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は じめ に

神経を含む多く の分泌細胞 にお い て ､ 小胞の 開口放出は ､ 小胞が原形質膜 へ 移動し , 形態的

に原形質膜とド ッ キ ングし ､ 融合能力を獲得し ､ 原形質膜と融合する と考えられて い る ｡ すな

わち ､ 小胞の開 口放出は , 細胞質の最外層で起 こ る と考えられて い る ｡ しか しなが ら, 細胞質

の 深 い層に ある 小胞を観察する の は難しく ､ 最外層 の 小胞と の間の融合準備状態に つ い て ､ ･ 比

較検討され て い なか っ た ｡ そ こ で , 我々 は , 深部解像に優れた 二 光子励起イメ ー ジン グを用 い

て ､ 原形質膜から離れた小胞に つ い て も観察で きる よう に した o さ らに , 水溶性ト レ ー

サ
ー を

外溶液中に用 い る こ とで ､ 小胞の 開 口放出を可視化した ｡ また , 細胞間の組織構造を保 っ た状

態の試料を採用し､ より生体中に 近 い 状態で開口放出様式を観察で きる ように した ｡ こ の 二 光

子励起を用 いた開口放出の 可視化法は , 膜融合機構と融合後の 小胞 の運命 に つ い て も , 詳細に

観察で き る こ とか ら ､ 新な現象 ( 空胞型逐次開口放出
･
"

v a c u ol a r s e q u e n ti al e x o c yt o si s
"

) を

明らか にで きたo

方法

我々 は ､ より 生体中に近 い 開 口放出を観察する ために ､ 単離細胞で はなく ､ 組織構造 を保 っ



た状態の副腎髄質を試料として用 い た ｡

副腎髄質は ､ 主 に豚の もの を用 い た ｡ い く つ か の 初期の実験は ､ 牛の 副腎髄質を用 い たが ,

二 種間 に違 い は観察されなか っ た ｡ 副腎髄質を弱く コ ラゲナ
ー

ゼ処理 して 小さな細胞塊 に分離

したの ち ､
1 2 時間以 上培養を行な っ た ｡ そ の 副腎髄質細胞塊を 1 4 0 m M N a C l , 5 m M K C l, 2

m M C a Cl 2 , 1 m M M g Cl2 , 1 0 m M H e p e s
- N a O H , 2 . 8 m M g lu c o s e を含む p H 7 . 3 の 水溶液で潜流

