
１． は じ め に

膵 β細胞は，血管壁に向いて広がる細胞質に分泌顆粒
がぎっしり詰まり，刺激を受ければ即座に顆粒内容のイン

スリンを血管腔に放出するかのように見える（図１A：ラッ

ト膵島 電子顕微鏡像）．個々の分泌顆粒は２５～３５０nmの

サイズで，中心にある内容物がオスミウム酸で黒く染ま

り，その周りに白く抜けたハローをもつので dense-core

granulesあるいは dense-core vesiclesと表現される．この黒

い内容物はインスリンなどホルモンを密に保持するグラニ

ンファミリータンパク質，クロモグラニン A（CgA），B

（CgB），セクレトグラニン II（SgII）などからなり，顆粒

膜直下のハロー部分にはホルモン前駆体を活性型に転換す

る限定切断酵素（prohormone convertase＝PC），限定切断

を受けた活性型ホルモン C端の塩基性アミノ酸対を除去

するカルボキシペプチダーゼ E（CPE），本稿でその重要

性を詳述するセクレトグラニン III（SgIII）などが存在す

る．その他，図１Aではやや黒ずんだミトコンドリア，層

板状のゴルジ装置が見える．分泌顆粒形成過程を模式化す

ると細胞生物学の教科書でよく見る図１Cが描ける．この

模式図では核の周辺に粗面小胞体（endoplasmic reticulum＝

ER），それに続いてゴルジ装置があり，その細胞膜側（＝

トランス側）に伸びるトランスゴルジ ネットワーク

（TGN）から分泌顆粒，リソソーム，細胞膜への輸送小胞

などが形成されるように描かれている．しかしこれはあく

まで模式図で，実際の細胞小器官の分布様式とはかなり異

なる．例えば，図１Aでは ERがはっきりしない．しかし，

ラット頚静脈にカテーテルを留置して４８時間５０％グル

コース液を点滴しつづけてから膵臓を固定して電子顕微鏡

標本を作る１，２）と，グルコース刺激によるインスリン放出の

ために分泌顆粒が細胞膜に融合して細胞質から減少・消失
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高コレステロールドメインを基盤にした
内分泌顆粒形成メカニズム

