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７）ヒトにおける新規バイオアッセイを用いた活性型

インクレチン(ＧＩＰ,GLP-1)血中濃度の測定

研究代表者藤田征弘

１．はじめに

インクレチンであるＧＩＰ（glucose-dependent

insulinotropicpolypeptide）とGLP-l（glucagon-like

peptide-l）は消化管ホルモンで、食事由来の刺激によ

り門脈血中に分泌され、騨臓ランケルハンス島のβ細

胞からそれぞれ血糖依存'性にインスリンの分泌を促

進する。ＧＩＰを分泌する細胞はＫ細胞と呼ばれ主に

十二指腸、空腸を中心とした小腸上部に局在するのに

対し、GLP言ｌを分泌する細胞はＬ細胞とよばれ主に

小腸下部に局在する。活性型ＧＩＰと活性型GLP-lは

それぞれ牒臓ランゲルハンス島のβ細胞の膜上に存在

するそれぞれの７回膜貫通型Ｇ蛋白質共役受容体に

結合する。ＧＩＰ受容体およびGLP-l受容体は、３量

体GTP結合蛋白Ｇｓαβγと共役してアデニル酸シク

ラーゼ（adenylatecyclase（AC)）を活性化させ細胞内

cAMP濃度を上昇させる。上昇した細胞内ｃＡＭＰは、

主にＰＫＡ（proteinkinaseA）依存性の経路と非依存性

の経路（おもｅｐａｃ２を介した経路）でインスリン分

泌を促進させる。ＡＣを阻害すると、ＧＩＰやGLP-lに

よるcAMP産生は抑制され、糖によるインスリン分

泌促進効果は消失する。DPP-４（dipeptidylpeptidase-4）

はＧＩＰやGLP-lのＮ末端のジペプチドを遊離し、イ

ンスリン分泌を誘発しない非活’性型にする。現在臨床

では、DPP-4抵抗性GLP-l受容体作動薬（exendin-4

1iraglutide）や内因性の活性型インクレチン濃度を上

昇させるDPP－４阻害薬が用いられている。

２．活性型インクレチン測定の問題点

ＧＩＰやGLP-1はアミノ酸配列の相同性からグルカ

ゴン．セクレチン・ＶＩｐスーパーファミリーに分類さ

れている。特にＮ末端側ではペプチド間で非常に高

い相同性をしめす。実際、多くの抗体がそれぞれのペ

プチドと交差性を認めている。比較的Ｃ末端で抗体

を作成するとそれぞれのペプチドに対して特異度が

高くなる。しかしながら、活性型ＧＩＰ（GIP1-42）と非

活性型（GIP3.42）を識別しようとするとＮ末端に対

する抗体が必要で、ジペプチド（Tyr-Ala）の有無を

識別する必要がある。さらに、筆者等はＧＩＰに新し

い活性型のshort-fbrmGIP（GIP１．３０)が、消化管と陣ａ

細胞から分泌されることを報告している')2)。一方、

活性型GLP-1にはGLP-17.36NＨ２とGLP-17.37の２つの

fbrmが存在し、ＧＩＰと同様に、Ｎ末端のジペプチド

(His-Ala）の有無を識別する必要があり、抗体の特性

にかなり左右される。したがって、抗体を用いたＲＩＡ

またはELISA法での活性型インクレチンの測定には、

困難が伴うことが知られている。ちなみに、GLP-l受

容体には、消化管ホルモンでグルカゴン関連ペプチド

のoxyntomodulinも結合しインスリン分泌に関わると

言われている。

３．バイオアッセイ法による測定のしくみ

測定に必要な細胞は、共同研究者であるUniversity

ofBritishColumbia､Kieffer教授より供与を受けた。

測定の原理を図１に示す。本来、ＧＩＰ受容体または

GLP-1受容体の発現していないHEK293細胞（ヒト

胎児腎細胞）にそれぞれの受容体のcDNAを含んだ

プラスミドをトランスフェクションし、さらにCRE‐

Luｃを含んだプラスミドをダブルトランスフェクショ

ンし、neomycinとhygromycinを含んだ培養液で選択

培養してHEK293-GIPR-LucとHEK293-hGLP1R-Luc

を作製している。測定の際、培養液中の活‘性型ＧＩＰ

やGLP-lは受容体を介して、細胞内のcAMPを増加

させる。なお、GLP-1測定には増幅のためｃＡＭＰの

分解を防ぐため、ＰＤＥ阻害剤のIＢＭＸを添加してい

る。細胞内のcAMPはＣＲＥに結合し、Luciferase酵素

を誘導する。最終的に、Bright-Gloキットにて細胞の

Luciferase活性を測定して、標準曲線からＧＩＰまたは

GLP-1の濃度を測定する。

4．実際の測定

正常健常人に７５g経口ブドウ糖負荷試1険を行い、血
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図１活性型ＧＩＰと活性型GLP-lのバイオアッセイ

のしくみ
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