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研究成果の概要（和文）：ラット耳下腺腺房細胞において，β-アドレナリン受容体刺激は細胞内cAMP濃度を増加し，
結果として糖質分解酵素アミラーゼが開口分泌される。このcAMP依存性のアミラーゼ分泌における低分子量GTP結合タ
ンパク質の１つであるRhoの役割を検討したところ，β-受容体刺激によりRhoAが活性化されGTP型となり，それがcAMP
リン酸化酵素の活性化の下流に存在すること，RhoAの活性化後にRhoキナーゼが活性化され，F-アクチンの動態に関与
することが認められ，ラット耳下腺腺房細胞において，RhoAがcAMP依存性のアミラーゼ開口分泌に関与することが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：In rat parotid acinar cells, stimulation of β-adrenergic receptors provokes an 
increase in intracellular cAMP level, resulting in amylase release. We studied involvement of Rho family, 
a member of Ras superfamily proteins, in the amylase release. A protein band ADP-ribosylated by 
Clostridium botulinum C3 (C3), an inhibitor of the function via ADP-ribosylation of Rho, was detected in 
the cells. The same protein band was cross-reacted with anti-RhoA antibody. RhoA was activated by the 
β-agonist isoproterenol (IPR). C3 blocked the cAMP-induced amylase release in permeabilized cells. The 
IPR-induced RhoA activation was inhibited by a PKA inhibitor. The Rho kinase inhibitor Y-27632 partially 
inhibited the IPR-induced and dibutyryl cAMP-induced amylase release. In the cells treated with Y-27632, 
IPR-induced distribution of cortical F-actin was disturbed. These results suggest that RhoA/ROCK 
signaling is involved in cAMP-dependent amylase release in rat parotid acinar cells.

研究分野：農学
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１． 研究開始当初の背景 
(1)サイクリックAMP(cAMP)依存性開口分泌：外分泌
細胞においては，合成された分泌蛋白質は分泌顆

粒内において濃縮・貯留され，分泌顆粒が腺腔側

膜と融合し，刺激に伴って開口することにより腺腔へ

放出される一連の開口分泌過程が存在する。神経

系の細胞や内分泌腺細胞における開口分泌におい

ては，細胞内シグナルとしてカルシウムイオン(Ca2+)
動態が必須である。一方，外分泌腺における蛋白質

の開口分泌に関しては，Ca2+動態を伴わないメカニ

ズムが存在する。cAMP依存性の開口分泌はその１
つである。申請者らは唾液腺の耳下腺細胞を外分

泌細胞のモデルとして使用し，cAMP依存性開口分
泌の分子機構を明らかにする検討を行ってきた。実

際に，耳下腺細胞においては，βアドレナリン受容体
刺激が三量体GTP結合タンパク質を介し，アデニル
酸シクラーゼを活性化し，細胞内cAMPレベルを増
加する。これがcAMP依存性リン酸化酵素の活性化
を介して，消化酵素のアミラーゼを開口分泌する

（Turner & Sugiya, Oral Dis, 2001）。 
 
(2)唾液腺開口分泌に関わる蛋白質:近年，耳下腺腺
房細胞における開口放出関連蛋白質としては低分

子量GTP結合蛋白質の１つであるRab27の役割が報
告され，さらにそのエフェクター蛋白質の関与も示

唆されている（Imai et al., J Cell Sci，2004; Archs 
Biochem Biophys, 2006; Fukuda et al., J Biol Chem, 
2005）。しかし，一方で，Ca2+依存性の開口分泌に他

の低分子量GTP結合蛋白質の関与や細胞骨格系の
関与が示唆されており，唾液腺における他の低分子

量GTP結合蛋白質が開口分泌制御因子として細胞
骨格系を制御する可能性は高い。 
 
(3)申請者らの研究成果との関連：今までに外分泌
腺モデルである耳下腺細胞におけるこの開口分泌

機序を中心に研究を進めており，開口分泌に関連

する蛋白質として，分泌顆粒膜にVAMP2の存在を
認め，cAMP依存性開口放出への関与を報告した 
(J Biol Chem, 1996)。さらに，その作用には少なくと
も細胞質に存在する因子と分泌顆粒膜に存在する

