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研究成果の概要（和文）：膵β細胞からのインスリン分泌は毛細血管方向へCa2+依存性に極性分泌されることが
示唆されているがその分子機構は未だ不明である。本研究では神経終末での極性分泌を担うアクティブゾーン蛋
白質ELKSに着目し、膵β細胞におけるインスリン極性分泌機構の解明を目的とした。研究の結果、ELKSは毛細血
管側のβ細胞膜領域でL-type 電位依存性Ca2+チャネルと複合体を形成しており、グルコース刺激により直ちに
引き起こされるCa2+流入を促進させ、インスリン分泌第１相における毛細血管方向へのインスリン極性分泌を促
進性に調節していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic beta cells secrete insulin by Ca2+-triggered exocytosis. However,
 there is no apparent secretory site similar to the neuronal active zones, and the cellular and 
molecular localization mechanism underlying polarized exocytosis remains elusive. We demonstrated 
that active zone protein, ELKS and L-type voltage-dependent Ca2+ channels form a potent insulin 
secretion complex at the vascular side of the beta cell plasma membrane for polarized Ca2+ influx 
and insulin secretion from islets.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： インスリン分泌　膵β細胞　アクティブゾーンタンパク質　極性分泌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によりアクティブゾーンタンパク質ELKSがインスリン分泌第１相において血管方向へのインスリン極性分
泌をコントロールしていること、また2型糖尿病ではこの極性分泌機構がELKS発現低下により破綻している可能
性を明らかにした。この結果は２型糖尿病のインスリン分泌不全の成因解明に貢献するだけでなく、従来の糖尿
病薬とは異なる作用機序を持つELKSを標的とした新たな糖尿病治療薬の開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

シナプスからの神経伝達物質放出はプレシナプス膜直下にあるアクティブゾーンと呼ばれる

限局した部位で起こることが知られている。アクティブゾーンはシナプス小胞がドッキングし

て融合する特異的な構造体であり、神経伝達物質の極性分泌の位置とタイミングを制御してい

る。このアクティブゾーンには電位依存性 Ca2+チャネルと共に、アクティブゾーン蛋白質と呼ば

れる Bassoon, Piccolo, RIM1, Munc13-1, ELKS(CAST)が発現しており、プレシナプスからの神

経伝達物質放出を調節していると考えられている。アクティブゾーン蛋白質の中で、特に ELKS

は 他のアクティブゾーン蛋白質の全てと直接または間接的に結合することから、ELKS はアクテ

ィブゾーンタンパク質複合体形成のプラットホームと考えられている 1)。 
一方、ホルモン分泌である膵β細胞からのインスリン分泌においては、主に組織化学的解析に

より膵島内β細胞は静脈系毛細血管を囲むように配置しており、インスリンはβ細胞膜の毛細
血管に面した部分から毛細血管方向へ極性分泌されることが報告されている 2-4)。しかし、どの
ようなメカニズムで血管方向へのインスリン極性分泌が行われているのか、また膵β細胞にも
神経シナプスのアクティブゾーンのような特別な開口分泌部位(hot spot)が存在するのかどう
かは長年議論されてきた。 
私達はアクティブゾーンタンパク質 ELKS が膵β細胞においても発現しており、ELKS がインス

リン顆粒と共にβ細胞の毛細血管側の細胞膜近傍に偏って局在していることを発見し、また膵
β細胞からのインスリン分泌を調節していることを報告した 5)。この結果は ELKS がインスリン
極性分泌解明の break through となる可能性を強く示唆したものである。しかし、ELKS による
インスリン極性分泌調節機構については未解明である。 
 
 
２．研究の目的 
 
膵β細胞からのインスリン分泌は毛細血管方向へ極性分泌されることが示唆されているがそ

の分子機構は未だ不明である。本研究ではアクティブゾーンタンパク質 ELKS に着目し、膵β細
胞特異的 ELKS ノックアウトマウスから調製した膵島を主に用いて ELKS のインスリン開口分泌
調節機構をイメージング解析し、ELKS による毛細血管方向へのインスリン極性分泌制御の分子
基盤を解明する。さらにこれらの成果を２型糖尿病モデル動物を用いて検証し、ELKS 発現低下
による極性分泌の破綻と２型糖尿病におけるインスリン分泌低下との関連を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 

（１）膵β細胞特異的 ELKS ノックアウト（ELKSflox/flox;Cre mouse: ELKSβKO）マウスを Cre/Lox
システムを用いて作成し、ELKSβKO マウスの糖負荷試験を行った。ELKSβKO マウスでの膵灌流
実験、また ELKSβKOマウスから調製した膵島やβ細胞を用いてインスリン分泌解析を行った。 
 
