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研究成果の概要（和文）：蛍光イメージング手法を用いた膵β細胞の量的評価方法の確立を目的に研究を開始し
た。膵β細胞において高発現しているGlucagon like-peptide-1受容体(GLP-1R)を標的分子としたexendinを基本
骨格とする蛍光プローブを作製した。まず、評価を簡便に行うためにGLP-1Rを高発現する細胞HEK-GLP-1Rを構築
した。プローブの基礎的性能評価は、結合親和性評価、細胞への結合評価、膵切片の染色実験により行った。本
研究で検討を行った蛍光標識exendinプローブは膵β細胞イメージングの可能性を有するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, I start to develop the imaging method for measuring a 
pancreatic beta cell mass by using fluorescent probe. A fluorescent probe with exendin frame was 
prepared. The probe targeted a glucagon like-peptide 1 receptor (GLP-1R) which highly expressed in 
pancreatic beta cells. To evaluate the probe properties, binding affinity study and binding study 
for cells, and immunostaining study of pancreatic slices were performed. The specific binding for 
GLP-1R was shown by binding affinity study. And the binding for cell with GLP-1R was shown by 
fluorescent image analysis and flow cytometry analysis. 
These studies showed that the fluorescent probe with exendin has a possibility for imaging the 
pancreatic beta cell and analyzing the mass.

研究分野：糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
 近年、糖尿病患者およびその予備軍の数は
増加の一途をたどっている。1 型糖尿病は、
膵β細胞が選択的に障害され、膵島が枯渇す
る糖尿病である。強化インスリン療法によっ
ても良好なコントロールが困難であり、合併
症の進行により医療経済上も大きな問題と
なっている。また、2 型糖尿病においても、
現在、日本における患者数は推定 890 万人を
越え、近年その増加は世界的にも深刻な状況
にある（厚生労働省）。この 2 型糖尿病にお
いても、耐糖能障害出現段階で既に膵島量は
減少していること、そして膵島量の減少によ
り治療抵抗性となる可能性が指摘されてい
る（Diabetes Care. Vol29, 2006, Diabetes. 
Vol.44, 1995）。また、最近では、膵β細胞量
を増加させる、もしくは、減少を抑制する可
能性のある薬の開発が進んだことや、1 型糖
尿病の治療法として膵島移植が期待される
ことにより生体内の膵β細胞量を非侵襲的
に知るための技術、とくに膵β細胞イメージ
ング技術が注目されている。膵島イメージン
グ技術を用いることで、より早期に膵島量の
減少をとらえることができれば早期介入で
糖尿病の進行を抑制し、発症率の低下が期待
できる。また、糖尿病の発症と膵島量の関係
や現在特定されていない糖尿病の成因の解
明にも大きく寄与できると考えられる。これ
までのところ、膵β細胞のイメージングのた
めに核磁気共鳴画像法（MRI）や核医学的イ
メージング、生体発光イメージングなどの研
究が進められている。しかしながら、生体内
の膵島量を評価するための十分な機能を持
ったプローブ開発には至っていないのが現
状である。申請者もこれまでに膵島特異的に
発現している GLP-1 受容体を標的にした放
射性同位元素標識プローブの開発に携わり、
PET用プローブおよびSPECT用プローブの
作製に成功している。放射性同位元素を用い
たプローブの問題点は、作製時や使用時の被
爆が懸念されるところである。そこで、本申
請では、放射性同位元素標識プローブ作製時
に得られた知見を基にして、GLP-1 受容体に
特異的に結合する Exendin を骨格とした蛍
光イメージングプローブの作製および蛍光
膵島イメージングを行うことが最初の目的
である。 
 また、申請者はこれまでに Optical 
Projection Tomography(OPT)を用いて、マウ
ス肝臓に移植した膵島の三次元的観察につ
いて検討（科学研究費若手Ｂ課題番号
22790617）し、移植膵島の観察及び膵島数・
量 の 評 価 に 成 功 し て い る (Transplant 
international, 24, 839-844 2011)。OPT は J. 
Sharpe らによって確立された光投射型断層
撮影技術 (Science 296: 541-545, 2002)を用
い二次元の断層画像から生体標本の三次元
画像を再構築する技術である。OPT では、共
焦点顕微鏡で観察可能なサンプルよりも大
きな組織を 5-50μm の高分解能で観察でき、

生体内に発現する RNA やタンパク質を切片
を作製することなく観察可能であるため、従
来の切片からの解析では不可能であった臓
器単位での正確な三次元的解析が可能とな
る。今回の膵島特異的蛍光プローブを利用す
ることで、これまで OPT 用の試料作製で必
須であった免疫染色過程を省略することが
できる利点がある。OPT を用いることで、よ
り詳細な膵島の数・量について蛍光イメージ
ング結果との相関を評価すること可能とな
る 
本研究の最終的な目的は、膵島（膵β細胞）
特異的蛍光標識プローブを用いて膵臓内の
膵β細胞の定量評価系を確立し、さらに、糖
尿病の発症と膵島量の関係を明らかにする
ことにある。 
 