竹 内 利 行
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（A） ラット膵島電子顕微鏡写真

（B）５０％グルコース溶液２日間灌流後のラット膵島電子顕微鏡写真

〔生化学 第８２巻 第２号１０６



し，リボソームが付着した ERがはっきりと現れる（図１

B）．つまり，実際の細胞では ERは核の周囲にあるのでは

なく細胞質一杯に詰まっている．この図１Aと１Cの間で

起こるプロセス，即ち分泌顆粒が外部刺激に反応して細胞

膜と融合して内容物のホルモンを放出するプロセスを調節

性分泌（regulated secretion）と呼ぶ．これに対して外部刺

激とは関係なく TGNからコンスタントに細胞膜の構成タ

ンパク質を輸送する，あるいは血清タンパク質，増殖因子

等を細胞外に放出するプロセスを構成性分泌（constitutive

secretion）と呼ぶ３）．

１９６０年代，Gorge Paladeらは膵外分泌腺細胞を材料にし

てアイソトープ標識アミノ酸でラベルした分泌タンパク質

をオートラジオグラフィーで追跡し，分泌タンパク質が

ER→ゴルジ装置→分泌顆粒の順に移動するプロセスを示

し，分泌タンパク質の合成から分泌に至る細胞内経路を明

らかにした４）．その後この基盤に立って分泌メカニズムの

研究が広く複雑に展開されるが，その対象は大きく三つに

分けることができる（図２）．

（C） 内分泌細胞の模式図

図１ ラット膵島の微細構造

図２ 分泌顆粒研究で対象となる三つの部位

１０７２０１０年 ２月〕



１） ホルモン分泌を制御するメカニズム．換言すれば，外

部刺激による細胞内カルシウム上昇メカニズム．

１９６０年 代，Douglasら は stimulus-secretion coupling

仮説で Ca２＋が外部刺激と分泌の coupling役であると

し，この Ca２＋の細胞内上昇メカニズムを中心にして

分泌制御の研究が大きく進展した．その進展を支えた

技術の一つは，７０年代後半から急速に発展した組換

え DNA技術で，ホルモン前駆体，受容体などの

cDNAクローニングに続き，それらの発現実験が盛ん

に行われた．この組換え DNA技術に加えて，７０年代

後半から８０年代前半にかけて Erwin Neher，Bert Sak-

mannらが確立したパッチクランプ法，Roger Tsienら

が開発した細胞内 Ca２＋濃度測定ケミカル Fura-２技術

などにより Ca２＋上昇メカニズムは更に解明された．

膵 β細胞では，グルコースがどのようなメカニズム
でインスリン分泌を引き起こすか長い間議論の的と

なっていた５）が，１９９５年，Inagaki，Seinoらは上述の

技術を駆使して，グルコース代謝から産生される

ATPが ATP感受性 KATPチャネルの開閉を制御し，そ

れに応じて Ca２＋チャネルが開閉する分子メカニズム

を明らかにした６）．

２） 分泌顆粒の細胞内輸送メカニズム．換言すれば

SNARE説に基づく細胞膜ドッキング・融合メカニズ

ム．

分泌関連タンパク質の機能研究では，１９７０年代後

半 か ら８０年 代 に か け て Randy Schekman，Peter

Novickらが駆使した出芽酵母の分子遺伝学が大きな

役割を果たした．酵母はショ糖分解酵素を分泌する

が，その細胞内輸送に関わる遺伝子群 sec の温度感受

性変異株が動物細胞の ER・ゴルジ間小胞輸送メカニ

ズム解明に大きく貢献した４）．近年，ホルモン分泌の

最終段階，分泌顆粒と細胞膜のドッキングメカニズム

は Jim Rothmanの SNARE説を中心に展開されてき

た７～９）．しかし，SNARE説による膜融合の主な研究対

象は神経小胞であり，サイズの大きな内分泌顆粒の膜

融合メカニズムは神経小胞のアナロジーを基本にした

後追い研究となっている．それでも最近では SNARE

タンパク質による膜融合に分泌顆粒特異的な低分子量

GTP結合タンパク質 rab，例えば rab２７，とそのエ

フェクタータンパク質が関わるメカニズムが研究対象

となり，共焦点レーザー顕微鏡，全反射顕微鏡，多光

子顕微鏡など新しいビジュアル技術を駆使して GFP，

YFP，RFPとの融合タンパク質をリアルタイムで観察

する手法が主流となっている１０，１１）．

３） 分泌顆粒形成メカニズム．換言すれば，ホルモンの顆

粒内選別輸送メカニズム．

１９８０年代に，Lelio Orciが免疫電子顕微鏡を用い

て，プロインスリンが TGNから出芽・形成された幼

若顆粒の膜直下に集積する像とインスリンが顆粒の

dense-core部に集積する像を発表し，分泌顆粒の成熟

に伴ってホルモン前駆体が活性型に転換されて顆粒中

心部に集積するスキームができあがった１２，１３）．しかし，

分泌顆粒形成メカニズムの研究は，手間のかかる免疫

電子顕微鏡技術を駆使しなければならず，また，分泌

顆粒を集めるのに用いる内分泌組織は，下垂体，膵島

を含めて複数の異なる内分泌細胞の集合体なので特定

のホルモン顆粒だけを集めるのは難しい．また，構成

性経路研究で確立された in vitro 再構成実験系１４）もな

く依然として古典的な手法に頼らざるをえない状況で

ある．

このように３）分泌顆粒形成メカニズムの研究は１），２）

の研究に比べて技術面で大きく立ち遅れているが，それで

も１），２）の研究で使われている手法を応用しながらゆっ

くりとした進展が見られている．本稿ではその進展につい

て概説する．

２． 調節性ホルモン分泌メカニズムの系統発生

ホルモンという名称は膵液分泌刺激ホルモン セクレチ

ンの発見者 Ernest Henry Starlingが１９０５年に行った講義

“The chemical correlation of the functions of the body”で用

いたのが最初で，ギリシャ語の hormao（＝excite, arouse）

に由来する１５）．ホルモンは生体をその内部環境，外部環境

に適応させるように分泌され，適応状態に達するとその分

泌は元に戻る．このような分泌様式が前述の調節性分泌で

ある．調節性分泌は構成性分泌に比べてはるかに複雑で，

ヒトではホルモンと神経伝達物質がこの様式で分泌され

る．

ところで，調節性分泌は系統発生ではどの段階から見る

ことができるだろうか．線虫では，インスリン シグナル

経路［daf-２（インスリン／IGF受容体）→age-１（PI３キナー

ゼ）→akt-１（AKT／PKB）→daf-１６（FoxO型転写因子）］

が寿命を制御し，インスリン様ペプチドの存在をうかがわ

せる．事実，線虫はインスリン様ペプチド insとして３７

の候補遺伝子をもち，大部分が神経系細胞で発現している

が，ins-７のように消化管の細胞で発現するペプチドもあ

り１６），消化管ホルモンの原型ともいえる．この３７の ins候

補遺伝子産物のうち三つがほ乳類のインスリンと同じよう

に前駆体から Cペプチドが切断されて三次構造をつくる．

無脊椎動物では，線虫の他，カイコも３０以上のインスリ

ン様遺伝子（bombyxin）をもつ１７，１８）．しかし，カイコと同

じ節足動物でもショウジョウバエはインスリン様遺伝子が

七つに減少する１９）．インスリン様遺伝子はやはり主に脳神

経で発現しており，消化管でも弱い発現を示す．インスリ
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ン様ペプチドも分泌顆粒に局在するが，その電子顕微鏡像

