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§１ 研究実施の概要 
 

（１）実施概要 

生命活動において本質的かつ根源的な生体反応である糖代謝の制御機構を明らかにする

目的で、質量分析計を用いたメタボローム、プロテオーム解析を主要な基盤技術として、①膵

島機能の制御機構の解明、②膵島細胞の再生制御機構の解明、③代謝異常症と膵島機能異

常との関係の解明について研究を実施してきた。 
膵島機能の中心的役割を担う膵 β 細胞は、血糖降下ホルモンであるインスリンを産生・分泌

し、インスリン分泌を惹起あるいは修飾する代謝シグナルとして ATP、cAMP、Ca2+が重要である。

清野グループでは Epac2Aが膵 β細胞の cAMPセンサーとして機能することを既に発見してい
るが、本研究では、糖尿病治療薬として広く使用されているスルホニル尿素(SU)薬が Epac2A
に直接結合して活性化することを見出した。従来、SU 薬は膵 β 細胞の細胞膜に存在する SU
受容体に結合することでインスリン分泌を促進すると考えられていたが、今回の発見で SU 薬が
最大効果を発揮するためには Epac2Aの活性化が必要であることが明らかとなり、Epac2Aが糖
尿病治療薬のターゲットとして有望であることを示した。また、同グループでは Epac2A に結合

する分子として Rim2を同定しており、本研究では、インスリン分泌顆粒の組織学的解析を分
担する溝口グループとともに、この分子の欠損マウスの解析を実施した。その結果、Rim2が相
互作用する分子の組み合わせによってインスリン分泌の各ステップ（ドッキング、プライミング）を

制御していることを発見し、これまで不明であったプライミングの分子機構の一端を明らかにし

た。さらに、独自に樹立した cAMPシグナル応答性の異なる 2種のマウス膵β細胞株を用いて、
グルコース代謝と cAMP シグナルの相互作用のメカニズムを解析した。清水グループならびに
大阪大学福崎教授の協力のもと、両細胞間の包括的比較メタボローム解析を実施し、リンゴ酸-
アスパラギン酸シャトルの活性が cAMPによるグルコース応答性インスリン分泌の増強に必須で
あることを発見した。 
膵島細胞の再生制御機構に関しては、マウスをモデルとして用いて、膵腺房細胞からインス

リン分泌細胞への分化転換において、細胞接着の破壊と再構成が重要な役割を演じていること

や、細胞接着の再構成に PI3 キナーゼを介したシグナルが関与していることなどを明らかにす
るとともに、ヒトの膵外分泌細胞からもマウスの場合と同様の方法、メカニズムでインスリン分泌

細胞が誘導できることを示した。また、膵 β細胞が in vitroで脱分化してインスリンの発現を失っ
た後に増殖し、ある種の条件では再度インスリン発現を回復することを見出した。さらに、膵 β細
胞を任意のタイミングで選択的に標識して追跡できるモデルマウスを作製し、出生後も膵β細胞
は自己複製以外のメカニズムでも生じ得ることを証明した。 
代謝異常症との関係については、質量分析計を利用した比較プロテオーム解析の手法によ

って、糖尿病の発症にきわめて密接に関連するインスリン抵抗性を引き起こす因子を探索し、

プログラニュリン(PGRN)を同定した。PGRN は肥満マウスで血中濃度が高く、インスリン抵抗性

改善薬の投与によりその濃度が低下した。健常マウスに PGRN を慢性投与するとインスリン抵

抗性が惹起された。これらの結果から、PGRN はインスリン抵抗性や肥満のマーカーとなるだけ

でなく、インスリン抵抗性を引き起こす原因になっていると考えられた。また、糖尿病モデルラッ

トを用いた血液メタボローム解析により糖尿病の超早期診断や病態評価に有用なバイオマーカ

ーの探索を進め、非肥満性 2 型糖尿病モデルである GK ラットおよび SDT ラットを用いた解析
から糖尿病のバイオマーカー候補となり得る代謝物を同定した。さらに、尐数のヒトサンプルを

用いたパイロット解析を実施し、ヒトにおいてもラットと同様に血液メタボローム解析を行うことが

可能であることを確認した。稲垣グループは膵島における脂質メタボローム解析を実施し、病態

や栄養状態の違いによって組織の脂質組成が異なることや、n-3 系多価不飽和脂肪酸の摂取
によりインスリン抵抗性が改善し、糖代謝が改善することを明らかにした。 
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（２）顕著な成果 

１．スルホニル尿素薬の新たな標的の発見、Science 2009 
概要：研究代表者らが発見した cAMPセンサー分子である Epac2Aに、糖尿病治療薬として広
く用いられているスルホニル尿素(SU)薬が直接結合して活性化することを見出した。Epac2A
を介した作用は、SU 薬がインスリン分泌に対する最大効果を発揮するのに必要であることを

示した。 
 
２．Rim2のインスリン分泌における役割の解明、Cell Metabolism 2010 
概要：Epac2A と相互作用するタンパク質である Rim2欠損マウスを作製し、その機能解析から、
Rim2が Rab3 と結合することによってインスリン顆粒のドッキングを、Munc13-1 との結合から
解離することによってプライミングを決定づける重要な分子であることを明らかにした。 

 
３．肥満・インスリン抵抗性の原因となる新たなアディポカインの発見、Cell Metabolism 2012 
概要：質量分析計を用いた比較プロテオームの手法によって、インスリン抵抗性に関与する新

規アディポカインを探索し、プログラニュリン(PGRN)を同定した。PGRN は IL-6 の作用を介し
て肥満・インスリン抵抗性を惹起する重要なアディポカインであることを示した。 
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§２．研究構想 

（１）当初の研究構想  

糖代謝は生命活動において極めて本質的で根源的な生体反応である。脊椎動物における全

身の糖代謝は血中グルコース（血糖）を介して制御されている。膵臓に存在する小器官ランゲル

ハンス島（以下膵島と呼ぶ）は血糖調節の中心的役割を果たしている。血糖を降下させるインス

リンを分泌する β 細胞を含む 4 種類の内分泌細胞から構成される膵島は、異なる細胞が集合し
ただけの卖なる細胞集団ではなく、糖代謝恒常性（グルコースホメオスタシス）を維持する高次に

機能統合されたシステムである。しかしながらこれまでの研究は、個々の細胞における個々の機

能分子に着目した還元主義的なアプローチが主流であり、高次機能体としての膵島を解明する

には至っていない。 
膵島が個体レベルでの糖代謝を制御する一方、膵島機能は全身の代謝状態の変化によって

影響を受ける。したがって、膵島においては膵島細胞内の代謝のみならず、細胞外の代謝変化

により惹起されるシグナルが重要な役割を演じていると考えられる。このような代謝シグナルは極

めて多岐に渡り、複雑な相互作用を示すものと考えられるが、現在知られているものは Ca2+、

ATP、NAD、cAMP、イノシトールリン酸などごく尐数である。高次機能体としての膵島の全体像
を解明するためには、統合的なアプローチによって、代謝シグナル相互作用による膵島機能の

制御や維持機構を明らかにする必要がある。そのためには細胞内代謝の包括的解析（メタボロ

ーム解析）を取り入れたアプローチが不可欠である。しかし、現在までこのような視点で行われた

研究は全く存在しない。 
 そこで本研究では、様々な代謝条件下で膵島の包括的代謝産物解析を行い、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する。さらに、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。この目標を達成するため、 
① 膵島機能の制御機構の解明 
② 膵島細胞の再生制御機構の解明 
③ 代謝異常と膵島機能異常との関係の解明 

の 3課題を設定して研究を推進する。 
本研究は、糖代謝恒常性における膵島の役割を従来のレベルを格段に超えた高次のレベル

で解明し、糖尿病などの代謝異常症の病因や病態を解明することに直結するのみならず、それ

らの疾病に対する革新的な治療法を確立するための基盤技術開発に貢献する。 

 

（２）新たに追加・修正など変更した研究構想 

 課題２の再生制御機構の解明については、メタボローム解析のための細胞材料を取得するこ

とがきわめて困難であったことから、膵 β 細胞を選択的かつ任意のタイミングで標識できるマウス
を作製し、本研究終了後にも、このマウスを利用して研究を継続することとした。これ以外の課題

では、具体的な実験手法などの軽微な変更はあったものの、研究目標については当初からの大

きな変更はない。質量分析計を用いたメタボローム解析の実務については外部に委託する計画

であったが、本研究の最も重要な技術的課題であると判断して、神戸大学大学院医学研究科に

質量分析総合センターを設立するに至り、in house で実施する体制を確立した。その結果、イン
スリン分泌機構に関わる新規な代謝シグナルを同定したとともに、糖尿病を発症前に診断できる

血清中のマーカーを探索する研究に着手することが可能となり、その候補分子を同定することが

できた。中間評価において、メタボローム解析で得られた成果のさらなる展開が期待されたが、上

に示した新規代謝シグナルによるインスリン分泌惹起のメカニズムを明らかにすることができ、新

たな糖尿病治療薬の開発に寄与することが期待された。 
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§３ 研究実施体制 
 

（１）「清野」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

清野 進 
神戸大学大学院 

医学研究科 
教授 H19.10～ 

单 幸太郎 同上 准教授 H19.10～ 
柴崎 忠雄 同上 講師 H19.10～ 
横井 伯英 同上 特命准教授 H23.4～ 
岩崎 真宏 同上 医学研究員 H19.10～ 
本川 和子 同上 教育・研究補佐員 H20.4～ 
平田 雅子 同上 教育・研究補佐員 H21.4～ 

高橋 晴美 同上 研究員 
H19.10～H21.3 

H22.4～ 
高橋 利匡 同上 D4 H22.4～ 

艾尼 吾甫尓江 同上 D2 H24.4～ 
張 長亮 同上 研究員 H20.4～H21.8 
安田 貴雄 同上 研究員 H19.10～H22.9 

 

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 

 

 

（２）「溝口」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

溝口 明 三重大学大学院 
医学研究科 教授 H19.10～ 

木村 一志 同上 准教授 H19.10～ 
王 淑杰 同上 助教 H23.4～ 
長尾 泰明 同上 大学院生 H23.4～ 

飯塚 美知郎 名古屋大学大学院 
医学系研究科 特別研究学生 H21.4～H23.9 

鳥井 美江 三重大学大学院 
医学研究科 大学院生 H21.4～H23.3 

中島 久子 同上 研究員 H20.4～H22.3 
 

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 
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（３）「稲垣」グループ  

①研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

稲垣 暢也 京都大学大学院 
医学研究科 教授 H19.10～ 

長嶋 一昭 同上 講師 H19.10～ 
山野 言 同上 医員 H21.4～ 

藤本 新平 同上 准教授 H19.10～H24.3 
 
 ②研究項目 

 ・膵島の代謝測定 

 ・膵島の機能解析 

 
（４）清水グループ 

① 研究参加者 

氏名 所属 役職 参加時期 

清水 謙多郎 
東京大学大学院 

農学生命科学研究科 
教授 H20.4～H22.3 

寺田 透 同上 特任准教授 H20.4～H22.3 
門田 幸二 同上 特任助教 H20.4～H22.3 

 

② 研究項目 

・ メタボローム解析におけるインフォマティクス支援 
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§４ 研究実施内容及び成果 
 

４．１ 膵島細胞の機能、再生制御機構の解明（神戸大学 清野グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

