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略語 

 

BDNF: brain-derived neurotrophic factor（脳由来神経栄養素因子） 

cAMP: cyclic AMP（サイクリック AMP） 

CaSR: calcium-sensing receptor （カルシウム感受性受容体） 

CCK1R: cholecystokinin-1 receptor（1型コレシストキニン受容体） 

DAG: diacylglycerol（ジアシルグリセロール） 

DDA: 2′,3′-dideoxyadenosine（2′,3′-ジデオキシアデノシン） 

DMEM: Dulbecco's modified Eagle medium（ダルベッコ変法イーグル培地） 

DPP-4: dipeptidyl peptitase-4（ジぺプチジルペプチターゼ 4）  

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid（エチレンジアミン四酢酸） 

ELISA: enzyme-linked immunosolvent assay（酵素免疫測定法） 

EM-CCD: electron multiple-charge coupled device（電子倍増型電荷結合素子） 

FFAR: free fatty acid receptor（遊離脂肪酸受容体） 

GABA: gamma-aminobutyric acid（-アミノ酪酸） 

GFP: green fluorescent protein（緑色蛍光タンパク質） 

GH: growth hormone（成長ホルモン） 

GIP: glucose-dependent insulinotropic polypeptide（グルコース依存性インスリン分泌ポリペプ

チド） 

GIPR: GIP receptor（GIP受容体） 

GLP-1: glucagon-like peptide-1（グルカゴン様ペプチド-1） 

GLP-2: glucagon-like peptide-1（グルカゴン様ペプチド-2） 

GLUT: glucose transporter（グルコーストランスポーター） 

GPCR: G-protein coupled receptor （G タンパク質共役型受容体） 

GPRC6A: G protein-coupled receptor, family C, group 6, subtype A（L-アミノ酸感受性受容体、G
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タンパク質共役型受容体 C6A） 

GRPP: glicentin-related polypeptide（グリセンチン関連ポリペプチド） 

IP: intervening peptide（介在ペプチド） 

IP3: inositol triphosphate（イノシトール 3リン酸） 

KATP channel: ATP-sensitive potassium channel（ATP感受性 K
+チャネル） 

M1R: muscarinic acetylcholine receptor M1（ムスカリン性アセチルコリン受容体 M1サブタイ

プ） 

M-BAR: membrane bile acid receptor（胆汁酸受容体） 

mGluR: metabotropic glutamate receptor（代謝型グルタミン酸受容体） 

NA: numerical aperture（開口数） 

NPY: neuropeptide Y（ニューロペプチド Y） 

PC: prohormone convertase（プロホルモンコンバターゼ） 

PDX-1: pancreatic duodenal homeobox 1（膵臓特異的ホメオボックスタンパク質 1） 

PKA: protein kinase A（プロテインキナーゼ A） 

PIP2: phosphatidylinositol 4, 5-bisphosphate（ホスファチジルイノシトール 2リン酸） 

PI3-K: phosphoinositide 3-kinase（PI3 キナーゼ） 

PLC: phospholipase C（ホスホリパーゼ C） 

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応） 

SCFA: short chain fatty acid（短鎖脂肪酸） 

SGLT: sodium dependent glucose transporter（ナトリウム依存性グルコーストランスポーター） 

siRNA: small interfering RNA（低分子干渉 RNA） 

SNAT2: sodium-dependent neutral amino acid transporter-2（ナトリウム依存性中性アミノ酸ト

ランスポーター） 

SST2R: somatostatin receptor 2（2型ソマトスタチン受容体） 
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SST5R: somatostatin receptor 5（5型ソマトスタチン受容体） 

Tas1R: taste receptor type 1（味覚受容体 T1Rファミリー） 

Tas2R: taste receptor type 2（苦味受容体） 

TIRFM: total internal reflection fluorescence microscopy（全反射蛍光顕微鏡法） 

tPA: tissue type plasminogen activator（組織型プラスミノーゲン活性化因子） 

Venus: yellow fluorescent protein variant（黄色蛍光タンパク質） 

2-APB: 2-aminoethoxydiphenylborate（2-アミノエトキシジフェニルボレート） 
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第 1 章 緒言 

1-1. ホルモン研究の歴史 

 

1-1-1. ホルモンの発見 

 

ホルモンは神経伝達物質と並んで、生物の恒常性を保つ上で重要なはたらきを持つ。最

初に発見されたホルモンは、高峰譲吉と上中敬三（以下、高峰と上中）によって 1900年に

結晶化されたアドレナリンである（1）。アドレナリンは腎臓に隣接する副腎（図 1-1）から

分泌されるホルモンであり、血圧の上昇、心拍数増加などの生理機能を持つ。副腎が生体

内で重要な機能を担っていることは、多くの研究者が気づいていたものの、副腎の生理活

性物質を発見するまでには長い年月を要した。 

アドレナリンの発見にいたるより 100年以上前の 1775 年に、フランスの医学者 Théophile 

de Bordeuによって、「すべての器官、組織および細胞は体内の他の部分に影響を与える物質

を血液中に放出している」という内分泌の概念が提唱された（2）。その後 1849年にはドイ

ツのゲッティンゲン大学生理学教授の Arnold Berthold（以下 Berthold）がホルモンの作用を

明らかに示すことに成功した（3）。Bertholdは、去勢した雄鳥に対し、摘出した生殖腺を背

部や腹部に埋め込むことによって、二次性徴が現れることを見出した。1856 年にはフラン

ス人科学者である Alfred Vulpianが、副腎の異常によっておこるアジソン病において、皮膚

が黒色に変化することに着目した。彼は副腎から皮質を取り除いた髄質のみを採取し、そ

の抽出液に塩化鉄（Ⅲ）溶液を加えると緑色を呈するという、アドレナリンの呈色作用を

発見した（4）。この発見により、特異的な生理活性をもつ化学物質が、副腎髄質において

産生されていることが初めて示された。その後、1901 年に高峰と上中がこの活性物質の結

晶化に成功し、アドレナリンと名付けた（1）。 

1889年にはフランスの生物学者Charles Édward Brown-Séquardがモルモットとイヌの睾丸 
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図 1-1. 副腎の模式図 

 

副腎は腎臓に隣接して存在する。副腎の構造は皮質と髄質に分けられる。髄質ではア

ドレナリン、ノルアドレナリンおよびドーパミン（3 つを合わせてカテコールアミンと

言う）、皮質ではコルチゾールおよびアルドステロンが産生される。 
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の水抽出液を自身に皮下注射することによって、活力が向上することを人体で初めて証明

した（5）。 

1902 年にWilliam Baylissと Earnest Starling（以下、Baylissと Starling）が、十二指腸粘膜

の分泌物が膵液の分泌を促進することを見出し、活性物質をセクレチンと命名した（6）。

Starlingはこの発見から、「内分泌器官が分泌する物質で、血液によって遠く運ばれ、標的機

関に特異的な作用をもたらすものをホルモンと呼ぶ」というホルモンの定義を提唱した（7）。 

しかし、その後の研究でホルモンが血液を介さずに作用することが明らかとなった。具

体的には、血液を介さず隣接する細胞に作用するものや（傍分泌: パラクライン）、その細

胞自身に作用するもの（自己分泌: オートクライン）が存在する。また、ニューロンからホ

ルモンを分泌する神経内分泌系では、ホルモンと神経伝達物質がニューロン末端から分泌

される。このように様々な作用機序を持つホルモンの代表例として、神経系のホルモンで

あるバソプレシンが挙げられる（8）。バソプレシンは視床下部において産生され、その投

射先である脳下垂体後葉から血中へと分泌される。血中のバソプレシンは腎臓や肝臓、血

管にはたらきかけ、腎臓における水分の再吸収や血圧の上昇により体内の恒常性を調節す

る（9）。その一方で、下垂体前葉の門脈中に分泌されて、副腎皮質刺激ホルモンの分泌を

制御する（9）。また、中枢神経では神経伝達物質として機能しており、生殖行動に関与す

ることが明らかになっている（10）。以上のように、一つのホルモンが複数の機能をもつこ

とが明らかになり、ホルモンの定義は「特異的な作用を標的器官にもたらす液性の生理活

性物質」と変化している（11）。 

本研究で焦点をあてたグルカゴン様ペプチド 1（glucagon-like peptide-1: GLP-1）も様々な

生理機能を持つことが知られている。たとえば、膵細胞にはたらきかけてインスリン分泌

を促進するだけでなく（12）、側坐核および腹側視蓋野の神経細胞に発現する受容体を介し

て食欲を抑制することが分かっている（13）。また、近年の研究で GLP-1 が膵細胞の細胞

量を増加させることが明らかになり（14）、今後も新たな機能の発見が期待される。 
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1-1-2. インスリン分泌機構の解明 

 

膵臓は、腸や肝臓とともに食物の一連の消化機能を担っていることや、発生学的に腸由

来の器官であることから、消化器官の一つとして扱われることが多い（10）。その一方で、

血糖を調節するホルモンを分泌する器官であることから、糖尿病治療のために古くから研

究されてきた特徴的な器官である。 

 1889 年に Joseph von Meringと Oskar Minkowski によって、膵臓が糖尿病治療において重

要な役割を果たすことが証明された（15）。彼らはイヌの膵臓を除去することで、血糖が上

昇し尿中に糖が現れることを明らかにした。その後 Fredrick Banting と Charles Bestが膵臓

から内分泌腺であるランゲルハンス島のみを単離し、その抽出物を経口投与すると、糖尿

病のイヌの尿中の糖が減少することを見出した（16）。 

  血糖値を調節するホルモンは複数存在し、グルカゴン、成長ホルモン、アドレナリン、

甲状腺ホルモン、グルココルチコイドが血糖値を上昇させる。その一方で、血糖値を減少

させるホルモンは唯一インスリンのみである。そのため、糖尿病治療法の開発に向け、イ

ンスリンの分泌機構に関する研究が行われてきた。インスリンのアミノ酸配列は 1956年に

Frederick Sanger によって明らかにされた（17）。インスリンは図 1-2A に示した機構のとお

り、プレプロインスリンから産生される。粗面小胞体上で合成されたプレプロインスリン

は粗面小胞体から分離するときにシグナルペプチドが切り取られ、プロインスリンとして

ゴルジ体へ輸送される。ゴルジ体内を通過時に、プロテアーゼを含む小胞内に取り込まれ

る。プロホルモンコンバターゼ（PC）1/3 および PC2 によって A 鎖と B 鎖がジスルフィド

結合で連結したインスリンと、結合ペプチドである C鎖とに切り分けられる（18）。インス

リンは分泌小胞内で亜鉛イオンとともに 6量体の結晶を構成し、最終的に膵細胞内の毛細

血管へと分泌される（11）（図 1-2B）。 

膵細胞は細胞外のグルコース濃度を感知することによってインスリン分泌を制御する

（19）。その一方でインスリン分泌はランゲルハンス島に分布する迷走神経によっても制御 
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図 1-2. インスリンのプロッセッシングメカニズム 

 

(A) シグナルペプチターゼによってプレプロインスリンのシグナルペプチドが切断さ

れ、ジスルフィド結合が形成されるとプロインスリンとなる（ⅰ）。プロホルモンコ

ンバターゼ（PC）1/3 および PC2 によってプロインスリンの C 鎖が切除されてイン

スリンとなる（ⅱ）。 

 

(B) リボソームで翻訳されたプレプロインスリンは、粗面小胞体でシグナルペプチドが

切断され、プロインスリンとなる（ⅰ）。プロインスリンはゴルジ体通過後、PC1/3

および PC2 とともに分泌顆粒に取り込まれる（ⅱ）。顆粒が成熟していく過程で、プ

ロインスリンはインスリンとなり、亜鉛イオンと 6 量体を形成して成熟顆粒となる

（ⅲ）。 
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される。副交感神経を介してアセチルコリンがインスリンの分泌を促進する一方で（20）、

交感神経系のノルアドレナリンはインスリン分泌を抑制する（21）。また、他のホルモンに

よる制御も行われている。下垂体前葉から分泌される成長ホルモン、上部小腸の内分泌 S

細胞から分泌されるセクレチンはインスリンの分泌を促進する一方で（22-24）、膵細胞お

よび小腸内分泌 D細胞から分泌されるソマトスタチンはインスリン分泌を抑制する（25）。 

以上のように様々な因子によってインスリン分泌が調節されている。それでは、これら

の細胞外の情報を感知した膵細胞内では、どのような機構で分泌を制御しているのだろう

か。 

神経細胞をはじめとする様々な細胞では、イオンの選択的透過によって電気化学的ポテ

ンシャルが変化し、細胞内情報伝達を経て分泌反応が引き起こされる。1968 年に Philip M. 

