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研究成果の概要（和文）：膵GLP-1の生理的意義解明のため、ラット膵単独灌流と膵ラ氏島免疫染色を施行し、
糖尿病GKラットα細胞からのGLP-1分泌亢進、GLP-1R発現、Exendin-4刺激によるGLP-1の分泌亢進、cAMP依存性
インスリン分泌亢進を確認した。またGLP-1, GLP-1R, endosome markerの３重染色よりGLP-1/GLP-１Rの
endosome形成を明らかにした。以上より、糖尿病膵ラ氏島細胞でのautocrine作用によるGLP-1Rシグナル増強機
構の存在が示唆された。非糖尿病ラットでは同様の機構は存在せず、糖尿病の膵ラ氏島機能不全に対する組織修
復機構である可能性が想定された。

研究成果の概要（英文）：To assess a physiological role of pancreatic GLP-1 on the regulation of 
pancreatic islet cell function, GLP-1 secretion by using pancreas perfusion study and GLP-1 
receptors (GLP-1Rs) in islet cells by immunohistochemical analysis were investigated in non-diabetic
 and diabetic rats. 
 The perfusion study of diabetic GK rats demonstrated a significant secretion of GLP-1 from the 
pancreas. GLP-1Rs were observed in α-cells in diabetic GK rats, but not in non-diabetic rats. 
Exendin-4 stimulated both glucagon and GLP-1 secretions from α-cells and cAMP-dependent insulin 
secretion from β-cells. In addition, the immunostochemical analysis revealed that GLP-1/GLP-1R 
complex induced the endosome formation in pancreatic α-cells of diabetic rats.
 These results strongly suggested the existence of autocrine mechanism of GLP-1/GLP-1R in pancreatic
 α-cells of diabetic rats, by which the deranged islet function in diabetic condition might be 
restored.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ２型糖尿病の膵ラ氏島機能不全とイン
クレチン関連薬の役割について 

 糖代謝異常にインスリン分泌不全は必須

の病態である。近年、グルカゴン分泌異常も

含めて膵ラ氏島機能不全は病型を問わず糖

尿病の発症から進行の全ての局面において

主たる病態を形成すると考えられるように

なった。折しもインクレチン関連薬が広く普

及し、とりわけ GLP-1 の膵ラ氏島機能調節作

用が注目されるようになった。インクレチン

関連薬である GLP-1 受容体作動薬や DPP-4 阻

害薬は血糖依存性にインスリンとグルカゴ

ンの分泌調節に働くことが知られ作用機構

の解明は極めて重要な課題であった。 

 

(2) GLP-1 による膵ラ氏島機能調節機構に
関する当時の研究状況 

   GLP−１が膵ラ氏島機能調節機構に多大な

影響を及ぼしていることは言うまでもない

が、そこに関与する GLP-1 の由来については

不明であった。我々は既に膵島形成モデルと

して MIN6 細胞および単離マウス膵ラ氏島を

用い、グルカゴン分泌細胞上に GLP-1 受容体

の存在を明らかにし、Ex-4 刺激による

self-inducible な GLP-1 分泌を証明し、膵島

細胞の分化・機能に一定の役割を果たす可能

性を報告して来た。この Ex-4 による GLP-1

産生増幅はグルカゴン分泌から独立したも

のであり、かつインスリン分泌細胞の分化増

殖、Maf-A 発現亢進、インスリン発現亢進を

示唆する成績を得ている 1）。また生理的低濃

度のGLP-1のシグナル伝達についても新たな

知見をえており、膵臓における GLP-1 の作用

は pM オーダーの比較的低濃度で何らかの作

用を発揮する可能性を見出していた２）。 

  さらに予備実験として、我々は正常ラット

を用いて腸管—膵同時灌流と膵単独灌流実験

を行い、腸管由来 GLP-1 から独立した膵由来

GLP-1 分泌の可能性を見いだした３)。この膵

由来 GLP-1 は、腸管由来 GLP-1 とは無関係に

分泌され、インスリン分泌と同様に７〜８分

間隔でピークを有する律動性（拍動性）であ

る（図 1）。腸管由来 GLP-1 分泌が、グルコ

ースや IBMX、IL-6 等により増幅されるが、

膵由来GLP-1分泌はこれら既存刺激物質では

影響を受けず、低濃度グルコースで増幅され、

somatostatin でのみ抑制された。これらの成

績は膵由来 GLP-1 の分泌は、腸管由来 GLP-1

分泌から独立したものであると考えられた。

この律動性GLP-1分泌は単離膵ラ氏島でも確

認された。 

 一方、げっ歯類では膵ラ氏島内の GLP-1 受

容体（GLP-1R）発現に関する報告は一部ある

ものの、ヒト膵臓での GLP-1 受容体発現につ

いては否定的な報告からわずかに見られる

との報告まで未だ決着はついていない状況

にあった。 

 以上の状況を鑑みると、糖尿病の膵ラ氏島

機能不全の機構を理解し、インクレチンによ

る機能調節機構を明らかにするうえで、膵由

来GLP-1の作用および作用機構の解明は極め

て重要な課題であった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図１.膵臓単独灌流によるグルカゴンと

GLP-1 の律動性分泌 

 
２．研究の目的 
我々がこれまでに MIN6 細胞や単離マウス膵

ラ氏島を用いた実験、膵単独灌流実験によっ

て蓄積してきた成績から、MIN6 細胞集団内の

グルカゴン分泌細胞上のGLP-1受容体の存在、

膵ラ氏島細胞からのGLP-1分泌が確認できて

いたが、膵由来 GLP-1 の生理的役割について

は、全く不明のままであった。本研究の目的

は膵インクレチン分泌の生理的意義を明ら

かにすることにあり、具体的な目標は以下の

通りである。 

 

