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研究成果の概要（和文）：本研究では、グラニュフィリンという分子が関わる新たな分子間相互

作用を見出し、分泌顆粒の細胞膜ドッキングの分子機構をマウス個体レベルで解明した。また

インスリンとグラニュフィリンを別々に蛍光標識した細胞で、分泌顆粒の動態を全反射顕微鏡

で高速に画像取得する系を確立した。この系を用いて、分泌顆粒の開口放出に関わる分子の機

能を生細胞で解析できる。また、Rab27 エフェクター分子エキソフィリン 7 とエキソフィリン 8

が、それぞれ、細胞膜に接着していない非ドッキング顆粒の開口放出、顆粒の細胞深部から皮

質部アクチン網への輸送に関与することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We aimed to identify molecular mechanism and functional 
significance of granule docking to the plasma membrane in regulated exocytosis. For this 
purpose, we first analyzed the function of the Rab27 effector granuphilin and its partner, 
syntaxin-1a, using gene-knockout mice. We found that only granuphilin, but not 
syntaxin-1a, is essential for the docking process. We also established the microscopic 
system to simultaneously observe behavior of granules and associated molecules in living 
cells to explore the relationship between granule docking and fusion. Furthermore, we 
discovered the roles of other Rab27 effectors in regulated exocytosis: exiphilin7 
functions in the exocytosis of undocked granules, whereas exophilin8 is involved in the 
recruitment of granules into the cortical actin network. 
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１．研究開始当初の背景 

われわれは、膵β細胞に特異的に高発現す
る分子 granuphilin を同定し、本分子が低分
子量 GTPase Rab27 のエフェクターとして、
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インスリン分泌顆粒の細胞膜ドッキングに
必須であることを示してきた。しかし、
granuphilin がいかにして分泌顆粒を細胞膜
に 安 定 的 に 接 着 さ せ る の か 、 ま た 、
granuphilin 欠損膵β細胞では細胞膜に接着
したドッキング顆粒が消失しているにもか
かわらず、インスリン分泌が亢進しているが、
分泌顆粒の細胞膜ドッキングと融合はどの
ような関係があるのか、については十分に解
明されていなかった。さらに granuphilin と
相同配列を持つ分子が in silico で複数見出
され、それらの分子が Rab27 エフェクター分
子として種々の調節性分泌経路で機能する
可能性が示唆されていたが、多くの分子の機
能はほとんど不明であった。そこでわれわれ
は、これらの課題を、分子、細胞、個体レベ
ルで解明することを試みた。また、これら分
子の機能を明らかにするためには、生きた細
胞内での分泌顆粒の動態を解析する系をた
ちあげる必要性を強く感じ、高速での顕微鏡
解析法の確立を目標の 1つに置いた。 
 
２．研究の目的 
（１）分泌顆粒の細胞膜ドッキングの分子機
構と機能的意義を解明する。 
 
（２）分泌顆粒の細胞内動態に関する形態学
的解析法を確立する。 
 
（３）granuphilin 以外の Rab27 エフェクタ
ーの機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）生化学的、分子生物学的手法を用いた、
新たな分子間相互作用を同定する。 
 
（２）全反射顕微鏡、共焦点顕微鏡などを用
いて、生細胞における分泌顆粒の細胞内動態
を解析する。また、電子顕微鏡を用いて、分
泌顆粒の細胞内分布を静的に観察し、動態観
察とあわせた形態学的解析を行う。 
 
（３）遺伝子欠損マウスおよびそれに由来す
る分泌細胞を用いて、in vivo における機能
を解析する。具体的には、耐糖能、インスリ
ン分泌能、そのほか各分泌細胞の機能異常を
反映する可能性のある表現型を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）分泌顆粒の細胞膜ドッキングの分子機
構と機能的意義 

