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研究成果の概要（和文）：インスリンは、開口放出により膵臓β細胞から分泌される。細胞膜に結合したドッキ
ング顆粒はプライミングを受け、刺激依存的に細胞膜と融合すると考えているが、プライミング過程で何が起こ
るのか不明である。本研究は、プライミング因子のMunc13に着目し、インスリン分泌に関与するMunc13の同定、
およびMunc13による分泌制御機構の解明を目的とした。研究の結果、遍在型Munc13bがインスリン顆粒の開口放
出を制御するプライミング因子であることが明らかにした。 また、開口放出の直前にMunc13bがドッキング顆粒
上に集積することから、開口放出の直前にプライミングが起こることも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Insulin is secreted from pancreatic β cells by exocytosis. We believe that 
docking granule, which attaches to the cell membrane, undergo priming and then fuses with plasma 
membrane in a stimulation-dependent fashion. However, it is still unclear what is happening during 
priming.This study focused on Munc13, which is known to a priming factor, and aimed to identify 
Munc13 isoform which involved in insulin secretion and to elucidate its regulatory mechanism of 
insulin secretion.As a result, it is revealed that ubiquitous form of Munc13b is a priming factor 
controlling the insulin granule exocytosis. It is also clarified that priming occurs just before 
exocytosis, based on the observation that Munc13b accumulates onto docking granules just before 
exocytosis.

研究分野：細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりインスリン顆粒の開口放出を制御するプライミング因子が遍在型Munc13bであること、またプライ
ミングが起きるのは、開口放出直前であることを明らかにした。この知見は、神経細胞とは異なる内分泌細胞特
有の開口放出制御機構の解明に貢献するだけでなく、Munc13bを標的としたドッキング顆粒からのインスリン分
泌を促進する新たな作用機序を持つ糖尿病治療薬の開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
グラニュフィリンは、低分子量 Gタンパク質 Rab27aの GTP結合型と特異的に結合するエフェ
クターであり、両者は共にインスリン顆粒に局在し、その輸送を制御している 1)。グラニュフィ
リン KO マウスの膵β細胞では、細胞膜ドッキングしたインスリン顆粒は消失しており、グラ
ニュフィリンはインスリン顆粒を細胞膜に係留するドッキング因子であると考えられる 2)。グラ
ニュフィリンが、細胞膜に局在し膜融合装置である SNARE 複合体を構成するシンタキシンと
も結合することから 3)、Rab27a・グラニュフィリン・シンタキシンを含むタンパク質複合体が
インスリン顆粒を細胞膜に繋ぎ止めている可能性がある(図 1)。 
シンタキシンは N末端側に Habcドメイン、中央に SNARE
モチーフを含む H3 ドメイン、C 末端側に膜貫通領域を持つ膜
タンパク質であり、開放型と閉鎖型の 2つの立体構造をとる。
閉鎖型の立体構造では、Habcドメインが H3ドメインを覆い隠
しており、他の SNARE分子と結合出来ず、膜融合能は抑制さ
れている。グラニュフィリンが閉鎖型のシンタキシンと特異的
に結合することから、グラニュフィリンによるドッキングは開
口放出に対して抑制的と予想され、実際にグラニュフィリン
KO マウス由来β細胞では，ドッキング障害があるにもかかわ
らず，刺激依存性インスリン分泌が増大している 3）。 
細胞膜近傍のみ観察可能な全反射蛍光顕微鏡を使いグラニュ
フィリン標識膵β細胞の顆粒運動を直接観察することで、大多
数を占めるグラニュフィリン陽性顆粒の運動は陰性顆粒と比較
して制限がかかっており、グラニュフィリンがドッキング顆粒
のマーカーとして利用可能なことが判明した。加えて、開口放
出の解析から、グラニュフィリン陽性のドッキング顆粒は陰性
顆粒と比べて開口放出確率が低く、グラニュフィリンを介した
細胞膜ドッキングが開口放出に対して抑制的であることも明ら
かとなった 4)。一方、グラニュフィリン陽性ドッキング顆粒が
分泌刺激に応答し開口放出したことから、ドッキング顆粒が細胞膜と融合する際、ドッキング複
合体中のシンタキシンが閉鎖型から SNARE 複合体形成可能な開放型に立体構造変化する可能
性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
閉鎖型シンタキシンは、Munc18と高親和性に結合することで安定化しており、このままでは他
の SNAREタンパク質とは結合出来ない。プライミング因子 Munc13は、この閉鎖型シンタキ
シンと Munc18の強い結合を解き、シンタキシンを開放型とすることで SNARE複合体の形成
を促進する因子と考えられている 5)。 
本研究は、膵β細胞に発現するMunc13アイソフォームを同定し、その発現を siRNA導入に
よるノックダウン、あるいは CRISPR / Cas9を使ったゲノム編集によるノックアウトすること
で抑制してインスリン分泌への影響を検討することで、インスリン分泌に関与する Munc13 を
同定することを目的とする。これらの成果を踏まえ、生細胞観察から開口放出に伴うMunc13の
動態と開口放出前の顆粒運動を検証し、Munc13 による分泌制御機構を解明することでインス
リン顆粒の開口放出におけるプライミングとドッキングの関連を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 膵ベータ細胞での Munc13 遺伝子ノックダウン：Munc13 アイソフォーム特異的な siRNA を膵
ベータ細胞にトランスフェクション法により導入し、遺伝子ノックダウンを行った。Munc13 遺
伝子ノックダウンの確認は、Munc13 タンパク質発現量をウエスタン法で検討することで行った。 
 
