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研究成果の概要（和文）：新規ペプチドNERPsは膵ラ氏島に局在しインスリンと共存した。NERP-2は高グルコース条件
下で単離膵ラ氏島からのインスリン分泌を用量依存性に促進し、マウス腹腔内投与でグルコース誘発性インスリン分泌
を促進した。NERP-2の非アミド体であるNERP-2-GlyとNERP-1は生理活性を認めなかった。MIN6細胞株へのNERP-2添加で
細胞内Ca上昇活性を認めた。NERP-2はグルコース応答性インスリン分泌反応を促進する新たな生理活性ペプチドである
。

研究成果の概要（英文）：To explore the physiological roles of NERP-2 in the pancreas, we examined its effe
cts on insulin secretion. We detected NERP-2 immunoreactivity in pancreatic islets, where it co-localized 
extensively with insulin. NERP-2 increased glucose-stimulated insulin secretion (GSIS) in a dose-dependent
 manner from isolated mouse pancreatic islets. NERP-2 significantly augmented GSIS after administration to
 rodents. Neither NERP-1 nor NERP-2-Gly (non-amidated NERP-2) stimulated insulin secretion. Calcium-imagin
g analysis demonstrated that NERP-2 increased the calcium influx in MIN6 cells. These findings show that N
ERP-2 is a novel bioactive peptide to stimulate insulin secretion.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 糖尿病は高血糖を原因とする多彩な慢性
合併症により患者の QOL が低下し社会活動
を著しく損なう疾患で、血糖正常化を目指し
た新たな治療法の開発は重要な課題である。
インスリンの膵β細胞からの分泌機構の解
明は新たな糖尿病治療法の開発につながる
と期待され、国内外で精力的に研究されてい
る。 
新規生理活性ペプチドの同定は、未知の生体
の情報伝達・制御機構の発見に繋がり、発症
原因に即した治療法や診断法の開発、新たな
調節機構に基づく生体内物質を活用した創
薬へと展開できる。このような基盤に立ち、
我々は細胞間情報伝達・制御に関与するペプ
チド研究を実施し、生体内ペプチドの情報調
節機構に基づく有効な診断、治療法を開発す
ることで医療へ貢献するためペプチド研究
を推進している。国立循環器病研究センター
の佐々木一樹博士、南野直人博士らは、組織、
細胞が産生するペプチドの一斉解析を行い、
内在するペプチドをカタログ化した後、ペプ
チド配列などに基づき生理活性ペプチド候
補を見出す方法を開発してきた。本法をヒト
甲状腺髄様癌培養細胞株に適用した結果、新
規 視 床 下 部 ペ プ チ ド NERP 
(NeuroEndocrine Regulatory Peptide, J 
Biol Chem, 2007)の同定に成功した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵内分泌細胞に局在しインス
リン分泌を制御する新たな生理活性ペプチ
ドである NERP-2 の機能解析を行い、糖尿病
の新たな診断・治療法を目指したシーズ研究
を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物 
 C57BL/6J マウス (9 週齢, Charles River 
Laboratories, 横浜), vgf 遺伝子欠損マウ
ス (9 週齢, 南野直人博士により分与), 
Wistar ラット (9 週齢, Charles River 
Laboratories)は、室温・湿度を一定に保っ
た 12 時間明暗サイクルの部屋に個別のケー
ジにて自由摂餌・自由摂水下で飼育した。動
物実験に関しては学内倫理委員会の承認を
得て、当研究施設での動物実験指針に従い動
物愛護の精神に基づいて行った。 
(2) 免疫染色 
 免疫染色は既報（ J Biol Chem 282: 
26354-26360, 2007）に従い行った。DAB 
(3,3’-diaminobenzidine)染色は、 マウス
（C57BL6/J and vgf knockout mice）膵組織
を摘出し、 4% paraformaldehyde で 24時間、 
4°Cで固定し、30% sucrose で包埋した。ク
ライオスタットで7 μmスライス厚の切片を
作製した。1% 正常ヤギ血清でブロッキング
した後に抗 NERP-1 抗体 (最終希釈濃度 
1:1,000) 、抗 NERP-2 抗体 (最終希釈濃度 
1:2,000)にて 24 時間、４℃で反応させた。

