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緒　論

　分泌細胞が、神経伝達物質やホルモンなどの刺激を受けて酵素やイオンを細胞外

に放出するまでの一連の過程は、刺激一放出連関と呼ばれる。刺激一放出連関の概

念は、Douglasとその共同研究者による先駆的な研究（18，19，20，21，64）により確立

された。元来この言葉は、副腎髄質細胞のカテコールアミン分泌におけるCa2＋の重

要性を指摘するために用いられていたが（18）、現在では副腎髄質細胞のみならず、

興奮性・非興奮性の全ての分泌細胞に共通して用いられている。刺激一放出連関に

関するこれまでの研究は、分泌細胞の刺激一放出連関において、細胞内Ca2＋濃度

（【Ca2＋］i）の上昇が重要な役割を果たしていることを明らかにしてきた（17・38）。

　刺激一放出連関に関するDouglasらの初期の実験では、副腎髄質細胞の細胞外液と

して、室温の細胞外液が用いられた（18，19，20，21，64）。一方、KnightとBaker（43）

は、副腎髄質細胞の外液の条件、即ち温度、pHやイオン組成がカテコールアミン分

泌に及ぼす影響を詳細に調べ、細胞外液の温度低下が分泌を抑制することを見いだ

した。彼らは、高濃度K＋やベラトリジンによって副腎髄質細胞から放出されるカテ

コールアミンが、温度の低下に依存して減少すること、そしてその温度係数（Qlo）

が2～3であることを報告した。神経伝達物質やホルモンの分泌の温度依存性を調べ

た様々な研究で、温度の低下による分泌の抑制は殆どないこと、あるいはQloが2～4

程度であることが報告されている（30，37，46，76）。これに対し、膵島B細胞からの

インスリン分泌は温度依存性が大きいことが知られており、単離膵島標本の表面灌

流実験では、インスリン分泌のQIoは5～9であることが報告されている（5・15）。

　膵島B細胞はランゲルハンス島（膵島）に存在する内分泌細胞である。膵島は、ラ

ットでは膵臓に約1万個存在する直径約200μmの内分泌器官である。膵島は少なくと

も4種類の内分泌細胞、すなわちA、B、　D、及びPP（F）細胞から構成され、このう

ちB細胞が最も多く、膵島の60～80％を占めている（24，45，63）。B細胞は、血中の

ぶどう糖濃度上昇に反応してインスリンを分泌する。膵血管灌流標本（13，31）や単

離膵島表面灌流標本（5，25，40，59）を用い、それら標本に含まれるB細胞を高濃度

ぶどう糖で刺激すると、インスリン分泌反応の時間経過は2相性になる。すなわち、

インスリン分泌は持続的なぶどう糖刺激により、1）一過性に急速に上昇して直ちに
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下降した後、2）緩やかに上昇し続ける。

　B細胞のぶどう糖の感知からインスリン分泌に至る刺激一放出連関は、次のような

過程から構成されている：1）ぶどう糖は、B細胞の細胞膜にあるぶどう糖輸送担体2

型（GLUT2）によって細胞内に取り込まれる；2）ぶどう糖は細胞質及びミトコンド

リア内で代謝され、細胞質内のATP濃度が上昇する；3）上昇したATPによってATP

感受性K＋チャネルが閉鎖し、細胞膜が脱分極する；4）電位感受性ca2＋チャネル

（VDC（！s）が開いて細胞内にCa2＋が流入し、［Ca2＋】iが上昇する；5）開口放出によっ

てインスリンが分泌される（4，23，56，67，75，79，82；図1）。このように細胞外液

の栄養素の代謝が分泌の直接の刺激になっている点は、B細胞の刺激一放出連関の特

徴である。

　刺激一放出連関にぶどう糖代謝が組み込まれているため、低温によるぶどう糖代

謝の抑制がインスリン分泌抑制の一因となっていることが考えられる。ところが、

インスリン分泌の抑制の程度は、ぶどう糖代謝の抑制だけでは説明できないほど大

きい。すなわち、ぶどう糖刺激によるインスリン分泌の温度依存性は、ぶどう糖代

謝の温度依存性の数倍も大きいことがわかっている（5）。しかし、低温が、B細胞

の刺激一放出連関のどの過程を抑制してインスリン分泌を減少させるかに関しては’

一致した結論が得られていない。

　B細胞の刺激一放出連関に関する初期の研究では、インスリン分泌とB細胞の

［Ca2＋］iとの関係を調べるために、単離膵島標本を表面灌流して膵島からの45　ca2＋O外

向き流束とインスリン分泌を測定する方法が主に取り入れられた。この手法を用い、

ぶどう糖刺激期間中の膵島からの45ca2＋の外向き置戸とインスリン分泌に及ぼす低

温の影響を調べた研究から、1）低温は、B細胞へのca2＋流入を減少させることでイ

ンスリン分泌を抑制する、という説（5）、2）低温はB細胞へのca2＋の流入には殆ど

影響せずに、開口放出の過程を抑制することでインスリン分泌を抑制する、という

対称的な説（25）が提出された。これらの結論の違いは、［（la2＋］iを直接測定せずに、

ca2＋外向き流束変化から【Ca2＋】i動態を推定していることによると考えられる。

　最近開発されたca2＋感受性蛍光指示薬により、インスリン分泌と［Ca2＋］iの関係を・

直接的に検討することが可能となり、B細胞の刺激一放出連関における【ca2＋】iの役割

が詳細に分析されてきた。Valdeolmillosら（78）は、マウスの膵島をぶどう糖で灌流

している間は、膵島全体で【Ca2＋】iが同調して上昇と下降を繰り返す振動性変動を示

すことを、蛍光指示薬であるIndo－1を用いて初めて報告した。その後、　Roeら（71）
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によって、膵島をぶどう糖で刺激すると、［Ca2＋】iは若干減少した後に1～2分間一

