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要旨 

【背景・目的】 

膵臓の膵 β 細胞はインスリンを産生・分泌することで血糖値を下げる役割を
有する。遺伝的あるいは環境的要因によってインスリンの機能不全・分泌不全

が生じると、慢性的な高血糖を呈する糖尿病を発症する。β 細胞は食後の血中
グルコース濃度の上昇に応答して 2 相性のインスリン分泌を示す。急峻な第 1
相と持続的な第 2 相からなる 2 相性インスリン分泌は血糖値の急激な上昇を防
ぐとともに、安定的に保つ働きがある。このような規則的な β 細胞のインスリ
ン分泌は内分泌細胞間のパラクラインやオートクラインが重要な役割を持つ。

神経伝達物質の 1つであるドーパミン (DA) はインスリン分泌を負に調節するこ
とが知られている。β細胞自身がDAの合成・貯蔵能を有することから、パラク
ラインやオートクラインを介して β 細胞の機能を調節すると考えられている。
私の所属研究室ではこれまでに DA の正常な分泌小胞への貯蔵が β 細胞の機能
を長期間維持するために重要であることを明らかにした。一方で、β 細胞が合
成・貯蔵した DA がインスリン分泌を調節する詳細な機構には不明な点も多く、

本研究では DAによるインスリン分泌調節機構解明を目的とした。 
【方法】 
本研究では主にマウス生体から単離した膵島、および膵島を分散培養したマ

ウス初代 β 細胞を用いた。β 細胞のインスリン分泌を調べるため、アデノウイ
ルスを用いてヒト preproinsulinと蛍光タンパク質Venusの融合タンパク質をマウ
ス膵島の分散培養系において強制発現させ、全反射照明蛍光顕微鏡 (TIRFM) を
用いて分泌小胞の開口放出を観察した。また、インスリン分泌を引き起こすセ

カンドメッセンジャーである Ca2+および cAMP の動態をそれぞれの可視化プロ
ーブを用いて生きた細胞で蛍光観察により解析した。さらに DA および DA 受

容体による調節機構を探るため、受容体に対する特異的なアゴニストとアンタ

ゴニストを添加し、応答性を調べた。 
【結果】 
まず、マウス膵臓組織の免疫組織化学により、DA 合成酵素の tyrosine 

hydroxylaseは一部の β細胞で、Aromaric L-amino acid decarboxylaseはほとんどの
β細胞で発現することを確認した。また、DAは β細胞のインスリン分泌小胞に
局在していた。TIRFM によるインスリン分泌動態実験から、β 細胞内で生合
成・貯蔵された DAがインスリン分泌 2相目を抑制することがわかった。DAに
よる分泌調節機構を調べたところ、細胞外に DA を添加すると細胞内 Ca2+およ

び cAMP蓄積量が減少し、インスリンの開口放出数を減少させた。さらに、DA



2 

 

の作用はドーパミン D1 受容体アンタゴニストによって阻害されたことから、
D1の関与が示唆された。そこで、DA受容体のうち、D1受容体 (D1) と D2受容
体 (D2) の効果を調べるため、マウス β細胞に対してアデノウイルスを用いて強
制発現した。D1強制発現 (D1OE) はグルコース応答性インスリン分泌 (GSIS) 能
を示したが、DA を添加しても分泌阻害を示さなかった。一方で D2OE により

GSIS能は失われた。異種のGタンパク質共役型受容体同士が会合することで下
流のシグナルが変化し調節されることが知られており、神経細胞などでは D1
と D2 がヘテロ多量体を形成し、その下流には新たなシグナルを活性化するこ
とが報告されている。今回、野生型と D1OE の DA に対する応答の違いから、

D1 と D2 の相互作用に着目した。D1-D2 ヘテロ多量体を特異的に活性化するこ
とが知られている SKF83959 を 10 μM の濃度で加えると細胞内 Ca2+とインスリ

ンの開口放出数が一過性的に減少した。D1-D2 同時に強制発現 (D1D2OE) させ
ると、濃度依存的に細胞内 Ca2+を減少することが確認された。また、β 細胞に
おける D1-D2 ヘテロ多量体形成が Duolink in-situ 近接アッセイよって確認され
たことから、β 細胞内での D1-D2 ヘテロ多量体の形成がインスリン分泌を調節
することを示した。さらに、D1 および D2 が β 細胞の維持に関わるかを調べた
ところ、DA 10 μM は D2OE において細胞死を誘導するが、D1 を同時に発現さ
せると細胞死が防がれることが分かった。 
【考察】 

β 細胞内の DA 生合成・貯蔵がインスリン分泌 2 相目を抑制することが示さ
れ、DA がインスリンとともに放出され、パラクライン/オートクラインを介し
て分泌を調節することが示唆された。長期的なD2ホモ多量体の活性化は β細胞
の機能不全と細胞死を引き起こし、D1が発現してD1-D2ヘテロ多量体を形成す
ることで β細胞の機能を維持していることが示唆された。 
【結論】 
本研究により、マウス β 細胞における DA 生合成と貯蔵によるインスリン分

泌調節を示した。DA による分泌調節機構には D1 と D2 の 2 種類の受容体が関
与し、D1-D2 ヘテロ多量体の形成を示した。D1-D2 ヘテロ多量体の活性化は一
過性の細胞内 Ca2+減少を介してインスリン分泌を阻害するとともに、D2ホモ多
量体の過剰な活性化による細胞死から防ぐ作用を持つことを明らかにした。 
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略語一覧 

AADC Aromatic L-amino acid decarboxylase 

ADP Adenosine diphosphate 

AMPT α-methyl-DL-tyrosine methyl ester 

ANOVA Analysis of variance 

ATP Adenosine triphosphate 

AUC Are under curve 

BCH 2-Amino-2norbornanecarboxylic acid 

CaMKII Calcium calmodulin-dependent protein kinase II 

cAMP 3', 5'-Cyclic adenosine monophosphate 

cDNA complementary DNA 

D1 Dopamine D1 receptor 

D2 Dopamine D2 receptor  

DA Dopamine 

DAPI 4', 6-diamino-2-phenylindole  

DAT Dopamine transporter 

DMEM Dulbecco' s modified eagle medium  

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNA Deoxyribonucleotide 

DPD Domperidone 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

Epac2A Exchange proteins activated by cyclic AMP 2 A 

F Fluorescent 

FBS Fetal bovine serum 

FRT Flippase recognition target 

Fsk Forskolin 

GABA gamma-Aminobutyric acid 

GCG Glucagon-like peptide 1 

GIP Glucose-dependent insulinotropic polypeptide 

GIRK G protein-activated inward rectifying potassium channel 

GLP-1 Glucagon-like peptide 1 

GLUT2 Glucose transporter 2 

GPCR G protein-coupled receptor 

GSIS Glucose-stimulated insulin secretion 
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HBSS Hanks' balanced salt solution 

HEK293A Human embryonic kidney cells 293A 

HRP Horseradish peroxidase 

INS Insulin 

IQR Interquartile range 

KRB Krebs Ringer bicarbonate 

LAT1 L-type amino acid transporter 1 

L-Dopa L-3,4-dihydroxyphenilalamine 

MAO Monoamine oxidase 

MIN6 Mouse insulinoma 6 

PBS Phosphate buffered saline 

PCR Polymerase chain reaction 

PFA Paraformaldehyde 

PLA Proximity ligation assay 

PTX Pertussis toxin 

PVDF Polyvinylidene difluoride 

RNA Ribonucleotide 

ROI Region of interest 

RT-PCR Reverse transcription PCR 

SD Standard deviation 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE SDS Polyacrylamide gel electrophoresis 

SEM Standard error of the mean 

SLMV Synaptic-like microvesicle 

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 

SUR Sulfonyl urea receptor 

Syn Synaptophysin 

TBZ Tetrabenazine 

TH Tyrosine hydroxylase 

TIRFM Total internal reflection fluorescent microscopy 

TUNEL Terminal transferase dUTP nick end labeling 

VDCC Voltage-dependent calcium channel 

VMAT2 Vesicular monoamine transporter 2 
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第 1章 研究背景 

1-1. 糖尿病と膵 β細胞の概要 
膵臓にはホルモンを分泌する内分泌細胞で構成された膵島あるいはランゲル

ハンス島と呼ばれる構造が存在し、インスリンを分泌する β 細胞がげっ歯類で
は 70~80%程度、ヒトでは 60%程度を占め、グルカゴンを分泌する α細胞がげっ
歯類では 20%程度、ヒトでは 40％程度を占める。そのほか、ソマトスタチンを
分泌する δ 細胞や ε 細胞、PP 細胞などが存在する。β 細胞から分泌されるイン
スリンは血中グルコース濃度を下げる作用を持ち、体内の血糖恒常性を保つ重

要なホルモンである。食後に食物が消化吸収され血中グルコース濃度が増加す

ると β 細胞からインスリンが分泌される。インスリンは肝臓や骨格筋、脂肪細
胞に作用し、グルコースの細胞内取り込みと肝臓におけるグリコーゲン分解の

抑制を促すことで血中グルコース濃度を減少させる。 
糖尿病は慢性的な高血糖状態とそれに伴う合併症を発症する疾患であり、主

に遺伝的要因と環境的要因の 2 つの要因によって発症する。糖尿病はその発症
機序によって分類される。自己免疫反応によってインスリンを分泌する β 細胞
が破壊されることを主原因とする 1 型糖尿病、遺伝的要因と生活習慣を起因と
してインスリン分泌能とインスリンに対する感受性の低下によって発症する 2
型糖尿病、その他、妊娠期に妊婦で発症する妊娠糖尿病や特定の遺伝子の機能

異常が原因として同定されて発症する糖尿病がある。後者に関しては、インス

リン自体やインスリン受容体の遺伝子異常、ミトコンドリア遺伝子異常を原因

とするものや、糖代謝に関わる単一遺伝子の異常によって発症する若年発症性

成人型糖尿病 (MODY) が知られる。 
食習慣などによって血糖値の高い状態が続くとインスリンの要求性が高まる。

インスリン要求性を満たすため、β 細胞ではインスリンの産生と分泌が増加す
る。さらにこの状態が継続すると、肝臓などのインスリン応答組織や細胞にお

いて糖毒性などを原因としてインスリン感受性が低下するインスリン抵抗性が

生じる。これによって益々インスリン要求性が高まり、β 細胞は疲弊して脱分
化や細胞死が進行する (Alejandro et al., 2015)。そのためインスリン分泌量の変化
が食後に始まり一定の分泌量が必要でありながらも高値にならずに制御される

ことは、膵臓としての機能を保つ上でとても重要である。 
 

1-2. インスリン分泌機構 
食後血糖値を一定に調節するために、インスリン分泌は 2相性を示す (図 1)。

1 相目は急峻で分泌量が大きい特徴を持ち、食後の急激な血糖上昇を抑える。2
相目は緩やかで長時間持続的に分泌する特徴を持ち、血糖値を一定に保つ役割
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を有する。β 細胞は次のような機構で、グルコース濃度の増加に応答してイン
スリンを分泌する (図 2)。グルコースはグルコース輸送体 2 (GLUT2) によって β
細胞内に取り込まれ、解糖系によって分解され ATP が産生される。これによっ
て細胞内 ATP/ADP 比が増加すると、ATP 感受性カリウムチャネル (KATP チャ
ネル) の開口が阻害されて細胞内に K+が蓄積するため、細胞膜が脱分極する。

脱分極は電位依存性 Ca2+チャネル (VDCC) を開口するため、細胞内に Ca2+が流

入する。Ca2+がインスリン分泌小胞の開口放出を引き起こすことで、インスリ

ンが細胞外に分泌される。Ca2+の流入は急速な 1 相目の開口放出を引き起こす 
(惹起経路) といわれており、2相目は分泌を増幅する機構 (増幅経路) としてATP
産生以外のシグナルが関与する。Glucagon-like-peptide-1 (GLP-1) は 2相目の分泌
に関与する。小腸から分泌されるホルモン・インクレチンの 1 種である GLP-1
は 2 型糖尿病の治療標的である。GLP-1 が G タンパク質共役型受容体 (GPCR) 
の 1 つである GLP-1 受容体と結合すると、Gαs が活性化され、アデニル酸シク
ラーゼを活性化することで cAMP合成を促進する。cAMPの増加は Epac2A経路
を介して、分泌 2相目を増幅させる (S. Seino et al., 2009; Shibasaki et al., 2007)。2
型糖尿病の進行は、早期に 1 相目の分泌を喪失させ、また 2 相目も含め全体の
インスリン分泌量を減少させるなど、β 細胞の正常な機能を失わせる (Seino et 
al., 2011)。そのため、β細胞の正常な 2相性インスリン分泌能を維持する機構は、
血糖恒常性を長期的に維持するために重要である。 

