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研究成果の概要（和文）：スルホニル尿素（SU）薬とインクレチン/cAMP シグナルを組み合わせ

ると相乗的に作用し、膵β細胞からのインスリン分泌を増強することが明らかになった。また、

この相乗効果には Epac2 シグナルが重要であり、Epac2 およびその下流の Rap1 シグナルの増強

がインスリン分泌増強に関与していることが示された。また、この増強効果は Epac2 に対する

SU 薬の作用の違いに依存していることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Incretin/cAMP signaling and sulfonylurea synergistically augment 

insulin secretion from pancreatic β-cell.  This interacting effect involves the 

enhancement of Epac2/Rap1 signaling and depends on the action of sulfonylureas on Epac2. 
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１．研究開始当初の背景 

 

膵β細胞におけるインスリン分泌は食事

後の血糖値が上昇することで惹起されるが、

食物の刺激によって腸管内分泌細胞から分

泌される Glucagon-like peptide-1（GLP-1）

や Glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide（GIP）などのインクレチンホル

モンにより増強される。また、インクレチン

は膵β細胞が糖尿病で疲弊した時に、膵β細

胞の増殖、アポトーシス抑制、再生等の細胞

保護作用を発揮することが示唆されている。

このような作用から、近年インクレチン作用

を有する糖尿病治療薬に注目が集まってい

る。 

 インクレチンは膵β細胞内の cAMP を産生

させ、プロテインキナーゼ A（PKA）依存性経

路と PKA非依存性経路を介してインスリン分

泌を増強する。PKA 非依存性経路には cAMP 結

合タンパク質である Epac2 が関与している。

Epac2 は C 末端側に 2 つの cAMP 結合領域を、

N 末端側には低分子量 G タンパク質 Rap に対
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するグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）

領域を有する。最近代表者らは、全長 Epac2

を 2種類の蛍光タンパク質 CFP および YFP で

挟んだ FRET（蛍光共鳴エネルギー転移）プロ

ーブを作製し、Epac2 の活性化を FRET 効果の

増減で検出するシステムを確立した。このシ

ステムを用いて、Epac2 を活性化する分子の

探索を行ったところ、糖尿病治療薬として現

在最も広く臨床で使用されているスルホニ

ル尿素（SU）薬を同定した。SU 薬の効果を

Epac2 欠損マウスから単離した膵ランゲルハ

ンス島（膵島）を用いて検討したところ、野

生型マウスから単離した膵島に比べ、SU薬に

よるインスリン分泌が有意に抑制されてい

た。また、Epac2 欠損マウスにおいて、SU 薬

によるインスリン分泌作用や血糖降下作用

が有意に低下していた。従来、SU 薬は ATP 感

受性 K+チャネル（KATP チャネル）が標的とし

て知られていたが、今回の発見から SU 薬に

よるインスリン分泌には KATPチャネルを介し

た作用だけでなく、Epac2 を介した作用も重

要であることが明らかになった。したがって、

Epac2はSU薬とインクレチン両方の標的であ

るといえる。近年、インクレチン関連薬が臨

床使用されるようになり、SU 薬との併用の機

会が増えていることから、Epac2 を介した SU

薬とインクレチンの相互作用の解明は重要

な研究課題であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では SU 薬とインクレチンの相互作

用によるインスリン分泌制御機構における

Epac2 の役割を明らかにすることを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

 

 本研究では、SU 薬としてグリベンクラミド

（GLB）、グリメピリド（GLM）およびグリク

ラジド（GLC）を、インクレチンとして GLP-1

を用いて検討した。代表者らの以前の研究で、

GLB および GLM は Epac2 を活性化するが、GLC

は活性化しないことが明らかになっている

ことから、SU薬の種類によるインクレチンと

の組み合わせ効果の差異を検討した。 

 

（１）インスリン分泌に対する SU 薬とイン

クレチンの組み合わせ効果 

 インスリン分泌に対するインクレチンと

SU 薬の組み合わせ効果を、マウス単離膵島、

単一膵β細胞およびマウス膵臓の各レベル

で検討した。 

 