過性の上昇を示し、その後振動性変動に移行することが報告された。最近Gilonら

（27）は、一個の膵島でぶどう糖刺激の際の【Ca2＋］iとインスリン分泌を同時測定し、

［Ca2＋］iとインスリン分泌の振動性変動の時相が一致していることを明らかにした。

これらの報告にある実験は、全て370C付近で行われた。

　マウス腫瘍株化細胞（MIN6㏄n；74）、ob！obマウスB細胞（35）、及びラットB細

胞（73）で、低温が［Ca2＋】i動態に及ぼす影響が・ca2＋感受牲蛍光指示薬を用いて調

べられた。しかし、これらの研究でも、低温が［ca2＋］i上昇までの過程とそれ以降開

口放出に至るまでのどちらの過程を抑制するのか、結論は得られていない。MIN6細

胞の集団で［Ca2＋】iとインスリン分泌を同時測定した研究では・370Cではぶどう糖に

よる刺激期間中は［Ca2＋］iとインスリン分泌が同調して上昇したが・300　Cでは［Ca2＋］i

とインスリン分泌はどちらもほぼ完全に抑制されることが報告された（74）。この

結果から、低温によるインスリン分泌の抑制の一義的な過程は、［Ca2＋】iの上昇反応

の抑制にあると考えられる。一方ob／obマウスのB細胞では、温度を370Cから300Cに

低下させても、ぶどう糖刺激による【ca2“］i上昇反応の平均値は減少しなかったこと

が報告された（35）。またラットB細胞では、温度を370Cから270Cに低下させると、

ぶどう糖刺激による［Ca2＋］i上昇の反応時間は遅延したが・【Ca2＋］i上昇の振幅の大きさ

には影響しないことが報告された（73）。後者の二つの研究では、低温は、反応時

間に遅れを生じさせること以外は［Ca2＋】i上昇反応にほとんど影響していない。しか

しこれらの研究ではインスリン分泌は測定されておらず、インスリン分泌の抑制と

［Ca2＋】i上昇反応の関係については言及されていない。

　このように、ぶどう糖刺激によるインスリン分泌は他の分泌細胞と同様に［Ca2＋］i

上昇によって引き起こされることは明らかになっているが、低温によるインスリン

分泌の抑制が、ぶどう糖の代謝から［Ca2＋】i上昇に至る過程を抑制することによるの

か、あるいは［Ca2＋】i上昇から開口放出に至る過程を抑制することによるのかは不明

である。そこで、次の目的で本研究を計画した。1）ぶどう糖刺激による膵島の

【Ca2＋】i上昇反応を、　Ca2＋感受性蛍光色素であるfUra－2を用いて直接測定し、2相性のイ

ンスリン分泌反応におけるCa2＋の役割を確認する。2）温度の低下が、ぶどう糖刺激

によるインスリン分泌反応と［Ca2＋】i上昇反応の相関に及ぼす影響を検討し、インス

リン分泌の低温による抑制が、B細胞の刺激一放出連関における［ca2＋］i上昇までの過

程とそれ以降の開口放出の過程のどちらの過程の抑制に起因するかを明らかにする。

3
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グリベンクラミド

ぶどう糖

GLUT2

　　　TNK＋

ATP

脱分極
t一・・一’”””一一一 js

VDCCs

開口放出

カルバミル
コリン

図1B細胞の刺激一放出連関

　GLUT2，ぶどう糖輸送担体2型；KATP，　ATP感受性K＋チャネル；VD　CCs，

電位依存性（h2＋チャネル；MR．ムスカリン様アセチルコリン受容体；（）s・

Ca2＋貯蔵部位；IP3，　inositol・1，4，5－trisphosphate；PIP2，　phosphatidylinositol　4，5－

bisphosphate．
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材料と方法

　実験には雄性Spraguc－Dawl¢y系ラット（SPF，体重210－3309；日本エス・エル・

シー，浜松）を用いた。

．2一．2pm1！2fiE

　摘出膵血管灌流標本に用いた標本槽内液および血管灌流液には、Krebs・Hcnseleit

液の組成を一部変更した緩衝液を用いた。以下にその組成を示す。

NaCl，121；NaH2PO4，1；NaHCO3・25；KCI・4；CaC12・1・5；Mg（兆・1；ぶどう糖・5・

（mM）

　血管南流液には、コロイド浸透圧を保つため、5％デキストラン70（名糖産業・

名古屋）と0．1％ウシ血清アルブミン（BSA；Sigma，　Saint：Louis，　MO・USA）を添加

したものを用いた6血管寸心液および標本槽内液は95％02－5％CO2の混合ガス

で飽和させ、pH　7．4となるよう調整した。

　単離膵島標本の作製と表面灌流には、Krebs－Henseleit液の組成を一部変更した緩

衝液に、4。（2・hydroxyethyl）一1－piperazine　ethancsulfonic　acid（HEPES）を添加した緩衝液

（標準HEPES緩衝液）を用いた。以下にその組成を示す：

　NaCl，130；NaH2PO4，1；NaHCO3，5；KCI，5；CaC12，2；MgC12，1；HEPES，10；ぶどう

糖，3（以上、mM）；BSA，0・1％・

　HEPES緩衝液にはNaOHを適量加えてpHを7・4に調整した。

一3．，．1suAmaEtalrwEgi2

摘出膵血管灌流標本はKannoら（39）の方法に従って作製した。以下にその：概
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略を述べる。

