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研究成果の概要（和文）：調節性分泌における分泌顆粒の細胞膜ドッキングの意義を明らかにするため、生きた膵β細
胞でのインスリン顆粒の細胞膜ドッキングと膜融合過程を、全反射蛍光顕微鏡を使って直接観察した。その結果、ドッ
キング顆粒は分泌応答性に乏しく、分泌応答の際には、ドッキング顆粒へのプライミング因子Munc13-4の集積とグラニ
ュフィリンの解離をともなうことが明らかになった。このことは、ドッキングによりインスリン顆粒の分泌が抑制され
ていることを示しており、ドッキングしている分泌顆粒が、刺激後、早期かつ選択的に開口放出するという今までの考
えとは異なっていた。

研究成果の概要（英文）：We directly observed insulin granule docking and fusion in pancreatic beta cell 
under total internal reflection fluorescence microscopy to figure out the physiological role of insulin 
granule docking in regulated exocytosis. This observation revealed that docked granules show lower fusion 
provability than that of undocked granules and they fuse with the dissociation of docking factor, 
granuphilin by recruiting a priming factor, Munc13-4 after fusion stimuli. These results suggest that 
docked granules might be trapped in a muted state, which opposites to a current model of regulated 
exocytosis that docked granules preferably fuse after fusion stimuli.

研究分野：細胞生物学

キーワード： インスリン分泌　糖尿病　Rab27a　全反射顕微鏡
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１．研究開始当初の背景 
膵β細胞は、血中グルコース濃度上昇など
の分泌刺激に応じ、インスリン顆粒と細胞膜
を膜融合させることで、インスリンを細胞外
に放出する。この調節性分泌は、分泌顆粒の
細胞膜への輸送とドッキング、プライミング
と最終的な膜融合という4つの過程から構成
されているというのが定説である。また、こ
れら 4 つの過程は、いずれも分泌に必須で、
逐次経過すると考えられているため、あらか
じめ細胞膜にドッキングしている分泌顆粒
から刺激後、早期かつ選択的に開口放出する
とされている。 
副腎髄質クロマフィン細胞では、分泌顆粒
の細胞膜とのドッキングに必要な因子とし
て、複数のタンパク質が報告されている。そ
の多くは、SNARE タンパク質や SM タンパク質
といった膜融合に直接かかわるタンパク質
で、膜融合装置である trans-SNARE 複合体自
身がドッキング装置であると考えられてい
る。しかし、trans-SNARE 複合体を構成する
SNARE タ ン パ ク 質 の SNAP-25 や
Synaptobrevin 2 の遺伝子をノックアウトし
たマウスの副腎髄質クロマフィン細胞は、ド
ッキング障害を全く示さないことが報告さ
れている。一方、インスリン顆粒膜上に局在
するグラニュフィリンの欠失は、膵β細胞に
おいて細胞膜にドッキングしたインスリン
顆粒を完全に消失させるとともに、インスリ
ン分泌は増大させることが示されている。こ
のことは、調節性分泌において、ドッキング
は膜融合に必須の前過程ではなく、むしろ膜
融合を抑制する過程として働いていること
を示唆している。 
グラニュフィリンは、インスリン顆粒膜上
にある低分子量 GTPase Rab27a と細胞膜にあ
る SNARE タンパク質の Syntaxin と結合する。
Syntaxin には、開いた”状態と“閉じた”状
態の 2 つの立体構造があり、“閉じた”状態
の Syntaxin は、SM タンパク質の Munc18 と安
定した複合体を形成するため、他の SNARE タ
ンパク質と結合できなくなり、膜融合を抑制
すると考えられている。また、グラニュフィ
リンは、Munc18 とも結合するため、グラニュ
フィリンが、顆粒膜上の Rab27a と細胞膜の
Syntaxin/Munc18 複合体の両者と結合するこ
とでインスリン顆粒と細胞膜を架橋し、膜融
合抑制的に働いている可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
インスリン分泌におけるインスリン顆粒
の細胞膜ドッキングと膜融合の関係を明ら
かにするには、生きた膵β細胞でドッキング
と膜融合の過程を直接観察することが必要
である。そこで、膵β細胞内でドッキング因
子であるグラニュフィリンとインスリンの
挙動を同時に全反射蛍光顕微鏡で観察し、取
得した画像からグラニュフィリンの有無に
よるインスリン顆粒の運動性や分泌応答性
の違い、開口放出にともなうインスリン顆粒

