
連についても今後の研究が期待される．

メタボリックシンドロームへの社会的関心から，関連す

る基礎研究は日々発展している．脂肪滴研究も例外ではな

く，関係する論文の急激な増加がそれを物語っている．し

かし，脂肪滴についてはその形成機構やメンブレントラ

フィック経路など，解明すべき課題が多く残されている．

Rabの存在など，他のオルガネラとの相同性が予想される

一方，脂質一重層という決定的な違いが，単純な比較を困

難にしている．脂肪滴の全容解明のためには，PATファ

ミリーを含めた局在タンパク質の解析の集積に加えて，脂

肪滴の独自性に即したユニークな解析手法を探る必要があ

るだろう．

本文中 CGI-５８とMLDPの研究は，兵庫県立大学 大隅

隆教授のもとで進めたものであり，深く感謝いたします．

また，紙面の都合上引用できなかった文献があることをお
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ホルモンが神経内分泌細胞内で分泌顆粒へ
と選別輸送される機構

は じ め に

生体内で遠隔臓器へシグナルを伝達するシステムとし

て，神経系と内分泌系がある．神経系の細胞は，神経伝達

物質として生理活性アミン，アミノ酸誘導体に加えて，エ

ンケファリン，ダイノルフィン，ボンベシンなどの神経ペ

プチドも神経終末からシナプス間隙に向けて開口放出す

る．内分泌系の細胞は，インスリン，成長ホルモンなどの

ペプチドホルモンに加えて，甲状腺ホルモン，GABA，グ

ルタミン酸などの生理活性アミンを血流中に開口放出し，

標的器官の細胞にシグナルを伝達する．多くの場合，神経

細胞はシナプス小胞のみならず分泌顆粒を持ち，内分泌細

胞も分泌顆粒のみならずシナプス様小胞を持つので，本稿

では両者をまとめて神経内分泌細胞と呼ぶ．このような神

経内分泌細胞におけるタンパク質分泌経路を図１に示す．

神経内分泌細胞では，ペプチドホルモンや神経ペプチドは

粗面小胞体で合成された後，ゴルジ装置を経てトランスゴ
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ルジネットワーク（TGN）から分泌顆粒に選別輸送され，

