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研究成果の概要（和文）：GIPは、小腸から分泌されるインクレチンホルモンで糖代謝にかかわっているが、アミノ酸
の一部を欠いたshort-form GIPは
膵α細胞でも発現する。糖尿病状態では、膵島での過剰なGIPの発現を認めた。一方、short-form GIPを改変した遅効
型のペプチドを作成し、マウスに投与して、生理活性があるのを確認した。さらに、糖尿病モデルマウスに投与したと
ころ、血糖値の上昇が抑制された。

研究成果の概要（英文）：GIP is an incretin hormone, which is released from the gut and involved in homeost
asis of glucose metabolism though glucose-depedent insulin secretion from pancreatic beta cells. Interesti
ngly, c-terminal truncated short-form GIP is expressed in pancreatic alpha cells. We found expanded short-
from GIP expression in the islet of several diabetic animal models. We synthesized  modified short-form GI
P and confirmed the peptide to be biologically active by the administration to the normal mice. Finally we
 treated STZ induced diabetic mice with modified short-form GIP and observed the peptide showed potential 
to suppress the progression to chronic hyperglycemia in the diabetic model.
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１．研究開始当初の背景 
小腸から分泌される腸管ペプチドの GIP 
(glucose-dependent insulinotropic 
polypeptide) と GLP-1 (glucagon-like 
peptide-1)は，食事由来の糖や脂肪酸などの
刺激により小腸の K 細胞 (GIP)と L 細胞
(GLP-1)から門脈血中に分泌され，それぞれ
の G 蛋白共役性受容体を介して血糖依存性
に膵β細胞でのインスリンの分泌を促進す
る。この作用はインクレチン作用といわれて
いる。食後のインスリン分泌の約 50%はこれ
らインクレチンを介すると考えられており，
糖代謝調節に非常に重要である。さらに
GLP-1 はβ細胞でのインスリン遺伝子の転
写促進やアポトーシスを抑制することが知
られており，中枢性の食欲抑制にも関連して
いる。一方 GIPもβ細胞で同様の作用を持つ
が，脂肪細胞での脂肪の蓄積や骨芽細胞を介
する骨量の増加にも関連すると報告されて
いる。 
 GLP-1 受容体のアゴニストである
exendin-4や liraglutideが２型糖尿病患者に
臨床応用され，インスリン治療の際に問題と
なる体重増加を認めず，低血糖も単独では誘
発しないことから有効性が高いと評価され
ている。GIP と GLP-1 は血液中のジペプチ
ダーゼである DPP (dipeptidly peptidase)-4
の作用によって速やかに不活化されるが，
DPP-4阻害剤はGLP-1及びGIPの不活化を
抑制することでインクレチン作用を増強し
血糖を低下させる。GLP-1受容体アゴニスト
や DPP-4 阻害剤は齧歯類でβ細胞の保護作
用が報告されているが，申請者らも DPP-4
阻害剤が，糖尿病モデル動物でβ細胞保護の
みだけでなくグルカゴン分泌およびα細胞
増殖の抑制を介して高血糖を抑制している
ことを日本・米国糖尿病学会で報告している。 
 申請者は，これまでインクレチンの遺伝子
転写機構や分泌機構について興味深い研究
報告をしてきた。転写機構の解明では，ヒ
ト・ラット小腸組織および培養細胞を用いて，
GIP発現には転写因子の Pdx1，Pax6両方の
発現が重要であることを見いだした。回腸の
L細胞の 30%はGIP共発現しておりPdx1の
有無が腸内分泌細胞の性質を変え得ること
を，培養細胞におけるアデノウイルスによる
Pdx1 の過剰発現にて明らかにした。また，
Pdx1 と Pax6 が近位 GIP プロモーター
(-193/-138)に結合し転写活性を亢進させるこ
とをゲルシフト法及びルシフェラーゼ法に
て明らかにした。さらにプログルカゴンの転
写には Pax6 のみが重要であることを示した 
(Fujita Y, et al. AJP 2008)。 分泌機構では，
舌の甘味受容体と同じ受容体 (T1R2+T1R3)
が，L細胞や K細胞に発現しα-gustducinを
介したシグナル系がインクレチンの分泌に
重要であることが報告されているが，申請者
のラットを用いた実験では，免疫組織法で小
腸に GIP とα-gustducin の共発現を認める
ものの，甘味受容体のアゴニストであるスク

