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本文では以下の略語を用いた。 

BCA : Bicinchoninic acid disodium 

BSA : Bovine serum albumin 

CADM1 : Cell adhesion molecule 1 

CASK : Calcium/calmodulin dependent serine protein kinase 

CMV : Cytomegalovirus 

ECL : Enhanced chemiluminescence system 

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay 

EM-CCD : Electron multiplying charge coupled device 

GABA : gamma-aminobutyric acid 

GLase : Gaussia luciferase (Protein) 

GLP-1/2 : Glucagon-like peptide 1/2 

GLuc : Gaussia luciferase (Gene) 

GRPP : Glicentin related pancreatic peptide 

HEPES : N-2-hydrixyethlpiperazine-N’-2-ethane sulfonic acid 

KRHB : Krebs-Ringer-HEPES buffer 

MAGUK : Membrane-associated guanylate kinase 

MPGF : Major proglucagon fragment 

MSD : Mean square displacement 

N-CAM : neural cell adhesion molecule 

Necl-2 : Nectin-like protein-2 

NP-40 : Nonidet P-40 

PBS : Phosphate buffered saline 

PC : Prohormone convertase  

PCR : Polymerase chain reaction 

PDZ domain : Postsynaptic density- 95/Discs large/ Zona-occludens-1 domain 

PGCG : Proglucagon 

PVDF : Polyvinylidene difluride 

RA175 : Retinoic acid 175 

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

SgIgSF : Spermatogenic immunoglobulin superfamily 

SNAP-25 : Synaptosomal-assocaited protein of 25 kDa 

SynCAM : Synaptic cell adhesion molecule 

TIRF : Total internal reflection fluorescence 

TSLC1 : Tumor suppressor in lung cancer 1 

VAMP-8 : Vesicle associated membrane protein 
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第Ⅰ章	
 序論 

 

Ⅰ−1.	
 	
 	
  膵臓ランゲルハンス島（膵島）細胞と糖尿病 

Ⅰ−1−1.   糖尿病の現状 

	
 生体内の血中糖濃度は、膵臓ランゲルハンス島（膵島）細胞や視床下部、腸などの組織・

臓器から分泌されるホルモンが末梢組織に作用し、空腹時で70 ~ 110 mg/dl、食後で140 mg/dl 

未満になるように制御されている。糖尿病は、膵島β細胞から血糖降下ホルモンであるイン
スリンの分泌量の低下や末梢組織でのインスリン抵抗性の増加などの原因によって、血糖制

御機構が破綻することにより発症する代謝疾患群である［Cornell., 2015］。持続的な高血糖

は、血管平滑筋の緊張増加や動脈硬化などの血管障害を引き起こすことから、細小血管障害

（網膜症、腎症、神経障害）や大血管障害（心筋梗塞、脳梗塞）をはじめとした合併症を併

発する。また、神経障害によって自覚症状が乏しくなるため、糖尿病と診断された際には深

刻な症状となっている場合が多く治療予後が悪いことが知られている。 

	
 日本国内の糖尿病診断の基準は、主に空腹時血糖値、75 gのブドウ糖を経口で投与した際

の負荷後2時間血糖値、ヘモグロビンA1c（HbA1c）が用いられている。正常型は、空腹時血

糖が 110 mg/dl 未満、負荷後2時間血糖値が140 mg/dl 未満、HbA1cが4.6 ~ 6.2%とされ、糖尿

病型では空腹時血糖値が126 mg/dl または負荷後2時間血糖値が200 mg/dlを超え、HbA1cが 

6.5%以上となる。また、境界型は、正常型と糖尿病型の中間の区分であり、糖尿病型に準じ

る状態であるため、食生活や運動習慣などを見直して耐糖能異常を改善するのが望ましい

（Figure 1-1）［糖尿病治療ガイド, 2014］。 

	
 糖尿病は発症原因によって、Ｉ型（膵島β細胞の破壊に伴う絶対的インスリン欠乏）、Ⅱ型
（膵島β細胞からのインスリン分泌量および末梢組織でのインスリン感受性の低下による相
対的インスリン欠乏）、妊娠糖尿病（妊娠に伴う耐糖能異常）、その他（遺伝子異常、他の疾

患に伴う耐糖能異常）の4つに大別することができる。Ⅱ型糖尿病は、高タンパク質・高脂肪・

炭水化物中心の食生活や社会環境の発展に伴う食生活の変化や運動不足などの後天的な要因

によって発症し、全糖尿病患者数の90%以上を占めている［Kahn et al., 2014; Chen et al., 2011］。 

	
 世界の総人口における糖尿病有病率は、2015年は8.8%（約4億2,000万人）、2040年には10.4%

（約6億4,000万人）に増加するとされる［Abu et al., 2004］。糖尿病患者数は、中国、インド、

アメリカの順に多く、世界の糖尿病患者数の37%を西太平洋地域が占めている。また、世界

の糖尿病関連医療費は、2015年は6,730億ドル（約74兆円）であったが、2040年には8,020億ド

ル（約88兆円）に上ると予想されている。2015年の日本国内の糖尿病関連医療費は290億ドル

（約3兆2,000億円）であった。2015年での国内における成人（20歳 ~ 79歳）の糖尿病罹患率

は7.9%であり、患者数は720万人であった。今後さらに糖尿病関連治療費と患者数は増加す

ると考えられる［IDF diabetes atlas. 7th, 2015］。 
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Figure 1-1. 糖尿病の判定区分。正常型（空腹時血糖値 110 mg/dl 未満、負荷後2時間血糖値 140 

mg/dl 未満、HbA1c 4.6 ~ 6.2%）、境界型（空腹時血糖値 110 ~ 126 mg/dl、負荷後2時間血糖値 

140 ~ 200 mg/dl）、糖尿病型（空腹時血糖値 126 mg/dl 以上または負荷後2時間血糖値 200 mg/dl

以上、HbA1c 6.5%以上）とされる。境界型の中でも耐糖能異常の区分に入る患者は、糖尿病

型へ移行する可能性が高いため、定期検診を受けるなど注意が必要である［糖尿病治療ガイ

ド, 2014］。 

	
 

Ⅰ−1−2.   糖尿病治療 

	
 糖尿病の治療では、食事療法と運動療法を中心に行い、さらに患者に合わせた効果的な薬

物治療を行うことで血糖、体重、血圧、血清脂質を適切に調節する。それにより、糖尿病の

合併症を予防し健常人と同様の生活を行うことを目標とする。糖尿病治療の指標には、血糖

値とHbA1cが用いられる。HbA1cは、患者の過去1~2ヶ月の平均血糖値を反映しており、血糖

管理の重要な目標である。血糖値は、日内変動などの細かな変化を把握できない。血糖値は、

HbA1cを補完するものであり、空腹時血糖値、負荷後2時間血糖値を用いることで患者の治療

効果を総合的に判断することが可能である。合併症予防ではHbA1cを7.0%未満、血糖の正常

化を目指すには6.0%未満が目標とされる。食事療法は、性別や年齢などから適正なエネルギ

ー摂取量を決定し、栄養素の過不足なくバランスのとれた食事を行うことが必要である。運

動療法は、急性効果としてブドウ糖や脂肪酸利用が促進され血糖値が低下し、慢性効果では

インスリン抵抗性が改善する効果があるとされる。食事・運動療法による代謝改善が不十分

である場合は、薬物療法を行う必要がある。糖尿病の治療薬は、インスリン薬、インスリン

抵抗性改善系（ビグアナイド薬、チアゾリジン薬）、インスリン分泌促進薬（スルホニル尿

素薬、グリニド薬、Dipeptidyl peptidase（DPP）-4 阻害薬、Glucagon like peptide（GLP）-1薬）、

糖吸収抑制・排出促進系（α-グルコシダーゼ阻害薬、ナトリウム・グルコース共輸送体（GLUT）

−2阻害薬）に分類される（Figure 1-2）［糖尿病治療ガイド, 2014］。 

	
 この中で、DPP-4阻害薬はGLP-1の分解を阻害することで膵島β細胞からのインスリン分泌
量の増加と膵島α細胞からのグルカゴン分泌量を抑制する作用を有しており、GLP-1薬ととも

にグルカゴンの機能を制御する新たな薬物として用いられている。糖尿病の治療は基本的に

対症療法のみであり、今後糖尿病の発症・増悪機序を解明することで、より効果的な新たな

治療薬・治療法を開発することが望まれている。 
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Figure 1-2.	
 Ⅱ型糖尿病治療薬の分類。 

薬物治療は、患者の病態に合わせて１剤から使用し、2剤以上併用する際は作用機序の異なる

薬剤を用いる。［糖尿病治療薬ガイドより一部改変, 2014］ 
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Ⅰ−1−3.	
 糖尿病とグルカゴン 

	
 	
 インスリンは、1921年にBantingとBestによって血糖降下ホルモンとして発見された［Banting 

et al., 1922］。その後、今日に至るまでインスリンと膵島β細胞に関する研究は、世界中で精
力的に行われている。その結果、膵島β細胞の細胞機能調節機構やインスリン分泌・作用機
構が明らかにされ、糖尿病と膵島β細胞及びインスリンの関係が解明されつつある。これら
の知見は、糖尿病で不足するとされるインスリンの分泌促進薬であるスルホニル尿素治療薬

やインスリン抵抗性改善薬であるビグアナイド薬などの各種作用薬が開発の基礎となり、世

界中で糖尿病患者の治療に貢献してきた。 

	
 一方で、グルカゴンは、1923年にKimballとMurlinらによってインスリン製剤中から血糖上

昇物質として発見された[Kimball et al., 1923]。その後、1948年にSutherlandらの研究から、グ

ルカゴンが膵島α細胞由来の血糖上昇ホルモンとして肝臓におけるグリコーゲン分解に作用
することが認識されるようになった [Sutherland et al., 1948]。膵島α細胞とグルカゴンに関する
研究は、α細胞の組織内での存在量が少ないことや研究に適した細胞株が乏しいことなどか
ら、膵島β細胞とインスリンに関する研究と比較して遅れていた。近年、遺伝子改変マウス
が容易に作製できるようになり、膵島α細胞の重要性が明らかになりつつある。膵島α細胞を
特異的に欠損したマウスでは、ストレプトゾシンを用いて後天的に膵島β細胞を破壊しても
血糖が上昇しないことが報告された［Hancock et al., 2010］。また、全身のグルカゴン受容体

を欠損したマウスに同様の操作をおこなった場合にも同様の結果が得られ［Lee et al., 2011］、

このマウスにグルカゴン受容体を発現させると血糖が上昇することも報告されている。これ

らの結果は、糖尿病の発症には、インスリンが低下するよりもグルカゴンが存在することが

重要であることを示唆している。さらに、Ⅱ型糖尿病患者の膵島は、非糖尿病患者と比較し

α/β細胞比が増加している［Spijker et al., 2015］ことから、糖尿病の発症にはグルカゴンが中

心的な役割を果たすとされる「グルカゴン中心仮説」が提唱されるようになった［Unger et al., 

2012］。インスリン分泌促進とグルカゴン分泌抑制作用をもつGLP-1薬やDPP-4阻害薬が新た

な糖尿病治療薬として開発され、治療効果を挙げつつある。今後、糖尿病治療をより効果的

に行うためには、より詳細に膵島α細胞機能とグルカゴン分泌機構の解明を行い、糖尿病と
の関連性を理解する必要がある。 
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Ⅰ−1−4.	
 膵島細胞の構成とホルモン分泌 

    膵島は、α細胞、β細胞、δ細胞、ε細胞、PP細胞からなる島状の構造を有し、生体内の血糖

調節の中心的役割を担う組織である。膵島α細胞からは血糖上昇ホルモンであるグルカゴン
とグルタミン酸が、β細胞は血糖降下ホルモンであるインスリンとγ−アミノ酪酸（GABA）が、

δ細胞はグルカゴンとインスリンの双方の分泌抑制を担うソマトスタチンがそれぞれ分泌さ
れ、他の膵島細胞に作用する（Figure 1-3）［Xu et al., 2006; Gromada et al., 2007; Gaisano et al., 

2012］。また、細胞接着因子を介した相互作用も存在しており、膵島構造の異常が耐糖能障

害に直結することから膵島細胞の構造は膵島機能に重要な役割を果たすとされる［Borden et 

al., 2013］。膵島細胞は、動物種によって異なる分布を示し、マウスやラットなどの齧歯類で

は膵島β細胞が中心部に集積し、辺縁部にα細胞、δ細胞が分布する。一方で、ヒトやサルの
霊長類では、α・β・δ細胞が入り組んだ複雑な構造となるが、詳細に観察すると膵島α細胞が
血管周囲に分布し、その周囲をβ細胞が囲むように位置している（Figure 1-4）［Bosco et al., 

2010;  Caicedo., 2013］。また、膵島細胞の構成比も異なり、マウスではβ細胞が大部分を占め
るのに対して、ヒトではα細胞の存在比が高い（Table 1A）。このように、膵島細胞間の同種・

異種間接着の割合はマウスとヒトでは大きく異なるため（Table 1B）［Cabrera et al., 2006］、

細胞接着を介した相互作用も変化すると考えられている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-3.	
 膵島細胞における液性因子を介した細胞間機能調節の模式図。グルカゴンは、細

胞外のグルコース濃度に加えて膵島β細胞やδ細胞からの液性・接着因子によって分泌制御を
受ける。 
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Figure 1-4.	
 ヒト・マウスの膵

