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研究成果の概要（和文）：小腸より分泌されるincretinは膵に対する作用(insulin分泌増強/glucagon分泌抑制)を介し
て血糖を低下させる。本研究ではincretinの新たなる作用部位として肝臓に着目し、培養実験にて同シグナルの肝細胞
内への到達とそれに伴う糖脂質代謝関連遺伝子の発現動態の変化、更には同細胞質内での脂肪分画組成の変化や培養上
清中の糖レベルの変化、更には同剤の投与によるマウス肝内での糖脂質代謝の変化を確認した。本研究結果はincretin
の新たな糖脂質代謝調節機構としての肝細胞を介した経路の存在を示しており、更なるincretin関連薬の臨床的有用性
の可能性を広げた。

研究成果の概要（英文）：Incretin is a naturally occurring peptide secreted by the L or K cells of the smal
l intestine.  Incretin regulates glucose-mediated insulin and glucagon productions by pancreatic beta and 
alpha cells.  In this study, we demonstrated that incretin has a cognate receptors on human and mouse hepa
tocytes and that incretin has a direct effect on the reduction of hepatic steatosis in the absence of insu
lin.  Incretin increased the phosphorylation of PDK-1, AKT, and protein kinase C in HepG2 and Huh7 cells. 
 Incretin-treated hepatocytes resulted in a significant increase in cAMP production as well as reduction i
n mRNA expression of fatty acid synthesis-related genes.  Finally, incretin treatment reversed hepatis sta
tosis in mouse, but little effect occurred in hepatic fibrosis and cell proliferation.  In conclusion, our
 data suggest that incretin has a novel direct effect on hepatocytes glucose and fat metabolism.  
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１．研究開始当初の背景 
近年、糖代謝に及ぼすインクレチンの作用

機序の解明が進み、その結果として糖尿病に

対し様々なインクレチン関連薬が現在臨床

応用されつつある。インクレチンは食事摂取

に反応し消化管より分泌される血糖降下作

用を有するホルモンであり、主に上部小腸粘

膜に存在する K 細胞より分泌される

glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide(GIP)と下部小腸粘膜に分布す

る L 細胞より分泌される glucagon-like 

peptide-1(GLP-1)が知られている。分泌され

たインクレチンは門脈血流によって膵臓に

運ばれその効果を発揮する。インクレチンは

膵β細胞に直接作用しグルコース濃度依存

性のinsulin分泌作用を増強し血糖降下に働

くが、更にインクレチンには膵β細胞に対す

る細胞増殖促進効果などの膵β細胞保護作

用も有することが知られている。一方、イン

クレチンには様々な膵外作用を有すること

が知られている。Miyawaki らは GIP の脂肪細

胞に対する糖取り込みや脂肪蓄積促進作用

を(Nat Med, 2002;8:738-742)、Tsukiyama ら

は 骨 芽細胞 に 対する 増 殖促進 作 用 や

apoptosis 抑制作用を介した GIP の骨組織へ

の Ca 蓄積作用を示している(Mol Endocrinol, 

2006;20:1644-1651)。 

一方、生体内における主要な糖脂質代謝の

場である肝臓に対するインクレチンの作用

に関してはこれまでほとんど研究されてい

ない。肝臓は生体内において最も多量の糖を

取り込む glucose regulator であり、それは

insulin などのホルモンや脂肪組織からの遊

離脂肪酸や adipokines などの情報を主に門

脈を経由し、得ることによって制御されてい

る。更に肝臓内に生じた脂質代謝変化が神経

シグナルを介して全身の代謝にも影響を及

ぼしていることが報告されるに至り、生体内

の代謝調整における肝の重要性は増すばか

りである。このような状況をふまえると、消

化管より分泌され門脈を介しその多くが肝

に流入するインクレチンが肝臓そのものに

何らかの直接的な影響を及ぼしている可能

性が大いに想定される。更に、インクレチン

は そ の 分 解 酵 素 で あ る dipeptidyl 

peptidase-4(DPP-4)により血中では数分で

分解・不活化されるために、その生体内にお

けるインクレチンの作用発現に門脈血中の

インクレチンが重要であることは想像に難

くない。 

多くの疫学調査によって高血糖(insulin

抵抗性)が様々な癌種における危険因子とな

ることが判明しているがその原因は不明で

ある。また、多くの糖尿病患者には脂肪肝が

合併するが、肝の脂肪化の進展は肝炎・肝線

維化をきたし非アルコール性脂肪性肝炎

(nonalcoholic steatohepatitis：NASH)を発

症し、肝発癌に関与する。 

以上の研究背景より、我々は肝臓に対する

インクレチンの様々な生理活性作用を探る

検討を開始するに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究ではインクレチンの肝臓での糖脂

質代謝に及ぼす影響、更には肝線維化や肝発

癌への関与を検討し、生体に及ぼす肝臓を介
．．．．

した
．．

インクレチン作用を明らかにすること

を目的とする。本研究結果は肝臓における新

たな糖脂質代謝調節機構を解明するととも

に、インクレチン関連薬の更なる可能性に繋

がると思われる。 

 