 
 

 

図 1: 膵臓 β 細胞の 2 相性インスリン分泌の模式図 
健常者 (左) では食後の血糖上昇に応答してインスリンは急峻な 1相目と穏やかな 2 相目
の分泌様式を持つ。2 型糖尿病患者 (右) では 1 相目分泌が喪失するとともに、全体的な
分泌量が減少する (Seino et al., 2011 を参考に作成)。 
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1-3. 膵島内分泌細胞間相互作用による機能調節 
膵島を構成する内分泌細胞はそれぞれが放出する物質を介したパラクライン/

オートクラインによって周囲の細胞を同調することで、ホルモン分泌を厳密に

調節している (図 3) (Arrojo e Drigo et al., 2015; Di Cairano et al., 2016)。例えば、
インスリンは α細胞に作用してグルカゴン分泌を阻害する (Kawamori et al., 2009)。
グルカゴンは β 細胞に作用して cAMP 合成を介してインスリン分泌を増幅する 
(Huypens et al., 2000; Kieffer et al., 1996)。ソマトスタチンは α細胞と β細胞の両
方に作用してグルカゴンとインスリンの分泌を抑制する (Brunicardi et al., 2001; 
Hauge-Evans et al., 2009)。これらのホルモンに加えて、グルタミン酸やアセチル
コリン、γ-アミノ酪酸 (GABA)、ATP などの神経伝達物質がパラクライン/オー
トクラインシグナルに重要な働きを持つことが知られている。 
例えば、副交感神経伝達物質として知られるアセチルコリンは、ヒト α 細胞

でその合成酵素が発現し、β細胞や δ細胞を刺激してホルモンの放出を増加させ
る (Rodriguez-Diaz, Dando, et al., 2011)。 

GABAは β細胞でその合成酵素の発現が知られている (Reetz et al., 1991)。げ
っ歯類では β 細胞に GABAB 受容体が発現し、インスリン分泌を減少させ

(Bonaventura et al., 2008)、ヒトでは GABAA受容体がグルカゴンやソマトスタチ

ンの分泌を介してインスリン分泌を制御する (Braun et al., 2010)。 
 

図 2: β 細胞のグルコース応答性インスリン分泌機構 
グルコース代謝による Ca2+の流入がインスリン分泌を惹起する。インクレチンは cAMP
を介して分泌を増幅する。 
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1-4. 膵島におけるドーパミンの機能 
膵島におけるドーパミン合成遺伝子の発現 

交感神経性の神経伝達物質の 1つであるドーパミン (DA) も β細胞の機能を調
節する。 

DA はアミノ酸の 1 つである L-チロシンから 2 段階の反応を経て生合成され
る。L-チロシンは tyrosine hydroxylase (TH) によって前駆体である L-3,4-
dihydroxyphenilalamine (L-Dopa) に変換され、この反応は律速反応とされる。そ
の後、Aromatic L-amino acid decarboxylase (AADC) によって DAへと変換される。
DAは Vesicular monoamine transporter 2 (VMAT2) によって分泌小胞へと輸送され、
細胞質中に残存するDAはmonoamine oxidase (MAO) によって分解される(図4)。 

β細胞においてDAの生合成、貯蔵、代謝にかかわる遺伝子の発現と機能が知
られている (Ustione et al., 2013b)。マウス膵島において AADCの活性 (Lindström, 
1986; Teitelman et al., 1981) とMAOの活性 (Lundquist et al., 1991) が検出されてい
る。VMAT2はヒトおよびげっ歯類の β細胞で発現することが知られており、イ
ンスリン分泌を抑制する (Raffo et al., 2008; Saisho et al., 2008)。私の所属研究室
において、坂野らは、VMAT2がマウスの膵 β細胞で血糖値に応じて発現するこ
とを明らかにした (Sakano et al., 2020)。β細胞において AADCや VMAT2が発現
することは、β 細胞が他の細胞や組織から L-Dopaや DAを受け取り、あるいは
自身で生合成し、その DA を貯蔵することが可能であることを示唆するもので

ある。一方で、β細胞内に貯蔵されたDAがどの組織・細胞で生合成されたもの
であるかについていくつかの由来があり、以下に説明する。 
 

図 3: 膵内分泌細胞はオートクライン/パラクラインによって分泌を制御している  
(Arrojo e Drigo et al., 2015 を参考に作成)。 
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膵島に対する DAの供給源 
膵島および β細胞への DAの供給源として交感神経や血液、β細胞自身がある

(Ustione et al., 2013b)。マウス膵島の周囲には TH陽性神経終末が存在し、DAの
1 つの供給源として考えられている。膵島に対する交感神経の神経支配は膵島
発生において正常な構造を構築するのに重要であることが分かっているが、マ

ウス成獣における交感神経の除去は耐糖能に影響を及ぼさない (Borden et al., 
2013)。また、交感神経による神経支配はヒトとげっ歯類では異なることが知ら
れ  (Rodriguez-Diaz, Abdulreda, et al., 2011)、特にヒトでは交感神経は血管に接続
しており、β細胞への直接的な神経の影響は乏しいと考えられている。 
一方、前腸には THの発現に富む細胞が存在し、食後の血中 L-Dopaと DA量

を制御するとされる。β 細胞は L-Dopa の輸送体である L-type amino acid 
transporter 1 (LAT1) と L-Dopa を DA に変換する AADC を発現しており、また
DA輸送体 DAT、VMAT2の働きによって、腸由来の DAを受け取っているとい
うモデルが提唱されている (Korner et al., 2019)。 
他方で、膵島を構成する β 細胞の一部に TH 陽性細胞が存在することも以前

から知られている (Persson-Sjögren et al., 2002)。マウスの系統を比較した研究で
は、β細胞の TH陽性率が高い系統が存在し、インスリン分泌や血糖値の調節に
関与することが報告されている (Mitok et al., 2018)。単離されたヒト膵島でも膵
島内のTHによるDA生合成がインスリン分泌を抑制していることが明らかにさ
れており (Simpson et al., 2012)、膵島自身による DA生合成も β細胞の機能調節
に密接にかかわっていると考えられている。 
 

VMAT2による DA貯蔵と β細胞の関係性 
VMAT2は β細胞が自身あるいは膵島外から受け取った DAを貯蔵する役割を

持つため、β細胞でのVMAT2の発現はDAによるオートクライン/パラクライン

図 4: DA の合成・貯蔵・輸送の模式図 
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の存在を示す根拠の 1つと考えられる (Ustione et al., 2013b)。 
坂野らはこれまでに、VMAT2が β細胞の発生過程において膵前駆細胞から内

分泌前駆細胞への分化を調節することをマウスES細胞の分化により明らかにし
た(Sakano et al., 2014)。また、VMAT2 の阻害は細胞内 DA を減らし、インスリ

ン分泌を増加させることが知られている (Raffo et al., 2008)。近年、β細胞特異的
にVMAT2を欠損したマウスでは細胞内DAが減少し、インスリン分泌が増加す
る。しかし、分泌小胞に DAを貯蔵できないため、細胞質内 DAがMAOによっ
て分解される。その際に活性酸素種 (reactive oxygen species; ROS) を生じ、また
DAによる β細胞のインスリン分泌抑制機構が働かなくなることにより、高脂肪
食による食事負荷を与えると β 細胞の細胞死と脱分化の進行が早まりより短期
間で 2型糖尿病を発症する (Sakano et al., 2020)。これらの VMAT2による β細胞
の調節機構は 1つは前述の細胞内での分解が関与するが、他方で放出されたDA
が受容体を介する調節シグナルが関与する。 
 

ドーパミン受容体による β細胞の機能調節 
DAはGPCR に分類されるDA受容体と結合することが知られており、下流シ

グナルの違いからD1様受容体とD2様受容体の 2つに分類される。D1様受容体
は Gαs との親和性が高く、アデニル酸シクラーゼを活性化し、cAMP の合成を
促進する。一方で D2様受容体は Gαi/oとの親和性が高く、アデニル酸シクラー
ゼの活性を阻害する (J. M. Beaulieu et al., 2015)。膵内分泌細胞における DA受容
体の発現については意見が分かれている。Chenらや Zhangらはラットあるいは
ヒト β細胞で D1が発現していることを報告している (Chen et al., 2014; Zhang et 
al., 2015) が、D1がインスリン分泌を調節しているかは分かっていない。 
一方で、DAと D2受容体間のシグナルが β細胞の糖応答性インスリン分泌を

抑制することが複数の文献で報告されている。Rubí らはラット膵島およびラッ
ト膵 β細胞株 INS-1Eにおいて D1、D2、D3が発現していること、特にラット β
細胞で D2 が発現しインスリン分泌を抑制することを明らかにした (Rubi et al., 
2005)。その後、Ustioneらはマウス β細胞およびマウス膵 β細胞株MIN6におい
て D3 がインスリン分泌を制御することを報告した (Ustione & Piston, 2012)。
Simpsonらはヒト β細胞で D2が発現し、インスリン分泌を抑制することを報告
している (Simpson et al., 2012)。 
DAがインスリン分泌を抑制する一方で、D2受容体を全身で欠損したマウスで
は耐糖能の低下と β細胞量の減少が起こり (García-Tornadú et al., 2010)、β細胞特
異的に D2 を欠損したマウスでは食後のインスリン量が過剰となることが報告
されている (Farino et al., 2019)。このように D2を介して DAによるインスリン
分泌抑制機構が存在すると考えられ、β 細胞による正常な血糖調節に重要であ
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るように思われる。また、坂野らが発見したように VMAT2 の欠損により β 細
胞内 DA が減少するとインスリン分泌は亢進するため糖尿病の発症を予防する

ように思われるが、実際にはむしろ糖尿病の進行が早まる(Sakano et al., 2020)。
β 細胞において Ca2+はインスリン分泌に必要である一方、長期的に細胞内 Ca2+

が高い状態にさらされることでアポトーシスを誘導するが(Fei et al., 2008; Yang 
et al., 2018)、適度な濃度の DA は細胞内 Ca2+を減少させ、アポトーシスを抑制

することが知られている (Maffei et al., 2015)。これらのことを総合すると、DA
のインスリン分泌に対するブレーキとしての作用が β 細胞の過剰な分泌による
ストレス発生を防ぐ作用があるのではないかと考えられる。 
 

1-5. 目的 
これらの先行研究から β 細胞自身が DA を生合成、貯蔵していること、DA を
放出することでパラクライン/オートクラインによって β 細胞自身のインスリン
分泌を制御していると考えられる。私は本研究においてまず、膵島における

DAの生合成、輸送、貯蔵を確認した。そして、β細胞が貯蔵している DAがど
のように放出されて、2 相性インスリン分泌を制御するかを詳細に調べるため、
全反射照明蛍光顕微鏡 (total internal reflection fluorescent microscopy; TIRFM) によ
ってインスリンの開口放出を観察するイメージング法を用いた (図 5A)。TIRFM
は細胞膜近傍 100 nm以内の限定的な範囲を観察することを可能とする顕微鏡で
ある。インスリンと蛍光タンパク質の融合タンパク質を用いることによって、

インスリンがエキソサイトーシスによって細胞外に放出される現象を高時間分

解能で捉えることができる (Ohara-Imaizumi et al., 2002; Shibasaki et al., 2007)。 
さらに、DA が受容体を介してどのようにインスリン分泌を制御するかを明ら

かにすることを目的とした。DAおよびDA受容体に特異的なアゴニストやアン
タゴニストを用いて、これらの化合物に対する β 細胞の応答を、インスリン分
泌に関わる細胞内 Ca2+動態と cAMP の生合成、そしてインスリン分泌小胞のエ
キソサイトーシスの動態をイメージング法により解析した。そして、これまで

β 細胞におけるドーパミンシグナルは D2 が主体として注目されてきたが、D1
がどのような役割を持つかはわかっていなかった。本研究により D1が D2とヘ
テロ多量体を形成しており、D1-D2 ヘテロ多量体の活性化によってインスリン
分泌を調節することを明らかにした。さらに、単離膵島を用いた ex vivo培養実
験によって、DA を介したシグナルおよび D1-D2 ヘテロ多量体形成が β 細胞の
生存に対してどのような役割を有するかを調べた。 
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図 5: TIRFM を用いたインスリン開口放出実験の概要 
(A) TIRFM を用いることで、細胞膜近傍に recruit され docking しているインスリン分泌
小胞が励起される。Insulin-Venus が開口放出されると、pH 変化に伴う輝度の増加と拡
散が観察される。(B) ヒトプレプロインスリンと Venus の融合遺伝子 (Insulin-Venus) を
強制発現させた。(C) 上図は TIRFM を用いてインスリン開口放出を捉えた様子。画像は
0.5 秒ごとに撮影した連続画像を示す。スケールバー; 1 μm。下図は連続画像を元に
Matlabを用いて解析した結果で、開口放出イベントが起きた箇所が ROIとして検出され
る。(D) TIRFMの観察像を Matlab で解析した結果。開口放出が起きた箇所を赤丸 (下図) 
で示している。スケールバー; 10 μm。 
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第 2章 実験方法 

