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研究成果の概要（和文）：インスリンの分泌不全は糖尿病の一成因である。膵内分泌組織では複合型開口放出が
抑制されているため、分泌顆粒の動態も分泌を調節する一過程と考えられた。そこで、顆粒動態を定量するため
の手法を、高感度高速共焦点顕微鏡、遺伝子工学的手法、蛍光標識技術などを組み合わせて新規に構築した。細
胞内シグナル伝達の調節剤や細胞骨格の存在様式が、顆粒動態に影響すること、ならびに糖尿病高脂血症を模倣
する実験条件で、顆粒動態と細胞骨格の双方が変化する事実を同定した。

研究成果の概要（英文）：Insulin secretion plays an important role in glucose homeostasis. The 
mobilization of insulin granules is one of the target step in regulating secretion; however, 
techniques for precise quantification of the mobilization process with high spatiotemporal 
resolution remain insufficient. We propose an approach for assessing insulin granule movement based 
on single molecule imaging of insulin granule membrane proteins labeled with Quantum dot fluorescent
 nanocrystals or fluorescence such as TMR. The unique regulatory mechanism associated with insulin 
granule behavior. Pharmacological inhibition of microtubules and the F-actin cytoskeleton revealed 
that microtubule dynamics and F-actin have the roles on insulin granule movement. These cytoskeleton
 regulates insulin granule movement on distinct time scales. Our method provides quantitative 
information regarding insulin granule mobilization and its cytoskeletal dependence.

研究分野：生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インスリンは糖代謝や成長に深く関わる膵ホルモンで、その分泌不全は糖尿病の主成因の一つである。日本にお
ける糖尿病患者数は予備群を含めると2,000万人にのぼる。近年、ゲノムワイド関連解析で糖尿病の疾患感受性
遺伝子が検討され、膵臓の発生や膵β細胞と関連する遺伝子領域が複数報告され、病態へ及ぼす影響が示唆され
る。糖尿病発症時の段階で、食後早期のインスリン分泌不足が確認される患者が多く、分泌の全貌の解明は社会
的にも重要課題であり、本研究は基礎的な知見を提供し、糖尿病治療薬の開発や薬物副反応の解釈にも活用可能
と考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