1）自由飲水下で一晩絶食させ、ラットをエーテルで麻酔し、即位に保定した。

2）腹壁を白線に沿って剣状軟骨下まで切開し、さらに最後肋骨後縁を左右に切

　開し、腹腔を露出した。

3）十二指腸を直腸および結腸から切り離し、次いで中結腸動脈・静脈を結紮後、

　切断した。

4）下行結腸から膵臓を切り離し、前腸間膜動脈を露出させ、前腸間膜動脈と十

　二指腸終末部を結紮、切断した。

5）胃大蛮と脾臓の間の薄膜を剥離し、脾臓から分岐して大網内を走行する動・

　静脈を結紮し、大網を離断した。

6）脾動・静脈を結紮した後、脾臓側で切断して脾臓を膵臓より遊離し、次に左

　胃動脈および後胃大静脈を結紮し、胃側で切断した。

7）胃幽門部から十二指腸にかけて、膵臓から分岐する動・静脈を結紮した後、

　胃の近位で十二指腸を結紮し、胃側を切断した。

8）腹腔動脈の支配領域の膵臓組織が途切れる部位で十二指腸を切断し、十二指

　腸カニューレを装着し、結紮・固定した。

9）腹腔動脈および前腸間膜動脈を周囲の組織より剥離し、露出させた後、ポリ

　エチレン製カニュー・レをそれぞれの動脈に挿入し、血管灌流を開始した。

10）門脈に切開を入れてポリエチレン製カニューレを挿入し、灌流液の流出用

　とした。

11）門脈をカニューレ挿入口の肝臓側で離断し、残りの結合織を結紮・離断し

　て腹腔より膵臓を遊離・摘出した。

12）摘出した膵臓を370Cに保った標本槽液内に浸した。以上の操作終了後、約

　30分灌流して標本を安定させた後、実験を開始した。

　血管灌流町は、ローラーポンプ（MP。101型；東京理科，東京）を用いて、腹腔動

脈および前町間膜動脈より流入させ、門脈より排出させた。流速は1．5　mVminとし

た。標本槽内には、恒温槽内を走行するチューブを介して標本滑液を流入させた。

　門脈より滴下する血管灌流液を、プラスチック試験管に1あるいは5分毎に採取

6
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し、インスリンの測定に用いるまで・200Cで保管した。

膵島はLacyらの方法（44）に従ってラットより単離・採取した。以下にその概

略を述べる。

1）ラットをエーテルで麻酔し、背位に保定した。

2）腹部を切開して腹腔を露出し、腹大動脈からの放血により放血死させた。

3）胆膵管を、十二指腸に至る直前で鉗子により閉塞した。

4）肝臓の近位の総胆管にカニューレを膵臓側にむけて装着し、結紮・固定した。

5）総胆管に装着したカニューレから、注射筒を用いて105～120・U∠mlのコラゲナ

ーゼ液（Type　IV；Worthington　Biochemical　Corp．，　NJ，　USA）を15　ml注入し、膵臓

を膨満させた。

6）膵臓を腹腔から分離して、25m喀量の三角コルベンに入れ、酸素を充分通気

　した後ゴム栓で密閉し、370Cの恒温槽で振塑（毎分100－120回）しながら40分間

艀置した。

7）艀置終了後、三角コルベン内に5m1の標準HEPES緩衝液を加え、10　m喀量の

　ピペットで数回、吸引・噴出を繰り返し、機械的に膵臓を破砕した。

8）コルベンの内容を10m喀量のプラスチック試験管に移し、遠心した（30×g，

　30秒）。

9）遠心後に上清を吸引して捨て、新たに標準肥PES緩衝液を101n1加えた後、ス

　ポイトで内容を充分混和して再度遠心を行った。同様の作業を3回繰り返し、

最終的に膵臓を10mlの標準HEPES緩衝液に浮遊させた。

10）直径100㎜のディッシュに標準肥PES緩衝液を10　ml入れ、そこに消化し

　た膵臓の浮遊液を適量滴下した。

11）実体顕微鏡下に膵臓の浮遊液の入ったディッシュを置き、マウスピースに

　接続した毛細管で膵島を採取し、標準HEPES緩衝液を10　ml入れたディッシュに

　移し変えた。

12）10）と11）の操作を数回繰り返し、100－200個の膵島をディッシュに採

　取した。
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採取した膵島を、ペニシリン（1001U／ml）とストレプトマイシン（100　P9／ml）、及

