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§１．研究実施の概要  

 

本研究では、様々な代謝条件下で膵島の包括的代謝物解析を行い、膵島機能制御や、膵島

機能維持に極めて重要な膵島細胞の再生に関わる代謝シグナルを明らかにするとともに、それら

のシグナルを制御する鍵分子を同定し、種々のモデル系を利用して代謝シグナル間の相互作用

と膵島機能や膵島細胞再生との関係、また、代謝シグナルによる細胞間の相互作用と膵島機能と

の関係を明らかにすることを目的としている。これまでに、新たに樹立した膵β細胞株を用いたメタ

ボローム解析から、cAMP シグナルによるグルコース応答性インスリン分泌の増強にはリンゴ酸-ア

スパラギン酸シャトルが必須であること、並びに細胞間相互作用が cAMPシグナルを増強すること

を発見した。また、cAMPセンサーである Epac2が糖尿病治療薬のスルホニル尿素薬によって直

接活性化されることや、Epac2 と結合する Rim2がインスリン顆粒の開口放出において重要な役

割を果たすとともに Epac2 を介したインスリン分泌の増強に必須であることを示した。さらに、病態

モデル動物のサンプルを用いたメタボローム解析から、膵島のリン脂質組成が他の組織とは異な

ること、および、食餌成分によってその組成が変化することを見出した。また、ヒトにおける糖負荷

試験後の血清サンプルのメタボローム解析によって得られたデータの主成分分析から正常、境界

型、糖尿病が分離できる可能性が示された。 

 

§２．研究実施体制  

（１）「清野」グループ 

① 研究分担グループ長：清野 進（神戸大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 研究の総括 

・ メタボローム解析 

・ 膵島細胞機能の解析 

・ 膵島細胞維持機構の解析 
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（２）「溝口」グループ 

① 研究分担グループ長：溝口 明（三重大学大学院医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 膵島細胞の形態学的解析 

・ 膵島細胞機能の形態学的解析 

 

（２）「稲垣」グループ 

① 研究分担グループ長：稲垣 暢也（京都大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目 

・ 膵島の代謝測定 

・ 膵島の機能解析 

 

 

§３．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

１．膵島機能の制御機構の解明 

前年度までにインクレチン応答性の膵β細胞株（K8）とインクレチン不応性の膵β細胞株

（K20）を樹立し、3 次元構造（偽膵島）の形成によって K20 細胞でもインクレチンによるインスリン

分泌の増強反応が認められるようになることを見出していた 1)。今年度は、単層培養と3次元の偽

膵島の 2 つの状態における細胞内 Ca2+応答性の違いを 2 光子レーザー顕微鏡を用いてリ

アルタイムで解析した。単層培養細胞では、高グルコース刺激前後で Ca2+応答性に大きな

変化が見られなかったのに対し、偽膵島では高グルコース刺激後 2 分で細胞内 Ca2+濃度が

上昇した細胞が増え始め、刺激後 15 分では多くの細胞で細胞内 Ca2+濃度が上昇した。β

細胞の 3 次元化により、高グルコース刺激に対する細胞内 Ca2+応答性が格段に向上するこ

とが示唆された。さらに、これらの細胞株間での包括的比較メタボローム解析を CE/MS を用

いて行った。その結果、インクレチン（cAMP シグナル）応答性の K8 細胞株ではグルコース代謝

に関わる多くの中間代謝物が増加していたが、特にNADH産生に関わる代謝経路が亢進してい

る可能性を見出した。このうち、リンゴ酸-アスパラギン酸シャトルに着目し、このシャトルの阻害薬

（aminooxiacetate: AOA）を添加すると、グルコースによるインスリン分泌には全く影響しないが、

インクレチンによる増強反応がほぼ完全に抑制されることを発見した。この現象は正常膵島を用い

ても同様に認められることから、インクレチン（cAMP シグナル）が生理的にリンゴ酸-アスパラギン

酸シャトルを介してグルコース代謝と相互作用し、インスリン分泌の増強効果を発揮していることが

示された。また、膵β細胞の cAMPセンサーとして機能する Epac2に結合する Rim2の機能解

析を実施した。Rim2のノックアウトマウスではインスリン分泌不全に伴う耐糖能異常が認められ、
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Rim2ノックアウトマウスから単離した膵β細胞ではドッキングしたインスリン顆粒数が減少してい

ることを見出した。Rim2欠損膵β細胞株を作製し、各種Rim2変異体を用いてさらに詳細な検

討を行ったところ、Rim2と Rab3 との相互作用がインスリン顆粒のドッキングに必要であることが

明らかとなると同時に、ドッキングはインスリン顆粒の細胞膜への膜融合を抑制するブレーキの役

割を果たすと考えられた。一方、Rim2と Munc13-1 との相互作用はインスリン顆粒のプライミン

グに必要であることが示された。さらに、Epac2 と Rim2の相互作用は Epac2 を介したインスリン

分泌の増強に必須であることも明らかとなった 3)。また、膵α細胞において、GLP-1 刺激によって

産生された低濃度の cAMPは PKA依存性に電位依存性 Ca2+チャネル活性を阻害することでグ

ルカゴン分泌を抑制するのに対し、アドレナリン刺激によって産生された高濃度の cAMP は

Epac2 を介して電位依存性 Ca2+チャネルを活性化することでグルカゴン分泌を促進することが明

らかになった 2)。 

 

