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研究成果の概要（和文）：インスリン分泌刺激作用を有する GLP-1 は腸管の L 細胞において産

生される。L 細胞は腸管に散在する性質を持つため、L 細胞を選択的に単離することは困難で

ある。L 細胞の分化・増殖機構や GLP-1 の分泌制御機構を解明すれば、内在性 GLP-1 の産生

の制御を作用機序とする新しい糖尿病治療薬開発が可能となる。本研究では L 細胞の選択的単

離を可能とするため、同細胞で緑色蛍光蛋白を発現する遺伝子組換え動物を作成した。同マウ

スの腸管より L 細胞を細胞ソーティングにより選択的に回収し、L 細胞で特異的に発現する遺

伝子群の同定に成功した。この遺伝子群の機能解析を進めることにより新しい糖尿病薬の開発

に結びつくと考えられる。 

 

研究成果の概要（英文）：Glucagon-like peptide-1 (GLP-1), which stimulates insulin secretion 

from islet -cells, is produced in enteroendocrine L cells. As L cells are distributed in a 

scattered manner in intestinal epithelium, selective isolation of L cells has been difficult. 

Elucidation of mechanisms regulating differentiation and proliferation of L cells, and 

regulatory mechanism of GLP-1 secretion, should contribute to development of novel drugs 

to treat diabetes, which regulate production of endogenous GLP-1. In the present study, we 

developed a novel gene-modified animal model, in which green fluorescent protein is 

expressed in an L cell specific manner. We succeeded in selective isolation of L cells and 

identification of genes expressed in an L cell specific manner. Functional analyses of such 

genes should lead to development of novel drugs to treat diabetes mellitus. 
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１．研究開始当初の背景 

GLP1 はインスリン分泌刺激作用・β細胞増
殖促進作用を有し、この点に着目して開発
された GLP1 アナログおよび、GLP1 の分解

を阻害して血中濃度を上昇させる DPPIV 
(dipeptidyl peptidase 4)阻害薬が糖尿病
の治療薬として注目を集めている。しかし
ながら GLP1 の主要分泌細胞である腸管 L
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細胞は腸管上皮内に散在する。そのため L
細胞を選択的に単離することは、これまで
不可能で、GLP1 の分泌制御機構の詳細な解
析の障壁となっていた。 

２．研究の目的 

(1)GLP-1 はグルカゴン遺伝子にコードさ
れるプログルカゴンが L細胞においてプロ
ホルモンコンバーターゼ 1によるプロセッ
シングを受けて産生される。一方、膵臓ラ
ンゲルハンス島のα細胞においてはプロホ
ルモンコンバーターゼ 2によるプロセッシ
ングによりグルカゴンが産生される。そこ
でグルカゴン遺伝子の発現制御機構のもと
緑色蛍光蛋白（Green Fluorescent Protein: 
GFP）を発現するモデル動物を作成し、
Fluorescence-assisted-cell-sorting に
より L-細胞を選択的に単離すること。 
(2)プログルカゴンに由来するペプチドに
よる L細胞の分化・増殖の制御を解析する
こと。 
(3)単離した L-細胞において選択的に発現
する遺伝子を同定し、その機能を解明し、
L-細胞の増殖制御や GLP1 分泌の促進を作
用機序とする新しい糖尿病薬開発のターゲ
ット分子を同定すること。 
 

３．研究の方法 

(1)グルカゴン遺伝子の第二エキソンの一部
より第三イントロンの一部に至る領域を、
GFP をコードする cDNA とポリ Aシグナル、お
よび G418 耐性遺伝子発現カセットに置換す
るターゲティングベクターを作成し、胚性幹
細胞に導入、相同的組換えをおこした細胞株
を選別した。同細胞株をマウス受精卵に移植
することによりキメラマウスを得た。キメラ
マウスを C57Bl6 系統のマウスと交配し、生
殖系列へ組換え遺伝子が伝播していること
を確認した。このモデル動物、Gcg-gfp/+、
の腸管を切除、生理食塩水により洗浄した後、
腸管を開き、絨毛を剃刀により回収した上で、
トリプシン-EDTA により細胞を分散した。分
散した細胞より蛍光を示す細胞をFACS Aria2
を用いて単離した。 
(2) Gcg-gfp/+のホモ接合体 Gcg-gfp/gfp は
グルカゴン及び GLP-1を含むプログルカゴン
に由来するペプチド全てを欠損する。この動
物モデルにおいて L細胞数を FACS Aria2 を
用いて解析した。また腸管における遺伝子発
現を定量 PCR 法により解析した。 
(3) 単離した細胞より RNA を抽出し、マイク
ロアレイ法により遺伝子発現プロファイル
を解析し、L細胞で特異的に発現する遺伝子
を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究において作出したモデル動物
(Gcg-gfp/+: Gcg–tm Yhys1 として理化学研究

