
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 6 月 10 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
糖尿病におけるインクレチン治療で注目される消化管ホルモン GLP-1(glucagon-like 
peptide-1)は多面的な生理活性により薬効を発揮し、インクレチン作用に加え、ヒトでは実証
されていないが膵β細胞量維持～増加作用の存在が期待されている。そこで、GLP-1 産生 L 細
胞機能や細胞数の制御機構を解明するため、L 細胞の発生・分化および糖尿病状態における変
化について検討した。マウスにおいて GLP-1 陽性細胞は胎生期に殆ど存在せず、多くは授乳期
後半に発生してくることが明らかにしたが、胎生期よりも分化誘導機構は複雑でその詳細は不
明であり、GLP-1 分泌促進因子(GLP-1-secretory factors: GLPSF)およびＬ細胞増殖促進因子
(L-cell proliferation factors: LCPF)の最終的な同定には至らなかった。ヒト糖尿病における L
細胞数の変化については不明であるが、マウスにおいては糖尿病状態の持続により L 細胞が増
加する可能性が高いことを明らかにした。日本人における食後のインクレチンホルモンの動態
についての検討においては、GLP-1 は GIP と異なりインクレチン作用よりむしろグルカゴン
分泌抑制や消化管運動抑制作用により、血糖を含めたエネルギー摂取・蓄積の制御に関わって
いるものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Incretin hormone GLP-1(glucagon-like peptide-1) secreted from gastrointestinal tract 
has multi-potent physiological actions including increase or maintenance of beta cell 
mass (promotion of proliferation and neogenesis, and inhibition of apoptosis in beta 
cells). In addition to the incretin action, these effects that have not been demonstrated 
in human, are also important in view of regenerative medicine in diabetes mellitus. 
 We studied on the development and differentiation of GLP-1 secreting L cells in mice, 

and the change in the number of L cells in model mice of type 2 diabetes mellitus. In 
the intestinal tract, GLP-1-positive cells are difficult to detect in fetal period, and most 
of them appear in post-natal period, suggesting complicated mechanism for 
differentiation of L cells requiring endogenous and exogenous factors.  Both in vivo 
and in vitro (GLP-1 secreting L cell line NCI-H716) studies, it was difficult and failed 
in detecting GLP-1-secretory factors (GLPSF) and L-cell proliferation factors (LCPF) 
suitable for the development of  anti-diabetic drugs. In diabetic mice (db/db mice), 
relative L cell number appeared to be increased compared to that of control mice which 
showed the trend to decrease with aging.  
 In human study on the secretory response of incretin hormones (GIP and GLP-1) to 

oral glucose intake (75g OGTT) in Japanese subjects with normal glucose tolerance, 
both incretin hormones showed different actions to the change of plasma 
concentrations of glucose and insulin. The secretory response of GIP correlated 
positively to insulin secretion, while that of GLP-1 did not, and appeared to be involved 
at least in part in inhibition glucagon secretion.     
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１．研究開始当初の背景 
消化管ホルモンの１種である glucagon-like 
peptide-1(GLP-1)は、膵β細胞に対してグル
コース濃度依存性のインスリン分泌促進作
用（インクレチン作用）を有している他、膵
グルカゴン分泌抑制作用、胃排泄運動抑制、
摂食抑制（満腹感増強）作用等、糖代謝やエ
ネルギーバランスの制御に多面的作用を発
揮して血糖改善効果を示すことから、GLP-1
レセプターアゴニストは従来にない糖尿病
治療薬として開発が進められている。さらに
GLP-1 は、膵β細胞増殖作用に加え、分化・
新生促進作用を有していることが実験的に
明らかにされ、私どもは糖尿病動物における
長期的な耐糖能改善作用の一部は、これらの
β細胞再生促進作用とアポトーシス抑制作
用によるものであることを明らかにしてき
た(Diabetologia 50:1900-1909, 2007)。これ
までに、糖尿病の再生医療の一端を担うべく、
種々のβ細胞再生促進因子の検索を進めて
きたが、私どものこれまでの研究成果と比較
検討すると、in vivo における膵β細胞増殖促
進作用については GLP-1 の作用が最も強力
であり再生医学的見地からも非常に興味深
い因子である。一方、２型糖尿病状態におい
ては消化管上皮配列内に存在する GLP-1 産
生Ｌ細胞の分泌能が低下していることが報
告されており、内因性 GLP-1 分泌能の低下
は２型糖尿病における病態形成や成因にも
深く関わっているものと考えられている。こ
れらの事実は open-type の消化管内分泌細胞
であるＬ細胞の数を増やし、経消化管（経口）
的に内因性 GLP-1 分泌能を増加させること
により個体の耐糖能を改善しうる可能性を
示している。しかしながら、Ｌ細胞の発生・
分化・増殖機構についての詳細は不明であり、
同機構が解明を進展させることにより、それ
に基づく新たな糖尿病治療法の開発も期待
される。 
 
