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研究成果の概要（和文）：プログルカゴン遺伝子欠損マウスの血漿に対しグルカゴンのイムノアッセイを行った
ところ、サンドイッチELISAではグルカゴンは検出されなかったのに対し、2つの異なる競合法イムノアッセイキ
ットにおいてはグルカゴンが検出された。一方で、プログルカゴン遺伝子欠損マウスの胃抽出物において、イム
ノアッセイの陽性反応が観察された。さらに、プログルカゴン欠損マウスの様々な臓器において様々な抗グルカ
ゴン抗体を用いて免疫染色を行った結果、現在までに胃の一部においてグルカゴン陽性細胞が観察されている。
プログルカゴンに由来しないグルカゴン様の構造を有する分子が胃で産生されている可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：When glucagon immunoassays were performed on plasma of proglucagon 
gene-deficient mice, positive reaction was undetected by sandwich ELISA, whereas detected in two 
different competitive immunoassay kits. On the other hand, in the gastric extract from proglucagon 
gene-deficient mice, positive reaction of the immunoassay was detected. Furthermore, by 
immunohistological analyses using various anti-glucagon antibodies in proglucagon-deficient mice, 
glucagon-positive cells have been observed in stomach. It is suggested that a glucagon like-molecule
 underived from proglucagon may be synthesized in the stomach.

研究分野： 糖尿病

キーワード： グルカゴン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グルカゴンは血糖調節に重要な働きをしているにもかかわらず、測定系の精度が低かったため、プログルカゴン
由来の関連ペプチドとの交差反応により不正確な値が測定されると考えられていた。本研究によりプログルカゴ
ンに由来しない、グルカゴン様の構造を有する分子が生体内に存在する可能性が明らかになった。この分子はグ
ルカゴンに似た構造を有することでグルカゴン受容体を介して血糖調節に関わる可能性もあり、新しい血糖調節
メカニズムの発見につながる可能性もある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病においては、インスリン分泌の障害に加えてグルカゴン分泌抑制の障害も認められる。

そのために生じるグルカゴンの過剰な分泌は、肝臓からの糖新生を亢進させることで血糖値の
更なる上昇を引き起こすと考えられる。特に、β細胞破壊動物は高血糖と共に高グルカゴン血
症を示すことが知られているが、抗グルカゴン抗体の投与(Brand et al. Diabetes. 1996)、レプ
チンや GLP-1 製剤によるグルカゴン分泌抑制(Yu et al. PNAS. 2008; Wang et al. PNAS 
2015)により血糖値が低下することが報告されている。さらにはβ細胞破壊を行った膵α細胞
欠損マウス(Hancock et al. Mol Endocrinol 2010)、およびグルカゴン受容体欠損マウス
(Conarello et al.Diabetologia 2007, Lee et al. Diabetes 2011) がインスリン分泌低下にもかか
わらず正常血糖を維持することが明らかにされ、グルカゴン分泌異常こそが糖尿病の原因であ
るとする「グルカゴン中心説」が提唱されている(Unger and Cherrington. J Clin Invest 2012)。 
糖尿病におけるグルカゴンシグナリングの重要性が認識されている一方で、膵α細胞研究(グ

ルカゴン分泌研究)はβ 細胞研究(インスリン分泌研究)に比べ非常に遅れている。その最大の理
由として、現行のグルカゴン測定系の信頼性が低いことが挙げられる。グルカゴンは前駆体で
あるプログルカゴンがプロセッシングされて産生されるため、グルカゴンと共通のアミノ酸配
列を持つ分子が複数存在する。そのため、従来のグルカゴン測定は、グルカゴンの C 末端構造
がオキシントモジュリンやグリセンチンと異なることを利用し、グルカゴン C 末端特異的抗体
を用いたイムノアッセイにより行われている(以下、従来法)。しかし、血漿をゲル濾過クロマ
トグラフィーにより分離し、各分画ごとに従来法で測定を行うと、グルカゴンとは分子量の異
なる免疫陽性分画が複数存在することが知られている(Valverde et al. J Clin Endocrinol 
Metab 1974)。そのため従来法ではグルカゴンとは異なる分子も同時に測定していたという問
題点が指摘されており(Edgerton and Cherrington. Nat Med 2013; Campbell and Drucker. 
Nat Rev Endocrinol 2015)、より精度の高い測定系によるグルカゴン分泌動態の検証が求めら
れている。 
そのため申請者はグルカゴンの C 末端と N 末端それぞれに対するモノクローナル抗体を用

