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本論文中に用いた略語の一覧 

 

18s rRNA 18s ribosomal RNA 

2-BA  2-bromohexadecanoic acid 

BiP      binding immunoglobulin protein 

CS       calf serum 

C/EBP    CCAAT-enhancer binding protein 

CHOP     C/EBP homologous protein 

cDNA     complementary DNA 

ELISA    enzyme-linked immunosorbent assay 

ER stress  endoplasmic reticulum stress 

FBS      fetal bovine serum 

GAPDH   glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GLP-1    glucagon-like peptide 1 

GPR120   G-protein coupled receptor 120 

GPR40    G-protein coupled receptor 40 

HFD   high fat diet 

IBMX    isobutylmethylxanthine 

LPS  lipopolysaccharide 

mRNA    messenger RNA 

PC1/3    prohormone convertase 1/3 

PERK    double-stranded RNA-like endoplasmic reticulum-regulated kinase 

ROS     reactive oxygen species 

RT-PCR   reverse transcription polymerase chain reaction 



 

 

STD     standard diet 

TLR4  toll-like receptor 4 

XBP1    X-box-binding protein 1 
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1. 序論 

 

近年、世界中で 2 型糖尿病の患者数が増加している。我が国においても例外ではな

く食事の欧米化や運動量の減少により肥満とそれに伴う 2 型糖尿病患者数が増加して

いる。厚生労働省の推計によると、2011 年において男性の 33.0%、 女性の 23.0% が

糖尿病かその予備軍であることが示された 1。 2 型糖尿病は、自覚症状が少なく、糖尿

病と診断された人でも、治療を受けていない人は 37.6% と約 4 割は治療を受けていな

いのが現状である 1。高血糖な状態が長期間持続すると、三大合併症である糖尿病性の

網膜症・腎症・末梢神経障害が引き起こされる。これらの合併症は細小血管障害とも呼

ばれ、それぞれ、失明や人工透析導入、壊疽による下肢切断を誘発する。また、細小血

管障害のあとも、血糖値が高い状態が続くと大血管障害をも引き起こし、脳梗塞や心筋

梗塞などの死に直結する疾病を引き起こす。これらは、患者の quality of life (QOL) を

著しく低下させるだけでなく、医療経済学的にも大きな負担となっていることが問題と

なっている。これまでの臨床研究から、早期からの治療介入が極めて重要で、高血糖が

長く続いたあとから治療しても心筋梗塞などのリスクが低下しないこと（グルコースメ

モリー）が報告されている 2,3。これは、糖尿病の発症メカニズムを理解し予防すること

が必要であるということを示している。しかしながら、糖尿病の発症メカニズムは未だ

充分に明らかとされていない。 

2 型糖尿病は、血糖値を減少させるホルモンであるインスリン産生・分泌細胞の膵  

細胞の減少やそれに伴うインスリン分泌減少、またインスリンの標的臓器においてイン

スリンの効果が低下するインスリン抵抗性が引き起こされている病態である。特に、2

型糖尿病の患者の膵  細胞において小胞体ストレスが誘導されていることが報告され

ている 4。そのため現在、2 型糖尿病の発症メカニズムの一つとして小胞体ストレスが

考えられている。小胞体は、タンパクの成熟化や細胞内の Ca
2+

 ホメオスタシスにかか
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わっているオルガネラである。即ち、タンパクの折り畳みや糖鎖付加を担っており、ま

た、細胞のシグナル伝達における Ca
2+

 濃度変化にも関わっている。細胞の Ca
2+

 ホメ

ホスタシスの障害や折り畳み不全のタンパクが蓄積した場合、小胞体は unfolded protein 

response (UPR) と呼ばれるシステムによって、障害を取り除こうとする。この応答反応

は、小胞体ストレス感知センサーである double-stranded RNA-like endoplasmic reticu-

lum-regulated kinase (PERK) や, inositol-requiring protein 1 alpha (IRE1), activating tran-

scription factor 6 (ATF6) により感知されタンパク合成の低下を介した負荷の軽減や、

X-box-binding protein 1 (XBP1) と呼ばれる転写因子を介しシャペロンを増加させること

で折り畳み不全タンパクをの減少させ、負荷を軽減する。 XBP1 は、 IRE1 によっ

て前駆体である unspliced XBP1 の mRNA から 26 塩基が切り出され、 spliced XBP1 

となりタンパクが産生される 5,6。産生された spliced XBP1 のタンパクは、ER stress 

response element と呼ばれる配列に結合しタンパクのフォールディングを補助する 

binding immunoglobulin protein (BiP) といったシャペロンの転写を促進する 5。しかし、

これらの応答によっても負荷が軽減できない場合、 C/EBP homologous protein (CHOP) 

の発現上昇を介して、細胞にアポトーシスを誘導し周囲の細胞への影響を防いでいる 7,8。 

飽和脂肪酸は、欧米食に多く含まれ、肥満時や糖尿病時において血中濃度が増加して

いる。これは、インスリンの作用が不足しており脂肪分解が抑制されず、脂肪組織から

遊離脂肪酸が分泌されているためである 9。また、血中の飽和脂肪酸の増加は、2 型糖

尿病の危険因子である 10–12。飽和脂肪酸の糖尿病誘発機構の一つとして、小胞体ストレ

スを誘導することが知られている。マウス膵  細胞株である MIN6 細胞において、飽

和脂肪酸であるパルミチン酸により小胞体ストレスが誘導され、アポトーシスの増加や

インスリン分泌の低下が生じることが報告されている 13。また、肝細胞や筋細胞にパル

ミチン酸を処置するとインスリン抵抗性が誘導されることも明らかにされている 14,15。

一方で、地中海料理や青魚などに多く含まれている不飽和脂肪酸や多価不飽和脂肪酸に

は飽和脂肪酸のような作用は報告されていない。不飽和脂肪酸は、飽和脂肪酸の小胞体
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ストレスを緩和する効果や血中コレステロール低下作用が報告されており、一日摂取量

の目標量が決められている 16,17。 

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) は、小腸 L 細胞から分泌されるアミノ酸 31 個から

なるペプチドホルモンで、分泌顆粒膜に存在する prohormone convertase 1/3 (PC1/3) に

よって proglucagon から切り出され、L 細胞において分泌顆粒として蓄えられている 18。

蓄えられた GLP-1 は、食事により摂取されるグルコース 19、長鎖多価不飽和脂肪酸 20

などの増加を sweet taste receptor や GRP120 を介して認識したときに分泌され、さま

ざまな生理作用を示す 21。膵  細胞に作用すると、血糖値上昇に応答して分泌される

インスリン分泌量を増加させる。また、膵  細胞に作用するとグルカゴン分泌を抑制

する。近年、動物レベルにおいて、 GLP-1 は膵  細胞の小胞体ストレスを緩和し、

さらに、膵  細胞の量を増やすことが報告されている 22。近年、新規の糖尿病治療薬

として、GLP-1 アナログ製剤や GLP-1 を分解する酵素である dipeptidyl peptidase-4 

(DPP-4) の阻害薬が多数上市され非常に優れた治療成果を上げている。また、これらの

薬剤は糖尿病の治療だけではなく糖尿病によって機能が大きく低下する腎臓に対する

保護作用や心筋梗塞後などの心臓の保護作用も報告されており GLP-1 関連薬の有用

性が臨床において期待されている 23,24。 

これまでの研究から、肥満や糖尿病の患者 25,26および高脂肪食を摂取させたマウス 27

において GLP-1 分泌が減少していることが報告されており、肥満や糖尿病における 

GLP-1 分泌低下のメカニズムを解明することは、糖尿病の発症メカニズムを理解する

ことにおいて重要な位置を占めると考えられる。しかし、これまで栄養素と直接接触す

る小腸における過剰な栄養素の影響の詳細な報告は少ない。本研究では、マウスに高脂

肪食を負荷し、食餌誘発性の肥満マウスを作製し、過栄養状態による小腸の生化学的変

化を検討するとともに、マウス小腸 L 細胞株である GLUTag 細胞を用いた生化学的解

析を行うことにより、脂質異常などを原因として誘発される過栄養ストレスが GLP-1 

分泌を低下させる可能性について検討した。 
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2. 実験材料 

 

2-1. 細胞 

GLUTag 細胞 

北海道大学大学院農学研究院 食品栄養学研究室 

助教 比良徹 先生、ならびに 

京都大学大学院薬学研究科 薬理ゲノミクス・ゲノム

創薬科学 

平澤明 准教授より供与 

  

2-2. 試薬  

Acrylamide 和光純薬工業株式会社 

Acetic acid 和光純薬工業株式会社 

Agarose S 株式会社ニッポンジーン 

2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (Tris)  和光純薬工業株式会社 

Ammonium persulfate (APS) 和光純薬工業株式会社 

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories. Inc. 

