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：ラット耳下腺腺房細胞のプロテオーム解析によって が同定されFGF-13研究成果の概要：
た。腺房細胞に の が発現していること，および免疫組織化学によって尖端FGF-13 mRNA
膜に局在していることを確認した。このことは が分泌に対して何らかの働きをしFGF-13
ていると示唆された事からその機能について現在検討中である。他方， およびkinase A

に対するリン酸化サイトを分子内に有するタンパク質（ ）が同定され，そCDK5 shimo-7
の抗体やペプチド断片を化学合成し，現在それらを用いて分泌との関わりを鋭意検討中で
ある。
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１．研究開始当初の背景
（１）多くの内分泌・外分泌における開口
放出には細胞内 イオンの上昇が関わってCa

， 。いるが 唾液腺のそれには が関わるcAMP
（２）一般に の役割は， 依存cAMP cAMP
性タンパク質リン酸化酵素（ ）のkinase A
活性化とそれに続く細胞内基質タンパク質

Kinase Aのリン酸化である 唾液腺において。
は核内タンパク質である 応答配列結cAMP

CREB CREB合タンパク質（ ）をリン酸化し
結合タンパク質と結合することによって遺
伝子発現を亢進する事が知られている。
（３）唾液腺における開口放出の際の分

泌顆粒の移動や膜融合に がどのよkinase A
うに関わっているかは不明である。細胞質
や顆粒膜上に存在する の基質タンkinase A

cAMPパク質について明らかにすることは，
を細胞内情報伝達物質とする開口放出機構



解明に大きく寄与することが期待される。

２．研究の目的
（１）プロテオーム解析で同定された

の唾液腺における役割を明らかにすFGF-13
る。
（２） のリン酸化基質とされる膜Kinase A

タンパク質成分を同定し，開口放出との関
わりを明らかにする。
（３）kinase Aのリン酸化サイトを有する

のinhibitorが 分泌を抑制すCDK5 amylase

ることから， が分泌に関与しているとCDK5

すいていされる。このことから の耳CDK5

下腺における活性化の解明機構に興味があ

る。

３．研究の方法
ラット耳下腺腺房細胞をトリプシンおよ

びコラゲナーゼで処理し腺房細胞を調製す
る。
（１）腺房細胞を と処理し，isoproterenol
すぐに細胞を破砕し膜画分を調製し，２次
元電気泳動に付す。コントロール細胞膜成
分との泳動像を比較検討し，リン酸化タン
パク質を検索し，候補スポットをプロテオ
ーム解析する。
（２）①プロテオーム解析の結果から当該

タンパク質の遺伝子発現を確認する。
②遺伝子発現を確認した後に，ペプチド合

成を行い，また，抗体を作成し耳下腺にお
ける発現およびその細胞内における部位を
調べる。
③耳下腺細胞から膜透過性細胞を調製し，

作成した抗体，ペプチド等を細胞内に導入
して による分泌への影響を検isoproterenol
討する。

４．研究の成果
（１） の耳下腺腺房細胞での発FGF-13

現とその機能：プロテオーム解析により腺
房細胞で が同定されたことから，FGF-13

J Invest Dermatol 122:1084その発現を
( )記載の を用いた に2004 primer RT-PCR

brain,より確認した。下図に示すように，
と共に においても理論値testis parotid
付近にバンドを認めた。128bp

更に，同論文で使用されている抗体を用い
て腺房細胞に対して免疫組織化学反応を行
い の局在を調べた。FGF-13

図に示したように， は，腺房細胞FGF-13
の尖端膜に存在することが明らかとなっ
た。 は典型的な によるリFGF-13 kinase A
ン酸化サイトは有しないが，近似したアミ
ノ酸配列を有するサイトを数多く有するこ
とから， によるリン酸化反応の基kinase A
質タンパク質として機能することが考えら
れる。現在， からタンパク質FGF-13cDNA

