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研究成果の概要（和文）：　内分泌顆粒（endicrine secretory granule, ESG）は内分泌細胞に特徴的な細胞内
小器官であり、その形成異常は種々の疾患に寄与することが知られる。しかしこれまで、ESGの形成メカニズム
は未解明であった。本研究では、ESGを有さない非内分細胞株H1299を用いて解析を行い、ESGの形成に重要な三
つの要素を明らかにした。すなわち、REST遺伝子の低発現状態、PROX1遺伝子の高発現状態、そしてESGに内包さ
れる物質の存在である。H1299細胞に対して遺伝子編集・遺伝子導入操作を行い、ESG形成に重要な三要素を満た
すことで、ESGを人為的に形成させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：　Endocrine secretory granule (ESG) is an organelle characteristic of 
endocrine cells, and its malformation is known to contribute to the development of diabetes and 
other deiseases. However, the mechanism of ESG formation has remained unclear. In this study, we 
focused on analyzing non-endocrine cell line H1299, which lacks ESG, and identified three crucial 
factors for ESG formation: the low expression state of REST gene, high expression state of PROX1 
gene, and the presence of substances encapsulated within the ESG. By performing gene editing and 
gene introduction on H1299 cells to meet these three essential factors, we successfully induced the 
artificial formation of ESG in H1299 cells.

研究分野：実験病理学

キーワード： 内分泌顆粒　REST　PROX1　ホルモン　POMC　calcitonin　vasopressin

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ESGは内分泌細胞に特異的な細胞内小器官であり、内分泌分化を示す腫瘍の診断マーカーとして用いられてい
る。本研究によりESGの形成メカニズムが明らかにされたことにより、ESGを診断マーカーとして利用する根拠が
より明確にされたと考えられる。またESGの形成異常は糖尿病やパーキンソン病といった種々の疾患で認められ
ることが報告されている。本研究によりESGの形成に重要な諸要因が明らかにされたことから、今後はこの知見
を元に、ESGの形成異常が関与する疾患の病態解明が進むことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 内分泌顆粒（endocrine secretory granule, ESG）は内分泌細胞に特徴的な細胞内小器官であ
り、ホルモン等の分泌タンパク質の調節性分泌に機能する。ESG の形成異常は糖尿病をはじめと
した種々の疾患に関与することが報告される一方、ESG の形成メカニズムは十分に解明されてい
なかった。研究代表者らはこれまで、ESG の主要な構成因子であるグラニンタンパクファミリー
の発現が、RE1 silencing transcription factor（REST）遺伝子により抑制され、prospero 
homeobox 1（PROX1）遺伝子によって誘導されることを明らかにしてきた。ESG を有さない非内
分泌細胞株 H1299（肺大細胞癌株）に対して、REST 発現をノックアウト（KO）して PROX1 を強制
発現させることで、グラニンタンパクファミリーの発現が高度に亢進した。また REST および
PROX1 発現を変化させた同細胞に対して、ESG を介して分泌されるホルモンの一種である Pro-
opiomelanocortin（POMC）を強制発現させることで、ESG の形成が誘導されることを予備実験か
ら確認した。すなわち限定的ではあるが、ESG の形成に重要な 3要素（REST 発現が減少している
こと、PROX1 の発現、ESG に内包される物質・POMC の発現）が見出されたわけである。しかしな
がら、PROX1 により誘導されるグラニンタンパクファミリーの発現量は数倍程度に留まっていた
ことから、ESG の形成をより強く誘導する遺伝子が他に存在する可能性が考えられた。また同様
の実験系にて、POMC とは異なる分泌タンパク質を選択した際にも ESG 形成が誘導されるかは不
明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 非内分泌系の培養細胞株に ESG の形成を誘導する条件を明らかにすることが本研究の目的で
ある。具体的には、まず ESG の形成を PROX1 よりも高度に誘導する遺伝子が存在するか確認す
る。ESG の形成を誘導する候補遺伝子としては、INSM transcriptional repressor 1（INSM1）
や myelin transcription factor 1 like（MYT1L）などの転写制御因子が挙げられる。INSM1 は
内分泌細胞の分化制御に機能し、PROX1 に比べてより多くの ESG 構成遺伝子と共発現する傾向が
ある。一方 MYT1L は脳や副腎において高度に発現し、非内分泌系の遺伝子発現を抑制するとされ
る分子である。 
 次に、ESG 内容物質の融通性について検討する。予備実験では、REST を KO して PROX1 を強制
発現させた H1299 細胞に対し、POMC を強制発現させることで ESG の形成が誘導された。本研究
では、POMC とは異なる ESG 内容物質として calcitonin や vasopressin 等を強制発現させた際に
も、POMC と同様に ESG の形成が誘導されるか明らかにする。上記の検討により、ESG の形成を誘
導するマスターレギュレーターと、ESG 形成における内容物質の融通性・重要性が明らかとなる。
こうした知見を、先に明らかにした ESG 形成の強力な抑制因子である REST と併せて考えること
で、ESG 形成のメカニズムの全貌が明らかになると考えられる。 
 ESG は、細胞内で合成された分泌タンパク質が、細胞外からの刺激に応じて適切なタイミング
で分泌される調節性分泌に必須の細胞内小器官である。調節性分泌機構の異常は、2型糖尿病や
パーキンソン病といった疾患の発症に関与すると考えられている。本研究により得られた知見
は、調節性分泌機構の異常を原因とする種々の疾患の病態解明へと繋がることが期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) INSM1、MYT1L 発現が ESG 形成に与える影響の解析 
 INSM1 および MYT1L を発現するレトロウイルスないしはレンチウイルスベクターを構築し、
H1299 および REST を KO した H1299 細胞（H1299-RESTKO）、同じく ESG を有さない肺腺癌株 A549
および A549-RESTKO 等に遺伝子導入する。その後、グラニンタンパクファミリーの発現を定量的
RT-PCR 法やウエスタンブロット法により解析する。INSM1 ないしは MYT1L が ESG 形成の誘導因
子であった場合、グラニンタンパクファミリーの発現は PROX1 よりも INSM1 ないしは MYT1L に
よって高度に誘導されると推測される。 
 INSM1 ないしは MYT1L が ESG 形成の誘導因子である可能性が考えられた場合、それらを PROX1
と共導入した際の影響を確認する。INSM1 や PROX1 といった転写因子は、他の転写因子と協調し
て機能する場合があるためである。INSM1 ないしは MYT1L と PROX1 を 2A 自己切断ペプチドで連
結する形で、先に示した培養細胞株に強制発現させる。その後、グラニンタンパクファミリーの
発現を解析する。 
 