Block Ace 雪印乳業株式会社 

Boc-Arg-Val-Arg-Arg-MCA ペプチド研究所 

Bovine serum albumin, low endotoxin, fatty acid free (BSA) Sigma-Aldrich 

2-Bromopalmitic acid (2-BA) Sigma-Aldrich 

Bromophenol blue 和光純薬工業株式会社 

Calcium chloride dihydrate (CaCl2・2H2O) 和光純薬工業株式会社 

Calf serum ICN Biomedicals 

Chloroform (CHCl3) 和光純薬工業株式会社 
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DEPC-Treated Water Ambion 

Disodium hydrogenphosphate 12-water (Na2HPO4・12H2O) 和光純薬工業株式会社 

Diprotin A ペプチド研究所 

Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) 日水製薬株式会社 

Ethanol 和光純薬工業株式会社 

Ethidium bromide solution (10 mg/mL EtBr) 和光純薬工業株式会社 

Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, disodium salt, dehydrate (EDTA・2Na)  

 同仁化学研究所 

Fetal bovine serum (FBS) Biowest 

Glucose 和光純薬工業株式会社 

L-Glutamine 和光純薬工業株式会社 

Glycerol 和光純薬工業株式会社 

Glycine 和光純薬工業株式会社 

HEPES 同仁化学研究所 

KR62436 Sigma-Aldrich 

Leupeptin 和光純薬工業株式会社 

Lipopolysaccharide (LPS) 和光純薬工業株式会社 

Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2 ・6H2O) 和光純薬工業株式会社 

2-Mercaptoethanol (2-ME) 和光純薬工業株式会社 

Methanol 和光純薬工業株式会社 

N-acetyl-L-cysteine Sigma-Aldrich 

p-Nitrophenyl phosphate (p-NPP) Sigma-Aldrich 

Penicillin G potassium 明治製菓株式会社 

Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) Sigma-Aldrich 

Piperazine-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) (PIPES) 同仁化学研究所 
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Ponceau S Sigma-Aldrich 

Potassium chloride (KCl) 和光純薬工業株式会社 

Potassium dihydrogenphosphate (KH2PO4) 和光純薬工業株式会社 

Precision Plus Protein Standard Bio-Rad Laboratories. Inc. 

2-Propanol 和光純薬工業株式会社 

RNAiso Plus タカラバイオ株式会社 

Sodium acetate 和光純薬工業株式会社 

Sodium chloride (NaCl) 和光純薬工業株式会社 

Sodium dihydrogenphosphate dehydrate (NaH2PO4・2H2O) 和光純薬工業株式会社 

Sodium dodecylsulfate (SDS) 和光純薬工業株式会社 

Sodium fluoride (NaF) 和光純薬工業株式会社 

Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 和光純薬工業株式会社 

 Sodium hydroxide (NaOH) 和光純薬工業株式会社 

 Sodium oleate Sigma-Aldrich 

Sodium orthovanadate (Na3VO4) Sigma-Aldrich 

Sodium palmitate CHEM SERVICE 

Streptomycin sulfate 明治製菓株式会社 

N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine (TEMED) 和光純薬工業株式会社 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 和光純薬工業株式会社 

Triton X-100 和光純薬工業株式会社 

Trypsin Invitrogen 

 Tween 20 和光純薬工業株式会社 
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2-3. 薬物 

 Thapsigargin 

 Forskolin 

Isobutylmethylxanthine (IBMX) 

 

2-4. プライマー 

 

 

和光純薬工業株式会社 

和光純薬工業株式会社 

和光純薬工業株式会社 

 18S rRNA
28 

 

  Forward : 5’-TTG ACG GAA GGG CAC CAC CAG-3’  

  Reverse : 5’-GCA CCA CCA CCC ACG GAA TCG-3’  

 

Pcsk1 (PC1/3)
29 

 

  Forward : 5’-ACA TGG GGA GAA TCC TGT AGG C-3’  

  Reverse : 5’-CAT GGC CTT TGA AGG AGT TCC TTG T-3’  

  

 CHOP
30

  

  Forward : 5’-CCA ACA GAG GTC ACA CGC AC-3’  

  Reverse : 5’-TGA CTG GAA TCT GGA GAG CGA-3’  

  

 BiP
30

  

  Forward : 5’-GCT TCG TGT CTC CTC CTG AC-3’  

  Reverse : 5’-TAG GAG TCC AGC AAC AGG CT-3’  

  

 XBP1
15

  

  Forward : 5’-ACC TGA GCC CGG AGG AGA AA-3’  
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  Reverse : 5’-GTC CAG AAT GCC CAA AAG GA-3’  

  

 GAPDH  

  Forward : 5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’  

  Reverse : 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’  

 株式会社 ファスマック 

 Gcg (Proglucagon)  

  Forward : 5’-TTC GCA GCT CAG GCT CAC A-3’  

  Reverse : 5’-GCT GCC TTG CAC CAG CAT TA-3’  

 タカラバイオ株式会社 

  

  

2-5. 抗体  

 Goat anti-actin (I-19) polyclonal antibody 

 Mouse anti-GLP-1 (HYB 147-12) monoclonal antibody 

 Rabbit anti-PC1/3 polyclonal antibody 

Santa Cruz Biotechnology 

Santa Cruz Biotechnology 

Abcam 

 Phospho-PERK (Thr980) monoclonal antibody Cell Signaling Biotecnology 

  

  

2-6. キット  

 PrimeScript
®
 RT Master Mix タカラバイオ株式会社 

 SYBR
®
 Premix EX Taq

TM
 Ⅱ (Tli RNaseH Plus), Bulk タカラバイオ株式会社 

TaKaRa Ex Taq
®
 タカラバイオ株式会社 

 Western Lightning
®
 Plus-ECL Perkin Elmer 

 レビス®
 GLP-1 (Active) 株式会社 シバヤギ 
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 マウスインスリン測定キット 森永生化学研究所 

3. 試薬の調製 

 

3-1. 細胞培養関連試薬の調製 

 DMEM   

     DMEM 4.75 g 

     NaHCO3 0.75 g 

     L-Glutamine 0.292 g 

     Penicillin G potassium 9 mg 

     Streptomycin sulfate 25 mg 

     MilliQ water 500 mL 

     DMEM を MilliQ water に溶解した後、高圧蒸気滅菌 (121℃、15 分間)し、   

     他の試薬を加えて、pore size 0.22 m の membrane filter で濾過滅菌した。   

   

  

 FBS および CS  

     56℃ で 30 分間非働化処理を行った後、1,000 × g で 20 分間遠心し、その上清 

   を用いた。 

 

  

  

10 × Phosphate-buffered saline (10 × PBS)   

     NaCl  40 g 

     Na2HPO4・12H2O  14.5 g 

     KH2PO4  1 g 

     KCl  1 g 
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     MilliQ water  500 mL 

     調製後、121℃ で 15 分間、高圧蒸気滅菌処理した。    

         

    

 PBS    

     10 × PBS を MilliQ water で 10 倍希釈し、再度 121℃ で 15 分間、高圧蒸気滅

菌した後に使用した。 

   

    

    

 2% EDTA (pH 7.4)    

     EDTA・2Na・2H2O  2 g 

     MilliQ water  100 mL 

     NaOH で pH 7.4 に調整後、121℃ で 15 分間、高圧蒸気滅菌処理した。    

 

 0.25% Trypsin、0.02% EDTA 含有 PBS 

   

     2.5% Trypsin  5 mL 

     2% EDTA (pH 7.4)  0.5 mL 

     PBS  44.5 mL 

    

 Glucose free Krebs-Ringer buffer    

     NaCl  7.012 g 

     KCl  372.0 mg 

     CaCl2・2H2O  294.0 mg 

     MgCl2・6H2O  203.0 mg 

     NaHCO3  1.88 g 
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     MilliQ water  1000 mL 

     調製後、pore size 0.22 m の membrane filter で濾過滅菌した。    

    

    

 10 × PIPES buffer (pH 7.2)    

     NaCl  34.81 g 

     KCl  1.865 g 

     MgCl2・6H2O  0.405 g 

     PIPES  37.8 g 

     NaOH  8 g 

     MilliQ water に溶かし NaOH で pH 7.2 に調整後、500 mL にメスアップし、 

     pore size 0.22 m の membrane filter で濾過滅菌した。 

   

    

    

 100 mM Diprotin A    

     Diprotin A  5 mg 

     MilliQ water  139 L 

 

 1.5mM Thapsigargin 

   

     Thapsigargin  1 mg 

     Ethanol  976 L 

    

    

 50% Ethanol solution (v/v)    

     Ethanol に MilliQ を加え 50% ethanol solution とした。    
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 100 mM Sodium oleate    

     Sodium oleate  152 mg 

     50% Ethanol solution (v/v)   5 mL 

    

    

100 mM Sodium palmitate    

     Sodium palmitate  139 mg 

     50% Ethanol solution (v/v)  5 mL 

    

    

3-2. Real-time polymerase chain reaction (PCR) 法関連試薬の調製    

 75% Ethanol    

     Ethanol      37.5 mL 

     DEPC-treated water  15 mL 

 

1 M Tris (pH 8.0) 

     Tris 

  

 

6.06 

 

 

g 

     i.e. water に溶かし HCl で pH 8.0 に調整した後、50 mL にメスアップした。    

    

    

 0.5 M EDTA (pH 8.0)    

     EDTA・2Na・2H2O  9.31 g 

     i.e. water に溶かし NaOH で pH 8.0 に調整した後、50 mL にメスアップした。    
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100 mM Tris、10 mM EDTA (10 × TE、pH 8.0)    