島構造の違い。A, B）蛍光抗体

染色法によるヒト（A）・マウ

ス（B）膵島構造図。インスリ

ン（赤）、グルカゴン（緑）、

ソマトスタチン（青）を示し

ている。動物種によって膵島

構造は異なることが知られて

いるが、特にマウス膵島は、

中心部にβ細胞が分布し、辺縁
部にα・δ細胞が分布する。（C）

ヒトの膵島は、血管周辺部にα
細胞が、内部はβ細胞が分布し
ている。 

Scale bar = 50 µm (A), 10 µm 

(C) ［Caicedo, 2013］ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1.	
 膵島α・β・δ細胞比と細胞間接着。 

（A）動物種による膵島細胞構成比の違い。（B）動物種による膵島細胞間の同種・異種間接

着の割合。膵島構成比の違いにより、細胞間接着の割合はヒトとマウスで大きく異なる。α
細胞の同種細胞間接着の割合は数倍に上昇しており、ヒトの膵島機能の発現により寄与する

ことが考えられる［Cabrera et al., 2006改変］。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

Mouse 18 77 5

Human 38 55 7

δ cells (%)# of cells/
# of total cells

α cells (%) β cells (%)
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Ⅰ−1−5.	
 グルカゴンとGlucagon-like peptide (GLP)-1/2の相同性 

	
 グルカゴンは、膵島α細胞内でプログルカゴン（Proglucagon: PGCG）がProhormone  

convertase 2（PC2）によってプロセシングを受けることで生成される29アミノ酸残基のペプ

チドホルモンである（Figure 1-4A）［Rouillé et al., 1997;  McGirr et al., 2013］。グルカゴンは、

肝臓細胞に発現するGsタンパク質共役型受容体であるグルカゴン受容体に結合することで

細胞内cAMPを上昇させ、グリコーゲン分解・糖新生の促進を介して生体内の血糖上昇を促

すことが知られている。それに加えて、脳、腸、脂肪組織などにも作用することで、満腹中

枢の刺激、腸管運動の抑制、脂肪分解を促進する［Bankir et al., 2016; Taleb et al., 2017］。グ

ルカゴンは、動物種を超えて非常に高い保存性を持っており、ヒト・ウシ・ブタ・マウス・

ラットでアミノ酸配列が完全に同一である。また、プログルカゴンに含まれるGLP-1/2ほぼ同

一配列であることから、これらのペプチドホルモンは動物種を超えて普遍的な役割を果たし

てきたと考えられる（Figure 1-5B, C）。 

	
  また、プログルカゴンは、腸管L細胞や胃細胞にも発現しており、L細胞に発現する

Prohormone convertase 1/3（PC1/3）によってプロセシングを受けることでGlicentinやGLP-1/2

を生成する［Rouillé et al., 1997］（Figure 1-5A）。このGLP-1/2は、グルカゴン分泌の抑制と

インスリン分泌促進作用を有しているため、グルカゴンと相反する血糖降下作用を持つ

［Drucker, 2006］。グルカゴンは、肝臓、腎臓、血中においてセリン・システインプロテア

ーゼであるDPP-4などの酵素による分解を受けるため、その半減期は3~4分と非常に短い。ま

た、グルカゴンとGLP1/2はアミノ酸配列の相同性が高く、そのプロセシングによるグルカゴ

ン生成過程でGLP-1/2だけでなく、それらを含むMajor proglucagon fragment（MPGF）など複

数のプロセシング産物が生成される。そのため、グルカゴンのみを認識する抗体はなく、特

異的な検出が困難である（Figure 1-5B, C）。現在、グルカゴンの定量には、グルカゴンのN

末とC末を認識する2種類の抗体を用いたサンドイッチ法によるELISA法が汎用されているが、

時間と手間がかかるという問題点があるため［Wewer et al., 2014］、より簡便な手法が望まれ

ている。 
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A    
                                                                                           Glucagon 
human RSLQDTEEKSRSFSASQADPLSDPDQMNEDKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQ 
mouse HALQDTEENPRSFPASQTEAHEDPDEMNEDKRHSQGTFTSDYSKYLDSRRAQ 
      ::******: *** ***::  .***:************************** 
                             GLP-1  
human DFVQDFVQWLMNTKRNRNNIAKRHDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFI 
mouse DFVQDFVQWLMNTKRNRNNIAKRHDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFI 
      ****************************************************    
                               GLP-2 
human AWLVKGRGRRDFPEEVAIVEELGRRHADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLI 
mouse AWLVKGRGRRDFPEEVAIAEELGRRHADGSFSDEMSTILDNLATRDFINWLI 
      ******************.****************.*******:******** 
 
human QTKITDRK 
mouse QTKITDKK 
      ******:* 
 
 
B  
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 

C 
Glucagon     ------HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT---- 
GLP-1        HDEFERHAEGTFTSDVSSYLEGQAAKEFIAWLVKGRG– 
GLP-2        ------HADGSFSDEMNTILDNLAARDFINWLIQTKITD 
                   *::*:*:.: .. *:. 	
 *::*: **::  
 
 
 
Figure 1-5.	
 グルカゴンの相同性とプロセシング。 
（A）ヒト・マウス間のプログルカゴン遺伝子配列の相同性。*は完全一致、:は性質が非常
に近いアミノ酸、.は性質が近いアミノ酸をそれぞれ示している。 
（B）膵島α細胞と腸管L細胞におけるプログルカゴンのプロセシング産物。膵島α細胞のプロ
セシング産物であるMPGFはグルカゴンと相同性の高いGLP-1/2を含んでいるため、抗体によ
る特異的な認識が困難である。 
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（C）グルカゴンとGLP-1/2のアミノ酸の相同性。3種のペプチドで完全一致するアミノ酸を

赤、グルカゴンと一致するアミノ酸を青で示した。 

Ⅰ−1−6.	
 接着分子 Cell adhesion molecule 1 (CADM1) 

    接着分子CADM1（TSLC1、RA175、Necl-2、SgIgSF、SynCAM1）は、同時期に複数の研究

グループで同定されたため、様々な名称がつけられていたが、2006年に名称がCADM1に統

一された［Kuramochi et al., 2001; Urase et al., 2001; Wakayama et al., 2001; Shingai et al., 2003; 
Biederer et al., 2002］。CADM1のmRNAの発現はほぼ全ての臓器で認められ、多様な機能を

持つことが示唆されている。CADM1は、442アミノ酸から成る一回膜貫通型タンパク質で、

細胞外に免疫グロブリン様ループを3つ、細胞内にアクチン結合タンパク質である4.1タンパ

ク質との結合配列、膜結合型グアニル酸シクラーゼとの結合ドメインであるPDZタイプⅡモ

チーフを有している（Figure 1-6）［Yageta et al., 2002; Murakami et al., 2014］。CADM1は、

細胞膜上でホモ二量体を形成し、Ca2+、Mg2+非依存的に隣接する細胞のCADM1と同種親和性

に、または、nectin-3、nectin-like molecule (Necl)-1、Necl-5、class-I- restricted T cell-associated 

molecule (CRTAM) と異種親和性に結合して細胞間接着に寄与することが知られている［Chan 

et al., 2012; Rikitake et al., 2012］。 

	
 膵島細胞におけるCADM1の発現は、マウスではα細胞膜上に特異的にみられるが、ヒトで
はα細胞のみならず他の膵島細胞にも発現している（Figure 1-7）。その機能の多くは未だ不

明なままであるが、CADM1遺伝子欠損マウスから単離した膵島を用いた研究では、CADM1

が膵島α細胞間のギャップジャンクション形成に関与し、グルカゴンの過剰分泌を抑制する
ことが示唆された［Ito et al., 2012］。その一方で、CADM1の発現は、膵臓癌の中でもホルモ

ン分泌が亢進している患者のグルカゴノーマで亢進しており［Ito et al., 2012］、またⅡ型糖

尿病患者のα細胞で減少することが報告されている［Inoue et al., 2014］。このように、CADM1

によって膵島α細胞からのグルカゴン分泌が制御されることが示唆されているが、その詳細
な分子機構は明らかになっていない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-6.	
 CADM1の模式図。細胞外領域に三

つの免疫グロブリン様ループ、細胞内にアクチ

ンと結合する4.1タンパク質の結合配列と細胞

極性に関与する膜結合型グアニル酸シクラー

ゼと結合するPDZタイプⅡモチーフを有する。

細胞膜上でホモ二量体を形成し、隣接する細胞

に発現するCADM1と同種親和性に、または、

隣接する細胞のnectin-3、necl-1/5、CRTAMと異

種親和性に結合する。 
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Figure 1-7.	
 マウス・ヒトの膵島細胞における接着分子CADM1の分布。 

赤：CADM1、緑：グルカゴン。上段でマウス膵島の膵島におけるCADM1の分布を示してい

る。マウス膵島細胞においてCADM1はα細胞膜上に発現しているが、矢頭はα細胞以外と他
の膵島細胞の接着面においてCADM1が発現する部位を示している。下段はヒトの膵島にお

けるCADM1の分布を示している。マウスと比較してα細胞が膵島内部にも存在しており、
CADM1はα細胞のみならず他の膵島細胞にも発現している。［Koma et al., 2008］ 

 

 

 

 

Ⅰ−1−7.	
 本研究の目的  

    開口放出に関する研究は、インスリンを分泌する膵島β細胞、神経伝達物質を分泌する神
経細胞、炎症性メディエーターを分泌するマスト細胞を中心に行われてきた。特に、膵島β
細胞のインスリン分泌に関する分子機構の研究は、糖尿病治療におけるインスリンの重要性

の認識と共に活発に行われ、細胞の活性化から開口放出に至るまでの過程において非常に多

くの知見が得られている。この中で、2光子励起顕微鏡や全反射蛍光（TIRF: Total internal 

reflection fluorescence）顕微鏡を用いた蛍光イメージングは、開口放出に関する様々な分子機

構を明らかにし、さらに細胞間相互作用が膵島細胞のホルモン分泌の分子機構に重要な役割

を果たしていることが示唆されている。しかし、膵島α細胞のグルカゴン分泌機構に関する
研究は、グルカゴンを特異的に認識する抗体がないことから、グルカゴン顆粒の形成から開

口放出に至るまでを追究した研究が少なく、その知見は乏しい。特に、膵島α細胞間接着が
開口放出に及ぼす影響に関する研究は適切な手段がなかったため行われてこなかった。 

	
 本研究では、分泌タンパク質のビデオレート生物発光イメージング法を用いることで膵島

α細胞からのグルカゴン分泌の相対定量測定系及び可視化解析系の構築を目指した。さらに、
グルカゴン分泌制御に関与するとされる接着分子CADM1に着目し、高速で空間的断面を解

析可能なニポウディスク方式共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて、細胞間接着を介した膵島

α細胞の細胞内顆粒動態を明らかにすることで細胞接着を介した膵島α細胞のグルカゴン分
泌機構の解明を目指した。 
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           第Ⅱ章	
 PGCG-GLaseをレポーターとするグルカゴン分泌解析 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 ：生物発光イメージング法による相対定量的可視化と細胞接着の役割 

 

Ⅱ−1.	
 	
 	
  緒言  

	
 グルカゴンの機能に関する研究は数多く行われているが、膵島α細胞からのグルカゴンの
分泌機能の研究は未だ乏しくその詳細は未だ不明であり、グルカゴン分泌を可視化した例は

ない。そのため、「分泌タンパク質の生物発光イメージング法」を用いてグルカゴンの可視

化解析系を構築し、その分泌挙動を明らかにすることを試みた。 

 

 

Ⅱ−1−1.	
 ガウシアルシフェラーゼ 

	
  ガウシアルシフェラーゼ（Gaussia Luciferase: GLase）は、海洋カイアシ類の一種である

Gaussia princeps由来の分泌型ルシフェラーゼで、17アミノ酸残基からなる分泌シグナルペプ

チドと168アミノ酸残基からなるルシフェラーゼにより構成され、基礎研究で一般的に用いら

れているホタルルシフェラーゼ（550アミノ酸残基）やウミシイタケルシフェラーゼ（311ア

ミノ酸残基）と比較して分子量が小さい。また、GLaseの一次構造は71個のアミノ酸の繰り

返し配列を持ち、10個のCys残基を有する。それぞれの繰り返し配列のみでも発光触媒活性

を示すが、高触媒発光活性には、両方の繰り返し配列を必要とする。還元剤処理により、発

光活性は消失するため、分泌過程でCys残基間のS-S結合形成が必須であると考えられる。

GLaseは、発光基質セレンテラジン（Coelenterazine）を添加することで最大波長488 nmの瞬

間発光を示し（Figure2-1）、哺乳類細胞で発現させた際の発光活性は、ホタルルシフェラー

ゼと比較して約500 - 1,000倍の強さを有しているため、生物発光イメージングのレポーター

タンパク質として用いるのに最適である［Tannous et al., 2005; Inouye et al., 2008］。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-1. 
発光酵素 Gaussia Luciferaseによる発光基質 Coelenterazineの酵素発光反応によって最大波長 
488 nmの発光を示す。 
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Ⅱ−1−2.	
 ビデオレート生物発光イメージング法による可視化解析 

