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―調節因子としての細胞内遊離Ca2＋の役割―
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　　　In　an　atte皿pt　to　study　iロsulin　release　in　respollse　to　D－glucose　and／or　ionomycin　in　vitro，

pancreatic　islets　were　obtained　from　rats　treated　or　not　treated　with　D－glucose　and　the　islets

were　then　perfused　or　perifused　i且itially　with　graded　doses　of　D・glucose（1，7－10mM），　and　sub－

sequently　stimulated　with　a　large　dose　of　D・glucose（20mM）or　ionomyciロ（1μM）．　Insu王iロcon・

centrations　in　the　efflux　of　perfusioll　or　perifusion　and　cytoplasmic　free　Ca2＋co且centration

（〔Ca2＋］i）ill　the　islets　were　determined．

　　　Atypical　two・phase　pattem　ofゴπvitro　insulin　release　was　found　in　response　to　in　vi〃o

additio旦of　a　large　dose　of　D・glucose（20mM）when　the　islets　were　pre－exposed　to　a　small　dose

of　D・墓1ucose　i7z　vivo　orゴπvitro．　In　contrast，伽vitro　insulin　release　was　high　but　not　influenced

by　in　vitro　addition　of　a　large　dose　of　D－glucose　when　the　islets　were　pre－exposed　to　a　relatively

high　D・glucose　concentratioロin　vivo　and勿vitro．　Less　respollse　of　insulin　release　to　a　large

dose　of　D・glucose（20mM）with　iロcreasing　concentration　of　pretreated　D・glucose　is　associated

with　a　progressive　decrease　of〔Ca2＋コ…．　Sillce　ionomycin　induced　full　action　on　insulin　release

under　such　a　condition，　pretreatment　with　a　relatively　large　dose　of　D・glucose　desensitizes　the

islets　to　subsequent　D・91ucose　stimulati◎n。

　　　Ionomycin　increased〔Ca2＋］i　ullder　all　experh皿elltal　conditions，　but　pretreatmellt　with　a

moderate　or　relatively　large　dose　of　D・glucose　is　required　for　subseqtlent　release　of　insulin．
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　　　　　　　　1　はじめに
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　SPLEEN
生体のエネルギー代謝を一定条件下に保つため，血　　　　　　　　　　AORTA　　　　　　　h　EFFLUX’

たれている。この保持には副腎皮質ホルモソ，甲状腺　　　　　　　　　　1

中ブ．ドウ糖（血糖）濃度はほぼ一定の生理的範囲に保　　　　　　　　　　　TC㊧

ホルモン，グルカゴソ，カテコールアミン等が役割を　　　PANCREAS

演じているが1），最も重要な調節因子はイソスリンで

ある2）。すなわち・血糖が低下した場合・インスリソ　　　　INFLUX
分泌が抑制される結果，血中のインスリン濃度は低下　　　　　　　　　Pt

SMA

PORTAL　VEIN

PD＆CBD

DUODENUM

し，逆に囎が上昇し暢合，膵からのイソスリン分　Fig・1P・・fu・i・鈴y・t・m・f　i・・1・t・d　p・・crea・・

泌灘・す・結勅中・…膿度・1上昇す・，　説癬u留郷s跨巽認盤器
というフa一ドバック機構を通じて，血糖を一一定範囲　　　　CBD＝common　bile　duct，

内に保つようにインスリソ分泌の：調節が行われてい

る3）。しかし，こうした調節機構は血糖値が一定の範　　でsyringe　pumpを用いて24時間持続注入した。こ

囲内で変動した場合に限られ，長期間血糖値が上昇し　　の間逐次，尾静脈から採血し，血糖値を測定した16）。

た場合，イソスリン分泌は異なったパターソを示す可　　翌日ラットを，5mg／100g体重のsodium　pento・

能性がある4）髄10）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　barbita1（Abl〕ott　Laboratories，　Nortll　Chicago，

