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研究成果の概要（和文）：我々は、神経と膵島α細胞の接着には接着分子の一つであるCADM1が集積し、神経か
らの情報の効率的な受容に関わっていることを明らかにしていることから、CADM1がα細胞の分泌顆粒動態に及
ぼす影響を調べた。その結果、CADM1の発現抑制細胞では、細胞内の分泌顆粒の移動速度が減少することが分か
った。次に、ルシフェラーゼとプログルカゴンの融合タンパク質をα細胞に発現させ、活性化に伴うグルカゴン
の開口放出を発光イメージングによってビデオレートでリアルタイムに検出することに成功した。グルカゴンの
開口放出は、細胞が密集している部位で活発に起こっていた。また、同じ場所で繰り返し起こっている様子も観
察された。

研究成果の概要（英文）：CADM1, identified as an adhesion molecule in pancreatic islet alpha cells, 
has been reported not only to communicate among alpha cells and between nerve fibers. First, we 
investigated the effect of CADM1 expression on the movement of intracellular secretory granules in 
alpha cells. A mean velocity of granules in alpha cells that expressed CADM1 endogenously was 
significantly decreased in CADM1-knockdown cells. Next, we have visualized glucagon secretion using 
a method of video-rate bioluminescence imaging. The fusion protein of proglucagon and Gaussia 
luciferase was used as a reporter to detect glucagon secretion and was efficiently expressed in 
pancreatic alpha cells. The secretory events were observed frequently at the intercellular contact 
regions in response to stimulation by KCl. These results suggested that the cell-cell adhesion 
strongly affected the intracellular movement and the fusion with plasma membrane of intracellular 
granules.

研究分野： 生物物理学
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１．研究開始当初の背景 
生体内では、胃や腸をはじめとする消化器

系組織が強い神経支配を受けている。実際に、
ストレスは胃潰瘍や十二指腸潰瘍のリスク
ファクターの一つであり、神経が消化器系組
織の機能に密接に関わっていることはよく
知られている。解剖学的は、膵臓にも神経支
配が及んでおり、細胞がコロニーを形成して
存在しているランゲルハンス島（膵島）にも
神経の伸展が見られる。膵島細胞（α細胞や
β細胞）は、グルカゴンやインスリンなどの
ホルモンを分泌して血糖を調節する重要な
役割を果たしており、神経は接着部位を介し
て膵島細胞のホルモン分泌を制御している
と考えられる。しかし、神経－膵島細胞およ
び膵島細胞同士の細胞間相互作用には未だ
不明な点が多く、その詳細は十分明らかにな
っていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、申請者らがこれまでに多くの

研究成果を挙げてきた蛍光イメージング法
と in vitro 共存培養系に加えて、新たにビ
デオレートバイオルミネッセンス顕微鏡を
活用して、まず神経から膵島細胞への活性化
シグナルの伝達と、それによって膵島細胞コ
ロニーに連鎖的に伝播していくシグナルお
よびホルモン分泌過程をリアルタイムで可
視化解析し、そのダイナミクスを明らかにす
ることを目的とする。さらに、このような細
胞接着を介した神経と膵島細胞、および、膵
島細胞同士の相互作用の分子機構（接着分子、
メディエータ、シグナル分子、分泌関連分子）
を解明し、患者数が増加の一途をたどってい
る 2型糖尿病の治療薬開発に対して、新たな
視点からの情報を提供することを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞 
 細胞には、マウス膵島α細胞の培養細胞株
であるαTC6 細胞またはαTC1.6 細胞を用い
た。また、RNA 干渉によって接着分子 CADM1
の発現を抑制したαTC6siRNA-CADM1細胞、および、
そのコントロールとしてαTC6siRNA-Neg.Con.細胞
を用いた。 
(2)顆粒動態観察 
 マトリゲルコート処理したガラスボトム
ディッシュにαTC6 細胞を播種し、48時間培
養した。quinacrine（3 µM, 15 分）で分泌顆
粒を染色し、ニポウディスク方式共焦点レー
ザー走査ユニット（CSU-W1）を搭載した倒立
型顕微鏡を用いて顆粒動態を計測した。得ら
れ た 結 果 は 、 Image J Plug-in Manual 
Tracking を用いて解析し、次の式を用いて平
均二乗変位（MSD）を算出した。 

