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研究成果の概要（和文）：膵臓β細胞はβ細胞凝集体である膵島を構成することで必要量のインスリン分泌が発揮され
る。その高度な機能制御機構をβ細胞間のギャップ結合が担っていると想定し、β細胞におけるギャップ結合を介した
情報連絡メカニズムについて検討した。シグナル伝達解析ツールの構築とその解析により、隣接する細胞への分泌シグ
ナル伝播が確認できた。またそのシグナルは心筋細胞のように強くかつ持続性のある伝播ではなかった。コネキシン36
は分泌機能に関与していたが、今回用いた遺伝子発現抑制系では十分ではなく新たな発現制御系で検討する必要性があ
ることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic beta cells form islets of Langerhans and the feature is needed for 
integrated insulin secretory responses. We hypothesized that gap junction between neighboring beta cells 
plays a role in the integrated secretory regulation and studied the mechanism of signal transduction 
through gap junction. By construction of analysis tools of signal transduction between beta cells, 
propagation of signal transduction to neighboring cells could be detected. The propagation was not strong 
and lasting like cardiac myocytes. Connexin 36 was shown to be responsible for secretory function, but 
the inhibition of its expression by present experimental system seems to be weak. Therefore, new system 
for regulation of the expression are needed for analysis of gap junction.

研究分野：基礎医学
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１．研究開始当初の背景 
生体組織内の細胞は個々に孤立したもの
ではなく、巧みな相互作用によってその機能
役割を発揮している。細胞間の情報を直接連
絡するギャップ結合はあらゆる組織細胞に
存在し、心臓拍動や感覚受容調節、代謝連関
などさまざまな細胞集団の協調活動維持に
おいて重要な役割を担っている。糖代謝の恒
常性は膵島β細胞からのインスリン分泌に
より厳密に保たれている。膵β細胞は血糖値
の上昇により細胞内に取り込まれるグルコ
ースが代謝されることによりインスリンを
分泌する。膵島は数千個のβ細胞が凝集して
構成される内分泌器官であり、in vitro で
膵島を酵素処理などにより個々の細胞に分
散させると、インスリン分泌能は極端に低下
する。このことは、インスリン分泌機能にお
いて個々のβ細胞のグルコース代謝のみな
らず、膵島内でのβ細胞間の相互的な機能同
調作用が不可欠であり、それにより高度な機
能制御機構が賦与されていると考えられる。
しかしながら以前からこの現象は認められ
ているものの、そのメカニズムについては未
だ明らかにされていない。 
ギャップ結合の基本構造はコネクソンと
よばれる膜タンパク六量体が膜内で輪状に
形成されたものであり、このコネクソンヘミ
チャネルが隣接する細胞のヘミチャネルと
結合してギャップ結合が形成される。コネク
ソンを形成するコネキシンには類似構造の
ファミリーが存在し、膵β細胞には主にコネ
キシン 36 が発現している。膵β細胞のコネ
キシン 36 の発現を低下させると、グルコー
スによるインスリン分泌が低下することが
報告されているが、コネキシン 36 を過剰発
現させても同様の現象が起こり、コネキシン
36 のインスリン分泌に対する機能について
はよくわかっていない。また、その後のコネ
キシン 36 欠損マウスの解析によると、コネ
キシン 36 がグルコースによるインスリン分
泌応答に関与していることは明らかである
が、その詳細な制御メカニズムについては不
明なままである。実際、コネキシン単一欠損
マウスの解析では必ずしも明確な形態学的
ならびに機能学的障害が生じない場合が多
く、他のコネキシンの補完が推定されるので、
ギャップ結合のようなヘテロチャネルは単
一欠損マウスの解析ではその機能役割を解
明することが難しい。このように、β細胞に
おける特にインスリン分泌という機能にお
けるコネキシン 36 の役割については、不明
な点が数多く残されている。一方、形態学的
観点からβ細胞の成熟や細胞量の規定に対
するコネキシン 36 の関与についても諸説あ
り、一定の見解を見ない。糖尿病の進行に応
じて膵β細胞量の減少が認められるが、その
ようなβ細胞死に対するギャップ結合の関
与は明らかではなく、さらに糖尿病では膵島
内でのβ細胞の局在が消失し、他の内分泌細
胞と散在した状態になることが知られてい

るが、その原因究明は手つかずのままである。
以上のように、ギャップ結合のβ細胞におけ
る役割についてはほとんど解明されていな
いのが現状である。 

 
２．研究の目的 
膵β細胞のインスリン分泌における高度
な機能制御機構をβ細胞間のギャップ結合
が担っていると想定し、本研究で膵β細胞に
おけるギャップ結合を介した情報連絡メカ
ニズムを明らかにする。また機能学的な制御
機構のみならず、形態学的な観点からβ細胞
量の規定や膵島内でのβ細胞の局在に対す
るギャップ結合の関与について検討し、膵β
細胞におけるギャップ結合の生理的意義を
明らかにする。さらには糖尿病発症への関与
について解明することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 膵島β細胞間のシグナル伝達解析ツー
ルの構築 
①細胞間伝達シグナル発信細胞、受容細胞の
作製 
 本来β細胞に内在していない刺激・応答シ
ステムをβ細胞株 MIN6 細胞に導入すること
により隣接した細胞へのシグナル伝達を直
接的に解析するため、細胞間伝達シグナルを
発信する細胞（A 細胞）と受容する細胞（B 細
胞）を作製する（図１）。すなわち、A細胞に
は内因性に発現していない受容体やトラン
スポーターを遺伝子導入し、そのリガンドや
通過分子で刺激することにより特定の細胞
にのみシグナルを発火させる。一方、B 細胞
には機能に応じたモニター遺伝子を導入す
る。 