     1M Tris (pH 8.0)     10 mL 

     0.5 M EDTA (pH 8.0)  2 mL 

     i.e. water       88 mL 

     調製後、121℃で 15 分間、高圧蒸気滅菌した。i.e. water で 10 倍希釈後に使用した。    

    

    

Real-time PCR 反応溶液    

     SYBR
®
 Premix EX Taq

TM
 Ⅱ (Tli RNaseH Plus), Bulk 10 vol  

     PCR Forward Primer (10 M)  0.8 vol 

     PCR Reverse Primer (10 M)  0.8 vol 

     MilliQ water  6.8 vol 

     1 サンプルあたり 18.4 L 使用した。    

    

3-3. PC1/3 活性測定法関連試薬の調製    

 1 M Acetic acid    

     Acetic acid  30 mL 

     MilliQ water  470 mL 

 

 

   

 1 M Sodium acetate    

     Sodium acetate   41 g 

     MilliQ water   500 mL 
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 Stop solution (1M acetate buffer, pH 4.8)    

     1 M の sodium acetate に対して、1 M の acetic acid を加えて pH 4.8 に調整した。    

    

 

 4 mM Boc-Arg-Val-Arg-Arg-MCA (PC1/3 蛍光基質) 

   

     Boc-Arg-Val-Arg-Arg-MCA  5.4 mg 

     MilliQ water      1.6 mL 

    

    

3-4. Western blot 法関連試薬の調製    

 Lysis buffer    

     HEPES      2.383 g 

     Triton X-100      5 mL 

     Glycerol     50 mL 

     EDTA・2Na      0.186 g 

     MilliQ water    500 mL 

     使用直前に、lysis buffer 1 mL に対して NaF (1 M in MilliQ water) 50 L、p-NPP    

     (250 mM in MilliQ water) 10 L、Na3VO4 (0.1 M in MilliQ water) 10 L、PMSF     

     (1 mg/mL in isopropanol) 10 L、leupeptin (10 mg/mL in MilliQ water) 1 L を加えた。    

    

    

 30% (w/v) acrylamide 保存液    

     Acrylamide     29.2 g 
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     BIS      0.8 g 

     MilliQ water    100 mL 

    

    

 分離ゲル用 buffer (pH 8.8)    

     Tris  90.86 g 

     SDS     2 g 

     MilliQ water に溶かし HCl で pH 8.8 に調整後 500 mL にメスアップした。    

         

 

 濃縮ゲル用 buffer (pH 6.8) 

   

     Tris     30.3 g 

     SDS      2 g 

     MilliQ water に溶かし HCl で pH 6.8 に調整後 500 mL にメスアップした。    

    

    

 APS (200 mg/mL)    

     APS      0.2 g 

     MilliQ water      1 mL 

 

 

 10 × Running buffer 

   

     Tris     30 g 

     Glycine   142.5 g 

     SDS     10 g 
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     MilliQ water   1000 mL 

     MilliQ water で 10 倍希釈後に使用した。    

    

 

 5 × Transfer buffer 

   

     Tris     15.14 g 

     Glycine     72.07 g 

     MilliQ water  1000          mL  

    

 1 × Transfer buffer    

     5 × Transfer buffer  500 mL 

     i.e. water  1500 mL 

     Methanol    500 mL 

    

    

 10 × Tris-buffered saline (TBS)    

     Tris     96.6 g 

     NaCl  350.6 g 

     MiiliQ water に溶かし、HCl で pH 7.5 に調整後 2000 mL にメスアップした。    

 

 

TTBS 

   

     10 × TBS     80 mL 

     MilliQ water    720 mL 
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     Tween 20     0.8 mL 

    

    

10 × Ponceau S 溶液    

     Ponceau S      2 g 

     Acetic acid    100 mL 

     MilliQ water で 10 倍希釈して使用した。    

 

 

   

5 × Sample buffer    

     濃縮ゲル用 buffer      7.8 mL 

     SDS      3.0 mg 

     Glycerol     10 mL 

     2-Mercaptoethanol (2-ME)      5 mL 

     Bromophenol blue      1.5 mg 

    

    

ABC-HRP 溶液    

     1% BSA-TTBS  30 mL 

     Vectastain ABC-HRP kit A 液     1 滴 

     Vectastain ABC-HRP kit B 液      1 滴 

    

3-5. RT-PCR 法関連試薬の調製 

50 × TAE buffer    

     Tris  121 g 
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     Acetic acid  29 mL 

     0.5 M EDTA (pH 8.0)  50 mL 

     MilliQ water  500 mL 

    

3.5% Agarose gel    

     Agarose S  1.05 g 

     1 × TAE  30 mL 

    

2% Agarose gel    

     Agarose S  0.6 g 

     1 × TAE  30 mL 

    

0.5 g/mL EtBr 溶液    

     10 mg/mL EtBr solution  12.5 L 

     IEW  250 mL 
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4. 実験方法 

 

4-1. マウス実験 

4-1-1. マウス飼育 

 5 週齢の雄性 C57BL/6N マウス (SLC 株式会社) を SPF 環境下、12 時間の明暗周

期にて飼育した。自由摂食下において、摂取エネルギーが脂質から 4.6% のコントロー

ル食 (STD) または、 60% の高脂肪食 (HFD) を与え 8 週間飼育した。1 週間ごとに、

4 時間絶食後の血糖値および体重を測定しモニタリングした。 

 

4-1-2. グルコース刺激による GLP-1 およびインスリン分泌測定 

 4-1-1. に記した方法で飼育したマウスを12時間絶食後、20 mg/kg の KR62436 (DPP-4

阻害薬) を経口投与した。その 30 分後、マウスの尻尾から 100 l の血液を haema-

tokrit-kapillaren
® にて回収し、1 mM の diporotin A (DPP-4 阻害薬)を 10 l 入れておい

た 1.5 mL チューブに移し 0 分のサンプルとした。その後、 1.5 g/kg のグルコースを

経口投与し、その 15 分後、0 分のサンプルと同様にマウスの尻尾から血液を回収し

た。回収した血液を遠心したのち、 ELISA 法によって、 active GLP-1 およびインス

リン血中濃度を測定した。 

 

4-1-3. 腸管の回収 

 4-1-1. に記した方法で飼育したマウスを 12 時間絶食後、回腸と盲腸の接合部より 2 

cm 前の腸管を摘出した。 

 

4-2. 細胞の培養および薬物処理 

4-2-1. GLUTag 細胞の継代 



20 

 

GLUTag 細胞を 10% FBS 含有 DMEM に懸濁して、100 mm 培養 dish (Becton, 

Dickinson) に播種し、37℃、飽湿、5% CO2 存在下で培養した。細胞が dish を約 80-90% 

占めるまで増殖したところで培養上清を除き、PBS で細胞を 2 回洗浄した。すぐに、1 

mL の 0.25% trypsin、0.02% EDTA 含有 PBS を dish に加え、37℃、5% CO2 存在下で

約 1 分間インキュベートして細胞を浮遊させた。ただちに dish 内の細胞浮遊液を 1 

mL の CS を入れた遠沈管に回収した。さらに、 8 mL の PBS で dish を洗いこみ、

それを同じ遠沈管に回収した。得られた細胞浮遊液を 300 × g で 3 分間遠心した後、

その上清を除き、得られた細胞を DMEM に再懸濁した。その適量を新しい 100 mm 培

養 dish に播種し、1 mL の FBS および全量が 10 mL になるように DMEM を加えて 

37℃、飽湿、5% CO2 存在下で培養した。 

 

4-2-2 Plate への細胞の播種 

 4-2-1. に記した方法で得られた細胞浮遊液中の細胞数を、血球計算板を用いて算定し、

2.5 × 10
5
 もしくは 5.0 × 10

5
 cells/mL となるように 10% FBS 含有 DMEM で細胞

浮遊液を希釈した。これを、 12-well plate (Becton, Dickinson) の各 well に 1 mL、もし

くは 24-well plate (Becton, Dickinson) の各 well に 500 µL 播種し、37℃、飽湿、5% CO2 

存在下で 24 時間培養した。 

 

4-2-3. 細胞の薬物処理および刺激 

 4-2-2. に記した方法で培養した細胞を、37℃ に温めた PBS で 3 回洗浄した後、各

種濃度の薬物を含む 10% FBS 含有 DMEM で任意の時間刺激した。この時、全ての群

で薬物の vehicle の濃度を 0.1% になるようにした。 

 

4-2-4. 細胞の脂肪酸処置 

 4-2-2. に記した方法で培養した細胞を、37℃ に温めた PBS で 3 回洗浄した後、脂
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肪酸を含む 10% FBS 含有 DMEM で任意の時間刺激した。脂肪酸は、 fatty acid free 

BSA を 10% FBS 含有 DMEM に 2% になるように溶解したのち、パルミチン酸また

はオレイン酸を任意の濃度になるように加えた。その後、 45℃ で 5 分間インキュベ

ーションし BSA と脂肪酸を結合させたのち、 37℃ に戻した後に処置した。 

 