 

（Nは全フレーム数、nはフレーム数、Δtは
フレーム間の時間、（xi,yi）は時間 i におけ

る顆粒座標） 
得られたMSD値と時間を対数化したグラフ

化し、その際に得られる直線の傾き（α値）
を算出し、顆粒の運動パターンの指標とした。 
(3)プラスミド作製と細胞への導入 
 ルシフェラーゼ発現プラスミドベクター
として、Gaussia princeps由来野生型ルシフ
ェラーゼ（GLase）遺伝子（wGLuc: wild type 
GLuc）、一般的に使用されているヒトコドン
最適化 GLase 遺伝子（hGLuc: human codon 
optimized GLuc）、Preferred 法を用いてヒト
コドンに最適化した GLase 遺伝子（pGLuc: 
preferred human codon optimized GLuc）を
挿入した pcDNA3-wGLuc、 pcDNA3-hGLuc、
pcDNA3-pGLuc を用いた。そして、プログルカ
ゴン（PGCG）と GLase の融合タンパク質
（PGCG-GLase）を発現させるため、以下の 4
種の PGCG-GLase 発現プラスミドベクターを
作製した。 
・pcDNA3-wPGCG-hGLuc: ヒトプログルカゴン
遺伝子と hGLuc 遺伝子から成るベクター 
・pcDNA3-wPGCG-pGLuc: ヒトプログルカゴン
遺伝子と pGLuc 遺伝子から成るベクター 
・pcDNA3-pPGCG-hGLuc: Preferred 法で最適
化したヒトプログルカゴン遺伝子（pPGCG）
と hGLuc から成るベクター 
・pcDNA3-pPGCG-pGLuc: pPGCG と pGLuc から
成るベクター 
 遺伝子導入は、Lipofectamine LTX と Plus
試薬を用いて行った。また、αTC6 細胞に
pcDNA3-pPGCG-pGLuc 遺伝子を導入すること
により、PGCG-GLase を安定発現するα
TC6PGCG-GLase細胞を樹立した。 
(4)免疫染色 
 マトリゲルコート処理した chamber slide
にαTC1.6PGCG-GLase細胞を播種し48時間培養し
た。細胞は、4%パラホルムアルデヒド/PBS で
1 時間固定し、0.1% Triton X-100/PBS で 30
分間可溶化した後、1% BSA/PBS で 30 分間ブ
ロッキングした。一次抗体（ウサギ抗 GLase
抗体およびマウス抗グルカゴン抗体）を加え
4℃で一晩静置した後、二次抗体（Alexa Fluor 
488 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体および Alexa 
Fluor 546 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体）を加
えて 3時間室温で静置した。画像は、共焦点
レーザー走査顕微鏡（LSM−710 Meta）を用い
て取得した。 
(5)ウェスタンブロット 
 ポリ-D-リジンコートを施した 6 ウェルプ
レートにαTC1.6PGCG-GLase細胞を播種し、48 時
間培養した。細胞を洗浄した後、2.8 mM グル
コースを含む 500 µlの KRHB で 1時間培養し
た。分泌サンプルは、培養上清を全て回収し、
遠心にて細胞を除去し、4×LDS Buffer を添
加することにより得た。細胞サンプルは、細
胞を 100 µlの Passive Lysis buffer で処理
し、4×LDS Bufferを加えることにより得た。
各サンプルを SDS-PAGE により分離し、PVDF
膜に転写した後、5%スキムミルク/PBS で 1時
間ブロッキングした。その後、一次抗体（ウ



