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研究成果の概要（和文）：本研究は、分子レベルの相互作用から唾液腺における開口分泌の制御

機構を明らかにすることを目的とした。βアゴニストであるイソプロテレノール(IPR)刺激後の

Rab27とそのエフェクター分子であるSlac2-cおよびSlp4-aの挙動を明らかにした。すなわち、

IPR 刺激後、Rab27 は 5 分で尖端膜に集められ、30 分後には GDI により抽出され細胞質へ移

動しリサイクルされた。また、Slac2-c も 5 分後には尖端膜に集まり、Rab27 と結合すること

により分泌顆粒と尖端膜を融合させる 1 ステップに寄与していると推察された。その後、

Slac2-c は役割（開口放出）を終えると細胞質に移動してカルシウム依存的に分解消化される

ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Small GTP-binding protein, Rab27, has been implicated in the 
regulation of different types of membrane trafficking, including melanosome transport in 
melanocytes and regulated secretion events in a wide variety of secretory cells. We have 
previously shown that Rab27 is involved in the control of isoproterenol (IPR)-induced 
amylase release from rat parotid acinar cells. Although Rab27 is predominantly localized 
on secretory granules under resting conditions, changes to its intracellular localization 
after β-stimulation have never been elucidated. The present study investigated 
IPR-induced redistribution of Rab27B in the parotid acinar cells, revealing translocation 
from secretory granules to the subapical region after 5 min of IPR treatment and then 
diffusion into the cytosol after 30 min of IPR treatment. Dissociation of Rab27B from the 
apical plasma membrane is probably mediated through the Rab GDP dissociation inhibitor 
(GDI) in the cytosol extracting GDP-bound Rab protein from membranes, as a dramatic 
increase in the amount of the Rab27B–GDI complex in the cytosol was observed 30 min 
after stimulation with IPR. These results indicate that, in parotid acinar cells, Rab27B is 
translocated, in a time-dependent manner, from secretory granules into the apical plasma 
membrane as a result of exposure to IPR, and then into the cytosol through binding with 
the GDI. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2008 年度 2,100,000 630,000 2,730,000 

2009 年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

2010 年度 500,000 150,000 650,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 



研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：歯学・機能系基礎歯科学 
キーワード：唾液腺、アミラーゼ分泌、開口分泌、exocyst、Rab27 
 
１．研究開始当初の背景 

我々は継続的に耳下腺腺房細胞における
開口分泌機構を研究してきた。そして多くの
SNARE(soluble N-ethylmaleimide-sensitive 
factor attachment protein receptor)タン
パク質や低分子量 Gタンパク質である Rab お
よび Rab エフェクターを同定し、アミラーゼ
分泌への関与を明らかにしてきた。我々はこ
れまで調べたタンパク質を抑制してもアミ
ラーゼ分泌が完全に止まらないことを踏ま
え、開口分泌の様式が一つではなく、分泌顆
粒と尖端膜を結びつける SNARE複合体も複数
のパターンが存在し、それらの組み合わせに
より待機状態型から開口分泌開始型へと変
化して分泌を制御していると推測している。
また、Rab27 が開口分泌に関わっていること
を報告してきたが、その挙動については不明
な点が多かった。SNARE タンパク質と Rab27
の発現と相互作用を明らかにして、唾液分泌
のアクセルとブレーキになる機構を分子レ
ベルで解明しようと考えた。 
 

２．研究の目的 
低分子量 GTPase ある Rab は細胞内膜輸送

に関わる一大ファミリーである。我々はこれ
までにラットの耳下腺腺房細胞において
Rab27 とそのエフェクター分子である 
Slac2-c/MyRIPと Slp4-a/granuphilin-a, お
よび Noc2 がイソプロテレノール(IPR)刺激
によるアミラーゼ分泌を制御していること
を報告した。けれども、β刺激後のそれらの
腺房細胞内での挙動や局在は全く知られて
いなかった。この研究で、我々は IPR に依存
したこれらタンパク質の局在について検討
し、開口分泌の分子レベルでのメカニズムを
解明しようと考えた。 
 
３．研究の方法 
１０週の Wistar 系雄性ラットの耳下腺ス

ライスまたは耳下腺腺房細胞を１μM IPR で
５分または３０分間刺激した後、直ちに氷冷
した。 Rab27 とエフェクターの細胞内局在を
調べるため、ウエスタンブロッティングおよ
び immunohistochemistry により分析を行っ
た。Rab27、Slac2-c および Slp4-a の細胞内
での分解を調べるため、細胞分画を行い各画
分を調製した。それに 1 mM Ca2+を添加したも
のとしないもので 37 ﾟ C 、30 分間インキュ
ベートし、ウエスタンブロッティングにより
分析を行った。 
 
４．研究成果 

耳下腺腺房細胞では Rab27のエフェクター
として知られている 13 種のタンパク質のう
ち 、 Slac2 （ Slp homologue lacking C2 
domains）-c，Slp4-a，Noc2，Munc13-4 の 4
種が発現している。膜透過性腺房細胞に
Rab27 抗体および Slac2-c 抗体を導入して
IPR で刺激するとアミラーゼ分泌が抗体濃度
依存的に抑制された。この開口分泌には
Rab27 と Slac2-c の結合が必要である。耳下
腺腺房細胞における Rab27 および Slac2-c，
Slp4-a のβ刺激による時間的局在およびサ
イクルはよく知られていなかった。我々は
IPR を用いて、5 分および 30 分刺激後のこれ
らの局在を調べ、分子の動きを予測した。そ
の結果，Slp4-a は尖端膜に存在し、刺激後の
局在変化は観察できなかった。Slac2-c は開
口分泌が盛んになる刺激 5分後には尖端膜直
下に集積した。その後，開口分泌がほぼ終了
する 30 分後にはカルパインのような Ca2+依
存性プロテアーゼにより速やかに消化され
た．顆粒輸送および開口分泌のカギを握る
Rab27 は分泌顆粒上に存在し刺激前から一部
が Slp4-a や Slac2-c，Noc2 と結合して分泌
顆粒を尖端膜に繋留している形を取ってい
るが、刺激を受けるとより GTP 型が増加し腺
腔側付近に凝集する。そして 30 分後には
Rab27 の GTP アーゼが働き不活性型の GDP 結
合型が増加し，GDI（GDP 解離抑制因子）と複
合体を形成して細胞質に移動することが明
らかになった。一方、Noc2 は分泌顆粒膜上で
Rab27 と結合しているが尖端膜への繋ぎとめ
には関わっておらず、刺激を受けると速やか
に解離した。Noc2 のその後の挙動は不明だが、
膜 透 過 性 細 胞 に Noc2-RBD(Rab binding 
domain)抗体を導入した場合、アミラーゼ分
泌が抑制されることから開口分泌に関わっ
ていると考えられた。 
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