３．研究の方法 

（１）インクレチンの肝細胞に対する糖脂質

代謝への影響 

肝細胞株に対し GLP-1、GIP、更にはインクレ

チンミメティックを作用させ、細胞内脂肪量

や様々な糖脂質代謝関連酵素の発現動態を

検討する。更にはマウスを用いたインクレチ

ン投与実験を行い、マウス肝臓への糖脂質代



謝へのインクレチン投与の影響を組織学的

及び代謝酵素の観点から検討する。 

（２）インクレチンの肝線維化への影響 

肝の線維化進展には原因の如何に関わらず

肝星細胞の活性化が重要である。星細胞は活

性化すると TGF-βをはじめとする様々なサ

イトカインを発現し、パラクラインもしくは

オートクライン的に自身及び周囲細胞を活

性化し肝線維化を進展させる。そこで、イン

クレチンの肝星細胞活性化作用の有無を培

養細胞にて検討するとともに、インクレチン

投与によるマウス肝臓への線維化進展の有

無を検討する。 

（３）インクレチンの肝発癌への影響 

耐糖能異常は発癌と密接に関連している。ま

た前記のようにインクレチンには様々な細

胞に対する細胞増殖活性作用や抗 apoptosis

作用を有することが示されている。そこで、

肝発癌に及ぼすインクレチンの影響を検討

する意義があると考えた。そこで肝癌細胞株

を用いインクレチンの増殖能に及ぼす影響

や apoptosis への影響を検討し、更にはイン

クレチンによる細胞内 signal カスケードへ

の影響を検討する。 

 

４． 研究成果 

（１）インクレチンの肝細胞における糖脂質

代謝に及ぼす影響 

肝細胞及び肝癌細胞株(Huh7や HepG2)に GIP 

receptor の細胞表面への発現を確認した。更

に培養上清中に GLP-1、GIP、またはインクレ

チンミメティックを添加し、以下の検討を行

った。 

① 細胞内脂肪濃度の解析 

細胞内における脂肪蓄積量を Suan IV、Oil 

red O 染色にて可視化し定量し更には HPLC法

によって脂肪分画の変化を測定したところ、

その量的質的変化を認めた。 

② 糖代謝関連遺伝子発現動態の解析 

肝細胞内において糖代謝に関連する CREB, 

PGC1α, G6PC, PCK1, GK などの各酵素の発

現動態を mRNA レベルは real-time PCR 法に

て、蛋白レベルは Western blotting 法や免

疫染色法にて検討したところ、インクレチン

によるこれらの発現増強効果を認めた。 

③ 脂質代謝関連遺伝子発現動態の解析 

同様に SREBP-1&2, MLX, ACC, PK, PPARα, 

AOX,MTTP, DGAT-1&2, perilipin などの脂質

代謝に関連する酵素群の発現増強効果も確

認した。 

（２）インクレチンの肝線維化に及ぼす影響 

肝星細胞の細胞表面におけるGLP-1やGIP に

対する receptor の存在を確認した後、培養

上清中に GLP-1、GIP、またはインクレチンミ

メティックを添加し、以下の変化につき検討

した。 

① 細胞の形態的変化 

インクレチン投与によって肝星細胞の活性

化を示す筋線維芽様細胞への形質転化と免

疫染色によって細胞質内でのαSMA やデスミ

ンの発現を検討した。その結果、インクレチ

ンの形態学的な軽度の活性化作用を認める

も、明らかな蛋白発現は認めなかった。 

また、線維化関連遺伝子(procollagen, MMPs, 

TIMPs, ICAM-1, VCAM-1 など)の発現動態の解

析を real-time PCR 法や Western blotting

法にて検討するも有意な変化は認めなかっ

た。 

② 線維化関連サイトカインの発現動態の解

析 

肝星細胞は活性化の過程で TGFβ, PDGF など

のサイトカインを分泌し、パラクラインもし

くはオートクライン的に活性化されること

が知られている。そこで、これらサイトカイ

ンの培養上清中における変化を検討したと

ころ、その分泌増強作用を確認した。 

（３）インクレチンの肝発癌に及ぼす影響 

肝癌細胞に対する増殖能やapoptosisに及ぼ

すインクレチンの影響を検討した。 

① 細胞の増殖能や apoptosis に及ぼす影響 



肝癌細胞株培養上清中にインクレチンを添

加後、細胞増殖能の変化を cell counting や

MTT assay にて、また apoptosis の程度を

TUNEL 染色にて評価、更にはフローサイトメ

トリーにて細胞周期率を測定するも、有意な

変化に乏しかった。 

② 細胞増殖関連 signal 遺伝子の発現動態

の解析 

MAPK, JNK, PI3 kinase, TGFβ/Smad などの

細胞増殖能に関与する細胞内 signal 遺伝子

群のインクレチンによる発現動態の変化を

real-time PCR 法や Western blotting 法にて

検討するも、有意な変化を認めなかった。 

③ Apoptosis 関連遺伝子の発現動態の解析 

同様に apoptosis に関連する Bcl-2 family, 

caspase などの遺伝子群の発現動態の変化も

検討したが同様であった。 

（４）In vivo におけるインクレチンの肝に

及ぼす影響 

上記の in vitro の解析結果よりマウスによ

る in vivo でのインクレチン投与実験を行っ

た。具体的にはマウスにインクレチンミメテ

ィックを投与し、以下につき検討した。 

① 肝組織学的検討 

インクレチン投与による肝脂肪化の改善に

加え軽度の炎症や肝線維化の改善効果を認

めた。更には、PNCA 染色や BrdU labeling 

index 、 TUNEL 染 色 に よ り 細 胞 増 殖 や

apoptosis におけるインクレチンの影響を評

価するも、これらに変化は認めなかった。 

② 肝における糖脂質代謝関連遺伝子の発現

動態の解析 

In vitroと同様にインクレチンによるこれら

の遺伝子群の発現変化を確認した。尚、線維

化関連遺伝子や細胞増殖やapoptosisに関連

する遺伝子の発現動態には変化を認めなか

った。 
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