Deanと E. Keith Matthewsらによって、初めて膵細胞における電気生理学的研究が行われ

た。彼らは、微小電極を用いた実験によって、膵細胞の膜電位を測定し、高グルコース投

与時に脱分極およびバースト反応を観察し、この膜電位変化がインスリン分泌を制御して

いる可能性を提唱した（26）。その後 1984 年に Daniel L. Cookらによって ATP感受性 K
+チ

ャネル（KATP チャネル）が（27）、1990年には Arun S. Rajanらによって L型電位依存性 Ca
2+

チャネルが膵細胞に発現していることが明らかになった（28）。これらの発見から現在想

定されているグルコースによるインスリン分泌制御機構は以下のとおりである（図 1-3）。

細胞内に取り込まれたグルコースは、ミトコンドリアで代謝され、細胞内 ATP 濃度を上昇

させる。細胞内で産生された ATPは KATPチャネルを閉じ、細胞外への K
+の流出が遮断され

る。すると脱分極がおき、それにより電位依存性 L 型 Ca
2+チャネルが開くことで細胞内へ

の Ca
2+流入がおこり、細胞内 Ca

2+濃度が上昇することでインスリン分泌が起こる（29）。そ

の一方で、グルコース以外のアミノ酸や脂肪酸によってもインスリン分泌が促進されるこ

とが明らかとなってきており（30-32）、今後それらの分泌制御機構の解明が待たれる。 
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図 1-3. 膵細胞におけるインスリン分泌制御機構 

 

 細胞外のグルコースはグルコーストランスポーター2（GLUT2）によって細胞内に取

り込まれる（ⅰ）。取り込まれたグルコースはミトコンドリアにおいて代謝され、ATP

を産生する（ⅱ）。ATPは ATP感受性 K
+チャネル（KATPチャネル）を閉じ、K

+の細胞外

への流出を止め、脱分極が起きる（ⅲ）。脱分極が起きると電位依存性 L 型 Ca
2+チャネ

ルが開き、細胞内へ Ca
2+が流入する（ⅳ）。細胞内 Ca

2+濃度が上昇するとインスリン分

泌が起こる（ⅴ）。 
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1-1-3. 消化管ホルモン研究の歴史 

 

消化管は摂取した食物を消化し、栄養素を吸収する器官として知られている。その一方

でホルモンを分泌して他臓器の機能を制御する。Ivan Petrovich Pavlovは、イヌが条件反射に

よって唾液を分泌することを1987年に発見し、“神経がすべての臓器の機能を制御している”

という神経万能説を唱え、その仮説を支持する研究者が多かった。それに対し、Baylissと

Starlingは、神経をすべて除去した状態でも、十二指腸に塩酸を滴下すると膵管から膵液が

分泌されることを1902年に見出した（6）。この発見は、神経を介さずに、血液によって運

搬されて他臓器に生理学的効果を及ぼす物質が存在する、というホルモンの概念の提唱に

つながる発見であった。 

この発見にヒントを得て、1905年にイギリスの生理学者であるJohn S. Edkinsが、胃の幽門

前庭から分泌されるガストリンが、胃体部からの胃酸分泌を制御していることを見出した

（33）。 

また、1928年にはアメリカのAndrew Conway Ivyが、十二指腸の抽出物が胆嚢を収縮させ

て胆汁を分泌させることを見出した（34）。そしてこの発見から、十二指腸の抽出物中に存

在する生理活性物質をコレシストキニンと名付けた。 

以上のように3種の消化管ホルモンが次々と発見されたものの、その後ホルモンの同定が

進まず、消化管ホルモン研究は滞ってしまった。1960年代に入って、これらのホルモンが

ペプチドで構成されていることが明らかになると、消化管のどの細胞から分泌されるのか

に注目が集まった。クロム塩を含む固定液で小腸の上皮細胞を染色した際に、黄色に染色

される顆粒を持つ細胞が見出され、この細胞は腸クロム親和細胞と名付けられた。そして、

そのクロム陽性顆粒を持つ細胞がセクレチンを分泌することが分かった。その一方で、イ

タリアの病理学者Enrico Solciaが胃の幽門前庭にクロム染色で染まらない顆粒をもつ細胞が

存在することを見出した。彼はこれをG細胞と名付け、ガストリンを分泌する細胞であると



15 

 

した。その後開発された免疫染色法によって、様々なホルモンがそれぞれ別の細胞から分

泌されるという多元説が立証された。 

次にホルモンを分泌する内分泌細胞が、どのように管腔の刺激を受け取ってホルモン分

泌を制御しているかに注目が集まった。藤田恒夫（以下藤田）らは、電子顕微鏡による観

察から、各種の分泌小胞を持つ内分泌細胞の頂部が管腔に面しており、その頂端部に微絨

毛を持つことを見出した。藤田は、この構造が味細胞と類似していることに注目し、味細

胞は口腔に入ってきた物質の情報を神経に伝えるのに対し、腸の内分泌細胞は、管腔に入

ってきた物質の情報をホルモンを介して伝達していると考えた（図1-4）。その一方で、アメ

リカのMorton I. Grossmanは、消化管に張り巡らされた神経を介して内分泌細胞がホルモン

を分泌しているとした（35）。しかし、1980年に藤田らはフグ毒であるテトロドトキシンを

用いて、神経伝達を遮断した状態でも、アミノ酸投与時にコレシストキニンが分泌するこ

とを示した。この実験結果から、消化管内分泌細胞は頂部の微絨毛によって、管腔の栄養

素を感知し、ホルモン分泌制御をおこなっていることが示された（35）。 

本研究で着目したGLP-1も消化管ホルモンの一つである。1906年にMoore Benjaminらによ

って腸管粘膜抽出物には膵内分泌腺刺激作用があることが分かり、経口摂取によって糖尿

病が劇的に改善されることが示された（36）。1929年にはJean M. La Barreらが腸管粘膜抽出

物中の血糖を低下させる生理活性物質の分離に成功し、その因子をインクレチンと名付け

た（37）。インクレチンとは、食事摂取に伴い消化管から分泌され、膵β細胞に作用してイ

ンスリン分泌を促進するホルモンの総称で、これまでにグルコース依存性インスリン分泌

ポリペプチド（glucose-dependent insulinotropic polypeptide: GIP）とGLP-1の2つのホルモンが

インクレチンとして機能することが確認されている（12）。GIPは上部小腸に存在するK細胞

から、GLP-1は下部小腸に存在するL細胞から分泌される（38）。GIPとGLP-1は血中グルコ

ース濃度が高い場合にはインスリン分泌を促進するが、血中グルコース濃度が低い場合に
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図 1-4. 小腸内分泌細胞 模式図 

 

(A) 小腸上皮を構成する細胞には吸収上皮細胞、杯細胞、パネート細胞などがあり、そ

の中の数%が内分泌細胞である。 

 

(B) 小腸内分泌細胞は頂部が管腔に面しており、頂端部の微絨毛を介して管腔の栄養素

を感知する。栄養素の濃度変化に応答してホルモンを分泌し、血流を介してその情

報を伝えていると考えられる。 
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は促進しない。この点から、糖尿病の治療において低血糖のリスクが低く、安全に高血糖

を是正することが出来るホルモンとして注目されている。本研究では、消化管ホルモンの

なかでも、インスリンを介した血糖値制御という重要な働きをもつGLP-1に焦点をあてて研

究を行った。 
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1-2. 顕微鏡研究の歴史 

 

“生体を構成する細胞を見てみたい”、という好奇心は古くから人類に存在し、顕微鏡が

発明されたのは16世紀にまで遡る。オランダのメガネ職人であるHans JanssenとSacharias 

Janssenの親子は二枚のレンズを組み合わせることによって、複式顕微鏡の原型を発明した。

17世紀になると、Robert Hookeが改良を重ね、コルクを構成する細胞壁をはじめて観察する

ことに成功した。一方でAntonie van Leeuwenhoekが単式顕微鏡を発明し、微生物や精子の観

察を行った（39）。その後も様々な研究者の手により、光学顕微鏡の開発がおこなわれてき

た。 

光学顕微鏡とは、波長380-780 nmの可視光を用いて、試料を拡大して観察することのでき

るツールである。分解能の点では、電子線を利用した電子顕微鏡にはおよばないが、試料

を固定せずに観察できることが光学顕微鏡の大きな利点である。20世紀後半には、位相差

顕微鏡や微分干渉顕微鏡が開発され、試料を染色することなく生きたまま観察できるよう

になった。位相差顕微鏡や微分干渉顕微鏡は、光が試料を通過する際に屈折することによ

って生じる位相差を利用して、試料にコントラストをつけて観察することが可能である。

しかし、試料の厚みや屈折率の違いによって、実際の構造を反映していない明暗コントラ

ストが観察される可能性があり、空間分解能が低いことが短所である。 

その後、蛍光色素や蛍光タンパク質の登場に伴い、それらを観察するための蛍光顕微鏡

も開発された。蛍光顕微鏡の中でも、現在広く用いられているのが共焦点蛍光顕微鏡であ

る。通常の落射蛍光顕微鏡は励起光が焦点位置以外の光軸方向の上下も照明してしまう（図

1-5A）（40）。そのため、その領域内の蛍光をすべて検出してしまい、背景光の強度が強く

なることが問題であった。それに対し、共焦点蛍光顕微鏡は光ファイバーを通したレーザ

ー光（点光源）とピンホールを用いることによって、焦点外の蛍光を検出することなく、

高いコントラストで観察可能である（図1-5B）。しかし、レーザーを照射することにより、 
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図 1-5. 落射蛍光顕微鏡と共焦点蛍光顕微鏡の模式図（阿部勝行著 特集 裾野が広がる

共焦点顕微鏡 総論：共焦点顕微鏡の概要（2009）O plus E. 31より改変） 

 

(A) 落射蛍光顕微鏡は励起光が焦点位置以外も照明してしまうため、その領域内の余分

な蛍光シグナルを検出してしまい、背景光の強度が強くなる。 

 

(B) 共焦点蛍光顕微鏡では光ファイバーを通したレーザー光（点光源）をガルバノミラ

ーを用いることで走査して撮影する。ピンホールを通過させることによって、焦点

外の蛍光シグナルは検出されない。 
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細胞内に活性酸素が発生し、細胞へのダメージとなることや、単焦点走査が必要であるた

め時間分解能が低いことが問題であった。しかし近年、多数のピンホールを持つディスク

を回転させることで、高速走査を可能にしたニポウディスク式共焦点顕微鏡や高速走査を

可能にするガルバノミラーなどが開発され、上述の弱点について克服されている。一方、

全反射蛍光顕微鏡はレーザーを走査する必要がないため、高時間分解能、かつ落射蛍光顕

微鏡と比較して背景光が少ないため、シグナル/ノイズ比の高い像が観察できる。 

具体的に全反射蛍光顕微鏡とは、レーザーを照射した際にガラス表面からわずかにしみ

だすエバネッセント光を利用して、細胞膜近傍の蛍光物質のみを観察することのできる顕

微鏡である。 

屈折率の異なる物質の界面に対し、臨界角以上で光を入射させると全反射が起こる（図

1-6）。このとき、界面上の低屈折率側にごく薄くにじみでる光を、エバネッセント光とよぶ。 

エバネッセント光の強度は、界面からの距離に応じて、以下の数式で示す通り指数関数

的に減衰する（41）（図1-7A）。 

 

𝐼𝑒𝑣𝑎 = 𝐼𝑜 ∙ 𝑒− 
𝑧
𝑑 

 

（ 𝐼𝑒𝑣𝑎 = エバネッセント光の強度、 𝐼𝑜 = 入射光の強度、z = 界面からの距離、d =強度が 

𝐼𝑜/ 𝑒 となる距離） 

dの値は以下の式から算出される。媒質の屈折率および、入射させる光の波長にもよるが、

エバネッセント光はおよそ全反射面から50 - 100 nmほどしみだす（41）。 

 

d =  
𝜆

4𝜋√𝑛2
2 sin 𝜃2 − 𝑛1

2
 

（𝜆 = 光の波長、𝑛1 = 試料の屈折率、𝑛2 = ガラスの屈折率、𝜃 = レンズが光を集め得る

最大角度） 
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𝜃c  ≈  61.05 

図 1-6. 全反射とエバネッセント光 

 

 光を臨界角（𝜃𝐶）以上の入射角で入射させると、屈折率の異なる 2 物質の界面では全

反射が起こる。このときに、屈折率の低い側へ界面からわずかにしみだす光をエバネッ

セント光という。 

（例）ガラスから水に全反射させる際の臨界角は 

 

𝑛2 sin 𝜃𝑐  =  𝑛1 （𝑛1  = 1.33、𝑛2  = 1.52） 

 

より、 
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d =  
𝜆

4𝜋√𝑛2
2 sin 𝜃2 − 𝑛1

2
 

図 1-7. エバネッセント光の性質（Steyer, J. et. al. (2001) Nature Reviews Molecular Cell 

Biology 2, 268-275 より改変） 

 

(A) エバネッセント光の強度は、指数関数的に減衰する。エバネッセント光は媒質の屈

折率および、入射光の波長によるが、全反射面からおよそ 50 - 100 nmしみだす。 

 

(B) エバネッセント光は界面付近の領域内の蛍光分子のみを励起する。したがって、細

胞膜近傍で起こる分泌反応の観察に適している。 

（例）ガラスから水に全反射させた際のエバネッセント光のしみだす距離 dは 

 

