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緒 言 

 
本研究では、膵β細胞におけるインスリン顆粒を例にとって、分泌顆粒がいかにして細胞辺縁部皮質アクチン網に輸送

され、開口放出可能な状態に至るのか、その機構を解明する。これまで、刺激に応じて生理活性物質を放出する調節性

分泌経路において、分泌小胞膜と細胞膜の融合という最終過程は詳細に研究されてきたが、それに至るまでの細胞内部

で起こる前過程の仕組みは解明が遅れている［1］。単量体 GTPase Rab27 は、調節性分泌経路において、分泌小胞膜

の細胞内輸送を制御しているが、そのGTP 結合型に結合するエフェクター分子を介して、具体的にどのように作用し

ているのかは十分に解明されていない［2］。11種あるRab27エフェクターのうち、Exophilin-8、Melanophilin は、

アクチン束上で働くモーター・タンパク質ミオシンに結合活性を持つことから、顆粒のアクチン網捕捉に関与する有力

な分子と考えられる。最近、私たちは、Exophilin-8が、RIMBP2という分子を介してMyosin-7aと間接的に結合する

ことによって、分泌顆粒を皮質アクチン網に集積させることを見出した［3］。もう一方のMelanophilinは、皮膚メラ

ノサイト（色素細胞）からケラチノサイト（角化細胞）へのメラノソーム（メラニン色素を含む細胞内小胞）の移行に

関与し、その変異はマウスにおける毛色、ヒトにおける皮膚色素の淡色化を引き起こすことが知られているが［4，5］、
他組織における機能はほとんど知られていない。私たちは、Melanophilin が膵β細胞に発現し、インスリン顆粒膜上

のRab27a、皮質アクチン網内のMyosin-Vaと結合していることを見出した。そこで、Melanophilin変異マウス leaden
とその膵島、膵β細胞を用いて、インスリン分泌能を解析したところ、耐糖能とインスリン分泌能の低下を認めた。次

に、細胞膜直下の事象を特異的に観察できる全反射顕微鏡でインスリン顆粒の開口放出を直接観察すると、leaden 膵

β細胞では、刺激前にあらかじめ細胞膜近傍に局在していなかった顆粒からの開口放出頻度が、野生型膵β細胞に比べ

て特異的に減弱していた。また、Melanophilinが、分泌顆粒膜と細胞膜との融合に関わるSNARE タンパク質の1つ

Syntaxin-4 と結合することを見出し、上記 Rab27a、Myosn-Va との相互作用に加え、Syntaxin-4 との相互作用が、

Melanophilinによるインスリン分泌促進に重要であることがわかった。 
 

方 法 

 
1． Melanophilin変異マウス leadenの解析 

leadenマウスと、それに対応する対照マウスC57BR/cdJを用いて、グルコースあるいはインスリンを腹腔内に投与

後、血液中のグルコース濃度を測定し、耐糖能、インスリン感受性を個体レベルで比較した。また、膵管内にコラゲナ

ーゼを注入し、膵島を単離し、灌流実験により、グルコース依存性インスリン分泌能を調べた。さらに単離膵島をトリ

プシン処理し、膵β細胞を単層培養し、EGFP-プロインスリンをコードするアデノウィルスを感染させて分泌顆粒を蛍

光標識し、全反射顕微鏡でリアルタイムにインスリン顆粒開口放出を観測した。 
2．インスリン分泌過程におけるMelanophilinの機能と作用機序の解析 
膵β細胞内でMelanophilin と結合する分子を免疫沈降法で探索した。さらに、これら分子との結合活性を失わせる

Melanophilin 変異体を作製し、leaden マウス膵島または膵β細胞に導入し、細胞内局在とインスリン分泌能を調べ、

野生型 Melanophilin を導入した場合と比較して、分子間相互作用の生理学的意味と、インスリン分泌過程における

Melanophilinの作用機序を解析した。 
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結 果 

 

1． Melanophilin変異マウス leadenの表現型 
leaden マウスは、対照マウスに比し、耐糖能が低下していたが、インスリン感受性は変化していなかった。また、

Melanophilinは、膵島に発現し、leadenマウス単離膵島は、野生型膵島に比し、刺激依存性インスリン分泌能が低下

していた（図1）。さらに、インスリン顆粒を蛍光標識した膵β細胞を用いて、分泌顆粒の開口放出を観察すると、あら

かじめ細胞膜近傍に安定的に局在する過程を経ずに、急速に細胞膜直下に現れて膜融合する、Passengerと呼ばれるタ

イプの開口放出［6］が、leaden膵β細胞で、特異的に減弱していることが判明した（図2）。 

 

    図1．leadenマウス膵島の刺激依存性インスリン分泌能 
マウスより単離した膵島の灌流実験。*P < 0.05（Student’s t-test）. 

