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研究成果の概要（和文）：Rfx6がRfx3と共役してK細胞におけるGIP発現制御に関与しているという仮説を検証するため
、STC-1細胞を用いて、Rfx6とRfx3の発現抑制および過剰発現に伴うGIP遺伝子発現の変化を検討した。Rfx6の発現抑制
によってGIP発現は有意に低下したが、Rfx3の抑制ではGIP発現に変化を認めず、さらにRfx6とRfx3共抑制によってもRf
x6単独抑制におけるGIP発現と比較して有意な差を認めなかった。またRfx6過剰発現によるGIP遺伝子発現は増加したが
、Rfx6とRfx3の共過剰発現によるGIP発現はRfx6単独過剰発現時と比較して同程度であった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the hypothesis that Rfx6 and Rfx3 cooperate with each other and 
are involved in the regulation of GIP expression in K-cell, we evaluated the effect of knockdown and 
overexpression of Rfx6 and Rfx3 on GIP gene expression using STC-1 cell line. GIP mRNA expression levels 
were significantly decreased in Rfx6- knockdown STC-1 cells as we have previously reported. However, Rfx3 
knockdown had no effect on GIP gene expression. In addition, simultaneous knockdown of Rfx6 and Rfx3 in 
STC-1 cells resulted in no change in GIP gene expression compared to single knockdown of Rfx6. Increased 
GIP expression levels were observed in Rfx6-overexpressiing STC-1 cells and GIP expression levels in 
Rfx6/Rfx3- overexpressing cells were similar to those in Rfx6-overexpressiing STC-1 cells.

研究分野： 代謝学

キーワード： インクレチン　肥満
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１．研究開始当初の背景 
Gastric inhibitory polypeptide (GIP)は、

腸管内分泌 K 細胞から分泌されるペプチド
ホルモンであり、インスリン分泌促進を介し
た血糖値降下作用のみならず、脂肪摂取時に
分泌が亢進し、肥満の形成に重要であること
が示されている。しかし腸上皮細胞の中で K
細胞は極めて希少であり、単離が困難であっ
たため GIP 合成・分泌の機構はいまだ不明な
点が多い。これまでに申請者の所属研究室は、
K 細胞を可視化した GIP-GFP ノックイン 
(GIP-GFP KIgfp+/-) マウスを作製し、K 細胞
に転写因子 Regulatory factor X (Rfx) 6 が高
度に発現していること、高脂肪食摂取下肥満
状態でのGIP分泌増加にK細胞内Rfx6発現
上昇が関与することを報告した。 

２．研究の目的 
GIP 遺伝子転写制御機構の解明を目指し

ており、GIP 制御による抗肥満作用を有する
糖尿病・肥満の新たな治療法の開発につなげ
たい。本研究では GIP 遺伝子発現に関与する 
Rfx6 の転写共役因子群の同定および高脂肪
食摂取による GIP 分泌亢進機構のさらなる
解明を目的とする。 

３．研究の方法 
K 細胞において Rfx6 が、同じ Rfx family

である Rfx3 と共役して GIP 遺伝子発現制御
に関与する可能性を検討するため、K 細胞モ
デルであるマウス腸管内分泌腫瘍株 STC-1
を用いて、Rfx6 と Rfx3 の small intefering 
RNA (siRNA) による発現抑制、または
expression plasmid による過剰発現を行い、
GIP 遺伝子発現の変化を評価した。また Rfx6
の新規転写共役因子の検索・同定を行うため
の予備実験として、Rfx6 に FLAG-tag を結
合した Rfx6-FLAG plasmid を用いて Rfx6
過剰発現 STC-1 を作製した。さらに高脂肪食
摂取時の GIP 分泌亢進機構の解明を進める
ため、7 週齢の GIP-GFP KIgfp+/-マウスに短
期間 (5 日間)の高脂肪食（60%脂肪：HFD）
または通常食 (10%脂肪CFD) 負荷を行った
後、経口ブドウ糖負荷試験 (OGTT) または
経口脂質負荷試験を行い、血糖値、インスリ
ン分泌、GIP 分泌を測定した。 

４．研究成果 
 Rfx6 と Rfx3 の siRNA による抑制にとも
なう遺伝子発現の変化を測定した。Rfx6 の抑
制によって GIP 遺伝子発現は有意に低下し
たが、Rfx3 の抑制では GIP 遺伝子発現に変
化を認めず、さらに Rfx6 と Rfx3 共抑制によ
っても Rfx6 単独での GIP 遺伝子発現抑制と
比較して変化を認めなかった (図 1-A)。次に
IRES ベクターを用いて Rfx6 と Rfx3 の共過
剰発現による GIP 遺伝子発現の変化を測定
した。Rfx6 過剰発現による GIP 遺伝子発現
亢進は再確認されたが、Rfx6 と Rfx3 の共過 
剰発現によっても GIP 遺伝子発現は Rfx6 単

独過剰発現時と比較して同程度であった (図
1-B)。以上の結果から、STC-1 において Rfx6
と Rfx3 の GIP 遺伝子発現への共役は示され
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
そこで、Rfx6 の新規転写共役因子の検索・

同定を行うために、Rfx6-FLAG plasmid を
用いて Rfx6 過剰発現 STC-1 を作製した。作
製した細胞を回収し、Dignam 法によって細
胞核分画の粗精製を行った。ウェスタンブロ
ッティングによって粗精製産物が核分画と
非核分画に分かれていることを確認した（図
2）。今後は、細胞核分画を用いて抗 FLAG ビ
ーズによりアフィニティークロマトグラフ
ィー精製を行い、精製産物を LC/MS による
解析を行う予定である。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
次に高脂肪食摂取による GIP 分泌亢進機構
のさらなる解明のため、短期の高脂肪食負荷
による非肥満状態における GIP 分泌を評価
した。7 週齢の GIP-GFP KIgfp+/-マウスに 5
日間の高脂肪食負荷を行ったところ、通常食
と高脂肪食負荷群で有意な体重差を認めな
かった。経口ブドウ糖負荷試験 (OGTT) 、
経口脂質負荷試験を行い血中 GIP 濃度を測
定したところ、経口ブドウ糖負荷試験におい
て、通常食負荷群に比較して高脂肪食負荷群
で負荷後の血糖値とインスリン値の有意な
上昇を認めたが、GIP 値は差を認めなかった 
(図 3-A)。一方で、経口脂質負荷試験では、
通常食負荷群に比較して高脂肪食負荷群で
負荷後のGIP分泌の有意な高値を認めた (図
3-B)。以上から、短期間の高脂肪食負荷によ
る非肥満状態においては、糖刺激による GIP
分泌は変化していないが、脂質刺激による
GIP 分泌は亢進することを明らかにした。今 
後は、RNA シークエンスにより短期高脂肪
食負荷非肥満状態の K 細胞における遺伝子



発現プロファイルを評価する予定である。 
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