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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病の病態を膵β細胞量の観点から解析するため、非侵襲的に
核磁気共鳴画像(MRI)を用いて画像化できるかどうか検討した。初めに、マウスより摘出した
膵臓断片を種々の解析条件で MRI 撮像したが膵島は描出できなかった。Gd 造影剤などを用
いて同様に検討したが同様の結果であった。そこで、β細胞に発現するグルカゴン様ペプチ
ド 1（glucagon-like peptide-1）受容体(以下 GLP-1R)のリガンドである exendin(9-39)にフッ
素(F)を付加したプローブを単離した膵島に暴露して MRI 解析を行った。しかし、前検討で
認められたシグナルが全く認められず、膵β細胞腫瘍株の INS-1 細胞を用いて同様の実験を
行っても結果は同様であった。シグナルが得られない原因探索のため、このプローブの
GLP-1R 親和性を結合実験で評価した結果、親和性が著明に低下していることが判明した。
そこで、新たに exendin-4に Fを付加したプローブを合成した。このプローブの GLP-1R親
和性は exendin-4 と同様に維持されていた。研究期間は終了したが、今後このプローブを用
いて MRI解析を行う予定である。 

 
研究成果の概要（英文）：The volume of pancreatic β-cells is known to decrease during development 

and progression of diabetes. The aim of this study is to develop the technique of measurement of β-cell 

volume in vivo by using magnetic resonance imaging (MRI). We first evaluated whether pancreatic 

islets were detected by various analytical parameters of MRI with or without the common enhancers 

such as Gd-solution or not, however, they were not imaged. Second, we tried to perform MRI by using 

newly developed probe. We synthesized the probe by adding the fluorine to one of the ligands of 

glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R), exendin(9-39), which is specifically expressed on 

pancreatic β-cells. However, contrary to our preliminary experiment, no signals were detected at all. 

Same analysis using INS-1 cell line showed similar poor results. The reason of this poor signal was 

suggested to be due to the extremely low affinity of our fluorine-labeled exendin(9-39) to GLP-1R 

compared to intact exendins. Therefore, we synthesized new probe that fluorine was added to 

exendin-4, another GLP-1R ligand, and it showed similar binding affinity to intact exendins. We are 

now planning to perform MRI analysis by using this new probe. 
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１．研究開始当初の背景 

我が国における 2 型糖尿病の増加は深刻な

状況にある。現在、この対策として耐糖能検

査を基準とした糖尿病発症前の介入が行わ

れているが、充分な成果が得られていない

（厚生労働省）。その原因として、耐糖能障

害出現段階で既に膵島量は減少しているこ

とが示唆されている（Diabetes Care. Vol29, 

2006）。従って、非侵襲的に膵島量を検知す

る技術が開発されれば、糖尿病の質的超早期

診断が可能となるだけでなく、膵島回復の可

塑性が残存する時期へ介入でき、最も効果的

な糖尿病予防が可能となる。 

我々はすでに膵 β 細胞特異的に発現する

GLP-1 受容体に結合する GLP-1 拮抗ペプチ

ドの Exendin(9-39)の有用性を報告してきた 

（Mukai, E., et al. Biochem. Biophys. Res. 

Commun. 389: 523, 2009）。 

RI プローブによる PET での評価は現在も

っとも定量性に優れる診断法であるが、放射

性試薬を用いなければならない。 

今回我々は放射性試薬を用いない非侵襲的

な解析可能な magnetic resonance imaging 

（MRI)による解析に着目した。 
 
 
２．研究の目的 

非侵襲的に膵β細胞量の検知を行うことを

可能とする、MRI を用いた解析の基盤技術を

開発する 
 
 
３．研究の方法 
 

 i) プローブ：フッ素分子を 6 個導入された

Exendin(9-39)もしくはExendin4を神戸天

然物化学において合成する 
 

 ii) 結合実験： 野生型マウスより膵島を単離後、

トリプシンEDTAを用いて単一細胞に分離する。
125I 標識-BH-Exendin(9-39)を暴露する際、

種々の濃度のプローブを同時に暴露する。洗

浄後、放射能と測定し、IC50 を算出する。 
 

 iii) プローブ暴露実験: 野生型マウスより膵島

を単離後、0.5mM のプローブを含むもしくは含

まない培養液中で 30分暴露後、PBSで洗浄を

3回行いＭＲ解析を行った。 

 
 iv) MR解析：齧歯類用高磁場 MRI装置を用い
て、MRIならびに NMR解析を実施した。 

 
 
