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研究成果の概要（和文）：低分子量GTPaseであるRabはGAPとGEFの働きにより、GDP/GTPサイクルを巡って膜輸送に係わ
っている。本研究ではRab27がエフェクター分子群と共同して耳下腺腺房細胞の開口分泌に関与しているか、GDP/GTPサ
イクルにRab27-GAPおよびGDIが関わっているか、さらに不活性型Rab27（GDP型）を活性型（GTP型）にするRab27-GEFに
ついて調べた。これにより開口分泌にはMADDがRab27に対して円滑にGDP型からGTP型に移行させることが重要であるこ
とが明らかとなった。耳下腺腺房細胞におけるRab27のGDP/GTPサイクルの全容を示すことができた。

研究成果の概要（英文）：We study about small GTPase Rab27 and its effectors regulate isoproterenol 
(IPR)-stimulated amylase release from rat parotid acinar cells. We investigated the possible involvement 
of MADD/DENN/Rab3GEP in amylase release from rat parotid acinar cells. mRNA and protein of MADD was 
expressed in parotid acinar cells. MADD protein was also expressed in the cytosolic fraction of parotid 
acinar cells. Introduction of an antibody against the C-terminal 150 amino acids of MADD (anti-MADD-C 
antibody) into streptolysin O-permeabilized parotid acinar cells caused not only inhibition of 
IPR-induced amylase release but also reduction in the amount of GTP-Rab27. Our findings indicated that 
MADD functions as a GEF for Rab27 in parotid acinar cells and that its Rab27-GEF activity, that is 
GDP/GTP cycle, is required for IPR-induced amylase release.
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１． 研究開始当初の背景 
超高齢社会を迎え、唾液分泌量の低下によ

る口腔乾燥症を訴える患者が増加している。
咀嚼、嚥下、会話、齲蝕予防、感染予防など、
QOL(クオリティー・オブ・ライフ)を考える
上では唾液分泌は重要な要素である。唾液の
主成分は水であるが、１％弱の唾液タンパク
質が唾液に多くの機能を持たせている。申請
者らはこれまでにこの重要な機能を持つ唾
液タンパク質を含む分泌顆粒の開口放出機
構を研究し、低分子量 GTPase である Rab
および Rab エフェクターをはじめとする多
くのタンパク質を同定し、開口分泌への関与
を明らかにしてきた [Arch Oral Biol, 46, 
955-62 (2001); Arch Oral Biol, 48, 597-604 
(2003); Arch Biochem Biophys, 422(2), 
175-82 (2004); J Cell Sci. 117, 
1945-53(2004); J Biol Chem, 280, 39175-84 
(2005); 他 , 研究業積参照 ] 。申請者らは
2004 年に世界で初めて Rab27 が内分泌系だ
けでなく外分泌系にも関与していることを
示し[J Cell Sci. 117, 1945-53(2004)]、それ以
来、耳下腺腺房細胞での Rab27 とそのエフェ
クターの働きを解明してきた。 
 
２． 研究の目的 

Rab は GTPase 活性を持ち、Rab に結合し
ているGDP/GTPのサイクルによって制御さ
れている。これにはいろいろな因子およびエ
フェクターとの相互作用が必要であるが、関
係が十分に整理されていない。唾液腺腺房細
胞においてはその特異的な性質からさらに
未知の部分が多い。申請者らはこれまで得て
きた知見を基に分子レベルの唾液分泌機構
の研究を継続、発展、完成させたいと願って
いる。本研究では、Rab を中心としたネット
ワークの解析を進め、これまで同定されたタ
ンパク質との相互作用も含め分泌過程を分
かりやすい模式図で示すことを目的とした。 
 
３． 研究の方法 
（１）腺房細胞内への抗体またはタンパク質
導入によるアミラーゼ分泌に対する影響解
析した。Rab27 および Rab27 エフェクター
の抗体・リコンビナントタンパク質を入手し
た。膜透過性腺房細胞を調製し、抗体および
リコンビナントタンパク質を導入してアミ
ラーゼ分泌への影響を測定した。 
 