　実際に多くの内分泌腺において，強い刺激が繰り返　　IL，　U．　S．　A，）を腹腔内に投与して麻酔した後開腹し

し加えられた場合，in　vitroで調べるとホルモソ分泌　　た。腸管を展開して膵を露出し，門脈・総胆管・腹腔

の一定期間欠如することが知られており，この過程は　　動脈・上腸間膜動脈・腹部大動脈を残して微小脈管を

desensitizationと呼ばれている11）－15）。この様な現象　　結紮し，膵・十二指腸・脾・腹部大動脈を一塊として

が膵からのインスリソ分泌にも認められるか否かにつ　　摘出した。この摘出膵（Fig．1）を，37°cに保温しつ

いては，現在まで報告がみられていない。この点につ　　つ，腹腔動脈あるいは上腸問膜動脈にcannulation

いて追求するため，今回（1）高濃度のD・glucoseを持　　して濯流用緩衝液を注入し，門脈にcannulati。nし

続注入したラットの膵を用いて，そのインメ。リソ分泌　　て灌流液を採取した17）18）。灌流用緩衝液にはKRB・

能をperfusion　systemで検討し，（2）正常ラットよ　　HEPES緩衝液（Krebs・Ringer　bicarbonate　buffer

り得たラソゲル・・ソス島（ラ島）細胞を用いて，まず　　with　HEPES，　pH7．4／containing　118．4mM　NaC1，

様々のD・glucoseで前処置して条件づけを行った後，　4．69mM　KC1，1．2mM　MgC12，1，18mM　KH2PO，，

高濃度のD・glucoseにさらして，そのインスリン分　　1，0mM　CaCl2，1．25mM　NaHCO3，10mM　HEPES，

泌能をperifusion　studyで測定し，（3）最後に，ラ島　　and　5mg／ml　bovine　serum　albumin）を用い，

細胞内遊離Ca2＋（［Ca2＋コi）の役割についてfura－　2　　ブドウ糖濃度を適宜調整した。あらかじめ5．6mMの

を用いて検討を行った。　　　　　　　　　　　　　　D・glucoseを含むKRB・HEPES緩衝液を，2，7m1／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユninの速度で10分間灌流した後，20分間20mMのD・
　　　　　　　ll材糊よが方法　　　　gl。、。se，　KRB．HEPES　measmaで灘して膵捌激

A　実験動物　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し，灌流液申に分泌されたインスリソ濃度を経時的に，

　実験には雄ウイスター系ラット（180～210g）98匹　　RIA（lnsulin　Radieimmunoassay　I（it，，　Eiken

を用いた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Immunochemicai，　Tokyo，　Japan）で測定した19）

B　持続的ブドウ糖投与と摘出膵灌流　　　　　　　　20）。スタンダードとしてrat　insulin（Novo，　Copen・

　随意に摂食を許し，明暗交代調節光下で飼育され　　hagen，　Denmark）を用いた。

たラットの外頸静脈に，45cm長，0，6×1．2mmの　　　C　膵ラ島の単離

silicone　tubeをcannulationし，皮下を通して肩　　　ラットを5mg／100g体重のsodium　pentobarbi・

に留置した。1日目は生理的食塩水を，0．2m1／hの　　talで腹腔内麻酔した後開腹した（Fig，2a，2b）。総

速度で注入し，翌朝より5％（0．28M），および50％　　胆管三管合流部より上部から逆行性にcannulation

（2．8M）D－glucose　solutionを，2．　Om1／hの速度　　し，　Vater乳頭部を鉗子で把持したうえで（Fig．2c）
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高濃度ブドウ糖前処置のイソスリソ分泌調節
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Fig，21solation　of　islets．（a）Rat　was　anesthethized　by　5mg／100g　BW　sodiunエpentobarbital
　　　irltraperitonealy，　and　spray　alcohol　oロthe　abdomen．（b）Open　the　abdominal　wall，　tum　rat

　　　aro岨d　and　then　clip　xiphoid　process．（c）Clamp　off　common　bile　duct　at　its　entry　illto　the

　　　duodenum（ampu11a　of　Vater），　make　a　slnall　partial　cut　through　the　left　hepatic　duct，　and

　　　insert　tubing　into　the　partially　cut　duct．（d）Pump　ill　approximately　15ml　of　chilled　buffer

　　　with　collagenase　to　infiate　the　pancreas．　The　pancreas　was　surgicaly　r6sected　and　cleaロed　by

