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［結果１転写調節］

免疫組織学的検討では、ＧＩＰ陽性細胞は常に転写因

子のＰａｘｄＰｄｘｌを共発現していた。ヒト、ラット十

二指腸においてＰｄｘｌはGIP陽性細胞だけでなく多く

の粘膜上皮細胞で陽性であった。このことは、Ｐｄｘｌ

のみではＧＰ発現に不十分であることを示唆している。

一方Ｐａｘ６の発現はほぼＧＩＰ陽性細胞に限定されてい

た。ラット空腸では、ＰｄｘｌはＧＩＰ陽性細胞にのみ発

現していた。回腸では約30％のGIP－１陽性細胞が

ＧＩＰを共発現しており、それらはPax６，Ｐｄｘｌとも陽

性であった。このことはPdxlがGLP-1の発現を抑制

しないことを示している。一方、GIP－１陽性ＧＩＰ陰

性細胞ではＰａｘ６のみ陽性で、Ｐｄｘｌは発現していな

かった。興味あることにマウス網膜でもＧｍの免疫

染色陽性細胞を認め、ＧＩＰ陽性細胞はＰａｘ６とＰｄｘＩを

共発現していた。小腸内分泌細胞株であるSTC-1で

は、Pax６，Ｐｄｘｌの発現を免疫染色およびRT-PCRで

認めたが、nBC-6ではすべて陰性だった。ｈｕｍａｎＧＰ

プロモーターによるルシフェラーゼアッセイでの検討

では、ｓＴｃＩはｍｃ－６に比較し40倍のＧＰ転写活性を

示した。ｍＣ－６ではＰａｘ６及びPdX1の強制発現によっ

て、それぞれ６倍及び４倍のＧＩＰ転写活性が上昇し

た。また、STC-1においてＧＰ－１８４からＧＰ１４５のプ

ロモーター切断によって転写活性は90％低下した。

STC-1において優性阻害型Pax６，Ｐｄｘｌの強制発現は

ＧＰ転写活性をそれぞれ約70％、２０％抑制した。ゲル

シフト法によりＰａｘ６及びPdxlが近位ＧＰプロモー

ター（-193/-138）に結合することを確認した。一方、

Ｐａｘ６の強制発現はプログルカゴンの転写活性を25倍

上昇させたが、Ｐｄｘｌは上昇きせなかった。STC-1に

おいて優性阻害型Ｐａｘ６はプログルカゴン転写活性を

約70％抑制したが、優性阻害型Ｐｄｘｌは転写活性に影

響を与えなかった。

10）小腸インクレチン細胞における転写および分泌調

節機構の解明

研究代表者藤田征弘

[はじめに］

GLP-l（Glucagon-1ikepeptide-1）とＧＩＰ（Glucose‐

dependentinsuIinotropicpolypeptide）は小腸から分泌き

れる腸管ホルモンで、食事由来の刺激により小腸のＬ

細胞（GLP-l）とＫ細胞（GⅢ）から門脈血中に分泌

され、膵臓ランゲルハンス島のβ細胞からそれぞれの

Ｇ蛋白共役性受容体を介して血糖依存性にインスリン

の合成及び分泌を促進する。GLP-1,Ｇ匹は様々な生

理活性をもち、糖代謝の恒常性維持などにおいて非常

に重要な役割を果たしている。しかしインクレチン分

泌細胞の転写調節やインクレチン分泌を誘発する機構

はあまり解明されていない。糖尿病を代表とする糖代

謝異常の治療の新しいアプローチに応用するため、本

研究ではインクレチン分泌細胞の分化・転写メカニズ

ムを解明し、ざらに分泌促進のメカニズムを明らかに

しようと試みた。

[結果２分泌調節］

小腸の内分泌細胞（Ｋ細胞、Ｌ細胞）から分泌され

るＧⅢ、GLP-Iなどのインクレチンホルモンは食事(糖

や脂質）依存`性に分泌され、それらのホルモンは血糖

依存'性にインスリン分泌を促進する。Ｋ細胞、Ｌ細胞

に舌と同じ味覚受容体の発現が報告きれ、特に甘味受

容体のT1R2+ＴｌＲ３およびalpha-gustducinといったシ

グナル伝達系が発現していると報告きれている。、
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遺伝子発現に重要な転写因子であることが示唆された。

一方分泌促進機構の解明では、糖尿病治療ターゲット

としての“インクレチン分泌促進化合物，,を見いだす

ことができず、今後の検討・研究課題となった。

Wrねでは、人工甘味料であるスクラロースがインク

レチンの分泌を促進したと報告がある。一方、経口イ

ンスリン分泌促進剤のミチグリニドは膵Langerhans

鳥β細胞上のＳＵ受容体、ＡＴＰ感受性Ｋ＋Channel

（SURI/Kir6.2）を介して速効`性、短時間にインスリ

ン分泌促進作用を発揮するが、ＧＩＰやGLP-l産生細

胞にもβ細胞型のSURI/Kir6.2が発現されている事が

最近報告されている。今回正常ラットを用いて甘味料

とミチグリニドのインクレチン分泌促進作用の有無に

ついて検討した。

ミチグリニドナトリウム塩を経口にて正常ラットに

投与した。非絶食下ラットに単回投与を行ったが経口

または腹腔内投与で同様の血糖降下作用を認めた（約

50％低下)。経口ブドウ糖試験（２９／k9）に比較し、

ミチグリニドをブドウ糖と同時経口負荷することで血

糖値は著明に低下した。（125,9/d2vs53m9/d０２時間

値)。また、その際のインスリン頂値はミチグリニド

を同時負荷にて約2.5倍上昇した（0.34,9/ｍＯｖｓＯ､81

,9/Ｍ)。これらの実験によりミチグリニドが正常ラッ

トの糖代謝に十分影響を与えていることが明らかと

なった。陽`性コントロールであるブドウ糖経口負荷時

で、ＧＩＰの血中濃度は負荷後１０分でピークに達し基礎

値の約４倍に達した。ミチグリニド単独経口投与と対

照（蒸留水）単独投与を行い比較検討したが、ミチグ

リニド群と対照群ではＧＩＰ値に有意差を認めなかっ

た。

組織学的検討ではラット小腸でalpha-gusOducinと

GIPの共発現を認めた。甘味料の生理学的検討には、

スクラロース、サッカリン、ステピア、Ｄ－トリプト

ファンを用いた。腹腔内ブドウ糖負荷試験（PGTT）

と経口での甘味料の共負荷の実験で、いずれの甘味料

もＰＧＴＴ単独と比較して血漿ブドウ糖濃度曲線を改

善しなせず、経口ブドウ糖でのブドウ糖濃度の頂値よ

り有意に高かった。したがって、これらの甘味料はイ

ンクレチンの分泌を促進していない可能性が考えられ

た。それを明らかにするため絶食ラットにブドウ糖ま

たは甘味料の単回経口投与を行ってＧＰを測定した

が、ブドウ糖のみＧＴ分泌を促進し甘味料ではＧｎ

の血中濃度は変化しなかった。
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[まとめ］

転写調節機構ではPax6並びにＰｄｘｌがともにＧＰ
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