 
②A 細胞、B 細胞の混合擬膵島によるシグナ
ル伝達の解析 
 擬膵島作製法を用いて A 細胞と B 細胞を
混合培養して擬膵島を作製し、細胞間のシグ
ナル伝達を調べるためA細胞への刺激により
B 細胞から機能分泌がみられるかどうかモ
ニター分子分泌を ELISA にて確認する。 
 
(2) 擬膵島におけるギャップ結合の機能の
解明 
①コネキシン 36 ドミナントネガティブ変異
体発現細胞、コネキシン 36 過剰発現細胞の
作製 
β細胞間シグナル伝達にギャップ結合が



関与しているかどうかを検討するため、A 細
胞と B 細胞にそれぞれコネキシン36 ドミナ
ントネガティブ変異体を発現ならびにコネ
キシン 36 を過剰発現させた細胞を作製する。 
 
②コネキシン 36 のインスリン分泌機能への
関与 
上記の細胞にて混合擬膵島を作製し分泌
実験システムを用いて解析することにより、
コネキシン 36 によるギャップ結合がβ細胞
間シグナル伝達に関与しているかどうかを
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 膵島β細胞間のシグナル伝達解析ツー
ルの構築 
①細胞間伝達シグナル発信細胞、受容細胞の
作製 
細胞間伝達シグナルを発信するための A 
細 胞 へ 導 入 す る 遺 伝 子 と し て
Sodium-dicarboxylate cotransporter 
1(NaDC-1)を、シグナルを受容する B 細胞へ
導入する遺伝子として分泌をモニターする
ヒト成長ホルモン(GH)を候補に選び、NaDC-1 
ならびに GH 安定発現細胞株を確立した。
succinate により NaDC-1 安定発現細胞株で
インスリン分泌が増強され、また GH 安定発
現細胞株はグルコース刺激に応じてインス
リンと相関的に GH が分泌された。 
 
②A 細胞、B 細胞の混合擬膵島によるシグナ
ル伝達の解析 
MIN6 細胞を三次元ドロップ培養すること
により擬膵島を作る手法を構築し、既報の手
法に比べ、細胞数が規定できるかつサイズが
均一、球状で相互の細胞接着が良好の擬膵島
を高効率に作製する手法を確立した。この擬
膵島からのグルコースによるインスリン分
泌は、MIN6 細胞の単層培養に比べ、はるか
に応答が良いことが示された。次に A 細胞と
B 細胞を混合培養して擬膵島を作製し、細胞
間のシグナル伝達を調べるためA細胞への刺
激により B 細胞から分泌がみられるかどう
か GH 分泌を ELISA にて確認したところ、A 
細胞と B 細胞を 1:1 の細胞量で混合した擬
膵島で A 細胞刺激物質により B 細胞からの
GH 分泌が確認された。A 細胞と B 細胞が 1:4
で混合した擬膵島では、B 細胞からの分泌は
やや減弱し（図２）、発火する細胞が一部で
も存在すれば隣接している細胞に効率よく

伝わるという仮説は否定的であった。 
またさらに、刺激・発信と受容・分泌を両
方備え持つ細胞（NaDC-1&GH 安定発現細胞株）
は、周りに刺激・発信細胞（NaDC-1 安定発現
細胞株）が存在すると通常の分泌応答を示す
が、周りが刺激・発信することができない細
胞(非遺伝子導入 MIN6 細胞)で囲まれると、
分泌応答が極度に抑制されるという興味深
い結果も明らかとなった。すなわち、発火し
ない細胞によりsilencingされる可能性が考
えられた。 
 
(2) 擬膵島におけるギャップ結合の機能の
解明 
β細胞間シグナル伝達にギャップ結合が
関与しているかどうかを検討するため、まず
A 細胞と B 細胞にそれぞれコネキシン36 ド
ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体
(Cx36-G61A-FLAG)を発現させた細胞を作製
した。これまでと同様に混合擬膵島を作製し
分泌能を検討したところ、分泌抑制が顕著に
は認められなかった。さらに、別のコネキシ
ン 36 ド ミナントネガティブ変異体
(Cx36-C231S-FLAG)を作製し、同様に検討し
たところ、やはり分泌に大きな影響を与える
という結果ではなかった。 
 これらのコネキシン 36 変異体の細胞膜へ
の発現は Western blotting にて確認できた
ものの、ドミナントネガティブとして機能し
ているかどうかを確認するため、ギャップ結
合通過色素分子を細胞内にマイクロインジ
ェクションして隣接した細胞に色素が伝播
するかどうかをモニターする方法を立ち上
げた。その検討により、コネキシン 36 ドミ
ナントネガティブ変異体を導入した細胞で
は、色素通過がやや抑制されていることが確
認できたが、顕著な差ではないことが明らか
となった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上の検討により、コネキシン 36 が分泌
機能に関与している可能性は見出せたが、コ
ネキシン 36 の関与を検討する方法として、



ドミナントネガティブ変異体を用いた検討
では極度に発現を抑制できる系ではないこ
とが明らかとなった。したがって、より発現
を抑制することができる新たな系で検討す
る必要があることがわかった。 
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