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研究成果の概要（和文）：インスリン顆粒の開口放出に関与する Rab27a エフェクター

granuphilin とこれを相互作用する分子の機能を in vitro, in vivo で解析した。また別の

Rab27a エフェクターexophilin8 が、インスリン顆粒を細胞皮質部アクチン網に一時的に捕捉し、

これを分泌刺激中に細胞膜近傍へ供給することにより開口放出を促進していることを見出した。

また、グルコースに対して正反対のホルモン分泌反応を示す膵α、β細胞において Rab27a 結合

分子を網羅的に固定した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have analyzed the functional significance of lipid and protein 
interactions involving the Rab27a effector, granuphilin, in both cultured cells and 
genetically engineered mice. We have also found that another Rab27a effector, exophilin8, 
transiently traps insulin granules into the cortical actin network close to the 
microtubule plus-ends and supplies them for release during the stimulation. Finally, 
using a proteomics approach, we have systemically identified Rab27a-interacting 
molecules in both α and β cells.  
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１． 研究開始当初の背景 

これまで我々は、低分子量 GTPase Rab27a
がペプチドホルモンを含有する分泌顆粒の
開口放出過程に特異的に機能していること、
中でもグルコース代謝調節に中心的な役割
をする膵α、β細胞において、Rab27a エフェ
クター分子 exophilin4、granuphilin がそれ
ぞれグルカゴン顆粒膜、インスリン顆粒膜を

細胞膜に接着（ドッキング）させることによ
り、その開口放出過程を調節していることを
示してきた。しかし Rab27a 欠損細胞の表現
型は、これらエフェクター分子の機能異常を
単純には反映せず、他の相互作用分子も関与
していることが示唆された。 
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（1）granuphilin など、膵内分泌細胞で機能
している既知分子の作用機序をさらに詳細
に解析する。 
 
（2）granuphilin の Rab27a 結合領域とのア
ミノ酸配列相同性から、Rab27a エフェクター
として機能することが推定される exophilin
ファミリー分子が、膵内分泌細胞で分泌顆粒
の開口放出に関与しているかどうかを調べ
る。 
 
（3）exophilins 以外の分子が Rab27a と結合
してホルモン分泌に関わっている可能性を
探索する。 
 
３．研究の方法 
（1）granuphilin が、インスリン顆粒を細胞
膜にドッキングさせてその開口放出を制御
する際、細胞膜のリン脂質や syntaxin-1a・
Munc18-1 複合体を認識することが重要であ
ると考えられている。しかしながらその詳細
な機序と生理学的意義は明らかではない。そ
こでこれら分子との相互作用を失った
granuphilin 変 異 体 や 、 granuphilin や
syntaxin-1a を欠損したマウス膵β細胞の解
析を行う。 
 
（2）膵β細胞には、granuphilin 以外に
exophilin8 という Rab27a エフェクターが発
現していることが知られているが、その機能
の詳細は不明である。そこで膵β細胞株 MIN6
において、exophilin8 の過剰発現もしくは
shRNAs による発現抑制を行い、インスリン顆
粒の細胞内分布や開口放出の変化を調べる。 
 
（3）グルコースに対して正反対のホルモン
分泌反応を示す膵α、β細胞における Rab27a
機能の全容を比較解析するために、それぞれ
の細胞における Rab27a 結合分子を網羅的に
解析する。具体的には、Myc タグと Flag タグ
の間に TEV プロテアーゼ切断サイトをいれ、
三者をタンデムにつなげたアフィニティー
タグ（MEF タグ）を付加した MEF-Rab27a 発現
レトロウイルスを作製し、マウスα、β細胞
由来のαTC1.6、MIN6 細胞株に感染させた。
これら細胞の抽出液を抗 myc 抗体、抗 Flag
抗体で多段階免疫沈降し、Rab27a 結合タンパ
ク質を精製する。これを電気泳動により分離
後、見出されたバンドを切り取り、首都大学
大学院理学研究科・礒辺俊明研究室との共同
研究により、質量分析装置を用いてタンパク
質を同定する。 
 
