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研究成果の概要（和文）：膵β細胞グルタミン酸シグナルの生理的・病態生理的役割およびそのインスリン分泌
促進機構の解明を目的として研究を行った。インスリン顆粒のプロテオーム解析からグルタミン酸によるインス
リン開口分泌に関与する候補分子を同定した。ゲノム編集技術を用いて作製した小胞型グルタミン酸トランスポ
ーター（VGLUT）欠損膵β細胞の解析から、インクレチンによるインスリン分泌におけるVGLUTの重要性が明らか
になった。さらに、偽膵島形成によるインクレチン応答性誘導のメカニズムの解析より、インクレチン応答性に
おけるグルタミン酸シグナルの役割が明らかになり、その病態生理学的重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The physiological and pathophysiological roles of β-cell glutamate and the 
mechanism of insulin secretion by glutamate signaling were investigated. Proteome analysis of 
purified insulin granule identified the candidate molecules involved in insulin granule exocytosis 
induced by glutamate. The analysis of β-cell lines deficient for vesicular glutamate transporter 
(VGLUT) generated by genome editing system revealed the importance of VGLUT in incretin-induced 
insulin secretion. Furthermore, in the study of induction of incretin responsiveness by formation of
 islet-like spheroid cluster (SC) using incretin-unresponsive β-cell line, we found the elevated 
cellular glutamate level in incretin-responsive SC and the involvement of reduced expression of 
amino acid transporter which regulates glutamine transport in the induction of 
incretin-responsiveness, suggesting the pathophysiological significance of the regulation of 
cellular glutamate in pancreatic β-cell functions.

研究分野： 代謝学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
インクレチン関連薬は、現在２型糖尿病治療において広く使用されている。インクレチンの主な作用は膵β細胞
からのインスリン分泌促進作用であるが、その詳細な作用機序については未だ不明な部分も多い。また、臨床的
にはインクレチン関連薬に対する反応性の低下がしばしば見られ問題となっている。インクレチンによるインス
リン分泌において膵β細胞内のグルタミン酸がインスリン顆粒開口分泌を促進する機序は学術的にも興味深い
が、一方、本研究の成果はインクレチン不応性の背景にある病態の一端を説明しうるものであり、臨床的にも意
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 

 膵β細胞からのインスリン分泌は、様々な細胞内シグナルによって精密に調節され、血糖を

正常範囲内で維持する。インスリン分泌障害は糖尿病の発症および病態生理に寄与しその治療

の標的である。インクレチン（GLP-1, GIP）は、食事摂取に応じてそれぞれ腸内分泌細胞から

分泌され、膵β細胞の cAMP シグナルを介してインスリン分泌を増強することにより、食後高血

糖を抑制するために重要である。最近、血糖に依存してインスリン分泌を促進するというイン

クレチンの作用を利用してインクレチン関連薬が開発され、2 型糖尿病の治療薬として広く使

用されるようになった。しかし、何故インクレチンが血糖依存的にインスリン分泌を促進する

か、さらにインクレチン刺激下に膵β細胞内でグルコース代謝と cAMPシグナルがどのように相

互作用するのかについては全く明らかにされていなかった。これらの問題を明らかにすること

は生理的条件下でのインクレチンによるインスリン分泌増強機構を解明するのみならず臨床で

しばしばみられる糖尿病患者における内因性インクレチンの反応性の低下やインクレチン関連

薬に対する不応性（non-responder）の機序を解明するために極めて重要な研究課題である。最

近、研究代表者らは、インクレチン応答性の膵β細胞株と非応答性の膵β細胞株を利用し、グ

ルコースの安定同位体である[U-13C]グルコースを用いた比較メタボローム解析を行い、グルコ

ース刺激により解糖系に共役するリンゴ酸−アスパラギン酸（MA）シャトルを介して細胞質で産

生されるグルタミン酸が、インクレチン/cAMP シグナルによるインスリン分泌増強に必須のシ

グナルであることを発見した。しかも、細胞質のグルタミン酸が小胞型グルタミン酸トランス

ポーター（VGLUT1）を介してインスリン顆粒内に取り込まれることがインスリン分泌の増強に

必要であることを明らかにした（Gheni et al., Cell Reports, 2014）。しかし、インスリン顆

粒内に取り込まれたグルタミン酸がどのようにしてインスリン分泌を増強するのかは依然とし

て不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、網羅的プロテオミクスの手法や CRISPR/Cas9 システムにより代表者らが樹立し

た小胞型グルタミン酸トランスポーターノックアウトβ細胞株を用いた解析により、膵β細胞

のグルタミン酸シグナルによるインスリン分泌を増強する機構を明らかにし、その生理的なら

びに病態生理学的意義を解明することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１）グルタミン酸シグナルの標的分子の同定とその役割の解明 

低濃度や高濃度グルコース及びインクレチン等で刺激した膵β細胞株から分画したインスリ

ン分泌顆粒を用いて、網羅的プロテオミクス解析を行い、グルタミン酸シグナルの標的分子を

同定した。 

（２）グルタミン酸トランスポーターの in vitro における生理的役割の解明 

小胞型グルタミン酸トランスポーター1及び 2（VGLUT1 及び VGLUT2）のノックアウトβ細胞

株を用いて、グルタミン酸トランスポーターのインクレチンによるインスリン分泌の役割を検

討した。 

（３）グルタミン酸シグナルの病態生理学的役割の解明 

偽膵島形成によるインクレチン応答性誘導機構の解析により、糖尿病の病態やインクレチン

応答性と細胞内グルタミン酸シグナルの関連について検討した。 

 