（２）経時的な各種 Rab とエフェクターとの
相互作用解析を行った。免疫沈降法および
pull down assay により相互作用解析を行っ
た。 
 
（３）各種 Rab とエフェクターの細胞内局在
の解析を行った。免疫組織化学的手法を用い
てβ刺激前後の Rab と Rab/エフェクター複
合体の挙動を観察した。腺房細胞をβ刺激後、
経時的に細胞分画をし、定量的ウエスタンブ
ロッティングにより細胞内局在を観察した。 

（４）経時的な Rab の GTP 型、GDP 型の割
合変化を調べた。GTP または GDP 結合 Rab
を特異的に結合できる解析ツールを用いpull 
down assay により GTP 型と GDP 型 Rab の
割合を算出した。 
 
（５）唾液腺腺房細胞内に発現している Rab
をサイクルさせるための因子、GDP/GTP 交
換反応促進因子（GEF）、GTPase 活性化タ
ンパク質(GAP)、GDP/GTP 交換反応抑制タ
ンパク質（GDI）、GDP 解離促進因子(GDF)
の同定を行った。RT-PCR, ウエスタンブロ
ッティング，免疫組織化学を駆使して、腺房
細胞内発現と局在、刺激後の挙動を調べた。 
 
４． 研究成果 
（１）耳下腺における分泌顆粒の開口分泌に
は腺腔側膜側でいろいろなステップ（繫留、
ドッキング、結合、融合等）を踏むことが必
要である。酵母や哺乳類細胞中に維持保存さ
れている 8 つのサブユニット（Sec3, Sec5, 
Sec6, Sec8, Sec10, Sec15, Exo70, Exo84）
から成るexocyst複合体が開口分泌に至るま
での経緯の過程で形成されていると考えら
れている。けれども、今日まで唾液腺におい
て 1つも exocyst サブユニットは同定されて
いない。 この研究において、我々はラット
耳下腺腺房細胞中におけるexocystサブユニ
ットの発現と機能を調べた。まず、RT-PCR に
より耳下腺腺房細胞中に 8 つすべての
exocyst サブユニットの mRNA を検出した。
そして、Sec6 と Sec8 タンパク質が腺腔側の
細胞膜上に存在することを突き止めた。イソ
プロレテノール(IPR)により腺房細胞に 5 分
間β刺激をすると Sec6 と Sec8 が結合するこ
とを明らかにした。さらに、抗 Sec6 と抗 Sec8
抗体をストレプトリジンＯ(SLO)処理した膜
透過性耳下腺腺房細胞に細胞内導入し、IPR
でアミラーゼ分泌を誘導したところアミラ
ーゼ分泌の抑制が観察された。これらの結果
から 8つのサブユニットからなる exocyst 複
合体形成が 耳下腺腺房細胞からのアミラー
ゼ分泌に必要な段階であると示唆された。 
 
（２）Cst5でコードされているシスタチンＤ
は唾液中のタイプⅡシスタチンに分類され
る。我々は シスタチンＤの新しい機能を探
るため、ラットのシスタチンＤタンパク質と
mRNA の分布を明らかにして、シスタチンＤの
動態を調べた。耳下腺において Cst5 とシス
タチンＤは同時に発現していた。しかし、in 
situ ハイブリダイゼーションの結果からシ
スタチンＤは腺房細胞だけでのみ、作られて
いた。生成されたシスタチンＤは小さな顆粒
に存在しており、第二分泌経路を通して尖端
面から唾液中に、基底側面から細胞外に分泌
されていた。我々は耳下腺中に Cst5 を含ま
ずシスタチンＤを含んだ抗原提示細胞を見
出した。シスタチンＤはメガリン細胞と共存
する血清および腎臓の細胞に検出された。す



なわち、シスタチンＤは全身、腎臓での上昇
を通して循環していると推察された。このよ
うに新しいシスタチンＤの動態と抗原提示
細胞の活性を制御している機能が示唆され
た。 
 
