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研究成果の概要（和文）：グルコース刺激よる膵β細胞からのインスリン分泌は２相性を示す。
２型糖尿病では第１相が著しく低下していることから、２相性インスリン分泌機構の解明は２
型糖尿病の予防、治療法の開発のためにも非常に重要な課題であるが、不明な点が多く残されている。本研
究では全反射蛍光（TIRF）顕微鏡システムに共焦点レーザー蛍光(Confocal)顕微鏡システムを合体させた新規シス
テム(TIRF-Confocal-Hybrid microscopy)を主に用いて２相性インスリン分泌におけるインスリン顆粒動態の可視
化解析を行ない、以下の研究成果を得た。 
(1)インスリンは PI3K 活性を介して細胞膜表面の TrpV2 量を増加させることにより、Ca2+応答
潜時を短縮し、第１相インスリン開口放出を促進的に制御する。 
(2)Gαo は形質膜へのインスリン顆粒のドッキング、および放出可能な状態となるプライミン
グ過程を制御することにより、第１相インスリン開口放出を抑制性に調節している。 
(3)２型糖尿病感受性遺伝子 CDKAL1 の遺伝子産物 CDKAL1 は CDK5 以外の経路を介して、ATP 生
成、KATPチャネルの応答性、細胞内 Ca2+上昇を促進することにより、第１相インスリン開口放出
を促進的に制御する。 
(4)第２相インスリン開口放出を担う newcomer インスリン顆粒はアクチンネットワーク層内に
貯蔵されており、顆粒とアクチンとの相互作用に Myosin Va が関与することで newcomer 顆粒の
細胞内輸送が制御されている。 
 
研究成果の概要（英文）：Insulin is stored in pancreatic β cell granules, and released 
biphasically by the exocytotic mechanism induced by nutrient glucose. In order to reveal 
the molecular mechanism of biphasic insulin granule exocytosis, we utilized a newly 
innovated imaging technique, TIRF-Confocal-Hybrid imaging system. Our results showed that 
there are two pools of insulin secretory granules docked at the plasma membrane and existed 
in the cytosol located ~500 nm from the cell surface. TIRF-Confocal-Hybrid imaging revealed 
that glucose stimulation evoked the translocation of insulin granules from inner pool 
to the plasma membrane, and fusion of granules with cell membrane was occurred after 
reaching the cell surface. Furthermore, the experiments using recombinant adenovirus 
encoding actin-EGFP treated βcells showed the close association of insulin granule 
intracellular movement with actin-network. Thus, TIRF-Confocal-Hybrid imaging is a valuable 
technique to reveal the mechanism of intracellular vesicle trafficking. 
 
交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,600,000 480,000 2,080,000 

２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２０１０年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

総 計 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

 

 

機関番号：３２６１０ 

研究種目：基盤研究（Ｃ） 

研究期間：2008～2010   

課題番号：２０５７０１８９ 

研究課題名（和文） ２相性インスリン開口放出機構のイメージング解析 

                     

研究課題名（英文） Mechanisms of biphasic insulin granule exocytosis by  

imaging technique 

 

