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論文内容の要旨

GLP-1 はプレプログルカゴン mRNA~<: コードされるグルカゴン様ペプチドの 1 つで，インスリン分泌

刺激作用とともに，グノレカゴン分泌抑制作用を有する乙とが報告されている。 GLP-1のグノレカゴン分泌

抑制作用は， ヒトへの投与実験や，各種の動物を用いた騨濯流実験にて報告されているが，その作用機構

についての詳細な検討はない。本研究は，単離ラ氏島を用い，グノレカゴン分泌量，クやルカゴン含有量，グ

ルカゴン mRNA量lζ及ぼすGLP-1 (7-36 amjde)の影響を検討することにより， GLP-1 のグノレカ

ゴン生合成，及びグノレカゴン分泌に対する作用機構を明らかにする乙とを目的とした。

【方法】

ラ氏島は，ラットの捧臓をコラゲナーゼを用い消化後， F j coll gradj ent にて単離した。単離したラ

氏島を 10% FCS を含むRPMI-1640 にて24時間の前培養後， Gey & Gey buffer(glucose 5.5mM) 

にて 1 時間培養し，続いて，①Gey &Gey buffer ,( 10mM Arginine を含むGey &Gey buffer 

( 10mM Argjnjne を含むGey &Gey buffer~乙 10 , 100 , 1000 pMの GLP-1 ( 7-36 amjde)を添

加した培養液中で 1 時間あるいは 18時間培養した。

ラ氏島内のクツレカゴンは，ラ氏島を酢酸中で煮沸し抽出した。培養上清および抽出したグノレカゴン量は

C端抗体OAL-123 を用いた RIA法で測定した。

ラ氏島の RNAは，キャリヤーとしてイースト tRNAを加え，塩酸リチウムを用い抽出し，ナイロンフィ

ルターに blottjng した。その後， フィノレターをウシグノレカゴン CDNA と hybridj zatlon を行った。ま

た，同一フィノレターを β アクチン DNA'<: て，再 hybrjdj zat jon した。 プレプログルカゴンmRNA 量は，
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得られたオートラジオグラムのスポットをデンシトメーターにて測定し ， fJ アクチン mRNA量lとて補正後，

コントローノレのプレプログルカゴンmRNA量とのパーセンテージにて表示した。

【結果】

① グノレカゴン分泌に対する影響

培養 1 時間では，グノレカゴン分泌はコントローノレでは 30.8土3.6pg/10 i s lets であったが，アルギ

ニン刺激により， 45.5::1=4.5 pι/10 islets と有意に増加した (p く 0.01)0 GLP-1 を 10 pM , 100pM , 

1000 pM添加すると，グルカゴン分泌は，それぞれ 50.0 ::1= 6.8 ， 25.6 ::1=8.6 , 22.5::1=4.5 pg/10 i s 1 ets 

となり， GLP-1 100 pM , 1000 pMでアノレギニン刺激によるグノレカゴン分泌は有意に抑制された (p

く 0.01 )。 培養18時間では，グルカゴン分泌はコントローノレでは 36.2 ::1= 2.3pg/10 islets であったが

アノレギニン刺激により 251 土43pg/10 isletsと有意に増加した (p く 0.01)0 GLP-1 を添加すると，

グルカゴン分泌は 132 ::1= 28pg/10 isletsUOPM p く 0.05) ， 84.5::1=13pg/10 isletsUOOPM p く

0.01 ), 91.1 ::1=15 P g/10 i s 1 etsU 000 pM, p く 0.01 )となり，有意にグノレカゴン分泌が抑制された。

② ラ氏島内クツレカゴン含有量に対する影響

培養 1 時間後のラ氏島内グノレカゴン含有量はコントロールでは 609 ::1= 293p g/30 i s 1 ets であったが，

アノレギニン刺激により 1 ，940 ::1= 337p g/30 i s 1 ets と有意に増加した (p く 0.05 ) 0 GLP-1 1000 pM 

を添加するとグノレカゴン含有量は 409 ::1= 289Pg/30 isletsに有意に抑制された (p く 0.01 )。培養18時

間後のラ氏島内グルカゴン含有量はコントロールでは 17.4::1=4.5Pg/30 islets であったがアノレギニン

刺激iとより 123 ::1= 22.5pg/30 islets ~C::有意に増加した。 GLP-1 1000 pMを添加するとグルカゴン

含有量は 29.8 ::1= 4.5p g/30 i s 1 ets に有意に抑制された。

③ クゃルカゴン mRNA量i乙対する影響

培養 1 時間後のラ氏島内プレプログノレカゴンmRNA量はアノレギニン刺激にて，コントロ一ノルレの 103::1= 

2鈎9~労ぢ， GLP一1 10∞0∞OpMを添加しても 104 ::1= 1η7~労ぢで，有意な変化はみられなかつた口培養18時間でで~ ~はま，

T ルギギ‘ニン刺激iκとより， コントロ一 jルレの 186 ::1= 4ωO~必ぢ iに乙有意 iにと増加した (p く 0.01 )λoGLP一1 10∞0∞OpM 

を添加しても 201 ::1= 4ω05労ぢででミアノルレギギ、ニン刺激iに乙よるク

【総括】

① アルギニン単独刺激では，培養 1 時間， 18時間ともにラ氏島内グルカゴン含有量とグルカゴン分泌量

が増加した。プレプログノレカゴン mRNA量は培養 1 時間では増加しなかったが， 培養18時間では増加

した。

② GLP-1(7ー36 amide)を添加すると，培養 1 時間， 18時間ともにラ氏島内グルカゴン量とグルカ

ゴン分泌の増加が抑制された。しかし，培養18時間でみられたプレプログルカゴンmRNA量の増加は

GLP-1 (7-36 amide) により抑制されなかった。

③ 以上より， GLP-1 ( 7-36 amide) はグルカゴン mRNA量には影響せず，グルカゴン mRNAからグ

ルカゴン合成，グルカゴン分泌の段階を抑制している乙とが示唆された。
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論文審査の結果の要旨

GLP-l (7-36 amjde) は，腸管L細胞から分泌され，醇からのインスリン分泌を刺激し，腸管由来

のインスリン分泌刺激因子であるとして注目されている。

本研究は， GLP-l ( 7-36 amjde) のグルカゴン合成，分泌に対する効果とその作用機構を検討する

目的で，単離ラ氏島を用い， GLP一1 ( 7-36 amjde) のグルカゴン分泌量，グノレカゴン含有量，グルカ

ゴン mRNA量に対する影響を検討したものである。その結果， GLP-l ( 7-36 amjde) はグノレカゴンm

RNA量には影響せず，アノレギニンによるグルカゴン含有量及び、クツレカゴン分泌が抑制される乙とが明らか

となった。

乙れらの結果より， GLP-l ( 7一36 amjde) はグルカゴン合成，分泌を抑制し，その抑制機構は，グ

ノレカゴン mRNAからプログルカゴンへの翻訳の段階以降であるととが判明した。

以上より，本研究は， GLPー1 の生理的役割に新知見を加え，学位論文に値するものである。
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