の運動性とグラニュフィリン量の変化を調
べることで、インスリン分泌におけるインス
リン顆粒の細胞膜ドッキングの意義を明ら
かにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）グラニュフィリンノックアウトマウス
由来膵β細胞の調製 
膵β細胞のグラニュフィリン量は、著しく
インスリン分泌能に影響を与えるため、野生
型膵β細胞に蛍光標識グラニュフィリンを
発現させることでグラニュフィリンの標識
をおこなった場合、細胞内グラニュフィリン
量の増加により分泌応答が著しく低下し、開
口放出の観察が非常に困難になることが予
備試験から判明している。また、外因性にグ
ラニュフィリンを発現させることでインス
リン顆粒が細胞膜近傍に集積し、その細胞内
分布が大きく変化することも報告されてい
る。そこで我々は、マウス膵β細胞株 MIN6
細胞の作成方法に準じ、グラニュフィリンノ
ックアウトマウスとインスリンプロモータ
下にSV40T抗原を発現させたトランスジェニ
ックマウスとの交配により生まれたマウス
に発生するインスリノーマから、グラニュフ
ィリン欠損膵β細胞株を樹立した。 
 
（2）高速多波長観察が可能な全反射顕微鏡
システムの構築 
 開口放出は、数百ミリ秒で完了する非常に
早い現象である。従って、開口放出の各過程
とグラニュフィリンの動態を同時に観察す
るには、高速多波長観察が可能な全反射顕微
鏡システムが必要である。本研究のために
我々は、音響光学可変波長フィルタを用いて
2 種類の励起用レーザ光を高速で切り替えな
がらサンプルに照射し、レーザ蛍光マルチバ
ンドフィルターセットで分光されたサンプ
ルからの蛍光を励起光の波長ごとに EM-CCD
カメラを用いて検出する全反射顕微鏡シス
テムを構築した。このシステムを用いること
で 2波長 1組の画像取得を 100ミリ秒間隔で
行うことが可能である。 
 
（3）グラニュフィリン陽性インスリン顆粒
の解析 
 緑色蛍光タンパク質付加プレプロインス
リンと赤色蛍光タンパク質付加グラニュフ
ィリンをコードした組換えアデノウイルス
を作成し、グラニュフィリン欠損膵β細胞株
に感染させることでインスリン‐グラニュ
フィリン 2重標識細胞を調製した。この 2重
標識細胞を全反射顕微鏡を用いて観察し、細
胞膜近傍に存在するインスリン顆粒膜上の
グラニュフィリンの有無により、グラニュフ
ィリン陽性、陰性顆粒を区別して、それぞれ
の運動や分泌応答を記録し、画像解析プログ
ラムを用いて解析した。まず、分泌刺激前の
画像から、インスリン顆粒の重心点を追跡し、
抽出されたインスリン顆粒の移動軌跡から、



追跡速度、最大到達距離などの運動パラメー
タを算出した。得られたパラメータをもとに、
グラニュフィリン陽性インスリン顆粒が細
胞膜にドッキングした顆粒としての性質を
持つか検討した。次に、分泌刺激後の画像か
ら、開口放出数を計数し、グラニュフィリン
の有無による分泌応答性を比較し、グラニュ
フィリンが膜融合に対して抑制的に作用す
るか検討した。また、開口放出直前の画像か
ら、グラニュフィリン陽性インスリン顆粒上
のグラニュフィリン量を定量し、グラニュフ
ィリンを含む膜融合抑制的なドッキング装
置が開口放出前に分解または解離するかを
検討した。併せて、開口放出直前のグラニュ
フィリン陽性インスリン顆粒の重心点移動
距離を計測時間ごとに測定し、分泌応答した
インスリン顆粒の近傍にある無応答グラニ
ュフィリン陽性インスリン顆粒からのデー
タと比較することで、グラニュフィリンを含
むドッキング装置の分解または解離にとも
なう顆粒運動能の上昇について検討した。 
 
（4）細胞膜におけるグラニュフィリン受容
体の同定 
Syntaxin の変異体を使った解析から、グラ
ニュフィリンは、“閉じた”状態の Syntaxin
と選択的に結合することが示唆されている。
一方、“閉じた”状態の Syntaxin は、細胞膜
において Munc18 と安定した複合体を形成し
ていることが知られている。そこで、GST 融
合 Syntaxin および Munc18 の組換えタンパク
質を調製し、グルタチオンビーズ上に
Syntaxin 単 体 、 Munc18 単 体 お よ び
Syntaxin/Munc18 複合体を固相化後、精製グ
ラニュフィリンと反応させた。各タンパク質
に結合したグラニュフィリン量は、反応後の
グルタチオンビーズ上に残るタンパク質複
合体を SDS-PAGE で分離後、ゲルを Coomassie 
Brilliant Blue 染色し、グラニュフィリン由
来のバンドをデンシトメータを使って定量
す る こ と で 見 積 っ た 。 以 上 よ り 、
Syntaxin/Munc18 複合体がグラニュフィリン
受容体として機能するか検討した。 
 