４．研究成果 

（１）グルタミン酸シグナルの標的分子の同定とその役割の解明 

 膵β細胞株 MIN6-K8 細胞を、安定同位体標識したアミノ酸でラベルし、高濃度グルコースや

cAMP、インクレチン等の刺激後に細胞を回収してインスリン顆粒画分を回収した。これらのサ

ンプルを用いて質量分析により、刺激によって量的変動のあったタンパク質を解析した。GLP-1

や cAMP、ジメチルグルタミン酸の刺激により、それぞれおよそ 40〜140 程度のタンパク質の増

減が認められた。そのうち、小胞輸送や、開口分泌等に関連するタンパク質について、siRNA

によるノックダウンの効果を検討したところ、インクレチンに対するインスリン分泌がノック

ダウンにより抑制される分子が認められた。また、小胞型プロトンポンプ（V-ATPase）はグル

コース刺激によるインスリン分泌の過程で、インスリン顆粒の酸性化に関与するが、重要なサ

ブユニットのノックダウンによって特にインクレチン応答性が減弱することから、インクレチ

ンによるインスリン分泌にも関与していることが示唆されている。この V-ATPase のいくつかの



サブユニットも今回のプロテオーム解析でインスリン顆粒中の変動が認められたことから、グ

ルタミン酸によるインスリン顆粒の開口分泌への関与が示唆される。 

 

（２）グルタミン酸トランスポーターの in vitro における生理的役割の解明 

 CRISPR/Cas9 システム用いて小胞型グルタミン酸トランスポーター（VGLUT）の欠損膵β細胞

株（VGLUT KO 細胞）を作製した。まず、膵β細胞で主に発現している VGLUT1 のノックアウト

細胞を作製したところ、GLP-1 によるインスリン分泌は野生型の MIN6-K8 細胞に比べて減弱し

ているものの若干の応答性が認められた。この VGLUT1 KO 細胞では VGLUT2 の発現が MIN6-K8

細胞よりも増加していたことから、他のアイソフォームによる代償機構が考えられたため、さ

らに VGLUT1、VGLUT2 および VGLUT3 を欠損したトリプルノックアウト細胞（TKO 細胞）を作製

した。この TKO 細胞では、GLP-1 または GIP によるインスリン分泌増強効果はほぼ消失した。

また、VGLUT1 または VGLUT2 の導入により、GLP-1 によるインスリン分泌の回復が認められた。

さらに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刺激によりインスリン

分泌が増強した。これらの結果から、インクレチンによるインスリン分泌における VGLUT を介

したグルタミン酸のインスリン顆粒内への取り込みの重要性が明らかになった。 

  

（３）グルタミン酸シグナルの病態生理学的役割の解明 

 リンゴ−アスパラギン酸シャトルを介した細胞質グルタミン酸産生において重要なアスパラ

ギン酸アミノ基転移酵素のノックアウト細胞（AST1 KO細胞）も上記（2）の方法で作製したと

ころ、KO細胞でグルコース刺激による細胞質グルタミン酸産生が消失しており、インクレチン

によるインスリン分泌が顕著に低下していた。インクレチン応答性が低下している肥満モデル

ラットなどの膵島でグルコースによるグルタミン酸産生が低下していることから、インクレチ

ン応答性における細胞内グルタミン酸シグナルの重要性が示唆される。 

 研究代表者らは以前に、インクレチン非応答性の膵β細胞株である MIN6-K20 細胞を用いて膵

島様の細胞凝集塊（ここでは偽膵島とする）を形成するとインクレチン応答性が誘導されるこ

とを見出した。今回、MIN6-K20 細胞の単層培養と偽膵島を用いてメタボローム解析およびトラ

ンスクリプトーム解析を行った。偽膵島では単層培養に比べ各種代謝物が全体的に増加してお

り、グルコースによるグルタミン酸も顕著に亢進していた。一方、グルコースによるグルタミ

ン酸産生を認めない上記の AST1 KO 細胞を用いて作成した偽膵島では、インクレチンによるイ

ンスリン分泌が低下していた。MIN6-K20 細胞の偽膵島では単層培養に比べ、グルタミンの輸送

に関与するアミノ酸トランスポーター、SNAT5 の発現が顕著に低下していた。SNAT5 は、野生型

のマウス膵島において発現が非常に低いが、インクレチン応答性が障害されている db/db マウ

スや KK-Ay マウスの膵島では発現上昇していることを見出した。MIN6-K20 において SNAT5のノ

ックダウンや阻害剤により SNAT5 の機能を阻害すると細胞内グルタミン酸産生の増加およびイ

ンクレチン応答性インスリン分泌の誘導が認められた。また、db/db マウスおよび KK-Ay マウ

スの膵島において、SNAT5 の阻害剤によりインクレチン応答性インスリン分泌の改善が認めら

れた。以上の結果から、SNAT5 は細胞内のグルタミンおよびグルタミン酸含量を制御すること

により病態モデル動物におけるインクレチン応答性障害に関与していることが示唆された。 
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