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調節性分泌経路における分泌顆粒の細胞膜ドッキングと 
プライミングの分子基盤と機能的意義

泉 哲郎

一般に，調節性分泌経路の最終開口放出過程は，小胞の細胞膜ドッキング→プライミング
→Ca2＋感知→膜融合という逐次連続過程よりなると考えられている．特に高速の神経シナ
プス伝達においては，同一の分子機構による，直線的な過程と理解されている．一方，神
経シナプス小胞開口放出より1万倍以上遅い，内・外分泌細胞の分泌顆粒開口放出におい
ては，膜融合前の顆粒の動態は必ずしも一様ではなく，刺激によって誘導される律速過程
や，各過程が単一の分子機構によっていない可能性がある．本稿では，専門家の間でも十
分に理解や意見の一致がなされていない，分泌顆粒の細胞膜ドッキングとプライミングの
分子基盤と機能的意義について，歴史的な経緯を含め，概説する．

1. 調節性分泌経路の研究

細胞内で合成・蓄積された極性分子は，脂質二重層で構
成された細胞膜を通過することができないため，いったん
膜で囲まれた小胞に含まれた後，小胞膜と細胞膜が融合す
ることにより，細胞外に放出される．この過程をエキソサ
イトーシス（開口放出）と呼ぶが，単に小胞内容物を細胞
外に放出するだけではなく，小胞膜上のタンパク質や脂質
を細胞膜に供給する役割も担う．分泌経路に乗るタンパク
質や脂質は，まず，小胞体で合成され，ゴルジ体を経由し
（初期分泌経路ともいわれる），トランスゴルジ網で種々の
小胞に選別されて目的地に輸送される．このうち細胞分
裂・分化，エネルギー摂取・消費など，比較的長期にわた
る過程を制御する分子は，生合成に応じて，トランスゴル
ジ網より出芽する不定形の管状構造体により，間断なく細
胞膜に向かって送り出される．出芽した管状小胞は，微小
管に沿って延長・移動し，細胞膜に至ると融合する．この

構成性分泌経路の律速段階が数時間かかる生合成過程であ
るのに対して，調節性分泌経路では，あらかじめ合成され
た生理活性物質を細胞内の小胞に貯蔵し，細胞外刺激に応
じて開口放出する．その律速段階は，分泌小胞の開口放出
過程であるため，外界からの刺激に対してミリ秒から分
単位の時間で応答できる．その応答性の速度から，調節性
分泌機構が，特に多細胞生物の細胞間機能調節に重要であ
ることは，神経細胞，内・外分泌細胞，免疫・血球系細胞
などの働きを考えれば明らかであろう．調節性分泌経路に
おける分泌小胞は，その生成過程および形態学的特徴によ
り，シナプス（様）小胞，有芯顆粒（分泌顆粒），リソソー
ム様オルガネラなどに分類される．グルタミン酸，アセチ
ルコリンなどの低分子神経伝達物質はシナプス間隙からの
再吸収や細胞質での合成により再充填されるため，シナプ
ス小胞は，軸索先端終末部でエキソサイトーシスとエン
ドサイトーシス（細胞膜が陥入してくびり取られ，小胞が
形成されることにより，細胞外成分や細胞膜上のタンパク
質や脂質を細胞内に取り込む過程を指す）を繰り返す．一
方，内・外分泌細胞のペプチドホルモンや消化酵素などの
タンパク質は初期分泌経路で新たに生成されなければなら
ず，分泌顆粒は，トランスゴルジ網を経由して出芽する．
特定の刺激に応じてメラニン，界面活性剤，凝固因子な
どを細胞外に放出する，色素細胞メラノソーム，II型肺上
皮細胞層状体，血球系細胞顆粒様オルガネラなどは，リソ
ソーム様オルガネラと総称される．これらは，膜上に単量
体GTPaseのRab27が局在する酸性オルガネラで，分泌顆
粒と共通の特徴を有するが，その内容物および膜成分の少
なくとも一部は，直接，トランスゴルジ網に由来するので
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はなく，エンドソーム系を介して生成される．このように
分泌小胞の種類により，その生成や輸送経路が異なり，ト
ランスゴルジ網以降の過程に多様な特異的分子が機能して
いると考えられる．しかし，調節性分泌経路の共通する特
徴は，外界刺激依存性に小胞膜と細胞膜の融合が起こる最
終過程にあるため，この点に着目した研究が中心となって
行われてきた．すなわち，刺激を加えると，通常，一部の
分泌小胞のみが開口放出するが，細胞内のどこに局在し，
どのような機能的特徴を持つ小胞が開口放出可能なのか，
また，多くの場合，刺激後の細胞内Ca2＋濃度上昇を引き
金にして分泌小胞膜と細胞膜の融合が起こるが，Ca2＋を感
知する機構は何か，といった課題である．
調節性分泌経路のうち，神経細胞シナプス小胞内の伝達