インスリンは糖代謝や成長に深く関わる膵ホルモンで、その分泌不全は糖尿病の主成因の一つ

である。日本における糖尿病患者数は予備群を含めると 2,000万人にのぼる。近年、ゲノムワイ

ド関連解析で糖尿病の疾患感受性遺伝子が検討され、膵臓の発生やインスリン分泌低下と関連

する遺伝子領域が複数報告された。臨床面では、糖尿病発症時の段階で、食後早期のインスリン

分泌不足が確認される患者が多く、分泌の全貌の解明は社会的にも重要課題である。 

 申請者は膵島でインスリン開口放出を可視化する実験系を立ち上げ(Science 2002 Takahashi 

N et al.)、顆粒同士が細胞内で融合する「複合型の開口放出」が強く抑制されている事実を定量

的に示した(J Cell Biol 2004 Takahashi N et al., Diabetes 2013 Lam PP et al.)。また、膜融合

に関わる SNARE蛋白質(soluble NSF attachment protein receptor)の複合化を蛍光寿命画像法で

調べ、インスリン顆粒膜上の VAMP2 を巻き込む SNARE 複合体形成は、安静時には有意に認

められないことを見出した(Nature Communications 2015 Takahashi N et al.)。すなわち、イ

ンスリン分泌調節においては、SNARE複合体が形成される前段階にあたる過程、すなわち個々

の顆粒が細胞膜直下まで物理的に輸送される過程の重要性が示された。なお、他の内分泌組織

（副腎髄質、下垂体前葉プロラクチン産生細胞）や膵外分泌組織においては複合型開口放出が高

頻度に起きることが知られているため、複合型開口放出の抑制は、インスリン分泌細胞の分泌様

式を特徴づける一つの性質と考えられる。 

 このように顆粒動態の解明は重要課題であるが、細胞の内部における単一顆粒動態を正確に

定量する有効な手法に欠けていた。膵β細胞には 5000個以上におよぶ分泌顆粒が含まれると判

明し、その密度の高さから個別の顆粒を精度高く追跡する技術を立ち上げる必要がある。また、

顆粒の運動を正確に追跡するためには高頻度での画像取得が必要で、撮像条件の最適化が求め

られる。 
 

２．研究の目的 

インスリン分泌調節に重要と目される顆粒動態の解明に向けて 

① 量子ドットを初めとする蛍光技術と高速高感度の共焦点レーザー顕微鏡を組み合わせた独

自の方法で、インスリン顆粒動態の定量実験系を新規に確立する。 

② 顆粒動態と細胞内小器官・細胞骨格・開口放出との関連解析を通して、分泌調節機構の解明

に挑戦し、その過程で超解像化法 SRRF(super resolution radial fluctuation)などの新しい

研究手法の応用可能性を検討する。 

主に上記目的のもとに研究を推進した。 

 

３．研究の方法 

1)新規顆粒動態の計測法の確立： 

量子ドットを活用したインスリン分泌顆粒の標識に着

手した。量子ドットのモル吸光係数は EGFPの 50倍と大

きく、褪色に抵抗性を示す。したがって、反復励起が可能

となり、高速画像取得(50 ms/画像)においても長期間顆粒

位置を追跡が可能と見込まれた。また、位置精度も 6 nm

と高い。そのため、顆粒動態に関する各種パラメター(平均

二乗変位、拡散係数など)を正確に求められる。蛍光強度は

明るいため細胞や組織標本の深部(~20 μm)の情報が得られる。 



加えて、量子ドットの励起光スペクトルと蛍光スペクトルの間のストークスシフトが大きく、

スペクトル特性から同時多重染色に適する。そのため、細胞骨格や細胞内小器官等との二重染色

を通して相互の位置関係が実時間解析できる。 

インスリン顆粒を標識するために、インスリン顆粒膜に発現するタンパク質（ZnT8や phogrin）

ならびにインスリンを HaloTag で標識する遺伝子発現ベクターを作成した。インスリン細胞株

には lipofection で導入し、膵島クラスター標本にはアデノベクターを用いて導入した。 

量子ドットによる標識においては、市販のサクシニミジルエステル化された HaloTag リガン

ドと、QdotITK amino (PEG)を反応させ、HaloTagリガンドと量子ドットの複合体を作製した。

インスリン顆粒膜タンパクを HaloTag 標識する発現ベクターを INS-1 細胞に遺伝子導入し 24

時間後にこの複合体を電気穿孔法で導入し、HaloTag との共有結合を介してインスリン顆粒膜

細胞を蛍光標識した。RPMIで 5時間培養後に単分子観察した。 

一方、初代培養標本となる膵島クラスター標本には、蛍光標識 HaloTag リガンドを用いた。

発現ベクターを遺伝子導入した翌日、市販の細胞膜透過性色素 (oregon green OG, 

tetramethylrhodamine TMR 等) 付き HaloTag リガンドを細胞外液に添加して、HaloTag と

の間に共有結合を作らせインスリン顆粒膜やインスリン顆粒内を蛍光標識した。 

 

2)超解像化法を併用した解析：  空間解像度約 70 nmの SRRF法を用い EGFP-tubulin 

や lifact-EGFP 等を発現させたインスリン分泌細胞において、微小管・アクチンなどの細胞骨

格の画像化も行った。空間的、時間的な蛍光強度の相関を計算することで、光学解像を上回る解

像で微細観察を行った。 

 

3)各種刺激による変化の観察：グルコース刺激や細胞骨格の脱重合促進ならびにその抑制が、イ

ンスリン分泌顆粒の動態にいかなる影響を与えるか明らかにする。高速共焦点顕微鏡観察(オリン

パス IX-81、100倍対物レンズ NA1.4、488nm/532nm励起、1~20枚/秒、30-32 ℃)にて断層画像

を取得し、変化の定量化に用いることのできるパラメターを検討した。 

 