ラロースなどの甘味料が，正常ラットまたは
糖尿病モデルラットにおいて糖代謝には影
響せず，GIP や GLP-1 の分泌も促進しない
ことを報告した。 
 申請者は単離膵島でGIPのmRNAが発現
していることを RT-PCR法で確認し，さらに
in situ hybridization法で膵島の辺縁部に発
現していることを確認した。さらに免疫組織
学検討では GIP1-42の C端を認識する GIP
抗体では検出できないが，window 部（中間
部）を認識する抗体で膵α細胞に GIPを検出
した。小腸 K細胞では，GIP (GIP1-42)は PC 
(prohormone convrtase)1/3 でプロセッシン
グを受けるが，PC２欠損マウスのデータから
膵α細胞では GIPは PC2によりプロセッシ
ングを受けた short-form (GIP1-30)として発
現していることを報告した。GIP中和抗体と
GIP受容体抗体による実験で，単離膵島から
のインスリン分泌が抑制されることより，
short-form GIP は膵島内でパラクリンとし
てβ細胞からのインスリン分泌の調節にか
かわっていることも明らかにした。 さらに
小腸でも PC2と short-form GIPの共発現を
認め，既知の GIP1-42 を分泌する K 細胞と
は異なる内分泌細胞を見いだした。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は short-form GIP のインク
レチンとしての作用やその分泌機構を生理
学的に明らかし、既知の GIP および GLP-1
との相違を明らかにすることである。加えて，
short-form GIPのアミノ酸を改変し，GLP-1
の受容体にも結合するdual agonistを作成す
る。dual agonistの膵作用，膵外作用を検討
し，得られた知見を糖尿病治療のアプローチ
に応用する。short-form GIPの生理学的役割
や分泌機構を明らかにすることで，糖尿病の
新しい病態・病因を見つけだすことに繋がる
可能性があり，これらの研究課題の探求とメ
カニズムの解明は，内分泌代謝学の分野で画
期的で非常に独創的なものであると考えら
れる。また，DPP-4耐性 short-form GIPに
よる糖代謝改善効果、高血糖是正効果につき
検討し，GIPを用いた糖尿病治療の新たな治
療戦略を立てる。 
 
３．研究の方法 
DPP-4 耐性 Short-form GIP の治療薬として
の可能性の検討 
 GIP のアミノ酸配列のうち N 端 2 番目のア
ラニンが DPP-4 で分解を受ける部位であり，
分解を避けるためアラニン，プロリン以外の
ア ミ ノ 酸  (Aib) へ 置 換 し た 新 し い
short-form GIP を合成した。(ConoundA)今回
の検討に用いる DPP-4 耐性 short-form GIP
は in vivo でより長い血中半減期を期待でき
るため，高い血中濃度の持続が可能である。
動物実験に用いる前に，この化合物が GIP 受
容体に結合するか，またインスリン分泌促進



作用をもつかどうか，単離膵島または膵β細
胞株を用いて確認する。 
 糖尿病マウス (LD-STZ, db/db, Akita, 
KKy ) と対照マウスに DPP-4耐性 short-form 
GIP を週 1 回皮下投与し，体重，血圧，血糖
値, HbA1c をモニターする。一定期間(４−１
２週)飼育後，経口ブドウ糖負荷試験，イン
スリン感受性試験を行い耐糖能の改善効果
を評価する。血漿インスリン値やグルカゴン
をEIAにて測定する。さらにマウスを屠殺後，
膵臓を摘出する。膵島の形態についてはイン
スリン，グルカゴン,ソマトスタチン，PP な
ど膵島ホルモンの免疫染色を行う。さらに膵
組織を酸エタノール法で処理し，膵臓あたり
のインスリンやグルカゴンの含有量をEIAに
て測定し比較する。 
  
