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研究成果の概要（和文）：電子顕微鏡・共焦点顕微鏡を用いた検討で、脂肪摂取によるFABP5のK細胞核内から核
外への局在変化が示唆された。FABP5欠損マウスK細胞ではRegulator of G protein signaling 4（RGS4)の発現
が上昇していることが明らかとなった。GPR120とGPR40は双方とも油脂摂取時のGIP分泌に関与しているが、
GPR120はCCK分泌を介して間接的にGIP分泌を制御していることが明らかとなった。またL細胞で高い発現を示す
炭酸脱水酵素8 (Carbonic anhydrase 8;Car8)が脂肪酸刺激に対するGLP-1分泌を負に制御することを示唆する結
果を得た。

研究成果の概要（英文）：We examined FABP5 localization in K-cells before and after oral fat
intake using electron microscopy and confocal microscopy.FABP5 was present both in the nucleus and 
in the cytoplasm of K-cells before loading. In contrast, 60 minutes after fat loading, the 
intranuclear localization has disappeared. The expression of Regulator of G protein signaling 4
(RGS4) was found to be elevated in the K cells of FABP5-deficient mouse. We clarified that both 
GPR120 and GPR40 are involved in GIP secretion after fat intake. It is suggested that GPR40 
expressed in K-cells directly sense LCFA, and in contrast, GPR120 expressed in I-cells indirectly 
regulates GIP secretion in the presence of bile via CCK secretion.We also obtained results 
suggesting that carbonic anhydrase 8 (Car8), which shows high expression in L-cells, negatively 
regulates GLP-1 secretion in response to fatty acid stimulation.

研究分野： 糖尿病・代謝

キーワード： インクレチン分泌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満・2型糖尿病患者の数は増加の一途をたどっており、全世界的に重要な健康問題であるが、有効かつ安全性
の高い治療法は未だ確立されていないのが現状である。本研究で注目しているインクレチンはその治療標的とし
て大変有望であり、GIP制御に関わる重要な分子としてFABP5に、GLP-1分泌制御に関与するものとしてCar8に着
目し、作用機構の解明に着手している。本研究の結果、薬剤によるFABP5、Car8の制御を介してインクレチン分
泌制御が可能となれば、糖尿病・肥満症の新たな治療法の開発、創薬につながることが期待され研究の意義は大
きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Gastric inhibitory polypeptide(GIP)と glucagon-like peptide-（GLP-1）は炭水化物や脂
質、たんぱく質などの栄養素の摂取によってそれぞれ腸管内分泌 K 細胞ならびに L 細胞か
ら分泌され、膵β細胞上の受容体を介してインスリン分泌を促進するインクレチンである。
申請者はこれまでに、高脂肪食の経口摂取が GIP 分泌を強力に促進し、肥満を誘導するこ
とを明らかにしてきた（Naito R, et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2008, Nasteska 
D, et al Diabetes 2014）。脂質摂取が GIP 分泌を強く促進する機序を明らかにする目的で、
GIP 遺伝子部位に GFP を挿入することにより K 細胞が GFP で標識されたノックインマ
ウス（GIP-GFP マウス）を作製し（Suzuki K, et al. J. Biol. 
Chem., 2013）(図 1)、単離した小腸 K 細胞の網羅的遺伝子解
析を行うことにより、K 細胞に特異的に発現する遺伝子を単
離・同定した。特に脂肪酸結合たんぱく質の一つである fatty 
acid binding protein 5 （FABP5）（Sibue K, et al. Am. J. 
Physiol. Endoclinol. Metab. 2015）や脂肪酸の受容体として知
られる G 蛋白質共役受容体の一つ GPR120（Iwasaki K, et al. 
Endocrinology 2015）が K 細胞特異的に発現し、これらの欠損
マウスでは脂質の単回経口投与による GIP 分泌が有意に抑制されることから、FABP5 や
GPR120 が脂質摂取（急性刺激）による GIP 分泌に重要な役割を果たしていることを明ら
かにした。さらに最近、申請者らは脂質摂取による GIP 分泌促進には胆汁が同時に存在す
ることが必須であることも報告した。しかしながら、FABP5 や胆汁ががどのようなメカ
ニズムで脂質摂取による GIP 分泌を修飾するのかについては全く明らかではない。また
GIP を分泌する K 細胞が上部小腸に分布しているのに対して、GLP-1 を分泌する L 細胞
は下部小腸や大腸に多く分布している。さらに、GIP は脂肪摂取によって強力に分泌が誘
導されるのに対して、GLP-1 分泌はアミノ酸によってより分泌刺激を受けやすいなど、分
泌特性も異なる（Harada N, et al. J. Diabetes Investig. 2011, Yamane S, et al J. 
Diabetes Investig. 2012）が、K 細胞と L 細胞の分布や特性の違いなどの詳細については
いまだに不明な点も多い。 
 
