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研究成果の概要（和文）：私達は環境変化に対応するため、ホルモンを分泌することにより体内

の恒常性を一定に保っている。この機構の破綻は、アレルギー、糖尿病等の種々の疾患に直結

する。本研究では、ホルモン分泌制御を行うタンパク質（ミオシン 2）を同定し、その機能を

生化学・生理学・バイオイメージングなど様々なアプローチで解析することにより、ホルモン

分泌の仕組みを分子レベルで理解することが可能となった。 
 
研究成果の概要（英文）：To adapt environmental changes, endocrine tissues in our body are 
secreted variety of hormones to maintain body homeostasis.  Failure of this mechanism 
is directly linked to various disease such as diabetes and allergies.  In the present 
study, we identified an myosin 2 as a regulator for hormone secretion by using biochemical, 
physiological, and bioimaging analyses.   
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１．研究開始当初の背景 
 ホルモン分泌反応は、次の 4 つの素過程か

らなると考えられている。まずホルモン分泌

顆粒が、(i)細胞膜へ輸送され、(ⅱ)細胞膜上

に係留され（ドッキング過程）、(ⅲ)ATP濃度

依存的に開口放出可能な状態（プライミング

過程）を経た後、(ⅳ)細胞膜と分泌顆粒が融

合し、ホルモンを細胞外へ放出（開口放出過

程）する。近年、mRNAに転写されないと考え

られていた多数の DNA 配列が non-cording 

RNA (ncRNA) として転写され、タンパク質発

現制御に関与していることが明らかになった。

ncRNA の中でも miRNA(microRNA) は、標的 

mRNA に結合して遺伝子発現制御に関与する

分子として知られている。近年 miR-375 と呼

ばれる miRNA が、膵臓ベータ細胞のインスリ

ン顆粒のドッキング過程を抑制し、インスリ

ン分泌を抑制すると報告された。しかしなが
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図 1. NPY-mRFP分泌動態への MyoIIの影響 
 

図 2. tPA-mRFPおよび BDNF-Venus分泌動態へ

のミオシン 2の効果 

 

ら、miR-375 以外にホルモン分泌の 4 つの素

過程を制御する遺伝子及びそれら遺伝子の発

現制御を行う miRNA については、これまで充

分に解析、同定されていなかった。 

 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生細胞イメージング法により、

ホルモン分泌の 4 つの素過程を制御する

miRNA とその標的遺伝子を網羅的スクリーニ

ング可能なシステムを新規開発し、ホルモン

分泌素過程を制御する miRNA 及び標的遺伝子

を同定し、それらの生理機能を解析すること

を目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
(1) ホルモン分泌顆粒の分泌メカニズムを
全反射蛍光顕微鏡にてリアルタイムで可視
化するシステムを構築した。全反射蛍光顕微
鏡は、標本のごく一部の浅い部分領域内（100
ナノメートル範囲）の蛍光色素や蛍光タンパ
ク質を特異的に検出できる。つまり、カバー
ガラス上に存在する細胞膜領域の蛍光変化
を観察することが可能となり、単一のホルモ
ン分泌顆粒の細胞膜方向への輸送、ドッキン
グ、プライミング、開口放出動態の解析に適
している。 
 
(2) 本研究ではこの全反射蛍光顕微鏡を用
い、蛍光タンパク質標識したホルモン分泌顆
粒 (イ ン ス リ ン -緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質
（Ins-GFP）およびニューロペプチド Y-黄色
蛍光タンパク質（NPY-Venus))を恒常的に発
現するホルモン分泌細胞(インスリンを分泌
する MIN6 細胞およびカテコールアミンを分
泌する PC12細胞)のホルモン分泌反応の可視
化解析を行った。これらの細胞に、内在性
miRNA を特異的に阻害する Anti-miR miRNA 
Inhibitor（Ambion）を導入し、miRNAを阻害
した際のホルモン分泌動態への影響を可視
化解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 内在性 miRNA を特異的に阻害する
Anti-miR miRNA Inhibitor を MIN6 細胞およ
び PC12 細胞に導入し、ホルモン分泌反応を
可視化解析することで、ホルモン分泌素過程
に関与する miRNAのスクリーニングを行った。
スクリーニングの結果、MIN6 細胞では、2種
類の miRNA（miR-124及び mi-R375）の関与が、
一方 PC12細胞では、１種類の miRNA（miR-9）
の関与が示唆された。 
 
(2) miRNA の標的遺伝子をリストアップした

ところ、標的遺伝子候補の１つにミオシン２
を見出した。 
 
(3)ミオシン２（MyoII）の活性状態を制御す
る調節軽鎖（regulatory light chain; RLC）
に緑色蛍光タンパク質（EGFP）を融合させた
MyoII-RLC-EGFPを作製し、ミオシン２が PC12
細胞におけるホルモン放出動態へどのよう
な影響を与えるかを生細胞イメージング法
により解析した。分子サイズの異なる 3つの
ホルモン分泌顆粒内容物（ニューロペプチド
Y（NPY）、組織型プラスミノーゲンアクチベ
ーター（tPA）、脳由来神経栄養因子（BDNF））
を赤色蛍光タンパク質（mRFP）または、黄色
蛍光タンパク質（Venus）で標識したホルモ
ン顆粒プローブを作成し、それらを PC12 細
胞に発現させ、その放出動態を全反射蛍光顕
微鏡にて可視化解析した。 
 NPY-mRFPは、エキソサイトーシス直前に顆

粒直径の 2倍程度まで蛍光を広げながら、一
時的に（300 ミリ秒以内）その蛍光強度を高
め、その後完全に消失した（図 1A, B）。 

興味深いことに、野生型及び変異型ミオシ

ン2調節軽鎖（MyoII-RLC）を共発現したPC12

細胞において、NPY-mRFP放出動態は、まった

く変化しなかった（図1）。 
 一方、tPA-mRFP（図 2A, B)や BDNF-Venus

（図 2C, D)は、数秒間（10 秒以上）蛍光強
度を高め、その後徐々に蛍光強度が当初のレ



 

 

図 3. ホルモン分泌顆粒と MyoII-RLC の細

胞内局在及び分泌刺激時の動態 

 

ベルにまで戻るという、部分的なホルモン分
泌が観察された。また、野生型 MyoII-RLC を
発現した PC12 細胞では、 tPA-mRFP や
BDNF-Venus 放出時の蛍光強度が高まってい
る時間が長くなり、逆に変異型 MyoII-RLC を
発現した場合は、短くなる現象が観察された
（図 2）。 
 

(4) 開口放出反応時の野生型MyoII-RLCまた

は、変異型MyoII-RLCの細胞内局在及び動態を

可視化解析した。その結果、刺激前からホル

モン分泌顆粒近傍にMyoII-RLCが存在し、開口

放出反応後、すばやくMyoII-RLCが開口放出部

位から遠ざかる方向へ移動するような反応が

観察された（図3、上）。しかし、変異型

MyoII-RLCを発現した細胞では、そのような反

応は観察されなかった（図3、下）。 

 

(5) 以上の結果から、MyoII-RLCは、ホルモン

分泌顆粒の輸送、ドッキング及び、プライミ

ング過程には関与しないと考えられる。

MyoII-RLCは、ホルモン分泌顆粒と細胞膜との

間の融合孔（Fusion pore）のサイズを制御し、

分泌するホルモン量を制御していることが分

かった。 
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