①マウス単離膵島からのインスリン分泌 

 野生型マウスより膵島を単離し、GLB、GLM、

GLC の各単独刺激およびこれらの SU 薬と

GLP-1 の組み合わせ刺激によるインスリン分

泌を検討した。 

 

②単一の膵β細胞におけるインスリン開口

分泌 

 

 初代培養マウス膵β細胞に蛍光タンパク

質 Venus で標識したインスリン（インスリン

Venus）を発現させてインスリン顆粒を可視

化し、全反射型蛍光顕微鏡（TIRFM）により

GLM と GLP-1 の組み合わせによるインスリン

顆粒開口分泌動態を解析した。 

 

③マウス膵臓からのインスリン分泌 

 

 マウス膵灌流法により種々のSU薬とGLP-1

によるインスリン分泌動態を検討した。 

 

（２）インクレチンと SU 薬の組み合わせに

よるインスリン分泌増強における Epac2シグ

ナルの役割 

 マウス膵灌流法により野生型マウスと

Epac2 欠損マウスのインスリン分泌動態を比

較し、SU 薬と GLP-1 の組み合わせによるイン

スリン分泌増強における Epac2シグナルの役

割を検討した。 

 

（３）細胞内の Epac2/Rap1 シグナルに対す

る SU 薬とインクレチンの組み合わせ効果 

 

①Epac2 の活性化 

 

 Epac2 の活性化をモニターできる Epac2 

FRET センサーをインスリン分泌細胞株 MIN6

に発現させ、SU 薬および cAMP 刺激による

FRET 効率の変化を観測した。 

 

②Epac2 の下流シグナル Rap1 の活性化 

 

 GST-RalGDSを用いたGSTプルダウン法によ

り、SU 薬、cAMP 単独または両者の組み合わ



せにより刺激された MIN6 細胞における Rap1

の活性化を検討した。 

 

③インスリン分泌に対する Rap1 シグナル増

強の効果 

 

 cAMP 非存在下でも Rap1 を恒常的に活性化

させる恒常的活性化型 Epac2（CA-Epac2）を

作製して MIN6 細胞に導入し、SU 薬または高

濃度グルコース刺激によるインスリン分泌

に対する Rap1 活性化の効果を検討した。 

 

４．研究成果 

 

（１）インスリン分泌に対する SU 薬とイン

クレチンの組み合わせ効果 

 

①単離膵島からのインスリン分泌 

 

 8.8 mM グルコース存在下、GLB、GLM また

は GLC と GLP-1 の組み合わせにより、相加的

なインスリン分泌の増加が認められた。また、

4.4 mM グルコースでは GLP-1 単独ではインス

リン分泌を惹起しないが、GLB または GLM と

の組み合わせにより、GLB または GLM の単独

刺激に比べ相乗的なインスリン分泌の増強

が認められた。この相乗効果は GLC と GLP-1

の組み合わせでも認められたが、増強の程度

は比較的弱かった。 

 

②単一膵β細胞におけるインスリン開口分

泌（TIRFM による解析） 

 

 4.4 mM グルコース存在下で GLM刺激により

開口分泌頻度の高い早期相と頻度は低いも

のの持続する後期相が見られた。また、開口

分泌の多くは刺激後に細胞内からリクルー

トされた顆粒が瞬時に膜融合する restless 

newcomer によるものであった。一方、GLM と

GLP-1 の組み合わせ刺激により、GLM 単独刺

激に比べ、早期相および後期相ともに開口分

泌頻度が増加した。この増強は、restless 

newcomer および、刺激後に細胞膜に現れてし

ばらく留まった後に膜融合する resting 

newcomer 由来の開口分泌の増加によるもの

であった。このことから、GLM と GLP-1 の組

み合わせにより、細胞内からのインスリン顆

粒のリクルートメントおよび細胞膜直下に

存在する顆粒の膜融合を促進することが示

唆された。 

 

③マウス膵臓からのインスリン分泌 

 マウス膵灌流法によりインスリン分泌動

態を検討したところ、TIRFM で観察した開口

分泌動態と同様に、4.4 mMグルコース存在下、

GLB または GLM の単独刺激では刺激後に一過

性に分泌が増加する早期相と少量の分泌が

持続する後期相が認められた。GLP-1 存在下

では早期相および後期相ともに顕著なイン

スリン分泌の増強が認められた。一方、GLC

と GLP-1の組み合わせでは主に後期相におい

て比較的弱い増強が認められた。 

 