研究代表者 

今泉 美佳（MICA OHARA-IMAIZUMI） 

杏林大学・医学部・准教授 

研究者番号：４０２０１９４１ 



研究分野：医歯薬学 

科研費の分科・細目：基礎医学・病態医化学 

キーワード：インスリン分泌、開口放出、糖尿病、全反射顕微鏡、細胞内トラフィック 
 
１．研究開始当初の背景 
 インスリンはβ細胞内の分泌顆粒（インス
リン顆粒）に貯蔵されており、グルコースに
応答して開口放出によって細胞外へ分泌さ
れる。このインスリン分泌は２相性に起こる
ことが知られているが、２相性分泌の分子機
構は未だ解明されてはいない。２型糖尿病で
は第１相分泌の著しい低下を特徴とするイ
ンスリン分泌不全を呈しているため、２相性
インスリン開口放出の分子機構解明は２型
糖尿病を予防し、新たな治療法を開発するた
めにも早急に解決すべき課題である。私達はイ
ンスリン開口放出機構解明には可視化解析法が強力
な研究手段と考え、GFP標識インスリン顆粒システム
とTIRF 顕微鏡を組み合わせたインスリン分泌顆粒動
態の形質膜 TIRF 可視化解析法を確立した(J. Biol. 
Chem. 2002；Biochem. J., 2004)。この解析法により、
まず初代培養膵β細胞において第１相のインスリン
開口放出は主に予め形質膜にドッキングしている顆
粒(previously docked granules)からのフュージョン
であり、第２相は細胞質から形質膜へ新たに移動した
顆粒(newcomers)からのフュージョンであること、ま
たインスリン分泌第１相は形質膜 SNARE 蛋白
質である syntaxin1A 依存性であり、第 2 相
は Synt1A 非依存性であることから、分泌第 1
相と第 2相におけるインスリン開口放出は全
く異なった分子機構から構成されているこ
とを明らかにした (J. Cell Biol., 2007)。しか
し以上の結果は形質膜でのインスリン顆粒動態解析
に基づいたものであり、顆粒の貯蔵からフュージョン
までの開口放出全容を明らかにするためには、形質膜
だけを観察する通常のTIRF 顕微鏡だけでは限界があ
り、より細胞内部まで同時に観察可能な顕微鏡システ
ム が 必 要 で あ る 。 そ こ で 私 達 は
TIRF-Confocal-Hybrid 顕微鏡を開発した。こ
の顕微鏡は従来の TIRF 顕微鏡と異なり、細
胞の形質膜近傍を TIRF 観察、細胞内部を
confocal 観察することで、細胞全体の観察を
行う事ができ、すなわち、顆粒の貯蔵からフュ
ージョンまでの２相性インスリン開口放出全容
の観察に適した顕微鏡システムである。 
 
２．研究の目的 
  新規TIRF-Confocal-Hybridシステムを用いた分泌
顆粒の動態解析により、１)インスリン分泌第１相、
第2相それぞれの開口放出経路の構成過程を明確にす
る。２)インスリン顆粒と開口放出調節分子を同時に
可視化解析し、2相性開口放出の各過程での調節分子
群の制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) インスリン-GFP で顆粒を標識した膵β細胞を

TIRF-Confocal-Hybrid顕微鏡下に置き、グルコースに
よる分泌刺激を行う。分泌第１相、第2相における分
泌顆粒の動態を時間的、空間的に解析し、細胞質内部
での分泌顆粒の貯蔵状態から顆粒膜と形質膜とのフ
ュージョン/インスリン開口放出に至る各々 の過程の
顆粒動態の実態を明らかにする。 
(2) 調節分子のfull length, dominant negative 体
の過剰発現、又はその分子の特異抗体、阻害剤、siRNA
を導入したβ細胞、あるいは調節分子欠損マウスから
調製したβ細胞の分泌顆粒動態を解析し、正常β細胞
と比較検討することにより、２相性開口放出の各過程
に働く特異的な調節分子を明確にし、その調節機構を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)グルコース刺激におけるβ細胞膜直下の
Ca2+上昇と２相性インスリン顆粒開口放出の
関係を明らかにする目的で、GFP ラベルした
インスリン顆粒の開口放出と Fura Red によ
る Ca2+イメージングの同時測定を行なった。
高グルコース刺激の分泌第１相では [Ca2+]i
の急激な上昇に伴って previous docked 
granules からのフュージョンが主に見られ
たが、一方、第２相では[Ca2+]i は緩徐に減少
し、newcomers からのフュージョンが観察さ
れた。高 KCl 刺激では急激な[Ca2+]i 上昇に伴
う previous docked granules からのフュー
ジョンが見られ、低 KCl 刺激では緩徐な
[Ca2+]i 上昇に伴う newcomers からのフュー
ジョンが選択的に観察された。このようにグ
ルコースによる２相性[Ca2+]i 上昇パターン
がフュージョンする顆粒のタイプを決定し
ていることが示唆された。 
(2) 分泌第２相における顆粒の貯蔵から形
質膜への輸送機構を明らかにする目的で、β
細胞内 insulin顆粒(GFP)と actin (mCherry)
を同時可視化し, 4D 解析を行った所、形質膜よ
り約 500nm 内部に顆粒プール(reserve pool)
があり,分泌第２相では reserve pool より供
給された顆粒からの開口放出が観察された。
Actin network は reserve pool を保持し、刺
激により重合/脱重合による動態変化起こし,
脱重合された領域で形質膜へ顆粒が輸送さ
れていた。また顆粒とアクチンとの相互作用
に myosinV が関与していた。以上の結果より
actin 重合/脱重合の空間的制御が第２相分
泌を調節していることが示唆された。 
(3) 膵β細胞は刺激に応じてインスリンを
分泌すると同時に、インスリン受容体を介し
てインスリンを受容し PI3K を活性化してい
る。インスリンによる膵β細胞からのインス
リン分泌制御機構を明らかにする目的で、膵