 

（水の屈折率 𝑛1 = 1.33、ガラスの屈折率 𝑛2  = 1.52） 

𝜃 = 75°とすると、 sin 𝜃 = 0.9659 より、d = 0.128λ 

顕微鏡で用いる光の波長は λ = 400~700 nmなので、d = 51.8~89.6 nmとなる。 
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そのため、エバネッセント光によって照明できる領域は非常に狭く、限られた領域の蛍

光分子のみを励起することができる（図1-7B）。したがって、背景光を大きく減少させ、高

いシグナル/ノイズ比で観察することが可能である。 

全反射蛍光顕微鏡には、プリズム型と対物レンズ型がある（図1-8）（42）。プリズム型全

反射蛍光顕微鏡は、試料上のスライドガラスにグリセロールなどで密着させたプリズムに

対しレーザー光を入射し、カバーガラスと試料との境界面で全反射させる（図1-8A）。この

方法は低倍率の対物レンズを用いることができるため、広範囲を観察可能であるが、上部

をプリズムでおおうため、刺激溶液を灌流しながら観察することが困難である。 

それに対して、対物レンズ型は溶液を灌流しながら観察することが可能である（図1-8B）。

対物レンズ型全反射蛍光顕微鏡では、レーザー光を対物レンズの端に入射して試料とガラ

スの間で全反射を起こし、そこで発生したエバネッセント光によって得られる蛍光を、そ

の対物レンズで観察するというしくみである（図1-8B）。開口数の大きい対物レンズを用い

る必要があるが、試料の上部にプリズムを接着する必要がないため、溶液を灌流させなが

ら観察することが出来る。 
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図 1-8. プリズム型全反射蛍光顕微鏡と対物レンズ型全反射蛍光顕微鏡（小林剛著 染

色・バイオイメージング実験ハンドブック（2006）羊土社より改変） 

 

(A) プリズム型全反射蛍光顕微鏡は、試料上のスライドガラスに密着させたプリズムに

対してレーザー光を入射し、カバーガラスと試料との境界面で全反射させる 

 

(B) 対物レンズ型全反射蛍光顕微鏡はレーザー光を対物レンズの後方焦点面に入射して

試料とガラスの間で全反射させる。そこで発生したエバネッセント光によって得ら

れる蛍光をその対物レンズで観察する。 
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対物レンズ型全反射蛍光顕微鏡には、開口数の大きい対物レンズが用いられる。開口数

（numerical aperture: NA）は以下の式で定義され、レンズによって決まる定数である。 

 

𝑁𝐴 = 𝑛 ∙ sin 𝜃𝑁𝐴 

（n = ガラスの屈折率、𝜃𝑁𝐴  =レンズの開口角） 

 

𝜃𝑁𝐴とは光軸上の1点から出て対物レンズに入る光のうち最大となる角度のことで、開口角

とよばれる（図1-9A）（43）。 

全反射光による観察を行うためには、図1-9Bの𝑑𝑁𝐴と𝑑𝑛の間にレーザー光を入射する必要

がある。𝑑𝑁𝐴と𝑑𝑛は次のように定義される。 

 

𝑑𝑁𝐴  = 𝑓 ∙ 𝑁𝐴 =  𝑓 ∙ 𝑛2sin 𝜃𝑁𝐴 

𝑑𝑛  =  𝑓 ∙ 𝑛2sin 𝜃𝐶 =  𝑓 ∙ 𝑛1 

 

（𝑓 = 対物レンズの焦点距離、𝑛1 = 試料の屈折率、𝑛2 = ガラスの屈折率、𝜃𝐶 = 臨界角） 

𝑑𝑁𝐴と𝑑𝑛の間を“全反射の窓”とよび、𝑑𝑁𝐴－𝑑𝑛の値を大きくするために、NAの値が大きい

対物レンズを用いる必要がある。 

これまでに、全反射蛍光顕微鏡は一分子イメージングのツールとして多くの知見をもた

らした。たとえば、柳田敏雄らの一連のグループは、モータータンパク質であるキネシン

の1分子動態解析（44）や、酵素反応や分子間相互作用の一分子イメージングを行った（45）。 

近年、全反射蛍光顕微鏡は細胞表面でおこる生体現象の可視化ツールとして利用されて

いる。2000年にWolfhard Almersらが、シナプス小胞の分泌反応の可視化に成功した（46）。

2000年には坪井貴司らによって、二色の異なる蛍光を同時観察可能にした多重蛍光対物レ

ンズ型全反射蛍光顕微鏡が開発され、インスリン分泌顆粒の動態解析がおこなわれた（47）。 
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𝑑𝑁𝐴  = 𝑓 ∙ 𝑁𝐴 =  𝑓 ∙ 𝑛2sin 𝜃𝑁𝐴  

𝑑𝑛  =  𝑓 ∙ 𝑛2sin 𝜃𝐶 =  𝑓 ∙ 𝑛1 

図 1-9. 開口数の大きい対物レンズにおける全反射（徳永万喜洋著 バイオイメージング

でここまで理解る（2003）羊土社より改変） 

 

(A) 𝜃𝑁𝐴（開口角）とは光軸上の 1点から出て対物レンズに入る光のうち最大となる角度

のことである。 

 

(B)  全反射光による観察を行うためには、𝑑𝑁𝐴と𝑑nの間にレーザー光を入射する必要が

ある。𝑑𝑁𝐴と𝑑nの間を“全反射の窓”とよび、𝑑𝑁𝐴 − 𝑑𝑛 の値を大きくするために、

開口数の大きい対物レンズを用いる必要がある。 

 

（例）𝑑𝑁𝐴および𝑑𝑛の長さは以下の式で表される。 

 

 

（水の屈折率 𝑛1 = 1.33、ガラスの屈折率 𝑛2  = 1.52） 

開口数𝑁𝐴 =  1.35の焦点距離 200 mm、60倍の通常の対物レンズを用いると 

𝑑𝑁𝐴 − 𝑑𝑛 = 200 60 × 1.35 − 200 60 × 1.33⁄⁄   

    = 0.067 mm    であるが、 

開口数𝑁𝐴 =  1.45の焦点距離 200 mm、60倍の全反射蛍光顕微鏡用対物レンズを用い

ると 

𝑑𝑁𝐴 − 𝑑𝑛 = 200 60 × 1.45 − 200 60 × 1.33⁄⁄   

    = 0.4 mm    にまで、範囲が広がる。 
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以上のように、全反射蛍光顕微鏡は細胞を生きたままで観察することを可能にするツー

ルであり、本研究では、細胞膜近傍でおこる分泌反応を可視化解析するために用いること

とした。 
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1-3. 本研究の目的 

 

1902 年のアドレナリンの発見から今日まで様々なホルモンが発見されてきた。1980 年代

は、平滑筋に各臓器の抽出物を滴下し、平滑筋の収縮もしくは弛緩を指標にしてホルモン

の探索が行われた。この手法によって南野直人が食欲抑制ホルモンであるニューロメジン

を、柳沢正史が血管収縮作用をもつエンドセリンを発見した（48, 49）。90年代になると、

PCR 法を用いた cDNA 解析やゲノム解析から、生体にはリガンド不明のオーファン受容体

が数多く存在することが明らかになった。そこで、このオーファン受容体を培養細胞系に

発現させ、生理活性ペプチドの探索を行う手法が確立された。櫻井武、柳沢正史によって

発見された、睡眠や摂食行動を制御するホルモンであるオレキシン（50）および寒川賢治、

児島将康によって発見された食欲を制御するホルモンであるグレリン（51）もその一例で

ある。以上のようにオーファン受容体発現系を用いて多くの新規ペプチドホルモンがこれ

までに発見されてきた。 

その一方で、各々のホルモン分泌制御機構については不明な点が多く残されている。特

に、本研究で注目した GLP-1 は、インスリン分泌を介して血糖値を制御するはたらきをも

つことから、グルコースによる分泌制御機構については解明が進められてきた。しかし、

小腸管腔には、グルコース以外の様々な化学物質が存在することから、グルコース以外の

化学物質による GLP-1の分泌制御機構が存在する可能性が高いと考えられる。 

本研究では、全反射蛍光顕微鏡を始めとする可視化解析ツールを駆使することによって

化学物質、特にアミノ酸に対する細胞の応答をリアルタイムで検証し、新たな分泌制御機

構の解明を試みた。 
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第 2章 GLP-1 分泌における GPRC6Aの機能に関する研究 

2-1. 序論 

 

2-1-1. GLP-1について 

 

1929年にJean M. La Barreらによって発見されたインクレチン（37）は、食事摂取に伴い消

化管から分泌され、膵β細胞に作用してインスリン分泌を促進するホルモンの総称である。

これまでにグルコース依存性インスリン分泌ポリペプチド（glucose-dependent insulinotropic 

polypeptide: GIP）とグルカゴン様ペプチド1（glucagon-like peptide-1: GLP-1）の2つのホルモ

ンがインクレチンとして機能することが確認されている。さらにGLP-1は、インスリン分泌

促進以外のはたらきを持つことが知られており、膵細胞からのグルカゴン分泌抑制（52）、

中枢神経における食欲抑制（53）、心筋機能の保護作用をもつことが明らかになってきてい

る（54）。また、GLP-1、GIPともに膵細胞の細胞量を増加させるという報告がある（14）。 

膵細胞において、インスリンは血中グルコースの増加によって細胞内Ca
2+濃度（[Ca

2+
]i）

が上昇した時に分泌されるが、細胞内サイクリックAMP濃度（[cAMP]i）の上昇によってそ

の分泌が増強される。膵細胞にはGIPとGLP-1の受容体が発現しており、GIPとGLP-1はそ

れぞれの受容体にはたらきかけ、[cAMP] iを上昇させる（55）。つまり、インクレチンは血

中グルコース濃度が高い場合にはcAMPを介してインスリン分泌を増強するが、血中グルコ

ース濃度が低い場合には分泌を促進しない。この点から、インクレチンを用いた糖尿病治

療は、インスリン分泌過多による低血糖のリスクが低いため、安全に高血糖を是正するこ

との出来る方法として注目されている。 

臨床試験の結果、GIPはインスリン分泌促進作用を有さないことが報告されている（56）。

その一方で、GLP-1を経静脈で持続投与することによってインスリン分泌が十分に促進され

ることから（57）、GLP-1補充療法が有効な糖尿病治療法として注目されている。しかし、
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腸管から血中に分泌されたGLP-1およびGIPは、セリンプロテアーゼであるジぺプチジルペ

プチターゼ（dipeptidyl peptitase-4: DPP-4）によりすみやかに不活性化されるため（58）、近

年、DPP-4阻害剤が糖尿病の新規治療薬として注目されている。以上の点から、GLP-1の分

泌促進機構を明らかにすることは、Ⅱ型糖尿病治療のための新たな標的分子の発見につな

がる可能性があり、重要であると考えられる。 

 

2-1-2. GLP-1分泌制御機構について 

 

GLP-1の分泌を制御する機構としては、迷走神経を介した制御、他細胞から分泌されるホ

ルモン、および栄養素による直接的な制御が知られている。上部消化管に脂質を与えるだ

けで、下部L細胞からGLP-1分泌がおこること（59）、in vitroでアセチルコリンがGLP-1分泌

を促進する一方でムスカリン性アセチルコリン受容体M1サブタイプ（muscarinic 

acetylcholine receptor M1: M1R）のアンタゴニスト投与によってその分泌が抑制されること

（60）から、迷走神経を介したGLP-1分泌制御機構が存在することが示唆されている。 

他細胞から分泌されるホルモンによる制御機構の例として、小腸内分泌D細胞から分泌さ

れるソマトスタチンが挙げられる。ソマトスタチンは、L細胞に発現する受容体を介して、

アデニル酸シクラーゼの活性を阻害し、[cAMP] iを減少させ、GLP-1分泌を抑制する（61）。 

GLP-1を分泌する小腸内分泌L細胞は、開放型の内分泌細胞であり、小腸上皮を構成する

吸収上皮細胞、杯細胞、パネート細胞の中に数%のみ存在する（62）。頂部は小腸管腔側に

まで達しており、頂部を覆う微絨毛が管腔側の栄養素を感受するような構造をしている（図

2-1）。 

これまでの研究から、糖および脂質を中心とした栄養素がインクレチンの分泌制御因子

であることが明らかにされてきた（63, 64）。L細胞においてはナトリウム依存性グルコース

トランスポーター（sodium dependent glucose transporter 1: SGLT-1）を介したグルコースの細 
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図 2-1. 小腸内分泌 L細胞の局在 

 

(A) GLP-1を分泌する小腸内分泌 L細胞は小腸上皮を構成する細胞中に数%存在する。 

 

(B) Mizokami, A. et. al. (2014) Bone 69, 68-79 より改変。緑が GLP-1 抗体、青は DAPIによる

染色である。校正棒は、10 mを示す。 
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胞内流入と ATP 感受性 K
+チャネル（KATP チャネル）の閉口が GLP-1 分泌を制御している