顆粒内に貯留され，細胞外からの刺激に応答して分泌され

る（調節性分泌経路）．一方，成長因子，アルブミン等の

血清タンパク質は，外部刺激による分泌調節を受けずに

TGNから直ちに細胞外に放出される（構成的分泌経路）．

またリソソームで働く加水分解酵素などは，エンドソーム

へ向かう経路へと選別輸送される（TGN―エンドソーム間

の経路）．本稿では，筆者らが分泌顆粒形成機構の解明を

目指して行ってきた研究を中心に，ペプチドホルモンが調

節性分泌経路へと選別されるメカニズムについて概説す

る．

１． 顆粒内タンパク質とグラニンファミリータンパク質

表１に示すように，分泌顆粒内にはペプチドホルモンの

他に様々なタンパク質が存在する．顆粒内タンパク質に

は，ペプチドホルモンを前駆体から成熟型ホルモンへと活

性化するプロホルモン変換酵素（PC１／３，PC２），限定切断

されたペプチドの C末端の塩基性アミノ酸残基を除去す

るカルボキシペプチダーゼ E（CPE），C末端の Gly残基

をアミドに変換するアミド化酵素や，グラニンファミリー

タンパク質が含まれる．

グラニンファミリータンパク質（表１）は，セクレトグ

ラニン，クロモグラニンと名付けられた一群の酸性可溶性

タンパク質の総称であり，膵島，下垂体，副腎髄質などの

神経内分泌細胞に広く存在している．グラニンファミリー

タンパク質は，どの内分泌細胞にも存在することから，ホ

ルモンのように特定の標的器官にシグナルを伝えていると

は考えにくい．しかし，その切断フラグメントには，隣接

する細胞やその細胞自らに作用する局所的な生理活性物質

として知られるものや，内分泌細胞を酸化ストレスから保

護すると報告されているものもある．

Huttnerらは，グラニンファミリータンパク質のセクレ

図１ 神経内分泌細胞におけるタンパク質分泌経路
ペプチドホルモンは TGNで選別され，分泌顆粒に貯留され，細胞外刺激に応答して分泌される（調節性分泌経路）．分泌顆粒にはプ
ロセシング酵素（PC１／３，PC２，CPE，アミド化酵素）も運ばれ，プロホルモンを活性型ホルモンに変換する．膜タンパク質やリソ
ソーム酵素は TGNで選別され，それぞれ細胞膜，エンドソームに輸送される（構成的分泌経路，TGN―エンドソーム間の輸送）．（本
文参照）
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トグラニン IIとクロモグラニン Bが，顆粒内の弱酸性・