2-1. 供試動物 
 実験には 8-12週齢の雄性 C57/BL6マウスを用いた。C57/BL6マウスは日本チ
ャールス・リバーより購入し、12 時間明暗サイクルにて繁殖飼育した。すべて
の動物実験は東京工業大学実験動物ガイドラインに従って行った。 
 

2-2. 化合物 
使用した化合物は以下の表に記した。 
 
化合物 作用 購入元 溶媒 

Tetrabenazine (TBZ) VMAT2阻害剤 Tocris Bioscience DMSO 
DA  Tocris Bioscience DMSO 
Domperidone (DPD) D2アンタゴニスト Tocris Bioscience DMSO 
Haloperidol D2アンタゴニスト Tocris Bioscience DMSO 
α-methyl-DL-tyrosine 
methyl ester (AMPT) TH阻害剤 Sigma Aldrich DMSO 

GBR12909 DAT阻害剤 Sigma Aldrich DMSO 
SCH23390 D1アンタゴニスト Abcam DMSO 
SKF38393 D1アゴニスト R&D Systems DMSO 
SKF83566 D1アンタゴニスト R&D Systems DMSO 
SKF83959 D1-D2アゴニスト Cayman Chemical DMSO 

Tolbutamide SUR阻害剤 Fujifilm Wako Pure 
Chemical Co DMSO 

Forskolin (Fsk) アデニル酸シクラーゼ

活性化剤 
Fujifilm Wako Pure 
Chemical Co DMSO 

Nifedipine L型カルシウムチャネ
ル阻害剤 

Fujifilm Wako Pure 
Chemical Co DMSO 

Pertussis toxin (PTX) Gαi/o阻害剤 List Biological 
Laboratories 水 

L-Dopa DA前駆体 Nacalai Tesque 水 
Amino-2-
norbornanecarboxylic acid 
(BCH) 

LAT1阻害剤 Sigma Aldrich 水 

 
 

2-3. 免疫組織化学、免疫細胞化学 
マウスはPBS を灌流し、脱血したのち、4%パラホルムアルデヒドにより灌流

固定を行った。膵臓組織を取り出し、4 ℃にて一晩固定した。その後、15%ス
クロース、30%スクロース/PBS に順に一晩ずつ浸漬し、OCT コンパウンドで包
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埋・凍結した後 Leica CM1860 (Leica) を用いて 8 μmの厚さに薄切した。 
培養細胞は PBS で洗浄した後、4%パラホルムアルデヒド (PFA) に交換し、室

温 15分間固定した。 
凍結切片および固定後の培養細胞は 0.1% Tween-20 (Nacalai Tesque)/PBS (PBS-

T) で洗浄し、1% Triton X-100/PBSで室温 10分間透過処理を行った後、Blocking 
One (Nacalai Tesque) を PBS-Tにより 5倍希釈したブロッキング液中で室温 1時
間静置した。その後、1次抗体と 4 ℃で一晩反応し、PBS-Tで洗浄後、2次抗体
と室温にて 2時間反応させた。 
抗体反応後の凍結切片は Mountant PermaFluor (Thermo Fisher Scientific) で封入

した。凍結切片の画像は AxioObserverZ1 および LSM780 (ZEISS) を用いて取得
した。また、培養細胞の画像は ImageXpress micro scanning systemと MetaXpress 
(Molecular Devices) を用いて取得、解析を行った。 
 

1次抗体 希釈倍率 メーカー Cas No. 
Guinea pig anti-insulin 10 DAKO A0564 
Mouse anti-glucagon 1000 SIGMA Aldrich G2654 

Rabbit anti-TH 1000 Pel-Freez P40101
-0 

Goat anti-AADC 1000 R&D Systems AF3564 
Rabbit anti-DA 100 ImmuSmol IS1005 

Rabbit anti-DRD2 100 Synaptic Systems 
GmbH 

376203 

Goat anti-DRD1 100 Santa Cruz sc-
31479 

Mouse anti-Synaptophysin 100 Abcam Ab8049 
 
   

 

2次抗体 希釈倍率 メーカー Cas No. 

Alexa 488 Donkey anti-Guinea 
pig IgG 1000 

Jackson 
ImmunoResearch 
Laboratories 

706-
546-158 

Alexa 568 Donkey anti-Rabbit 
IgG 1000 Invitrogen A10037 

Alexa 568 Donkey anti-Goat 1000 Invitrogen A11057 

Alexa 647 Donkey anti-Mouse 
IgG 1000 

Jackson 
ImmunoResearch 
Laboratories 

715-
606-150 

Alexa 647 Donkey anti-Rabbit 
IgG 1000 

Jackson 
ImmunoResearch 
Laboratories 

711-
606-152 

DAPI 1000 Roche Diagnostics  
 

2-4. 膵島単離と分散培養 
マウスを頸椎脱臼で安楽死させ、十二指腸へ通じる総胆管をクランプした。
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次に膵臓に通じる総胆管へ HBSS (Hank’s balanced salt solution) (Sigma Aldrich) に
溶解した 2 mg/mLのコラゲナーゼタイプ IV (Fujifilm Wako Pure Chemical Co) を
3 mL注入した後、膵臓を回収した。回収した膵臓を恒温槽で 37 ℃ 30分間イン
キュベートした後、冷 HBSSを加え、10秒間勢いよく振り、次に 300-400 μm径
ナイロンメッシュに通し、未消化組織および脂肪を除去した。遠心 (190 x g、10
分) 後、上清を捨て、洗浄液 (HBSS) を加え懸濁し、膵島をのみを分離した。 
単離した膵島は PBSで洗浄後、Accumax (Innovative Cell Technologies, Inc.) を

用いて 37 ℃ 5分間反応させ、軽くピペッティングすることで分散した。分散し
た細胞を所定のプレートに播種し、37 ℃、5% CO2 条件下で培養した。培養に

は以下の培地を用いた: 
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) 
10% fetal bovine serum (FBS) 
100 μM non-essential amino acids 
2 mM L-glutamine 
50 units/mL penicillin 
50 μg/mL streptomycin 
100 μM 2-mercaptoethanol  
 

2-5. アデノウイルスベクター構築とウイルス産生 
マウス D1と D2遺伝子の Open reading frame (ORF) はマウス膵島から RT-PCR

にて増幅し、N末端に 3xFLAG (3xFLAG-mD1) または 6xHis (6xHis-mD2) を融合
した。ヒト TH遺伝子はヒト膵島から RT-PCRにて増幅し、T2A-mCherryと融合
した。これらの遺伝子カセットおよび、cAMP インジケーターPinkFlamindo (東
京工業大学北口哲也先生より供与、Harada et al., 2017) は pENTR1A ベクター 
(A10462、Invitrogen) のマルチクローニングサイトにそれぞれ挿入した。その後、
pAd/CMV/V5-DEST ベクター (493-20、Invitrogen) に Gateway LR Clonase Ⅱ 
Enzyme Mix (Invitrogen) を用いて組み換えた。pENTR-preproinsulin-Venus (神戸大
学清野進先生より供与、Shibasaki et al., 2007)も同様に pAd/CMV/V5-DESTベク
ターに組み換えた。 
作製したアデノウイルス産生ベクターは HEK293A に Lipofectamine 3000 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて導入し、2週間程度培養した。培養細胞を回収
し、凍結融解を繰り返して細胞を破砕、遠心後上清を回収し、1 次ウイルス液
を粗精製した。1 次ウイルス液を再び HEK293A に感染させ、2 日間程度培養し
た後に凍結融解を繰り返して細胞を破砕、遠心後上清から 2 次ウイルス液を得
た。β細胞への強制発現にはこの 2次ウイルス液を用いた。 
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2-6. ウエスタンブロット 
マウス膵 β細胞株 (MIN6) は hTH-T2A-mCherryまたは mCherryを有するアデ

ノウイルスを感染させ、2晩培養した後、12% 2-mercaptoethanol含有サンプルバ
ッファー (0.1 M Tris-HCl [pH 6.8]、4% SDS、20% Glycerol) に溶解後、95 ℃で 5
分間煮沸した。サンプル1 μgを8% ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE
にて分離した。PVDF 膜に転写した後、3% スキムミルク/0.1% PBS-T でブロッ
キングし、rabbit anti-TH抗体 (1/1,000) と 4 ℃で一晩反応させた。 
マウス初代膵島は分散させたのち、1 ウェルあたり 1.0 x 106細胞の濃度で 6-

ウェルプレートに播種し、3xFLAG-mD1または 6xHis-mD2含有アデノウイルス
を感染させた。2晩培養後、膵島細胞は1% Triton X-100/PBSに溶解した後、12% 
2-mercaptoethanol含有サンプルバッファーを加え、37 ℃にて 10分間インキュベ
ートした。サンプル 25 ngまたは 100 ngを 7.5% ポリアクリルアミドゲルを用い
て SDS-PAGEにより分離した。PVDF膜に転写し、3% スキムミルク/0.1% PBS-
Tでブロッキングした後、1次抗体として mouse anti-D1抗体 (ab78021、1/1,000; 
Abcam) または rabbit anti-D2抗体 (1/5,000) と 4 ℃で一晩反応させた。メンブレ

ンは 0.1% PBS-Tで洗浄した後、2次抗体として、HRP conjugated goat anti-rabbit 
IgG (H+L) (12-348、1/10,000、Merck Millipore) または goat anti-mouse IgG (H+L) 
(AP308P、1/10,000、Merck Millipore) と室温 90 分反応させた。その後、

Immunobilon Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore) と反応させ、FUSION-
SOLO.4S.WL (M&S instruments) を用いて検出した。 
 

2-7. 細胞内モノアミン測定 
膵島は本文中に記した化合物で処理した後、3% Triton X-100/PBS に溶解した。

その後、細胞内ドーパミン量を DA ELISA kit (ImmuSmol) を用いて測定し、総タ
ンパク質量で標準化した。総タンパク質量は Micro BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。 
 

2-8. TIRFイメージング 
分散したマウス膵島を Easy iMatrix-511 (Nippi) 0.25 μg/cm2でコートした 35 mm 

φ glass-bottom dish (屈折率 n = 1.52、Matsunami) に 1枚当たり 1.0 x 105個ずつ播

種し、Preproinsulin-Venus (Shibasaki et al., 2007) 発現アデノウイルス (図 5B) を感
染させた。TH強制発現実験においては、一部の分散膵島をヒト TH (hTH)-T2A-
mCherry含有アデノウイルス存在下で 37 ℃ 1時間培養し、その後培地で洗浄し
た。このアデノウイルス感染膵島細胞を非感染膵島細胞と混合し 35 mm φ glass-
bottom dish に播種した。48 時間培養後、細胞を低グルコース (2.5mM) Hepes 
Kreb’s-Ringer buffer (KRB) 中で、Stage Top Incubator (Tokai hit) 上にて 37 ℃で前
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培養を行った。その後、グルコース溶液や化合物を本文中に示した最終濃度に

なるように加えた条件下でのエキソサイトーシスの観察を行った。観察には倒

立顕微鏡 (IX83) と Olympus total internal reflection system を用い、対物レンズ 
(UAPON 100x HOTIRF NA = 1.49、Olympus) と IMMERSION OIL TYPE-F 
(Olympus) を用いた。焦点は IX3 Z-Drift Compensator (Olympus) で調整した。細
胞は 488 nmアルゴンレーザー入射角 73.5° (沁み出し光 65.1 nm) で励起し、画像
は Zyla sCMOSカメラ (Andor) でMetaMorph (Molecular device) 制御下で 500ミリ
秒ごとに取得した。 
 

2-9. cAMPイメージング 
分散したマウス膵島を 1 ウェル当たり 7.5 x 103個ずつ Easy iMatrix-511 (0.25 

μg/cm2) でコートした 384ウェルプレートに播種し、PinkFlamindo (Harada et al., 
2017) 含有アデノウイルスを感染させた。48時間培養後、細胞を KRBバッファ
ーで洗浄した。低グルコース (2.5mM) KRBバッファーで 5分間前培養した。そ
の後、グルコースとFskおよび本文中に記載した化合物を添加し、細胞内 cAMP
動態を倒立顕微鏡 IX83により 3秒ごとに画像を取得した。また、画像処理には
Metamorphにて解析した。 
 

