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研究成果の概要： 
 Rab27a は、GTP 型と GDP 型の２種類の構造をとり、従来は GTP 型にのみ特定の分子が結合し、

インスリン分泌を調節すると考えられてきた。本研究では、不活性型と考えられてきた GDP 型

Rab27a にコロニン３という分子が結合することをつきとめ、この結合によりインスリン分泌で

使用した膜が細胞内に回収されることを見出した。Rab27a はこれら 2 つの型を使い分けること

で、インスリン分泌前後のステップを制御する分子であることがわかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病はインスリンの欠乏および作用不全

を示す全身性の代謝疾患である。我が国の糖

尿病の大半を占める2型糖尿病では、膵B細胞

からのインスリン分泌障害とインスリン標的

細胞におけるインスリン抵抗性が様々な割合

で入りまじっている。特に、日本人の糖尿病

患者では前者の占める割合が大きいことが臨

床的な研究から明らかにされている。増え続

ける2型糖尿病に対する新しい治療や創薬を

開発することは早急の課題であるが、そのた

めには膵B細胞におけるインスリン分泌のメ
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カニズム、および糖尿病状態における分泌の

障害機序を明らかにすることが必要である。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、シグナル伝達分子Rab27aの相

互作用を検討することで、新たなインスリン

分泌調節機構を明らかにすることを目的とし

た。 

 インスリンの分泌過程は複数のステップに

分かれている。まず、細胞質に存在するイン

スリン分泌顆粒は何らかのシグナルにより細

胞膜近傍へトランスロケーションし、その後

ドッキング、プライミングの過程を経て、最

終的に細胞内Ca2+の上昇により開口放出され

る。Rabファミリーはエンドサイトーシスやエ

キソサイトーシスなどの細胞内小胞輸送を制

御している低分子量Gタンパク質である。なか

でも、Rab27aは膵島に高レベルで発現してい

ることが知られている。Rab27aを含むRabファ

ミリーはエフェクター分子と結合することに

よりシグナルを伝達し、様々な細胞で多様な

生理機能を制御している。例えば、メラノサ

イトではRab27aがエフェクター分子である

Slp2-a(synaptotagmin-like protein2-a) や

Slac-2(Slp homologue lacking C2 domains-2)

を介してメラノソームの輸送や細胞膜へのド

ッキングを制御することが報告されている

(Nat. Cell Biol., 6, 1195, 2004)。 

 一方、インスリン分泌の制御に及ぼす

Rab27a の知見は十分でない。Rab27a はイン

スリン顆粒上に局在し、Ca2+流入とは無関係

にグルコースによるインスリン分泌を制御

する(J. Clin. Invest., 115, 388, 2005)。

さらに、膵 B 細胞に特異的な Rab27a のエフ

ェクター分子として同定された Granuphilin

が、Syntaxin や Munc18-1 と相互に作用して

インスリン顆粒を細胞膜へドッキングさせ

ることが報告された(Mol. Biol. Cell, 17, 

2101, 2006)。しかしながら、Rab27a を介し

たインスリン分泌機構をGranuphilin だけで

説明することはできない。実際、Granuphilin

ノックアウトマウスと Rab27a の遺伝子変異

を持つマウスより単離した膵B細胞を電子顕

微鏡により比較した結果、ドッキングしてい

るインスリン顆粒の様相が全く異なること

が報告されている(J. Cell Boil., 171, 99, 

2005)。本研究では、Rab27a 新規結合タンパ

ク質の同定を行うことにより、Rab27a を介し

た新たなインスリン分泌調節機序の解明を

試みた。 

 