び牛胎仔血清（10％）を添加したRPMI　1640培養液中に移し、5％CO2、370Cの湿潤

な環境下で初代培養した。膵島を長期間培養すると、ぶどう糖刺激に対する

［Ca2＋］iの上昇反応のパターンが異なってくることが報告されているため（28）・

本研究では膵島を単離してから1－2日間以内に実験を行った。

　膵島を標準HEPEs緩衝液で洗浄した後、3μMのfura・2　acetoxymethyl　estcr（AM）

を含む1mlの標準肥PES緩衝液を入れた試験管内で、370Cで60分間振盈しなが

ら鰐回した。艀置中は試験管をアルミ箔で覆って遮光した。艀置終了後・試験管

内に9mlの標準HEPES緩衝液を入れ、遠心（30　X　g，30秒）した後・上清液を吸引し

て試験管内の容量を約1m1とした。試験管はアルミ箔で遮光して、艀置終了後30

分以上経過してから【Ca2＋】iの測定に用いた。

　Fura－2を付加した膵島を細胞内ca2＋測定用チェンバーに移し、膵島を含むチェ

ンバーを倒立顕微鏡σMD－2，　Nikon，東京）の載物部に固定した。細胞内ca2＋測定用

チェンバーは、底面にカバーグラスを設置出来るように設計し、また標本槽の外

側に恒温水を循環させ、灌流槽内の温度を一定に保てるように設計したものを用

いた。膵島を細胞内ca2＋測定用チェンバーに移して約10分間静置した後、ローラ

ーポンプを用いて流速0．7　mVminで標本の表面灌流を開始した。標本槽内の灌i流記

の容量は、下流液の加水と吸引を調整して一定（約100μ1）に保った。

　［Ca2＋】iはニコンP1システム（Nikon・東京）を用いて測定した。以下にその概略

を述べる。

1）20倍の対物レンズを用いた。キセノンランプ（75W）の励起光を、励起フィル

ター（380および340nm，半値幅土10㎜）を通過させた後、ダイクロイックミラ

ーを用いて標本に照射した。紫外線によるB細胞の損傷を軽減するため（66）、

励起フィルターを通過した励起光は、さらに減光フィルター（NDフィルター

No　16，　Nikon，東京）を通過させてから標本に照射した。

2）標本からの蛍光は、510㎜の干渉フィルター（半値幅土20㎜）を通過させた後・

8
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光電子増倍管で検出した。光電子増倍管に入る蛍光は、光路の前方にあるピン

ホールを絞って膵島からの蛍光のみとし、膵島周囲の蛍光を遮断した。

3）光電子増倍管で検知した340㎜と380mユ励起による蛍光強度（それぞれF340、

F380）の比（F340／F380；R）をコンピューーターでリアルタイム処理し、その結果を

逐一モニター画面上に写し出させた。測光間隔は5秒とした。得られたデータは

フロッピーディスクに保存した。

【Ca2＋】iは、　Rの値から、下記の式（32）を用いて算出した。

　　　　　　　t

　　　　　［Ca2“］i＝Kd　×　（R　一　Rmin）／（Rmax　一　R）　×　S

ここでKdはfUra－2の解離定数（224　nM）を、　RmaxはすべてのfUra－2に（la2＋が結合

したときの比を、Rminはfura。2が遊離しているときの比を、βは380　nmで励起した

ときの最小蛍光強度に対する最大蛍光強度の比を示している。

　膵島を標準HEPES緩衝液で洗浄した後、ほぼ同じ大きさ（直径約150　ym）の膵

島を30－60個、標準肥PES緩衝液を満たしたプラスチックホルダー（容量約330　pl；

MillipOre　CorP．，　Bedford，　MA，　USA）内に置いたナイロンメッシュ（口径20　ym）上

に移した。表面灌流はローラーポンプを用いて流速lml／minで行った。標本を入れ

たプラスチックホルダーは、恒温槽内に固定した。プラスチックホルダーの下部

にポリエチレンチューブを接続して表面灌下闇を恒温槽外に導出し、滴下する表

面灌流液を1．5、2、あるいは2．5分毎にプラスチック製試験管に採取した。採取し

た灌流液は、インスリン測定に用いるまで一200Cで保存した。

一8－tiliEnvmoEggfiii

　摘出膵灌流標本の灌流実験では、370Cに保った恒温槽内を走行するチューブを

介して標本槽内液を流入させ、標本槽内の温度を35－370Cに保った。
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膵島標本の【Ca2＋】i測定実験では、　ca2＋測定用チェンバーの外側に恒温水を循環

