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学 位 論 文 題 名

cAMP誘導性グルコース応答インスリン分泌のメカニズム

学位論文内容の要旨

  膵ロ細胞からのインスリン分泌は，栄養素，ホルモン，神経系入カなど様カな因子による
調節を受けている．その中で，グルコースによるイシスリン分泌(glucose-stimulated insulin
secretion，GSIS)とその増強機構は最も基本的かっ重要な制御機構である，GSISについて
は，現在以下のようなモデルが広く受け入れられている．すなわち，血中のグルコース濃度
が上昇すると，グルコースはロ細胞膜表面にあるグルコーストランスポーターを介してロ
細胞内に取り込まれ，代謝された後ATPが産生される．細胞内ATP濃度（［ATP］i）ワ増加
は，ATP感受性カリウムチャネル(KATPチャネル）の閉鎖を引き起こし，ロ細胞の膜を脱分
極させる．膜の脱分極は電位依存性カルシウムチャネル(VDCC)を開口させ．細胞内にカ
ルシウムイオン(Ca2゙ ）を流入させる．この[Ca2゙ ］iの上昇が引き金となルインスリン分泌
が惹起される．一方，消化管ホルモンであるgastric inhibitory polypeptide (GIP)と
glucagon-like peptidel(GLP-1）は，それぞれ腸内分泌細胞であるK細胞とL細胞から分泌
され，膵ロ細胞膜上に存在する7回膜貫通G蛋白共役型のレセプターに作用し，ロ細胞に
おけるcAMPのシグナル伝達系を活性化させることによってGSISを増強する，このイン
クレチン作用の特徴として，細胞外グルコースが一定の濃度以上のときにのみインスリン
分泌を惹起させることが挙げられる．近年，この点に着目して，GLP-1のアナログやGLP-1
の分解阻害剤が低血糖の危険性の低い2型糖尿病の治療薬として着目されつっある，興味
深いことに，グルコース刺激によるインスリン分泌能が失われてしまった2型糖尿病患者
においても，GLP-1によルグルコース応答性のインスリン分泌増強と血糖降下作用が認め
られる．GLP-1のインスリン分泌増強メカニズムとして，ATPに対するKATPチャネル閉鎖の
感受性を上げることが示されているが，その詳細なメカニズムはいまだ解明されていない，
  正常な膵ロ細胞では，グルコース濃度依存性にGSISが起こり．6mM以上のグルコース
濃度がGSISの誘導には必要と言われている．KATPチャネル欠損マウスでは．GSISがほと
んど認められないことから，GSISにはKATPチャネルが極めて重要な役割を果たすことが明
らかにされた，ところが最近，KATPチャネル欠損マウス（Kir6.2-'-)では，GSISおよびスル
ホニル尿素剤によるインスリン分泌がともに消失しているにもかかわらず，GLP-1または
GIP処置によりGSISが誘導されることが報告された．この事実は，cAMPシグナルを介し
た，しかしKATPチャネルの閉鎖によらないグルコース応答性インスリン分泌機構が存在す
ることを示唆している．本研究はcAMPによるGSISのメカニズムを解明することを目的
として行われた．
  まずGLP-1やGIPのインクレチン効果がcAMPのシグナルを介しているかどうかを検
討するため，cAMPのアナログである8-Br-cAMPを用いてKir6.2-'-マウスにおける膵灌流実
験を行った，Kir6.2"-マウスでは，8-Br-cAMPによってインクレチンと同様にグルコースによ
るインスリン分泌が惹起されたことから，インクレチンによるGSlSの誘導はcAMPシグ
ナルを介していることが示された．次にアジ化ナトリウムを用いた膵灌流実験により，
Kir6．2゙ マウスでみられた8｜BトcAMPによるGSISの誘導にはATPが重要であることも明
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らかになった，さらに，このcAMP誘導性グルコース応答がL型VDCCの阻害薬であるニ
フェジピンあるいはCI'チャネルの阻害剤であるニフルム酸とN-phenylanthranilic acid
(DPC)により阻害されることを示した．これらの実験から，cAMPとATPのシグナルがロ細
胞に存在するcrチャネルを活性化させ，細胞外へのCI'流出を引き起こし，それにより生じ
た膜の脱分極がVDCCを活性化するのではなぃかと考えた，
  C「チャンネル阻害剤であるニフルム酸とDPCはtransient receptor potential (TRP)チャ
ネルも阻害することが知られており，TRPチャネルからのNa゙ 流入がcAMPとグルコース
による膜の発火とそれにっづくインスリン分泌に関わる可能性が否定できない．そこで，
Na゙ をN-methyl-D-glucamineに置き換えた条件下での膵灌流実験を行った，その結果，
cAMPとグルコースによるインスリン分泌の惹起（第1相）にはNa゙ は必須ではないが．そ
の 維 持 （ 第 2相 ） に は 細 胞 外 の Na゙ が 必 要 で あ る こ と が 判 明 し た ，
  最後に，このニフルム酸感受性チャネルを介したcAMP誘導性のグルコース応答インス
リン分泌が．KATPチャネルが機能する正常な膵ロ細胞でどのような役割を担っているかを
検討した，その結果，cAMPは僅かなグルコース濃度の上昇を感知し，それに応じてインス
リン分泌を引き起こす役割を担っていることが明らかになった，ところが，2.8 mMから
17.6 mMというグルコース濃度変化に対する早期のインスリン分泌応答はニフルム酸で阻
害されなかったことから，急激なグルコース濃度の変化の際には，KATPチャネルの閉鎖がイ
ンスリン分泌を引き起こしていると考えられた．一方，ニフルム酸処理により，インスリン
分泌の第2相が阻害されたのは，ニフルム酸がNa゙ 透過性の陽イオンチャネル（あるいは
TRPチャネル）を阻害することに由来すると考えられた，
  cAMPあるいはグルコースによってインスリン分泌細胞のCI'電流が増強することは，ロ
細胞株や単離ロ細胞を用いた研究によって，これまでにも報告されでいる，しかし，本研究
は，「cAMP存在下での僅かなグルコース濃度変化に対する応答性」にはニフルム酸感受
性のイオンチャネルが非常に重要であることを初めて明らかにした．健常人の食前の血糖
が4～5 mM．食後の血糖が8mM前後である事実と食後にはGLP-1やGIPなどのインク
レチンが分泌される事実を考慮すると，生理的条件下では僅かなグルコース濃度の変化に
よるインスリン分泌応答に対してはニフルム酸感受性チャネルが重要な役割を担っている
と考えられる．今後，ニフルム酸の標的となるイオンチャネルの分子実体や，糖尿病状態で
の 本メ カ ニズ ム の役 割 を明 ら か にす る こと が 重要である と考えられ る，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

