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研究成果の概要（和文）：血糖値抑制ホルモンであるインスリンとガウシアルシフェラーゼ（発光酵素GLase）
の融合タンパク質を定常発現する膵β細胞株（iGL細胞）を用いて新たなインスリン分泌解析法の研究を行っ
た。生物発光イメージング解析により、細胞外基質マトリゲルへのiGL細胞の接着が周期性インスリン分泌の可
視化解析に有用であることを示した。また、希釈マトリゲルでコーティングしたプレートを用いることで、ルミ
ノメーターによる発光測定系でグルコース応答性インスリン分泌を解析する最適な実験条件を確立した。また、
GLaseを用いてインスリン分泌を促進するオステオカルシンの分泌動態を可視化した。

研究成果の概要（英文）：We developed a new method for analyzing insulin secretion using a pancreatic
 β-cell line (iGL cells) that stably expresses a fused protein of insulin to Gaussia luciferase 
(GLase), a bioluminescent enzyme. Bioluminescence imaging analysis demonstrated that the adhesion of
 iGL cells to the extracellular matrix (Matrigel) is suitable for visualizing synchronized insulin 
secretion among clustered cells. Additionally, by using a plate coated with diluted Matrigel, we 
established optimal experimental conditions for analyzing glucose-stimulated insulin secretion using
 a luminometer. Furthermore, we visualized the secretory dynamics of osteocalcin, which promotes 
insulin secretion, using GLase.

研究分野： 生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マトリゲルコートしたマルチウェルプレートに播種したiGL細胞を用いることで、生物発光イメージング法によ
り細胞間で同調する周期性インスリン分泌動態を安定して解析することが可能となり、糖尿病の発症機構を研究
する有用な解析系を提供することができた。また、ルミノメーターによる高感度な発光測定法では、インスリン
分泌量を簡便かつ安定して解析することが可能となった。本研究成果は、糖尿病関連の創薬研究において特に有
用と考えられる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）歯周病と増悪関係にある２型糖尿病の予防と治療は、歯科医療に深く関わる。２型糖尿病
ではインスリン抵抗性とインスリン分泌障害が問題となるが、特にインスリン分泌障害の発症
機序は、ほとんど不明である。インスリンは、膵島β細胞から拍動性に分泌され、食後 1-2 時間
でインスリン血中濃度が高まり血糖値が抑制される。このとき、インスリンの血中濃度は、十数
分程度の間隔で振動する（オシレーション）。正常なオシレーションは、インスリン受容体シグ
ナル伝達を持続させ、インスリン抵抗性を抑制すると考えられる。糖尿病の発症過程でオシレー
ションが破綻することから、血中インスリン濃度の周期変動機構の解明は、糖尿病治療薬の開発
で極めて重要と考えられる。 
インスリンは膵島β細胞から拍動性に分泌され、β細胞間と個々の膵島間の同調により周期性
インスリン分泌が起こり、血中インスリン濃度が周期変動すると考えられる。インスリン分泌量
は主に ELISA で解析されるが、プレートの繰り返し洗浄操作が煩雑で実験時間が長く、試薬キ
ットが高価であり、周期性分泌の変動を解析する上では多くの手間とコストを要する。また、蛍
光プローブを用いた細胞内 Ca2+濃度の周期変動は多くの報告がある一方で、インスリン分泌量
自体を簡便に計測および可視化する手法がこれまでに無く、周期性インスリン分泌動態とその
制御機構の大部分は不明であった。 
 
（２）我々はこれまでに、生細胞における「分泌タンパク質の生物発光イメージング法」を独自
に開発してきた。本手法は、分泌型ルシフェラーゼ（酵素）がルシフェリン（発光基質）を含む
培養液に分泌された瞬間に起こる酵素反応の微弱発光を、外部光を遮断した高感度カメラ顕微
鏡システムで可視化する。この原理により本手法は、単一生細胞の全細胞表面を解析できる上に、
細胞塊全体の解析も可能であり、細胞外のタンパク質を特異的に検出して画像上の発光強度か
ら分泌量の変動を解析できる。分泌経路で高い発光活性を示すガウシアルシフェラーゼ
（Gaussia luciferase: GLase）は最適なレポーターであり、各種タンパク質の分泌動態と細胞表
面局在を報告してきた。これまでに、インスリンと GLase の融合タンパク質（Insulin-GLase）
を発現させた膵β細胞株と単離ラット膵島で、グルコース刺激による周期性インスリン分泌動
態を可視化した（図 1）<文献①>。また、膵島と
同様の周期性インスリン分泌を特長とする
Insulin-GLase 定常発現膵β細胞株である iGL細
胞を樹立し、分泌動態の可視化に加えて、ルミノ
メーター測定による簡便なインスリン分泌解析を
実現した<文献①>。iGL 細胞を播種する細胞密度
および培養日数を検討した結果、周期性インスリ
ン分泌の細胞間同調性が高まる高密度培養および
長時間培養条件で、細胞あたりのグルコース応答
性インスリンの分泌量と応答率が大きく増大する
ことから、細胞間接着によるインスリン分泌の同
調が細胞集団での周期的なインスリン分泌の周期
変動を生み出すことは、インスリン分泌量の増大
に重要であることを示唆した<文献①>。これらの
結果から、糖尿病における血中インスリン濃度の
周期変動の消失は、インスリン分泌量の減少に繋
がる可能性が考えられた。 
 