させ、標本槽内の灌流液の温度を正確に設定した。標本槽内の灌流液の温度の誤

差は設定温度土0．50C以内であった。

　膵島標本の表面灌流実験では、膵島を含むプラスチックホルダーを恒温槽の中

に固定して、灌流液の温度を正確に設定した。プラスチックホルダー内の灌流液

の温度の誤差は設定温度土0．50C以内であった。

・　　　准　・　’　　　℃

灌流蝋中のインスリン濃度は、ラジオイムノアッセイ（RIA）で測定した。以下に

その概略を記す。

1）サンプル及び標準曲線作製用のラットインスリン（Novo　Nordisk　Biolabs，　Inc．，

U．K．）を2検体、300μ1ずつ小試験管に分注した後、1251で標識したブタインスリ

ン（ICS　Biochcmicals　Inc．，　CA，　USA）、モルモット抗うットインスリン血清

（Linco　Research　lnc．，　MO，　USA）をそれぞれ100μ1ずつ各試験管に分注してよく撹

搾し、室温で24時間艀置した。

2）各試験管に5％ウシy一グロブリン（Fraction　II，　HI；Sigrna，　Saint　Louis，　MO，　USA）

　100μ董を分注して撹回し、10分後に20％ポリエチレングリコール4000（和光純

　薬，大阪）1mlを分注して撹干した後、1000×gで20分間遠心した。

3）上清を吸引した後、ガンマーカウンターで試験管中のペレットの放射活性を

　測定し、標準曲線よりインスリン濃度を求めた。

RIAの行程では、試薬は全て以下の組成のRIA用緩衝液に溶解して用いた。

NaCl，　110；　NaH2PO4，　20；　Na2HPO4，　20；　ethylenediaminetetraaoetic　acid　（EDTA），　20

（以上、mM）；sodium　azide，0．02；BSA（RIA　9radc，　Sigma），0・1；triton　X，0・1・（以

上、％）
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　実験で得られた、各刺激による刺激期間中の［Ca2÷］iとインスリン分泌、および

［Ca2＋】iに対するインスリン分泌の比率については・それぞれの温度係数（Ql　o）を

求め、温度依存性について定量的な解析を行った。Qloは・温度t＋100Cにおける

化学反応速度と、tOCにおける化学反応速度の比であり、化学反応の温度依存性

の指標として用いられる（12）。

　刺激期間中の平均［ca2＋】iと平均インスリン分泌、および平均【Ca2＋】iに対する平

均インスリン分泌の比率の対数を、絶対温度の逆数に対してプロットし、回帰直

線をひいた（Arrhcniusプロット，図9）。回帰直線の傾き（Slope）を次式に代入し

てQloを求めた（12）。

L・g　Q、。＝一Sl・pc×（TゴT2）／（T、×T2）

　ここでT2はT1より100C低い温度を表す。本研究では、　T1とT2に、それぞれ

350Cと250C（それぞれ3080K、2980K）を用いた。

グリベンクラミドは三共株式会社（東京）から供与された。塩化カルバミルコ

リンはSIGMA（Saint　Louis，　MO，　USA）から購入した。
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結　果

’1’・’ E’
E［（；a2’］iZIE：化

高濃度のぶどう糖で膵島B細胞を刺激すると、2相性のインスリン分泌が引き起

こされることが知られている（13，31，82）。この2相性のインスリン分泌と、

［Ca2＋】i変化との対応を調べるために・ラットの摘出膵血管虚位標本と単離膵島表

面海流標本で、ぶどう糖刺激によるインスリン分泌と【Ca2＋］i変化をそれぞれ調べ

た。曲流は35－370Cで行った。

　図2aは、寒流意中のぶどう糖濃度を5　mMから16・7　mMに上昇させたときの、膵

血管灌流標本からのインスリン分泌を示している。高濃度ぶどう糖（16．7mM）

で灌流すると、インスリン分泌は急速に増加し、刺激開始後2分以内に最大値に

達した後一旦減少した（第1相）。刺激開始後5分以降、インスリン分泌は緩やか

に上昇し続けた（第2相）。

　次に、ぶどう糖刺激によるB細胞の【ca2＋】i変化を調べるために、　fUra。2を取り込

ませた一個の膵島を表面灌流し、蛍光顕微測光法により［Ca2＋】iを測定した。7例の

測定結果を平均値土標準誤差で図2bに示した。測定開始直後の無刺激時の［Ca2＋］i

は、105±9nM（n＝7）であった。立流心中のぶどう糖濃度を5　mMから16・7　mM

に上昇させると、【Ca2＋】iは一過性に約4・nM減少した。その後［Ca2＋】iは2相性の上昇

反応を示した：【（；a2＋］iは上昇して最大値（158土16　nM）に達した後・減少して4～

5分間最大値より僅かに低い濃度を維持した（第1相）；刺激開始後約8分以降・

［Ca2＋】iは上昇し始め、ぶどう糖による刺激期間中緩やかに上昇し続けた（第2相）。

後半の緩やかな上昇は、しばしば上昇と下降を繰り返す振動性変動を伴っていた

（7例中4例）。

　これらの結果から、膵血管血流標本からのインスリン分泌と膵島標本での

【Ca2＋】iがぶどう糖刺激によって2相性の上昇を示すことがわかった。しかし、両者

の上昇反応の第1相、第2相の時相は一致していなかった。このことは、それぞれ

の測定に用いた標本の違い、すなわち摘出灌流標本と、初代培養した単離膵島標

本の性質の違いに起因すると考えられる。そこで、以後の実験は全て、同様の条
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図2ぶどう糖刺激によるインスリン分泌反応と【Ca2＋】i変化

　a；回流液中のぶどう糖濃度を5mMから16．7　mMに上昇させたときの、

摘出膵士流標本からのインスリン分泌反応（6例）。b；灌流液中のぶどう

糖濃度を5mMから16．7　mMに上昇させたときの、膵島の【Ca　2“】i変化（7

例）。値は平均値土標準誤差で示した。文献57より改変・引用した。
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件で単離・培養した膵島標本を用いて行った。
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　膵島の集団（30－60個）を35、30、あるいは250Cに正確に保った四阿液で表面灌