物資は，刺激後ミリ秒以下の単位でシナプス間隙内に放
出され，最速の分泌反応を示す．そのため，アクティヴ・
ゾーン内の細胞膜にあらかじめ接着した小胞が，刺激後，
即座に開口放出されると考えられた．また，副腎髄質や膵
島の内分泌細胞においても，電子顕微鏡下，確かに細胞膜
に接着している分泌顆粒が存在することが観察された．分
泌小胞が定常的に細胞膜に接着している状態をドッキング
（docking）と呼ぶ．他の細胞内膜輸送経路においても，ド
ナー膜から生成された小胞膜を正しいターゲット膜につな
ぎ止める機構，繋留［テザリング（tethering）］という過程
が存在するが，繋留された小胞膜は，通常，構成的に膜融
合を起こすため，ターゲット膜に接着したドッキングの状
態で安定的に滞っていることはない．たとえば，小胞体か
ら生成されるCOPII小胞や，構成性分泌経路の小胞が，標
的膜に接着した像を電子顕微鏡写真上で捕らえることはま
れである．これに対して，調節性分泌経路では，定常的に
細胞膜に繋留された状態で滞っている小胞が存在する．一
般に，内分泌細胞でみられる，細胞膜に接着したドッキン
グ顆粒の数は，刺激によって開口放出される顆粒の数よ
りも多いことから，ドッキング顆粒の一部のみ，何らかの
修飾反応，プライミング（priming）を受けて開口放出可
能となっていると想定された．そこで一般に，調節性分泌
経路の最終開口放出過程は，小胞の細胞膜ドッキング→プ
ライミング→Ca2＋感知→膜融合という逐次連続過程より
なると考えられている．最後の膜融合過程は，他の膜輸送
経路同様，小胞膜側と細胞膜側にあるSNAREタンパク質
の結合によることは確立しているが，その前段階の分子機
構は十分には解明されていない．たとえば，分泌小胞の種
類により，刺激後，最終的な開口放出に至るまでの時間は
大きく異なることから 1），Ca2＋上昇によって誘導されるス
テップが必ずしも最終的な膜融合反応のみであるとは限ら
ない．また，ドッキングが電子顕微鏡上の形態学的概念で
あるのに対し，プライミングは機能的概念であるため，両
者の関係を実験により実証することは必ずしも容易ではな
い．さらに，後述するように，ドッキングやプライミング
の定義が研究者や実験手法により異なり，これらの用語が
必ずしも同一の生物事象に対して用いられておらず，混乱

が生じている．このような背景のもと，本稿では，筆者
の主たる研究対象である，内分泌細胞の有芯顆粒，特に膵
β細胞のインスリン顆粒が，細胞膜直下に局在し，最終的
な膜融合に至る過程について概説したい．筆者は，単量体
GTPase Rab27とそのエフェクターが調節性分泌経路に特
異的に機能していることを発見し，長年，研究を続けてき
た 2, 3）．そのため，この見地からの記述が多くなることを
ご容赦願いたい．

2. ドッキングにおける膜融合装置SNAREの役割

膜融合装置SNAREタンパク質は，細胞内膜の種類によ
り異なる分子が局在することから，当初，膜融合反応を引
き起こすのみならず，融合を起こす膜の組合わせ，すなわ
ち膜融合の特異性を決めていると考えられた．そこで，分
泌小胞の細胞膜へのドッキングは，小胞膜側のv（esicle）- 
SNAREと細胞膜側の t（arget）-SNAREが結合することに
よって起こると想定された．しかし，神経細胞や副腎髄質
細胞で働く，v-SNAREのSynaptobrevin 2（別名VAMP2）4, 5），
t-SNAREのSNAP-256），Syntaxin 14, 7, 8）などの分子を遺伝
子改変や神経毒素による切断で欠失させても，分泌すな
わち膜融合反応は阻害されるものの，シナプス小胞や分泌
顆粒のドッキングには影響がないことが判明した．その
後，Syntaxin 1～3およびSNAP-25をすべて切断しうるボ
ツリヌス菌毒素BONT/Cで処理した副腎髄質細胞や 9），遺
伝子工学によりSyntaxin 1を欠損させた膵β細胞で 10），分
泌顆粒のドッキング障害が報告された．しかし，筆者ら
がSyntaxin 1欠損膵β細胞を用いた研究では，後述する
Granuphilin欠損細胞に認められるような，明瞭な細胞膜直
下の分泌顆粒の減少が認められなかった 11）．また，SNAP-
25欠損副腎髄質細胞においてもドッキング障害が報告さ
れたが 12），同一の研究室が作製したノックアウト・マウ
ス由来の同細胞を用いた以前の研究では，ドッキングに影
響がないと報告されている 6）．
このような不一致が生じる一因として，ドッキングの定
義の問題があげられる．ドッキングは，分泌小胞膜と細胞
膜の接着という，一見，明確な電子顕微鏡写真上の形態
学的概念であるが，たとえば，通常用いられる50～100 nm
の超薄切片内に，直径300～350 nmの分泌顆粒の正中線が
入っているとは限らず，一つ一つの分泌小胞の接着の有無
を判定することは必ずしも容易ではない．したがって，小
胞膜あるいは小胞中心と，細胞膜の距離を計測し，一定距
離以下のものをドッキング小胞とし，その数あるいは密度
を比較することが多い．そのため，電子顕微鏡写真の分解
能や，小胞の位置に関する基準設定の違いにより，異なる
結論が導かれうる．また，通常の電子顕微鏡標本作製に用
いられる化学固定や脱水処理が，標本の収縮や膜の変形を
引き起こし，分泌小胞のドッキングに影響を及ぼす可能性
がある．実際，高圧凍結法で試料を作製すると，Syntaxin
を欠損する線虫の神経細胞や 13），Synaptobrevin 2を欠損さ
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せたPC12細胞株 14）において，細胞膜近傍の小胞の分布に
差を見いだせるようになるという．すなわち，SNARE分
子欠損細胞の高圧凍結標本では，通常の化学固定標本で
は必ずしも認められない，細胞膜にきわめて近接した小胞
の減少が認められ，SNARE複合体の形成不全を反映して
いると考えられる．一方，後に述べるように，Munc18-115）

やGranuphilin16）を欠損する細胞では，従来の化学固定標
本において分泌顆粒のドッキング障害がはっきりと認めら
れ，これは，SNARE複合体形成より前の，小胞の細胞膜
へのデザリングの異常を示していると考えられる．した
がって，各研究で，電子顕微鏡標本の作製法や，ドッキン
グの定義により，異なる過程を解析している可能性があ
り，注意を要する（9節に後述）．

