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研究成果の概要（和文）：インスリン分泌における温度因子と形態因子がインスリン分泌に密接

に関連していることが、3 次元β細胞塊における TRPM2 及び Cx36 knockdown 実験において

明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：The effect of temperature and morphology on insulin secretion has 
been shown using either TRPM2 or Cx36 knockdown pseudoislets. 
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１．研究開始当初の背景 
膵β細胞からのインスリン分泌を刺激する
物質は、消化管ホルモン、神経伝達物質、薬
剤など種々存在するが、中でも栄養素である
グルコース及びアミノ酸は単独で最大分泌
刺激となりうることが知られている。特にグ
ルコースによるインスリン分泌刺激様式は
惹起（triggering）と増強（augmentation）
という二つの概念で捉えられ、これは膵灌流
や遊離ラ氏島でのペリフュージョン系で観
察される高濃度グルコース刺激による二相
性インスリン分泌の第一相（急速に増加して
いったん減少する-triggering）と第二相（再
びゆっくり増加し刺激が続く限り持続する
-augmentation）に相当すると考えられてい
る。インスリン分泌のtriggeringは、グルコ
ース刺激のみならず、脱分極刺激、スルホニ

ルウレア（SU）剤などの薬剤で再現でき、細
胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）の増加に依存
した現象として説明できる。これに対し、
augmentationはいったん惹起されたインス
リン分泌を増強する機構で、 [Ca2+]i変化とは
解離しており、[Ca2+]iが増加した状態でさら
にCa2+の作用を増強するようなメカニズム
が関与していると推察される。しかしながら、
依然としてグルコースやアミノ酸刺激によ
る二相性インスリン分泌の詳細なメカニズ
ムは不明である。これまでインスリン分泌シ
グナルの研究は単層の単一細胞レベルで室
温または 37℃にて行われてきた。一方、イン
スリン分泌様式研究は三次元細胞塊を形成
した膵灌流や遊離ラ氏島でのペリフュージ
ョン実験系を用いて 37℃、5%CO2 条件下に
て行われている。互いに異なる形態や方法論



を用いて研究が進められているため、分泌シ
グナルと分泌を直接相関させて説明できて
いないこともその要因の一つである。近年、
分泌第二相におけるcAMP介したATP感受性
K+チャネル非依存性メカニズムが提唱され
ており、Holzらは、以前にそのメカニズムの
一つとしてチャネルの同定にまで至ってい
ないがGLP-1よるcAMP及びCa2+調節性の陽
イオンチャネルの活性化を報告している
(J.Biol.Chem 270:177749-57,1995)。また、
cADPriboseはカルシウム動員作用を持ち、
NADからの生成酵素であるCD38も膵β細胞
膜に存在する(Takasawa et. al. Science:259 
370-373,1993)ことから、一旦は重要なイン
スリン分泌シグナルとして注目されていた
が実験の再現性の点でその存在が疑問視さ
れていた。ところが、最近、富永らはラ氏島
膵β細胞に存在するTRPM2 チャネルが温度
依存性（35-37℃）を持ちかつcADPriboseに
より相乗的に調節されて最大開口確立とな
るCa2+透過性陽イオンチャネルであること
を報告した（EMBO J 25:1804-15,2006）。以
上の事実を考えると合わせると、温度依存性
cADPribose作動性TRPM2 チャネルは分泌
第二相におけるATP感受性K+チャネル非依
存性メカニズムの分子実態の一つとして考
えられる。また、申請者らが、インスリン産
生細胞株やラット膵β細胞においてライブ
セルイメージングの手法を用いてインスリ
ン分泌シグナルに関してこれまでに得た知
見とラットのラ氏島インスリン分泌実験の
結果から、膵β細胞における高濃度グルコー
ス刺激によって少なくとも１） Ca2+ 、
DAG(Diacylglycerol)、及びcAMPが惹起され
ることがインスリン分泌第二相の形成に必
要である。２）更にインスリン開口胞出時に
おける細胞膜近傍でのこれら分泌シグナル
の変化、特に細胞膜近傍のCa2+変化が重要で
あり、またisoform選択的なPKC活性化も鍵
となると考えている(J. Biol. Chem. 278: 
9896-9904, 2003, J Physiol 561: 133-147, 
2004, J. Biol. Chem. 281: 28499 - 
28507,2006)。生体では膵β細胞はギャップ
結合(connexin36)にて細胞同士が連絡した状
態で三次元細胞塊を形成してラ氏島の中心
部に存在する。このような形態形成がグルコ
ースによるインスリン分泌シグナル及び分
泌機能に重要であろうことは想像に難くな
い。そこで、上記観察事実からグルコースを
はじめとした栄養素による二相性インスリ
ン分泌メカニズムの詳細な解明を目指すに
は、複数のパラメータを考慮して少なくとも
以下の 3点を実現できる実験系が必要である
との着想に至った。１）まず、温度要因を加
味した 37℃、5%CO2 の培養環境下であるこ
と。２）次に三次元細胞塊を形成したインス
リン産生細胞株を用いる。pseudoisletを実験