4-3. Real-time PCR 法 

4-3-1. Total RNA の抽出 

 24-well plate に播種し任意の時間処置した細胞を 氷冷した PBS で 3 回洗浄した後、

500 µL の RNAiso Plus を well に加えなじませ、細胞溶解液を 1.5 mL チューブに回

収し、室温で 5 分間静置した。CHCl3 を 50 µL 加えよく攪拌した後、12,000 × g で 

4℃、15 分間遠心し、上層を新たな 1.5 mL チューブに回収した。2-Propanol を 500 µL 

加え、室温で 10 分間静置した後、12,000 × g で 4℃、10 分間遠心し上清を除いた。

75% Ethanol を 500 µL 加え、7,500 × g で 4℃、10 分間遠心し、沈殿を残して上清

を除いた。約 10 分間乾燥させ、1 × DEPC treated water を 50 µL 加え沈殿を溶解させ

た。得られた total RNA は -80℃で保存した。 

 

4-3-2. Reverse transcription (RT) 

 本操作は PrimeScript
®
 RT Master Mix (Perfect Real Time) を用いて付属のプロトコー

ルに準じて行った。4-3-1. で抽出した total RNA 溶液の濃度を NanoDrop
®
 spectropho-

tometer ND-2000 (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定した。 500 ng に相当する total 

RNA 溶液を PCR tube (ワトソン株式会社) にとり、RNase Free dH2O を加えて全量を 8 

µL にした後、5 × PrimeScript
®
 RT Master Mix (Perfect Real Time) を 2 µL 加えて全量

を 10 µL とした。スピンダウン後、PCR Thermal Cycler Dice
®
 Gradient (タカラバイオ株

式会社) を用いて RT 反応を行った。得られた cDNA 溶液は DEPC-treated water で 

20 倍希釈した後 -20℃ で保存した。RT 反応条件は以下の通りである。 
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  37℃ 85℃ 4℃   

  15 min 5 sec ∞   

 

4-3-3. Real-time PCR 

 本操作は SYBR
®
 Premix EX Taq

TM
 Ⅱ (Tli RNaseH Plus), Bulk を用いて付属のプロト

コールに準じて行った。はじめに PCR 反応溶液を調製し、PCR tube (日本ジェネティ

クス株式会社) に 18 L ずつ分注した。そこに、4-3-2. で得られた cDNA 溶液を 2 L 

加え、スピンダウン後、Thermal Cycler DiceTM Real Time System (タカラバイオ株式会社) 

を用いて PCR 反応を行った。PCR 反応条件は以下の通りである。 

 

Hold 2 Step PCR Dissociation 

95℃ 95℃ 60℃ 95℃ 60℃ 95℃ 

3 min 5 sec 60 sec 15 sec 30 sec 15 sec 

 40 cycles    

 

4-3-4. 解析 

 各サンプルの threshold cycle (Ct) 値は 2nd derivative maximum 法により算出し、相対

的検量線を作成して各遺伝子の PCR 増幅効率が 100% に近いことを確認した後、Δ

ΔCt 法により RNA 相対量に換算した。 

 

4-4. PC1/3 活性測定法 

4-4-1. 細胞の回収 
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 以下の操作は氷上で行った。24-well plate に播種し任意の時間処置した細胞を 4℃ 

の PBS で 3 回洗浄した後、1 mM CaCl2 含有 1 × PIPES buffer 200 L を各 well に加

え、セルスクレーパーで剥し、1.5 mL チューブ (株式会社イナ・オプティカ) に回収し

た。ソニケーション(Handy Sonic Tomy) を行い、15,000 × g で 10 分間遠心し新たな 1.5 

mL チューブに上清を回収した。 

 

4-4-2. Bradford 法によるタンパク濃度の決定 

 Bradford reagent を必要量とり i.e. water で 5 倍希釈し、濾紙 (GE ヘルスケア バイ

オサイエンス株式会社) で濾過した。また、4-3-1 で得られた細胞サンプルも i.e. water 

で任意の倍率で希釈した。10 L の各種濃度 standard BSA 溶液および希釈した細胞サ

ンプルを 96-well plate (住友ベークライト株式会社) に加えた後、さらに各 well に 200 

L の 5 倍希釈 Bradford reagent を加えた。595 nm における吸光度を microplate reader 

iMarkTM (Bio-Rad) により測定し、細胞サンプルのタンパク濃度を決定した。 

 

4-4-3. PC1/3 活性の測定 

 4-4-2. で得られたサンプルから、一定量のタンパクを含む細胞サンプルを 1.5 mL チ

ューブにとった。さらに、細胞サンプルと合わせて 180 L となるように 0.1% BSA-1 

mM CaCl2 含有  1 × PIPES buffer を加えた。そこに  20 L の 4 mM 蛍光基質 

(Boc-Arg-Val-Arg-Arg-MCA) を加え、37℃ で反応させた。30 分後に 800 L の反応停

止液 (1M acetate buffer pH 4.8) を加え、サンプルを 10 mm 角の石英セルに取り、

emission 460 nm/excitation 380 nm の波長で fluorescence spectrophometer F-2000 (株式会社 

日立製作所) を用いて蛍光強度を測定した。 

 

4-5. Western blot 法 

4-5-1. Total cell lysate の調製 
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 以下の操作は氷上で行った。12-well plate に播種し任意の時間処置した細胞を 4℃ 

の PBS で 3 回洗浄した後 lysis buffer を 75 L 加え、セルスクレーパーで細胞を剥

し、1.5 mL チューブに回収した。ソニケーションを行い、15,000 × g で 10 分間遠心

し 60 L の上清を新たな 1.5 mL チューブに回収した。そこに 5 × sample buffer を 15 

L 加え、95℃ で 5 分間熱処理したサンプルを -20℃ で保存した。 

 

4-5-2. Western blot  

 4-5-1. で得られたサンプルを任意の濃度の polyacrylamide gel に 15 L ずつアプラ

イし、125 V の定電圧で約 90 分間電気泳動を行った。泳動終了後、gel を transfer buffer 

に浸して洗浄し、セミドライ型 blotting 装置 (Bio-Rad) を用いてゲル一枚当たり 150 

mA の定電流で 1 時間 PVDF 膜、またはニトロセルロース膜に blotting した。PVDF 

膜の場合、methanol に約 10 分間浸し、さらに transfer buffer に浸してから blotting に

用いた。Blotting 終了後に膜を Block Ace に 1 時間以上浸して blocking を行った後、

TTBS で洗浄し、1 次抗体に浸して 4℃、over night で反応させた。反応終了後、TTBS 

で 10 分間ずつ 4 回洗浄し、2 次抗体としてビオチン化抗体あるいは HRP 標識抗体

を用いて、4℃ で 3 ~ 6 時間浸し反応させた。反応終了後、TTBS で 10 分間ずつ 4 回

洗浄した。2 次抗体としてビオチン化抗体を用いた場合、ABC-HRP 溶液に浸して常温

で  30 分間振とうし、TTBS で 10 分間ずつ 4 回洗浄した後、Western Lightning
®
 

Plus-ECL を基質として化学発光させ、ライトキャプチャー AE-6960 型 (アトー株式会

社) で検出した。2 次抗体として HRP 標識抗体を用いた場合は、TTBS 洗浄後に 

Western Lightning
®
 Plus-ECL で発光させ検出した。 

 

4-6. ELISA 法 

4-6-1. 細胞の回収 

以下の操作は氷上で行った。24-well plate に播種し任意の時間処置した細胞を 4℃ の 
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PBS で 3 回洗浄した後、0.5% BSA-0.1 mM diprotin A 含有 glucose free Krebs-Ringer 

buffer を 250 L 各 well に加えセルスクレーパーで剥し、1.5 mL チューブに回収した。

ソニケーションを行い、15,000 × g で 10 分間遠心し、上清を新たな 1.5 mL チューブ

に回収した。得られたサンプルは -80℃で保存した。 

 

4-6-2. Bradford 法によるタンパク濃度の測定 

 4-4-2. に準ずる。4-6-1. で得られたサンプルを用いて Bradford 法を行い、得られた

サンプルのタンパク濃度を決定した。 

 

4-6-3. GLP-1 ELISA 

 本操作はレビス®
 GLP-1 (Active) を用いて付属のプロトコールに準じて行った。4-5-1. 

