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研究成果の概要（和文）：GIPは腸管内分泌K細胞から分泌され、インスリン分泌を促進するインクレチンである。脂質
の摂取はGIP分泌を亢進させるが、その分泌機序は不明であった。我々は、蛍光蛋白GFPによりK細胞を可視化できるGIP
-GFP knock-inマウスを作製しK細胞内に特異的に発現する遺伝子の同定に成功した。同マウスK細胞を用いたマイクロ
アレイ解析から、我々は脂肪酸結合タンパク5 (FABP5) と脂肪酸受容体GPR120がK細胞に特異的に発現し、脂質摂取時
のGIP分泌に関与することを明らかにした。また高脂肪食肥満状態で転写因子Pdx1とRfx6がK細胞内で増加し、GIPの遺
伝子発現を高めることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：GIP is an incretin secreted from enteroendocrine K cells in response to nutrient 
ingestion and potentiates glucose-dependent insulin secretion from pancreatic beta-cells. Fat intake 
strongly stimulates GIP secretion. However, mechanisms of fat-induced GIP secretion had remained unclear, 
mainly because of inability to isolate K cells from intestinal epithelium. We generated GIP-green 
fluorescent protein knock-in (GIP-GFP) mice, in which K cells are labeled by enhanced GFP. Microarray 
analysis of K cells isolated from GIP-GFP mice enabled us to identify genes that are highly expressed in 
K cells. Among the genes, we clarified that fatty acid-binding protein 5 (FABP5) and free fatty acid 
receptor GPR120 play critical roles in GIP secretion in response to a single administration of fat. 
Furthermore, we demonstrated that transcription factors Rfx6 and Pdx1 are involved in production of GIP 
under High-fat diet feeding by increasing GIP gene expression in K cells.

研究分野： 代謝学
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1. 研究開始当初の背景 
gastric inhibitory polypeptide (GIP)は、摂食時の糖や脂質な
ど栄養素の刺激によって腸管内分泌K細胞から分泌され
るインクレチンである。食事摂取によって分泌された
GIP は、血行性に膵細胞に存在する GIP 受容体に作用し
てグルコース存在下にインスリン分泌を促進する。また
GIP 受容体は脂肪組織に存在し、糖や脂肪などのエネル
ギー蓄積に作用する。我々は GIP が同じインクレチンで
ある glucagon-like peptide-1 (GLP-1)に比較して摂取する
栄養素やエネルギー量によってその分泌量が大きく変化
し、特に脂肪摂取は GIP 分泌を強く誘導することを明ら
かにした (Yamane S, et al. J Diabetes Investig 2012.)。近年、
脂肪酸やオレオイルエタノールアミド(OEA)、胆汁酸を
リガンドとする G タンパク質共役受容体(GPCR)や脂肪
酸のトランスポーターfatty acid transporter 4(FATP4) が同
定され GLP-1 分泌への関与が報告されており、脂質摂取
時の GLP-1 分泌機序が明らかになりつつある。しかし、
栄養素の刺激に対して GIP を分泌する腸管内分泌腫瘍株
が存在しないことに加えて、生体内で K 細胞と他の腸管
上皮細胞を識別することが不可能なため、K 細胞におけ
るこれらの受容体の発現の有無や脂質摂取時に生じる K
細胞からの GIP 分泌過分泌の機序については不明な点が
多い。 
 
2. 研究の目的 
green fluorescent protein (GFP) による K 細胞の可視化お
よび回収を目的に作製した GIP-GFP knock-in (GIP-GFP)
マウスを用いてK細胞の特性とK細胞内に特異的に発現
する遺伝子を評価した。 
 