サギ抗GLase抗体およびマウス抗グルカゴン
抗体）中で 4℃、一晩浸透し、HRP 標識二次
抗体（HRP 標識 ヤギ抗ウサギ IgG 抗体および
HRP 標識ヤギ抗マウス IgG 抗体）で 3 時間浸
透した後、Western chemiluminescence kit
により発光シグナルを LAS-4000mini を用い
て検出した。 
(6)生物発光イメージング 
 生物発光シグナルは、簡易暗箱中に組み立
てられた顕微鏡ステージ自動温度制御シス
テムと水冷式 EM-CCD カメラ（ImagEM 1K, 
C9100-14 モデル, 1024 × 1024 pixels, 
pixel size = 13 µm）を搭載した IX81-ZDC2
顕微鏡で検出した。IX-81-ZDC2 電動顕微鏡と
EM-CCD カメラの接続部位（C-マウントアダプ
ター）には、電動制御用内部赤外光ランプを
遮断するため赤外線除去フィルターを組み
込み、対物レンズは、UPLSAPO 20×ドライレ
ンズ（NA 0.75）を用いて pixel size が 650 
nm × 650 nm の条件で撮影を行った。発光活
性シグナルデータは、AQUACOSMOS ソフトウェ
ア Ver.2.6 を用いて 500 ミリ秒/frame、転送
時間は 1.712 ミリ秒/image の条件下で取得
し た 。発光 強 度の経 時 変化解 析 は 、
AQUACOSMOS ソフトウェアを用いて解析した。
生物発光イメージング法によるαTC6PGCG-GLase

細胞からの PGCG-GLase 分泌の可視化は以下
の手順で行った。 
αTC6PGCG-GLase 細胞をポリ-D-リジンコート

した 35-mm ガラスボトムディッシュに播種
し、20 mM グルコースを含む KRHB 液で 3回洗
浄し、3 µg/ml セレンテラジンと 20 mM グル
コースを含む KRHB液 1 mlを加え顕微鏡のス
テージにセットした。焦点面を細胞とガラス
の接着部位から 2 µmの位置に合わせ、3分間
連続撮影を行った。続いて、終濃度 50 mM KCl
になるように KRHB 液を加え KCl 脱分極刺激
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)膵島α細胞内分泌顆粒動態の解析 
膵島α細胞内の分泌顆粒動態を測定する

ため、蛍光色素 quinacrine で顆粒を染色し、
その顆粒動態を EM-CCD カメラ搭載ニポウデ
ィスク方式共焦点レーザー走査顕微鏡を用
いて 500 ミリ秒/frame で 5 分間測定した。
quinacrine は酸性顆粒を染色することが知
られているので、膵島α細胞にプログルカゴ
ンと mCherry の融合タンパク質を発現させ、
両者の共局在を調べたところ、両者の局在が
ほぼ一致した（相関係数：0.78 ± 0.04）。
そこで、顆粒を quinacrine で染色し、その
動態に及ぼす接着分子CADM1の影響を追究す
ることにした。その結果、野生型αTC6 細胞
株、αTC6siRNA-CADM1 細胞、αTC6siRNA-Neg.Con.細胞
の顆粒の平均速度は、それぞれ 0.236 ± 
0.010 µm/s、0.190 ± 0.016 µm/s、0.200 ± 
0.013 µm/sであり、CADM1 発現抑制細胞で顆
粒の移動速度が減少していることが分かっ
た（図１）。 

 

 
図１ 分泌顆粒の平均移動速度分布 
 
 
 

 
図２ 分泌顆粒の平均移動速度に及ぼすノ
コダゾールの影響 
 



また、この分泌顆粒の動きは、微小管重合
阻害剤のノコダゾールの前処理により、全て
の細胞で顕著に抑制された。一方、アクチン
重合阻害剤のサイトカラシンDの前処理では、
ほとんど影響がなかった（図２）。また、α
値は、3 種の細胞で大きな差がなかったが、
ノコダゾール処理すると、α値は減少し、拡
散運動や直線運動から静止運動に近づくこ
とが分かった（図３）。 
 
 

 
図３ 分泌顆粒動態のα値 

 
 
(2)膵島α細胞からのグルカゴン分泌のイメ
ージング 
まず、PGCG-GLase 融合タンパク質の発現に

おけるPreferred法によるコドン最適化遺伝
子の有効性の検討を行った。作製した 4種類
の遺伝子（ wPGCG-hGLuc 、 wPGCG-pGLuc 、
pPGCG-hGLuc、pPGCG-pGLuc）をαTC1.6 細胞
に一過性に導入して発光量を比較したとこ
ろ、それぞれ 4.16×107 rlu、6.28×107 rlu、
6.27×107 rlu、9.16×107 rlu となり、PGCG
と GLase の両者を Preferred 法で作製した
pPGCG-pGLuc 遺伝子による発光活性が最も強
く、発現量が高いことが分かった。 
そこで、αTC1.6 細胞に pPGCG-pGLuc 遺伝

