
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６１０

若手研究(B)

2014～2013

膵β細胞における第２相インスリン分泌制御機構の解明

Mechanism of the glucose-induced second phase insulin secretion in pancreatic 
beta-cells

５０４５３５２７研究者番号：

青柳　共太（Kyota, Aoyagi）

杏林大学・医学部・助教

研究期間：

２５８６０７５６

平成 年 月 日現在２７   ６ ２９

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究は膵β細胞からの第２相インスリン分泌の分子機構を明らかにすることを目的とし、
小胞局在タンパク質VAMP7とモータータンパク質MyosinVaの第２相インスリン分泌における役割について検討を行った
ものである。MyosinVaを発現しない、もしくは発現量が著しく減少した自然発生変異体マウスおよびラットを用いた研
究から、MyosinVaは第２相インスリン分泌の制御に関与しないことを見いだした。一方、膵β細胞特異的VAMP7遺伝子
欠失マウスを用いた研究から、VAMP7はインスリン顆粒以外の小胞に局在し、間接的にインスリン分泌を制御すること
で第２相分泌を選択的に制御していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the molecular mechanism underlying the 
glucose-induced second phase insulin secretion in pancreatic beta-cells. To this end, I studied the roles 
of VAMP7, a member of v-SNARE proteins localized in some types of vesicles, and a motor protein, 
MyosinVa, on the second phase insulin secretion. Using MysoinVa spontaneous mutant mice and rats in which 
the MyosinVa expression level is severely reduced, I found that MyosinVa was not involved in the 
regulation of the second phase insulin secretion. On the other hand, mice genetically eliminating VAMP7 
specifically in pancreatic beta-cells (VAMP7 bKO) showed selective reduction of the second phase insulin 
secretion. Because VAMP7 was not localized in insulin granules, and the morphology and intracellular 
distribution of insulin granules in VAMP7 bKO beta-cells were not altered, I speculated that VAMP7 would 
regulate the second phase insulin secretion by an indirect mechanism.

研究分野： インスリン分泌
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１．研究開始当初の背景 
インスリンは血糖上昇に応じて急峻で一

過的な第１相分泌と持続的な第２相分泌か
らなる２相性分泌により膵β細胞から分泌
される。先行研究により第１相インスリン分
泌の制御機構が明らかになりつつある一方、
第２相分泌の制御機構はほとんど明らかに
されていない。インスリン分泌不全を成因と
する２型糖尿病の発症・進展に伴い、第２相
分泌は代償的な亢進とその後の減弱・消失を
示すことから、２型糖尿病の病態を解明する
上で第２相分泌を制御する分子機構を明ら
かにすることは非常に重要な課題である。し
かしながら２型糖尿病の発症・進展と第２相
分泌の変容の関連は全く不明である。 
全反射型蛍光顕微鏡を用いたインスリン

分泌可視化解析から、第２相分泌に関わるイ
ンスリン顆粒の分泌と神経シナプスで観察
される刺激非依存的な分泌(構成性分泌)との
共通点が示唆されていた。すなわち、膵細
胞における第２相分泌に関わるインスリン
顆粒からの分泌と同様、神経シナプスの構成
性分泌は低 Ca2+感受性であり、Syntaxin1A/ 
SNAP25/VAMP2非依存的である(Curr Opin 
Neurobiol, 2011)。また膵細胞における構成
性分泌と第２相分泌に関わるインスリン顆
粒は非常に類似した挙動を示すことから、こ
れら２つの分泌が共通の機構により制御さ
れている可能性が示唆されていた。さらに近
年、神経シナプスにおける構成性分泌が分泌
小胞に局在する VAMP7 依存的であることが
報告されたことから(Neuron, 2011)、第２相
分泌の制御に VAMP7 が関与する可能性が示
唆されていた。 
また申請者は先行研究において PI3K-Akt