2-10. カルシウムイメージング 
分散したマウス膵島を 1 ウェル当たり 7.5 x 103 ずつ Easy iMatrix-511 (0.25 

μg/cm2)でコートした 384 ウェルプレートに播種した。強制発現実験においては
アデノウイルスを感染させ、48 時間培養後、細胞内 Ca2+動態の観察を行った。

細胞を KRB バッファーで洗浄し、Ca2+指示薬 4.6 mmol/L Fluo-4 AM、0.25 
mmol/L Probenecid、0.08% Pluronic F-127 (Dojindo Molecular Technologies, Inc) を
加えた KRBバッファーで 37 ℃ 1時間前培養した。前培養後、KRBで洗浄し、
倒立顕微鏡 IX83にて 1秒ごとに画像を取得した。画像処理にはMetamorphにて
解析した。 
 

2-11. Duolink in situ proximity ligation assay (PLA)  
タンパク質間の直接相互作用を Duolink In Situ Detection Reagents Red (Sigma 

Aldrich) を用いて調べた。分散培養したマウス膵島は、強制発現時はアデノウ
イルス感染し 48時間した後、PBSで洗浄し、4% PFAで室温 15分間固定した。
次に 1% Triton X/PBSで透過処理を行い、5倍希釈 Blocking Oneで室温 1時間ブ
ロッキングした。ブロッキング後、1 次抗体としてヤギ抗 D1 抗体 (sc-31479、
1/100)、ウサギ抗 D2抗体 (376203、1/100)と 4 ℃ 16時間反応した。その後、一
次抗体を PBS-T で洗浄し、マニュアルに従って、Duolink In Situ PLA プローブ
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抗ウサギ PLUSと抗ヤギ MINUSと 37 ℃ 1時間反応させ、続いてプローブ同士
のライゲーション反応を 37 ℃ 30分、増幅反応を 37 ℃ 100分行った。細胞核を
DAPI、β 細胞を抗インスリン抗体により染色し、画像は ImageXpress micro 
scanning systemとMetaXpress (Molecular Devices) を用いて取得、解析した。 
 

2-12. TUNEL染色 
分散したマウス膵島の細胞死の検出には In Situ Cell Death detection Kit, 

Fluorescein (Roche Applied Science) を用いた。細胞は 4% PFAで室温 15分間固定
し、0.1% クエン酸ナトリウム + 0.1% Triton X-100/PBSで氷上 2分間透過処理し
た。その後 PBSで洗浄し、TUNEL反応液で 37 ℃  60分間反応させた。また、
細胞核を DAPI で、β 細胞を抗インスリン抗体により染色した。画像は

ImageXpress micro scanning systemとMetaXpress (Molecular Devices) を用いて取
得、解析した。 
 

2-13. 画像解析 
TIRFM、Ca2+イメージング、cAMP イメージングの実験により取得した連続

画像はMatlab (MathWorks) を用いて解析した。 
TIRFM の画像解析は次のように行った。連続画像を重ね合わせ、ピクセルご

との最大値を投影した画像から、細胞ごとにマニュアルで輪郭を選択すること

で関心領域 (ROI) を作成した。Insulin-Venusが分泌小胞から細胞外に放出される
と拡散されるとともに、小胞内の酸性条件から細胞外の中性条件に pH が変化

することに伴って蛍光強度が増加する。より高感度に蛍光強度の変化を捉える

ため、n+1 枚目の画像と n 枚目の画像の差分を作成し、一定の値以上の輝度を
有する領域を抽出した。抽出された領域のうち、一定の面積以上を有する領域

を Venus の拡散を伴う領域であると考えて選抜し、開口放出イベントとした。
そして、各細胞における 30秒ごとのイベント数を集計した (図 4C、D)。 

Ca2+および cAMP のイメージング画像については次のように解析した。連続
画像を重ね合わせ、ピクセルごとの最大値を投影した画像を作成した。この画

像を用いて、細胞ごとに輝度が異なることを用いて分水嶺によって細胞集団を

1 細胞ごとに分離し、ROI を作成した。連続画像における ROI 内の輝度を記録
し、刺激前の平均輝度を F0 とし、各時間における輝度の変化を (F-F0)/F0 とし
て計算した。AUC (Area Under Curve) は、刺激後の輝度 Fの合計を時間で標準化
した値 (AUC of F) を、刺激前の輝度の合計を時間で標準化した値 (AUC of F0) 
で除算することにより算出した。 
 

2-14. D1欠損マウス作製 
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D1 欠損マウス作製のため、Drd1Tm1a(KOMP)Wtsi ノックイン ES 細胞

(#EPD0507_1_H11、C57BL/6、Mouse Genome Informatics [MGI] ID:99578 を the 
Trans-National Institutes of Health (NIH) Knockout Mouse Project(KOMP) で樹立より
購入した。これは FRTサイトと lacZ配列、loxPから成る DNAカセットがエキ
ソン 2上流にあたる Chromosome 13の position 54209082に、さらに loxPが標的
遺伝子下流の position 54209082に挿入されている (MGI ID: 4451251)。この ES細
胞を C57BL/6マウス胚盤胞に注入することで Drd1Tm1a/WTキメラマウスを得た。

キメラマウスは C57BL/6 マウスとの戻し交配を 5 回繰り返した。ジェノタイピ
ングは以下のように行った。マウスから尾を 1-2 mm 程度採取し、DNA 抽出バ

ッファー (0.1 M NaCl、50 mM Tris-HCl pH 8.0、10mM EDTA、1% SDS、0.5 
mg/mL プロテイナーゼ K (Nacalai Tesque) ) を加え 55 ℃ で溶解した。溶解液か
らフェノール・クロロホルム法とエタノール沈殿法によりゲノムDNAを得た。
ゲノム DNAから LacZ遺伝子を標的としたプライマーを用いて PCRにより増幅
し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列; Fw ACCATGGAAGATCCCGTCG、Rev 
TCGTGACGGTTAACGCCTCGAA、PCR 産物 1064 bp。PCR には KOD Fx Neo 
(Toyobo) を用いた。熱変性 98 ℃ 10秒、融解反応 60 ℃ 30秒、伸長反応 68 ℃ 30
秒の 35サイクルで行った。 
単離膵島から RNeasy micro kit を用いて RNA を抽出した。抽出した RNA を

PrimeScript (Takara) を用いて逆転写を行い、cDNAを得た。リアルタイムPCRは
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix (Toyobo) を用いて、StepOnePlus Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) で行った。PCR反応は、熱変性反応 95 ℃ 3秒、ア
ニーリング及び伸長反応 60 ℃ 30秒の 40サイクル、融解反応 95 ℃ 15秒、60 ℃ 
1 分 、95 ℃ 15 秒 で 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、Drd1 (Fw; 
CTGCCCTACAACGAATAATG、Rev; CATAGTCCAATATGACCGATAAG)、内部

標 準 と し て β-actin (Fw; GTGATGGTGGGAATGGGTCA、Rev; 
TTTGATGTCACGCACGATTTCC)を用いた。 
 

2-15. 統計解析 
データは特に表記したものを除いて、平均値 (Mean) ±標準偏差 (SD) または中

央値を箱ひげ図を用いて表記した。また有意差は一部特に表記したものを除い

て、one-way ANOVAと Dunnett’s multiple comparison testを用いて検定し、* p < 
0.05、** p < 0.01、*** p < 0.001と表記した。 
  



20 

 

第 3章 実験結果 

3-1. β細胞における DAの合成、貯蔵、局在 
マウス膵臓における DA 合成酵素の発現を免疫組織化学的手法により確認し

た (図 6A)。L-チロシンから DAの前駆体である L-Dopaを合成する酵素 THは一
部のインスリン陽性の β細胞で発現していた (図 6B)。L-Dopaから DAを合成す
る酵素 AADCはインスリン陽性の β細胞、グルカゴン陽性の α細胞の両方で発
現していた (図 6C)。 

DA の局在を免疫組織化学により調べたところ、インスリンと重なっている

ことが確認された (図 6D)。β 細胞にはインスリンを貯蔵するインスリン分泌小
胞のほかにシナプス小胞様小胞 (Synaptic-like microvesicle: SLMV) もあり、
GABA などが内包されていることが知られている。SLMV のマーカーとして知

られる Synaptophysin と共染色したところ、インスリンと DA ともに

Synaptophysinとは一致しなかった (図 6E)。 
DA とその前駆体 L-Dopa は細胞膜上の輸送体によって細胞内に取り込まれる。

DAは DATによって細胞内に取り込まれ、L-Dopaは LAT1によって取り込まれ
る。マウス膵島において DAT を介した DA の取り込みを調べた。DA 存在下で

マウス膵島を培養したのち溶解し、溶解液を用いて細胞内 DA 量を ELISA 法で
測定したところ、有意に増加した。DAT 阻害剤 GBR12909 存在下で膵島内 DA
の増加は阻害された (図 6F)。同様に L-Dopa 存在下で培養した後、ELISA 法に

より細胞内 DAを測定したところ、細胞内 DA量は大きく増加し、LAT1阻害剤
BCHによって取り込みが阻害される傾向がみられた (図 6G)。 
 

3-2. β細胞内在性 DAがインスリン分泌を阻害する 
β 細胞はグルコース濃度の増加に対して 2 相性のインスリン分泌を示す。イ

ンスリンの開口放出を TIRFM によって計測することで、β 細胞の分泌能を調べ
た。はじめに β 細胞内の DA の貯蔵がインスリン分泌能に影響するか調べた。

VMAT2 阻害剤 TBZ で一晩培養すると膵島内 DA は減少した (図 7A)。β 細胞の
開口放出イベント数は低グルコース (2.5 mM) 条件から、高グルコース (16.7 
mM) 条件にすることで増加した。高グルコース条件下での開口放出は、刺激後
5分までにイベント数のピークがみられ (1相目)、その後、穏やかな 2相目が観
察された。TBZ 存在下ではコントロールと比較し、グルコース刺激後 0-5 分ま
での 1 相目のイベント数には差はみられなかったが、5-20 分までの 2 相目のイ
ベント数が有意に増加した (図 7B、C)。 
次に、β細胞内在性の DA生合成がインスリン分泌を調節するかを調べるた

め、TH阻害剤 α-Methyl-p-tyrosine (AMPT) 処理下での開口放出を TIRFMにより
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図 6: マウス膵島における DA と合成酵素の発現、輸送体の機能が確認された。 
(A) DA の合成経路。(B、C) マウス膵臓における DA 合成酵素の発現を免疫組織化学に
より調べた結果。(B) INS: インスリン (緑)、TH (マゼンタ)、GCG: グルカゴン (黄)、
DAPI (青)、スケールバーは 100 μm を示す。(C) INS (緑)、AADC(マゼンタ)、GCG (黄)、
DAPI (青)。スケールバーは 100 μm。(D、E) 膵β細胞におけるDAの局在。(D) INS (緑)、
DA (マゼンタ)、DAPI (青)。(E) Syn: Synaptophysin (緑)、INS (左図、マゼンタ)、DA (右
図、マゼンタ)、DAPI (青)。スケールバーは 10 μm。(F) 細胞外に DA 10 μM または DA
と GBR12909 10 μMを添加した時の細胞内 DA 量 (コントロール; DMSO)。(G) 細胞外に
L-Dopa 5 μM または L-Dopa と BCH 10 mM を添加した時の細胞内 DA 量。値は mean±
SD。統計学的解析は one-way ANOVA および Dunnett’s multiple comparisons test を用い
た。 
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調べたところ、AMPT存在下でのイベント数の増加はみられなかった (図 8A、
B)。分散培養下で β細胞における TH陽性率は 0.95 ± 0.39%であったため、
TIRFMで観察を行った細胞集団中に TH陽性細胞が含まれる確率が低いために
THの効果をうまく捉えられていないと考えた。そのため、作為的に TH強制発
現細胞を混合することで、DA生合成の効果について調べた。ヒト TH-IRES-
mCherry発現アデノウイルスをマウス β細胞株 MIN6に感染させると、THの発
現が確認された (図 8C、D)。また、TH強制発現によって細胞内 DA量が有意
に増加し、これは THを阻害することで減少した (図 8E)。分散したマウス膵島
細胞のうち 20%に対して TH-IRES-mCherry強制発現アデノウイルス存在下で 1
時間培養することで感染させたのち、アデノウイルスを感染させなかった細胞

群 (un-infected) と再び混合して播種した (図 8F、G)。顕微鏡下で蛍光タンパク
質 mCherry陽性細胞を含む細胞群を選択し、TIRFMを用いて GSISを調べたと
ころ、コントロール (DMSO) と比較して 2相目の分泌イベント数が有意に減少
した。一方で、AMPT処理群ではコントロール (DMSO) と比較して有意な差は

