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研究成果の概要（和文）：インクレチンは膵β細胞内のcAMPを増加させ、PKA依存性およびEpac2A依存性経路を介して
インスリン分泌を増強する。Epac2Aはスルホニル尿素（SU）薬でも活性化されることから、インクレチンとSU薬の両方
の標的であると考えられる。Epac2AはインクレチンとSU薬の相互作用によるインスリン分泌増強において重要な役割を
果たしているが、本研究からその作用はcAMP結合ドメインBおよびcAMP結合ドメインA を介したcAMPとSU薬によるEpac2
Aの協調的な活性化によって担われることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The incretin hormones potentiate insulin secretion by PKA-dependent and 
independent mechanisms, the latter involving Epac2A, which activates small G-protein Rap1. Epac2A is also 
a target of sulfonylureas (SU)s, widely used drugs in treatment of diabetes. In this study, the mechanism 
underlying the activation of Epac2A by SU was examined. Molecular docking simulation predicted the amino 
acid residues of Epac2A that interact with SUs. The predicted amino acids were mutated individually to 
alanine. Analyses of these mutants by FRET, SU binding, and Rap1 activity revealed that SU-binding site 
is located in the first cAMP-binding domain A and that binding of SUs to Epac2A depends on SU structures 
as well as the state of cAMP binding to Epac2A. Also, SU and cAMP synergistically activate Epac2A and its 
downstream signal Rap1. These data indicate that cAMP and SU cooperatively activate Epac2A through 
binding to cAMP-binding domain B and cAMP-binding domain A, respectively.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
膵 β細胞におけるグルコース応答性インスリ