は dense-coreというよりは周囲が黒いドーナツ型を示

す２０）．インスリン様ペプチドの生理作用に関する研究で

は，ショウジョウバエからインスリン産生細胞を除去する

とハエ幼虫の成長と分化が遅れ，さなぎのリンパ液中のグ

ルコース＋トレハロース（グルコース２分子からなる二糖

類）濃度が上昇し，ヒトの糖尿病状態に類似した表現系に

なるという２１）．その産生細胞は脳上部の ring glandの両側

に突き出るように位置し，インスリン様ペプチドは産生細

胞から神経軸索を下行し，脈管上皮細胞との間に形成され

るシナプス部位に集積して神経刺激で脈管リンパ液中に放

出される．

このように無脊椎動物のホルモン分泌細胞は腔腸動物か

ら高等な節足動物，軟体動物，棘皮動物まで認められ，脳

神経組織に混在して神経刺激で分泌されるが，脊椎動物に

見られるような内分泌腺からホルモンを分泌する動物は例

外である．その例外はタコの視柄腺でこの内分泌腺は脊椎

動物の下垂体前葉に相当し，ゴナドトロピン放出ホルモン

（GnRH）活性をもつペプチドを分泌して生殖機能を制御

する２２）．従って，無脊椎動物の中でも高等な頭足類になる

と内分泌腺として機能する器官をもつようになる．

３． 神経小胞と内分泌顆粒の比較

神経小胞と分泌顆粒は共に外部刺激に応答して内容物を

放出する．神経小胞はその一部分がシナプス膜と融合して

小孔から神経伝達物質をシナプス間隙に放出した後，融合

部分が離れて再利用，つまりリサイクリングされる（kiss

and run），あるいは完全融合後，シナプス周囲の膜からエ

ンドサイトーシスで再形成される２３）．一方，分泌顆粒は

TGNから凸型出芽してホルモンを内含しながら形成され

る３）．神経小胞と分泌顆粒の内容物集積メカニズムも異な

り，神経小胞内には細胞質で合成されたカテコールアミ

ン，セロトニン，GABAなどの伝達物質が神経小胞膜の

トランスポーターによって ATP依存的に取り込まれるが，

分泌顆粒は TGNでグラニンタンパク質と共にホルモンを

内含する．神経小胞は神経伝達物質だけを含み，ペプチド

ホルモンを含まないが，分泌顆粒はペプチドホルモンに加

えて神経伝達物質を含む．例えば，インスリン顆粒のセロ

トニン，副腎髄質アドレノメデュリン顆粒のノルエピネフ

リンなどである．神経小胞と分泌顆粒は軸索末端のシナプ

ス膜部分，いわゆるアクティブゾーンに混在して集積す

る．この混在状態は内分泌細胞でも同じで，膵 β細胞で
はインスリン顆粒に加えて GABAを含むシナプス様小胞

（synaptic-like microvesicle＝SLMV），膵 α細胞ではグルカ
ゴン顆粒に加えてグルタミン酸を含む SLMVが混在する．

神経小胞のサイズは４０―５０nmで大小の差は小さいが，

分泌顆粒のサイズは内含するホルモンによって大小様々

で，例えば，インスリン顆粒２５０―３５０nm，成長ホルモン

（GH）顆粒３５０―５００nm，甲状腺刺激ホルモン（TSH）顆

粒１００―２００nm，副腎皮質刺激ホルモン（ACTH）顆粒１５０―

２００nm，さらに腫瘍で見られる GH顆粒，プロラクチン

（PRL）顆粒は８００nmに達する２４，２５）．つまり，神経小胞を

ピンポン玉（直径４cm）とすると，インスリン顆粒はバ

スケットボール（直径２４．５cm）やサッカーボール（直径

２２cm）のサイズで，GHや PRL顆粒のあるものはバラン

スボール（約６０cm）に匹敵する．従って，神経小胞はサ

イズが小さいので分泌顆粒に比べてその構成が単純と思わ

れるが，それでも Takamoriらはプロテオミクス解析で神

経小胞に８０以上の構成タンパク質を同定している２６）．一

つの神経小胞は，プロトンポンプ V-ATPase平均１個，

synaptobrevin ７０個，synaptophysin ３２個，neurotransmitter

transporter９―１４個，Rab３A１０個，シナプシン８個，synap-

totagmin１１５個の分子をもつという．このプロテオミクス

解析は内分泌顆粒でも行われ，ラット膵 β細胞由来 INS-

１Eの顆粒には１３０種類のタンパク質があり，プロホルモ

ンを活性型にするプロセシング酵素，ホルモンをコンパク

表１ 神経小胞と内分泌顆粒の比較

神 経 小 胞 内 分 泌 顆 粒

大きさ（直径） ４０―５０nm １５０―８００nm
内容物 活性アミンなどの ペプチドホルモン

活性アミン
グラニンタンパク質

構成タンパク質 約８０ 約１５０
特徴的な構成 rabファミリータンパク質 グラニンタンパク質
タンパク質 SNARE関連タンパク質 プロセシング酵素

フォグリン
開口放出時の Ca２＋ ２００µmol／L ３―３０µmol／L
刺激から分泌迄の時間 ６０µsec ５msec
生成 シナプス膜 TGN
膜コレステロール組成 ２５―３５mol%

形質膜と同程度
４０―５０mol%
神経小胞よりも高い
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トに内包するグラニンタンパク質，カテプシンなどの水解

酵素等が多く含まれる．これは神経小胞が SNAREタンパ

ク質や Rabタンパク質など外周局在タンパク質を多く含

むのと対照的である２７）．この傾向はウシ副腎クロマフィン

細胞の顆粒でも同様で，分泌タンパク質２０，顆粒膜局在

タンパク質３９，両方の性質をもつもの４３が同定された２８）．

神経小胞と分泌顆粒の比較を表１に，代表的な分泌顆粒局

在タンパク質を表２に示す．表１から，神経小胞は刺激に

応答して非常に速いスピードで神経伝達物質を放出し，そ

れに対して分泌顆粒は緩やかにホルモンを分泌するのがわ

かるだろう．

４． ペプチドホルモン前駆体から活性型ホルモンができる

メカニズム

ペプチドホルモンは前駆体プロホルモンから限定切断さ

れて活性型ホルモンとなる．ホルモンがプロホルモンとし

て生合成される事実は，まだ組換え DNA技術が出現する

前，６０年代に Donald Steiner博士によってインスリンで明

らかにされた２９）．Steinerはヒトのインスリノーマ片を［３H］

ロイシンでラベルしてカラムでサイズを調べたところ，イ

ンスリン B鎖-S-S-A鎖と同じサイズのピークの他にそれ

よりも大きなサイズのピークを見つけ，そのアミノ酸配列

が B鎖-ArgArg-Cペプチド-LysArg-A鎖の一次構造をとる

前駆体プロインスリンであることを明らかにした．８０年

代に入り，組換え DNA技術が広まるとホルモン前駆体が

表２ 分泌顆粒局在タンパク質

局在場所 タ ン パ ク 質

内 部 ペプチドホルモン

グラニンタンパク質
クロモグラニン A
クロモグラニン B
セクレトグラニン II
セクレトグラニン III（１B１０７５）
セクレトグラニン IV（HISL-１９）
セクレトグラニン V （７B２）
セクレトグラニン VI（NESP５５）

プロセシング酵素
プロホルモン転換酵素 PC１／３，PC２
カルボキシペプチダーゼ E
アミド化酵素（PAM）

膜貫通型 V-ATPase Fo
調節性分泌 Ca２＋-ATPase（SPCA１／２）
VAMP-２
シナプトタグミン III
フォグリン
IA２（１CA５１２）
IP３受容体
SV２
Eph A

外 部 V-ATPase F１
Rab２７
グラニュフィリン
CaMキナーゼ II
グルコキナーゼ
ミオシン Va
Noc２

図３ ホルモン前駆体のプロセシング
（上）インスリン，（下）POMC.
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次から次へとクローニングされ，成長ホルモン，プロラク