 本グループは研究代表者グループとして本研究課題に総合的に取り組み、各グループを

統括した。特に、代謝シグナルに重点を置いて、膵島機能の制御機構や再生機構、代謝異

常症の病態について研究を推進した。 

 

１）膵島機能の制御機構の解明 

(i) cAMPセンサーEpac2Aの新規活性化物質の探索 
 膵 β 細胞においてインスリン分泌を惹起あるいは修飾する代謝シグナルとして ATP、Ca2+、

cAMP が重要である。このうち、cAMP シグナルを活性化する因子として特に重要なものは、
Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)や Glucose-dependent insulinotropic hormone (GIP)などイン
クレチンと総称される消化管ホルモンで、全身の糖代謝制御に重要な役割を演じており、最

近では、その作用を利用した糖尿病治療薬が上市され、注目が集まっている。我々はこれま

でに、cAMP-GEFII (Epac2A)が膵 β 細胞における cAMP センサーとして、Protein kinase A 
（PKA）非依存性インスリン分泌を担うこ
とを明らかにした。Epac2Aはグアニンヌ
クレオチド交換因子（GEF）であり、
cAMP と結合すると低分子量 G タンパ

ク質 Rap1 を活性化してインスリン分泌
を促進する。Epac2A を介したインス

リン分泌機構の研究の過程で、我々

は全長 Epac2A の N 末端と C 末端を
蛍光タンパク質CFPとYFPでそれぞ
れ 標 識 し た FRET （ fluorescence 
resonance energy transfer：蛍光共鳴エ
ネルギー移動）センサープローブを

作製した（図１）。 
このプローブを COS-1 細胞に発現させ、cAMP アナログ 8-Br-cAMP を作用させたところ、

FRET 反応が低下した。Epac2A は不活性化状態では閉鎖した構造であるが、cAMP が結合
すると構造が変化し開放型になるので、この FRET プローブを用いて Epac2A の活性化状態
（FRET 低下）と不活性化状態（FRET 上昇）をモニターできることが確認された。そこで

Epac2A に作用する様々な分子をスクリーニングしたところ、糖尿病治療薬として広く使用され

ているスルホニル尿素（SU）薬であるトルブタミドやグリベンクラミドによって FRET 反応が低下
することを発見した（図２）。また、この効

果はクロルプロパミド、アセトヘキサミド、

グリピジドなどの他の SU 薬でも認められ
た。これらの結果はSU薬がEpac2Aを活
性化することを強く示唆している。しかし

ながら、グリクラジドやグリニド薬のナテグ

リニドやレパグリニドで FRET反応の低下
は認められなかったことから、SU 薬の構

造が Epac2A との結合に重要であると考

えられる。 
3H 標識されたグリベンクラミドと Epac2A の飽和結合実験により、COS-1 細胞に発現させた

Epac2Aは 3H-グリベンクラミドと特異的に結合した。また、3H-グリベンクラミドと Epac2Aの結合
は非標識のグリベンクラミドやトルブタミドに対し濃度依存性に阻害された。この結果はグリベ

図１．Epac2A FRETセンサーの原理 

図２．SU薬による Epac2A FRETの変化 
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ンクラミドとトルブタミドが Epac2A分子内の同じ部位に結合することを示している。同様に非標
識 8-Br-cAMPを用いて検討したところ、3H-グリベンクラミドとEpac2Aの結合はほとんど阻害さ
れなかった。したがってグリベンクラミドとトルブタミドは cAMP結合ドメインとは異なる部位に結
合し、Epac2Aの構造変化を起こさせると推測される。 

SU薬によるインスリン分泌作用を Epac2A欠損マウスから卖離した膵島を用いて行った。グ
ルコース応答性のインスリン分泌は野生型マウスの膵島でのインスリン分泌とほとんど差がな

かったが、トルブタミドやグリベンクラミドによるインスリン分泌はEpac2A欠損マウスの膵島にお
いて低値を示した。また、in vivo の実験としてグルコースとトルブタミドを同時に経口負荷した
ところ、Epac2A 欠損マウスの血糖値は野生型マウスに比し高く、また血清インスリン値は有意

に低下していた。したがって、SU薬による血糖降下作用にはEpac2Aが必要であることが明ら
かになった。 
従来、SU 薬は SUR1 に結合し KATP

チャネルを閉鎖してインスリン分泌を刺

激すると考えられていたが、SU 薬のイ

ンスリン分泌刺激作用にはEpac2Aを介
するメカニズムも重要であることが明ら

かになった（図３）。したがって、Epac2A
はインクレチンと SU薬の共通の作用点
であるといえる。Epac2A/Rap1 シグナル
は細胞膜付近のインスリン顆粒のプー

ルのサイズを増加させることによって、イ

ンスリン分泌を増強すると推測されてい

るが、SU 薬によって活性化された

Epac2A/Rap1も同様にインスリン顆粒プ
ールを制御している可能性がある。 
インクレチン関連薬が本邦でも使用されるようになり、血糖降下作用における有用性が確

認されつつある。特に SU 薬が効かない例でもインクレチン関連薬を追加することで著明な血

糖改善効果が示されている。一方でインクレチン関連薬とSU薬との併用によって（特に SU薬
の投与量が多い高齢者において）重篤な低血糖症を招来する危険性があることが臨床的に

問題になっている。インクレチン関連薬と SU薬の共通の標的である Epac2Aが両薬の併用効
果に関与していると推測されるが、SU薬が Epac2Aをどのように活性化するか全く不明である
ため、併用効果がインスリン分泌にどのように影響し、低血糖を招来するかは臨床的にも重要

な課題である。今後、cAMP と SU薬の Epac2Aに対する結合特性の解析や Epac2A/Rap1の
下流シグナルの同定など詳細な研究が必要である。また、Epac2Aを標的とした新たな低分子
化合物の同定は、低血糖を招来しない新たな糖尿病治療薬の開発につながることが期待さ

れる。 

 

(ii) Epac2A結合分子 Rim2のインスリン分泌における役割の解明 
我々は以前、Epac2A と結合するタンパク質として Rim2を同定した。Rim2には，Zn2+フィン

ガードメイン、PDZ ドメイン、C2A ドメイン、C2B ドメインで構成される Rim2α、PDZ ドメイン以降
で構成される Rim2β、C2B ドメインのみで構成される Rim2γ、の 3 つのバリアントが存在する。
当初、我々が同定したRim2は、現在ではRim2αとよばれて、膵 β細胞では主にRim2αが発
現している。本研究において、我々は、Rim2αのインスリン分泌における役割を詳細に検討す
る目的で Rim2α 欠損マウスを作製した。Rim2α 欠損マウスにおける糖負荷後の血糖値は野
生型マウスに比べて高く、血清インスリン値は有意に低下していた。また、Rim2α 欠損マウス
から卖離した膵島では高濃度グルコースや高濃度 K+刺激によるインスリン分泌が低下してお

り、cAMP刺激によるインスリン分泌の増強効果も低下していた。 
インスリン分泌顆粒の開口分泌は、分泌顆粒の細胞膜へのリクルート、ドッキング、プライミ

ング、および、膜融合を経て生じると想定されている。インスリンを蛍光タンパク質 Venus で標

図３．インスリン分泌における SU薬の作用メカニズム 
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識し膵 β 細胞に発現させることでインスリン分泌顆粒を可視化し、全反射型蛍光顕微鏡（total 
internal reflection fluorescence microscopy：TIRFM）を用いて細胞内のインスリン分泌顆粒の
動態を解析することによって、開口分泌の様式は 3 種類に分類されることが分かっている。す
なわち、1）あらかじめ細胞膜にドッキングしていた顆粒が刺激により細胞膜に融合する様式
（old face）、2）刺激によってはじめて細胞膜にリクルートされた顆粒が瞬時に細胞膜に融合す
る様式（restless newcomer）、3）刺激によってはじめて細胞膜にリクルートされた顆粒が一時的
にドッキングしたのち細胞膜に融合する様式（resting newcomer）、の 3種類である。Rim2α欠
損マウスの初代培養膵 β細胞では、細胞膜にドッキングしたインスリン分泌顆粒の数が顕著に
低下し、高濃度 K+刺激による、あらかじめ細胞膜にドッキングしていた顆粒（old face）に由来
する分泌がほとんど認められなかった。また、高濃度グルコースによる第 1 相のインスリン分泌
反応が著しく低下し，第 2相も有意に低下した。 

Rim2α のインスリン分泌における詳細な役割を検討するため、膵 β 細胞に特異的に腫瘍を
形成する IT6マウスと Rim2α 欠損マウスとを交配し、腫瘍組織から Rim2α を欠損した膵 β 細
胞株を樹立した。開口分泌関連タンパク質の発現量や細胞内局在をRim2α欠損膵 β細胞株
と野生型膵 β 細胞株で比較したが、ほとんど差は認められなかった。しかしながら、Rim2α 欠
損膵β細胞株では高濃度グルコースや高濃度K+刺激によるインスリン分泌は著明に低下して

いた。また，全反射型蛍光顕微鏡による解析から，細胞膜にドッキングしたインスリン顆粒の数

が顕著に低下していることが明らかになった。一方、Rim2α 欠損膵 β 細胞株にアデノウイルス
を用いて野生型 Rim2α を発現させると、細胞膜にドッキングしたインスリン顆粒の数が増加す
るとともにインスリン分泌も回復した（図４）。 

 
Rim2αは，開口分泌に関連するタンパク質である Rab3やMunc13-1 と N末端領域で結合

することから、これらの結合がインスリン分泌顆粒の開口分泌に何らかの役割を有する可能性

が考えられた。そこで、それぞれのタンパク質と結合しない Rim2α変異体を作製し、Rim2α欠
損膵 β細胞株に発現させて解析を行った。Rab3 と結合しない Rim2α変異体を発現させると、
細胞膜にドッキングしたインスリン分泌顆粒の数は回復しないにも関わらず、高濃度グルコー

ス刺激によるインスリン分泌は回復した。さらに、高濃度K+刺激によるインスリン分泌は野生型

Rim2α を発現させたときよりむしろ増加した（図４）。このことより，Rim2α と Rab3 との結合はイ
ンスリン分泌顆粒のドッキングに必要であるが、ドッキング自体はインスリン分泌に必須ではな

いことが明らかとなった。したがって、ドッキングは開口分泌の準備段階ではなく、顆粒の膜融

合を阻止する状態、すなわち、ブレーキの状態と考えられた。一方、Munc13-1 と結合しない
Rim2α 変異体を発現させた場合には、細胞膜にドッキングしたインスリン分泌顆粒の数は増
加したが，高濃度グルコースや高濃度 K+刺激によるインスリン分泌は回復しなかった（図４）。

この事実は，Munc13-1 と Rim2α との結合はインスリン顆粒のドッキングには必要ではないが、
インスリン分泌には必要であることを示している。Rim2α 欠損膵 β 細胞株を内因性の

Munc13-1を直接に活性化させるホルボールエステルにより刺激すると高濃度グルコース刺激
によるインスリン分泌が回復したことより、Rim2αとMunc13-1との結合はドッキング以降に必要
であることが示された。ドッキング以降にはプライミングと膜融合のステップがあり、プライミング

図４．Rim2欠損膵細胞株におけるインスリン分泌（左）とドッキングしたインスリン分泌顆粒数（右） 
E36A/R37S：Rab3A と結合しない Rim2、K136E/K138E：Munc13-1 と結合しない Rim2 
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には SNARE タンパク質のひとつ Syntaxin1の構造変化が重要である。Syntaxin1 は閉じた状
態から開いた状態へと構造変化するとインスリン分泌顆粒膜にある別の SNARE タンパク質と
複合体を形成し、インスリン分泌顆粒を細胞膜に融合させることができるものと考えられ、その

