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研究成果の概要： 

 

膵β細胞において cAMP シグナルは、インスリン顆粒の細胞内から細胞膜へのリクルートメント

と細胞膜への融合を促進することでインスリン分泌を増強することが明らかになった。また

cAMP センサーEpac2 は細胞膜近傍のインスリン顆粒プールのサイズを増やすことでインスリン

分泌増強の第１相を担っていた。さらにこのような Epac2 の機能には、Epac2 の細胞膜への局

在が必要であったことから、細胞膜近くに存在する cAMP つまり、cAMP compartment が Epac2

を介したインスリン分泌増強に重要であることが示された。 
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３．研究の方法

（１）膵β細胞におけるインスリン顆粒動態の解析

インスリンを蛍光タンパク質 Venus で標識したインス

リン Venus をアデノウィルスを用いて、初代培養膵β

細胞に発現させた。２日後、全反射型蛍光顕微鏡によ

るインスリン顆粒動態の解析を行った。本解析システ

ムでは、細胞膜から 40 nm 以内のインスリン顆粒動態

の解析が可能であった。

（２）種々の刺激によるインスリン顆粒動態の解析

高濃度グルコースあるいは高濃度 K+ 刺激によるインス

リン顆粒動態を（１）のシステムを用いて解析した。

また cAMP アナログ 8-Bromo-cAMP 存在下、高濃度グル

コース刺激を行い、同様に解析した。

（３）Epac2 を介したインスリン顆粒動態制御の解析

Epac2 欠損マウスの膵β細胞を初代培養し、（１）（２）

の方法を用いて、cAMP によるインスリン顆粒動態制御

における Epac2 の役割を検討した。

（４）Epac2 の下流分子、低分子量Ｇタンパク質 Rap1

のインスリン顆粒動態への関与

膵β細胞株 MIN6 細胞を用いて、cAMP による Rap1 の活

性化を GST-RalGDS を用いた GST-pull down アッセイで

検討した。刺激は消化管ホルモン GIP と GLP-1、Epac

選択的 cAMP アナログ 8-pCPT-2-O-Me-cAMP で行った。

（５）Epac2 FRET（蛍光共鳴エネルギー転移）プローブ

の作製。

Epac2 の N 末端側に CFP、C 末端側に YFP を結合させた

CFP-Epac2-YFP を作製した。このプローブを MIN6 細胞

に発現させ、Epac2 の活性化をリアルタイムで解析した。

（６）Epac2B の機能解析

Epac2 の N 末端側の cAMP 結合ドメイン Aを欠損した新

たな Splice variant Epac2B をクローニングし、MIN6

細胞における細胞内局在および cAMP によるインスリン

分泌増強における役割を検討した。

（７）cAMP compartment を構成する分子に関する解析

①MIN6 細胞の細胞膜を破砕した後、超遠心機で分画し

た。脂質ラフト分画およびその他の分画を集め、Epac2 

や PKA などの cAMP シグナルに関与する分子の抗体によ

るウエスタンブロット解析を行った。

②低分子量Ｇタンパク質 Rab11 の標的分子 Rip11 が

cAMP によるインスリン分泌増強に関与するかを MIN6

細胞あるいは Epac2 欠損膵β細胞株で検討した。また

PKA による Rip11 のリン酸化を Rip11 の変異体を用い

て検討した。

１．研究開始当初の背景

　cAMP は種々の分泌細胞での開口分泌において極めて

重要な細胞内シグナルである。例えば、神経細胞では

神経伝達物質放出の増強、内分泌細胞（膵β細胞、下

垂体など）ではホルモン分泌の制御、外分泌細胞では

酵素放出等の惹起が挙げられる。最近、cAMP は細胞全

体ではなく細胞内の特定領域（compartment）で機能す

ることによって、そのシグナルの多様性を生み出して

いると考えられている。このような cAMP compartment

は Protein kinase A（PKA）を中心とした cAMP シグナ

ルについて解析され、多くは心筋細胞をモデルシステ

ムとしている。PKA 以外の cAMP 結合タンパク質である

Epac は Epac1 と Epac2 の２つのサブタイプから成り、

PKA 非依存性の様々な細胞機能を担っている。Epac の

cAMP に対する結合親和性は PKA に比べて 100 倍以上低

く、高濃度の cAMP 存在下でのみ活性化されると考えら

