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研究成果の概要（和文）：分泌顆粒の形成から開口放出までの過程を可視化することを目指して，

蛍光リガンド結合タンパク質である HaloTagを耳下腺腺房細胞に発現させる系を立ち上げた。

分泌タンパク質であるアミラーゼのシグナルペプチド配列のみを結合した HaloTag は分泌顆粒

へ輸送された。蛍光リガンドでラベルした後刺激すると，顆粒状蛍光の消失がリアルタイムに

観察され，刺激依存的な開口放出のライブイメージングに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：To visualize the process from generation to exocytosis of secretory granules, 
we established an expression system of the fluorescent dye-binding protein HaloTag in salivary gland 
cells. We found that a HaloTag protein having only a signal peptide sequence was sorted into secretory 
granules of salivary glands. We succeeded in live imaging experiments of stimulus-dependent exocytosis 
by labeling secretory granules with fluorescent HaloTag ligands. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,800,000 840,000 3,640,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 
キーワード：口腔生理学，ライブイメージング 
 
１．研究開始当初の背景 
 分泌顆粒は，ゴルジ体で分泌タンパク質が

積み込まれることによって形成されるが，形

成された顆粒がそのまま分泌されるのでは

なく，内容物の濃縮という成熟過程を経た後，

開口放出されると考えられている。申請者ら

は，これまで唾液腺分泌顆粒の形成機構につ

いて解析を行い，顆粒の成熟に伴って顆粒膜

タンパク質の分布が著しく変化することや

その選別に膜ドメインが関与することを明

らかにしてきた。しかし，ゴルジ体における

分泌タンパク質の顆粒への輸送機構や顆粒

の成熟機構について多くの疑問が残されて

おり，生細胞におけるリアルタイムイメージ

ングが疑問解決に有効であると考えた。特に，

唾液腺においては，分泌顆粒を維持する培養

細胞が存在しない，唾液腺細胞への遺伝子導

入効率が著しく低い等の問題点から，解析は

遅れてきた。 
 しかし，申請者は，分泌顆粒を少なくとも

3 日は維持する初代培養系を確立しており，

外来遺伝子を一過的に発現させるには十分

の長さが確保された。また，申請者はアデノ

ウイルスによる遺伝子導入法を習得してお

り，すでに，GFP 遺伝子を持つウイルスを作

成し，唾液腺初代培養細胞に他の方法と比較

して効率よく（〜30%）GFP 発現がみられる

ことを確認している。アデノウイルスベクタ

ーによる遺伝子導入により解析に十分な導

入効率を確保できると考えた。 
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 分泌顆粒へ輸送されるタンパク質は多種

多様であり，特別なシグナルが存在するかど

うかも不明であった。本研究において，分泌

顆粒輸送に必要十分なシグナル配列の同定

が可能になると考えた。さらに，同様の手法

を他の分泌タンパク質へ応用することによ

って，分泌顆粒へ貯留される特異的なシグナ

ルを同定することが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
 分泌顆粒には多くの種類があるが，ほとん