高 Ca２＋環境下で凝集する性質を発見した．そして，ペプ

チドホルモンはグラニンタンパク質が凝集する際に凝集体

に巻き込まれて分泌顆粒へと選別されるという“グラニン

凝集説”を提唱した１）．しかし，非凝集顆粒内のタンパク

質も分泌顆粒へ選別輸送されること２），フィブロネクチン

などの凝集タンパク質でも構成的分泌経路に輸送されるこ

と３）から，顆粒内タンパク質の凝集は分泌顆粒へ選別され

るための必要十分条件ではない．タンパク質が分泌顆粒へ

と選別輸送されるためには，グラニンタンパク質の凝集に

加えて，ホルモンを顆粒内に導く一種の“受容体”の存在

が必須であると考えられる．

２． 選別輸送受容体としてのカルボキシペプチダーゼ E

１９９５年に Leiterらは，糖尿病・肥満モデルとして知ら

れる fat／fat マウスの原因遺伝子が CPEであるという不可

思議な論文を発表した４）．なぜ不可思議かというと，CPE

は神経内分泌細胞に発現し，ペプチドホルモン C末端の

塩基性アミノ酸を切除する酵素として知られ，塩基性アミ

ノ酸が除去されないだけで肥満・糖尿病になるとは考えに

くかったからである．

ところが，思わぬ発見が Lohらによってなされた．Loh

らは，fat／fat マウスの下垂体と CPEを欠損した神経芽細

胞腫 Neuro２aで，ACTH前駆体の POMCが分泌顆粒に選

別輸送されずに構成的分泌経路で細胞外に放出されるこ

と，および CPEが POMCの N末端に存在するジスルフィ

ド・ループに結合し，POMCを分泌顆粒へと選別輸送す

ることを Cell誌に発表した５）．しかしその後間髪を入れ

ず，Halbanらや Steinerらは，fat／fat マウスの膵島でプロ

インスリンが分泌顆粒へと選別輸送され

ることを示し，「CPEがペプチドホルモ

ンの選別受容体である」という Lohら

の仮説を否定した６）．この“CPE＝ホル

モンの選別受容体”説については，２００６

年現在でもなお，両研究グループ間で論

争が続いている．

３． セクレトグラニン IIIの役割

筆者らは，ペプチドホルモンが分泌顆

粒へ選別される機構を明らかにするため

に，クロモグラニン A（CgA）が結合す

るホルモンとタンパク質を同定しようと

試みた．具体的には，CgAをベイトと

して酵母ツー・ハイブリッドスクリーニングを行い，ラッ

ト脳 cDNAライブラリーからグラニンタンパク質の一つ

のセクレトグラニン III（SgIII）を単離した．そこで CgA

と SgIIIの結合を生化学的に解析してみると，顆粒内環境

を反映する Ca２＋濃度（１０―２０mM）と弱酸性（pH５．５）の

条件下で両者は強い結合を示した．さらには，CgAの

SgIIIとの結合部位が CgAの顆粒内輸送に必須であった７）．

SgIIIは可溶性タンパク質であり，膜貫通領域を持たな

い．それでは，SgIIIはどのようなメカニズムで分泌顆粒

へ運ばれるのであろうか？ 筆者らは，SgIIIが精製した

顆粒膜画分に集積し，電子顕微鏡下では顆粒膜直下に局在

すること８，９）を見出した．そこで SgIIIが顆粒膜に直接結合

する可能性を想定し，コレステロール組成を変化させた顆

粒膜への SgIIIの結合を調べたところ，SgIIIはコレステ

ロール組成が４５―６５mol％の顆粒膜に直接結合できること

が判明した１０）．さらに，SgIIIと CPEの一部が顆粒膜上で

共局在する電子顕微鏡観察結果を得た．次に，SgIIIと

CPEの直接結合の可能性をマウス下垂体前葉由来 AtT-２０

細胞において調べたところ，SgIIIが POMCに結合するこ

と，SgIIIは CPEから POMCを受け取って CgAに渡して

ホルモンを顆粒内全体に分布させることが明らかになっ

た１０）．最近筆者らは，SgIIIは CgAと１：１のストイキオメ

トリーで結合するのみならず，凝集した多量の CgAと結

合できること，内分泌細胞で SgIII発現を抑制すると CgA

が構成的分泌経路を介して放出されることを明らかにした

（論文投稿中）．

SgIIIは，下垂体，膵臓，副腎の内分泌細胞のみならず

神経細胞の分泌顆粒にも存在する．従ってもし SgIIIが欠

損してホルモン輸送機能がなくなれば，ホルモン分泌に何

表１ 神経内分泌顆粒に存在するペプチドとタンパク質

ペプチドホルモン 分泌調節タンパク質
VAMP-２

グラニンファミリータンパク質 シナプトタグミン
クロモグラニン A（CgA） グラニュフィリン
クロモグラニン B（CgB） Rab２７
セクレトグラニン II（SgII） CAMキナーゼ II
＊セクレトグラニン III（SgIII） アダプター AP-１複合体
セクレトグラニン V（７B２） クラスリン

フォグリン
プロセシング酵素 CAPS-１
＊PC１／３ イオンチャネル，ポンプ
＊PC２ V-ATPase
＊カルボキシペプチダーゼ E（CPE） Ca２＋-ATPase
アミド化酵素 IP３受容体

＊で表示されているタンパク質は高コレステロール顆粒膜に結合する．
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らかの異常が生ずると予測される．しかし，自然発生