図 1  L 細胞の GFP 蛍光による同定：腸管上
皮細胞をトリプシンで分散した。位相差画像
に、GFP 蛍光をオーバーレイした。 
 
所バイオリソースセンターに寄託した)では、
その設計意図に沿って、グルカゴン遺伝子の
発現調節機構を用いて GFPが発現することを
確認した。すなわち、膵臓ランゲルハンス島 
のα細胞および腸管 L細胞において GFP が発
現することが、グルカゴンあるいは GLP-2 に
対する抗体を用いた蛍光免疫組織化学解析
により確認した。 
 そこで、Gcg-gfp マウスの腸管を切除、上
皮細胞をトリプシン処理により分散した。図
1に分散した細胞の画像を示した。 
 この細胞群より、細胞ソーティング装置
FACSAria2 を用いて、蛍光を示す細胞を選択
的に回収することに成功した。 
(2) Gcg-gfp/+のホモ接合体 Gcg-gfp/gfp は
グルカゴンを欠損するにも関わらず正常の
血糖値を維持する。膵臓ランゲルハンス島に
おいては GFP を発現する“α”細胞（グルカ
ゴンは欠損するため定義上はα細胞とは呼
べない）の過形成を示した。Gcg-gfp/gfp に
おける GFP 遺伝子の発現は Gcg-gfp/+におけ
る発現の 100 倍以上に達した。すなわち、グ
ルカゴンあるいはその他のプログルカゴン
に由来するペプチドがα細胞の増殖とグル
カゴン遺伝子の発現を抑制的に制御してい
ることが明らかとなった。 
 一方、の腸管における GFP 陽性細胞の割合
は、Gcg-gfp/+および Gcg-gfp/gfp の間で差
を認めなかった。遺伝子発現解析の結果、
Gcg-gfp/+における GFP 遺伝子の発現は、
Gcg-gfp/gfp の概ね半分、グルカゴン遺伝子
の発現は、野生型(Gcg-+/+)の概ね半分であ
った。すなわち、腸管におけるグルカゴン遺
伝子の発現は遺伝子のコピー数と比例して
おり、L 細胞における遺伝子発現はグルカゴ
ンあるいはその他のプログルカゴンに由来
するペプチドの欠損の影響を受けないこと



 

 

が明らかとなった。この結果は GLP-1 の発現
制御機構の新しい側面を明らかとしたもの
である。Gcg-gfp/gfp の表現型解析は発表論
文 1-3 において報告した。 
(3)FACSAria2 を用いて選択的に回収した
Gcg-gfp/+に由来する L 細胞の遺伝子発現プ
ロファイルをマイクロアレイ法により解析
した。非 L細胞に比べて L細胞で特異的に発
現しているものとして最上位にグルカゴン
遺伝子が認められた事から、細胞単離および
遺伝子発現解析が予測通り機能しているこ
とが確認できた。 
 L 細胞で高い発現レベルを示す遺伝子とし
ては内分泌系細胞の分化制御に関わる転写
因子や調節性分泌に関与する分子が認めら
れた。このほかに細胞表面に存在して細胞が
暴露される環境のセンシングに関与する受
容体型蛋白質や輸送体型蛋白質をコードす
る遺伝子を複数同定することに成功した。 
 現在、これら遺伝子にコードされる分子の
機能解析を行っており、今後の新しい糖尿病
薬の開発へ結びつくことが期待される。 
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