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は し が き

「膿質ラフ ト価pidrafts}」 と総称されるコレステロールや糖スフィンゴ脂質に富む生体膜上の微小

領域 〔マイクロドメイン)は 、細胞膜や細胞内膜系で代謝や情報伝達に関わる様々な分子の足場 とし

て重要な役割を果た している。この脂質ラフ トに関するこれまでの研究では、主 として培養細胞や単

誰細胞が材料として用いられ、上皮細胞の細胞極性の形成 ・維持やエンドサイ トーシス、あるいは免

疫細胞におけるシグナル伝達過程などにおける役割が強調されてきた。 しか し、生体を構成する他の

さまざまな組織 ・細胞における脂質ラフトの多様性や生理的役割 に関 しては、未だ解明されていない

点が多い。

本研究では、電顕免疫組織化学法など形態学的手法を中心に関連する生化学的解析を織 り込みなが

ら、内分泌組織 ・細胞における脂質ラフ ト様構造の分布 ・局在 と生理的役割を明らかにすることを試

みた。
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研 究 成 果 の 概 要
研究の背景と目的

「脂質ラフトOipidmR5)」 と総称されるコレステロールや糖スフィンゴ脂質に富む生体膜上の微小

領域{マ イクロ ドメイン)は 、細胞膜や細胞内膜系で代謝や情報伝達に関わる様々な分子の足場 とし

て重要な役割を果たしている。 しか し、生体を構成する他のさまざまな組織 ・細胞における脂質ラフ

トの多様性や生理的役割に関 しては、未だ解明されていない点が多い。

私たちは、これまで、内分泌細胞に特異的に発現 し分泌穎粒に選択的に輸送 され るグラニン蛋白

群に蕎目し、その選別輸送機構 を解析 してきた。その過程で、代表的なグラニン蛋白であるクロモ

グラニンA〔C2A)の 分泌穎粒への選択的輸送には、同じグラニン蛋白群に属す るセクレ トグラニン

nl(Sglmと の結合が必要であることを明 らかにした。 さらに、私 たちは最近、Sglllが 分泌頼粒膜

の近傍に特異的に局在することを電顕免疫組織化学法で明らかにするとともに、生化学的にもSgllI

が分泌穎粉膜 にコレステロール依存性に結合することを証明 した。私たちが得た これ らの所見は、

Sgl11(およびSB皿 と複合体を形成す るCgAな どの分泌蛋白)を 分泌穎粒内に選択的に輸送 ・保持す

る際に、コレステロールに富むラフ ト様構造が重要な役割を果た している可能性を示している。 しか

しながら.広 く内分泌細胞一般で脂質ラフ トの細胞内局在、動態、生理的役割を明らかにした研究は、

これまでほとんどなされていない。

そこで、本研究では、代表的な内分泌組織である下垂体前葉における脂質ラフト様構造の分布 ・局

在と、内分泌細胞における脂質ラフ ト様構造の生理的役割について検討した。

下垂体前葉における脂質ラフト様構造の分布と細胞内局在

Fil巾inによるコレスデロールの細胞内局在の可視化

コレステロールの細胞内局在の可視化はThybεrg〔2002)の 方法に従 った。その手順を簡単にまと

めると、まず、成熟雄ラット(n謂8)を2%glu伽aldehyd儲%p-b㎝ 組dehyde一 α1Mカ コジル酸

緩衝液(pH731で 灌流固定 した後、切 り出 した下垂鉢を ビブラ トームで薄切し、得 られた切片{厚

さ100μm)を0.2mg/mlのf蛆lpinお よび1%のDMSOを 含む0、lMカ コジル酸緩衝液(pH7.3}中

で15時 間震盤 した(2ぴC}。 この標識反応後、切片を7.5%のsucro駐eを 含む α1Mカ コジル酸緩

衝液{pH7.3}で 良 く洗浄 し、さらに1%OsO4で 後固定 した後、エタノール脱水を経てEpon812に

包埋 した。このEI狛n812包 埋組織標本から超薄切片を作製 し、下垂体前葉の各ホルモンに対する抗

体を用いて金コロイ ド法で免疫組織化学標識 した後、透過型電子顕微鏡で観察 した。

その結果、下垂体前葉の内分泌細胞の分泌穎粒膜にはコレステロール ー肋pin複 合体の形成を示す

小球状の変形が多数観察された 〔Fig.1)。一方、粗面小胞体、ゴルジ装置、 ミトコン ドリア、細胞膜