（２）コントロールマウス（ELKSflox/flox mouse）、ELKSβKO マウスから調製した膵島やβ細胞を
用いて組織化学実験、共焦点蛍光顕微鏡によるイメージング解析、生化学実験、電気生理学実験
を行い、ELKS の発現低下および機能不全がどのようなメカニズムでインスリン分泌低下を引き
起こすのかを調べた。 
 
（３）2 型糖尿病モデルマウスである db/db マウスを用いて、2 型糖尿病におけるインスリン分
泌低下と ELKSとの関連を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）イムノブロット実験により、コントロールマウスの膵島では 2種類の ELKS アイソフォー
ム(ELKSα, ELKSε)が発現していたが、ELKSβKO マウスから調製した膵島ではこれらELKS の発
現が顕著に低下していた。また、ELKSβKO 膵島の免疫染色においてβ細胞に発現している ELKS
の発現低下を確認した。ELKSβKO マウスに糖負荷試験を行ったところ、耐糖能異常が見られた。 
 
（２）ELKSβKO マウスから調製した単離膵島からのインスリン分泌測定実験ではグルコース刺
激及び KCl 刺激応答性のインスリン分泌が低下していた。さらにグルコース刺激下での膵灌流
実験により、インスリン分泌第１相が選択的に低下していることがわかった。ELKS-KOβ細胞内
Ca2+測定を行った所、グルコース刺激及び KCl 刺激共に細胞内 Ca2+上昇応答が大きく低下してお
り、ELKS が細胞内 Ca2+上昇を促進することでインスリン分泌を増加させている可能性が示唆さ



れた。 
 
（３）免疫沈降実験を行った所、ELKS はβ細胞に局在している L-type 電位依存性 Ca2+チャネル
（VDCC）の構成サブユニットのVDCCβ2および VDCCβ3と相互作用していることがわかった。さ
らに Recombinant タンパク同士の結合実験を行った結果、ELKS の N端のドメインと VDCCβ2/β
3 の GK（グアニル酸キナーゼ）ホモロジードメインと直接結合していることがわかった。GK ホ
モロジードメインは VDCC のカルシウムイオンの通過を担うαサブユニットと結合しているドメ
インであるため、ELKS は VDCCβ2/β3 の GK ホモロジードメインを介して VDCCαサブユニット
の活性化をコントロールしている可能性が示唆された。 
 
（４）電気生理学実験（β細胞のwhole cell patch 実験）を行い、ELKS-KOβ細胞での Ca2+電流
の解析を行った。電流-電圧(I-V)曲線の解析結果から、ELKS-KOβ細胞では L-type VDCC の特異
的阻害剤である nifedipine 感受性の電流密度の有意な低下が観察された。一方、L-type VDCC 
サブユニットの発現量をコントロール膵島とELKSβKO 膵島で調べた所、発現は同程度であった。
従って、ELKS-KOβ細胞における電流密度の低下は L-type VDCC サブユニットの量的な減少によ
るものではなく、ELKS 欠損による L-type VDCC の機能低下が考えられた。これらの結果から、
ELKS は VDCCβ2/β3 を介して、L-type VDCC の活性化を促進性に調節していることが示唆され
た。 
 
（５）膵島の免疫染色による解析を行った結果、ELKS はインスリン顆粒とともに毛細血管側の
β細胞膜近傍に偏って局在していた。膵島内β細胞膜直下の in situ Ca2+イメージングを Ca2+セ
ンサーである G-CaMP8b をβ細胞膜に発現させて行ったところ、コントロールβ細胞ではグルコ
ース刺激での Ca2+上昇は毛細血管側のβ細胞膜で先行して出現したが、ELKS-KOβ細胞ではその
Ca2+上昇が減少していた。 
 
（６）以上の結果から、ELKS は毛細血管側のβ細胞膜領域に局在しており、L-type VDCC と複
合体を作ることで、この領域におけるグルコース刺激により即座に引き起こされる Ca2+流入を促
進させ、分泌第 1 相における毛細血管方向へのインスリン極性分泌をコントロールしているこ
とを明らかにした。 
 
（７）２型糖尿病モデルマウスである db/db マウスの膵島では ELKS の発現量が低下していた。
db/dbマウスの膵島ではグルコース刺激下の毛細血管側のβ細胞膜でのCa2+上昇が減少しており、
これにより db/db マウス膵島β細胞からのインスリン分泌が低下していることを明らかにした。
これらの結果から、２型糖尿病では ELKS による血管方向へのインスリン分泌促進機構が破綻し
ており、インスリン分泌障害が引き起こされていることを示唆した。 
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