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グルカゴン様ペプチド -1（GLP-1）による膵β細胞保護の分子機構の解明
〜ヒトGLP-1アナログリラグルチドによる糖尿病モデル

db/db マウスへの介入実験からの検討

下田 将司

川崎医科大学糖尿病・代謝・内分泌内科学，〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　グルカゴン様ペプチド -1（GLP-1）の膵β細胞保護作用の分子機構を明らかにするため，ヒ
ト GLP-1アナログ製剤リラグルチド（LIRA）による糖尿病モデル動物への介入実験を行った．雄
性10週齢のdb/db マウスに対し，LIRA もしくはリン酸緩衝液を２日間もしくは２週間皮下投与し，
膵ラ氏島の形態学的，生化学的解析に加え，膵β細胞が主に存在する膵ラ氏島中心部の遺伝子発現
の変化について，laser capture microdissection，real-time RT-PCR を用い検討した．LIRA の２
週間投与は，db/db マウスの代謝パラメーター，インスリン感受性を改善した．LIRA の２週間投
与後に採取した膵ラ氏島のグルコース応答性インスリン分泌反応（GSIS），インスリン含量は増加
し，中性脂肪含量は減少していた．LIRA の２週間投与は，膵β細胞の分化増殖促進遺伝子，抗ア
ポトーシス遺伝子，抗酸化ストレス遺伝子の発現を増加させ，分化抑制遺伝子，アポトーシス誘導
遺伝子，小胞体ストレス遺伝子，脂質合成遺伝子の発現を減じた．LIRA の２日間投与は，僅かに
代謝パラメーターを改善したが，膵ラ氏島の GSIS，インスリン含量，中性脂肪含量には影響しな
かった．LIRA の２日間投与は，膵β細胞の分化増殖促進遺伝子，抗アポトーシス遺伝子の発現を
増加させ，アポトーシス誘導遺伝子の発現を減じたが，酸化ストレス，小胞体ストレス，脂質合成
に関する遺伝子の発現には影響しなかった．膵ラ氏島を用いた免疫組織染色（細胞増殖，アポトー
シス，酸化ストレス）の結果は，遺伝子解析結果と一致した．LIRA は直接的な細胞動態調節作用
とともに，糖脂肪毒性の改善を介した酸化ストレス，小胞体ストレスの軽減作用により膵β細胞量
を増加させる．

（平成22年10月22日受理）
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緒　言
　２型糖尿病患者におけるグルコース応答性イ
ンスリン分泌反応は早期から低下すること１），
膵β細胞の機能は経年的に低下すること２），さ
らに細胞量は非糖尿病者と比較し減少している
ことが報告されている３）．糖尿病性血管合併症
の阻止には厳格な血糖管理を長期間維持が必須

であるが，そのためには膵β細胞機能を如何に
保持するかが重要である．そのため，新たな糖
尿病治療の戦略として，膵β細胞量および機能
の保持に関する研究に注目が集まり，これまで
にインスリン抵抗性改善薬による２型糖尿病患
者の膵β細胞機能改善作用が報告されている
４，５）．同様に，近年，抗糖尿病薬として新たに
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登場したグルカゴン様ペプチド -1（GLP-1）関
連薬は，膵β細胞量６－８）および膵β細胞機能９

－11）を保持することにより２型糖尿病の自然史
を改善し得るものとして期待されている．
　GLP-1は様々な抗糖尿病作用を有している．
第一に膵作用として血糖依存性インスリン分泌
促進作用12，13）および血糖依存性グルカゴン分
泌抑制作用14，15）を有する．第二に膵外作用と
して胃内容排出遅延作用16，17），食欲抑制作用
18），インスリン感受性改善作用19）を持つ．さら
に，GLP-1は，膵β細胞の複製20，21），新生22），
分化22）を促進し，アポトーシスを抑制する23－

27）ことが報告されている．しかし GLP-1を臨
床応用する際には，生体内に広範に存在する
ジペプチジルペプチダーゼ -4（DPP-4）により
速やかに分解され数分で失活する28）という問
題点がある．新規ヒト GLP-1アナログ製剤リラ
グルチド（LIRA）は，活性型 GLP-1の34位リ
ジンをアルギニンに置換し，γグルタミンをス
ぺーサーとしてパルミトール酸を付加すること
でアルブミンとの結合を容易にし，DPP-4抵抗
性を獲得した薬剤である29）.