チンなど少数例を除いて大部分のホルモンは塩基性アミノ

酸対に隣接して前駆体中に含まれることが明らかになっ

た３０，３１）（図３）．

それでは活性型ホルモンはプロホルモンからどのように

して生成されるのだろうか．ペプチドホルモンは ERに付

着したリボソーム上でシグナルペプチドをもつ前駆体プレ

プロホルモンとして形成され，ER内腔へ導かれる．この

シグナルペプチド部分は ERにドッキングして切断を受け

るが，その分子プロセスはロックフェラー大学の Blobel

博士らによって明らかにされた．そのメカニズムは現在科

学エッセイストとして活躍しておられる福岡伸一博士の総

説「調節性エキソサイトーシス経路の分子解剖」に詳し

い３２）．シグナルペプチドが除かれたプロホルモンは ER内

腔で三次構造をとり，TGNに運ばれる．ここ迄のプロセ

スはホルモンを顆粒内 dense-coreに凝縮するグラニンタン

パク質も同様である．TGNはプロトンポンプ V-ATPaseに

よって弱酸性となり，また Ca２＋ポンプによって Ca２＋濃度

も高くなっているのでグラニンタンパク質はホルモンを巻

き込みながら凝集するという３）．プロホルモンは顆粒周辺

部に局在するプロホルモン転換酵素（PC１／３，PC２）によっ

てその塩基性アミノ酸対部位で切断され，C端に残った塩

基性アミノ酸はカルボキシペプチダーゼ E（CPE）で除去

される（図３）．さらにいくつかのホルモンはその N端が

パイログルタミル化（GnRH，TRH），アセチル化（ACTH）

され，グレリンの場合は３番目の Serがオクタノイル脂肪

酸でアシル化される．C端も多くのホルモンでは塩基性ア

ミノ酸除去後 Glyとなるので Glyがアミド化酵素で開裂し

てカルボキシアミドとなる．このような修飾を受けた活性

型ホルモンはグラニン凝集体に巻き込まれて顆粒中央

dense-core部に集積する．

５． 内分泌顆粒形成とホルモン集積メカニズム説の変遷

１９８０年代，マックスプランク研究所のWieland Huttner

とロンドン インペリアルがん研究ファンドの Sharon

Toozeは，ホルモンがグラニンタンパク質の凝集に巻き込

まれてホルモン顆粒に導入される“グラニン凝集説”を提

唱し，この説が９０年代後半迄主流となっていた３，３３～３６）．こ

の説の基盤となるグラニンタンパク質は７種類が知られ，

そのうち CgA（４３１―４４５アミノ酸），CgB（６２６―６５１アミノ

酸），SgII（５５９―５８６アミノ酸）がよく研究されてきた３７，３８）．

これらのタンパク質は弱塩基性環境で凝集しやすく，カル

シウムを結合する性質をもつ．Huttner，Toozeらは CgA，

CgBの N端側二つの Cysで構成される Cys間ループ（図

４）に注目し，副腎褐色細胞腫由来 PC１２細胞培養にジチ

オスレイトール（DTT）を加えてこのループを還元すると

CgBは分泌顆粒に行かず，構成性経路から細胞外に放出

されること，Cys間ループをもたない SgIIは DTTの影響

を受けないで分泌顆粒に導入されることを観察した３９）．

従って Cys間ループを除去した変異 CgBを PC１２で発現

させると，変異 CgBは調節性分泌経路に入らずに構成性

経路から放出されると考えたいところだが，実際には変異

CgBは内因性 CgBと凝集を起こして幼若顆粒に運ばれる

ので変異 CgBだけの分泌様式を観察することができない．

そこで Huttnerグループの Kromerらはワクシニア ウイ

ルスを用いて CgBの発現実験を行った．というのは，こ

のウイルスはホスト細胞のタンパク質合成をストップさせ

てウイルス遺伝子がコードするタンパク質だけを発現させ

るからである．この発現実験で，変異のない CgBは幼若

顆粒に運ばれたが，変異 CgBは顆粒に導かれることなく，

構成性経路から細胞外に放出された４０）．その結果，彼らは

Cys間ループが CgBを顆粒に導くシグナルであると考え，

この仮説を次の研究で詳しく検証した．PC１２細胞で α１-ア
ンチトリプシン（α１-AT）を発現させると α１-ATは血清タ

ンパク質なので構成性経路から分泌される．α１-ATに CgB

の Cys間ループを結合させた cDNAコンストラクトを発

現させると，融合タンパク質が幼若顆粒に入る割合が増

え，外部刺激を受けるまで細胞内に留まるようになり，更

にループ数を増やすと融合 α１-ATが細胞内に留まる割合

が増加した４１）．この事実は Cys間ループが CgBを分泌顆

粒に導くシグナルとして機能していることを意味する．し

かし，彼らはどのような機序で Cys間ループが顆粒膜に

結合するかについては何も触れていない．更に，Cys間

ループを顆粒内輸送シグナルとする仮説はグラニン凝集が

顆粒内輸送の原因とする考えから離れてきている．

それでは，顆粒内輸送にグラニン凝集が重要とする考え

はどうなってしまったのだろうか．グラニンタンパク質は

先述のように弱塩基性，高カルシウム濃度の顆粒内環境で

図４ CgA，SgIII，CPE，ホルモン，高コレステロール組成膜
の複合体形成様式
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凝集体をつくる．Huttnerグループは AtT-２０細胞で CgB

