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審 査 の 結 果 の 要 旨
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本 研 究 で 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 小胞の 開口放 出 の 機 構 を 明 ら か に す る た め ､ 電 気 生

理 学 的研 究 ､ 電 子 顕 微 鏡 に よ る 研 究 に お い て ス タ ン ダ
ー

ド な モ デ ル で あ る 哨 乳 類

( 牛 ､ 豚) の 副 腎 髄 質 ク ロ マ フ ィ ン 細 胞 の 開 口 放 出 を ､
二 光 子 励 起 顕 微 鏡 を 用 い て

可 視 化 し た ｡ そ の 結 果 ､ 下 記 の 結 果 を 得 て い る ｡

1 . 細胞間の 組織構造を保っ た状態の複数の細胞からなるク ラス タ
ー 試料を採用 し､ 港流液に水溶

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 mi n e B ) を加えて細胞間隙を可視化した . 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 るの で ､ そ の 小胞を蛍光の 輝点と

して示す ことが できる ｡ 副腎髄質細胞を 7 0 m M カリウム溶液 で脱分極刺激し､ 開口放出して 0 .2 s

以内に原形質膜 と平滑化する様式 ( フル ･ フ ュ ー

ジ ョ ン型) , 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 し膜融合後 ､ 大きく膨張して 内腔を形成する様式 ( 空砲型) ､ 開口放出後に

細胞内の 再び取り込 まれ る様式 ( キス & ラン型) の三種類の開 口放出を確認 した ｡

2 ｡ 特徴的な空砲型 の 開口放出を詳細に解析するために ､ ケ
ー

ジ ド C a
2 +
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 に増加させる方法で も開口放出を観察した o

ど ち ら の 場 合 も 単 位 面 積 あ た り の 開 口 放 出 の 出現 率 に お い て ､ も と も と の 原 形 質

膜 上 よ り も 内 腔 上 の ほ う が 高 か っ た ｡
よ っ て ､ 内腔 の 形 成 は 開 口 放 出 の 効 率 の 上

昇 に つ な が る こ と が 示 唆 さ れ た ｡

3 . 内腔 形 成 の 機 構 を 調 べ る た め に S R B とと もにフ ィ コ
ー

ル(1 4 % ,
Fi c oLl) 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 , 逐次開口放出が起 こ っ たが開 口放出 に伴う 内腔様構造の膨張が強く阻害され たo 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
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ル 《水を分散媒とするゲル》 の膨張に起因する と考え られ る ｡

4 . 小胞内のゲル が内腔様開口放出におし
_
) てどの く らい の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 大 き さ の 違 う蛍光 デキ ス ト ラ ン

( F[ u o r e s c ei n 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 同時多重染色イ メ
ー ジ ングを行 っ たc 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 ｡ そ の結果 ､ 内腔の膜融合細

孔 の 直径 と組織構造を保 っ た副腎髄質の 細胞間隙が 1 2 n m か ら 2 0 n m の 間に制御されて い る こ

とがわか っ た ｡

5 . 小 胞 の 開 口 放 出 の 準 備 性 に つ い て も 検 討 し た ｡ 抗 体 免 疫 染 色 法 を 用 い て 膜 融 合

に 必 要 と さ れ る S N A P 2 4 の 局 在 を 調 べ る と ､
コ ン ト ロ

ー

ル で は 原 形 質膜 に し か 存

在 し な い が ､ 刺 激 後 は 内腔の膜に拡散して い るのがわ か っ た ｡ また ､ S N A P 2 4 に 蛍 光 タ

グ( E C F P ) を つ け て S R B と 同 時 多 重 染 色 イ メ ー ジ ン グ を 行 い ､ 同 じ 結 果 を 得 た a

よ っ て 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 はなく ､ 逐次開口放出で ある

こ とが示唆された ｡
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 ｡

以上 ､ 本論文は ､ より組織構造を保っ た副腎髄質にお い て 開 口 放 出 を 可 視 化 す る こ と に よ り ､

初 め て そ の 様 式 が 明 ら か に な り ､ 小胞内の ゲルが膜融合前の制御に働い て 開口放出を促進し

て い る ことを見出した｡ また , 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

差はない こ とも示すこ とが で きた｡ 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 あると考えられ ､ 学位の 授与に値するもの と考えられる ｡
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