ABC Kit (Vector Laboratories, Inc., 
Burlingame, CA)を用いて発色させ、Nikon 
A1Si microscope (Nikon, 東京)で検鏡・観
察した。  
 二重免疫染色では、guinea-pig anti–
insulin antiserum (DAKO, Carpinteria, CA)
を用いて 24 時間、４℃で反応させ、PBS で洗
浄後に抗 NERP-1 抗体 (最終希釈濃度 
1:1,000) 、抗 NERP-2 抗体 (最終希釈濃度 
1:2,000) にて 24 時間、４℃で反応させた。
Alexa FluorTM 568 goat anti-rabbit IgG 
(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR)で発
色 さ せ 、 OLYMPUS AX-7 fluorescence 
microscope (Olympus, 東京)検鏡・観察した 
(3) in vitro実験 
 培養したインスリノーマ細胞株 MIN6 を 48
穴プレート１well あたりに 105 個となるよ
うに分注した。また、collagenase digestion 
method で単離した膵ラ氏島を PP チューブ 1
本あたり 10 個、実体顕微鏡下でピックアッ
プした。37°C 、95% air/5% CO2 atmosphere 
の条件下で 24 時間培養した。 
低グルコース溶液 （MIN6 細胞では 5.5 mM、
単離膵ラ氏島では 2.8 mM）、高グルコース溶
液 （MIN6 細胞では 22 mM、単離膵ラ氏島で
は16.7 mM）にラットNERP-1 (10−6 M), NERP-2 
(10–6 M, 10–7 M, 10–8 M), NERP-2-Gly (10
−6 M) (Peptide Institute, 大阪) 、ヒト
GLP-1 (10−8 M, S Bio Co., Menlo Park, CA).
を添加し、培養液中に分泌されたインスリン
を Mouse Insulin EIA Kit (Morinaga 
Institute of Biological Science, Inc., 横
浜)にて測定した。実験終了後に Protein 
Assay Kit I (Bio-Rad, Hercules, CA)を用
いて、各 well または PPチューブ内のタンパ
ク量を測定した。 
(4) in vivo実験 
 9 週齢の C57BL/6J 雄マウスを 18 時間絶食
後、ブドウ糖 (1 g/kg 体重)とラット NERP-2 
(500 nmol/kg 体重) またはヒト GLP-1 (4 
nmol/kg 体重)を無麻酔・無拘束下でマウス腹
腔内に投与し、投与後 90 分まで経時的に採
血した。血中インスリン濃度をMouse Insulin 
EIA Kit を用いて測定した。  
 9 週齢の Wistar 系雄ラットを 18 時間絶食
後、ペントバルビタール (250 mg/kg 体重、
Dainippon Sumitomo Pharma, 大阪)で麻酔し、
右大腿静脈内にカテーテルを挿入・留置した。
ラット静脈内に、ブドウ糖 (500 mg/kg 体重) 
とラット NERP-2 (30 nmol/kg 体重)またはヒ
ト GLP-1 (10 pmol/kg 体重)を投与し、投与
後 40 分まで経時的に採血した。血中インス
リン濃度を Rat Insulin EIA Kit (Morinaga 
Institute of Biological Science, Inc.)を
用いて測定した。 
(5) 細胞内 Ca 濃度測定 
 MIN6 細胞培養株を HKRB バッファーで灌流
し、灌流液を低グルコース溶液 （2.8 mM）、
高グルコース溶液 （22 mM）に置換し、ラッ
ト NERP-2 (1 µM), NERP-2-Gly (1 µM、Peptide 



Institute) 、ヒト GLP-1 (10 nM).添加後の
細胞内 Ca 濃度の変化を Functional Imaging 
Cell-Sorting System (IMACS, Hamamatsu 
Photonics, 浜松). を用いて測定した。実験
終了前に、陽性コントロールとしてトルブタ
ミド（100 nM、Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）
を用いた。 
(6) 統計解析 
 得られた結果はmeans ± SEMで表記した。
統計解析は ANOVA、Fisher’s LSD test、
unpaired t-test、Bonferroni’s post-test 
for multiple comparisons を用い、危険率
0.05 以下を有意差ありとした。 
 
４．研究成果 
 (1) NERPs はラ氏島に局在し膵β細胞内で
インスリンと共存した 
 マウス膵ラ氏島に NERP-1 (図 1A)および
NERP-2 (図 1B)陽性細胞を認めた。vgf 遺伝
子欠損マウスでは、NERP-1 および NERP-2 陽
性細胞を認めなかった (図 1C、D)。膵ラ氏島
に存在するインスリンと NERP-2 の二重免疫
染色で、NERP-2 はインスリンと共存した (図
1E-G)。 

 
(2) NERP-2 は in vitro において高グルコー
ス条件下でのインスリン分泌を促進した 
 5.5 mM の低グルコース培養液中で、NERP-1
および NERP-2 は MIN6 細胞からのインスリン
分泌を促進しなかった。NERP-2 は高グルコー
ス (22 mM glucose)存在下でインスリン分泌
を促進したが、NERP-1 や NERP-2 の非アミド
体である NERP-2-Gly にはグルコース依存性
インスリン分泌促進作用を認めなかった 
（図２A）。マウス単離膵ラ氏島を用いた in 
vitro でのインスリン分泌実験においても
MIN６細胞と同様に高グルコース条件下でイ
ンスリン分泌を促進し、NERP-1や NERP-2-Gly
にはグルコース依存性インスリン分泌促進
作用はなかった（図２B）。NERP-2 によるイン
スリン分泌反応は用量依存的であり、最少有
効濃度は 10−7 M であった（図２B）。 

 