3. 分泌顆粒のドッキング装置Granuphilin

筆者らは，膵β細胞や下垂体内分泌細胞に特異的に高発
現するGranuphilinという分子を発見し 17），本分子が，分
泌顆粒膜上に存在するRab27aまたはRab27bにGTP依存
性に結合するエフェクターであること 18, 19），細胞膜上の
リン脂質やSyntaxin 1に結合活性を有し 17, 20），内分泌細
胞株に過剰発現すると，分泌顆粒を細胞膜近傍に集積さ
せ 21），同時にホルモン分泌反応を抑制すること 20）を見い
だした．本分子を欠損するマウスを作製し，その膵β細胞
や下垂体細胞を，通常の電子顕微鏡化学固定標本で観察し
たところ，野生型細胞で認められる，細胞膜に接着した分
泌顆粒がほぼ消失していることを見いだした 16, 22）．また，
Granuphilin欠損膵β細胞では，著明なドッキング障害があ
るにもかかわらず，刺激依存性インスリン分泌が増大する

ことが判明した．膵β細胞では，グルコース刺激後，2～
3分以内にインスリン分泌がピークとなり，それに引き続
いて，より低いレベルで持続的な分泌反応が起こる，二相
性の分泌パターンを示すが，Granuphilin欠損細胞は，第一
相，第二相とも野生型細胞の2倍程度の分泌量の増大を示
した．また，ドッキング顆粒の消失は，細胞を刺激のない
状態に維持しても認められたことから，開口放出増大の結
果，細胞膜近傍の顆粒数が減少しているわけではなかっ
た．これらの知見は，これまでの定説と異なり，分泌顆粒
のドッキングは，開口放出に必須の前過程ではなく，むし
ろこれを抑制することを強く示唆した．
細胞内膜輸送をつかさどるRabエフェクターの最も一
般的な作用は，小胞膜を標的膜に繋留させることで 23），
Rab27エフェクター Granuphilinのドッキング作用は，他の
膜輸送経路におけるテザリングに相当すると考えらえる．
ただし，調節性分泌経路においては，テザリングの後にそ
のまま膜融合が起こると，内包される生理活性物質が非
刺激時に分泌されてしまうため，何らかの機序で膜融合が
抑制されていると考えられる．Granuphilinが結合するSyn-
taxin 1は，開放型と閉鎖型の構造をとることが知られてお
り，C末端側のコイルドコイル領域をN末端側領域が覆い
隠すような閉鎖型構造をとると，SNAP-25, Synaptobrevin 2
など，他のSNARE分子と結合できなくなり，膜融合反応
を引き起こせない．逆にN末端側領域とC末端側領域の間
のヒンジと呼ばれる部分にあるロイシンとグルタミン酸
をアラニンに変えると，Syntaxin 1は常にN末端とC末端
が乖離した開放型構造をとる 24）．Granuphilinは，この常
時開放型Syntaxin 1変異体と結合できないことから 20），閉
鎖型Syntaxin 1と特異的に結合して，膜融合反応を抑制す

図1 Rab27エフェクター Granuphilinによる分泌顆粒の細胞膜ドッキング
Granuphilinは，分泌顆粒膜上のRab27と，細胞膜上の（Munc18-1と複合体を形成する）Syntaxin 1～3, （C2ドメイ
ンを介する）リン脂質に結合することによって，分泌顆粒を細胞膜にドッキング（テザリング）させる．開放型の
構造をとるSyntaxinは，顆粒膜上のSynaptobrevin（別名VAMP），細胞膜上のSNAP-25と結合して，SNARE複合体
を形成し，膜融合を引き起こす．Granuphilinは，閉鎖型のSyntaxinと特異的に結合し，ドッキング顆粒の自発的膜
融合を防いでいると考えられる．Granuphilinによるドッキング顆粒の膜融合抑制は，分泌刺激によって解除される
が，その機構はわかっていない．
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ると考えられる．Granuphilinは，Munc18-1という分子と
も結合するが 25），Munc18-1は，Syntaxin 1と結合して，そ
の閉鎖型構造を安定化する 26）．Munc18-1欠損副腎髄質細
胞では，通常の電子顕微鏡標本で，明確な分泌顆粒の細
胞膜ドッキング障害が認められる 15）．これらの知見は，
Granuphilinが，分泌顆粒膜上のRab27と細胞膜上の閉鎖型
Syntaxin 1とMunc18-1からなる複合体を橋渡しすることに
よって，分泌顆粒を細胞膜へドッキングさせることを示
唆している（図1）．しかし，Rab27を欠損する膵β細胞で
は，Granuphilin欠損細胞でみられるような，明確なドッキ
ング障害が認められず，グルコース応答性インスリン分
泌は逆に低下する 27, 28）．Rab27欠損細胞では，Rab27と近
縁のRab3が，Granuphilinや，後述のGranuphilin非依存性
ドッキング装置（図4および8節参照）と結合してドッキ
ングをつかさどる可能性がある．また，Syntaxin 1欠損細
胞の化学固定標本で，分泌顆粒のドッキング障害が必ずし
も認められないのは，GranuphilinがSyntaxin 2やSyntaxin 
3にも結合でき，これらのアイソフォームを介するドッキ
ング作用が残存するためと考えられる 11）．閉鎖型Syntaxin/
Munc18-1複合体は神経シナプス小胞のドッキングにも関
与するとされているが 29），シナプス小胞膜にはGranuphilin
は発現しておらず，代わりにRab3のエフェクター RIM30）

が，シナプス小胞と細胞膜の連結を担っていると考えられ
ている（図2）．Munc18-1など，SMと総称されるタンパク
質は，すべての細胞内膜輸送経路の膜融合反応に必須の分
子で，SNARE複合体形成のための鋳型またはシャペロン
として機能する 31, 32）．調節性分泌経路のドッキングに関わ

