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研究成果の概要（和文）：ペプチドホルモンを含有する分泌顆粒に局在するフォグリン蛋白質は、神経内分泌細胞の基
本的機能であるホルモン分泌能の安定維持を担うことが示唆されている。本研究では、ホルモン動態のイメージング技
術を駆使した細胞レベルの研究と、フォグリン遺伝子欠損マウスを解析する個体レベルの研究を行った。その結果、フ
ォグリンは分泌過程そのものには機能せず、膵ベータ細胞においては、インスリン受容体との直接結合を通してオート
クライン増殖作用を制御していることが確認された。また試験管レベルの解析からフォグリンの新たな機能を見出し、
IRS2安定化機構の詳細を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Phogrin, a member of receptor protein tyrosine phosphatases, primarily localizes 
on secretory granules (SGs) in a variety of neuroendocrine cells including pancreatic β-cells, and has 
some supportive roles in SGs formation and cell growth. We analyze its function with use of newly 
developed imaging method and of gene-targeting mice. Our data show an evidence suggesting that at the 
plasma membrane phogrin participates in molecular interactions with insulin receptors to regulate IRS2 
protein stability and in turn glucose-promoted pancreatic β-cell growth. We further showed that phogrin 
supports PTP1B activity to achieve an overall regulation of glucose-stimulated insulin signaling.

研究分野：神経内分泌細胞学
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１．研究開始当初の背景 
 いわゆる成人疾患においては多くの神経
内分泌器官でホルモン産生能の低下が起こ
り、これにはホルモン生合成の低下のみなら
ず細胞内輸送や分泌機構の関与が示唆され
ている。フォグリンは線虫からヒトまで進化
的に保存されるチロシン・ホスファターゼ様
の膜蛋白質で、哺乳動物においては、相同分
子である IA-2 と共に１型糖尿病の自己抗原
として知られている。これまでの研究で、フ
ォグリンおよび IA-2 は神経内分泌細胞に限
局して発現し、主としてペプチドホルモンを
含む分泌顆粒に局在すること、分泌刺激によ
り細胞膜に移行したのちにリサイクリング
することなどが明らかにされている。またこ
れら蛋白質の機能解析においては、１型糖尿
病への直接的な寄与は認められず、生理的役
割として、膵ベータ細胞の増殖促進機能とホ
ルモンの細胞内安定維持機能、が示唆されて
いる。しかしその詳細は不明で、この分子機
能を明らかにすることで、加齢に伴うホルモ
ン産生能の低下や多くの疾患の分子レベル
の理解が進むと考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では組織特異的遺伝子欠損マウス
から作製した種々の内分泌細胞を使用し、ホ
ルモンの細胞内動態をイメージングしてフ
ォグリンの生理機能を明らかにする。またフ
ォグリンの機能解析を通じて、ホルモン選別
輸送機構や分泌メカニズム、インスリンのオ
ートクライン増殖機構といった未知の生理
システムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) ホルモンの細胞内動態をイメージング
する新たな解析技術の開発 
 まずマウス・インスリンまたはヒト・成長
ホルモンにマルチタグを連結したコンスト
ラクトを作成し、内分泌細胞にそれぞれを発
現させたステイブル細胞株を得る。赤色蛍光
のタグ結合プローブと緑色蛍光プローブを
順次ラベリングし、新旧ホルモンを分別する。
分泌刺激などによるチェイスを行い、ホルモ
ンの動態を蛍光顕微鏡下で観察する。蛍光プ
ローブをビオチン化プローブに置き換えて、
抗ビオチン抗体による生化学的なアッセイ
も行う。 
(2) フォグリン欠損細胞株によるホルモン
動態の解析 
 フォグリン遺伝子欠損マウスの単離膵島
から細胞を初代培養し、SV40T 抗原を発現し
た安定細胞株（ベータ細胞）を得る。また
TALEN 法による遺伝子欠損を行うための特異
的プラスミドを構築し、これを使って MIN6
（膵ベータ細胞）や AtT-20 細胞（下垂体細
胞）における安定欠損株を作製する。並行し
て、従来より使用してきた shRNA 発現アデノ
ウイルスによるノックダウンも行う。これら
の細胞とコントロール細胞で(1)のホルモン

