアミンの検出をすることがで

きる。電極が小さいので、局所的な分子の濃

度に敏感な検出器 として働かせることができ

る。原理としては脳内アミンをマイクロダイ

アリシス法によって検出するときの検出器 と

同じものである。そこで、培養したウシ副腎

髄質細胞をビデオ強化型の微分干渉顕微鏡の

上で観察 しなが ら、カーボンファイバー電極

を細胞にあて、カテコールアミンの検出をお

こなった(上智大 ・熊倉鴻巣之助、 ロン ドン

大 ・M.Duchenと の共同研究)9)。 カテコール

アミンによる電流パルスと顕微鏡像での穎粒

の反応の同時性を確認するため、電極か らの

信号を顕微鏡像を記録するビデオテープに同

時 に記録 した。 アセチル コリン(100μM)や

高濃度(56mM)K+溶 液によって刺激をすると、

細胞内のクロマフィン穎粒の弾ける反応に同

期して、カーボンファイバー電極に電流が生

ず るのが検出できた(図1)。 最大の電流パル

スの大きさは40qpAに 達 した。顕微鏡像の中

で反応 した穎粒の位置が電極 の近 くである

と、電流変化は大きく、遠 くであると電流変

化は小さくなった。細胞は、カバーガラスの

上に、基質である薄いコラーゲン層に平面的

に接着 して培養されている。 この接着平面は

顕微鏡のフォーカス面に平行なので、多数の
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エキソサイ トーシスを観察する領域として都

合がよい。この平坦な細胞膜で起 こるエキソ

サイ トーシスでは、電極の先端か らの距離が

約7μmの 領域 まで、光学的に捉えられる穎

粒の弾け反応に同期 した電流変化が検出でき

た。検出可能距離や検出電流の大きさは、分

泌穎粒の大きさによって左右された。細胞と

カバーガ ラスとの隙間の大きさは正確には分

か らな いが、ほぼ0・5μm程 度 と思われる。

このように狭い隙間であると、一個のクロマ

フィン穎粒の反応 は7μmも 拡散 してもパル

ス状の濃度上昇をすることがわかった。 この

距離よ り遠いところで反応が起 こると電極で

は検出できないことが明 らかになった。

このような方法で光顕観察と電気化学的測

定を同時にお こな っていると、以下の3種 類

の反応パターンが得られる。1)光 顕での穎

粒の反応と電気化学信号とがよ く同期 して起

こる細胞。2)光 顕での反応はよく見られる

が、電気化学信号の見 られない細胞。3)光

顕での反応が見 られないが、電気化学信号が

数多く見 られる細胞。穎粒の大きさが非常に

小さい場合や穎粒内への物質の蓄積濃度が低

い場合は光顕では見えな いと思われ、放出物

がカテコールアミンを含 まない場合は電極で

は測定できないものと思われる。

2.リ バース.ヘ モ リテ ィク ・プラーク ・ア

ツセー法

電気化学的方法でその存在が検 出できない

ペプチ ドホルモンなどを、感度よく検出する

方法としては、リバース ・ヘモリティク ・プ

ラーク ・アッセー法があるlo)。赤血球を抗体

で感作 し、補体の存在下で抗原が抗体に結合

すると溶血するという反応を利用する。わず

かな免疫反応を眼で見えるレベルの変化に増

幅する方法としてユニークなものである。聖

マ リアナ医科大学の服部淳彦、飯郷雅之 らと

図1 エキソサイ トーシス反応のビデオマイクロスコピ―とカーボンファイバ―

電極による同時観察。ウシ副腎髄質のクロマフィン細胞(矢頭)を カバーガラ
ス上に培養 し、高濃度K+溶 液(56mM)に よる刺激をした。左中央の白いトレ
―スが電極を通して流れた電流の記録。ビデオ画面上ではこの トレ一スは左
にスロ―ルする(黒矢印)。下向きが電流の増加を示す。電流のパルスaは 細
胞の矢印aの 部位で、パルスbは 矢印bの 部位でエキソサイ トーシスが見ら
れた。アステリスクは8μmの 直径の電極先端を示す。較正棒の長さは2μm。
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の共同研究で、ラット脳下垂体前葉から得た

