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要旨 

 

レプチンは、主に白色脂肪細胞で作られ、視床下部にあるレプチン受容体

（Ob-Rb）を介して摂食やエネルギーホメオタシスを調節するホルモンとして知

られている。最近の研究で、レプチンは腸管、膵臓、筋肉などの末梢組織に発

現している Ob-Rb に作用し、それらの組織が様々な生理機能を示すことも報告

された。実際、当研究室では、レプチンが味覚器でその受容体（Ob-Rb）を介し

て甘味感受性を抑制することを明らかにした。 

甘味は、生体に必要なエネルギー源を見つけるために重要な役割を果たして

いる。近年、腸管内分泌細胞も味細胞と同様に甘味受容体（T1R2/T1R3）などを

発現しており、それらが腸管での消化管ホルモン（GLP-1, GIP）の分泌や栄養物

の吸収に関与していることが明らかとなってきた。しかし、レプチンによる甘

味感受性調節作用が腸管内分泌細胞にも存在し、さらに、それが腸管でのホル

モン分泌や栄養吸収を調節するかどうかは、まだ全く不明である。 

そこで本研究では、レプチンの腸管内分泌細胞における働きを明らかにする

ため、マウスの腸管内分泌細胞培養系 STC-1 細胞の味応答に対するレプチンの

効果を調べた。まず、レプチン受容体などの発現を確認するため、STC-1 細胞か

ら抽出した mRNA を用いて RT-PCR を行った。その結果、Ob-Rb、味覚受容体

（T1R1, T1R2, T1R3）、細胞内伝達分子（TRPM5, G-gust）の発現が認められた。

また、免疫染色では、Ob-Rb と味覚受容体が STC-1 細胞に共発現していた。 

STC-1 細胞は、甘味、苦味、うま味、塩味物質によって細胞内 Ca
2+濃度が上昇

し、甘味受容体の阻害剤であるグルマリンの添加により、甘味物質に対する応

答のみが特異的に抑制された。このことから、STC-1 細胞の甘味応答は、甘味受

容体を介して起きていることが示唆された。この甘味物質に対する応答はレプ
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チンの添加によって特異的に抑制され、その抑制効果は Ob-Rb 阻害剤によって

消失した。さらに、レプチンによる甘味応答の抑制は、KATPチャネル阻害剤の

添加によっても消失した。また、レプチンは甘味刺激による STC-1 細胞からの

GLP-1 分泌も阻害した。これらの結果から、レプチンが腸管内分泌細胞の Ob-Rb

に作用し、KATPチャネルを介して甘味感受性を変化させ、栄養物の検知や吸収

に関与する可能性が示唆された。 
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緒言 

 

味覚は、食を通して健康を維持する上で欠かせない重要な感覚である。味覚

の受容体は口腔内のみならず、消化管、膵臓、中枢神経系など様々な部位に発

現しており、味の受容により快・不快の情動をはじめ、唾液、消化液、ホルモ

ンの分泌など、様々な調節系に働くことで、生体の恒常性維持に役立っている。

近年増加している肥満や、糖尿病などの生活習慣病は、食調節系の乱れが関与

するものと推定されている。そのため、食調節のコントロールに関わる味覚の

役割は、食の健全化を通じた生活の質（Quality of life）の向上を求める上で極め

て重要である。 

 主に脂肪細胞から作られるレプチンは、視床下部内のレプチン受容体（Ob-Rb）

を介して摂食やエネルギーホメオタシスを調節するホルモンとして知られてい

る(Zhang Y. et al., 1994; Tartaglia LA. et al., 1995; Lee GH. et al., 1996)。さらに近年、

レプチンは腸管、膵臓、筋肉などの末梢組織に発現している Ob-Rb に作用し、

それらの組織が様々な機能を示すことも報告された(Kieffer TJ. et al., 1996; 

Barrenetxe J.et al., 2002)。例えば、当研究室では、ヒトとマウスにおいて摂食抑

制ホルモンのレプチンが甘味抑制に働くことを明らかにした(Kawai K. et al., 

2000; Shigemura N. et al., 2004)。特に甘味は、生体に必要なエネルギー源の検出

に重要な役割を果たしていることから、レプチンによる甘味感受性の調節は、

体内のエネルギーバランスを維持する上で最適の甘味情報を脳に伝え、食行動

の制御に働くことを示唆している。さらに、最近の研究で、Ob-Rb が腸管細胞

にも発現しており、血中レプチンが腸管での吸収やホルモン分泌などの消化管

の機能を調節していることが報告されている(Kieffer TJ. et al., 1996; Barrenetxe 

J.et al., 2002; Lostao MP. et al., 1998; Anini Y. et al., 2003)。実際、腸管において、レ
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プチンは sodium-glucose transporter 1 (SGLT-1)の活性化を阻害することでグルコ

