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研究成果の概要（和文）：膵β細胞保護作用におけるインクレチン/cAMPシグナルおよびEpac2/Rap1シグナルの
役割を解明することを目的として研究を行った。膵β細胞において、酸化ストレスによる活性酸素種の産生が、
インクレチンやEpac2シグナルの活性化によって抑制され、cAMP/Epac2シグナルが酸化ストレスを軽減すること
が示唆された。また、Epac2欠損膵β細胞株の作製およびその解析から、これまで知られていなかったEpac2アイ
ソフォームが膵β細胞に発現していることが明らかになり、膵β細胞保護などのインスリン分泌以外の細胞機能
制御への関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The roles of incretin/cAMP signaling and Epac2/Rap1 signaling in the 
protection of pancreatic β-cells were investigated. In a β-cell line, the activation of cAMP and 
Epac2 signaling suppressed production of reactive oxygen species (ROS) induced by alloxan and 
palmitate stimulations, suggesting that the role of cAMP and Epac2 signaling in the reduction of 
oxidative stress in pancreatic β-cells. From the generation and analyses of Epac2 deficient cell 
lines, we found a new isoform of Epac2 expressed in pancreatic β-cells, which may be involved in 
cellular functions other than insulin secretion such as the protection of β-cell against cellular 
stresses including oxidative stress.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インクレチンは食餌の摂取によって腸管から分泌され、膵β細胞からのインスリン分泌を促進するなど、糖代謝
改善作用を有する。この作用を利用したインクレチン関連薬は現在２型糖尿病治療に広く用いられており、その
作用機序や未知の効果を明らかにすることは臨床上の意義が大きい。また、糖尿病の病態には各種細胞ストレス
などによる膵β細胞機能の障害が深く関与しており、このような病態の解明により新規糖尿病治療法の開発にも
繋がる可能性があることから本研究の意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

食事の摂取によって消化管から分泌されるインクレチンは、膵β細胞に作用し、グルコース

濃度依存的にインスリン分泌を増強する。この作用を利用して近年インクレチン関連薬が開発

され、2 型糖尿病の薬物療法として現在広く使用されている。インクレチンとして知られる

GLP-1（glucagon-like peptide-1）や GIP（glucose-dependent insulinotropic polypeptide）

は膵β細胞膜の特異的受容体に結合して細胞内のcAMP産生を促し、プロテインキナーゼA（PKA）

および Epac2A（cAMP-GEFII とも呼ばれる）を介してインスリン分泌を増強する。Epac2A はそ

の下流シグナルである低分子量 Gタンパク質 Rap を介して種々の細胞機能を制御する。研究代

表者らは、これまでにインクレチンや糖尿病治療薬であるスルホニル尿素薬によるインスリン

分泌における Epac2A/Rap1 シグナルの生理的、病態生理的な重要性について明らかにしてきた。 

一方、近年インクレチン関連薬の膵β細胞保護作用が注目されている。最近の代表者らの研

究では、GLP-1 受容体作動薬のリラグルチドが、薬剤誘発性糖尿病マウスの膵β細胞の機能を

改善し、β細胞量を維持することが明らかになった。また、この作用にはβ細胞の増殖促進お

よび細胞死の抑制、さらに酸化ストレスの軽減が関与していることが明らかになった（Tamura 

et al., PLoS One, 2015）。 

Epac/Rap1 シグナルは様々な組織・細胞において種々の細胞機能を制御することが知られて

おり、膵β細胞においても細胞増殖促進や細胞死抑制および活性酸素種の産生抑制などへの関

与が報告されている。また代表者らの研究で、Epac2A欠損マウスは高脂肪食により肥満を誘導

すると顕著なインスリン分泌障害を認めた（Takahashi et al., Diabetes 2015）。これらのこ

とから Epac2/Rap1 シグナルは、高血糖状態や肥満状態において、酸化ストレスの軽減により膵

β細胞不全の進展を抑制ことが示唆される。このように Epac2A/Rap1 シグナルを介する様々な

β細胞機能が存在することは Rap1 の下流に種々の標的が存在することを示している。しかしな

がら、膵β細胞における Epac2A/Rap1 シグナルの下流因子については不明な点が多く、それら

の役割については殆ど明らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

膵β細胞保護（増殖促進、細胞死抑制、酸化ストレス抑制）における Epac2A/Rap1 シグナル

に焦点をあてそのメカニズムの解明ならびに病態生理学的役割を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