過程に Munc13-1 の関与が想定されている。恒常的に開いた状態とした Syntaxin1 変異体を
Rim2α 欠損膵 β 細胞株に発現させると、高濃度グルコースや高濃度 K+刺激によるインスリン

分泌が回復したことから、Syntaxin1が開いた状態になればRim2αを欠損していてもインスリン
顆粒は膜融合するものと考えられた。つまりこの結果は、Rim2α と Munc13-1 との結合が
Syntaxin1の構造変化に重要であることを示唆している。以上の結果より、Rim2αはRab3を介
してインスリン顆粒のドッキングに、Munc13-1を介してプライミングに、それぞれ必要であること
が明らかとなった。 

Rim2αは Epac2Aと結合するタンパク質として同定されたことから、cAMPシグナルとの関係
も重要である。そこで、Epac2A と結合しない Rim2α変異体を Rim2α欠損膵 β細胞株に発現
させたところ、高濃度グルコースのみ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 アナログ刺激によるインスリン分泌増強は認められなかった。したがって、

Rim2αは cAMPによる Epac2A依存性のインスリン分泌の増強に必須のタンパク質であること
が検証された。 

Rim2αは膵 β細胞以外の内分泌組織や細胞にも広く発現することから、インスリンだけでな
く、種々のホルモン分泌にかかわっている可能性が考えられた。実際、Rim2α欠損マウスでは，
インスリン分泌増強作用をもつ消化管ホルモン（インクレチン）である GIPの血清レベルが著し
く低下していた。また、低血糖で誘導される成長ホルモン分泌の低下（Rim2α 欠損マウスは低
体長を示す）や、アドレナリン分泌の低下も認められた。以上の結果から、Rim2α は血糖維持
に関与するこれらのホルモンの開口分泌においても、インスリン分泌の場合と同様の役割を果

たしている可能性がある。 
神経伝達物質の研究から、開口分泌には，シナプス小胞の細胞膜へのリクルート、ドッキン

グ、プライミング、膜融合の 4つのステップが重要であると考えられている。ドッキングは細胞膜
に結合している状態として定義されており、プライミングはドッキングと膜融合の間の過程であ

ると想定されていたが、その分子機構は

不明であった。今回、インスリン分泌顆粒

の開口分泌の解析から、Rim2α は Rab3
と結合することによりドッキングを、

Munc13-1 との結合から解離することによ
りプライミングを、それぞれ決定づける分

子であることが初めて明らかとなった（図

５）。今回の発見をきっかけに、開口分泌

の分子機構の解明が進み、また、インスリ

ン分泌不全をともなう糖尿病の原因や病

態の解明につながることを期待される。 
  

 
２）膵島細胞の再生制御機構の解明 

(i) 膵外分泌細胞からインスリン分泌細胞への分化転換とそのメカニズム 

膵腺房細胞がインスリン分泌細胞へ分化転換することを既に示していたが、本研究ではそ

のメカニズムについて検討を行った。まず、膵臓を酵素的に分散すると自然に EGF 受容体の
リン酸化が生じ、下流のシグナルも活性化されることを見出した。EGF 受容体キナーゼの阻害
薬を添加して培養を行うと、膵腺房細胞における遺伝子発現の変化が著しく抑制されたことか

ら、腺房細胞の分化転換にはEGFシグナルの活性化が必須であることが明らかとなった。さら
に、EGF 受容体下流の細胞内シグナルのうち、特にどの経路が膵腺房細胞からインスリン分
泌細胞への分化転換に重要であるかを明らかにするため、様々なシグナル伝達経路の阻害

薬を用いて解析を行った。その結果、PI3キナーゼ阻害薬である LY294002を添加して培養し

図５．インスリン分泌顆粒の開口分泌におけ

る Rim2の役割 

http://first.lifesciencedb.jp/archives/664#F2
http://first.lifesciencedb.jp/archives/664#F2
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た場合にはインスリン分泌細胞への分化転換を示す遺伝子発現の変化、すなわち、インスリ

ンをはじめとする膵 β 細胞に特徴的な分子の発現誘導が著しく抑制された。さらに、

LY294002 存在下で PI3 キナーゼ下流の主要なシグナル伝達分子である Akt の恒常活性型
変異体を過剰発現させると、分化転換が生じた。これらの結果は、PI3キナーゼ/Akt経路の活
性化が膵腺房細胞からインスリン分泌細胞への分化転換に必須であること示している。 
また興味深いことに、卖離した膵腺房細胞を LY294002 存在下で培養すると通常は形成さ

れる spheroid が形成されず、カドヘリン依存性細胞接着が再形成されなかった。卖離した膵
腺房細胞をEGF存在下で培養するとE-カドヘリンと β-カテニンの発現が著しく増強されるが、
LY294002によってPI3キナーゼ活性を阻害した条件ではmRNAレベルでの発現増加は見ら
れず、タンパクレベルでの分解が認められた。したがって、PI3 キナーゼの活性化が E-カドヘ
リンと β-カテニンの安定性に寄与して、卖離膵腺房細胞におけるカドヘリン依存性細胞接着
の再構成に作用しているものと考えられた。そこで、E-カドヘリンの中和抗体を利用して卖離
膵腺房細胞におけるカドヘリン依存性細胞接着を阻害し、spheroid の形成を抑制すると、イン
スリンをはじめとする膵 β 細胞に特徴的な遺伝子の発現誘導が強く抑制された。このことは、
カドヘリン依存性細胞接着の再構成が膵腺房細胞からインスリン分泌細胞への分化転換に

おいて重要な役割を演じていることを示す結果である。さらに、膵腺房細胞は卖離前には

F-actin が apical 側にのみ局在する明確な細胞極性を示すが、培養後に形成される spheroid
では F-actin は細胞膜全体に分布し、通常は膵島にしか見られない N-CAM の発現が認めら

れるなど、膵島細胞と類似の構造を示す

ようになった。 
以上の検討の中で、PI3 キナーゼ阻害

薬や E-カドヘリンの中和抗体によってイ
ンスリン分泌細胞への分化転換を阻害し

た場合でも、膵発生に関わる転写因子類

の発現誘導は生じることに気づいた。そこ

で、PI3 キナーゼ活性を阻害してカドヘリ
ン依存性細胞接着の再構成を抑制した

時の遺伝子発現の変化を定量 RT-PCR
によって詳細に検討した。その結果、細

胞接着を構成しない条件ではインスリンをは

じめとする膵 β 細胞に特徴的な遺伝子の発
現誘導は全く見られないが、膵発生に関わる

転写因子の発現誘導が認められた。すなわ

ち、カドヘリン依存性細胞接着のない条件下

では、未分化な膵細胞への脱分化が生じて

いるものと考えられた。さらに、このようにして

脱分化した膵腺房細胞において、PI3キナー
ゼの阻害を解除するとインスリン分泌細胞へ

転換（再分化）することが確認された。このと

き、LY294002 を添加し続けるとインスリン分
泌細胞は誘導されなかったことから、PI3キナ
ーゼの活性化は脱分化細胞からインスリン分

泌細胞への再分化に作用することが明らかと

なった。 
 以上の結果から、膵腺房細胞からインスリ

ン分泌細胞への分化転換のメカニズムをまと

めてモデル化すると図１１のようになる。すなわち、膵腺房が酵素によって分散され卖離される

と、カドヘリン依存性細胞接着が失われ、脱分化が生じる。その後、PI3 キナーゼの活性化に
よってカドヘリン依存性細胞接着が再形成され、内分泌細胞や導管細胞に分化転換するもの

図１１．膵腺房細胞の分化転換モデル 

図１２．ヒト膵外分泌細胞から誘導した細胞

におけるインスリン分泌 
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と考えられる。 
さらに、ヒトの膵外分泌細胞からもインスリン分泌細胞が誘導できるか検討を行った。膵癌な

どで膵摘術が行われた 32例から膵組織の提供を受けた。このうち 21例で細胞分離に成功し、
RT-PCR による評価の可能であった 19例すべてにおいて Pdx1の発現誘導を認めた。残りの
11例では、慢性膵炎による組織の線維化が顕著なため正常細胞の分離ができなかった。イン
スリンの発現は RT-PCR による評価の可能であった 19例のうち 11 例で認められ、これらの例
では膵 β 細胞を特徴づける遺伝子（グルコキナーゼ、SUR1、Kir6.2、MafA、NeuroD）の発現
も誘導された。一方、膵外分泌細胞を特徴づけるアミラーゼ、エラスターゼの発現は消失した

ことから、ここで用いた条件での培養によって本来の外分泌細胞としての特性を失ったものと

考えられた。取得した細胞数の特に多かった 4例についてはインスリン分泌反応を検討するこ
とができた。その結果、グルコース、高濃度 KCl、グリベンクラミドによるインスリン分泌反応が
認められた（図１２）。以上の結果から、ヒト膵外分泌細胞は in vitroで膵内分泌細胞へ分化転
換できることが実証された。 
 

(ii) 膵 β細胞の in vitroにおける脱分化・増殖・再分化 
 インスリン分泌機能を持った膵 β 細胞を体外で増殖させようとする試みは古くから行われて
いるが、機能を維持したままではほとんど増殖できなかったり、増殖する条件ではインスリン分

泌機能を失ったりすることが知られている。本研究では、マウスをモデルとして用いて膵 β細胞
の in vitro での増殖を検討した。卖離して卖一細胞化した膵島細胞を胎児マウスの膵細胞を
フィーダーとして FGF2 の存在下で培養すると盛んに増殖することを見出した。増殖後の細胞
では、インスリンの発現は消失するが、ベータセルリン(BTC)を添加してさらに培養を続けると、
膵島様の細胞塊が形成され、この細胞塊を取り出して高濃度グルコースとニコチナマイドの存

在下で培養すると、インスリンが再び発現した。 
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マウスの膵β細胞をセルソーターを用いて卖離して、野生型マウスの胎
児膵細胞をフィーダーとして上記と同様に培養を行ったとこ

ろ、GFP の発現が消失して mRFP のみを発現するようになり、
インスリン発現を失って脱分化したことが示された。このとき、

脱分化した膵 β 細胞の一部は増殖マーカーを発現し、実際
に FACSによって解析したところ、約 30%の細胞が G2/M期

にあることが判明した。また、脱分化細胞は紡錘形を示し、ネ

スチンやビメンチンを発現していたことから、上皮-間葉転換
(EMT)様の表現型変化を遂げたものと考えられた。さらに、
脱分化した膵 β 細胞は、膵島様の細胞塊を形成し、この細
胞塊をピックアップしてニコチナマイド存在下で培養するとイ

ンスリンを再発現した（図１３）。以上の結果から、膵 β 細胞は
ある条件においては、表現型を変化させ、脱分化-増殖-再
分化する能力を持つことが明らかとなった。 
 

(iii) 膵 β細胞の運命追跡 

膵 β 細胞は、血糖を調節するためにその量が生涯を通して調節されている。例えば、肥満
や妊娠によってインスリンの必要量が増加した際に、β 細胞の量が増加することが知られてい
る。出生以後のマウスでは、既存の β細胞が分裂することによって β細胞の量は維持されてい
ると考えられているが、非 β 細胞からも分化している可能性は否定できない。本研究では、マ
ウスの Insulin2 遺伝子を Cre recombinase とエストロゲン受容体との融合遺伝子(CreERT2)と
組み替えた Ins2-CreERT2 ノックインマウスを作製した。このマウスを、Cre recombinase 存在
下においてYellow fluorescent protein (YFP)を発現する R26R-YFP ノックインマウスと交配し、
Ins2-CreERT2/R26R-YFPノックインマウスを作成した。Ins2-CreERT2/R26R-YFPマウスに対し