ースの吸収を低下させる(Lostao MP. et al., 1998; Ducroc R. et al., 2005; Iñigo C. et 

al., 2007)。つまり、これらの発見は、レプチンが視床下部だけではなく、腸管や

舌などの様々な末梢組織を介して摂食や栄養吸収を調節する重要な物質である

ことを示唆している。 

 興味深いことに、最近の研究で、消化管の内分泌細胞が、口腔内の味受容体

細胞と似た分子を持っており、それらで栄養物を検知していることが報告され

ている。例えば、腸管細胞は味覚受容体（T1Rs、T2Rs など）や、G-protein gustducin

（G-gustducin）、phospholipase C-β2（PLC-β2）、transient receptor potential cation 

channel, subfamily M, member 5（TRPM5）などの味覚情報伝達に関わる細胞内因

子を発現している(Jang HJ. et al., 2007; Wu SV. et al., 2002)。また、それらの細胞

は甘味（グルコース、スクラロース）、苦味（デナトニウム）、うま味（アミノ

酸）などの味物質に応答する(Jang HJ. et al., 2007; Margolskee RF. et al., 2007)。さ

らに、内分泌細胞の甘味受容体（T1R2/T1R3）の活性化により glucagon-like 

peptide-1（GLP-1）や glucose-dependent insulinotropic peptide（GIP）が分泌される。

また、それらの物質は腸管細胞の SGLT-1 の発現を促し、グルコース吸収を増加

させるホルモンとして知られている(Jang HJ. et al., 2007; Margolskee RF. et al., 

2007)。従って、もしレプチンが味細胞と同様に内分泌細胞の甘味感受性を調節

すれば、腸管でのインクレチン分泌やグルコース吸収がレプチンによって制御

されることになる。しかしながら、レプチンによる腸管内分泌細胞の甘味感受

性の調節に関する報告はまだない。 

 そこで本研究では、腸管細胞の機能や細胞内情報伝達系を調べるため、栄養

物や味物質に対する Ca
2+シグナルやインクレチン分泌の研究でよく用いられて

いるマウス腸管内分泌細胞系のSTC-1細胞で実験を行った(Chen MC. et al., 2006; 

McLaughlin JT. et al., 1998: Mangel AW. et al., 1995; Young SH. et al., 2010; Saitoh O. 
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et al., 2007)。この STC-1 細胞は味覚受容体や細胞内情報伝達因子を発現し、甘

味物質に応答してGLP-1を分泌することが報告されている(Ohara-Imaizumi M. et 

al., 2009; Geraedts MC. et al., 2012)。さらに、過去の研究で、STC-1 細胞は Ob-Rb

を発現しておりレプチンにも応答することも報告された(Guilmeau S. et al., 2003)。

しかしながら、これらの研究の多くは、マウスの血中レプチン濃度が平均で約

3.5ng/ml に対し高濃度（1.6g/ml）で長時間（1 hour）レプチンを作用させてお

り非生理的な環境下で行われている。そこで、本研究では、生理的なレプチン

濃度（1~20ng/ml）かつ短時間（5~30 min）での味刺激に対する STC-1 細胞の Ca
2+

応答や GLP-1 分泌の測定を行なった。その結果、レプチンは STC-1 細胞の甘味

応答のみを特異的に抑制し、その抑制効果は Ob-Rb 阻害剤によって消失した。

さらに、レプチンは甘味刺激による STC-1 細胞の GLP-1 分泌も阻害した。 
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材料と方法 

 

細胞 

マウス腸管腸管内分泌細胞培養系 STC-1（Dr. D. Hanahan から分与）は、10% 

fetal bovine serum (FBS)を加えた 25mM グルコース含有の Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)中に 37℃、5% CO2下にて培養を行なった。細胞は 4 日

おきに継代を行い、起こしてから 2 ヶ月経ったものは破棄し、新しい細胞を起

こした。 

 

カルシウムイメージング 

35mm ディッシュ（Ibidi GmbH、Munich、Germany）で 5.5mM グルコース含有

の DMEM を用いて 3 日間培養した後、5M fura-2 AM (Invitrogen)を 37℃で 30

分間インキュベートした。培地を捨てた後、測定溶液[10mM HEPES を加えた

5mM グルコース含有の Hank’s balanced salt solution (HBSS ph 7.4)または 2mM グ

ルコース含有の Krebs-Ringer bicarbonate buffer (KRB)]にて 2 回細胞を洗った。5

分間測定溶液にて還流を行い、その後カルシウムイメージングを行った。味溶

液は測定溶液に味物質を溶解させた、30~300mM NaCl、1~10mM denatonium 

benzoate (BD)、0.3~3mM monosodium glutamate (MSG)、8~100mM glucose、1~30mM 

sucralose、1M GABA を用いた。ペリスタポンプを用いて測定溶液を還流させ

(1ml/min)、味刺激は 30 秒間行い、次の味溶液の投与まで 5 分間空けた。グルマ

リン（Gur）、レプチン（Lep）、レプチン受容体阻害剤（mutant L39A/D40A/F41A; 