膵β細胞保護作用における Epac2A/Rap1 シグナルの役割を明らかにするために、以下の検討

を行った。 

（1） 膵β細胞の ROS 産生に対する cAMP の効果 

酸化ストレスを誘発する刺激による活性酸素種の産生を ROS 指示薬を用いて測定し、

さらに ROS 産生に対する cAMP シグナルの効果を検討した。 

（2） Epac2 欠損膵β細胞株の作製 

膵β細胞保護作用における Epac2 の役割をより詳しく調べるために、CRISPR/Cas9シス

テムを用いたゲノム編集技術により、Epac2 欠損膵β細胞株（Epac2 KO 細胞）を作製

した。 

（3） Epac2/Rap1 シグナルの下流因子の探索 

膵β細胞保護作用における Epac2A/Rap1 の下流シグナルを明らかにするために、免疫

沈降法により Rap1 と相互作用する分子を検討した。 

 

４．研究成果 

（1）膵β細胞の ROS産生に対する cAMP の効果 

膵β細胞株 MIN6-K8 細胞を用いてアロキサンまたはパルミチン酸により産生された活性酸素

種（ROS）の量を、ROS 産生指示薬である CM-H2DCFDA を用いて測定した。1〜10 mM のアロキサ

ンで 1時間刺激することにより濃度依存的にROS が産生された。また、40時間のパルミチン酸

刺激により、0.05〜1 mM の範囲で濃度依存的な ROS の産生が認められた。これらのROS 産生は、

GLP-1 受容体作動薬である exendin-4 で同時刺激することにより抑制する傾向が認められた。

また、Epac 選択的 cAMP アナログとの同時刺激により ROS 産生が顕著に抑制された。以上のこ

とから、膵β細胞において cAMP シグナルおよび Epac2シグナルがアロキサンおよびパルミチン

酸刺激による ROS の産生を抑制することが示唆された。 
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（2）Epac2 欠損膵β細胞株の作製 

 CRISPR/Cas9 システムを用いて、MIN6-K8 細胞を親株として Epac2 欠損膵β細胞株（Epac2 KO

細胞）を作製した。マウス Epac2 は、これまで 3つのアイソフォームが同定されている（図）。

膵β細胞には主に Epac2A が発現しているが、Epac2A および Epac2B が両方とも発現しないよう

に、Epac2 遺伝子（Rapgef4）の各々の翻訳開始点付近のエクソン 2とエクソン 5をそれぞれ標

的とする２つのガイド RNA ペアを MIN6-K8 細胞に導入し、複数の単一クローン株を取得した。

ゲノム DNA 中の変異を確認し、最終的に機能的な Epac2 を発現しないと考えられる４クローン

を樹立した。ウエスタンブロ

ット解析により、これら

Epac2 KO 細胞には、Epac2A

が発現していないことが確

認できたが、抗Epac2 抗体で

認識されるタンパク質のバ

ンドが認められ、これが

Epac2に対するsiRNAによっ

て発現抑制されたため、

Epac2AおよびEpac2Bとは異

なる Epac2 アイソフォーム

であることが示唆された。 

Epac2 KO 細胞において、Epac選択的 cAMP アナログである 8-pCPT や GLP-1 によるインスリン

分泌増強効果は減弱していたが、8-pCPT による Rap1 の活性化は認められた。これは他の Epac2

アイソフォームが KO細胞にも残存しているためと考えられる。また、Epac2 KO 細胞において、

この新規アイソフォームのノックダウンで 8-pCPT によるインスリン分泌増強効果がほとんど

変化しなかったことから、新規アイソフォームが酸化ストレス軽減を含む膵β細胞保護作用な

どのインスリン分泌以外の細胞機能制御に関与している可能性が考えられる。 

 

（4） Epac2/Rap1 の下流因子の探索 

MIN6-K8 細胞を過酸化水素やパルミチン酸などの酸化ストレスを誘発する薬剤および 8-pCPT

で刺激して細胞を回収し、抗 Rap1 抗体を用いて免疫沈降を行い、Rap1 と Rap1 結合タンパク複

合体の精製を行った。既知のRap1下流因子のうち、膵β細胞での発現が認められるKrit1、Tiam1、

Arap3 などの分子について、ウエスタンブロットにより確認したところ、Rap1 との結合が刺激

により変化する分子が認められた。したがって、Rap1 と Rap1 下流因子の相互作用が酸化スト

レスによって変化し、さらに cAMP シグナルによって制御される可能性が示唆された。 
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