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研究成果の概要（和文）：GIP を産生する K 細胞では Pdx1 と Pax6 がその転写に重要である

ことを見いだし、転写活性機構を明らかにした。また、GLP-1、GIP の分泌機構に甘味受容体

の関与が報告されているが、ブドウ糖以外の甘味料がインクレチン分泌を促さないことを明ら

かにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Two transcription factors Pdx1 and Pax6 play pivotal roles for GIP gene 

regulation. Some reports showed that the sweet taste receptor is involved in sugar-induced incretin 

secretion, however, we indicated that sweeteners, which surly bind to the receptor, do not enhance 

incretin release in rats. 
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１．研究開始当初の背景 
GLP-1(Glucagon-like peptide-1) と

GIP(Glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide)は小腸から分泌される腸管

ホルモンで、これらのホルモンは食事由来

の刺激により小腸の L 細胞(GLP-1)と K 細

胞(GIP)から門脈血中に分泌され、膵臓ラ

ンゲルハンス島のβ細胞からそれぞれの G
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蛋白共役性受容体を介して血糖依存性に

インスリンの合成及び分泌を促進する。こ

の作用は“インクレチン”作用といわれる。

インクレチン分泌細胞の発生・分化のメカ

ニズムに関しての研究は発展途上である。

L 細胞は下部小腸〜大腸に多く発現する。

GLP-1 は腸管増殖因子である GLP-2 ととも

に前駆ペプチドのプログルカゴンが切断

酵素である PC1 (Prohormone Convertase 1)

で切断され分泌される。なお膵α細胞から

分泌されるグルカゴンは同じプログルカ

ゴンが PC2 で切断され分泌される。プログ

ルカゴンの遺伝子発現には様々な転写因

子がかかわっており、それが膵α細胞や L

細胞の発生・分化にかかわっていると考え

られる。GIP の遺伝子発現には膵臓の発生

に重要な転写因子である Pdx1 が重要と報

告されているが、詳細の転写機構は明らか

でない。 

 一方インクレチンの分泌は食事由来の

ブドウ糖等の糖質や脂質によって誘発さ

れるが、内因性のインクレチンの分泌を促

進させる機構は明らかにされていない。し

たがって内因性のインクレチンの分泌を

促進させて糖代謝を改善させるアプロー

チは基礎的にも臨床的にもまだ行われて

いない。 

２．研究の目的 
 インクレチン分泌細胞の分化・転写メカ

ニズムを解明し、さらに分泌促進のメカニ

ズムを明らかして糖尿病を代表とする糖

代謝異常の治療の新しいアプローチに応

用することである。 
３．研究の方法 
  転写メカニズムについて以下の検討を

行った。まず、ヒト十二指腸及びラット全

小腸について Pax6及び Pdx1の免疫組織的

検討を行い、GIP 分泌細胞と GLP-1 分泌細

胞で比較検討した。プロマーター活性機構

の探求のため、ヒトGIPプロモーターをBAC

ライブラリーから単離し pGL4 ルシフェラ

ーゼベクターにクローニングした。小腸未

分化株であるIEC-6 とGIP陽性小腸内分泌

細胞株である STC-1 を用いて Pax6 及び

Pdx1 の GIP 転写活性作用を、ルシフェラー

ゼアッセイを用いて検討した。さらにゲル

シフト法にてこれらの転写因子がヒト近

位 GIPプロモーターに結合するか検討した。 

 分泌メカニズムについては以下の検討を

行った。まず、小腸における甘味刺激のシ

グナル分子であるα-gustducin の発現に

ついて免疫組織的検討を行った。生理学的

検討を行うため、正常ラットに経口ブドウ

糖負荷試験(1 g/kg)、腹腔ブドウ(1 g/kg) 