 

 
 

図2．全反射顕微鏡観察によるインスリン分泌顆粒開口放出 
開口放出様式の3つのタイプ（Resident、Visitor、Passenger）。103 msごとの像、白枠は膜融

合開始時を示す。Resident、Visitor型開口放出は、蛍光標識した分泌顆粒が、それぞれ刺激前あ

るいは刺激中に可視化され、膜融合前に細胞膜近傍に局在しているが、Passenger型開口放出は、

膜融合前に可視化されておらず、あらかじめ細胞膜近傍に局在していないことがわかる。 
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2． MelanophilinとSyntaxin-4の相互作用と、その機能的意義の解析 
これまで、Melanophilinは、皮膚メラノサイトで、メラノソーム膜上のRab27aとアクチン線維上で働くモーター・

タンパク質Myosin-Vaと結合していることが知られている。私たちは、膵β細胞において、Melanophilinが、上記分

子に加え、分泌顆粒膜と細胞膜との融合に関わる SNARE タンパク質の 1 つ Syntaxin-4 と結合することを見出した

（図 3）。また、Melanophilin-Syntaxin-4 複合体は、分泌刺激後に上昇する細胞内Ca2＋依存性に形成されることがわ

かった。 

 
図3．膵β細胞株MIN6における、MelanophilinとSyntaxin-4の相互作用 

MIN6 細胞抽出液においてSyntaxin-4 抗体による免疫沈降を行い、沈降物中のタンパク質を、電気泳動後、

イムノブロット法で検出。Melanophilin-Syntaxin-4複合体は、高K＋溶液による分泌刺激後に形成されるが、

あらかじめEGTAで細胞外から細胞内に流入するCa2＋をキレートしておくと、その形成が抑制される。 
 

さらに、Melanophilin が、その N 端領域で Syntaxin-4 と結合することを見出し、同領域のアミノ酸に変異を導入

することによって、Syntaxin-4 と結合できない変異体を作製した。そして、leaden マウス膵島に Melanophilin を導

入したところ、変異型は、野生型と異なり、インスリン分泌能を回復させることができなかった（図4）。全反射顕微鏡

でインスリン顆粒開口放出を観察したところ、野生型のみ、減弱していた Passenger タイプの開口放出を回復させる

ことがわかった。また、既知のRab27a、Mysoin-Vaとの結合をそれぞれ欠失させた変異型Melanophilinも、leaden
マウス膵β細胞のインスリン分泌能を回復できなかった。以上のことより、Melanophilinは、Rab27a、Mysoin-Vaに

加え、新規に見出されたSyntaxin-4との相互作用を介して、インスリン分泌を促進させることがわかった。 
 

     
図4．leaden膵β細胞におけるインスリン分泌減弱の機能回復実験 

leaden膵島に、LacZ、野生型WT、またはSyntaxin-4結合欠失変異型MTのMelanophilinを導入

し、低グルコース液（白棒グラフ）、高グルコース液（黒棒グラフ）刺激後インスリン分泌能を計測。

#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 (one-way ANOVA). 
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考 察 

 
分泌小胞は、まず、細胞膜と安定的に接着するという｢ドッキング｣過程の後に、開口放出可能な｢プライミング｣の状

態になり、はじめて膜融合が起きると考えられてきた［1］。しかし、全反射顕微鏡などで、生細胞でリアルタイムに開

口放出前の顆粒の動態を観察することができるようになり、開口放出前に安定的に細胞膜近傍に留まっている顆粒の他

に、ドッキング過程を経ずに迅速に細胞膜に近づき、そのまますぐに膜融合を起こす顆粒が存在することがわかってき

た［6］。これまで分泌小胞膜の細胞膜ドッキングに関わる分子はいくつか報告されてきたがが、非ドッキング小胞の開

口放出に関する分子基盤はほとんどわかっていなかった。刺激後にはじめて分泌顆粒膜上のRab27a-Melanophilin複合

体と細胞膜上のSyntaxin-4が結合することは、分泌顆粒膜があらかじめ細胞膜にドッキングすること無しに開口放出す

るという、Passenger型の開口放出様式の分子機序をうまく説明できると考えられた（図5）。本研究によって、必ずし

も単一の機構によるとは限らない分泌小胞の開口放出前過程の分子基盤の一端が明らかになったと考えられる（本研究

結果は、論文投稿中）。 
 

 
図5．Rab27エフェクターMelanophilinによる分泌顆粒開口放出機構 
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