図 7: VMAT2 阻害するとインスリン分泌 2 相目が増加した 
(A) TBZ 10 μMを 24 時間処理した条件下での細胞内 DA 量。値は mean±SD。統計学的
解析は Student’s t-test を用いた。(B、C) TBZ 10 μM 24 時間処理における TIRFM を用いた
インスリン分泌動態解析の結果。(B) 30 秒ごとの分泌イベント数のヒストグラム。値は
mean±SD。(C) 1 相目(0-5 分)と 2 相目 (5-20 分) の平均分泌イベント数を箱ひげ図を用い
てプロットした。値は median (IQR)。統計学的解析は one-way ANOVA および Dunnett’s 
multiple comparisons test を用いた。 
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みられなくなった (図 8H、I)。これにより、β細胞の一部に発現させた THの活
性によってインスリン分泌 2相目が阻害されていることが示された。これらの
結果から、一部の TH陽性 β細胞が存在して DA生合成を行うことで、細胞集
団におけるインスリン分泌 2相目を抑制することで調節していると考えられ
る。
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3-3. ドーパミンは細胞内 Ca2+と cAMPを減少させ、インスリン分泌を阻害す
る 
DAによるインスリン分泌阻害機構を調べるため、培地中にDAを添加してイ

ンスリン分泌への影響を TIRFM により調べた。DA 10 μM を高グルコース条件

下 5 分時点で添加すると分泌イベント数が有意に減少した (図 9A、B)。さらに、
1相目分泌への影響を調べるため、DA存在下でグルコースを添加したところ、
1相目分泌が消失した (図 9C、D)。このため、細胞外の高濃度 DAは 1相目 2相
目の区別なく高グルコース条件下でのインスリン分泌を阻害しうることが示さ

れた。 
DA によるインスリン分泌阻害機構を明らかにするため、インスリン分泌を

制御する cAMP と Ca2+の 2 つのシグナルに着目し、イメージング技法により調
べた。赤色蛍光タンパク質を基に作製された PinkFlamindo は細胞内 cAMP 動態
の観察を可能にする (Harada et al., 2017)。マウス膵島を分散し、アデノウイルス
を用いて PinkFlamindo を強制発現させ、DA による cAMP 動態への影響を調べ
た。高グルコース条件下で Forskolin (Fsk) を加えると、赤色蛍光強度が増加し
cAMPの合成が観察された。Fsk存在下で DA 10μMを加えると cAMPが減少し

図 8: TH 強制発現 β 細胞はインスリン分泌 2 相目を抑制する 
(A、B) AMPT 10 μM 16 時間処理条件における TIRFM を用いたインスリン分泌動態解析
の結果。(C) hTH 強制発現アデノウイルスの概要図。(D) THOE した MIN6 細胞抽出液の
ウエスタンブロットの結果。抗 TH 抗体を用いて、約 56.3 kDa のバンドを確認した。コ
ントロールとして野生型 (WT)、mCherry-OE を用いた。 (E) THOE した MIN6 の細胞内
DA 量。コントロールとして mCherry-OE を用いた。使用した AMPT は 10 μM。(F) 
THOE20%混合培養実験の概要。(G) THOE した分散培養マウス膵島の免疫細胞化学の結
果。上から、非感染 (コントロール)、THOE20%混合、THOE100%。INS: インスリン 
(緑)、TH (黄)、mCherry (マゼンタ)、DAPI (青)、スケールバーは 50 μm を示す。(G、H) 
THOEマウス膵島におけるTIRFMを用いたインスリン分泌動態解析の結果。THOEマウ
ス膵島を 20%の割合で野生型マウス膵島と混合して培養した。AMPT は 10 μM で 16 時
間処理した。 (H) 30 秒ごとの分泌イベント数のヒストグラム。(I) 1 相目 (0-5 分) と 2 相
目 (5-20 分) の平均分泌イベント数を箱ひげ図を用いてプロットした。値は mean±SD 
(A、E、H)または median (IQR) (B、I)。統計学的解析は one-way ANOVAおよび Dunnett’s 
multiple comparisons test を用いた。 
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た。Gi阻害作用を持つ PTX存在下で培養した細胞では DAによる cAMP減少の
効果は見られなくなった (図 10A)。 
次に、細胞内 Ca2+動態をカルシウム指示薬 Fluo-4 AM を用いて調べた。高グ

ルコース濃度下では VDCCが開き細胞内に Ca2+が流入するため、細胞内 Ca2+は

増加する。細胞内 Ca2+が増加した条件において DAを 0.1 μM、1 μM、10 μMの

各濃度で添加すると、濃度依存的に細胞内 Ca2+が減少し、1 μM、10 μMで有意

に減少した (図 10B、C)。PTX による Gi 阻害条件下で DA の効果は阻害された 
(図 10D、E)。これらの結果より、既報通り、DA による Ca2+と cAMP の減少は
PTX感受性の Gi共役型 D2受容体が関与することが確認された。 
さらに、スルホニルウレア受容体 (SUR) を活性化する tolbutamide 100 μM を

添加すると低グルコース条件下 (2.5 mM) でも細胞内 Ca2+が増加するが、

tolbutamide 存在下で DA 10 μM を添加すると細胞内 Ca2+が減少した (図 10F)。

図 9: 細胞外への DA 添加はインスリン分泌 1 相目 2 相目ともに阻害する。 
(A、B) 高グルコース条件 5 分における DA 10 μM添加条件での TIRFMを用いたインスリ
ン分泌動態解析の結果。(A) 30 秒ごとの分泌イベント数のヒストグラム。 (B) DA 10 μM 
(コントロールとして DMSO) 添加後 10分間の平均分泌イベント数を箱ひげ図を用いてプ
ロットした。 (C、D) DA 10 μM (コントロールとして DMSO) 存在下にグルコース刺激を
与えた条件での TIRFMを用いたインスリン分泌動態解析の結果。 (A) 30秒ごとの分泌イ
ベント数のヒストグラム。値は mean±SD。 (B) 低グルコース、1 相目 (0-5 分) と 2 相目 
(5-20 分) の平均分泌イベント数を箱ひげ図を用いてプロットした。値は mean±SD (A、
C) または median (IQR) (B、D)。統計学的解析は Student’s t-test (B) または one-way ANOVA
および Dunnett’s multiple comparisons test (D)を用いた。 
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SURはATP依存性K+チャネルと結合しており、tolbutamideは糖代謝に依存せず
KATPチャネルを閉じることで脱分極とそれに続く Ca2+の流入を引き起こす。L
型カルシウムチャネル阻害剤 nifedipine は tolbutamide による Ca2+流入を阻害す

ることが確認された (図 10G)。これらの結果により、DAがグルコース代謝によ
らず、KATP チャネルの下流を阻害することで細胞内 Ca2+を減少させることが

示唆された。また、DA による Ca2+の減少には、PTX感受性と PTX非感受性の
両方のシグナルが関与していることが示唆された。 
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3-4. D1受容体アンタゴニストはインスリン分泌を促進する 
DAによるインスリン分泌の阻害がどのタイプのDA受容体を介しているかを

調べた。一般的に D1は Gαsと結合し、D2は Gαi/oと結合することから、DAの
インスリン分泌に対する抑制性の作用には D2 が関与すると思われる。そのた
め、D2アンタゴニスト存在下で DAの効果は阻害されると予想される。しかし
ながら、高グルコース濃度下の細胞内 Ca2+が高い条件に対しDA添加後にD1様
受容体アンタゴニストである SCH23390 10 μMまたは D2様受容体アンタゴニス
トである DPD 10 μMを加えたところ、SCH23390は細胞内 Ca2+を回復させたが、

DPDは回復させなかった (図 11A)。SCH23390または、別の D1アンタゴニスト
である SKF83566 を先に添加した条件に後から DA 10 μM を添加したところ、

SCH23390、SKF83566ともに濃度依存的に DAの効果を減弱した (図 11B-E)。ま
た、Fsk 存在下で DPD と DA を同時に添加した条件は DA だけを添加した条件
同様に細胞内 cAMPが減少したが、SCH23390とDAを同時に添加すると細胞内
cAMP は減少しなかった (図 11F、G）。これらの結果は、D2 を介したシグナル
が DA によるインスリン分泌の抑制を媒介しているという予想と異なるもので

あった。 
DA 非添加条件において高グルコース濃度の細胞内 Ca2+が高い条件下で

SCH23390を 10 nM-10 μMの濃度で添加すると、1 μMおよび 10 μMにおいて濃

度依存的に細胞内 Ca2+を増加させた (図 11H、I)。さらにインスリン分泌への影
響をTIRFMにより確認すると、高グルコース下でD1アンタゴニスト SKF83566 
10 μMは分泌イベント数を増加させた。一方で D1アゴニスト SKF38393は分泌
を阻害しなかった (図 11J、K)。この結果は D1 アンタゴニストが β 細胞内在性
の DAシグナルを阻害していることを示唆している。 

図 10: DA は Gαi 依存的に Ca2+と cAMP を減少させる 
(A) cAMP インジケーターPinkFlamindo を用いた細胞内 cAMP 動態解析の結果。PTX 100 
ng/mL またはコントロール条件で 48時間培養した分散培養マウス膵島において高グルコ
ース条件下で 120 秒後に Fsk 10 μM、300 秒後に DA 10 μM (コントロールとして DMSO) 
を添加した。 値は Fsk 添加後を F0 として標準化した。(B-G) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用
いた細胞内 Ca2+動態解析の結果。(B、C) 高グルコース条件 300 秒において DA を 0、
0.1、1、10 μM で添加した。(B) 細胞内 Ca2+の時間推移。値は DA 添加前を F0 として標
準化した。 (C) DA (コントロールとして DMSO) 添加後 5 分間の Ca2+時間推移の AUC を
箱ひげ図を用いてプロットした。 (D、E) PTX 100 mg/mL で 48 時間培養した分散培養マ
ウス膵島において高グルコース条件下で DA 10 μM を添加した。(D) 細胞内 Ca2+の時間
推移。値は DA 添加前を F0 として標準化した。(C) DA (コントロールとして DMSO) 添
加後 5 分間の Ca2+時間推移の AUC を箱ひげ図を用いてプロットした。 (F、G) 
Tolbutamide に対して DA および Nifedipine を添加したときの細胞内 Ca2+の時間推移。 低
グルコース条件下で 60 秒後に Tolbutamide 100 μMを添加し、300 秒後に DA 10 μM (F) ま
たは Nifedipine 10 μM (Nif) (G) を添加した。値は mean±SEM (A、B、D、F、G) または
median (IQR) (C、E)。統計学的解析は Student’s t-test (E) または one-way ANOVA および
Dunnett’s multiple comparisons test (C) を用いた。 
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膵島を分散したことで DA への応答性が変化していないかを確かめるため、
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分散前の whole isletにおいても SCH23390が DAに対する阻害作用を示すかを調
べた。高グルコース濃度の細胞内 Ca2+が高い条件下で DA 10 μM は細胞内 Ca2+

を減少させた。DPD 10 μMは細胞内 Ca2+を変化しなかったが、SCH23390 10 μM
は有意に増加させた (図 11L)。DA添加後に SCH23390を添加すると DAの作用
が打ち消された (図 11M)。この結果は分散した膵島と一致した。これらの結果
はマウス β細胞において DAが D2よりもむしろ D1に依存しているという意外
な結果を示すものであった。 

SCH23390 は D1 に対して高いアフィニティを示すが D2 様受容体に対しても
結合しうる (D1; Ki ≤ 0.12 nM, D2; Ki ~ 1100 nM, D3; Ki ~ 800 nM) (Bourne, 2001; 
Neumeyer et al., 2003)。SCH23390によるインスリン分泌亢進が D1に依存するこ
とをを確かめるため、D1ヘテロ欠損マウス (Drd1Tm1a/WT) を作製した (図 12A)。
全身での D1ホモ欠損マウスは発育不全を呈することが知られており (Kobayashi 
et al., 2004)、本実験においては D1 ヘテロ欠損マウスを用いた。D1 ヘテロ欠損
マウスより単離した膵島の Drd1 発現量は野生型 (Drd1WT/WT) の半分程度に減少
していた (図 12B)。高グルコース濃度の細胞内 Ca2+が高い条件において、

SCH23390の濃度依存的な細胞内 Ca2+の変化を比較したところ、50 nM、100 nM、
500 nM の濃度において D1 ヘテロ欠損マウスの膵島のほうが有意に小さかった 
(図 12C、D)。この結果から、マウス β 細胞に対する SCH23390 の効果が D1 に