を発現させると２３kDaの POMCフラグメントが分泌顆粒

に貯留するようになることを示した．これは CgB凝集体

に２３kDaフラグメントが巻き込まれて顆粒内へ運ばれる

と解釈できる４２）．しかし，グラニン凝集体に巻き込まれる

２３kDa POMC量は少なく，ホルモン輸送体として in vivo

内分泌細胞で機能できるのかどうかは検討されなかった．

私は，グラニン凝集はホルモンを分泌顆粒に導くシグナル

ではなく，補助プロセスと考えている４３）．

このように“グラニン凝集説”が顆粒形成仮説の主流に

なっていた９７年，NIHの Pen Lohらが，CPEが受容体と

なってホルモンを顆粒内に導く“ホルモン受容体説”を提

唱し４４），“グラニン凝集説”との間で激しい論争が始まっ

た（図５）．ところで，ここでいう“受容体”とはいわゆ

る７回膜貫通型“受容体”などとは違ってホルモンの輸送

体という意味である．また９０年代には，顆粒内輸送に関

して顆粒局在タンパク質が選別される部位を TGNとする

“sorting for entry”説と，TGNから少し進んで幼若顆粒と

する“sorting by retention”説の二つの間で論争が行われて

いたが，グラニンによる内分泌ホルモン集積メカニズムを

変更するようなものではなかった３５，４５）．Lohらの説で主役

となる CPEはジャクソンラボの Ed Leiterのグループが肥

満 CPE fat／fatマウスの原因遺伝子として同定し，この CPE

遺伝子には Ser２０２Pro変異があると報告した４６）．先述のよ

うに CPEは PC１／３，PC２で限定切断された前駆体の C端

塩基性アミノ酸対を除去する酵素で，この酵素変異がなぜ

肥満を惹起するのか大きな論争に発展した．Lloyd Fricker

（アルバートアインシュタイン大学）と Leiterグループは，

ホルモン前駆体に塩基性アミノ酸が残っているとそれが結

果的に肥満につながると考えた４７，４８）．CPE fat／fatマウスの内

分泌細胞では PC１／３活性を抑えるグラニン様ペプチド

proSAASが CPE活性がないために不活化されず，pro-

SAASが PC１／３活性を抑えてしまう．すると，満腹感を与

える活性型 α-MSHや CARTが前駆体から切り出される量

が激減し，摂食行動が抑制されないので肥満となるとす

る４９，５０）．これに対して Lohらは，CPEは POMCを分泌顆粒

に運ぶ輸送体で，POMCの N端ペプチド［１２５I］N-POMC１―２６

はその Asp１０と Glu１４，Leu１１と Leu１８で CPE の Arg２５５

と Lys２６０に直接結合するとした４４，５１）．CPEは前駆体とし

て産生され，N端近くにある塩基性アミノ酸群で切断を受

けて活性型に転換されるが，CPE fat／fatマウスでは CPEは

Ser２０２Pro変異のために前駆体のまま速やかに分解されて

しまう５２）．つまり，CPEをノックダウンした神経芽腫由来

Neuro-２a細胞では POMCが幼若顆粒に入らずに構成性経

路から培養液中に放出されるのと同じプロセスが in vivo

で起こっているとした．その証拠として，正常マウスでは

下垂体の POMC分泌がドーパミン刺激で抑制されるが，

CPE fat／fatマウスの下垂体ではこの抑制がなくなることを示

した．それではどうして CPE fat／fatマウスが肥満になるの

か．２０００年に入ると POMC経路の異常で肥満となる症例

が報告され出した．それは α-MSH（melanocyte-stimulating

hormone）の受容体 melanocortin４receptor（MC４R）の遺

伝子異常による肥満である５３，５４）．α-MSHは POMCを前駆

体とするので POMCが前駆体のまま留まる，あるいは減

少する病態では α-MSHが不足し，MC４R遺伝子異常で見

られるような肥満になると考えられ，事実，POMC欠損

による肥満も報告されている５５，５６）．しかし，CPE fat／fatマウ

スの肥満原因は Lohグループも Frickerグループも α-MSH

の不足とは結論しておらず，Lohグループは CPE遺伝子

KOマウスで，Frickerグループは CPE fat／fatマウスのマスス

ペクトル解析で多くのホルモン異常を観察しており，肥満

の成因は複数のホルモン異常が絡み合った結果だと考えて

いる５７，５８）．

この CPEの“ホルモン受容体説”が発表されるや否や，

“グラニン凝集説”派を中心とする研究者達はこの仮説に

厳しい批判を浴びせた（図５）．ジュネーブの Halbanのグ

ループは CPE fat／fatマウスの膵島でプロインスリンが正しく

顆粒内に輸送されること，インスリンもグルコース刺激に

応じて分泌されることを示した５９）．Frickerと Steinerのグ

ループは CPE fat／fatマウスの膵 β細胞を SV４０で株細胞化

（NIT-２，-３）し，正常膵 β細胞由来の NIT-１とグルコース

刺激インスリン分泌能を比較したところ，基礎分泌に対し

てグルコース刺激では NIT-１で４倍，NIT-２，-３では低下

はしているものの２倍の分泌増加を示した６０）．Lohらもこ

の NITシリーズ細胞を用いて Ser２０２Pro変異 CPEの分泌

実験を行い，変異 CPE前駆体は細胞内で分解されやすい

ものの，一部は分泌顆粒に運ばれることを認めた５２）．我々
図５ 内分泌顆粒形成仮説
（上）グラニン凝集説，（下）ホルモン受容体説．
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も CPE fat／fatマウスの下垂体灌流実験で POMCは CRH