４．研究成果 

平成 22 年度は、付加条件無しでの膵島描

出を検討した。アガロース中に膵β細胞特異

的に蛍光タンパクを発現する遺伝子改変マウ

スより摘出した膵臓を切片化して埋包し、蛍光

実体顕微鏡で 3 次元的に部位を決定した後、

解析部位を膵島部に限定して MRI 撮像解析

を行った。Gd 造影剤などを用い、種々の撮像

条件で解析したが、膵島を描出できる撮像条

件は得られなかった。そこで、プローブ存在下

での MRI 解析の検討に移行した。平成 22 年

度に確立した膵島分離条件で単離した膵島を

用いて以下の実験を行った。まず予備試験の 

19F MR 解析のファントム実験でシグナルを認

めた 19F で標識した Exendin(9-39)を 1.1×

104IEQの膵島へ 30分暴露後、3回 PBSで洗

浄後に 19F MR解析を施行した。しかしながら、

明らかなシグナルの再現が認められなかった。

そこで、単位細胞当たりのプローブ結合面積

拡大を期待して、膵島を 0.05%トリプシンを用い

て単一細胞に分離させた後に、19F で標識した 

Exendin(9-39)を暴露する実験を行った。それ

でも、MR 解析において、明らかなシグナルの

再現が認められなかった。予備検討の結果と

の乖離の原因として、解析の直前にそれまで

用いていた消化酵素のロットが変更となったた

め、消化の条件が大幅に変化し、それに伴い

膵島の消化状態が以前と異なり、膜たんぱくが

高度に傷害されている可能性ことや、GLP-1

受容体発現が 19F MR 解析で検知するには少

ない可能性を考えた。そこで、シグナルの感度

を上げた実験を可能とするために、細胞株を

用いた in vitroでの評価系を構築することを試

みた。平成 23年度には GLP-1受容体の発現

ベクターを作成し、それを HEK293 細胞にトラ

ンスフェクションし、GLP-1 受容体を過剰発現

させた上で上記と同様の暴露実験を行うため

に、ヒ ト GLP-1 受容体のフラグメントを

pcDNATM3.1/HisAベクターのマルチプルクロ

ーニングサイトに挿入した。サブクローニングし

て得られたベクターをシークエンスを行って核



酸配列を確認し、目的のベクターを得ることが

できた事を確認した。同ベクターを HEK293 細

胞にトランスフェクションし、細胞を回収後ウエ

スタンブロッティングを行い、タンパクの発現を

調べたが、コントロールのレポータータンパクも

含めて発現が認められず、MR 解析の実験を

遂行できなかった。ベクターの作り直しを余儀

なくされた。平成 24年度は GLP-1受容体をカ

イコに強発現させて感染細胞から膜画分を精

製し、それを用いる Binding assay 法を新たに

構築し、19F 標識 Exendin(9-39)と 19F 標識

Exendin4 それぞれの GLP-1 受容体への結合

能を、新たに構築した Binding assay法で評価

した結果、19F 標識 Exendin(9-39)の結合能が

100 分の 1 に低下しており、19F 標識 Exendin4

の結合能は Exendin4 と同様に保たれているこ

とが判明した。19F 標識 Exendin(9-39)の結合

能が著明に低下する原因は不明であったが、

単離膵島での再現ができない理由の１つと考

えられた。以上の結果をふまえ、結合能が維

持されていた 19F標識 Exendin4を用いて INS1

細胞への暴露実験を実施した。その結果、19F

標識 Exendin4は GLP-1受容体を介して INS1

細胞に結合していることを示すことができた。
19F-MRIで細胞量に応じた 19Fシグナルが得ら

れるかどうかの実験をする前に、最終年度末を

迎えたが、今後も実験を重ねて 19F 標識

Exendin4 プローブを利用した 19F-MRI による

非侵襲的イメージングの可能性を評価する予

定である。 
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