図 11: D1 アンタゴニストが DA を阻害してインスリン分泌を増加させる。 
(A-E、H-I、L-M) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用いた細胞内 Ca2+動態解析の結果。(A) 高グ
ルコース条件において 60 秒後に DA 10 μM、300 秒後に SCH23390 10 μM または DPD 
10 μM (コントロールとして DMSO) を添加した。値は DA 添加後を F0 として標準化し
た。(B-E) 高グルコース条件において 120 秒後に D1 アンタゴニスト SCH23390 または
SKF83566 を 0.1 nMから 10 μM の濃度で添加し、300 秒後に DA 10 μM を添加した。値
は D1 アンタゴニスト添加後を F0 として標準化した。 (F、G) cAMP インジケーター
PinkFlamindo を用いた細胞内 cAMP 動態解析の結果。高グルコース条件下で 60 秒後に
Fsk 10 μM、300 秒後に DMSO、DA、DA+DPD、DA+SCH23390 をそれぞれ 10 μM で添
加した。(F) 細胞内 cAMP の時間推移。 値は Fsk 添加後を F0 として標準化した。(G) 
DAとアンタゴニスト添加後の cAMP時間推移の AUCを添加前の AUCで標準化した。
(H、I)  高グルコース条件下で SCH23390 10 nM-10 μM の濃度で添加した条件での細胞
内 Ca2+動態解析の結果。(H) 細胞内 Ca2+の時間推移。値は DA 添加前を F0 として標準
化した。(I) SCH23390 添加後 5 分間の Ca2+時間推移の AUC を添加前の AUC で標準化
し、箱ひげ図を用いてプロットした。(J、K) グルコース刺激 5 分後に化合物 SKF83566 
10 μMまたは SKF38393 10 μM (コントロールとして DMSO) を添加した条件での TIRFM
を用いたインスリン分泌動態解析の結果。 (J) 30 秒ごとの分泌イベント数のヒストグラ
ム。(K) 化合物添加後の平均分泌イベント数を箱ひげ図を用いてプロットした。(L-M) 
whole islet における細胞内 Ca2+動態観察実験の結果。(L) DA、SCH23390、DPD 各 10 
μM (コントロール; DMSO)を添加した時の Ca2+の時間推移の AUC を添加前の AUC で
標準化した。(M) DA10 μM添加後に SCH23390 10 μM (コントロール; DMSO)を添加し、
SCH23390 添加後の AUC を添加前の AUC で標準化した。値は mean±SEM (A-H、L、
M)または mean±SD (J)、median (IQR) (I、K)。統計学的解析は Student’s t-test (M)または
one-way ANOVA および Dunnett’s multiple comparisons test (C、E、G、I、K、L)を用い
た。  
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依存することを確認した。 

 
 

3-5. D1または D2強制発現は糖応答性と DA応答性を変化させる 
D1 と D2 がインスリン分泌に示す影響を調べるため、分散したマウス膵島細

胞に対してアデノウイルスによって 3xFlag-mD1 または 6xHis-mD2 を強制発現

図 12: D1 ヘテロ欠損マウス膵島では SCH23390 による Ca2+応答性が低い 
(A) D1 欠損マウスのゲノムマップ。(B) 単離膵島の cDNA における Drd1 の発現量を RT-
qPCR により定量した結果。内部標準として β-actin を用いて、Drd1WT/WT マウス膵島に
おける発現量の平均値を 1 とした。値は mean ±SD。(C、D) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用
いた細胞内 Ca2+動態解析の結果。(C) Drd1WT/WT マウス(左) と Drd1Tm1a/WT マウス(右) の
分散培養した膵島について、高グルコース条件において 150 秒後に D1 アンタゴニスト
SCH23390 を 1 nM から 1 μM の濃度で添加したときの細胞内 Ca2+の時間推移。値は添加
前を F0 として標準化した。 (D) SCH23390 添加後の Ca2+時間推移の AUC を添加前の
AUC で標準化し、箱ひげ図を用いてプロットした。値は mean±SD (B)、median(IQR) 
(D)。統計学的解析は Student’s t-test (B)または one-way ANOVA および Dunnett’s multiple 
comparisons test (D)を用いた。 NS は not significantを示す。  
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した。免疫細胞化学によりマウス初代培養 β細胞での D1と D2の発現が確認さ
れた。また、強制発現によってそれぞれの発現が増加しているのが確認された 
(図 13A、B)。 

D1または D2を強制発現した β 細胞におけるグルコース応答性細胞内 Ca2+動

態を調べた。コントロール条件ではグルコース刺激によって細胞内 Ca2+が増加

し、DA を添加すると減少した。D1 強制発現細胞は、グルコースの刺激に対し
て細胞内 Ca2+の増加が確認されたが、DA による細胞内 Ca2+の減少はみられな

かった。一方で D2 強制発現細胞ではグルコースに対する応答性がみられなか
った (図 13C)。 
さらに TIRFM を用いたインスリン分泌について調べた。D1 強制発現では低

グルコース条件での分泌イベント数が有意に増加した。高グルコース条件での

インスリン分泌に有意な差はみられなかったが、DA 添加時のイベント数の減

少はコントロールと比べて有意に小さかった。一方で D2 強制発現細胞ではグ
ルコース刺激に応答したインスリン分泌が見られなかった。第 1 相インスリン
分泌すら喪失し、また、DA に対する応答も観察されなかった (図 13D、E)。こ
れらの結果から、β細胞への D1あるいは D2の単独の強制発現はいずれも、DA
による細胞内 Ca2+減少とインスリン分泌抑制を引き起こさないことが分かった。 

 



33 

 

 

 

 
3-6. D1-D2 ヘテロ多量体アゴニスト SKF83959 はインスリン分泌を一過的に
減少させる 
これまでの結果から、DAが D1を介してインスリン分泌を制御していること

がアンタゴニストを用いた結果を通して分かったものの、D1アゴニストはイン

図 13: D2OE は糖応答性を失う 
(A、B) 分散培養したマウス膵島における D1 と D2 の発現の免疫細胞化学の結果。(A)ア
デノウイルス非感染細胞 (上図)、D1OE (中、下図 (unsaturated) )。(B) アデノウイルス非
感染細胞 (上図)、D2OE (中、下図 (unsaturated) )。INS: インスリン (緑)、D1 または D2 
(マゼンタ)、DAPI (青)、スケールバーは 100 μm を示す。 (C) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用
いた細胞内 Ca2+動態解析の結果。コントロール (左)、D1OE (中)、D2OE (右)。300 秒で
グルコース刺激を、600 秒で DA を 0.1、1、10 μM の濃度で添加を行った。値はグルコ
ース刺激前を F0 として標準化した。 (D、E) TIRFMを用いたインスリン分泌動態解析の
結果。 (D) 30 秒ごとの分泌イベント数のヒストグラム。コントロール  (左)、D1OE 
(中)、D2OE (右)を示し、0 分時点でグルコース刺激を行い、5 分で DA 10 μM を添加し
た。(K) 低グルコース、高グルコースおよび DA 添加後の平均分泌イベント数を箱ひげ
図を用いてプロットした。値は mean±SEM (C)または mean±SD (D)、median (IQR) (E)。
統計学的解析は one-way ANOVA および Dunnett’s multiple comparisons test (E)を用いた。  
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スリン分泌を抑制せず、また D1あるいは D2単独の強制発現においても DAは
インスリン分泌を抑制しなかった。坂野らはマウス β細胞においてD2がアデノ
シン A2A受容体と会合することで cAMPの生合成を調節することを以前に見出
している(Sakano et al., 2016)。多種の GPCR同士は会合することでその下流シグ
ナルを変化させ調節することがあり、D1 は D2 とヘテロ多量体を形成すること
が知られている(Lee et al., 2004)。そこで私は D1-D2ヘテロ多量体が β細胞のイ
ンスリン分泌に関わっているのではないかと考えた。D1-D2 ヘテロ多量体に対
するアゴニストとして知られている SKF83959 (Rashid et al., 2007)を用いて、そ
の影響を調べた。高グルコース濃度の細胞内 Ca2+が高い条件下において、

SKF83959を添加すると、10 μMにおいて細胞内 Ca2+が急激に減少し、その後、

添加 120秒後までに元のレベルまで回復した (図 14A、B)。D1と D2を同時に強
制発現したマウス膵島 (D1D2OE) に SKF83959を添加すると、1 nMから 10 μM
まで濃度依存的に細胞内 Ca2+の一時的な減少を示した (図 14C、D)。また、D1
アンタゴニスト、D2アンタゴニスト存在下で SKF83959の細胞内 Ca2+に対する

効果は阻害されたため (図 14E)、SKF83959は D1およびD2を介して細胞内 Ca2+

を減少していると考えられる。内在性の SKF83959の効果がDAに対する競合作
用によるものでないことを確かめるため、DA存在下で SKF83959の効果を調べ
たところ、野生型 (WT) と D1D2OE の両条件とも DA の有無で変わらなかった
(図 14F)。そのため、SKF83959 の効果は内在性の DA シグナルに対する競合作

用ではないと思われる。 
次に、SKF83959による細胞内Ca2+の減少がインスリン分泌にも影響を与える

かを TIRFMにより調べた。グルコース刺激後 5分に SKF83959または DA (コン
トロールとして DMSO) を添加したところ、DAが添加後から分泌を阻害し続け
たのに対し、SKF83959は一過性のインスリン分泌阻害を示した (図 14G)。添加
後から 2.5 分間ずつに区切って分泌イベント数を集計、比較したところ、
SKF83959 添加後 0-2.5 分において有意に分泌イベント数を減少させたが、以降
は分泌が回復していた。一方でDAは 2.5分以降も有意に分泌イベント数を減少
させた (図 14H)。 
さらに、cAMP合成に対する D1-D2ヘテロ多量体の影響を調べたところ、DA

と異なり SKF83959は Fsk依存的な cAMPの増加を阻害しなかった (図 14I)。こ
れらの結果から、D1-D2 ヘテロ多量体の活性化は下流シグナルとして cAMP に
影響を及ぼさず、細胞内 Ca2+を減少させることでインスリン分泌を一過的に抑

制することが分かった。 
 

3-7. マウス β細胞で D2の発現が D1-D2ヘテロ多量体形成を制御する 
D1-D2 ヘテロ多量体が β 細胞において形成されているかを調べるため、
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Duolink近接ライゲーションアッセイ (PLA) を用いた。この手法は、2つのタン
パク質同士が 40 nm 以内に近接して存在する場合において、それぞれのタンパ
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ク質特異的な 2 種類の抗体を用いることで検出することができる手法である。
Duolink-PLA法により、β細胞で D1-D2ヘテロ体が観察された (図 15A)。また、
DAあるいは SKF83959を加えた条件においてD1-D2ヘテロ多量体の蛍光強度が
増加した (図 15B)。この結果は、D1-D2 の活性化がヘテロ多量体形成を促進し

図 14: SKF83959 は D1-D2 ヘテロ多量体を活性化してインスリン分泌を短期的に抑制す
る。 
(A-F) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用いた細胞内 Ca2+動態解析の結果。(A、C) 分散培養した
マウス膵島細胞に対し、高グルコース条件下で SKF83959 を 1 nM-10 μMの濃度で添加し
た細胞内 Ca2+動態。(A) 野生型、(C) D1D2OE、300 秒で SKF83959 を添加した。値は
SKF83959 添加前を F0 として標準化した。 (B、D) SKF83959 添加後の Ca2+時間推移の
AUC を添加前の AUC で標準化し、箱ひげ図を用いてプロットした。(E) SCH23390 1 
μM、Haloperidol 1 μMまたはその両方の存在下で、300 秒時点で SKF83959 10 μM を添加
した。値は SKF83959 添加前を F0 として標準化した。(F) DA 1 nM-10 μM 存在下で
SKF83959 10 μM を添加した。左は野生型で右は D1D2OE。値は DA 添加前を F0 として
標準化した。(G、H) TIRFM を用いたインスリン分泌動態解析の結果。 (G) 30 秒ごとの
分泌イベント数のヒストグラム。コントロール (DMSO、左)、 SKF83959 10 μM (中)、
DA 10 μM (右)を示し、0 分時点でグルコース刺激を行い、5 分で化合物を添加した。(K)  
化合物添加後 10 分間までの平均分泌イベント数を 2.5 分ごとに集計し、箱ひげ図を用い
てプロットした。(I) 細胞内 cAMP の時間推移。120 秒で Fsk 10 μM を添加、300 秒で DA 
10 μM または SKF83959 10 μM を添加した。 値は Fsk 添加後を F0 として標準化した。値
は mean±SEM (A、C、E、F、I) または mean±SD (G)、median (IQR) (B、D、H)。統計学
的解析は one-way ANOVA および Dunnett’s multiple comparisons test (B、D、H) を用いた。
NS は not significant を示す。 
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ていることを示唆する。次に、D1、D2またはその両方を強制発現した β細胞で
のヘテロ多量体形成を Duolink-PLA 法で調べた。D1 と D2 を同時に強制発現し
た D1D2OE では大きく蛍光強度が増加した。D1OE はアデノウイルス感染コン
トロール (scramble) と比較してわずかに蛍光強度が増加したものの有意差はみ
られなかった。一方で D2OEにより蛍光強度が有意に増加した (図 15C、D)。こ
の結果から、β細胞においてD2の発現量がD1-D2ヘテロ多量体形成を制御して
いると推察される。 
次にウエスタンブロットによる D1-D2 ヘテロ多量体の検出を試みた。マウス

