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研究成果の概要（和文）：グルコース刺激によるインスリン分泌は、第 1相と第 2相から構成さ

れており、糖尿病に於いては、第 1相の低下が特徴的である。インスリン分泌機構の可視化解

析を行い、糖尿病成因の一端を明らかにする以下の如く研究成果を得た。 

1.インスリン顆粒の移動には actin network が深く関与していた。 

2.分泌されたインスリンは、autocrine 作用により、PI3K を活性化し、第２相インスリン分泌

を制御している。 

3.Gαo は、第 1相インスリン開口放出を抑制性に調節している。 

4.2 型糖尿病感受性遺伝子 CDKAL1 は、インスリン開口放出を促進的に制御する。 
 
研究成果の概要（英文）：It is becoming apparent that beta cell dysfunction observed in 
impaired insulin release is the essential element in the progression of diabetic patients. 
There are at least two populations of insulin secretory granules in beta cell, the RRP 
that is responsible for the initial (first phase) insulin release and a second reserve 
pool that is responsible for a more prolonged (second phase) insulin release. For now, 
it is still determined how these two types of insulin granules are involved in impaired 
insulin release In this study,we obtained the following results. 1) PDK1-Akt signaling 
pathway in beta cell mediated the potentiation of insulin release in the second phase. 
Akt signals seem to be involved in myosin Va-mediated actin network; 2) Galpha o 
inactivation enhances insulin release. 3) CDKAL1, controls 1st phase insulin release. 
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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開口放出の分子
機構を解明し、糖尿病の主因であるインスリ

ン分泌障害の成因を解明することは、糖尿病
患者が急増している現状において、日本のみ
ならず、世界の研究者にとっても急務の課題
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である。日本人の糖尿病患者数は潜在患者を
含め、1800 万人を超す勢いであり、糖尿病が
動脈硬化症を強力に促進する主要因子であ
るため、その終着点として、致命的な心・脳
血管障害を引き起こす最も深刻な生活習慣
病である。それ故に膵β細胞のインスリン開
口放出の分子機構、並びにブドウ糖による分
泌制御機構を解明し、その基礎研究成果をも
とに、糖尿病におけるインスリン分泌障害の
成因を明らかにすることは必須の課題であ
ると考えられる。インスリン開口放出機構の
解明は、糖尿病学者のみならず、生理学を専
攻する世界中の多くの科学者が取り組んで
いる魅力的な課題である。英国のケンブリッ
ジ大学 Rorsmam 博士、スウェーデンの Lund
大 の 、 Renstrom 博 士 ら の グ ル ー プ は
capacitance 測定法等の電気生理学的手法を
用いることにより、二相性インスリン放出の
分子機構並びに、Ca2+チャネルの役割を明ら
かにした。また、同じくケンブリッジ大学の
Rutter 博士のグループは、インスリン開口放
出の可視化を試みると共に、FRET 等の最新シ
ステムを用いて、インスリン顆粒と形質膜蛋
白質の相関関係を明らかにしようといてい
る。一方、国内においては、東大先端研の河
西、高橋博士らのグループは２光子励起法を
用いることにより、in vivo でのインスリン
開口放出の可視化解析を試み、インスリン開
口放出の分子機構を明らかにしようとして
いる。その様な状況の中で、研究代表者らは
２０年以上前よりインスリン合成・分泌の分
子機構の解明、並びに糖尿病における異常部
位を同定することを試み、特にインスリン顆
粒動態の解析が将来的な開口放出分子機構
の解明のために必須のものであることを視
野に入れ、研究を進めてきた(Endocrinology 
120:1225-1231,1987 ; J.Biol.Chem 
266:13737-13747,1991;Endocrinology 
130:748-754,1992)。研究代表者は、インス
リン開口放出の素過程を更に詳しく解析す
るために、蛋白質を１分子のレベルで捉える
ことが可能な TIRF(全反射蛍光)顕微鏡画像
解析システムを膵β細胞用に構築し、それに
成功した。その結果、生きたβ細胞において、
単一インスリン分泌顆粒をナノスケールの
範囲、且つ 50ms のオーダーで解析するシス
テムを確立し、インスリンが２相性に分泌さ
れる分子機構の一端を解明することに成功
し た (J.Biol.Chem.277:3805-3808,2002;  
J.Biol.Chem.277:50805-50811,2002)。次に、
インスリン分泌第一相は、膜蛋白質である
syntaxin1A への結合部位から起こるのに対
し、第二相は、それ以外の部位からの放出に
よって構成されていることを明らかとした
(J.Cell.Biol. 177:695-705,2007)のみなら
ず、細胞接着蛋白質とインスリン分泌との関
連を明らかにした(Cell 129:359-370,2007)。