（5）グラニュフィリンを含むタンパク質複
合体とその複合体解離因子の解析 
 分泌小胞のプライミングに関与すると考
えられている Munc13 は、Syntaxin を“閉じ
た”状態から“開いた”状態に立体構造変化
させることが報告されている。グラニュフィ
リンが“閉じた”状態の Syntaxin と選択的
に結合するならば、Munc13 はグラニュフィリ
ンを含むタンパク質複合体を分解する有力
な因子と考えられる。そこで、Munc13 ファミ
リーのうちグラニュフィリンと同様に Rab27
エフェクタータンパク質として知られる
Munc13-4 の組換えタンパク質を調製し、試験
管内で Syntaxin/Munc18/グラニュフィリン
複合体と反応させ、タンパク質複合体から遊
離するグラニュフィリンを定量し、Munc13-4

が Syntaxin/Munc18/グラニュフィリン複合
体からのグラニュフィリン遊離因子である
可能性を検討した。 
精製タンパク質を使った実験と併せて、
Munc13-4 が Syntaxin/Munc18/グラニュフィ
リン複合体からのグラニュフィリン遊離因
子である可能性を生きた膵β細胞内でも検
討するため、上記 2重標識細胞に青色蛍光標
識 Munc13-4 を発現させた 3 重標識細胞、あ
るいはMunc13-4ノックダウン細胞を調製し、
細胞膜近傍のグラニュフィリン陽性インス
リン顆粒の細胞膜密度や分泌応答などを全
反射顕微鏡で観察し、得られた画像の解析か
ら Munc13-4 のグラニュフィリン陽性顆粒へ
の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）グラニュフィリン陽性インスリン顆粒
の解析 
取得した画像の解析から、膵β細胞におい
て細胞膜近傍に存在するインスリン顆粒の
ほとんどがグラニュフィリン陽性顆粒であ
った。このグラニュフィリン陽性顆粒は、グ
ラニュフィリン陽性顆粒と比較して著しく
運動性に乏しく、細胞膜に非常に近接したド
ッキング顆粒であることが明らかとなった。
しかし、従来の説とは異なり、グラニュフィ
リン陰性の非ドッキング顆粒と比べて、グラ
ニュフィリン陽性のドッキング顆粒は、分泌
応答性に乏しく、開口放出の際にグラニュフ
ィリンの遊離と運動性の亢進を伴うことが
明らかとなった。これらの解析結果は、全反
射顕微鏡で観察可能なインスリン顆粒には、
局在分子の異なった様々な状態の顆粒群が
存在していることを示している。また、細胞
膜ドッキングは、膜融合に必須の前過程では
なく、むしろ膜融合を抑制する過程として働
いており、膜融合の際に細胞膜ドッキングが
解除される可能性を示唆している。 
 
（2）細胞膜におけるグラニュフィリン受容
体の同定 
Syntaxin と Munc18 の組換えタンパク質を
ビーズ状に固相化後、グラニュフィリンとの
結合を検討した。、グラニュフィリンは、そ
れぞれ単独よりもSyntaxin/Munc18複合体と
強く結合した。このことは、Syntaxin/Munc18
複合体が細胞膜でグラニュフィリンの受容
体として働いていることを示唆している。ま
た、溶液中で調製した Syntaxin/Munc18/グラ
ニュフィリン複合体をゲル濾過法で分析し
たところ、複合体のタンパク質数比は、1:1:1
であることが示唆された。これらより、膵β
細胞において Syntaxin/Munc18/グラニュフ
ィリン複合体がドッキング装置としてイン
スリン顆粒を細胞膜に繋ぎ止めている可能
性が示唆された。 
 
（3）グラニュフィリンを含むタンパク質複
合体とその複合体解離因子の解析 



 ビーズ上に固相化した Syntaxin/Munc18/
グラニュフィリン複合体を Munc13-4 タンパ
ク質と反応させると、ビーズ上に残存するグ
ラニュフィリン量が減少した。このことから、
Munc13 により Syntaxin/Munc18/グラニュフ
ィリン複合体からグラニュフィリンが遊離
する可能性が示唆された。 
加えて、を生きた膵β細胞内での検討から、
Munc13-4 は、脱分極刺激後の細胞内カルシウ
ムイオン濃度上昇に伴いドッキング顆粒に
集積し、同時にグラニュフィリンがドッキン
グ顆粒から遊離することが明らかとなった。
免疫電顕を使った解析からも、脱分極刺激後、
Munc13-4 はインスリン顆粒と細胞膜の接合
部に集積する可能性が示唆された。加えて、
Munc13-4 の C2 ドメインに変異を入れると、
グラニュフィリンの遊離は減少した。 
一方、RNA 干渉法による Munc13 ノックダウ
ンは、グラニュフィリン過剰発現と同様に膵
β細胞においてグラニュフィリン陽性のド
ッキング顆粒の増加と分泌抑制を引き起こ
した。これらの結果も、Munc13-4 がグラニュ
フィリン遊離因子である可能性を示唆して
いる。 
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