Granuphilin は、顆粒膜上の Rab27 と細胞
膜上の syntaxin-1a を架橋することによって、
分泌顆粒を細胞膜に接着（ドッキング）させ
ていると考えられている（Izumi et al., Cell 
Struct. Funct., 2003）。実際、他の研究グ
ループより syntaxin-1a 欠損膵β細胞でもド

ッ キ ン グ 障 害 が 報 告 さ れ て い る
（Ohara-Imaizumi et al., J. Cell. Biol., 
2007）。もし上記仮説が正しいとすると、
granuphilin 欠損膵β細胞と syntaxin-1a 欠
損膵β細胞は、同様のドッキング障害を示す
ことが予想される。一方、granuphilin 欠損
細胞はインスリン分泌亢進を示すが、
syntaxin-1a 欠損細胞は分泌低下を示す。わ
れわれは、分泌顆粒の細胞膜ドッキングと融
合における両分子の機能と相互関係を明ら
かにするために、それぞれの遺伝子欠損マウ
スに加え、両者を欠損するダブルノックアウ
トマウスの表現型を、同一遺伝的背景
（C3H/He マウス）下、同一手法で比較するこ
とを試みた。その結果、granuphilin 欠損マ
ウスとダブルノックアウトマウスの膵β細
胞では、ドッキング障害を認めたが、
syntaxin-1a 欠損マウスβ細胞では、既報と
異なり有意のドッキング障害を認めなかっ
た。また、granuphilin は、syntaxin-1a の
み な ら ず 、 細 胞 膜 上 に 局 在 す る 他 の
syntaxin-2、syntaxin-3 とも結合しうること
が判明した。以上の結果は、granuphilin が
複数の細胞膜上 syntaxins と結合するために、
syntaxin-1a 単独欠損ではドッキング障害が
認 め ら れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。
syntaxin-1a 単独欠損によるインスリン分泌
低 下 が ご く 軽 度 で あ る こ と も 、 他 の
syntaxins が、顆粒のドッキングや融合に関
与していることを示唆している。また野生型
を含めた 4種のマウス膵β細胞の分泌パター
ンを調べた結果、既報と異なり syntaxin-1a
はドッキング顆粒の開口放出だけではなく、
非ドッキング顆粒の開口放出にも関与し、分
泌刺激後早期の開口放出にのみ特異的に関
与しているわけではないことも明らかとな
った。以上の知見は、ドッキングの有無、刺
激後の時期により、開口放出マシナリーが異
なるという説を明確に否定するものである。
以上の知見は、J. Biol. Chem 誌に掲載され
た（Wang et al., 286, 32244-32250, 2011）。 
 
（２）分泌顆粒の細胞内動態に関する形態学
的解析法の確立 
 分泌顆粒の細胞膜ドッキングと融合の関
係を明らかにするためには、開口放出前の顆
粒の細胞内動態を観察する必要がある。これ
までわれわれは、インスリン遺伝子に EGFP
を融合したタンパク質を膵β細胞に発現し、
顆粒の動態を全反射顕微鏡で観察してきた。
しかし顆粒動態と特定分子の動きを関連づ
けるためには、顆粒膜局在分子をインスリン
とは別の蛍光で標識し、生細胞でリアルタイ
ムに解析する必要がある。しかしながら顆粒
の開口放出現象を解析するためには数十ミ
リ秒単位の間隔で画像を取得しなければな
らない。われわれは、このような測定条件を