　本研究は，GLP-1による膵β細胞保護作用の
分子機構を明らかにするため，LIRAを用いて
肥満糖尿病モデル db/dbマウスに短期および長
期介入を試み，その膵β細胞保護作用の詳細を
検討した．

材料と方法
実験動物
　雄性10週齢 BKS.Cg-+ Leprdb/+ Leprdb/Jcl（db/

db）マウス（日本クレア株式会社，東京）を対
象とするため，８週齢より搬入した．マウス
は，実験期間を通して室温22±２℃，湿度20～
60%，照明時間７～21時のクリーンエリア飼育
室で飼育し，固形飼料（MF，オリエンタル酵
母工業，東京）と水道水を自由摂取させた．本
研究は，川崎医科大学動物実験委員会の承認を
受け（No. 06-062），川崎医科大学動物実験指
針に基づき行った．

薬剤投与方法
　雄性10週齢 db/dbマウスは，無作為に LIRA

投与群（LIRA 200μg/kg）もしくはリン酸緩衝
液（PBS：phosphate-buffered saline）投与群に
分けられ，１日２回の皮下投与（AM9:00およ
び PM4:00）を受けた．本研究での LIRA投与
量は，既報７）に基づき決定した．

体重，摂餌量，生化学データ測定方法
　体重および摂餌量は９週齢から12週齢まで毎
週測定した．採血は尾静脈から10週齢より１週
ごとに12週齢まで行った．血糖値は，フリース
タイル®（キッセイ薬品工業，松本）を用い，
採血直後に行った．血漿分離した採血試料は
－80℃にて保存した．血漿インスリン濃度測定
は超高感度マウスインスリン測定キット（森永
生科学研究所，横浜）を用い，血漿中性脂肪濃
度測定はトリグリセライド E-テストワコー（和
光純薬工業株式会社，大阪）を用い行った .

インスリン負荷試験
　LIRA投与２日後および２週後に，空腹条件
下（10時間以上の絶食）においてインスリン
（ヒューマリン R ® 2.0単位 /kg，日本イーライ
リリー株式会社，神戸）をマウス腹腔内に投与
した．採血は30分ごとに尾静脈から行い，血糖
値はフリースタイル®を用い，採血直後に行っ
た .

膵ラ氏島採取と膵ラ氏島インスリン含量測定
　膵ラ氏島の単離には Kitamuraらの方法30）に
準じてコラゲナーゼ消化法を用いた．1.5mg/

mlコラゲナーゼ（collagenase P, Roche. Swiss）
と10% ウシ胎仔血清を含む HBSS（Hanks’ 
balanced salt solution：137mM NaCl, 5.36mM 

KCl, 0.44mM KH2PO4, 5.55mM Glucose, 0.03mM 

Phenol Red, 0.34mM Na2HPO4, 0.27mM MgSO4, 

1.26mM CaCl2, 5.83mM NaHCO3）を，ペントバ
ルビタール（0.05mg/g）にて腹腔内麻酔を行っ
たマウスの胆管に27ゲージの注射針で３ml注
入し，膵管へ逆流させた．コラゲナーゼ注入に
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よって膨張した膵臓を採取し，50mlコニカル
チューブに移し，37℃で19分間継続的に振とう
した．HBSS 30mlを加えて遠心（1,100rpm，２
分）を３度繰り返し，最後のペレットに10ml

の HBSSを添加して金属製フィルターに通し
た．さらに Histopaque-1077（sigma, St. Louis, 

MO, USA）を用いて遠心（2,500rpm，22分）し，
内分泌組織と外分泌組織を分離した．中間層を
採取し，HBSSを30ml入れて遠心（1,100rpm，
２分）する操作を３度繰り返した．最後に残っ
た膵ラ氏島をシャーレに移し実体顕微鏡下で，
ピペットを用いて膵ラ氏島を採取した．インス
リン含量測定までは，－80℃にて凍結保存し，
インスリン含量測定は，膵ラ氏島を酸エタノー
ルで溶解し，前述した超高感度マウスインスリ
ン測定キットにて測定した .

