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研究成果の概要（和文）： 

 

膵細胞に発現するExophilinのうち、インスリン分泌を制御する低分子量Gタンパク質Rab27a

と最も多く結合しているのは Granuphilin であった。Granuphilin はインスリン分泌を抑制す

る分子であり、膵細胞に強く発現している。そこで、Granuphilin の新規複合体を同定した。

同定された新規複合体は Granuphilin による抑制を解除していることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
The small GTPase Rab27a is expressed in pancreatic  cells and regulates insulin secretion. 
In this study, I found that Rab27a showed the strongest binding affinity for Granuphilin. 
Granuphilin is strongly expressed in pancreatic  cells and suppresses insulin secretion. 
Then I identified the novel Granuphilin complex. This complex inhibits function of 
Granuphilin and increases insulin secretion. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)糖尿病の日本人における主な成因と

して膵細胞からのインスリン分泌不全が

上げられる。このインスリン分泌の過程は

インスリン顆粒の膜近傍までの輸送、膜へ

のドッキング、顆粒膜と細胞膜の融合、と

言った多段階の反応からなり、様々な調節

因子によって制御されている。しかし、そ

の詳細な分子機構は不明なままであった。 

 

(2) イ ン ス リ ン 分 泌 調 節 因 子

Granuphilinは顆粒膜に局在する低分子量
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GTPase Rab27a や細胞膜上の Syntaxin-1a

と結合し、インスリン分泌顆粒の細胞膜へ

のドッキングとそれに続く膜融合を制御

している。 

 

(3)Granuphilin は Exophilin ファミリ

ーの１つであり、複数の Exophilin が膵

細胞に発現していることが分かった。また、

これらはいずれも Rab27a を介してインス

リン顆粒に局在している事が分かった。こ

れらのことから Exophilin による新たな

タンパク質複合体がインスリン分泌を制

御していると考えた。しかし、膵細胞に

おける Exophilin 複合体の解析は十分に

行われてこなかった。 

 

２．研究の目的 

 (1)新規Exophilin結合タンパク質の同

定。 

新しいExophilin複合体を構成する新規

Exophilin 結合タンパク質を同定する。 

(2)新規 Exophilin 複合体の解析。 

同定したExophilin複合体についてイン

スリン顆粒の分泌における役割を解析す

る。 

 

３．研究の方法 

(1)膵細胞に精製用のタグを付加した

Exophilin をアデノウイルスベクターで発

現させ、そのタグを用いて Exophilin 複合

体を精製した。精製した複合体を電気泳動

によって分離し、複合体を形成するタンパ

ク質をマススペクトルグラフィーによって

同定した。 

(2)新規 Exophilin 複合体の解析。 

新規複合体の形成を阻害する Exophilin

変異体を作成した。この変異体を発現す

るレトロウイルスを作成しインスリン顆

粒が可視化された細胞に導入した。現在

これらの細胞を全反射顕微鏡もしくはニ

ポウディスク式共焦点顕微鏡を用いてラ

イブイメージングしている。 

 

４．研究成果 

(1)膵細胞内においてインスリン分泌

は低分子量Gタンパク質Rab27aによって

制御されている。また、膵細胞内には

Exophilin ファミリーと呼ばれる複数の

Rab27aエフェクターが発現していること

が知られている。しかしながら、そのう

ちどのタンパク質がどの程度 Rab27a と

結合しているのかは知られていなかった。

そこでまず、膵細胞に発現する複数の

Exophilin のうちどのエフェクターが

Rab27aと強力に結合しているかを調べる

ために Rab27a による免疫沈降法を用い

た結合タンパク質の探索を行った。その

結果、膵細胞内に存在するもっとも強力

なRab27aエフェクターはGranuphilinで

あることが分かった。膵細胞内に存在す

る Rab27a エフェクターはそのほとんど

が Granuphilin であることが分かり、

Rab27aによるインスリン分泌調節のほと

んどが Granuphilin を介して行われてい

ると考えられた。 

 

(2) イ ン ス リ ン 分 泌 の 制 御 は

Granuphilin-Rab27a複合体によって行わ

れていると考えられたため、 Rab27a エ

フェクターを探索するのに用いた実験系

と同様の手法によって新規 Granuphilin

結合タンパク質の探索を行った。その結

果、複数の Granuphilin 結合タンパク質

が得られた。これらはいずれも、これま

でに結合タンパク質として知られている

Munc18 や Syntaxin-1a と比べて、同等も

しくはそれ以上の結合活性を示した。し



 

 

かし、結合活性は Granuphilin-Rab27a 間

よりは弱く、新規結合タンパク質は

Granuphilin の制御因子であると考えら

れた。また、Granuphilin は 5 個以上の

タンパク質からなるタンパク質複合体を

形成していることがわかった。そこで、

それぞれの結合が他の結合などに与える

影響を調べるため、すべての結合タンパ

ク質の Granuphilin 結合部位を決定した。

さらに、これらの結合タンパク質と結合

できなくした Granuphilin 変異体を作成

した。作成した変異体を用いた結合実験

から新規に同定された Granuphilin 結合

タンパク質は Granuphilin-Rab27a 複合

体形成には影響しないことが分かり、直

接 Rab27a を制御しているのではないこ

と が 分 か っ た 。 現 在 、 Mun18 や

Syntaxin-1a との結合への影響を調べて

いる。 

 

(3) 新規 Granuphilin 結合タンパク質

による Granuphilin-Rab27a 複合体を介

したインスリン分泌への影響を調べるた

め、変異 Granuphilin を発現するレトロ

ウイルスを作成し Granuphilin 欠損マウ

ス由来の膵細胞に発現させてインスリ

ン分泌能と細胞膜へのターゲティング活

性を調べた。その結果、ターゲティング

活性には Rab27a 以外のタンパク質結合

が必要ではなく、脂質結合領域が重要で

あることが分かった。脂質結合領域と細

胞膜に局在する脂質との結合をリコンビ

ナントタンパク質で調べたが、強く結合

するものはなかった。現在、Granuphilin

の脂質結合領域と結合する脂質の探索を

大規模ライブラリーによって行っている。

Granuphilin と結合する脂質が同定され

ればそれは脂質によるインスリン分泌調

節の機構を解明することになり非常に重

要 な こ と で あ る 。 ま た 、 野 生 型

Granuphilin はインスリン分泌を抑制す

るが、一部の変異型 Granuphilin は野生

型に比べてよりインスリン分泌に抑制的

に働くことが分かった。このことは

Granuphilin には抑制を解除する機構が

備わっており、そのタンパク質結合を介

して解除されることを示している。膵

細胞からのインスリン分泌は非常に抑制

されており、細胞内の全インスリン量の

うち 0.1%程度しか分泌しない。また、

Granuphilin 変異マウスを用いた実験か

ら細胞膜にターゲティングしているイン

スリン顆粒の半分以上が Granuphilin に

依存しており分泌抑制されていることが

分かっている。Granuphilin によるイン

スリン分泌抑制は特定の条件で解除され

ると考えられるが、その時間空間的な位

置はわかっていない。Granuphilin によ

る分泌抑制の解除機構の解明を目指すた

め、インスリン分泌の詳細を動的に観察

できる全反射顕微鏡を用いて解析してい

る。 
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