　　　removing　fat，　lymph，　etc．（e）．　Roughly　minced　pancras　was　incubated　with　the　co1玉agenase

　　　at　37℃for　16min．（f）Digested　pancreas　was　washed　three　times　by　cold　Hanks／BSA／glucose

　　　solution　to　stop　the　action　of　the　coUagenase．（g）Add　4ml　of　25％藪co11　to　the　pellet，　and

　　　vortex．　Make　layer　carefully　by　the　other　concentrations　of　fi¢011（2ml　each　of　23％卜，20，5％

　　　and　11％of　one）．　Centrifuge　at　800　G　at　4℃for　15min。（h）The　cleanest　islets　will　be　at

　　　the　11・20．5％interf4ce，　while　those　at　the　20．5－23％1eve玉may　be　slightly　ullder　dlge8ted

　　　and　more　debri　may　be　present．（i）Isolated　islets．
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O．　5mg／mlのコラゲナーゼ（Serva　Feinbiochemica，　と合わせて死腔は1．8rnlであった。1．　Om1／minの速

Heidelberg，　F．　R．　G．）を加えた単離用のHanks・　　度で前述のHanks－HEPES緩衝液を用いて灌流し，

HEPES緩衝液（Hanks　solution　containing　O．95　　1分ごとに灌流液をsampleとして採取したeラ島

mM　CaC12，25mM　NaHCO3，20mM　HEPES，　and　　B細胞の刺激には，「種・々の濃度のD－glucoseと，

5mM　D・glucose，　saturated　with　95％　02　and　5％　　ionomycin（Sigma，　St．　Louis，　Mo，　U．　S．　A．）26）－

CO2，　pH〔7．4）15m1を注入した（Fig．2d）。膨満した　　30）を用いた。灌流液のブドウ糖濃度は，前刺激に用い

膵を切離し，37°Cで95％02／5％CO2　gasでbubb1・　　る基礎濃度に合わせて，最終濃度を20mMとするに

ingしながら16分間incubationし，膵をdigestし　　必要な高濃度D－glucose，　Hanks・HEPES緩衝液を，

た（Fig，2e）。氷冷したHanks・HEPES緩衝液を　　適宜調整して用いた。

用いて3回洗浄し，コラゲナー・▼ビの反応を停止した後　　　50個の単離したラ島をperifusion　chamberに浮

（Fig．2f），　ficoll　gradient（25％，23％，20．5％，　and　　置し，1．7mM，5mM，7．5mM，そして10mMのブ

11％　ficoll：4°C　700G　15min）にかけると，20．5％と　　ドウ糖基礎濃度のHanks－HEPES緩衝液で20分間灌

11％　ficollの相の間に単離したラ島が得られた（Fig．　　流し，平衡状態に達した条件下でsampleを採取し，

2g，2h）。これらを実体顕微鏡下にsiliconized　glass　　さらに10分間の基礎ブドウ糖濃度による灌流の後，高

pipetにて採取した（Fig．2i）21）－23）。　　　　　　　　濃度のD・glucoseを用いて灌流液のブドウ糖濃度を

D　膵perifusien系　　　　　　　　　　　　　　　直ちに20mMに増加させて20分間刺激した。経時的

　ラ島B細胞のイソスリン分泌反応は，perifusion　　に得た灌流液中のイソスリン濃度をRIAで測定した。

系（Fig。3）を用いて測定した24）25）。　Plastic　peri・　　またionomycinヌi轍は，高濃度D・glucose刺激と

fusion　cha皿ber（Millipore　Corp．，　Bedford，　MA，　　同じ前処置の後に，それぞれの基礎ブドウ糖濃度で1

U．S．　A．）に5μm　pore　sizeのMillipore　filterを　　μMのionomycinを加えたHanks・HEPES緩衝液

設置し，peristaltic　pumpに接続した。　Filter上に　　を用いて20分間刺激した。この間に経時的に得た灌流

単離したラ島を浮置し，37°Cのincubatlon　bath内　　液中のインスリン濃度をRIAで測定した。

に置いた。Chamberの容量は0．7mlであり，　tube
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Fig．3　PerifusiQn　systems．
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高濃度ブドウ糖前処鷹のイソスリン分泌調節

