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研究成果の概要（和文）：膵β細胞においてインスリン生合成機構に関与する小胞体Ca2+チャネルである2型リ
アノジン受容体（RyR2）には，exon 75を含む「心筋型」とexon 75を欠く「膵β細胞型」の組織特異的スプライ
シングバリアントが存在する。その存在意義の解明を目指し，ヒト膵β細胞由来1.1B4細胞に対しRYR2遺伝子の
intron 75の特殊なスプライシング開始配列「gg」を「gt」に変異させRyR2を「心筋型」に改変した結果，イン
スリン生合成機能の低下がみられた。また，改変マウスの膵島ではグルコース応答性が低下した。以上より，イ
ンスリン生合成機能において「膵β細胞型」RyR2が重要である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The type 2 ryanodine receptor (RyR2), a Ca2+ channel in endoplasmic 
reticulum involved in insulin biosynthesis in pancreatic β cells, has two tissue-specific splicing 
variants, “cardiac-type” containing exon 75 and “islet-type” lacking exon 75. To elucidate the 
significance of “islet-type” in pancreatic β cells, the splice type of RyR2 was altered to “
cardiac-type” by mutating the unique splice donor site of intron 75 in RYR2 gene “gg” to “gt” 
in human pancreatic β cell-derived 1.1B4 cells, resulting in the decline in insulin biosynthesis. 
In addition, glucose responsiveness was decreased in “cardiac-type” islets of genome-modified 
mice. These results suggest that “islet-type” RyR2 is important for insulin biosynthesis in 
pancreatic β cells. 

研究分野： 生化学・分子生物学・糖尿病学

キーワード： リアノジン受容体　カルシウムイオン　スプライシングバリアント　インスリン生合成　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RyR2の選択的スプライシングは組織特異的であることから組織の機能との関連が予想された。今回の研究結果よ
り，膵β細胞においてRyR2のスプライス型（発現型）を「膵β細胞型」から「心筋型」へ変化させるとインスリ
ン生合成機能が障害されることが示され，インスリン生合成機能において「膵β細胞型」RyR2が重要である可能
性が示唆された。本研究の成果は，糖尿病の発症原因の一つである膵β細胞の機能低下の詳細なメカニズムの解
明においてRyR2の機能異常という新しい知見を提供できるものであり，糖尿病の新たな治療薬の開発研究にも貢
献しうると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1)リアノジン受容体とインスリン分泌 
リアノジン受容体（RyR）は Ca2+の刺激によって細胞内 Ca2+プール（小胞体内腔）から細胞質へ
の Ca2+放出（Ca2+-induced Ca2+ release; CICR）を行う Ca2+チャネルであり，細胞内 Ca2+の動態
に深く関わる。RyR には遺伝子の異なる骨格筋型（RyR1），心筋型（RyR2），脳型（RyR3）の 3種
類のアイソフォームが存在する。RyR の遺伝子配列の点変異に由来するアミノ酸置換が心疾患や
神経疾患の発症に関与することが報告されており，悪性高熱症やセントラルコア病では RyR1 の
点変異が，カテコラミン誘発性多形性心室頻拍や不整脈原性右室心筋症では RyR2 の点変異が発
症要因の一つであるとされている。一方，膵β細胞において，グルコース刺激により細胞内情報
伝達物質である cyclic ADP-ribose (cADPR)が産生され，これにより RyR2 が活性化し，Ca2+が細
胞質へ放出されインスリン分泌が促進される機構が存在することを当研究室で見出し，RyR2 は
Ca2+を介したインスリン分泌機能においても重要な役割を果たしていることが判明した。したが
って，心疾患だけでなく糖尿病の発症メカニズムの解明や効果的な治療法の確立・創薬研究にお
いて RyR の機能や機能異常のメカニズムを詳細に理解することが重要となる。 
 
(2) リアノジン受容体の組織特異的選択的スプライシング 
当研究室ではこれまでに，①心筋
で特異的に発現していると考えら
れていた RyR2 が膵β細胞でも発
現していること，②心筋で発現し
ている RyR2 と比較すると，膵β細
胞型 RyR2 には exon 75 に該当す
る 12 アミノ酸残基が欠失してい
ること，③RyR2 遺伝子の intron 
75 のスプライシング開始配列（ド
ナー配列）が通常の「gt」ではなく「gg」であること，
④RyR2 の exon 75 の有無は組織特異的であることを発
見し（図 1，2を参照），また，これらがヒトに限らずラ
ット・マウスでも同様の発現様式であることを見出した
（Takasawa, et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 
397, 140-145, 2010）。RyR2 でなぜこのような「GT-AG
則」と異なったスプライシングが組織特異的に行われて
いるのかを解明することは，RyR2 の組織別の機能とそ
れに関連する疾患の発症メカニズムをより深く理解す
るための重要な手がかりとなる。 
 
 
 
