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研究成果の概要（和文）：副腎髄質クロマフィン細胞からの開口分泌では、顆粒貯蔵プールから
放出可能プールへの顆粒供給が顆粒の物理的な細胞内移動と形質膜直下の顆粒の立体的分布が
密接に関わり、その過程にはミオシンＶが特徴的に働く可能性を明らかにした。細胞内の 3次
元空間での顆粒運動の直線性と運動性ならびに運動速度を解析して、モーター分子としてのミ
オシンＶの役割、レールとしてのアクチン繊維の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Present studies in chromaffin cells revealed that vesicle recruitment
for exocytosis from the reserve pool to the releasable pool is a process with the intracellular
translocation of the vesicles which affect the spatial localization of vesicles. Roles of Myosin
V as a motor protein, and of actin filaments as rails for this recruitment were also shown.
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１．研究開始当初の背景
（１）神経終末及び分泌細胞における開口分
泌に際しては、開口部位にあらかじめ繋がれ
た分泌顆粒と形質膜との融合が起こるが、こ
れにはシナプスに局在するＳＮＡＲＥ蛋白
等の結合・解離が必要と考えられている。

（２）持続した一定の分泌が維持されるため
には、貯蔵プールから分泌顆粒を開口部位の
放出可能プールに供給し、顆粒と形質膜の結
合を活性化するプライミング機構が必須と
考えられている。開口分泌の分子機構全体の
理解には、これらの素過程の時間的空間的制

御機構を明らかにすることが重要であるが、
顆粒供給の実態と時空的制御機構について
は解明が遅れていた。

（３）我々は開口分泌素過程の時空的制御機
構の解明を目指して、まず平成元年度から４
年度までに、膜の透過性を高めた副腎髄質ク
ロマフィン細胞実験系を確立し、これらの素
過程の解析を進めた。平成１２年度〜 １４年
度の科学研究費基盤研究（Ｂ）では、微小炭
素繊維電極－アンペロメトリー法による、単
一細胞からの開口頻度およびキネティクス
の解析、ならびに蛍光標識顆粒の実時間測定
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による顆粒動態の測定解析を進めた。平成１
５年度〜 １８年度までの基盤研究（A）によ
って、それらの解析を発展させるとともに、
走査型電子顕微鏡による細胞内微細形態の
解析を進め、さらに、共焦点レーザー蛍光顕
微鏡（Zeiss LSM 5-Live）による顆粒運動の４
次元解析に着手した。また、この基盤研究(A)
では細胞内微小環境の操作手段として、遺伝
子導入によって目的とする機能分子の発現
を操作したＰＣ１２細胞を実験系として可
能にした。

２．研究の目的
上記の背景を踏まえて、本研究では以下の

点を目的とした。

（１）細胞骨格系蛋白質ならびにＰＫＣによ
る顆粒供給の制御機構と、ＳＮＡＲＥ複合体
を補完する蛋白質分子の役割について、細胞
内微細構造と立体空間における分泌顆粒の
運動を主な実験指標として解析を行い、そこ
に関わる機能分子群と素過程の関係を明確
にして、開口分泌の立体的な分子機構とその
時間的空間的制御機構の理解を目指す。

（２）これまでは機能上の概念であった顆粒
の貯蔵プールと放出可能な状態にある顆粒
のプールを実体として理解するとともに、顆
粒供給過程を、実体のある分子過程として理
解する。さらに、クランプ機構の実証とＳＮ
ＡＲＥ複合体補完分子の役割を時間的空間
的制御機構と関連づけて説明して、開口分泌
機構研究に新しい局面を切り開くことを目
的とする。

３．研究の方法
（１）分泌顆粒の細胞内動態と微細構造の測
定解析

細胞内顆粒運動を実画像測定する第一の
方法として、クロマフィン細胞ならびにＰＣ
１２細胞に Lyso Tracker Green DND-26
を取り込ませて、蛍光標識された顆粒の運動
を倒立蛍光顕微鏡下で測定して、顆粒の運動
速度と移動軌跡を解析する。この方法で測定
される顆粒運動は、対物レンズ表面から 90
～900 nm の細胞内空間における動態である。
この空間に分布する分泌顆粒には低速、中速、
高速の運動をする 3 つのポピュレーションが、
約 10％、30％、60％の割合で分布すること、
このポピュレーションの変化が顆粒供給過
程を反映することを既に示唆しているので、
共焦点レーザー蛍光顕微鏡による顆粒運動
の４次元測定解析を併用する。さらに、走査
型電顕観察（イタリアにおける共同研究）に
より細胞内空間における分泌顆粒の立体的
分布の特性を明確にするとともに、細胞内微
細構造との関連を明らかにする。

（２）微小炭素繊維電極−アンペロメトリー

法による開口イヴェントの測定解析
直径５m の微小炭素繊維を作用電極とし

て細胞表面に近接させ、＋６５０ｍＶの電位
を印加し、電極表面でのカテコールアミン分
子の電気化学的酸化電流を 4 kHz で記録す
ることによって、単一細胞からの単一顆粒の
開口分泌をシングル・イヴェントとして測定
する。この手法では、顆粒供給過程の変化は、
異なる刺激に対するイヴェント応答の頻度
（開口頻度）変化、あるいは開口頻度の時間
軸上の推移に反映される。また、開口分泌は、
放出可能プール由来のイヴェントと 、貯蔵
プールからの顆粒供給に支えられたイヴェ
ントに区別することが出来るので、これらの
測定解析と細胞内顆粒動態の解析結果との
整合性を明らかにする。