図１３．脱分化した膵 β細胞
の再分化 
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て、任意の時期にタモキシフェンを投与することで、その時点でインスリンを発現している細胞

とその子孫細胞とを選択的に標識することが可能である。本研究ではこのマウスを用いて膵 β
細胞が非 β 細胞から分化し得るか否かを解析した。まず、6 週齢のオスマウスに対してタモキ
シフェンを投与し、膵 β細胞を標識した。タモキシフェン投与 3日後の膵臓では 25.8±3.8%の
β細胞が標識されており、1, 3, 6, 9, 12 ヵ月後ではそれぞれ 30.3 ± 4.3%、27.2 ± 2.6%、23.1 ± 
0.8%、21.0 ± 1.4%、21.5 ± 4.2%であった。それぞれの時期で標識率に有意差はなく、正常加
齢では、β 細胞の新生は生じないことが示唆された。次に出産 1 日前の母マウスにタモキシフ
ェンを投与し、出生後の仔マウスの膵 β 細胞を追跡した。出生直後では膵 β 細胞の 28.0 ± 
1.0%が標識されており、出生 7日後、14日後にはそれぞれ、29.7 ± 1.2%。29.5 ± 0.8%であり
有意差は認めなかった。しかしながら出生 28日後には標識率が 21.9 ± 1.4%となり、出生 14
日後と比較して有意(P＜0.05)に減尐していた（図１４）。以上の結果より、出生 14日から 28日
にかけての期間において、膵 β 細胞が非 β 細胞から新生していることが示唆された。出生 14
日後から 28 日後にかけては、マウスの離乳の時期であり、膵臓の重量、膵 β 細胞の体積とも
に急劇に増加する時期でもある。膵 β細胞に対する需要の急激な増加に対応するために、前
駆細胞からの分化が誘導されているのかもしれない。以上の結果から、膵 β 細胞は出生以後
においても非 β細胞から分化することが初めて示された。 

 
 

 

 

３）代謝異常と膵島機能異常 

(i) 肥満・インスリン抵抗性に関与する新規アディポカインの同定 

インスリン抵抗性発症メカニズムの鍵となるタンパク質を探索するため、腫瘍壊死因子

(TNF)-α 処理、デキサメサゾン処理によってインスリン抵抗性を誘導した 3T3-L1 脂肪細胞を
用いて、比較プロテオーム解析を行った。この方法はサンプルに含まれる個々のタンパク質の

含有量を、タンパク質の安定同位体標識法（NBS 法）と質量分析法によって網羅的に比較定
量する方法であり、インスリン抵抗性で増加あるいは減尐する様々なタンパク質の同定を試み

た。同定されたタンパク質の中から、未処理の対照群と比較して、TNF-α 処理とデキサメサゾ
ン処理の間で共通した発現変動を示すタンパク質に絞り込み、最終的に分泌タンパク質であ

るプログラニュリン(PGRN)に着目した。PGRN は TNF-α、デキサメサゾン、それぞれの処理に
よって約 2～3倍発現増大するタンパク質であった（図１５）。 

図１４．Ins2-CreER/R26R-YFPマウスを用いた膵 β細胞の運命追跡 
Insulin, YFP の二重染色像（左）と膵 β細胞標識率の推移（右） 
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PGRN は成長因子様活性をもち、炎症や創傷治癒に関与することが報告されており、免疫

細胞が豊富に存在する脾臓や肺などにおいて高発現することが以前から知られていたが、脂

肪組織における役割や発現レベルは詳しく調べられていなかった。そこで、通常食および高

脂肪食を摂取させたマウスを用いて組織別の発現レベルを比較したところ、白色脂肪組織に

おいてのみ、高脂肪食による PGRN の発現上昇が認められ、肥満マウスでは白色脂肪組織

が PGRNの主要な産生組織となることが示唆された。遺伝的肥満マウス（ob/ob）における血中

PGRN濃度は正常マウス(ob/+)と比較して約 2倍有意に高く、インスリン抵抗性改善薬（ピオグ
リタゾン）の経口投与によって正常化した。さらに、組み換えPGRN蛋白質をマウスに2週間連
日投与し、インスリン負荷試験を行ったところ、PGRN を慢性投与したマウスではインスリン抵

抗性が認められた。以上の結果から、脂肪組織および血中の PGRN レベルは肥満、インスリ

ン抵抗性と相関することが明らかとなり、慢性的な PGRN レベルの上昇がインスリン抵抗性惹

起に関与することが示唆された。 
高脂肪食による肥満およびインスリン抵抗性における

PGRNの役割を明らかにするため、PGRN欠損マウスを
高脂肪食下で飼育したところ、摂餌量と自発運動活性

に差が認められないにも関わらず、PGRN 欠損マウスで
は野生型マウスと比較し、高脂肪食による体重増加、内

臓脂肪の蓄積、脂肪細胞肥大化、炎症細胞の浸潤が

著明に抑制された（図１６）。また、野生型マウスでは高

脂肪食によってインスリン抵抗性が引き起こされるのに

対し、PGRN 欠損マウスではインスリン抵抗性が認めら

れなかった。呼吸代謝測定によって算出されるエネル

ギー消費量には有意な差が認められなかったが、高脂

肪食下の PGRN欠損マウスでは野生型と比較して呼吸
商が有意に低下しており、高脂肪食を摂取しても肥満し

難い一因として、PGRN 欠損マウスが脂質を優先的に

消費している可能性が考えられた。 
3T3-L1 脂肪細胞において、PGRN はインスリン受容体(IR)以降のインスリンシグナルを障

害し、インスリン依存的な糖取り込みを抑制することが明らかとなった。PGRN をノックダウンし

た細胞では、IR 以降のインスリンシグナル、糖取り込みが共に亢進し、TNF-αによるインスリン
抵抗性も有意に抑制された。さらに、TNF-α による炎症性サイトカインの発現誘導に対する
PGRN ノックダウンの効果を調べたところ、インターロイキン (IL)-6 の発現誘導だけがノックダ
ウンによって完全にブロックされることが明らかとなり、PGRN を介するインスリンシグナルの障

図１５．比較プロテオーム解析によるインスリン抵抗性関連分子の探索 
NBS法の原理（左）と PGRNの発現比（右） 

図１６．PGRN 欠損マウスに対する
高脂肪食負荷の効果 
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害に IL-6シグナルが主要に関与することが示唆された。脂肪細胞や肝細胞において、IL-6は
gp130 受容体、JAK/STAT シグナルを介して SOCS3 を発現亢進し、インスリン受容体基質
(IRS)-1 のリン酸化を抑制することで、IR 以降のインスリンシグナルを障害することが知られて

いる。また、肥満や糖尿病患者において IL-6 の血中レベルが上昇することや、脂肪組織での
IL-6産生増大が肥満における IL-6レベルの上昇に対して主要に寄与していることが報告され
ている。そこで、in vivoでの PGRNと IL-6の関連性を明らかにするため、PGRN欠損マウスに
おける IL-6の脂肪組織発現および血中レベルを調べたところ、高脂肪食による IL-6レベルの
上昇は、野生型マウスと比較して有意に抑制されていることが明らかとなった。また、脂肪組織、

肝臓での高脂肪食によるSOCS3の発現増加も完全にブロックされていた。PGRNの慢性投与
によって惹起されるインスリン抵抗性への IL-6 の関与を調べるため、IL-6 に対する中和抗体
をマウスに投与したところ、PGRN 慢性投与によるインスリン抵抗性の有意な改善が認められ

た。 

以上の結果より、脂肪組織において

高脂肪食により発現増加する PGRNは、
脂肪組織での IL-6 の産生分泌を促進
し、脂肪組織および肝臓における

SOCS3の発現を介してインスリンシグナ
ルを障害することで、インスリン抵抗性と

肥満を惹起することが示唆された（図１

７）。 
今後、ヒトを対象とした前向き研究に

よってインスリン抵抗性、肥満との関連

性を解析するとともに、PGRN を介する

インスリン抵抗性の詳細なメカニズムを

解明していくことで、バイオマーカーとし

てのみならず、創薬の標的分子として

新たな診断法や治療法に繋がると期待される。 
 

 
(2)研究成果の今後期待される展開 
 本研究において、SU 薬の新たな標的であることが発見され、これが cAMP センサーである
Epac2A であることは今後の糖尿病治療に重大なインパクトを示している。現在、インクレチン

関連薬が上市され、既存の SU薬との併用療法が広く行われるようになったが、重篤な低血糖
などの問題も生じている。今回の発見から、Epac2AはSU薬とインクレチン関連薬の共通の標
的であることが明らかとなったので、今後は、これらの相互作用のメカニズムを解明することが

重要な課題となる。例えば、Epac2Aに結合しない SU薬、あるいは、構造上 SU骨格を有しな
い Epac2A 活性化薬など、従来の経口血糖降下薬とは明らかに作用スペクトルの異なる、より

安全な糖尿病治療薬のデザインが可能となると思われる。 
また、質量分析計を用いたメタボローム解析をもとにして、これまで予想もできなかった代謝

物（グルタミン酸）が、膵 β 細胞において、cAMP によるグルコース応答性インスリン分泌増強
効果を引き起こす必須なシグナルであることを突き止めることができた。既述のように、cAMP
シグナルを活性化するインクレチンの作用を利用したインクレチン関連薬が、新たな糖尿病治

療薬として上市されて期待と注目を集めている。グルタミン酸はグルコース代謝と cAMP シグ
ナルを結び付ける因子であり、今後、これを標的とした新たな糖尿病治療薬（インスリン分泌

促進薬）の開発に繋がる可能性がある。さらに、グルタミン酸がどのような分子メカニズムでイ

ンスリン分泌を増強するのかを明らかにすることを計画しており、より選択的な治療薬標的が

発見されることが期待される。 
 さらには、糖尿病モデルラットや患者血清のメタボローム解析によって、糖尿病の超早期診

断マーカーを探索する研究にも着手しており、上述のように有望なマーカー候補が得られつ

図１７．PGRNによるインスリン抵抗性惹起
の分子機構 
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つある。将来的には、血糖値が上昇する前に糖尿病発症を予測できる可能性があり、これが

実現すれば、健康長寿の増進や医療費増大の抑制に大きく寄与するものと考えている。 
 本研究では、これまでの手法では決して発見することができなかった代謝シグナルや病態

形成に重要な役割を演じる因子を同定することができた。質量分析計を用いたメタボローム、

プロテオーム解析は、代謝異常症の発症機序や病態の解明に関して、きわめて有用なツー

ルとなり得る。 
 

 

４．２ 膵島細胞機能の形態学的解析（三重大学 溝口グループ） 

(1)研究実施内容及び成果 

本チームは糖代謝調節機構において、形態学的解析を分担した。レーザー顕微鏡および

電子顕微鏡を用いて、膵 β 細胞のインスリン顆粒の形態、開口分泌の形態、グルコース刺激
後の細胞内 Ca2+濃度変化等を解析するとともに、インスリン分泌を制御する消化管ホルモン

