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研究成果の概要（和文）：グルコース代謝により産生されるグルタミン酸のインクレチンによるインスリン分泌増強に
おける役割について検討した。インクレチンによりインスリン顆粒内のグルタミン酸含量が増加するが、この増加はプ
ロテインキナーゼA依存的であった。また、小胞型グルタミン酸トランスポーターを介したインスリン顆粒へのグルタ
ミン酸の取り込みがインクレチンによるインスリン分泌増強に必要であった。病態モデル動物由来の膵島を用いた検討
からグルコースによるグルタミン酸産生とインクレチンに対する応答性が相関しており、グルタミン酸シグナルが糖尿
病の病態生理と密接に関連していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the role of glutamate signaling in 
incretin-induced insulin secretion. The increase in glutamate content in insulin granules by GLP-1 was 
protein kinase A-dependent. Glutamate transport into insulin granules through vesicular glutamate 
transporter 1 was required for amplification of insulin secretion by incretin/cAMP signaling. 
Dimethyl-glutamate, a membrane-permeable glutamate precursor, augmented glucose-induced insulin granule 
exocytosis. The analyses using pancreatic islets from animal models of diabetes and obesity indicated 
that glutamate production by glucose metabolism is associated with incretin-responsiveness. These results 
suggest the significant role of glutamate signaling in the pathophysiology of diabetes.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 膵 β細胞から分泌されるインスリンは血糖
調節において重要なホルモンであり、その分

泌不全は糖尿病の発症・病態と密接に関係し

ている。インスリン分泌は様々な細胞内シグ

ナルによって制御されるが、なかでも cAMP
は特に重要である。Glucagon-like peptide-1
（GLP-1）や Glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide（GIP）などのインクレチンホルモ
ンは食物の摂取によって腸管内分泌細胞か

ら分泌され血行性に膵 β 細胞に到達すると、
特異的受容体に結合して細胞内の cAMPを上
昇させることによりインスリン分泌を増強

する。インクレチンは血糖（グルコース濃度）

に依存してインスリン分泌を増強すること

が知られており、このような作用を利用して

近年開発されたインクレチン関連薬は低血

糖のリスクの少ない新たな糖尿病治療薬と

して注目を集め、国内でも広く臨床使用され

ている。しかし、グルコース代謝と cAMPシ
グナルの相互作用については詳しく研究さ

れておらず、インクレチンのグルコース濃度

依存性のメカニズムはこれまで全く不明で

あった。研究代表者らは、最近インクレチン

/cAMP 応答性と非応答性のインスリン分泌
細胞株を樹立し、これらの比較メタボローム

解析からグルコース代謝のリンゴ酸—アス
パラギン酸シャトル由来の代謝物であるグ

ルタミン酸がインクレチンによるインスリ

ン分泌増強において重要なシグナルである

ことを見出した。また、小胞型グルタミン酸

トランスポーター（VGLUT1）を介したグル
タミン酸のインスリン顆粒への取り込みが

必要であることが示唆された。しかしながら、

グルタミン酸によるインスリン開口分泌制

御機構の詳細は明らかになっていない。この

ようなグルタミン酸シグナルの解明は、イン

クレチン作用を理解し病態における代謝シ

グナルの役割を明らかにする上でも重要で

ある。 
 
２．研究の目的 
	
 インクレチンによるインスリン分泌制御

ならびに糖尿病の病態生理におけるグルタ

ミン酸シグナルの役割の解明 
 
３．研究の方法 
（１）インクレチンによるインスリン分泌制

御におけるグルタミン酸シグナルの役割 
①	
 インスリン顆粒内へのグルタミン酸取り

込みのメカニズム 

・グルタミン酸のインスリン顆粒への取り込

みがプロテインキナーゼ A（PKA）依存的か
Epac2 依存的かを明らかにするために、各々
の選択的アゴニストや阻害剤を用いてイン

スリン顆粒内のグルタミン酸含量の測定を

行った。 
・VGLUT1 ノックアウト（KO）マウス由来
の膵島および VGLUT1 をノックダウンした
インスリン分泌細胞株 MIN6-K8 を用いてイ
ンクレチンによるインスリン分泌を検討し

た。 
・VGLUT を介したグルタミン酸の分泌顆粒
への取り込みには V-ATPase の関与が報告さ
れている。V-ATPase に対する阻害剤やノッ
クダウンにより、インクレチンによるインス

リン分泌増強における V-ATPase の役割を検
討した。 
② グルタミン酸シグナルによるインスリン
開口分泌動態 
	
 マウス初代培養膵 β細胞に蛍光標識したイ
ンスリン（insulin-Venus）を発現させ、細胞
膜透過性のグルタミン酸前駆体であるジメ

チルグルタミン酸（dm-Glu）で刺激して全反
射型蛍光顕微鏡（TIRFM）を用いて観察する
ことによりインスリン開口分泌動態に対す

るグルタミン酸の効果を検討した。 
 
（２）糖尿病の病態におけるグルタミン酸シ

グナルの役割 
① 病態モデル動物の膵島におけるインクレ
チン/cAMP シグナルによるインスリン分泌
プロファイル 
	
 非肥満 2 型糖尿病モデルの Goto-Kakizaki
（GK）ラット、肥満モデルの Zucker fatty（ZF）
ラットおよび肥満糖尿病モデルの ZFDM ラ