と考えられている（63）。しかしフルクトースやスクラロースなどの非代謝性糖類でも GLP-1

分泌を引き起こすことから（65, 66）、G タンパク質共役型受容体（G protein-coupled receptor: 

GPCR）の一種である甘味受容体（taste receptor type 1 member 2: Tas1R2 と member 3: Tas1R3

のヘテロダイマー）の GLP-1分泌への関与が示唆されている（66）。脂質に関しても GPCR

を介して GLP-1 分泌が制御されていることが報告されている（67）。中および長鎖脂肪酸を

リガンドとする GPR40（free fatty acid receptor 1: FFAR1）、長鎖脂肪酸をリガンドとする

GPR120 は Gqタンパク質を介して、不飽和長鎖脂肪酸をリガンドとする GPR119 は Gsタン

パクを介して GLP-1分泌を制御していることが明らかにされている（67）（図 2-2）。このよ

うに、3 大栄養素のうち、糖と脂質の小腸内分泌 L細胞における感受機能については解明が

進んでいるが、アミノ酸の感受機構については、不明な点が多く残されている。 

 

2-1-3. 消化管における Gタンパク質共役型受容体の機能 

 

GPCRは、7 回膜貫通領域におけるアミノ酸配列の相同性や受容体機能の類似性に基づい

て、ロドプシン様受容体ファミリーのクラス A、セクレチン受容体ファミリーのクラス B、

グルタミン酸受容体ファミリーのクラス C の 3 つに大きく分類される。嗅覚受容体や短鎖

脂肪酸受容体（free fatty acid receptor 3: FFAR3: GPR41）はクラス Aに、GIP受容体や GLP-1

受容体は、クラス B に分類される。クラス C のグルタミン酸受容体ファミリーには、8 種

類の代謝型グルタミン酸受容体（mGluR1-8）、2 種類の γ-アミノ酪酸受容体（GABAB1、

GABAB2）、3 種類の味覚受容体（Tas1R1、Tas1R2、Tas1R3）、2 種類のカルシウム感知受容

体（CaSR、GPRC6A）、5種類のオーファン受容体（GPRC5A-D、GPR156）が存在する（図

2-3）（68）。中でも、カルシウム感受性受容体（calcium-sensing receptor: CaSR）、L-アミノ酸

感受性受容体（G protein-coupled receptor, family C, group 6, subtype A: GPRC6A）、うまみ受容 

  



33 

 

 

  

図 2-2. 小腸内分泌 L細胞における栄養素感受機構の模式図 

 

近年の研究により、L細胞におけるグルコースの感受機構として、ナトリウム依存性グル

コーストランスポーター（SGLT-1）および甘味受容体を介した機構が見出されている。また、

脂肪酸に介しては GPR40（FFAR1）、GPR119 および GPR120 を介した GLP-1 分泌促進機構

が発見されている。 
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図 2-3. Gタンパク質共役型受容体Cファミリー遺伝子の樹形図（Conigrave, A. D. et. al. (2007) 

The Journal of Nutrition 137, 1524-1527より改変） 

 

 G タンパク質共役型受容体 C ファミリーは、グルタミン酸受容体、GABA(B)受容体、ア

ミノ酸/味覚受容体、オーファン受容体から構成される。 
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体（Tas1R1 と Tas1R3 のヘテロダイマー）および代謝型グルタミン酸受容体は、アミノ酸や

ジペプチド、トリペプチド、テトラペプチドによって直接活性化される。 

CaSRは、副甲状腺のCa
2+センサーとして同定され、副甲状腺ホルモン分泌量の調節に関

与するが、その後Ca
2+だけでなく芳香族アミノ酸も感知することが明らかになった（69）。

近年、CaSRが、ガストリンを分泌する胃内分泌G細胞（70）、ソマトスタチンを分泌する胃

内分泌D細胞、コレシストキニンを分泌する十二指腸内分泌I細胞に発現することが報告さ

れ（71）、CaSR遺伝子欠損マウスでは、L-フェニルアラニン刺激による十二指腸内分泌I細

胞からのコレシストキニン分泌量が低下していた（72）。一方GPRC6Aは、幅広いアミノ酸、

特に塩基性アミノ酸によって活性化され、2価の陽イオンによってその反応性が上昇する

（69）。近年、骨芽細胞から分泌されるオステオカルシンがGPRC6Aのリガンドの1つであり、

GPRC6A欠損マウスは骨粗鬆症、雌体化、メタボリックシンドロームを発症することが明ら

かになった（73）。GPRC6Aは膵β細胞を始め、様々な器官で発現が確認されており、リガン

ドであるL-アルギニン刺激によってインスリン分泌が増加することが報告されている（74）。

消化管では、胃内分泌G細胞や胃内分泌D細胞においてGPRC6Aの発現が報告されているが

（75）、GPRC6Aのin vivoでの機能については、明らかになっていない。 

 

2-1-4. 本研究の目的 

 

 これまで述べてきたように、GLP-1は糖尿病治療のターゲットとして近年注目されている

ため、GLP-1の新たな分泌制御機構を明らかにできれば、糖尿病の新規治療法開発に貢献で

きると考えられる。 

また、各種内分泌細胞にアミノ酸受容体が発現していることが近年報告されている（76）。

したがって、小腸内分泌 L 細胞にもアミノ酸受容体が発現しており、これまで明らかにさ

れていなかったアミノ酸感受機構が存在する可能性は高いと考えられる。 
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私は、先行研究（77）において膵細胞株MIN6 細胞がうまみ受容体を発現しており、ア

ミノ酸を感知することでインスリン分泌を促進する機構を見出した。しかし、血中のアミ

ノ酸の変化量はわずか（30 M～100 M）であるため、生体内においてアミノ酸が調節して

いるインスリンの分泌量はわずかであると考えられる。その一方で、管腔内のアミノ酸は

0.1 mMから 1 mMまで変化する（78）。そこで本研究では、小腸管腔内のアミノ酸が GLP-1

の分泌量を調節している可能性について検証することとした。 
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2-2. 材料と手法 

 

2-2-1. 実験に使用した材料および試薬 

 

GPRC6Aおよび CaSRのリガンドである L-オルニチン、L-アルギニン、L-リシン、L-フェ

ニルアラニンおよび L-トリプトファン、KATPチャネル開口剤であるジアゾキシドおよび電

位依存性 L型 Ca
2+チャネルであるニフェジピンは、和光純薬工業（Osaka, Japan）より購入

した。GPRC6Aのアンタゴニストであるカリンドールは Santa Cruz Biotechnology社より購

入した（Santa Cruz, CA, USA）。U-73122、2-APB（2-aminoethoxydiphenylborate）、EDTA

（ethylenediaminetetraacetic acid）および DDA（2′,3′-dideoxyadenosine）は Sigma-Aldrich社（St. 

Louis, MO, USA）から購入した。GPRC6A 受容体の発現抑制のために用いた stealth small 

interfering RNA（siRNA）は Invitrogen（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）から購入した。

マウス由来小腸内分泌 L 細胞株である GLUTag 細胞はカナダトロント大学の Daniel J. 

Drucker 博士から寄贈していただいた。マウス由来 GLP-1 産生内分泌細胞株である STC-1

細胞は米国カリフォルニア大学（現スイス癌研究所）の Douglas Hanahan博士から寄贈して

いただいた。 

 

2-2-2. 細胞培養および遺伝子導入 

 

GLUTag細胞および STC-1 細胞は、1.0 g/L グルコース、L-グルタミン、110 mg/L ピルビ

ン酸を含む、ダルベッコ改変イーグル培地（Dalbecco’s Modified Eagle’s Medium: DMEM

（Invitrogen））に 10%の非働化したウシ血清（Invitrogen）、50 U/mLペニシリンおよび 0.05 

mg/mLストレプトマイシンを添加し培養に用いた。培養条件は 37℃、5％CO2とした。 

観察には 35 mmガラスボトムディッシュを使用した。GLUTag 細胞を 2 日間ガラスボト

ムディッシュで培養したのち、1.5 g のプラスミド、3 l のリポフェクトアミン 2000
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（invitrogen）を 1 mlの培地に添加することで遺伝子導入を行った。 

 

2-2-3. cDNAライブラリ作成と RT-PCR法による遺伝子解析 

 

ISOGEN（Nippon Gene, Tokyo, Japan）を用いて、GLUTag細胞、STC-1細胞およびマウス

小腸からトータル RNAを抽出した。続いて、DNase（Promega, Medison, WI, USA）を用い

てゲノムDNAの消化を行った。1 gのトータルRNAから Prime Script（Takara, Shiga, Japan）

を用いて cDNAを合成した。RNAから作成された cDNAライブラリに対し、アミノ酸を感

知する受容体である、GPRC6A、CaSR およびうまみ受容体を構成する Tas1R1、Tas1R3 お

よび GAPDH の発現を逆転写ポリメラーゼ反応（Reverse transcription polymerase chain 

reaction: RT-PCR）によって検証した（Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA）。実験に使用したプライマーについては表 1に示すとおりである。 

 

2-2-4. セルソーターを用いた初代培養 L細胞の単離と定量型 RT-PCR 

 

プログルカゴンのプロモーター下で黄色蛍光タンパク質（Venus）を発現する遺伝子改変

マウスを用いて、初代培養小腸内分泌 L細胞を単離した。Venus発現細胞はフローサイトメ

トリーによって先行研究と同様に単離した（63）。単離した L細胞から、スモールスケール

RNA精製キット（Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）を用いて RNAを精製した

のち、cDNAへ逆転写を行った。定量型 RT-PCRは 7900 HT Fast Real-time PCR system（Applied 

Biosystems）を用いておこなった。 

 

2-2-5. 細胞内 Ca
2+濃度の観察 

 

蛍光指示薬 Fluo3-AMを用いることによって[Ca
2+

]iの変化を観察した。ガラスボトムディッ 
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標的遺伝子名 

（Accession NO.） 

Sense primer 

Antisense primer 

GPRC6A （NM_153071） 
5’- CGGGATCCAGACGACCACAAATCCAG -3’ 

5’- CCAAGCTTGATTCATAACTCACCTGTGGC -3’ 

CaSR （NM_013803） 
5’- AGCAGGTGACCTTCGATGAGT -3’ 

5’- ACTTCCTTGAACACAATGGAGC -3’ 

Tas1R1 （NM_031867） 
5’- CTGCCAAAGGACAGAATCCTC -3’ 

5’- GAACCGCATGGCTTGGAAG -3’ 

Tas1R3 （NM_031872） 
5’- TGGGGGCCTCTTTGTGTCT -3’ 

5’- TGGGTTGTGTTCTCTGGTTGA -3’ 

GAPDH（NM_007393） 
5’- CCATCACCATCTTCCAGGAG -3’ 

5’- TTCAGCTCTGGGATGACCTT -3’ 

表 1. 各遺伝子のプライマー塩基配列 
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シュで 2日間培養した GLUTag細胞を、5 M Fluo3-AMを含む記録用溶液（130 mM NaCl、

3.5 mM KCl、0.5 mM NaHPO4、0.5 mM MgSO4、1.5mM CaCl2、10 mM HEPES、2 mM NaHCO3、

5 mM Glucose）の中で 37℃30 分間インキュベートした。撮影開始 3 分後からアミノ酸を含

む記録用溶液を還流し、倒立型システム顕微鏡 IX71（Olympus, Tokyo, Japan）と開口数 1.35

の油浸 40倍対物レンズ（Olympus）を用いて観察した。5秒ごとに 480 nmの励起フィルタ

ーを通したキセノン光（Olympus）によって励起し、535-550 nmの吸収フィルター（Olympus）

を用いて蛍光画像を electron multiple-charge coupled device （EM-CCD）カメラ（Evolve, 

Photometrics, Tucson, AZ, USA）で取得した。 

 

2-2-6. 免疫蛍光染色 

 

35 mmガラスボトムディッシュで 2 日間培養した GLUTag 細胞に対し、緑色蛍光タンパ

ク質（green fluorescent protein: GFP）融合組織型プラスミノーゲン活性化因子（tissue type 

plasminogen activator: tPA）発現用プラスミド（tPA-GFP）（79）、黄色蛍光タンパク質（Venus）

融合脳由来神経栄養素因子（brain-derived neurotrophic factor: BDNF）発現用プラスミド

（BDNF-Venus）（80）、Venus 融合ニューロペプチド Y（neuropeptide Y: NPY）発現用プラス

ミド（NPY-Venus）（81）、および GFP融合成長ホルモン（growth hormone: GH）発現用プラ

スミド（GH-GFP）（82）1.5 gと、3 lのリポフェクトアミン 2000（Invitrogen）を 1 mlの

培地に添加することで遺伝子導入を行った。遺伝子導入の 2日後に培地を PBS(-)で 5分間 2

回洗浄したのち、4％パラホルムアルデヒドで室温 20 分静置し、細胞を固定した。その後

PBS(-)でパラホルムアルデヒドを洗浄したのち、0.1％ TritonX-100 および 1% BSA を含む

PBS を添加して室温 1 時間静置し、ブロッキングを行った。一次抗体はウサギ抗 GLP-1 抗

体（200 倍希釈、Yanaihara Institute Inc., Shizuoka, Japan）を用いた。二次抗体には抗ウサギ

IgG Alexa568 標識抗体（Invitrogen）を 1000 倍希釈して用いた。染色したサンプルは、ニポ
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ウディスク型共焦点レーザー顕微鏡（CSU-10, Yokogawa, Tokyo, Japan）を用いて EM-CCD