（corticotropin-releasing hormone）に反応して調節分泌され

るが，正常マウスの下垂体に比べると CRH刺激による

POMC分泌量が減っていること，POMCの基礎分泌（構

成性分泌による）が増えていることを示し，CPE fat／fatマウ

スでは POMCに軽い分泌異常があると報告した６１）．従っ

て CPE欠損による分泌障害は Lohらが９７年に Cellに発

表したような調節性分泌経路がなくなる変化ではない．と

ころで我々は２００２年に，セクレトグラニン III（SgIII）が

同じグラニンファミリーの CgAと結合して顆粒内に移行

することを示した６２）．この“SgIIIホルモン受容体説”は

“CPE受容体説”の修飾版と見なされ（図５），論文を投

稿する度に“グラニン凝集説”派から厳しいコメントを受

けることになり，それは現在でも続いている．

６． SgIIIは新しいホルモン受容体

９８年，私の研究室にテキサス大学ダラス校の Tom Sud-

hof研究室から穂坂正博君が加わり，翌年にはサンディエ

ゴの Burnham Instituteから鳥居征司君が加わった．２人と

も，筑波大学，中山和久先生（現在 京都大学 薬学研究科

教授）の研究室で学位を取得して米国に留学し，私の研究

室でまた一緒になった．二人は共に中山先生の下ではホル

モン前駆体から活性ペプチドを限定切断するプロセッシン

グ酵素のクローニングと切断メカニズムの研究を行ってい

た６３，６４）．私の研究室では二人とも分泌顆粒を研究対象にし，

穂坂君は SgIIIを中心にした顆粒形成メカニズムを，鳥居

君は顆粒局在タンパク質フォグリンの機能と膵 β細胞の
増殖機構について研究を始めた．穂坂君はホルモンのキャ

リアーである CgAが顆粒内に運ばれるには CPEのような

受容体タンパク質が必要と仮定し，酵母ツーハイブリッド

法で CgAの結合タンパク質をスクリーニングした．その

結果，CgAと同じグラニンファミリーに属する SgIIIを同

定した．この両者の結合には Huttner，Tooze等が重要と

する CgAの N端側 Cysループは関与せず，その下流の部

分が SgIIIの結合サイトであった６２）（図４）．ところで，分

泌関連タンパク質が分泌顆粒に運ばれるかどうかを簡便に

見るのに AtT-２０や PC１２のように突起を出す内分泌系培

養細胞を使って，調べたいタンパク質が突起先端部に局在

するかどうかを免疫染色で判別する．これは分泌顆粒が突

起部分に集中して局在するからである６５）．CgAは SgIIIと

共にこの突起先端部で強く染色されるが，CgAから SgIII

結合部位を欠落させたコンストラクト CgAΔ（４１―１０９）を

AtT-２０細胞で発現させると CgAΔ（４１―１０９）はゴルジで染

色されるだけで突起部分には移行しなくなる．つまり，

CgAが分泌顆粒に運ばれるためには SgIIIとの結合が必要

ということになる．それでは SgIIIはどのようなメカニズ

ムで分泌顆粒に運ばれるのだろうか．SgIIIはシグナルペ

プチドを含めて４３１個のアミノ酸からなるが，シグナルペ

プチドを除いて SgIII２３―１８６，SgIII１８７―３７２，SgIII３７３―４７１

の３部分にマーカーペプチド FLAGをつけて発現ベク

ター pcDNA３に組み入れ，AtT-２０細胞に発現させた６６）．

すると， SgIII２３―１８６だけが突起部分に到達できなかった．

更に，SgIII全長から（４０―１８６）を除いた SgIIIΔ（４０―１８６）

を AtT-２０に発現させて cAMPで刺激しても SgIII分泌増

加は見られず，構成性経路から分泌される．つまり，この

部位が SgIII分子を顆粒へ運ぶシグナルをもつと推測され

た．ところで，SgIIIが脂質二重膜に直接結合する可能性

を調べるために，SgIIIタンパク質をアフィニティーゲル

に固定し，［３H］リン脂質で作ったリポソームにコレステ

ロールを順次増加させてゲルに流すと，コレステロール組

成が高いリポソームほど SgIIIに結合する．興味深いこと

にこのコレステロール結合には SgIII２３―１８６部分が関与し

ている（図４）．現在，この SgIIIのコレステロール結合部

位は更に狭まって SgIII１７０―１８６となっている．我々はこ

の部位がコレステロール結合能をもつメカニズムを解析し

ている．

我々は，SgIIIが TGA凸型出芽膜のコレステロールドメ

インに結合して CgAを分泌顆粒に集積させると考えてい

る（図４）が，ホルモンを顆粒に運搬する機能は CgAに

限定されるのだろうか．Lohらは CPEは POMC，プロイ

ンスリン，プロエンケファリンと結合するという．そうす

ると SgIII，CgA，CPEの相互関係，更にそれぞれの分子

とホルモンの結合はどうなっているのだろうか．SgIIIと

CPEは分泌顆粒の免疫電子顕微鏡像で顆粒膜直下に局在

し，CgAとホルモンは顆粒全体に点在する３７，６７）．事実，

SgIIIと CPEは相互に結合し，その結合は SgIIIの C端側

で起こる６１）（図４）．従って，SgIIIはそのやや前半部分でコ

レステロールに結合し，中間部で CgAと，C端部で CPE

に結合することになる６８）．しかし，CgAと CPEは結合し

ない．これは，Lohらが Neuro-２a細胞で CPEをノックダ

ウンすると，POMC，プロインスリン，プロエンケファリ

ンは構成性経路から培養液中に分泌されるが，CgAは

CPEがなくても幼若顆粒に輸送されることを示す実験結

果を裏付けた６９）．ところで，SgIII，CgA，CPEはいずれも

POMCと結合し，その強さは CPE＞SgIII＞CgAの順で

あった．また，CgAと CPEは凝集体を作りやすく，とく

に CgAは in vitro 実験でホルモンを巻き込んで凝集体を

作って沈殿する．一方，SgIIIの凝集能は非常に弱い４３）．

従って，SgIIIは顆粒膜直下でコレステロールに結合しな

がら CPEを引き寄せ，リピッドラフトに局在する PC１／３，

PC２とホルモン前駆体のプロセシング複合体を形成すると

いうシェーマを描くことができる（図６）．
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７． 分泌顆粒膜は高コレステロール組成

分泌顆粒の膜は４０―５０mol％という非常に高いコレステ

ロール組成をもつ６５）（図７）．細胞内のコレステロールは，

ERでアセチル-CoAから合成される内因性由来と，小腸か

ら吸収され，肝で LDLの構成成分となり血流で運ばれて

末梢組織の細胞膜 LDL受容体に結合して細胞内に取り込

まれる外因性由来からなる．その比率は細胞，組織によっ

て異なるが，一般的に内因性の方（７００mg／day）が外因性

のものよりやや高いという７０）．コレステロールの細胞内オ

ルガネラ分布は意外なことに内因性コレステロール合成が

行われる ERで一番低く，５mol％前後，それからゴルジ

（１０―１５mol％）を経て細胞膜に向かって高くなり，細胞膜

では２０―３０mol％に達する７１，７２）（図８）．コレステロールはリ

図６ 高コレステロールドメインを基盤とする分泌顆粒形成
TGNからの出芽（上），成熟（中），形質膜へのドッキング（下）の模式図

図７ 神経様小胞膜（SLMV）と内分泌顆粒膜（SV）のコレステロール組成
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ピッドラフトで高いというがMDCK細胞のデータでは３０

mol％を超える程度であり７３），分泌顆粒膜のコレステロー

ル組成が異常に高いことに気づく．では，分泌顆粒膜のコ

レステロールは内因性，外因性のどちらを利用しているだ

ろうか．MIN６細胞をリポタンパク質除去血清で培養する

と分泌顆粒膜のコレステロール組成は１０―２０％低下する．

次にスタチン（ロバスタチン）を加えて培養すると顆粒膜

コレステロール組成は４０―５０％低下し，しかも分泌顆粒の

形がバルーン状に膨らんで dense-coreの部分が激減し，更

には消失する（論文改稿中）．つまり，顆粒膜コレステロー

ルは内因性に由来する割合が高いが，外因性コレステロー

ルも確実に構成成分となっている．それは後述の蛍光コレ

ステロールプローブが外因性コレステロールとして分泌顆

粒膜に取り込まれる実験から示される．MIN６細胞の顆粒

をショ糖密度勾配超遠心法で分画するとこのコレステロー

ルプローブが顆粒分画に高いピークを作る（図９）．

コレステロールの顆粒膜集積機構を研究するためには

ER→ゴルジ→分泌顆粒膜移行を可視化するコレステロー

ルプローブが強力な武器になる．モレキュラープローブ社

は，細胞内コレステロール輸送を観察するために蛍光団を

付加した NBD-cholesterolと BODIPY-cholesterol（図１０A）

を販売している．しかし，これらは蛍光団中に電荷をもつ

ので酸化コレステロールのように膜に留まりにくい，ある

いはコレステロールエステルと同様に細胞中の脂肪滴に集

積してしまうという欠点をもつ．一方で，植物由来コレス

テロール dehydroergosterol（DHE）は細胞内コレステロー

ル動態を反映するとされるが，蛍光強度が弱く，観察が難

しい（図１１，左上）．ところで，モレキュラープローブ社

から販売されているコレステロールプローブは４種類だけ

（図１０A）なのに，脂肪酸・脂質プローブは１００種類以上

も販売され，脂肪細胞やマクロファージの脂肪滴形成研究

で頻用されている．従って，本来ならば脂質プローブと併

用して細胞膜のリピッドラフトなどでコレステロール，脂

肪酸，リン脂質とのエキシマー効果（例えばピレンの場合，

発光波長が４００�４７０nmへ長波長化する）の観察が期待さ

れるが，そのコレステロールプローブも前述のような欠点

をもち，しかもエキシマー効果の観察に適したピレン基付

加プローブが販売されていない．そこで我々は群馬大学工

学部 応用化学科の協力を得て，酸化コレステロールを含

む複数のコレステロールプローブを作成した（図１０B）．

これによって，モレキュラープローブ社から販売されてい

る短鎖から長鎖まで種々の脂肪酸プローブや蛍光団付加ア

シル基を含むリン脂質プローブと対応させて使うことが可

能になった．このうちの一つ，ピレン付加コレステロール

プローブは図９に示すようにMIN６細胞で顆粒分画に取り

込まれ，更にピレンにケイ素を導入すると蛍光は非常に

図８ 細胞内オルガネラの脂質組成
内分泌顆粒膜のコレステロール組成はリピッドラフとのそれよりも高い．
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図９ 蛍光コレステロールプローブのインスリン顆粒集積
ショ糖密度超遠心分画でインスリンピークとピレンの蛍光ピークが一致する．最初の蛍光
ピークは神経様小胞膜のコレステロール集積を反映する．

（A） 市販のコレステロールプローブ （B） 我々が作成したコレステロールプローブ

図１０ 発光コレステロールプローブ
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はっきりと顆粒を描出する（図１１，右上）．このプローブ

