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研究成果の概要： 
私達の身体は環境変化に対応するため、ホルモンを分泌することにより体内の恒常性を一定に

保っている。この機構の破綻は、アレルギー、糖尿病等の種々の疾患に直結する。しかしホルモ

ン分泌の詳細な分子メカニズムについては解明されていない。そこで、超高感度、超高解像度を

持つ蛍光顕微鏡を新規開発し、内分泌細胞から起こるホルモン分泌反応を直接可視化計測するこ

とに成功した。そして、ホルモン分泌制御機構の詳細な分子メカニズムの一端を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 
 エキソサイトーシスの際には、細胞質に存

在する分泌顆粒が細胞膜と融合し、分泌顆粒

内容物を細胞外に放出する。エキソサイトー

シス反応後の分泌顆粒動態については、３つ

の仮説が提唱されている。第１の仮説は、分

泌顆粒膜が細胞膜と完全に融合し、その後開

口放出部位から離れた部位でクラスリンコー

トされた小胞として回収されるというもので

ある（full Fusion型）。第２の仮説は、分泌

顆粒膜が細胞膜と短時間だけ融合し、その後

クラスリンコートされずそのまま分泌顆粒の

形を保ちながらエンドソームに戻り、そこで

内容物が再充填されるというものである

（kiss-and-run型）。最後の仮説は、分泌顆

粒が細胞膜と顆粒の形を保ちながら長時間融

合し、その顆粒に対して新たな分泌顆粒が膜

融合し２次的な開口放出を繰り返すというも

のである（sequential型）。しかしながら、

どのような分子機構でこの３種類のエキソサ

イトーシスが制御されているのかは全く解明

されていなかった。 
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２．研究の目的 
内分泌細胞内には、ホルモンを含む分泌顆

粒が存在する。細胞外からの刺激に素早く反

応し分泌を行うためには、あらかじめ細胞膜

と分泌顆粒はドッキングした状態にあると考

えられている。分泌により細胞膜にドッキン

グしている分泌顆粒数が減少すると、細胞内

の分泌顆粒が順次細胞膜へと運ばれ補充され

ると同時に、新たな分泌顆粒が産生されると

考えられているが、どのような機構で細胞膜

へ運ばれドッキングし、そして新たな分泌顆

粒が産生されるのかについては、ほとんど解

明されていない。そこで、（１）分泌顆粒の細

胞膜への補充機構には何らかの選別機構およ

びセンサーがあるのか、（２）新たな分泌顆粒

の産生機構にはどのようなシグナル伝達があ

るのかを解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
ホルモン分泌顆粒の分泌メカニズムを全反

射蛍光顕微鏡にてリアルタイムで可視化する

システムを構築した。全反射蛍光顕微鏡は、

標本のごく一部の浅い部分領域内（100ナノ

メートル範囲）の蛍光プローブを特異的に検

出できる。つまり、カバーガラス上に存在す

る細胞膜領域の蛍光変化を観察することが可

能となり、単一カテコールアミン分泌顆粒の

ドッキング、プライミング、融合、および細

胞膜方向への輸送動態の解析に適している。

本研究課題ではこの全反射蛍光顕微鏡を用い、

蛍光タンパク質で標識したホルモン分泌顆粒

の時空間的動態をリアルタイムで可視化し、

ホルモン分泌制御タンパク質群によるホルモ

ン分泌制御機構の解明を試みた。さらに、RNA

干渉法を用いてホルモン分泌制御タンパク質

群を特異的に抑制した際のホルモン分泌動態

への影響を可視化解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）ホルモン分泌顆粒の輸送を司る低分子
量G蛋白質Rabファミリーは、ホルモン分泌
顆粒の細胞膜方向への輸送、細胞膜へのドッ
キング、融合の「センサー」として機能する
と推測されている。60種類存在するRabファ
ミリーのうち、Rab3AとRab27A結合蛋白質で
あるシナプトタグミン様蛋白質ファミリー
（synaptotagmin like protein: Slp）がホル
モン分泌顆粒輸送制御分子として同定された。
しかし、Slpファミリーがホルモン分泌をど
のように制御しているのかについては、不明
である。そこで緑色蛍光蛋白質（green 

fluorescent protein: GFP）結合 Slpファミ
リーをホルモン分泌のモデル細胞である副腎
髄質クロマフィン細胞由来 PC12細胞に過剰
発現させ、エキソサイトーシス反応及び、ホ
ルモン分泌顆粒の細胞膜とのドッキングへの
影響を全反射蛍光顕微鏡により可視化解析し
た。その結果、すべての Slpファミリーがホ
ルモン分泌顆粒膜上に局在し、特にSlp3-a及
び Slp5がエキソサイトーシス反応を促進し
た。一方、Slp4-aは、ホルモン分泌顆粒の細
胞膜とのドッキング過程を促進するにも関わ
らず、エキソサイトーシス反応数を抑制した。
そこで、このSlp4-aの機能について詳細な解
析を行った。その結果、ホルモン分泌顆粒膜
上のRab27AにSlp4-aのRab結合領域が結合
し、Slp4-aの linker領域に細胞質内の
Munc18-1が結合し、さらに Munc18-1が細胞
膜上の syntaxin-1aと結合することによって
形成されるタンパク質複合体により、ホルモ
ン分泌顆粒を細胞膜上につなぎとめ、エキソ
サイトーシス反応を抑制することを見出した
（図１）。 

