
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成２５年５月１０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：ゼブラフィッシュの GLP-1のアミノ酸配列について得られた抗血清

を用いたウェスタンブロッティングを行ったが，いずれの試料からも陽性反応が認められなか

った．本研究期間内では，残念ながら GLP-1陽性細胞の特定には至らなかった．アミノ酸への

応答を明らかにするために，ゼブラフィッシュに Lys欠飼料を投与したところ，肝臓から筋肉

への脂質の移行が起こることが明らかとなり，少なくとも魚類では摂取したアミノ酸がエネル

ギー代謝制御機構に大きく影響を与えるものと考えられた． 

 
研究成果の概要（英文）：A rabbit polyclonal antibody against zebrafish GLP-1 was produced 

and used for the detection of GLP-1 protein in several tissues. The antibody did not work 

well unfortunately. Lys-deficient diet induced lipid mobilization from liver to muscle, which 

suggests that amino acids function as pivotal regulators in fish energy metabolisms. 
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１．研究開始当初の背景 

陸上動物は糖に対する嗜好性が高いが，魚
類はアミノ酸に対する嗅覚・味覚応答が非常
に高く，糖にはほとんど反応しない（Oike et 

al., 2007）．アンモニア態窒素排出が可能であ
るにもかかわらず，尿素回路に必要な Arg に
対して栄養要求性を示す（Kaushik et al., 

1988）．マツカワで Arg によってインスリン
分泌が促される（Andoh, 2007）．魚類では糖
の腸吸収，血糖値の変化，インスリン応答が
遅い(Hemre et al., 2002)．ゼブラフィッシュ
では，糖の取り込みを司る GLUT1 ノックア
ウトによって神経系の発生は破綻するが，そ
の他の臓器は正常に発生を続ける（Jensen et 

al., 2006）．一方，哺乳類では，食物刺激によ
って腸組織から分泌されるインクレチン

（GLP-1 など）がβ 細胞からのインスリン
（Ins）分泌を制御する．哺乳類では自律神
経系による制御も受けるが（Park et al., 

2010），独立した組織を形成しない魚類のβ 

細胞の神経支配については全く不明である．
また，哺乳類の糖味覚受容体 T1Rs が消化管
内に発現し，GLP-1 の分泌を制御する
（Kokrashvili et al., 2009）．魚類ではこの受
容体がアミノ酸に特異的に応答することか
ら（Oike et al., 2007），アミノ酸によるβ 細
胞機能制御の可能性が強く示唆される．これ
までの準備的研究で，T1Rs 遺伝子がニジ 

マスおよびメダカの腸に発現することを見
出しており(図 1)，T1Rs が GLP-1 分泌を制
御する可能性があった． 
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２．研究の目的 

小型魚類を用いて，インクレチンによるイ
ンスリン分泌のアミノ酸による制御とイン
スリンによるアミノ酸取り込み制御を明ら
かにすることによって，魚類のエネルギー代
謝におけるアミノ酸の重要性を見出し，エネ
ルギー代謝主軸物質としてアミノ酸を中心
とした魚類固有のエネルギー代謝経路の再
構築することを目的とした． 

 

３．研究の方法 

蛍光性のあるアミノ酸アナログ
7-azatryptophan，5-hydroxytryptophan，
5-bromotryptophanを CHSE-214細胞に取り込
ませた．蛍光顕微測光システムにて取り込み
の状況を測定した．また，ゼブラフィッシュ
の GLP-1のアミノ酸配列を EMBOSS Anti 
genicによって解析し，抗原性の高い配列候
補として TSDVSSYLQDQAAQSFVAWLKを得，KLH
標識し，ウサギ抗血清を得た． 
 アミノ酸への応答を明らかにするために，
ゼブラフィッシュに Lys欠飼料を投与した． 
４．研究成果 

 蛍光性のあるアミノ酸アナログでは，
7-azatryptophanの取り込みが優れているこ
とが明らかとなった． 
ゼブラフィッシュ肝膵臓および腸から抽

出したタンパク質について得られた抗血清
を用いたウェスタンブロッティングを行っ
たが，いずれの試料からも陽性反応が認めら
れなかった．本配列は比較的疎水性が高いた
め，今後，抗原配列の再設計を行い，特異的
な抗血清を得る予定である．このため，本研
究期間内では，残念ながら GLP-1陽性細胞の
特定には至らなかった．アミノ酸への応答を
明らかにするために，ゼブラフィッシュに
Lys欠飼料を投与したところ，肝臓から筋肉
への脂質の移行が起こることが明らかとな
った．以上のように，本研究期間内では，エ
ネルギー代謝主軸物質として確定するには
至らなかったが，少なくとも魚類では摂取し
たアミノ酸がエネルギー代謝制御機構に大
きく影響を与えるものと考えられた． 
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