膵ラ氏島中性脂肪含量測定
　前述した方法で採取した膵ラ氏島は，50μ
lの High-salt buffer（2 M NaCl, 2 mM EDTA, 50 
mM sodium phosphate）を添加した PBSにて２
回洗浄した後，１分間超音波処理した．得ら
れた試料を遠心（12,000rpm，５分）した後，
上清10μl を10μl t- ブタノール，50μl Triton 

X-100-methyl alcohol（１：１）と混合した．膵
ラ氏島中性脂肪含量測定は前述したトリグリセ
ライド E-テストワコーにて測定した .

グルコース応答性インスリン分泌反応（GSIS）
　前述した方法で採取した膵ラ氏島を KRB-

HEPESバッファー（5mg/ml BSA含有 KRBH, 

pH 7.4）でプレインキュベートし，遠心
（10,000rpm，１分）後に上清を3.0mMもしく
は16.7mMグルコースと置換し，60分間イン
キュベートした．遠心（10,000rpm，１分）に
より得られた上清を用い，前述した超高感度マ
ウスインスリン測定キットにてインスリン濃度
を測定した .

膵ラ氏島の組織学的検討
　第12週齢に，ペントバルビタール（0.05mg/g）

にてマウスの腹腔内麻酔を行い，膵臓を摘出し，
ホルマリン固定・パラフィン包埋した後，4μ
mの薄切スライド標本を作製した．免疫染色は
酵素抗体法に従って行った．まず膵パラフィン
切片をレモゾール®（和光純薬工業株式会社，
大阪），エタノールにて脱パラフィン後，内因
性ペルオキシダーゼ活性をブロックするため，
３%過酸化水素加メタノールに15分間浸した．
10mM PBS（pH7.0）で洗浄後，１次抗体とし
て抗膵ホルモン2種混合抗体（ウサギ抗グルカ
ゴン抗体：ウサギ抗ソマトスタチン＝１：１，
25℃，１時間，株式会社ニチレイ，東京），抗
マウス PCNA（proliferative cell nuclear antigen）
モノクローナル抗体（４℃，14時間，株式会社
ニチレイ，東京），抗マウス4-HNE（4-hydroxy-

2-noneal modified protein）モノクローナル抗体
（４℃，14時間 ,日本老化制御研究所，袋井）
を使用した．PBSにて洗浄後，シンプルステ
インMAX-PO ®（株式会社ニチレイ，東京）を
添加し，25℃にて10分間反応させた．PBSに
て洗浄後，シンプルステイン DAB溶液（株式
会社ニチレイ，東京）を添加し，25℃にて７
分間反応させ，発色させた．対比染色はMayer 

Hematoxylinにて行った．TUNELアッセイは，
DeadEndTM Colorimetric TUNEL System（Promega, 

Madison, WI）を用い，既報31）に基づき行った .

形態学的解析
　全膵切片面積，膵ラ氏島面積，グルカゴン・
ソマトスタチン陽性細胞，PCNA陽性細胞，
4-HNE陽性細胞，TUNEL陽性細胞の計測は，
NIH Image（Ver. 1.61）を用いた．膵β細胞量
は，膵重量（mg）× %膵ラ氏島面積× %膵β
細胞数により算出した．PCNA免疫染色およ
び4-HNE免疫染色の判定は，既報32，33）に基づ
き，免疫反応の強度により半定量した．免疫
反応の強度は，０点（染色なし），１点（弱陽
性：染色程度は弱いが，無染色の背景からは区
別可能），２点（中等度陽性：染色程度が強い
細胞が２個以下），３点（強陽性：染色程度が
強い細胞が３個以上）に群別し，50個の膵ラ



316 川　崎　医　学　会　誌

氏島を用いて判定し，その平均値を算出した．
TUNELアッセイは，100個の膵ラ氏島を用いて
判定し，TUNEL陽性細胞数の平均値を算出し
た .