子を導入し、グルカゴン分泌抑制条件である
20 mM グルコース刺激、および、グルカゴン
分泌刺激条件である 2.8 mM グルコースまた
は50 mM KCl脱分極刺激を37℃で1時間行い、
培養上清に分泌された PGCG-GLase 量を発光
にて測定した。その結果、20 mM グルコース
（58.56×106 rlu）と比較して、2.8 mM グル
コース（125.05×106 rlu）と 50 mM KCl（127.16
×106 rlu）刺激では、約 2倍増加した。この
ことから、αTC1.6 細胞の刺激により、グル

カゴンと同様に、PGCG-GLase が細胞外に分泌
されることが分かった。 
そこで、αTC1.6 細胞に pPGCG-pGLuc 遺伝

子を導入し、PGCG-GLase を発現する細胞株
（αTC1.6PGCG-GLase）を樹立した。まず、ウェ
スタンブロットと免疫染色により、細胞に発
現する PGCG-GLase の分子量と細胞内分布を
調べた。その結果、αTC6PGCG-GLase 細胞の細胞
内と培養上清に含まれる PGCG-GLase 融合タ
ンパク質は、そのプロセシング産物である
MPGF-GLase の状態で存在していると考えら
れた（図４A）。また、α細胞でわずかに存在
する GLP-1 のプロセシング産物であるΔ
MPGF-GLase をマイナーバンドとして検出し
た。これらの結果から、PGCG-GLase は正しく
プロセシングを受けて、主に MPGF-GLase と
して分泌されていることが示された。また、
この融合タンパク質は、細胞内でグルカゴン
と共局在している様子が観察され、翻訳後グ
ルカゴン顆粒内に封入されることが示唆さ
れた（図４B）。 
 

 
1：PGCG-GLase、2：MPGF-GLase、 
3：ΔMPGF-GLase 、□：プロセシング産物 
 

 
図４ PGCG-GLase 融合タンパク質の発現 
 
 



次に、2 日間培養して細胞集団を形成した
αTC1.6PGCG-GLase 細胞の発光イメージングを行
った。3 µg/ml発光基質セレンテラジンと 20 
mM グルコースを含む KRHB 溶液中で 3 分間撮
影を行った後、50 mM KCl により脱分極刺激
を行った。その結果、KCl 刺激に伴い細胞間
隙に活発な発光を検出した。この発光は、細
胞から放出されたGLaseとセレンテラジンの
反応によるものであり、グルカゴン分泌を可
視化したものと考えられた（図５：緑色）。
KCl 刺激後の発光ビデオ画像から発光最大値
の合成画像を作成し、明視野画像に重ねた結
果、細胞が密集した細胞間接着領域にグルカ
ゴン分泌部位が局在していることが示され
た。 

 
図５ 発光イメージング画像 
  
 
 
 細胞集団全体の発光強度の経時変化から、
グルカゴンの分泌は、繰り返し起こっている
ことが分かった（図６）。また、細胞集団の
微小領域に注目して解析したところ、グルカ
ゴンの分泌は同一部位で繰り返し行われて
いる様子が観察された。 
 

 
 
図６ グルカゴン分泌の経時変化 
 
 
 

(3)まとめ 
 本研究では、α細胞のグルカゴン含有顆粒
の細胞内動態と開口放出過程を蛍光および
発光イメージングにより追究した。 
 グルカゴン含有顆粒は、細胞内で微小管に
沿って輸送されており、刺激応答によって細
胞が密集した領域で分泌されていることが
明らかになった。また、グルカゴン分泌が細
胞膜で均等に起こっているわけではなく、同
じ場所で繰り返し分泌されていると考えら
れる結果も得られた。これらの結果から、α
細胞の細胞膜上にグルカゴン分泌に適した
微小領域が存在していることが示唆された。
しかし、そのような領域に集積する接着分子
や受容体などの膜タンパク質や細胞質側の
裏打ち蛋白質を明らかにするには至ってい
ない。 
 今後、微小領域へ集積するタンパク質の同
定、α細胞間の相互作用の解析、α細胞とβ
細胞の相互作用の追究、神経とα細胞の相互
作用の検討などを進め、新たな視点からの糖
尿病治療薬の標的分子の探索につなげてい
きたい。 
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