GLP-1、GIP を分泌するＬ細胞、Ｋ細胞の形態および機能の多様性も解析した。 
 

1) 膵 β細胞株の形態学的解析および Ca2+イメージング 

インスリン分泌の制御機構をより詳細に解明するために、膵 β 細胞株、ならびに、マウス膵
島を用いて、電子顕微鏡による形態学的解析を実施した。まず、上に示した 2 つの膵β細胞
株MIN6-K8とMIN6-K20を低濃度グルコース、あるいは、高濃度グルコースで刺激後に固定、
超薄切片を作製し、透過型電子顕微鏡を用いて純形態観察を行ったところ、MIN6-K8 細胞

では MIN6-K20 細胞に比べてミトコンドリアが多く見られた。これは、MIN6-K8 細胞で亢進し
ている MA シャトルの反応の場がミトコンドリアであることとよく一致している。また、細胞が集ま
って数十個卖位の細胞集団になると、インスリン顆粒の数が増え、細胞と細胞の境界面の形

質膜にインスリン顆粒が集積・ドッキングする傾向があることが判明した。また、これらの細胞株

で 3次元の偽膵島を形成するとインスリン分泌能が上昇することを見出した。そこで、2次元の
卖層培養と 3 次元の偽膵島における、高濃度グルコース刺激に対する細胞内 Ca2+応答性の

違いを、２光子レーザー顕微鏡（OLYMPUS FV1000MP）を用いた Ca2+イメージング（インジケ

ータとして Oregon Green 488 BAPTA-1 AMを使用）により、細胞が生きたままリアルタイムで

解析した。卖層培養細胞では、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 分で偽膵島周辺部に細胞内 Ca2+濃度

が急上昇した細胞が増え始め、刺激後 15 分では偽膵島内部でも細胞内 Ca2+濃度が急上昇

した細胞が劇的に増えていた。 
以上の結果から、培養膵 β細胞が集まって数十個卖位になるとインスリン顆粒の数が増え、

細胞と細胞の境界面にインスリン顆粒が集まる傾向があり、また、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された。3次元構造の偽膵島に
おいては、内側の細胞の細胞周囲全体が隣の細胞と接するようになるため、細胞間接着部位

が卖層培養細胞に比べて急激に増大する。したがって、この細胞間接着が引き金となり、何ら

かの Ca2+応答性インスリン分泌シグナルが増大することが想定された。また、２光子レーザー

顕微鏡を用いた膵 β 細胞の Ca2+イメージングにより、細胞が生きたままの状態での生体内機

能分子のリアルタイムイメージングに成功した。これにより糖尿病の新規治療薬開発の基盤技

術としての応用も期待できる。 
 

2) Noc2 欠損マウスにおけるインクレチン分泌細胞の形態学的解析 
Noc2 は低分子量 G タンパク質 Rab3 のエフェクタータンパク質であり、調節性開口分泌に

関与することが知られている。研究代表者のグループは、膵 β 細胞および内分泌細胞に発現
する新たな分子として Noc2 を同定し、Noc2 がインスリン分泌に重要な役割を果たすことを報
告した。本研究で我々は消化管ホルモンであるインクレチン（GLP-1、GIP）を産生・分泌する
細胞における Noc2の役割を形態学的に検討した。野生型および Noc2欠損マウス（随時食）
小腸の凍結切片を作製し、抗インクレチン抗体、抗 Noc2抗体、およびファロイジンによる三重
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染色を行い、インクレチン分泌細胞における Noc2 の局在を観察した。野生型マウスではイン
クレチン（GLP-1、GIP）と Noc2 が、基底膜側に多く分布する分泌顆粒で共局在していたのに
対し、Noc2 欠損マウスではインクレチン顆粒の局在に乱れが生じ、本来、核より下側の基底
膜側に濃縮するはずの分泌顆粒が核上部にも多く見られた（図１）。これらの結果は、Noc2 が
インクレチン分泌細胞において、インクレ

チン顆粒の局在の維持に大きく関与して

いることを示唆している。インクレチン分

泌細胞は消化管内分泌細胞であるが、

膵外分泌腺や唾液腺の細胞においても、

Noc2 欠損マウスでは分泌顆粒の配向が
乱れることが報告されている。したがって、

Noc2 が分泌顆粒の局在の維持に関与
することは、内分泌、外分泌を問わず、

分泌細胞全般に当てはまる普遍的な

Noc2の機能であると考えられる。 
 
(2)研究成果の今後期待される展開 

偽膵島形成によって Ca2+応答性およびインスリン分泌能が向上したことから、細胞間接着

に作用する分子を標的とする糖尿病治療薬の開発が進むことが期待される。また形態学

的解析から VGLUT1 欠損マウスの膵β細胞では分泌顆粒内のインスリン含量が低下してい
ることが示唆された。今後、グルタミン酸による分泌顆粒へのインスリン取り込みのメカニズムが

解明されることが期待される。 

 

 

４．３ 代謝異常と膵島機能異常との関係の解明（京都大学 稲垣グループ） 

(1)研究実施内容および成果 

当グループでは、糖・脂質代謝異常と膵島機能異常との関係を明らかにする目的で、脂質

メタボローム解析による網羅的糖・脂質代謝関連因子の検索および糖・脂質代謝関連候補因

子に関する in vivo機能解析を行った。 

 

1) 脂質メタボローム解析 
糖尿病の発症に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の関与が疫学的に示されている。本研究においては、摂餌条件を含む

様々な条件下での糖尿病モデル動物（GK ラット、KK-Ay マウス）の膵島におけるリン脂質組
成変化について、LC/MSあるいは LC/MS/MSを用いて網羅的メタボローム解析を実施した。
しかしながら、膵島組織は生体サンプルとして微量であることから、尐量のサンプルで解析可

能なシステムが必要である。そこで、膵島における脂質解析について、東京大学（現中部大

学）の田口良教授との共同研究を行い、マウスで 3 匹分、ラットでは 1 匹分の膵島でリン脂質
の各クラス（フォスファチジルコリン；PC, フォスファチジルエタノールアミン；PE, フォスファチジ
ルセリン；PS, フォスファチジルイノシトール；PI）の網羅的解析を可能とする測定系を確立した。
この際、マウス、ラット膵島組織では、リン脂質（特に PC、PE、PS）において sn-2 位にアラキド
ン酸(20:4)をもつ分子種が多いことが判明し、これは1993年にRamanadhamらが INS-1細胞、
ラット膵島、ヒト膵島を用いた PC、PE の解析と同様の結果であったことから、本測定系は適切
なものであると判断した。 
この測定系を用いて、非肥満型 2 型糖尿病モデルである GK ラットおよび野生型ラット

（Wistarラット）の膵島含有リン脂質の解析を行った。その結果、他の組織に比して膵島ではア
ラキドン酸(20:4)が多い傾向も含め、両群で有意な差は認められなかった。GK ラットの膵島で
は 8-OHdG の検討などから酸化ストレスが増加しているとされていることから、酸化リン脂質の

測定も合わせて行ったところ、その分解産物である鎖長の短いアルデヒド体やカルボキシル

図１．Noc2 ノックアウトマウスにおけ
る GIP陽性分泌顆粒の局在 
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体が GK ラット膵島で多く認められた。 
次に、高脂肪飼料（含有脂肪量約 45%；通常飼料では約 11％）を野生型マウス（C57BL/6

マウス）および過食肥満糖尿病モデルマウス（KK-Ay マウス）に摂取させ、膵島含有リン脂質
組成の変化を検討した。両群ともに高脂肪食負荷によって膵島含有リン脂質組成の変化が認

められ、その傾向は特に過食モデルである KK-Ay マウスで顕著であり、投与期間を延長して
も同様であった。また、摂取する飼料成分（脂肪酸）の違いにより組織脂質組成が変化した。

以上より、脂質によるインスリン分泌への影響が、摂食量の増加（過食）や摂取する脂質組成

の違いによる膵島脂質組成の変化に起因する可能性が示唆された。 
脂肪酸はその鎖長や不飽和度によって様々な異なる機能を持つことが知られており、多価

不飽和脂肪酸(PUFA)のなかでも必須脂肪酸である n-3系に属する EPAやDHAは抗炎症作
用や脂質代謝改善作用、抗血小板凝集作用、血管保護作用があるとされる。糖代謝におい

ては EPAがインスリン感受性を改善するとの報告がある。そこで、GKラットを用いて EPAの経
口投与による組織含有脂質への影響を検討した。その結果、EPA 経口投与群膵島において、

一部のn-3系多価不飽和脂肪酸の組織含有比率の増加を認め、対称的にn-6系多価不飽和
脂肪酸を含む分子の組織含有比率は低下した（図１）。経口糖負荷試験（OGTT）やインスリン
負荷試験（ITT）によりインスリン分泌能およびインスリン抵抗性に関して検討したところ、GK ラ

ット EPA 投与群で耐糖能は改善し、インスリン分泌反応およびインスリン感受性の改善を認め
た。すなわち、糖尿病状態において、n-3 系多価不飽和脂肪酸がインスリン分泌能および抵
抗性の改善による糖代謝改善効果を有する可能性を見出した。 

 

 
 

2) 糖・脂質代謝異常にかかわる膵β細胞内候補因子の探索 
糖・脂質異常によって膵 β細胞機能障害が引き起こされることは知られているが、具体的に

どのような代謝メディエーター、代謝経路の異常がこれに関わるのか、詳細は不明である。そ

こで、飽和脂肪酸負荷による膵 β 細胞インスリン分泌障害（脂肪毒性）に関与する因子および
機序について検討した。ラット膵 β 細胞株 INS-1 を飽和脂肪酸であるパルミチン酸（600μM）
に 24時間曝露したところ、インスリン分泌は抑制され、脂肪毒性を誘導できることを確認した。
またこの条件で、n-3 系多価不飽和脂肪酸（EPA）を負荷すると、上記の飽和脂肪酸負荷によ
る脂肪毒性が一部解除されることを見出した。次にこのような処置をした INS-1 細胞のインスリ
ン分泌量、インスリン含有量を測定するとともに、経時的に細胞を回収して、RT-PCRにて脂肪
毒性に関与する可能性のある候補因子を検索した。その過程で、タンパク質レベルでも発現

量変化を認めた一価不飽和脂肪酸（C16 および C18）合成の律速酵素であり細胞膜脂質組
成の調節に重要な役割を担っているステアロイル－CoA デサチュラーゼ（stearoyl-CoA 
desaturase：SCD-1）およびチロシンリン酸化酵素（tyrosine kinase）の一つである Src に着目し
てさらに検討を進めた｡ 

図１．EPA経口投与による含有リン脂質組成の変化 
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SCD-1 は細胞膜の脂質組成の調節に関与し、膜流動性の維持に重要な役割を担っている。
一価不飽和脂肪酸に対する飽和脂肪酸の適正な比率が、膜流動性に寄与し、比率の変化

が、心血管疾患、肥満、糖尿病、高血圧、神経系疾患、免疫障害、癌など種々の病態への関

与が指摘されている。そこで我々は、生理的条件下での SCD-1 の役割を検討するため、
siRNA を利用したノックダウン実験を行った。その結果、SCD-1の発現抑制により INS-1細胞
におけるグルコース応答性インスリン分泌が低下することを確認した（図２）。また、アポトーシ