どの細胞の分泌顆粒は小さいため，可視光で

の観察は限界に近く，形態的に他のオルガネ

ラとの区別がつきにくい。本研究では，他の

顆粒と比較して，非常に大きな顆粒（直径 1 
µm）を持つ唾液腺細胞に HaloTag 融合タンパ

ク質を発現させ，顆粒の可視化を目的とした。

低分子の蛍光リガンドを結合するタンパク

質である HaloTag を顆粒内に発現させること

により，生きた細胞の顆粒を蛍光リガンドで

標識することが可能になる。GFP などの蛍光

タンパク質では単色の染色しかできないが，

HaloTag を融合した分泌タンパク質を発現さ

せることによって，様々な種類のリガンドを

用いることができる。波長の異なる蛍光色素

で染め分けることや，pH 依存性色素リガン

ドにより顆粒内の pH 変化を追うことにより，

分泌顆粒の成熟過程を詳細に追えると考え

た。さらに，Ca2+インジケーターなど，様々

な蛍光色素のリガンドの開発が可能であり，

成熟や開口放出に伴う顆粒内の環境変化を

リアルタイムに観察できるようになると期

待される。 
 これまで唾液腺の分泌顆粒の形成から分

泌に至る過程についてリアルタイムに解析

する手段は非常に少なかった。本研究によっ

て開発される手法を用いれば，分泌顆粒への

選別シグナルや顆粒の成熟機構が明らかに

なると期待できる。唾液腺は口腔内という比

較的アクセスしやすい部位に開口部を持つ。

このことを利用して，特定のホルモンやサイ

トカインが不足する疾患（糖尿病におけるイ

ンスリンなど）の治療のために，唾液腺に外

来遺伝子を導入し，口腔内や血管に有用タン

パク質を分泌させようという試みがある。そ

のためには，有用タンパク質の輸送経路や分

泌制御機構が明らかになることが必要であ

る。したがって本研究は，唾液腺を利用した

遺伝子治療法の開発にも重要な情報を与え

ることが予想される。 
 
 

３．研究の方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 実験の流れ 
 
(1) HaloTag 融合アミラーゼ遺伝子の作成 
 分泌顆粒へ輸送されることがわかってい

るタンパク質は複数あるが，最も動態が解析

されているアミラーゼを第一候補とした。ア

ミラーゼ遺伝子のどの部位が分泌顆粒への

輸送シグナルを含んでいるかは明らかでな

かったため，耳下腺から抽出した RNA を鋳

型にして，異なる長さのアミラーゼ遺伝子部

分配列を得た。 
 
(2) HaloTag 融合アミラーゼ遺伝子のアデノウ

イルスベクターによる唾液腺細胞における発

現 
 アミラーゼ部分遺伝子と HaloTag の融合遺

伝子を作成し，アデノウイルスベクターに組

み込んだ。唾液腺細胞の初代培養を行い，

HaloTag 融合アミラーゼ遺伝子を持つウイル

スを感染させた。 
 
(3) 唾液腺細胞における HaloTag 融合アミラ

ーゼの細胞内局在の観察 
 感染２日後，HaloTag 蛍光リガンドでラベ

ルし，分泌顆粒マーカーであるアミラーゼ，

エンドゾームマーカーである EEA1，リソゾ

ームマーカーである LAMP1，ミトコンドリ



アマーカーである complexII に対する抗体で

蛍光染色を行った。共焦点レーザー顕微鏡

LSM-510 を用いた観察により，HaloTag タン

パク質の局在を細胞内小器官マーカーと比

較した。 
 
(4) 共焦点レーザー顕微鏡と潅流システムに

よる分泌顆粒の開口放出の解析 
 分泌顆粒に輸送されたタンパク質は，βア

ドレナリン受容体刺激であるイソプロテレ

ノール添加により開口放出される。これを確

認するために，ライブイメージングによる開

口放出の観察を行った。HaloTag タンパク質

が分泌顆粒へ輸送されれば，開口放出は蛍光

ラベルされた顆粒の消失でカウントできる。

画像解析ソフト Imaris を用いて観察できる全

顆粒数に対する消失数をカウントし，開口放

出の刺激依存性を定量化した。 
 
(5) ゲルイメージングによる刺激依存的開口

放出の定量化 
 TMR ラベルした細胞をイソプロテレノー

ル刺激下および非刺激下でインキュベート

した後，分泌された培地と残った細胞を回収

した。それぞれを電気泳動後，イメージアナ

ライザーTyphoon Trio で TMR の蛍光を検出

して定量化し，刺激依存性の開口放出の効率

をアミラーゼと比較した。 
 
(6) BlueNative PAGE による複合体解析 
 分泌顆粒内における HaloTag タンパク質の

状態を知るために， HaloTag 発現細胞を回収

し，BlueNative PAGE を行った。SDS 存在下

および非存在下で電気泳動し，抗アミラーゼ

抗体および抗 HaloTag 抗体によるイムノブロ

ットを行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) HaloTag タンパク質と蛍光リガンドを利