LA）、グリベンクラミド（Gc）は 5 分間それぞれディッシュ内で保持した。細

胞内カルシウム濃度は、AQUA COSMOS Ca
2+

-imaging system (Hamamatsu 

Photonics、Hamamatsu、Japan)を用いて測定を行った。 
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RT-PCR 法 

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen、Ratingen、Germany)を用いて STC-1細胞から RNA

の精製を行った。さらに、Ready-To-Go You-Prime First-Strand beads (GE Healthcare、

CT、USA)を用いて、RNA の逆転写を行い、first-strand cDNA を作成した。この

時、逆転写酵素を入れたもの(RT+)と入れなかったもの(RT-)をそれぞれ用意した

(RT : 50℃30 分)。作成した cDNA と遺伝子特異的プライマー（表１）を用いて

PCR を行った（PCR : 94℃30 秒、58℃60 秒、68℃60 秒）。その後、2％アガロー

スゲルを用いて 30 分間電気泳動を行い、DNA を検出した。 

 

免疫組織化学染色法 

35mm ディッシュ（Ibidi GmbH）で 5.5mM グルコース含有の DMEM を用いて

3 日間培養した後、培養液を取り除き、PBS で 2 回細胞を洗った。その後、4％

パラホルムアルデヒドを加えて 10 分間インキュベートして細胞を固定し、PBS

で 3 回細胞を洗った。抗原の不活化のため、0.1g/ml proteinase K（Invitrogen）

を加えて 10 分間インキュベートして PBS で 3 回細胞を洗った。次に、ブロッキ

ング溶液[1% blocking reagent (Invitrogen)]を加え、1 時間、4℃、暗室にて静置し

た。さらに、rabbit polyclonal Ob-Rb antiserum (OBR 12-A) (1:100; Clinisciences、

Montrouge、France)、goat polyclonal T1R2 antiserum (1:50; Santa Cruz Biotechnology、

CA、USA)、goat polyclonal T1R3 antiserum (1:50; Santa Cruz Biotechnology)、rabbit 

polyclonal SUR1 antiserum (1:50; Santa Cruz Biotechnology)を一次抗体として 1 晩、

4℃、暗室に静置した。PBS で 4 回細胞を洗った後、Alexa Fluor 488 donkey 

anti-rabbit IgG (H+L) (1:200; Invitrogen)と Alexa Fluor 568 donkey anti-goat IgG 

(H+L) (1:200; Invitrogen)を二次抗体として１時間、室温にて静置した。PBS で 4

回細胞を洗った後、共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡（FV1000、Olympus、Tokyo、
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Japan）を用いて観察し、Fluoview software（Olympus）で画像を取得した。 

 

GLP-1 測定 

60mmディッシュで 5.5mMグルコース含有のDMEMを用いて 3日間培養した

後、培地を捨て測定溶液（HBSS）で 2 回細胞を洗った。その後、味溶液(30mM 

sucralose and 10mM denatonium benzoate)単独または 3ng/ml レプチンを添加した

溶液を加え、37℃、5% CO2 下にて 2、5、15、30．60 分間インキュベートした。

その後、上清を回収し、GLP-1 active form assay kit (IBL)を用いて enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)によりGLP-1を検出した。このGLP-1はMultiscan JX 

microplate reader (Thermo Scientific、MA、USA)で測定した。 

 

データ解析 

Ca
2+応答は、刺激直前の 30 秒間の F340/F380 の平均値と刺激中の 20 秒間の

F340/F380 の平均値の差で表す。また、GLP-1 分泌は、0 分の GLP-1 濃度からの

変化量で表す。 

阻害剤の効果を調べるため、two-way repeated measures analysis of variance 

(ANOVA)を用いて統計処理を行った。ANOVA で有意差が得られたとき、Tukey 

HSD test または t-test により各平均値の比較を行った。P 値が 0.05 以下のとき、

統計的に有意であると判断した。計算は統計ソフトパッケージ IBM SPSS 

Statistics (IBM、Armonk、NY)を用いて行った。 
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Table 1 Primer sequence used in RT-PCR 

gene Accession No. Forward Reverse Product 

size (bp) 