スが促進されることも見出した。以上から、SCD-1 は膵 β 細胞における脂肪毒性に関与するこ
とが示唆された｡ 

 
 
Srcは細胞構造、シグナル伝達、細胞成長を制御する種々のタンパク質のチロシン残基をリ

ン酸化することで、これらのタンパク質を活性化する。我々は最近、消化管ホルモンであるイン

クレチンが、糖尿病状態で活性亢進している Src活性を抑制することにより、ROS産生を低下
させ、膵 β 細胞の ATP 産生とインスリン分泌を改善することを明らかにした。次に我々は飽和
脂肪酸負荷による脂肪毒性においても、Srcの活性化とROS産生が、膵β細胞からのインスリ
ン分泌の抑制に関与するかを検討した。600 μMパルミチン酸を 24時間 、INS-1細胞に負荷
したところ、Src活性およびROS産生が増加した。このパルミチン酸によるROS産生増加は濃
度依存的で、抗酸化剤（ビタミンＥ＋ビタミンＣ）およびROSスカベンジャー（Tempol+Ebselen）
投与によって抑制された。さらにパルミチン酸負荷時に Src 特異的阻害薬（PP2）を処置すると、
インスリン分泌抑制は改善された（図 3）。以上の結果から、膵 β 細胞における飽和脂肪酸負
荷による脂肪毒性の発現には、Srcが関与することが明らかになった。 

 
 
 

(2)研究成果の今後期待される展開 

脂肪毒性による膵 β細胞インスリン分泌障害機序に関する知見の蓄積は、現在、罹患患者
数約 890万人、患者予備軍も含めると約 2,210万人と推計されている糖尿病や、同じく激増が
懸念されているメタボリックシンドローム患者に対する食事介入、さらには糖・脂質代謝障害発

生抑制のための予防・先制医療のための論拠となり、国民健康保持・増進および医療削減へ

の貢献の面からも非常に有益なものであると考えられる。また、食事療法における脂質の取り

扱いに関しても、現行区分から一歩進んで、摂取する脂質の質に関する、より深い考察を可

能にする論拠の一つとなる可能性がある。 
 

図３．飽和脂肪酸（パルミチン酸）曝露によ

るインスリン分泌の抑制と Src阻害薬による
抑制解除 

図２．SCD-1発現抑制によるインスリン分泌
への影響 
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スリン分泌促進薬・SU薬～、実験治療 703:22-26, 2011 
86. 長嶋一昭、稲垣暢也：糖尿病とイオンチャネル、細胞 43:12-15, 2011 
87. 細川雅也、藤田義人、稲垣暢也：AMP キナーゼと一酸化窒素（NO)ならびに活性窒素

（ONOO－)、 内分泌・糖尿病・代謝内科 33:133-138, 2011 
88. 向英里、稲垣暢也：低血糖についての新しい知見 1.インクレチン関連薬とスルホニル尿

素薬の併用による低血糖、糖尿病 54:874-876, 2011 
89. 原島伸一、稲垣暢也：特集：DPP-4阻害薬－併用治療に関する話題 インスリンと DPP-4

阻害薬、糖尿病の最新治療 Current Diabetology 3:32-39, 2011 
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90. 藤本新平、稲垣暢也：SU薬を見直す、Mebio 28：68-73, 2011 
 
2012年 
91. 高橋晴美、柴崎忠雄、清野 進：糖尿病 基礎分野での進歩 膵 β細胞における Epac2A

の役割、Annual Review糖尿病・代謝・内分泌 4-9, 2012 
92. 柴崎忠雄、清野 進：インスリン分泌と作用の基本的分子機構, 糖尿病学イラスト

レイテッド 発症機序・病態と治療薬の作用機序 22-30, 2012 
93. 長嶋一昭、稲垣暢也：新生児糖尿病. International Review of Diabetes, 3:35-39, 2012 
94. 長嶋一昭、稲垣暢也：SU 薬と速効型インスリン分泌促進薬（グリニド）―薬剤構造から薬

理特性および薬効を考える―、糖尿病治療薬のサイエンス、28-37, 2012 
95. 原田範雄、稲垣暢也：DPP-4阻害薬、臨床と研究 89:10-14, 2012 
96. 濵崎暁洋、稲垣暢也：GLP-1受容体作動薬での臨床、Annual Review 糖尿病・代謝・内

分泌 68-76, 2012 
97. 山根俊介、稲垣暢也：インクレチン分泌・作用のメカニズム、Diabetes Update, 1:32-37, 

2012 
98. 原島伸一、稲垣暢也：インスリンと DPP-4阻害薬の併用、経口糖尿病薬の新展開－病態

プロファイルと最適薬剤選択の決め手 185-189, 2012 
99. 原島伸一：インクレチン関連薬併用療法の有効性－SU 薬との併用。月刊糖尿病 

4:71-77, 2012 
100. 長嶋一昭、稲垣暢也：SU 薬と速効型インスリン分泌促進薬、糖尿病学イラストレイテッド 

244-249, 2012 
101. 長嶋一昭、稲垣暢也：２型糖尿病診断法：概論、最新臨床糖尿病学（上） 426-432, 2012 
102. 藤本新平、稲垣暢也. 代謝・栄養疾患栄養疾患－1．糖尿病 2.インスリン分泌とその異

常. 内科学. 1033-1035, 2012 
103. 藤本新平、稲垣暢也. インクレチンと SU薬併用による低血糖. 月刊糖尿病. 4: 151-154, 

2012 
104. 長嶋一昭、稲垣暢也. SU 薬とインクレチン関連薬併用による低血糖. 経口糖尿病治療

薬の新展開―病態プロファイルと最適薬剤選択の決め手. 154－158, 2012 
105. 小倉雅仁,稲垣暢也. インクレチン関連薬（DPP-4阻害薬、GLP-1受容体作動薬）日本臨

床 増刊 医療品副作用学 第 2版. 201-205, 2012 
106. 山根俊介、稲垣暢也. 最新の疾患バイオマーカー研究. 日本臨床. 70:846-851, 2012 
107. 原田範雄、稲垣暢也. GIP の肥満への影響. 月刊糖尿病、別冊 「インクレチン療法」

35-40, 2012 
108. 豊田健太郎、稲垣暢也. 膵 β細胞の in vivoイメージングの現状と展望. 糖尿病学 2012. 

11-17, 2012 
109. 山根俊介、稲垣暢也. インクレチンを標的とした治療法－GLP-1 受容体作動薬・DPP-4

阻害薬－. ファーマナビゲーター インクレチン薬編. 114-121, 2012 
110. 濵崎暁洋、稲垣暢也. 血糖降下薬としての位置づけ. ファーマナビゲーター インクレチ

ン薬編. 164-168, 2012 
 
 

 (3)国際学会発表及び主要な国内学会発表 
① 招待講演    （国内会議 59件、国際会議 47件） 
2008年 
1. 柴崎忠雄、高橋晴美、清野 進：cAMP によるインスリン開口分泌の制御、第 42 回糖尿

病学の進歩（高松）、2008.2.16 
2. Seino S, Takahashi H, Miki T, Shibasaki T:  Roles of exocytosis-associated proteins in 

pancreatic -cells. Keystone Symposia, Islet and Beta Cell Biology. (Snowbird, Utah, 
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USA), 2008.4.9 
3. 清野 進：膵島機能研究の新たな展開、第 81 回日本内分泌学会学術総会（青森）、 

2008.5.17 
4. 清野 進：インスリン分泌顆粒動態とその調節機構、第 51 回日本糖尿病学会年次集会

（東京）、2008.5.24 
5. Seino S: Physiology and Pathophysiology of Pancreatic -cells. Diabetes and Endocrine 

Research Conference, University of Washington (Seattle, USA), 2008. 4.15 
6. Seino S: How elevating beta-cell cAMP stimulates insulin secretion. 68th Scientific 

Sessions, American Diabetes Association (San Francisco, USA), 2008.6.8 
7. Shibasaki T, Takahashi H, Miki T, Seino S: Dynamic of insulin granules. 6th Catholic 

International Stem Cell Symposium (Seoul, Korea), 2008.6.20 
8. Minami K, Seino S: Signaling mechanism of in vitro transdifferentiation of pancreatic 

acinar cells. 6th Catholic International Stem Cell Symposium (Seoul, Korea), 2008.6.20 
9. 清水謙多郎：アグリバイオインフォマティクスとは, 日本バイオインフォマティクス学会アグ

リバイオインフォマティクス第 1回研究会（東京）、2008.7.15 
10. 寺田透：分子シミュレーションとアグリバイオへの応用. 日本バイオインフォマティクス学

会第 1回研究会（東京）、2008.7.15 
11. 清水謙多郎：タンパク質構造予測、JSTゲノムリテラシー講座（東京）, 2008.7.31 
12. Seino S: Beta Cell Dysfunction vs Decrease in Beta Cell Mass; which is the determining 

factor in Type 2. Asia Islet Biology & Incretin Symposium (Incheon, Korea), 2008.10.19 
13. Minami K: Mechanism of pancreatic exocrine-to-endocrine transdifferentiation. Asia Islet 

Biology & Incretin Symposium (Incheon, Korea), 2008.10.19 
14. Inagaki N: Diabetes Mellitus in Japanese. U.S.-Japan-Vietnam Joint Scientific Meeting, 

Japanese Panel of Nutrition and Metabolism, US-Japan Cooperative Medical Science 
Program (Ho Chi Minh, Vietnam), 2008.10.28 

15. 清野 進、柴崎忠雄、岩崎真宏、单幸太郎：膵 β細胞の代謝調節とインスリン分泌、第 31
回日本分子生物学会年会・第 81回日本生化学会大会合同大会（神戸）、2008.12.9 

16. 清野 進：糖尿病の基礎知識、生活習慣病と運動‐神戸での新たな取り組み、知的クラス

ター創成事業 関西広域地域（神戸）、2008.12.13 
 

2009年 
17. 清野 進：インスリン分泌機構に関する最近の進歩、第 12 回日本病態栄養学会年次学

術総会（京都）、2009.1.11 
18. 清野 進：膵 β 細胞シグナリング研究の現状と展望、第 43 糖尿病学の進歩（松本）、

2009.02.20 
19. 清野 進：膵 β 細胞を標的とした糖尿病治療に向けて、第 13 回六甲動脈硬化性疾患カ

ンファレンス（神戸）、2009.2.21 
20. 柴崎忠雄、高橋 晴美、清野 進：インスリン開口分泌のダイナミクス、第 43 糖尿病学の

進歩（松本）、2009.2.21 
21. Seino S, Hagiwara Y, Minami K: Induction of insulin-secreting cells from pancreatic 

acinar cells in vitro and its mechanism.  EMBO Workshop: Beta cell differentiation and 
regeneration (Peebles, UK), 2009.2.28 

22. 清野 進：第 6 回神戸薬科大学ハイテク・リサーチ・シンポジウム（神戸）「膵 β 細胞を標

的とした糖尿病の新たな治療戦略」、2009.3.21 
23. Seino S: Insulin granule recruitment to exocytosis. 10th IGIS Symposium (St. 

