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研究成果の概要（和文）：細胞内輸送は、制御分子が必要な領域に集積する必要がある。Rab27aの活性型(GTP型)は、
インスリン分泌を制御する。私は以前に、不活性型と考えられてきたGDP型が、インスリン分泌後の過程を制御するこ
とを明らかにした。本研究では、GDP型Rab27aに結合する第2の分子としてIQGAP1を見いだした。さらに、インスリン分
泌刺激で活性化されたCdc42が、Rab27aやcoronin3などインスリン分泌後の過程を制御するタンパク質群を細胞膜直下
のIQGAP1のもとへリクルートし、分泌後に不要となった膜成分を細胞内に回収することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Intracellular trafficking is a fundamental cellular process that is required for c
ommunication between organelles. Recruitment of specific molecules to specific membrane sites is essential
 for this trafficking. Rab27a, a member of the Rab GTPase family, has been considered to act as a molecula
r switch for exocytosis in insulin secretion, cycling between an active GTP-bound and an inactive GDP-boun
d state. I previously showed that GDP-bound Rab27a is not an inactive form but is in fact an active form t
hat regulates endocytosis through the GDP-dependent effector coronin3. In the present study, I identified 
IQGAP1, an effector of GTP-bound Cdc42, as another GDP-dependent effector of Rab27a. My results indicate t
hat activation of Cdc42 in response to the insulin secretagogue glucose recruits endocytic machinery, incl
uding GDP-bound Rab27a and coronin3, to IQGAP1 at the cell periphery and regulates endocytosis at this mem
brane site.
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１．研究開始当初の背景 
 これまでのインスリン分泌研究は、インス
リン顆粒膜が細胞膜に融合し顆粒内のイン
スリンを細胞外に放出する過程が終点であ
ると見なされてきた。しかし、刺激により細
胞膜に融合したインスリン顆粒膜を細胞内
に回収することは、膵 B細胞の体積を分泌後
も一定に保ち、開口放出関連タンパク質を再
利用するためにも必要である。私は、この回
収のメカニズムがインスリン分泌の量とタ
イミングを決めるのに必須であり、その破綻
が２型糖尿病の新たな原因となりうると考
え、インスリン顆粒膜のリサイクリング機構
の解析を行ってきた。 
 Rab27a はグルコース刺激特異的にインス
リン顆粒の動態を制御する低分子量Gタンパ
ク質である。Rab27a には GTP 型と GDP 型が存
在し、GTP型にはgranuphilinが結合し、SNARE
タンパク質を介してインスリン顆粒を細胞
膜へドッキングする。一方、GDP 型はこれま
で機能を持たないと考えられてきた。 
 私は、新たな Rab27a 結合タンパク質を探
索する過程で GDP 型にしか結合せず、かつ機
能的に働いている coronin3 を同定した。
(Kimura et al. JCS,2008)。さらに、私は
coronin3 の細胞骨格(アクチン)を束ねる作
用がインスリン顆粒膜の取り込み(エンドサ
イトーシス)の実行に必要であること
(Kimura et al. ABB,2010)、グルコース刺激
により Rab27a が GDP 型へ変換された結果、
coronin3 が細胞質から細胞膜周辺にリクル
ートされること(Kimura et al. BBRC,2010)
を明らかにした。 
 顆粒が放出されるまでと、これに続く顆粒
膜の取り込みは、あわせて顆粒膜のリサイク
リングと呼ばれている。私たちのこれまでの
知見は、このリサイクリングが、Rab27a が
GTP 型や GDP 型に変換される Rab サイクルと
うまく同期していることを示している。 
 
 
２．研究の目的 
 私は coronin3 に引き続き、GDP 型 Rab27a
に結合するもうひとつの分子として IQGAP1
を新たに同定した。IQGAP1 は、cAMP や Ca2+

など多彩なシグナル伝達を統合するタンパ
ク質で、その機能は多岐にわたる。さらに私
は、IQGAP1 の発現を抑えた細胞では GDP 型
Rab27a に結合しエンドサイトーシスを制御
するタンパク質 coronin3 の細胞膜近傍への
移行が阻止されることを見出した。私は、GDP
型 Rab27a のエフェクター間のクロストーク
がインスリン顆粒膜の取り込みを制御して
いると考えている。そこで本研究では、GDP
型 Rab27a の新たなエフェクターである
IQGAP1がcoronin3やRab27aの局在に及ぼす
影響を解析することにより、エンドサイトー
シスを制御するタンパク質が必要な場所に
リクルートされる分子メカニズムを明らか
にする。 

 
 
３．研究の方法 
(1) GDP 型 Rab27a と IQGAP1 の結合様式 
 GDP 型 Rab27a と IQGAP1 の結合様式を生化
学的手法で調べた。具体的には、精製タンパ
ク質を用いた結合実験により、GDP 型 Rab27a
と IQGAP1 の結合の特異性、結合サイト、解
離定数(Kd)、複合体の性質を調べた。 
 