初代 β細胞に D1、D2あるいはその両方を強制発現し、2日後に細胞を溶解し、
溶解液を用いてウエスタンブロットを行った。アデノウイルス未感染の単離膵

島細胞抽出液に対して、抗 D1 抗体を用いておよそ 48 kDa のバンドが検出され
た (図 15E) が、抗 D2抗体ではバンドが確認できなかった。D1OE細胞抽出液か
ら抗 D1抗体を用いて、D1のホモ 2量体と推察される約 100 kDa のバンドが観
察された。一方で、D2OEと D1D2OEの細胞抽出液から、抗 D1抗体と抗 D2抗
体の両方の条件で 86 kDa付近にバンドが観察された。これは D1-D2ヘテロ二量
体であると推察される。また、D2OEとD1D2OEの細部抽出液から、抗D2抗体
によって D2単量体と予想される 37 kDa付近のバンドと、D2ホモ二量体と予想
される 74 kDa付近のバンドが観察された (図 15F、G)。これらの結果は Duolink
近接ライゲーションアッセイにおいて D2OEで D1-D2ヘテロ多量体の蛍光強度
の増加がみられた結果とも一致している。 
次に、SKF83959に対する応答性が D1、D2どちらの受容体に依存するかを調

べた。D1OE、D2OE、D1D2OE の 3 条件に対し SKF83959 を高グルコース濃度
下の細胞内 Ca2+が高い条件下で加えると、D2OEと D1D2OEで 10 nM、100 nM
の SKF83959 に対して細胞内 Ca2+の減少を示したが、D1OE は同濃度の

SKF83959に対して細胞内 Ca2+の減少は示さなかった (図 15H)。以上の結果より、
マウス β 細胞における D1-D2 ヘテロ多量体の存在が確認された。強制発現の結
果から、D1-D2ヘテロ多量体の形成はD2の発現量に依存することが示唆され、
SKF83959に対する Ca2+応答性も同様に D2の発現量に依存することが示唆され
た。 
 

3-8. D1-D2 ヘテロマー形成が D2 受容体活性化による細胞毒性から β 細胞を
保護する 
これまでに坂野らは DA が D2 受容体とアデノシン A2A 受容体の相互作用を

介して β細胞のアポトーシスを誘導することも明らかにしている  (Sakano et al., 
2016)。そこで、D1-D2 ヘテロ多量体が β 細胞の生存に対してどのような作用を
持つかを調べた。分散培養したマウス初代 β 細胞にアデノウイルス感染により
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(D1OE)、D2 (D2OE) またはその両方 (D1D2OE) を感染させ、感染 2日後を day 0 
(d0) として d5まで 5日間培養した (図 16A)。d0と比較して d1、d3、d5と全体
の細胞数およびインスリン陽性 β 細胞数は徐々に減少した (図 16B、C)。D2OE
において細胞数の減少は大きく、d5において d1よりも有意に全細胞数と β細胞
数が減少した。さらに、DA 10 μM 存在下で D2OE では細胞数が顕著に減少し

た。D1OEではDA存在下で細胞数に有意差はみられず、D1D2OEでは細胞数の
減少に対する保護効果を示した。TUNEL 陽性率を調べたところ、d4 において
コントロール (DMSO) 条件下では D1OE、D2OE、D1D2OE ともに 5%程度であ
ったのに対し、D2OE のみ DA 存在下での TUNEL 陽性率が有意に大きかった 
(図 16D)ことから、D2OEにおいて DAがアポトーシスを誘導することが示唆さ
れた。また、D2OEにおいて 10 μMのSKF83959存在下ではDA 10μMと異なり、

コントロール (DMSO) 条件と比較して細胞数の減少はみられなかった (図 16E、
F)。以上の結果から、D2 が過剰な条件において DA は細胞死を誘導するが、

SKF83959 によって D1-D2 ヘテロ多量体を活性化しても細胞死は起こらないこ
とが分かった。さらに、D1D2OE では DA 存在下でも細胞死は誘導されなかっ

たことから、D2 ホモ多量体の活性化が細胞死を誘導すること、D1 が十分に発
現していることで D1-D2 ヘテロ多量体が形成されて D2 ホモ多量体の過剰な活
性化を防ぎ、細胞死から保護していることが推察される。 

図 15:マウス β 細胞で D2 の発現が D1-D2 ヘテロ多量体形成を制御する。 
(A-D) 分散培養したマウス膵島で D1-D2 多量体形成を Duolink-PLA 法により調べた結
果。(A、B) INS: インスリン (緑)、D1-D2 ヘテロ多量体 (マゼンタ)、DAPI (青)、スケー
ルバーは 50 μm を示す。(B) アデノウイルス感染コントロール (scramble、左)、D1OE (左
から 2 番目)、D2OE (右から 2 番目)、D1D2OE (右)。(C) 化合物添加条件でのインスリン
陽性細胞における D1-D2 ヘテロ多量体の輝度。DMSO (コントロール)、DA 10 μM、
SCH23390 10 μM、SKF83959 10 μM。(D) コントロール  (scramble)、D1OE、D2OE、
D1D2OE のインスリン陽性細胞における D1-D2 ヘテロ多量体の平均輝度。DA は 10 μM
で添加した。値は mean±SD。(E-G) マウス膵島におけるウエスタンブロットの結果。
(E) サンプルはマウス膵島細胞抽出液 3 μg を用い、抗 DRD1 抗体によりバンドを検出し
た。(F) サンプルとして左から D1OE 100 ng、D2OE 100 ng、25 ng、D1D2OE 100 ng、25 
ng を用い、抗 DRD1 抗体により複数のバンドを検出した。(G) サンプルとして左から、
アデノウイルス感染コントロール、D1OE、D2OE、D1D2OEをそれぞれ 100 ng用い、抗
DRD2 抗体により複数のバンドが検出された。 (H) Ca2+指示薬 Fluo-4 AM を用いた細胞
内 Ca2+動態解析の結果。D1OE (左)、D2OE (中央)、D1D2OE (右)において、300 秒で
SKF83959 10 nM または 100 nM を添加した。値は SKF83959 添加前を F0 として標準化
し、mean±SEM で示した。 NS は not significantを示す。  
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図 16: D2OE は DA 存在下で細胞死を誘導するが、D1D2OE は細胞死を誘導しない 
(A) 分散培養したマウス膵島を用いた実験の概略図。(B、C) D1OE、D2OE、D1D2OE に
おいて、d0 を基準として d1、d3、d5 における細胞数 (DAPI 陽性) (B) と β 細胞数 (イン
スリン陽性) (C) を示した。DA は 10 μM (コントロールとして DMSO) を添加した。(D)  
d4 における TUNEL 陽性細胞数。(E、F) D2OE に対して DA 10 nMまたは 10 μM あるい
は SKF83959 10 μMを添加した条件での細胞数 (DAPI 陽性) (E)と β 細胞数 (インスリン陽
性) (F)。コントロールである DMSO 条件の細胞数を 1 とした。値は mean±SD で示し
た。統計学的解析はone-way ANOVAおよびDunnett’s multiple comparisons testを用いた。 
NS は not significant を示す。  
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第 4章 考察 

 
マウス β 細胞において DA 合成酵素の発現が確認された。細胞外 L-Dopa と

DA を増加させると細胞内 DA が増加したこと、VMAT2 の発現と DA 貯蔵能が
確認されたことから、膵島内あるいは膵島外から供給される DA を β 細胞が保
有し、オートクラインやパラクラインによって第 2 相インスリン分泌の制御に
用いていることが示唆された。DA が SLMV ではなくインスリンと同じ分泌小

胞に貯蔵されていることが分かったが、VMAT2 とインスリン分泌小胞の局在
が一致する (Pecic et al., 2019)、高グルコース条件において培地中のインスリン
量と DA量の挙動が一致する (Simpson et al., 2012) という先行報告とも一致する。
高グルコース条件下における β 細胞の細胞内 Ca2+とインスリン分泌は増加と減

少を繰り返すパルス状を示し、神経伝達物質などを介したオートクラインとパ

ラクラインはパルス状のインスリン分泌機構に関与するのではないかといわれ

ている(Gylfe & Tengholm, 2014)。インスリンとともに DAが放出されることで、
急峻なインスリンが必要とされる第 1 相に対する抑制よりも、血糖値を安定的
に保つ役割を持つ第 2 相に対して抑制性に働き、過剰なインスリン分泌を防ぐ
とともに、細胞内 Ca2+を減少させることでパルス状インスリン分泌様式の調節

に関与するのではないかと推察される。 
一方で、TH阻害は TIRFMにおいて分泌を増加させず、TH強制発現 β細胞を

混合させることでインスリン分泌が抑制された。 培地中の DA量は ELISAの検
出限界以下であったので、DAは TH陽性細胞を中心として局所的な濃度勾配を
有するのではないかと考えられる。中枢神経において DAは単純拡散と DATに
よる取り込みによって’spill over’を防ぎ、特定の刺激に対して特定の細胞以外が
活性化するのを防いでおり、分泌地点から 5 μm径での局所的DA濃度は 0.5-100 
μMであるとされる (Cragg & Rice, 2004)。この範囲の濃度の DAは、先行報告や
今回私が調べた結果においてインスリン分泌抑制する濃度と一致する。β 細胞
からインスリンとともに放出された DAは DATにより速やかに β細胞内に回収
され、また、回収できなかった DA は単純拡散すると考えられる。実際に局所

的な DAの濃度勾配が存在するか、β細胞自身によって放出される DA濃度がど
の程度であるかは現時点で直接的に解明できていない。 
さらに、β細胞における TH陽性率が高いマウス系統では高脂肪高炭水化物食

給餌に誘導される肥満と糖尿病発症に耐性を有することが報告されている 
(Mitok et al., 2018)。また、マウス β細胞での TH陽性率が発生期における膵島の
血管新生によって変わること (Reinert et al., 2014) や、ラット β細胞では TH活性
が食事や細胞の周辺環境変化することが知られている (Borelli et al., 2003; Kozuka 
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et al., 2015; Persson-Sjögren et al., 2002)。これらの先行報告を踏まえると、β細胞
における TH の発現が血糖調節に関与することが推察される。β 細胞における
TH 発現制御機構は分かっておらず、どのようにして β 細胞におけるヘテロな
TH 発現が形成されるのかは非常に興味深い。また、β 細胞自身による DA 合成
が糖尿病の発症にどのように関与するかについて、例えば遺伝子改変動物など

を用いた in vivoの実験などを通じたさらなる研究が必要である。 
 
一方で、DAおよびDA受容体は中枢神経において重要な機能を有しており、

また様々な研究が進んでいる。中枢神経において DA はおもに黒質線条体、中

脳辺縁系、中脳皮質系、結核漏斗状の 4 つの経路で確認され、その働きは随意
運動や摂食、報酬系、睡眠、記憶、学習など神経機能の多岐にわたる(J.-M. 
Beaulieu & Gainetdinov, 2011)。前シナプス終末から放出された DAは D1から D5
まで存在する 5 つの DA 受容体をそれぞれ活性化することで機能を伝達する。

そして、これらの受容体サブタイプはアデニル酸シクラーゼを活性化して

cAMP合成を促進する D1様受容体 (D1と D5) と、アデニル酸シクラーゼを抑制
するD2様受容体 (D2、D3とD4) の 2つに分類される(J.-M. Beaulieu & Gainetdinov, 
2011)。 

D1、D2 ともに脳で広く発現しているが、特に線条体や側坐核の中型有棘ニ
ューロンで発現する。D1は淡蒼球内節と黒質網様部に投射する直接経路で選択
的に発現する。D1の活性化は cAMP合成を促進し細胞内 Ca2+を増加させ、神経