Jean-Cap-Ferrat), 2009.3.27 
24. Seino S: Pancreatic beta-cell signaling: diverse roles of cAMP, Plenary Lecture, The 2nd 
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Oriental Congress of Endocrinology and Metabolism (Shanghai, China) 2009.4.19 
25. 清野 進：インクレチンとインスリン分泌、第 82 回日本内分泌学会学術総会（前橋）、

2009.4.23 
26. Inagaki, N: Novel strategies for regulation of insulin secretion: Advanced Study Institute 

on Novel Signaling Pathways in Diabetes and Metabolic Disorders, The Croucher 
Foundation, The University of Hong Kong, Li Ka Shing Faculty of Medicine, (Hong 
Kong), 2009.4.24 

27. 藤本新平:ミトコンドリア異常と β 細胞：代謝-分泌連関の障害、第 52 回日本糖尿病学会
年次学術集会（大阪）、2009.5.22 

28. 黒江彰、谷口中、野村慶雄、福島光夫、長坂昌一郎、中井義勝、磯貝興久、稲垣暢也、
清野 裕：糖尿病と炎症としての歯周病、第 52 回日本糖尿病学会年次学術集会（大阪）、
2009.5.23 

29. 興津輝、豊田健太郎、稲垣暢也、上本伸二：膵島移植のトランシレーショナルリサーチ、
第 52回日本糖尿病学会年次学術集会（大阪）、2009.5.23 

30. 清野 進：糖尿病の再生医療の現状と展望、私立大学戦略的研究基盤形成支援事業 

第 1回講演会 （於：近畿大学薬学部）（大阪）、2009.5.30 
31. Seino S: New approaches toward understanding mechanisms of insulin secretion, The 36th 

International Congress of Physiological Sciences, (Kyoto, Japan) 2009.7.28 
32. 单幸太郎：膵外分泌細胞からの膵 β 細胞再生、第 14 回静岡健康・長寿フォーラム（静

岡）、2009.10.3 
33. Seino S: Diabetes, Research and Training Center (DRTC) Seminar: Pancreatic -cell 

signaling: for better understanding and treatment of diabetes, Washington University 
School of Medicine (St Louis, USA), 2009.10.13 

34. Seino S: Recent Advanced in Beta Cell Biology: Scientific and Clinical Implications 
(hosted by the Banting and Best Diabetes Center, University of Toronto) Signal 
transduction in the islet beta cell (Toronto, Canada), 2009.10.16 

35. 稲垣暢也: インクレチン療法の位置づけ、第 46回日本糖尿病学会近畿地方会（京都）、
2009.11.3 

36. 清野 進：膵 β 細胞を標的とした糖尿病の新たな治療戦略、日本糖尿病学会中国四国
地方会第 47回総会（岡山）、2009.11.6 

37. Seino S: Molecular Mechanism on Insulin Secretion、The 25th Kumamoto Medical 
Bioscience & Global COE Cell Fate Regulation Research and Education Unit Joint 
Symposium (Kumamoto, Japan), 2009.11.13 

38. Seino S: Pancreatic beta cell signaling: for better understanding and treatment of diabetes, 
Plenary Lecture, 15th Korea-Japan Symposium on Diabetes Mellitus (Jeju, Korea), 
2009.11.21 

39. Iwasaki M, Kitatani N, Minami K, Shibasaki T, Watanabe K, Hyo T, Yabe D, Kurose T, 
Seino Y, Seino S: Education for diabetic patients: Viewpoints from clinical nutrition and 
basic research, 15th Korea-Japan Symposium on Diabetes Mellitus (Jeju, Korea), 
2009.11.21 

 
2010年 
40. 稲垣暢也: インスリン分泌機構からみた新しい糖尿病治療. 第 24 回日本糖尿病・肥満

動物学会（大阪）、2010.1.23 
41. 清野 進：日本人糖尿病の特徴とその対策 ‐ 将来への展望、第 5 会兵庫県医師会糖

尿病学術講演会（神戸）、2010.1.31 
42. 清野 進：膵 β 細胞を標的とした糖尿病治療の新戦略、文部科学省知的クラスター創生
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事業（第 II期）関西広域バイオクラスター成果発表会（神戸）、2010.2.8 
43. 清野 進：“Pancreatic beta-cell signaling: toward better understanding and treatment of 

diabetes”、熊本大学大学院医学教育部組織的な大学院教育改革推進プログラム「臨
床・基礎・社会医学一体型先端教育の実践」平成 21年度合同プログレスレポート（熊本）、
2010.3.1 

44. 稲垣暢也、向英里、豊田健太郎: β細胞の可視化はどこまで可能か？  第 44回糖尿病
学の進歩（大阪）、2010.3.5 

45. 清野 進：インスリン分泌促進薬に関する最近の知見、第 51回三九会（神戸）、2010.3.13 
46. Shibasaki T, Zhang C-L, Takahashi T, Takahashi H, Seino S: Epac2-mediated signaling to 

insulin secretion, 10th Annual Rachmiel Levine Diabetes and Obesity Symposium (Las 
Vegas, USA), 2010.3.16 

47. Seino S: Role of Epac2 in insulin secretion, Danish-Japanese Workshop on Molecular 
Diabetology (Copenhagen, Denmark), 2010.3.23 

48. Inagaki, N. Incretins and diabetes. 14th International Congress of Endocrinology (Kyoto, 
Japan), 2010.3.28 

49. Seino S: Cell signaling in insulin secretion. Donald Steiner Award Lecture. The 5th 
Annual Chicago Diabetes Day, The University of Chicago Diabetes Research and Training 
Center (Chicago, USA), 2010.5.15 

50. 单幸太郎、清野 進：シンポジウム「膵内分泌機能の再生～移植から再生医療まで～」：

分化転換によるインスリン分泌細胞の分化誘導、第 53回日本糖尿病学会年次学術集会
（岡山）、2010.5.27 

51. 興津 輝、豊田健太郎、一戸辰夫、稲垣暢也、上本伸二：シンポジウム「膵移植の現状と

課題」、 第 53回日本糖尿病学会年次学術集会（岡山）、2010.5.27 
52. Shibasaki T, Zhang CL, Takahashi T, Takahashi H, Seino S: シンポジウム「膵 β細胞研究

の最前線（1）『インスリン分泌』」：Epac2 is a direct target of both cAMP and sulfonylurea 
in insulin secretion、第 53回日本糖尿病学会年次学術集会（岡山）、2010.5.28 

53. 豊田健太郎、稲垣暢也：シンポジウム「Protective effect of GLP-1 on pa -cells 
and our attempt of evaluate -cell mass」 、第 53回日本糖尿病学会年次学術集会（岡
山）、2010.5.28 

54. 稲垣暢也：ディベートセッション「2 型糖尿病の発症に果たす役割として膵 β 細胞の機能
低下あるいはその massの減尐のどちらがむしろ重要なのか？」、第 53回日本糖尿病学
会年次学術集会（岡山）、2010.5.29 

55. Seino S: Symposium on “Insulin Secretion”: SUR1 to Epac2. 70th Scientific Sessions, 
American Diabetes Association (Orlando, USA), 2010.6.29 

56. 清野 進：インスリン分泌機構：Epac2 の役割、国立国際医療研究センター研究所 第 53
回医薬会セミナー（東京）、2010.8.23 

57. 稲垣暢也：シンポジウム「糖尿病の新たな治療戦略－インクレチン関連薬を中心に－」 、
第 51回日本人間ドッグ学会学術大会（旭川）、2010.8.27 

58. Seino S: The cell signaling in insulin secretion: a story of molecular targets of ATP, cAMP, 
and sulfonylurea. The 46th Annual Meeting of EASD, The 4th Albert Renold Lecture 
(Stockholm, Sweden), 2010.9.21 

59. Seino S: Novel aspects on the molecular regulation of insulin secretion. EASD islet study 
meeting 2010 (ISG2010) (Tällberg, Sweden), 2010.9.24 

60. Seino S: The cell signaling in insulin secretion: Epac2-mediated mechanisms. The 8th 
International Diabetes Federation Western Pacific Region Congress (Busan, Korea), 
2010.10.19 

61. 髙橋晴美：インクレチンのインスリン分泌増強作用における Epac2 の役割、第 47 回日本
糖尿病学会近畿地方会（大阪）、2010.11.13 

62. 清野 進：バイオマーカー（メタボロームの観点から）、JST-CRDS「先制医療」ワークショッ
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プ（東京）、2010.12.10 
 

2011年 
63. 稲垣暢也、原田範雄、浜崎暁洋：シンポジウム「膵 β 細胞におけるインクレチン作用」 、

第 45回糖尿病学の進歩（福岡）、2011.2.18 
64. Seino S: Mechanisms of insulin secretion: interplay of glucose metabolism, cAMP 

signaling, and sulfonylurea. Kick-off Workshop, Strategic Japanese-Danish Cooperative 
Program on Molecular Diabetology (Kobe, Japan), 2011.3.8 

65. Iwasaki M: Establishment of new clonal pancreatic beta-cell lines (MIN-K) useful for 
study of incretin/cAMP signaling. Kick-off Workshop, Strategic Japanese-Danish 
Cooperative Program on Molecular Diabetology (Kobe, Japan), 2011.3.8 

66. Shibasaki T, Takahashi H, Yasuda T, Zhang C-L, Seino S: Molecular mechanisms of 
insulin granule exocytosis. 第 84回日本薬理学会年会（横浜）、2011.3.22 

67. Inagaki N: The potential of incretin in the treatment of type 2 diabetes. The 6th 
International Symposium on Receptor Mechanisms, Signal Transduction, and Drug Effects 
(Kyoto, Japan), 2011.4.1 

68. 清野 進：新たなインスリン分泌機構とその意義、第 84 回日本内分泌学会学術総会（神
戸）、2011.4.21 

69. 稲垣暢也：糖尿病治療におけるインクレチンホルモンの臨床応用、第 84 回日本内分泌
学会学術総会（神戸）、2011.4.22 

70. 稲垣暢也：インクレチン関連薬への期待と限界、第 84 回日本内分泌学会学術総会（神
戸）、2011.4.23 

71. Fujimoto S, Mukai E, Yoshihara Y, Inagaki N: Impaired insulin secretion due to 
mitochondrial dysfunction in diabetes, Croucher Foundation Advance Study Institute 
(ASI) on "Mitochondrial Stress in Diabetes and Aging" (Hong Kong, China), 2011.4.29 

72. Shibasaki T, Yasuda T , Takahashi H, Seino S: Molecular mechanisms of insulin granule 
exocytosis、第 54回日本糖尿病学会年次学術集会（札幌）、2011.5.19 

73. 稲垣暢也：Analysis of GIP Secretion by High-Fat Diet Loading Using GIP-GFP Knock in 
Mice、第 54回日本糖尿病学会年次学術集会（札幌）、2011.5.19 

74. 稲垣暢也：インクレチンと肥満 . 第 29 回日本肥満症治療学会学術総会（京都）、
2011.6.11 

75. 稲垣暢也：糖尿病とインクレチン. 第 29 回日本小児内分泌学会学術総会（さいたま）、
2011.10.7 

76. 清野 進：インクレチンとスルホニル尿素薬のインタープレイ、第 54回日本糖尿病学会年
次学術集会（札幌）、2011.5.20 

77. Inagaki N: Incretin effect in Japanese, The 3rd Scientific Meeting of the Asian Association 
for the Study of the Diabetes (Beijing, China), 2011.7.24 

78. Seino S: Control of insulin granule exocytosis, FASEB Summer Research Conferences 
(Colorado, USA), 2011.8.14 

79. 清野 進：膵 β細胞のシグナリング：インクレチン/cAMPによるインスリン分泌増強メカニズ
ム、第 84回日本生化学学会大会（京都）、2011.9.21 

80. Harada N, Suzuki K, Nasteska D, Yamane S, Hamasaki A, Inagaki N: The effect of 
high-fat diet induced obesity on secretion of gastric inhibitory polypeptide from K-cells. 
16th Japan-Korea Symposium on Diabetes Mellitus (Tokyo, Japan), 2011.10.21 