（２）インクレチンと SU 薬の組み合わせに

よるインスリン分泌増強における Epac2シグ

ナルの役割 

 

 Epac2 欠損マウスと野生型マウスのインス

リン分泌動態を比較した。Epac2 欠損マウス

では、野生型マウスに比べ、主に GLB による

早期相のインスリン分泌が減弱していた。一

方、GLB と GLP-1 の組み合わせによる分泌増

強は、早期相および後期相の両方において著

しく低下していた。この Epac2 欠損マウスに

おける増強効果の減弱は GLM と GLP-1 の組み

合わせにおいても認められた。したがって、

インクレチンと SU 薬の組み合わせによるイ

ンスリン分泌増強には Epac2シグナルが重要

であることが明らかになった。一方、GLC 単

独刺激または GLC と GLP-1 の組み合わせ刺激

によるインスリン分泌は野生型マウスと

Epac2 欠損マウスで差が認められなかった。 

 

（３）細胞内の Epac2/Rap1 シグナルに対す

る SU 薬とインクレチンの組み合わせ効果 

 

①Epac2 の活性化 

 

 Epac2 FRET プローブを導入した MIN6 細胞

において、Epac 選択的 cAMP アナログである

8-pCPT-2’-O-Me-cAMP （8-pCPT）は 10μM

では FRET 効率を変化させた。また、10μM の

GLB 単独刺激でも FRET 変化が認められた。一

方、それぞれ単独では FRET を変化させない

濃度の8-pCPTと GLBを組み合わせるとEpac2 

FRET 効率の変化が認められた。したがって、

cAMPと GLBは相乗的にEpac2を活性化させる

ことが明らかになった。 



②Rap1 の活性化 

 

 MIN6 細胞において、Epac2 の下流シグナル

である Rap1 は、GLB または 8-pCPT の刺激に

より活性化されるが、両者の組み合わせによ

り Rap1 の活性化は増強した。また、Rap1 活

性化の増強は、GLM と 8-pCPT の組み合わせで

も同様に見られたが、GLC と 8-pCPT の組み合

わせでは認められなかった。 

 

③Rap1 の活性化によるインスリン分泌増強

効果 

 

（３）の①および②より、cAMP と SU 薬の組

み合わせにより Epac2/Rap1 シグナルが増強

することが明らかになった。そこで、インス

リン分泌に対する Rap1 活性化の増強の効果

を明らかにするために、CA-Epac2 を発現させ

た MIN6 細胞を用いてインスリン分泌を検討

した。 

 Epac2は非活性状態ではcAMP結合ドメイン

が GEFドメインを覆う閉鎖型の構造をとるた

め GEF 活性が抑制されているが、cAMP が cAMP

結合ドメインに結合すると構造変化を起こ

して GEF ドメインが露出し、Rap に対する GEF

活性を発揮する。CA-Epac2 は N 末端側の二つ

の cAMP 結合ドメインを欠損させた Epac2 の

変異体である。したがって CA-Epac2 では GEF

ドメインが露出しているため、cAMP 非存在下

でも Rap に対する GEF 活性を有すると考えら

れる。実際、プルダウン法により確認したと

ころ、CA-Epac2 を発現させた細胞では、cAMP

刺激が無い状態でも強力な Rap1 の活性化が

認められた。 

 次に CA-Epac2 を MIN6 細胞に導入し、イン

スリン分泌を検討した。GLB、高濃度グルコ

ースまたは高濃度カリウム刺激によって惹

起されるインスリン分泌は対照細胞に比べ、

CA-Epac2 を導入した細胞で有意に増強した。

したがって、Rap1 シグナルの活性化がインス

リン分泌増強に寄与することが示唆された。 

 

 以上の結果より、インクレチンと SU 薬は

相乗的に作用して低濃度グルコースにおい

てもインスリン分泌を増強することが明ら

かになった。また、この増強効果には

Epac2/Rap1 シグナルの増強が寄与している

ことが示唆された。さらに、SU 薬の Epac2 に

対する作用の違いでインクレチンとの相互

作用が異なることも示唆された。 
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