にはもう一つ便利な点があり，それはピレンに対する抗体

が使えることで，細胞を固定した後にインスリンと二重染

色ができる（図１１，下段）．つまり，このプローブは生細

胞，固定細胞の両方に適用できる．我々は分泌顆粒膜のコ

レステロール集積メカニズム解明にこのプローブが役立つ

ことを期待している．

８． クロモグラニン Aは分泌顆粒形成の発端因子か？

Loh博士らは，“CPEホルモン受容体説”を提唱してか

ら４年後，「CgAが分泌顆粒形成の on／off因子である」と

いう仮説を発表した７４）．分泌顆粒形成は CgA発現によっ

て onとなり，消失と共に offとなるというもので，内分

泌研究者に大きな衝撃を与えた．その根拠となる実験は，

POMCを発現させた PC１２細胞で，CgA発現をアンチセン

ス RNAでノックダウンすると POMCの調節性分泌が障害

されること，さらに調節性分泌能を失った AtT-２０細胞や，

単なる線維芽細胞に CgAを過剰発現させると分泌顆粒が

形成されるとするもので，CgAと CPEが共同して内分泌

顆粒の形成から成熟過程を制御しているとした．この仮説

は“CPEホルモン受容体説”以上に大きな論争を巻き起

こした７５，７６）．反対派のミラノのMeldolesiらは種々の PC１２

細胞株とありふれた線維芽細胞を用いて CgAを過剰発現

させたが，分泌顆粒は形成されなかったと反論した７７）．

Huttner一派の Dayと Gorrは，分泌顆粒には CgAがない

ものも存在する，CgAは分泌顆粒がない細胞でも合成さ

れると反駁し，CgAはホルモンなど顆粒局在タンパク質

と結合し，巻き込みながら顆粒内に輸送するという

Huttnerらの仮説を繰り返した７５）．しかし，「CgA分泌顆粒

形成キーファクター説」に賛同する研究者も現れた．

UCSDのMahapatraらは，CgAノックアウトは分泌顆粒数

とサイズを減少させ，マウスは高血圧を呈するデータを報

告した７８，７９）．Lohグループの Kimらは，副腎で CgAをノッ

クダウンすると顆粒数が減少し，副腎髄質が膨化するとい

うデータを示した８０）．更に，CgA以外のグラニンタンパク

質でも，CgBと SgIIが NIH３T３や COSのような非内分泌

系細胞で分泌顆粒を形成するという報告も相次いだ８１，８２）．

逆に，Dayグループの Hendyらは，CgA遺伝子欠損マウ

スで内分泌系に目につくような変化は見られず，分泌顆粒

の数とサイズも正常内分泌細胞と同じであることを示

し８３），論争はピークに達した．このように CgAの顆粒形

成能は研究者によって賛否両論の結果が出され，未だに決

着がついていない．

９． セクレトグラニン IIIが分泌顆粒形成の発端因子

CgAは臨床診断に使われ，血中 CgA高値は，副甲状

腺，膵十二指腸，下垂体前葉に多発性に腫瘍ができる多発

性内分泌腫瘍症 I型（MEN１），甲状腺，副腎髄質，副甲

図１１ ピレン蛍光コレステロールプローブを用いた膵 β細胞株MIN６の染色
（上）蛍光発光，（下）ピレン抗体による免疫染色．
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状腺に多発的に腫瘍ができるMEN２，小腸カルシノイド，

