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研究成果の概要（和文）：本課題では糖尿病病態におけるグルカゴン分泌と膵α細胞機能の重要性解明と新規治
療法開発を目指し、「α細胞は複数ホルモンの分泌バランスが変化する様々な機能的多様性(subtype)を呈
し」、「糖尿病においてはα細胞の機能的変化がおこり、これがグルカゴン過剰と共に膵島内GLP-1減少を介し
て病態悪化に関与する」という新しい概念仮説の分子生物学的検証を試みた。研究結果によりグルカゴンと
GLP-1の分泌変化に関わる因子としてα細胞におけるDPP-4発現の変化を新規に見出し、次世代の治療や研究につ
ながるものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this research project, we aimed to validate a hypothesis; the pancreatic 
α-cells exhibit different subtypes, and a functional shift of α-cells contributes to the 
pathophysiological exacerbation of diabetes via excessive glucagon secretion together with impaired 
intra-islet effects of GLP-1. Using an in vitro model of α-cells by glucagon-secreting InR1G cells,
 we confirmed an excessive glucagon secretion by 12-h chronic high-glucose load to the cells while 
GLP-1 secretion was not. On the other hand, we picked up an incretin-degradation enzyme DPP-4 as a 
candidate responsible for the alteration of glucagon and GLP-1 secretion since 24-h glucose load to 
the cells significantly and reproducibly upregulated DPP-4 gene expression. The results of the 
project indicated the significance of pancreatic α-cell functions including various hormone 
secretions, which may lead us to the development of new therapeutic approach to diabetes targeting 
α-cells.

研究分野： 糖尿病学

キーワード： グルカゴン　糖尿病　GLP-1　DPP-4　ストレス応答　膵α細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大きな社会健康問題である糖尿病では、様々な治療アプローチが可能な一方、その病態の多様性から最適な治療
法選択と疾患コントロールに難渋することも少なくない。本研究成果は、糖尿病病態を「グルカゴン分泌異常と
膵α細胞機能変容」という新たな視点から捉えた新規治療標的の同定につながるものとして、糖尿病学における
学術的意義のみならず、将来の治療法開発に向けた研究基盤としての社会的意義を有するものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 全世界における大きな社会健康問題である糖尿病に対し現在、様々な治療が行われているが、
その疾患コントロール状況はいまだ不十分であり、またこれまでの診療はインスリンの質的・量
的不足の改善に特化するあまり低血糖・肥満といった臨床的問題点も残存している。そのような
なか近年、糖尿病病態におけるグルカゴン分泌異常の大きな寄与が再注目され、その治療的重要
性が認識されている 1)。加えてグルカゴンを分泌する膵 α細胞についても注目が集まり、最近の
基礎研究によりグルカゴンに加え GLP-1(Glucagon-Like Peptide-1)・GIP・アセチルコリン(Ach)と
いった様々な生理活性物質を産生・分泌して近隣の β細胞機能に影響すること、分化転換を介し
β細胞量の維持に寄与するなど、膵島全体の質・量の両者に深く関わっていることが明らかとな
ってきた 2)。特に最近、腸管由来 GLP-1 ではなく α 細胞由来 GLP-1 の血糖改善における中心的
役割も提唱されている 3)。すなわち α細胞機能異常の解明が、次世代糖尿病治療を考えるうえで
重要であるといえる。 
しかし、これまで糖尿病における α細胞グルカゴン分泌異常の詳細な機序は不明であった。そ

のようななか我々は、α細胞に対する慢性高グルコース負荷が細胞内ストレス増大とインスリン
シグナル障害を介して、グルカゴン分泌過剰を誘導する
ことを明らかとした 4)。この検討において、高グルコー
スは直接膵島や細胞に作用しグルカゴン分泌過剰を惹
起したが、一方でその前駆物質プログルカゴンの遺伝子
発現は増加しておらず、単なる量的変化を超えた機序が
想定される。そこでグルカゴンと同様にプログルカゴン
から産生される GLP-1 の α 細胞における発現の可能性
を考慮すると、α細胞における複数ホルモンの分泌バラ
ンス異常、すなわちグルカゴン分泌過剰や GLP-1 減少
を呈する「悪玉」α細胞への変化（機能的多様性を有す
る α細胞の異常）が想定される【図 1】。 
 
２．研究の目的 
 2010 年代以降の糖尿病学においては、臨床・研究ともに、これまでのインスリン一辺倒であ
ったものから、グルカゴンを含めた包括的な病態を捉える方向へとシフトし、特にグルカゴンと
α細胞は大きな注目を集めている。一方、包括的な α細胞機能制御機構の詳細については未だ不
明である。そこで本課題では、糖尿病病態におけるグルカゴン分泌と膵 α細胞機能の重要性解明
と将来の新規治療法開発を目指し、「α 細胞は複数ホルモンの分泌バランスが変化する様々な機
能的多様性(subtype)を呈し」、「糖尿病においては α細胞の機能的変化がおこり、これがグルカゴ
ン過剰と共に膵島内 GLP-1 減少を介して病態悪化に関与する」という新しい概念仮説の分子生
物学的検証を試みた。 
 
