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１． 研究目的 
 膵臓 β細胞は血中グルコース濃度を感知してイ

ンスリンを分泌する，血糖値の調節の要となる細

胞である．日々の食生活に対応して繊細にインス

リン分泌を制御する一方で，ストレスに弱く障害

を受けやすい細胞でもある． 
 本研究では，酸化ストレスや老化の影響を受け

やすい小胞体のカルシウム輸送の異常がインスリ

ン分泌に与える影響を，リアルタイムで観察する

細胞評価系を構築することを目標として，まず

（１）インスリン分泌をリアルタイムで蛍光観察

する方法の確立と，（２）小胞体 Ca2+濃度を観察す

るための小胞体移行性 Ca2+センサータンパク質の

遺伝子導入ベクターの構築を行った． 
 

２． 研究内容及び成果 
（１）簡便でリアルタイムなインスリン開口分泌

の可視化：インスリン分泌を可視化する方法とし

ては，遺伝子組換えによって蛍光標識したインス

リンあるいはインスリン顆粒のタンパク質を細胞

に発現させる方法などが試みられているが，いず

れも遺伝子改変が必要になる．本研究では，可逆

的に細胞膜に結合する蛍光色素 FM1-43（図 1）を

用いた簡便な方法を構築した． 
 
 
 
 
 
 
 

図 1．FM1-43 による染色のしくみ 
 

この方法を用いると，蛍光観察用の細胞外液に

FM1-43 を添加することによって，インスリンが分

泌されるたびに，蛍光色素を含む小胞が細胞内に

増えていくことになる．細胞内の蛍光強度（蛍光

小胞の数）の変化を経時的に調べたところ，実際

のインスリン分泌量の増減と非常に良く一致する

ことが示された． 
分泌された細胞外液中のインスリンの定量では，

一定時間ごとの細胞外液の採取とELISA 法による

定量という作業が必要になるが，FM1-43 を用いる

ことにより，ELISA 法に匹敵する定量精度で，リ

アルタイムに観察および定量を行うことが可能に

なった． 
（２）小胞体移行性 Ca2+センサータンパク質の遺

伝子導入ベクターの構築：Ca2+が結合すると構造

が変化するタンパク質の前後に青色蛍光タンパク

質（CFP）と黄色蛍光タンパク質（YFP）をつなぐ

と，Ca2+濃度が高いとき（青色＜黄色）と Ca2+濃

度が低いとき（青色＞黄色）とで蛍光の色調が変

化するタンパク質（“Cameleon”）を作ることがで

きる（図 2）．これに小胞体移行シグナル配列を追

加した配列を組み込んだ遺伝子（プラスミドベク

ター）を合成した． 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．Cameleon のしくみ 
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３． まとめと今後の課題 
 本研究は，加齢やさまざまな環境ストレスによ

って増加する「小胞体ストレス」が，膵臓 β細胞

のインスリン分泌に与える影響を網羅的かつ体系

的に調べる目的で，（1）インスリン開口分泌の可

視化および（2）小胞体 Ca2+濃度の可視化を試みた． 
 平成 27 年度は（1）インスリン分泌の簡便かつ

定量的なリアルタイム評価系を確立することがで

き，また（2）小胞体内に特異的に移行して小胞体

内 Ca2+濃度を定量する CFP/YFP-Cameleon 発現ベ

クターを構築した．平成 28 年度は，構築した

Camelen の細胞系での発現条件の検討および人為

的に小胞体ストレスをかけたときの小胞体 Ca2+濃

度の変化を実際に観察する予定である． 
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