２．研究の目的 
FABP5・胆汁の GIP 分泌修飾メカニズムを明らかにする。また、L 細胞の遺伝子発現プロフ
ァイルを K 細胞と比較し、K 細胞と L 細胞の特性の共通点と相違点を明確にする。 
 
３．研究の方法 

1) 脂肪誘導性 GIP 分泌における FABP5 作用メカニズムの解明 
① FABP5 の細胞内局在に関する組織学的検討 
脂肪摂取後の K 細胞における FABP5 細胞内局在の変化を明らかにするため、野生型マウス
(n=3) に対し 16 時間の絶食後に経口脂肪負荷を行い、負荷前と負荷後一定時間 (30 分後、60
分後、120 分後) で上部小腸を摘出、一次抗体を抗 FABP5 抗体、二次抗体を immunogold と
した pre-embedding immunonanogold silver staining を行い電子顕微鏡で観察した。またさ
らに GIP-GFP ノックインマウス (n=3) に同様の脂肪負荷および糖負荷を行った後、小腸を摘
出し、一次抗体として抗 FABP5 抗体および抗 GFP 抗体を用いた免疫組織染色を行った。 

② 慢性的 FABP5 欠損に伴う K 細胞の質的変化の検討 
慢性的な FABP5 作用の欠失による K 細胞の質的変化を評価するため、K 細胞のマイクロアレ
イ解析により、発現プロファイルを FABP5 欠損マウス、野生型マウスで比較した。 

２) 脂質による GIP 分泌における胆汁および脂肪酸受容体の関与に関する検討 
脂肪摂取時 GIP 分泌における脂肪酸受容体（GPR120、GPR40）の役割に関しては、未検討で
あった。GPR120 ノックアウトマウス（GPR120KO）、GPR40 ノックアウトマウス（GPR40KO）
にコーン油を経口摂取させた際の GIP 分泌を評価した。 

3) L 細胞の遺伝子発現プロファイルおよび発現遺伝子の機能検討 
名古屋大学の林良敬博士との共同研究により、グルカゴン(Gcg)遺伝子に GFP をノックインし
たL細胞可視化マウス (Gcg-GFPノックインマウス) (Hayashi Y, et al. Mol Endocrinol. 2009)
を用いて L 細胞を単離回収し、マイクロアレイ解析を行って L 細胞に特異的に発現する分子を
同定する。マウス腸管腫瘍株 STC-1 を用いて同定分子の siRNA によるノックダウンや発現プ
ラスミドによる強発現下の GLP-1 遺伝子発現量や GLP-1 分泌量を評価し、同定分子の GLP-1
遺伝子発現や分泌への関与を確認する。同定分子の欠損マウスおよび強発現マウスを用いて腸
管内の L 細胞数や L 細胞内 GLP-1 発現量を評価する。 
 
 