２．研究の目的 
Exon 75 の有無が RyR2 の機能にどのように関わるのか，それにより膵 β細胞のインスリン分泌
機能や心筋細胞の機能にどのような影響が現れるのかを確認し，RyR2 の組織特異的なスプライ
シングバリアントの存在意義を明らかにする。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)ゲノム改変細胞のインスリン分泌量及びインスリン mRNA 発現量の測定 
インスリン分泌能を保持したヒト膵β細胞である 1.1B4 細胞，及びこれに CRISPR/Cas9 システ
ムにより RYR2 遺伝子の intron 75 のスプライスドナー配列を「gg」から「gt」へホモ改変させ
た細胞（ホモ改変細胞と呼ぶ）のうち 2クローン（#2，#26）から RNA を抽出し，cDNA 合成を行
い，インスリン mRNA 量を real-time RT-PCR 法で測定した。また，1.1B4 細胞及びホモ改変細胞
#2，#26 を 20 mM グルコースを含む RPMI 培地中で 37 ℃・1時間インキュベートし，培地中のイ
ンスリン分泌量を ELISA で測定した。 
 
(2)RyR2 遺伝子の導入後のインスリン mRNA 発現量の測定 
ラット心筋型 Ryr2 または膵β細胞型 Ryr2 の全長 cDNA を含む発現ベクターを親株 1.1B4 細胞及
びホモ改変細胞#2，#26 に導入し，48時間のインキュベーション後の細胞から RNA を抽出し cDNA
合成を行い，インスリン mRNA 量を real-time RT-PCR 法で測定した。 
 

図 1. 心筋型 RyR2 と膵β細胞型 RyR2 の塩基配列の一部の比較 

図 2. 組織別のスプライシングパターン 



(3)インスリン遺伝子の転写活性の測定 
ヒトインスリン遺伝子のプロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝子上流に挿入したレポーター
プラスミドを作製し，親株 1.1B4 細胞及びホモ改変細胞#2，#26 へ導入した。24時間のインキュ
ベーション後，細胞を溶解し転写活性をルシフェラーゼ活性として測定した。 
 
(4)マウス膵臓の組織像の確認 
CRISPR/Cas9 システムにより Ryr2 遺伝子の intron 75 のスプライスドナー配列を「gt」へ変異
させたゲノム改変マウスを作製し，ヘテロ改変マウス同士の交配によりホモ改変マウス（心筋型
マウスと呼ぶ）を獲得した。8週齢の野生型及び心筋型マウスから膵臓を摘出し，組織切片を作
製した。 
 
(5)マウス膵島のグルコース刺激によるインスリン分泌量の測定 
9～12 週齢の野生型及び心筋型マウスから膵島を単離し，2.8 mM または 20 mM グルコースを含
む Krebs-Ringer bicarbonate buffer 中で 37 ℃・1時間インキュベートし，上清中のインスリ
ン分泌量を ELISA で測定した。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)インスリン mRNA 発現量及びインスリン分泌量を測定した結果，親株 1.1B4 細胞と比較して，
ホモ改変細胞#2，#26 ではいずれも顕著に低下していた（図 3A,B）。 

 
(2)心筋型 RyR2 または膵 β 細胞型 RyR2 発現ベクターを親株
1.1B4 細胞及びホモ改変細胞#2，#26 へ導入し組換え体 RyR2 を
発現させたところ，膵β細胞型 RyR2 を導入した細胞において
のみインスリン mRNA 発現量の増加がみられた（図 4）。 
 

 
(3)インスリン遺伝子のプロモーター領域を用いたレポーターア
ッセイの結果，インスリン遺伝子のプロモーター活性はホモ改変
細胞#2，#26 で低下していないことが示された（図 5）。 
 

 
(4)野生型及び心筋型マウスから採取した膵臓の組織像を比較した結果，野生型に比べて心筋型
マウスの膵臓では膵島のわずかな個数減少が認められた。 
 
(5)一方，野生型及び心筋型マウスの膵島に対するグルコース刺激処理の結果，野生型膵島では
高（20 mM）グルコース存在下でインスリン分泌量が 6.98 倍増加したが，心筋型膵島では増加は
認められなかった。さらに，低（2.8 mM）グルコースにおけるインスリン分泌量は心筋型膵島の
方が野生型より 9.67 倍高かった。 
 
以上の結果より，膵β細胞におけるインスリン生合成機能には exon 75 欠失型である「膵β細
胞型」RyR2 が必要であることが示され，RyR2 を介した Ca2+シグナルはインスリン生合成機能の

A B 

図 3. 親株 1.1B4 細胞及びホモ改変細胞#2，#26 のインスリン mRNA 発現量(A)及びインスリン分泌量(B) 

図 4. 親株 1.1B4 細胞及びホモ改変細胞#2，#26 に
おける心筋型または膵β細胞型 RyR2 cDNA 導入後の
インスリン mRNA 発現量 
 

図 5. 親株 1.1B4 細胞及びホモ改変細胞#2，#26 に
おけるインスリン遺伝子のプロモーター活性 



特に転写後段階に影響を与える可能性が示唆された。これまで，RyR2 がインスリン生合成機構
に関わることは当研究室での先行研究のみならず国内外で研究され知見が蓄積されてきていた
が，本研究により RyR2 の組織特異的スプライシングバリアントがその機能発現に関与する可能
性を新たに示すことができた。今後は，膵β細胞に加え，RyR2 のスプライス型の変化が「心筋
型」を発現する心筋や「膵β細胞型」を発現する脳神経細胞の機能においてどのような影響を
及ぼすのかについても検証し，RyR2 の組織特異的スプライシングバリアントの in vivo での意
義の解明へと研究を進めたいと考える。 
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