Ob-Rb MMU58861 CTGAATTTCCAAAA

GCCTGA 

TTGCTGACCAGAG

TTGCATA 

320 

T1R1 NM_031867 GGTTCTGCCTCACT

GTCTCC 

GCAGCAGCAATAG

CGTGTTA 

340 

T1R2 NM_031873 CAAAGCATCGCCTC

CTACTC 

AGAATGGCCAGCG

TACTGAT 

365 

T1R3 NM_031872 CTACCCTGGCAGCT

CCTGGA 

CAGGTGAAGTCAT

CTGGATGCTT 

343 

gustducin NM_001081143 TGCTTTGAAGGAGT

GACGTG 

GTAGCGCAGGTCA

TGTGAGA 

341 

TRPM5 NM_020277 CTGATCGCCATGTT

CAGCTA 

ACTCTGTGTGCCG

TTTTCCT 

335 

GABAA -3  NM_00807 CATGATGGACCTCA

GAAGAT 

GGACCTCTTCCAA

AGAAAAT 

320 

-actin NM_007393 GGTTCCGATGCCCT

GAGGCTC 

ACTTGCGGTGCAC

GATGGAGG 

370 

 

表１ RT-PCR で用いたプライマー配列 
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結果 

 

STC-1 細胞でのレプチン受容体と味覚受容体の発現 

STC-1 細胞から抽出した mRNA で RT-PCR を行なった結果、Ob-Rb、味覚受容

体（T1R1, T1R2, T1R3）、細胞内伝達分子（TRPM5, G-gust）の発現が認められ

た（図 1A）。また、免疫染色の結果から、Ob-Rb と T1R2（図 1B）または T1R3

（図 1C）がそれぞれ STC-1 細胞で共発現していた。それぞれの一次抗体を省く

と、蛍光発色は見られなくなった（図 1D）。これらの結果から、STC-1 細胞は

Ob-Rb や味覚受容体を持ち、それらを発現していることが示唆された。 
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図１ STC-1 細胞におけるレプチン受容体（Ob-Rb）、味覚受容体（T1R1、T1R2、T1R3）、

味覚関連情報伝達分子（G-gust, TRPM5）の発現。 

（A）RT-PCR による STC-1 細胞での Ob-Rb、T1R1、T1R2、T1R3、G-gust、 TRPM5、

GABAAb-3 の発現解析の例。（M: 100-bp サイズマーカー、 RT+: 転写酵素あり、 RT-: 転

写酵素なし）。（B-D）STC-1 細胞での Ob-Rb と T1R2（B）または T1R3（C）の二重免

疫染色の例。また、それぞれの一次抗体を除いた時の免疫染色の例（D）。 
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STC-1 細胞の甘味応答に対する甘味受容体阻害剤の効果 

STC-1 細胞は、甘味物質[100mM glucose (Glc), 100mM sucrose (Suc), 30mM 

sucralose (Sucra), 3mM SC45647 (SC)]、苦味物質[10mM denatonium benzoate (DB)]、

うま味物質[0.3mM monosodium l-glutamate (MSG)]、塩味物質(100mM NaCl)に反

応して細胞内 Ca
2+濃度を上昇させた（図 2A-E）。これらの結果は、過去の報告

と一致した(Chen MC. et al., 2006; McLaughlin JT. et al., 1998: Mangel AW. et al., 

1995; Young SH. et al., 2010; Saitoh O. et al., 2007; Némoz-Gaillard E. et al., 1998)。し

かし、STC-1 細胞の甘味物質に対する応答に甘味受容体 T1R2/T1R3 が関与して

いるかはまだ分かっていない。そこで、マウスの甘味受容体阻害剤であるグル

マリン（Gur）(Maillet EL. et al., 2009)を投与すると、甘味刺激に対する応答のみ

が有意に抑制された（図 2A, B, F）。また、グルマリンによる 30mM Sucra 応答の

抑制は、濃度依存的に増加し、IC50 は 0.62±0.03g/ml となった（図 2G）。一方、

10g/ml Gur は他の味物質（DB、MSG、NaCl）には影響をしなかった（図 2C-F）。

これらの結果から、STC-1 細胞は甘味受容体を介して甘味物質に応答しているこ

とが示唆された。 
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図２ STC-1 細胞の味応答に対するグルマリンの阻害効果。 

（A-E）STC-1 細胞の 10g/ml グルマリン処理前後の味物質に対する細胞内 Ca
2+応答

例。縦軸 F340/F380は、蛍光強度 F340 と F380 の比率を示し、横軸は時間（分）を表す。

グラフ上部の横線は溶液の投与期間（30 秒）を表す。味溶液：100mM Glc, 30mM Sucra 

(A), 100mM Suc, 3mM SC (B), 10mM DB (C), 0.3mM MSG (D) and 100mM NaCl (E)。（F）

グルマリン処理前（Vehicle）と処理後（10g/ml Gur）の味物質に対する細胞内 Ca2+応

答の平均値。ΔF340/F380は、刺激前 30 秒の F340/F380の平均値と刺激間 20 秒の平均値との

差を表す。（G）Gur（0.03-10 g/ml）による 30mM Sucra 応答の抑制率。データは平均

値 ±SE で示す。n≧20。paired t-test により統計処理した。（**p<0.01,*p<0.05） 
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STC-1 細胞の味応答に対するレプチンの効果 