因子の相互作用が必要であることを報告し，細胞質

因子は，cAMP依存性にリン酸化を引き起こす可能
性を示唆した（J Biol Chem, 1999）。このことから，
cAMP依存性リン酸化酵素の下流における制御因
子の存在が示唆された。 

また，唾液腺の開口放出には分泌顆粒の形成が

大きな意味を持つが，申請者らは，耳下腺分泌顆粒

の成熟に関して検討し，VAMP2やシンタキシン6が
その過程に関わる可能性を示唆した（Biochem 
Biophys Res Commun, 2006）。また，分泌顆粒の形
成には糖脂質に富む膜ドメインであるラフトが分泌顆

粒膜に存在し，形成に関与することを示唆した

（Biochem Biophys Res Commun, 2007）。 
さらに，申請者らは，cAMP依存性の開口分泌に

MARCKS (myristoylated alanine-rich C kinase 
substrate)のリン酸化を介すること，MARCKSのリン
酸化にはプロティンキナーゼC (PKC) の１つPKC
の活性化が必要なことを明らかにした  (Am J 
Physiol Gastrointestinal Physiol, 2009; Jap Dental Sci 
Rev, 2009) 。MARCKSのリン酸化は細胞骨格系の
アクチンの動態制御に関わることが示唆されている 
(Hartwig et al., Nature, 1992; Wornsland et al., J Biol 
Chem, 2000)。さらに，外分泌細胞のCa2+依存性開口

分泌にRhoやRacといった低分子量GTP結合蛋白質
も関与することが報告されている（Willams et al., Am 
J Physiol Endocrinol Metab, 2009; Sabbatini et al., Am 
J Physiol Cell Physiol, 2010）ことから，cAMP依存性
開口分泌におけるRhoファミリーとアクチン制御の役
割を検討するという着想に至った。 
 
２． 研究の目的 
本研究においては，開口分泌に関わるとされる細

胞骨格系の動態と，その調節因子としての低分子量

GTP結合蛋白質 Rho の役割を検討し，耳下腺腺房
細胞におけるcAMP依存性開口分泌機構の一端を
明らかにすることを目的とした。 

 
(1)ラット耳下腺腺房細胞におけるRhoの発現を明
らかにするとともに，cAMP 依存性のアゴニスト
によりRhoの活性化を明らかにする。 
 
(2)ボツリヌス菌菌体外酵素C3はRhoをADPリボ
シル化するとともに機能を阻害することから，C3
を用いてcAMP依存性のアミラーゼ分泌への効果
を検討することによりRhoの外分泌機能への効果
を明らかにする。 
 
(3)耳下腺細胞におけるアミラーゼの開口分泌には
細胞骨格系が関与することが示唆されていること

から，Rho の細胞骨格系の機能を検討し，cAMP



 
 
 

依存性開口分泌との関連を明らかにする。 
 
３． 研究の方法 
(1)細胞調整：従来より申請者らが用いている方法
（Am J Physiol Gastrointestinal Physiol, 2009）である
ラット耳下腺をトリプシンおよびコラゲナーゼ処

理しすることにより遊離腺房細胞を調整し実験に

用いた。可透過性細胞の使用にあっては，

streptolysin Oを用いて腺房細胞を処理して可透過
性にした。 
 
(2)開口分泌測定：分泌刺激薬であるアゴニストで
細胞を刺激し，メジウム中に分泌されたアミラーゼの

活性を測定し（Methods Enzymol, 1955），それを指標
にした。 
 
(3)ADP リボシル化：[32P]NAD を基質として，耳
下腺腺房細胞の lysate におけるボツリヌス菌体外
酵素C3によるADPリボシル化を検討した。 
 
(4)Rhoの発現: Rhoタンパク質の発現の検討には，
抗 RhoA抗体を用い，ウエスタンブロット法にて
検出した。 
 
(5)Rhoの活性化の検討: Rhoの活性型であるGTP
型Rho）の検出は，GTP型Rho 結合タンパク質で
ある rhotekinを用いてpull-downを行い，抗Rho抗
体を用いたウエスタンブロットにより行った。 
 
