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研究成果の概要：フォグリンは分泌顆粒に局在する膜蛋白質で、動態観察に有用なマーカーで

ある。本研究では、低糖環境で誘導されるインスリン分解機構について、フォグリン融合蛋白

質による新しい顆粒分解検出法を開発した。また同時に、新しい細胞死誘導経路を明らかにし

た。さらには、遺伝子ノックダウン解析によりフォグリンの膵β細胞における生理機能を見出

した。興味深いことに、フォグリンは内分泌ホルモンのオートクライン作用を特異的に制御す

る初めての蛋白質である。 
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１．研究開始当初の背景 
 生体の恒常性維持に関わる高次機能を持
った細胞は、その機能を効果的に発揮するた
めに、独自の構造体や分子システムを保有し
ている。神経内分泌細胞では、生理活性物質
を貯蔵し分泌する特異的オルガネラとして、
分泌顆粒が発達し細胞内に充満している。ホ
ルモンを有する分泌顆粒は古くから形態観
察の対象であり、電子顕微鏡を中心とした解
析が精力的に行なわれてきた。集積した知見
によれば、分泌顆粒ははじめトランス・ゴル
ジ・ネットワークからの出芽により形成され、
他の経路へ運ばれる内容物の選択的脱落の

のち、ホルモンの濃縮とともに成熟顆粒とな
る。細胞膜直下に移動した成熟顆粒は、カル
シウム流入などの分泌シグナルを受けて膜
融合へと誘導され、開口放出を行なう。一方
で生理的に分泌刺激のない状態が続くと、一
部の顆粒がリソソームと融合してホルモン
が分解される。 
 近年、分泌顆粒の開口放出機構の解析が急
速に進展してきているが、分泌顆粒の動態全
体を捉えた研究は少なく、リサイクリング経
路や分解経路などの仕組みはほとんど分か
っていない。 
 



２．研究の目的 
 内分泌細胞においてペプチドホルモンは
分泌顆粒に貯留・蓄積され、細胞外からの刺
激に応答して分泌される。この分泌顆粒の開
口放出機構には、特異的な制御蛋白質が機能
することが考えられ、これまでに代表者は、
分泌顆粒に局在する新規蛋白質の機能解析
を行うことで、開口放出機構の一端を明らか
にしてきた。しかし開口放出以外の分泌顆粒
の動態は、分子レベルの解析が遅れている。
本研究では、分泌顆粒に局在する特異的な蛋
白質フォグリンの分子生物学的・細胞生物学
的解析を通じて、開口放出機構に留まらず、
分泌後のリサイクリング機構や分解機構の
解析を進め、その分子機序を明らかにするこ
とを目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 これまでにフォグリンを EGFP などで標識
してリサイクリング経路の解析を行ってき
た。さらに詳しく、局在／時間経過／輸送関
連蛋白質の関与などを調べるために、顆粒内
ドメインを特異的に認識する新規抗体を作
製する。細胞表面に現れたフォグリン蛋白質
を特異抗体を用いてトラップし、細胞内への
取込み実験を行う。 
 分泌顆粒の分解を捉えるために、新たなア
ッセイ系を構築する。まず膵β細胞株をモデ
ルとして使用することを検討し、次に従来の
免疫電顕法による検定に代替する、蛍光標識
法を用いた（分解）ファゴソームの検定法を
開発する。 
 フォグリンは分泌顆粒の動態を捉える良
いマーカーとして広く認識されているもの
の、その生理機能は不明である。この蛋白質
の機能として従来はホルモン分泌への関与
が予測されているが、矛盾が否めない。そこ
で本来のフォグリンの生理機能を明らかに
するために、膵β細胞の培養細胞を用いて
RNA 干渉によるノックダウン解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 フォグリンの顆粒内ドメインに対する抗体
を作製した。内分泌細胞の細胞表面に現れた
フォグリン蛋白質を特異抗体を用いてトラッ
プし、細胞内への取込み実験を行ったところ、
抗体がフォグリンの発現依存的に取り込まれ、
分泌顆粒にリサイクリングすることを確認し
た。このリサイクリング経路を時間経過を追
って観察し、関連するオルガネラを探査した
ところ、一般的なエンドソームとは異なる独
自のオルガネラを介することが分かった。ま
た、リサイクリングを制御する蛋白質として、
AP2アダプター複合体やダイナミンを同定し
た。 

 マウス膵β細胞株 MIN6 を用いて、3H- 
Leucine 標識によるパルスーチェイス実験と
電子顕微鏡による形態観察を行ったところ、
低糖培養後１２時間以降に顕著なインスリ
ン分解を検出した。またフォグリン蛍光標識
蛋白を用いて、分泌顆粒とリソソーム酵素の
挙動を同時に観察する方法を確立し、インス
リン分解を捉える簡易実験系を立ち上げる
ことに成功した。 
 膵ベータ細胞を低糖培養すると、３６時間
で７８％の細胞がアポトーシスを起こした。
従来の見解に反して、低糖培養により活性酸
素種が蓄積することを見出した。誘導された
活性酸素種の蓄積（酸化ストレス）が、MAP
キナーゼ・フォスファターゼ MKP-1 の酸化を
引き起こし、結果として JNK の持続的な活性
化をもたらし、細胞死を誘導することが明ら
かとなった （図１）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 フォグリンに特異的な shRNAを発現するア
デノウイルスを作製し、遺伝子ノックダウン
の解析を行ったところ、予想外に、ホルモン
分泌に関与せず細胞増殖を制御する役割が
あることが判明した。膵β細胞のノックダウ
ンにおいて種々の蛋白質の発現プロファイ
ルを解析すると、興味深いことに、インスリ
ンシグナル伝達に関与する蛋白質群に著し
い変化が観察された。フォグリンによるイン
スリンシグナル関連蛋白質の安定化は、イン
スリン分泌とその後のオートクライン作用
に依存していた。In vitro 結合アッセイやフ
ォグリン特異抗体による免疫沈降法によっ
て、結合蛋白質としてインスリン受容体を同
定した。グルコース刺激によるインスリン分
泌は、フォグリンを細胞膜へと移行させてイ
ンスリン受容体との結合を誘導し、これが関



連蛋白質の分解を防御し、結果として細胞増
殖を促すことが判明した（図２）。 
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