２．研究の目的 
GLP-1 産生Ｌ細胞の発生・分化・増殖機構に
関わる因子を明らかにし、経消化管的（経口

的）な投与手段による、Ｌ細胞増殖ないしは
分化・新生促進機構に基づく膵β細胞再生促
進療法の開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
（１）GLP-1 産生Ｌ細胞の発生・分化機構の
解析 
Ｌ細胞はβ細胞などと同様に内胚葉由来で
あるが、未だその発生・分化機構は明らかに
されていない。In vitroないし細胞株を用い
た検討によると GLP-1（proglucagon）遺伝子
発現には Wnt シグナルおよび転写因子
TCF-4(T cell factor-4)が必須であることが
明らかにされているが、Ｌ細胞の発生・分化
機構にそれらが実際に関わっているかは不
明である。成体消化管上皮に局在するＬ細胞
の分化維持・増殖促進機構を明らかにするた
め、これらの点を含め、マウス胎生組織を用
いてＬ細胞の発生・分化機構の解明を試みる。 
 
（２）糖尿病動物におけるＬ細胞の数的・質
的変動と GLP-1 分泌能の解析 
ヒト２型糖尿病においてはインクレチン効
果が減弱しており、内因性 GLP-1 分泌能が低
下していることが報告されているが異論も
あり成因については未解明である。そこで、
糖尿病モデルマウス（db/db マウス）を用い
て、糖尿病状態における、内因性 GLP-1分泌
能低下の成因を解明する。 
 
（３）Ｌ細胞分離法の確立と分離Ｌ細胞を用
いた増殖促進因子の検索 
エルートリエーター等による細胞分離手段
を用いて、成体消化管よりＬ細胞単離法を確
立し、Ｌ細胞の発生・分化機構の解明過程で
得られた成果を参考にしつつ、同細胞の分化
維持・増殖活性に関わる因子群を検索、その
中で最も効率的かつ糖尿病治療応用可能な
GLP-1 分 泌 促 進 因 子 (GLP-1-secretory 
factors: GLPSFs)およびＬ細胞増殖促進因子
(L-cell proliferation factors: LCPFs)を
同定する。 
 



（４）個体（マウス）を用いた、GLP-1 分泌
促進、および L 細胞増殖促進効果の証明 
GLPSF および LCPFを正常マウスに投与、血中
活性型 GLP-1濃度の測定、消化管上皮内Ｌ細
胞数の増加を組織学的、分子生物学的に確認
する。 
（５）個体（マウス）を用いた、膵β細胞増
殖および分化・新生促進効果の証明 
血中活性型 GLP-1濃度の上昇、消化管上皮内
Ｌ細胞数の増加が確認された GLPSF および
LCPFをマウスに投与し、GLP-1を介した膵β
細胞数(βcell mass)の増加を確認する。 
 
（６）GLPSF、LCPF の経口投与を可能とする
drug delivery system の構築 
Ｌ細胞は消化管内腔に対し open-typeの内分
泌細胞であるため、臨床応用の可能性を有す
る GLPSF および LCPF はＬ細胞特異的に作用
かつ経口投与可能であることが望ましい。
GLPSFおよび LCPFの受容体が細胞基底側に存
在する場合には、消化管上皮易吸収型の安定
型リポソームにこれらの因子を内包化する
とともに、菅腔側に受容体ないしセンサーが
存在する場合、GLPSFおよび LCPFを標的Ｌ細
胞に作用させるため、Ｌ細胞特異的細胞表面
糖鎖抗原の解析を行い、そのリガンドを表面
に付着させた「GLPSFないし LCPF内包化リポ
ーム」を作成する。 
 