E　ラ島へのfura－2のloadと細胞内遊離Ca9＋の

測定

　Ca2＋感受性螢光色素fura・2は，　Grynkiewiczお

よびSussmanらの方法31）32）でラ島に10adした。

　160個の単離したラ島を含む5，0mM　D－glucose，

KRB・HEPES緩衝液に，　fura・2AM（Molecular

25

Probes　Inc・・Eugene，　OR，　U・S．　A．：fura・2Ace・　　　　　　20

toxymethylester）を加えて2μM／1m1とし，37℃
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nで20分間緩やかt／・踏しつつi・・ub・ti。・した・この　董

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　条件下でfura－2AMは，細胞内に透過して細胞内の　　　　Φ15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8’
esteraseによりfura・2となり，細胞内遊9e　Ca2＋と　　　　9

当モル比で結合する31）。Fura－2を10adしたラ島は　　　　恕

KRB・HEPES緩鰍のブド蠣基難度を1．7mM，　羅1・

5mM，7．5mM，そして10mMとして前処置した。　　　　a

これらをfiuorometer（HITACHI　F・4000；Hitachi，

Tokyo，　Japan）を用い，励起波長340nm，放出波　　　　　　5

長505nmで螢光を測定しだ。細胞内に取り込まれな

かったfura・2を取り除くため3回同じ緩衝液で洗浄

した後，80個の祇島齢5ml緩衝液セ。瀧させて　　゜

thermostatic　quarts　cuvette（37℃）に入れmic・

rostirrerにて掩絆しつつ，螢光が安定したところで

cannulation

saline
奄獅?浮唐奄盾

D・glucose
奄獅?浮唐奄盾

50％D・glucose

S糊n
　　　　、　，％＿

　　　　　　　　　　　S拙ln

　　　　　　　　〆
　　　一’　・4L－一一・や

，　　　　　　　　　　　　　　　　　－24　　　　　　　　　0　　　8　　　　　　24

hours

D・glucoseおよびionQmycinを加えて，それぞれ　　Fig・41％伽o　addition　of　D－glucose　on　blood

・uv・tt・ ?Z度をブ・ウ糖・・mM・・…m・…　1躍灘、臨。F瀦含蓋：，ll，1盤
1μMとして刺激し・経時的噸光の変化嬬録して　・。b，eq。，n・ly，・％・D．91。，。se（○一〇）。r

［Ca2＋］iを測定した。コントロールとしてD・glucose　　　　50％D・glucose（㊥一㊧）was　administered

濃度1．7mMのKRB－HEPES緩衝液による前処置　　　　for　24　hours　intravenously．　Circles　and
の後，同じ緩衝液で刺激して螢光を測定した。　　　　　　　ve「tical｝ines　indicate　mean±S・D・

陥計　　　　　　（　Statistical　analysis：Ovs．　⑳，　P＜0．01．at　8　and　24　hours　after　glucose　infusion）

　おのおの実験は予備実験の上，3～4回行われた。

結果は平均±標準偏差として図に示した。統計は，　　　こうしたブドウ糖液注入により，血糖値を高濃度

イソスリソ分泌の各相の検定にStudent’s，　t・test　　（16．7mM以上），および低濃度（5mM程度）に24時

（paired）を用い，　P－values＜O．・05を有意とした。　　間保った条件のもとで膵を摘出しperfusionを行った

また基礎ブドウ糖濃度によるイソスリン分泌の違いの　　（Fig．5）。5　％　D・91ucose　solutionで前処置した後

検定にStudent’s　t・test（unpaired）を用い，　p・　　セこ摘出した膵を5．　6mMのD・glucose，　KRB－HEPES

values＜0．05を有意とした。　　　　　　　　　　　緩衝液でperfusionすると基礎イソスリン分泌は10

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pg／ml程度であった。次いで20mMのD－glucose
　　　　　　　　皿　結　　　果
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で刺激すると，インスリン濃度は2分後には100pg／

