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研究成果の概要（和文）：オキシントモジュリン（OXM）はグルカゴンとアミノ酸配列が高い相同性を有した消
化管ホルモンで、申請者はグルカゴンはDPP-4及びNeprilycin（NEP）によって不活化されるが、OXMはNEPによっ
て不活化されないことを確認しており、NEPがOXMに及ぼす影響をLC-MS/MSを用いて検討した。NEP存在下でOXMは
大きなピークが1つのみ確認され、OXM（1-37）からOXM（1-35）が生成されることが確認できた。OXM（1-35）は
OXM（1-37）と同等の血糖降下及びインスリン分泌亢進作用を示した。OXMは不活化を受けにくいことから、従来
の糖尿病治療より有効である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Oxyntomodulin (OXM) is a gastrointestinal hormone with high amino acid 
sequence homology to glucagon, and we observed that glucagon was inactivated by DPP-4 and neprilysin
 (NEP), but OXM, unlike glucagon, was not inactivated by NEP. The effect of NEP on glucagon and OXM 
was examined using LC-MS/MS. 3 peaks were observed for glucagon in the presence of NEP, but only one
 large peak was observed for OXM, confirming the formation of OXM(1-35) from OXM(1-37). OXM(1-35) 
lowered blood glucose levels and promoted insulin secretions as well as OXM(1-37), suggesting that 
OXM may be more effective than conventional diabetes treatment because it is less likely to be 
inactivated.

研究分野：糖尿病

キーワード： グルカゴン　GLP-1
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オキシントモジュリン（OXM）は37個のアミノ酸から構成され、グルカゴンと非常に高い相同性を有したホルモ
ンで、血糖値を上げるグルカゴンと血糖値を下げるGLP-1の二つのホルモンの受容体活性を有している。OXMは血
糖降下作用を示すことが報告されているが、詳細な検討は非常に少ない。今回我々は分解酵素の一つである
Neprilycinによって、OXMは37個（OXM（1－37））から35個（OXM（1-35）)のアミノ酸配列に変化し、この分解
産物であるOXM（1-35）も血糖降下作用を有することを明らかにした。OXMは他のホルモンより不活化を受けにく
く、従来の糖尿病治療薬より有効な可能性が示唆された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
糖尿病はインスリン分泌の低下に加え、血糖上昇作用のあるグルカゴン分泌が相対的に亢進
しており、糖尿病の病態形成においてグルカゴンも非常に重要なホルモンである。これまでグル
カゴンは ELISA 法等の免疫学的な方法で測定されてきたが、血中濃度が低いことやアミノ酸配
列の相同性が高いホルモンと交差性を有している等、感度・特異度の点で正確に測定することが
困難であり、確立された測定法が長年存在していなかった。申請者はこれまでにグルカゴン VIP
ファミリーホルモンの glucagon-like peptide-1(GLP-1) や glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide(GIP)について受容体結合に基づく生理活性を測定するバイオアッセイを樹立してお
り(Yanagimachi T et al. Mol Metab 6:226-231, 
2017)、グルカゴンにおいても同様の測定法
を確立している。Proglucagonから膵 α細胞
ではグルカゴンが、腸管では GLP-1 やオキ
シントモジュリン(OXM)が産生され
る。OXMはグルカゴン/GLP-1の dual 
agonist として報告されているが、グ
ルカゴンとは C 末端側のアミノ酸配
列が 8個異なるのみで、非常に類似し
たアミノ酸配列を有している(図 1)。 
申請者はバイオアッセイ法でOXM
がグルカゴンとほぼ同等の強さでグ
ルカゴン受容体を活性化するが、
ELISA法では高濃度条件下でもOXM
は 5％程度の交差性しか示さなかっ
たことを報告している(Yanagimachi T 
et al. Front Endocrinol 11:214, 2020)。さ
らに DPP-4 によってグルカゴン及び
OXM の受容体活性は低下するが、
NEP によって活性が低下するのはグ
ルカゴンのみで、OXMの活性はほぼ
低下しないことをバイオアッセイ法
で確認している(図 2a-d)。以上より既
存の測定法ではグルカゴン活性を有
する全ての物質を検出できず、生理学
的及び病態生理学的にグルカゴン作
用を十分に解明できていないのでは
ないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は既存の測定法では検出できていないグルカゴンの生理活性を、グルカゴン受容
体を介したバイオアッセイ法で評価することである。GLP-1や GIPは Dipeptidyl peptidase-4(DPP-
4)によって分解されるが、グルカゴンや OXMに関してはほぼ検討されていない。近年 GLP-1は
DPP-4 以外に Neutral endopeptidase(NEP)によって分解されることが報告されたが（Johanne A 
Windeløv et al. Diabetologia 60:2066-2075, 2017）、グルカゴン、OXMに関してわずかな検討がある
のみである。更に DPP-4や NEPによる影響を考慮されずに測定されてきた報告が国内外共に多
い。これらを踏まえ、DPP-4 及び NEP がグルカゴンの生理活性に及ぼす影響をバイオアッセイ
法と既存の ELISA 法で比較し、我々がこれまで見逃していたと考えられる OXM も含めたグル
カゴンの生理活性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) in vivo及び ex vivoで DPP-4や NEPがグルカゴン測定値に及ぼす影響の評価 
① DPP-4 欠損ラットにグルカゴン(±NEP 阻害薬)を投与した際のグルカゴンの血中濃度を、バ
イオアッセイ法で評価する。 
② 内因性のホルモン分泌を刺激するためマウスにアルギニンを投与し、採取した血液サンプル
中のグルカゴン受容体活性及びグルカゴンの血中濃度を NEPの有無に分けて検証する。 
(2) NEP存在下のグルカゴン、OXMの分解代謝過程の検証 
NEPで処理した際のグルカゴンや OXMの分解産物を LC-MS/MSで解析する。 
(3) OXM分解産物の受容体活性及び OXMの血中濃度の評価 
① LC-MS/MS で確認された OXM の分解産物を合成し、バイオアッセイ法及び既存の OXM の
ELISA法で評価する。 



