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研究成果の概要（和文）：申請者は内分泌細胞の“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。本研究では、高コレステロール組成の顆粒膜に結合して顆粒の形成・維持に係るタンパク質群を、顆粒の外側（細
胞質側）からは「生体膜変形活性」をもつタンパク質に着目して、顆粒の内側からはセクレトグラニンとプロセッシン
グ酵素（プロホルモン修飾酵素）に焦点を当て、分泌顆粒が形成・維持される機構の解明を目指した。

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).
In this study, we evaluated the role of cholesterol binding protein, especially on SgIII, in SG sorting. 
In the SgIII-knockout mice, plasma ACTH was considerably impaired under highly stress condition. 
Similarly, plasma glucose level in the SgIII-knockout mice under highly stress condition were highly 
elevated at glucorse tolerance test. These data indicated SgIII works as sorting receptor in living 
animals.
Biochemical protein screening for binding to cholesterol at the SGM indicated that several candidate 
proteins, including granins and processing enzyme, bound directly to the SGM in a cholesterol-dependent 
manner.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景	

ペプチドホルモンや神経ペプチドは、神経内
分泌細胞の粗面小胞体で合成された後、ゴル
ジ装置を経て、その出口に位置するトランス
ゴルジネットワーク（TGN）で分泌顆粒に選
別輸送され、細胞外刺激に応じて分泌される	
(調節性分泌経路)。一方、外部刺激による調
節を受けない分泌様式を構成性分泌と呼び、
成長因子、膜蛋白質、アルブミン等の血清蛋
白質はこの経路によって分泌される。神経内
分泌細胞の分泌顆粒（直径 200-300	nm）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。我々は、
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.,	MBC	13:	3388-99,	2002;	
Hosaka	et	al.,	JBC	279,	3627-3634,	2004;	
Hosaka	et	al.,	JCS	118,	4785-4795,	2005;	
Hosaka	&	Watanbe,	Endocrine	J.57,	275-286,	
2010;	 Hotta	 et	 al.,	 J	 Endocrinol.202,	
111-121,	2009;	Han	et	al.,	Mol.	Endocrinol.	
22,1935-1949,2008;	 Takeuchi	 &	 Hosaka;	
Curr.	Diabetes	Rev.	4,	31-38,	2008;	発表
論文７）。	

	 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,	1997;	JBC	275,	
29887-29893,2000;	 Biochemistry	 42,	
10445-10455,2003;	 Biochemistry	 43,	
7798-7807,2004）、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,	952-962,2000）、などが報告
されている。また申請者は、マウス膵 β 細
胞由来 MIN6 でコレステロール合成経路中間
体が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（直径 400-700	nm）、
インスリンの調節性分泌を破壊することを
報告した（Tsuchiya	et	al.,	Endocrinology.	
151,4705-4716,2010）。	