SgIII欠損マウスでは，顕著なホルモン分泌異常が見つか

らないため，SgIIIの機能解析は進んでいない１１）．

一方Martensらは，アフリカツメガエルの環境条件に伴

う体色変化を利用して，下垂体中葉の遺伝子発現プロファ

イルを解析した．アフリカツメガエルを明所で飼育する

と，POMCと SgIIIの mRNA量は暗所で飼育した場合に比

べて約３０倍も増大した１２）．この結果は，POMC分子内に

存在するメラニン細胞刺激ホルモン（α-MSH）を多量に

顆粒へ輸送する際には，SgIIIの発現も同時に亢進するこ

とを示唆している．これらの研究をふまえて，筆者は

SgIIIと CPEのダブルノックアウトマウスを作製し，ペプ

チドホルモンが調節性分泌経路へと選別される機構を解析

する必要があると考えている．

４． 分泌顆粒膜とコレステロール

近年，分泌顆粒形成に顆粒膜のコレステロールが重要な

役割を果たすことが報告されている． 前述した Lohらは，

ウシ脳下垂体後葉から分泌顆粒膜を精製してコレステロー

ル含量を測定したところ，約６５mol％という高い値を得

た１３）．このことは，リン脂質１分子から出る２本の脂肪酸

アシル基にコレステロールが１分子ずつ結合している状態

（理論値６７mol％）に近いことを意味する．一方 Huttnerら

は，AtT-２０細胞をコレステロール合成阻害剤のロバスタ

チン存在下で培養すると，顆粒形成が十分にできなくなる

ことを報告した１４）．前項で述べたように，SgIIIは高コレ

ステロール組成の顆粒膜に直接結合することができる９）．

さらに，Lohらがホルモン受容体として最初に報告した

CPEもリピッドラフトに局在すると報告されている．興

図２ 分泌顆粒形成のステップ
筆者は，TGNもしくは未成熟顆粒から分泌顆粒が形成される機序を次のように考えている．１）TGN膜もしくは未成熟顆粒膜での高
コレステロールドメインの形成，２）顆粒内環境を形成する V-ATPase，カルシウムポンプの集積，３）高コレステロールドメインに
親和性を持つ SgIII，CPEがプロホルモンと結合し，顆粒膜へ集積，４）SgIIIへのプロホルモンの受け渡し，５）リピッドラフトに局
在する PC１／３，PC２，CPEによるプロホルモンの活性化，６）活性化された成熟ホルモンとクロモグラニン Aは凝集体を作り，顆粒
内腔に拡散する．
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味深いことに，ペプチドホルモン前駆体を活性型に変換す

るプロホルモン変換酵素（PC１／３，PC２）も，分泌顆粒膜

の高コレステロール組成のリピッドラフトに結合すると報

告されている．最近，筆者らは三つの神経内分泌細胞株，

AtT-２０，PC１２（ラット副腎髄質由来），MIN６（マウス膵 β
細胞由来）からシナプス様小胞と分泌顆粒を精製し，コレ

ステロール組成を調べた．その結果，シナプス様小胞膜に

はコレステロールは２０―２５mol％含まれるのに対して，分

泌顆粒膜は４０―５０mol％という高いコレステロール組成を

示すことが判明した１５）．

筆者は，分泌顆粒が TGNから形成される機序を図２の

ように考えている．まずコレステロールが TGN膜に集積

し，高コレステロール組成のドメインを形成する．次にこ

の高コレステロールドメインに SgIII, CPEなどのコレステ

ロール結合能を持つタンパク質がホルモンを結合しながら

集まってくる．同時に顆粒内を高 Ca２＋にするカルシウム

ポンプ，弱酸性にするプロトンポンプも集積する．高

Ca２＋，弱酸性の条件下でプロホルモンとグラニンタンパク

質はプロセシング（塩基性アミノ酸対の切断，末端アミノ

酸の修飾など）を受ける．グラニンタンパク質が成熟ホル

モンを巻き込みながら凝集して顆粒のコアを形成する．

現在筆者らは，顆粒膜にコレステロールを運ぶと考えら

れる輸送タンパク質について解析している．

お わ り に

構成的分泌経路は，酵母から高等動物細胞に至るまで，

広く見られるタンパク質輸送システムである．一方，神経

内分泌細胞のペプチドホルモン分泌では，細胞外からの刺

激による調節性分泌経路が使われる．調節性分泌の研究の

なかでも，開口放出機構に関する研究は SNARE学説を中

心にして大きく進展しているが，分泌顆粒形成の研究は，

顆粒形成が細胞内部の TGNで行われるためアプローチが

難しいことや，TGNや分泌顆粒を集めにくいという理由

などのために不明な点が多かった．しかし，分泌顆粒へホ

ルモンを選別して輸送する受容体として CPEと SgIIIが同

定されたり，分泌顆粒膜が高コレステロール組成を持つ特

殊な膜であることが明らかになったりしたことにより，分

泌顆粒形成とホルモンの選別輸送の機構は急速に解明され

ようとしている．

本稿で紹介した筆者らの研究は，群馬大学生体調節研究

所分泌制御分野 竹内利行教授のもと，旭川医科大学解剖

学講座顕微解剖学分野 渡部剛教授との共同研究で行われ

たものである．
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