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研究成果の概要（和文）： 

膵β細胞における cAMP/Epac2/Rap1 の下流シグナルを担う分子を探索したところ、複数の候補

が同定された。また膵β細胞での cAMP によるアクチン細胞骨格の制御に着目したところ、低分

子量 G タンパク質 Cdc42 が cAMP/Epac2 によって活性化され、Cdc42 のノックダウンで cAMP に

よるインスリン分泌増強が低下することが明らかになった。したがって Epac2 は複数の下流分

子を活性化することでインスリン分泌増強を制御することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have searched for downstream signals of cAMP/Epac2/Rap1 in pancreatic -cells and identified 

several candidate molecules.  We have also found that Rho family GTPase Cdc42, which is involved in 

actin dynamics, is activated by cAMP/Epac2 stimulation in pancreatic -cells and its knockdown 

decreases cAMP-potentiated insulin secretion.  These results suggest that Epac2 mediates the 

potentiation of insulin secretion by cAMP through the activation of several downstream signals. 
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１．研究開始当初の背景 

膵β細胞でのグルコースによるインスリン

分泌は ATP、Ca2+、cAMP、リン脂質などの様々

な細胞内シグナルによって制御されている。

生理的に重要な腸管内分泌ホルモンである
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を活性化することで cAMP を産生させ、イン

スリン分泌を増強する。代表的なインクレチ

ンとして Glucagon-like peptide-1（GLP-1）や

Glucose-dependent insulinotropic polypeptide

（GIP）が知られており、食後のインスリン

分泌量の 20-60%に関与するとされている。イ

ンクレチン/cAMP はインスリン分泌増強の

他に、膵β細胞の増殖促進、アポトーシス抑

制、膵β細胞再生等の膵β細胞量を維持する

効果を有していることが報告されている。こ

のような効果から、膵β細胞での cAMP 産生

を持続させることが、インスリン分泌制御や

膵β細胞の維持に重要であると考えられ、近

年、インクレチン作用を標的とした抗糖尿病

薬が開発されているが、インクレチン／

cAMP による膵β細胞機能の制御の分子機構

は未だ解明されていない。 

膵β細胞におけるGLP-1やGIPによるイン

スリン分泌を増強には、PKA 依存性経路と

PKA 非依存性経路が存在する。PKA 非依存

性経路は、cAMP 結合タンパク質 Epac2 によ

って担われている（Ozaki, Nat Cell Biol, 2000; 

Kashima, JBC, 2001）。全反射型蛍光顕微鏡を

用いたインスリン顆粒動態の解析とインス

リン顆粒動態のシミュレーションで得られ

た結果から、Epac2 は低分子量 G タンパク質

Rap1 を活性化し、PKA 非依存的に細胞膜近

傍に存在するインスリン分泌顆粒プールを

増大させることで、インスリン分泌の第１相

を増強することを示した（Shibasaki, PNAS, 

2007）。しかし、Epac2/Rap1 がどのような下

流シグナルを活性化することでインスリン

顆粒動態を制御するのか、インクレチンによ

る膵島機能制御に Epac2 は生理的にはどのよ

うに関わっているのか、インクレチンによる

糖尿病改善効果において Epac2 がどのように

関わっているかはほとんど解明されていな

い。 

 

２．研究の目的 

Epac2 シグナルの膵β細胞での機能の分子機

構を明らかにするために、 

（１）Epac2/Rap1 の下流シグナルの同定とイ

ンスリン分泌増強への関与の解明 

Epac2 によって活性化された Rap1 がどの分

子と相互作用するかを明らかにし、さらに

cAMP によるインスリン分泌増強への関与を

解明する。 

（２）Epac2/Rap1 によるアクチン細胞骨格の

制御とインスリン分泌増強機構の解明 

グルコースによるインスリン分泌にアクチ

ン細胞骨格の重合、脱重合が関わることが示

されていることから、cAMP がどのようにア

クチン細胞骨格を活性化し、インスリン分泌

増強を制御することかを明らかにする。 

（３）個体レベルでの Epac2 を介したインク

レチン作用の解明 

Epac2 欠損マウスを行い、Epac2 を介した血

糖調節機構を解明する。 

 

３．研究の方法 

･ His-FLAG ペプチドで標識した Rap1 を発

現するアデノウィルスベクターを作製し

た。 

･ 抗 FLAG 抗体および Co2+カラムを用いて

His-FLAG-Rap1 と結合するタンパク質を

精製し、LC/MS による解析を行った。 

･ Rap1 の標的分子に対する shRNA を作製

し、cAMP によるインスリン分泌増強に対

する効果を検討した。 

･ インスリン分泌細胞株 MIN6 およびマウ

ス膵島における、既知の Rap1 結合分子の

発現を RT-PCR で解析した。 

･ cAMP で活性化される低分子量 G タンパ

ク質 Rho ファミリーの分子を探索した。 

･ Epac2 欠損マウスから単離した膵島を用



 