LCM法
　膵β細胞遺伝子発現を検討するため，既に
当教室で確立した膵ラ子島のβ細胞特異的遺
伝子発現解析を可能にする LCM（laser capture 

microdissection）法34）を用いた．ペントバルビ
タール（0.05mg/g）にてマウスの腹腔内麻酔を
行い，膵臓を採取後，凍結組織包埋剤に入れ凍
結保存し，凍結切片をクリオスタットで８μm

にスライスし，スライドグラスに張り付け，染
色まで－80℃にて凍結保存した．スライドを
70%エタノール，Diethylpyrocarbonate（DEPC）
処理水にそれぞれ30秒間浸した後，ヘマトキ
シリンで30秒間染色した．さらに DEPC処理
水，70%，95%，100%エタノールに各30秒間
浸した後，キシレンに5分間浸した．組織染色
を行った後，PixCell system（Arcturus, Mountain 

View Ca. USA）を用いて組織切片内の膵ラ氏島
にレーザーを照射し，専用転写フィルムに採取
した．最初に周辺部を採取した後に膵β細胞が
主に存在する中心部を採取した .

RNA抽出と Reversed transcription

　RNA 抽 出 に は PicoPure RNA Isolation Kit

（Arcturus PN 12206-01, Applied Biosystems, Life 

Technologies. Corp., Carlsbad, CA）を使用した．
DNase処理を追加し，ゲノム DNAのコンタミ
ネーションを回避した．Reversed transcriptionに 

はTaqMan Reverse Transcription Reagents（Applied 

Biosystems N808-0234）を使用し，cDNA合成
のためのプライマーには Random Hexamersを
用いた．

Real time-PCR法
　SYBR Greenによるおよび real-time RT-PCR 

（reverse transcriptase- polymerase chain reaction）
法 を 用 い た． プ ラ イ マ ー は GenBank の

nucleotidesからダウンロードしたmRNA sequence

に基づき Primer Express（Applied Biosystems）
で設計し，blastを用いてプライマーの相同性
について確認した．膵β細胞分化，細胞増殖，
アポトーシス，酸化ストレス，小胞体ストレス，
脂質合成に関するプライマーを使用し遺伝子発
現プロフィールの解析を行った．
　サンプル量0.5μl，プライマー溶液を１
μl，SYBR Green PCR Master Mix（Applied 

Biosystems），希釈水の混液を９μl入れて最終
10μlの反応液を作成した．ABI PRISM 7700
（Applied Biosystems） で55サ イ ク ル の Real 

time-PCRを行った．PCR条件は50℃　２分，
95℃　10分，95℃　15秒，60℃　１分とした．
全ての実験おいて Dissociation curve分析を行
い解離温度，アガロースゲル電気泳動で PCR 

productsの確認を行った．遺伝子発現量の定量
化のため，内部コントロールとして18srRNA

を用い，2－⊿ CTを計算した．

統計学的解析
　全てのデータは平均値±標準誤差（mean

± SEM）で記した．多群間の比較は Mann-

Whitney U testを用い，p＜0.05を有意差あり
とした．統計検定には StatView- ver.5（SAS，
NC，USA）を使用した．

結　果
代謝に及ぼす影響
　LIRA投与１週後において，コントロール群
と比較し，db/dbマウスの摂餌量は減少し（LIRA

群：23.7±1.6 vs.コントロール群：39.8±0.8g/

週，p＜0.005，図１a），体重増加は抑制された
（LIRA群：41.3±0.4 vs.コントロール群：43.3
±0.5 g，p＜0.05，図１b）．また，空腹時血糖
値および空腹時血漿インスリン値も，コント
ロール群と比較し減少した（LIRA群：126±7.2 
vs.コントロール群：169±10.1 mg/dl，p＜0.05，
図1c; LIRA群：3.3±0.3 vs.コントロール群：6.0
±0.5 ng/ml，p＜0.01，図１d）．これらの効果
は LIRA投与２週後まで持続し，LIRAは，投
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与２週時点において高中性脂肪血症（LIRA群：
113±2.4 vs.コントロール群：133±6.5mg/dl，p