	
 本研究で用いた「分泌型タンパク質の生物発光イメージング法」の原理は、生細胞から分

泌された目的タンパク質に付加したレポータータンパク質であるルシフェラーゼ（発光酵素）

が培養液に加えたルシフェリン（発光基質）と酵素反応で生じる微弱な発光シグナルを高感

度カメラ搭載発光顕微鏡によって捉える手法である（Figure 2-2A）［Inouye et al. 1992］。し

かし、当時使用された分泌型ウミホタルルシフェラーゼはコドン最適化の問題に起因した発

光量不足の問題や連続発光を示すために分泌タンパク質のイメージングに向かない等の問題

があり、また当時の記録媒体の処理能力の低さなどの理由から開口分泌イメージングへの応

用はほとんど行われなかった。一方、1994年以降の緑色蛍光タンパク質（GFP: Green fluorescent 

protein）などを用いた蛍光イメージング法の発達により、全反射蛍光（TIRF）顕微鏡や2光子

励起顕微鏡による開口分泌イメージングが主流となって分泌機構の研究が行われてきた。し

かし、近年、GLaseの応用とカメラ感度の向上により、生物発光イメージングによる分泌タ

ンパク質動態の可視化解析が可能となった［Suzuki et al., 2007, 2011a, 2011b, 2014］。 

	
    開口分泌のイメージング法としては、主にTIRFと2光子励起顕微鏡が用いられている。

TIRFは、レーザー光をガラス面に全反射させた際に生じるエバネッセンス光を用いてガラス

接着面から100-500 nmまでの領域（細胞膜直下）を励起することが可能であるため、開口分

泌に加えて細胞膜直下の顆粒動態を測定することが可能である。2光子励起顕微鏡は、蛍光物

質に通常より長波長の光子を同時に2つ当てることで蛍光物質を励起する手法である。長波長

であるため、測定対象の深部 2 mm程度まで観察することができ、レーザー照射による生体

への毒性も抑制できるため、マウスの神経活動などを生きた状態で観察することができる

［Kobat et al., 2011］。また、細胞間隙に蛍光物質を流入させることにより開口分泌中の顆粒

小胞の形態観察が可能である。一方で、生物発光イメージング法では細胞外に分泌されたタ

ンパク質を特異的に検出して可視化することができるため、発光強度から分泌タンパク質の

相対的定量解析が可能であり、また全細胞膜を観察対象とすることができるため分泌部位の

局在解析にも利用できる（Figure 2-3）。また、タイムラプスイメージングとは異なり、ビデ

オレートイメージングは、30 ~ 500 msecの露光時間で連続撮影を行うことで、イメージング

中に分泌されたほとんど全ての発光を捉えることができるため（Figure 2-2B）、細胞間隙に

分泌タンパク質が拡散する様子を明確に観察することができる。さらに、発光イメージング

法は、蛍光イメージングと異なり、励起光照射による光毒性がなく、生細胞における長時間

の観察が可能である。このような背景から本研究では、GLaseと水冷式EM-CCDカメラ搭載顕

微鏡を用いて、開口分泌イメージング解析を行った。 
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Figure 2-2.	
 生物発光イメージングの概略図。 

A)発光イメージング装置模式図。簡易暗箱中に設置した水冷式EM-CCDカメラ搭載顕微鏡に

よって捉えた発光シグナルを画像解析ソフトAQUACOSMOSによって解析する。 

B)タイムラプスイメージングとビデオレートイメージングの概略図。ビデオレートイメージ

ングでは、露光時間を30〜500 msec/frame に調節することができ、また転送時間による非露

光時間が 1.712 msec/frame と極めて短いため、細胞の分泌により生じる発光をほぼ全て捉え

ることが可能である。 
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Figure 2-3. 開口分泌のイメージング法（生物発光イメージング法、全反射顕微鏡、2光子励起

顕微鏡）の特徴。生物発光イメージング法は、分泌されたルシフェラーゼと培養液に加えた

ルシフェリンの酵素反応によって生じる発光を測定する。さらに、他のガラス接着面だけで

なく、細胞間隙や非接着面の分泌現象を観察することが可能である。一方で、広く用いられ

ている全反射顕微鏡では、開口分泌のみならず、ガラス接着部位において分泌前の小胞動態

を観察することができる。また、2光子励起顕微鏡では、細胞外液に蛍光物質を添加すること

により、細胞間隙における蛍光の観察ができるため、開口分泌に加えて分泌中の小胞形態を

可視化することができる。 
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Ⅱ−1−3.	
 生物発光イメージング法を用いたグルカゴンイメージング 

	
 本研究では、グルカゴンの分泌を可視化するため、「分泌タンパク質の生物発光イメージ

ング法」を用いて膵島α細胞から分泌されるプログルカゴンを可視化した。 

	
 膵島α細胞のグルカゴン生成の詳細なメカニズムは明らかになっていないが、前駆体ペプ
チドであるプログルカゴンがトランスゴルジネットワークから分泌顆粒へ封入される際にカ

ルボキシペプチダーゼEと結合することで顆粒内に封入され、さらに顆粒内でPC2によってプ

ロセシングを受けることにより生成されることが示唆されている［McGirr et al., 2013; 

Guizzetti et al., 2014］。そのため、グルカゴンとMPGFは同一顆粒内に封入されていると考え

られる。グルカゴンのプロセシング経路に影響を与えず、グルカゴンと同様の分泌挙動を示

すレポータータンパク質としてプログルカゴンのC末にGLaseを付加した融合タンパク質

（PGCG-GLase）を発現させるベクターを作製した。このPGCG-GLase発現ベクターをα細胞
に導入し、PGCG-GLase融合タンパク質を顆粒内に封入させた。細胞外からの低グルコース・

KCl脱分極刺激による細胞内シグナル伝達を介してグルカゴン顆粒の開口放出を促し、分泌

された融合タンパク質に付加した発光酵素と培養液に加えた発光基質の酵素反応により生じ

る発光を測定することで、グルカゴン分泌の生物発光イメージングを試みた（Figure 2-4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4.	
 生物発光イメージング法によるグルカゴン分泌の可視化。 

PGCG-GLase融合タンパク質発現ベクターをα細胞に導入し、融合タンパク質を発現させた。
そして、細胞外からの刺激に伴う細胞内シグナル伝達を介して開口放出が行われ、細胞外に

分泌されたプログルカゴンに付加した発光酵素と細胞外に添加された発光基質の酵素発光反

応によって生じた光を捉えることでグルカゴン分泌の測定を試みた。 
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Ⅱ−2.	
 材料と方法  

Ⅱ−2−1.	
 使用試薬 

セレンテラジンは、JNCより購入した。 

 

Ⅱ−2−2.	
 プラスミド作製 

	
 分泌シグナルペプチド（GLsp: GLase-signal peptide）とガウシアルシフェラーゼ（GLase: 

Gaussia Luciferase）を含むGLsp-GLaseを発現させるためにCMVプロモーターによって発現が

調節されるプラスミドベクターにGaussia princeps由来野生型GLase遺伝子（wGLuc: wild type 

GLuc）、一般的に使用されているヒトコドン最適化GLase遺伝子（hGLuc: human codon 

optimized GLuc; Prolume）、Preferred法を用いてヒトコドンに最適化したGLase遺伝子（pGLuc: 

preferred human codon optimized GLuc）を挿入した3種のpcDNA3-wGLuc, pcDNA3-hGLuc, 

pcDNA3-pGLucを用いた［Inouye et al., 2015 ］。 

	
 プログルカゴン（PGCG）のC末にガウシアルシフェラーゼを付加したPGCG-GLase融合タ

ンパク質を発現させるため、以下の手順で4つのPGCG-GLase発現プラスミドベクターを作製

した。 

1） pcDNA3-wPGCG-hGLuc: ヒトプログルカゴン遺伝子（Clone ID:3950435, DNAFORM） 

を購入し、KOD-Plus DNA Polymerase（Toyobo）と下記プライマーを用いてPCR（25サイク

ル、96℃15秒、55℃15秒、68℃45秒）により遺伝子を増幅した。HindⅢとBamHIで制限酵素

処理を行い、増幅したwPGCG 断片をpcDNA3-hGLuc-Nベクターに組み込むことで、

pcDNA3-wPGCG-hGLucベクターを得た。 

wPGCG-HindⅢ-F (5’ ccc AAGCTT GCCACC ATG AAA AGC ATT TAC TTT GTG GCT 3’) 

wPGCG-BamHI-R (5’ tct GGATC CTT CCT GTC AGT GAT TTT GGT CTG  3’) 

 

２）pcDNA3-wPGCG-pGLuc: pcDNA3-wPGCG-hGLuc をHindⅢとBamHIで制限酵素処理して

wPGCG cDNA断片を得て、HindⅢとBamHIで制限酵素処理したpcDNA3-pGLuc-pNベクターに

組み込むことで、pcDNA3-wPGCG-pGLucベクターを得た。 

 

3) pcDNA3-pPGCG-hGLuc: Preferred法によるヒトプログルカゴン遺伝子（pPGCG）の設計に

ついては、Sequence Manipulation SiteのSequence Analysis（http://www.bioinformatics.org/ 

sms2/rev_trans.html）とかずさDNA研究所のヒトコドン発現頻度分布表（Table 2, 3, 

http://www.kazusa. or.jp/codon/cgi-bin/showco don.cgi?species=9606&aa=1&style=GCG）を用いて

ヒトプログカゴンのアミノ酸配列から逆翻訳を行い遺伝子配列を決定した（Figure 3-5）。

pPGCGの遺伝子配列にコザック配列（GCCACC）とHindⅢとBamHIを付加し、人工遺伝子合

成（Eurofins Genomics）を行った。HindIIIとBamHIで制限酵素処理を行い、pPGCG 断片を

pcDNA3-hGLuc-Nベクターに組み込むことで、pcDNA3-pPGCG-hGLucベクターを得た。 

 

4)pcDNA3-pPGCG-pGLuc: 人工合成したpPGCGについて、HindIIIとBamHIで制限酵素処理を

行い、pPGCG 断片をpcDNA3-pGLuc-pNベクターに組み込むことで、pcDNA3-pPGCG -pGLuc

ベクターを得た。 
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Figure 2-5. 	
 野生型ヒトプログルカゴン遺伝子（wPGCG）とPreferred法で作成したプログル

カゴン遺伝子（pPGCG）の相同性。wPGCGとpPGCGは76%の相同性であった。下線部は

Preferred法による遺伝子最適化によってHindⅢ配列（AGA AGC TTC）となったため、同程度

の発現頻度をもつTTCに置換した。 

 

 

         M  K  S  I  Y  F  V  A  G  L  F  V  M  L  V  Q  G  S  W  Q   (20) 

wPGCG   ATGAAAAGCATTTACTTTGTGGCTGGATTATTTGTAATGCTGGTACAAGGCAGCTGGCAA 

pPGCG   ATGAAGAGCATCTACTTCGTGGCCGGCCTGTTCGTGATGCTGGTGCAGGGCAGCTGGCAG 

        ***** ***** ***** ***** **  * ** ** ******** ** ***********  

 

         R  S  L  Q  D  T  E  E  K  S  R  S  F  S  A  S  Q  A  D  P   (40) 

wPGCG   CGTTCCCTTCAAGACACAGAGGAGAAATCCAGATCATTCTCAGCTTCCCAGGCAGACCCA 

pPGCG   AGAAGCCTGCAGGACACCGAGGAGAAGAGCAGATCCTTCAGCGCCAGCCAGGCCGACCCC 

         *   *** ** ***** ********   ****** ***   **   ****** *****  

 

         L  S  D  P  D  Q  M  N  E  D  K  R  H  S  Q  G  T  F  T  S   (60) 

wPGCG   CTCAGTGATCCTGATCAGATGAACGAGGACAAGCGCCATTCACAGGGCACATTCACCAGT 

pPGCG   CTGAGCGACCCCGACCAGATGAACGAGGACAAGAGACACAGCCAGGGCACCTTCACCAGC 

        ** ** ** ** ** ****************** * **    ******** ********  

 

         D  Y  S  K  Y  L  D  S  R  R  A  Q  D  F  V  Q  W  L  M  N   (80) 

wPGCG   GACTACAGCAAGTATCTGGACTCCAGGCGTGCCCAAGATTTTGTGCAGTGGTTGATGAAT 

pPGCG   GACTACAGCAAGTACCTGGACAGCAGAAGAGCCCAGGACTTCGTGCAGTGGCTGATGAAC 

        ************** ******  ***  * ***** ** ** ********* *******  

 

         T  K  R  N  R  N  N  I  A  K  R  H  D  E  F  E  R  H  A  E  (100) 

wPGCG   ACCAAGAGGAACAGGAATAACATTGCCAAACGTCACGATGAATTTGAGAGACATGCTGAA 

pPGCG   ACCAAGAGAAACAGAAACAACATCGCCAAGAGACACGACGAGTTCGAGAGACACGCCGAG 

        ******** ***** ** ***** *****  * ***** ** ** ******** ** **  

 

         G  T  F  T  S  D  V  S  S  Y  L  E  G  Q  A  A  K  E  F  I  (120) 

wPGCG   GGGACCTTTACCAGTGATGTAAGTTCTTATTTGGAAGGCCAAGCTGCCAAGGAATTCATT 

pPGCG   GGCACCTTCACCAGCGACGTGAGCAGCTACCTGGAGGGCCAGGCCGCCAAGGAGTTCATC 

        ** ***** ***** ** ** **    **  **** ***** ** ******** *****  

 

         A  W  L  V  K  G  R  G  R  R  D  F  P  E  E  V  A  I  V  E  (140) 

wPGCG   GCTTGGCTGGTGAAAGGCCGAGGAAGGCGAGATTTCCCAGAAGAGGTCGCCATTGTTGAA 

pPGCG   GCCTGGCTGGTGAAGGGCAGAGGCAGAAGAGACTTCCCCGAGGAGGTGGCCATCGTGGAG 

        ** *********** *** **** **  **** ***** ** ***** ***** ** **  

 

