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研究成果の概要（和文）：内分泌細胞で顆粒タンパク質セクレトグラニン III（SgIII）の発現を

減弱して、細胞レベルでその機能を解析したところ、1）SgIII は、ペプチドホルモンを分泌顆

粒へ運ぶだけでなく、分泌顆粒形成にも関与すること、2）ペプチドホルモンは、その大部分が

SgIII で顆粒に運ばれるが、ごく少量のホルモンはセクレトグラニン II（グラニンタンパク質群

の一つ）により分泌顆粒に運ばれていること、を明らかにした。つまり、ホルモンを分泌顆粒へ

運ぶ機構は２種類以上あることを見出した。 

 

研究成果の概要（英文）：Prior to secretion, regulated peptide hormones are selectively 

sorted to secretory granules (SGs) at the trans-Golgi network (TGN) in endocrine cells. 

Secretogranin III (SgIII) appears to facilitate SG sorting process by tethering of protein 

aggregates containing chromogranin A (CgA) and peptide hormones to the cholesterol-rich 

SG membrane (SGM). Here, we evaluated the role of SgIII in SG sorting in AtT-20 cells 

transfected with small interfering RNA targeting SgIII. In the SgIII-knockdown cells, 

the intracellular retention of CgA was greatly impaired, and only a trace amount of CgA 

was localized within the vacuoles formed in the TGN, confirming the significance of SgIII 

in both the tethering of CgA-containing aggregates and the establishment of the proper 

SG morphology. Although the intracellular retention of proopiomelanocortin (POMC) was 

considerably impaired in SgIII-knockdown cells, residual ACTH/POMC was still localized 

to some few remaining SGs together with another granin protein, secretogranin II (SgII), 

and was secreted in a regulated manner. Biochemical analyses indicated that SgII bound 

directly to the SGM in a cholesterol-dependent manner and was able to retain the aggregated 

form of POMC, revealing a latent redundancy in the SG sorting and retention mechanisms, 

that ensures the regulated secretion of bioactive peptides. 
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１．研究開始当初の背景 

神経内分泌細胞では、ペプチドホルモンや神

経ペプチドは、粗面小胞体上で合成された後、

ゴルジ装置を経て、トランスゴルジネットワ

ーク (TGN) から分泌顆粒に選別輸送されて、

貯留され、細胞外刺激により分泌される（調

節性分泌経路）。一方、外部刺激による調節を

受けない、成長因子、膜蛋白質、アルブミン

等の血清タンパク質等の分泌タンパク質は、

TGNから細胞表面に移行する経路で輸送され

る（構成性分泌経路）。 

 神経内分泌細胞の分泌顆粒にはペプチド

ホルモン、グラニンタンパク質群、ペプチド

ホルモンを活性化するプロセシング酵素群

が含まれ、また顆粒上には分泌制御タンパク

質や顆粒内環境を整えるイオンチャンネル

とポンプが存在している。申請者は、これま

で『ペプチドホルモンが分泌顆粒へ選別され

るメカニズム』を解析し、グラニンタンパク

質のセクレトグラニン III (SgIII；471 個の

アミノ酸からなる) が、アミノ酸 23 番-186

番目のドメイン SgIII 23-186で TGN膜の高

コレステロール組成ドメイン（コレステロー

ル組成が 40-45 mol%）に着床して、その一

方、SgIII 187-373 でペプチドホルモンとク

ロモグラニン A (CgA) の凝集体を結合し、

ホルモンを顆粒へ選別することを示した

（ Hosaka et al., Mol. Biol. Cell 13: 

3388-99, 02; Hosaka et al., J. Biol. Chem. 

279, 3627-3634, 04; Hosaka et al., J. Cell 

Science 118, 4785-4795, 05; Han et al., 

Mol. Endocrinol. 22, 1935-1949, 08）。 

 近年、分泌顆粒形成において顆粒膜コレス

テロールの重要性が注目されている。顆粒内

プロセシング酵素のカルボキシペプチター

ゼ E (CPE; ホルモンの末端修飾酵素) とプ

ロホルモン転換酵素 (PC1/3, PC2；ホルモン

を塩基性アミノ酸対で切断する) は分泌顆

粒膜の高コレステロール組成リピッドラフ

トに結合する（Cell 88, 73-83, 97; J. Biol. 