４．研究成果
（１）顆粒供給における細胞骨格系蛋白質
の役割

①ミオシンＡＴＰアーゼの阻害は、開口イヴ
ェント上で明確に顆粒供給の低下をもたら
した（図１）。走査型電顕観察（イタリアに
おける共同研究）によってこの顆粒供給の
低下は、形質膜直下に局在する顆粒の立体的
分布に影響を及ぼし、明らかな顆粒数の減少
を伴うことが明確になった（図２）。

図１．ミオシンＡＴＰアーゼの阻害は、
開口イヴェント上で明確に顆粒供給の
低下をもたらした（図１）

図２－１．コントロール細胞
（青い矢印は正常な顆粒供給を示す）



図２－２．ミオシンＡＴＰアーゼの阻害に
よって顆粒供給が阻害されている（赤い矢
印）

また、ミオシンⅡとミオシンⅤでは、顆粒供
給と開口頻度の持続性、および顆粒の動態へ
の関与が異なる。このことは、いわゆる貯蔵
プールから放出可能な顆粒のプールへの顆
粒供給が物理的な顆粒の細胞内移動に由来
し、モーター分子としてその過程にはミオシ
ンＶが特徴的に働くことを示唆している。

② 開口頻度の持続性、ならびに顆粒運動と
顆粒の分布は、形質膜直下に局在する顆粒の
立体的分布と密接に関わる。一個の細胞を直
径 100％の球体ととらえて、細胞全体を外層
（形質膜側）30％、中間層 30％、および中心
層 40％の 3層に分け、それぞれの範囲にある
顆粒数が開口分泌の前後でどのように変化
するかを解析した。MB 処理細胞では、刺激後
に約 5％の顆粒数の減少が見られた。総顆粒
数の解析から、この変化は総顆粒数自体の変
化ではなく、顆粒の動きの変化を反映してい
る。

③ 高速スキャン共焦点レーザー顕微鏡シ
ステムによるイメージング解析により、細胞
内の 3次元空間での顆粒動態を記録し、顆粒
運動の直線性と運動性ならびに運動速度を
解析して、モーター分子としてのミオシンＶ
の役割、レールとしてのアクチン繊維の役割
を明らかにした。ミオシンＡＴＰアーゼの阻
害、アクチン繊維の脱重合ともに、脱分極刺
激前後の顆粒の運動速度を減少させた（図
３）。

図３．ミオシンＡＴＰアーゼの阻害は、脱分
極刺激前後の顆粒の運動速度を減少させた．

顆粒運動の直線性および運動性は、ミオシ
ンＡＴＰアーゼの阻害からは有意な影響を
受けなかったが、アクチン繊維の脱重合によ
って明らかに低下した。以上の結果は、顆粒
の放出可能プールへの供給機構におけるモ
ーター分子としてのミオシンＶの役割、レー
ルとしてのアクチン繊維の役割を示唆する
（図４）。

ミオシンＡＴＰアーゼの阻害 アクチン繊維の脱重合

図４．顆粒供給機構におけるモーター分子と
してのミオシンＶの役割、レールとしてのア
クチン繊維の役割

（２）ＰＫＣによる顆粒供給の制御機構

ＴＰＡ処理によって顆粒供給を高めると、
３層間の顆粒の移動が高まり、形質膜直下
の外層で刺激前では約 12％、刺激中では約
6％の顆粒数の増加が見られた。我々はこれ
までに、Metamorph システムによる解析から、
形質膜直下の空間に分布する顆粒数が、TPA
で顆粒供給を高めると、約 15％増加するこ
とを明らかにしており、この点は良く一致
する。このときリン酸を受ける機能蛋白質
が何か未だ特定できないが、顆粒のモータ
ータンパク、またはレールの構造に対する
リン酸化の影響も一つの可能性である。

（３）ＳＮＡＲＥ蛋白質を補完する蛋白質の
役割

① ＳＮＡＲＥ蛋白質など機能分子のノック
アウト- 、またはノックイン- マウス由来の
副腎髄質細胞を実験系として解析が可能と
なったので、これらのノックアウト- 、また
はノックイン- マウス由来の分散細胞を用
いて解析を進めた結果、CAMK II とシンタキ
シンの結合障害が開口確率を低下させるこ
とが示唆された。

② ＣＡＭＫII 結合能を欠損する R151G
Syntaxin 1A ノック・イン マウス由来のク
ロマフィン細胞について、アンペロメトリー
法による開口イヴェントの測定解析を進め
た結果、CAMK II とシンタキシンの結合障害
が ACh による開口確率を低下させること、お
よびその低下は「放出可能プール」の大きさ
の減少に由来する可能性が示唆された。さら
に、個々の開口イヴェントのキネティクス解
析から、この障害は開口確率を低下させるほ



かに、膜融合プロセスのキネティクスにも影
響を及ぼすと示唆された。
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