４．研究成果 
（1）granuphilin の機能 
①granuphilin 変異体の機能解析 

細胞膜リン脂質、syntaxin-1a・Munc18-1

複合体とそれぞれ特異的に結合活性を失わ
せる granuphilin 変異体を見出した。これを
granuphilin 欠損マウスより樹立した膵β細
胞に導入して、その機能を解析した。その結
果、分泌顆粒を細胞膜にターゲットする能力、
開口放出を抑制する能力とも、granuphilin
のリン脂質との結合活性が必須であり、
syntaxin-1a・Munc18-1 との結合活性はドッ
キング後の開口放出過程を特異的に制御す
る可能性が示唆された。今後、変異体の過剰
発現系のみではなく、生理的発現レベルでの
解析を行う予定である。 
 
②granuphilinおよびsyntaxin-１a欠損マウ
スの解析 
granuphilin 欠損マウスは、細胞膜にドッ

キングしたインスリン顆粒の消失と、インス
リン分泌促進を呈する。また他のグループに
より、syntaxin-１a 欠損マウスは、ドッキン
グ顆粒消失とともに、第一相のインスリン分
泌低下が報告されている。granuphilin と
syntaxin-１a は相互に結合する活性を有す
るが、両者の機能関係を解明する目的で、
syntaxin-1a 欠 損 お よ び granuphilin ・
syntaxin-1a ダブル欠損マウスの表現型を解
析した。その結果、既報と異なり、syntaxin-
１a 欠損マウスは、インスリン顆粒のドッキ
ング障害が認められなかった。またダブル欠
損マウスは granuphilin欠損マウスと類似し
た表現型を示した。これらの知見は、
granuphilin が複数の syntaxin アイソフォ
ームと相互作用して、顆粒の細胞膜ドッキン
グや開口放出を制御していることを示唆し
ている。現在、granuphilin と syntaxin フ
ァミリーの相互作用と機能的意義を解析し
ている。 
 
（2）exophilin8 の機能 
蛍光蛋白質を融合した exophilin8 および

その変異体を膵β細胞株に発現し、それ自身
とインスリン顆粒の細胞内分布を共焦点顕
微鏡で観察した。その結果、exophilin8 は微
小管+端近傍の細胞皮質部アクチン網にイン
スリン顆粒を一時的に捕捉して、これを分泌
刺激中に細胞膜近傍へ供給して開口放出を
促進することを見出した。実際、exophilin8
を過剰発現すると刺激依存性のインスリン
分泌は促進し、shRNAs により発現を抑制する
と分泌は減弱した。本知見は、これまで解明
の進んでいない、分泌顆粒の細胞内深部動態
と開口放出の関係を明らかにするものであ
る（Mizuno K et al., Mol Biol Cell, in 
press)。 
 
（3）多段階免疫沈降法を用いた網羅的
Rab27a 結合タンパク質の探索 
Rab27a 結合候補タンパク質として、膵α細



胞では 16 本、β細胞では 20 本のタンパク質
バンドを検出した。両細胞のバンドパターン
を比較すると、共通のものもあるが、大きな
違いがあり、Rab27a を介するタンパク質相互
作用ネットワークが異なることが示唆され
た。質量分析装置によるタンパク質同定を行
うと、α細胞における exophilin4、β細胞に
おける granuphilin など、既知の Rab27a エ
フェクター・タンパク質の他に、新規結合タ
ンパク質が同定された。特にこれまで Rab27a
とは関係性が報告されていない、小胞体やゴ
ルジ体で機能するタンパク質がいくつか同
定され、Rab27a が分泌顆粒の輸送や開口放出
だけではなく、その生合成過程にも関与して
いる可能性が考えられた。現在、同定された
タンパク質の１つ１つに対して、詳細な解析
を行っている。血糖値に対して正反対のホル
モン分泌反応性を示すα、β細胞において、
分泌シグナルの受け手である開口放出マシ
ナリーの相違は、十分解明されていない。
Rab27a を中心とするタンパク質ネットワー
クの解析は、それぞれに特異的な分泌制御機
構の一端を解明できる可能性がある。 
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