動態の解析を行う。 
(3) フォグリン遺伝子欠損マウスの膵島に
おける表現系の解析 
 フォグリン欠損マウスの膵島を用いて、チ
ミジン取り込み実験やインスリン分泌試験、
遺伝子および蛋白質発現解析（プロテオー
ム）などを行い、フォグリンの生理機能を検
定する。得られた結果を基に、細胞レベルお
よび試験管レベルの解析を行って、蛋白質機
能とそれに付随した生理的役割を明らかに
する。 
 
４．研究成果 
 膵β細胞で新旧合成インスリンを可視化
し、インスリン分泌を解析した結果、細胞内
深部に位置する新規インスリンが優先して
グルコース応答分泌を起こしていることを
明らかにした。内分泌細胞の開口放出は、神
経のシナプス小胞の解析にならって理解さ
れることが一般的であったが、申請者らの結
果から、少なくとも膵β細胞では、生理的な
グルコース刺激で開口放出される分泌顆粒
は細胞膜直下にある必要がなく、内部からの
移動（輸送）を伴うものが多いことが判明し
た（図１）。 
 

 

 
 
 

 

図１ マルチタグ・ラベリング法によるイン
スリン分泌の解析 (A)膵β細胞株 MIN6 に
インスリン-HT を発現させ、２種類の蛍光プ
ローブで順次ラベリングした。全反射顕微鏡 
(TIRF)で解析すると、新しく合成されたイン
スリン-HT（赤）は細胞膜付近ではなく細胞
内部に存在することが示された。(B)ブロッ
キングプローブとビオチン化プローブを組
み合わせ新旧インスリン-HT の細胞内レベル
と培地レベル（分泌）を抗ビオチン抗体で定
量した。新規合成インスリン-HT が優位に分
泌されていることが分かった。 
 
 フォグリンを欠損する安定細胞株で解析
を行ったところ、いずれもホルモン含量の低
下が認められたが、分泌応答や顆粒の動態な
どに有意な差は認められなかった。フォグリ
ンのノックダウンは、選別輸送受容体の１つ
であるカルボキシペプチダーゼEの輸送を変
化させリソソームへとミスソーティングさ
せるが、インスリンの輸送変化はなかった。
同様に、可視化した新旧合成インスリンの動



態もフォグリン発現増減による変化は認め
られなかった。セクレトグラニン III など他
の選別輸送受容体が代替機能を果たす可能
性があるため、今後はダブル・ノックアウト
などの解析を検討する。 
 一方、フォグリン欠損細胞は細胞増殖能が
低い傾向にあり、とくに膵β細胞では、グル
コース濃度に依存した細胞増殖が著しく低
下していた。遺伝子欠損マウスの膵島につい
て蛋白質発現レベルの解析を行ったところ、
インスリン受容体基質の１つ IRS2 の顕著な
減少が認められた（図２）。IRS2 は、膵β細
胞の増殖や機能維持に必須な分子として知
られており、フォグリンによる IRS2 蛋白質
の安定化機序の解明は重要である。 
 

 
図２ フォグリン・ノックアウトマウスの解
析 (A)コントロールマウス(Ctrl)と、フォ
グリン遺伝子欠損マウス(KO)の雌雄それぞ
れについて膵臓を固定し、抗フォグリン抗体
で免疫染色を行った。 (B) Ctrl と KO から膵
島を単離し、等量の蛋白質抽出液を SDS-PAGE
にアプライしてイムノブロットを行った。フ
ォグリン欠損マウスの膵島では IRS2 蛋白質
が減少している。 
 
 フォグリン欠損細胞で詳しい解析を行っ
たところ、オートクライン作用で進むインス
リンシグナルのフィードバック経路で IRS2
蛋白質の分解がおきていた。精製フォグリン
蛋白質を使った実験では、リン酸化インスリ
ン受容体に直接結合するが脱リン酸化活性
は示さず、しかし自身が酸化されることによ
り PTP1B の脱リン酸化活性を高めた。フォグ
リンの発現が低いインスリノーマや発現し
ない肝細胞株にフォグリンを過剰発現した
ところ、PTP1B 活性を補助することで高濃度
インスリンの持続刺激が引き起こすネガテ
ィブ・フィードバック経路を阻止することが
分かった。これらの結果から、フォグリンは
膵β細胞において、分泌インスリンの高濃度
刺激がIRS2の分解を誘導することを防御し、
適正なオートクライン増殖シグナルを与え
るべく機能していることが明らかとなった。 
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