プロラクチン細胞を単離培養 しこの方法によ

る分泌反応観察の比較をおこなった11)。光顕

下の細胞内には分泌穎粒と思われる微小な穎

粒が多数観察されるので、その消失はエキソ

サイ トーシス反応 として捉えられるはずであ

る。刺激としてはK脱 分極、または、微小電

極による電気刺激を用いた。多くの細胞 で30

分 くらいの間にプ ラークの形成 が見 られた

が、光学顕微鏡的には穎粒の弾ける反応は捉

えられなかった。 しか し、数例で、光顕での

穎粒の弾け反応が現れ、かつプラークの形成

の認め られた細胞があった(図2)。 プラーク

の形成のみが起 こった細胞では、単に細胞膜

等の透過性が異常に上がった(deteriorateした)

のだということも考え られたが、エキソサイ

トーシス以外の分泌モー ドの存在も否定でき

なかった。 しか し、エキソサイ トーシスが光

顕的 に認められ、かつプロラクチン細胞(大

きい細胞)と 判定できるものでは、プラーク

の形成があり、光学顕微鏡的に捉えられる穎

粒の弾け反応は、やはり、物質の放出による

ものであることはまちがいないものと考えら

れた。

膵臓のβ細胞で も光学顕微鏡的にエキソサ

イ トーシス反応を観察定量することができる12)。

この場合にもヘモ リティク ・プラーク ・アッ

セー法によってイ ンスリン分泌の確認をする

ことができた(生 理研 ・櫻井孝司との共同研

究)。 灌流チェンバーの底に感作した赤血球

を一層になるように敷き詰め、その上に膵組

織片をおいてβ細胞の高倍率観察をお こなっ

た。グルコース15mMの 刺激をすると、各細

胞の中の分泌穎粒が弾ける反応 を示した。そ

のあと20分後 に補体を添加 して赤血球を観察

すると、溶液の流れに対して組織の上流側で

図2 ラット脳下垂体より単離したプロラクチン細胞のエキソサイ トー
シス。AとBは240ms間 隔 の ビデオ画像で、矢印の点の明る さが急激な

変化を示 している。CはBを 撮 ってか ら16分 後のもの。赤血球の溶血が

認め られる(ア ステ リスク)。DはCの 低倍像。溶血のプ ラー クが認め ら

れ る(ア ステ リス ク)。 較正棒はA-Cに 対 して5μm、Dに 対 して12.5μm。
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は何 らの変化 も起きないが、下流側では殆 ど

の赤血球の溶血反応が見 られた。グルコース

刺激をしない場合、または、刺激をしても穎

粒の反応が現れない場合では、溶血は起 こら

なかった。

以上のような観察か ら、光学顕微鏡的に観

察される穎粒の弾け反応は実際にエキソサイ

トーシスであることが証明された。 しかし、

常に弾け反応の全てがエキソサイ トー一シスで

あるということはいえない。一例 として、キ

ナクリンのような蛍光物質を穎粒 に予め入れ

て蛍光観察すると、エキソサイ トー シスによ

ってキナクリンが細胞外に放出されるのが蛍

光の消失として観察されるが、観察時間が長

くな り(数分)励 起光 によるラジカル産生が進

行すると、穎粒が細胞内で破裂してキナクリ

ンが細胞質内に拡散するのが見られ る。 この

とき微分干渉像を観察 していると、両者は同

じような穎粒の消失反応(脱 穎粒)と して見え

る。正確には、エキソサイ トーシスでは、穎

粒の明るさの変化が上昇に続いてゆっくりと

ベースライン方向に戻るとういう経過を取る

のに対 し、細胞内で穎粒が破裂する場合には、

ステップ状の上昇 となり下降相が見 られない

という違いがあるが、一一見似ており、光顕像

のみか らエキソサイ トーシスを判定するには

慎重を要する。電極法や免疫法を用いて一度

確認 してか らであれば、光学的方法は最も簡

単で感度のよい方法として有用である。
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