流し、二流下中のぶどう糖を3mMから15　mMに上昇させたときのインスリン分泌

を図3に示した。350Cでは、血管門流標本の場合と同様に、2相性のインスリン分

泌反応が認められた（図3a）。第1相の分泌の最大値は刺激開始後3－5分の間にみ

られ、第2相の分泌の上昇は刺激開始後13分から始まった。ぶどう糖濃度を3mM

に戻すと、インスリン分泌は減少し、刺激前のレベルに戻った。

　30・Cに温度を低下させてぶどう糖刺激を行うと、第1相の最大分泌が見られる

迄の時間は延長し、最大分泌反応も総分泌量も大きく抑制された（図3b）。第2相

の持続的な上昇は消失し、一定レベルの低い分泌を維持した。温度を250Cにさら

に下げると、ぶどう糖で刺激してもインスリン分泌はほとんど増加しなかった（図

3c）。300Cおよび250Cにおけるぶどう糖による刺激期間中のインスリン分泌総量

は、35・Cのときのそれぞれ22％及び8％に相当していた。この結果から、インスリ

ン分泌反応が温度に強く依存していることが確認された。

Ca2＋】i変化の温度依荏姓

　Fura－2を取り込ませた一個の膵島を表面灌流し、下流町中のぶどう糖濃度を3

mMから15　mMに上昇させたときの膵島の【Ca2＋］iに及ぼす温度の影響を検討した。

35・Cで、膵島を15mMぶどう糖で刺激すると、5血Mから16・7　mMに上昇させたと

きと同様に、【Ca2＋】iは最初に僅かに減少した後・2相性の上昇反応を示した（図4a）。

無刺激時の【Ca2＋］i濃度は121・9土5・3　nMであった。最初の【Ca2＋】iの減少は10・2土1

nMで、第1相の上昇の最大値は237．9土10．lnMであった。刺激開始後7－12分後に第

2相のゆっくりした持続的な上昇が始まり、実験に用いた膵島の半数（10例中5例）

ではこの第2相の【Ca2＋】i上昇に振動性変動を伴っていた。ぶどう糖濃度を3甲Mに

戻すと【Ca2＋】iは減少して刺激前より若干高い一定の濃度に低下し、その濃度を維

持した。個々の膵島から記録された、ぶどう糖刺激による［ca2＋］i上昇反応の平均

値（図5a）は、膵島からのインスリン分泌反応（図3a）と時相的によく一致して
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図3ぶどう糖刺激による膵島からのインスリン分泌反応に及ぼす低温の影

　　響

　膵島の集団（30－60）を異なる温度で灌流してぶどう糖刺激したときのイ

ンスリン分泌を示した：a，350C；b，300C；c，250C。灌流液中のブドウ糖濃度

は3mMから15　mMに上昇させた。値はそれぞれ4例の平均値土標準誤差

で示した。文献58より引用した。
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いた。

　300Cで膵島をぶどう糖刺激すると、【Ca2“］iは最初僅かに減少した後、2相性の上

昇反応を示したが、各々の相が始まるまでの時間は350Cの場合に比べて延長した

（図4b・5b）。無刺激時の【Ca2＋】iは95・8土4・4　n　Mであった。最初の【Ca2＋］iの減少は

6．4土0．3nMで、第1相の上昇の最大値は206・1土20・8　nMであった。第2相の持続的

な【Ca2＋］i上昇には、しばしば不規則な振動性変動が認められた。

　温度を250Cにさらに下げると、反応時間はさらに遅延し、［Ca2＋］i上昇反応は抑

制された（図4c，5c）。無刺激時の［Ca2＋］iは83・4土3・7　nMであった。ぶどう糖で刺

激すると、［Ca2＋］iはゆっくり上昇して最大値に達したが・35および300　Cで見られ

たような、第1相の上昇と第2相の上昇の境界は消失し、不明瞭となった。最初の

【Ca2＋］i濃度の減少は4・4土1・O　nMで・上昇の最大値は170・7土8・O　nMであった。振動

性変動が観察される膵島もあったが、その変動の周期は長く緩やかであった。

　図5は各温度における［Ca2＋］i変化の7－10例の平均値を示しており・温度を下げる

につれて反応開始までの時間が延長し、［Ca2＋〕i上昇反応が小さくなる傾向が認め

られた。30・C及び250Cにおけるぶどう糖刺激期間中の平均【Ca2＋］iは、350Cのとき

のそれぞれ73％及び57％で、低温によって［ca2＋］i上昇反応が遅延するだけでなく、

平均［Ca2＋】iも減少することが示された。

．　ミ　“い ’1’ii・（la2＋】i・くIS／（la

　分泌細胞における刺激一放出連関は、細胞が刺激を受けてから［Ca2＋］‘が上昇す

るまでの過程と、それ以降の開口放出までの過程に分けて考えることが出来る。

一般に、［Ca2＋】iと、開口放出による分泌量の間には正の相関がある（42・60）。そ

こで、ca2＋が開口放出によるインスリン分泌を引き起こす効率の指標として、

【（；a2＋】iに対するインスリン分泌量の比率（IS／Ca比）を計算し・温度によりIS／Ca比

がどのように変化するかを調べた。

　図6は、ぶどう糖刺激によるIS／Ca比の経時的変化を、350C、300C及び250Cにつ

いてそれぞれ示している。350Cでは、ぶどう糖刺激を行うとIS／Ca比は増加して5

分以内に最大値に達した後、減少した。刺激開始から11分以降、IS／Ca比は再び緩

やかに増加し、刺激を停止すると減少した。第2相のIS／Ca比は、第1相よりも小さ

かった（図6a）。このIS／Ca比の経時的変化は、インスリン分泌の2相性変化（図
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15　mM　glucose
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図5　ぶどう糖刺激による膵島の【Ca2＋］i変化に及ぼす低温の影響