         E  L  G  R  R  H  A  D  G  S  F  S  D  E  M  N  T  I  L  D  (160) 

wPGCG   GAACTTGGCCGCAGACATGCTGATGGTTCTTTCTCTGATGAGATGAACACCATTCTTGAT 

pPGCG   GAGCTGGGCAGAAGACACGCCGACGGCAGCTTCAGCGACGAGATGAACACCATCCTGGAC 

        ** ** *** * ***** ** ** **    ***   ** ************** ** **  

 

         N  L  A  A  R  D  F  I  N  W  L  I  Q  T  K  I  T  D  R  K  (180) 

wPGCG   AATCTTGCCGCCAGGGACTTTATAAACTGGTTGATTCAGACCAAAATCACTGACAGGAAG 

pPGCG   AACCTGGCCGCCAGAGACTTCATCAACTGGCTGATCCAGACCAAGATCACCGACAGAAAG 

        ** ** ******** ***** ** ****** **** ******** ***** ***** *** 
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Table 2.	
 動物種によるコドン発現頻度の比較。最も発現頻度の高いコドンを青で示した。本

研究では、Humanのコドン発現頻度に合わせることで発現頻度の低い（レアコドン）を避け

て遺伝子配列を決定した。 
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Table 3. コドンの発現頻度とProglucagon (w, p)、Gaussia Luciferase (w, h, p)遺伝子に含まれるコ

ドン数。Preferred法で作成した遺伝子は、灰色で示したコドンを使用した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(/1000) ratio w p w h p

GGC 22.2 0.337 5 9 2 9 16
GGA 16.5 0.250 2 0 9 2 0
GGG 16.5 0.250 1 0 1 4 0
GGT 10.8 0.163 1 0 5 9 1
GCC 27.7 0.400 6 13 6 10 17
GCT 18.5 0.266 6 0 9 3 1
GCA 15.8 0.228 1 0 3 2 0
GCG  7.4 0.106 0 0 0 3 0
GTG 28.1 0.463 3 8 4 7 0
GTC 14.5 0.238 1 0 0 3 11
GTT 11.0 0.182 1 0 3 1 0
GTA  7.1 0.117 3 0 4 0 0
CTG 39.6 0.396 3 12 3 9 16
CTC 19.6 0.196 1 0 4 4 0
CTT 13.2 0.132 4 0 4 1 0
TTG 12.9 0.129 3 0 2 2 0
TTA  7.7 0.077 1 0 2 0 0
CTA  7.2 0.071 0 0 1 0 0
ATC 20.8 0.470 1 8 2 10 13
ATT 16.0 0.361 6 0 8 2 0
ATA  7.5 0.169 1 0 3 1 0

M ATG 22.0 1.000 5 5 4 4 4
TTC 20.3 0.536 5 11 2 5 7
TTT 17.6 0.464 6 0 5 2 0

W TGG 13.2 1.000 4 4 1 1 1
CCC 19.8 0.324 0 3 3 4 9
CCT 17.5 0.287 1 0 2 2 0
CCA 16.9 0.277 2 0 4 1 0
CCG  6.9 0.113 0 0 0 2 0
AGC 19.5 0.240 3 16 2 2 4
TCC 17.7 0.218 4 1 0 2 0
TCT 15.2 0.188 3 0 1 1 0
TCA 12.2 0.151 3 0 1 0 0
TCG 12.1 0.054 0 0 0 0 0
AGT  4.4 0.150 4 0 1 0 1
ACC 18.9 0.355 6 9 1 5 9
ACA 15.1 0.284 2 0 3 1 0
ACT 13.1 0.247 1 0 4 1 0
ACG  6.1 0.114 0 0 1 2 0
TGC 12.6 0.544 0 0 5 7 11
TGT 10.6 0.456 0 0 6 4 0
TAC 15.3 0.557 2 4 0 1 1
TAT 12.2 0.443 2 0 1 0 0
AAC 19.1 0.530 5 8 3 5 6
AAT 17.0 0.470 3 0 3 1 0
CAG 34.2 0.735 5 10 1 6 7
CAA 12.3 0.265 5 0 6 1 0
GAC 25.1 0.535 7 16 6 9 12
GAT 21.8 0.465 9 0 6 3 0
GAG 39.6 0.578 6 13 3 9 12
GAA 29.0 0.422 7 0 9 3 0
AAG 31.9 0.566 5 10 6 14 19
AAA 24.4 0.434 5 0 13 5 0
AGA 12.2 0.215 3 16 2 0 5
AGG 12.0 0.211 6 0 2 1 0
CGG 11.4 0.201 0 0 0 1 0
CGC 10.4 0.184 2 0 0 3 0
CGA  6.2 0.109 2 0 0 0 0
CGT  4.5 0.080 3 0 1 0 0
CAC 15.1 0.582 1 4 2 2 2
CAT 10.9 0.418 3 0 0 0 0
TGA  1.6 0.467 0 0 0 0 0
TAA  1.0 0.296 0 0 0 1 1
TAG  0.8 0.237 0 0 0 0 0

181 181 185 185 185

46.7 59.8 43.6 58.9 64.1

Human codon usage

A

Amino
acid Codon
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S
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N

D

K
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(PGCG)

Gaussia luciferase
(GLase)
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L

P

Y

T

GC contents
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Q

*

R

Total  a.a
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Ⅱ−2−3.	
 細胞培養と遺伝子導入  

	
 マウス膵島α細胞モデルとしてαTC1.6細胞をAmerican Type Culture Collection（ATCC）より

購入した。細胞は、10%のFBS（Gibco）と100 U/ml	
 ペニシリン、100 µg/ml ストレプトマイ

シンを加えた25 mM グルコース含有ダルベッコ改変D-MEM培地（Gibco）を用いて37 ℃, 5% 

CO2存在下で培養した。遺伝子導入は、Lipofectamine LTXとPlus試薬（Invitrogen）を用いて

行った。PGCG-GLase安定発現αTC1.6細胞は、pcDNA3-pPGCG -pGLuc遺伝子を導入し、G418

（0.4 mg/ml）で薬剤選択することにより樹立した。培養上清に含まれる発光活性量が高く、

2.8 mM グルコースへの応答性がある細胞を選択することでαTC1.6PGCG-GLase細胞（clone No. 7）

を樹立した。 

 

Ⅱ−2−4.	
 GLaseとPGCG-GLase の発光活性測定   

	
 一過性にsiRNA及びPGCG-GLuc遺伝子をαTC1.6細胞に導入した際の発光活性変化は以下の

手順で測定した。ポリ-D-リジンコート処理を施した24ウェルプレート（BD Bioscience）に

αTC1.6細胞（1 × 105細胞/well）を播種し、48時間培養後に培地交換を行い0.5 µg PGCG-GLase

発現ベクターを導入した。遺伝子導入48時間後に培養上清を300 ×g、4℃、5分間遠心し細胞

を除去した。5 µg/ml セレンテラジン（50 µl）に得られた上清（1 µl）を加えた際に得られた

最大発光強度は、光電子倍増管（R4220P; Hamamatsu Photonics）を搭載したルミノメーター

（AB2200; ATTO）で測定した。 

	
 PGCG-GLaseの発光活性は以下の手順で測定した。ポリ-D-リジンコート処理を施した24ウ

ェルプレートにαTC1.6PGCG-GLase細胞（1 × 105 細胞/well）で播種し、48時間培養した。細胞を

20 mM グルコースを含むKRHB緩衝液で2回洗浄し、2.8 mM（低グルコース条件）または20 

mMグルコース（高グルコース条件）を含むKRHB緩衝液に置換して37℃で1時間静置した。

KClによる脱分極刺激は、洗浄後に75.3 mM NaCl、50 mM KCl、20 mMグルコースを含むKRHB

緩衝液に置換して37℃で1時間静置した。得られた培養上清の発光活性測定は、上記の通り行

った。 

 

Ⅱ−2−5.	
 免疫染色法  

	
 マトリゲルコートを施したFalcon 4 -well chamber slide（BD Bioscience）にαTC1.6PGCG-GLase

安定発現細胞（5 × 104 細胞/well）を播種し48時間培養した。細胞を4%パラホルムアルデヒド

/PBSで1時間固定処理を行い、0.1% Triton X-100/PBSで30分間可溶化処理を行った後、1% 

BSA/PBSで30分間ブロッキング処理を行い、一次抗体溶液を加え4℃で一晩静置した。翌日、

一次抗体を認識する二次抗体溶液を用いて3時間室温静置をおこなった。Alexa Fluor 488、546

の蛍光シグナルは、共焦点レーザー走査顕微鏡（LSM−710 Meta; Carl Zeiss Microscopy）とZen 

software（Carl Zeiss Microscopy）を用いて検出した。 

 

一次抗体の希釈率 

	
 Rabbit anti GLase polyclonal antibody         (#401, Prolume)      1:1000 

	
 Mouse anti Glucagon monoclonal antibody  (C-11, Santa Cruz)  1:200 

 

二次抗体の希釈率 

	
 Alexa Fluor 488 標識 Goat anti mouse IgG antibody (A11008, Invitrogen) 1:2000 

	
 Alexa Fluor 546 標識 Goat anti rabbit IgG antibody  (A11030, Invitrogen) 1:2000 
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Ⅱ−2−6.	
 ウェスタンブロッティング法 

	
 αTC1.6PGCG-GLase安定発現細胞に発現するPGCG-GLaseを検出するため、ウェスタンブロッテ

ィングによるタンパク質検出を以下の手順で行った。ポリ-D-リジンコートを施した6ウェル

プレート（BD Bioscience）に 1 × 106細胞/ウェルで播種し、48時間培養した。20 mMグルコー

スを含むKRHBで3回洗浄後、2.8 mM グルコースを含む500 µl KRHBで1時間培養した。培養

上清に含まれる融合タンパク質を検出するため、培地上清を全て回収後300 × g、5分間4℃で

遠心し、細胞除去を行い4 × LDS Buffer (Invitrogen) を添加して分泌サンプルとした。 

	
 細胞に含まれる融合タンパク質を検出するため、細胞をPBSで3回洗浄し、100 µlの 

Passive Lysis buffer（Promega）を加え氷上で30分間静置した。さらに、15,000 × g、10分間遠

心し、BCA法によるタンパク定量を行い、4 × LDS Bufferを加えて細胞サンプルとした。分泌、

細胞サンプルを70℃、10分間加熱し、うち13 µl を加えてSDS-PAGE（4-12% Bis-Tris gel, 

NuPAGE, Invitrogen）により分離し、PVDF膜（Bio-rad）に転写した。PVDF膜は、5%スキム

ミルク/PBSで1時間ブロッキングした後、目的タンパク質に対する一次抗体中で4℃,一晩浸透

した。抗体溶液を捨てた後、PVDF膜を0.1%Tween/PBSで洗浄した（10分間2回）。一次抗体に

対するHRP標識する二次抗体溶液中で浸透した（3時間）。抗体溶液を捨てた後、PVDF膜を

0.1% Tween/PBSで洗浄した（10分間2回）。Western chemiluminescence kit（Luminata Forte, 

Millipore）により目的タンパク質のシグナルをLAS-4000mini（Fujifilm）を用いて検出した。

データはImage Gauge（Fujifilm）とImage J を用いて解析した。 

 

 

一次抗体の希釈率 

	
 Rabbit anti GLase polyclonal antibody       （#401, Prolume）    1:1000 

	
 Mouse anti Glucagon monoclonal antibody（C-11, Santa Cruz）1:200 

	
  

二次抗体の希釈率 

	
 HRP 標識 Goat anti rabbit IgG antibody （NA9340V, GE Healthcare）1:5000 

	
 HRP 標識 Goat anti mouse IgG antibody（NA9310V, GE Healthcare）1:5000 

 

 

Ⅱ−2−7.	
 生物発光イメージング法の実施  

	
 生物発光イメージング法を用いた分泌タンパク質の可視化解析を行った。生物発光シグナ

ルは、簡易暗箱中に組み立てられた顕微鏡ステージ自動温度制御システム（Tokai hit）と水

冷式EM-CCDカメラ（ImagEM 1K, C9100-14モデル, 1024 × 1024 pixels, pixel size = 13 µm, 

Hamamatsu photonics）を搭載したIX81-ZDC2顕微鏡（Olympus）で検出した。IX-81-ZDC2電

動顕微鏡とEM-CCDカメラの接続部位（C-マウントアダプター）には、電動制御用内部赤外

光ランプを遮断するため赤外線除去フィルターを組み込み、対物レンズは、UPLSAPO 20×ド
ライレンズ（NA 0.75, Olympus）を用いて pixel size が650 nm × 650 nmの条件で撮影を行った。

発光活性シグナルデータは、AQUACOSMOSソフトウェア Ver.2.6（Hamamatasuphotonics）を

用いて露光時間 500 msec/frame、転送時間は1.712 msec/imageの条件下で取得した。発光強度

の経時変化解析は、AQUACOSMOSソフトウェアを用いて解析した。 

   生物発光イメージング法によるαTC6PGCG-GLase細胞からのPGCG-GLase分泌の可視化は以下

の手順で行った。αTC6PGCG-GLase細胞（1× 105細胞 / dish）をポリ-D-リジンコートを施した35-mm 

ガラスボトムディッシュ（Mat-Tek）に播種し、20 mMグルコースを含むKRHBで3回洗浄し、
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3 µg/ml セレンテラジンと20 mMグルコースを含むKRHB 1 mlを加え顕微鏡のステージにセ

ットした。焦点面を細胞とガラスの接着部位から2 µmの位置に合わせ、3分間連続撮影を行

った。続いて、終濃度50 mM KClになるようにKRHBを加えKCl脱分極刺激を行った。 

 

Ⅱ−2−8.	
 統計処理 

	
 得られたデータは、平均 ± 標準偏差で示した。KaleidaGraphを用いてOne way Anovaによる

有意差検定を Bonferroni’s multiple comparison testまたはunpaired t-testで行った。 
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Ⅱ−3.	
 	
