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研究成果の概要（和文）：食事性の脂質は上部小腸の神経内分泌細胞であるI細胞からCCKの分泌を促す。遊離脂肪酸が
GPR40センサーである事は今や明らかである。　しかしながら、GPR40の効果的なリガンドとして働くためにどのような
構造形成が必要なのか、脂肪酸センシングに適した腸内環境など明らかではない。本研究では胆汁酸や腸内環境が脂肪
酸センシングに与える影響を明らかにするために、C12細胞にPGPR40を導入した細胞を用いて検討した。

研究成果の概要（英文）：The presence of ingested fat in the proximal small intestine induces secretion of 
CCK from a type of enteroendocrine cells: I-cells. It is now clear that GPR40 is the functional sensor of 
FFAs of CCK cells (I cells). However, we still need to clarify (1) the precise structural requirements 
(size of aggregates or micelles, etc.) of FFAs as effective ligands of GPR40 and (2) the roles of gut 
luminal environment for proper fatty-acid sensing. In this study, to clarify the cellular mechanisms by 
which bile acids and gut luminal environment influence fatty-acid sensing mechanisms, we examined the 
combined effects of fatty acids and bile acids on [Ca2+]i in PC12 cells expressing GPR40.

研究分野： 膵臓、消化管

キーワード： GPR40 　脂肪酸
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１．研究開始当初の背景 
 Manchester 大学の McLaughlin らは、I 
細胞のモデル細胞である STC-1 細胞（マウ
ス腸管内分泌腫瘍由来の cell line）において、
C12 脂肪酸である dodecanoic acid は CCK 
分泌を起こすが、C10 以下の脂肪酸では
CCK 分泌を起こさないことを明らかにした
（McLaughlin et al. J Physiol 1998）。また、
ヒトにおいても、上部小腸に炭素数が 12 以
上の脂肪酸が入ると血中 CCK が上昇するこ
とを明らかにした（ McLaughlin et al. 
Gastroenterology 1999）。しかし、I 細胞が
脂肪酸を感知する機構（受容体）は不明であ
った。 
最近、脂肪酸の受容体であることが明らか

に な っ た G protein-coupled receptors
（GPCRs）である GPR40 は比較的広い範囲
の飽和脂肪酸や生体内で普遍的に存在する
オレイン酸（C18:1）やリノール酸（C18:2）、
EPA（C20:5）や DHA（C22:6）などといっ
た不飽和脂肪酸で活性化される。そのため、
GPR40 は食事から得られる脂肪酸の主なセ
ンサーではないかと推測されており、小腸に
おける発現が確かめられている。 

McLaughlin らは STC-1 細胞からマウス
GPR40 の cDNA を作成し Xenopus laevis 
oocyte に異種発現させたところ、炭素数が 4 
以上の脂肪酸を加えると Ca2+-依存性 Cl-コ
ンダクタンスの増加が見られた（Stewart, 
McLaughlin, et al. AmJ Physiol Cell 
Physiol 2005）と報告している。 
小腸粘膜上の環境は、胆汁酸、胃の H＋分

泌や膵臓の HCO3
－分泌よる pH の影響等絶

えず変化しており、GPR40 を介するシグナ
ルが修飾される可能性がある。脂肪酸の存在
様式（ミセル化とサイズ、イオン化）の変化
による間接的な作用と直接作用の両者が推
定される。本研究は、細胞外／管腔内環境（胆
汁酸、pH）が、GPR40 による脂肪酸のセン
シングに及ぼす影響を明らかにすることを
目的とする。 

 
２．研究の目的 
(1) 上部小腸にある I 細胞の GPR40 に脂肪
酸が結合すると、コレシストキニン（CCK）
が分泌され脂肪の分解吸収の準備が整う。小
腸粘膜上の環境の変化が GPR40 を介するシ
グナルを修飾するという仮説を立てた。細胞
内 Ca2+変動や細胞内 pH などを測定し、脂肪
酸と胆汁酸の作用を解析する。また、細胞外
環境の変化の一つとして細胞外液の pH を変
化させて、脂肪酸の細胞内 Ca2+変動に与える
影響や細胞内 pH に脂肪酸が与える影響を検
討した。 
(2) GPR40 を介する細胞内 Ca2+応答が胆汁
酸や外部環境により変化し、この反応の違い
は、胆汁酸や pH が、脂肪酸のミセル化やサ
イズなどの存在様式に影響していると仮定
した。脂肪酸と胆汁酸の混合溶液における粒
子サイズ（および形状）を混合溶液の pH も

変化させて測定した。 
(3) 脂肪酸/胆汁酸が実際に生理機能に影響
を及ぼすかどうかについて小腸陰窩を単離
し、マイクロパーフュージョンを行い、神経
内分泌細胞内の Ca2+シグナリングに脂肪酸
や胆汁酸が及ぼす影響を検討した。（下写真
はミニブタ十二指腸） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３．研究の方法 
(1)マウスのGPR40 をPC12 細胞に遺伝子 
導入した安定発現系の細胞（PC12-mGPR40-
細胞）を作成し、Fura-2を用いて、細胞内Ca2+

