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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵島特異的グレリン遺伝子欠損マウスの糖代謝機能解析を行う。
1. Cre/LoxPシステムを用いて、膵α細胞および膵β細胞特異的グレリンKOマウスを作出した。2.消化管ホルモンのGLP
-1は、ラット分離膵島におけるグルコース誘発cAMP産生および膵島インスリン分泌を促進し、グレリン投与はこれらを
抑制した。
以上より、グレリンはグルコース刺激のみならずGLP-1によるインスリン分泌促進作用に対しても抑制作用を示し、そ
の機序の一つとしてβ細胞内cAMP産生の抑制が明らかになった。膵β細胞におけるグレリンとGLP-1の相互作用による
インスリン分泌を介した血糖調節が示唆される。

研究成果の概要（英文）：Ghrelin reportedly restricts insulin release in islet b-cells via Gi-proteins and 
thereby regulates glucose homeostasis. This study explored whether ghrelin regulates cAMP signaling and wh
ether this regulation induces insulinostatic cascade in islet b-cells. Furthermore, this study aimed to cl
arify whether ghrelin counteracts effects of GLP-1, a physiological incretin hormone that promote glucose-
induced insulin release in rat islet b-cells.
Ghrelin directly interacts with b-cells to attenuate glucose-induced cAMP production and PKA activation, w
hich lead to activation of Kv channels and suppression of glucose-induced [Ca2+]i increase and insulin rel
ease. Ghrelin potently attenuates GLP-1-induced cAMP production, [Ca2+]i increases and insulin release in 
b-cells. These findings indicate that interaction between ghrelin and GLP-1 plays an important role in phy
siological regulation of glucose-induced insulin release.
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１．研究開始当初の背景 
 グレリンは、オーファン受容体である成長
ホルモン放出促進因子受容体(GHS-R)の内因
性リガンドとして胃から精製された新規ペ
プチドであり、成長ホルモン放出、摂食促進、
脂肪蓄積作用を示すことが報告されている
（ Nature 402, 1999; Nature 407, 2000; 
Nature 409, 2001）。申請者は、グレリンと
インスリン分泌・糖代謝に関して以下の知見
を得た。 
 
（1)グレリンが膵ランゲルハンス島(膵島)
に発現し、分泌され、グレリン受容体 GHS-R
も膵島に発現している(Diabetes 51, 2002; 
Diabetes 55, 2006; Int. J. Pept. 2010)。 
（2）内因性グレリン作用の薬理学的阻害は、
分離膵島からのグルコース誘発インスリン
分泌およびグルコース負荷試験時の血中イ
ンスリン分泌を増強する(Diabetes 53, 
2004; Diabetes 55, 2006; Diabetes 56, 
2007)。 
（3）高脂肪食負荷による耐糖能障害が、全
身性グレリン遺伝子欠損マウスでは抑制さ
れており、これは高いインスリン分泌応答に
起因する(Diabetes 55, 2006)。 
 
 一連の実験結果から、膵島内因性グレリン
はβ細胞インスリン分泌を抑制する調節ペ
プチドであると想定される。従って、膵島グ
レリン作用の阻害はインスリン分泌促進を
介した糖代謝改善作用が期待される。国内外
の研究動向としては、ヒトを含む種を越えた
グレリンのインスリン分泌抑制作用が複数
の研究室から報告され確立している。グレリ
ン欠損による糖尿病発症抑制の効果につい
ては、米国の Smith らがレプチン受容体異常
の肥満ob/obマウスにおいてグレリンを欠損
させると耐糖能が改善することを報告して
いる(Cell Metab. 3, 2006)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、膵島内因性グレリンによるイ
ンスリン分泌抑制機構とその病態生理的意
義の解明を目的とし、Cre/LoxP システムを用
いて膵島特異的グレリン遺伝子欠損マウス
を作出し糖代謝機能解析を行う。さらにβ細
胞グレリン受容体シグナルの詳細な解明、お
よびグレリンとインスリン分泌促進ホルモ
ンの Glucagon-like peptide-1 (GLP-1)の相
互作用解析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)膵島インスリン分泌測定 
 雄性 Wistar ラットまたはグレリン KOマウ
ス、野生型 C57BL/6J マウスからコラゲナー
ゼ法により膵ランゲルハンス島（膵島）を分