(2) ESG 内容物質の融通性の解析 
 Calcitonin および vasopressin を発現するレトロウイルスベクターを構築し、REST を KO し
た培養細胞や、REST を KO して PROX1（ないしは INSM1、MYT1L）を遺伝子導入した培養細胞（H1299-
RESTKO-PROX1 など）に追加的に遺伝子導入する。その後、ESG 形成の有無を超微形態学的に解析
する。また、同細胞におけるグラニンタンパクファミリー（CHGA、CHGB、SCG2、SCG3 など）の発



現を定量的RT-PCR法により解析し、ESGの内容物質がESGの形成に与える影響を明らかにする。 
 
(3) 人為的に形成された ESG の検証 
 方法(1)および(2)によって H1299 細胞に形成された ESG を対象に、ESG の構成成分であるグラ
ニンタンパクと、ESG 内容物質として強制発現させたタンパク質が共局在しているかを確認する。
確認は共焦点顕微鏡を用いた蛍光二重染色法および免疫電子顕微鏡法により行う。生体内の ESG
では、グラニンタンパクと ESG 内容物質が共局在する。遺伝子導入・編集操作により培養細胞に
人為的に形成された ESG が、生体で認められる ESG にどの程度近づいているかを明らかにする。 
 
(4) ESG 形成に重要な分子のヒト組織における発現解析 
 方法(1)〜(3)により明らかにされた ESG 形成に重要な要素ついて、ヒトの内分泌細胞におけ
る発現状態を、シングルセル解析データベース等を用いて確認する。得られたデータを元に、in 
vitro で得られた知見がヒト体内の ESG においても反映されているかを考察する。 
 
 
４．研究成果 
(1) INSM1 が ESG 形成に与える影響は PROX1 よりも小さかった 
 H1299 および H1299-RESTKO 株におけるグラニンファミリー遺伝子の発現は、INSM1 の導入に
よってほとんど変化しなかった。また INSM1 と PROX1 を共発現させた際にも、グラニンファミリ
ー遺伝子の発現は PROX1 を単独で導入した場合とほとんど変わらなかった。以上の結果より、
INSM1 が ESG の主要な誘導因子である可能性は低いことが明らかとなった。 
 MYT1L に関しては、発現ベクターを COS7 や HEK-293 細胞に一過性に導入した際には、その発
現がウエスタンブロットで検出され、発現ベクターが機能することが確認された。しかしながら、
H1299 および H1299-RESTKO 細胞等に安定的に遺伝子導入した際には、MYT1L の明確な発現が検
出されなかった。この理由は明らかではないが、試験した培養細胞にとって MYT1L の恒常的な発
現が好ましくない影響を及ぼし、MYT1L 安定発現株の樹立が妨げられた可能性が考えられた。以
上の結果より、ESG の形成を誘導するマスターレギュレーターとしては、現状では PROX1 が最も
有力であると考えられた。 
 
