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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生体の糖恒常性維持において重要であり種々の因子
によって制御されるが、膵島の三次元構造の維持も正常なインスリン分泌制御に重要であることが知られてい
る。本研究では、Epac2シグナルの膵島構造維持および細胞接着における役割に着目して研究を推進した結果、
代表者らが見いだした膵β細胞に発現する新規Epac2アイソフォームが主に細胞接着に関与し、既知のEpac2アイ
ソフォームが主にインスリン分泌を担うことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Insulin secretion from pancreatic β-cell is regulated by various factors 
such as glucose, hormones, and neuronal signals. Three-D structure of islets is also known to be 
important for regulation of islet hormone secretion. In this study, the mechanisms of cell-cell 
interaction and cell adhesion of pancreatic islets was investigated. We focused on the role of 
Epac2/Rap1 signaling in cell adhesion in islets. We have found that β-cells expressed not only 
Epac2A, an isoform previously identified, but also a novel isoform that has similar domain structure
 to Epac2B which is lacking N-terminal cAMP binding domain. The results from the studies using 
Epac2-deficient β-cell lines, partial knockout (KO) cells in which only Epac2A is absent, and 
complete KO cells in which all Epac2 isoforms are ablated, suggested that Epac2A mediates mainly 
insulin secretion by cAMP signaling, while novel Epac2 isoform is predominantly involved in cell 
adhesion and cell-cell interaction in pancreatic islets.

研究分野：代謝内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は膵島における細胞接着および三次元構造維持のメカニズム解明に繋がるものであり、糖尿病の病
態解明のみならず、新たな治療標的の発見や新規治療戦略確立の基礎となり得る。また、膵島構造の維持がイン
スリン分泌等の機能維持にも重要であることから、効果的な膵島形成や膵島機能維持法など、膵β細胞の再生医
療や膵島移植への応用も期待できる。以上のことから臨床医学的な意義が大きい。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膵β細胞からのインスリン分泌は生体の糖恒常性維持において重要であり、グルコースやホル

モン、神経入力などの種々のシグナルによって制御されている。食事の摂取により消化管から分

泌されるインクレチンは制御因子の一つであり、細胞内の cAMP を上昇させてインスリン分泌

を促進する。現在その作用を利用したインクレチン関連薬が糖尿病治療に広く用いられている。

一方、膵島の三次元構造の維持も正常なインスリン分泌制御に重要であることが知られている。

代表者らは最近、膵β細胞株の細胞凝集塊（偽膵島）形成によりインクレチン/cAMP シグナル

によるインスリン分泌が改善することを見出した。しかしながら、偽膵島形成に伴う細胞接着や

細胞間相互作用がインクレチン応答性の誘導にどのように作用しているかは明らかになってい

ない。また、代表者らはこれまで cAMP の下流シグナルである Epac2/Rap1 の研究を展開して

きたが、膵β細胞においてインスリン分泌以外の機能については不明な部分が多い。Epac/Rap1
シグナルは、種々の細胞において細胞外基質との接着や細胞間接着に関与していることが知ら

れているが、膵島においては報告がほとんど認められない。膵β細胞では Epac1 の発現が低く、

Epac2 が主要なアイソフォームであることから、Epac2 が他の組織における Epac1 の役割も担

っている可能性がある。したがって、膵島における細胞接着や細胞間相互作用に Epac2/Rap1 シ

グナルが関与することが十分考えられるが、その詳細は全く不明である。「膵島の三次元構造形

成および維持において Epac2/Rap1 シグナルがどのような役割を果たすのか」という問いは、膵

島構造の形成・維持とインスリン分泌障害の関係を明らかにする上で非常に重要であり、本研究

課題の核心をなす学術的な「問い」である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞接着制御の観点から膵島三次元構造の形成・維持における Epac2/Rap1 シグナ

ルの役割を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) 偽膵島形成における Epac2/Rap1 シグナルの役割の解明 

Epac2には Epac2A、Epac2Bおよび Epac2Cの 3つのアイソフォームが存在すること知られてい

る。Epac2Bおよび 2Cはそれぞれ主に副腎および肝臓に発現するタイプであり、Epac2Aは主に神

経や内分泌細胞に発現しているが、代表者らは最近、Epac2A の機能解析のためにノックアウト

（KO）細胞株を作成する過程で、膵β細胞には Epac2A以外に Epac2B 様の短いアイソフォームも

発現していることを見出した。このアイソフォームは種々の組織に広汎に発現する Epac1 に類

似したドメイン構造を有することから、Epac1 の発現が非常に低い膵β細胞において Epac1 に近

い細胞機能を制御していると考えられる。そこで、まず、Epac2A のみを欠損する膵β細胞株

（partial KO, pKO細胞）とすべての Epac2アイソフォームを欠損するβ細胞株（complete KO, 

cKO細胞）をゲノム編集により作製し、インスリン分泌特性および偽膵島形成などの検討により

アイソフォーム特異的な役割があるかどうかを調べた。 

 

2) 膵β細胞で細胞接着または細胞間相互作用に関与する Epac2/Rap1 の下流因子の同定および

その機能解析 

1)で作製した KO 細胞株を用いて、タグ付き Rap1 を導入した細胞からアフィニティ精製によ

り Rap1 と Rap1結合タンパク質の複合体を精製して解析した。 

細胞接着における Epac2/Rap1 シグナルの関与を明らかにするために、接着分子の細胞内局在

と、細胞接着後の細胞のサイズを各細胞間で比較した。 

 