しなが ら, 観察 を行な っ た ｡ ニ 光子励起イメ ー

ジ ングは水浸対物 レ ンズを備えた倒立顕微鏡を

もちい , レ
ー ザ ー 走査装置により画像化した ｡ レ ー ザ ー パ ワ

ー

は 3 - 1 0 m W ､ 波長は8 3 0

n m を使用 した ｡

結果

1 . 内腔用構造を伴う開口放出の観察

潜流液に水溶性ト レ
ー

サ
ー

として 0 .5 m M の S R B ( s u lf o r h o d a m i n e B ) を加え , 細胞

間隙を可視化した o こ の S R B を用 い た開口放出可視化法は ､ 開 口放出が起こ る と細胞外液

が融合細孔 を通 っ て , 小胞内に急速に入 る ことで , そ の 小胞が蛍光 の輝点として示 さ れる ｡

副腎髄質細胞を 7 0 m M カリ ウム溶液で脱分極刺激する と ､ 細胞内に多く の 蛍光の輝点が細

胞間隙に近接して現れた o 輝点の 直径はo . 4 -0 . 7 p m で あり ､ 大型有芯小胞を染色するア ク

リ ジンオ レ ンジで観察した小胞の大きさと矛盾しない ｡ よ っ て ､ そ の 点を 一

つ の 小胞の 開 口

放出とみなした ｡

詳細 に観察すると , 細胞質の より深い部分まで額粒が逐次的に開口放出を起 こ し ､ そ の

多く が膜融合後､ 大きく膨張して内腔を形成した ｡ こ の 内腔様構造は ､ しばしば原形質膜か

ら 3 - 5 汁m まで届い た . こ の 構造の膨張は, 小 胞の 体積の約 5 倍以 上 に もな っ た o また ､ こ

の 構造の細胞膜の 面積 の膨張分は ､ 開 口放出に より挿入され るす べ て の 小胞の膜とよく
一 致

して い たo こ の こ とか ら､ 内膜様構造は開 口放出に よ っ て 形成され る と考えられ る . さ らに ,

単位膜面積当り の 開 口 放出の 出現率が , 原 形質膜と内腔様膜で は差がなか っ た ｡ こ の こ とか

ら , 小胞 の膜融合準備状態は ､ 原 形質膜近傍の 小胞と内腔様構造が到達 した細胞深部におけ



る 小胞と の間に差はない と考えられ る ｡ さ らに ､ 逐次開 口放出が起ける 二 段目 の 開口放出は,

しばしばそ の内腔様構造の 上 に発生し､ o . 2 s 以内に内腔膜と平滑化した ｡ 内腔様構造で 開

口放出 をお こす小胞の大きさは ､ 単 一

小胞の 大きさと 一 致した ｡ こ の ことか ら､ 小胞同士 の

膜融合が開口放出の前に起こ る複合型開口放出で ある可能性を排除する ｡

また ､ ケ ー ジ ド C a
2 十
化合物, N P E の 光分解 に より細胞質内の C a

2 +
濃度 (【C a

2 +

】i) を急

激 に ､ か つ 均 一

に増加 さ せ る こ とに よ っ て 開 口放出を引き起 こ した場合も, カリ ウム刺激と

同様の逐次開 口放出が引き起 こされた ｡ ケ
ー

ジド C a
2 +
化合物刺激に よる開口放出の内腔形

成は ､ 5 s 以 内に急速に原形質膜から 3 p m まで 届いた . こ の 内腔構造は可逆的で ､ 刺激を

取 り除く と段々 と小さくな っ た ｡ また ､ 刺激 の種類 に関係なく ､ 細胞間空間に面して い ない

原形質膜の表面で は ほとん ど観察されなか っ た ｡

2 . 内腔用構造 に よる 開口放出機構 の促進

内腔様構造の膨張を抑制す る目的で ､ S R B ととも に フ ィ コ
ー ル(1 4 % , F

I

LC OI]) を加えて

コ ロイ ド浸透圧を変化させ た ｡ そ の 結果 , ケ
ー

ジ ド C a
2 +
化合物 により十分なカル シウム 上

昇が与えられ て い て も ､ 開口放出に伴う内腔様構造の膨張が強く阻害された ｡ つ まり ､ 内腔

様構造 の膨張は膜融合細孔と狭 い細胞間隙 に よ っ て 内腔内に閉じ込められた ヒ ドロ ゲル

《水を分散媒とするゲル〉 の膨張に起因す る こ と を示す o さ らに , フ ィ コ
ー ル存在下 で も ､

逐次開 口放出が起 こ っ た o こ の こ とか ら､ フ ィ コ
ー

ル は膜融合反応そ の もの に影響しない o

しかしなが ら, フ ィ コ
ー

ル は い ちじる しく逐次開口放出にお ける 二 段目 の 開 口放出が示す単

位膜面積当り の 出現率を減らした の で ､ 内腔用構造の膨張が内腔膜上 の 開口放出を促進して

い る と言える ｡

3 . 内腔用構造の 形成に必要な要因

小胞内のゲルが開 口放出にお い て どの ような空 間的な制約を受け る の か ､ そ れが開 口 放

出 に ど の よ う に影響す る か を調 べ る た め に ､ 2 m M の 蛍光デキ ス ト ラ ン(Fl u o r e s c ein

d e xtr a n s : F D , 1 0 , 7 0 o r 5 0 0 k D a) と S R B の 同時蛍光測定 の実験 を行 っ たo 1 0 , 7 0 , 5 0 0 k D a

デキ ス トラ ン の 直径は , はそ れぞれ 6 , 1 2 , 2 0 n m と した ｡



こ の 実験に より ､ 内腔様構造 にお いて 基質ゲルが膨張する ため には 二 つ の 異な っ たゲル

の 拡散 の障壁がある こ とが明 らか にな っ た ｡ 一

つ に は組織構造を保 っ た副腎髄質の細胞間隙

は ､ 2 0 - 4 0 n m に保たれ る とい う こ とで ある ｡ つ まり ､ こ の 細胞間隙は 1 2 n m の 7 0 k D a の

F D の 進入 を許 し ､ 2 0 n m の 5 0 0 - k D の F D の 進入 は許さなか っ た ｡ 実際､ 完全 に融合した

関 口放出の高速画像が得 られたとき､ 我々 は しばしばゲルが小胞内で膨張 して 融合細孔を通

り細胞間陰にゲルがで て もなお ､ 細胞間隙でゲルが膨張して い る様子 を観察した ｡ こ れ は細

胞間隙が効果的に膨張したゲル の細胞外 へ の 拡散を妨げる と い う考え の独立した証明を与

えて い る ｡

第 二 として 小胞の融合細孔 の制御もまたゲル拡散の障壁で ある と考 えられ る ｡ F D を用

い て 小胞の融合細孔 の大きさを見積もり , 融合様式と融合細孔 の 関係を調 べ た ｡ 完全平滑化

する膜融合様式の場合は ､ 7 0 k D a の F D と 5 0 0 k D a の F D の 両方が 小胞内に侵入した ｡ また ､

内腔構造に発展する膜融合形式 の場合は､ 前者は侵入するが ､ 後者で は しなか っ た ｡ こ の こ

とは ､ 内腔様構造 の膨張を最も効果的に行なうため に , 膜融合細孔 の 直径が 1 2 n m から 2 0

n m の 間に制御され て い る こ と を示す｡ さ らに ､ 融合細孔が
一

時的に開い て再び閉じる膜融

合様式の場合は , 刺激後に 小胞 に 1 0k D a の F D が侵入 し ､ 潜流液から S R B を除去して も小

胞内に S R B が保持されて い た ｡ つ まり ､ 融合細孔 の大きさが 2 0 n m より大きく なる 小胞は

完全 に融合し, 融合細孔が1 2 か ら 20 n m の間を保たれ るな らば､ ゲルは保持されて 小胞

は膨張する｡ 融合細孔が 6 n m 以下の場合は､ キ ス エ ン ドラ ン開口放出で あ っ た ｡ こ の よう

に融合後の 小胞 の運命は ､ 融合細孔 の大きさに依存して い た こ とが明 らか にな っ た ｡

まとめ

副腎髄質細胞にける開 口放出で は ､ 最外層 の 小胞もさらに深 い 細胞質層に ある小胞も膜融合

準備状態 に差 はなく , よ り組織構造 を保 っ た副腎髄質 にお い て は小胞内の ゲル は膜融合前の 刺

御に働 い て開口放出を促進 して い た ｡ 今回､ 新た に報告した空胞型逐次開 口放出は ､ 活 発な小

胞内基質ゲル ､ 融合細孔 の 正確な制御, そ して組織構造を保 っ た副腎髄質の狭い細胞間隙を有

効 に使 っ た , 全 く新 し い 機構で ある こ とが解明された ｡