など他の膜系には明らかな変形は認められなかった.ま た、下垂体前葉の どの内分泌細胞の分泌穎続

膜でもコレステロール ーmipin複 合体の形成が観察されたことから、分泌穎粒膜は他の細胞内膜系 と

比較 してコレステロールに富んでいることが示唆された。

コレラ トキシンBサ ブユニッ トをプローブとしたGM1ガ ング リオシ ドの細胞内局在の可視化

次にコレステロール とともに脂質ラフ トの代表的な構成脂質と考えられている糖スフィンゴ脂質の

うち、コレラトキシンBサ ブユニ ット〔ChB)と 特異的な親和性を有するGM1ガ ングリオシドの下

垂体前葉における分布と細胞内局在をビオチン化CTxBを プローブとして検討 した。

まず光顕免疫組織化学法による解析のために、成熟雄ラ ット{n=8)を α1%glutaraldehyde4%

一3一
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Ffbrmaldehyde-0,1Mリ ン酸緩衝液 〔pH7.3)で 灌流固定 した後、切 り川した下垂体をビブラ トー

ムで薄切 し、得 られた切片(厚 さ100μm}を10μglm1の ビオチ ン化 〔πkBを 含む7.5%sucro艶

含有0.lMリ ン酸緩衝液(pH7.3}中 で72時 間震螢した(4。C)。 この標識反応後、切片を75%の

sucroseを 含む7.5%s"crose含 有 α1Mリ ン酸緩衝液 〔pH73}で 良く洗浄 し、エタノール脱水を経

てEpon812に 包埋 した。 このEpon812包 埋組織標本から連続 切片(厚 さ0.5μm)を 作製 し、脱樹

脂後、各切片を下垂体前葉の各ホルモンに対する抗体 と抗 ビオチン抗体を用いて蛍光抗体法で2璽

染色 した後、落射蛍光顕微鏡で観察 した。

また、電顕レペルの免疫組織化学標識のためには、上記と同様に澹流固定しビオチン化CT翼Bで 標

識 した ビブラ トーム切片(厚 さ100μm}を70%エ タノールによる脱水を経て親水性のLRwhite

樹脂に包埋 した。この樹脂包埋組織標本か ら超薄切片(厚 さ80-100nmlを 作製し、下垂体前葉の各
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ホルモンに対する抗体 と抗 ビオチン抗体を川いて金コロイ ド法で2薫 標識 した後、透過型竃 ∫顕微

鏡で観察 した。

その結果、ビオチン化CTxBで 標識 されたGMIガ ングリオシドに窩む膜は、 ド唾体前葉の成長ホ

ルモン産生細胞の大部分 と性腺刺激ホルモン産生細胞の一一部に限局 して分布 しているのが明らかに

なった(Fig.2),電 子顕微鏡 レベルの免疫組織化学法でその細胞内局在を検討 したところ、CTxB結

合部位を示す金コロイ ド粒rは 分泌穎粒膜に集積 し、他の細胞内膜系はほとん ど標識されなかった

(Fig.3)コ

以 ヒの結果か ら、脂質ラフトのi三要な構成成分である糖スフィンゴ脂質に関してもコレステロール

と呵様に分泌瓢粒膜に集積 していることが示唆されたが、例えばGMIガ ングリオシ ドについては成

長ホルモン産生細胞と一部の性腺刺激ホルモ ン産生細胞に限局 していたように、その構成脂質の種類

に関しては細胞稀 ごとに多様牲があることが示唆された1=,

一6一



成長ホルモン産生細胞が特異的な分泌刺激を受けた後の脂質ラフ ト様構造の動態

1二記の結果より、 ド垂体前葉の内分泌細胞では脂質ラフ ト様構造が分泌穎粒膜に集積 していること

が強 く示唆 されたので、成良ホルモン産生細胞のCTxB結 合部位を脂質ラフ ト様構造の指標 として、

同細胞に特異的な分泌剃激であるGHRHを 投与した後のCTxB結 合部位の局在の変化を観察 した。

その結果、蛍光抗体法による観察では、坐理的条件では成長ホルモン産生細胞の細胞質に分布して

いたCTxB結 合部位がG㎜ を静脈投 与して2分 後の時点で細胞膜に移行するのが観察された(Fig4

へB)。 この所見は、電顕免疫組織化学法による解析でも確認でき、生理的な状態で分泌穎粒膜に局在

していたCTxB結 合部位を示す金 コロイ ド粒子がGHRH投 与後2分 あるいは15分 の時点で有意に

細胞膜1二に移行 しているのが認められた(Fig4C-E).