神経内分泌腺様分化した前立腺がんで見られ，内分泌腺腫

瘍の腫瘍マーカーになっている８４～８７）．CgAの臨床診断応用

は，CgAが内分泌腺組織で高発現していることを基盤に

しているが，CgAはどの内分泌組織にも発現しているか

というとそうではなく，視床下部では傍室核で発現を見る

ものの弓状核や視索上核では発現がほとんど見られない．

これに対して SgIIIは視床下部で弱いながらも広く発現

し，更に SgIIは強く広汎に発現している８８）．胃粘膜では

CgAは前庭部のガストリン産生細胞で強く発現し，ガス

トリノーマの腫瘍マーカーとして用いられるが，SgIIIは

胃粘膜上部の粘液細胞，下部のペプシノゲン産生主細胞で

広汎に発現し（論文準備中），外分泌顆粒の形成にも関与

していることをうかがわせる．従って，SgIIIは内分泌，

外分泌を問わず広く顆粒形成に関わっていると推測され

る．SgIIIが顆粒形成で果たす役割の重要性はそのコレス

テロール結合能にあり，副腎クロマフィン細胞や PC１２細

胞が以下のようにそれを裏付ける格好の材料となった．

クロマフィン細胞と PC１２は，Huttnerと Toozeグルー

プ，Lohグループ，Yooグループなどが彼らの仮説の違い

を超えて顆粒形成研究に頻用してきた細胞で，CgA，

CgB，SgIIなどのグラニンタンパク質を多く含む．ところ

が，これらのグラニンタンパク質に比べて SgIIIの発現は

非常に低い．そうすると，「SgIIIがその高コレステロール

結合能をベースにしてホルモンと CgAの凝集体を内分泌

顆粒に導く」という我々の仮説（図６）はクロマフィン細

胞や PC１２細胞では成り立たなくなる可能性があり，Mel-

dolesiらはその総説でこの事実を我々の仮説の矛盾点とし

て指摘した８９）．これに対して我々は SgIIIの shRNAを一つ

一つの PC１２細胞にインジェクトしたノックダウン実験

で，CgAはもちろん，クロマフィン細胞に多量に含まれ

るホルモン adrenomedullinも突起先端部に移行しなくなる

こと，SgIIIが CgAと adrenomedullinを顆粒内に先導する

ためにはコレステロール結合ドメインが不可欠であるこ

と，adrenomedullinは CgAの凝集体に巻き込まれて複合体

を作ることを示し，SgIII発現が少なくても多量の CgAと

adrenomedullinを顆粒内に導けることを示すことができ

た４３）．更に興味深いことには，AtT-２０細胞で SgIIIをノッ

クダウンすると顆粒がバルーン状を呈し始め，スタチンを

加えて培養した時の顆粒像を示すようになる（論文改稿

中）．この事実は顆粒膜の高コレステロール組成が SgIII

によって維持されていることを意味し，SgIIIがどのよう

な機序で高コレステロール組成を維持するのか，今後の大

きな研究課題である．

このように SgIIIをノックダウンするとホルモンの顆粒

内導入と顆粒形成が障害されるので，SgIIIをノックアウ

トすれば内分泌細胞の分泌顆粒は消失するはずである．

我々は論文提出の度にレビュアーから SgIIIのノックアウ

ト実験を要求され，遅ればせながら SgIIIノックアウトマ

ウスを作成中である．ところで SgIIIノックアウトに関し

ては自然発生 SgIII遺伝子欠損マウス１B１０７５が存在し，

このマウスは生存，繁殖，行動などで特に異常を示さな

い９０，９１）．１B１０７５マウスでは内分泌細胞の形態と機能につい

て特に記述はないが，その表現型から推察して内分泌細胞

の顆粒は維持されていると思われる．そうすると我々の

「SgIIIが分泌顆粒形成の発端因子説」はもろくも崩れてし

まうことになる．だが，我々は先述の AtT-２０細胞を用い

た SgIIIノックダウン実験でバルーン状の分泌顆粒と共に

やや小さめではあるが正常形態の分泌顆粒も観察してお

り，高コレステロール組成を基盤とするホルモン集積機構

には SgIIIに加えて第二，第三のコレステロール結合タン

パク質が存在すると考えている．確かに，分泌顆粒形成と

いう生命体の重要機能が SgIII単独で担われれていると考

える方が無理であり，今後，第二，第三のコレステロール

結合タンパク質を同定して行くことが分泌顆粒形成機構の

解明につながると信じている．

１０． 分泌顆粒形成研究の展望

最後に，これからの分泌顆粒形成メカニズム研究でキー

ポイントとなるだろう３点について述べ，今後を展望す

る．１点目は，分泌顆粒形成で果たすコレステロールの役

割である．分泌顆粒には表２にリストアップするように多

くのタンパク質が局在し，この中のいくつかはコレステ

ロール結合能がある，あるいはリピッドラフトに局在する

と報告されている（図６）９２～９４）．我々は，分泌顆粒は TGN

の高コレステロールドメインを基盤にドミノ状にホルモン

と顆粒局在タンパク質が集積して複合体を形成し，凸型出

芽すると考えている（図６）．しかし，そうだとすると次

の大きな疑問に直面する．TGNの高コレステロールドメ

インはどのようなメカニズムでできるのか．そのドメイン

には，顆粒内を弱酸性にするプロトンポンプ V-ATPase，

高カルシウム環境にするカルシウムポンプ，プロホルモン

を活性型にするプロセッシング酵素，ホルモンのキャリ

アー グラニンタンパク質などが集積するはずである．

我々はこのドメイン形成の起因タンパク質の一つに SgIII

を仮定している． SgIIIのコレステロール結合ドメインは，

SCAP（sterol carrier protein），NPC（Nieman-Pick C）１，NPC２，

SCAP（SREBP cleavage-activating protein），StAR（steroido-

genic acute regulatory protein）で見られるコレステロール

結合 STARTドメインなどのようなコレステロール内含ポ

ケット構造９５，９６）ではなく，ドメイン周囲に多数のコレステ

ロール分子を付着できる αへリックス構造をとっている．
現在，我々はこのドメインが何分子のコレステロールを付

着できるのか，先述した蛍光コレステロールプローブを使
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いながら研究を進めている．

２点目は，分泌顆粒局在タンパク質と疾患の関係で，局

在タンパク質の異常がどのような顆粒形成の変化を導くか

検索することである．先述のように，CgAは腫瘍マー

カーとして用いられているが，Hottaらのグループは SgIII

の SNPが肥満発症と関係するデータを発表した９７）．彼ら

は９４名の肥満患者，６５８名の正常者について SNPデータ

ベースから６２，６６３の SNPをセレクトし，二つの SNPが

SgIII転写活性を制御するとした．一つの SNPは５’上流に

位置し，もう一つは第１イントロンにあって，これらの

SNPは SgIII転写活性を低下させる．興味深いことに，最

近 Hottaらは SgIIIが SgIIと結合することを見出した８８）．

SgII，SgIIIともに先述のように視床下部の摂食関連ホルモ

ン産生核で高発現しており，顆粒形成の起因となることか

らその発現低下が摂食抑制ホルモンの顆粒内含有レベルを

下げて肥満を引き起こすのかも知れない．今後，更に詳細

な研究が期待される．

３点目は，分泌顆粒形成を究明する技術のブレイクス

ルーである．私は，「１． はじめに」で，３）分泌顆粒の形

成メカニズムの研究は，１）ホルモン分泌を制御するメカ

ニズムと，２）分泌顆粒の細胞内輸送メカニズム，に比べ

てアプローチが難しいために立ち遅れていると記した．で

は，今後どのような技術的ブレイクスルーが出現すれば研

究推進の駆動力となるだろうか．例えば，コレステロール

輸送，その高組成維持，結合タンパク質の同定，顆粒局在

タンパク質の集積機構，分泌顆粒の機能完備，などのメカ

ニズムを分析する技術が必要だが，それにも増してまず第

一に TGN凸型出芽膜や幼若顆粒という採取しにくいオル

ガネラを集めなくてはならない．更に顆粒観察には免疫電

子顕微鏡をルーチンに用いなければならない．それでも最

近の技術革新で，脂質とタンパク質両方の解析を同時に進

められる顕微マスMALDIが使えるようになり，今後が期

待できる．蛍光ラベル技術も進展し，我々もコレステロー

ル動態観察用の蛍光プローブ作成を進めている．調節性分

泌は脊椎動物で見られる高次機能であり，それだけに内分

泌細胞の培養株も分泌顆粒の存否を電子顕微鏡でチェック

していないと顆粒が減少・消失してしまう９８，９９）．従って，

内分泌細胞で顆粒数を維持するのみならず，顆粒数を増加

させる条件，例えば PTHrP添加１００）などを行いながら研究

材料を増やすのも研究の前提条件である．しかし，決定的

に必要なのは TGNを用いた顆粒出芽・形成の in vitro 実

験系を確立することだろう．

モントリオールの Reudelhuberらは“Sending proteins to

dense core secretory granules: still a lot to sort out”と題する

総説で重要な指摘をしている１０１）．「この２０年間，分泌顆粒

形成研究ではいろいろな仮説が提示されて大きく進展し

た．しかし，その結果，研究者は自説に固執するあまり，

他説に批判的になりすぎている」．私は本総説で，“グラニ

ン凝集発端説”と“CPEホルモン受容体説”，それに我々

の「SgIII／高コレステロールドメイン発端説」を述べてき

た．これらは当然基本的に異なる仮説だが，顆粒形成の時

間差として関連する部分も多く，お互いに相容れない仮説

とは思っていない．Reudelhuber自身は PC１／３，PC２，

CPE，CgA等の顆粒局在タンパク質がもっている αへ
リックス構造が顆粒膜集積に重要と考え，このシグナルで

これ迄の仮説を洗い直そうとしている．奇しくも，SgIII

のコレステロール結合ドメインも αへリックス構造をと
り，１点目のキーポイントに通じる．私は，分泌顆粒形成

の解明という遠いゴールには分泌顆粒膜の高コレステロー

ルドメイン形成から進むのが近道と考えている．
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