 	
  結果および考察 

Ⅱ−3−1.	
 Preferred法による発光量変化 

	
 本研究で用いる「分泌タンパク質の生物発光イメージング法」は、微弱な発光を検出する

ためルシフェラーゼの発光量が多い方がイメージングに有利である。そのため、ルシフェラ

ーゼの発現量の増加を期待して遺伝子を構成するコドンに着目した。 

	
 ある生物において出現頻度が高いコドンは、出現頻度が低いコドン（レアコドン）に対し

て細胞内にアミノアシルtRNAが多く存在すると考えられ、レアコドンの出現率が低く、使用

頻度の高いコドンで構成される遺伝子（cDNA）は、その生物において発現量が高くなるこ

とが知られている。一般的に哺乳類細胞における効率的な遺伝子発現を目指して人工遺伝子

合成を行う際には、コドンの発現頻度に加えて、GC%、ATリッチ配列、リピート配列、翻

訳後のmRNAの二次構造などを考慮した企業・研究室ごとの独自アルゴリズムによってコド

ン最適化を行い、遺伝子配列を決定している。しかし、これらのコドン最適化法の有効性に

ついては検証されておらず不明である。これに対して、出現頻度が高いコドン（codon usage 

table: http://www.kazusa.or.jp/codon, Table 2,3）のみを使用して遺伝子配列を決定する簡便なコ

ドン最適化法であるPreferred human codon optimized method（Preferred法）が報告されている

［Inouye et al. 2015, 2016］。コドンの発現頻度は動物種を越えてほぼ同一であり、ヒトにお

いて出現頻度の高いコドンは、マウスやラットでも同様に高い発現頻度を示すことから、ヒ

トのコドン発現頻度を元に目的遺伝子を作成した。また、ヒトにおいて出現頻度が高いコド

ンは、3塩基目がGCであることが多く、Preferred法によるコドン最適化では GC％が高くなり、

発現に不利となるATリッチ配列は自動的に回避しながらレアコドンを含まない遺伝子をデ

ザインすることができる。本実験では、レポータータンパク質についてPreferred法でコドン

最適化した人工遺伝子合成を行い、その有効性について検証を行った。 

	
 はじめに、本研究で使用するルシフェラーゼレポータータンパク質Gaussia Luciferaseにつ

いて、αTC1.6細胞におけるコドン最適化を検討した。Gaussia princeps由来の野生型ガウシア

ルシフェラーゼ遺伝子（wGLuc: wild GLuc）［Byan et al., 1999］と市販の汎用ヒト最適化ガウ

シアルシフェラーゼ遺伝子（hGLuc: human codon optimized GLuc）［Tannous et al., 2005］、

Preferred法で作製したヒト最適化ガウシアルシフェラーゼ遺伝子（pGLuc: preferred human 

codon optimized GLuc）［Inouye et al., 2015］の3種の遺伝子をαTC1.6細胞に一過性に導入し、

その発光活性量を測定した［Byan et al., 1999; Tannous et al., 2005; Inouye et al., 2015］。その結

果、wGLucの発光量（0.88×107 rlu / well）と比較して pGLucの発光量（30.60 ×107 rlu / well, 

wGLucの34.8倍, p = 0.0016）は有意に増大し、hGLucの発光量（32.40 ×107 rlu / well, wGLucの

36.8倍, p = 0.0011）と同程度の値を示した（Figure 2-6C）。 

    次に、PGCG-GLase融合タンパク質の発現におけるPreferred法によるコドン最適化遺伝子の

有効性について、検討を行った。ヒト野生型PGCG遺伝子（wPGCG: wild type human PGCG）

に対してPreferred法で作製したPGCG遺伝子（pPGCG: preferred human codon optimized PGCG）

とhGLuc、pGLucを組み合わせることで、wPGCG-hGLuc、wPGCG-pGLuc、pPGCG-hGLuc、

pPGCG-pGLuc遺伝子の4種の遺伝子を作製した。これらの遺伝子をαTC1.6細胞に一過性に導

入して発光量を比較した。GLaseのみを発現させた場合と比較して、融合タンパク質を発現

させた場合は発光量が減少しており、翻訳負荷によるタンパク質の発現量の減少によるもの

と考えられる。PGCG-GLase融合タンパク質間の発光量を比較するとwPGCG-hGLucで4.16 

×107 rlu / well、wPGCG-pGLucで6.28 × 107 rlu / well、pPGCG-hGLucで6.27 ×107 rlu / well、

pPGCG-pGLucで9.16 ×107 rlu / wellとなり、PGCGとGLaseの両者をPreferred法で作製した

pPGCG-pGLuc遺伝子による発光活性量が最も高く、wPGCG-hGLuc遺伝子と比較して2.2倍の
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有意な発光活性量の増大を示した（p=0.007, Figure 2-6D）。これらの結果より、Preferred法に

よりコドン最適化を行った人工合成遺伝子pPGCG-pGLucを用いることで、αTC1.6細胞株にお

けるPGCG-GLaseの発現量が増大することが明らかとなった。これまで、COS-1、293、HeLa、

ヒト歯肉線維芽細胞（Gin-1）などの細胞株でhGLucに対してpGLucが最大2倍程度、発現量を

増大させることが示されている［Inouye et al.,  2015］。蛍光を用いたイメージング法では、

レーザーの出力によって蛍光強度を変化させることが可能であるが、発光を用いた生物発光

イメージング法では、可視化に必要な発光量はルシフェラーゼの発現量に依存する。Preferred

法を用いることで融合タンパク質の発現量が約2倍に増大することにより、生物発光イメージ

ング法で従来観察できなかった分泌現象の微細な変化をより明確に捉えることが可能になる

と考えられる。本研究の結果は、ヒト由来の遺伝子とGLaseの融合タンパク質の発現におい

て、Preferred法が有効であることを初めて示したものであり、今後Preferred法が各種細胞への

効率的なタンパク質発現にPreferred法を用いることができると期待される。また、Preferred

法によるコドン最適によるタンパク質発現量増大の機序は、コドンごとの細胞内アミノアシ

ルtRNA量に違いがあるためと考えられるが、詳細は不明であり、今後の研究によって明らか

になることが期待される。 

 

Ⅱ−3−2.	
  細胞外からの刺激よるPGCG-GLase分泌 

    グルカゴンは、先に述べたようにGLP-1やGLP-2とのアミノ酸の相同性が高いため、グルカ

ゴンを定量化するためには、グルカゴンのN末、C末をそれぞれ認識する抗体を用いたサンド

イッチ法によるELISA法が必要である［Wewer et al., 2014］。しかし、ELISA法はサンプル取

得から定量結果を出すまでに半日ほどかかり、高価なキットを必要とする。さらに、グルカ

ゴンはプロテアーゼによる分解を受けやすいため（生体内での半減期は5分未満）、サンプル

の調製も非常に困難であり、再現性を得るためには高い手技能力が必要となる。一方で、ル

シフェラーゼをレポータータンパク質とした発光解析では、必要な機器は汎用機器であるル

ミノメーターを用いることで可能であり、発光基質を購入するだけでアッセイが可能である。

解析に必要な経費はELISA法と比較して安価で、解析に必要な時間は十数分以内であり、シ

ングルチューブを用いたアッセイではサンプルの培養上清1 µlを発光基質溶液に添加して数

秒で測定でき、実験手技が容易である。そのため、膵島β細胞からのインスリン分泌などの
薬物スクリーニング［Suzuki et al., 2011a; Burns et al., 2015; Kalwat et al., 2016］にも用いられ

ており、インスリン分泌に関する研究に貢献している。同様にグルカゴンの分泌をルシフェ

ラーゼによって測定できるようになれば、膵島α細胞からのグルカゴン分泌に関する研究の
みならず、膵島α細胞からのグルカゴン分泌抑制を対象とした糖尿病治療薬の薬物スクリー
ニングへの応用も期待でき、糖尿病治療薬の研究に大きく貢献できると考えられる。 

	
 PGCG-GLase融合タンパク質をレポーターに用いた発光活性測定が、細胞外からの刺激に

よるグルカゴン分泌量の相対的定量解析に利用可能か検討を行った。膵島α細胞のグルカゴ
ン分泌の制御は以下の機構で行われることが知られている。高グルコース条件下では細胞外

のグルコースがGLUT2を介してα細胞内に移行し、細胞内で糖代謝を受ける。細胞内でのグ
ルコース代謝に伴い細胞内ATP/ADP比が増大し、細胞膜においてATP感受性K（KATP）チャ

ネルの閉口［MacDonald et al., 2007］に続いて、電位依存性Na＋チャネルの不活化することで

活動電位幅が減少し、P/Q型電位依存性Ca2+チャネルの活性が低下するため、グルカゴン顆粒

の分泌は抑制される（Figure 2-7）。一方で、低グルコース条件下では、GLUT2を介して細胞

内に移行するグルコース量が減少することでATP/ADP比が低下して、KATPチャネルの低活性

により適度に脱分極することで、電位依存性Na＋チャネルの活性化に続いてP/Q型電位依存性
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Ca2+チャネルが活性化し、グルカゴン顆粒の分泌は促進されると考えられる。従って、高濃

度KCl脱分極刺激は、α細胞の膜電位の脱分極を強制的に引き起こすことでグルカゴン分泌を
上昇させると考えられる［Zhang et al., 2013］。そこで、αTC1.6細胞にpPGCG-pGLuc遺伝子を

一過性に導入し、グルカゴン分泌抑制条件である20 mM 高グルコース刺激、またはグルカゴ

ン分泌刺激条件である2.8 mMグルコースと50 mM KCl脱分極刺激を37℃で一時間行い、培養

上清1 µlから発光量を測定した。その結果、20 mMグルコース（58.56 × 106 rlu / well）と比較

して、2.8 mMグルコース（125.05 × 106 rlu / well）と50 mM KCl（127.16 × 106 rlu / well）条件

下の発光量はそれぞれ2.12倍（p=0.017）、2.19倍（p=0.014）と有意に増加した（Figure 2-8）。

これは、同条件で行われたELISA法によるグルカゴン分泌の増加［Nakamura et al., 2014］と

同程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-6.  Preferred法による発光活性量の変化。 

（A）GLuc遺伝子模式図。（B）PGCG-GLuc遺伝子の組み合わせ模式図。（C）導入GLucに

よる発光活性量の違い。（D）各遺伝子の組み合わせによるPGCG-GLase発光活性量の変化。

n=4、 mean ± SD、*p<0.05 (vs. hPGCG-hGLuc)、**p<0.01(vs. wGLuc) 
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Figure 2-7.	
 グルコース刺激による膵島α細胞グルカゴン分泌機構の模式図。高グルコース条
件下では細胞外のグルコースがGLUT2を介してα細胞内に移行し、細胞内で糖代謝を受ける。
細胞内でのグルコース代謝に伴い細胞内ATP/ADP比が増大し、細胞膜においてATP感受性K

（KATP）チャネルの閉口に続いて、電位依存性Na＋チャネルの不活化することで活動電位幅

が減少し、P/Q型電位依存性Ca2+チャネルの活性が低下するため、グルカゴン顆粒の分泌は抑

制される。低グルコース条件下では、GLUT2を介して細胞内に移行するグルコース量が減少

することでATP/ADP比が低下して、KATPチャネルの低活性により適度に脱分極することで、

電位依存性Na＋チャネルの活性化に続いてP/Q型電位依存性Ca2+チャネルが活性化し、グルカ

ゴン顆粒の分泌は促進されると考えられる。高濃度KCl脱分極刺激は、α細胞の膜電位の脱分
極を強制的に引き起こすことでグルカゴン分泌を上昇させると考えられる［Zhang et al., 

2013］。 
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Figure 2-8.	
 PGCG-GLase融合タンパク質を用いたグルカゴン分泌測定。 低グルコース刺激お

よびKCl刺激により培養上清に含まれる発光活性量が増加することが示された。n=5、*p<0.05, 

mean ± SD 

 

 

Ⅱ−3−3.	
  PGCG-GLase安定発現α細胞における融合タンパク質の細胞内局在・分泌 

	
 PGCG-GLase融合タンパク質がグルカゴンレポーターとして有用であることが示唆された

ため、レポータータンパク質の効率的な発現が期待できるpPGCG-pGLuc遺伝子を用いて

PGCG-GLaseを定常的に高発現するαTC6PGCG-GLase細胞株を樹立した。そこで、グルカゴン抗体

とガウシアルシフェラーゼ抗体を用いて蛍光抗体染色法とウェスタンブロッティング法を行

い、PGCG-GLaseの細胞内分布と分泌される融合タンパク質の状態を解析した。その結果、

ウェスタンブロッティング法では、αTC6PGCG-GLase細胞のセルライセートと培養上清のそれぞ

れに含まれるPGCG-GLase融合タンパク質のプロセシング産物であるMPGF-GLaseをメイン

バンドとして検出し、またα細胞でわずかに産生されるGLP-1のプロセシング産物［Whalley et 

al., 2011］と考えられるΔMPGF-GLase（Figure 2-9A）をマイナーバンドとして検出した。こ

れらの結果から、PGCG-GLaseは正しくプロセシングを受けて、主にMPGF-GLaseとして分泌

されていることが示された。この時、グルカゴン本体となる3.5 kDaのバンドがいずれも検出

されていないが、グルカゴン抗体サプライヤーのデータシート上でも検出されていないこと

から、低分子量のためPVDF膜を透過している可能性または変性グルカゴンポリペプチドに

対する抗体の親和性が低い可能性が考えられた。現段階で、成熟グルカゴン本体をウェスタ

ンブロットで明確に検出した市販品が無く、成熟グルカゴンを特異的に検出したグルカゴン

分泌の解析は、今後の検討課題である。また、蛍光抗体染色法によりαTC6PGCG-GLase細胞に発

現するPGCG-GLase融合タンパク質は、グルカゴン抗体（緑色）とガウシアルシフェラーゼ

抗体（赤色）と共局在（黄色、相関係数：0.86 ± 0.04）している様子が観察されたことから、

翻訳後グルカゴン顆粒内に封入されることが示唆された（Figure 2-9B, C）。以上の結果と先

に示した分泌量の比較結果と合わせて、PGCG-GLase融合タンパク質は、グルカゴン分泌の

レポーターとして有用であると考えられた。 
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Figure 2-9.	
 PGCG-GLase融合タンパク質安定発現細胞の特徴。 

