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研究成果の概要（和文）：インスリン作用が慢性的に欠乏している、即ちインスリンレセプターをノックダウンしたα
TC1-6細胞（IRKD細胞）を作製し、グルカゴン分泌動態や細胞内代謝物をコントロール細胞と比較検討した。その結果
、IRKD細胞のグルカゴン分泌は低グルコース時には抑制傾向にあり、高グルコース時に刺激されるという奇異性分泌を
呈した。またメタボローム解析等の結果から、タウリンがグルカゴン分泌異常に影響を及ぼしている可能性が示唆され
た。以上より、1型糖尿病モデル膵α細胞は奇異性のグルカゴン分泌動態を示し、その一因として、細胞内タウリンの
増加が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate the metabolic traits that underlie the distortion of glucagon 
secretion in insulin deficiency, we generated an αTC1-6 cell line with stable knockdown of the insulin 
receptor (IRKD), i.e., an in vitro α-cell model for type 1 diabetes (T1D), which exhibits an abnormal 
glucagon response to glucose. A comprehensive metabolomic analysis of the IRKD αTC1-6 cells (IRKD cells) 
revealed some candidate metabolites whose levels differed markedly compared to those in control αTC1-6 
cells. Of these candidates, taurine was remarkably increased in the IRKD cells and was identified as a 
stimulator of glucagon in αTC1-6 cells. These results indicate that the metabolic alterations induced by 
IRKD in α-cells, especially the increase of taurine, may lead to the distorted glucagon response in IRKD 
cells, suggesting the importance of taurine in the paradoxical glucagon response in T1D.

研究分野：糖尿病内分泌代謝学
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１． 研究開始当初の背景 
 

(1) 内因性インスリン分泌が枯渇した 1 型糖
尿病の血糖コントロールには難渋すること
が多く、その原因の主体は内因性インスリン
分泌の枯渇すなわち膵β細胞の破壊とされ
てきた。 
 
(2) 研究代表者は、1 型糖尿病の血糖の不安
定性に寄与する新たな要因として膵α細胞
機能に着目した。 
 
(3) 内因性インスリン分泌が枯渇した環境
下にある膵α細胞モデルを作製し、グルカゴ
ン分泌動態を検討し、次いでメ細胞内代謝産
物の網羅的解析（メタボローム解析）を行い、
グルカゴン分泌異常に及ぼす影響のある因
子を、膵α細胞の細胞内代謝の変化という観
点から検討することにより、1 型糖尿病にお
けるグルカゴン分泌調節異常のメカニズム
を解明するという研究を着想するに至った。 
 
２． 研究の目的 

 
(1) In vitro でインスリン作用が慢性的に欠
乏した（インスリンレセプターノックダウ
ン）α細胞モデルを作成し、グルコース応答
性のグルカゴン分泌動態について検討する。 
 
(2) 次に、インスリンレセプターをノックダ
ウンα細胞の細胞内代謝物の網羅的解析を
行い、細胞内代謝の変化がグルカゴン分泌異
常に与える影響について検討する。 
 
３． 研究の方法 
 
(1) インスリンレセプターノックダウンα
細胞株の作製: マウス膵α細胞株であるα
TC1-6 細胞のインスリンレセプター遺伝子を、
short hairpin RNA 発現レンチウイルスベク
ターを用いて安定的にノックダウンした細
胞（IRKD 細胞）を作製した。 
 
(2) グルコース濃度に対するグルカゴン分泌
反応の検討：IRKD 細胞を継代後、KRB buffer
（5.6 mMグルコース濃度）に置換し、その後、
グルコース濃度を 1.5 mM、5.6 mM、30 mM と
した時のグルカゴン分泌をELISA法にて測定
し、コントロールαTC1-6 細胞（コントロー
ル細胞）と比較した。 
 
(3) 細胞内代謝物のメタボローム解析：イン

スリン受容体をノックダウンすることによ
る細胞内代謝の変化を検討すべく、IRKD 細胞
とコントロール細胞の細胞内代謝産物のメ
タボローム解析（CE-TOFMS）を行った。 
 
(4) 代謝物候補に関する検討：解析結果にお
いて IRKD 細胞とコントロール細胞間で有意
差の得られた物質を抽出し、各物質の細胞内
での合成酵素の遺伝子発現と、トリチウムで
ラベルした各物質の細胞内への取り込みを
検討した。また、候補代謝物質の添加による
グルカゴン分泌反応の検討も行った。 
 
４． 研究成果 
 
(1) IRKD 細胞の作製：IRKD 細胞ではインスリ
ンレセプターは約 80％ノックダウンされて
いた。IRKD 細胞のインスリンシグナル伝達に
関しては、AktとErkの活性が低下していた。
また、IRKD 細胞の生存率や増殖能はコントロ
ール細胞に比べると低下していた。 
 
