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研究成果の概要（和文）：消化管ホルモンであるグルカゴン様ペプチド1（GLP-1）の作用を代替または促進する
ことをは、グルコース刺激性インスリン分泌（GSIS）を治療に有効である。しかし、GLP-1が膵島におけるイン
スリン分泌を直接作用するかについては明らかではない。本研究では、GLP-1がマウスおよびヒトの膵島におけ
るインスリン分泌を刺激する機序を検討した。
これまでの高濃度を用いた実験結果より、GLP-1の作用機序はPKA依存性と考えられてきた。しかし、生理的低濃
度ではPKC依存性経路によりインスリン分泌を促進することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Strategies aimed at mimicking or enhancing the action of the incretin 
hormone glucagon-like peptide 1 (GLP-1) therapeutically improve glucose-stimulated insulin secretion
 (GSIS); however, it is not clear whether GLP-1 directly drives insulin secretion in pancreatic 
islets. In the present study, we examined the mechanisms by which GLP-1 stimulates insulin secretion
 in mouse and human islets.
Based on results using high concentration of GLP-1, the mechanism of action of GLP-1 has been 
considered to be PKA-dependent. But it was revealed that at physiologically low concentration of 
GLP-1, PKC-dependent pathway promotes insulin secretion.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 糖尿病患者にグルカゴン分泌異常が認め
られることは良く知られており、そのため膵
α細胞の機能を詳細に解明することは、糖尿
病の病態を理解するうえで極めて有用である。
しかし、膵α細胞の大きさは膵β細胞に比べ
て非常に小さいこと、また物理的・化学的刺
激に対して脆弱であるため状態の良い材料を
得にくいこと、等がその機能解析を困難にす
る要因の一つとなっている。したがってこの
領域の研究は膵β細胞と比べて大きく遅れて
おり、基礎的な事象も進んでいないのが現状
である。 
 
(2) 膵α細胞について現在までに報告されて
いる成績の多くは、電気生理学的手法を用い
た成績が根拠になっている。ヒト膵α細胞で
は、グルコース濃度の上昇に伴い、ATP/ADP
比が上昇することで KATP チャネルが閉じる。
これにより、細胞膜の脱分極が起こり、グル
カゴン分泌が抑制される。本機構はインスリ
ン分泌機構と同様に、細胞内カルシウム濃度
の変化が重要な意味を持っているものと推察
されているが、グルコースによる膵α細胞内
でのカルシウム濃度に及ぼす影響については、
グルコース濃度上昇により細胞内カルシウム
が上昇  あるいは低下と相反する成績から推
論の域を脱することが出来ない。同様に、他
のイオンチャネル（例えば、Na+, K+, KATP）
についてもほとんど研究が進んでおらず、よ
り安定した実験系でのデータの構築が望まれ
ている。 
 
２．研究の目的 
(1) 消化化管ホルモンの一つである GLP-1 は
生理作用として、膵β細胞に作用して血糖依
存性にインスリン分泌を亢進するほか、膵α
細胞にも作用してグルカゴン分泌を抑制する
ため、内因性 GLP-1 効果を増強する DPP-IV
阻害薬およびGLP-1受容体作動薬は新しい作
用機序をもつ糖尿病治療薬として良好な治療
成績を収めている。しかし、2 型糖尿患者にお
けるグルカゴン分泌異常に対してこれらの薬
物による効果は限定的であることから、グル
カゴン分泌の応答性を正常化させることは、
今後の糖尿病治療において極めて重要な課題
と認識されている。 
 
(2) GLP-1 が生体において極めて低い血中
濃度ながら強力な生理活性を有している。
これは実験的に DPP-IV 阻害薬によりわず
か数 pM程度の血中GLP-1を上昇させるこ
とで、有意な抗糖尿病効果を発揮すること
から証明されている（文献①）。しかし、
in vitro の研究で用いられる GLP-1 濃度 

(10~100 nM)は、生理的血中濃度から大き
く乖離している。研究代表者は、これまで
に生理的な血中濃度と考えられている
GLP-1 の膵β細胞に与える作用について検
討を行った結果、pM オーダーの GLP-1 が
protein kinase A (PKA)非依存性経路により
インスリン分泌を起こすことを報告してい
る（文献①、②）。 
 
(3) 本研究では、これらの経路を特定するこ
とを目的として、ヒト、マウスの単離膵島
を材料とし、インスリン分泌実験および電
気生理学的手法、蛍光 probe による細胞内
情報伝達物質の動態観察、分子生物学的手
法等を用いて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス膵臓にコラゲナーゼを注入し組
織消化処理を行ったのち、さらにハンドピ
ックアップ法にて分取したマウス膵β細胞、
あるいはマウス由来膵β細胞株を用いた。 
 