用した分泌顆粒の可視化 
 蛍光リガンド結合タンパク質である

HaloTag を耳下腺腺房細胞の初代培養細胞に

発現させる系を立ち上げた。耳下腺の分泌タ

ンパク質であるアミラーゼ遺伝子の部分配

列と HaloTag との融合遺伝子を作成し，アデ

ノウイルスベクターに組み込んで，腺房細胞

に導入した。その結果，HaloTag は細胞に効

率よく発現し，HaloTag リガンドである TMR
蛍光試薬によりラベルされ，生細胞での観察

が可能になった。作成した融合遺伝子のうち，

アミラーゼ由来の遺伝子を何も付加してい

ない HaloTag が細胞質に観察されたのに対し

て，アミラーゼのシグナルペプチド配列のみ

を結合した HaloTag（ssHalo）が，アミラーゼ

と細胞内局在が一致していた（図 2A）。ミト

コンドリアやエンドソーム，リソゾームなど，

他の細胞内小器官のマーカーとは局在が重

ならず，分泌顆粒に特異的に局在しているこ

とが確認された。また，β アドレナリン受容

体アゴニストであるイソプロテレノール

（Iso）非存在下と存在下における分泌量を比

較したところ，イソプロテレノール依存的に

分泌量が増加したことから，ssHalo が分泌顆

粒へ輸送されたことが確認できた（図 2B）。 
 
 

    
 
図２ シグナルペプチド配列を付加した

HaloTag タンパク質（ssHalo）の唾液腺におけ

る輸送。A, 唾液腺細胞におけるアミラーゼ

と ssHalo の局在。B, アミラーゼと ssHalo の

βアドレナリン受容体アゴニスト刺激によ

る分泌量の比較。イソプロテレノール (Iso)
存在下及び非存在下で 15 分インキュベート

した後，培地を回収した。培地中に含まれる

アミラーゼと ssHalo の量を抗アミラーゼ抗

体によるイムノブロットと，TMR の蛍光で検

出，定量した。 2 つのタンパク質は，局在・

分泌効率ともよく一致している。 
 
 
 
 共焦点レーザー顕微鏡に設置した培地灌

流装置を利用して，TMR 蛍光ラベルした後，

生きた細胞をタイムラプスで観察を行った。

すると，顆粒状蛍光の消失がリアルタイムに

観察された。イソプロテレノールを含んだ培

地に交換すると，蛍光の消失数が増加した。

時間ごとの蛍光の消失をカウントし，グラフ

化したところ，生化学的な解析で得られたア

ミラーゼ分泌速度の時間変化とよく一致し

ており，刺激依存的な開口放出のライブイメ

ージングに成功したと考えられる(図 3)。 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ ssHalo を用いた開口放出のライブイメ
ージング。TMR 蛍光リガンドでラベルすると
顆粒状の蛍光がみられるが，矢頭で示した蛍
光の粒子が消失するのが観察される。時間ご
との蛍光の消失をグラフにまとめた。観察開
始してから２分後にイソプロテレノール
（Iso）を含む培地に交換した。 
 
 
(2) 分泌顆粒へのタンパク質の輸送メカニズ
ム 
 どのようなメカニズムにより，ssHalo が分
泌顆粒へ輸送されるかを解析するために，ア
ミラーゼと ssHalo の相互作用について解析
した。1 つの分泌顆粒中に含まれるアミラー
ゼと ssHalo の量を蛍光強度で比較したとこ
ろ，2 つの量の間に相関はみられず，それぞ
れのタンパク質は独立に分泌顆粒に積み込
まれていることが明らかになった。したがっ
て，ゴルジ装置に存在すると考えられるソー
ティングマシナリーは，アミラーゼと ssHalo
を区別する機構を持たないことがわかった。 
 次に，分泌顆粒内のタンパク質の複合体形
成を調べるために，BlueNative PAGE を行っ
た。すると，アミラーゼは単量体では 50kDa
なのに対して，非変性状態では約 200kDa の
バンドが検出され，多量体を形成しているこ
とが予想された。一方，ssHalo は非変性状態
でも分子量は小さく，単量体で存在している
ことが確認できた。 
 これまで，唾液腺において分泌タンパク質

の輸送経路がどのように制御されているか

は不明であった。何らかの輸送シグナルの存

在や，分泌タンパク質の複合体形成が顆粒へ

の輸送に必須であるという意見がある。しか

し今回の結果から，分泌顆粒への輸送には特

別なシグナルは必要なく，小胞体において膜

を超えるためのシグナルペプチド配列があ

れば，分泌顆粒へ受動的に輸送されることが

予想された。また，分泌顆粒内で ssHalo が単

量体であり，アミラーゼとも複合体を形成し

ていないことから，分泌タンパク質の複合体

形成も，分泌顆粒への輸送は必要ないと考え

られる。本研究により，唾液腺における分泌

タンパク質の顆粒への輸送には，特別な輸送

シグナルも，複合体形成も必要でないことが

示唆された。 
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