図１ ホルモン分泌顆粒ドッキング機構 
 
 また同様のメカニズムで、Rabphilinは、
細胞膜上の SNAP-25と結合することによって
細胞膜上にホルモン分泌顆粒をつなぎとめ、
エキソサイトーシス反応を促進することも見
出した（図１）。 
 
（２）Full fusion型、kiss-and-run型、そ
して sequential型エキソサイトーシスを制
御する因子の一つとして、カルシウムイオン
が１つの候補に挙げられている。分泌顆粒膜
上には、カルシウムイオンの濃度変化を感受
するカルシウムセンサーが必要であると考え
られており、現在ではシナプトタグミン（Syt）
ファミリーがこの役割を担っていると考えら
れている。そこでホルモン分泌顆粒の full 
fusion 型 、 kiss-and-run 型 、 そ し て
sequential型エキソサイトーシスを制御する
Sytの同定を試みた。 



 

 

 PC12細胞に野生型シナプトタグミン 7

（SytVII-WT）を過剰発現させるとホルモン分

泌が促進される結果が得られた。次に

SytVII-WTに GFPを結合させたコンストラク

ト（SytVII-WT-GFP）、または、カルシウム結

合能を欠損させたSytVII変異体にGFPを結合

させたコンストラクト（SytVII-DN-GFP）を恒

常的に発現するPC12細胞株を樹立し、全反射

蛍光顕微鏡を用いてホルモン分泌動態を可視

化解析した。 SytVII-WT-GFPの恒常的発現

は、PC12細胞からのニューロペプチド

Y-Venusの分泌を促進したが、SytVII-DN-GFP

は、分泌を抑制した。さらに、SytVII-GFPの

恒常的発現は、分子サイズの大きい CFP標識

した組織型プラスミノーゲン活性化因子の

full fusion型エキソサイトーシス数を増加

させたが、SytVII-GFPの発現ではそのような

現象は観察されなかった。以上のことから、

SytVIIは、融合孔の大きさを調節することに

よりホルモン分泌量を制御していることが明

らかになった（図２）。 

 

図２ シナプトタグミンによるホルモン分泌

様式の制御機構のモデル図 
 
（３）ホルモン分泌顆粒の細胞膜とのドッキ
ング、プライミング、細胞膜との融合の制御
に、Rab3AあるいはRab27Aが関与することが
示唆されていた。しかしながら、Rab3Aと
Rab27A以外の機能未同定Rabによってホルモ
ン分泌顆粒のドッキングが制御されている可
能性については、これまで全く検討されてい
なかった。 
PC12細胞を用い、ホルモン分泌顆粒に局在

するRabのスクリーニング解析を行った。GFP

標識した60種類のRabをPC12細胞に強制発

現させた結果、ホルモン分泌顆粒には、Rab3A、

27A、33A、37の４種のRabが局在し、そのう

ちRab3A、27A、33AがPC12細胞に内在性発現

していることが明らかとなった。そこで、RNA

干渉法（siRNA）を用いて内在性のRab3A、27A、

33Aを特異的に単独ノックダウンした。その

結果、Rab3A及び Rab27Aに対する siRNAは、

細胞膜上にドッキングしているホルモン顆粒

数およびエキソサイトーシス反応数を有意に

減少させることが全反射蛍光顕微鏡の可視化

解析から明らかになった。一方、Rab33Aに対

する siRNAは、何の影響も与えなかった。す

なわち、Rab3A及びRab27Aは、ホルモン分泌

顆粒のドッキング機構を制御していることが

明らかになった。そこでホルモン分泌顆粒と

細胞膜とのドッキングは、Rab3AとRab27Aに

よって共同制御されるのか、あるいは、個別

制御されるのかを解明するために、内在性

Rab3AとRab27Aの局在を検討した。その結果、

Rab3AとRab27Aは同一ホルモン分泌顆粒上に

存在した。次に、Rab3AとRab27Aの同時ノッ

クダウンを行った。その結果、Rab3A（または

Rab27A）単独ノックダウンよりも有意に細胞

膜上にドッキングしているホルモン分泌顆粒

数およびエキソサイトーシス反応数が減少す

ることが明らかになった。以上の結果から、

Rab3AとRab27Aが共同してホルモン分泌顆粒

を細胞膜上にドッキングさせる機構を解明し

た。 
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