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研究成果の概要（和文）：消化管ホルモンであるグルカゴン様ペプチド-１（GLP-1）は、小腸内分泌L細胞から
分泌され、食餌由来成分や腸内細菌代謝産物により、分泌される。しかし、その詳細な制御機構は不明である。
腸内細菌代謝産物の一種であるL-グルタミンを小腸内分泌L細胞に投与すると、GLP-1分泌が促進された。このL
細胞には、味覚受容体の一種であるTAS1R3が発現していた。そこで、TAS1R3変異小腸内分泌L細胞を作成し、解
析したところ、GLP-1分泌が抑制された。これらの結果から、TAS1R3が、L-グルタミンによるGLP-1分泌に重要な
役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), a gastrointestinal hormone, is secreted 
from enteroendocrine L cells in the small intestine. GLP-1 secretion is induced by various luminal 
nutrients, including amino acids and intestinal bacterial metabolites. However, the underlying 
mechanisms of intestinal bacterial metabolites-induced GLP-1 secretion are not well characterized. 
We investigated the mechanisms underlying the L-glutamine, one of the intestinal bacterial 
metabolite, induced GLP-1 secretion. We found that taste receptor type 1 member 3 (TAS1R3) was 
expressed in the L cells. We generated TAS1R3 mutant L cells using the CRISPR/Cas9 sysytem. TAS1R3 
mutant L cells did not exhibited L-glutamine-induced GLP-1 secretion. Thus, these results suggest 
that TAS1R3 plays an important role in L-glutamine-induced GLP-1 secretion.

研究分野：分泌生理学

キーワード： 開口分泌　イメージング

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食餌由来成分である、糖、脂肪酸、アミノ酸によって小腸内分泌L細胞からグルカゴン様ペプチド-１（GLP-1）
の分泌が促進されるが、その詳細な分泌促進分子機構は不明であった。本研究では、アミノ酸の中でもL-グルタ
ミンによって起こるGLP-1分泌の促進が、うまみ受容体や甘味受容体を形成するTAS1R3によって制御されること
を見出した。つまりL細胞は、消化管管腔内のケミカルセンサーとして機能している可能性がある。この結果
は、GLP-1分泌を促す機能性食品の開発などにつながると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類宿主とその腸内細菌叢との共生関係は、宿主のエネルギー摂取や認知機能などに大き
く影響する。例えば、糖尿病や認知症、自閉スペクトラム症などは、腸内細菌叢の機能異常によ
って発症する例が報告されている（文献①、②）。さらに、肥満マウスと正常マウスとを比較す
ると腸内細菌叢の組成や代謝産物が異なっており、肥満マウスでは特定の腸内細菌と代謝産物
が増加している（文献③）。しかし、腸内細菌代謝産物が、どのようなメカニズムで糖尿病や認
知症、自閉スペクトラム症などの疾患発症に関与しているのかは不明である。 
消化管には、消化管ホルモン（グルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）、グルコース依存性インスリ
ン分泌刺激ポリペプチド（GIP）、セロトニン、グレリン等）を分泌する消化管内分泌細胞が散在
する。例えば、小腸内分泌 L細胞は、GLP-1 を分泌する。この GLP-1 は、膵β細胞へ作用し、イ
ンスリン分泌を促進するだけでなく、迷走神経にも作用し、食欲を抑制する。つまり GLP-1 は、
血糖調節や摂食行動を制御する。 
この小腸内分泌 L 細胞は、消化管管腔に面しており、食餌成分を感受し、GLP-1 を分泌する。
しかし、食餌成分と同様に消化管内に存在する腸内細菌代謝産物による消化管ホルモン分泌へ
の影響については、検証されていなかった。 
 
２．研究の目的 
腸内細菌代謝産物がどのようなメカニズムで消化管内分泌細胞からの消化管ホルモンの分泌
を調節するのか、その分子メカニズムの解明を試みた。 
 
３．研究の方法 
（１）糖尿病や認知症、自閉症との関連が指摘されている腸内細菌代謝産物（キヌレン酸、エチ
ルフェニル硫酸など５０種類）が報告されている。そこで、これら計 50 種類の腸内細菌代謝産
物を腸内細菌代謝産物ライブラリーとして用いる。そして、小腸内分泌細胞株（GLUTag 細胞や
STC-1 細胞等）や急性単離小腸に腸内細菌代謝産物ライブラリーを投与した際の消化管ホルモン
分泌能（GLP-1、GIP、グレリン、セロトニン等）への影響を ELISA により解析する。 
 
（２）細胞内セカンドメッセンジャー（Ca2+、cAMP、cGMP、ATP など）の濃度測定を可能にした
蛍光タンパク質型分子スパイプローブ（文献④-⑥）を小腸内分泌細胞株や急性単離小腸に遺伝
子導入し、上記（１）の解析で見出した消化管ホルモン分泌機能へ影響を与える腸内細菌代謝産
物の作用機序を、細胞イメージング解析によって同定する。 
 