（A）	
 ウェスタンブロット解析では、セルライセートと培養上清のそれぞれで融合タンパク

質とそのプロセシング産物を検出した。 

1.PGCG-GLase 2.MPGF-GLase 3.ΔMPGF-GLase  *.プロセシング産物 

（B）PGCG-GLase発現細胞を用いた蛍光免疫染色画像。 

（C）BのMerge画像のaからbの蛍光強度を定量化したもの。PGCG-GLase融合タンパク質の 

           プロセシング産物がグルカゴン顆粒に封入されている様子が観察された。 
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Ⅱ−3−4.	
  生物発光イメージング法によるPGCG-GLase分泌の観察 

	
 個体または細胞集団において膵島β細胞からのインスリン分泌は、低グルコース濃度条件
で抑制され、高グルコース濃度条件で促進される。一方で、インスリンと拮抗する作用を有

するグルカゴンの分泌抑制・促進条件は未だ完全に明らかになっていないが、グルコースま

たはインスリンによって分泌が制御されると考えられている。そのため、低グルコース濃度

時のインスリン分泌抑制時にグルカゴン分泌が促進され、高グルコース濃度ではインスリン

分泌が促進されるため、グルカゴン分泌は抑制されると考えられている［Bansal et al., 2008; 

Unger et al., 2012］。また、膵島α細胞からのグルカゴン分泌を可視化した例はなく、リアル
タイムでの膵島α細胞の分泌局在や分泌パターンに関しては未だ明らかになっていない。こ
のような研究背景に対して、本研究では「分泌タンパク質の生物発光イメージング法」を用

いることで、αTC1.6PGCG-GLase細胞の活性化に伴うグルカゴン分泌の可視化を行い、膵島α細胞
からのグルカゴン分泌の局在や頻度の解析を試みた。 

	
 グルカゴン分泌における細胞間接着を明らかにするため、αTC1.6PGCG-GLase細胞を2日間培養

し、細胞集団の形成を促した（Figure 2-10A）。発光イメージングは、発光基質Coelenterazine

（3 µg/ml）と20 mMグルコースを含むKRHB溶液中で3分間撮影を行った後、50 mM KClを添

加し撮影を行った。脱分極刺激に伴い細胞間隙から活発な分泌発光を捉え、グルカゴン分泌

の可視化に成功した（Figure 2-10B）。発光シグナル（シアン）を明視野画像に重ねたビデオ

画像を作成することにより（Figure 2-10B, 上段パネル）、KCl刺激に伴い活発な分泌が細胞

間隙に拡散していく様子が示された。 

	
 本手法による分泌タンパク質のビデオイメージングでは、ビデオ画像におけるピクセルご

とに全フレームにおける発光最大値を合成した画像を作成し、明視野画像に重ねることで、

細胞集団における開口分泌部位の局在を示すことができる（Figure  2-10C :Suzuki et al., 2011a, 

2014）。KCl刺激後の発光ビデオ画像から発光最大値の合成画像を作成し、明視野画像に重

ねた結果、細胞が密集した細胞間接着領域にグルカゴン分泌部位が局在していることが示さ

れた。 

	
 発光基質Coelenterazineは、細胞に添加して数分経過すると細胞内に取り込まれ、長い露光

時間で発光画像を撮影すると、細胞内のGLaseの微弱な光が積算されて可視化される［Suzuki 

et al.,  2007］。これに対して、フレーム毎の露光時間が短い（500 ms/frame 以内）ときには、

細胞内のPGCG-GLase由来の微弱光はバックグラウンドに近く、分泌由来の強い発光シグナ

ルが特異的に可視化される［Suzuki et al.,  2011a, 2011b, 2014］。今回、発光ビデオ画像の全

フレームの発光平均値を合成した画像を作成したところ、細胞内および分泌された

PGCG-GLase発光量が積算された形となり、細胞内の発光シグナルが明確に強調されて可視

化された（Figure 2-10D）。これによりすべての細胞において核以外の細胞内にPGCG-GLase 

の発光シグナルが観察されたことから、αTC1.6PGCG-GLase細胞はクローン化された細胞として、

PGCG-GLaseをすべての細胞が発現していることが確認され、細胞が密集した場所の細胞間

接着領域に分泌部位が局在することが明確となった。 

	
 また、微小領域に注目し発光シグナルを解析したところ、発光は異なる時間の同一部位で

繰り返し行われている様子が観察された（Figure 2-10E）。さらに、発光ビデオ画像の視野全

体の平均発光強度の経時変化をグラフ化することにより、KCl脱分極刺激によるグルカゴン

分泌の増大を比較することができた（Figure 2-10F）。また、刺激に伴う細胞間接着部位での

分泌の集積と比較して、刺激前の散発的な分泌は細胞間接着部位以外でも分泌する様子が観

察されていることから、恒常的な分泌部位と刺激に伴う分泌部位は異なることが示唆された。 
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 これらの結果より、刺激に伴うグルカゴン分泌は、細胞間接着領域に局在し、特定の微小

部位から繰り返し分泌が行われることが示唆された（Figure 2-10G）。グルカゴン分泌の細胞

間接着部位における分泌部位の局在性は、「分泌タンパク質の生物発光イメージング法」で

可視化された膵島β細胞株からのインスリン分泌と類似しており［Suzuki et al., 2011a］、また、

膵島β細胞は膵島内において静脈を中心に細胞がロゼッタ様構造を形成し、β細胞細胞間の接
着部位では、局所的にE-cadherin、EphA/EphrinA、GLUT2、電位依存性Ca2+チャネル（CaV1.3）、

SNAP25が集積してインスリン分泌機能の発現と膵島構造の形成に重要な役割を担っている

［Erez et al., 2015］。膵島α細胞のグルカゴン分泌部位の形成とグルカゴン分泌量の増大に対
しても細胞間接着部位の形成が深く関与していると考えられている。本研究では、グルカゴ

ン分泌はインスリン分泌が比較的細胞密度の低い細胞からも分泌が観察されるのに対して

［Suzuki et al.,  2011a］、細胞間接着部位により限局していたことから、インスリン分泌に対

してグルカゴン分泌はより細胞間接着が重要である可能性が考えられる。これらの相互作用

に対する接着分子の寄与を明らかにするため、CADM1をはじめとした接着分子を対象とし

て、細胞の分泌局在との関連性をイメージンなどの手法を用いて解明する必要がある。 

一般的に、β細胞株のインスリン分泌は細胞同士の同調性が高く、周期性があることが示
されている。膵島α細胞のグルカゴン分泌は、インスリンの影響を強く受けるため、今後は、
初代培養膵島細胞へのPGCG-GLuc遺伝子の導入や膵島β細胞と膵島αTC1.6PGCG-GLase細胞の共

存培養系による擬似膵島を作製し、より詳細に膵島におけるグルカゴン分泌挙動を解析する

必要性が考えられ、本手法と研究成果は、単離膵島や疑似膵島を用いたグルカゴン分泌制御

の解析に有効に利用されることが期待できる。 

	
 生体内の細胞は、多くの細胞集団を形成し組織・臓器として機能する。そのため、膵島細

胞のような分泌細胞では、生体内の環境に近い細胞同士が密接に接着した細胞集団や細胞外

基質との接着面でより生理条件に近い分泌現象が行われると考えられる。「生物発光イメー

ジング法」では、既存のイメージング法では解析することが困難であった膵島細胞のような

三次元の細胞集団における細胞間接着部位や細胞外マトリックスとの接着面の開口分泌部位

の局在部位解析に非常に有用であると考えられる。 
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  G  
Figure 2-10.   ビデオレート生物発光イメージング
法によるグルカゴン分泌の解析。 

（A）	
 明視野画像。Scale bar = 50 µm（B）上段：

KCl刺激によるPGCG-GLase発光イメージ画像（F

の矢印に対応）下段：明視野との重ね合わせ画像。

（C）上段：最大発光値の合成画像、下段：明視野

との重ね合わせ画像。（D）上段：発光積算値の合

成画像、下段：明視野との重ね合わせ画像。（E）

Fの1~4の矢頭に対応する発光連続画像（F）発光ビ

デオ動画の定量化グラフ（G）細胞間隙における分

泌の模式図 
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Ⅱ−4.	
 	
 	
  小括  

 

Preferred法でコドン最適化した遺伝子を用いることで PGCG-GLase融合タンパク質の発現量

が増大した。 

  

 PGCG-GLase融合タンパク質を用いることでグルカゴン分泌量の変化を相対定量的に解析す

ることができた。 

  

 PGCG-GLase融合タンパク質を定常的に高発現する膵島 α細胞を樹立した。 

  

 

生物発光イメージング法により、グルカゴン分泌の可視化に成功した。 

 - 細胞集団でのグルカゴン分泌動態を定量的に可視化した。 

 -細胞間接着部位で積極的な分泌が行われている様子が観察された。 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 33 

第Ⅲ章	
 接着分子CADM1による膵島α細胞内顆粒動態制御機構の解明 

 

Ⅲ−1.	
 	
 	
  緒言  

    膵島α細胞のグルカゴン分泌において、細胞接着分子を介した膵島細胞間相互作用が重要
な役割を果たしていると考えられている。しかし、膵島β細胞同士の研究と比較して、膵島α
細胞同士の相互作用に関する研究は未だ乏しい。CADM1は膵島α細胞に発現し膵島α細胞間
や神経細胞との接着に重要な役割を果たすと考えられている。しかし、膵島α細胞からのグ
ルカゴン分泌に及ぼす影響は十分に明らかになっておらず、その分子機構は不明である。本

研究では、はじめに接着分子CADM1がグルカゴン分泌と膵島α細胞の細胞内顆粒動態に及ぼ
す影響を調べた。 

 

Ⅲ−1−1.	
 膵島α細胞に発現する接着分子と機能 

	
 膵島機能の発現には、接着分子を介した細胞間接着により形成される膵島構造が重要な役

割を果たすと考えられている［Borden et al., 2013; Geron et al., 2015］。膵島細胞には、神経に

発現する Neurexin/Neuroligin-2 や Neural cell adhesion molecule (N-CAM) 、Connexin 36、Ephrin 

5A、E-cadherinが発現していることが明らかになっている［Ravier et al., 2005; Konstantinova et 

al., 2007; Jaques et al, 2008; Olofsson et al., 2009; Suckow et al., 2008, 2012］。しかし、膵島細胞

の接着分子に関する研究は、膵島β細胞同士に焦点を当てたものがほとんどであり、膵島α細
胞間の相互作用に関する接着分子の研究は断片的である。そのため、膵島の細胞に発現する

接着分子の体系的な理解は進んでいない（Figure 3-1）［Ito et al., 2008; Olofsson et al., 2009;Wang 

et al., 2005］。 

 

Ⅲ−1−2.	
 膵島細胞の開口放出機構 

	
    開口放出では、Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE) 

機構を介して細胞膜と細胞内顆粒膜の融合が行われ、この機構は様々なタイプの細胞で保存

されている。膵島細胞の開口放出の分子機構に関する研究はβ細胞を中心に行われており、
Syntaxin-1A、SNAP-23/25、VAMP-8 、Munc18-1、Munc18-2などのSNAREタンパク質に加え

て［Mandic et al., 2011; Zhu et al., 2012］細胞骨格タンパク質（アクチン、微小管）［Meng et al., 

1997; Kalwat et al., 2013］がインスリン分泌を制御することが報告されている。膵島β細胞の
インスリン顆粒動態に関する研究は生細胞を用いて盛んに行われており、細胞膜へのインス

リン顆粒の移行は、インスリンの開口放出に必須であることが分かっている［Varadi et al., 

2002; Heaslip et al., 2014; Hoboth et al., 2015］。	
  

	
 	
 一方、膵島α細胞では、SNAREタンパク質としてSyntaxin 1、SNAP-25、VAMP2、

Synaptotagmin-7、Munc13-1、Munc18aが発現していることは報告されている［Xia et al., 2007; 

Gustavsson et al., 2009; Andersson et al., 2011 ］が、グルカゴン顆粒動態に関する研究は行われ

ていない。 
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Figure 3-1.	
 膵島α細胞間に発現する接着分子の機能。 

CADM1はグルカゴン分泌、Neural cell adhesion moleculeはアクチンのリモデング、コネキシ

ンは細胞間のCa2+の同調性、インテグリンは細胞外マトリックスとの作用を介して細胞の成

熟や機能的に維持にそれぞれ関与すると考えられている。 
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Ⅲ−2.	
    	
