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研究成果の概要（和文）：我々は新たな膵β細胞株MIN6-Kを樹立した。複数の細胞株を単層培

養し、インスリン分泌を比較したところ、MIN6-K8細胞はグルコースとcAMP産生ホルモンであ

るインクレチンに応答するのに対し、MIN6-K20細胞はグルコースだけに応答した。しかし

MIN6-K20細胞を3次元構築（偽膵島）するとインクレチン応答性は正常膵島レベルまで誘導さ

れた。また3次元構築は膵腺房細胞からの膵β細胞への分化転換に必要であった。したがって

膵β細胞の3次元構造は高次システムとしてのインスリン分泌能の発現に重要であることが示

された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have newly established pancreatic β-cell lines (named MIN6-K).  In 

monolayer culture, MIN6-K8 cells respond to both glucose stimulation and cAMP-increasing agents 

such as the incretin hormones, while MIN6-K20 cells respond to glucose stimulation, but not to incretins.  

We found that the formation of three-dimensional structure of MIN6-K20 cells (pseudoislets) drastically 

induces cAMP/incretin responsiveness to a level similar to that of normal pancreatic islets.  We also 

found that formation of three-dimensional structure is required for transdifferentiation of pancreatic 

acinar cells to β-cells in vitro.  These findings indicate that three-dimensional structure of pancreatic 

β-cells is critical in development of normal regulation of insulin secretion as an integrative system. 
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１．研究開始当初の背景 
膵島機能の根幹となるインスリン分泌は生

理学的、薬理学的な手法により研究されてい

たが、1980年代後半まで、その分子機構は殆
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ど不明であった。その後、インスリン分泌の

シグナル伝達を担う個々の要素の分子的実

体の解明が進み、さらに、シグナル間の相互

作用が研究されることで、システムとしての

インスリン分泌機構の理解が深まった。しか

し、生体内においては膵β細胞が単独で存在

するのではなく、β細胞が異なる特性を有す

る種々の内分泌細胞と相互作用して立体構

造が形成された膵島として存在する。しかも、

個体レベルにおいて膵島は神経系や内分泌

系などの膵島外からのシグナルを受けるこ

とにより、極めて厳密に制御されている。こ

のような高次システムとしての膵島の理解

がインスリン分泌機構の全貌やその破綻に

よる病態の解明には必要であると考え、本研

究を着想した。 

 

２．研究の目的 
本研究では、2次元レベル、3次元レベル、4

次元レベルでの解析結果を統合し、高次シス

テムとしての膵島機能発現機構およびその

破綻による病態の解明を行う。 

 
３．研究の方法 
① 単層培養（2次元）系で解析するため、膵

β細胞株を IT6 マウスから樹立し、株間

でインスリン分泌特性を比較した。 

② 全反射型蛍光顕微鏡（TIRFM）を用いて

インスリン顆粒動態を検討した。 

③ 膵β細胞株を用いた 3 次元の膵島様細胞

塊（偽膵島）を作製し、インスリン分泌

特性を単層培養の膵β細胞株と比較検討

した。 

④ In vitroでマウス膵腺房細胞がインスリン

分泌細胞に分化転換するメカニズムにつ

いて、3次元構造の構築に関与する細胞間

接着分子およびその制御シグナルを中心

に解析した。 

⑤ 膵β細胞の特性を時間軸を加えて 4 次元

で解析するために、Cre/loxPシステムを利

用して任意のタイミングで膵β細胞を標

識できるマウスを作製し、出生後 1 ヶ月

間追跡した。 
 
４．研究成果 

（１）2, 3次元レベルでの膵島機能発現機構

の解明 

①膵β細胞株の樹立とインスリン分泌特性

の解析：膵β細胞腫瘍を形成する IT6マウス

から膵β細胞株を複数樹立し、2 次元単層培

養を行った。これらの細胞株のインスリン分

泌特性を比較したところ、正常膵島と同様に

グルコース、インクレチン（GLP-1）に応答

してインスリン分泌反応を示す MIN6-K8 細

胞と、グルコースには応答性は示すがインク

レチンに反応しないMIN6-K20細胞を見出し

た（図 1A）。MIN6-K20細胞ではMIN6-K8細

胞と同様にインクレチンによる細胞内 cAMP

産生の増加は認められたことから、cAMP 産

生以降のシグナルの障害が示唆された。 

 

図 1 MIN6-K 細胞のインスリン分泌特性と

偽膵島形成によるインスリン分泌能の向上 

 



正常膵島のグルコース応答性インスリン

分泌は、インクレチン刺激が加わると、グル

コース単独刺激に比べ、４倍以上増加するこ

とが知られている。しかし、膵島をバラバラ

にして2次元単層培養するとインクレチン応

答性は２倍程度の増加に留まってしまう。こ

の低下の原因はほとんど明らかにされてい

ない。そこで我々は3次元培養することで、

膵β細胞のインスリン分泌能が回復するか

を検討するために、MIN6-K8およびK20から

偽膵島を作製した（図1B）。偽膵島のインス

リン含量は両細胞株とも正常膵島と同等ま

で増加した。興味深いことに偽膵島形成によ

りMIN6-K8細胞のインクレチン応答性が正

常膵島と同程度まで増強された。しかも単層

培養ではインクレチンに応答しない

MIN6-K20細胞でもインクレチン応答性が誘

導された（図1A）。GLP-1によるcAMP産生量

は偽膵島では2次元培養より著しく増加して

おり、偽膵島形成によってcAMP産生能が亢

進したことが明らかとなった。またcAMPア

ナログ8-Br-cAMPによるインスリン分泌増強

が単層培養に比べ、偽膵島では増加していた

ことから、偽膵島ではcAMP産生以降のシグ

ナルも亢進していることが示された。さらに

偽膵島ではATPの産生量が増加していること

から、細胞内代謝も亢進している可能性も考

えられた。以上の結果から2次元培養した膵

β細胞株から偽膵島を形成させると、グルコ

ース代謝は亢進しインクレチン/cAMPシグナ

ル応答性が誘導されることから、膵β細胞の

3次元構造の構築は正常なインスリン分泌能

の獲得に重要であることが明らかになった。 

 