cAMP誘導性グルコース応答インスリン分泌のメカニズム

  膵ロ細胞において、グルコースによるインスリン分泌（glucose-stimulated insulin
secretion，GSIS)は基本的な制御機構である。一方、消化管ホルモンであるGIPとGLP-1
は、膵ロ細胞におけるcAMPシグナル伝達系を活性化させることによってGSISを増
強する。興味深いことに、グルコース刺激によるインスリン分泌能が失われてしまっ
た2型糖尿病患者においても、GLP-1によりGSIS増強が認められる。GLP-1のインス
リン分泌増強機構として、ATP感受性カリウムチャネル(KATPチャネル）閉鎖の感受
性を上げることが示されているが、その詳細なメカニズムは解明されていない。最近、
KATPチャネル欠損マウス(Kir6.2．′・）では、GSISおよびスルホニル尿素剤によるインス
リン分泌がともに消失してしヽるにもかかわらず、GLP－1またはGIP処置によりGSIS
が誘導されることが報告された。この事実は、c」い佃シグナルを介した、しかしKATP
チャネルの閉鎖によらないGSISが存在することを示唆している。本研究はぬr6．21／・マ
ウスおよび野生型マウスの膵灌流標本を用いて、c心m’誘導性GSISのメカニズムを解
明することを目的として行われた。
  瓩r6．21′lマウスにcAMPのアナログである8‐B卜c」心佃を投与することにより、インク
レチンによるGSISの誘導はcAMPシグナルを介していること、この誘導にはATPが
必要であることを示した。また、このc触岨P誘導性GSISはL型電位依存性カルシウ
ムチャネル（VDCC）の阻害薬であるニフェジピンあるいはCrチャネルの阻害剤であ
るニフルム酸とMphenylanmranilicacid（DPC）により阻害された。これらの実験から、
c問HPとA11PのシグナルがB細胞のCrチャネルを刺激して細胞外へのCr流出を引き
起 こ し 、 そ れ に よ り 生 じ た 膜 の 脱 分 極 が VDCCを活 性 化す る と考 え た。
  Crチャンネル阻害剤はtransientreceptorpotential（TRP）チャネルも阻害することが知
られており、TRPチャネルからのNa十流入がインスリン分泌に関わる可能性が否定で
きない。このことを検証した実験において、c」心佃とグルコースによるインスリン分
泌の惹起（第1相）にはNa十は必須ではないが、その維持（第2相）には細胞外Na十が
必要であることが判明した。最後に、このニフルム酸感受性チャネルを介したcAMP
誘導性GSISがK‘ATPチャネルが機能する正常な膵ロ細胞でどのような役割を担ってい
るかを検討した。その結果、cAMPシグナル伝達系は僅かなグルコース濃度の上昇を
感知し、それに応じてインスリン分泌を引き起こすことがわかった。急激なグルコー
ス濃度変化に対する早期のインスリン分泌応答はニフルム酸で阻害されず、この場合
には、K．ATPチャネルの閉鎖がインスリン分泌を引き起こしていると考えられた。一方、
ニフルム酸処理によルインスリン分泌の第2相が阻害されたのは、ニフルム酸がNa十
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透過性の陽イオンチャネル（あるいはTRPチャネル）を阻害することによると予想さ
れた。
  健常人の食前の血糖が4--5 mM、食後の血糖が8mM前後であり、食後にはインク
レチンが分泌される事実を考慮すると、生理的条件下では僅かなグルコース濃度の変

化によるインスリン分泌応答に対してはニフルム酸感受性チャネルが重要であると考
えられた。
  公開発表会では、渡辺教授より、（1）K▲TPチャネルを介する経路とインクレチンを介
する経路においてVDCCは共通しているか、（2）ロ細胞が2タイプの血糖感知機構を
もっことの生理学的意義はなにか、神谷教授より、（3）c心沺が直接ClIチャネルに作
用しているのか、それともPKAリン酸化酵素を介しているか、（4）消化管内分泌細胞
のインクレチン分泌にも血糖値に反応する機構があるか、岩永教授より、（5）Crチャネ
ルの分子同定はできたか、などについて質問があった。申請者は、これらの質問に的
確に答え、意義のある質疑応答がなされた。
  この論文は、ロ細胞の分泌調節に関して新しいメカニズムを提唱した点で高く評価
され 、糖 尿病 の発症 機序解明や治療法開発に寄与することが期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得な
ども併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるに充分な資格を有するものと判定した。
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