3. 研究の方法 
1) K 細胞の局在と特性に関する検討 
GIP-GFP ヘテロマウス(GIPgfp/+)の腸管(胃、上部小腸、下
部小腸、大腸)における K 細胞(GFP 陽性細胞)の局在と細
胞数を解析するため、抗 GFP 抗体を用いた免疫組織染色
とフローサイトメーターを用いた単離腸管細胞内の 
green fluoresence 強度の評価を行った。また各腸管部位か
ら単離回収した K 細胞または非 K 細胞(GFP 陰性細胞)を
用いて細胞内の GIP mRNA 発現量を RT-PCR 法で K 細胞
内 GIP 含有量を ELISA キットで比較検討した。腸管潅流
法を用いて上部小腸および下部小腸へのラード負荷後
10 分後の門脈内 GIP 血中濃度を測定した。 
2) K 細胞における脂肪酸受容体の発現と GIP 分泌への関
与の検討 
脂肪酸や OEA、胆汁酸などをリガンドとする GPCR 
(GPR120, GPR40, GPR41, GPR43, GPR119, TGR5) mRNA
発現量を腸管部位別に回収した K 細胞、非 K 細胞を用い
て評価した。特に本研究では長鎖脂肪酸受容体 GPR120
に注目し、GPR120 欠損マウス (GPR120-/-)や GPR120 
partial agonist (grifolic acid methyl ether)を用いて経口ブド
ウ糖負荷 (OGTT)や経口ラード負荷 (OLTT)時の総 GIP
血中濃度および血糖値、インスリン値を評価した。また
腸管潅流法を用いて上部小腸と下部小腸の管腔内へのラ
ード投与後の門脈内 GIP 濃度を測定した。 
3) FABP5 の GIP 分泌への関与の検討 
FABP5 の GIP 分泌への関与を検討するため、FABP5 欠損
マウス (FABP5-/-)を用いて糖 (OGTT)やラードオイル
(OLTT)経口負荷後の GIP 血中濃度を評価した。また 

FABP5-/-及び GIP 分泌が完全欠損した GIP-GFP ホモマウ
ス(GIPgfp/gfp)を用いて高脂肪食負荷下の体重の推移と CT
解析による脂肪量を評価した。 
4) 肥満状態における慢性的な GIP 分泌亢進の機序解明 
マウス腸管腫瘍株 STC-1 を用いて Rfx6 siRNA による
Rfx6 ノックダウンや expression plasmid による Rfx6 過剰
発現下の GIP mRNA 発現量、細胞内 GIP 含有量、GIP 分
泌量を評価した。また GIP プロモーターへの Rfx6 の結
合や GIP プロモーター活性を評価するため、one-hybrid 
assayと luciferase reporter assayを行った。in vivoでのRfx6
の意義を検討するため、GIP-GFP ヘテロマウス(GIPgfp/+)
に高脂肪食負荷と通常食負荷を行い、負荷後の腸管内
GIP 発現や GIP 含有量、K 細胞数、K 細胞内遺伝子発現
を比較した。 
 