(1)膵ラ氏島機能制御における GLP−１の生理

的役割の解明：ラット膵ラ氏島機能制御への



膵由来 GLP-1 の関与を明らかにするため、ラ

氏島細胞に於ける GLP-1R の発現の確認、

GLP-1 分泌機構の解明、さらにはラ氏島細胞

機能として重要なインスリンとグルカゴン

の分泌への膵由来GLP-1の関与の有無を明ら

かにする。 

 

(2)糖尿病の膵ラ氏島機能不全とインクレチ

ンとの関連性の解明：２型糖尿病の膵ラ氏島

機能不全にはインスリン分泌不全、グルカゴ

ン分泌異常とともに形態的障害（β細胞量の

減少）がみられる。一方で、外来性 GLP-1 投

与によって、これらの異常はある程度改善す

ることが実験的に知られている。糖尿病状態

における膵ラ氏島機能不全に膵GLP-1がどの

ような役割を果たすかについて解明する。ま

た GLP-1 と共に重要なインクレチンである

GIP についても膵ラ氏島における局在も含め

て、その意義について明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)膵 GLP-1 の分泌機構の解明 

 血糖正常ラットおよび糖尿病モデルラッ

トを用いた GLP-1 分泌プロファイルの検討：

正常血糖ラットの消化管を切除し膵だけを

還流する膵単独還流系と消化管を切除しな

いで膵と消化管を同時に還流する膵臓—腸管

同時還流系を用いて、各種分泌刺激物質、抑

制物質の存在下での GLP−１、インスリン、グ

ルカゴン、ソマトスタチンの分泌プロフィー

ルを比較検討した。更に GK ラットを用いて

正常ラットと同様の実験を行った。 

 

(2)膵 GLP-1 の生理的役割の解明 

 糖尿病および非糖尿病モデルラット膵ラ

氏島 GLP-1R 局在の相違性を明らかにすると

ともに GLP-1R の機能性について検討した。

糖 尿 病 モ デ ル と し て GK ラ ッ ト , 

streptozotocin (STZ) 投与Wistar ラットを

使用した。対照には STZ 非投与 Wistar ラッ

トを用いた。消化管を全摘した膵単独還流で

5.5 mM glucose, 50μg/ml aprotinin, 20 nM 

vildagliptin を基礎還流し、20 分後から

GLP-1 の測定に影響を与えない 10 nM Ex-4 を

添加し、さらに 30 分後から cAMP 依存性分泌

をみるため 2 ｍＭ ＩＢＭＸに切り替え、ト

ータル 80 分の還流を行い還流液の insulin, 

glucagon, GLP-1 濃度を測定した。 

 また膵組織を摘出後、直ちに凍結させ、ク

ラオスタットにて 8μm の厚さの切片標本を

作製し、GLP-1R 抗体による膵ラ氏島免疫染色

で GLP-1R の局在を検討した。さらに GLP-1

と結合し、機能する GLP-1R であることを確

認するため、endosome 染色による可視化を試

みた。すなわち GLP-1, GLP-1R に対する２抗

体と endosome 関連マーカーであるβ

-Arrestin2，EEA-1, Rab11, Rab7 の１抗体を

組み合わせて 3重染色をし、Alexa 405, 488, 

594 結合二次抗体を使用し共焦点顕微鏡

（confocal laser scanning microscope：CLM）

でクロストークを排除して GLP-1R との共局

性を調べた。endosome 構造を保持するために

界面活性剤、抗原賦活剤を使用せずに実験を

行った。 

 

(3)膵ラ氏島細胞における GIP/GIP 受容体の

存在とGLP-1/GLP-1受容体との相違性の検討 

 GK rat, streptozotocin (STZ) 投与Wistar 

rat を使用した。GIP, GIPR, GLP-1, GLP-1R, 

glucagon, insulin, endosome マーカーであ

る EEA1 に対する抗体を用いた。また各抗体

を組み合わせた多重免疫染色をし、共焦点顕

微鏡で各 peptide と受容体との共在性を検

討した。また膵単独還流を行い、Exendin-4

刺激下での GIP 分泌を検討した。 

 

４．研究成果 

(1)膵 GLP-1, インスリン、グルカゴン分泌

（膵灌流実験） 

 非糖尿病（正常 Wistar）ラットでは GLP-1

の基礎分泌は認めるものの、IBMX 刺激による

GLP-1 分泌亢進は見られなかった。一方、糖

尿病モデル GK ラットでは糖尿病未発症の

5-10 週齢では非糖尿病ラットと同様に、cAMP

活性化薬である IBMX 刺激による GLP-1 分泌

亢進は見られないが、25 週齢で IBMX 刺激に

よる cAMP 依存性 GLP-1 分泌亢進を認めた。

また 25 週齢 GK と STZ 投与 Wistar ラットに

おいて GLP-1R 作動薬である Ex-4 添加により

GLP-1、glucagon の分泌亢進をみた。一方、

Ex-4刺激によりinsulin分泌も同時に亢進し

た。それに伴い glucagon 分泌は、Ex-4 添加

前のレベル以下まで抑制され、GLP-１による

insulinを介するglucagon分泌抑制作用が示

唆された(図２)。GIP 分泌も糖尿病ラット膵

灌流実験で認めるが、Ex-4 による明らかな分
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