濃度（[Ca2+]i）に対する脂肪酸の影響を検討
した。 
(2) PC12-mGPR40-細胞を用いて、胆汁酸
（CA;コール酸）存在下にC18脂肪酸を加え、
胆汁酸と脂肪酸の細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）
に対する影響を検討した。 
(3) PC12-mGPR40-細胞を用いて、細胞外液
のpH（pH8, 6, 4）を変化させ、pHの変化が
脂肪酸の細胞内Ca2+濃度（[Ca2+]i）に与える
影響を検討した。 
(4) PC12-mGPR40-細胞において、BCECF
を用いて細胞内pHを測定し、脂肪酸（C12お
よびC18）が細胞内pHに与える影響を検討し
た。また、細胞外液のpH（pH8, 6, 4）を変化
させ、pHの変化が脂肪酸の細胞内pHに与え
る影響を検討した。 
(5) 脂肪酸と胆汁酸の相互作用を検討する
ために、ミセルの大きさが pH により異なる
かどうかを検討するために脂肪酸（C12）と
胆汁酸の混合溶液における粒子サイズを溶
液 の pH を 変 化 さ せ て 、 Dyna 
Pro(PROTEINSOLUTIONS)を用いて測定
した。 
(5)脂肪酸/胆汁酸が実際に生理機能に影響
を及ぼすかどうかについて小腸陰窩を単離
し、マイクロパーフュージョンを行い、神経
内分泌細胞内の Ca2+シグナリングに脂肪酸
や胆汁酸が及ぼす影響を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）マウスの GPR40 を PC12 細胞に遺伝子
導入した安定発現系の細胞（PC12-mGPR40-
細胞）を作成し、この細胞を用いて、細胞内
Ca2+濃度（[Ca2+]i）に対する脂肪酸の影響を
検討した。PC12-mGPR40-細胞では C12 脂
肪酸を加えると[Ca2+]iが上昇した（Fig.1A）
が、一方、PC12 -wild type 細胞では[Ca2+]i

の上昇は見られなかった（Fig.1B）。このよ
うに、GPR40 を介する脂肪酸の作用が確認
された。C18 脂肪酸を加えると小さな[Ca2+]i



の上昇を認めるのみであった（Fig.3A）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（2）胆汁酸（CA;コール酸）存在下に C12
脂肪酸を加えると Ca2+ oscillation が出現し
た（Fig.2A）が、GPR40 を遺伝子導入して
いない PC12 -wild type 細胞では見られなか
った（Fig.2B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
このように、GPR40 を介する脂肪酸と胆汁

酸の相互作用が確認された。 
一方 C18 脂肪酸を PC12-mGPR40-細胞に加
えても Ca2+ oscillation は起こらなかったが、
胆汁酸を加えることによって, C18 脂肪酸の
小さな[Ca2+]iの上昇が大きくなった
（Fig.3B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（3）脂肪酸と胆汁酸の相互作用を検討する
ために、ミセルの大きさが pH により異なる
かどうかを検討するために脂肪酸（C12）と
胆汁酸の混合溶液における粒子サイズを溶
液の pH を変化させて、測定した。ミセルの
大きさと pH との関係に一定の傾向は認めな
かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（4）PC12-mGPR40-細胞を用いて、細胞外



液の pH（pH8, 6, 4）を変化させ、C18 脂肪
酸投与における[Ca2+]i を測定した。細胞外液
pH8 では、Fig.3A に示す細胞外液 pH7.2 に
比して大きな一過性の[Ca2+]i 反応を認めた
（Fig.5C）。細胞外液 pH6 では、pH7.2 と同
様に小さな[Ca2+]i であった（Fig.5B）。細胞
外液 pH4 では、[Ca2+]i の上昇は認めなか
った（Fig.5A）。その細胞外液の pH の変化
は、脂肪酸の細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）に影
響することがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
（5）PC12-mGPR40-細胞において、脂肪酸
（C12 および C18）を投与し、BCECF を用
いて細胞内 pH を測定した。pH7.2（Fig.6B）
においては、C12 を投与すると、緩やかに続
く pH の低下を認め、C18 を投与すると、わ
ずかに pH の低下を認めるのみであった
（Fig.7）。C12 の投与において、細胞外液の
pH（pH8, 6, 4）を変化させ、細胞内 pH を
測定した。細胞外液を pH8 に変えると、

pH7.2 と同様に緩やかな軽度の細胞内 pH の
低下を認めるのみであったが（Fig.6A）、pH6、
pH4での酸性条件では細胞内 pHは大きく急
速に低下した（Fig.6C, D）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（6）脂肪酸/胆汁酸が実際に生理機能に影響
を及ぼすかどうかについて検討するために
陰窩を単離し、マイクロパーフュージョンを
行った。ヤギ大腸（A）、ミニブタ直腸（B）、
マウス直腸（C）については、マイクロパー
フュージョンに成功し、細胞内 pH の測定に
成功した。ミニブタに関しては、十二指腸陰
窩を単離し、マイクロパーフュージョンに成
功した。FURA2 を用いて、[Ca2+]i の測定に
成功した。胆汁酸の投与は一過性の[Ca2+]iの
上昇を引き起こした。この細胞が神経内分泌
細胞である可能性が高いと思われる。 
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