	 細胞オルガネラ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（図2：申請者業
績	Wang	et	al.,	BBA	1761,	1169-1181,2006）。	
	 これまで真核生物における細胞内オルガネ
ラの膜形成機構については多くの研究が行わ
れてきているが、その形成機構は非常に複雑で
あり未解明の部分が多く残されている。最近、
生体膜変形活性を持つ
BAR(Bin-amphiphysin-RSV167)ドメインを持つタ
ンパク質群が見出され、オルガネラの形状制御
機構が注目されている（BBA	1761,	897-912,	
2006）。α-helix構造を持つBARドメインの束は
バナナ型の立体構造を持ち脂質膜結合面のカ
ーブに結合し、オルガネラの形態を保っている。
現在、BARドメインを持つファミリータンパク
質は74種類知られ、細胞内オルガネラの形態維
持に係り、また細胞質タンパク質と結合して細
胞内物質輸送を始めとする代謝機能に係って
いることが報告され始めている。分泌顆粒でも
BARドメインファミリータンパク質arfaptinが
TGNから出芽する顆粒のfission（分断）に係っ
ていると報告されたが(Developmental	Cell	23,	
1-13,2012)、顆粒形態を保つBARドメインタン
パク質については未だその実体が不明である。	
２．研究の目的	
前述した研究成果に加えて、申請者は、SgIII
ノックアウト細胞で TGN が直径	700-1200	nm
の液胞様に変形すること（発表論文 7）、グラ
ニンタンパク質のセクレトグラニン II
（SgII）が、高コレステロール組成の顆粒膜
に結合すること（発表論文 7）、SgIII が、
α-helix 構造を持つ SgIII	172-186 ドメイン
でコレステロールと結合すること（未発表デ
ータ）、から分泌顆粒内の膜結合タンパク質
が小胞体近傍からコレステロールを TGN に輸
送して、将来、顆粒膜になるドメインが形成
されると考えている。更に細胞質側でも顆粒
膜の高コレステロール組成を目印に膜へ結
合して顆粒形成・維持と細胞外からの刺激に
反応するタンパク質群が集積すると推測し
ている。そこで本研究では、高コレステロー
ル組成の顆粒膜に結合するタンパク質群を
顆粒内側と外側から網羅的に解析して顆粒
形成に関与するタンパク質群を見出し、顆粒
形成のメカニズムを明らかにすることを目
的としている。特に本申請では研究期間内に、
顆粒外タンパク質として BAR ドメインタンパ
ク質、顆粒内タンパク質としてセクレトグラ
ニンとプロセシング酵素に焦点を当て、(1)
分泌顆粒形成・維持に係る BAR ドメインタン
パク質の発見と、(2)セクレトグラニンとプ
ロセシング酵素が顆粒へコレステロール運
搬する機能を解明する、を行う。これらの研
究で高コレステロール組成の顆粒膜を介し
た顆粒内側と外側タンパク質の実体を明ら



かにする。	
３．研究の方法	
本研究では、高コレステロール組成の分泌顆
粒膜を基盤とした顆粒形成のメカニズムを
明らかにするために、生体膜変形活性を持つ
BAR タンパク質の遺伝子探索とタンパク質精
製の両面からその実体を明らかにする(1)	
分泌顆粒形成・維持に係る BAR ドメインタン
パク質の発見と、コレステロール結合ドメイ
ンの構造解析を中心とした(2)セクレトグラ
ニンとプロセシング酵素が顆粒へコレステ
ロール運搬する機能を解明する、を遂行した。	
４．研究成果	
(1)分泌顆粒形成・維持に係る BAR ドメイン
タンパク質の発見；	
内分泌細胞（AtT-20 細胞、MIN6 細胞）、もし
くは内分泌組織から細胞抽出液および分泌
顆粒膜画分）を作製し、分泌顆粒膜タイプの
高コレステロール組成リポソームと結合す
るタンパク質の解析を行った。結果として既
存の BAR タンパク質群を含む候補を得た。次
に上記の候補タンパク質群に対して膜変性
活性を調べ、特に高コレステロール膜に結合
能が高くまた膜変性能を持つタンパク質に
対して抗体を作製し顆粒局在などの解析を
顕微鏡レベルで続けている。	
(2)セクレトグラニンとプロセシング酵素が
顆粒へコレステロール運搬する機能を解明
する；	
発表論文 7の結果から SgIII は細胞レベルで
ホルモンを分泌顆粒に輸送し、また高コレス
テロール組成を持つ顆粒膜形態維持に関与
していた。そこで欠損細胞の顆粒膜コレステ
ロールを調べたところ、顆粒膜のコレステロ
ール含量が野生株に比較し 10mol%程度減少
していた。さらに SgIII を欠損するマウスを
作製し、SgIII が顆粒形成に果たす役割を動
物レベルで解析している。SgIII 欠損マウス
は、定常飼育では野生型マウスと比較して大
きな違いを示さないが、ストレス条件下で
ACTH の血中濃度が低い（図 1）、高脂肪食負
荷で血糖値に異常を呈すること（図 2）、など
を明らかにした（論文投稿中）。またストレ
ス飼育下の SgIII マウスで、電子顕微鏡下で
の顆粒形態、と精製顆粒膜のコレステロール
含量を測定している。SgIII のコレステロー
ル結合領域の NMR 解析は終了している。	
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診断薬	
発明者：穂坂正博，畠恵司，樋渡一之，佐々
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ホームページ等	
http://www.akita-pu.ac.jp/bioresource/d
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