一方、糖尿病モデル動物を用いた解析におい
て、SNARE 蛋白質の減少がインスリン分泌第
一相低下の原因であることも明らかにした
(Diabetologia 47:2200-2207,2004)。今回の
研究においては、私達が開発したβ顆粒 TIRF
システムを 4D 画像解析法にまで発展させる
ことにより、細胞内トラフィッキングのメカ
ニズムを解明し、これらの成果を基盤にして、
２型糖尿病におけるインスリン分泌低下の
成因を解明することを試みた。 
 
２．研究の目的 
1）インスリン分泌機構の解明: (1) Gαo ノ
ックアウトマウスを用いた２相性インスリ
ン分泌機構の解明; (2) PI3K 下流シグナルに
よる第２相インスリン分泌のメカニズムの
解明を行う。 
2）GWAS により明らかにされた２型糖尿病感
受性遺伝子である CDKAL1 のインスリン分泌
における役割を明らかにするため、CDKAL1 ノ
ックアウトマウスを用いた解析を行う。 
3）インスリン顆粒と開口放出調節分子を同
時に可視化解析し、２相性開口放出の各過程
での調節分子群の制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
（1）インスリン-GFP でインスリン顆粒を標
識した膵β細胞を、新たに開発した
variable-angle 式全反射蛍光顕微鏡
(v-TIRF)、並びに、TIRF-confocal-Hybrid 顕
微鏡下におき、グルコースによる分泌刺激を
行う。インスリン分泌第 1相、第 2相におけ
る分泌顆粒の動態を時間的・空間的に解析し、
分泌顆粒の Targeting、docking、priming、
fusion の各過程を詳細に解析する。 
（2）PI3K 下流シグナルがどの様にインスリ
ン分泌を抑制しているのか、そのメカニズム
を明らかにするため、PI3K、Akt 等の特異的
インヒビター、siRNA、dominant active 変異
体を作製し、β細胞内に導入し、インスリン
分泌、インスリン顆粒の動態を解析する。 
（3）ノックアウトマウスを用いた解析:開口
放出関連分子のインスリン分泌障害におけ
る役割を明らかにするため、VAMP2 ノックア
ウトマウス、CDKAL1 ノックアウトマウス、
PI3K ノックアウトマウス、Gαoノックアウ
トマウス、パーキンソンノックアウトマウス
等を用いて TIRF 解析を行う。 
 
４．研究成果 
（1）インスリン分泌第 2 相の開口放出は、
細胞内に貯蔵されているインスリン分泌顆
粒が形質膜に移動後、形質膜と融合すること
により行われる（TIRF システムにより解明）
ため、この分子機構を詳細にする目的で、
variable-angle式TIRFシステムを開発した。
このシステムを用いて、細胞内インスリン顆



 

 