カメラ（C9100-02, Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan）で撮影した。 

 

2-2-7. 全反射蛍光顕微鏡による tPA-GFPの分泌反応の可視化解析 

 

ガラスボトムディッシュで 2日間培養した GLUTag 細胞に対し、tPA-GFPをカチオニック

リポソーム法により遺伝子導入した。遺伝子導入 2 日後に培地を記録用溶液に置換し、全

反射蛍光顕微鏡法（total internal reflection microscopy: TIRFM）によって tPA-GFPの分泌反応

を観察した。対物レンズは開口数 1.49 の油浸 100倍のものを用いた。488 nm波長の Sapphire

半導体固体レーザー（Coherent, Santa Clara, Canada）を全反射光として用い、535 / 50x 吸収

フィルター（Chroma, Bellows Falls, VT, USA）を通して EM-CCD（iXon, Andor, Belfast, UK）

カメラにより撮影をおこなった。 

撮影開始 30秒後からアミノ酸を含む記録用溶液を還流し、20分間の分泌反応の回数を測

定した。画像解析には MetaMorph（version 7.7, Molecular Devices, Danaher, WA, USA）を用い、

得られたデータは GraphPad Prizm（Version 4.01, GraphPad software, San Diego, CA, USA）に

よって一元配置分散解析（One-way ANOVA）を行った。 

 

2-2-8. 蛍光分光光度計を用いた tPA-GFP分泌量の測定 

 

GLUTag細胞を3.0×10
5細胞になるよう6 wellプレート上で培養し、培養二日後に tPA-GFP

をカチオニックリポソーム法により遺伝子導入した。遺伝子導入 2 日後に培地を記録用溶

液に置換した。記録用溶液中で 30分 37℃でインキュベート後、1 mM L-オルニチンおよび

1 mM L-オルニチンと各種阻害剤を含む記録用溶液で2時間37℃のインキュベーター中で刺

激した。溶液中に分泌された tPA-GFP量を蛍光分光光度計を用いて測定した（F-7000, Hitachi, 

Tokyo, Japan）。 



42 

 

2-2-9. 酵素免疫測定法を用いた GLP-1分泌量の測定 

 

GLUTag細胞を 3.0×10
5細胞になるよう 6 wellプレート上で培養し、培養二日後に培地を

記録用溶液に置換した。記録用溶液中で 30分 37℃でインキュベート後、1 mM L-オルニチ

ンおよび 1 mM L-オルニチンと各種阻害剤を含む記録用溶液で 2時間 37℃のインキュベー

ター中で刺激した。溶液中に分泌された GLP-1 の量を酵素免疫測定法（enzyme-linked 

immunnosolvent assay: ELISA）を用いて測定した（Milipore, Merck, Darmstadt, Germany）。測

定にはマルチプレートリーダーを用いた（Mithras LB 940, Berthold, Bad Wildbad, Germany）。 

 

 

2-2-10. RNA干渉法による GPRC6Aの発現抑制 

 

ガラスボトムディッシュで 2日間培養した GLUTag 細胞に対し、20 pmol/ lの GPRC6A 

siRNA（Gprc6a-MSS210013: 5’-UCCAGAUGAUUUCACGACAGGUGUC-3’）をカチオニック

リポソーム法により遺伝子導入した。遺伝子導入 2日後に Ca
2+イメージングおよび TIRFM

による観察を行った。 

 

2-2-11. 解析方法 

 

解析データはそれぞれ、平均値±標準誤差（S.E.）で示した。また、Graph Pad software

を用いて、One-way ANOVAの Newman-Keuls 検定あるいは Dunnet検定を行った。 
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2-3. 結果 

 

2-3-1. 小腸内分泌 L細胞におけるアミノ酸受容体の発現 

 

 先行研究において小腸内分泌 L 細胞が管腔内のアミノ酸濃度の変化を感知する可能性が

示唆されている（83, 84）。その感受機構を明らかにするため、マウス由来小腸内分泌 L 細

胞株である GLUTag細胞における、アミノ酸を感知する受容体の発現解析を行った。RT-PCR

法による遺伝子解析により、近年アミノ酸を感知することが明らかとなった CaSR（85）お

よび GPRC6A（86）、アミノ酸の中でも特にグルタミン酸を感知するうまみ受容体（87）

（Tas1R1 と Tas1R3 のヘテロダイマー）が GLUTag 細胞において発現していた（図 2-4A）。

GLP-1 を分泌する他の培養細胞である STC-1 細胞において、同様に遺伝子解析を行うと、

GPRC6Aおよび Tas1R3 のみ発現していた。マウス小腸から作成した cDNAライブラリに対

し RT-PCR を行うと、GPRC6A、CaSR および Tas1R3 は発現していたが、Tas1R1 の発現は

観察されなかった。 

 次に、セルソーターを用いて初代培養 L 細胞を単離し、リアルタイム PCR 法によって

GPRC6Aの発現を解析した。その結果、GLUTag細胞と比較すると、その発現量は少ないも

のの、非L細胞と比較するとL細胞におけるGPRC6Aの発現が多い傾向が見られた（図2-4B）。 

 うまみ受容体は Tas1R1 と Tas1R3 がヘテロダイマーを形成することによって機能するた

め、Tas1R3 のみではアミノ酸を感受できないと考えられる。そこで、本研究においては発

現が確認された GPRC6Aと CaSRについて機能を検証することとした。 

 

2-3-2. アミノ酸投与時の細胞内 Ca
2+濃度変化 

 

遺伝子解析によって発現が確認されたアミノ酸を感知する受容体である、GPRC6A およ

び CaSRが小腸内分泌 L細胞において機能しているかを調べるため、アミノ酸投与時の 
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図 2-4. 小腸内分泌 L細胞におけるアミノ酸受容体の発現  

 

(A) RT-PCR 法による遺伝子解析を行ったところ、GLUTag 細胞においてアミノ酸感受性

受容体である GPRC6A、CaSR、うまみ受容体を構成する Tas1R1 と Tas1R3 の発現が

確認された。STC-1細胞においては GPRC6A、Tas1R3 の発現は確認されたが CaSR、

Tas1R1 の発現は見られなかった。 

 

(B) 初代培養 L 細胞における GPRC6A の発現を検証すると、GLUTag 細胞に比べ発現量

は少ないが GPRC6A が発現していた。N.S.は、有意なしを示す。初代培養の小腸 L

細胞と小腸非 L細胞、および大腸 L細胞と大腸非 L細胞間では GPRC6Aの発現量に

有意差がなかったが、非 L 細胞に比べ、L 細胞に GPRC6A の発現が多い傾向が見ら

れた。 
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[Ca
2+

]iの変化を観察した。GPRC6Aのリガンドである、L-オルニチン、L-アルギニンおよ

び L-リシンを投与すると（88）、GLUTag 細胞の[Ca
2+

]i は上昇した（図 2-5）。また、CaSR

のリガンドである L-トリプトファンおよび L-フェニルアラニン（69）投与によっても[Ca
2+

]i

は上昇した（図 2-5）。一方、STC-1細胞における[Ca
2+

]i変化を観察すると、GPRC6Aのリガ

ンドである L-オルニチン、L-リシンおよび L-アルギニンに対しては[Ca
2+

]iが上昇したが、

CaSR のリガンドである L-フェニルアラニンおよび L-トリプトファンを投与しても[Ca
2+

]i

は上昇しなかった（図 2-6）。 

 

2-3-3. L-オルニチン投与時の細胞内 Ca
2+濃度変化 

 

 GLUTag 細胞と STC-1 細胞どちらの細胞においても、GPRC6A のリガンドである L-オル

ニチン、L-リシンおよび L-アルギニンによって[Ca
2+

]iが上昇した。この 3種のアミノ酸の中

でも、特に GPRC6A 以外の受容体に感知される可能性の低い、GPRC6A 特異的なリガンド

である L-オルニチン（89）に対する[Ca
2+

]i変化についてさらに解析を行った。 

 L-オルニチンの投与濃度を 1 M、10 M、100 M、および 1 mM と変化させたところ、

投与濃度依存的に[Ca
2+

]iの上昇率が増加した（図 2-7）。GPRC6Aは Gqタンパク質共役型の

受容体である（90）。GPRC6Aにリガンドが結合すると、共役する G タンパク質のはたらき

によりホスホリパーゼ C（phospholipase C: PLC）が活性化され、ホスファチジルイノシトー

ル 4, 5 2-リン酸（phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate: PIP2）からジアシルグリセロール

（diacylglycerol: DAG）とイノシトール 3 リン酸（inositol trisphosphate: IP3）が産生される。

IP3は小胞体上の IP3受容体に結合して、小胞体貯蔵Ca
2+の放出を促進し、[Ca

2+
]iが上昇する。

そこで、PLC および IP3 受容体の阻害剤の及ぼす影響を検証した。PLC の阻害剤である

U-73122 、 IP3 受容体の阻害剤である 2-アミノエトキシジフェニルボレート

（2-aminoethoxydiphenylborate: 2-APB）および GPRC6Aのアンタゴニストであるカリンドー 
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図 2-5. GLUTag細胞におけるアミノ酸投与時の細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化 

 

(A) Fluo3-AMの蛍光強度を測定した後、L-オルニチン投与前からの変化率を算出し、

グラフ化した。撮影開始 100秒後から GPRC6Aのリガンドである L-オルニチン、

L-リシンおよび L-アルギニンや、CaSR のリガンドである L-フェニルアラニンお

よび L-トリプトファンを投与した（太線）。刺激に応答して蛍光強度の上昇が観

察された。 

 

(B) Fluo3-AM の蛍光強度の上昇率を算出したところ、各アミノ酸投与により[Ca
2+

]i

が上昇することが分かった。データは、各種条件における 8 細胞の平均値と標準

誤差で示した。＊は、有意差 p < 0.05 を示す。 
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図 2-6. STC-1細胞におけるアミノ酸投与時の細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化 

 

(A) GPRC6Aのリガンドである L-オルニチン、L-リシンおよび L-アルギニンに応答し

て蛍光強度は上昇したが、CaSR のリガンドである L-フェニルアラニンおよび L-

トリプトファンに対しては蛍光強度の上昇が観察されなかった。 

 

(B) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率を算出したところ、L-オルニチン、L-リシンおよび

L-アルギニン投与により[Ca
2+

]i が上昇することが分かった。データは、各種条件

における 8細胞の平均値と標準誤差で示した。＊および＊＊は、有意差 p < 0.05、

p < 0.01 を示す。 
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図 2-7. L-オルニチン投与による細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化 

 

(A) 撮影開始 100秒後から L-オルニチン（1 μM、10 μM、100 μM、1 mM）の投与を

開始した（太線）。刺激に応答して L-オルニチン濃度依存的な蛍光強度の上昇が

観察された。 

 

(B) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率は、L-オルニチン濃度依存的に増加した。データは、

各種条件における 7 細胞の平均値と標準誤差で示した。＊および＊＊は、有意差

p < 0.05、p < 0.01を示す。 
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ル（91）を L-オルニチンと共投与すると、L-オルニチンによって引き起こされる[Ca
2+

]iの上

昇が阻害された（図 2-8）。 

 

2-3-4. L-オルニチンが GLP-1分泌に及ぼす影響 

 

 L-オルニチンによって引き起こされる[Ca
2+

]i上昇が、GLP-1分泌を引き起こすかどうかを

調べるため、ホルモン分泌をリアルタイムで観察可能な全反射蛍光顕微鏡法（TIRFM）を

用いて（77, 80, 92, 93）、GLP-1 の分泌の可視化解析を試みた。GLP-1 はプログルカゴンから

プロセッシングによって産生されるため（94）（図 2-9）、GLP-1に直接蛍光タンパク質を融

合させて発現させることは困難であると考えられる。そこで、GLP-1 と同じ分泌小胞にター

ゲットする、別のペプチドに蛍光タンパク質を融合して強制発現させ、GLP-1分泌の指標と

して用いた。緑色蛍光タンパク質融合組織型プラスミノーゲン活性化因子（tPA-GFP）（79）、

黄色蛍光タンパク質融合脳由来神経栄養素因子（BDNF-Venus）（80）、黄色蛍光タンパク質

融合ニューロペプチド Y（NPY-Venus）（81）、および緑色蛍光タンパク質融合成長ホルモン

（GH-GFP）（82）を、それぞれカチオニックリポソーム法により遺伝子導入して強制発現

させ、免疫染色によって内在性 GLP-1 と同じ局在を示すものの同定を試みた。その結果

tPA-GFP が最も高い共局在率を示すことが明らかとなった（図 2-10, 11、表 2）。そこで、

tPA-GFPを GLP-1分泌の指標として用いた。 

 tPA-GFPを強制発現させた GLUTag細胞を TIRFMによって観察すると、図 2-12Aのよう

に、tPA-GFPを含む分泌小胞は輝点として観察された。L-オルニチン投与時の分泌反応の回

数を測定すると、L-オルニチンの投与濃度の上昇にともない、分泌回数も増加した（図

2-12B）。 

 TIRFM によって観察される分泌反応が、実際の分泌量を反映しているか検証するため、

分光光度計を用いて実際に分泌された tPA-GFP 量を定量的に測定した。その結果、分光光

度計を用いて測定した溶液中の tPA-GFP量も、L-オルニチンの投与濃度の増加に伴い、増 
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図 2-8. 阻害剤共投与時の細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化 