② OXMの ELISA測定キットを用いて、NEP存在下の OXMの血中濃度を評価する。 
(4) OXMが代謝及びインスリン分泌に及ぼす効果の検討 
グルカゴン/GLP-1受容体活性を有する OXM及び NEPによって産生される OXMの分解産物を
マウスに投与し、グルカゴン、GLP-1と比較検討する。 
 
４．研究成果 
(1) ① DPP-4 欠損ラット(F344/DuCrlCrlj)及びコントロールラットにグルカゴン(±NEP 阻害薬)
を投与し、尾静脈から採取したグルカゴン血中濃度をバイオアッセイ法で評価した。グルカゴン
投与後の DPP-4 欠損ラットのグルカゴンの血中濃度はコントロールラットに比べ有意に高値で
あり(図 3a)、NEP阻害薬投与群は DPP-4欠損ラット、コントロールラット共に NEP非投与群よ
りも有意に高値であった(図 3b-c)。これにより、グルカゴン測定値に DPP-4、NEPが影響を及ぼ
すことが示された。 

② C57BL/6 マウスをアルギニン投与群、非投与群に分け、それぞれ尾静脈から採血後、採取し
た血液サンプルに NEPを添加し、グルカゴンの血中濃度をバイオアッセイ法及び ELISA法で評
価した。アルギニン投与群のグルカゴンの血中濃度はバイオアッセイ法、ELISA法どちらにおい
ても非投与群より上昇していたが、NEP を添加した同じサンプルを測定すると、バイオアッセ
イ法では約 50～80％のグルカゴン受容体活性が残存していたが、ELISA 法で評価すると、アル
ギニン非投与群とほぼ同等の測定値に低下した(図 4a-b)。これらの結果から、グルカゴンは NEP
によって分解されるが、グ
ルカゴン以外にグルカゴン
受容体活性を有する物質が
生体内には存在しているこ
とが判明した。NEP 存在下
でグルカゴン受容体活性を
示す有力な生理活性物質と
して、我々が以前行った in 
vitroの検討から(図 2d)、NEP
存在下で OXM がグルカゴ
ン受容体活性を示している
可能性が考えられた。 
(2) LC-MS/MS を行うと、NEP 存在下でグルカゴンは大きな 3 つのピークが確認された。一方、
OXMはグルカゴンと異なり、NEP存在下で大きなピークが 1つのみ確認された。更に詳細に検
討すると、分子量が 184小さい分解産物が存在していることがわかり、NEP存在下では OXM(1-
37)のC末端側の 2つのアミノ酸が欠失したOXM(1-35)が産生されることが予想された(図 5a-b)。 



(3) ① OXM(1-35)を合成し、グルカゴン/GLP-1の dual agonistである OXM(1-37)と各受容体活性
を比較検討した。OXM(1-35)は OXM(1-37)とほぼ同等のグルカゴン及び GLP-1 受容体活性を示
した(図 6a-b)。既存の OXMの ELISA測定キットを用いて OXM(1-35)との交差性も確認したが、
OXM(1-37)のみ交差性を示し、既存の測定法では OXM(1-35)は検出できず(図 6c)、我々が用いた
受容体を介したバイオアッセイ法でのみ OXM(1-35)の存在を確認することができた。 

 
② (1)-②と同様にC57BL/6マウスをアルギニン投与群・
非投与群に分け、それぞれNEPの有無でOXMをELISA
法で測定した。アルギニン投与群は非投与群より OXM
の血中濃度は高値であったが、NEPを添加すると、OXM
の血中濃度は約 50％低下し、アルギニン非投与群とほ
ぼ同等の値を示した(図 7)。(1)-②の検討で NEP 存在下
でもアルギニン投与群のグルカゴン受容体活性は残存
していたが、これらの検討から、NEP存在下ではグルカ
ゴンそのものではなく、OXM(1-37)や OXM(1-35)がグル
カゴン受容体を刺激していると考えられた。 
 
(4) マウスを用いて IPGTTを行い血糖及びインスリン分泌に及ぼす影響を評価した。OXM(1-35)
は OXM(1-37)とほぼ同等の血糖改善効果、インスリン分泌亢進作用を示し、GLP-1とも遜色のな
い血糖改善効果を示した。一方、グルカゴンと GLP-1 の同時投与では血糖値低下作用は認めら
れず、グルカゴン/GLP-1 の dual agonist である OXM に特異的な作用であることが示された(図
8a-d)。更にグルカゴン有する異化亢進作用を確認するために、OXM投与後のケトン体の血中濃
度を測定した。GLP-1投与群に比べ、グルカゴン及び OXM(1-37)投与群のケトンは有意に高値で
あったが、GLP-1投与群と OXM(1-35)投与群の血中ケトン濃度には有意差はなく(図 8e)、OXM(1-
35)は OXM(1-37)ほどグルカゴン作用を有していない可能性が示唆された。 
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