単独負荷試験または経口甘味料＋腹腔ブ

ドウ共負荷試験を行い経時的に血糖値を

測定し比較した。また 2 型糖尿病モデルで

ある Zucker diabetic fatty ラットに甘味

料を経口投与し血糖値の変化を観察した。

さらに正常ラットに経口ブドウ糖投与ま

たは経口甘味料投与を行い、血中 GIP およ

び GLP-1濃度を ELISAにて測定し比較した。 

４．研究成果 

 GIP 陽性細胞は常に Pax6、Pdx1 を共発現

していた。ヒト、ラット十二指腸において

Pdx1は GIP陽性細胞だけでなく多くの粘膜

上皮細胞で陽性であった。このことは、

Pdx1 のみでは、GIP 発現に不十分であるこ

とを示唆している。一方 Pax6 の発現はほ

ぼ GIP 陽性細胞に限定されていた。ラット

空腸では、Pdx1 は GIP 陽性細胞にのみ発現

していた。回腸では約３０％の GLP-1 陽性

細胞が GIP を共発現しており、それらは

Pax6、Pdx1 とも陽性であった。このことは

Pdx1が GLP-1の発現を抑制しないことを示

している。一方、GLP-1 陽性 GIP 陰性細胞

では Pax6 のみ陽性で、Pdx1 は発現してい

なかった。興味あることにマウス網膜でも

GIP の免疫染色陽性細胞を認め、GIP 陽性

細胞は Pax6 と Pdx1 を共発現していた。小

腸内分泌細胞株 STC-1 では、GIP、Pax6、
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Pdx1 の発現を免疫染色および RT-PCR で認

めたが、小腸未分化細胞株 IEC-6 ではすべ

て陰性だった。STC-1 は IEC-6 に比較し 40

倍の GIP 転写活性を示した。IEC-6 では

Pax6 及び Pdx1 の強制発現によって、それ

ぞれ６倍及び４倍の GIP転写活性が上昇し

た。また、STC-1 において優性阻害型 Pax6

の強制発現は GIP転写活性を約７０％抑制

した。STC-1において GIP-184から GIP-145

のプロモーター切断によって転写活性は

９０％低下した。ゲルシフト法により Pax6

及び Pdx1 が近位 GIP プロモーター

（-193/-138）に結合することを確認した。 

 Pax6 の強制発現はプログルカゴンの転

写活性を 25 倍上昇させたが、Pdx1 は上昇

させなかった。STC-1 において優性阻害型

Pax6、Pdx1 の強制発現は GIP 転写活性をそ

れぞれ約 70%、20%抑制した。優性阻害型

Pax6 はプログルカゴン転写活性を約 70％

抑制したが、優性阻害型 Pdx1 は転写活性

に影響を与えなかった。以上のことより、

Pax6は GIPおよびプログルカゴン両方の転

写活性に重要であることが明らかになっ

た。一方 Pdx1 はプログルカゴンの転写活

性には影響を及ぼさなかった。 

 α-gustducinは小腸でも発現しており、

GIP陽性K細胞の約1/3はα-gustducinを共発

現していた。正常ラットにおいて種々の経口

甘味料＋腹腔ブドウ共負荷では腹腔ブドウ

糖単独負荷と血糖値の推移は変わらず、経口

ブドウ糖負荷と比較して15分と30分で有意

に血糖値が高値であり、甘味料によるインク

レチン効果を認めなかった。一方、スクラロ

ー ス と ス テ ビ ア の 経 口 投 与 は  Zucker 

diabetic fattyラットの随時血糖値に有意な

変化を与えなかった。正常ラットにおいてブ

ドウ糖は経口負荷後10分でGIPと GLP-1の血

中濃度をそれぞれ約４倍と約2.5倍負荷前に

比較して有意に上昇させたが、甘味受容体の

アゴニストである甘味料はインクレチンの

血中濃度を上昇させなかった。これらの結果

から、甘味受容体のアゴニストである甘味料

の単回投与によって糖代謝におけるインク

レチン効果、GIPおよびGLP-1分泌の促進効果

は認めなかった。 少なくとも甘味受容体が

急性のインクレチン分泌に関与していない

ことが示唆された。 
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