で得られたサンプルは、キット付属の緩衝液を用いて 100 倍に希釈して測定した。 

 

4-6-4. インスリン ELISA 

 本操作はマウスインスリン測定キットを用いて付属のプロトコールに準じて行った。

サンプルは、適宜キット付属の緩衝液を用いて希釈した。 

 

4-7. RT-PCR 法 

4-7-1. PCR 反応 

 本操作は、TaKaRa Ex Taq
®
 を用いて付属のプロトコールに準じて行った。反応溶液、

18 L に対して、4-3-2. で得られた cDNA 溶液を 2 L ずつ加え、PCR を行った。PCR 

の反応条件は、以下の通りである。 

GAPDH 

94℃ 94℃ 57℃ 72℃ 72℃ 4℃ 
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3 min 0.5 min 0.5 min 1 min 7 min ∞ 

  24 cycles    

 

XBP-1 

94℃ 94℃ 60℃ 72℃ 72℃ 4℃ 

3 min 0.5 min 0.5 min 1 min 7 min ∞ 

  30 cycles    

 

4-7-2. アガロースゲル電気泳動による PCR 産物の検出 

 4-7-1. で得られた PCR 産物と 6 × loading buffer を 5:1 の割合で混合し、全量を 

XBP-1 サンプルは 3.5% (w/v) agarose gel、GAPDH サンプルは 2% (w/v) agarose gel に

アプライしマーカー (1kb plus DNA Ladder) とともに 100 V の定電流で一定時間電気

泳動した。泳動後、agarose gel を 50 g/mL EtBr 溶液に浸し、紫外線照射下で cDNA の 

splicing を確認した。 

 

4-8. 統計処理 

 2 群間の有意差検定は Student’s t-test で行い、3 群間以上は Bonferroni/Dunnett post 

hoc test で行った。 
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5. 実験結果 

 

5-1. マウス腸管からの GLP-1 分泌に対する高脂肪食負荷による影響 

5-1-1. 高脂肪食負荷による体重・血糖値・インスリン分泌への影響 

 5 週齢の雄性マウスにおいて、8 週間コントロール食または高脂肪食を負荷させ、体

重および血糖値の変化、ならびに糖負荷によるインスリン分泌について解析した。その

結果、8 週間の高脂肪食負荷は、マウス体重を増加させた (Fig. 1A)。また、12 時間絶

食後および 1.5 g/kg のグルコース処置後 15 分において高脂肪食負荷マウスにおいて

血糖値 (Fig. 1B) およびインスリン血中濃度 (Fig. 1C) が高値を示した。 
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Figure 1. Mice were increased body weight and impaired glucose homeostasis by 

HFD treatment. 

A, changes in the body weights of mice fed a high fat diet (HFD) or normal diet (STD) were 

monitored for 8 weeks. Blood glucose levels (B) and insulin levels in the plasma (C) were de-

termined before (0 min) and 15 min after the 1.5 g/kg glucose treatment in mice fed HFD (n = 

8) or STD (n = 7) for 8 weeks by oral gavage. All data shows the mean ± S.E.M. and statistical 

significance; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. STD mice at the corresponding times. ## 

p < 0.01, ### p < 0.001 vs. the corresponding 0 min group. 
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5-1-2. 高脂肪食負荷における GLP-1 分泌・産生への影響 

 8 週間の高脂肪食負荷後に、12 時間絶食後グルコース処置し、 血中の GLP-1 濃度

を測定し、GLP-1 分泌能の変化を検討した。その結果、12 時間絶食後の定常状態では、

血中の GLP-1 濃度は両群において変化がなかったが、グルコース経口投与 15 分後に

おいてみられる GLP-1 濃度の上昇は、高脂肪食負荷マウスにおいて抑制された (Fig. 

2A)。そこで、腸管を回収し、 GLP-1 の前駆体である proglucagon の遺伝子発現を確

認したところ、両群において、 proglucagon mRNA の発現に差は認められなかった (Fig. 

2B)。 

 

 

Figure 2. GLP-1 secretion was impaired in HFD-fed mice. 

A, active GLP-1 levels in the plasma was determined before (0 min) and 15 min after the 1.5 

g/kg glucose treatment in mice fed HFD (n = 8) or STD (n = 7) for 8 weeks by oral gavage. B, 

the expression of mRNA for proglucagon in the intestines of mice fed HFD and STD for 8 

weeks was detected with real-time PCR. The ratio of each mRNA level to 18s rRNA was calcu-

lated and the values of STD mice were set to 1.0. All data shows the mean ± S.E.M. and statis-

tical significance; * p < 0.05 vs. STD mice at the corresponding times. ### p < 0.001 vs. the 

corresponding 0 min group.
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5-1-3. 高脂肪食負荷による腸管での小胞体ストレスの誘導 

 高脂肪食負荷は、臓器に小胞体ストレスを誘導することが知られている。そこで、次

に GLP-1 分泌減少は小胞体ストレスが誘導された結果ではないかと考え、腸管におい

て、小胞体ストレスマーカーである CHOP の遺伝子発現を確認した。その結果、腸管

において、高脂肪食負荷によって、 CHOP の遺伝子発現が誘導されていることが確認

された (Fig. 3)。 
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Figure 3. HFD induced ER stress in the intestine. 

The expression of mRNA for CHOP in the intestines of mice fed HFD and STD for 8 weeks 

was detected with real-time PCR. The ratio of each mRNA level to 18s rRNA was calculated 

and the values of STD mice were set to 1.0. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 7 - 8) and 

significance; * p < 0.05 vs. the STD-fed group. 
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5-2. GLUTag 細胞における脂肪酸の影響 

5-2-1. 脂肪酸処置による小胞体ストレスの誘導 

 次に、小腸 L 細胞株である GLUTag 細胞に飽和脂肪酸であるパルミチン酸または、

不飽和脂肪酸であるオレイン酸を処置し小胞体ストレスが誘導されるか確認した。その

結果、パルミチン酸は、 GLUTag 細胞において 12 および 24 時間において CHOP の

遺伝子発現を誘導した (Fig. 4A)。また、24 時間において BiP の遺伝子発現も誘導し

た (Fig. 4C)。また、24 時間において、パルミチン酸処置は、 PERK のリン酸化を亢

進させた (Fig. 4E)。しかし、オレイン酸ではこれらの効果は誘導されなかった (Fig. 4B, 

4D, 4E)。 
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Figure 4. Palmitate induced ER stress in GLUTag cells. 

GLUTag cells were treated for the indicated periods with 0.5 mM palmitate (A and C) or oleate 

(B and D). The expression of mRNA for CHOP and BiP were detected with real-time PCR. The 

ratio of CHOP and BiP mRNA levels to 18s rRNA was calculated and the value of time 0 was 

set to 1.0. E, GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate or oleate for 24 h. PERK phos-

phorylation and actin were detected with western blot.  All data shows the mean ± S.E.M. (n = 

3) and significance; * p < 0.05 vs. time 0.
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5-2-2. 脂肪酸処置による PC1/3 酵素活性への影響 

 マウスの検討から、高脂肪食負荷により GLP-1 分泌の減少が確認されたが、GLP-1 

の遺伝子発現には影響がなかったことから、 GLP-1 産生が変化を受けていると考え、

GLP-1 産生酵素である PC1/3 に着目して実験を行った。0.5 mM のパルミチン酸また

はオレイン酸を 24 時間刺激し PC1/3 の酵素活性を測定した。パルミチン酸処置によ

って PC1/3 の酵素活性が減少した。一方で、オレイン酸ではその効果は認められなか

った (Fig. 5)。 

 

 

 

Figure 5. PC1/3 activity was impaired by palmitate, but not oleate. 

GLUTag cells were treated with 0.5 and 1 mM of palmitate (A) or oleate (B) for 24 h.  PC1/3 

activity was determined in the cells as described in the Methods. All data shows the mean ± 

S.E.M. (n = 3) and significance; *** p < 0.001 vs control. 
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5-2-3.  PC1/3 mRNA 発現量およびタンパクレベルへの脂肪酸処置の影響 

 次に、PC1/3 の酵素活性の減少の原因を明らかにするため、0.5 mM のパルミチン酸

またはオレイン酸を 24 時間刺激し、 PC1/3 タンパクレベルを検討した。その結果、

パルミチン酸処置において、PC1/3 のタンパク発現量が減少した (Fig. 6A)。一方、PC1/3 

mRNA レベルを経時的に解析したところ、パルミチン酸は影響を与えなかった (Fig. 

6C)。オレイン酸は、PC1/3 のタンパク質量、および遺伝子発現には影響しなかった (Fig. 

6B, 6D)。 
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Figure 6. PC1/3 protein level was decreased by palmitate, but not oleate, without 

affecting the mRNA expression. 

GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate (A and C) or oleate (B and D) for 24 h (A 

and B) or the indicated periods (C and D).  PC1/3 and actin protein levels (A and B), and the 

expression of mRNA for PC1/3 (C and D) were detected. The ratios of PC1/3 levels to actin, 

and of each mRNA level to 18s rRNA were calculated and the values of the control were set to 

1.0. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3) and significance; *** p < 0.001 vs. control. 
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5-3. GLUTag 細胞における LPS 処置による影響 

5-3-1. LPS 処置による PC1/3 活性への影響 

 パルミチン酸は、toll-like receptor 4 (TLR4) も刺激することが知られている。そこで

次に、TLR4 の刺激薬である LPS で処置し PC1/3 酵素活性の変化を確認した。その結

果、0.5 および 1 g/mL の LPS で 24 時間刺激しても PC1/3 酵素活性は有意には低

下しなかった (Fig. 7)。 

 

 

 

Figure 7. LPS did not influence PC1/3 activity. 