（３）小腸内分泌細胞株（GLUTag 細胞や STC-1 細胞等）や小腸から単離精製した消化管内分泌
細胞を用いて mRNA を回収し、次世代シークエンスシステム（Genome Analyzer, Illumina 社）
を用いて、網羅的な遺伝子発現プロファイルを解析する（RNA sequencing 解析（RNA-seq）、対
象約 300 万リード）。そのうち、細胞内シグナル伝達や分泌に関与する遺伝子群に対する siRNA
ライブラリーを設計して発現抑制を行う。上記（1）の解析で消化管ホルモン分泌機能への影響
が確認された腸内細菌代謝産物を投与した際、発現抑制によって細胞内シグナル分子動態や分
泌動態が変動するものを見つけ、腸内細菌代謝産物を感受する遺伝子候補とする。同時に、腸内
細菌代謝産物を長期間投与した際の消化管ホルモン分泌調節に関与する遺伝子の発現変動も解
析し、それらの遺伝子の過剰発現や発現抑制による細胞内シグナル分子動態や分泌動態の変化
を解析する。これらの解析により、腸内細菌代謝産物に対する標的タンパク質と細胞内シグナル
伝達経路を同定する。 
 
４．研究成果 
（１）小腸内分泌細胞株 GLUTag 細胞および STC-1 細胞に腸内細菌代謝産物ライブラリーを投与
した際の細胞内 Ca2+濃度変化への影響を測定した。その結果、吉草酸、プロピオン酸、サルコシ
ン、プロスタグランジン E2 といった物質を含む合計３０種類の腸内細菌代謝産物の投与によっ
て細胞内 Ca2+濃度上昇が観察された。一方、インドール-3-アセトアミドやグルコン酸を含めた
合計５種類の腸内細菌代謝産物で細胞内 Ca2+濃度低下が観察された。 
そこで、細胞内 Ca2+濃度上昇が観察された腸内細菌代謝産物を投与した際の GLP-1 分泌への影
響を ELISA によって解析した。その結果、吉草酸、プロピオン酸、L-グルタミンなどを含めた合
計６種類の腸内細菌代謝産物によって GLP-1 分泌が誘発された。特に L-グルタミンは、最も強
い GLP-1 分泌促進効果があることが分かった。 
一方、細胞内 Ca2+濃度低下が観察された腸内細菌代謝産物を投与した際の GLP-1 分泌への影響
も解析した。その結果、２種類の腸内細菌代謝産物によって GLP-1 分泌が抑制されることが分か
った。次に、ペプチドホルモンに蛍光タンパク質を融合させたプラスミドを GLUTag 細胞へ遺伝
子導入し、実際の生きた細胞からの GLP-1 分泌動態のリアルタイムでの可視化解析を行った。全



反射蛍光顕微鏡を用いて、６種類の腸内細菌代謝物によって引き起こされる GLP-1 分泌反応の
可視化解析を行ったところ、それぞれの腸内細菌代謝物によって分泌顆粒の開口放出動態が異
なることが分かった。 
 
（２）次世代シークエンサーを用いて、小腸内分泌細胞株 GLUTag 細胞および STC-1 細胞に発現
している各種受容体、チャネル、トランスポーター、ホルモン受容体の網羅的遺伝子発現解析を
行った。その結果、カルシウム感受性受容体（calcium-sensing receptor: CaSR）、アミノ酸受
容体の一種である G protein-coupled receptor class C group 6 member A（GPRC6A）、うま味
受容体を構成する taste receptor type 1 member 1（TAS1R1）および member 3（TAS1R3）、短鎖
脂肪酸受容体、グルタミン受容体だけでなく、オキシトシン受容体やアドレナリン受容体も発現
していた。 
そこで、GLP-1 分泌を強力に増強した L-グルタミンの細胞内シグナル伝達機構について解析
を行った。L-グルタミンをはじめとするアミノ酸を受容する受容体として、これまでの先行研究
から、CaSR、GPRC6A、TAS1R1 および TAS1R3 のヘテロダイマーなどが示唆されていた。しかし、
これらの受容体のうち、どの受容体が L-グルタミンの受容に関与し、どのような細胞内シグナ
ル伝達に関与しているのかについて不明であった。 
まず、GLUTag 細胞に L-グルタミンを投与し、カルシウム感受性蛍光色素 Fluo3 および緑色
cAMP センサーFlamindo2（文献⑦）を用いて細胞内カルシウム濃度（[Ca2+]i）および細胞内 cAMP
濃度（[cAMP]i）の変化を可視化解析した。解析の結果、L-グルタミンの投与により[Ca2+]iおよ
び[cAMP]iの両方が上昇した。しかしながら、L-グルタミン以外の L-アミノ酸を細胞に投与して
も[Ca2+]iおよび[cAMP]iの両方が上昇することはなかった。 
次に、L-グルタミン投与により引き起こされる[Ca2+]iおよび[cAMP]i上昇に対する細胞外 Na+