 

いて、インスリン分泌を検討した。 

 

４．研究成果 

（１）Epac2/Rap1 の下流シグナルの同定とイ

ンスリン分泌増強への関与の解明 

膵β細胞においてインクレチン/cAMP シグ

ナルによって活性化された Epac2 が、どのよ

うなメカニズムでインスリン分泌増強を制

御するかを明らかにする目的で、Epac2 の下

流シグナルを担う Rap1 の標的分子の同定を

試みた。His-FLAG ペプチドで標識した Rap1

をアデノウィルスを用いて発現させた MIN6

細胞を cAMP アナログ 8-bromo-cAMP で活性

化した後、細胞を回収した。これらの細胞を

溶解した後、抗 FLAG 抗体および Co+カラム

を用いて His-FLAG-Rap1 と結合するタンパ

ク質を精製し、LC/MS による解析を試みたと

ころ、約 100 kDa に未同定のバンドを検出し

た。また、低分子量 G タンパク質 Rho ファミ

リーの Rac に対する GEF である Tiam1 を同

定した。Epac2/Rap1 を介するインスリン分泌

における Tiam1 の関与を検討するために、

Tiam1 に対する shRNA を作製した。Tiam1 の

発現を抑制した条件下、Epac 特異的 cAMP

アナログで MIN6 を刺激したが、インスリン

分泌増強はコントロール shRNA を導入した

細胞とほとんど変わらなかった。さらに

Tiam1 特異的阻害剤を用いて同様の実験を行

ったが、インスリン分泌増強の低下は認めら

れなかった。したがって Tiam1 は Epac2/Rap1

によるインスリン分泌増強に関与しないと

考えられた。 

引き続き、Rap1 の effector を探索するため、

膵β細胞および膵島での既知の Rap1 結合分

子の発現を RT-PCR で確認した（図 1）。

 

図 1 Rap1 結合分子の発現（RT-PCR） 

 

MIN6 細胞とマウス膵島で共通に発現してい

る RAPL 、 RalGDS 、 KRIT1 について、

GST-Rap1(G12V)との結合を in vitro で検討し

たこところ、RalGDS が検出された。したが

って Epac2/Rap1 の下流シグナルを担う分子

として RalGDS が候補と考えられた。今後、

RalGDS がインクレチン/cAMP 刺激依存性に

Rap1 に結合するかを検討し、またインクレチ

ンによるインスリン分泌増強に関与するか

を明らかにする。 

 

（２）Epac2/Rap1 によるアクチン細胞骨格の

制御とインスリン分泌増強機構の解明 

膵β細胞において cAMP/Epac2 シグナルが細

胞骨格を制御することでインスリン分泌を

増 強 す る か を 検 討 し た 。 は じ め に 、

8-bromo-cAMPおよび Epac選択的 cAMPアナ

ログ 8-pCPT-2’-Me-O-cAMP によって活性化

される分子として、細胞骨格制御に関与する

低分子量 G タンパク質 Rho ファミリーの

Cdc42 を同定した（図 2）。 

 

図 2 cAMPによるCdc42活性化（MIN6細胞） 

  

Cdc42に対する shRNAをMIN6細胞に導入し、

cAMP 刺激によるインスリン分泌増強を検討

したところ、有意に低下していた。さらに、



 

 

この分子の下流分子の探索を行ったところ、

cAMP 依存性に結合する分子を同定した。こ

の分子はアクチンの重合に関与することか

ら、dominant negative 変異体を作製し、膵島、

膵β細胞株に導入し、インスリン分泌増強に

関与するかを検討したところ、有意に抑制さ

れた。したがって cAMP/Epac2 シグナルによ

るアクチンの重合は、インスリン分泌に重要

な役割を果たすことが示唆された。 

 

（３）個体レベルでの Epac2 を介したインク

レチン作用の解明 

Epac2 の膵β細胞におけるインスリン分泌に

おける役割を個体レベルで解析するため、膵

β細胞で特異的に Epac2 を欠損させたマウス

を作出した。このマウスを用いて個体レベル

の実験ができるように現在、繁殖をさせてい

るが、事前に Epac2 欠損マウスから膵島を単

離して、インクレチンで刺激し、インスリン

分泌増強を検討したところ、野生型マウスに

比し有意に抑制されていた。またインクレチ

ン以外のインスリン分泌促進薬と組み合わ

せても、インスリン分泌増強は有意に抑制さ

れていた。したがって Epac2 はインクレチン

によるインスリン分泌増強に重要であるこ

とが明らかになった。 
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