る閉鎖型Syntaxin/Munc18-1複合体が，どのようにその構
造と結合様式を変化させて膜融合を引き起こすのかについ
ては，後述するプライミングと関連し，精力的に研究され
ている 33）．

4. 生細胞における分泌顆粒開口放出の観測

上記，Granuphilin欠損内分泌細胞の知見は，電子顕微鏡
写真上の分泌顆粒の細胞内分布と，細胞集団から分泌され
るホルモンの定量という，静的な計測に基づいている．開
口放出反応におけるドッキングの機能的意義を調べるため
には，生きた細胞でGranuphilinの動態とホルモンの開口
放出を可視化して，直接，リアルタイムで観察することが
望まれた．神経シナプス小胞の直径50 nmに比し，分泌顆
粒の直径は300～350 nmくらいと大きいため，蛍光標識す
れば，光学顕微鏡でも開口放出を観測することは可能であ
る．しかし，細胞内には多数の分泌顆粒があるため，細
胞膜で起こる開口放出現象を特異的に観察するためには，
細胞内深部の顆粒からの蛍光を除去する必要があった．
Almersらは，アクリジンオレンジによる酸性オルガネラ
の染色や，顆粒内のChromogranin BやNeuropeptide Yと
GFPを融合したタンパク質の発現により，分泌顆粒を標識
し，エヴァネッセント場（カバーガラスすなわち細胞膜接
着面から100～200 nm以内）の蛍光のみ捕らえる全反射蛍
光顕微鏡を用いて，細胞膜近傍の顆粒から開口放出を観測
した 34, 35）．また，Simonsらは，水疱性口内炎ウイルス由来
の糖タンパク質VSVGの温度感受性変異体をYFPと融合

図2 Rab3エフェクター RIMによる神経シナプス小胞の細胞膜ドッキング
神経細胞の部位と種類により，L型（Cav1.1～1.4），P/Q型（Cav2.1），N型（Cav2.2）などの電位依存性Cavチャネ
ルが，刺激後の細胞内Ca2＋流入を仲介する（内分泌細胞ではL型）．RIM-BP2は，L型およびN型のCa2＋チャネル
に結合できる．RIMは，ここでは図示していないが，P/Q型，N型のCa2＋チャネルに直接結合できるが，L型には
結合できず，RIM-BP2を介して結合する．また，RIMは，プライミング因子Munc13-1を介し，Syntaxinと結合可
能である．RIMは，このような分子間相互作用によって，シナプス小胞を，細胞膜にドッキングさせると同時に，
Ca2＋チャネルやSNAREタンパク質の近傍に局在させる．ドッキング小胞の一部は，RIMによって活性化された
Munc13-1がSyntaxinを開放型にして，SNARE複合体を形成させた状態で待機していると考えられる（図5）．この
プライミングされた小胞が，刺激後，迅速に開口放出する．
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して発現させ，構成性分泌経路における小胞膜が細胞膜に
融合するようすを全反射顕微鏡で観察した 36）．それによ
ると，多くの小胞は融合前に細胞膜近傍に短時間滞ってい
るが，一部の小胞は，全反射顕微鏡で励起されない細胞膜
より離れた部位から，飛び込んでくるかのように急速に細
胞膜近傍に近づき，そのまま膜融合を起こすことを見いだ
した．次いで永松らは，膵β細胞株MIN6や単離マウス膵
β細胞にインスリン-GFPを発現し，グルコース刺激後1～
2分以内の比較的早期（第一相に相当）に起こる開口放出
は，刺激前より細胞膜近傍にあった顆粒からのもので，そ
れ以降，5～6分後（第二相に相当）に起こる開口放出は，
細胞内深部から急速に細胞膜に近づき，そのまま膜融合を
起こす顆粒からのものが多いことを示した 37, 38）．開口放出

前のインスリン顆粒の挙動が必ずしも画一的ではないこと
は，筆者らを含む他の研究者によっても観察され 28, 39），直
線的な逐次連続モデルに必ずしも適合しない事象と考えら
れた．
これらの知見をふまえ，筆者らは，Granuphilin欠損マウ
スより単離した膵β細胞にインスリン-GFPを発現させ，全
反射顕微鏡で分泌顆粒の開口放出を56ミリ秒間隔で観察
した（以下，文献 28）の知見）．電子顕微鏡写真で定義され
るドッキング顆粒がほぼ消失しているGranuphilin欠損膵
β細胞においても，野生型細胞より少ないものの，細胞膜
近傍の顆粒が全反射顕微鏡で可視化された．刺激後の開口
放出を，刺激前より細胞膜近傍にある顆粒（residentと呼
称）と，エヴァネッセント場外から急速に動員される顆粒
（passengerと呼称）に分別して観測すると（図3説明文参
照），Granuphilin欠損細胞では，両タイプとも，刺激後早
期から増大していることが判明した．また，野生型細胞で
はほとんどみられない，静止期の開口放出の散発が，有意
に増加していた．これらの知見より，全反射顕微鏡であら
かじめ可視化されていた顆粒からの開口放出は，必ずしも
細胞膜に接着したドッキング顆粒からのものとは限らない
こと，分泌顆粒が分子的に細胞膜にドッキングされること
は，刺激後早期の開口放出にも不要であること（もちろん
膜融合時に，小胞膜と細胞膜の瞬間的な接着が必要である
ことは言うまでもない），さらに，Granuphilinによるドッ
キングが，細胞膜近傍の分泌顆粒が自発的に細胞膜と融合
することを防いでいることを示している．