 

(A) 撮影開始100秒後から 1 mM L-オルニチンおよび阻害剤の投与を開始した（太線）。

L-オルニチン投与時に観察された蛍光強度の上昇は、阻害剤共投与時に抑制され

た。 

 

(B) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率は、阻害剤の共投与により減少した。データは、各

種条件における 6細胞の平均値と標準誤差で示した。＊および＊＊は、有意差 p < 

0.05、p < 0.01を示す。 



51 

 

 

  

図 2-9. GLP-1のプロセッシング過程 

 

GLP-1は、プログルカゴンからプロホルモンコンバターゼ（PC1/3）によってプロセッ

シングされ、産生される。（GRPP: glicentin-related polypeptide（グリセンチン関連ポリペ

プチド）、IP-1: intervening peptide-1（介在ペプチド-1）、IP-2: intervening peptide-2（介在

ペプチド-2）、GLP-2: glucagon-like peptide-2（グルカゴン様ペプチド-2）） 
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図 2-10. tPA-GFPと GLP-1の共焦点蛍光顕微鏡像 

 

tPA-GFPを発現させたGLUTag細胞に対し抗GLP-1抗体を用いて免疫蛍光染色を行っ

た。tPA-GFPと GLP-1は高い共局在性を示した。校正棒は、10 μmを示す。 
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図 2-11. 蛍光タンパク質融合ペプチドと GLP-1の細胞内共焦点蛍光顕微鏡像 

 

BDNF-Venus、NPY-Venus および GH-GFP を発現させた GLUTag 細胞に対し抗 GLP-1

抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。BDNF-Venus および NPY-Venus の一部は GLP-1と

共局在していた。その一方で GH-GFPと GLP-1は、共局在を示さなかった。校正棒は、

10 μmを示す。 
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表 2. 蛍光タンパク質融合ペプチドと GLP-1の共局在率 

 

抗 GLP-1抗体を用いて免疫蛍光染色を行った結果から、GLP-1 陽性顆粒に対する蛍光

タンパク質融合ペプチドの発現率を算出した。データは、各種条件における 5 細胞の平

均値±標準誤差で示した。 
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図 2-12. TIRFMによる tPA-GFP分泌反応の観察 

 

(A) tPA-GFPを発現した GLUTag細胞を TIRFMにより観察した。tPA-GFPを含む分泌

顆粒は、輝点として観察された（上図）。分泌時には、一過的に輝点の蛍光強度が

増加した（下図）。校正棒は、上図 10 μm、下図 1 μmを示す。 

 

(B) TIRFM を用いて、刺激 20 分間に観察された tPA-GFP の分泌回数を測定した。投

与した L-オルニチンの濃度依存的に分泌回数が増加した。データは、各種条件に

おける 5回の試行の平均値と標準誤差で示した。＊は、有意差 p < 0.05を示す。 
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加した（図 2-13A）。また、実際に分泌された GLP-1の濃度を ELISA法によって測定すると、

L-オルニチンの投与濃度の増加にともない、分泌量も増えることが明らかとなった（図

2-13B）。以上の結果から、TIRFM によって観察される分泌反応の回数と実際に分泌されて

いる tPA-GFPおよび GLP-1 の分泌量には相関性が見られ、tPA-GFPを GLP-1の分泌の指標

とすることに問題はないと考えられる。 

 次に、L-オルニチンによる GLP-1分泌制御機構に GPRC6Aが関与していることを検証す

るため、GPRC6A の下流シグナルである PLC および IP3受容体の阻害剤を L-オルニチンと

共投与した際の、GLP-1 分泌におよぼす影響を観察した。TIRFM によって tPA-GFP の分泌

反応を観察すると、PLCの阻害剤である U-73122、IP3受容体の阻害剤である 2-APBおよび

GPRC6A の阻害剤であるカリンドールを L-オルニチンと共投与することにより、L-オルニ

チン単独投与時と比べ、tPA-GFP の分泌反応の回数が減少した（図 2-14A）。また、分光光

度計によって定量的に測定した tPA-GFPの分泌量および ELISAによって測定した GLP-1の

分泌量も、U-73122、2-APBおよびカリンドールの共投与によって減少した（図 2-14B, C）。

以上の結果から、L-オルニチンによる GLP-1分泌は、Gqタンパク質と共役する GPRC6Aを

介して制御されていると考えられる。 

 

2-3-5. siRNAによる GPRC6A発現抑制の GLP-1分泌に及ぼす影響 

 

 RNA干渉法によって GPRC6Aの発現を抑制した際の、GLP-1分泌に及ぼす影響を検証し

た。RNA干渉によって GPRC6Aの発現が抑制されたことは RT-PCR法によって確認した（図

2-15A）。GPRC6Aの発現を抑制した GLUTag細胞における[Ca
2+

]i変化を観察すると、L-オル

ニチンおよび L-リシンの投与に対する[Ca
2+

]i上昇は観察されなかった（図 2-15B, C）。それ

に対し、CaSRのリガンドである L-フェニルアラニンの投与に対して[Ca
2+

]iは上昇した（図 

2-15B, C）。この結果から、GPRC6AのリガンドであるL-オルニチンと L-リシンはGPRC6A、 
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図 2-13. L-オルニチン投与時の tPA-GFPおよび GLP-1分泌量の定量的測定 

 

(A) L-オルニチン（1 μM、10 μM、100 μM、1 mM）投与時の tPA-GFP分泌量を分光光

度計によって測定した。溶液中に分泌された tPA-GFP の蛍光強度は、L-オルニチ

ン濃度依存的に増加した。データは、各種条件における 3 回の試行の平均値と標

準誤差で示した。＊＊は、有意差 p < 0.01を示す。 

 

(B) L-オルニチン（1 μM、10 μM、100 μM、1 mM）投与時の GLP-1 の分泌量を ELISA

によって測定した。GLP-1 の分泌量は、L-オルニチン濃度依存的に増加した。デ

ータは、各種条件における 3 回の試行の平均値と標準誤差で示した。＊は、有意

差 p < 0.05 を示す。 
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図 2-14. 阻害剤共投与時の tPA-GFPおよび GLP-1分泌量の測定 

 

(A) 1 mM L-オルニチン刺激 20分間に観察された tPA-GFP分泌回数を測定した。阻害

剤により L-オルニチン依存的な tPA-GFP分泌は阻害された。データは、各種条件

における 7回の試行の平均値と標準誤差で示した。＊＊は、有意差 p < 0.001 を示

す。 

 

(B) 1 mM L-オルニチン投与時の tPA-GFP分泌量を分光光度計によって測定した。溶

液中に分泌された tPA-GFPの蛍光強度は、阻害剤の共投与により減少した。デー

タは、各種条件における 3 回の試行の平均値と標準誤差で示した。＊は、有意差

p < 0.05 を示す。 

 

(C) 1 mM L-オルニチン投与時の GLP-1分泌量を ELISA によって測定した。阻害剤の

共投与によって GLP-1 分泌が有意に抑制された。データは、各種条件における 3

回の試行の平均値と標準誤差で示した。＊および＊＊は、有意差 p < 0.05 と p < 

0.01を示す。 
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図 2-15. GPRC6A 遺伝子発現抑制細胞における細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化 

 

(A) RT-PCR法による遺伝子発現解析の結果、siRNAを導入した GLUTag細胞において

GPRC6A遺伝子の発現が抑制された。 

 

(B) siRNAによりGPRC6A遺伝子の発現を抑制したGLUTag細胞においては、GPRC6A

のリガンドである L-オルニチンおよび L-リシン刺激時の蛍光強度上昇は阻害され

た。その一方で CaSR のリガンドである L-フェニルアラニンに対しては蛍光強度

の上昇が観察された。 

 

(C) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率を算出した。データは、各種条件における 8細胞の

平均値と標準誤差で示した。＊＊は、有意差 p < 0.001 を示す。 
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CaSRのリガンドである L-フェニルアラニンは CaSRに、別々に感知されていると考えられ 

る。 

 次に、GPRC6A の発現抑制が GLP-1 分泌に及ぼす影響を検証した。L-オルニチン投与時

の GLP-1 の分泌量を ELISA によって測定すると、GPRC6A の siRNA 導入時に L-オルニチ

ンによる GLP-1 分泌が抑制された（図 2-16）。 

 GPRC6A の発現抑制が、GLP-1 を含む分泌小胞形成過程に及ぼす影響を検証するため、

TIRFM によって、分泌小胞の可視化解析を行った。その結果、GPRC6Aの siRNAを導入し

た GLUTag 細胞と siRNA を導入していないコントロールの GLUTag 細胞との間で、分泌小

胞の数に差は観察されなかった（図 2-17A, B）。その一方で、L-オルニチン投与時におこる

tPA-GFPの分泌反応の回数は siRNAを導入した GLUTag細胞において、有意に減少した（図

2-17C）。 

 

2-3-6. 代謝系および cAMPを介した制御機構の検証 

 

  次に、L-オルニチンがミトコンドリアにおける代謝を介した系により、[Ca
2+

]iを上昇さ

せ、GLP-1分泌を促進している可能性について検証した。GLUTag細胞は KATPチャネルを

発現しているため（95）、L-オルニチンがミトコンドリアにおいて代謝されて ATPが産生さ

れると、KATPチャネルを閉じ、電位依存性 L型 Ca
2+チャネルを介して[Ca

2+
]iを上昇させる

可能性がある。そこで、KATPチャネル開口剤であるジアゾキシドおよび電位依存性 L型 Ca
2+

チャネルの阻害剤であるニフェジピンを L-オルニチンと共投与、あるいは細胞外 Ca
2+のキ

レート剤であるエチレンジアミン四酢酸（ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA）存在下で

L-オルニチンを投与した際の、[Ca
2+

]i変化を観察した。その結果、EDTAの存在下で L-オル

ニチンを投与すると、[Ca
2+

]i上昇は阻害された一方、ジアゾキシドおよびニフェジピンの共

投与は L-オルニチンによる[Ca
2+

]i上昇に影響を及ぼさなかった（図 2-18A, B）。また、これ 
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図 2-16. GPRC6A 遺伝子発現抑制 GLUTag細胞における GLP-1分泌量の測定 

 

siRNAにより GPRC6A遺伝子の発現を抑制した GLUTag細胞における、アミノ酸投

与時の GLP-1分泌量を ELISAにより測定した。GPRC6Aの発現抑制により、GPRC6A

のリガンドである L-オルニチンおよび L-リシン、CaSRのリガンドである L-フェニル

アラニン投与に対する GLP-1分泌が抑制された。データは、各種条件における 3回の

試行の平均値と標準誤差で示した。＊＊は、有意差 p < 0.01を示す。 
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図 2-17. GPRC6A 遺伝子発現抑制 GLUTag細胞における tPA-GFP分泌反応の観察 

 

(A) siRNA により GPRC6A 遺伝子の発現を抑制した GLUTag 細胞において tPA-GFP を

発現させ、全反射蛍光顕微鏡により観察した。校正棒は、10 μmを示す。 

 

(B) tPA-GFP を含む分泌小胞の密度を測定した。GPRC6A の遺伝子発現の抑制は分泌小

胞の密度に関係なく、小胞の形成過程に影響を及ぼさないことが明らかとなった。 

 

(C) siRNA による GPRC6A の発現抑制により、 L-オルニチン投与時の tPA-GFP 分泌は

阻害された。データは、各種条件における 5回の試行の平均値と標準誤差で示した。

＊＊は、有意差 p < 0.01を示す。 
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図 2-18. KATP チャネル開口剤および Ca
2+チャネル阻害剤共投与時の細胞内 Ca

2+濃度

([Ca
2+

]i)変化および GLP-1分泌 

 

(A) 撮影開始100秒後から 1 mM L-オルニチンおよび阻害剤の投与を開始した（太線）。

KATPチャネル開口剤および Ca
2+チャネル阻害剤を共投与すると、一過的な上昇の

のちに蛍光強度の減少が観察された。 

 

(B) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率は、細胞外 Ca
2+のキレート剤の存在下で減少した。

データは、各種条件における 7 細胞の平均値と標準誤差で示した。＊＊は、有意

差 p < 0.01を示す。 

 