(6)アクチンの動態：phalloidinを用いてF-アクチン
の動態を共焦点レーザー顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
(1)RhoA の発現：ボツリヌス菌菌体外酵素 C3 は
ADPリボシルトランスフェラーゼであり，Rhoの
41番目のアスパラギンを ADPリボシル化し，不
活性化することが知られている。 [32P]NAD を基
質として，耳下腺腺房細胞の lysate における菌体
外酵素C3によるADPリボシル化を検討したとこ
ろ，SDS-PAGEにより約23 kDaにADPリボシル
化のバンドが認められた。ADPリボシル化が認め
られたゲルからニトロセルロース膜に転写を行い，

ウエスタンブロット法にてRhoタンパク質の検出
を行ったところ，ADPリボシル化されたタンパク
質に抗 RhoA抗体が反応したことから，耳下腺腺

房細胞にRhoAの存在が認められた。 
 
(2)RhoA の活性化：受容体刺激薬 isoproterenol 
(IPR)で細胞を刺激するとアミラーゼの開口放出
が引き起こされるので，次にこの IPR刺激による
RhoAの活性化を検討した。GTP型Rho 結合タン
パク質である rhotekinを用いた pull-down assayに
よりGTP型RhoAの検討を行ったところ，IPR刺
激後に時間依存性のGTP-RhoAが検出され，分泌
刺激に対応して RhoAが活性化されることが示さ
れた。 
 
(3)C3 菌体外酵素による cAMP 依存性アミラーゼ
放出の阻害：IPR によるアミラーゼ放出は cAMP
依存性の開口放出であることから，cAMP による
アミラーゼ放出に対する C3 菌体外酵素の効果を
検討した。腺房細胞を streptolysin Oにより可透過
性にした後，cAMP で刺激をするとアミラーゼ放
出が認められたが，C3菌体外酵素により処理をし
た細胞においてはc AMP依存性の放出は抑制され
た。 
 
(4)Aキナーゼ阻害剤によるRhoA活性化の阻害：
cAMPの下流には cAMP依存性リン酸化酵素（A
キナーゼ）の活性化が存在する。そこで次に IPR
刺激によるRhoAの活性化に対するAキナーゼ阻
害剤であるH89の効果を検討したところ，H89の
存在下において RhoAの活性化は抑制された。こ
のことから，RhoAの活性化にAキナーゼの活性
化が必要であることが示唆された。 
 
(5)RhoキナーゼによるcAMP依存性アミラーゼ放
出の阻害：RhoAの標的として Rhoキナーゼの活
性化が考えられていることから，アミラーゼ放出

におけるRhoキナーゼの関与を検討した。Rhoキ
ナーゼ阻害剤である Y27632 の効果を検討したと
ころ，Y27632存在下において IPRによるアミラー
ゼ放出は部分的に抑制された。また，cAMP の細
胞膜可透過性誘導体であるdibutylyl cAMPによっ
てもアミラーゼ分泌が引き起こされるが，この分

泌もY27632存在下では部分的に抑制された。 
 
(6)アクチン動態におけるRhoキナーゼ阻害剤の効
果：Rho ファミリーは細胞骨格系の機能制御に関
わることが報告されていることから，耳下腺腺房



 
 
 

細胞の開口放出における細胞骨格系への関与を考

えた。アクチン阻害剤である cytochalacin D や
latrunculin Aは isoproterenol刺激によるアミラーゼ
放出を阻害することから，Y27632のアクチンの動
態に関しての効果を検討した。phalloidinによるF-
アクチンの動態を観察したところ，IPR 刺激では
分泌顆粒の周囲に集束する動きが認められた。し

かし，Y27632の存在下では，F-アクチンの動態は，
コントロールに比べて希薄な状態であった。この

ことから，アクチン動態への関与が示唆された。 
以上のことから，ラット耳下腺腺房細胞におい

ては，細胞内 cAMP濃度増加に続くAキナーゼの
活性化を介して RhoA-Rhoキナーゼ系が活性化さ
れ，調節性アミラーゼ開口放出に関与することが

明らかとなった。また，RhoA-Rho キナーゼ系は
アクチン動態に関与して開口放出に関わることが

示唆された。しかし，Rho キナーゼ阻害剤の効果
が部分的であったことから，RhoA には異なった
エフェクターも存在し，開口放出に関わると考え

られた。 
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