３．研究の方法 
(1) Rab27a 結合タンパク質の同定 

 GSTとの融合タンパク質GST-Rab27aをグル

タチオンビーズに固相化し Rab27a アフィニ

ティーカラムを作成した。ここに培養膵 B細

胞である MIN6 細胞の抽出液を添加し、洗浄

後、500mM NaCl により結合タンパク質を溶出

した。結合タンパク質の同定は質量分析によ

って行った。 

(2) 免疫染色法 

 8 週齢の ICR マウスより摘出した膵臓から

凍結切片を作製し、各抗体で免疫染色を行っ

た。 

(3) 結合実験 

 GST-Rab27a と COS-7 よ り 精 製 し た

Flag-coronin 3 をインキュベートした後、グ

ルタチオンビーズを加え遠心法により結合

タンパク質を回収した。GFP-coronin 3 と

Flag-Rab27a-T23N(GDP 型)を発現している

COS-7 細胞の抽出液に GFP 抗体を添加し免疫

沈降実験を行った。 

(4) Pull down assay 

 3 mM グルコース(G3)でプレインキュベー

トした MIN6 細胞の培地を 20 mM グルコース



 

 

(G20) に交換後、細胞抽出液を作製し

GST-coronin3ΔC を用いた pull down assay

を行った。 

(5) FM4-64 取り込み実験 

 MIN6 細胞に pAcGFP と coronin 3 siRNA を

共発現後、FM4-64 を含む培地でインキュベー

ト、洗浄し、FM4-64 の取り込みを観察した。

GFP-coronin 3ΔC を発現させた MIN6 細胞で

も同様の取り込み実験を行った。 

(6) Live cell imaging 

 MIN6 細胞に phogrin-GFP と coronin 3 

siRNA、または DsRed-coronin 3 を発現後、

phogrin-GFP の局在を共焦点レーザー顕微鏡

を用いて観察した。 

(7) 抗体取り込み実験 

 アデノウイルスで coronin 3ΔC をトラン

ス フ ェ ク シ ョ ン し た MIN6 細 胞 を 抗

phogrin-lumen 抗体とインキュベートした後、

免疫染色を行った。 

 