5. Granuphilinで細胞膜に繋留された顆粒からの開口
放出

Granuphilinの知見が，ドッキングが膜融合を促進させる
という逐次連続モデルに適合しないことから，開口放出可
能で機能的な functional dockingとは別に，開口放出不能な
行き止まりのdead-end dockingの存在が提唱された 40）．し
かし筆者は，Granuphilin欠損細胞で細胞膜に接着した顆粒
がほぼすべて消失することから，機能的ドッキングが別
に存在する可能性は低く，Granuphilinによるドッキング
を，刺激到来時まで自発的な開口放出を一時的に抑制す
る，生理的なものと考えた 28, 41, 42）．前述のように，全反射
顕微鏡で可視化された顆粒は必ずしも細胞膜に接着（ドッ
キング）した顆粒とは限らないため，この問題を解決する
には，分子的にGranuphilinによって細胞膜にテザリング
された顆粒と，単に細胞膜近傍にいる顆粒を区別して開
口放出を計測する必要があった．そこで，インスリンを
Venus, GranuphilinをKusabira-Orange 1（KuO）と，別々の
蛍光タンパク質で標識したMIN6細胞で，Granuphilin陽性
顆粒と陰性顆粒の開口放出を，全反射顕微鏡下，比較す
ることを試みた．しかし内因性Granuphilinに加えてKuO-
Granuphilinを発現すると，その過剰発現による抑制作用の
ため，開口放出現象の観察が困難となってしまった．そこ

図3 生細胞におけるインスリン顆粒の開口放出
インスリンを蛍光タンパク質VenusやGFPで標識することに
よって，全反射蛍光顕微鏡下，生細胞においてリアルタイム
に単一顆粒の開口放出を観察できる（△矢印の顆粒が▼のタイ
ミングで開口放出している）．膜融合によって，酸性環境下で
あった顆粒内のpHは上昇し，インスリン-Venusは，一時的に
その輝度が上昇し，その後，細胞外液への拡散によって減弱す
る．膜融合直前の顆粒の挙動は一様ではなく，刺激前より可視
化されている細胞膜直下にいた顆粒からの開口放出（resident）
や，可視化されず，細胞膜より離れていた顆粒が，急速に細
胞膜直下に動員され，そのまま膜融合するもの（passenger）が
認められる（本文参照）．分泌顆粒を細胞膜にドッキングさせ
るGranuphilinをKusabira-Orange（KuO）で標識して観察する
と，residentタイプのものは，Granuphilin陽性顆粒（上段）と
陰性顆粒（中段）に分けることができる．passengerタイプの
もの（下段）は，1フレーム（103 ms）でしか観測できないが，
刺激前，細胞膜より離れていた位置にいたと考えられるため，
Granuphilinによって細胞膜にドッキングされていないと考えら
れる．上段，矢印のついていない下方の顆粒は，開口放出して
いないことからもわかるように，刺激後，Granuphilin陽性顆粒
の一部のみ開口放出する．
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で，MIN6など野生型膵β細胞株の作製法 43, 44）に倣い，イ
ンスリン遺伝子のプロモーター下にSV40ウイルス large-T
抗原を発現したトランスジェニックマウスと，Granuphilin
欠損マウスを交配して，仔マウスより発生する膵島腫
瘍（インスリノーマ）から，内因性Granuphilinを欠く膵
β細胞株を樹立した．この膵β細胞株は，（Granuphilin欠
損を反映して）野生型膵β細胞株に比べ，刺激後，2倍程
度のインスリン分泌量を示したが，内因性レベルのKuO-
Granuphilinを発現させると，野生型細胞株と同等の分泌
量を示した（以下，文献 45）の知見）．この細胞を全反射
顕微鏡で観察すると，インスリン-Venusで可視化された
細胞膜近傍の顆粒の85％はGranuphilin陽性，15％は陰性
で，内因性Granuphilinとインスリンを二重免疫染色した
MIN6細胞を観察した際の陽性，陰性顆粒の比率とほぼ
同等であった．静止期の陽性顆粒のxy平面における動き
は，陰性顆粒のそれに比べてきわめて抑制されており，
Granuphilinによって物理的に細胞膜につなぎ止められて
いることが示唆された．脱分極刺激を加えると，開口放
出顆粒の16％は，エヴァネッセント場外から飛び込んで
瞬時に開口放出するpassengerタイプ（図3下段）のもので
あった．このタイプの顆粒は，刺激前，細胞膜より離れ
た位置にいて，Granuphilinで細胞膜にテザリングされて
いないと考えられるが，開口放出時の1フレーム（2波長
計測のため，103 ms）でしか観測できないため，その前に
Granuphilinが局在していたかどうかを厳密には判定できな
い．そこで刺激前から可視化されていた細胞膜近傍の顆粒
からの residentタイプの開口放出84％に限定すると，40％
はGranuphilin陽性顆粒（図3上段），44％は陰性顆粒（図3
中段）であった．つまり，Granuphilinでテザリングされて
いる陽性顆粒は，陰性顆粒とほぼ同数の開口放出を示し，
決して，行き止まりの開口放出不能なものではなく，刺激
に反応しうる機能的にドッキングした顆粒であることを示
している．しかし，刺激前，可視化された細胞膜近傍にあ
る顆粒の85％が陽性顆粒，15％が陰性顆粒であったこと
を考えると，陽性顆粒の開口放出効率（顆粒数あたりの開
口放出数）は，陰性顆粒のそれに比べて20％以下（40/85
÷44/15≒16）しかないことがわかる．また，陽性顆粒は，
開口放出直前に，xy方向の動きが増え，Granuphilinの蛍光
強度が減弱することから，Granuphilinが解離して，そのた
めに可動性（動きの自由度）が大きくなることが示唆され
た．