 材料と方法  

Ⅲ−2−1.	
 使用試薬 

	
 G418とサイトカラシン D、ノコダゾール、quinacrineは、Wakoから購入した。 

 

Ⅲ−2−2.	
 細胞培養  

	
 マウスグルカゴノーマ由来膵島α細胞株（αTC6細胞）は、ダルベッコ改変イーグル培地

（DMEM; Gibco）に非動化処理を行ったウシ血清アルブミン（Gibco）を10%加えたものを用

いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。CADM1発現抑制細胞株（αTC6siRNA-CADM1細胞）とネ

ガティブコントロール細胞株（αTC6siRNA-Neg. Con.細胞）は、近畿大学医学部病理学講座	
 伊藤

彰彦教授より提供されたものを用いた。簡単に樹立法を記す［Koma et al., 2012］。pSilerncer 

3.1-H1 neoベクター（Ambion）に制限酵素BamHIとHindⅢサイトを用いて二本鎖siRNAを組み

込んだ。siRNAの遺伝子配列は、Ambionのthe siRNA Target Finder program

（http://www.thermofisher.com/jp/ja/home/brands/invitrogen/ambion.html）を用いて作成した。

Negative control用のベクターは哺乳類遺伝子に影響を及ぼさない21塩基をスクランブルした

もの（Ambion）を用いた。αTC6細胞にリポフェクション試薬 FuGENE 6 （Roche Diagnostics）

を用いて遺伝子導入を行い、0.4 mg/ml G418（Wako）でセレクションを行った。 

 

shRNA-CADM1遺伝子配列 

      Sense  : 5’-gatccgtaagagtgacgactcagtgttcaagagacactgagtcgtcactcttattttttggaaa-3’ 

Anti-sense: 5’-agcttttccaaaaaataagagtgacgactcagtgtctcttgaacactgagtcgtcactcttacg-3', 

 

Ⅲ−2−3.	
 GLaseとPGCG-GLase の発光活性測定   

    一過性にpPGCG-pGLuc遺伝子と5 nMのsiRNA-CADM1（下記）またはsiRNA-Negative    

control（Silencer negative control No.1, AM4611, Thermo Fisher）をαTC1.6細胞に導入した際の

発光活性変化は以下の手順で測定した。ポリ-D-リジンコート処理を施した24ウェルプレート

（BD Bioscience）にαTC6細胞（1 × 105細胞/well）を播種し、48時間培養後に培地交換を行い、

0.5 µg pPGCG-pGLuc遺伝子とsiRNA-CADM1またはsiRNA-Negative controlを導入した。遺伝

子導入48時間後に培養上清を300 ×g、4℃、5分間遠心し細胞を除去した。得られた培養上清

の発光活性測定は、Ⅱ−2−4に示した通り行った。 

 

siRNA-CADM1遺伝子配列 

Sense    : 5’-uaagagugacgacucagugtt-3’  

Anti-sense: 5’-cacugagucgucacucuuatt-3’  

 

Ⅲ−2−4.	
 ウェスタンブロット法  

	
 αTC6細胞、αTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞をポリ-D-リジンコートを施した6ウ

ェルプレート（MatTek）に 1×106 細胞/wellで播種し、48時間培養した。氷冷したPBSで3回洗

浄後、100 µlのLysis buffer（20 mM HEPES, pH 7.9, 0.1% NP-40, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

dithiothreitol, 10 mM Na3VO4, 10 µg/ml phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 µg/ml leupeptin, and 10% 

glycerol）を加えて溶解させた。15,000 rpm、10分間遠心して上清を回収し、4 × Laemmli sample 

bufferを加えて75℃、10分間加熱しサンプルとした。サンプル中のタンパク質濃度は、BCA

法により決定した。タンパク量10 µg/laneとなるよう12% ゲルに加えたSDS-PAGEによって分

離して、PVDF膜（Bio-rad）に80 mA、1時間の条件で転写した。PVDF膜は、5%スキムミル
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ク/PBSで1時間ブロッキングした後、目的タンパク質に対する一次抗体中で4℃、一晩浸透し

た。抗体溶液を取り除いた後、PVDF膜を0.1%Tween/PBSで洗浄した（10分間2回）。HRP標識

した二次抗体溶液中で浸透した（3時間）。抗体溶液を取り除いた後、PVDF膜を0.1% 

Tween/PBSで洗浄した（10分間2回）。ECL（GE Healthcare）により目的タンパク質のシグナ

ルをLAS-3000mini（Fujifilm）を用いて検出した。データはImage Gauge（Fujifilm）とImage J

（NIH）を用いて解析した。 

 

一次抗体の希釈率 

	
 Rabbit anti CADM1 antibody（S4945, Sigma-Aldrich）1:1000 

	
 Mouse anti GAPDH antibody（3H12, MBL）	
  	
 	
     1:5000 

二次抗体の希釈率 

	
 HRP 標識 Goat anti rabbit IgG antibody （sc-2006, Santa Cruz）1:2000 

	
 HRP 標識 Goat anti mouse IgG antibody（sc-2005, Santa Cruz）1:2000 

 

Ⅲ−2−5.	
 免疫染色法  

	
 マトリゲルコートを施した 4ウェルガラスプレート（Millicell EZ slide, Merck Millipore）に

細胞を播種し、一晩培養した。細胞を5 µMノコダゾールまたは 2 µM サイトカラシンDを含

むKRHB溶液で30分間処理した。その後、細胞を4%パラホルムアルデヒド/PBSで1時間固定

処理を行い、0.1% Triton X-100/PBSで30分間可溶化処理を行った後、0.2% BSA/PBSで30分間

ブロッキング処理を行った。微小管チューブリンを標識するため、一次抗体としてmouse anti 

α-tubulin antibody（Sigma-Aldrich, 1:1000）溶液を用いて4℃、一晩静置した。翌日、二次抗体 

Alexa Fluor 488 標識 Goat anti mouse IgG（Invitrogen, 1:2000）溶液とアクチンを標識するため、

13.2 nMローダミンX結合ファロイジンを用いて3時間室温静置を行った。Alexa Fluor 488とロ

ーダミンシグナルは、共焦点レーザー走査顕微鏡（LSM-710 Meta; Carl Zeiss Microscopy）を

用いて検出した。 

 

Ⅲ−2−6.	
 顆粒動態観察 

	
 マトリゲルコート処理施したガラスボトムディッシュ（Matsunami glass）にαTC6細胞を5×104

細胞/dishで播種し、48時間培養した。細胞を5 µMノコダゾールまたは 2 µM サイトカラシン

Dを含むKRHB溶液で30分間処理した。観察30分前に3 µM quinacrine で15分間染色し、KRHB

緩衝液（10 mM HEPES, pH 7.4, 130 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 1.2 

mM KH2PO4, 5.5 mM グルコース,  0.2% BSA, pH 7.4）で3回洗浄した。染色した細胞は、ニポ

ウディスク方式共焦点レーザー走査ユニット（CSU-W1; Yokogawa Electric）を搭載した倒立

型顕微鏡（IX81-ZDC2; Olympus）を用いて500 msec/frameで5分間連続撮影した。対物レンズ

は、ApoN 60× OTIRF 油浸レンズ（NA 1.49, Olympus）を用いてpixel sizeが 266.7 nm × 266.7 nm

の条件で撮影を行った。488 nm ダイオード励起固定レーザー（Sapphire 488 LP; Coherent）で 

quinacrine を励起し、発せられた蛍光は、エミッションフィルター（FF01-520/35; Rochester）

を通して水冷式EM-CCDカメラ（ImagEM X2, 16 µm × 16 µm, 512 × 512 pixel ; Hamamatsu 

photonics）で検出した。データは、Image J Plug-in Manual Trackingを用いて10秒間に移動する

細胞内顆粒を追跡し、得られたX,Y座標から顆粒移動速度を算出した。また、同様にX,Y座標

を以下の公式を用いて計算することで平均二乗変位（MSD）を算出した。 
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𝑀𝑆𝐷 𝑛𝛥𝑡 =
1

𝑁 − 𝑛
𝑥!!! − 𝑥! ! + 𝑦!!! − 𝑦! !

!!!

!!!

 

Nは全フレーム数、nはフレーム数、Δtはフレーム間の時間、時間iにおける顆粒座標を（Xi,Yi）

とした。得られたMSD値と時間を対数化したグラフ化し、その際に得られる直線の傾き（α
値）を算出し、顆粒の運動パターンの指標とした。 

 

Ⅲ−2−7.	
 統計処理  

	
 得られたデータは、平均 ± 標準偏差で示した。KaleidaGraph（Synergy software）を用いて

One way anovaによる有意差検定を Bonferroni’s multiple comparison testにより行った。 
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Ⅲ−3.	
 	
 	
  結果および考察 

 

Ⅲ−3−1.	
 接着分子CADM1によるPGCG-GLase分泌への影響 

	
 CADM1によるグルカゴン分泌への影響を明らかにするため、siRNA-CADM1または

siRNA-Negative ControlとpPGCG-pGLuc遺伝子をαTC1.6細胞に一過性に導入し、生理条件下

（5.5 mM グルコース条件）におけるPGCG-GLase分泌への影響をルミノメーターで測定した。

その結果、CADM1発現抑制によりPGCG-GLase発光量の減少が観察された（p=0.017, Figure 

3-2）。顆粒内に貯蔵されたホルモン、神経伝達物質、化学伝達物質は顆粒膜と細胞膜が融合

することで開口放出される。この開口放出は、細胞膜付近への顆粒輸送、顆粒の繋留/接着、

プライミング、膜融合の段階を経て行われる。本研究では、顆粒輸送に焦点を当て、生理条

件下における接着分子CADM1の膵島α細胞内顆粒動態に及ぼす影響を追究した。接着分子と
開口放出に関する研究の多くは、細胞膜直下でのアクチン骨格の調節を介した顆粒動態制御

やSNAREタンパク質複合体の集積に関するものであり、接着分子による細胞内部の顆粒動態

への影響は未だ明らかになっていない。接着分子CADM1は、膵島α細胞のグルカゴン分泌に
影響を及ぼすことが示唆されているものの、その詳細なメカニズムは未だに不明である。そ

こで、膵島α細胞における接着分子CADM1の発現が細胞内顆粒動態に及ぼす影響について詳

細に検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-2. 

CADM1発現抑制によるPGCG-GLase分泌への影響。 

CADM1発現を抑制することで上清含まれるPGCG-GLaseの発光活性量が低下した。 

n=6, mean ± SD, *p<0.05 
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Ⅲ−3−2.	
 αTC6細胞におけるCADM1の発現 

    本研究では、マウス膵島α細胞に接着分子CADM1が発現していることから、マウス膵島α
細胞株であるαTC6細胞とαTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞の3種の細胞を用いて研究

を行った。始めに、ウェスタンブロット法を用いてCADM1発現量を調べた。CADM1は、442

アミノ酸残基から成る 48.3 kDaのタンパク質であるが、細胞外領域の免疫グロブリン様ルー

プはN-, O-結合型糖鎖修飾を受けるため、100 kDa付近にバンドが検出される。ローディング

コントロールであるGAPDHによって補正したCADM1発現量を比較した（Figure 3-3）ところ、

αTC6細胞と比較してその発現量は、αTC6siRNA-CADM1細で10 ± 3.3%、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞で 74 

± 4.2%であった。これらの細胞は、培養すると細胞同士が接着したまま増殖するため、立体

的なコロニーを形成するが（Figure 3-4）、3種のコロニー形態に大きな差は認められなかっ

た。 

 

 

 

 

 

Figure 3-3. 

ウェスタンブロッティング法よるαTC6細胞と

αTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞の

CADM1発現量の比較。GAPDHにより補正した

CADM1の発現量を比較するとαTC6siRNA-CADM1

細胞の発現量はαTC6細胞の10 ± 3.3%となり、

発現抑制されていることが確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-4. 