れている。

　分泌細胞における cAMP による開口分泌の制御は、

（１）分泌細胞の種類、（２）受容体の種類、（３）cAMP

結合タンパク質の種類によって異なることが知られて

いる。（１）について、膵β細胞では cAMP は Ca2+ によ

るインスリン分泌を増強させるのに対し、外分泌細胞

では、cAMP は単独で酵素放出を惹起させる。（２）に

ついて、消化管ホルモン GLP-1、GIP はともに膵β細胞

の細胞膜上の受容体を介して、細胞内 cAMP 産生を上昇

させインスリン分泌を増強するが、各々の作用機序は

異なることが示唆されている。（３）について、cAMP

は PKA 依存性経路と非依存性（Epac2 依存性）経路を

通じて、膵β細胞でのインスリン分泌を増強させる。

これらの cAMP の作用には cAMP compartment が深く関

与すると考えられるが、詳細なメカニズムは全く解明

されていない。

２．研究の目的

本研究では cAMP によって制御される開口分泌における

cAMP compartment の意義を明らかにすることを目的に

以下を検討する。

(1) 膵β細胞での cAMP compartment を構成する分子

   メカニズムとその制御機構

(2)Epac シグナルの cAMP compartment のインスリン

   分泌における意義
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（１）インスリン顆粒の膜融合における Epac2 の役割

インスリン Venus を発現させた初代培養膵β細胞のイ

ンスリン顆粒動態を全反射蛍光顕微鏡を用いて解析す

る方法を確立した。

　本法を利用し、種々の刺激によるインスリン顆粒の

開口分泌過程を詳細に検討したところ、分泌顆粒動態

の特性により、①細胞膜にすでにドッキングしていた顆

粒が膜融合する、②刺激によって新らたに細胞膜にリク

ルートメントされた顆粒が瞬時に膜融合する、③刺激に

よって新たに細胞膜にリクルートメントされた顆粒が

一時的にドッキングした後、膜融合する３つ様式に分

類された（図１）。これらの様式をそれぞれ old face、

restless newcomer、resting newcomer と命名した。

図１．インスリン顆粒の開口分泌様式

高濃度 K+ 刺激、つまり Ca2+ によってのみ惹起される分

泌は、瞬時でしかも一過性の分泌であり、old face が

主要であった。一方、グルコース刺激では一過性の第

１相と持続的な第２相のいずれも大部分は restless 

newcomer であった。したがって細胞内シグナルにより

開口分泌の様式が異なることが初めて明らかになった

（図２）。

図２．シグナルによる開口分泌様式の違い

　インスリン顆粒動態に対する cAMP の効果と cAMP に

よるインスリン開口分泌制御における Epac2/Rap1 シグ

ナルの役割について全反射型蛍光顕微鏡を用いて検討

した。8-Bromo-cAMP 前処置により、グルコースによる

インスリン分泌の第１相、第２相ともに膜融合の頻度

が増加し、インスリン分泌の増強効果がみられた。また、

この増強は、第１相、第２相ともに restless 

newcomer によるものであった（図３）。

　Epac2 欠損マウスから単離した初代培養膵β細胞に

おいて、8-Bromo-cAMP による第１相の膜融合頻度の増

強がほとんど認められなかった。一方、第２相の増強

は野生型のβ細胞と同程度であった（図４）。第１相に

おけるインスリン顆粒の膜融合の増強は、コンピュー

ターシミュレーションモデル用いた解析から、細胞膜

付近の顆粒プールの増大が関与することが示唆された。

図３．cAMP によるインスリン分泌の増強

　MIN6 細胞での低分子量 Gタンパク質 Rap1 の活性化

を検討したところ、グルコース単独刺激で Rap1 は活性

化されなかったが 8-Bromo-cAMP、8-pCPT-2-O-Me-cAMP

（Epac 選択的 cAMP アナログ）、GLP-1 および GIP 刺激で

活性化された。8-Bromo-cAMP による Rap1 の活性化は

PKA 阻害剤 H-89 存在下、抑制されなかった。また、

Rap1 は 8-Bromo-cAMP によるインスリン分泌増強を

図４．cAMP によるインスリン分泌増強における Epac2

の役割
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担っていた。以上の結果から、cAMP により活性化され