（３）低分子量 GTPase である Rab27 とその
エフェクターがIPR刺激時の耳下腺腺房細胞
からのアミラーゼ分泌を制御している。アミ
ラーゼの放出には Rab27 の特異的な GEFが必
要だと考えられるが、その活性化のメカニズ
ムは知られていない。なぜなら Rab27-GEF は 
耳下腺では報告が全くなかった。この研究に
おいて、我々は最近メラノサイトにおいて
Rab27-GEF と し て 働 い て い る
MADD/DENN/Rab3GEP が耳下腺腺房細胞からの
アミラーゼ分泌に関わっている可能性を調
べた。RT-PCR 分析により耳下腺腺房細胞にお
いて MADD を含む DENND ファミリーのメンバ
ーの mRNA が検出された。MADD タンパク質も
耳下腺腺房細胞の細胞質画分において検出
された。SLO 処理した膜透過性耳下腺腺房細
胞に C 末 150 アミノ酸残基の MADD に対する
抗体(抗 MADD-C 抗体)を細胞内導入した場合
IPR 誘導アミラーゼ分泌を抑制した。また、
GTP 型 Rab27 を細胞内導入した場合、分泌を
抑制した。我々の結果から耳下腺腺房細胞に
おいて MADD は Rab27 の GEF として働いてお
り、Rab27 の GDP/GTP サイクルが IPR 刺激時
のアミラーゼ分泌に必要であることが示唆
された。 
 
 
（４）マウス耳下腺において我々は骨格筋ア
クチンタンパク質(actin-α1)と mRNA発現を
認めた。マウス耳下腺より筋上皮細胞を単離
して actin-α1 発現を調べた。以前の研究で
は筋上皮細胞のマーカーとして平滑筋アク
チン(actin-α2)が使われていた。我々が
actin-α1 の発現を調べた結果により、糖尿
病および Sjögren 症候群モデルマウス(NOD; 
NOD/ShiJcl)の糖尿病時では筋上皮細胞の減
少と萎縮等の病的変化を見出した。 
 
 
（５）Cysteine string proteins (CSPs) は
分泌小胞のシャペロンタンパク質である。こ
の研究において、我々はラット耳下腺腺房細
胞におけるCSP1の 局在と耳下腺分泌におけ
る CSP1 の働きを評価した。RT-PCR とウエス
タンブロッティングの結果、ラット耳下腺腺
房細胞において CSP1 は Hsc70 と結合して存
在していた。さらに CSP1 は先端細胞膜に
syntaxin 3 ではなく、syntaxin 4 と結合し
ていた。SLO 処理膜透過性腺房細胞に抗 CSP1
抗体を細胞内導入し IPR 刺激をしたところ、
アミラーゼ分泌が上昇した。J-domain とその
近 隣  linker region の 両 方 を 含 む
GST-CSP11-112 リコンビナントタンパク質を
細胞内導入しても、IPR 刺激時アミラーゼ分

泌が上昇した。けれども、J-domain だけの
GST-CSP11-82 および linker region だけの
GST-CSP183-112 リコンビナントタンパク質
を細胞内導入しても、アミラーゼ分泌促進の
現象を認めることができなかった。これらの
結果は耳下腺腺房細胞の開口分泌には CSP1
の J-domain と linker domain の両方が必要
であり、それらが重要な働きをしていること
が明らかになった。 
 
（６）アミラーゼは外分泌腺である耳下腺腺
房細胞から典型的な開口分泌によって放出
される。アミラーゼを含む分泌顆粒のエキソ
サイトーシスは分泌顆粒の形態形成、成熟、
輸送といったいくつかのステップを経て起
こる。これらのステップには低分子量 GTPase
である Rabファミリーが制御していると考え
られている。我々は以前より Rab27 とそのエ
フェクターが耳下腺腺房細胞からのアミラ
ーゼ分泌を制御していると報告してきたが、
外分泌のエキソサイトーシスに機能的に関
与している他のRabタンパク質は全く知られ
ていなかった。ここで我々は耳下腺腺房細胞
からのIPR刺激時のアミラーゼ分泌にRab33A
が関与しているかどうかを調べた。近年、
Rab33A は海馬ニューロンや PC12 細胞におい
て開口分泌を制御していることが示唆され
た。本研究において Rab33A は耳下腺腺房細
胞内で発現しており、分泌顆粒とゴルジ体に
存在することが明らかになった。抗 Rab33A
抗体また dominant-negative Rab33A-T50N 変
異体の細胞内導入による機能除去を行うと
明らかにIPR刺激時のアミラーゼ分泌が抑制
された。我々の結果は Rab33A が IPR 刺激時
のアミラーゼ分泌を制御する新たな一員で
あることを示唆した。 
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