STC-1 細胞において、Glc、Sucra、DB、MSG、NaCl は濃度依存的に細胞内

Ca
2+濃度を上昇させた（図 3A-E）。その後、レプチン（Lep）を投与すると、甘

味物質に対する応答のみが有意に抑制され、その抑制効果はレプチンの濃度依

存的に増大した（図 3A-C、図 4A-E）。さらに、測定溶液を 5mM グルコース含

有の HBSS から 2mM グルコース含有の KRB に替えて Glc 応答を測定すると、

生体に近いグルコース濃度（8mM）でもレプチンによって抑制された（図 4D）。

また、レプチンによる 30mM Sucra 応答の抑制効果の IC50 は 3.87±0.97ng/ml と

なった（図 4B）。一方、20ng/ml Lep は他の味物質（DB、MSG、NaCl）には影

響をしなかった（図 3D-F、図 4F-H）。 

 

  



18 

 

 

図３ STC-1 細胞の味応答に対するレプチンの阻害効果。 

（A-E）STC-1細胞の 20ng/mlレプチン処理前後の味物質に対する細胞内Ca
2+応答例。

縦軸 F340/F380は、蛍光強度 F340と F380の比率を示し、横軸は時間（分）を表す。グラフ

上部の横線は溶液の投与期間（30 秒）を表す。味溶液：10~100mM Glc in HBSS (A)、

8~100mM Glc in KRB (B)、1~30mM Sucra (C)、1~10mM BD (D)、0.3~3mM MSG (E)、

30~300mM NaCl (F)。 
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図４ STC-1 細胞の味応答に対するレプチンの阻害効果。（A）レプチン処理前（Vehicle）

と処理後（20ng/ml Lep）の味物質に対する細胞内 Ca
2+応答の平均値。ΔF340/F380は、刺激前

30 秒の F340/F380の平均値と刺激間 20 秒の平均値との差を表す。（B）Lep（1-50 ng/ml）によ

る 30mM Sucra 応答の抑制率。（C-H）HBSS を測定溶液として使用した時の Glc（C）、Sucra

（E）、DB（F）、MSG（G）、NaCl（H）の濃度応答。KRB を測定溶液として使用した時の

Glc（D）の濃度応答。データは平均値 ±SE で示す。n≧20。 ANOVA を用いて統計処理を

行った。ANOVA で有意差が得られたとき、post hoc t-tests により各平均値の比較を行った。

(n≧20, **p<0.01,*p<0.05, ##p<0.01, #p<0.05, ++p<0.01, +p<0.05) 
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レプチンによる甘味応答の抑制に対するレプチンアンタゴニストの効果 

STC-1 細胞のレプチン受容体が機能しているかを確かめるため、レプチンアン

タゴニスト（LA）のマウスレプチン 3 変異体(L39A/D40A/F41A) (Salomon G. et al., 

2006)を用いて実験を行った。50ng/ml LAは、10ng/ml Lepによる甘味応答（100mM 

Glc, 30mM Sucra）の抑制を阻害し、それらの応答を有意に回復させた（図 5A, D）。

一方、他の味物質（10mM DB, 0.3mM MSG, 100mM NaCl）に対する応答には影

響しなかった（図 5B-D）。これらの結果から、レプチンは STC-1 細胞に発現し

ているレプチン受容体を介して甘味応答を抑制していることが示唆された。 
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図５ レプチンアンタゴニストによるレプチンの甘味応答抑制の阻害。 

（A-C）STC-1細胞の10ng/mlレプチン（Lep）と50ng/mlレプチンアンタゴニスト（LA）

処理前後の味物質に対する細胞内 Ca
2+応答例。縦軸 F340/F380は、蛍光強度 F340と F380の

比率を示し、横軸は時間（分）を表す。グラフ上部の横線は溶液の投与期間（30 秒）

を表す。味溶液：100mM Glc, 30mM Sucra (A)、10mM DB, 0.3mM MSG (B)、 0.3mM MSG, 

100mM NaCl (C)。（D）10ng/ml レプチン処理前（Vehicle）と処理後（Lep）、さらに 50ng/ml

レプチンアンタゴニスト（LA）で処理したときの味物質に対する細胞内 Ca
2+応答の平

均値。ΔF340/F380は、刺激前 30 秒の F340/F380の平均値と刺激間 20 秒の平均値との差を表

す。データは平均値 ±SE で示す。n≧20。paired t-test により統計処理した。

（**p<0.01,*p<0.05, ##p<0.01, #p<0.05） 
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STC-1 細胞の GLP-1 分泌に対するレプチンの効果 

