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要     旨 

【緒言】 低分子量 G タンパク質 Rab27a は、他の G タンパク質と同様に GTP 型にのみ特定の分子が結

合して、インスリン分泌（エキソサイトーシス）を制御すると考えられてきた。薬理学講座では、これ

まで不活性型と考えられてきた GDP 型 Rab27 に結合する分子を複数同定し、その結合がインスリンを

取り囲んでいた分泌小胞膜の回収（エンドサイトーシス）を制御することを明らかにした (JCS., 2008)。

さらに、グルコース刺激によって Rab27a が GTP 型から GDP 型へ変換されること、その変換には

Rab27a-GAP である EPI64 が必要であることを報告した (BBRC., 2010)。本論文では、膵 B 細胞にお

ける EPI64 の機能を明らかにするため、EPI64 結合タンパク質を探索し、その機能解析を行った。                                                        

【研究対象及び方法】 アフィニティカラムクロマトグラフィ法とマス解析を組み合わせることで、

EPI64 新規結合タンパク質を探索した。結合の様式は、精製タンパク質を用いた pull down assay や

deletion mutant を用いた免疫沈降法により調べた。細胞内の局在は、培養膵 B 細胞である MIN6 を免

疫染色し、共焦点レーザー顕微鏡により解析した。さらに、全反射蛍光顕微鏡 (TIRF-MS)を用いて、                                             
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細胞内の動態やエンドサイトーシスに及ぼす影響を検討した。                                              

【結果】 EPI64 新規結合タンパク質として、ARNO を同定した。ARNO は、低分子量 G タンパク質 Arf6

を GTP 型に変換することでエンドサイトーシスを制御する酵素である。生化学的な解析より、EPI64

は C 末端側を介して ARNO の PH ドメインと直接結合した。さらに、この結合はグルコース依存的で

あった。グルコース刺激は、EPI64 を細胞質から細胞膜直下へと移行させたが、その細胞内移行には

ARNO が必要であった。 TIRF-MS を用いた解析より、グルコース刺激後 20 秒で ARNO が、30 秒で

EPI64 が細胞膜に移行した。さらに、ARNO の膜移行には、PI3K から生成されたイノシトールリン脂

質 PIP3が必要であった。細胞膜に移行した ARNO は、細胞膜直下でクラスリンの集積を促進した。さ

らに、EPI64 と ARNO の結合と活性は、インスリン顆粒膜のエンドサイトーシスに必要であった。                                             

【考察】本論文により、ARNO が EPI64 を細胞膜近傍に移行させるリクルーターとして働くことが示さ

れた。ARNO の下流に位置する GTP 型 Arf6 は、クラスリンの集積を促進することで細胞膜を陥入し、

エンドサイトーシスの前半過程を制御する。一方、EPI64 の下流に位置する GDP 型 Rab27a は、陥入し

た膜をくびり切り取るダイナミンと同じタイミングで働くことで、エンドサイトーシスの後半過程を制

御する。私は、EPI64 と ARNO が異なるエンドサイトーシスのステージを協調的に制御していると考え

ている。                                                                                             

【結語】グルコース刺激により開始されるエンドサイトーシスは、ARNO によるクラスリンピットの

形成と、引き続いて起こる EPI64 による coronin 3 を介したアクチンの束化から構成される。一連の過

程は、各分子の時間的 • 空間的な制御によって行われている。エキソサイトーシスを促進する既存の

糖尿病治療薬は、エンドサイトーシスの破綻から生じたインスリン分泌障害を増悪する。これは分泌時

に細胞膜へ融合した分泌小胞膜が回収されずに、細胞膜上に蓄積するためである。本研究成果は、エン

ドサイトーシスをターゲットとした新しい糖尿病治療薬を開発する基盤になり得る。                                            

                                               

                                                 

                                                

                                               

                                                