に用いることは、単層単一細胞群より形態的
にも機能的にも本来のラ氏島中の膵β細胞
群に近く、しかもラ氏島の他の細胞の影響を
除外できる利点持っている。従来の研究から
インスリン産生β細胞株は培養条件下では
単層で存在するよりも、三次元細胞塊を形成
することにより細胞間交通の役目を果たす
ギャップ結合が形成され情報伝達同期性が
増加しインスリン分泌におけるグルコース
反応性も高まるという報告がある(Diabetes 
48:1402-1408,1999;  Endocrinology 
145:667-678,2006)。従って、単層細胞集団で
はなく形態的にも機能的にも本来のラ氏島
の中の膵β細胞群に近いpseudoisletにて分
泌シグナルと分泌の両者を測定できること。
さらに３）インスリン分泌には、複数の情報
伝達系が関与しており同時に複数の情報伝
達シグナルの時空間変化を検討できること。 
２．研究の目的 
本研究の目的は、上記実験条件を実現した上

の方法 
の高いインスリン産生細

で高濃度グルコース刺激によるインスリン
分泌シグナルと分泌の両者に分泌モジュレ
ーターとしての温度因子と形態因子とがど
のように関係しているかを解析することに
ある。 
３．研究
グルコース反応性
胞でCx36 を発現しているMin6 細胞をモデル
細 胞 と し て 以 下 を 検 討 す る (Diabetes 
52:417-424,2003)。①室温及び培養条件下で
単層細胞群と偽ラ氏島形態において高濃度
グルコース刺激によりインスリン分泌シグ
ナルのセカンドメッセンジャーであるCa2+、
DAG(Diacylglycerol)、及びcAMPが惹起され
るかどうか。②これらシグナルパターン及び
インスリン分泌は温度及び形態因子により
違いがあるかどうかを検討する。蛍光プロー
ブ：【Ca2+センサ】細胞内カルシウム濃度
（[Ca2+]i）モニタのために、Ca2+感受性色素
fura-2 またはCa2+感受性蛍光タンパクである
yellow cameleon (YC)3.6 を用いる。（理研宮
脇博士より供与）【cAMPセンサ】exchange 
protein directly activated by cAMP(epac)
の cAMP binding domainの両端にCFPとYFPを
融合させたタンパクを用いる(epac-camps; 
Würzburg大学Lohse博士より供与)。このcAMP 
センサはcAMP結合時にCFPとYFPの分子内
FRET(fluorescence resonance energy 
transfe )が解消し両者の蛍光強度変化を惹
起する(J.Biol.Chem 279:37215-37218)。【DAG 
センサ 】PKCγのDAG binding C1 domainと
mRFP(C1-mRFP) ま た は PKC の 基 質 で あ る
myristoylatedalanine-rich C kinase 
substrate（MARCKS）-GFPを用いる。装置及
び測定：

r

単層細胞群：単層細胞 に いて同
時に３つのセカンドメッセンジャーを測定
するために我々の開発した低倍の対物レン

群 お



ズを用いたプリズム式全反射照明蛍光顕微
鏡（TIRFM）を用いる。 
 
４．研究成果 
インスリン産生細胞にはTRPM2チャネル

発現していることを電気
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