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研究成果の概要（和文）：本課題では将来の新規糖尿病治療法開発を目標に、また病態の一層深い理解のため、
これまで研究されていなかった膵α細胞の機能変化に着目した解析を行った。まず、グルカゴン分泌細胞株にお
いてインクレチン分解酵素であるDPP-4の発現が、糖尿病下の高血糖を模倣した持続する高グルコース濃度とい
った周囲環境に応じてグルカゴン分泌と同様に変化することを見出した。さらにヒト由来iPS細胞から膵島内分
泌様細胞を分化誘導したところ、膵α様細胞におけるDPP-4発現は分化段階により大きく変化していた。これら
研究成果により、α細胞機能や膵島発生・細胞分化におけるDPP-4の重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Diabetes mellitus is a major public health problem in Japan, with a wide 
variety of pathological conditions, complications and comorbidities, and this diversity often 
hinders clinicians in providing optimal care. In this project, we focused on functional changes in 
pancreatic α-cells with the aim of developing novel therapeutic strategies for diabetes in the 
future along with a better understanding of the disease. First, we found that the expression of 
DPP-4, an incretin-degrading enzyme, changes in glucagon-secreting cell lines in response to 
prolonged exposure to high glucose, as does glucagon secretion. In addition, DPP-4 expression was 
significantly upregulated in islet endocrine α-like cells induced from human iPS cells as 
differentiation progressed. These results suggest the importance of DPP-4 in α-cell function, islet
 development and cell differentiation, which has both academic significance in diabetology and 
societal importance in future public health.

研究分野：糖尿病・代謝学

キーワード： 糖尿病　グルカゴン　膵α細胞　DPP-4　GLP-1　インクレチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大きな社会健康問題である糖尿病では、多彩な病態や合併症・併存症を有し、その病態の多様性から最適な治療
法選択に難渋することも少なくない。本研究成果は糖尿病におけるα細胞機能変容やグルカゴン分泌異常の機序
解明の糸口となり、インスリン偏重の糖尿病および代謝疾患の治療現状において、未来のα細胞・グルカゴン標
的療法開発の学術的基盤となりうるものである。糖尿病学における学術的意義のみならず、将来の治療法開発に
向けた基盤としての社会的意義を有するものと考えられる。

※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 
 全世界における大きな社会健康問題である糖尿病に対し現在、様々な治療方略が講じられて
いるが、その疾患管理はいまだ不十分であり、その多彩な病態や合併症・併存症から最適な治療
法選択に難渋することも少なくない。またこれまでの診療はインスリンの質的・量的不足の改善
に特化するあまり低血糖・肥満といった臨床的問題点も指摘されてきた。そのようななか 2010
年代以降、糖尿病病態におけるグルカゴン分泌調節異常の寄与が再注目され、その治療的重要性
の認識が広がっている 1)。しかし、グルカゴン標的療法の開発に必須である糖尿病下のグルカゴ
ン分泌調節・α細胞機能異常の発症機序に関しては未だ不明点が多い。また、グルカゴン受容体
阻害薬による肝グルカゴン作用の抑制は血糖改善作用を示すが、多くの代謝学的副作用を呈す
るなど、いまだ問題点が多く、実用には至っていない。他方、グルカゴンのみを標的とするより
も本態であるα細胞を標的とした治療が期待されており、次世代糖尿病治療の開発において包
括的なα細胞機能異常の解明が重要といえる。これまで我々は、糖尿病における α 細胞グルカゴ
ン分泌異常の発症機序を検討し、α 細胞に対する慢性高グルコース負荷が細胞内酸化ストレス
増大とインスリンシグナル障害を介してグルカゴン分泌過剰を誘導することを明らかとするな
ど、α細胞機能異常の病態解明に努めてきた 2)。加えてα細胞がグルカゴン以外にも GLP-1
（Glucagon-Like Peptide-1）など様々な生理活性物質を産生・分泌して近隣のβ細胞機能に影響す
ること 3)も提唱されているなか、以前の検討（18K08511）によりα細胞機能とその異常に関わる
因子として、GLP-1 といったインクレチンの分解酵素 DPP-4（Dipeptidyl Peptidase-4）のα細胞に
おける発現を抽出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では、将来の膵α細胞の機能変化を標的
とした新規糖尿病治療法開発における学術的基盤の確
立を目標に、①「膵α細胞は複数ホルモンの分泌バラン
スが変化する様々な機能的多様性 (subtype)を呈し」、②
「糖尿病下のα細胞では DPP-4 発現増加などの機能的
シフトがおこり、これがグルカゴン過剰と共に膵島内
GLP-1 減少を介して病態悪化に関与する」という新し
い概念仮説を設定し、分子生物学的手法を用いたこれ
らの立証を目的とした。 
 