ットから膵島を採取し、インクレチンまたは

dm-Gluによるインスリン分泌を検討した。 
②	
 病態モデル動物の膵島におけるグルタミ

ン酸の産生 
	
 上記①で用いたモデル動物由来の膵島に

おけるグルコースによるグルタミン酸産生

を質量分析により検討した。 
 
４．研究成果 
（１）インクレチンによるインスリン分泌制

御におけるグルタミン酸シグナルの役割 
① インスリン顆粒内へのグルタミン酸取り
込みのメカニズム 
・インスリン顆粒内のグルタミン酸含量は

GLP-1濃度依存的に増加した。この GLP-1に
よる顆粒内グルタミン酸含量の増加は PKA
阻害剤である H-89により有意に抑制された。



 

 

一方、Epac 選択的 cAMP アナログである
8-pCPT-2’-O-Me-cAMP によって顆粒内グル
タミン酸含量の増加は認められなかった。以

上の結果から、インスリン顆粒へのグルタミ

ン酸の取り込みは PKA 依存的であると考え
られる。 
・VGLUT1 KOマウス由来の膵島ではグルコ
ース応答性のインスリン分泌は認められた

が、GLP-1による顕著なインスリン分泌増強
は認められなかった。一方 dm-Glu によるイ
ンスリン分泌増強は認められた。同様に

shRNA により VGLUT1 をノックダウンした
MIN6-K8細胞において、グルコースによるイ
ンスリン分泌は対照細胞と同様に認められ

たがインクレチンによるインスリン分泌増

強が有意に抑制された。 
・V-ATPase の阻害剤であるバフィロマイシ
ンを用いて検討した。バフィロマイシンはグ

ルコース単独刺激によるインスリン分泌は

変化させなかったが、GLP-1によるインスリ
ン分泌増強を有意に抑制した。一方、dm-Glu
によるインスリン分泌増強はバフィロマイ

シンで抑制されなかった。同様に V-ATPase
の ATPase 活性に重要な D サブユニットを
siRNAによりノックダウンすると、グルコー
ス単独刺激によるインスリン分泌は変化し

ないが、GLP-1によるインスリン分泌が有意
に抑制された。 
	
 以上の結果から、細胞質のグルタミン酸が

PKA 依存的に VGLUT1 を介してインスリン
顆粒に取り込まれることがインクレチンに

よるインスリン分泌増強に必要であること

が示唆された。 
② グルタミン酸シグナルによるインスリン
開口分泌動態 
	
 野生型マウス由来の初代培養膵 β 細胞に
insulin-Venusを導入し、2日後に TIRFMによ
りインスリン顆粒の膜融合を観察した。16.7 
mM グルコースの単独刺激により、2 相性の
インスリン開口分泌が認められた。すなわち、

刺激直後に一過性の膜融合頻度の上昇がみ

られ、その後低頻度の膜融合が持続した。低

濃度グルコースでは dm-Glu により膜融合は
惹起されないが、高濃度グルコースによって

惹起されるインスリン開口分泌は第 1相、第
2相ともに dm-Glu存在下で増加した。また、
この増加は主に刺激後に細胞内部から細胞

膜近傍にリクルートされる顆粒がそのまま

膜融合に至る開口分泌の様式である restless 
newcomerの増加によるものであり、cAMPに
よるインスリン開口分泌増強と類似してい

た。これらの結果から、グルタミン酸がイン

スリン顆粒の細胞膜へのリクルートメント

や膜融合を促進することが示唆された。 
 
（２）糖尿病の病態におけるグルタミン酸シ

グナルの役割 
① 病態モデル動物の膵島におけるインクレ
チン/cAMP シグナルによるインスリン分泌
プロファイル 
	
 対照となる正常系統のウイスターラット

由来の膵島ではグルコース応答性インスリ

ン分泌および GLP-1、GIP によるインスリン
分泌増強ともに認められた。また、非肥満 2
型糖尿病モデルの GKラット膵島は、インス
リン分泌は非常に少ないものの、グルコース

応答性およびインクレチン応答性ともに認

められた。肥満モデルの ZF ラット由来の膵
島はグルコース応答性は認められるがイン

クレチン応答性は認められなかった。一方

dm-Glu の添加によりインスリン分泌は増強
した。また、糖尿病発症前の ZFDMラット膵
島においてもグルコース応答性は認められ

るがインクレチン応答性は認められなかっ

た。 
②	
 病態モデル動物の膵島におけるグルタミ

ン酸の産生 
	
 ウイスターラット由来の膵島では、高濃度

グルコース刺激により膵島内のグルタミン

酸含量が増加した。また、安定同位体 13C で
標識したグルコースを用いた質量分析によ

る解析から、グルコース刺激によって増加す

るグルタミン酸は主に外部から取り込まれ

たグルコースの代謝によるものであること

が示された。GK ラットの膵島でもグルコー
ス刺激によりグルタミン酸の産生が認めら

れた。一方、ZF ラットおよび ZFDM ラット
の膵島ではグルコース刺激によるグルタミ

ン酸の産生がほとんど認められなかった。 
	
 以上の結果よりグルコースによるグルタ

ミン酸産生とインクレチン応答性が相関す

ることが示唆された。 
 
	
 本研究により、グルタミン酸のインスリン

顆粒への取り込みおよびグルタミン酸によ

るインスリン開口分泌動態が明らかになっ

た。また、インクレチンに対する応答性とグ

ルタミン酸の産生が相関しており、グルタミ

ン酸シグナルと糖尿病の病態生理が密接に

関連していることが示唆された。 
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