(C) KATPチャネル開口剤および Ca
2+チャネル阻害剤の共投与により、L-オルニチンに

よる GLP-1 分泌は抑制されなかった。その一方、細胞外 Ca
2+のキレート剤の存在

下で、L-オルニチンによる GLP-1 分泌は抑制された。データは、各種条件におけ

る 3 回の試行の平均値と標準誤差で示した。 
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ら阻害剤投与による、L-オルニチン依存性 GLP-1分泌に及ぼす影響を検証したところ、Ca
2+

イメージングの観察結果と同様に、EDTAの共投与は L-オルニチン依存的な GLP-1分泌を

阻害する一方で、ジアゾキシドおよびニフェジピンの共投与は GLP-1分泌に影響を及ぼさ

なかった（図 2-18C）。 

 先行研究において、グルタミン投与により GLUTag 細胞内の cAMP 上昇がおこり、それ

により GLP-1分泌が起こることが報告されている（83, 84）。この結果は、アミノ酸を感知

するGsタンパク共役型の受容体がGLUTag細胞において発現していることを示唆している。

そこで本研究において、L-オルニチンが cAMP を介して GLP-1 分泌を促進する可能性につ

いて検証した。アデニル酸シクラーゼの阻害剤である 2′,3′-dideoxyadenosine（DDA）を L-

オルニチンと共投与した際の[Ca
2+

]i 変化と GLP-1 分泌量に及ぼす影響を検証したところ、

L-オルニチン投与時に起こる[Ca
2+

]i 上昇および GLP-1 分泌に影響は及ぼさなかった（図

2-19）。 
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図 2-19. アデニル酸シクラーゼ阻害剤共投与時の細胞内 Ca
2+濃度([Ca

2+
]i)変化および

GLP-1分泌 

 

(A) 撮影開始 100 秒後から 1 mM L-オルニチンおよびアデニル酸シクラーゼ阻害剤

（DDA）の投与を開始した（太線）。L-オルニチン単独当時と同様に蛍光強度の

上昇が観察された。 

 

(B) Fluo3-AMの蛍光強度の上昇率は、L-オルニチン単独投与時と DDAの共投与時と

で差はなかった。データは、各種条件における 7 細胞の平均値と標準誤差で示し

た。 

 

(C) DDA の共投与により、L-オルニチンによる GLP-1 分泌は抑制されなかった。デ

ータは、各種条件における 3回の試行の平均値と標準誤差で示した。 
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2-4. 考察  

 

2-4-1. 小腸内分泌 L細胞におけるアミノ酸受容体の発現 

 

 本研究により、小腸内分泌 L 細胞株 GLUTag 細胞において、GPRC6A および CaSR が発

現しており、アミノ酸を感知する受容体として機能していることを明らかにした（図 2-4）。

GLUTag 細胞は、うまみ受容体を構成する Tas1R1 および Tas1R3 を発現していた。一方、

GLUTag細胞と同様に GLP-1 を分泌する STC-1細胞においては、Tas1R1 の発現は検出でき

なかった。Tas1R1 は、Tas1R3 とヘテロダイマーを構成することでうまみ受容体として機能

するため（87）、L細胞においてうまみ受容体は機能していない可能性が高いと考えられる。

また、Tas1R3 は Tas1R2 とヘテロダイマーを形成し、甘味受容体として機能する。先行研究

において、この甘味受容体が管腔内のグルコースおよび人工甘味料を感知することによっ

て GLP-1を分泌するという報告がなされているが（96）、実際の機能については不明な点が

多く残されている（38, 63）。 

 

2-4-2. アミノ酸感受による GLP-1分泌制御機構に関する考察 

 

先行研究において、cAMP やミトコンドリアにおける代謝によって産生される ATP を介

して、アミノ酸が GLP-1分泌を引き起こすことが示唆されている（83, 84, 97）。しかし、本

研究においてアデニル酸シクラーゼの阻害剤であるDDA共投与時もL-オルニチン投与によ

って細胞内 Ca
2+濃度が上昇し、GLP-1分泌が観察されたことから（図 2-19）、L-オルニチン

による GLP-1 分泌制御においては cAMP の関与は考えにくい。また、KATPチャネルの開口

剤や電位依存性 L 型 Ca
2+チャネルの阻害剤共投与時も L-オルニチン投与によっておこる

Ca
2+濃度上昇や GLP-1分泌は阻害されなかったことから（図 2-18）、ミトコンドリアにおけ

る代謝には依存しない GLP-1分泌促進機構の存在が示唆された。 
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 本研究において、PLCおよび IP3受容体の阻害剤により、L-オルニチンによる細胞内 Ca
2+

濃度上昇や GLP-1分泌が阻害されたことから（図 2-8, 14）、L-オルニチン投与による GLP-1

分泌促進機構には Gq タンパク質を介したシグナル伝達系が関与していると考えられる。

CaSRも Gqタンパク質と共役していることから（38）、CaSRを介して L-オルニチンが作用

している可能性も考えられる。しかし、GPRC6Aのアンタゴニストの共投与や（図 2-8, 14）、

RNA干渉によるGPRC6Aの発現抑制によってGLP-1分泌が阻害されることから（図 2-15, 16, 

17）、主にオルニチンは GPRC6Aを介して GLP-1分泌を促進していると考えられる。 

 

2-4-3. GLP-1の可視化解析について 

 

GLP-1 はプログルカゴンからプロホルモンコンバターゼによって切り出されて産生され

るため（94）、蛍光タンパク質を融合して発現させることが困難である。先行研究では STC-1

細胞において、ヒト GH-GFPを強制発現させて観察が行われた（98）。本研究においても同

様に GH-GFPを遺伝子導入により強制発現させて観察を行ったが、GH-GFPは顆粒状に発現

しなかった（図 2-11）。観察に用いた細胞が GLUTag細胞という先行研究と異なる細胞であ

ったことや、ヒトではなくラット GH-GFP を用いたことによって、研究結果に異なりが見

られた可能性がある。そこで、本研究では tPA-GFP、NPY-Venus、および BDNF-Venusを遺

伝子導入により強制発現させた GLUTag 細胞を抗 GLP-1 抗体により免疫染色し、内在性

GLP-1との局在比較を行った（図 2-10, 11、表 2）。そのなかでも、最も共局在率の高かった

tPA-GFPを GLP-1分泌の指標として用いることとした。 

免疫染色の結果、tPA-GFP は内在性の GLP-1 と最も高い共局在率を示したが、局在が完

全に一致することはなかった。その原因として、GLUTag 細胞には GLP-1 以外にもニュー

ロテンシン、コレシストキニンおよびソマトスタチンなど他のホルモンが発現しているこ

とが分かっており（99）、tPA-GFPは GLP-1以外のホルモンを含む分泌小胞にも貯蔵されて
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いる可能性が考えられる。また、tPA-GFP を強制発現させたことによって、本来 GLP-1 を

貯蔵する分泌小胞が tPA-GFP のみを貯蔵し、GLP-1 を貯蔵することができなかった可能性

も考えられる。 

tPA-GFPの分泌回数と ELISAによって測定された GLP-1分泌量との間において、分泌反

応の傾向に異なりが見られた原因は、tPA-GFPの分泌回数は 1細胞での観察結果であるのに

対し、ELISAにおいては 10
6個以上の細胞からの GLP-1分泌量を測定したものであるので、

母集団数の差による影響を受けている可能性が考えられる。 

また、tPA は細胞外基質を分解するプラスミンを生成するはたらきを持つ。そのため、

tPA-GFPは開口放出反応後、細胞膜上の何らかのタンパク質に結合した可能性が考えられる。

蛍光分光光度計によって測定した tPA-GFPの分泌量と ELISAによって測定した GLP-1分泌

量の測定結果に差が見られた原因は、tPA-GFPの一部が細胞膜上に留まってしまい、開口放

出反応を起こした分泌小胞中の tPA-GFP が記録用溶液中にすべて分泌されず、蛍光分光光

度計によって検出できていない可能性が考えられる。 

 

2-4-4. 初代培養 L細胞に関する考察 

 

小腸内分泌 L細胞は、小腸を構成する細胞の数%ほどしか存在しないため、単離精製し初

代培養することが困難である。そこで GLP-1分泌能を持つ、マウス由来腫瘍細胞株 GLUTag

細胞や STC-1細胞が in vitro での研究において広く使用されている。本研究ではこれらの細

胞だけでなく、GLP-1 プロモーター下で蛍光タンパク質 Venusを発現するトランスジェニッ

クマウスの小腸からセルソーターを用いて単離精製した初代培養 L 細胞も用いた。遺伝子

解析の結果、初代培養 L細胞において GPRC6Aが発現していることを見出した（図 2-4B）。

その一方で、小腸初代培養細胞においては L-オルニチンを投与しても GLP-1 分泌の増加は

観察されず、GPRC6A の阻害剤であるカリンドールの投与によってその分泌量が増加した
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（図 2-20）。カリンドールは GPRC6Aのアンタゴニストである一方、CaSRのアゴニストで

あるとの報告もある（91）。初代培養 L細胞では、GPRC6Aよりも CaSRが多く発現してい

るため、カリンドールが CaSR を活性化することで GLP-1 分泌を促進した可能性が考えら

れる。 

 

2-4-5. in vivoでの GPRC6Aの機能について 

 

近年、骨芽細胞から分泌されるホルモンと考えられているオステオカルシンがGPRC6Aの

リガンドの1つである可能性が報告された（100）。このオステオカルシンをマウスに経口投

与すると、大部分（約99%）は加水分解されるが、小腸管腔まで到達したオステオカルシン

は24時間程度管腔内に留まり、血中インスリン濃度およびGLP-1濃度を上昇させる（101）。 

また、GPRC6A欠損マウスにおいてメタボリックシンドローム様の病態が引き起こされ、

血中のインスリン濃度が低下するとの報告もあることから（73）、in vivoおいてオステオカ

ルシンが、GPRC6Aを介してGLP-1分泌を調節している可能性が考えられる。しかし、グル

コース耐性やインスリンの血中濃度に異常が見られないとの報告もあるため（102）、in vivo

におけるオステオカルシンとGPRC6Aの生理機能についてさらなる検証が必要である。 
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図 2-20. 初代培養 L 細胞における L-オルニチンおよび阻害剤共投与時の GLP-1 分泌

量の測定 

 

セルソーターによって単離した初代培養 L細胞を用いて、1 mM L-オルニチン投与

時のGLP-1分泌量をELISAによって測定した。分泌量はコントロールと差がなかった。

GPRC6A阻害剤の共投与によって GLP-1分泌量が増加した。データは、各種条件にお

ける 6回以上の試行の平均値と標準誤差で示した。 
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第 3 章 総合統括 

 本研究では、小腸内分泌 L細胞において、L-アミノ酸感受性受容体（G protein-coupled 

receptor, family C, group 6, subtype A: GPRC6A）が発現していることを初めて見出した。そし

て、GPRC6Aに共役する Gqタンパク質を介したシグナル伝達によって、L-オルニチンをは

じめとするアミノ酸が GLP-1分泌を促進することを明らかにした（図 3-1）。本章では最新

の知見に基づき、本研究成果の生理的意義について検証する。 

  

図 3-1. 小腸内分泌 L細胞における GPRC6Aを介したアミノ酸感受機構 

 

小腸内分泌 L 細胞に発現する GPRC6A は共役する Gq タンパク質を介してホスホリ

パーゼ C（PLC）を活性化し、イノシトール 3 リン酸（IP3）を産生する。IP3は小胞体

上の IP3 受容体（IP3R）を介して Ca
2+を放出させる。細胞内 Ca

2+濃度の上昇によって

GLP-1が分泌される。 
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3-1. 消化管における栄養素感受機構 

 

 栄養素感受機構に関する研究は、舌の味蕾を構成する味覚細胞において行われてきた。

五大基本味として、甘味、うま味、苦味、塩味および酸味が現在知られている。塩味およ

び酸味の感受はイオンを介して行われるのに対し、甘味、うま味および苦味は食餌中に含

まれる化学物質を各々の受容体が感知することによって味覚情報が脳へ伝達される。甘味

は甘味受容体（taste receptor type 1 member 2: Tas1R2とmember 3: Tas1R3のヘテロダイマー）

を介して（103）、うま味はうま味受容体（taste receptor type 1 member 1: Tas1R1と Tas1R3 の

ヘテロダイマー）を介して受容される（87）。苦味は苦味受容体（taste receptor type 2: Tas2R）

によって感受される（104）。ヒトにおいては 25 種の Tas2R が存在し、1 つの物質を特異的

に感受するものと、数種の苦味物質を広く感受するものとが存在する（105）。 

近年、五大基本味以外にも味が存在するという説が唱えられている。2012 年に江藤譲ら

が、カルシウム感受性受容体（calcium-sensing receptor: CaSR）が舌の味覚細胞に発現してお

り、“コク味”の受容体であることを発見した（106）。CaSRは-グルタミルペプチドを感知

することで、甘味、うま味および塩味を増強する。また、中および長鎖脂肪酸をリガンド

とする GPR40（free fatty acid receptor 1: FFAR1）、長鎖脂肪酸をリガンドとする GPR120 が味

覚細胞に発現しており、“あぶら味”を感知している可能性が示唆されている（107）。 

 以上のように、舌の味覚細胞における栄養素感受機構に関する研究が進むにつれ、舌と

同様に栄養素の濃度変化を感知する、消化管における栄養素感受機構の解析が盛んに行わ

れるようになった。現在明らかになっている、消化管における味覚受容体の発現について

は、次のとおりである（図 3-2）。 

食欲を促進するホルモンであるグレリンを分泌する胃内分泌 X/A 様細胞において、

Tas1R3（108）および Tas2R（109）の発現が確認されている。胃酸分泌を促進するガストリ

ンを分泌する胃内分泌 G 細胞およびソマトスタチンを分泌する胃内分泌 D 細胞において、 
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図 3-2. 消化管における栄養素感受機構 