GLUTag cells were treated with LPS at the indicated concentrations for 24 h. All data shows the 

mean ± S.E.M. (n = 3). 
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5-3-2. LPS 処置による PC1/3 mRNA 発現量およびタンパクレベルへの影響 

 次に、LPS 刺激による PC1/3 の mRNA 発現量およびタンパクレベルの変化を確認

した。1 g/mL の LPS で 24 時間刺激した場合でも、 PC1/3 mRNA 発現量およびタ

ンパクレベルはどちらも変化しなかった (Fig. 8)。 

 

 

 

Figure 8. LPS did not influence PC1/3 mRNA and protein levels. 

GLUTag cells were treated with LPS at the 1 g/ml for 24 h. The expression of mRNA for 

proglucagon or PC1/3 (A) and the protein levels of PC1/3 and actin (B) were determined. The 

ratio of each mRNA level to GAPDH was calculated and the value of the control was set to 1.0. 

All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3). 
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5-3-3. LPS 処置による GLP-1 分泌への影響 

 次に、LPS 処置による GLP-1 分泌の変化を解析した。GLUTag 細胞を forskolin、 

IBMX、および glucose で 2 時間刺激すると GLP-1 分泌が確認されたが、この分泌は

1 g/mL の LPS で 24 時間刺激したのちでも影響を受けなかった (Fig. 9)。 

 

 

 

Figure 9. LPS did not affect GLP-1 secretion. 

GLUTag cells were treated with LPS at 1 g/ml for 24 h. Glucose, IBMX, and for-

skolin-induced secretion of active GLP-1 during 2 h was determined. All data shows the mean ± 

S.E.M. (n = 3). 
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5-4. GLUTag 細胞における活性酸素種 (reactive oxygen species, ROS)の影響 

5-4-1. パルミチン酸と 2-bromohexadecanoic acid (2-BA) の比較 

 パルミチン酸は、ミトコンドリアでの代謝を介して ROS を上昇させ酸化ストレスを

誘導することが知られている。そこで、ROS の GLP-１ 産生と分泌に対する影響を解

析した。まず、ミトコンドリアにおいて代謝されないパルミチン酸の誘導体 2-BA を

用いて検討した。 0.5 mM のパルミチン酸または 2-BA を 24 時間処置し、PC1/3 の

酵素活性を測定した。その結果、パルミチン酸および 2-BA ともに酵素活性を低下さ

せたが両者の間に差は生じなかった (Fig. 10)。 

 

 

 

Figure 10. PC1/3 activity was decreased by 2-BA as well as palmitate. 

GLUTag cells were treated with 0.5 mM of palmitate or 2-bromohexadecanoic acid (2-BA) for 

24 h. PC1/3 activity was determined.  All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3) and signifi-

cance; ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. the control. 
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5-4-2. 抗酸化剤による PC1/3 酵素活性への影響 

 次に、抗酸化剤である n-acetylcysteine を用いて、パルミチン酸による PC1/3 酵素活

性低下における ROS の寄与を検討した。各濃度の n-acetylcysteine を 24 時間前処置

しその後  0.5 mM のパルミチン酸と  24 時間同時処置した。その結果、 

n-acetylcysteine を投与しても PC1/3 の酵素活性低下は回復しなかった (Fig. 11)。 

 

 

 

Figure 11. N-acetylcysteine did not cancel palmitate-induced decreasing of PC1/3 

activity. 

GLUTag cells were pre-incubated for 24 h with n-acetylcysteine indicated concentrations and 

then treated for 24 h with 0.5 mM palmitate.  PC1/3 activity was determined.  All data shows 

the mean ± S.E.M. (n = 3). 
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5-5. GLUTag 細胞におけるオレイン酸とパルミチン酸同時処置の影響 

5-5-1. パルミチン酸による小胞体ストレスに対するオレイン酸の効果 

 パルミチン酸による小胞体ストレスは、オレイン酸との同時処置によって減少するこ

とが知られている。そこで、本実験系においても、パルミチン酸による小胞体ストレス

がオレイン酸で減弱するかどうかを検討した。パルミチン酸とオレイン酸を同時処置し、

12 時間後の CHOP の遺伝子発現を解析したところ、パルミチン酸による CHOP mRNA 

の発現増大がオレイン酸の同時刺激によりコントロールレベルまで低下した (Fig. 

12A)。また、添加 24 時間後にはパルミチン酸により XBP-1 のスプライシングが見ら

れるが、これもオレイン酸の濃度に依存して回復し、小胞体ストレスが緩和しているこ

とが確認された (Fig. 12B)。 

 

 

 

Figure 12. Oleate blocked palmitate-induced ER stress.  

GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate in the presence or absence of the indicated 

concentration oleate for 12 h (A) or 24 h (B).  The levels of mRNA for CHOP (A) and splicing 

of XBP1 mRNA (B) were determined. The ratio of each mRNA level to 18s rRNA was calcu-

lated and the values of the control were set to 1.0. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3). 

Significance; ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. the untreated group, and ### p < 0.001 vs. 0.5 mM 
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palmitate alone.
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5-5-2. パルミチン酸による PC1/3 タンパク減少及び活性低下に対するオレイン酸の

効果 

 次に、パルミチン酸による PC1/3 タンパク減少及び活性低下に対する効果を検討し

た。その結果、パルミチン酸による PC1/3 の酵素活性およびタンパクレベルの低下は

オレイン酸の添加により回復した (Fig. 13)。 

 

 

 

Figure 13. Oleate blocked palmitate-induced the impairment in PC1/3 activity. 

GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate in the presence or absence of 0.5 mM oleate 

for 24 h. The PC1/3 activity (A), and protein levels of PC1/3 and actin (B) were determined. All 

data shows the mean ± S.E.M. (n = 3). Significance; ** p < 0.01 vs. the untreated group, and 

### p < 0.001 vs. 0.5 mM palmitate alone. 
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5-5-3. パルミチン酸による proglucagon タンパクに対する作用へのオレイン酸の効

果 

 GLP-1 合成酵素である  PC1/3 のタンパクおよび活性が減少していたことから、

GLP-1 のプロ体である proglucagon のタンパクレベルを確認した。0.5 mM のパルミチ

ン酸刺激 48 時間後では、proglucagon のタンパクレベルが上昇した。また、オレイン

酸との同時刺激によりこの proglucagon のタンパクレベルの上昇はコントロールレベ

ルまで減少した (Fig. 14)。 

 

 

 

Figure 14. Oleate cancelled palmitate-induced increasing of proglucagon protein. 

GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate in the presence or absence of 0.5 mM oleate 

for 48 h. The levels of proglucagon and actin were determined. All data shows the mean ± 

S.E.M. (n = 3). 
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5-5-4. パルミチン酸による GLP-1 分泌に対する作用へのオレイン酸の効果 

 次に、パルミチン酸による GLP-1 分泌に対する作用へのオレイン酸の効果を検討し

た。 Forskolin および IBMX, glucose で刺激した際の GLP-1 分泌は、0.5 mM のパル

ミチン酸を 24 時間前処置すると低下したが、0.5 mM のオレイン酸単独で 24 時間処

置しても見られなかった。さらに、オレイン酸とパルミチン酸の同時処置を行ったとこ

ろ、パルミチン酸による GLP-1 分泌の減少は有意に回復した (Fig. 15)。 

 

 

 

Figure 15. Oleate cancelled palmitate-induced reduction of GLP-1 secretion. 

GLUTag cells were treated with 0.5 mM palmitate in the presence or absence of 0.5 mM oleate 

for 24 h. After incubation, cells were stimulated with glucose, IBMX and forskolin for 2 h and 

active GLP-1 released were determined (n = 3). Significance; ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. the 

untreated group, and # p < 0.05 vs. 0.5 mM palmitate alone. 
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5-6. GLUTag 細胞における小胞体ストレス誘導薬 thapsigargin の影響 

5-6-1. Thapsigargin の小胞体ストレスへの効果 

 パルミチン酸の効果が小胞体ストレスに基づくことをさらに確認するために、小胞体

ストレス誘導薬である thapsigargin を用いて検討した。 Thapsigargin を 1, 3, および

10 nM で GLUTag 細胞を 12 時間刺激し、CHOP および BiP の遺伝子発現を確認し

た。その結果、1 および 3 nM の thapsigargin では、CHOP と BiP の発現に変化はな

かったが、10 nM の thapsigargin によって両遺伝子の発現が上昇した (Fig. 16A and B)。

さらに、10 nM の thapsigargin で 4, 12, および 24 時間刺激し時間依存性を検討した。

その結果、CHOP および BiP の遺伝子発現は刺激後 4 時間から上昇していることが確

認された (Fig. 16C and D)。また、thapsigargin 刺激 24 時間における PERK のリン酸

化を検討したところ、10 nM の thapsigargin において PERK のリン酸化がコントロー

ルに比べて上昇していた (Fig.16E)。 
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Figure 16. Thapsigargin induced ER stress in GLUTag cells. 