　膵島を、異なる温度で灌流してぶどう糖刺激したときの【（：a2“］i変化を平

均値土標準誤差で示した（図4の例を含む）：a，350C，n＝10；b，300C，n＝7；c，

25・C，n＝7。灌流液中のぶどう糖濃度は3　mMから15　mMに上昇させた。文

献58より引用した。
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図6ぶどう糖刺激による膵島のIS／Ca比の変化に及ぼす低温の影響

　膵島を異なる温度で灌流してぶどう糖刺激したときの、インスリン分泌

に対する［Ca2＋】iの比（IS／Ca比）の経時的変化を示した：a，350C；b，300C；c，

25・C。インスリン分泌及び【Ca2÷】iは、それぞれ図3及び図6に示した値を用

いた。【Ca2’］iの値は、インスリンのサンプル採取時間に対応した時間の平

均値を用いた。文献58より引用した。
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3a）に相応していた。

　温度を300Cあるいは250Cに低下させると、温度依存性にIS／Ca比の増加は抑制さ

れ、2相性の増加は見られなくなった（図6b，　c）。300Cでは、　IS／Ca比はぶどう糖

刺激開始後7分以内に最大となり、その後は徐々に減少していった。25・Cでは

IS／Ca比はほとんど増加しなかった。これらの結果は、　ca2＋が開ロ放出による分泌

を引き起こす効率が温度依存性に減少することを示している。

．　く ・　’　1’　泓　（la2＋］iJ避比の温度係数

　ぶどう糖刺激期間中のインスリン分泌、【Ca2＋】i、及びca2＋が開口放出による分

泌を引き起こす効率、すなわちIS／（）a比の温度依存性を詳しく検討するため、それ

ぞれの温度係数（Qlo）を求めた。ぶどう糖刺激を行った25分間の平均インスリン

分泌、平均［Ca2＋】i、及びそれらの比（IS／（la比）のArrhcniusプロットを図9aに示し

た。これらの直線の傾きから求めたインスリン分泌のQloの値を表1に示した。

［Ca2＋］iのQloとIS／Ca比のQIoを比較すると、後者のQloは前者のQloの3．7倍に相当し

ていた。このことは・ぶどう糖刺激によるB細胞の刺激一放出連関の中で、【ca2＋］i

が上昇するまでの過程よりも、それ以降の開口放出までの過程のほうが温度依存

性が大きいことを示してる。

」ELiXfiRESZLK＋　　　レノく：　レコ1’　　CCh

　i）　）．t　4　｝・　7，i）（，　fi　E　i：　（7）　i

1べ’　一ミ　“こ

　B細胞の刺激一放出連関における、ぶどう糖代謝以降の過程の温度依存性を調

べるために、分泌惹起機序の異なる高濃度K＋、ムスカリン様アセチルコリン受容

体を刺激するカルバミルコリン（CCh）、及びATP感受性K＋チャネルを閉鎖する

グリベンクラミドによって引き起こされるインスリン分泌、［Ca2＋】i上昇反応、及

びそれらの比（IS／（la比）に対する温度の影響を調べた。図7は、高濃度K＋（30

mM）、CCh（100岬D、及びグリベンクラミド（2μM）で膵島を間欠的に刺激

したときのインスリン分泌反応に及ぼす低温の影響を示している。350Cでは、高

濃度K＋で膵島を刺激すると、インスリン分泌は急速に上昇して最大値に達し、刺

激を停止すると速やかに減少した（図7a）。温度を300Cあるいは250Cに低下させ
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図7高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドによる膵島からのインスリン

　　分泌反応に及ぼす低温の影響

　膵島を、3mMのぶどう糖を含む灌流液を用いて異なる温度で灌流し、高

濃度K＋（30mM）、　CCh（100μM）、及びグリベンクラミド（2μM）で間欠

的に刺激したときのインスリン分泌を示した：A，　350C，n＝4；B，300C，n＝4；C，

25。C，n＝5。値は平均値土標準誤差で示した。文献58より引用した。
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ると・高濃度K＋によるインスリン分泌は、35。Cの場合のそれぞれ41％及び19％に