(2) CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術を用いた Munc13 ノックアウト膵β細胞株の作製：各 Munc13 ア
イソフォームに対する gRNA 及び Cas9 がコードされたプラスミドをマウス膵β細胞株 MIN6 細胞
にトランスフェクション法により導入した。ゲノム DNA の変異は、細胞のクローニング後に標的
領域のゲノム DNA をダイレクトシークエンスすることで解析し、Munc13 遺伝子がノックアウト
された細胞株を実験に用いた。Munc13 ノックアウトは、抗 Munc13 抗体を用いたウエスタン法で
も確認した。入戻し実験では、組換えアデノウイルス発現系を用い、内因性程度に外因性 Munc13
を発現させた。 
 



(3) インスリン分泌解析：培地中および細胞内のインスリンを測定することでインスリン分泌
応を検討した。 
 
(4) 開口放出の直接観察：膵β細胞のインスリン顆粒を蛍光標識し、全反射顕微鏡を用いて開口
放出を直接観察した。顆粒が開口する際の顆粒内 pH 変化に起因する一過性の蛍光増大とそれに
引き続く急速な蛍光減少の 2つを指標に開口放出を同定した。開口放出は、直前の顆粒状態に基
づき以下の 3 種に分類し解析した；①予め細胞膜近傍に存在した顆粒の開口放出 ②深部から
細胞膜に到達した顆粒が暫く留まった後に起こす開口放出 ③深部から細胞膜に到達した顆粒
が留まることなく起こす開口放出。 
 
(5) キメラ Munc13 発現系の作成： SLiCE クローニングにより Munc13a と Munc13b の cDNA を任
意の場所で繋ぎ合わせることでキメラ Munc13 の cDNA を作製した 6)。これを用いて組換えアデノ
ウイルス発現系を作製した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗 Munc13 抗体を用いたウエスタン法によりマウス単離膵島および MIN6 細胞に Munc13a と
普遍型 Munc13b が発現していることを見出した。次に siRNA 導入により各 Munc13 アイソフォー
ムをノックダウンしたところ、Munc13b をノックダウンした場合だけグルコース刺激によるイン
スリン分泌が抑制を受け、Munc13a ノックダウンはインスリン分泌に何ら影響を与えなかった。
また、グルコース刺激によるインスリン顆粒の開口放出を直接観察したところ、Munc13b ノック
ダウン MIN6 細胞で、予め細胞膜近傍に存在する顆粒からの開口放出が抑制を受けて、他の様式
の開口放出は影響を受けなかった。 
 
(2) CRISPR-Cas9 をゲノム編集に用い、Munc13a および普遍型 Munc13b ノックアウト MIN6 細胞
を作製し、グルコース刺激によるインスリン分泌を検討したところ、Munc13b ノックアウト細胞
はグルコース刺激によるインスリン分泌応答が消失し、その代償として細胞内インスリン含量
が増加していた。さらに、Munc13b ノックアウト細胞のインスリン分泌障害は、外因性に Munc13b
を発現することで回復した。一方、Munc13a ノックアウト細胞は、親株と同様のグルコース応答
性を示すと共に、Munc13b ノックアウト細胞に Munc13a を過剰発現してもそのインスリン分泌障
害は回復しなかった。以上の知見は、普遍型 Munc13b がインスリン分泌を制御する Munc13 であ
ることを示している。 
 
(3) Munc13b ノックアウト細胞に蛍光標識 Munc13b を入れ戻し、全反射顕微鏡下に開口放出に伴
う Munc13b の動態と開口放出直前の顆粒運動を併せて解析した。予め細胞膜近傍に存在する顆
粒からの開口放出の内、約半数で開口放出直前に一過性の Munc13b 蓄積が観られた。この知見
は、プライミング過程が、開口放出直前に起きる可能性を示しており、神経細胞を用いた研究か
ら提唱されている、プライミング過程は分泌刺激より前に起きる、という説とは異なっていた。
さらに、Munc13b 蓄積の有無による開口放出直前の顆粒運動の違いを比較検討したところ、
Munc13b 蓄積が観られた顆粒の開口放出前運動は制限されていた。この知見は、グラニュフィリ
ン陽性ドッキング顆粒特異的にプライミング因子 Munc13b が作用し、その開口放出を制御して
いる可能性を示している。そこでグラニュフィリン標識細胞を用い、普遍型 Munc13b ノックダウ
ンのグラニュフィリン陽性顆粒の開口放出への影響を検討したところ、Munc13b ノックダウンに
よりグラニュフィリン陽性ドッキング顆粒の開口放出は、ほぼ消失した。 
 
(4) Munc13a と普遍型 Munc13b のアミノ酸配列は、非常に似ており、共に N末端側から C2A、C1、
C2B、DUF1041、MHD と C2C の 6 個のドメイン構造を同じ配列で持っている。そこで Munc13a と
Munc13b のキメラ Munc13 を
Munc13b ノックアウト膵β細
胞株に入戻し、グルコース刺
激に対するインスリン分泌
応答の回復を指標に Munc13b
のドッキング顆粒の開口放
出制御に関わる領域の解明
を行った。その結果、MHD が
責任領域であることが判明
した(図 2)。MHDのアイソフォ
ーム間の違いを詳細に解析
することで、Munc13b を標的
としたドッキング顆粒から
インスリン分泌を促進する
新たな作用機序を持った糖
尿病治療薬の開発に繋がる可能性がある。 
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