A　∬nvivoでの高血糖刺激はin　vitroでのインス　　m1まで上昇して，インスリソ分泌のee－一相を形成し

　リン分泌能に影響を与える　　　　　　　　　　　　た。これに引き続き一旦減少した後に緩徐な上昇を持

　Jn　vivoでのブドウ糖持続注入時の血糖値をFig．4　　続する分泌の第二相が見られた。しかし，50％のD・

に示した。50％　D・　glucose　solutionを投与するとラ　　glucose　solution投与後に摘出した膵を用いたper・

ットの血糖値は常に16．7mM以上となった。これに　　fusion　studyで5．6mMのD－glucose，20mMのD一

対して5　％　D－glucose　selutien投与中のラットの血　　glucoseのいずれの刺激の場合も，60pg／m1程度の比

糖値は正常に保たれていた。　　　　　　　　　　　　較的高濃度のインスリン分泌がそのまま持続していた。
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Table　l　Effects　of　pretreatrnent　with　graded　doses　of　D－glucose

　　　　on　the　basal　insulin　release

謙1誰器（mM）臨呈淫゜’「eactive（P9／m1）

1。7　　　 （n＝8）　　　　　8．59：ヒ3．51

5．0　　　　（n＝8）　　　　　15．3±8．14

7。5　　　　　（n＝＝8）　　　　　　　25，5：ヒ7．23

10。0　　　　　（n＝8）　　　　　　　25．8±9．52

ト・

ト　　　・
＊＊

＊

Statistical　analysis：＊＝P＜0．01，　＊＊＝P〈0．05．

B　ラ島B細胞のインスリン分泌反応は前処置に用い　　のD－glucoseで前処置し，最終的に20mMのブ

　たブドウ糖濃度が高い程低下する　　　　　　　　　　ドウ糖濃度で刺激した時の［Ca2÷コi濃度の変化を，

　正常ラットより得たラ島B細胞を種々の濃度のD－　　fluorometerを用いて螢光を経時的に測定した（Fig．

glucoseを用いて灌流した後，20mMのD－glucose　　7A，7B）。

で刺激し，これに対するインスリン分泌反応をperi・　　　1．7mMのブドウ糖基礎濃度（Fig．7A・a）では，

fusioll　systemにより測定した（Fig．6）。ブドウ糖　　ラ島B細胞の［Ca2＋］iはD－glucose刺激により速

基礎濃度が，1．7mM（Fig．6a）と低い場合，単離し　　やかに増加し，数分で最大となった。螢光は刺激後30

たラ島B細胞は20mMのD・glucose刺激に反応し　　分以上持続した。ところがD・glucoseによる前処置

二相性のインスリン分泌を示した。ここで，前処置に　　の濃度が5mM（Fig．7A・b），7．5mM（Fig．7A・c），

用いたブドウ糖濃度を1．7mMから5mM，7．5mM，　　10mM（Fig，7A・d）と高くなっていくと，［Caz＋］i

10mMと高くすると，分泌されるインスリンの基礎　　の反応の立ち上がりは遅延し，その最大反応は低下し

値は濃度依存性に増加するものの（Tabie　1），次に加　　た。螢光の測定値から〔Ca2＋コiを換算した結果を示す

えられた20mMのD・glucose刺激に対する反応性　　と（Fig．7B），　D・glucoseの基礎濃度が上昇するに

は次第に純くなり二相性のパターンは失われていった　　つれて，ラ島B細胞の［Ca2月iの20mM　D－glucose

（Fig．6a，6b，6c，6d）。　　　　　　　　　　　　　刺激に対する反応性は低下していた。

C　D－glucaseにより引きおこされるラ島B細胞内　　　1）　Ionomycin（Ca　ionophore）によるインスリン

　遊離Ca2＋の上昇は前処置に用いたブドウ糖濃度に　　　分泌と細胞内遊離Ca2＋の増加反応は1）－91ucose

依存して低下する　　　　　　　　　　　　　　　　　の基礎濃度が高くても減弱することなく保たれる

Fura・2AMをloadしたラ島B細胞を種々の濃度　　　種kのD・glucose基礎濃度による前刺激後，　iono・「

Fig．6EfFects　of　pretreatlnent　with　graded　doses　of　D・glucose（1．7mM・10mM）

　　　on　insulin　release　induced　by　large　dose　of　D・glucose（20mM）．　Isolated

　　　islets　were　obtained　f1’oM　untreated　rats．　The　islets　were　first　perifused

　　　with　graded　doses　Qf　D・glucose（a・1．7mM，　b・5mM，　c・7．5mM，　d－10mM）fol’