αTC6細胞を48時間培養した際の明視野画像。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)(
-‐‑‒��

�(�
��

�1
)	
�
�1
)	
�60
.(
�)
(

-‐‑‒�
�

�1
)	
�60
.(
�.
��
�)�
���

��������������
�  ��7���

�  ����



 40 

 

Ⅲ−3−3.	
 α細胞内顆粒動態の測定  

	
 細胞内顆粒動態に関する研究は、全反射蛍光（TIRF: Total internal reflection fluorescence）顕

微鏡を用いた細胞膜およびその直下の限定された領域における顆粒動態解析が中心であり、

細胞内部での顆粒動態研究はほとんど行われていない。しかし、トランス−ゴルジネットワー

クで形成された顆粒小胞は、微小管上を移動することで細胞膜直下まで移行して開口放出に

至るため、細胞内顆粒動態の研究は開口放出の研究を行う上で欠かすことができない。 

	
 共焦点レーザー走査顕微鏡は、細胞内のタンパク質の分布や動態を解析する手法として広

く用いられる。画像取得の方式からガルバノミラー方式とニポウディスク方式に大別するこ

とができる。ガルバノミラー方式では、ガルバノミラーの移動が１フレーム分の画像の取得

時間となるため、固定標本の観察には適しているものの生細胞の動態観察には不向きとされ

る。ニポウディスク方式では、画像取得速度はディスクの回転速度に依存しているため、高

速に画像取得を行うことが可能な一方で、取得する蛍光シグナルが弱いデメリットがある。 

	
 本研究では、水冷式EM-CCDカメラを用いることで微弱な蛍光シグナルを高感度で取得す

ることによりニポウディスク方式共焦点レーザー走査顕微鏡のデメリットを補い、細胞内顆

粒動態に適した動態イメージングを行った。膵島α細胞のグルカゴンを含む分泌顆粒も酸性
であると考えられる［Paroutis et al., 2004］。膵島α細胞のグルカゴン顆粒動態を測定するため、
酸性顆粒に集積し、プログルカゴンとmCherryの融合タンパク質を含む顆粒とほぼ局在が一

致する（相関係数：0.78 ± 0.04）蛍光色素 Quinacrine を用いて細胞を染色し、その顆粒動態を

EM-CCDカメラ搭載ニポウディスク方式共焦点レーザー走査顕微鏡を用いて500 msec/frame 

で5分間測定した。得られたデータをImage J: Plug-in manual trackingを用いて30秒間に移動す

る顆粒のX,Y座標から顆粒の軌跡解析を行い、60顆粒の平均移動速度を算出した。その結果

を野生型αTC6細胞株（0.236 ± 0.010 µm/s）、αTC6siRNA-CADM1細胞（0.190 ± 0.016 µm/s）、

αTC6siRNA-Neg. Con.細胞（0.200 ± 0.013 µm/s）で比較したところ、顆粒移動速度に有意な差は認

められなかった（Figure 3-5）。 
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Figure 3-5. αTC6細胞とαTC6siRNA-ADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞の細胞内顆粒動態。 

A) 各細胞の代表的な細胞内顆粒動態のトレース図。（左パネル）Quinacrine染色画像。 

細胞集団において顆粒が標識されている様子が確認できる。（中パネル）30秒間に移動する

顆粒の軌跡を示した。（右パネル）中パネルの白枠を拡大した。B）各細胞の細胞内顆粒速

度分布図。（Mean ± SD,  n=60） 
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 Ⅲ−3−4.	
 α細胞内骨格タンパク質の比較  

	
 膵島α細胞からのグルカゴン分泌に関する分子機構は未だ多くが不明であるが、膵島β細胞
からのインスリン分泌機構に関する研究は活発に行われている。膵島β細胞では、インスリ
ン含有顆粒の輸送に微小管がレールとして働くことやキネシンがATP依存的に微小管上を駆

動することが報告されており、微小管の破損やキネシンの不活化は、分泌刺激によるインス

リン分泌不全となる。一方で、グルコース刺激を受けたβ細胞内の顆粒の輸送は、微小管に
よって抑制されており、チューブリン重合阻害薬であるノコダゾール処理によってインスリ

ン顆粒の細胞膜融合とインスリン分泌が促進されるとの報告［Zhu et al., 2015］もあり、細胞

骨格が顆粒動態を制御することが示されている。これらの知見から、CADM1が細胞骨格タ

ンパク質である微小管やアクチン骨格へ及ぼす影響を観察した。その結果、蛍光染色画像か

らはαTC6細胞とαTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞間で細胞内のチューブリンとアク

チン骨格タンパク質の発現量と局在に大きな差は見られなかった（Figure 3-6）。 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-6.	
 αTC6細胞とαTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞の細胞内骨格タンパク質（微

小管チューブリン、アクチン）の構造。各細胞間で細胞内骨格タンパク質の局在や発現量に

大きな差はみられなかった。 
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Ⅲ−3−5.	
 細胞骨格阻害薬添加時の細胞内骨格タンパク質の変化  

    CADM1の発現は、細胞骨格（アクチン・微小管）ネットワークに影響を及ぼさないこと

が示されたが、一般的に細胞内の顆粒は微小管に沿って動いていると考えられる。そこで、

ノコダゾールとアクチン重合阻害薬であるサイトカラシンDを用いて細胞骨格タンパク質を

阻害した際の細胞内顆粒動態への影響を追究することを試みた。ノコダゾールは、遊離チュ

ーブリンに結合して微小管の脱重合を促進する。また、サイトカラシンDは、アクチン線維

の＋端に高い結合性と単量体や二量体アクチンにも微弱ながら結合するためアクチンの脱重

合を促進する。その結果、ノコダゾール処理によって細胞内にチューブリンが拡散している

様子が観察された。ノコダゾール処理により、アクチン線維の構造が非処理のものと比較し

て減少している様子が観察された。ノコダゾール処理によって微小管重合が阻害されること

で細胞全体の細胞骨格が変化することにより、アクチン線維に影響を及ぼしたものと考えら

れる。サイトカラシンD処理では、細胞内のアクチンフィラメント構造が消失している様子

が観察された（Figure 3-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-7.	
 細胞骨格阻害薬（ノコダゾール、サイトカラシンD）処理によるαTC6細胞の細胞

内骨格タンパク質の構造変化。ノコダゾール処理により微小管チューブリンが細胞内に拡散

し、サイトカラシンD処理によりアクチンフィラメント構造が消失している様子が観察され

た。 
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Ⅲ−3−6.	
 細胞骨格タンパク質阻害薬処理時のα細胞内顆粒動態変化	
   

	
 次に、細胞骨格阻害薬で処理を行った際のα細胞内顆粒動態を測定した。ノコダゾール処
理により、細胞内顆粒の移動速度は3種の細胞全てで抑制され（Figure 3-8A）、平均顆粒速度

はαTC6細胞で0.111 ± 0.010 µm/s（阻害薬非処理群 0.258 ± 0.163 µm/s, p<0.0001）、

αTC6siRNA-CADM1細胞で0.102 ± 0.009 µm/s（阻害剤非処理群 0.180 ± 0.089 µm/s, p<0.0001）、

αTC6siRNA-Neg. Con.細胞で0.095 ± 0.009 µm/s（阻害薬非処理群 0.232 ± 0.120 µm/s, p<0.0001）とな

った。このように、ノコダゾール処理によって、3種の細胞の平均顆粒移動速度は0.1 µm/s 程

度に一様に低下した。コルヒチンによる微小管重合阻害の結果でも平均顆粒速度は0.177 ± 

0.10 µm/sと低下しており、微小管の重合阻害によって細胞内顆粒動態は低下することが示さ

れた。サイトカラシンD処理では、αTC6細胞で0.267 ± 0.017 µm/sであり、抑制されなかった

（Figure 3-8B）。これらのことから、細胞内顆粒速度は、アクチンよりも微小管により制御

されると考えられた。 

 

Ⅲ−3−7.	
 ノコダゾール処理による細胞内顆粒運動の変化  

	
 さらに顆粒動態を詳細に追究するため、顆粒の運動パターンに着目した。顆粒の運動パタ

ーンは、顆粒軌跡から平均二乗変位を算出し、時間と平均二乗変位値のプロットの傾きから

α値を算出することで求めることができる。α値は、値が0に近いほど静止運動に近づき、1付

近では拡散運動、2に近づくと直線運動を示す［Saxton, 1997］。3種の細胞の顆粒運動パター

ンを示すα値は、静止運動から拡散運動が多くその分布に差はなかった。ノコダゾール処理
を行うと、3種の細胞とも静止運動が増加するのが示された（Figure 3-9）。 
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Figure 3-8.	
 細胞骨格阻害薬処理によるαTC6細胞とαTC6siRNA-CADM1細胞、αTC6siRNA-Neg. Con.細胞

の細胞内顆粒動態。 

A) ノコダゾール処理による各細胞の代表的な細胞内顆粒動態のトレース図 

（左パネル）各細胞のQuinacrine染色画像。（中パネル）30秒間に移動する顆粒の軌跡を

示した。（右パネル）中パネルの白枠を拡大した。 

B) 細胞骨格阻害薬処理による各細胞の細胞内顆粒速度分布図（Mean ± SD, n=60） 
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Figure 3-9. 細胞骨格阻害薬処理によるα
値分布。（A）阻害薬非処理時（白カラ

ム）では細胞内顆粒運動パターンは三種

の細胞ともに静止から拡散運動が多く、

ノコダゾール処理時（黒カラム）は静止

運動が増加した。（B）ノコダゾール処

理・非処理群の顆粒運動パターンの変化。

顆粒の運動パターンは、α値がそれぞれ
静止運動は<0.6、拡散運動は0.6〜1.4、

直線運動は1.4<とした。n=60 
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Ⅱ−3−8.	
 CADM1によるα細胞内顆粒動態の解明  

	
 先行研究では、CADM1の発現抑制によってアルギニンや低グルコース刺激に伴うα細胞か
らのグルカゴン分泌は有意に増加することが報告されており［Ito et al., 2012］、CADM1はギ

ャップジャンクションを介した細胞間相互作用によりグルカゴンの過剰な分泌を抑制してい

ると考えられている。本研究では、CADM1の発現抑制により、生理条件下でのグルカゴン

分泌の抑制が示された。これらの知見から、CADM1は細胞間相互作用を介して細胞から細

胞へのシグナル伝播を制御することでα細胞からのグルカゴン分泌を厳密に制御していると
考えられる。 

	
 接着分子は、細胞外では他の接着分子や細胞外マトリックスと結合する役割、細胞膜を介

してその情報を細胞内に伝達する役割、細胞内では細胞骨格タンパク質を利用して接着構造

をより安定なものにする役割を担っていると考えられる。この考えに立脚すれば、CADM1

がシグナル伝播だけでなく、細胞骨格タンパク質を介して細胞内の分泌顆粒の動態にも影響

を及ぼしているのではないかと考え、研究を進めてきた。その結果、CADM1は生理条件下

（非刺激時）における微小管に沿った顆粒動態には関与していないと考えられた。そのため、

CADM1は、細胞膜直下でのアクチン構造の制御、またはSNAREタンパク質を介した膜融合

の制御に関与することが考えられる。現時点では、これらの理由を検討するには至っておら

ず、今後の研究の研究でCADM1とグルカゴン分泌の関係を明らかにしていく必要がある。	
  

	
 また、細胞の活性化に伴う分泌顆粒動態の変化も大変興味深い研究課題である。本研究で

は、未刺激の細胞を対象とした測定しかできなかったが、刺激後の時間経過に伴って、顆粒

動態がどのように変化するのか、その変化に3種類の細胞でどのような違いが見られるのかを

解析する必要がある。この結果が、グルカゴン分泌に対するCADM1の役割を明らかにする

上で、重要な知見になることが期待される。さらに、顆粒の動きの方向性に関する検討も重

要である。本研究で用いたα細胞コロニーでは、CADM1はα細胞の接着部位に集積し、細胞
膜にほぼ均一に分布している。一方、接着面が小さい場合（例えば、神経突起との接着やビ

ーズとの接着など）には、細胞膜のCADM1は接着部位に集積することが知られている［Ito et 

al., 2012］。このような場合に、分泌顆粒はCADM1の集積部位に向かって動くといったよう

な方向性が見られるのかは、α細胞におけるCADM1の機能を研究する上で、重要な情報にな

るものと考えられる。 

	
 最後に、本研究では、顆粒の染色にquinacrineを用いてきた。Quinacrine は酸性顆粒を染色

すると言われており、quinacrine染色顆粒が全てグルカゴンを含有する顆粒であるかどうかは

確証がない。そこで、プログルカゴンと赤色蛍光タンパク質 mCherry の融合タンパク質

（PGCG-mCherry）をα細胞に発現させることを試みたが、全ての細胞に均等に発現させるこ
とは難しかった。そこで、Quinacrine 染色顆粒と PGCG-mCherry 発現顆粒の共局在を調べた

ところ、ほぼ一致していると判断された（相関係数：0.78 ± 0.04）ため、本研究では顆粒の

染色に quinacrine を用いた。今後は、PGCG-mCherryの安定発現α細胞を作製して、解析する
顆粒の選択性を向上させる必要があると考えている。 

	
 このように、本研究で得られた結果は、今後のさらなる研究の足掛かりになるものと考え

ている。これまで述べてきたような研究をさらに展開して、α細胞のグルカゴン分泌におけ
る接着分子CADM1の役割を明らかにしていきたい。 

 

 

 

 



 48 

Ⅲ−4.	
 	
 	
  小括  

・	
 接着分子CADM1は、生理条件下でのPGCG-GLase分泌量を正に制御することが 

示された。 

・	
 CADM1は、膵島 α細胞の微小管に沿った顆粒動態とその運動パターンに影響を及ぼさな
いことから、細胞膜直下において制御を受けている可能性が示唆された。 
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第Ⅳ章	
 総括 

 

	
 新規作用機序の糖尿病治療薬の開発や糖尿病の早期発見・早期治療によって糖尿病の治療

は一定の効果を上げている。しかし、国内外のⅡ型糖尿病の患者数は増加の一途を辿ってお

り、2040年には成人の 10人に 1人が糖尿病に罹患するとされる。糖尿病は自覚症状が乏し

く、自覚症状が得られた際には重度の症状に陥ることが多いためサイレントキラーとも呼ば

れる。治療には、食事療法や運動療法を継続して行う必要があるが、症状の改善が分かりに

くいため治療コンプライアンスが悪く、薬物療法も併用されることが多い。糖尿病の薬物治

療をより効果的により安全に行うためには、血糖を制御に関わる組織・細胞の細胞機能の解

明が必要不可欠である。 

本研究により、Preferred法を用いて発現量を増加させた PGCG-GLase安定発現

αTC6PGCG-GLase細胞を用いた「生物発光イメージング法」により、刺激に伴い、接着部位でグ

ルカゴンの分泌量が増大することが明らかになった。また、接着分子 CADM1の発現抑制に

よって PGCG-GLaseの分泌量が低下することが示された。CADM1は、細胞内のグルカゴン

分泌顆粒の移動速度と運動パターンに影響を及ぼさないことが示唆されたことから、細胞膜

直下での CADM1機能を詳細に追究し、グルカゴン分泌への影響を明らかにする必要がある

と考えられる。これらのイメージング解析法は、より詳細な膵島 α細胞のグルカゴン分泌機
構を解明するための有用なツールになると考えられる。そして、既存の糖尿病治療薬による

グルカゴン分泌への影響の評価や接着分子 CADM1を標的とした新規糖尿病治療薬へ開発の

一助になることが期待される。 
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