２．膵島細胞の再生制御機構の解明 

膵β細胞の分化・発生・再生に関わる運命を追跡するため、また、その過程での細胞の分取を

可能にしてメタボローム解析を含む様々な解析に利用するため、膵β細胞を選択的に標識するシ

ステムを 2系統開発した。ひとつは、インスリンプロモーターにより緑色蛍光タンパク質（GFP）を発

現するMIP-GFPマウスと全ての細胞で赤色蛍光タンパク質（RFP）を発現するCAG-mRFPマウ

スを交配したMIP-GFP/CAG-mRFPマウスであり、これを用いて、成体膵β細胞を in vitroで胎

児の膵細胞と共培養すると、一旦脱分化して増殖し、培養条件によって再びインスリンを発現する

細胞（β細胞）へ再分化できることを証明した 4)。脱分化、増殖、再分化の各段階で細胞をソーテ

ィングすれば原理的にはメタボローム解析も可能である。また、もうひとつのシステムは任意のタイ

ミングで膵β細胞を標識できる Ins2-CreER/R26R-YFP マウスである。本マウスにおいてタモキ

シフェン投与により約 30％の膵β細胞が標識され、生理的条件下で標識後 12カ月まで観察した

ところ、膵β細胞の標識率に有意な変化は認められなかった。また、STZ 投与による膵β細胞傷

害時においても標識率は変化せず、これらの条件下では膵β細胞の維持における非β細胞の寄

与はほとんどないものと考えられた。一方、出生直後から 2 週間では膵β細胞の標識率に有意な

変化はなかったが、4週目の標識率は有意に低下した 8)。また、このとき、YFP で標識されない数

個から数十個のインスリン陽性細胞のクラスターが散見された。これらの結果は、出生直後のβ細

胞の増加には、既存のβ細胞の自己複製だけでなく非β細胞からの新生も寄与する可能性を示

している。さらに、ヒト膵外分泌細胞からインスリン分泌細胞が誘導できることを示した 7)。 

 

３．代謝異常と膵島機能異常との関係の解明 

糖尿病状態における膵島機能障害の機序について、活性酸素種産生機構の過剰作用による

代謝破綻の重要性 6)、糖尿病状態で過剰発現する核内蛋白によるミトコンドリア機能制御の破綻

の重要性 5)について明らかにしてきた。これらの膵β細胞機能障害機構は糖尿病状態に特有の

代謝異常により惹起されると考えられるが、具体的にどのような代謝メディエーター、代謝経路が
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重要であるかは明らかになっていない。また糖尿病の成因としては遺伝因子のみならず環境因子

が重要であり、環境因子の一つとして飽和脂肪酸の過剰摂取が糖尿病発症に重要な因子である

ことが疫学的にも示されている。糖尿病における膵島機能異常において重要な役割を果たす代

謝異常の詳細を明らかにする目的で、糖尿病モデル動物を用いて、摂餌条件を含む様々な条件

下で質量分析器を用いた脂質メタボローム解析および膵島機能解析を行った。 

 昨年度までの解析で代謝に関与する組織におけるリン脂質組成は摂取する飼料の組成により

変化することを明らかにした。今年度は各臓器レベルでその組成変化がどのような影響をもたらす

のか、野生型ラットとGKラットを用いて検討した。精製飼料投与下にEPAを 2週間投与した後に

膵島組織を単離し、グルコースによる刺激に対する反応性を比較した。その結果、野生型ラットで

は EPA投与群と非投与群においてインスリン分泌に明らかな差が認められなかったが、GK ラット

では EPA 投与群から単離した膵島組織の方がグルコースによるインスリン分泌が増強していた。

これらの結果より脂肪毒性によるインスリン分泌障害に着目し、野生型ラットより単離した膵島を飽

和脂肪酸であるパルミチン酸に曝露することにより、インスリン分泌障害モデルを作成して、膵島

における EPA のインスリン分泌に対する影響を検討した。パルミチン酸を曝露しない単離膵島に

おいては EPA 曝露により、グルコースによるインスリン分泌は変化しなかった。しかし、パルミチン

酸を曝露した膵島において著明に低下していたインスリン分泌は、EPA 曝露により回復した。これ

らの結果は、インスリン分泌障害において重要な役割を果たす脂質メディエーター、脂質代謝経

路のメタボロームを用いた検索の良いモデルとなりうると考え、さらなる解析を予定している。 
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（４－２） 知財出願  

 

① 平成２２年度特許出願件数（国内 1件） 

 

② CREST研究期間累積件数（国内 2件） 

 