　　　30min，　subsequently　with　20mM　D・glucose　and丘nally　with　respective
　　　basal　doses　of　D－glucose（1．7mM・10mM）．　Circles　and　vertical　lines　indicate

　　　mean±S．　D．　Mean±S。D．　of　each　point　refers　to　the　4　independent　ex・

　　　perlments．
　　　　Statistical　analysis：＊＝P＜0．01，　＊＊＝P＜二〇．02，　＊＊＊＝＝P＜0，05。
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　　Fig．7Effects　of　pretreatment　with　graded　doses　of　D・glucose（1．7mM・10mM）o血an

　　　　　　increase　of　cytoplasmic　free　Ca2＋concentration　induced　by　large　dose　of　D・glucose

　　　　　　（20mM）．　The　islets，　Qbtained　from　untreated　rats　and　loaded　with　2pM　fura・2AM，

　　　　　　were　suspended　in　500μ10f　basal　incubation　medium　in　a　thermostatic　quarts　cu－

　　　　　　vette（37°C）．　They　were丘rst　incubated　with　graded　doses　of　D・glucose（a・1．7mM，

　　　　　　b・5mM，　c－7，5mM，　d－10mM，　e・1．7mM）for　over　10min　until　the舳Qrescent　ac・

　　　　　　tivities　reached　steady　state．　Subsequently，2＃10f　concentrated　doses　of　D・glucose

　　　　　　were　added　as　indicated　by　arrow，　and　incubated　witl120mM（a・d）D・glucose．1．7

　　　　　　mM　D－glucose　was　added　in　control　study“e”．

　　　　　　　　　In（B），　absolute　increase　of［Ca2＋コiwas　calculated　and　the　data　were　expressed

．　，　　as　mean±S．　D．　Mean±S．　D．　of　each　point　refers　to　3　independe血t　experiments，

　　　　　　Pretreatment　dose　Qf　D・glucose　is　a・1．7mM（○一〇），　b・5mM（⑳一⑧），　c・7．51nM（ロー

　　　　　　口）Qr　d・10mM（△一△）respectively，　and“e”is　contro1（◎一◎）．［Ca2＋コi＝・cyto・

　　　　　　Plasmic　free　calcium　concentration，

　　　　　　　　　Statistical　analysis：a伽（）vs．　c齢□，　a・O　vs，　d。△，．　a脚O　vs．　e－◎，　b’⑳　vs，　e自◎，

　　　　　　c・［コvs．　e・◎，　P＜0．01，　a－O　vs。　b一翻，　c・［コvs．　d・△，　P＜0．05．（at　5min　after　glucose

　　　　　　stimulation）

mycin（Ca　ionophore）刺激を合わせ加えた場合，　　なると，イソxリソの基礎分泌値はD・glucoseの濃

ラ島B細胞のイソxリソ分泌反応がどのようになるか　　度に依存して増加していた（Table　1）。一方，　iono・

をFig．8に示す。　　　　　　　　　　　　　　　　　mycin刺激をさらに加えると，速やかにインスリソ

　D．glucoseの基礎濃度が1．7mMの条件下では　　濃度は上昇しておよそ40～50pg／ml程度の最大値に

（Fig．8a），1μMのionomycin刺激忙よるイソス　　達するpeakを形成した（Fig．8b，8c，8d）。この第

リソ分泌はごくわずかしか認められなかった。然るに　　一相分泌は3分程度続いたが，D・glucoseの基礎濃

D・glucoseの基礎濃度が5mM，7．　5rnM，10mMに　　度が上昇しても有意な差をしめさなかった。その後は
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Fig．9Effects　of　pretreatInent　with　graded　doses　of　D・glucose（1．7mM－10mM＞on　increase