経路を急性的に阻害するとインスリン顆粒
の細胞内動態が活性化され、第２相分泌が選
択的に増強されることを報告していた
(Biochem J, 2010; PLoS One, 2012)。モータ
ータンパク質であるMyosinVaがAktの基質
となりうることが先行研究により示されて
いたことから(Mol Cell Biol, 2007)、第２相
分泌に関わるインスリン顆粒の挙動制御に
Akt による MyosinVa のリン酸化が関与して
いる可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
第２相インスリン分泌における VAMP7 と

Akt-MyosinVa 経路の役割を解明し、２相性
インスリン分泌の制御機構を明らかにする
こと。 

 
３．研究の方法 
1) Akt による第２相インスリン分泌増強機構
に MyosinVa が関与するか検討するために、
MyosinVa 遺伝子発現量が著しく減弱したラ
ット(Myo5adop)および MyosinVa 遺伝子欠損マ
ウス(Myo5adn)から単離した膵島において Akt
阻害剤処理による増強作用が観察できるか
検討した。また、Akt 阻害剤処理により

MyosinVa のリン酸化状態に変化が観察でき
るか検討した。 
2) VAMP7 が第２相インスリン分泌に関与す
るか検討するため、膵細胞特異的 VAMP7 遺
伝子欠失(VAMP7 KO)マウスから単離した
膵島をグルコース溶液で灌流刺激し、２相性
インスリン分泌における VAMP7 の役割につ
いて検討した。また、インスリン顆粒の動態
制御における VAMP7 の関与について検討を
行った。 
 
４．研究成果 
1) Myo5adopラットおよび Myo5adnマウスから
膵島を単離し、抗MyosinVa抗体(Cell Signaling 
Technology 社)を用いたウエスタンブロット
により、先行研究と同様、MyosinVa 発現量の
顕著な減少を確認した。次に、Myo5adop ラッ
トおよび Myo5adn マウスから単離した膵島に
おけるインスリン分泌能を調べるために各
膵島を 16mM グルコースで 30 分間刺激して
外液中に分泌されるインスリン量を定量し
た。すると Myo5adopから単離した膵島では野
生型ラットから単離した膵島に比べ、インス
リン分泌能が 45%減少していた(野生型: 2.2 + 
0.2、Myo5adop: 1.2 + 0.1 % of total insulin 
content)。一方、20M Akti-1/2 処理により野
生型および Myo5adop から単離した膵島で同
程度のインスリン分泌の増強が観察された
(野生型: 2.5 + 0.2、Myo5adop: 1.8 + 0.2 % of 
total insulin content)。Myo5adnから単離した膵
島においても野生型マウスから単離した膵
島に比べ、インスリン分泌能の減少は観察さ
れたが(野生型: 0.7 + 0.2、Myo5adn: 0.3 + 0.1 % 
of total insulin content)、20M Akti-1/2 処理に
より野生型、Myo5adn から単離した膵島にお
いて同程度のインスリン分泌の増強が観察
された(野生型: 0.9 + 0.2、Myo5adn: 0.6 + 0.1 % 
of total insulin content)。次に先行研究が示すよ
うに MyosinVa が Akt の基質となり得るかど
うかについて検討を行った。まず野生型マウ
ス膵島から抗 MyosinVa 抗体を用いて
MyosinVa を免疫沈降して得たサンプルを用
いて抗リン酸化 Akt 基質抗体(Cell Signaling 
Technology 社)を用いてウエスタンブロット
を行った。しかしながら MyosinVa に相当す
るリン酸化シグナルは検出できなかった。次
に、20M Akti-1/2 存在下もしくは非存在下で
22mM グルコース刺激した単離膵島を用い、
抗 MyosinVa 抗体を用いた免疫沈降および抗
リン酸化 Akt 基質抗体を用いたウエスタンブ
ロットを同様に行った。しかしながら
MyosinVa に由来する抗リン酸化 Akt 基質抗
体のシグナルは検出できなかった。以上の結
果より Akt 阻害剤処理による膵島からのイン
スリン分泌増強作用に MyosinVa は関与して
いないと結論した。 
2) 膵細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発
現するRIP-CreマウスとVAMP7 floxマウスを
交配し、VAMP7 KO マウスを作出した。
VAMP7 KO マウスより単離した膵島を用い、