＜0.01，図１e）およびインスリン感受性（図１f）
も改善させた．２日介入後の代謝パラメーター
のデータは示していないが，LIRAは，２日間
介入後においてもコントロール群と比較し，体
重，空腹時血糖値および空腹時血漿中性脂肪値
の増加を抑制した．２日介入後の空腹時血漿イ
ンスリン値は，２週介入後とは異なり，LIRA

群はコントロール群と比較し増加した．２日介
入後のインスリン感受性は変化しなかった .

膵ラ氏島構築およびβ細胞機能への影響
　LIRAによるdb/db マウスの膵ラ氏島への影
響を明らかにする目的で，まずグルカゴン・ソ
マトスタチン二重染色を行い，膵ラ氏島構築お
よび膵β細胞量への影響について検討した．

LIRA投与群の膵ラ氏島は，コントロール群と
比較し，形態がより保持されていた（図２a）．
また，LIRAは，コントロール群と比較し膵β
細胞量を有意に増加させた（LIRA群：7.7±0.7 
vs.コントロール群：4.9±0.5 mg，p＜0.01，図
2a）．LIRAによる２週介入後の膵ラ氏島イン
スリン含量は，２週介入後のコントロール群
と比較し有意に増加した（LIRA群：33.7±2.3 
vs.コントロール群：17.2±2.1 ng/islet，p＜0.01，
図３a）．コントロール群の膵ラ氏島インスリン
含量は週齢とともに減少する傾向が認められ
たが（２日：27.1±1.7 vs.２週：17.2±2.1 ng/

islet，p＝0.1，図３a），LIRA群の膵ラ氏島イン
スリン含量は週齢とともに有意に増加した（２
週：33.7±2.3 vs.２日：27.0±1.7 ng/islet，p＜
0.05，図３a）．LIRAの２日介入では，膵ラ氏
島のGSISに対する影響は認められなかったが，

図１　代謝パラメーターの変化およびインスリン負荷試験
　　:コントロール群（n=7），　　:リラグルチド群（n=7）．
a. 摂餌量の変化．b. 体重の変化．c. 空腹時血糖値の変化．d. 空腹時血漿インスリン値の変化．e. 空腹時血漿中性脂
肪値の変化．f. インスリン負荷試験（インスリン 2.0単位 /kg 腹腔内投与）．* p <0.05, ** p <0.005, † p < 0.01, †† p 
<0.001.
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図３　膵ラ氏島における生化学パラメーターの比較
　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群 
a. 膵ラ氏島インスリン含量（各群 n=5）．b. 膵ラ氏島中性脂肪含量（各群 n=5）．
c. 低濃度グルコース（3mM）および高濃度グルコース（16.7mM）によるグルコース応答性インスリン分泌反応（各
群 n=5）．* p <0.05, † p < 0.01.

図２　膵ラ氏島組織像の比較
　　 :コントロール群（12週齢），　　　: リラグルチド群（12週齢）．
a. 膵ラ氏島構築および膵β細胞量（各群 n=5）．b. PCNA（proliferative cell nuclear antigen）免疫染色（各群 n=5）． 
c. 4-HNE（4-hydroxy-2-noneal modified protein）免疫染色（各群 n=5）．d. TUNELアッセイ（各群 n=3）．陽性コントロー
ルは DNaseを用いた．Scale bar: 100μm.  * p <0.05, † p < 0.01.
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２週間介入では，LIRAは16.7mMの高濃度グ
ルコース負荷による GSISを改善した（LIRA