(2) 6 mM ブドウ糖刺激に伴う各種実験（イ
ンスリン分泌、細胞内へのカルシウム／ナト
リウム流入、膜電位変化、プローベによる細
胞内情報伝達物質の動態観察）は、生化学的、
電気生理学的および分子生物学的手法を用い
て測定した。 
 

４．研究成果 
(1) 膵細胞上に存在する GLP-1 受容体の特
徴を明らかにする目的で、マウスより調整し
た膵β細胞を用いて検討した。単離したマウ
ス膵β細胞に諸種の濃度の GLP-1 作動薬に
よる刺激を行ったところ、GLP-1 作動薬の低
濃度側(～数 pM)と高濃度側(～数十 nM)にお
いて、protein kinase C (PKC) 系と PKA 系
を介した異なる細胞内情報伝達経路の活性化
が生じることが確認された。同様の検討を膵
α細胞についても行ったところ、その活性化
機構に連関する細胞内情報伝達経路は膵β細
胞の場合とは異なること、DPP-IV 阻害薬の
有無により GLP-1 刺激に伴うグルカゴン分
泌量が異なる系においては、両者の間に中性
付近の蛋白質のリン酸化が複雑に関与する可
能性を示す成績が得られた。以上の成績より、
GLP-1刺激に伴う膵α細胞の機能変化には多
面性が存在することが明らかとなった。 
 
(2) 1 pM GLP-1 はインスリン分泌、エクソ
サイトーシス、細胞内カルシウム流入、膜
の活動電位を有意に増加させた。細胞内
cAMP の増加効果は、過去の報告と同様に
1 pM GLP-1 存在下では認められず、1 nM
以上で有意に認められた。PKA 阻害薬 



(100μM Rp-cAMPS、 1μM myristoyl- 
ated protein kinase inhibitor) 存在下では、
1 pM GLP-1 はインスリン分泌、細胞内カル
シウム流入、膜電位変化、およびプローベ
による細胞内情報伝達物質の動態観察を対照
群と同様に有意に増加させた。1 pM GLP-1
刺激に伴う PKA 活性測定を行ったが、イメ
ージング、ウエスタンブロッティングのいず
れにおいても検出感度以下であった。一方、
PKC 阻 害 薬  (100 nM Bisindolyl- 
maleimide、100 nM calphostin C)により、
1 pM GLP-1の作用は完全に抑制された（図
1）。1 pM GLP-1、10 nM GLP-1 いずれも
ジアシルグリセロールを増加させ、その効
果は 1 pM のほうが有意に高かった。1 pM 
GLP-1 による活動電位は、PLC 阻害薬(1
μM U73122)により抑制された。1 pM 
GLP-1 はリン酸化 protein kinase Dを有意
に増加させ、その作用は PKC 阻害薬により
抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（J Clin Invest, 125(12), 2015, 4714-4728.より引用） 

 
(3) 一般に酵母を用いた組換えシステムでは、

GLP-1 受容体の刺激は Gαq 依存性機構を介
した PLC 活性を誘発するが、膵臓β細胞では

GLP-1 の pmol 濃度刺激は PKC を直接活性
化し、それに続いて PKA-非依存性かつ

PKC-ζ/ PKC 依存性の細胞膜脱分極とそれに
伴う活動電位の上昇によりインスリン分泌を
刺激することが判明した。またこの効果は、 
PKC を活性化する PMA によって再現され、
PKA 阻害剤（例えばミリストイル化された
protein kinase inhibitor）あるいは K ATPチャ
ネル阻害薬（例えば tolbutaminde）の共存に
より完全に阻害された。この膜電位と電気的
活動にける PKC 依存性の効果は、Na+-透過

性 TRPV4 チャネルの活性化によって生じて
いること、さらにリソソームの Ca2+放出チャ
ネルである TPC1 と TPC2 を欠損したβ細胞
では保持された。今回の成績は、GLP-1 によ
る治療に新たな機序の可能性が示され、生理
的血中濃度のインクレチンは、β細胞に直接
作用することによりインスリン分泌を刺激す
るのに十分であることが判明した。 
 
(4) 生体の生理的濃度に極めて近い pmol 程
度の GLP-1 刺激に伴う細胞内情報伝達系の
変化は PKC 系の活性化が関与しており、さら
に PKA 非依存性かつ PLC 介した PKC の活
性化と、それに続く Na+透過型 TRPM4 およ
び TRPM5 チャネルの活性化を介したタプ
シガルギン感受性細胞内 Ca2+の動員が起こ
ることを発見された。この成果は、インク
レチンホルモンの循環レベルにおいて、膵
島細胞に直接作用することによりインスリ
ン分泌を刺激することを示唆する新知見を
得た（下図）。 
 

 
（J Clin Invest, 125(12), 2015, 4714-4728.より引用） 
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