（７）糖尿病動物における GLPSF ないし LCPF
による糖尿病治療効果の確認と臨床応用の
可能性をめざした検討 
２型糖尿病モデル動物を用い、「GLPSFないし
LCPF内包化リポソーム」を投与、膵の組織学
的変化および耐糖能の改善作用に関する評
価およびそれ以外の多面的作用について評
価を行い、臨床応用への可能性を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）L 細胞の発生・分化機構については、
マウスを用い、胎生期の L細胞の発生につい
て胎生期後半（F10, 15,18日）および生後（D5, 
10, 15, 18, 20 日および 5～6 週）下部小腸
および上部結腸における GLP-1陽性細胞の出
現について検索したところ、胎生期には
GLP-1 陽性細胞は殆ど存在せず、多くは授乳
期後半（離乳前）に発生してくることが明ら
かになった。そのため、胎生期ではなく、授
乳開始後～離乳時期の消化管環境が L細胞の
発生・分化に重要な役割を演じている可能性
が示された。Wnt シグナルおよび転写因子
TCF-4(T cell factor-4)と L 細胞の発生につ
いては明確な関連性を確認することはでき
ていない。 
 
（２）糖尿病動物におけるＬ細胞の数的・質
的変動と GLP-1 分泌能の解析 

２型糖尿病におけるインクレチン効果の減
弱が、L細胞の機能低下や細胞数の減少など
GLP-1 分泌異常によるものか否か、長期間高
血糖状態を維持できる 2型糖尿病モデルを用
い て 検 討 し た 。 db/db ホ モ マ ウ ス
（BKS.Cg-+Leprdb/+Leprdb/Jcl）と対照db/+m
ヘテロマウス（BKS.Cg-m+/+Leprdb/Jcl）を用
いて、各群 6、12 および 18 週齢における結
腸中間部のL細胞数を計測し、比較検討した。
L細胞数の計測は切片（輪状断）の粘膜層面
積あたりの細胞個数を算出した結果、6 週齢
では 2群間に差を認めなかったが、12週齢以
降では２型糖尿病モデルマウスでは対照群
に比べ粘膜層面積あたりのL細胞数が増加す
る傾向を認めた。すなわち、高血糖状態が持
続する２型糖尿病モデルマウスにおいては、
GLP-1 産生L細胞の数が増加することが明ら
かになった。一方、GLP-1 分泌については、
測定キットに信頼できるものが存在しない
ことが判明、糖尿病モデルマウスにおける
GLP-1 の血中濃度の変化を確認することはで
きなかった。以上の結果から、糖尿病状態が
持続した場合、GLP-1 の分泌については不明
であるが、L細胞は増加する、ないしは少な
くとも減少しないと考えられ、学会発表（第
53 回日本糖尿病学会年次総会）を行い、投稿
準備中である。 
 
（３）L 細胞が糖尿病状態で増加する可能性
があるという結果に基づき、その機構などを
解析するため、Ｌ細胞分離法の確立と分離Ｌ
細胞を用いた増殖促進因子の検索を試みた。
マウスを用い、腸管上皮細胞を分離し、分散
状態にて GLP-1免疫活性陽性細胞数を調べる
と 2000～3000個に 1個程度の頻度であった。
また、エルートリエーターを用いた分離法で
は他の消化管内分泌細胞との区別が困難で
あることが判明した。L 細胞を確実に認識で
きるマーカーを利用する必要があると考え
られ、正常マウスから十分な量の L 細胞を分
離することは現状では不可能と判断した。 
  
今回の主要検討項目である GLP-1分泌促進

因子(GLP-1-secretory factors: GLPSFs)お
よびＬ細胞増殖促進因子(L-cell 
proliferation factors: LCPFs)の同定につ
いては、マウス正常消化管 L 細胞の十分な分
離が困難であるため、その後の検討に着手で
きなかったが、どうようの検討を GLP-1産生
L細胞株(NCI-H716)を用いた in vitroの実験
系により検討を継続している。 
 なお、研究の一環として実施した、正常耐
糖能者における糖負荷試験(75g OGTT)におけ
るインクレチンホルモン(GLP-1 および GIP)
反応と血糖、インスリンの動向との関連につ
いての検討では、インクレチン作用について
は GIPが主たる役割を演じていること、GLP-1



はグルカゴン分泌抑制や消化管運動抑制な
どに主要な役割を演じている可能性が存在
することを見出し、報告した(inpress)。 
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