STC-1 細胞は、甘味や苦味刺激により GLP-1 を分泌することが報告されてい

る(Ohara-Imaizumi M. et al., 2009; Geraedts MC. et al., 2012)。本研究では、甘味物

質（30mM Sucra）と苦味物質（10mM DB）単独または 3ng/ml Lep を混合した溶

液を用い、投与後 0、2、5、15、30、60 分ごとに活性型 GLP-1 濃度を測定した。

図 6 で示すように、3ng/ml Lep は Sucra 投与 2 分後から GLP-1 分泌を有意に抑制

しているが、DB 投与では GLP-1 分泌に違いは見られなかった。 
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図６ STC-1 細胞の GLP-1 分泌に対するレプチンの阻害効果。 

30mM Sucra、30mM Sucra + 3ng/ml Lep（A）または 10mM DB、10mM DB + 3ng/ml Lep

（B）を投与し、2、5、15、30．60 分間インキュベートしたときの GLP-1 濃度。GLP-1

濃度は、0 分の時の濃度を基準にして示す。データは平均値 ±SE で示す。n≧20。ANOVA

を用いて統計処理を行った。ANOVA で有意差が得られたとき、post hoc t-tests により各

平均値の比較を行った。(n≧6, *p<0.05) 
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STC-1 細胞の KATPチャネル活性化に対するレプチンの効果 

膵臓の細胞において、レプチンは KATP チャネルを活性化させることで細胞

を過分極状態にし、細胞興奮性を低下させることが報告されている(Harvey J. et 

al., 1997)。また、最近の研究で STC-1 細胞は KATPチャネルを発現していること

が明らかにされた(Ramshur EB. et al., 2002)。そこで、KATP チャネルが、レプチ

ンによる STC-1 細胞の甘味応答の抑制に関わっているかを調べた。まず、KATP

チャネルの免疫染色を行った結果、KATPチャネルの構成要素の 1 つである

Sulfonylurea receptor 1 （SUR1）が STC-1 細胞に発現していた（図 7A）。次に、

SUR 阻害剤であるグリベンクラミド（Gc）を STC-1 細胞に投与すると、濃度依

存的に細胞内 Ca
2+濃度を増加させた。さらに、この Gc に対する応答はレプチン

により抑制され、10M Gc の応答は最大で約 40%抑制された（図 7B-C）。 
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図７ STC-1 細胞の KATPチャネルに対するレプチンの効果。 

（A）STC-1 細胞での SUR1 とその一次抗体を除いた時の免疫染色の例。（B-C）STC-1

細胞の 10ng/ml レプチン処理前後の 1-100M Gc に対する細胞内 Ca
2+応答例（B）。縦軸

F340/F380は、蛍光強度 F340と F380の比率を示し、横軸は時間（分）を表す。グラフ上部

の横線は溶液の投与期間（30 秒）を表す。また、その時の細胞内 Ca
2+応答の平均値（C）。

ΔF340/F380は、刺激前 30 秒の F340/F380の平均値と刺激間 20 秒の平均値との差を表す。 

（D）Lep（1-100 ng/ml）による 30mM Sucra 応答の抑制率。データは平均値 ±SE で示

す。n≧20。paired t-test により統計処理した。（*p<0.05） 
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レプチンによる甘味応答の抑制に対する KATPチャネル阻害剤の効果 

10M Gc は一時的に細胞内 Ca
2+濃度を増加させるが、5 分ほどで元の状態に

戻る。この 10M Gc 存在下では、10ng/ml Lep による 30mM Sucra 応答の抑制は

阻害され、Sucra 応答は有意に回復した。一方、GABA や Sucra 自体の応答には

影響しなかった（図 8）。これらの結果から、KATPチャネルはレプチンによる甘

味抑制に関与していることが示唆された。 
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図８ グリベンクラミドによるレプチンの甘味応答抑制の阻害。 

STC-1 細胞の 10ng/ml レプチン（Lep）と 10M グリベンクラミド（Gc）またはそれ

らの混合液での処理前後の 30mM Sucra と 1M GABA に対する細胞内 Ca
2+応答例。縦

軸 F340/F380は、蛍光強度 F340と F380の比率を示し、横軸は時間（分）を表す。グラフ上

部の横線は溶液の投与期間（30 秒）を表す（A）。また、その時の細胞内 Ca
2
+応答の平

均値（B）。ΔF340/F380は、刺激前 30 秒の F340/F380の平均値と刺激間 20 秒の平均値との差

を表す。データは平均値 ±SE で示す。n≧20。paired t-test により統計処理した。

（**p<0.01,*p<0.05, ##p<0.01, #p<0.05） 
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考察 