6. プライミングとSyntaxinの構造変化

ドッキング小胞を開口放出可能にするとされるプライミ
ングは，歴史的には，二つの異なる研究手法により定義さ
れた．一つは，薬剤処理で細胞膜を透過性にした細胞に，
刺激を加えて分泌反応がそれ以上起きなくなるようにした
上で，外来性に細胞質抽出液を加え，Mg2＋-ATP, Ca2＋依存
性の分泌を再び可能にさせる過程をプライミングと呼び，

これに必要な成分を生化学的に同定する研究が行われた．
その結果，細胞膜でのホスファチジルイノシトール二リン
酸PIP2生成や 46, 47），CAPS（線虫におけるUNC-31）という
分子 48, 49）が必要であることが判明した．しかし，このプ
ライミングの定義は，必ずしも分泌小胞膜側の特性の変化
を意味しておらず，細胞膜側や細胞質の必要条件を規定し
ている可能性がある．もう一つの定義は，パッチクランプ
による膜容量測定など，電気生理学手法によって，短時間
の刺激により開口放出可能な小胞プール（readily releasable 
pool）を再充填する過程をプライミングと呼び，Munc13-1
（線虫におけるUNC-13）50‒52）などの分子が見いだされた．
しかし，この定義の元となる readily releasable poolは，論
文によって異なる刺激や方法で規定されている．いずれに
しても，これら二つのプライミングは，実験手法，分泌増
加を測定するタイムスケール（分vsミリ秒～秒）がまっ
たく異なり，同一の現象を対象にしているとは限らない．
また，いずれの定義においても，ドッキングとの関係は定
かではなく，逐次連続モデルで述べられている，プライミ
ングが，ドッキングの後に起こり，刺激後のCa2＋上昇前
に起こっていることを保証していない．
前述のように，SNARE複合体形成による膜融合反応が

起こるためには，Syntaxinの閉鎖型から開放型への移行
が必須で，このことが，プライミング反応の実体（の一
つ）である可能性がある．線虫のunc-13変異体でみられ
る神経シナプス伝達障害による麻痺が，野生型Syntaxinの
過剰発現ではレスキューされないが，前述した常時開放
型をとるSyntaxin変異体の発現によりレスキューされる
ことから 53），この過程にUNC-13が関わっていると考えら
れた．実際，Munc13-1のMUN領域が，in vitroで，閉鎖
型Syntaxin 1/Munc18-1複合体を，開放型Syntaxin 1/SNAP-
25/Synaptobrevin 2からなるSNARE複合体に変換させる
活性があることが示されている 54, 55）．また，線虫のunc-
10変異体（UNC-10哺乳類ホモログはRIM）では，膜融
合可能な神経シナプス小胞の数は1/5に減少し，その伝
達障害は，常時開放型Syntaxin変異体の発現によりレス
キューされることが報告されている 56）．この知見は，RIM
が，Munc13-1同様，プライミングに関わっていることを
示唆している．実際，RIMは，ホモ二量体を形成してい
る不活性型Munc13-1に結合して，これを単量体にして活
性化すること，また，常時単量体をとるMunc13-1変異体
は，RIM欠損シナプスの障害をレスキューすることが示さ
れ 57），RIMがMunc13-1の上流で機能することが判明した
（図2）．

7. 分泌顆粒のプライミングとCAPS

Munc13-1を欠損するマウスの神経細胞では，シナプス
伝達が完全に喪失する 50）．一方，Munc13-1欠損膵β細胞で
は，持続的刺激による分泌は低下するが，刺激直後の分泌
反応は正常で，分泌顆粒の分泌障害は部分的で，程度が
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軽い 58）．Munc13-1には，Ca2＋やリン脂質と結合するC2領
域や，プライミングに関与するMUN領域があるが，これ
らの領域を共通に持つ分子として，CAPSがあげられる．
CAPSは，前節で述べたように，細胞膜を透過性にした内
分泌細胞で分泌を促進する，第一の定義によるプライミン
グ因子として見いだされたが，その後，CAPS欠損マウス
神経細胞で，電気生理学的手法を用いた第二の定義によ
る，シナプス小胞のプライミングにも関わっていることが
報告された 59）．しかし，ショウジョウバエのCAPS欠損体
のシナプス伝達障害は，分泌顆粒の開口放出障害の場合と
異なり，細胞に野生型CAPSを発現させてもレスキューさ
れないことから，神経細胞外の機能異常を反映する二次的
なものと報告された 60）．また，線虫における変異体解析
では，UNC-13が，シナプス小胞の開口放出に必須で，分
泌顆粒の開口放出には不要であるのに対して 52），UNC-31
（CAPSホモログ）は，逆に分泌顆粒の開口放出にのみ関
与すると報告された 61, 62）．これらの知見は，CAPSが，少
なくとも進化的には，分泌顆粒の開口放出に第一義的に機
能するとことを示唆している．また，CAPS欠失による分
泌顆粒の開口放出障害の少なくとも一部は，常時開放型
Syntaxinでレスキューされるが，Munc13-1ではレスキュー
されないことから，CAPSはSyntaxinの構造変化の過程に
関わっているものの，Munc13-1の下流か，独立に機能し
ていることが示唆された 62, 63）．一方，CAPS2欠損マウス
の膵β細胞は，刺激後期のインスリン分泌障害を示すが，
CAPS2より高発現しているCAPS1が残存するせいか，そ
の程度は軽度であった 64）．前述のように，Granuphilinは，
閉鎖型Syntaxinに結合して，ドッキング顆粒の膜融合反
応を抑制すると考えられるため，Syntaxinを閉鎖型から開
放型にすれば，ドッキング顆粒からGranuphilinが解離し，
開口放出可能となりうる．しかし，この過程にMunc13-1
やCAPSが関わっているかはわかっておらず，Granuphilin
による開口放出抑制を解除する機構の解明が待たれる．