群：1.5±0.2 vs.コントロール群：0.9±0.1 ng/

ml/islet，p＜0.05，図３c）．膵ラ氏島中性脂肪
含量は，コントロール群において週齢とともに
増加したが（２日：22.4±1.1 vs.２週：41.0±8.0 
ng/islet，p＜0.05，図３b），LIRAは加齢による
膵ラ氏島への中性脂肪蓄積を抑制した（２日：
21.2±2.3 vs.２週：19.9±3.0 ng/islet，図３b）．

膵ラ氏島の免疫組織学的解析
　次に LIRAによる膵β細胞量保持作用のメカ
ニズムを明らかにするために，免疫組織学的
解析を行った．細胞増殖マーカーである PCNA

免疫染色の結果，LIRA群はコントロール群と
比較し PCNA陽性細胞数が増加し（図２b），
酸化ストレスマーカーである4-HNE免疫染色
では，LIRAにより4-HNE陽性細胞数は減少し
た（図２c）．また，アポトーシスマーカーであ
る TUNELアッセイでは，TUNEL陽性細胞数
は LIRAにより減少した（図２d）.

膵β細胞遺伝子発現への影響
　さらに LIRAによる２日および２週介入後
に，膵β細胞遺伝子発現の変化について検討し
た．LIRAによる2日および2週介入は，ともに
細胞分化促進遺伝子（Hlxb-9 : Homeobox gene 

HB9, Neuro D : Neurogenic differentiation, PDX-

1 : Pancreatic-duodenal homeobox-1）を増加さ
せ，分化抑制遺伝子（Hes-1 : Hairy enhancer 

of split-1）の発現を低下させた（図４）．細胞
増殖促進遺伝子（ERK-1 : Extracellular signal-

regulated kinase-1, cyclin D）についても同様
に，LIRAの２日および２週介入により発現量
が増加した（図４）．LIRAの２日および２週
介入は，アポトーシス抑制遺伝子（Bcl-2 : B 

cell lymphoma protein-2）の発現量を増加させ
（図５），アポトーシス誘導遺伝子（Caspase 

8, Caspase 3, CAD : Caspase-activated DNase）の
発現量を減らした（図５）．これらの遺伝子へ
の影響とは異なり，LIRAは２週間介入におい
てのみ抗酸化ストレス遺伝子（Catalase, GPx: 

Glutathione peroxidase）の発現を増加させ，

図４　膵β細胞特異的分化増殖関連遺伝子発現プロファイルの比較
　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群
上段 :２週介入後（各群 n=4），下段 :２日介入後（各群 n=4）．* p <0.05. 
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小胞体ストレス遺伝子（XBP-1: X-box-binding 

protein 1）および脂質合成遺伝子（SREBP-1c: 

Sterol-regulatory element binding protein-1c, FAS: 

Fatty acid synthase）の発現を減少させた（図６）．

考　察
　本研究において，肥満糖尿病モデル db/dbマ
ウスに対しヒト GLP-1アナログ LIRAの投与を
行い，その慢性投与が db/dbマウスの膵β細胞
量を増加させることを明らかにした．この結果
は，部分膵切除を行った２型糖尿病モデルラッ
トに対し，LIRAと同様に GLP-1受容体作動薬
である Exendin-420）を慢性投与した報告や db/

dbマウスに対し LIRAを慢性投与した報告に
一致する７）.

図５　膵β細胞特異的アポトーシス関連遺伝子発現プロファイルの比較
　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群 
上段 :２週介入後（各群 n=4），下段 :２日介入後（各群 n=4）．* p <0.05, ** p <0.005, † p < 0.01, # p <0.001.