②インスリン分泌におけるインクレチン

/cAMPシグナルの重要性とその作用機構：イ

ンクレチンによるインスリン分泌増強は、あ

る一定濃度以上のグルコース存在下でのみ

発揮される。興味深いことに、マウスの膵灌

流実験において、グルコース濃度を少しずつ

段階的に上昇させると、インスリン分泌はほ

とんど惹起されない（図 2A）が、GLP-1存在

下ではグルコース濃度の段階的な上昇に伴

いインスリン分泌が惹起されることが明ら

かになった（図 2B）。食事の摂取によって、

 

図 2 段階的なグルコース濃度上昇に対する

インスリン分泌反応（マウス膵潅流実験） 

 

血糖値が 5 mM前後から 8 mM程度まで徐々

に上昇することやインクレチン濃度が上昇

することを考慮すると、GLP-1によるグルコ

ース応答性インスリン分泌の誘導は血糖値

の維持において重要な役割を担っていると

考えられる。 

我々は以前、インクレチン/cAMPによるイ

ンスリン分泌の増強には、PKA依存性経路と

PKA非依存性経路が存在し、後者は Epac2に

よって担われていることを明らかにした。さ

らに Epac2と相互作用する分子として、開口

分泌関連分子 Rim2αを同定した。本研究では

インスリン開口分泌過程での Rim2αの役割

を 2次元レベルで解析できる全反射型蛍光顕

微鏡 TIRFM を用いて検討した。その結果、

Rim2α欠損マウスから樹立した膵β細胞株に



おいて、細胞膜にドッキングしたインスリン

顆粒数は減少し、さらにグルコース応答性イ

ンスリン分泌が障害されていた。この細胞株

に Rab3 と結合できない Rim2α変異体を導入

したところ、ドッキングしたインスリン顆粒

数は増加したが、インスリン分泌は回復しな

かった。一方、Munc13-1 と結合できない

Rim2α変異体を導入した細胞株では、ドッキ

ングしたインスリン顆粒数は増加しなかっ

たが、インスリン分泌は回復した。したがっ

てRim2αはRab3およびMunc13-1と相互作用

することでインスリン顆粒のドッキングお

よびプライミングステップを決める重要な

役割を果たすことが明らかになった。 

さらに、Epac2 と結合できない Rim2α変異

体を Rim2α欠損膵β細胞株に発現させたと

ころ、グルコース刺激によるインスリン分泌

は回復したにも関わらず、Epac特異的 cAMP

アナログ 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP-AM 刺激に

よるインスリン分泌増強の回復は認められ

なかった（図 3）。したがって、Rim2αは cAMP

依存性、Epac2 依存性のインスリン分泌増強

に必須の分子であることが明らかとなった。 

 

図 3 Epac2 と結合できない Rim2α変異体の

インスリン分泌増強に対する効果 

 

また、我々は Epac2の活性化を Living cellで

モニターできる Epac2 の FRET(fluorescence 

resonance energy transfer)プローブを作製した。

このプローブを膵β細胞に発現することで、

インスリン開口分泌における cAMP/Epac2シ

グナルの役割の解明や Epac2を活性化する新

たな化合物の探索が可能になった。 

 

③膵腺房細胞の分化転換：マウス膵腺房細胞

が in vitro でインスリン分泌細胞に分化転換

するメカニズムについて、3 次元構造を構築

する細胞間接着の役割を中心に解析した。単

離した膵腺房細胞を EGF 存在下で培養する

とカドヘリン依存性細胞接着が形成される

が、E-カドヘリンの中和抗体を利用して

spheroid の形成を抑制すると、分化転換が強

く抑制される一方、未分化な膵細胞への脱分

化が生じた。すなわち、細胞間接着による 3

次元構造の構築は、細胞分化にきわめて重要

な影響を及ぼす。特に、生理的に機能するイ

ンスリン分泌細胞を誘導するためには 3次元

構造の構築が重要である。 
 

（２）4 次元レベルでの膵島機能発現機構の

解明とその破綻による病態の解明 

出生後の膵β細胞量の維持のメカニズムと

して非β細胞からの新生はほとんどないと

言われているが、確定的な見解は存在しない。

そこで、Insulin 2遺伝子座に Cre-recombinase 

と改変型エストロゲン受容体の融合タンパ

ク 質 を 導 入 し た ノ ッ ク イ ン マ ウ ス

（Ins2-CreERマウス）と、誘導性（loxP配列

組換え後）に蛍光タンパク質（YFP）を発現

する R26R-YFPノックインマウスを交配した

Ins2-CreER/R26R-YFP ダブルノックインマウ

スを独自に開発した。このマウスでは、理論

的にはタモキシフェンを投与することで任

意の時期に膵β細胞を選択的に標識するこ

とができると考えられるが、実際に、約 30%

の膵β細胞が標識された。このマウスを用い

ることによって、実際の膵β細胞の分化、新

生のメカニズムが明らかとなれば、将来的な



再生医療の実現に有用な情報となると期待

される。 
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