8. Granuphilin非依存性の分泌顆粒ドッキング機構

前述のように，筆者は，Granuphilin欠損細胞の所見か
ら，本分子が分泌顆粒の細胞膜ドッキングに必須と考え，
別の機構の存在を想定していなかったが，最近，Rab27エ
フェクターの一つExophilin-8（別名MyRIP）がこの過程に
関与する可能性が出てきた．Exophilin-8は，アクチン束上
で機能するモータータンパク質，ミオシンVaやミオシン
VIIaに結合活性を持ち，網膜色素細胞のメラノソームや内
分泌細胞の分泌顆粒を，細胞辺縁部の皮質アクチン網に捕
捉する役割を有することが示唆されていた 65‒69）．皮質アク
チン網は，トランスゴルジ網で生成された分泌顆粒が細胞
膜と融合する際の障壁になりうるが，一方，分泌顆粒を細
胞膜の近傍に保持・集積させることを可能にする．分泌小
胞を積み荷とするアクチン上のモータータンパク質とし
て，網膜メラノソームではミオシンVIIa70），分泌顆粒では

ミオシンVa71‒74）が，それぞれ機能することが示唆されて
いた．しかし，内分泌細胞内でExophilin-8とミオシンVa
が実際に複合体を形成するという証明はなされておらず，
MIN6細胞では，生理的条件下で内因性複合体は認められ
ないと報告された 75）．
最近，筆者らは，膵β細胞で，Exophilin-8が，RIM-BP2

と結合することを見いだした（以下，文献 76）の所見）．
RIM-BP2は，もともとRIM結合分子として見いだされ 77），
RIMとともに，神経シナプス小胞と電位依存性Ca2＋チャ
ネルを橋渡しして，シナプス小胞を刺激後に生じるCa2＋

濃度の高いマイクロドメインに局在させ，迅速な開口放
出を可能にすると考えられているが（図2）78, 79），内分泌
細胞における機能はまったく不明であった．筆者らは，
Exophilin-8が，ミオシンVaと直接結合するのではなく，
RIM-BP2を介してミオシンVIIa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捕捉・集積させ
ることを示した．また，RIM-BP2は，神経細胞同様，膵
β細胞において，RIMやL型Ca2＋チャネルと結合してい
た．したがって，Exophilin-8−RIM-BP2−ミオシンVIIa複
合体は，分泌顆粒を，単に物理的に皮質アクチン網に局
在させるだけではなく，その開口放出に関与するRIMやL
型Ca2＋チャネル 80, 81）との相互作用を仲介する働きがある
と考えられた（図4）．実際，Exophilin-8欠損マウス膵β細
胞のインスリン分泌能は，野生型細胞に比し半減してお
り，また，培養膵β細胞株においても，本複合体形成によ
る顆粒の細胞辺縁部集積作用は，刺激依存性ホルモン分
泌量ときわめてよい相関を示した．RIM, RIM-BP2は，小
胞膜上のRab3やExophilin-8，細胞膜上のCa2＋チャネルや
（Munc13-1を介して） Syntaxin 1と結合することから，分
泌顆粒や神経シナプス小胞のドッキングに関与する可能
性がある（図2, 4）．事実，RIM欠損神経細胞の電子顕微
鏡化学固定標本で，ドッキング小胞の減少が報告されてい
る 79, 82）．また，Exophilin-8欠損マウス膵β細胞の化学固定
標本においても，細胞膜直下の分泌顆粒の数は減少して
いたが，Granuphilin欠損細胞と比較すると，その減少の度
合は小さく，細胞膜に接着した顆粒も残存していた．逐
次連続モデルでは，ドッキング顆粒の一部のみ，何らかの
プライミング反応を受けて開口放出可能となると想定さ
れているが，ドッキングに関わるRab27エフェクターの種
類により，細胞膜近傍の顆粒の開口放出効率が異なるとい
う新たな可能性が出てきた．Exophilin-8によるRIMを介
するドッキングは，シナプス小胞のドッキング機構と類似
し，開口放出を促進させると考えられるが（図2, 4），今
後，開口放出を抑制するGranuphilinによるドッキング機
構（図1）との関係を明らかにする必要がある．

9. 神経シナプス小胞のドッキングとプライミング

神経シナプス小胞は，Ca2＋流入後100マイクロ秒以内に
膜融合を起こすという報告もあり 83），このような短時間
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に，小胞が細胞膜直下に移動してドッキングし，Syntaxin
が閉鎖型から開放型になるプライミングが起こり，その
後，SNARE複合体が形成されるとは考えにくい．神経シ
ナプス小胞の即時応答性を考えると，刺激後に起こる事
象は，Ca2＋感知による膜融合反応のみと考えられる．本稿
では詳述しないが，このCa2＋感知には，Synaptotagminと
いうタンパク質が関与し，最終的な膜融合反応を引き起
こすと考えられている 29）．すなわち，刺激に即座に反応
しうるシナプス小胞は，ドッキングやプライミングを終
え，すでにSNARE複合体が形成されていると予想される
ことから（図5），小胞膜を細胞膜にデザリングさせる従

来のドッキングと，プライミング反応を済ませ，SNARE
複合体形成によって両膜を対向させる狭義のドッキング
を，区別する必要があると考えられた．最近，高圧凍結法
にトモグラフィーを組み合わせ，シナプス小胞膜と細胞膜
間の距離が5 nm以内の小胞をテザリング小胞，同2 nm以
内をドッキング小胞とする，精密な電子顕微鏡解析が行わ
れた 84）．それによると，SNARE分子のSyntaxin 1, SNAP-
25, Synaptobrevin-2，プライミングに機能するMunc13-1/2, 
CAPS1/2，それぞれを欠損する神経細胞において，2 nm以
内の小胞の消失が認められることから，この狭義のドッキ
ング小胞は，プライミングを終えて，膜融合を準備した状