の影響について解析した。解析の結果、細胞外の Na+濃度を低下させると、L-グルタミン依存的
に起こる[Ca2+]i上昇は抑制されたが、[cAMP]i上昇は抑制されなかった。この結果から、[Ca2+]i
上昇は、L-グルタミンがナトリウム-アミノ酸共輸送体によって細胞内に取り込まれる際、ナト
リウムが細胞内に流入することで膜電位が脱分極し、電位依存性カルシウムチャネルを介して
細胞内へカルシウムが流入する可能性が考えられた。 
アミノ酸受容体の一種である CasR と GPRC6A が、L-グルタミン投与によって起こる[Ca2+]iお
よび[cAMP]i上昇に関与しているか検討した。CasR と GPRC6A のアンタゴニストである NPS-2143
を GLUTag 細胞に L-グルタミンと共投与したが、[Ca2+]iおよび[cAMP]i上昇を抑制しなかった。
この結果から、L-グルタミン依存的に起こる[Ca2+]iおよび[cAMP]i上昇に CasR および GPRC6A は
関与しないことが示唆された。 
うまみ受容体は、TAS1R1 と TAS1R3 のヘテロダイマーから構成されている。そこで、Ｌ-グル
タミン依存的に起こる[Ca2+]iおよび[cAMP]i上昇に、このうまみ受容体が関与しているかを検討
した。そこでまず GLUTag 細胞細胞に、TAS1R3 の阻害剤である lactisole を投与した。その結果、
lactisole の投与により、L-グルタミン依存的に起こる[Ca2+]i上昇に変化は見られなかったが、
L-グルタミン依存的に起こる[cAMP]i上昇は、有意に抑制された。 
Ｌ-グルタミン依存的に起こる[cAMP]i上昇に TAS1R3 が関与しているのかを明らかにするため
に、siRNA を用いて、TAS1R3 および、TAS1R3 とヘテロダイマーを形成する TAS1R1 の遺伝子ノッ
クダウンを試みた。しかしながら、siRNA によって TAS1R3 と TAS1R1 遺伝子をノックダウンする
ことができなかった。そこで、CRISPR/Cas9 を用いて、遺伝子ノックダウンすることを試みた。
具体的には、TAS1R3 と TAS1R1 の C 末端に変異を導入した、機能喪失変異 GLUTag 細胞を樹立し
た。樹立した TAS1R1 および TAS1R3 変異 GLUTag 細胞を用いて、L-グルタミン依存的に起こる
GLP-1 分泌量を定量測定した。その結果、
TAS1R3 変異 GLUTag 細胞では、有意に GLP-
1 分泌が抑制されたが、TAS1R1 変異 GLUTag
細胞では遺伝子ノックダウンの影響は見ら
れなかった。 
次に、各変異 GLUTag 細胞の L-グルタミ
ン依存的に起こる[Ca2+]iおよび[cAMP]i上
昇について可視化解析を行った。解析の結
果、TAS1R3 変異 GLUTag 細胞では、L-グル
タミン投与による[cAMP]i上昇が抑制され
た。一方、TAS1R1 変異 GLUTag 細胞では、
L-グルタミン依存的に[Ca2+]i および
[cAMP]i 上昇が起こった。これらの結果か
ら、L-グルタミン依存性[cAMP]i上昇におい
て、TAS1R3 の関与が示唆された。 図 GLP-1 分泌促進機構モデル 



以上の結果から、L-グルタミンによる GLP-1 分泌促進機構は、以下のように考えられる。それ
は、小腸内分泌細胞がナトリウム-アミノ酸共輸送体を介して細胞内に L-グルタミンを取り込み、
膜が脱分極する。その結果、電位依存性 Ca2+チャネルが活性化して[Ca2+]i上昇が起こる。それと
並行して、アデニル酸シクラーゼを活性化するＧタンパク質と共役した TAS1R3 が L-グルタミン
を感受し、活性化することで[cAMP]i上昇が起こる。この[Ca2+]iおよび[cAMP]iの同時上昇が、
GLP-1 分泌を促進すると考えられる（図）。さらに、TAS1R3 は TAS1R1 とのヘテロダイマーだけで
はなく、TAS1R3 のホモダイマー、または TAS1R1 以外の Gタンパク質共役型受容体とのヘテロダ
イマーを構成し、[cAMP]i上昇を引き起こす可能性が考えられる（文献⑧）。 
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