ン分泌はインスリン分泌の基本的なメカニ

ズムであるが、ホルモンや神経入力の刺激な

どによる分泌調節も重要である。GLP-1 や

GIP などのインクレチンは、食事の摂取によ

って消化管内分泌細胞から分泌されるホル

モンであり、膵 β細胞内の cAMPを増加させ、

プロテインキナーゼ A（PKA）依存性経路と

Epac2A（または cAMP-GEFII）依存性経路を

介してグルコース濃度依存性にインスリン

分泌を増強する。以前、代表者らは Epac2A

が、インスリン分泌促進薬として従来より使

用されている SU 薬によって活性化されるこ

とを見出した。また Epac2A 欠損マウスでは

SU 薬によるインスリン分泌作用や血糖降下

作用が低下することから、SU 薬によるイン

スリン分泌促進作用は部分的に Epac2A を介

することを明らかにした。これらの結果は

Epac2AがSU薬とインクレチンの共通の作用

標的であることを示しており、Epac2A シグ

ナルが SU 薬とインクレチンの相互作用に関

与することが予想された。 

Epac2Aは cAMPが cAMP結合ドメインに

結合することによって、構造変化を起こし、

C末端に存在する GEF（グアニンヌクレオチ

ド交換領域）が分子表面に露出し、Rap1 が

GTP 型に変換されることが明らかになって

いる。しかし SU 薬による Epac2A の活性化

の分子機構は全く分かっていない。SU 薬の

SUR1への結合については、SU薬が SUR1分

子内の 2 カ所の領域に結合するという 2-site

モデルが提唱されている。このモデルでは SU

薬は種類により異なった結合特性を有する

ことが示されている。SU薬は SU骨格の左右

に２つの側鎖R1とR2を有していることから、

これらの構造が SUR との結合特性を決めて

いると考えられる。代表者らの解析により、

SU薬による Epac2Aの活性化も SU薬の種類

によって異なることが示されていることか

ら、SU薬の構造が Epac2Aとの結合に重要で

あると考えられる。しかし SU 薬と Epac2A

の結合様式は全く解明されていない。また

Epac2A 活性化における SU 薬と cAMP の相

互作用も不明である。 
 
２．研究の目的 
（１）SU薬が Epac2Aに結合する部位の同定

と Epac2Aの活性化機構の解明 

SU薬とEpac2Aの結合を担うアミノ酸残基

の同定から、Epac2A の活性化機構を解明す

る。また SU 薬の種類による Epac2A への作

用の違いを SU 薬の構造に基づいて明らかに

する。さらに SU薬と cAMPを併用した時の

Epac2A活性化機構を明らかにする。 

（２）Epac2A を活性化する新たな化合物の

スクリーニングとその作用機序の解明 

Epac2A を特異的に活性化する低分子化合

物を同定する。また同定された化合物による

インスリン分泌効果を細胞、膵島、個体レベ

ルで解明するとともに、血糖降下作用を明ら

かにする。 
 
３．研究の方法 
（１） Epac2Aにおける SU薬と結合するア

ミノ酸残基のドッキングシミュレー

ションによる予測 

（２） シミュレーションで予測されたアミ

ノ酸残基をアラニンに置換した

Epac2A変異体の作製 

（３） 野生型 Epac1、野生型 Epac2Aおよび

Epac2A 変異体より作製された

Epac2A FRET プローブを用いた

FRET実験 

（４） [3H]グリベンクラミドと Epac2Aの結

合実験 

（５） Rap1-GTPアッセイ 
 
４．研究成果 

（１）SU薬の結合、活性化を担う Epac2Aの

部位とアミノ酸残基の同定 

Epac1とEpac2AのFRETプローブを用いた



実験の比較から、Epac1 は Epac2A とは異な

り、SU 薬によって活性化されなかった。両

分子のドメイン構造を比較すると、Epac2A

でのみ、cAMP結合ドメイン Aと RAドメイ

ンが存在することから、これらのドメインに

SU薬結合部位が存在することが予想された。

そこで構造解析情報に基づいてモデル化し

た cAMP結合ドメインAと既報のRAドメイ

ンを用いた SU 薬のドッキングシミュレーシ

ョンを行った。その結果、cAMP 結合ドメイ

ン A 内の Cys105、Gly114、Ser116、His124、

Arg151 および RA ドメイン内の Asn715 と

Glu719が水素結合を介して SU薬と相互作用

することが予測された。これらのアミノ酸残

基をアラニンに置換した変異体を用いて、

Epac2A の FRET プローブを用いた実験や

Rap1活性化実験で検証したところ、Cys105、

Gly114、Ser116 および His124 が SU 薬の

Epac2A への結合に重要であることが示され

た。次にドッキングシミュレーションによっ

て予測された Epac2A と SU 薬の結合様式と

SU薬の濃度の関係を比較したところ、cAMP

結合ドメイン Aと SU薬の間の水素結合数が

多いほど、Epac2A を活性化するのに必要な

SU 薬の濃度は低いことが示された。一方、

Epac2A を活性化しないグリクラジドは

His124に結合せず、Gly114だけであった。し

たがって SU薬と Epac2Aの親和性には SU薬

の種類、つまり SU 薬の側鎖の構造が大きく

寄与すると考えられる。 

（２）cAMPによる Epac2Aの活性化と SU薬

結合部位の関連性の解析 
3H 標識されたグリベンクラミドと Epac2A

変異体の結合実験から、SU薬が Epac2Aに結

合するには cAMPの存在が必要であることが

示された。さらにそれぞれ単独では Epac2A

や Rap1 を活性化させない低濃度のグリベン

クラミドおよび cAMPアナログは同時に作用

させると相乗的にEpac2AおよびRap1は活性

化され、興味深いことに、インスリン分泌細

胞株MIN6において、アドレナリン処置によ

りMIN6細胞内の cAMPレベルが低下した状

態ではグリベンクラミドによる Epac2A およ

び Rap1 の活性化が阻害された。これらの結

果から、SU薬と cAMPは協調的に Epac2Aを

活性化すると考えられた。 

以上の結果から現在、代表者らは下図に示

すような SU薬と cAMPによる Epac2Aの活

性化機構モデルを提唱している。Epac2Aの

cAMP結合ドメイン Aは SU薬の結合部位で

あり、低親和性の cAMPの結合部位であるの

に対し、cAMP結合ドメイン Bは高親和性の

cAMP結合部位である（図１）。cAMP非存在

下では SU薬は cAMP結合ドメインAに結合

できないが、cAMPが cAMP結合ドメイン B

に結合すると、構造が一部変化し、SU薬が

cAMP結合ドメイン Aに結合しやすくなる。

このように、SU薬は cAMPと協調的に作用

することで Epac2Aを活性化すると考えられ

る（図２）。

 

 

（３）Epac2A を活性化する新たな化合物の

スクリーニングとその作用機序の解明 

cAMP 結合ドメイン A に結合し、Epac2A を

活性化する分子の候補として、SU 薬および

cAMP 様の構造を有する化合物が考えられる。

そこで、約 700万個の市販化合物のデータベ

ースを用いた in silicoスクリーニングを行っ

た。その結果、Epac2A に結合することが推

測され、しかも SU薬や cAMPと同一の構造

を有さない化合物が 100 個以上選別された。



これらの化合物を用いて、高濃度グルコース

存在下、MIN6 細胞からのインスリン分泌を

検討したところ、５つの化合物にインスリン

分泌増強作用が認められた。化合物の分子構

造に基づいた検討から分類された３種類の

うち、分泌作用の大きい１種類を化合物 Xと

して、さらにその特性を調べた。化合物 Xは

SU 骨格を有していないが、構造が類似して

いた。化合物 Xは 10M以上でインスリン

分泌増強作用を示し、またその効果はグルコ

ース濃度依存性であった。マウス膵灌流実験

から、化合物 Xはグルコース応答性インスリ

ン分泌の第１相を増強する傾向があった。こ

れらの特性を有する化合物 Xが Epac2Aを活

性化するかを MIN6 細胞に発現させた

Epac2Aの FRETセンサーでモニターしたが、

Epac2A の構造変化、つまり活性化に関与す

る可能性は低かった。また、Epac2A の下流

シグナルである Rpa1の活性化も化合物 Xで

はほとんど認められなかった。したがって、

化合物 X はグルコース応答性インスリン分

泌の増強作用は有するがその標的は Epac2A

である可能性は低いと考えられる。今後、他

の候補化合物でも同様な検討を加えること

で、Epac2Aを標的とした化合物が同定され、

インスリン分泌作用を有する新たな薬剤の

開発につながることが期待される。 
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