(2) ESG は様々な内容物質から形成された 
 ESG の内容物質として calcitonin ないしは vasopressin を遺伝子導入した H1299-RESTKO-
PROX1 細胞においては、POMC を遺伝子導入した場合と同様に ESG の形成が確認された。
Vasopressin に関しては、H1299-RESTKO 細胞に遺伝子導入した際にも（PROX1 を強制発現させて
いない場合でも）少数の ESG が確認された。以上の結果に加え、ESG 内容物質として POMC を遺
伝子導入した予備実験の結果を合わせて考えると、RESTをKOしてPROX1を強制発現させたH1299
細胞においては、どのような ESG 内容物質の強制発現によっても ESG が形成されることが示唆
された（図 1）。また、ESG の形成において REST の KO は必須の条件であり、PROX1 は ESG の形成
を促進する役割を果たしていることが明らかとなった。 
 
図 1 REST を KO し、PROX1 および ESG 内容物質を強制発現した H1299 の電子顕微鏡像 

 
野生型の H1299 細胞は ESG を有していないが、H1299 細胞に対して REST をノックアウトし、
PROX1 の強制発現、また POMC をはじめとした ESG 内容物質を強制発現させることで、ESG の
形成が誘導された（矢頭）。REST のノックアウトと PROX1 の強制発現に加え、POMC を強制発現
（左の画像）、calcitonin を強制発現（中央の画像）、vasopressin を強制発現（右の画像）し
た際の画像である。スケールバーは 0.5μm を示す。 
 
 



(3) 誘導された ESG においてグラニンタンパクと内容物質は共局在していた 
 POMC の導入により H1299-RESTKO-PROX1 細胞に形成された ESG では、グラニンファミリーの代
表格であるクロモグラニン A と POMC の共局在が確認された (図 2)。また calcitonin や
vasopressin の導入により ESG が形成された H1299-RESTKO-PROX1 細胞においては、calcitonin
や vasopressin の免疫組織化学的な陽性シグナルが細胞質において顆粒状に認められていた。
以上の結果から、非内分泌細胞株に人為的に形成された ESG は、生体内で形成される ESG と構造
的に違いがない可能性が考えられた。 
 
図 2 培養細胞に誘導された ESG におけるクロモグラニン Aと POMC 局在の確認 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H1299-RESTKO-PROX1-POMC 細胞に形成された ESG を対象に、クロモグラニン A（Chromogranin 
A）と POMC の蛍光二重染色を行い、共焦点顕微鏡で観察した。クロモグラニン A（赤）と POMC
（緑）のマージ画像（Marge）では、両シグナルが合わさった黄色い顆粒状のシグナルが細胞
質領域に認められたことから、クロモグラニン Aと POMC が ESG において共局在していると考
えられた。DAPI は核染色を示す。 
 
 
(4) in vitro にて ESG 形成を誘導する 3要素は in vivo の ESG 形成にも重要 
 データベース解析の結果、ESG を有する肺の神経内分泌細胞や、膵臓のβ細胞およびα細胞と
いった内分泌細胞においては、REST 発現が低く、かつ PROX1 発現が高度である傾向が確認され
た。例えばインスリンを分泌する膵臓のβ細胞は、当然ながらインスリン（INS 遺伝子）発現が
高度であり、また ESG の主要な構成タンパク質であるクロモグラニン A（CHGA 遺伝子）の発現も
高度であった。このβ細胞において REST 発現は低く、PROX1 発現は中等度であったことから、
β細胞では本研究で明らかにしてきた ESG の形成に重要な 3 つの要素が揃っていることが確認
された。興味深いことに、INS 発現はβ細胞の他、膵管細胞や膵腺房細胞においても認められ、
また PROX1 発現は膵管細胞においても認められた。こうした発現状態にも関わらず、膵管細胞や
膵腺房細胞では ESG が認められない理由は、ESG 形成に重要な 3要素が全て揃っていないためと
推察された。以上の結果より、in vitro の解析から示された ESG の形成に重要な条件（REST の
低発現かつ PROX1 の高発現状態、ESG の内容物質を発現していること）が、生体内の内分泌細胞
内における ESG の形成においても極めて重要である可能性が考えられた。 
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