（３）iGL 細胞を用いたルミノメーター測定による発光活性測定においては、細胞の洗浄操作が
煩雑である上に、iGL 細胞のカルチャープレートへの接着性が弱く、洗浄操作をゆっくり丁寧に
行わないと細胞が剥離してしまう問題があり、創薬スクリーニングに応用する上で大きな障壁
となっている。特に、長時間培養下では細胞間の接着性が高まる一方でプレートへの接着性が大
きく低下する。また、インスリン分泌量の増大 iGL 細胞を用いた発光活性測定法が、ELISA に
よる従来の吸光度測定法と比較して、どれだけの定量性や相関性があるか不明なままである。ル
ミノメーターを用いたルシフェラーゼ発光測定法の感度の高さ、簡便性、および低コストの利点
を活かして、糖尿病研究におけるインスリン分泌解析に応用するためには、細胞の接着性を確保
し、細胞洗浄操作を容易にする必要がある。また、生物発光イメージング法による周期性インス
リン分泌の可視化解析を糖尿病研究へ応用していく上でも、ルミノメーターを用いた発光測定
法の改良は Insulin-GLase をプローブとした解析手法の両軸として発展させる上で重要である。 
 
２．研究の目的 
（１）これまでの研究より、細胞間で同調した周期性インスリン分泌は、グルコース応答性イン
スリン分泌における分泌量と応答率の両方の増大に重要であると考えられる。最初に、細胞の接
着性を高める各種コーティング処理を施した培養ディッシュを用いて、周期性インスリン分泌
動態を簡便に可視化できる iGL 細胞を用いた生物発光イメージング解析を行うことで、周期性
インスリン分泌動態への影響を明らかにする。 
 



（２）発光イメージング解析で得られた結果に基づき、iGL 細胞を用いたルミノメーターによる
発光測定解析を行うことで、グルコース応答性インスリン分泌を解析する上で有用な細胞接着
を高めるコーティング処理の解析を行う。最適なコーティング処理を決めた上で、細胞密度、培
養時間、細胞洗浄回数を最適化し、従来よりも簡便な操作法でルミノメーターを用いたインスリ
ン分泌解析系を確立し、糖尿病研究への応用性を高める。 
 
（３）新規インスリン分泌実験系の構築に向けた取り組みとして、細胞系としては、iGL 細胞に
対してより接着性の高い Insulin-GLase 発現細胞株の樹立を試みる。また、より生理的な遺伝
子発現条件でインスリン分泌を発光測定できる解析系の構築を目指す。手法としては、生物発光
イメージングによるインスリン分泌動態可視化による解析法を発展させるため、蛍光イメージ
ングとの組み合わせなど、新たな解析法の確立に取り組む。 
 
３．研究の方法 
（１）膵β細胞株の接着を高めるために汎用されているポリ D リジン、iGL 細胞の親株である
INS-1E での報告実績のあるポリ L オルニチン、単離ラット膵島での接着に使用したマトリゲル
について、生物発光イメージング解析ではガラスボトムディッシュ、ルミノメーターを用いた発
光測定解析ではマルチウェルプレートにコーティング処理を施し、iGL 細胞を比較的高密度で
播種して 1〜3 日間培養した後、インスリン分泌の解析を行った。マトリゲルについては、コー
ティング処理での操作性とイメージングでの焦点の合わせやすさ、およびコストを考慮して、他
の細胞で使用実績のある 8 倍希釈した溶液を用いた。 
 
（２）生物発光イメージング解析は、水冷 EM-CCD カメラを備えた発光顕微鏡システムを用い
た。EM-CCDカメラの感度設定をEMゲイン最大およびフォトンイメージングモードON（Level 
1）とすることでピクセル解像度を維持しながら、グルコース刺激した iGL 細胞からの Insulin-
GLase の分泌動態を可視化し、露光時間 500 ms/frame で 20 分間発光ビデオ画像を取得した。
このビデオ画像の発光強度変化に基づきグルコース応答性インスリン分泌の周期性を解析した。 
 