２．研究の目的 
 増え続ける糖尿病患者及びその予備軍の
数を抑制するために、膵β細胞の量的観点か
ら糖尿病の病態を解析することが求められ
ている。そのためには、生体内に存在する膵
β細胞量を早期に検知する必要がある。本申
請では、GLP-1 受容体に特異的に結合する
Exendin を骨格とする蛍光イメージングプ
ローブの作製および蛍光膵島イメージング
を行い、糖尿病の発症と膵β細胞量の関係を
明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 蛍光標識 Exendin の合成 
  Rink-amide MBHA resin を用いた固相合
成法により Exendin骨格を有するペプチドを
合成した。蛍光分子（FITC、TAMRA）を結合
させた後、TFA により脱保護を行い精製し目
的の化合物を得た。 
 
(2)作製したプローブの基本性能評価 
 ・GLP-1 受容体高発現細胞の構築 
 ・結合実験：作製プローブの GLP-1 受容体
への結合親和性評価 
 HEK-GLP-1R細胞の懸濁液に非標識exenin4
または、蛍光標識 exendin4 を 1x10-12 から
1x10-５までの濃度で各チューブに添加後
125I 標識 Ex9-39 を添加し、1 時間後にガラ
スフィルターを用いて細胞を回収した。γカ
ウンターにてフィルター内の RI カウントを
測定し結合親和性を評価した。 
 ・細胞への結合評価：蛍光顕微鏡およびフ
ローサイトメトリーによる評価 

HEK-GLP-1R 細胞（DMEM(10%FBS、P/S 含)に
て維持培養）を 35 mm ガラスボトムディッシ
ュ上に播種した。接着後細胞を HBSS にて洗
浄し、binding buffer 中 200 nM になるよう
に蛍光標識 exendin を添加した。30 分反応後
PBS(-)にて洗浄し、蛍光顕微鏡にて観察を行
った。ブロッキング処理は蛍光プローブ添加
30分前に 20μMになるように非標識 exendin
を添加し行った。フローサイトメトリーには
蛍光顕微鏡観察後セルスクレイパーにて細



胞を回収し懸濁液を調製後評価した。 
 ・プローブ構造の再検討：骨格ペプチドと

蛍光プローブの結合様式の再検討 
 ・膵切片の染色評価 
  C57BL/6 マウスの膵臓を摘出しクライオ
モルド内にて O.C.T.コンパウンドを用いて
封入し凍結させることで凍結ブロックを得
た。次に 5μm の凍結切片を作成した。アセ
トン固定の後 BlockingOneにてブロッキング
を行った。洗浄後 100 nM 蛍光プローブ溶液
により染色し洗浄後、蛍光顕微鏡にて観察を
行った。 
 
 
４．研究成果 
(1)蛍光 exendin の合成 
 Exendin 骨格が有するアミノ基に対して
n-hydroxysuccinimide(NHS)を用いて蛍光分
子を縮合反応により付加させ、サイズ排除ク
ロマトグラフィーを用いて精製した。しかし
ながら反応効率が低く十分な収量が得られ
なかったため、スペーサーを導入し、標識部
位を限定することで十分な化合物を得、その
後の検討に使用した。 
(2)プローブの基礎的検討 
GLP-1 受容体高発現細胞の作製 

 プローブの GLP-1受容体への結合評価を行
うために GLP-1受容体高発現細胞を作製した。
HEK 細胞に GLP-1 受容体のコンストラクトを
導入し HEK-GLP-1R 細胞を構築した。 
 
 結合親和性の評価 

結合実験の結果、蛍光標識プローブは
GLP-1 受容体特異的であることを示すことが
できた。しかしながら、IC50 は、intact-Ex4
で は 1.2 nM で あ っ た の に 対 し 、
FITC-Ahx1-Ex4 では 11.3 nM であった。蛍光
分子の導入により結合能が低くなったと考
えられる。 
 
細胞への結合評価 

 蛍光イメージ 
まず、GLP-1 受容体の発現のない HEK293 細胞
では蛍光プローブ添加の有無に関わらず蛍
光は観察されなかった。GLP-1 受容体を発現
する HKE-GLP-1R 細胞においてはプローブ由
来の蛍光が観察でき、かつプローブ添加前に
過剰の非標識 exendin4 を添加した blocking
系においてはその蛍光は観察できなかった。
このことから、プローブは GLP-1 受容体を介

して細胞に結合していることが分かった。 
 

フローサイトメトリー 
次に、蛍光標識プローブの細胞への結合を

フローサイトメトリーにて実施した。HEK293
細胞においては蛍光標識プローブの有無で
の細胞の分布（mean 値）は変わらなかった。
それに対して、HEK-GLP-1R 細胞では、プロー
ブを反応させることでプローブ由来の蛍光
を検出し、プローブ反応前と比較して大きく
シフトしていることが観察できた。非標識
exendinによるblocking処理を行ったところ
プローブの細胞への結合が抑制され各細胞
におけるプローブ由来の蛍光は観察されな
かった。このことからも蛍光標識 exendin プ
ローブは GLP-1R 特異的に細胞へ結合してい
ることが明らかとなった。 
 

膵切片での膵β細胞の染色評価 
蛍光プローブをマウス膵の凍結切片に反

応させた結果、膵島とくに膵β細胞への十分
な染色を観察することができなかった。染色
の条件についてさらなる検討が必要である
と同時に蛍光分子の結合方法の検討が必要
であると考えられた。 
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以上のことから蛍光標識 exendin は

GLP-1 受容体特異的に結合し、細胞レベルで
の評価が可能であり、膵β細胞イメージング
への利用可能性を示すことができた。 
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