４．研究成果 

 (1) Rab27a 結合タンパク質の同定 

 GDP 型 Rab27a アフィニティーカラムに

MIN6 細胞の抽出液を添加し、洗浄後 NaCl に

より結合タンパク質を溶出した。質量分析の

結果、このタンパク質が coronin 3 であるこ

とが明らかになった。また、溶出画分を

coronin 3 抗体でイムノブロットした結果か

らも、coronin 3 が GDP 型 Rab27a に結合して

いることが確認された。インスリン、Rab27a、

coronin 3 抗体を用いた免疫染色法により、

coronin 3 のマウス膵臓内での局在を調べた

結果、インスリン抗体で染まっている膵 B細

胞に coronin 3 が発現しており、その一部は

Rab27a と共局在することがわかった。 

(2) GDP 型 Rab27a と coronin 3 の結合評価 

 精製タンパク質を用いた結合実験より、

Coronin 3 は GDP 型 Rab27a と特異的に直接結

合した。また、coronin 3 の Rab27a 結合部位

を免疫沈降法により調べた結果、GDP 型

Rab27a は coronin 3 の N 末端と中央の WD ド

メインに結合した。この領域は β-propeller

と呼ばれ、タンパク質同士の結合に関与する

ドメインである。Coronin 3 のアクチン結合

部位は C 末なので、coronin 3 はアクチンと

は異なる領域で GDP 型 Rab27a と結合するこ

とがわかった。次に、インスリン分泌刺激で

あるグルコースが Rab27a の GTP 型と GDP 型

のサイクルに及ぼす影響を調べるため、

coronin 3ΔC を用いた pull-down assay を行

った。この方法では、GDP 型 Rab27 の増減を

検出できる。20 mM グルコース刺激により GDP

型 Rab27a の量が増加した。Rab27a の総量に

は変化がないので、グルコースにより Rab27a

が GTP 型から GDP 型へ変換されることがわか

った。 

(3) Coronin 3 の機能解析 

 siRNA により coronin 3 をノックダウンし、

coronin 3 の機能を調べた。ノックダウンさ

れた MIN6 細胞は共発現した GFP により可視

化した。コントロールの細胞では、細胞膜に

結合したエンドサイトーシスマーカー

FM4-64 がエンドサイトーシスにより細胞内

に取り込まれた。Coronin 3 をノックダウン

した細胞では、FM4-64 の取り込みが抑制され

た。さらに、Coronin 3 のドミナントネガテ

ィブ変異体であるΔC を過剰発現させた細胞

を用いて同様の実験を行った結果、ノックダ

ウンの結果と同様、FM4-64 の取り込みが抑制

された。また、GDP 型 Rab27a をΔC と共発現

することによりその取り込みが回復した。こ

れらの結果から、グルコースにより GDP 型に

変換された Rab27a と結合した coronin3 は、



 

 

C 末領域を介して分泌顆粒膜の取り込みを制

御していると考えられる。 

 次に、様々なエンドサイトーシス経路の内、

インスリン顆粒膜のリサイクリングに着目

した。顆粒膜を可視化するために、インスリ

ン顆粒膜に局在する膜貫通型タンパク質で、

リサイクリングされることが知られている

phogrinの GFP融合タンパク質をMIN6細胞に

発現させて解析を行った。まず、siRNA によ

る coronin 3 のノックダウンが phogrin-GFP

の局在に及ぼす影響を調べた。コントロール

の細胞では、phogrin-GFP を含むインスリン

顆粒が細胞質に局在した。一方、coronin 3

をノックダウンした細胞では、phogrin-GFP

は細胞膜近傍に集積した。次に、coronin 3 の

ドミナントネガティブ変異体であるΔC を過

剰発現させた細胞を用いて同様の実験を行

った。Coronin 3ΔC により coronin3 と GDP

型 Rab27a の結合を妨げると、ノックダウン

の結果と同様、phogrin-GFP は細胞膜近傍に

集積した。また、GDP 型 Rab27a をΔC と共発

現することによりその局在変化が回復した。

次に、phogrin の内腔ドメイン、すなわちエ

キソサイトーシス時に細胞外に提示される

領域を認識する抗体を MIN6 細胞とインキュ

ベートし免疫染色することにより、細胞内に

取り込まれた phogrin を標識した。コントロ

ールの細胞では、phogrin 抗体が細胞質に取

り込まれた。Coronin 3ΔC を発現した細胞で

は、phogrin 抗体は細胞質に取り込まれず、

細胞膜近傍に集積した。Coronin 3ΔC で見ら

れた phogrin-GFP の細胞膜近傍への集積は、

phogrin のエンドサイトーシスによる取り込

みが抑制された結果であることが示された。 

 本研究では、GDP 型 Rab27a 結合タンパク質

として新しく同定した coronin 3 が、インス

リン顆粒膜のエンドサイトーシスを制御す

ることを明らかにした(J. Cell Sci., 121, 

3092, 2008)。 

 従来、GTP 型の低分子量 G タンパク質は、

特異的なエフェクターとの結合により機能

を発揮するとされてきた。今回の結果は、GTP

型だけを情報伝達の主役としてきた常識を

覆す知見である。私たちは、次に示したモデ

ルを提唱している(下図参照)。GTP 型 Rab27a

はエフェクターを介してインスリン顆粒を

細胞膜近傍にセットしている。グルコース刺

激は、細胞内 Ca2+の上昇を介して細胞膜にセ

ットされているインスリン顆粒のエキソサ

イトーシスを引き起こす一方で、Rab27a を

GDP型へと変換する。GDP型 Rab27aは coronin 

3 と結合し、エンドサイトーシスを制御して

いると考えている。このシステムは、エキソ

サイトーシスによって細胞膜に供給された

顆粒膜を細胞内に回収することにより、膜の

リサイクリングを制御していると考えてい

る。 
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