以上の実験結果を まとめると、脂質ラフ トの主たる構成成分であるコレステロールは内分泌細胞の

分泌頼粒膜に普遍的に集積 していることが明 らかになった。一方、やはり脂質ラフ トの代表的な構成

成分と考えられている糖スフィンゴ脂質に関 しては、下垂体前葉の内分泌細胞種によって発現 ・分布

が異な り、コレラ トキシンBサ ブユニ ット(CT■B}が 特巽的に結合す るGMIガ ングリオシ ドは、大

部分のGH産 生細胞 と少数のm産 生細胞に限局 して集積 していた。細胞内では、CTxB結 合部位も

やはり分泌穎粒膜に限局しており特異的な分泌刺激に応答 して細胞膜に移行 した。これ らの所 見から、

内分泌細胞における脂質ラフ ト様構造は、細胞種によって親成の差異は認められるものの分泌穎粒膜

に集積しており、分泌刺激に正しく応答 して細胞膜に移行 し得ることが形態学的に示された。

内分泌細胞における脂質ラフ ト様構造の役割
この基盤 研究 に先駆け て、我 々は群馬大 学 ・生体調 節研究所 の 穂坂 正 博博士 と共 同で、 グラニ ン

蛋白群の 一つ であ るセ クレ トグラニ ンIII(Sglmが クロモ グラニ ンA(CgA)の 分泌 穎紋へ の選択 的輸

送 に必須 である ことを明 らかに している(Hosakaetal.(2002)MdBiolCe1113:3388-3399}.こ の

Sglnは 内分泌細胞内で分泌穎粒膜近傍 に集 積 して局 在 し 〔S譲aietai.(2003)JHistochemCytochem

51=227-238}、 リボ ソーム との 結 合実験 か らN末

端側 近傍 に存在 す る特 定の ア ミノ酸 配列領 域 を介

してS創Hが コ レステ ロー ルに富む 脂質膜 と結合す

る ことが示 されてい る(Hosakaeta1.{2004}JBiol

Chem279=3627・3634}。 これ らの研究か ら、我 々

は、CgAや ペ プ チ ドホ ルモ ン を含む分 泌蛋 白の擬

集塊 を分泌穎粧膜 に繋 ぎ止め るためにSglIIと 脂質

ラフ ト様 膜領域 が必須 であ る とい うモデ ルを 提唱

している 〔右 図),

物
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藤
コしステロールに富む膜微小領域

(脂質ラフト様椴造)・=`hol曜5掩rol

一方で、我々が見いだ したSgIII依 存的な輪送機構の他にも、他の研究グループか らカルボキシペ

プチダーゼE〔CPE}が やは り脂質ラフ トに結合 しホルモンの選別輸送に関与しているとの報告がある.

そこで、 これ ら2系 統の分泌穎粒への選別輸送機構のCPE欠 損 ミュ・一タントマウスにおけるSgllI

の細胞内局在やホルモン輸送過程の変化について検討 した。

その結果、電顕免疫組織化学による解析では、SgnlとCPEは ともに生理的な条件で様々な内分泌

細胞の分泌穎粒の周辺領域で近接 して局在 してお り、生化学的にもSgIIIとCPEの 間には特異的な蛋

白質問相互作用が認められた。これ らの所見は、この二つの分子がTG聾 か ら分泌穎粒に至る経路で

脂質ラフト様膜微小領域を足場 として協同的にホルモン選別輸送に関与 している可能性を示唆 してい

る。一・方、CPE欠 損ミュータン トマウスの電顕免疫組織化学観察では、CPEの 有無に関わらずSgll1

が分泌顧粒に正しく輸送されることが示され、SgHIの 分泌穎粒への輸送にはCPEは 必須ではないこ



とが示唆 された。 また、野生型では主としてCPE依 存的な選別輸送機構で分泌穎粒に運ばれるとさ

れていたPOMC(ACTHとMSHの 前駆体)が 、CPE欠 損 ミュータントマウスの下垂体でも分泌刺激に

適切に応答する分泌顧粒に輸送 されていた,興 味深いことに、 このCPE欠 損 ミュータン トマウスの

下垂体では、Sgmの 発現が野生型マウスと比べ上昇していた。

以上の結果を総合すると、正常な個体では脂質ラフ ト様膜領域に集積 したCPEとSgmが 共同して

分泌蛋白の選別輸送過程に関与し、さらに、どちらか一方が欠損 した場合には、他方がその機能を補

う可能性が示唆された(HosakaetaL〔2005}JCellSci11&47854795)。

以 丘の研究成果の うち、下垂体前葉における脂質ラフト様構造の局在に閲 しては、現在原著論文と

して投稿準備巾である。また、内分泌細胞における脂質ラフト様構造の役割について生化学的方法で

検討 した結果の詳細は、JoumalofCellScience誕{118:4785-4795{2005};研 究業績欄 ・原著論文

(1})に報告 した。 この論文を含めて、本研究期間に発表 した原著論文4本(研 究業績欄 ・原著論文

{1){4))、および最近の研究動向を踏まえて我 々が本研究で得た所見を申心にこの分泌穎粒形成機構

について概説 した和文総説 「内分泌細胞における分泌穎糧形成機構」(顕 微鏡43:29-34(2008);研 究

業績欄 ・和文総説(1))の 別刷を本報告書の次 貞以降に収録 した。