(2) IQGAP1 の活性制御機構 
 IQGAP1 は、Rab27a とは異なるファミリー
に属する低分子量 G タンパク質 Rac1 および
Cdc42 の GTP 型と結合する。さらに、IQGAP1
は Ca2+によって活性化されるプロテインキナ
ーゼ Cによりリン酸化され、タンパク質のコ
ンフォメーションを変化させる。そこで、
Rac1/Cdc42 やリン酸化された IQGAP1 が、GDP
型 Rab27a と IQGAP1 の結合に及ぼす影響を調
べた。 
 
(3) IQGAP1によるエンドサイトーシスの制御
機構 
 RNAi法によりIQGAP1やRab27aをノックダ
ウンし、各タンパク質の局在を共焦点レーザ
ー顕微鏡で観察した。また、RNAi の影響を受
けないようにRNA配列を修飾した遺伝子を導
入して、ノックダウンされた細胞にこれらの
タンパク質を発現させ、siRNA による効果が
レスキューされることを確認した。 
 
 
４．研究成果 
(1) GDP 型 Rab27a と IQGAP1 の結合様式 
 精製タンパク質を用いた結合実験より、
GDP 型 Rab27a と IQGAP1 の結合は直接かつ特
異的であった。解離定数(Kd)は 0.2uM で、こ
の値は GDP 型 Rab27a と coronin3 の Kd とほ
ぼ同じ値であった。また、IQGAP1 の Rab27a
結合部位を免疫沈降法により調べた結果、
GDP 型 Rab27a は IQGAP1 の GRD ドメインに結
合した。この領域は GTPase related domain
と呼ばれ、IQGAP1 がその制御タンパク質のひ
とつである GTP型 Cdc42 と結合する領域でも
ある。さらに、GDP 型 Rab27a/IQGAP1 複合体
の形成は、インスリン分泌惹起物質であるグ
ルコースによって促進された。 
 
(2) IQGAP1 の活性制御機構 
 前述の Cdc42 は、グルコースにより GDP 型
から GTP型に変換されることが既に知られて
いる。そこで、IQGAP1 と GDP 型 Rab27a の結
合に Cdc42 が及ぼす影響を検討した結果、
IQGAP1はGTP型Cdc42と結合した時のみ、GDP
型 Rab27a と複合体を形成することが明らか
になった。IQGAP1 のもうひとつの制御タンパ
ク質 Rac1 でも同様の結果が得られたが、グ
ルコース刺激後に各タンパク質がGTP型に変
換されるタイムコースより、IQGAP1/GDP 型
Rab27a の複合体形成を制御するタンパク質



は Cdc42 であることが明らかになった。 
 
(3) IQGAP1によるエンドサイトーシスの制御
機構 
 グルコース刺激により、細胞質の Rab27a
や coronin3 は細胞膜近傍に集積した。この
集積は、IQGAP1 のノックダウンにより抑制さ
れた。一方、IQGAP1 は、グルコースの有無に
関わらず細胞膜直下に局在し、Rab27a や
coronin3 のノックダウンはその局在に影響
を及ぼさなかった。インスリン顆粒膜のエン
ドサイトーシスは、IQGAP1 のノックダウンに
より抑制された。同様の抑制は、IQGAP1 と
GDP型Rab27aの結合を阻害するドミナントネ
ガティブ変異体や GDP型 Cdc42 を過剰発現し
た細胞でも観察された。 
 本研究では、GDP 型 Rab27a 結合タンパク質
として私が同定した IQGAP1 が、インスリン
顆粒膜のエンドサイトーシスを制御する分
子メカニズムを明らかにした。私は現在、下
図のようなモデルを提唱している。IQGAP1 は、
エキソサイトーシスを制御する時には
Exocyst と結合し、エンドサイトーシスを制
御する時には私が同定した GDP 型 Rab27a や
coronin3 と結合する。エキソサイトーシスか
らエンドサイトーシスへの転換は、Cdc42 が
グルコース刺激によってGTP型へ変換される
ことで調節されている。つまり、IQGAP1 は必
要な時に必要なタンパク質をひとところに
集めるための足場、言わば細胞膜直下でプラ
ットホームの役割を果たしていることが示
唆された。今回の結果は、インスリンが分泌
される際、エキソサイトーシスとエンドサイ
トーシスは別々の現象ではなく、連続した一
連のステップであることを示している。 

 
 IQGAP1は GDP型 Rab27aや coronin3などエ
ンドサイトーシスに関わるタンパク質群を
細胞膜近傍にリクルートすることで、エンド
サイトーシスがおこるエリアを規定してい
ることが明らかになった(Kimura et al. 

Mol.Cell.Biol. 33,4834-43, 2013)。本研究
成果は、インスリンを取り囲むインスリン顆
粒膜のリサイクリングを理解する上で極め
て重要であると共に、GDP 型 G タンパク質に
よるシグナリングという意味からも基礎生
物学上重要な知見である。従って、本研究は
当初の計画以上に進展したと考えている。 
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