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研究成果の概要（和文）：インスリンは、血糖値の上昇に応じて分泌される血糖降下ホルモンであり、その分泌
異常が糖尿病の病因のひとつである。インスリン分泌後の過程に位置付けられるエンドサイトーシスは、適切な
インスリン分泌を行う上で必須であるが、その知見は未だ乏しい。わたしはこれまでに、GDP型Rab27aがエンド
サイトーシスを制御することを明らかにしてきた。そこで、本研究ではGDP型Rab27aを制御する機構の解明を試
み、GaがGDP型Rab27aシグナルの上流に位置することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Impaired insulin secretion in response to glucose plays an important role in
 the pathogenesis of diabetes mellitus. Although endocytosis of secretory membranes after insulin 
release is essential for the tight control of insulin secretion, knowledge about this process in 
pancreatic beta-cells is still limited. Here, I searched for Rab27a-GAP interacting proteins and 
identified Ga. I found that Ga interacts with Rab27a-GAP, which is required for endocytosis after 
insulin secretion.

研究分野：分子糖尿病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インスリンを取り囲んでいた膜成分や分泌に関わった分子は、分泌後に細胞内へ回収されなくては、次の分泌に
備えられないばかりか(インスリン分泌不全)、細胞膜上への過度な集積が生じて細胞死を引き起こす(インスリ
ン分泌細胞の脱落)。そのため、エキソサイトーシスのみを促進するこれまでの糖尿病治療薬は、長期投与によ
り治療薬の効果が弱まるとともに、インスリン分泌細胞が疲弊する。本研究は、エンドサイトーシスシグナルの
全貌を解明することで、エンドサイトーシスをターゲットとした新しい薬物を開発する基盤になり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 我が国の糖尿病の大半を占める2型
糖尿病の原因としては、血糖(血中のグ
ルコース)を下げるホルモンであるイ
ンスリンの分泌障害が大きな割合を
占める。よって、糖尿病治療薬を創出
するためには、グルコース刺激によっ
てインスリンが分泌されるメカニズ
ムを明らかにする必要がある。 
 インスリンは、それを取り囲む顆粒
膜と細胞膜との融合により細胞外に
分泌される(図１)。SU 薬に代表される
これまでの糖尿病治療薬は、膜同士の
融合を促進するが、開口放出後の過程
(エンドサイトーシス)には影響を及ぼ
さない。そのため、治療薬投与後の細
胞では、インスリンを囲んでいた膜成
分や分泌に関わった分子が過度に細
胞膜上へ集積し、結果的にインスリン
分泌細胞の疲弊をひきおこす。申請者
は、エンドサイトーシスを促進する薬
を開発し併用することで、細胞を疲弊させることなく長期にわたり適切なインスリン分泌を実
現できると考えている。 
 申請者はこれまで、独自のプロテオーム解析により、シグナル伝達に関わる分子を網羅的に探
索し、成果をあげてきた(Nature Cell Biol.4,583-91,2002; J.Neurochem. 93,1371-82,2005)。そ
こで、この手法を用いてインスリン分泌の司令塔である Rab27a に結合するタンパク質を探索
したところ、GTP 型 Rab27a に結合する分子に加えて(Dev. Cell 16,675-86,2009)、これまで機
能を有さないと考えられてきた GDP 型 Rab27a に結合する分子を複数同定した(JCS 121,3092-
8,2008; MCB 33,4834-43,2013)。さらに、これらの分子が、エンドサイトーシスを制御すること
(BBRC 395,318-23,2010; ABB 496,33-7,2010)、その上流には EPI64 の活性化が必要であるこ
とを明らかにした(JCS 129,637-49,2016：図 1)。しかしながら、インスリン分泌を惹起するグ
ルコースとエンドサイトーシスを開始する EPI64 の間をつなぐシグナル伝達経路は未だ不明で
ある。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者は、EPI64 に結合する分子と
して新たに 3 量体 G タンパク質の a
サブユニット(Ga)を同定した(未発表
データ)。Ga は、細胞膜直下において
G タンパク質共役受容体(GPCR)や
Gbgと不活性な複合体を形成している
(図 2)。リガンドと結合した GPCR に
より GTP 型に変換された Ga は複合
体から解離し、細胞内にシグナルを伝
達する 。本研究では、EPI64 の新たな結合パートナーである Ga が果たす役割を検討すること
で、グルコースで開始されるエンドサイトーシスのシグナルを分子レベルで解析する。 
 
