
 

様式C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 3 月 30 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：血糖降下ホルモンであるインスリンの膵β細胞からの分泌は、①血糖

値（血中のグルコース濃度）と②インクレチン（摂食時に分泌される腸管ホルモン）によって

調節されている。それぞれの分泌刺激を伝える膵β細胞内シグナル伝達分子は ATP と cAMP
であるが、本研究では、ATP のセンサーである KATPチャネルと、cAMP センサーである Epac2
を解析し、ATP と cAMP による分泌制御の相互作用を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Secretion of insulin, the glucose-lowering hormone, from pancreatic 
β-cells is regulated by blood glucose and a gut hormone incretin.  These stimuli increase 
intracellular concentrations of ATP and cAMP, respectively, activating intracellular signals 
to elicit insulin secretion.  In this study, mutual interaction between these two signals was 
elucidated with special emphasis on an ATP-sensor KATP channel and a cAMP-sensor 
Epac2. 
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１．研究開始当初の背景 
 ATPは生命体のエネルギー源であると共に
重要な代謝シグナルとして機能し、膵β細胞
ではグルコースによるインスリン分泌を引
き起こす引き金として機能する。一方、cAMP
は種々の生命体における普遍的な細胞内シ
グナルであり、膵β細胞ではインスリン分泌

を著明に増強させる。cAMPによるインスリン
分泌増強は、食後の血糖上昇の抑制に重要な
枠割を果たしている。すなわち、健常人では、
摂食によって腸内分泌細胞から分泌された
GLP-1やGIPなどのホルモン（インクレチン）
が、膵β細胞に作用し、細胞内 cAMP濃度の
上昇を介して分泌が増強される。しかしなが
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ら、cAMPによるインスリン分泌増強の分子メ
カニズムはほとんど不明である。 
 申請者らは、2000年に cAMPの標的分子で
ある Epac2およびその相互作用分子 Rim2を
同定し、cAMPによるインスリン分泌増強が
PKAリン酸化非依存性に起こることを発見し
た(Ozaki et al., Nat Cell Biol, 2000)。 
 cAMPによるインスリン分泌はグルコース
濃度上昇時のみで起こる点が特徴である。グ
ルコースによるインスリン分泌にはATPが重
要な代謝シグナルとなっており、細胞内 ATP
の増加は ATP感受性 K+(KATP)チャネルを閉鎖
しインスリン分泌を惹起する(Miki et al, 
PNAS,1998)ことが明らかとなっている。興味
深いことに Epac2は KATPチャネルの調節サブ
ユニットであるスルフフォニル尿素受容体
と結合し、Rim2とともに、KATPチャネルの機
能複合体を構成する。このことからEpac2を
介したcAMPシグナルとKATPチャネルを介した
ATPシグナルのクロストークが考えられた。 
 一方、申請者らは KATPチャネル欠損マウス
でも、高濃度グルコースとGLP-1の刺激によ
り明らかなインスリン分泌応答が惹起され
ることも見いだした。その後の解析で、ATP
と cAMPが相互作用してインスリン分泌を引
き起こすことが示唆された。これらの結果か
ら、KATPチャネルの開閉を介さないATPとcAMP
の相互作用が、膵β細胞からのインスリン分
泌を制御していることも考えられた。 
 
２．研究の目的 
 上記の知見を背景に、膵β細胞における
ATPシグナルとcAMPシグナルの統合メカニズ
ムを、Epac2やRim2を含むKATPチャネルの機
能複合体の機能解析を行うことにより解明
することを目的とした。 
 さらに、KATPチャネル非依存性のATPとcAMP
の相互作用の存在も想定されることから、KATP
チャネル欠損マウスを用いてこのメカニズ
ムと生理的役割を解明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、(1)Epac2や Rim2を含む KATP
チャネル機能複合体の機能解析と、(2)KATPチ
ャネル非依存性の ATPと cAMPの相互作用の
解析の2つのアプローチにより、膵β細胞に
おける ATPと cAMPの統合シグナルの解明を
目指した。この目的で、前者についてはEpac2
および Rim2の欠損マウスを作製し、さらに
これらの遺伝子発現を欠く膵β細胞株を樹
立し、ATPおよびcAMPの作用を解析した。 
また、後者については KATPチャネル欠損マウ
スを用いて、KATPチャネル依存性の ATPおよ
びcAMPの作用を解析した。さらに、Epac2の
機能解析を進めている過程で、KATPチャネル
の阻害剤であるスルホニル尿素薬がEpac2に
直接結合し、Epac2の活性化を介してインス

リン分泌を引き起こすことが明らかになり、
スルホニル尿素薬が KATPチャネルの閉鎖とは
まったく異なる機序で、インスリン分泌を引
き起こすことが示された。 
 
４．研究成果 
(1) KATPチャネル機能複合体の機能解析 
KATPチャネル分子集合体の構成する Epac2と
Rim2の膵β細胞におけるcAMPとATPの細胞
内シグナルを解明した。 
 