た Epac2/Rap1 シグナルは PKA 非依存的に細胞膜近傍に

存在するインスリン顆粒プールを増大させることで、

インスリン分泌の第１相を増強するというインスリン

分泌の新たな制御機構が示唆された（図５）。本成果は

cAMP compartment モデルの実証にも結びつくものと考

えられる。

（２）Epac2 を用いた FRET センサーの開発とその応用

膵β細胞における cAMP compartment の存在を明らかに

する目的で作製した CFP-Epac2-YFP FRET プローブを

MIN6 細胞に発現させ、アデニル酸シクラーゼ活性化剤

forskolin で刺激したところ、細胞内 cAMP レベルの上

昇を感知したことから、このプローブは FRET センサー

として機能することが確認された。このプローブを用

いて、ある種の薬剤に対する Epac2 の FRET 変化を検討

したところ、Epac2 は特異的に活性化された。この結

果から、Epac2 が存在する cAMP compartment は cAMP

以外の分子の標的にもなり、薬剤による膵β細胞の機

能制御に利用できることが期待された。

（４）cAMP compartment を構成する分子に関する解析

膵β細胞内の cAMP compartment に関与する分子群を明

らかにするために、MIN6 細胞の細胞膜の分画を行った

ところ、Epac2 は脂質ラフト分画に特異的に存在する

のに対し、PKA はこの分画とともに他の分画にも存在

していた。したがって、Epac2 は独自の領域で cAMP 

compartment を形成するが、PKA は細胞膜直下の様々な

領域に存在し、cAMP compartment を形成することが推

測された。

　cAMP シグナルによるインスリン分泌制御を担う分子

として、低分子量Ｇタンパク質 Rab11 の標的分子、

Rip11 を同定した。Rip11 は 8-Bromo-cAMP によるイン

スリン分泌増強に関与していた。さらに Epac2 欠損膵

β細胞株を用いたインスリン分泌実験から、Rip11 は

PKA 依存性インスリン分泌増強に関わることが示唆さ

れた。実際、Rip11 は PKA によってリン酸化されるこ

とが明らかになった。以上の結果から Rip11 は Epac2

が存在する cAMP compartment ではなく、PKA が存在す

る cAMP compartment によって制御されるインスリン分

泌に関与することが予想された。

図６．Epac2 の細胞内局在とインスリン分泌制御
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（３）Epac2 の細胞内局在とインスリン分泌

Epac2 の Splice variant である Epac2B を同定した。

Epac2B は N 末端側から cAMP 結合ドメイン Aを欠損す

るが、他のドメイン（DEP, REM, RA, GEF）は従来の

Epac2（Epac2A と呼ぶ）と同様の構造を有していた。

また Epac2B は Epac2A のように細胞膜に局在できず、

細胞質に局在していた（図６Ａ）。さらに MIN6 細胞に

Epac2B を発現させて、8-Bromo-cAMP によるインスリン

分泌増強を検討したところ、インスリン分泌はグルコー

ス濃度が 16.7 mM ではなく、5.6 mM の時のみ、有意に

誘導された（図６Ｂ）。この結果は、食事後、血中グル

コース濃度が上昇し始めたときに、Epac2 が関与する

こと示唆している。また、Epac2A は細胞膜に局在する

ことから、5.6 mM グルコースによって惹起される代謝

シグナルは、細胞膜付近の Epac2 が存在する cAMP 

compartment と相互作用しインスリン分泌を誘導する

ことが予想された。
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