　膵ラ氏島の PCNA免疫染色の結果は，GLP-1
の膵β細胞量維持作用が細胞増殖促進作用を介
している可能性を示唆している．さらに LIRA

の短期投与および長期投与が，β細胞に富む膵
ラ氏島中心部の細胞分化促進遺伝子や細胞増殖
促進遺伝子の発現を増加させ，かつ細胞分化
抑制遺伝子の発現を減少させたことは，GLP-1
が直接的に細胞分化および増殖を促進させる
ことにより膵β細胞量を増加させることを強
く示唆するものである．また内胚葉上皮細胞
マーカーである Hlxb-9遺伝子および内分泌前
駆細胞マーカーである NeuroD遺伝子の発現に
対し LIRAが直接的に影響するという結果は，
GLP-1が膵β細胞より未分化な細胞レベルで作
用していることを示唆しており，注目に値する． 
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　これまでに GLP-1誘導性の細胞内シグナル伝
達機構については，幾つかの報告がなされてい
る．GLP-1受容体への結合後，アデニルシクラー
ゼ活性が上昇し，cyclic adenosine monophosphate

（AMP）/protein kinase A（PKA）経路が活性化
される．さらに GLP-1誘導性 DNA合成および
複製において，phosphoinositide 3-kinase（PI3K）
35），p42 mitogen-activated protein kinase（MAPK）
36），epidermal growth factor receptor（EGFR）37），
Protein kinase Cζ38）も重要な役割を担っている．
このように膵β細胞における GLP-1シグナル伝
達は，G蛋白共役型受容体とチロシンキナーゼ
受容体の様々な相互作用により行われている．
本研究では LIRAの短期投与および長期投与に
おいて，ともに ERK-1遺伝子の発現増加を認
めており，LIRAは少なくとも PKA-MAPK経
路を介して，膵β細胞量を増加させたと考えら
れる．一方，既報35）と同様に本研究においても，
PI3K経路の下流に位置する膵β細胞分化に重

要な PDX-1遺伝子の発現量が LIRA投与によ
り増加傾向を示しており，LIRAの膵β細胞量
増加作用は PI3K経路を介している可能性も示
唆された．
　本研究では TUNELアッセイにおいて LIRA

によるアポトーシス抑制作用が示唆され，遺
伝子発現解析においても，Bcl-2, Caspase 8, 

Caspase 3, CAD等のアポトーシス関連遺伝子
発現が，LIRA投与により調節を受けていた．
細胞アポトーシスに関しては ERK-1/2が cyclic 

AMP-responsive element-binding proteinを介し，
Bcl-2遺伝子および蛋白質の発現，Caspase 3活
性を調節するとの報告39），膵β細胞では，細胞
外基質が PI3K経路ではなく ERK経路を介し
て Caspase 8活性を抑制するとの報告40）がある．
従って GLP-1は少なくとも一部は ERKを介し
て膵β細胞アポトーシスを抑制すると考えられ
る .

　本研究で LIRAの長期投与は，膵ラ氏島にお

図６　膵β細胞特異的な酸化ストレス，小胞体ストレス，脂質合成関連遺伝子発現プロファイルの比較
　　 : コントロール群，　　　: リラグルチド群
上段 :２週介入後（各群 n=4），下段 :２日介入後（各群 n=4）．* p <0.05, † p < 0.01.
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ける4-HNE陽性細胞を減少させ，特に膵β細
胞領域に顕著であったことから，LIRAは膵β
細胞に対する酸化ストレス軽減作用を有すると
考えられた．酸化ストレスに対する GLP-1の影
響に関して，Tewらは，INS-1β細胞を用い，
Exendin-4が直接的に電子伝達系を介し酸化ス
トレスを抑制すると報告している26）．一方，本
研究で LIRAは抗酸化ストレス遺伝子 Catalase

および GPxの発現量を長期投与により増加さ
せたが，短期投与では影響を示さなかった．
また脂質合成関連遺伝子 FASおよび SREBP-1c

の発現量も LIRAの長期投与でのみ減少した．
今回の結果は，Tewらの報告26）とは異なり，
LIRAによる酸化ストレス改善作用は糖脂肪毒
性の改善を介し二次的に発揮されることを示唆
するものである．
　さらに LIRA長期投与後においてのみ，
XBP-1遺伝子の発現量が減少しており，LIRA