４．研究成果 

1) 脂肪誘導性 GIP 分泌における FABP5 作用メカニズムの解明 

① FABP5 の細胞内局在に関する組織学的検討 
FABP5 は負荷前には K 細胞の核内・細胞質両方に存在
していたが、脂肪負荷 60 分後には核内の局在は消失して
いた(図 2)。さらに免疫組織染色標本を共焦点顕微鏡で観
察したところ、脂肪負荷後 60 分で FABP5 核内染色性の
一過性低下を認めた(図 3)。経口糖負荷後の観察では、
FABP5 の細胞内局在変化は認めなかった(図 4)。 
 

② 慢性的 FABP5 欠損に伴う K 細胞の質的変化の検討 
特に脂肪酸受容
体や脂肪酸トラ
ンスポーター、
SREBPs (Sterol 
regulatory 
element-bindin
g proteins) 、
ChREBP 
(Carbohydrate 
Responsive 
Element 
Binding Protein)、PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors)など脂肪酸摂取や代
謝・栄養状態の感知、細胞応答に関連する分子の発
現に着目したが、明らかな発現の差は認めなかった。
一方 GTPase-activating protein (GAP) としての作
用により、Gαの活性を負に制御するタンパク群の
ひとつである G タンパク質シグナル伝達調節因子 4 
(Regulator of G protein signaling 4: RGS4)の発現
が、FABP5 欠損マウスの K 細胞で野生型マウスの
K 細胞よりも有意に高く、real-time PCR による検
討でも同様の結果であった(図 5)。脂肪酸受容体の下
流シグナルを、FABP5 が RGS4 を介して制御して
いる可能性が示唆されたが、詳細な機序に関してさ
らなる解析に着手している。 

２)脂質による GIP 分泌における胆汁および脂肪酸受容体の関与に関する検討 
GPR120 ノックアウトマウス（GPR120KO）、
GPR40 ノックアウトマウス（GPR40KO）にコーン
油を経口摂取させた際の GIP 分泌は、野生型マウス
（WT）に比べて、それぞれ 50%、20%に低下して
いた(図 6)。さらに GPR120KO、GPR40KO では
WT と比べ、脂肪摂取後の CCK 分泌の有意な低下
と胆嚢収縮の障害を認めた。CCK アナログの投与に
より、GPR120KO ではコーン油摂取時の GIP 分泌
が回復したのに対し、GPR40KO では部分的な回復
に留まった(図 7)。なお GPR120KO、GPR40KO の
K 細胞数、K 細胞の GIP 含量、GPR119、TGR5、
FXR の mRNA 発現量は WT と比べて有意な差を認
めなかった。これらの結果から、GPR120 と GPR40
は双方ともコーン油摂取時のGIP分泌に関与してい
るが、その機序は異なり、GPR120 は CCK 分泌・
胆汁分泌を介して間接的にGIP分泌を制御している
ことが示唆された（Sankoda A et al., Endocrinology. 
158(5):1172-1180. 2017）。 

3) L 細胞の遺伝子発現プロファイルおよび発現遺伝
子の機能検討 

L 細胞のマイクロアレイ解析の結果から、L 細胞に



おいて高い発現を認める炭酸脱水酵素 8 (carbonic anhydrase 8: Car8) に関して機能解析に着
手している。Car8 は中枢神経系において IP3 受容体を介した小胞体からのカルシウム流出制
御に関わることが報告されている。すでに腸管内分泌細胞株である STC-1 で、Car8 をノック
ダウンすることで長鎖脂肪酸刺激による GLP-1 分泌が増強、過剰発現により減弱することを確
認してした。今後は下記の検討を予定している。 

腸管内分泌細胞株 STC-1 を用いて (in vitro) 

①Car8 による GLP-1 分泌制御経路の検討 
PLC-IP3R 経路の関与を PLC 阻害薬、IP3 受容体阻害薬を用いて検討する。 

②Car8 による STC-1 細胞内カルシウム濃度制御の評価 
Car8 のノックダウン、過剰発現時の細胞内カルシウム濃度を、蛍光プローブ Fura2 を用いて
測定する。 
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