 
３．研究の方法 
本申請研究では、EPI64 とその結合タンパク質であ
る Ga が、グルコースによるエンドサイトーシスを
制御する分子メカニズムを、右図に従って解明す
る。平成 29 年度は、EPI64 と Ga の結合を評価す
る。平成 30 年度は、Ga が EPI64 を活性化するメカ
ニズムを解析する。平成 31 年度は、Ga の上流に位
置するレセプターの探索と機能解析を行う。 
 
(1) EPI64 と Ga の結合様式 
 EPI64 と Ga の結合様式を生化学的手法で調べ
る。具体的には、精製タンパク質を用いた結合実験
により、EPI64 と Ga の結合の特異性、結合サイト、解離定数(Kd)、複合体の性質を調べる。 
 



(2) Ga による EPI64 の活性制御機構 
 申請者は、グルコースが細胞膜上のリン脂質 PIP3 の産生を介して EPI64 を活性化することを
報告した(JCS 129,637-49,2016)。申請者は最近、Ga の発現抑制(Ga-KD)が、グルコースによる
PIP3 の産生を抑制することを見出した(未発表データ)。そこで、Ga が PIP3 産生酵素である PI3
キナーゼの細胞内動態や活性化に及ぼす影響を調べる。 
 
(3) Ga と共役するレセプターの探索 
 グルコースによるエンドサイトーシスに Ga が関与する上記結果は、グルコースをリガンドと
して認識するレセプターの存在を示唆している(図 2)。そこで、新規 Ga 結合分子の探索とその
機能解析により、グルコースレセプターの同定を試みる。 
 
 
 
４．研究成果 
(1)EPI64 と Ga の結合様式 
まず、Ga の特異的抗体とリコンビナントタンパク質を作製した。次に、免疫沈降実験と精製タ
ンパク質を用いた結合実験より、Ga と EPI64 が細胞内で複合体を形成すること、その結合が直
接で特異的であることを明らかにした。次に、EPI64 のフラグメントを作製し、Ga 結合ドメイン
を同定した。さらに、同定した結合部位をもとにドミナントネガティブ/アクティブ変異体の作
製を行った。また、マウス膵切片を免疫染色し、EPI64 と Ga が膵 B 細胞で共発現していること
を明らかにした。 
 
(2) Ga による EPI64 の活性制御機構 
まず、Ga には、2つのシグナル経路が備わっている。GTP 型に変換された Ga と、Ga の変換によ
って解離し活性を示す Gbgである。そこで、どちらの分子が PIP3 産生を制御しているのかを調
べた。具体的には、非刺激状態の MIN6 細胞に GTP 型や GDP 型 Ga を発現し、Ga シグナルの PIP3
産生への寄与を検討した。また、Gbgの寄与は、阻害剤 Gallein を用いて検討した。次に、グル
コースによるエンドサイトーシスに関与する PI3 キナーゼの同定を試みた。さらに、MIN6 細胞
をグルコースで刺激し、同定した PI3 キナーゼの細胞内動態を解析した。また、Ga のノックダ
ウンや過剰発現、Gbg阻害剤が PI3 キナーゼの細胞内動態に及ぼす影響を検討した。 
 
(3) Ga と共役するレセプターの探索 

まず、Ga の GST 融合タンパク質を大量培養し、精製した。次に、GST-Ga をリガンドとしたアフ

ィニティカラムクロマトグラフィを行った。具体的には、培養膵 B細胞である MIN6 の抽出液を

GST-Ga カラムにアプライし、洗浄後に結合タンパク質を塩で溶出した。次に、溶出画分を SDS-

PAGE で分離した後に銀染色を行い、Ga に特異的に結合するタンパク質の候補を複数選別した。

最後に、ゲルからタンパク質を抽出し、LC-MS/MS により Ga 結合タンパク質を同定した。 
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