離し、低グルコース（2.8 mM）または高グル
コース（8.3 mM）条件下での膵島インスリン
分泌を ELISA 法にて測定した。 
 
(2)β細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）測定 
 単離した β 細胞に Ca2+感受性蛍光色素の
fura-2/AM を負荷し、蛍光倒立顕微鏡下でβ
細胞内 Ca2+動態をリアルタイム蛍光画像解析
により測定した。[Ca2+]i は、340nm および
380nm の励起による 510nm の蛍光強度比
（F340/F380）で表示した。 
 
(3)β細胞チャネル電流測定 
 ATP 感 受 性 K+ チ ャ ネ ル 阻 害 剤 の
Tolbutamide（100 µM）存在下で、ナイスタ
チン穿孔パッチクランプ法またはホールセ
ルパッチクランプ法によりラット β 細胞の
全細胞電流を測定した。 
 
(4)経口グルコース負荷試験 
 ラットおよびマウスに経口グルコース負
荷試験（OGTT）を行い、血糖値と血中インス
リン分泌を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) グ レ リ ン 遺 伝 子 を loxP で 挟 ん だ
Ghrelin-flox マウスおよびインスリンプ
ロモーター制御 Cre マウス（Insulin-Cre
マウス）、グルカゴンプロモーター制御 Cre
マウス（Glucagon-Cre マウス）の作成に成
功し、これらマウスの交配により膵 β 細
胞特異的グレリン KO マウス（βGhr-KO マ
ウス）と膵α細胞特異的グレリン KO マウ
ス（αGhr-KO マウス）を得た。現在、イン
スリン分泌・糖代謝に関する基礎的データ
を解析中であり、今後、in vivo および in 
vitro の系を用いて全身糖代謝における膵
島グレリンの役割をさらに解明する。 

 
（2）グレリンは、ラット膵島のグルコース
誘発cAMP産生とインスリン分泌を抑制し、
β細胞の電位依存性 K+（Kv）チャネル電流
を増強しグルコース刺激による[Ca2+]i 上
昇を抑制した。一方、グレリンはβ細胞の
ATP 感受性 K+チャネル電流や電位依存性
Ca2+チャネル電流には影響しなかった。
cAMP アナログの 6-Phe-cAMP は、β細胞 Kv
チャネル電流を抑制した。6-Phe-cAMP 存在
下では、グレリンによるインスリン分泌抑
制作用ならびに Kv チャネル電流活性化作
用、[Ca2+]i抑制作用が消失した。以上より、
グレリンによるインスリン分泌抑制機構
には、β細胞内 cAMP シグナルの抑制を介
した Kv チャネルの活性化と[Ca2+]i 低下が
関与すると考えられる。 

 



（3）消化管ホルモンの GLP-1 は、8.3 mM グ
ルコース存在下でラット分離膵島におけ
るグルコース誘発 cAMP 産生および膵島イ
ンスリン分泌を促進し、グレリン投与はこ
れら GLP-1 作用を抑制した。 

 
（4）グレリンは、8.3mM グルコース存在下で
のGLP-1刺激およびアデニル酸シクラーゼ
活性化薬 forskolin 刺激による β 細胞内
[Ca2+]i増加作用を濃度依存的に抑制した。 

 
（5）グレリン受容体拮抗薬により膵島内因
性グレリンの作用を阻害すると、GLP-1 刺
激による膵島 cAMP 産生および膵島インス
リン分泌作用が増強した。 

 
（6）ラットおよびマウスへのグレリン投与

は、OGTT における血糖上昇を増大させ、血
中インスリン分泌を低下させた。一方、グ
レリン受容体拮抗薬は、OGTT における血糖
上昇を低下させ、血中インスリン分泌を増
加させた。また、グレリン KO マウスでは
野生型マウスと比較して OGTT の血糖曲線
が下方シフトし血中インスリン分泌は増
加していた。 

  
 以上より、グレリンはグルコース刺激のみ
ならずGLP-1によるインスリン分泌促進作
用に対しても抑制作用を示し、その機序の
一つとしてβ細胞内 cAMP 産生の抑制が明
らかになった（図）。インクレチン関連薬
とグレリン受容体拮抗薬の併用は、インス
リン分泌促進作用を介した新たな糖尿病
治療法となる可能性がある。 
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図 膵β細胞におけるグレリンによるイン
スリン分泌抑制  
 グレリンは、アデニル酸シクラーゼ（AC）阻害
によりβ細胞内の cAMP 産生を抑制し、グルコ
ースおよび GLP-1 によるインスリン分泌を抑制
する。 
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