GLUTag cells were treated for 12 h with the indicated concentrations of thapsigargin (A and B) 

or the indicated period with 10 nM thapsigargin (C and D). The mRNA levels of CHOP (A and 

C) and BiP (B and D) were determined with quantitative real-time PCR. The ratio of each 

mRNA level to 18s rRNA was calculated and the value of the control was set to 1.0. E, GLUTag 

cells were treated with 1 or 10 nM thapsigargin for 24 h. PERK phosphorylation and actin were 
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detected by western blot.  All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3). Significance; *** p < 

0.001 vs. the control. 
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5-6-2. Thapsigargin の PC1/3 酵素活性への効果 

 次に、1, 3, および 10 nM の thapsigargin で 24 時間刺激し PC1/3 の酵素活性を確

認した。その結果、小胞体ストレスを誘導しなかった濃度である 1 並びに 3 nM の 

thapsigargin では、PC1/3 の酵素活性は低下しなかった。しかし、小胞体ストレスを誘

導した 10 nM において PC1/3 の酵素活性が低下した (Fig. 17)。 

 

 

 

Figure 17. Thapsigargin reduced the activity of PC1/3.  

GLUTag cells were treated for 24 h with the indicated concentrations of thapsigargin. PC1/3 

activity was determined. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3) and significance; ** p < 0.01 

vs. the control. 
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5-6-3. Thapsigargin の PC1/3 mRNA 発現量およびタンパクレベルへの効果 

 Thasigargin は 10 nM でのみ PC1/3 活性を低下させたことから、次に、1, 3, および 10 

nM の thapsigargin で 24 時間刺激し PC1/3 の遺伝子発現およびタンパクレベルを確

認した。その結果、小胞体ストレスを誘導しなかった濃度である 1 並びに 3 nM の 

thapsigargin では、PC1/3 mRNA レベルが上昇したが、一方で、タンパクレベルには変

化がなかった。しかし、小胞体ストレスを誘導した 10 nM においては PC1/3 mRNA レ

ベルは変化せず、タンパクレベルが減少した (Fig. 18)。 

 

 

 

Figure 18. Thapsigargin reduced PC1/3 protein levels. 

GLUTag cells were treated for 12 h (A) or 24 h (B) with the indicated concentrations of 

thapsigargin. The protein levels of PC1/3 proglucagon and actin (B) and the expression levels of 

mRNA for PC1/3 (A) were determined. The ratios of PC1/3 levels to actin and of each mRNA 

level to 18s rRNA of the control (A) were calculated, and the values of the control were set to 

1.0. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3) and significance; ** p < 0.01 vs. the control. 
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5-6-4. Thapsigargin の proglucagon タンパクレベルへの効果 

 Thasigargin 10 nM による PC1/3 の活性の低下が proglucagon の分解抑制を誘導してい

るかどうかを明らかにするために、1, 3, および 10 nM の thapsigargin で 24 時間刺激

した後、proglucagon のタンパクレベルを確認した。その結果、小胞体ストレスを誘導

した、PC1/3 のタンパクレベルを低下させた 10 nM において proglucagon のタンパク

レベルが上昇した (Fig.19)。 

 

 

 

Figure 19. Thapsigargin increased proglucagon protein levels. 

GLUTag cells were treated for 24 h with the indicated concentrations of thapsigargin. The pro-

tein levels of proglucagon and actin were determined. The ratio of proglucagon levels to actin 

was calculated, and the values of the control were set to 1.0. All data shows the mean ± S.E.M. 

(n = 3) and significance; *** p < 0.01 vs. the control. 
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5-6-5. Thapsigargin の GLP-1 分泌への効果 

 GLP-1 産生の低下が分泌量の低下につながるかどうかを確認するために、1 および 

10 nM の thapsigargin で 24 時間刺激した後、 GLP-1 の分泌を検討した。その結果 

forskolin, IBMX, glucose によって分泌される GLP-1 は、小胞体ストレスを誘導しなか

った濃度である 1 nM の thapsigargin での前処置では低下しなかった。しかし、小胞体

ストレスを誘導した 10 nM の前処理では GLP-1 の分泌が低下した (Fig.20)。 

 

 

 

Figure 20. Thapsigargin reduced secretion of active GLP-1. 

GLUTag cells were treated for 24 h with the indicated concentrations of thapsigargin. Cells 

were stimulated with glucose, IBMX, and forskolin for 2 h and active GLP-1 released was de-

termined. All data shows the mean ± S.E.M. (n = 3) and significance; ** p < 0.01, *** p < 0.001 

vs. the control and # p < 0.05 vs. the non-treated group. 
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6. 考察 

 

 本研究では、マウスにおいて高脂肪食負荷により GLP-1 分泌が低下することを見い

だした。その機序として高濃度の飽和脂肪酸は小腸 L 細胞に小胞体ストレスを誘導し、

PC1/3 のタンパクレベルならびに酵素活性を低下させ GLP-1 産生を減少させること、

その結果として GLP-1 分泌量を減少させることが示唆された。 

 マウスに高脂肪食を負荷すると、高インスリン血症となり肥満が誘導されその後、膵 

 細胞の疲弊を介して 2 型糖尿病となると考えられている 31。今回の検討においても、

8 週間の高脂肪食負荷によりマウスの体重が増加するとともに、12 時間絶食時と 

glucose 経口投与後 15 分後の血糖値 (Fig. 1A, 1B)、および血中のインスリン値が上昇

しており (Fig. 1C) 、インスリン抵抗が誘導され、高インスリン血症に至っていること

が示唆された。その時の、GLP-1 分泌は、12 時間絶食後の血中濃度に差はなかったが、

glucose 投与時の GLP-1 分泌が有意に低下することを見いだした (Fig. 2A)。インスリ

ン分泌が亢進しているにもかかわらず GLP−１の分泌が低下したことから、高脂肪食負

荷は、膵  細胞よりも先行して小腸 L 細胞において機能不全を誘導していると考えら

れる。一方、GLP-1 の遺伝子である Gcg の発現を確認したところ高脂肪食負荷によっ

て変化していなかった (Fig. 2B)。この結果から、GLP−１分泌量の低下は、GLP-1 の前

駆体である proglucagon の遺伝子発現が低下したためではなく、GLP-1 の合成または分

泌が抑制されていることが示唆された。高脂肪食負荷は、食餌誘導性の肥満モデルとし

て汎用されており、脂質異常をきたすことが知られている 32,33。さらに、高脂肪食負荷

は、肝臓や骨格筋などに小胞体ストレスを誘導することも知られている 14,15。本研究で

も、高脂肪食負荷マウスにおいて小腸において小胞体ストレスマーカーである CHOP 

の遺伝子発現が上昇していることが確認された (Fig. 3)。このことから、高脂肪食負荷

による脂質異常が小腸において小胞体ストレスを誘導している可能性が強く示唆され
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た。 

 高脂肪食負荷による GLP-1 分泌低下機序をさらに詳細に解析するために、マウス小

腸 L 細胞株である GLUTag 細胞を用いて解析した。GLUTag 細胞は、glucose 刺激に

よる GLP-1 分泌能を維持している細胞株であり GLP-1 分泌研究に汎用されている細

胞株である。他のマウス細胞株である STC-1 細胞に比べて、高度に分化した細胞であ

り、生理学的および薬理学的分泌促進物質により刺激されたラット初代培養腸管細胞の

応答性を再現することが可能である 34,35。さらに、GLP-1 分泌にかかわる、glucose の

センサーやイオンチャネル、制御分子の遺伝子発現パターンがマウス腸管初代培養 L 

細胞と非常に類似している 36。これらのことは、GLUTag 細胞における反応はマウス腸

管においても同様の反応が確認されることが示唆されており、実際にこれまでの研究に

おいて GLUTag 細胞と腸管 L 細胞において同様の反応が確認されている。 

 パルミチン酸は、炭素数 16 の飽和脂肪酸であり小胞体ストレスを誘導することが報

告されている。本細胞でも、 CHOP および BiP の遺伝子発現、および PERK のリン

酸化が誘導され、小胞体ストレスが誘導されていることが示唆された (Fig. 4A, 4C, 4E)。

一方で、一価の不飽和脂肪酸であるオレイン酸ではこの反応が生じなかった。この結果

は、他の細胞株での報告と合致する。小胞体ストレスを誘導する一つのメカニズムとし

て、パルミチン酸は、小胞体膜のリン脂質の飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の比率を変化さ

せることが知られている 37。さらに、この膜上の飽和脂肪酸と不飽和脂肪酸の比率は、

不飽和脂肪酸を同時処置することにより改善されることも知られている。小胞体膜上の

リン脂質の飽和脂肪酸ならびに不飽和脂肪酸の構成比を検討することにより GLUTag 

細胞における小胞体ストレス誘導メカニズムの解析に有用であると考えられ今後検討

すべき課題である。 

 パルミチン酸は、小胞体の Ca
2+

 ホメオスタシスに影響を与えることが報告されてい

る。 Proglucagon から GLP-1 を切り出す酵素である PC1/3 は Ca
2+

 依存性の酵素であ

り 38
 PC1/3 の酵素活性に影響すると考えられた。本細胞では、パルミチン酸は PC1/3 の
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遺伝子発現には影響を与えなかったが (Fig. 6C)、PC1/3 のタンパクレベルおよび酵素