いることで反応特異性を大きく向上させたグルカゴンサンドイッチ ELISA を開発した(以下、
新開発法)。この新開発法により測定したヒトやマウスの血中グルカゴンの変動は、従来法によ
る測定結果とは大きく異なるものであった。特に、ストレプトゾトシンによるβ細胞破壊マウ
スについて新開発法による血中グルカゴンの測定を行った結果、従来法で測定される高グルカ
ゴン血症は認められず、逆にコンロトールマウスより低値を示すことが明らかになった(未発表
データ)。さらに自己免疫機序により 1 型糖尿病を発症する NOD マウスも同様の結果となっ
た(未発表データ)。これらの結果より、β 細胞破壊によるグルカゴンの C 末端抗体に結合す
る分子の増加がグルカゴン血症として認識されていたと考えられる。 
先に述べたゲル濾過クロマトグラフィーによる分離血漿のグルカゴン免疫陽性分画の分布 

(Valverde et al. J Clin Endocrinol Metab 1974; Bajorunas et al. Diabetes 1986) よりグルカ
ゴン C 末端抗体結合分子はペプチドであると推測されるが、このペプチドはこれまでに同定さ
れておらず、生理機能についても不明である。しかし、グルカゴンの C 末端構造は受容体との
結合に重要であることから（Huang et al. Diabetes 1986）、このペプチドがグルカゴン受容体
を介して膵β 細胞破壊マウスの高血糖に関わっている可能性が考えられた。 
 
２．研究の目的 
これまでグルカゴンとして測定されてきたグルカゴン抗体結合分子を同定するとともに、そ

の生理機能、特に血糖調節に関わる役割を明らかを行う。 
 
３．研究の方法 
グルカゴン抗体結合分子を多く含む組織を明らかにし、その組織を材料としてグルカゴン抗

体を用いたアフィニティカラム精製および逆相 HPLC による目的分子の単離と、質量分析器に
よる同定を行う。グルカゴン抗体結合分子の生理的な機能を、マウスによる in vivo の実験系
と培養細胞による in vitro の実験系により明らかにする。さらに、同定した分子の特異的抗
体を作製し、作製した抗体とグルカゴン C 末端抗体を組み合わせたサンドイッチ ELISA 法に基
づく特異的な測定系を作製する。この測定系を用いて、個体の栄養状態の変化や糖尿病モデル
マウスの糖尿病状態の推移に伴うグルカゴン C 末端抗体結合ペプチドの変化を測定し、血糖値
の変化との関連を解析する。 
 
４．研究成果 
サンドイッチ ELISA であっても抗体による非特異的な反応を完全に除外することが不可能な

ため、測定結果の信頼性についての評価を行うことが困難であり、このことはグルカゴン抗体
に交差するグルカゴン類似分子の同定を目指す本研究課題においても大きな問題であった。そ
こで抗体を用いない新たな測定系として、質量分析装置を用いたグルカゴン測定系を開発した。
血漿中のグルカゴン濃度について質量分析装置と既存のイムノアッセイとの比較検討を行った
ところ、サンドイッチ ELISA の測定値とは一致はしないものの比較的良好な相関を示す一方で、
競合法イムノアッセイとの相関は低いものであった。 
さらにプログルカゴン遺伝子欠損マウスの血漿に対しイムノアッセイを行ったところ、サン



ドイッチ ELISA ではグルカゴンは検出されなかったのに対し、2 つの異なる競合法イムノアッ
セイキットにおいてはグルカゴンが検出された。一方で、プログルカゴン遺伝子欠損マウスの
胃抽出物において、サンドイッチ ELISA に交差するペプチドが存在している可能性が明らかに
なった。さらに、プログルカゴン欠損マウスの様々な臓器において様々な抗グルカゴン抗体を
用いて免疫染色を行った結果、現在までに胃の一部においてグルカゴン陽性細胞が観察されて
いる。プログルカゴンに由来しないグルカゴン様の構造を有する分子が胃で産生されている可
能性が明らかになった。 
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