　　　　　in［Ca2＋コiinduced　by　1μM　ionomycin，　The　islets　were　obtained　from　untreated

　　　　　rats．

　　　　　　　　In（B），　absolute　increase　of［Ca2＋コiwas　calculated　and　the　data　were　expressed

　　　　　as　mean±S．　D．　Mean±S，　D．◎f　each　point　refers　to　3　independent　experiments．

　　　　　Pretreatment　dose　of　D・glucose　is　a・1．7mM（○－O），　b・5mM（㊥一⑧）l　c－7，5mM（ロー

　　　　　口）or　d－10mM（△一△）respectively，　and“e”is　control◎一◎）．

　　　　　　　　Statistic母1　analysis；a－○，　b巳㊧，　c・［：］，　and　d曽△，　vs．　e・◎，　」P＜0．01（at　3rnin　after

　　　　　stimulation）　　　　　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　．
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ionornycinの刺激が続いているにもかかわらずイソ　　のhyperglycemic　clampによる報告や40），さらに

スリソ分泌が低下し，軽度のインスリソ分泌を認める　　長時聞のブドウ糖持続注入をした実験でインスリンの

に過ぎなかった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　貯蔵が残っていた9）ことより，考え難いと思われる。

　Fura・2を10adした単離ラ島を1．7mMから10mM　　したがって，イソスリン貯蔵は枯渇せず，正常とは

のDごglucose基礎濃度にて前処置し，さらに1μM　　異なる機構で糖刺激が受け取られるため（いわゆる

のionornycinで刺激して螢光を測定すると（Fig．　　desensitizationl1）－15）），イソスリソの二相性分泌が

9A），　D・glucoseの基礎濃度に関係なく刺激直後より　　消失する可能性が強いと考えられる。

急峻に［Ca2“］iは増加して，2分程で最大となり，反　　　このような疑問に答えるために，より単純化した系

応が持続した。換箕値から［Ca2＋コiの反応を分析す　　での検討が要求されるため，次に単離ラ島を用いた

ると，用いたD・glucoseの濃度に関係なく［Ca2＋コi　　in　vitroのD・glucoseによる刺激実験を行った。

の上昇することが判明した（Fig．9B）。　　　　　　　　Fig．6に示したように，ラ島をさまざまの濃度のD・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　glucoseにより30分間のperifusionを行うと，その
　　　　　　　　w　考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　使用したD－glucoseの濃度に比例してインスリソ分

　人間やラットに糖を負荷するとインスリンが分泌さ　　泌が増加しており，従来から述べられている血糖一イ

れるが，その分泌は始めの急峻な増加と，これに引　　　ンスリン相関関係3）が確認された。しかしこれらのラ

き続いた緩やかな増加とからなり，．二相性分泌として　　島をさらに高濃度のD・glucoseで刺激すると，低濃

広く理解されている33）－37）。今回の実験においても，　　度のD－glucoseで前処置した場合にのみ典型的二相

5％D－glucese　solutionを持続注入して刺激し，　　性イソスリソ分泌がみられ，以下前処置に用いたD・

血糖が正常に保たれたラットより得た膵が，20mM　　glucoseが増加するにつれて第一相分泌が次第に減

のD・glucoseに反応して典型的な二相性分泌を示し　　弱し，ついには第一相，第二相ともに見られない緩や

た。また，無処置ラヅトより得た単離ラ島も，少蚤の　　かなインスリソ分泌に移行した。言いかえれば，ごく

D・gluc。seで前処置した場合，その後の20mMの　　短時聞（30分）であっても高血糖状態があるだけで，

D・glucose刺激に反応し，典型的二相性インスリン　　次に来る過血糖を抑制することができなくなるわけで，

分泌を示した。一方これに対し，糖尿病でしばしば第　　生体のホメオスターシスからいえぽ大変な不都合とい

二相の緩やかなインスリン分泌は見られながらも第　　　う他ない。今回ラ島内インスリン含量を測定していな

一相の急峻なインスリン分泌を欠くことが知られてお　　いが，糖による前処置が僅か30分間しか行われておら

り5）6）38）39），糖負荷に対するZZ－一相および第二相から　　ず，また他のイソスリソ分泌刺激（ionornycin：Fig，

なるインスリン分泌が最も生理的な分泌の形態なので　　8b，8c，8d）により分泌を引きおこし得た点から，ラ

あろう。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　島B細胞内のインスリソが枯渇しているとは考えられ