(2) グルコース濃度に対するグルカゴン分泌
反応の検討：IRKD 細胞におけるグルカゴン分
泌は、コントロール細胞に比し、低グルコー
ス時に抑制傾向にあり、高グルコース時に亢
進していた。同様の傾向が単離膵島（インス
リンレセプターノックダウン膵島 vs. コン
トロール膵島）における検討でも認められた
（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 細胞内代謝物のメタボローム解析：IRKD
細胞とコントロール細胞とで163の代謝物に
有意差が認められた。IRKD 細胞では、ペント
ースリン酸回路、TCA 回路、アミノ酸代謝、

図 1. グルコース濃度の変化に対するグルカゴン分泌の

比較（コントロール細胞/膵島 vs. インスリン受容体ノッ

クダウンαTC1-6 細胞/膵島）  

A: □：コントロール αTC1-6 細胞、■：インスリン受容

体ノックダウンαTC1-6 細胞。B: □：コントロール膵島、

■：インスリン受容体ノックダウン膵島。*p < 0.05, **p 

< 0.01, コントロール細胞/膵島 vs. インスリン受容体

ノックダウンαTC1-6 細胞/膵島、バーは SEM。 

A B 



プリン・ピリミジン代謝などエネルギー代謝
に関与する幾つかの代謝物が有意に低下し
ていた。反対に、タウリンは IRKD 細胞で著
明に増加していた。有意な相違が認められた
代謝物のうち、グルカゴン分泌に影響を与え
る可能性があるタウリン、アルギニン、グル
タミン、ロイシンを候補代謝物質として抽出
し、更なる検討を行った。 
 
(4) 代謝物候補に関する検討：タウリン、ア
ルギニン、グルタミン、ロイシンの、細胞内
での合成酵素の遺伝子発現と細胞内への取
り込み能を検討した。IRKD 細胞では、タウリ
ン合成酵素の発現と細胞内へのタウリンの
取り込みが亢進していた（図 2）。一方、IRKD
細胞ではアルギニン合成酵素の発現と、アル
ギニンの取り込みは低下していた。その他の
結果には有意差を認めなかった。これらの結
果より、タウリンがグルカゴン分泌に影響を
及ぼす可能性が考えられた。10 mM のタウリ
ンを 1.5 mM、5.6 mM、30 mM のグルコース濃
度下で IRKD 細胞とコントロール細胞に添加
すると、IRKD 細胞でのみ、タウリン存在下で
高グルコース時のグルカゴン分泌が刺激さ
れた（図 3）。インスリンレセプターノックダ
ウン膵島でも同様の検討を行うと、タウリン
存在下で高グルコース時のグルカゴン分泌
が刺激された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 本研究の結果、インスリン作用が慢性的に
欠乏した膵α細胞においてグルカゴンの奇
異性分泌が認められ、その一因として細胞内
代謝の変化、とくにタウリンの上昇が関与し
ている可能性が示唆された。タウリンがグル
カゴン分泌異常を引き起こすという報告は
今までにない。しかしこれまでに、タウリン
が膵β細胞や筋細胞で KATPチャネル活性を阻
害するという報告や、膵β細胞においてタウ
リンの添加により細胞内カルシウム濃度が
上昇し、インスリン分泌が亢進したという報
告がある。これらのことより、IRKD 細胞にお
いて、タウリンは KATPチャネル活性の阻害や
細胞内カルシウム濃度の上昇を介してグル
カゴン分泌を刺激している可能性が考えら
れる。 
 インスリンレセプターをノックダウンし
た膵α細胞は、コントロールのα細胞と比較
して、奇異性のグルカゴン分泌動態を示し、
その一因として細胞内タウリンの増加が示
唆された。これらの知見は、インスリン分泌
が枯渇した1型糖尿病患者の病態解明および
治療の一助となる可能性がある。 
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図 2. タウリンの合成酵素と細胞内への取り込

みの結果（コントロール細胞 vs. インスリン

受容体ノックダウンαTC1-6 細胞）  

Csad; Cysteine sulfinic acid decarboxylase。

*p < 0.05,コントロール細胞 vs. インスリン受

容体ノックダウンαTC1-6 細胞、バーは SEM。 

図 3. インスリンノックダウンαTC1-6 細胞にお

けるタウリンの添加によるグルカゴン分泌の結

果（タウリン（－） vs. タウリン 10 mM（＋））  

■：タウリン（－）、▨：タウリン 10 mM（＋）。

*p < 0.05, タウリン（－）vs. タウリン 10 mM

（＋）、バーは SEM。 
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