(3) NERP-2 は in vivo においてグルコース応
答性インスリン分泌反応（GSIS）を促進した 
 無麻酔・無拘束マウス腹腔内へのグルコー
スと NERP-2 の同時投与は、グルコース単独
投与群に比べて血中インスリン濃度を有意
に増加させた（図３A）。NERP-2 投与後のイン
スリン AUC（血中インスリン濃度－時間曲線
下面積、30 分間）は、GLP-1 投与群と同様に
グルコース単独投与群よりも有意に増加し
た（図３B）。麻酔下ラット静脈内へのグルコ
ースと NERP-2 の同時投与は、マウス腹腔内
へのグルコース・NERP-2 同時投与時と同様に、
グルコース単独投与群に比べて血中インス
リン濃度を有意に増加させた（図３C）。麻酔
下ラット静脈内へのグルコースと NERP-2 の
同時投与後のインスリン AUC（30 分間）は、
GLP-1 投与群と同様にグルコース単独投与群
よりも有意に増加した（図３D）。 

 

(4) NERP-2は MIN6細胞で細胞内Ca濃度を上
昇させた 
 高グルコース（22 ｍM）刺激は、細胞内 Ca
濃度を増加させ、陽性コントロールのトルブ
タミド添加後は著明に細胞内 Ca 濃度を増加
させた （図４A）。高グルコース培養液中へ
の NERP-2 の添加は、高グルコース単独刺激
群と比べて有意に細胞内 Ca 濃度を増加させ
た（図 4B）。NERP-2 の非アミド体である
NERP-2-Gly は、細胞内 Ca 濃度増加反応を惹
起しなかった（図４C）。陽性コントロールで
ある GLP-1 は、高グルコース存在下で、高グ
ルコース単独刺激群と比べて有意に細胞内
Ca 濃度を増加させた（図４D）。低グルコース



条件下では、MIN６細胞内の Ca 濃度に変化な
かった（図４E）。NERP-2 と GLP-1 添加後の細
胞内 Ca 濃度の AUC（細胞内 Ca 濃度－時間曲
線下面積）は、高グルコース単独刺激群より
も有意に増加した（図 4F）。 

 

(5) 新規グラニン蛋白由来ペプチドの同定
と今後の展開 
 NERP の前駆体タンパク VGF をコードする
vgf 遺伝子は、神経成長因子 (NGF)を rat 
pheochromocytoma PC12 細胞に添加した際に
誘導される遺伝子として同定された。617 個
のアミノ酸からなる VGF タンパクは
prohormone convertasesにより切断される塩
基性アミノ酸配列を多数有し、種々の生理活
性ペプチドの前駆体タンパクであると考え
られていた。網羅的ペプチド解析法により同
定 さ れ た Neuroendocrine regulatory 
peptides (NERPs)は、中枢においてバゾプレ
シンの分泌制御や摂食・エネルギー代謝調節
に機能する新たな生理活性ペプチドである
ことを明らかにした （J Biol Chem 282: 
26354-26360, 2007, Am J Physiol Endocrinol 
Metab. 299, E394-401, 2010）。また、剖検
や手術で得たヒト膵での NERP-1 と NERP-2 の
含量はそれぞれ 4.5 ± 2.2 、1.0 ± 0.3 
pmol/g であり、HPLC / RIA 法を用いた NERP
内在性分子型の検討でNERPsは成熟型で膵に
存在することを明らかにした（Regul Pept, 
163:43-48, 2010）。NERPs が膵組織に豊富に
存在する知見を基に、本研究ではラットやマ
ウスを用いて、NERPs の膵組織内局在、イン
スリン分泌に対する作用を検討した。NERPs
はラ氏島に局在し、蛍光二重染色法にて
NERPs はインスリンと多数共存していた。
NERPs はグルカゴンと一部共存するも、ソマ
トスタチンとは共存しなかった。NERP-2 は高
グルコース条件下で単離ラ氏島からのイン
スリン分泌を用量依存性に促進し、最小活性
濃度は 10-7M であった。NERP-2 の非アミド体
であるNERP-2-Gly とNERP-1はインスリン分
泌促進活性を認めなかった。NERP-2 のマウス
腹腔内投与は、グルコース誘発性インスリン
分泌を促進した。MIN6 細胞株への NERP-2 添
加で、細胞内カルシウムイオン濃度の上昇が
高グルコース条件下で認めた (Biochem 

Biophys Res Commun, 428:512-517, 2012)。
以上の成績から、NERP-2 はインスリン分泌を
制御する新たな生理活性ペプチドであるこ
とを本研究で明らかにした。 
今後の課題として、NERP 受容体の同定はイン
スリン分泌促進作用を有する NERP-2 の膵β
細胞での情報伝達機構の解明に重要である。
Orphan GPCR （G 蛋白共役型受容体）や各種
イオンチャネルをスクリーニングし、NERP の
ターゲット分子を同定し、細胞内シグナル情
報伝達機構を明らかにしたい。また、インス
リン分泌促進作用を有する NERP-2 と現在糖
尿病治療薬として上市されているGLP-1アナ
ログ製剤との併用療法を目指した臨床応用
に向けたさらなる基盤研究を行う。さらに、
新規 VGF 由来ペプチドである NERP-4 に関し
て現在インスリン分泌活性を検討している。
グラニン由来ペプチドの網羅的機能解析で、
インスリン分泌機構におけるグラニン蛋白
の機能を解明したい。 
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