　こうした生理的二相性分泌は血糖の変化によって　　ず，こうしたイソスリソ分泌の二相性の欠如には，イ

どのように影響されるのであろうか。この疑問に筈　　ソスリソ分泌におけるdesensitizationと雷えるよう

えるため，ラットに24時間にわたり比較的大最のD・　　な新しい機構が関与しているものと考えてよいだろう。

glucoseを投与したところ，このラットから摘出し　　　他の内分泌線と同様に27）28）41）42），膵のイソスリン

た膵は，in　vitroで加えた少量のD－glucose刺激時　　分泌にCa2＋が必要とされている点から35）37）43）－47），

にも高イソスリン分泌相を示し，ついで与えた大量の　　まず考えられることは，こうした二相性インスリソ分

D・glucoseに反応せずそのままのインスリン分泌が　　泌の消失が細胞内Ca2＋の異常によって生じたとする

持続した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考えであろう。この考えを確かめるため，前述した20

　こうした二相性インスリソ分泌の欠如は，確かに異　　mM　D・glucose負荷実験時のラ島B細胞内遊離Ca2＋

常であり，従来の血糖一インスリンのフィードバック　　を測定した。すでに報告されたのと同様に，確かに二

機構で説明することができないが，あるいはin　vivo　　相性インスリソ分泌の見られる場合に，細胞内Ca躰

における糖刺激が強すぎて，しかも長時間（24時間）　　は最も強く増加したが48），インスリソ分泌の第一相が

にわたりすぎたため，膵ラ島B細胞のインスリン貯蔵　　減弱するにつれて，Ca2←の増加は次第に減少した。

が枯渇し，そのturn　overが最高に達する結果生じ　　したがって，インスリン分泌の第’一一i相の欠如に，細胞

たものかも知れない。しかし，この仮説は，in　vivo　　内Ca2＋の増加異常が強く関与するものと思われる。
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　しかしここに測定された細胞内Ca2＋濃度だけで，　　　　　　　　　　V　結　　　語

イソスリン分泌の全てを説明することは困難であると　　　膵ラ島よりのインスリン分泌は，加えられた糖刺激

思沸る49）・すでに示したように・ラ島を廊の濃度　の強さによ。て増加し，　s4型的な搬湘版励示

のD・glucoseで前処置すると・その基礎濃度に依存　　すとともに，細胞内遊離Ca2＋も同時に増加した。し

してイン刈ソ分泌は増加したが・鱒内vaeeE　Ca2＋
ｩし強い翻灘続いてさらにより強い翻激が餓

濃灘ま・たく変化を示さなかったa’ ｼvc　Ca2＋がイ　ら泌と沸湘のインスリ。反応は次第甑少し，

ソスリン分泌の唯一のkeyとすれば・「Ca2＋搬の　購。細胞内．C。・＋増加も灘した．こうしたインス

増加の程度とインスリン分泌の増加の程度は確かに平　　リン分泌の程度と細胞内Ca2＋の変動との明瞭な相関

行するが・Ca2＋の増加は一過性のため測定時までに　　は，　ioriomycin．Ca2＋増加によるインスリソ分泌の際

減弱した。」と考える他はない。だがFig・7Aに示し　　にはみられず，糖とCa2＋が複雑に絡み合ってイソス

たように・Ca2＋の増加が3°分以上纐’ていることか　リン分漉行う。と力雅論さ緑。

らこの考えは妥当でない。さらにFig．9Aに示した
ようV・，i。。。my、i。によりC。・＋の増加が生じるV＝．　本論文の要旨は，第32回．躰糖尿病学会総会（1989

もかかわらず，インスリソ分泌はFig．8に示したよ　　年4月金沢）および・第62回日本内分泌学会学術総会

うに洞時畷与されたD．91。，。se．V・よ囎槻定　（1989年6月鯨）・第7購士ホルモソ”フ・レ

されていた。したがって，糖の濃度と細胞内Ca2＋と　　ソス（1989年7月箱根）において発爽した。

は，複雑に絡み合いながらイソスリン分泌を行ってい　　　稿を終えるにあたり，御指導御校閲頂きました信州

ると考えられ，その真相の究明は今後に残された諜題　　大学医学部老年医学教室　山田隆司教授，高須信行助

である。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　教授，小宮一郎助手に深謝致します。
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