３．研究の方法 
①グルカゴン分泌細胞株におけるホルモン分泌パターン変容の解析 
 外的刺激応答性にグルカゴン分泌が変化しうる InR1G 細胞に対し、通常条件である 11mM グ
ルコースと糖尿病の慢性高血糖を模倣する 25ｍM グルコースを負荷し、グルカゴン・GLP-
1(Glucagon-Like Peptide-1)の分泌は Static Incubation 法で、また遺伝子発現は細胞から抽出した
mRNA を用いた RT-PCR〜Real-Time PCR 法で、蛋白発現は全細胞蛋白を用いた Western Blot 法
で、それぞれ評価した。グルカゴンと GLP-1 の測定はそれぞれに対する特異的 ELISA にて行っ
た。 
 
②糖尿病及び α細胞機能障害モデルマウス単離膵島における α細胞機能の解析 
 糖尿病モデルマウスおよびグルカゴン分泌異常を呈する α 細胞特異的インスリン受容体欠損
（αIRKO）マウス 5)、対照マウスの単離膵島に対し、上記①と同様の負荷・評価を行い、病態生
理学的意義を検証するべく、αIRKO マウスのコロニーを構築し、飼育を行った。各マウスの遺
伝型については抽出 DNA を用いた PCR 法により確認し、メンデルの法則に基づき適切な遺伝
子組み換え動物管理を行った。 
 
４．研究成果 
 本課題では、糖尿病病態の解明と新たな治療法の開発を目指し、グルカゴン分泌異常を「プロ
グルカゴン由来ホルモンの分泌バランス変化と α 細胞の機能的変容」ととらえた新しい概念仮
説を検証すべく研究を遂行した。 
①グルカゴン分泌細胞株におけるホルモン分泌パターン変容の解析 
 糖尿病における α細胞グルカゴン分泌異常の詳細と背景メカニズムを、グルカゴン分泌 InR1G
細胞を用いて解析を行った。グルカゴン分泌細胞株 InR1G に対し、11.1mM の通常グルコース濃



度もしくは 25mM の高グルコース負荷にて 12 時間培養
した後、1 時間 Static Incubation にて 1、7、25ｍM グル
コース下のグルカゴン分泌を評価した結果、25ｍM の高
グルコース下で培養した InR1G 細胞では 25mM の高グ
ルコース刺激時のグルカゴン分泌過剰を呈し、糖尿病と
同様のグルカゴン分泌異常の誘導を確認した【図 2】。一
方、グルカゴン遺伝子発現においては高グルコース負荷
による有意な増加は無く【図 3】、このグルカゴン分泌過
剰はグルカゴン生合成の増加によるものではないと考
えられた。次に、グルカゴンと同様にプログルカゴンよ
りプロセシングされる GLP-1 の分泌について、前述のグ
ルカゴン分泌過剰が誘導されている条件下で検討を行
ったところ、実際に高グルコース刺激応答性の分泌増加
を見出したほか、長時間高グルコース負荷による高グル
コース刺激下 GLP-1 分泌の有意な増加を確認した【図
2】。 
 そこで、生体内において GLP-1 の分解に関わり、糖
尿病病態に密接に関与することが知られている DPP-4
に注目したところ、膵島、特に α細胞に発現しているこ
とが報告されている 6)。実際に InR1G 細胞においてそ
の蛋白質発現を Western Blot 法にて確認した。次に、
DPP-4 遺伝子を定量的 Real-Time PCR で検討すべく、デ
ータベースを検索して唯一 hit した cDNA 配列からプライマーを 3 セット作成し、予備検討によ
り定量的検討が可能と判断したプライマーセット 2 セットを確立した。これらを用い、InR1G に
おける DPP-4 遺伝子発現について長時間高グルコース負荷 24、48、72、120 時間後の経時的な
発現変化を評価したところ、25mM グルコース負荷 24 時間時点において DPP-4 遺伝子発現量の
有意な増加が確認された【図 3】。 
 
②糖尿病及び α細胞機能障害モデルマウス単離膵島における α細胞機能の解析 
 上記結果より示唆される α細胞の機能的・分子生物学的変化を生体内で検証すべく、モデルマ
ウスの病態生理学的解析を計画した。グルカゴン分泌過剰を呈する病態モデルである αIRKO マ
ウス系統を作製し、コロニー拡大を図ったが、2020 年の新型コロナウイルス感染症（COVID-19）
パンデミックをはじめとする様々な技術的事由のため繁殖に困難が生じ、結果的に系統の放棄
に至った。代替実験として、対照正常マウスからの膵組織採取による組織学的評価と単離膵島に
おける機能評価の計画・準備を行った。 
 
 これらの研究結果より、膵 α 細胞はグルカゴンに加
え GLP-1 を産生分泌しており、長時間高グルコース負
荷といった代謝ストレスによりこれらのホルモン分泌
を変化させうること、そしてその背景病態の一部に
DPP-4 発現増加が関与している可能性が示された【図
4】。グルカゴンと GLP-1 の分泌変化に関わる因子とし
て α 細胞における DPP-4 発現の変化を新規に見出し、
次世代の糖尿病治療や研究につながるものと考えられ
た。 
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