図5 プライミングされた神経シナプス小胞
RIM, Munc13-1によってプライミングされると，Syntaxinは閉鎖型から開放型に変換され，Synaptobrevin, SNAP-25
とSNARE複合体を形成し，小胞膜と細胞膜が対向する，狭義のドッキング状態となる．SNARE複合体には，Syn-
aptotagminが結合し，刺激後のCa2＋流入を感知して，膜融合を引き起こす（実際には，Complexinなどの分子も複
合体に含まれるが，図示していない）．

図4 Rab27エフェクター Exophilin-8による，分泌顆粒の皮質アクチン網捕捉と細胞膜ドッキング
Exophilin-8は，RIM-BPを介してミオシンVIIaと結合することによって，分泌顆粒を皮質アクチン網へ捕捉する．
RIM-BP2は，内分泌細胞に発現するL型電位依存性Ca2＋チャネルや，RIM, Munc13-1を介してSyntaxinと結合でき
る．このため，Exophilin-8は，RIM-BP2を介して，分泌顆粒の細胞膜ドッキングに関与する可能性がある．この
ドッキング機構は，神経シナプス小胞のそれ（図2）と類似しているが，Exophilin-8陽性顆粒の細胞内分布を調べ
ると，大部分は皮質アクチン網内に捕捉されており，その一部のみ，細胞膜にドッキングしていると考えられる．
Exophilin-8−RIM−BP2複合体によってドッキングした顆粒は，神経シナプス小胞の場合と同様，プライミング因子
Munc13-1やCa2＋チャネルと相互作用しているため，Granuphilinによるドッキング顆粒に比して，開口放出の準備
が，より進んでいるとも考えられる．
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態と考えられた．これらの欠損細胞では，（その閉鎖型が
デザリングにも関与する） Syntaxin 1を欠損する細胞を除
いて，膜融合の抑制を反映して，細胞膜から5～40 nm離
れた小胞は逆に増加していた．このため，0～40 nmの小胞
の総数は変化せず，通常の電子顕微鏡解析でドッキング
（テザリング）障害が認められない原因とされた．前述の
ように，RIM欠損神経細胞では，化学固定標本でシナプス
小胞のドッキング障害が認められるが 79, 82），RIMはプライ
ミングにも関与することから 56, 57），凍結トモグラフィー標
本で狭義のドッキング障害も認められている 85）．このよ
うに高速の分泌反応を必要とする神経シナプス小胞におい
ては，ドッキングとプライミングの両方に関与する分子が
あり，両者の境界があいまいになっている．

10. 調節性分泌経路における逐次連続モデルと並行モ
デル

最近，神経シナプスのアクティヴ・ゾーンでは，非刺
激時においても小胞膜と細胞膜間にSNARE複合体が形成
されているが，膵β細胞では，静止期には形成されておら
ず，刺激後に初めて形成されることが示された 86）．すな
わち両細胞において，分泌小胞が刺激を待機している過
程は異なっており，分泌顆粒は，静止期に狭義のドッキ
ング（プライミング）の状態で待機していないことを示
している．シナプス小胞開口放出のトリガーとなるSyn-
aptotagminがCa2＋を感知するC2ドメインは，Rab27エフェ
クター，RIM, Munc13, CAPSにもあり，遅い開口放出反
応を示す分泌顆粒では，刺激直後と持続性刺激後のCa2＋

上昇によって誘導される律速段階が異なる可能性があ
る．また，ドッキング（デザリング）に関わるExophilin-8, 
Granuphilin，プライミングに関わるRIM-Munc13, CAPSな
どの分子が，並行して機能することも考えられる．
全反射顕微鏡による開口放出前の分泌顆粒の動態観測

によると，すべての顆粒が同一のルートで膜融合に至ると
は限らないことが示唆される．これまで述べてきたよう
に，分泌顆粒においては，通常の化学固定標本で見いださ
れる従来の定義によるドッキングは，開口放出に必須で
はない．驚くべきことに，神経シナプス小胞においても，
RIM, ELKS（アクティヴ・ゾーンの電子密度の高いところ
に存在するCAZと総称される分子の一つ）を同時に欠損
させ，従来の定義によるドッキング小胞をほぼ完全に消
失させても，開口放出可能なプールは残存するという 87）．
筆者らがpassengerと呼称する，細胞内深部から飛び込ん
でくるようにみえる非ドッキング顆粒の開口放出は，開
口放出した顆粒のオメガ構造が何らかの機序で安定的に残
存しているところに膜融合を起こす，sequential exocytosis
と呼ばれるもの 88）も含まれていると思われるが，膵β細
胞での2光子顕微鏡による観察では，その頻度は数％以下
で 89），passengerタイプの開口放出頻度よりはるかに低い．
アクチン上のミオシンVaやVIIa，あるいは微小管上のキ

ネシンが，顆粒を細胞内深部から細胞骨格上で運搬し，こ
の過程にExophilin-790, 91），Exophilin-8，さらに別のRab27
エフェクターが関与する可能性もある．しかし，同一細胞
に発現する複数のエフェクターが，同じRab27という分子
と結合しながら，どのように異なるステップを制御してい
るのか，不明な点が多い．
これまで述べてきた知見より，筆者は，少なくとも分泌
顆粒の開口放出過程においては，直線的な逐次連続モデル
（linear/sequential model）が必ずしも当てはまらず，ドッキ
ング顆粒と非ドッキング顆粒が，複数のルートと分子機構
により，並行して開口放出するモデル（parallel model）を
提唱している 41, 42）．高速の神経シナプス伝達の研究が先行
していることもあり，依然，画一的な逐次連続モデルが
調節性分泌経路に共通する機構として信じてられている
が 40），分泌顆粒独自の開口放出過程に関する知見を積み
重ねていく必要がある．
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