４．研究成果 

1)インスリン顆粒膜細胞を HaloTag で標識する遺伝子ベクターの構築を行った。続いて、本課題

の分担研究者 畠山裕康博士が INS-1 細胞への遺伝子導入条件や電気穿孔法の条件を検討するこ

とにより、量子ドットでインスリン顆粒を疎に標識することが可能

となり、単一蛍光分子の追跡を行うことに成功した。蛍光分子で標

識された顆粒には素早く動くものと、ほとんど動かないものがあ

り、平均二乗変位の経時変化には大きな違いがあった。なお、対照

実験として HaloTag 標識ベクター非発現細胞にも量子ドットを導

入し、動態を比較したところ、両者は明らかに異なる挙動を示す事

実を確認した。画像解析プログラムも立ち上げ、平均二乗変位の経

時変化を示し、短期間の挙動を示すパラメターD（0.3 秒分）と長

期間の挙動を反映するパラメターα（10 秒）に分けて評価するこ

とにした。  

 

2)続いて微小管の安定化と不安定化が及ぼす影響について、平均二乗変位を指標に定量的に検

討した。nocodazole を用いて微小管を不安定化させた場合、Paclitaxel を用いて微小管を安定

化させた場合、ともに 1)のパラメターのうち長期の挙動を示すαのみが優位に低下した。Dは不

変であった。この実験結果から、インスリン分泌顆粒の動きを維持するにあたり、微小管は安定



に存在することではなく、重合と

脱重合がダイナミックに起きてい

ることが必要であると推論した。

日本生理学会、日本糖尿病学会、日

本内分泌学会などで複数回学会発

表を行い、論文投稿中である。な

お、これらの薬剤投与がインスリ

ン分泌量に与える影響（Glucose 3 

mM、 11 mM、 17 mM）についても

ELISA に て 検 討 し 、 中 で も

Paclitaxel による高濃度グルコー

スにおける作用を同定した。 

 

3)アクチン細胞骨格についても検

討を進めた。この実験は INS-1 細胞において insulin-Halotag 発現ベクターを導入し、蛍光標

識した HaloTag リガンドを投与することによる顆粒内蛍光標識で実施した。2種類のアクチン重

合阻害剤の作用を調べた結果、F-actin を消失させる Latrunculin B を投与した場合にはイン

スリン顆粒の動きが促進され、逆に F-actin を安定化させる Cyatochlasin D を投与した場合に

は、インスリン顆粒の動きが抑制された。すなわち同じ脱重合阻害剤であっても相反する作用が

示された。この検討において F－actin を lifeact-EGFP で可視化すると、一方の阻害剤では線

維状アクチンの消失、他方の阻害剤は線維状アクチンの安定化（肥厚）が認められ、アクチン線

維が顆粒動態に与える生理機能について新たな考察が進められた。これら 2種の阻害剤の他、複

数の調節剤についても検討が行われ、日本生理学会や生理学東京談話会、糖尿病学会にて発表し

た。 

 

4)高グルコース・高パルミチン酸長期投与の影響を検討した。糖尿病、高脂血症のモデルと考え

られる。培養液に添加後 20 時間後の観察にて、インスリン顆粒動態の抑制が見出された。同条

件で、Tubulin-EGFP や Lifeact-EGFP の動態を超解像法 SRRF で検討した。双方に有意な変化が

認められ、インスリン顆粒動態の抑制ならびに分泌量低下機序の一部を説明すると考察してい

る。 

 

5)膵島初代培養クラスター標本においてもインスリン分泌顆粒の動きを検討する実験系の立ち

上げを行った。Insulin-Halotag を発現するアデノベクター構築精製系を研究室内で樹立するこ

とに成功した。膵島クラスター標本に用いることで多数の点状蛍光を認め、その大きさの分布は

インスリン免疫染色による点状構造の直径分布と合致した。画像取得条件を最適化した結果、イ

ンスリン顆粒は 1-2 枚/秒の間隔となり、各種条件における顆粒運動評価パラメターにつき検討

を重ねた。グルコース刺激やインスリン分泌に関わる様々なシグナル伝達系の刺激剤・抑制剤の

効果を認めることができ、検討を進めている。 
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