３．研究の方法 
①グルカゴン分泌細胞株におけるグルカゴン・GLP-1 分泌および DPP-4 発現の解析 
 細胞外環境による直接的なα細胞の機能変化とその背景機序を検討すべく、外的刺激応答性
にグルカゴン分泌が変化しうる InR1G 細胞に対し、通常条件である 11.1mM グルコースを対照
に糖尿病の慢性高血糖を模倣する 25ｍM グルコースを負荷し、グルカゴン・GLP-1 の分泌は
Static Incubation 法で、また遺伝子発現は細胞から抽出した mRNA を用いた RT-PCR〜Real-Time 
PCR 法で、蛋白発現は全細胞蛋白を用いた
Western Blot 法で、それぞれ評価した。グルカ
ゴンと GLP-1 の測定はそれぞれに対する特異
的 ELISA にて行った。 
 
②ヒト iPS 細胞由来膵島内分泌様細胞の誘導および各種遺伝子発現の解析 
 膵島発生・分化段階における膵α細胞機能および同細胞におけるDPP-4の意義を検討すべく、
ヒト由来 iPS 細胞から既報の分化プロトコル 4)に則り膵島細胞群を分化誘導した。分化の各段階
において分化途中のスフェロイドより細胞を単離し、フローサイトメトリーを用いて細胞群を
分別した。グルカゴン発現細胞集団を単離のうえ、細胞から抽出した mRNA を用いた RT-PCR〜
Real-Time PCR 法で遺伝子発現を評価した。 
 
 
 
  



 

 

４．研究成果 
 
①グルカゴン分泌細胞株におけるグルカゴン・GLP-1 分泌および DPP-4 発現の解析 

 グルカゴン分泌細胞株 InR1G に対し、11.1mM の通常グルコース濃度もしくは 25mM の高グ
ルコース負荷にて 12時間培養した後、1時間 Static Incubation にて 1、7、25ｍM グルコース下の
グルカゴン分泌を評価した結果、25ｍM の高グルコース下で培養した InR1G 細胞では 25mM の
高グルコース刺激時のグルカゴン分泌過剰を呈し、糖尿病と同様のグルカゴン分泌異常の誘導
が確認された。一方、グルカゴン遺伝子発現においては高グルコース負荷による有意な増加は無
く、このグルカゴン分泌過剰はグルカゴン生合成の増加によるものではないと考えられた。また、
グルカゴンと同様にプログルカゴンよりプロセシングされる GLP-1 の分泌について、前述のグ
ルカゴン分泌過剰が誘導されている条件下で検討を行ったところ、実際に高グルコース刺激応
答性の分泌増加を見出したほか、長時間高グルコース負荷による
高グルコース刺激下 GLP-1 分泌の有意な増加を確認した。次に、
InR1G における DPP-4 遺伝子について長時間高グルコース負荷
の経時的な発現変化を評価したところ、25mM グルコース負荷 24
時間時点において DPP-4 遺伝子発現量の有意な増加が確認され
た。遺伝子発現量の増大が確認できた 24時間時点においては、
DPP-4蛋白質自体の発現を Western Blot 法にて確認は可能であっ
たが、その量的変化については評価できなかった。 
 
②ヒト iPS 細胞由来膵島内分泌様細胞の誘導および各種遺伝子発現の解析 
 より人体に近い状況における DPP-4 の意義を検
討すべく、ヒト由来 iPS 細胞から膵島内分泌様細
胞を分化誘導した。分化各段階においてフローサ
イトメトリーにてα-like 細胞を単離し、DPP-4 遺
伝子発現を定量したところ、分化後期にプレプロ
グルカゴンと呼応して大きく増加することを見出
し（提示は模式図）、膵島分化における意義が示唆
された。 
 
 
α細胞とグルカゴン分泌は状態に応じてダイナミックに変化すること、さらに DPP-4 がα細胞

分化や機能に関与しうることが示され、糖尿病下のα細胞機能やグルカゴン分泌異常における

病態生理学的意義が示唆された。本研究成果は糖尿病におけるα細胞機能変容やグルカゴン分

泌異常の機序解明の糸口となり、インスリン偏重の糖尿病および代謝疾患の治療現状において、

未来のα細胞・グルカゴン標的療法開発の学術的基盤となりうるものである。糖尿病学における

学術的意義のみならず、将来の治療法開発に向けた基盤としての社会的意義を有するものと考

えられる。 
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