細胞を興奮させることから興奮性経路とされる。一方で、D2は淡蒼球外節や視
床下核を経由して間接的に黒質網様部に投射する間接経路で選択的に発現し、

D2の活性化は cAMP合成を抑制し神経細胞の活動を抑制するので、抑制性経路
とされている(Gerfen et al., 1990; J.-M. Beaulieu & Gainetdinov, 2011)。これら 2つ
の経路は受容体の発現パターンに加えて、それぞれの受容体は DA に対して異

なるアフィニティを示すことで制御される。D1 は低アフィニティ(μM オーダ

ー)であるのに対し、D2は高アフィニティー(nMオーダー)を示す(Richfield et al., 
1989)。例えば、報酬系および忌避系は大脳基底核における黒質線条体経路にお
いて DA とその受容体によって制御される。欲求が満たされ快感を得るような

報酬が期待される場合には興奮性の直接経路が活性化し、痛みや不快を伴うよ

うな避けるべき嫌悪刺激に対しては抑制性の間接経路が活性化する。ある外的

刺激に対して、報酬を求めるか危険を感じて忌避するかという意思決定にはこ

の 2 つの経路が関与するとされる(Nakanishi et al., 2014)。刺激のない状態では
DAが低濃度で存在し、この状態では DAに高アフィニティである D2が活性化
することでアデニル酸シクラーゼが抑制され、間接路は抑制されている。一方

でDAに低アフィニティであるD1は活性化していないため直接経路も働いてい
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ない。報酬刺激が生じるとドーパミン神経から DA が放出される。DA 濃度が

D1 を活性化する閾値を超えるため、アデニル酸シクラーゼの活性化により
cAMPが合成され、直接経路が働く。この時の D2も活性化しており、アデニル
酸シクラーゼが抑制されるため、間接経路は働かない。嫌悪刺激が生じると

DAの放出が抑制され、DA濃度が減少する。DA濃度がD1を活性化する閾値に
達しないため直接経路は働かない。一方で D2 は不活性化し、また同時にアデ
ノシン A2A が活性化する(Fuxe et al., 2007)ことでアデニル酸シクラーゼの抑制
が外れ cAMPが合成され、間接経路が働く(Hikida et al., 2010, 2013, Nakanishi et 
al., 2014)。このように DA濃度の増減と DA受容体のアフィニティの差によって
報酬系が制御されている (図 17)。 

 

図 17: 報酬系および忌避系における D1 陽性ニューロンと D2 陽性ニューロンの活性化機
構。通常、DAは低濃度で存在するため、高アフィニティのD2のみが活性化されること
で D2 陽性の間接経路は抑制される。報酬刺激は DA の放出を増加させるため、低アフ
ィニティの D1 も活性化させ、D1 陽性直接経路を興奮させる。嫌悪刺激は DA の放出を
減少させるため、D2 を不活性化し、D2 陽性間接経路は活性化する。図の点線は神経の
抑制状態を示し、実線は興奮状態を示す。Nakanishi et al., 2014 を参考に作成。 
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他方で、一部の中型有棘ニューロンには D1と D2の両方を発現する細胞が存
在し、D1-D2 ヘテロ多量体を形成している(Lee et al., 2004)。これは D1 経路と
D2 経路に加え、第 3 の経路とも考えられている。DA によって活性化した D1-
D2 ヘテロ多量体は Gαq/11 とホスホリパーゼ C を活性化し、小胞体からの Ca2+

放出を引き起こすことで細胞内 Ca2+を増加させる(Hasbi et al., 2009; Rashid et al., 
2007; So et al., 2009)。細胞内 Ca2+の増加は Calcium calmodulin kinase II (CaMKII)
を活性化するとともに、側坐核と腹側被蓋野において D1-D2 ヘテロ多量体を介
した CaMKaII の活性化は脳由来神経伝達因子を増加させることが報告されてい
る(Hasbi et al., 2009)。これらのシグナルは神経細胞の発生や成長などに関与し、
その障害は統合失調症などの神経疾患の原因となる。ラットに対するアンフェ

タミンの慢性投与や統合失調症患者由来淡蒼球において D1-D2 アゴニストに対
するアフィニティが増加することが知られており、薬物依存と統合失調症に関

与すると考えられている(Perreault et al., 2010)。また、うつ病患者の線条体にお
いて D1-D2ヘテロ多量体が増加することが報告されている(Pei et al., 2010)。D1-
D2ヘテロ多量体形成は D1の C末端 404Gluおよび 405Gluと D2の第 3細胞内ルー
プの 274Arg および 275Arg による静電的結合に基づく(Hasbi et al., 2014)。D1 の
404Gluおよび 405Glu を含む C末端ペプチドを導入することで D1-D2ヘテロ多量
体形成が阻害され、このペプチドをラットに投与するとうつ病の症状が改善す

ることが報告されている(Shen et al., 2015)。このように、中枢神経において D1
と D2 はその発現パターンとアフィニティの違いによって異なる経路を活性化
させて機能を制御しており、さらに D1-D2 共発現神経は特徴的な機構で活性化
する神経経路としての役割を有している。 

 
β細胞におけるDAがインスリン分泌を阻害する機構について、私の研究から

D1 が関与することが分かった。D1 アンタゴニスト SCH23390 と SKF83566 が
DAを阻害し、インスリン分泌を増加させることを示した。先行研究において β
細胞では D2 様受容体がインスリン分泌抑制に関与することがよく知られてい
た (Rubi et al., 2005; Ustione et al., 2013a)。一方で Chenらはラット β細胞では D2
ではなく、むしろ D1が発現していることを報告している (Chen et al., 2014)。ヒ
トと 2 つのマウス系統の膵島での DA 受容体の発現パターンが異なることも報

告され (Amisten et al., 2017)、ICR系統のマウス膵島で D1と D2の mRNA発現が
高く、ヒトではD2のmRNA発現が高いことを示している。これまで特にD2様
受容体と β細胞の機能について注目されてきたが、異なる 2つの D1と D2がど
のような関係性で β 細胞に働くか分かっていなかった。今回の研究により、D1
が DA による β 細胞の機能調節に重要であること、D1-D2 がヘテロ多量体を形
成することでシグナルを調節することを明らかにした。 
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本研究により D1-D2 ヘテロ多量体アゴニストとして知られている SKF83959
がインスリン分泌を抑制することを示した。SKF83959 は元々D1 の部分的アゴ
ニストとして知られ、D1に対して高いアフィニティ (Ki ≤ 1.10 nM) を持ち、D2
に対しては低アフィニティ (Ki ≤ 920 nM) であることが知られている。さらに
SKF83959 は D1-D2 ヘテロ多量体に結合し、D2 に対する結合部位はヘテロ多量
体形成によって現れるとされる (Rashid et al., 2007)。D2OEが低濃度 (10 nM) の
SKF83959に応答して高グルコース条件における細胞内Ca2+を減少させる結果は、

Duolink PLA assayと western blottingの結果とも一致している。SCH23390によっ
て DAまたは SKF83959が阻害されたことからも、DAと SKF83959が D1-D2ヘ
テロ多量体に作用していると解釈した。 

 
DA は高グルコース条件下で細胞内 Ca2+と cAMP を減少させ、インスリンの

開口放出を抑制するが、この機構には Gαi/o が重要であることを示した。Gαi/o
はアデニル酸シクラーゼの活性を抑制することから、DAが Gαi/oの活性化を通
して cAMPの合成を阻害していると考えられる。さらに、Gαi/o阻害剤が DAに
よる細胞内 Ca2+の減少を部分的に阻害したが、これには Gαi/o の活性化による
Gβγの遊離が関与すると考えられる (Yim et al., 2018)。Gβγは G-protein-activated 
inward rectifying potassium (GIRK) channelを活性化することで K+を細胞外へ排出

させ、過分極させる (Dascal & Kahanovitch, 2015)。加えて、VDCCとの直接的な
作用や soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE) 
の阻害も報告されている (Wells et al., 2012; Yoon et al., 2007)。一方で D1-D2ヘテ
ロ多量体は神経細胞において Gαq/11を活性化することで細胞内 Ca2+を増加させ

るが(Lee et al., 2004)、β細胞において今回得られた、D1-D2ヘテロ多量体の活性
化が一過性の細胞内 Ca2+減少とその後の回復を引き起こす詳細な分子機構につ

いては未解明である。 
 
D1OE では高グルコース条件において細胞内 DA 添加による Ca2+とインスリ

ン分泌の減少がほとんど見られなかった。D1は一般的に Gαsを活性化する。過
剰な D1の発現により D1のシグナルが優勢になっているため、ヘテロ多量体を
介した阻害が見られないのではないかと予想される。一方で D2OE では糖応答
性が失われていた。これまでに坂野らは、D2強制発現した β細胞株では cAMP
の合成を阻害することで β 細胞特異的な遺伝子の発現が減少する脱分化とアポ
トーシスが誘導されることを明らかにしている (Sakano et al., 2016)。前述の通り、
培養中の β 細胞間ではインスリン分泌と同時に局所的に DA シグナルが働いて

いることが推察される。D2を介したシグナルが活性化されることで脱分化が進
行しており、その過程で機能不全が生じたのだと考えられる。これは、2 型糖
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尿病の進行する過程で、β 細胞の脱分化や細胞死が起こるのに先立って 2 相性
インスリン分泌という β細胞機能が低下が進行するという考え(Seino et al., 2011)
に一致する。D2OEは D1-D2ヘテロ多量体を増加させるが、D2同士のホモ多量
体も増加させ、むしろ D2 ホモ多量体のほうが分子数として優勢であることが
推察される。過剰量のDAに対してはD2ホモ多量体が優勢であるため細胞死が
引き起こされる。一方で D2OE において D1-D2 ヘテロ多量体のみを SKF83959
によって活性化した場合には細胞死を引き起こさないことからも、D2ホモ多量
体の活性化と D1-D2 ヘテロ多量体の活性化はシグナルが異なることを示唆して
いる。これらの結果は D1の D2シグナルに対する調節機構としての役割を示し
ている。β細胞における DA受容体の発現や活性が β細胞の発生や老化、糖尿病
の進行に関連して変動するかは現状ではわかっていないが、興味深い点である。 
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第 5章 結語 

GPCR は他の GPCR と多量体を形成することでシグナルが変化することが知

られている (Ferré et al., 2014)。β細胞でも GPCRのヘテロ多量体形成によって典
型的なシグナルと異なるシグナルを生じる場合が報告されており、例えばグレ

リン受容体 GHS-R1aは Gαq/11と結合するとされているが、β細胞ではソマトス
タチン受容体 SST5 と会合することで Gαi/o を活性化することが知られている 
(Park et al., 2012)。また、D2は他に多種の GPCRと会合する’ハブ受容体’として
働くことが知られている (Borroto-Escuela et al., 2014)。さらに、D1 は一般的に
Gαsを活性化することは広く知られているが、Gαiとも結合しうることが明らか
になっている (Okashah et al., 2019)。近年では、D2様受容体に加えて、アドレナ
リン受容体が DA と結合してインスリン分泌を阻害することが報告された 
(Aslanoglou et al., 2021; Sánchez-Soto et al., 2018)。今回、D1-D2ヘテロ多量体に着
目してその役割を明らかにしたが、これは β 細胞における巨大な GPCR ネット
ワークの一端を発見したに過ぎず、今後、さらなる研究が期待される。 
一方で、β細胞株においてDAによる細胞内へのCa2+流入の阻害には抗アポト

ーシス作用があるため、前述の β 細胞における TH 活性の役割と合わせて、DA
が β 細胞の機能を抑制するブレーキとしての作用が β 細胞の機能を生涯にかけ
て長期的に維持するために重要であることが示唆されている。本研究の成果は、

β細胞における D1は D1-D2ヘテロ多量体形成を介して D2のシグナルが過剰に
ならないよう調節する役割を有するということを提唱するものであり、DA に

よる細胞間シグナルの解明が糖尿病の発症予防および治療に貢献することが期

待される (図 18)。  

図 18: D1-D2 ヘテロ多量体と D2
ホモ多量体の β 細胞における役
割。DA は D2 ホモ多量体を介し
て細胞内 Ca2+と cAMP を減少さ
せることでインスリン分泌を阻
害するが、長期的かつ過剰に
DA-D2 シグナルが活性化するこ
とは β細胞の機能不全や細胞死を
引き起こす。一方で D1-D2 ヘテ
ロ多量体は SKF83959 によって活
性化し、一過的な Ca2+の減少を
引き起こし、インスリン分泌を
阻害する。D1 が存在すること
で、DA存在下で D1-D2ヘテロ多
量体が形成され、一過的にイン
スリン分泌を抑制するが、D2 ホ
モ多量体の過剰な活性化を防
ぎ、細胞死から保護する役割を
有すると考えられる。 
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