81. Seino S: Control of insulin granule exocytosis, Danish-Japanese Workshop “Molecular 
Diabetology”  (Copenhagen, Denmark), 2011.10.21 

82. Minami K: Pancreatic exocrine-to-endocrine transdifferentiation in vitro.  
Danish-Japanese Workshop “Molecular Diabetology” (Copenhagen, Denmark), 
2011.10.21 

83. Minami K: Development of tools for beta cell research: pancreatic beta cell lines and 
gene-modified animals. Beta Cell Workshop 2011: Programming Beta Cell Development, 
Impairment and Regeneration (Helsinger, Denmark), 2011.10.24 
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(4)知財出願 

国内出願 （2件）  

1. 発明の名称：インスリン分泌増強剤のスクリーニング法、発明者：清野 進、張長亮、

加藤めぐみ、柴崎忠雄、出願人：国立大学法人神戸大学、日本ケミカルリサーチ

株式会社、出願日：2009年 4月 17日、出願番号：2009-100794 
 

2. 発明の名称：血中インスリン抵抗性及び糖尿病マーカープログラニュリン、採血試

料中のプログラニュリン濃度の分析方法、及び、インスリン抵抗性を改善及び糖尿

病を改善又は抑制する物質のスクリーニング方法、発明者：清野 進、单幸太郎、 
西村紀、三田綾子、松原稔哉、渡辺真、出願人：国立大学法人神戸大学、株式

会社島津製作所、出願日：2010年 9月 1日、出願番号：特願 2010-195871 
 

 

(5)受賞・報道等  

   ①受賞 

・ 清野 進：第 5回 The Donald F. Steiner Award for Outstanding Achievement in 
Diabetes Research （シカゴ大学） 2010年 5月 米国シカゴ大学が糖尿病研究で

著明な成果をあげた研究者に毎年一名授与する国際賞で日本人として初めての

受賞 
・ 清野 進：第 4回 The Albert Renold Prize （第 46回欧州糖尿病学会） 2010年 9

月 欧州糖尿病学会 (European Association for Study of Diabetes: EASD) が膵
島研究で著明な成果をあげた研究者に毎年一名授与する国際賞で欧州以外の

研究者として初めての受賞 
・ 清野 進：The Kroc Lectureship （ウプサラ大学） 2011年 5月 28日 Kroc財団が

糖尿病研究で有名な欧米の大学に助成する賞で、糖尿病の基礎・臨床における
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先導的研究者にそれぞれの大学から毎年 1名に授与される 
・ 清野 進：紫綬褒章 2011年 11月 3日 
・ 清野 進：第 3回 Stefan S. Fajans Lecture in Diabetes （ミシガン大学） 2012年 5

月 4 日 米国ミシガン大学が代謝・内分泌・糖尿病分野で顕著な業績をあげた研

究者や医師に授与する国際賞 
・ 柴崎忠雄：リリー賞（第 55回日本糖尿病学会年次学術集会） 2012年 5月 17

日 日本糖尿病学会が糖尿病研究で著明な成果をあげた若手研究者（46 歳未
満）に授与する賞 

 

   ②マスコミ（新聞・ＴＶ等）報道（プレス発表をした場合にはその概要もお書き下さい。） 

・ サイエンス誌上に発表したインスリンの分泌を促進する Epac2 に関する研
究成果をプレス発表し（JST、神戸大学共同発表：2009年 7月 31日）、以下
の新聞に報道された。：読売新聞、日経産業新聞、日刊工業新聞、化学工業

日報（2009 年 7 月 31 日）、毎日新聞（2009 年 8 月 7 日）、朝日新聞（2009
年 8月 21日） 

・ サイエンス誌上に発表したインスリンの分泌を促進する Epac2 に関する研
究成果が、「技術トレンド調査（2009 年度第 3 回）」において、新たな糖尿
病治療薬の開発を促すものとして最上位にランクされた。：日経産業新聞

2009年 10月 6日 
・ サイエンス誌上に発表したインスリンの分泌を促進する Epac2 に関する研

究成果が、AAAS（全米科学振興協会）協賛の日本向け冊子「Japanese Scientists 
in Science 2009 - サイエンス誌に載った日本人研究者」に掲載された。：
Japanese Scientists in Science、2009年 12月 

・ Cell Metabolism誌上に発表したPGRNに関する研究成果が新聞紙上で報道され
た。：毎日新聞「糖尿病原因？たんぱく質：神戸大などマウス実験で発見」（2012
年1月4日）、毎日新聞（東京版）「インスリン効果減のたんぱく質：肥満、糖尿病治
療に応用も」（2012年 1月 5日） 

 

(6)成果展開事例 

①実用化に向けての展開 

・ 本研究で得られた cAMP シグナル活性化スクリーニング技術について、糖尿病治療薬の
開発を目指して複数の民間企業と共同研究中である。 

・ 神戸大学連携創造本部による産学官連携推進の技術シーズとして、「Epac2 FRETシス
テムを用いた薬剤スクリーニング」を神戸大学の HPで掲載された。また、本シーズは近畿
経済産業局 HP「近畿地域における大学等研究者技術シーズ 2010」でも公開された。 

・ 本研究で得られたプログラニュリンを血中指標としたインスリン抵抗性検出技術について、

特許出願を行った。また、プログラニュリンを標的とした抗体医薬や、タンデム質量分析法

を駆使した血中存在様式の解析技術についても、インスリン抵抗性あるいは肥満の新規

診断法および治療法の開発を目指して複数の民間企業と共同研究中である。 
 

②社会還元的な展開活動 

・ サイエンス誌上に発表したインスリンの分泌を促進する Epac2Aに関する研究成果は JST
のプレスリリース（http://www.jst.go.jp/pr/announce/20090731/index.html）に掲載し、公開
している。 

・ Cell Metabolism誌上に発表したRim2のインスリン分泌における役割に関する研究成果
は 文 部 科 学 省 委 託 研 究 開 発 事 業 「 統 合 デ ー タ ベ ー ス プ ロ ジ ェ ク ト 」

（http://lifesciencedb.jp/）の日本語コンテンツ「新着論文レビュー」に掲載し、公開してい
る。 

・ Cell Metabolism誌上に発表した PGRNの肥満・インスリン抵抗性における役割に関する
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研究成果は文部科学省委託研究開発事業「統合データベースプロジェクト」

（http://lifesciencedb.jp/）の日本語コンテンツ「新着論文レビュー」に掲載し、公開してい
る。 
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§６ 研究期間中の活動（主なワークショップ、シンポジウム、アウトリーチ等の活動） 
 

  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 

2011.3.8 

Kick-off Workshop, 
Strategic 
Japanese-Danish 
Cooperative Program on 
Molecular Diabetology 

臨床情報研究

センター（TRI） 約 100人 
日本とデンマークによる糖尿病

共同研究に関するワークショッ

プ 
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§7 結び 
 本プロジェクトにおける最初の大きな成果は、SU薬がEpac2Aに直接結合して活性化し、インスリ
ン分泌を引き起こすことの発見でした（Science誌に発表）。SU薬は長年にわたり最も広範に使用さ
れている糖尿病治療薬ですが、そのメカニズムとしては膵 β細胞膜上の SU受容体に結合してイン
スリン分泌を促すことであると考えられていました。SU薬の標的因子として新たに判明した Epac2A
は、膵 β 細胞における cAMP センサーであります。最近上市されて期待が集まっているインクレチ
ン関連薬は、膵β細胞の cAMPシグナルを活性化してインスリン分泌を増強することが分かってい
ます。SU 薬とインクレチン関連薬の併用療法も一般的に行われるようになり、我々の研究は、それ

らの相互作用の解明のための基盤を担うものとして大変重要な意味を持っています。さらに我々は、

この成果をもとにして計算機科学によるドッキングシミュレーションを応用し、Epac2A 結合分子の探
索研究に着手していおり、まったく新しい糖尿病治療薬の開発に結びつくことを期待しています。 
 また、本プロジェクトにおいて、質量分析計を用いた比較プロテオームの技術を駆使して、インス

リン抵抗性に関連する新たなアディポカイン PGRN を同定することができました（Cell Metabolism
誌に発表）。大変興味深いことに PGRN は、インスリン抵抗性の成立に関与するだけではなく、神

経変性に関与する遺伝子としても数多くの報告があり、家族性の前頭側頭型認知症（FTD）におい
て、PGRN遺伝子の機能欠損変異が認められることが知られています。さらには、筋萎縮性側索硬
化症やアルツハイマー型認知症、クロイツフェルト・ヤコブ病などでは、脳におけるPGRN発現の上
昇も報告されています。最近では、インスリン抵抗性や 2型糖尿病と神経変性疾患との関係が注目
されており、脳における高濃度の PGRN は神経細胞のインスリン抵抗性を惹起し、神経変性疾患

の発症や病態の進展に関与するのかも知れません。したがって、PGRN は、高脂肪食によるインス

リン抵抗性、肥満や 2 型糖尿病と神経変性疾患をリンクする因子である可能性もあり、その機能の
解明は非常に大きな意義を持つと考えられます。 
質量分析計を用いたメタボローム解析については、本領域における最も重要な基盤技術である

ことを考慮して、神戸大学大学院医学研究科に「質量分析総合センター」を設置しました。成体に

おける糖代謝恒常性の維持には膵島（膵β細胞）がきわめて重要な役割を果たしていますが、その
機能や運命の制御機構には不明な点が尐なくありませんでした。本研究では、独自に樹立した特

性の異なる膵β細胞株を利用して、包括的比較メタボローム解析を行うことによって、膵β細胞の最
も重要な機能であるインスリン分泌の新たな代謝シグナルを探索することを 1つの大きな目標として
掲げました。その結果として、これまでまったく不明であった膵 β 細胞内のグルコース代謝と cAMP
シグナルを繋ぐ候補分子を同定することができました。この成果は、通常の方法では決して得られ

なかったものであると認識しておりまして、包括的なメタボローム解析の有用性を如実に示す結果

であると考えています。１）メタボローム解析によるシグナルとなる候補代謝物を同定、２）当該代謝

物の産生の阻害や添加による影響の解析、３）生理機能を発揮するメカニズムの解明という、本領

域で想定されたまさに王道ともいえる研究戦略によって、きわめて重要な発見に至った事実は特

筆に値するものであり、当初の目標は十分に達成されたと考えております。質量分析計を用いたメ

タボローム解析については、本プロジェクト終了後も当研究室の主要な研究手法として継続してい

く計画で、特に、糖尿病の超早期診断マーカーの開発は道半ばで研究期間を終了しておりますの

で、是非とも実現させたいと思います。この５年間、CREST による支援のおかげで、これまでの研

究を新たな方向へ展開することができ、ご報告の通り、思いがけない成果もあげることができました。

本研究を遂行するにあってお世話になりました JST の関係者の皆様方、アドバイザーの先生方、

並びに、研究総括の西嶋正弘先生に深く感謝いたします。また、当初、研究総括であられた鈴木

紘一先生には、特に適切なご指導と励ましをいただきました。鈴木先生に感謝申し上げるとともに

ご冥福をお祈りいたします。 
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清野研究室メンバー（平成 22年 8月） 

 

 