 

グレリンを分泌する胃内分泌X/A様細胞においては味覚受容体T1Rファミリーメン

バー3（Tas1R3）と苦味受容体（Tas2R）が発現している。ソマトスタチンを分泌する

胃内分泌D細胞とガストリンを分泌する胃内分泌G細胞にはカルシウム感受性受容体

（CaSR）と L-アミノ酸感受性受容体（GPRC6A）が発現している。コレシストキニン

を分泌する小腸内分泌 I 細胞には甘味受容体（Tas1R2/Tas1R3）および CaSR、脂肪酸

受容体の GPR40、GPR120 が発現している。グルカゴン様ペプチド-1（GLP-1）を分泌

する小腸内分泌 L細胞には甘味受容体（Tas1R2/Tas1R3）、Tas2R、GPRC6A、脂肪酸受

容体の GPR40、GPR119、GPR120 が発現している。 
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アミノ酸受容体である CaSRおよび GPRC6Aが発現している（75）。胆汁の分泌を促進する

ホルモンである、コレシストキニンを分泌する小腸内分泌 I細胞には、アミノ酸受容体であ

る CaSR（110）およびうまみ受容体（Tas1R1 と Tas1R3 のヘテロダイマー）（111）、脂肪酸

の受容体である GPR40（FFAR1）（112）および GPR120（113）が発現している。 

本研究で焦点をあてた、グルカゴン様ペプチド 1（glucagon-like peptide-1: GLP-1）を産生

する小腸内分泌 L細胞は甘味受容体（Tas1R2 と Tas1R3 のヘテロダイマー）（66）、脂肪酸の

受容体である GPR40（FFAR1）、GPR119 および GPR120（67）、苦味受容体（114）を発現し

ていることが明らかとなっており、今回新たにアミノ酸受容体である GPRC6A の発現を見

出した。 

  

3-2. GLP-1分泌制御機構に関する最新の知見 

 

小腸内分泌L細胞におけるGLP-1分泌制御は、前述のとおり栄養素によるものと、神経伝

達物質や他のホルモンを介したものがある（図3-3）。 

ナトリウム依存性グルコーストランスポーター（sodium dependent glucose transporter 1: 

SGLT-1）を介してグルコースが細胞内に取り込まれて代謝されると、ATP感受性K
+チャネ

ル（KATP チャネル）の閉口を引き起こし、GLP-1分泌を促進する（63）。その一方で、甘味

受容体（Tas1R2とTas1R3のヘテロダイマー）のGLP-1分泌への関与も示唆されている（66）。

脂質に関しては、中および長鎖脂肪酸をリガンドとするGPR40（FFAR1）、長鎖脂肪酸をリ

ガンドとするGPR120はGqタンパク質を介して、不飽和長鎖脂肪酸をリガンドとする

GPR119はGsタンパク質を介してGLP-1分泌を制御していることが明らかにされている（67）。

短鎖脂肪酸（short chain fatty acid: SCFA）はGq タンパク質と共役するGPR43（free fatty acid 

receptor 2: FFAR2）に感知されてGLP-1分泌を促進する（115）。 
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図 3-3. 小腸内分泌 L細胞における GLP-1分泌制御機構 

 

グルコースはナトリウム依存性グルコーストランスポーター（SGLT-1）を介して取

り込まれる。甘味受容体（Tas1R2/Tas1R3）は-gustducinを介してグルコースを感受す

る。脂肪酸受容体 GPR40（FFAR1）、GPR120 およびカルシウム感受性受容体（CaSR）

と L-アミノ酸感受性受容体（GPRC6A）は Gq タンパク質と共役しており、それぞれ

脂肪酸とアミノ酸を感受する。脂肪酸受容体 GPR119 および胆汁酸受容体（M-BAR）

は Gsタンパク質と共役しており、それぞれ脂肪酸と胆汁酸を感受する。 

 ムスカリン性アセチルコリン受容体 M1 サブタイプ（M1R）および 1型コレシスト

キニン受容体（CCK1）は Gqタンパク質と共役しており、それぞれアセチルコリンと

コレシストキニンを感受する。グルコース依存性インスリン分泌ポリペプチド（GIP）

は Gs タンパク質と共役する GIP 受容体（GIPR）に感受される。ソマトスタチンは

Giタンパク質と共役する 5型ソマトスタチン受容体（SST5R）に感受される。 
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アミノ酸については、グルタミンが GLP-1 分泌を促進することが明らかとなっているが、

その詳細な制御機構は不明である。グルタミンがナトリウム依存性中性アミノ酸トランス

ポーター（sodium-dependent neutral amino acid transporter-2: SNAT2）を介して細胞内に取り

込まれる際に、共輸送されるナトリウムイオンが細胞膜の脱分極を引きおこし、GLP-1分泌

を促進すると考えられる（83）。その一方で、グルタミン投与により細胞内サイクリック AMP

濃度（[cAMP]i）が上昇することから、未知の Gs タンパク質共役型グルタミン受容体の存

在が示唆される（84）。また、Gqタンパク質と共役する CaSRが小腸内分泌 L細胞に発現し

ており、L-フェニルアラニンが GLP-1分泌を促進することが報告された（38）。本研究によ

って、GPRC6Aを介して L-オルニチンが GLP-1分泌を促進することを新たに見出した。 

 近年、胆汁に含まれる胆汁酸が Gsタンパク質と共役する胆汁酸受容体（membrane bile acid 

receptor: M-BAR または GPBAR1）を介して GLP-1 分泌を促進することが明らかとなった

（116, 117）。また、小腸内分泌 D 細胞から分泌されるソマトスタチンは Giタンパク質と共

役する 5型ソマトスタチン受容体（somatostatin receptor 5: SST5R）を介して GLP-1分泌を抑

制する（118）。小腸内分泌 K 細胞から分泌されるグルコース依存性インスリン分泌ポリペ

プチド（glucose-dependent insulinotropic polypeptide: GIP）は Gsタンパク質と共役する GIP

受容体（GIP receptor: GIPR）を介して（119）、コレシストキニンは Gqタンパク質と共役す

る 1 型コレシストキニン受容体（cholecystokinin-1 receptor: CCK1R） を介して（120）GLP-1

分泌を促進する。 

一方で、神経伝達物質も GLP-1分泌を制御する。アセチルコリンは、Gqタンパク質共役

型のムスカリン性アセチルコリン受容体 M1 サブタイプ（Muscarinic acetylcholine receptor 

M1: M1R）を介して GLP-1分泌を促進する（60）。 

 以上のように、GLP-1はさまざまな因子によって分泌が制御されており、今後も新たな分

泌制御機構の発見が期待される。 
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3-3. GLP-1の生理機能 

 

 GLP-1は、膵細胞に発現する GLP-1受容体を介してインスリン分泌を増強する。その一

方で、近年 GLP-1の新たな生理機能が明らかとなっている。 

 GLP-1が膵細胞の GLP-1 受容体に感知されると、[cAMP]i が上昇し、プロテインキナー

ゼ A（protein kinase A: PKA）が活性化され、シグナル伝達の下流にある膵臓特異的ホメオ

ボックスタンパク質 1（pancreatic duodenal homeobox 1: PDX-1）を介して膵細胞の増殖を促

進する（121）。その一方で、[cAMP]i の上昇により PI3 キナーゼ（phosphoinositide 3-kinase: 

PI3-K）が活性化されるとセリン/スレオニンキナーゼである Akt のリン酸化を介して膵細

胞のアポトーシスを抑制し（122）、全体として膵細胞の細胞量を増加させる。 

また、GLP-1 は膵細胞からのグルカゴン分泌を抑制する。膵細胞には GLP-1 受容体は

発現しておらず（123）、GLP-1 は膵細胞から分泌されるソマトスタチンを介してグルカゴ

ン分泌を抑制すると考えられる。具体的には、GLP-1 が膵細胞の受容体にはたらきかけ、

ソマトスタチンの分泌を促進する。ソマトスタチンは膵細胞に発現する 2型ソマトスタチ

ン受容体（somatostatin receptor 2: SST2R）を介してグルカゴンの分泌を抑制する（52）。 

中枢神経への作用としては、側坐核および腹側視蓋野の神経細胞に発現する受容体を介

して GLP-1が食欲を抑制することが分かっている（13）。また、小腸だけでなく中枢神経に

おいても GLP-1は産生されている。延髄孤束核には GLP-1産生ニューロンが存在し、延髄

網様体、迷走神経運動角、視床、視床下部の弓状核、室傍核、背内側核などに投射してい

る（124）。その中でも、孤束核から視床下部室傍核および弓状核へ投射している GLP-1 産

生ニューロンが、摂食抑制に関与すると考えられている（125, 126）。 

また、GLP-1 は骨代謝も制御する。骨代謝は骨芽細胞による骨形成と、破骨細胞による骨

吸収によって骨量を調節しており、そのバランスが破綻すると骨粗鬆症を発症する。GLP-1

受容体ノックアウトマウスにおいて、骨密度の減少が清野裕らによって報告された（127）。
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骨芽細胞には GLP-1 受容体が存在しないが、骨吸収を抑制するホルモン、カルシトニンを

分泌する甲状腺 C細胞において GLP-1受容体が発現している（128）。GLP-1は甲状腺 C細

胞にはたらきかけ、カルシトニン分泌を促進することで骨吸収を抑制していると考えられ

る（127）。上述のとおり、GLP-1は生体の恒常性の維持に、様々なかたちで関与している。 

 

3-4. GPRC6A の生理機能 

 

GPRC6Aは膵細胞、脂肪細胞、骨格筋、肝臓、精巣、下垂体前葉において発現しており

（図 3-4）（129）、様々な生理機能をもつ。マウスの精巣ライディッヒ細胞特異的に GPRC6A

を欠損させると、血中のテストステロン濃度減少と、精巣の縮小が観察された（73）。この

結果から、精巣に発現する GPRC6A を介してテストステロン分泌が制御されている可能性

が示唆された。また、Christoffer Clemmensenらは GPRC6Aのノックアウトマウスにおいて、

自発運動による酸素消費量が野生型に比べて減少することを見出した（130）。近年の研究

で、報酬行動やエネルギー代謝に関与する視床下部オレキシン産生ニューロンが、アミノ

酸投与によって活性化されることが明らかとなった（131）。これらの結果から、アミノ酸

受容体である GPRC6Aを介して、自発運動量が調節されている可能性が考えられる。 

 以上の研究から、生体内の様々な臓器に発現する GPRC6A が、生体内の恒常性維持（血

糖値制御、生殖機能の調節、運動量制御など）に関与する可能性が考えられる。 

 

3-5. 本研究を通しての所感 

 

本研究では、小腸内分泌 L細胞における GPRC6Aを介した GLP-1 分泌制御機構を解明し

た。GPRC6AとGLP-1はそれぞれ受容体とホルモンという異なる機能を持つものであるが、 
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図 3-4. 生体における GPRC6Aの局在 

 

これまで、生体内では下垂体、骨格筋、肝臓、膵臓、脂肪細胞、精巣に GPRC6Aが

発現していることが分かっていた。本研究で新たに小腸内分泌 L細胞に GPRC6Aが発

現していることが見出された。 
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共通することは、中枢神経と末梢組織、両方において様々な生理機能を持ち、生体の恒常

性維持に寄与していることである。 

わたしたちは、生体機能の多くが神経系によって制御されていると考えがちである。な

ぜならば、外部環境の変化を脳が感知し、神経を介して末端組織へ情報を伝達するという

ことは、感覚を通じて理解しやすいからである。しかし、その一方で我々の意識にのぼる

ことはなくても、生体内の末端組織が多くの生体機能を担っており、ホルモンを介して各

組織に情報を伝達している。特に消化管は食事によって外部から摂取した栄養素の濃度変

化を感知し、それに応答してホルモンを分泌することによって、生体の恒常性を維持して

いる。 

本研究は、GLP-1分泌の新たな制御機構を明らかにしただけではなく、その他の消化管内

分泌細胞にアミノ酸感知機構が存在する可能性を提唱した。今後の研究によって、アミノ

酸受容体を介した新たな生体恒常性維持機構が解明されることが期待される。 
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