（３）ルミノメーターを用いた発光活性測定解析では、各種コーティング処理を行った 12 ウェ
ルプレートに iGL 細胞を播種し、1〜3 日間培養した後に、細胞の洗浄を行い、低グルコース条
件の KRH バッファーで 1 時間処理した後、再び細胞を洗浄し、低グルコースおよび高グルコー
スで１時間培養し、培養上清に含まれる Insulin-GLase の発光活性をルミノメーターで測定し
た。このとき、発光基質セレンテラジン添加直後の 0.1 秒あたりの発光最大値を、インスリン分
泌量の指標とした。 
 
４．研究成果 
（１）各種コーティング処理を行ったガラスボトムディッシュ用いて iGL 細胞を高密度で 3 日
間培養した結果、ノンコートのディッシュと比較して、8 倍希釈したマトリゲルコートのディッ
シュでは、1 日目から細胞が敷石状に広がり、接着性が高いと考えられた。一方、ポリ D リジン
では、ロット間で接着性に差があり、細胞毒性が強く出る場合があった。3 日間培養でノンコー
トおよびポリ D リジンでは細胞が集まり始め、7 日間以上の培養では膵島様のスフェロイドが
形成され始めた。一方、希釈マトリゲルコートでは 3 日間培養でノンコートのポリスチレンデ
ィッシュと同等に敷石状に広がる接着が維持された。なお、ポリ L オルニチンコートは接着性
および細胞毒性の両面で、iGL 細胞の培養には適さないと考えられる結果となった。 
 
（２）希釈マトリゲル、ポリ D リジン、またはノンコートのガラスボトムディッシュで iGL 細
胞を 3 日間培養して生物発光イメージングを行い、細胞間で同調する周期性インスリン分泌の
可視化解析を行った。そ
の結果、希釈マトリゲル
のディッシュで、細胞集
団で同期するインスリン
分泌が最も明確かつ持続
的に観察された。このと
き、細胞集団内の単一細
胞は、膵島から単離した
ラット初代培養β細胞と
同様の周期性でインスリ
ン分泌を行うことが示さ
れた（図２）。 
 
（３）希釈マトリゲルコ
ート、ポリ D リジンコー
ト、またはノンコートの
マルチウェルプレートで



iGL 細胞を培養し、グルコース応答性インスリン分泌についてルミノメーターを用いた発光活
性測定により解析した。その結果、分泌量および応答率の両方について、希釈マトリゲルが最も
高い値を示した。一方、ポリ D リジンでは、ノンコートよりも分泌量と応答率の両方が低下し
た。また、希釈マトリゲルでは細胞の接着性が最も高く、細胞洗浄処理において細胞の剥離が最
も少なく、洗浄操作が容易であった。 
 
（４）iGL 細胞は、希釈マトリゲルのコーティングで最も良好なグルコース応答性インスリン分
泌を示したことから、このコーティング条件で、細胞の洗浄回数、低グルコース処理の濃度、グ
ルコース刺激の濃度依存性、播種細胞数と培養日数の最適化を行った。その結果、低グルコース
処理は 0–2 mM、高グルコース処理は 11–20 mM で高い分泌量と応答率を示した。また、播種
する細胞数を調整することで、2－3 日間培養で高い応答性を得ることができた。また、低グル
コース処理前の細胞洗浄は 0–2 回で応答率に大きな差は無く、低グルコース処理後に高グルコ
ース刺激前に行う細胞洗浄は 2 回で十分であった。 
 
（５）GLase 融合タンパク質を用いた生物発光イメージング法を適用し、インスリン分泌の促
進に関わるオステオカルシンについて、骨芽細胞からの分泌動態を可視化した。局所で骨形成を
促進する BMP2 と比較して、血中でホルモン様に作用することが知られているオステオカルシ
ンは開口分泌部位から速やかに拡散することを示した（図 3）。なお、BMP2 が開口分泌部位か
ら徐々に拡散するためには、N 末端に存在するヘパラン硫酸結合部位（塩基性アミノ酸配列）が
必要であることを示した。また、発光イメージング法を適用し、神経発達に重要な巨大タンパク
質 Reelin と脳由来神経栄養因子 BDNF の分泌動態を解析し、BDNF は脱分極依存性に神経突
起から多くの開口分泌起こる一方で、Reelin は脱分極に依存しないで細胞体および神経突起の
双方から分泌されることを明らかにした。 

<引用文献> 
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