４．研究成果 

1) 偽膵島形成における Epac2/Rap1 シグナルの役割の解明 

(a) Epac2 欠損膵β細胞株の作製 

インスリン分泌細胞株 MIN6-K8細胞を親株として、CRISPR/Cas9システムにより、pKO細胞およ

びcKO細胞を作製した。MIN6-K8細胞にはこれまで発現が確認されていた全長のEpac2Aの他に、

Epac2B 様の短いアイソフォーム、Epac2B-likeが発現していることを確認した。また、pKOにも



 

 

Epac2B-likeの発現が確認された。 

 まず、Epac2 の下流因子である Rap1 の活性化を確認した。Epac 選択的 cAMP アナログである

8-pCPT（8-pCPT-2’-O-Me-cAMP）の刺激により、MIN6-K8細胞では Rap1 の活性化が認められた。

pKO 細胞では 8-pCPT 刺激により若干の Rap1 の活性化が認められたが、cKO 細胞では Rap1 の活

性化を認めなかった。 

 次に、各 KO 細胞のインスリン分泌機能を調べた。グルコース応答性インスリン分泌は MIN6-

K8、pKO、cKOの細胞間で大きな違いは認められなかった。一方、MIN6-K8細胞では 8-pCPTの濃

度依存的にグルコース応答性インスリン分泌を増強するが、この増強効果は pKO および cKO 細

胞で同程度に減弱していた。この結果から、Epac2 を介するインスリン分泌増強作用は主に

Epac2Aが担っていることが示唆された。 

(b) 偽膵島形成能の比較 

MIN6-K8 細胞を超低接着性培養皿に播種して７日間培養することで、膵島様の球形細胞クラス

ター（偽膵島）が形成される。同じ培養方法により pKO細胞、cKO細胞ともに細胞クラスターを

形成するが、特に cKO細胞では球形ではない崩れた形状の細胞クラスターが多く認められた。 

(c)レスキュー実験による確認 

 Epac2A、Epac2B-likeを発現する組換えアデノウイルスを作製し、pKOおよび cKO細胞に発現

させて 8-pCPTによるインスリン分泌増強作用および偽膵島形成が回復するかどうかを検討した。 

Epac2A を発現させた pKO 細胞では、部分的に 8-pCPT によるインスリン分泌増強効果が回復し

た。cKO細胞では、Epac2Aを発現させると部分的に 8-pCPTによるインスリン分泌増強効果が回

復したが、Epac2B-likeを発現させても増強効果の回復は認められなかった。 

次に、各アイソフォームを細胞に発現させて偽膵島形成に対する効果を検討した。各細胞に

Epac2A を発現させても偽膵島の形成にはほとんど違いが認められなかったが、cKO 細胞に

Epac2B-likeを発現させると、MIN6-K8細胞のようななめらかな球形にはならないものの、比較

的球形に近い形態の細胞クラスターを多く形成する傾向が見られた。 

以上の結果から、8-pCPT によるインスリン分泌増強作用には主に Epac2A が関与しており、

Epac2B-likeは主に、インスリン分泌ではなく細胞間相互作用に関与することが示唆された。 

 

2) 膵β細胞で細胞接着または細胞間相互作用に関与する Epac2/Rap1 の下流因子の同定および

その機能解析 

(a) タグ付き Rap1 を用いた Rap1 の下流因子の解析 

タグ付き Rap1 を各細胞に発現させ、それぞれ 8-pCPTで刺激した後に細胞溶解液を回収し、タ

グに対する免疫沈降を行った。得られた沈降物を電気泳動により分離して銀染色による確認を

行った。銀染色像の目視では細胞間および各刺激間のバンドパターンの違いは不明瞭であり、本

法で得られた沈降物の質量分析島による解析が必要であると考えられる。 

(b) 細胞接着における Epac2/Rap1 シグナルの関与 

Epac2 シグナルが細胞接着に関与するかどうかを明らかにするために、まず、接着分子である

E-カドヘリンの細胞内局在を免疫染色により検討した。MIN6-K8細胞および pKO細胞では、主に

細胞同士が接する部位に E-カドヘリンの集積が認められた。一方、cKO細胞では細胞間接着部位

への E-カドヘリンの集積が認められず、細胞質への拡散が見られた。細胞を細胞質画分と膜画

分に分離してウエスタンブロットにより確認したところ、特に cKO 細胞で膜画分への E-カドヘ

リン局在の低下が認められた。また、細胞-基質間の接着に関与するインテグリンβ1 も膜画分

における発現が低下していた。 

 細胞を培養皿に播種して 24 時間後の細胞の大きさを計測し、各細胞間で比較したところ、特

に cKO細胞は、播種 24 時間後の細胞サイズが MIN6-K8細胞に比べて顕著に小さかった。このこ

とから、Epac2B-like は細胞播種後の細胞基質間接着の形成に関与していることが示唆される。 

以上の結果から、膵β細胞において、Epac2B-like は主に細胞接着に関与していると考えられ

る。 
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