活性の低下を誘導した (Fig. 5A, 6A)。膵  細胞においては、PC3 によって proinsuilin 

から insulin へと合成される過程を Ca
2+

 をキレーターにより阻害すると proinsulin タ

ンパク発現が増加し insulin 量が減少すると報告されている 38,39。本研究でも、パルミ

チン酸処置により PC1/3 活性が低下した条件下で、GLP-1 の前駆体である proglucagon 

タンパク量が増加することが確認され、GLP-1 の産生が低下していることが示唆され

た。これらの結果は、GLP-1 分泌量が減少したこと (Fig. 15) からも確認された。以上

のように、パルミチン酸は GLUTag 細胞において小胞体ストレスを誘導すること、

PC1/3 のタンパク量を低下させ GLP-1 の産生を抑制することにより GLP-1 の分泌量

を低下させることが示唆された。 

 次に、パルミチン酸による GLP-1 産生低下が小胞体ストレスを誘導した結果である

かどうかを、多角的に検討した。パルミチン酸は、小胞体ストレス以外に TLR4 に結

合し炎症反応を誘導することが知られている 40,41。またマウスにおいて、ethyl palmitate 

を血中濃度が 0.5 mM になるように持続注入した研究において、膵  細胞において 

TLR4 を介した炎症反応が確認されており、今回の検討に用いているパルミチン酸にお

いても同様に TLR4 を介した作用がある可能性が考えられた 42。しかし、GLUTag 細

胞を LPS で刺激した場合でも、PC1/3 のタンパクレベルおよび酵素活性の低下 (Fig. 7, 

8) 、および GLP-1 分泌の低下は認められなかった (Fig. 9)。これらの結果から、パル

ミチン酸による GLP- 1 産生抑制には TLR4 の刺激の寄与は小さいことが示唆された。

腸管上皮の細胞は、共生菌である大腸菌による LPS に常時さらされている。そのため、

TLR4 のシグナルに重要である interleukin-1 receptor-associated kinase 1 の発現が減少し

ており、LPS に対して感受性が低下している 43。 GLUTag 細胞も腸管上皮の細胞であ

り、LPS に対して応答が低下しており、パルミチン酸による効果が低い可能性が考え

られる。 

 パルミチン酸は、ミトコンドリアにおいて  酸化によって ROS を産生する。過剰
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な脂肪酸によって産生される ROS は、糖尿病において、インスリン抵抗性や心臓の肥

大化を誘導することが報告されている 44,45。さらに、過剰な脂質による ROS によって 

GLUTag 細胞においてアポトーシスが増加し、GLP-1 分泌が低下することも示唆され

ている 46。しかし、パルミチン酸による GLP-1 産生抑制効果がミトコンドリアを介し

た  酸化による ROS による可能性は 2-BA および n-acetylcysteine を用いた検討か

ら寄与が低いと考えられる。2-BA はパルミチン酸誘導体であり、酸化をうけず、パ

ルミチン酸のような ROS 産生が誘導されない 47,48。また n-acetylcysteine は抗酸化剤と

して ROS の作用を抑制する。2-BA も パルミチン酸同様に PC1/3 の酵素活性を低下

させたこと、また、n-acetylcysteine はパルミチン酸による PC1/3 の酵素活性低下を回

復させなかったことから、パルミチン酸による GLP-1 産生の低下は、ROS によるも

のではないことが示唆された。 

 GLUTag 細胞は、GPR40 や GPR120 を発現しており 49、パルミチン酸の作用が、こ

れらの脂肪酸受容体による可能性も考えられる。今回の検討において、パルミチン酸を

処置する時に、2% の BSA 存在下で実験を行っている。これらの、脂肪酸受容体への

シグナル誘導には、遊離型の脂肪酸が必須となっている。2% の BSA 存在下では、脂

肪酸は BSA と結合していると考えられ GPR シグナルの関与は少ないと予想される。 

 オレイン酸は、パルミチン酸と同時投与によりパルミチン酸による小胞体ストレスを

緩和することが知られている。本研究においても、オレイン酸はパルミチン酸による小

胞体ストレスの誘導を抑制した (Fig. 12)。このとき、パルミチン酸による PC1/3 のタ

ンパクレベルおよび酵素活性の低下も回復すること (Fig. 13)、前駆体である proglu-

cagon のタンパク量の上昇も打ち消されること (Fig. 14, 15) が確認された。これらの結

果から、パルミチン酸による小胞体ストレスならびに GLP-1 産生抑制作用はいずれも

オレイン酸で抑制されることが明らかになった。 

 最後に、他の小胞体ストレス誘導薬によっても GLP-1 の産生が低下することを確認

した。Thapsigargin は、 sarco/endoplasmic reticulum Ca
2+

-ATPase (SERCA) を阻害する強
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力な小胞体ストレス誘導薬である 50。 GLUTag 細胞においても、10 nM の thapsigargin 

は、 CHOP および BiP の遺伝子発現 (Fig. 16) ならびに PERK のリン酸化の上昇を誘

導し、小胞体ストレスが誘導されていることが確認された。この条件下では、パルミチ

ン酸と同様に、PC1/3 の酵素活性とタンパクレベルの低下 (Fig. 18)、proglucagon のタ

ンパクレベルの上昇 (Fig. 19)、GLP-1 の分泌量の低下が認められた (Fig. 20)。したが

って、パルミチン酸による GLP-1 の産生抑制作用は、小胞体ストレスを誘導する 

thapsigargin によっても再現されたことから、小胞体ストレスが PC1/3 のタンパク量低

下に寄与しているものと考えられた。パルミチン酸による proglucagon タンパク量上昇

作用は、48 時間という処理時間が必要だったのに対し、thapsigargin では 24 時間であ

った (Fig. 13, 19)。このパルミチン酸との時間的な差は小胞体ストレスを誘導する強さ

において説明できると考えられる。すなわち、CHOP や BiP の遺伝子発現がパルミチ

ン酸では 24 時間ほど必要なのに対し、thapsigargin は 4 時間という早期においてすで

に小胞体ストレスを誘導している (Fig. 16C and D)。これまでの報告においても、パル

ミチン酸による小胞体ストレスは慢性的な作用によるものであると示されている 51。こ

れらのことから、小胞体ストレスの誘導の強さ、速度の差が proglucagon のタンパクレ

ベルを上昇させる時間の差であると考えられる。 

 以上の結果をまとめると、(1) GLUTag 細胞において、パルミチン酸は小胞体ストレ

スを誘導し、PC1/3 のタンパクレベルを低下させ、GLP-1 の産生を低下させること、(2)

不飽和脂肪酸であるオレイン酸は小胞体ストレスも GLP-1 産生低下作用も示さない

こと、(3) パルミチン酸による効果は、TLR4 や ROS 産生を介した反応ではないこと、 

(4) 小胞体ストレス誘導薬である thapsigargin によってもパルミチン酸と同じ反応が確

認されたこと、さらに (5) オレイン酸と同時処置することによって小胞体ストレスを

緩和するとパルミチン酸による効果は減少することが明らかになった。これらの結果か

ら、過剰な飽和脂肪酸は小胞体ストレスを介して PC1/3 のタンパクレベルを低下させ、

酵素活性を下げることで GLP-1 産生を減少させることが強く示唆された。小胞体スト
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レスにより GLP-1 の分泌量低下が見られたが、これは GLP-1 産生の低下の結果である

と考えられるが、分泌反応そのものも抑制されている可能性も否定できず、今後の検討

課題である。これらの in vitro の研究結果から、高脂肪食負荷マウスにおける GLP-1 分

泌低下に脂肪酸による小胞体ストレスが関与していると考えられる。 

 ヒトにおいても、PC1/3 の活性が欠損する遺伝変異により肥満や糖代謝が障害される

ことが報告されている 52,53。さらに、 PC1/3 gene のバリアントは、肥満のリスクと正

の相関があることも報告されている 54。また、肥満は GLP-1 血中濃度と負の相関が報

告されている 25,26。これらのことから、今回の結果は肥満症のヒトにおける GLP-1 分

泌低下の一つの理由を示唆する結果であり、また、動物性脂質を多く含む食事によって、

小腸 L 細胞において小胞体ストレスが生じ、PC1/3 タンパク減少を介して GLP-1 産

生・分泌が減少し、糖尿病のリスクが増大する可能性を示唆した (Fig. 21A)。また、今

回マウスの検討から、8 週間の高脂肪食負荷により GLP-1 分泌が減少していた。しか

し、血中のインスリン濃度は、空腹時および glucose 経口投与時において、コントロー

ル食群に比べて増加しており膵  細胞の減少が始まる前から小腸において負荷がかか

っている可能性が示唆された。この結果は、糖尿病の発症メカニズムにおいて GLP-1 

分泌減少が早期に起こり、その結果、膵  細胞の小胞体ストレス緩和作用が減少して

いる可能性が考えられる (Fig. 21B)。 

 本研究から、これまでの糖尿病の発症メカニズムに加えて新たに、GLP-1 産生の低

下を介する糖尿病の発症メカニズムの可能性が示唆された。本研究により糖尿病発症メ

カニズムの解明が進み、より有効な治療法の確立および予防法の発展に期待する。 
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Figure 21. Effects of ER stress on GLP-1 production. 

A, scheme illustrating the effects of ER stress on GLP-1 secretion. B, scheme illustrating of the 

model pathogenic mechanism of type 2 diabetes. 
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