β細胞からのインスリン分泌における PI3K
の役割について検討を行った。膵β細胞およ
び Min6 細胞をインスリン処理するとグルコ
ース刺激開始から開口放出応答および細胞
内 Ca2+応答までの潜時が PI3K 活性依存的に
短縮された。Ca2+透過性チャネルである TrpV2
の細胞膜上における量がインスリン処理に
より PI3K 活性依存的に増加した。TrpV2 阻害
剤処理および RNA 干渉(RNAi)により TrpV2 タ
ンパク量を減少させた MIN6 細胞ではインス
リン処理による開口放出応答潜時の短縮は
観察されなかった。以上の結果より、インス
リンはPI3K活性を介して細胞膜表面のTrpV2
量を増加させることにより、Ca2+応答潜時を
短縮し、第１相インスリン開口放出を促進的
に制御していることがわかった。 
(4) CDKAL1遺伝子の変異は第１相インスリン
分泌障害を介して、２型糖尿病の一要因を成
していると考えられるが、その分子機構は不
明である。本研究では、CDKAL1 ノックアウト
(KO)マウスにおけるインスリン分泌機構を
解析した。KOβ細胞では第１相インスリン開
口放出の低下が見られ、グルコース刺激に対
する細胞内 Ca2+上昇の遅延、KATPチャネルの応
答性の低下、ATP 生成の低下が観察された。
一方、KO 細胞における CDK5 活性は、野生型
細胞との間で違いは認められなかった。以上
の結果より、CDKAL1 は CDK5 以外の経路を介
して、ATP 生成、KATPチャネルの応答性、細胞
内 Ca2+上昇を促進することにより、第１相イ
ンスリン分泌をコントロールしていること
が明らかとなった。 
(5) 膵β細胞からのインスリン分泌は百日
咳毒素(PTX)処理により増強されること、ま
た膵β細胞には Gαo が多量に局在している
ことから、Gαoがインスリン分泌を抑制性に
調節していることが以前から示唆されてき
たが、その分子機構は不明であった。本研究
では膵β細胞特異的 Gαo ノックアウト(KO)
マウスにおけるインスリン分泌機構を解析
した。膵β細胞特異的 Gαo KO マウスにおい
ては、ランゲルハンス氏島の形態に変化が見
られなかったが、グルコース応答性インスリ
ン分泌の有意な上昇が in vivo および単離ラ
ンゲルハンス氏島において観察された。Gαo 
KO β細胞における電子顕微鏡解析および全
反射蛍光(TIRF)顕微鏡解析結果では、形質膜
にドッキングしている顆粒(previously 
docked granules)の増加、また previously 
docked granules のフュージョン効率の増加
が認められ、その結果、インスリン分泌第１
相の増加が観察された。以上の結果より、G
αo は形質膜へのインスリン顆粒のドッキン
グ、および放出可能な状態となるプライミン
グ過程を制御することにより、分泌第１相を
抑制性に調節していることを明らかにした。 

(6) TIRF-Confocal-Hybrid 顕微鏡システム法

を他のグルコース応答性分泌細胞に応用す
る試みとして、腸内分泌細胞株 STC-1 細胞内
の GLP-1 顆粒動態の可視化解析を行った。
Venus を 融 合 し た human growth 
hormone(hGH-Venus)を STC-1 細胞に発現させ
ることで GLP-1 顆粒を特異的に標識し解析し
たところ、GLP-1 顆粒の一部は、予め形質膜
にドッキングしており(previously docked 
granules)、高グルコース刺激を行うと、
GLP-1 顆粒開口放出が２相性に観察された。
すなわち、第１相では previously docked 
granules と細胞内部から供給されて形質膜
上に短時間ドッキングした顆粒(newcomers)
からのフュージョンが見られ、その後の第２
相では newcomers からのフュージョンが観察
された。膵β細胞でも高グルコース刺激によ
り、２つのタイプの顆粒(previously docked 
granules と newcomers）から２相性の開口放
出が観察されることから、２つのタイプの顆
粒が担う２相性開口放出は内分泌細胞にお
けるグルコース応答性ホルモン分泌に共通
のメカニズムであることが示唆された。 
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