  ①Epac2の機能解析  
 Epac2はcAMP依存性に低分子量G蛋白であ
る Rap1を活性化する分子である。申請者ら
は Epac2の遺伝子欠損マウスを作製し、KATP
チャネルの閉鎖を介したグルコース応答性
分泌と cAMPによるインスリン顆粒の開講放
出を全反射顕微鏡で解析した。すると Epac2
欠損マウスの膵β細胞ではグルコースによ
る開口放出は野生型マウスと同等であった
が、cAMPによるインスリン分泌増強が初期相
のみで消失していた(文献13)。このことから
Epac2はcAMP依存性にインスリン顆粒の細胞
膜への輸送あるいは開口放出に関与してい
ることが明らかになった。 
 さらに、Epac2欠損マウスを作製する過程
で、Epac2には既知の構造（Epac2Aと命名）
よりアミノ末端が欠損したアイソフォーム
が存在することが明らかになった。このアイ
ソフォームは副腎皮質に特異的に発現する
スプライス変異体であることが明らかにな
り、あらたに Epac2Bと命名した。Epac2Aと
Epac2Bの機能を比較検討した結果、Epac2A
のアミノ末端が KATPチャネルの存在部位であ
る細胞膜への極在化に寄与しており、Epac2A
が cAMP依存性のグルコース応答性インスリ
ン分泌の惹起に重要であることが示された
(文献5)。 
 以上の結果から、Epac2AはKATPチャネルの
機能複合体の構成分子として SUR1と結合す
るのみならず、アミノ末端を介して細胞膜に
極在することが明らかになった。さらにホル
モン分泌実験や全反射顕微鏡を用いた解析
から、cAMPによるインスリン顆粒の輸送ある
いは開口放出に関与することが分かった。 
 
  ②Rim2の機能解析 
申請者らは、KATPチャネルを構成するSUR1と
結合するEpac2と、さらに結合する分子を探
索した結果 Rim2を同定した。申請者らは、
Rim2欠損マウスと Rim2欠損膵β細胞株を作
製し、Rim2の機能を解析した。まず、インス
リン分泌を検討したところ、Rim2欠損膵β細
胞株ではグルコースによるインスリン分泌
が高度に障害されており、Rim2はKATPチャネ
ルの閉鎖を介したインスリン分泌に重要で
あることが明らかになった。さらに、インス



 

 

リン分泌顆粒を蛍光蛋白で可視化し、全反射
顕微鏡を用いて細胞膜直下に存在するイン
スリン顆粒の数を計測した。すると、KO膵β
細胞株では細胞膜近傍のインスリン顆粒数
が激減していたことから、Rim2は分泌顆粒の
細胞膜へのドッキングに重要であることが
示された（論文投稿中）。さらに、Rim2を含
む KATPチャネル機能複合体と膜電位のセンサ
ーである電位依存性 Ca2+チャネル(VDCC)の相
互作用を明らかにする目的で、VDCCと Rim2
を共発現させ VDCCの活性を電気生理学的手
法により検討したところ、Rim2が VDCCチャ
ネル活性を調節していることが示され、KATP
チャネルと VDCCの機能的な相互作用が示さ
れた。 
 
(2) KATPチャネル非依存性のATPとcAMPの相
互作用の解析 
 
  ①KATPチャネル欠損マウスによる解析 
 申請者は以前、膵β細胞でのATPセンサー
である KATPチャネルを欠損したマウス
（Kir6.2-/-マウス）でもATPとcAMPの両者が
増加した時には、グルコース濃度依存性のイ
ンスリン分泌を惹起できることを見いだし
た（Miki et al., Diabetes, 2005）。そこで、
本研究では、ATPとcAMPによるKATPチャネル
非依存性のインスリン分泌の惹起メカニズ
ムを解析した。この目的で、膵灌流による
種々の分泌実験と電気生理学的実験を行い、
ATPとcAMPがともに増加した際には、ニフル
ム酸感受性のイオンチャネル（現在分子実体
は不明）が活性化され、膜の脱分極を介して
分泌を引き起こしていることが示された。電
気生理学的実験でもニフルム酸存在下では
cAMP依存性グルコース依存性の細胞膜脱分
極が消失した(文献 4)。さらに、このメカニ
ズムを介したインスリン分泌は僅かなグル
コース濃度の変化により惹起されることが
明らかになり、このメカニズムが生理的条件
下で重要な役割を果たしていることが考え
られた。 
 
  ②Epac2欠損マウスによる解析 
膵β細胞の cAMPセンサーである Epac2は
cAMPが結合することにより活性化される。申
請者らは、Epac2の活性化を蛍光共鳴エネル
ギー移動(Fluorescence resonance energy 
transfer、FRET)を用いて解析し、KATPチャネ
ルを閉鎖しインスリン分泌を惹起させるス
ルホニル尿素剤が、Epac2を活性化すること
により、インスリン分泌を惹起することを見
いだした(文献 2)。すなわち Epac2を用いた
FRETプローブを作製したところ、cAMP非存
在下では FRETが起こるものの、cAMPで刺激
すると FRETが消失した。この条件下で、ス
ルホニル尿素剤であるトルブタミドとグリ

ベンクラミドを処置すると FRETが消失し、
Epac2の活性化が示唆された。さらに結合実
験によりEpac2とグリベンクラミドの結合が
示され、Rap1の活性化を指標として、トルブ
タミドおよびグリベンクラミドによる Epac2
の活性化を直接的に確認された。スルホニル
尿素剤のEpac2活性化を介したインスリン分
泌への効果を検討する目的で、Epac2欠損マ
ウスで検討したところ、Epac2欠損マウスで
はスルホニル尿素剤によるインスリン分泌
は減弱していた。これらの結果から、スルホ
ニル尿素剤は ATPセンサーである KATPチャネ
ルを閉鎖するのみならず、cAMPセンサーであ
るEpac2活性化を介してインスリン分泌を引
き起こすことが示された。 
 
 以上の結果から、膵β細胞においては ATP
と cAMPが相互作用することでインスリン分
泌が引き起こされており、この機序には KATP
チャネル複合体であるEpac2やRim2、さらに
膵β細胞のニフルム酸感受性イオンチャネ
ルが寄与していることが明らかになった。 
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