満たす顕微鏡観察系を構築すると共に、XY 面
での拡散係数や Z方向の相対的位置を定量的
に計測する系をたちあげた。これまで分泌小
胞の細胞膜ドッキングは次の膜融合に必須
の前過程であると考えられてきたが、前述の
ように granuphilin 欠損細胞の知見はこの定
説に疑問を投げかけている。そこでわれわれ
は granuphilin 欠損膵β細胞株にインスリン
-Venus と granuphilin-KuO（Kusabira Orange 
1）を発現し、全反射顕微鏡下、ドッキング
と膜融合の関係を生細胞で観察した。その結
果、細胞膜直下の顆粒の大部分（約 85％）は、
granuphilin が局在し、動きも乏しいことが
判明した。この知見は、granuphilin がドッ
キングに直接関わっていることを支持する。
この細胞に脱分極刺激を加えたところ、細胞
膜直下の granuphilin 陰性顆粒はほぼすべて
開口放出するのに対し、granuphilin 陽性顆
粒の開口放出率は 20％以下ときわめて低い
割合を示した。この事実は、分泌顆粒のドッ
キングは、定説と異なり、次の膜融合を一時
的に抑制する過程であることを示唆する。す
なわちドッキングは、分泌刺激の非存在下で、
細胞膜近傍の分泌小胞が自発的に融合する
ことを防ぐ役割があることを示唆し、その機
能は、刺激存在下にはじめて開口放出が起き
るという調節性分泌経路の根幹的特性に関
わっている可能性がある。しかしながら同時
に、ドッキング顆粒は刺激存在下では開口放
出可能であることをも意味しており、何らか
の分子が刺激後、ドッキングマシナリーによ
る分泌抑制を解除していると考えられる。現
在、この抑制解除の分子機構を探求しており、
この過程に関わる有力な分子を同定し、その
生細胞における機能を多色蛍光全反射顕微
鏡で解析している（以上、Mizuno et al., 未
発表知見）。 
 
（３）Granuphilin 以外の Rab27 エフェクタ
ーの機能 
①Exophilin7 
 これまで granuphilin の Rab27 結合領域と
相同性のあるアミノ酸配列を有する分子が
10 種同定されており、少なくとも in vitro
で Rab27 と結合することが知られている。し
かしながらこれら分子の大半は、その機能が
十分に解明されていない。われわれは、その
1つexophilin7が膵β細胞や下垂体などの内
分泌細胞に特異的に発現し、その発現分布が
granuphilin のそれときわめて類似している
ことを見出した。実際、exophilin7 は膵β細
胞内でインスリン顆粒膜に局在する。しかし
ながら granuphilin と異なり、顆粒を細胞膜
近傍に集積させる作用がなく、exophilin7 欠
損β細胞においてもインスリン顆粒のドッ
キング障害が認められなかった。また、
exophilin7 欠損膵β細胞において蛍光標識

インスリン顆粒の開口放出を解析した結果、
exophilin7 は、刺激前に細胞膜に接着してい
ない非ドッキング顆粒の開口放出を特異的
に促進していることがわかった。また変異体
を 用 い た 解 析 よ り 、 こ の 作 用 に は 、
exophilin7のC2Aドメインが有するリン脂質
結合能が重要であることがわかった。以上の
知見は、同一β細胞内で 2 種の Rab27a エフ
ェクターgranuphilin、exophilin7 が、それ
ぞれドッキング顆粒、非ドッキング顆粒の開
口放出を制御していることを初めて示した
もので、Mol. Biol. Cell 誌に掲載された
（Wang et al., 24, 319-30, 2013）。 
 
②Exophilin8 
 Exophilin8 は、granuphilin、exophilin7
と異なり、C端側に 2つの C2 ドメインを持た
ない Rab27 エフェクターで、アクチンやアク
チン上のモーター蛋白質 myosin Va や VII と
結合能を有することが知られている。われわ
れは、exophilin8 が細胞皮質部のアクチン網
にインスリン顆粒を集積させる作用がある
ことを見出した。さらに exophilin8 の過剰
発現やノックダウン実験により、本分子が細
胞深部より皮質部アクチン網へ分泌顆粒を
リクルートする機能があることを示す知見
を得た。細胞内深部の顆粒輸送については未
解明の部分が多いが、本知見はその一端を明
らかにしたものと言え、Mol. Biol. Cell 誌
に発表された（Mizuno et al., 22, 1716-1726, 
2011）。 
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