4. 研究成果 
1) K 細胞の局在と特性に関する検討 
GIP-GFP ヘテロマウスを用いて K 細胞(GFP 陽性細胞)の
局在と発現部位ごとに発現するK細胞の特性を検討した。
フローサイトメトリー解析から K 細胞は、上部小腸と下
部小腸のみで発現し、胃や大腸では認めなかった。抗 GFP
抗体を用いた免疫組織染色評価では、K 細胞数は、下部
小腸より上部小腸で有意に高かった。フローサイトメト
リー解析から上部小腸と下部小腸の K 細胞数は、それぞ
れ腸管上皮細胞全体の 0.052%と 0.028%と上部小腸で有
意に高かった。フローサイトメーターを用いて上部小腸
および下部小腸の K 細胞と非 K 細胞(GFP 陰性細胞)を回
収し、K 細胞内 GIP mRNA 発現と GIP 含有量を評価した。
GIP mRNA 量と GIP 含有量は、K 細胞でのみで認め、非
K 細胞では認めなかった。また GIP mRNA 量と GIP 含有
量は下部小腸K細胞に比較して上部小腸K細胞で有意に
高かった。K 細胞数と K 細胞内 GIP 含有量が高い上部小
腸と低い下部小腸の腸管にラード潅流後の門脈内 GIP 血
中濃度を測定したところ、上部小腸へのラード潅流時の
GIP 濃度が下部小腸に比較して高かった。以上から栄養
素刺激後の GIP 分泌に細胞数や GIP 含有量に高い上部小
腸 K 細胞が重要であることが明らかとなった。 
2) K細胞内の脂肪酸受容体発現とGIP分泌への関与の検
討 
上部小腸と下部小腸内 K 細胞と非 K 細胞での脂肪酸や
OEA、胆汁酸などをリガンドとする GPCR mRNA 発現を
評価したところ、長鎖脂肪酸受容体 GPR120 のみが上部
小腸 K 細胞に特異的に高発現し、一方で長鎖脂肪酸受容
体 GPR40 と短鎖脂肪酸受容体 GPR43 が下部小腸 K 細胞
で高発現していた。また GPR41、GPR119、TGR5 発現は
下部小腸 K 細胞で高い傾向にあるが、有意な差は認めな
かった。GPR120 が細胞数および GIP 含有の高い上部小
腸K細胞で高発現していることが明らかになったことか
ら、K 細胞における GPR120 の役割を明らかにするため
に野生型マウス(WT)と GPR120-/-に経口ブドウ糖負荷試
験(OGTT)と経口ラード負荷試験(OLTT)を行い、GIP 分泌
量を比較検討した。OGTT 時の GIP 血中濃度は WT と
GPR120-/-間に有意な差を認めなかったが、OLTT 時の GIP
血中濃度は WT に比較して GPR120-/-で有意に低下した。
OGTT 時の血糖値およびインスリン値は両群間で有意な
差を認めなかったが、OLTT 時の GPR120-/-の血糖値は、
WT に比較して有意に上昇した。また GPR120-/-のインス
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リン値は WT に比較して負荷 15 分値で低下したが、有意
差を認めなかった。薬物的な GPR120 阻害が GIP 分泌に
及ぼす影響を検討するため、WT マウスに対して GPR120 
partial agonist である grifolic acid methyl ether を経口で前
投与し OGTT と OLTT を行った。OGTT 時の GIP 血中濃
度は両群間に有意な差を認めなかった。一方 grifolic acid 
methyl ether 投与群は、コントロール群と比較して有意に
OLTT 時の GIP 血中濃度の低下を認めた。OGTT と OLTT
負荷時のインスリン値と血糖値は、両群で有意な差を認
めなかった。以上から GPR120 シグナルは、脂肪摂取後
のK細胞からのGIP分泌に深く関与することが示された。 
3) 脂肪酸結合蛋白 FABP5 の GIP 分泌への関与 
単離K細胞と非K細胞を用いたマイクロアレイ解析から、
我々は脂肪酸結合蛋白 fatty acid binding protein 5 (FABP5)
が K 細胞で特異的に高発現することを見出した。定量的
PCR 法で小腸 K 細胞と非 K 細胞を用いて FABP5 の発現
量を比較すると、FABP5 mRNA 発現は上部小腸 K 細胞で
有意に高かった。WT と FABP5-/-に OGTT と OLTT を行
い、GIP 分泌量を比較検討した。OGTT 時の GIP 血中濃
度は両群間に有意な差を認めなかったが、OLTT 時の GIP
血中濃度は WT に比較して FABP5-/-で有意に低下した。
これまでに FABP5-/-は WT に比較して高脂肪食負荷時の
体重や肥満が抑制されることが報告されている (Maeda 
K, et al. Diabetes 52,2003.)。そこで FABP5 欠損によるこの
肥満抑制が GIP 分泌量低下によるものかを検討するため、
FABP5 と GIP 分泌が完全欠損する GIP-GFP ホモマウス
(GIPgfp/gfp)とのダブル欠損マウスを作製した。高脂肪食負
荷状態では既報と同様に FABP5 欠損によって有意な体
重の低下を認めた。そして GIP 分泌欠損下(GIPgfp/gfp)で
FABP5 を欠損させる(FABP5-/-)と、体重抑制効果が消失し
た。また高脂肪食負荷後に CT を施行して脂肪量の評価
を行ったところ、FABP5-/-は WT と比較して脂肪量の低下
を認めた。しかし、GIP 分泌欠損下では、FABP5-/-と WT
間の脂肪量に有意な差を認めなかった。以上から K 細胞
からのGIP分泌低下がFABP5欠損による高脂肪食負荷下
の体重減少に関与していることが明らかとなった。 
4) 肥満状態における慢性的な GIP 分泌亢進の機序解明 
これまで、腸管内の K 細胞の発生において pancreatic and 
duodenal homeobox 1 (Pdx1)の関与が知られている。単離
K 細胞と非 K 細胞を用いたマイクロアレイ解析から、
我々は K 細胞に特異的に発現する転写因子 regulatory 
factor X 6 (Rfx6)を同定した。免疫組織学的評価では
GIP-GFP ヘテロマウス上部小腸において Rfx6 陽性細胞
が K 細胞に一致することが確認された。Rfx6 の K 細胞
での機能的な意義を検討するため、マウス腸管腫瘍株
STC-1 を用いて解析を行った。Rfx6-knockdown STC-1 細
胞では、コントロールと比較して GIP mRNA 発現、細胞
内 GIP 含有量及び GIP 分泌の有意な低下を認めた。Rfx6
の GIP 遺伝子発現に対する作用を検討するため Rfx6 と
GIP プロモーター遺伝子を用いた one-hybrid assay を行い、
GIP ブロモーター上流 5216～6215 bp に Rfx6 の結合を認
めた。また、GIP プロモーター遺伝子を用いた luciferase 
reporter assay では、one-hybrid assay で確認した Rfx6 結合
部位を欠損すると luciferase の活性低下を認めたことか
ら、同部位が GIP 遺伝子活性に重要な部位であることが
判明した。また、expression plasmid を用いた Rfx6 強発現
下では GIP mRNA 発現量の増加を認めた。以上から Rfx6