Chem. 275, 29887-29893, 00; Biochemistry 

42, 10445-10455, 03; Biochemistry 43, 

7798-7807, 04）、マウス下垂体由来神経内分

泌細胞 AtT-20 ではコレステロールを減少さ

せると顆粒形成が十分起こらなくなる

（Traffic, 1, 952-962, 00）、などが報告さ

れている。 

 細胞のコレステロールは、細胞内で合成さ

れたものと細胞外から取り込まれたものに

由来する。細胞内で合成されるコレステロー

ルは糖や脂肪酸の中間代謝物 Acetyl-CoA か

ら合成され、メバロン酸、スクアレンを経て

コレステロールとなる。この一連の反応は 

小胞体の細胞質側でおこる。一方、コレステ

ロールは細胞外からも取り込まれ、血中コレ

ステロールの運搬体である LDLが細胞膜上に

ある LDL 受容体と結合し、エンドサイトーシ

スによって細胞内に入る。LDL はリソソーム

で破壊され、コレステロールは細胞質中に取

り込まれる。これらのコレステロールは生体

膜の構成成分となる。生体膜のコレステロー

ル組成は、核膜、小胞体膜、ミトコンドリア

膜で 5 mol%前後と低いが、ゴルジ膜のトラ

ンス側に近づくに従って 15-20 mol %に上昇

し、細胞膜では 20-30 mol%になる。更に不思

議なことに神経内分泌細胞の分泌顆粒では

コレステロール組成が 45-65 mol%と驚く程

高い。 

 申請者はコレステロール合成経路中間体

（メバロネート、スクアレン）とコレステロ

ール合成阻害剤（HMG-CoA 還元酵素阻害剤；

ラバスタチン）の分泌顆粒形成に与える影響

をマウス膵β細胞由来 MIN6 細胞で調べたと

ころ、コレステロール合成経路中間体は顆粒

膜コレステロール組成を増強して分泌顆粒

数と調節性経路のインスリン分泌を増加す

ること、一方コレステロール合成阻害剤は顆

粒膜コレステロール組成を減弱して顆粒サ

イズを増大し、インスリンの調節性分泌を破

壊すること、を示した（2010 年当時未発表デ

ータ）。これらの研究成果に加えて、申請者

は SgIII が、Edmunson helical-wheel 解析

からα-helix構造を持つと予想される SgIII 

172-186 ドメインで脂質膜成分のコレステロ

ールと結合して、顆粒膜にコレステロールを

輸送することを示唆するデータを得ている

、 



（未発表データ）。 

 

２．研究の目的 

申請者は神経内分泌細胞の“ペプチドホルモ

ンが分泌顆粒へ選別されるメカニズム”を解

析する過程で、ホルモンを選別し分泌顆粒へ

輸送するセクレトグラニン III（SgIII）が高

コレステロールである分泌顆粒膜に結合す

ること、細胞内コレステロール合成を阻害す

ると顆粒の形態不全が起こること、など顆粒

膜コレステロールの重要性に遭遇した。本申

請では、分子レベル、細胞レベル、個体レベ

ルでの SgIII機能の解析を足掛かりに、神経

内分泌組織である視床下部、下垂体、膵島で

の分泌顆粒形成におけるコレステロールの

関与を明らかにし、コレステロー代謝とホル

モン分泌のクロストークといった高次機能

の解明を行う。 

 

３．研究の方法 

本研究では分泌顆粒膜のコレステロールと

顆粒タンパク質 SgIIIに着目して分泌顆粒形

成を解明するために、A) SgIII が顆粒へコレ

ステロール運搬する機構と、B) 細胞レベル、

個体レベルでの SgIII 機能の解析、を計画し

た。 

A) SgIIIが顆粒へコレステロール運搬する機

構 

SgIII は SgIII 172-186 ドメインでコレステ

ロールと結合する。そこでコレステロール結

合ドメインのコレステロール配位三次構造

を NMR (Nuclear Magnetic Resonance)で明ら

かにする。また SgIII がコレステロールを顆

粒へ輸送するか検証する。 

B) 細胞レベル、個体レベルでの SgIII 機能

の解析 

発現抑制細胞と欠損マウスでSgIIIの機能を解

析する。 

 

４．研究成果 

A) SgIIIが顆粒へコレステロール運搬する機

構：申請者はSgIIIの分泌顆粒膜結合ドメイン

をSgIII 172-186まで狭め、この顆粒膜結合ド

メインが膜のコレステロールと直接結合する

ことを示している。また連携研究者である山

田圭一助教（群馬大学工学部）とSgIII 

160-192のペプチドを化学合成し、Circular 

Dichroism (CD) Spectra法でα-helix構造を

持つことを確認した。更に高分解能NMR装置を

用いてSgIII 160-192 の2次元NMR測定（TOCSY, 

NOESY）を実施した。現在NMRデータを解析中

である。これと並行してコレステロール配位

高次構造解析のためのコレステロール含有バ

イセル(Bicelle)の作成に取り組み、NMR測定

を実施している。また申請者はSgIII発現抑制

細胞を解析中に偶然セクレトグラニンII

（SgII）が膜のコレステロール組成に依存し

て顆粒に結合することを発見した。顆粒内に

はSgIIのほかプロセッシング酵素である

PC1/3も7〜13個程度のアミノ酸で形成される

ドメインで顆粒膜と結合している。この結合

ドメインはSgIIIと同様にα-helix構造を持

つことが報告されているが、個々の脂質に対

する結合性については記載がない（PNAS, 106, 

7408-7413, 09）。そこでSgII、PC1/3の膜結合

ドメインの脂質結合能とNMRによる構造解析

を進め、SgIIIと比較している。 

B) 細胞レベル、個体レベルでのSgIII機能の

解析：申請者は本研究でSgIII発現抑制細胞を

解析してトランスゴルジネットワークから分

泌顆粒にホルモンを輸送する経路としてSgII

が関与する経路とは別の経路が存在すること

を見出した。平成22-24年度にわたりSgIII発

現抑制細胞を調べ、ホルモン修飾、電子顕微

鏡による微細構造の解析、細胞分画によるオ

ルガネラマーカータンパク質について調べ、

SgIIIがホルモンを分泌顆粒に運ぶこと、SgII

もSgIII同様ホルモンを輸送する能力を持つ

こと、を明らかにした。申請者は上記結果を

まとめTraffic 14, 205-218, 2013に報告した。

SgIIIを欠損したノックアウトマウス破現在

解析中であるが、内分泌臓器でホルモンのプ

ロセッシング（限定切断）が減弱しているこ

と、ホルモン分泌に絡む病態を持つこと、を

見出している。 
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ホームページ等 
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