 

本研究では、まず、STC-1 細胞を用いて、甘味、苦味、うま味、塩味の物質に

対する細胞内 Ca
2+濃度の変化を甘味受容体阻害剤グルマリン（Gur）処理前後で

調べた。STC-1 細胞は、味覚受容体（T1R1, T1R2, T1R3）や細胞内伝達分子（TRPM5, 

G-gust）を発現しており、味刺激（甘味、苦味、うま味、塩味、酸味）によっ

て細胞内 Ca
2+濃度を増加させることが報告されている(Chen MC. et al., 2006; 

McLaughlin JT. et al., 1998: Mangel AW. et al., 1995; Young SH. et al., 2010; Saitoh O. 

et al., 2007; Némoz-Gaillard E. et al., 1998)。しかし、STC-1 細胞の甘味物質に対す

る応答に甘味受容体 T1R2/T1R3 が関与しているかはまだ分かっていない。そこ

で、甘味物質に応答した STC-1 細胞に Gur を投与し、応答の変化を調べた。図

2で示すように、Gurは STC-1細胞の甘味物質に対する応答を有意に低下させた。

一方、他の味物質（苦味、うま味、塩味）に対する応答には影響しなかった。

つまり、STC-1 細胞の甘味物質に対する応答は、甘味受容体を介していることが

示唆された。しかしながら、Gur は甘味物質に対する応答を完全に消失させるこ

とはできず、30~40%の甘味応答が残存した。従って、STC-1 細胞の甘味応答に

は、T1R2/T1R3 だけでなく他の受容体も関与している可能性がある。最近の研

究で、味細胞や腸管に発現する glucose transporter (SGLT-1、GLUT2)が、T1R2/T1R3

非依存性の甘味応答に関与していることが明らかにされた(Ma J. et al., 2009; 

Merigo F. et al., 2011; Yee KK. et al., 2011)。また、腸管内分泌細胞系の STC-1 細胞

にも SGLT-1 は発現している(Dyer J. et al., 1997)。つまり、STC-1 細胞においても、

この glucose transporter が T1R2/T1R3 非依存性の甘味応答に関わっている可能性

がある。 

近年、レプチン受容体が視床下部だけでなく多くの末梢組織にも発現してい
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ることが報告されている(Kieffer TJ. et al., 1996; Barrenetxe J.et al., 2002)。さらに、

レプチンがそれらの末梢組織に作用することで、様々な生理機能を示すことが

分かってきた。例えば、腸管は管腔側と基底側にレプチン受容体を発現してお

り、レプチンが吸収やホルモン分泌などの機能を調節している(Lostao MP. et al., 

1998; Ducroc R. et al., 2005)。しかし、腸管でのレプチンの機能はまだよく分かっ

ていない。ある研究では、管腔側に分泌されたレプチンが proton-dependent PepT1 

transporterや facilitative glucose transporter GLUT5を介したオリゴペプチドやフル

クトースの吸収を上昇させることを明らかになっている(Buyse M. et al., 2001; 

Sakar Y. et al., 2009)。その一方で、他の研究では、菅腔側や血中のレプチンが、

SGLT-1を介したグルコース吸収を阻害することを報告している(Lostao MP. et al., 

1998; Ducroc R. et al., 2005; Iñigo C. et al., 2007)。さらに、このグルコース吸収阻

害についても、レプチンが直接 SGLT-1 を調節しているという報告(Iñigo C. et al., 

2007)がある一方で、CCK や GLP-1 を介して間接的に調節しているという報告も

ある(Anini Y. et al., 2003; Ducroc R. et al., 2005; Guilmeau S. et al., 2003)。このよう

に腸管でのレプチンの作用について意見が分かれているが、これらの研究の多

くは、マウスの血中レプチン濃度が平均で約 3.5ng/ml に対し高濃度（1.6g/ml）

で長時間（1 hour）レプチンを作用させていた。そこで、本研究では、生理的な

レプチン濃度（1~20ng/ml）かつ短時間（5~30 min）での腸管内分泌細胞系 STC-1

細胞への影響を調べた。その結果、レプチンを添加すると STC-1 細胞の甘味物

質に対する応答が有意に抑制され、その抑制効果は Ob-Rb 阻害剤によって消失

した（図 4-5）。一方、他の味物質（苦味、うま味、塩味）に対する応答には影

響しなかった。このことから、レプチンはレプチン受容体を介して STC-1 細胞

の甘味物質に対する応答を特異的に抑制することが示唆された。これらの結果

は、レプチンが WT マウスの甘味物質に対する味神経や行動応答のみを特異的

に抑制するが、レプチン受容体に変異を持つ db/db マウスでは観察されなかった
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ことと一致する（Kawai K. et al., 2000; Shigemura N. et al., 2004）。つまり、腸管内