が GIP 遺伝子の発現調整に関与していることが示された。 
以前に我々は日本人健常者において OGTT 時の GIP 分泌
量は、BMI と正の相関を示すことを明らかにした(Harada 
N, et al. J Diabetes Investig 2011.)。また ob/ob マウスはコ
ントロールマウスに比較して GIP 血中濃度が高く、小腸
内の GIP 含有量が増加していることが報告されている
(Bailey CJ, et al. Acta Endocrinol 1986)。以上の結果から肥
満状態下では GIP 分泌亢進が認められ、その原因として
小腸内の GIP 含有量の増加が想定される。そこで
GIP-GFP ヘテロマウスに高脂肪食負荷を行い、肥満状態
における K 細胞内の遺伝子発現を評価した。正常な GIP
遺伝子を 1 つしか持たない GIP-GFP ヘテロマウスにおい
ても、通常食負荷と比較して高脂肪食負荷によって有意
な体重増加を認め、食事負荷終了後の OGTT 時に高脂肪
食肥満状態で GIP 分泌の増加を認めた。高脂肪食負荷
GIP-GFP ヘテロマウスでは、通常食負荷 GIP-GFP ヘテロ
マウスと比較して上部小腸内のK細胞数に差を認めない
が、小腸の GIP 含有量の有意な増加を認めた。さらに、
高脂肪食負荷 GIP-GFP ヘテロマウス小腸 K 細胞の GIP 
mRNA および Rfx6 mRNA、Pdx1 mRNA 発現量は、通常
食負荷GIP-GFPヘテロマウス小腸K細胞に比較して有意
に増加していた。よって K 細胞に高発現する転写因子
Rfx6 は、高脂肪食負荷肥満マウスにおける腸管内 GIP 含
有量を増加させて高脂肪食肥満下の GIP 分泌亢進に関与
することが示唆された。 
 
以上の結果から我々は、K 細胞の可視化および回収を目
的に作製した GIP-GFP knock-in (GIP-GFP)マウスを用い
て K 細胞の特性を詳細に解析することが可能となった。
そしてK細胞内に特異的に発現する遺伝子を同定するこ
とに成功し、脂肪摂取時の GIP 分泌亢進の機序を明らか
にした。 
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