の長期投与による小胞体ストレス改善作用が
示唆された．この結果は，Yustaらが db/dbマ
ウスに対し Exndin-4を慢性投与した場合の結果
と一致する41）．しかし，Yustaらは，INS-1β細
胞に対し Exendin-4を添加し，Exendin-4は PKA

依存性に activating transcription factor-4の産生を
促し，eukaryotic translation initiation factor 2αの
脱リン酸化を惹起し小胞体ストレスを改善す
ると報告している41）．Yustaらの in vitroにおけ
る報告とは異なり，今回の in vivo条件下での
実験において，LIRAの短期投与は XBP-1遺伝
子の発現量に影響しなかった．この相違は，in 

vitroと in vivoといった実験条件の違いによる
ものである可能性は否定できない．
　本研究結果は，主に膵ラ氏島中心部の遺伝子
解析によって得られたものである．膵ラ氏島を
構成している細胞の中でも，膵β細胞に対する
GLP-1の影響を検討するため，できる限りその
他の細胞（α細胞，δ細胞など）の混入を避け
なければならず，LCM法を採用した．LIRAに
よる膵β細胞量調節作用の分子機構を総合的に
理解するには，今後は蛋白の発現や活性の変化
の検討も必要と思われる．LCM法による蛋白

分析は可能であるが，細胞採取の段階でその他
の細胞の混入が避けられないため，今回の実験
では遺伝子解析にとどめた．また今回の報告は，
高血糖や脂質代謝異常といった代謝異常を認め
る状態における結果であり，正常な代謝状態に
おいて LIRAがどのような影響を示すかについ
ては今後の検討課題である．
　本研究から肥満糖尿病モデル db/dbマウスに
おいて，新規ヒト GLP-1アナログ製剤リラグル
チドは，直接的な細胞動態調節作用のみならず，
糖脂肪毒性の改善を介した酸化ストレスおよび
小胞体ストレスの軽減作用により膵β細胞量を
増加させることが明らかになった．
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The molecular mechanism of human glucagon-like peptide-1 analog 
liraglutide on pancreatic beta-cell preservation 

in obese diabetic model db/db mice

Masashi SHIMODA

Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolism, Kawasaki Medical School, 
577 Matsushima, Kurashiki, 701-0192, Japan

ABSTRACT  We investigated the molecular mechanism by which the human GLP-1 analogue 
liraglutide (LIRA) preserves the pancreatic β-cells. Ten-week-old male diabetic db/db  mice 
received LIRA or vehicle for either a period of 2 days or 2 weeks. In addition to morphological 
and biochemical analysis of the pancreatic islets, gene expression profiles in the islet core area 
were investigated by laser capture microdissection and real-time RT-PCR. LIRA treatment for 
2 weeks improved metabolic parameters and insulin sensitivity in db/db  mice. Two-week LIRA 
treatment increased glucose-stimulated insulin secretion and islet insulin content, and reduced 
islet triglyceride content. LIRA treatment for 2 weeks up-regulated the expression of genes 
involved in cellular differentiation, proliferation, anti-apoptosis and anti-oxidative stress, and 
down-regulated genes related to anti-differentiation, pro-apoptosis, endoplasmic reticulum stress 
and lipid synthesis. In the 2-day experiment, LIRA slightly improved metabolic parameters, but 
glucose-stimulated insulin secretion, islet insulin and triglyceride contents were not affected. 
LIRA increased gene expressions associated with cellular differentiation, proliferation and 
anti-apoptosis, and suppressed gene expressions involved in pro-apoptosis. However, it had 
no effect on genes related to oxidative stress or endoplasmic reticulum stress. Morphometric 
results for cellular proliferation, apoptosis and oxidative stress in the pancreatic islets were 
consistent with the results of the gene expression analysis. LIRA increases the pancreatic β
-cell mass not only by directly regulating cell kinetics, but also by suppressing oxidative/ER 
stress, secondary to amelioration of glucolipotoxicity.
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