粒の動態、並びに actin-network、myosinⅤ
分子との関連を調べた結果、インスリン顆粒
は、形質膜から 500nm 内部に大量に貯蔵され
ており、顆粒の移動は myosinⅤの動態と密接
に関連していることが明らかとなった。そこ
で、myosinⅤ欠損動物（DOP ラット）を用い
て、膵かん流実験、TIRF 解析を行ったところ、
本ラットβ細胞に於いては細胞内顆粒の動
きが活性化しており、インスリン分泌第 2相
の上昇が見られた。 
（2）PI3K 下流のシグナルが、インスリン分
泌第 2相を増強させるメカニズムの解明を行
った。すなわち、PI3K 阻害剤と、PI3K 顆粒
分子の構成的活性化変異体を組み込ませた
実験を行った。膵島からのグルコース刺激依
存的なインスリン分泌は PI3K 阻害剤
(PIK-75)の長期的(>24 時間)処理により抑制
が観察されたが、短期的(<24 時間)処理では
増強が観察された。PIK-75 急性処理(30 分)
はグルコース刺激依存的な細胞内 Ca2+動態
を変化させずに第２相インスリン分泌を選
択的に増強したことから、PI3K 経路が第２相
インスリン分泌制御に関与すると結論した。
PIK-75 急性処理による第２相分泌増強に関
わる PI3K 下流分子を同定するために PI3K 下
流分子である Rac1、Arf6、PDK1、PKCζ、Akt
の構成的活性化変異体(CA 変異体)を膵島に
強制発現し PIK-75 急性処理による分泌増強
への影響を観察した。するとPDK1およびPDK1
により活性化される Akt の CA 変異体発現に
より PIK-75 急性処理による分泌増強が抑制
された。また PDK1 阻害剤や Akt 阻害剤
(Akti-1/2)処理によりグルコース刺激依存
的なインスリン分泌増強が観察された。さら
に Akti-1/2 処理は細胞内インスリン顆粒動
態を活性化し、グルコース刺激依存的な第２
相インスリン分泌を選択的に増強すること
を見いだした。以上の結果より、第２相イン
スリン分泌制御には PI3K-PDK1-Akt経路が関
与していると結論した。また Akt による細胞
内インスリン顆粒の動態制御が第２相イン
スリン分泌制御に重要な役割を果たしてい
ることが示唆された。（3）CDKAL1 遺伝子の変
異は第１相インスリン分泌障害を介して、２
型糖尿病の一要因を成していると考えられ
るが、その分子機構は不明である。本研究で
は、CDKAL1 ノックアウト(KO)マウスにおける
インスリン分泌機構を解析した。KOβ細胞で
は第１相インスリン開口放出の低下が見ら
れ、グルコース刺激に対する細胞内 Ca2+上昇
の遅延、KATP チャネルの応答性の低下、ATP
生成の低下が観察された。一方、KO 細胞にお
ける CDK5 活性は、野生型細胞との間で違い
は認められなかった。以上の結果より、
CDKAL1 は CDK5 以外の経路を介して、ATP 生
成、KATP チャネルの応答性、細胞内 Ca2+上
昇を促進することにより、第１相インスリン

分泌をコントロールしていることが明らか
となった。(4) 膵β細胞からのインスリン分
泌は百日咳毒素(PTX)処理により増強される
こと、また膵β細胞には Gαo が多量に局在
していることから、Gαoがインスリン分泌を
抑制性に調節していることが以前から示唆
されてきたが、その分子機構は不明であった。
本研究では膵β細胞特異的 Gαo ノックアウ
ト(KO)マウスにおけるインスリン分泌機構
を解析した。膵β細胞特異的 Gαo KO マウス
においては、ランゲルハンス氏島の形態に変
化が見られなかったが、グルコース応答性イ
ンスリン分泌の有意な上昇が in vivo および
単離ランゲルハンス氏島において観察され
た。Gαo KO β細胞における電子顕微鏡解析
および全反射蛍光(TIRF)顕微鏡解析結果で
は、形質膜にドッキングしている顆粒
(previously docked granules)の増加、また
previously docked granules のフュージョン
効率の増加が認められ、その結果、インスリ
ン分泌第１相の増加が観察された。以上の結
果より、Gαoは形質膜へのインスリン顆粒の
ドッキング、および放出可能な状態となるプ
ライミング過程を制御することにより、分泌
第１相を抑制性に調節していることを明ら
かにした。(5) TIRF-Confocal-Hybrid 顕微
鏡システム法を他のグルコース応答性分泌
細胞に応用する試みとして、腸内分泌細胞株
STC-1 細胞内の GLP-1 顆粒動態の可視化解析
を行った。Venus を融合した human growth 
hormone(hGH-Venus)を STC-1細胞に発現させ
ることで GLP-1顆粒を特異的に標識し解析し
たところ、GLP-1 顆粒の一部は、予め形質膜
にドッキングしており(previously docked 
granules)、高グルコース刺激を行うと、
GLP-1 顆粒開口放出が２相性に観察された。
すなわち、第１相では previously docked 
granules と細胞内部から供給されて形質膜
上に短時間ドッキングした顆粒(newcomers)
からのフュージョンが見られ、その後の第２
相では newcomersからのフュージョンが観察
された。膵β細胞でも高グルコース刺激によ
り、２つのタイプの顆粒(previously docked 
granules と newcomers）から２相性の開口放
出が観察されることから、２つのタイプの顆
粒が担う２相性開口放出は内分泌細胞にお
けるグルコース応答性ホルモン分泌に共通
のメカニズムであることが示唆された。 
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