short-form GIP の生理学的，病態生理学的影
響の検討 
 short-form GIPがどのような刺激で分泌さ
れるかは未だ不明である。申請者は今までの
検討で，アルギニン刺激により分泌されるこ
とを明らかにしたが，生理学的な刺激とは考
えにくい。 
 分泌機構に関しては，単離膵島を用いて検
討する。また，状況に応じて膵α細胞株 
(αTC)も使用する。 各種アミノ酸，脂肪酸
（リノール酸,αリノレン酸，オレイン酸,パ
ルミチン酸，ステアリン酸，DHA, EPA），胆
汁酸（コール酸, タウロコール酸, リトコ
ール酸, デオキシコール酸，ウルソデオキ
シコール酸）や膵・消化管ホルモン（インス
リン，グルカゴン, GLP-1, GLP-2, ソマト
スタチン，グレリン, CCK, PYY など）を培
養液に添加後，培養液を回収し，short-form 
GIP を測定する。 
 short-form GIP は C端が欠失しているため
に，既存の GIP ELISA 法では測定できない。
したがって，short-form GIP に特異的な抗体
を作成し RIA の系を樹立する。また，それま
でにGIP受容体を過剰発現したヒト胎児腎細
胞を用い，細胞内の cAMP を測定することで
short-form GIP の濃度を測定する。 
 さらに，正常と糖尿病状態において発現・
分泌がどう変化するか，糖尿病発症動物の膵
組織を免疫組織学的にGIPの染色性につき正
常動物と検討する。また，糖尿病状態の動物
より膵島を単離し酸エタノール抽出を行い，
short-form GIP の濃度を測定する。 
 
４．研究成果 
DPP-4 耐性 Short-form GIP の治療薬として
の可能性の検討 
 short-form GIP:GIP 1-30 のアミノ酸を一部
改変した compound A を作成した。Compound A
は、DPP-4 酵素を加えて分解しても、分解さ
れにくく、GIP 受容体に結合し、in vitro で
細胞内 cAMP を増加させることが明らかにな
った。マウスに投与した実験では、投与後 1
時間での有意な血中濃度の上昇を認めた。

compound A は、残念ながら投与後 1日目以降
の血中濃度に対照マウスと比較して差を認
めず、long-acting agonist としての作用を
認めなかった。次に、DPP-4 抵抗性の
GIP(1-30)アナログを合成し([D-Ala2] GIP 
(1-30))、C 末端を PEG 化した。血漿からの消
失時間を検討するため、PEG 化及び非 PEG 化
のアナログを正常耐糖能マウスの皮下に単
回投与し(350-7000pmol/body)、投与後 60 分
から 7日目まで採血を行い、レセプターを介
したバイオアッセイを用いてGIPの血中濃度
を測定した。正常耐糖能マウスに非 PEG 化ア
ナログを用いて IPGTT(3g/kg)を施行し、十分
な血糖降下作用を示すGIPの血中濃度を検討
した。その際の GIP の血中濃度を維持できる
PEG 化 GIP の投与条件を検討後、非糖尿病マ
ウス(N)と STZ 糖尿病マウス(S)を、PEG化 GIP
アナログ投与群(G)・非投与群(C)の 4群に分
け、体重、随時血糖、HbA1c の測定及び IPGTT
で耐糖能の評価を行い、膵の組織学的検討も
行った。PEG 化アナログを 7000pmol/body で
投与した際には7日目の時点でも検出可能で
あり、半減期は約 60 時間であった。一方、
非 PEG 化アナログは投与 24 時間後には消失
していた。非 PEG 化アナログを用いて行った
IPGTT では最低でも 100pmol/l 程度の GIP の
血中濃度が必要と考えられた。PEG 化アナロ
グを3日毎の投与で血中濃度を維持できると
判断し、長期的な GIP 投与を開始した。正常
耐糖能群においては随時血糖、HbA1c、IPGTT、
体重に変化は無かった。STZ群においてはGIP
投与群で随時血糖は低く、HbA1c は有意に改
善していた。IPGTT においても GIP 投与群で
耐糖能が有意に改善していた。膵島の組織像
ではSTZ群でβ細胞の減少とα細胞の増殖が
見られたが、GIP 投与によってその異常が軽
減していた。以上より、PEG化した short-form 
GIP アナログは忍容性があり、STZ 糖尿病マ
ウスにおいて糖尿病の進行を抑制し得るこ
とが示唆された。 
 
 
short-form GIP の生理学的，病態生理学的影
響の検討 
 short-form GIP の生理学的、病態生理学的
影響の検討:研究代表者らは糖尿病状態にお
いて膵α細胞機能が異常に亢進してグルカ
ゴが過剰分泌であることを示した。その際、
膵島においてα細胞領域の拡大と細胞数の
増加を認め、その一因が糖尿病状態における
細 胞の増殖亢進であることを見いだした。
その後の検討で、膵GIPがグルカゴンと共 に
過剰発現をしていることかが糖尿病モデル
で明らかになった。さらに、膵島内 GIP 受容
体の発現が逆に低下していることを見いだ
した。またその変化が DPP-4 阻害薬により改
善されることも確認した。 
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