分泌細胞は、味細胞同様にレプチンが甘味感受性を調節している標的部位であ

ることが示唆された。 

ではどのようにしてレプチンは、甘味感受性を低下させるのであろうか。近

年、インスリン分泌細胞やグルコース感受性視床下部神経において、レプチン

は phosphoinositide 3-kinase (PI3K)の活性化を介して、KATPチャネルの活性化に影

響を与えることが報告されている。これにより、細胞の膜電位は過分極状態に

なり、細胞興奮性が低下する(Harvey J. et al., 1997; Ramshur EB. et al., 2002; Hegyi 

K. et al., 2004; Barr VA. et al., 1999)。KATPチャネルの構成要素の 1 つである SUR1

が味細胞の甘味感受性にも関与していることが知られているので(Yee KK. et al., 

2001)、本研究では、レプチンによる甘味感受性抑制に対する KATPチャネルの効

果を調べた。STC-1 細胞は SUR1 を発現しており、SUR 阻害剤グリベンクラミ

ドを投与すると、濃度依存的に細胞内 Ca
2+濃度が増加した。さらに、このグリ

ベンクラミドに対する応答はレプチンにより濃度依存的に抑制されたことから

（図 7B-C）、レプチンが STC-1 細胞の KATPチャネルの活性化に関与している事

が示唆された。そして、10M Gc 存在下では、レプチンによる Sucra 応答の抑制

は阻害されたが、GABA や Sucra 応答自体には影響しなかった。これらの結果か

ら、レプチンは KATPチャネルを活性化させることで腸管内分泌細胞の甘味応答

を抑制していることが示唆された。また、肝細胞においてレプチンが、

phosphodiesterase 3B (PDE3B)を制御し cAMP レベルを低下させることで糖新生

を阻害することも報告されている(Zhao AZ. et al., 2000)。これと同様の分子機構

が STC-1 細胞内にも存在している可能性があるため、今後、レプチンによる甘

味応答抑制についてさらに研究を進めていく必要がある。 

げっ歯類を用いた研究で、グルコースによる腸管内分泌細胞の甘味受容体の

活性化が、GLP-1 や GIP の分泌を促し、腸管内で SGLT-1 の発現を増加させるこ
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とを明らかになっている(Jang HJ. et al., 2007; Margolskee RF. et al., 2007)。また、

GIP を腸管の漿膜層に投与すると、SGLT-1 が増加することも報告された(Singh 

SK. et al., 2008)。これらの報告により、腸管内分泌細胞の甘味受容体が GLP-1 や

GIP または他のホルモンの分泌を調節することで、腸管内の SGLT-1 発現や栄養

物吸収を制御していることが示唆された。その一方で、この現象はヒトでの臨

床試験では証明されていない(Renwick AG and Molinary SV., 2010; Gerspach AC. 

et al., 2011)。しかしながら、当研究室では、食後血糖値の上昇が食前の血中レプ

チン濃度や甘味認知閾値と逆相関していることをヒトの研究で報告した

(Nakamura Y. et al., 2008)。この結果から、ヒトの食後血糖値が大きく上昇すると

きは、食前の血中レプチン濃度が低いため、甘味感受性が高くなっているとき

であることが考えられる。実際、本研究でも、STC-1 細胞において甘味物質に対

する Ca
2+応答と GLP-1 の分泌が、レプチンによって阻害されることを明らかに

した。この本研究の結果と過去の報告から、レプチンが腸管内分泌細胞の甘味

感受性を制御することによって腸管での栄養物の検知や吸収を調節しているこ

とが示唆された。つまり、空腹時に血中レプチン濃度が低下すると、レプチン

による甘味感受性抑制の効果が減弱するため、腸管内分泌細胞の甘味感受性が

高まり、腸管でのグルコース吸収が増大すると仮定される。従って、腸管内分

泌細胞の味覚システムに作用するレプチンは腸管での栄養物吸収を制御するこ

とで、摂食やエネルギーホメオタシスの調節に関与するレプチンの中枢性作用

を補助している可能性がある。 

最近、当研究室では、摂食促進ホルモンとして知られるエンドカンナビノイ

ド[anandamide (AEA) and 2-arachidonoly glycerol (2-AG)]がマウスの甘味感受性を

増大させることを明らかにした(Yoshida R. et al., 2010)。さらに、2-AG はレプチ

ンとは逆に、STC-1 細胞の甘味応答を特異的に増大させることも明らかとなって

きた(unpublished)。今後、甘味感受性の調節に関するレプチンやエンドカンナビ
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ノイドの作用分子を明らかにしていくことで、味覚や腸管吸収を標的とした肥

満予防への新たなアプローチが期待される。 
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