抗 VAMP7 抗体(Abcam 社)を用いてウエスタ
ンブロットを行い、VAMP7 KO 膵島では野
生型膵島に比べて VAMP7 発現量が約 70%減
少していることを確認した。また各種特異抗
体を用いたウエスタンブロットにより
VAMP1、VAMP2、VAMP3、VAMP4、VAMP8
の発現は野生型膵島と VAMP7 KO 膵島で変
化がないことを確認した。次に VAMP7 KO
マウスより単離した膵島を用いてインスリ
ン分泌能について検討を行った。16mM グル
コース溶液で 30 分間刺激し、細胞外へ分泌
されたインスリン量を定量したところ、野生
型マウスより単離した膵島に比べて VAMP7 
KO 膵島では分泌能が約 60%減少すること
を見いだした(野生型: 2.2 + 0.2、VAMP7 KO: 
0.9 + 0.1 % of total insulin content)。ところが
40mM KCl で 10 分間刺激下場合には VAMP7 
KO 膵島におけるインスリン分泌能は野生
型膵島と同等であった(野生型: 0.6 + 0.1、
VAMP7 KO: 0.6 + 0.1 % of total insulin 
content)。一方、VAMP7 KO 膵島におけるイ
ンスリン含量は野生型膵島と同等であった
(野生型: 83.4 + 10.5、VAMP7 KO: 95.3 + 7.7 
ng insulin/islet)。これらの結果から、VAMP7 
KO 膵島では第２相インスリン分泌が選択
的に減少していることが示唆された。そこで
次に VAMP7 KO 膵島を 22mM グルコース溶
液で灌流刺激し、分泌されたインスリンを経
時的に測定した。その結果、野生型膵島に比
べて VAMP7 KO 膵島は刺激開始から 10 分
の間に観察される第１相分泌には全く影響
がなかったのに対し、刺激開始から 10 分以
降に観察される第２相分泌が選択的に減少
していることが明らかとなった。Ca2+濃度指
示薬である Fura-2 を用い、VAMP7 KO マウ
スから調製した膵 β細胞における細胞内 Ca2+

動態解析を行ったところ、グルコース刺激に
よる Ca2+動態は VAMP7 KO細胞と野生型 β
細胞において差が認められなかった。これら
の結果から、VAMP7 はグルコース刺激依存
的なCa2+流入以降のステップを制御すること
により第２相分泌を選択的に制御している
ことが示唆された。 

VAMP7は小胞に局在するSNAREタンパク
質であるため、VAMP7 がインスリン顆粒に
存在し、第２相分泌に関わるインスリン顆粒
の動態を選択的に制御している可能性につ
いて検討を行った。まず HA-VAMP7 を発現
させた膵 β 細胞を抗インスリン抗体(Sigma
社)と抗 HA 抗体(Cell Signaling Technology 社)
を用いて免疫染色したところ、VAMP7 とイ
ンスリン顆粒の共局在は観察されなかった。
次に膵β細胞由来の株化細胞である Min6 細
胞を用いてショ糖濃度勾配超遠心分画法に
よりインスリン顆粒画分を回収し、抗VAMP7
抗体を用いたウエスタンブロット行った。そ
の結果、VAMP7 はインスリン顆粒画分には
回収されないことが明らかとなった。さらに
VAMP7 KO 膵島を固定し、電子顕微鏡解析
を行った。すると野生型膵 β 細胞に比べ、

VAMP7 KO 膵細胞ではインスリン顆粒の
大きさ、細胞膜にドッキングしているインス
リン顆粒の数、および細胞内におけるインス
リン顆粒の分布に変化は観察されなかった。
以上の結果より、VAMP7 はインスリン顆粒
以外の小胞に局在し、間接的な制御によりグ
ルコース刺激依存的な第２相分泌を選択的
に制御していることが明らかとなった。 
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