を合成し， によるリン酸化およびkinase A
FGF分泌への影響を精査中である。他方，

は成長因子であることから，ラット，マウ
スの唾液腺発生過程における の変FGF-13
動に興味を持っている。

CDK5 cyclin（ ２ ） の 分 泌 へ の 関 与 ：
( ) は と共に細dependent kinase CDK cyclin

胞周期を調節していることが知られてい
CDK5 cyclinる それらの内で は結合する。 ，

が存在しないことから主な作用は細胞周期
B insulin以外と考えられており， 細胞では

分泌に関与していることが知られている。
は のリン酸化サイトを有すCDK5 kinase A

ることから，耳下腺における発現と，分泌
CDK5 inhibitorにおける関与を検討した の。

である および構造類似で抑制olomoucine
しない を膜透過性腺房細胞iso- olomoucine
に導入し， による 分isoproterenol amylase

olomoucine泌への効果を調べた その結果。 ，
は分泌を抑制するが， は抑iso-olomoucine
制しない事が明らかとなった。他方，腺房

mRNA RT-PCR細胞から調製した に対する
により の発現を確認することが出CDK5
来たが，通常 を活性化するとされCDK5

。ている の発現を確認できなかったp35/25



CDK5 CDK5
RT-PCR Western Blotting

CDK5これらの事から，耳下腺において
は により活性化されるのではなく，p39

あるいは未知のタンパク質を介Spy/Ringo
し活性化され尖端膜にある 等のMunc18

リン酸化反応の基質をリン酸化し分CDK5
泌に関わっていると推定されたことから，
現在検証中である。

（３） の唾液分泌における役割：Shimo-7
19プロテオーム解析により，分子量

のタンパク質( )が候補としてkDa Shimo-7
あがってきた。 は によるShimo-7 kinase A
リン酸化サイトを２カ所，また， にCDK5
よるリン酸化サイトを１カ所有することか
ら，その発現及び機能について検討を行っ
た。

耳下腺由来の の調製が不備なたcDNA
めか，あるいは の設計が好ましくprimer
無いためか，これまでの所 によりRT-PCR
発現を認めていない。平衡して のshimo-7

数カ所の化学合成を行い，また一peptide
peptideつを選び抗体を作成し，発現及び

を用いた分泌に対する作用を検討した。
リン酸化サイトを含む を膜透過peptide

性細胞に導入し， による分泌isopreterenol
に対する効果を調べた所， のkinase A

として知られる と同様にinhibitor PKItide
著しい抑制効果を示さなかった。現在，抗
体を導入し，その効果を検討中である。

（４） ， タンパク質の刺激後Rab27 effector
の 挙 動 ： 先 に ， 耳 下 腺 腺 房 細 胞 の

による 分泌に低分子isoproterenol amylase
量 結合タンパク質 が関与するGTP Rab27
こと，さらにその タンパク質であeffector
る １ ， やN o c S l a c 2 - c / M y R I P

なども関与していることSlp-4a/granuphilin
を報告した。本研究では， 刺isoproterenol
激後のそれらのタンパク質の挙動について
検討した。その結果，

は刺激前には，主に分泌顆粒膜① Rab27
に存在しているが， 刺激５分isoproterenol
後には尖端膜へ移動しその後，細胞質へ拡
散することが判明した。また，尖端膜から

細胞質への移動には， が関与し，GDI
を形成することによRab27-GDI complex

ってなされることを明らかにした。

刺 激前には， や② isoproterenol Slac2-c
は尖端膜および分泌顆粒膜を主とSlp-4-a

する膜上に存在しているが，刺激後５分で
は， は尖端膜へ移動し，その後細Slac2-c
胞質へ移動したものは イオン依存性のCa
タンパク質分解酵素の作用によって分解さ
れると推定された。他方， は刺激にSlp4-a
よってその移動には大きな変化がないと判
断された。

Effects of isoproterenol (IPR) treatment on the distribution of
Rab27B, Rab27A, and Rab-specific GDP dissociation
inhibitor (GDI) in the homogenate (Homog), in the apical

plasma membrane (APM) fraction, and in the cytosol

(Cytosol).

Effects of IPR treatment on distribution of Slac2-c and Slp4-a
in the APM fraction, cytosol fraction and total
homogenate.

Proteolysis of Slac2-c, but not Slp4-a, by endogenous
Ca -dependent proteases. After parotid homogenate was2+

incubated with or without 1 mM CaCl and 2mM EGTA,2

plasma membrane (PM), secretory granule membrane (SGM),
cytosol (Cyto) fractions and total homogenate were prepared
and determined by Western blot analysis.
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