抑制された（図7b，c）。

　CCh（100μM）によるインスリン分泌反応は高濃度K÷刺激に比べ小さかったが

（図7a）・温度依存性に抑制された。300　C及び250CにおけるCChによるインスリ

ン分泌は・350Cの場合のそれぞれ56％及び23％に相当していた（図7b，　c）。

　350Cにおいて・グリベンクラミド（2　FM）で膵島を刺激すると、インスリン分

泌は上昇して刺激開始後5分以内に最大値に達した（図7a）。刺激を停止するとイ

ンスリン分泌は徐々に減少した。グリベンクラミドによるインスリン分泌に対す

る温度の影響は最も大きく、300Cあるいは250Cおけるインスリン分泌は35・Cの場

合のそれぞれ16％及び2％に抑制された（図7b，　c）。

エ」高濃度K＋CCh 1べ’ @一：“こ　　Ca2＋］i変化の温度依Eil生

　分泌反応と【Ca2“］i変化を対応させて検討するために、一個の膵島を、インスリ

ン分泌のときとほぼ同様の時間経過で高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドに

よって刺激し・［（la2＋】iを測定した。図8はこれらの刺激による【Ca2＋】変化に及ぼす

温度の影響を示している。

　350Cでは高濃度K＋（30　mM）による刺激直後に【Ca2＋］iは急速に上昇して25秒以

内に最大値に達し・その後減少して刺激前の値から最大値までの上昇の60％程度

の濃度を維持した（図8a）。刺激を停止すると【Ca2＋］iは速やかに減少した。温度

を下げて高濃度K＋で膵島を刺激すると、【Ca2＋】i上昇反応は僅かに遅延した。300　C

及び250Cでは、【（la2＋】iはそれぞれ40および50秒以内に最大値に達した。30・C及び

250Cにおける刺激期間中の平均【Ca2＋］iは、350Cの場合のそれぞれ89％及び56％で、

インスリン分泌と異なり温度による抑制は小さかった（図8b，　c）。

　350Cにおいて膵島をCCh（100μM）で刺激すると、【Ca2＋】i刺激開始直後に上昇

して・35秒以内にピークに達し、刺激を停止すると直ちに減少した（図8a）。

CCh刺激による［Ca2＋】i上昇反応は温度を下げると僅かに遅延した；30・C及び25・C

では・【Ca2＋］iはそれぞれ40及び35秒以内に最大値に達した。30・C及び25・Cにおけ

る刺激期間中の平均【Ca2＋】iは、350Cの場合のそれぞれ75％及び70％で、インスリ

ン分泌と異なり温度による抑制は小さかった（図8b，c）。
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　グリベンクラミド刺激による［Ca2÷】i上昇反応は、高濃度K＋やCChによる反応よ

りも、低温による抑制の程度が大きかった。グリベンクラミド（2　pM）で刺激す

ると、350Cでは【Ca2＋］iは速やかに上昇した後・一定の値（233土21　nM）に達し、

刺激期間中ほぼその濃度を維持した（図8a）。温度を低下させると、【Ca2＋］iの上

昇速度は遅延した；【Ca2＋］iが最大値に達するまでの時間は350C・300　C、及び250C

でそれぞれ3分、4．5分、及び5分以内であった。刺激期間中の平均［Ca2＋】iは温度に

依存して減少し、300C及び250Cにおける平均［Ca2＋】iは、350Cの場合のそれぞれ64

及び55％であった（図8b，　c）。グリベンクラミドによって上昇した［Ca2＋］iは、刺

激を停止しても低下せず、刺激後少なくとも2分間は刺激中と同じ値を維持した。

一8一，．iXewpt｛＋．一一C．．．，．Ch 1べ’　”；　“こ 、　　　’　　1’　　沈、

　高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドによるインスリン分泌、【Ca2÷】i変化、

及びIS／Ca比の温度依存性を検討するために、それぞれの温度係数（Ql　o）を求め

た。Ql　oの計算には、高濃度K＋（3分間）、CCh（3分間）、及びグリベンクラミド

（5分間）による刺激期間中の平均インスリン分泌、平均［Ca2＋】i、及びそれらの比

（IS／（h比）を用いた。それぞれの刺激によるインスリン分泌、【Ca2＋］i、及びIS／Ca

比のA曲eniusプロ・ットを図9b－cに示した。これらの直線の傾きから算出したQloの

値を表1に示した。

　いずれの刺激を用いた場合でも、［Ca2＋］iのQl　oに比べIS／Ca比のQloが大きかった。

このことは、高濃度K＋、グリベンクラミドによる脱分極による【ca2＋】i上昇、ある

いはCChによる細胞内ca2＋貯蔵部位からの動員による【Ca2＋］i上昇の過程よりも、

それ以降の開口放出の過程のほうが、温度に対する感受性が高いことを示してい

る。
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図8高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドによる膵島の【Ca2＋】i変化に

　　及ぼす低温の影響

　膵島を、3mMのぶどう糖を含む灌流液を用いて異なる温度で灌流し、高

濃度K“（30mM）、　CCh（100μM）、及びグリベンクラミド（2　ptM）で間欠

的に刺激したときの【Ca2＋】iを示した：a，350C；b，300C；c，250C。値は4例（a，

b）あるいは5例（c）の平均値土標準誤差で示した。刺激の終了から次の刺

激の開始の間には約10分間の間隔を置いた。文献58より引用した。
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表1ぶどう糖、高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドによる刺激期間中のイン

　　スリン分泌、［Ca2＋］i、及びIS／Ca比の温度係数（Qlo）

ぶどう糖　　高濃度K＋ CCh　グリベンクラミド

インスリン分泌

（ca2’］i

IS／Ca比

11．6

1
▲
1
0

6．5

1．2

5．6

5．4

4
　

1

8
　

3

26．7

1．8

13．0

それぞれの値は、図9のArrheniusプロットで得られた直線の傾きから計算した

（材料と方法参照）。
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考　察

　膵島は少なくとも4種類の内分泌細胞から構成されており、膵島全体から記録さ

れるfUra－2の蛍光は、　B細胞からの蛍光と、　B細胞以外の細胞群からの蛍光の総和

である。しかし、以下の報告に基づけば、今回測定した膵島からの蛍光比の変化

は、主にB細胞の［ca2＋】i変化を反映していると考えて良いであろう：1）膵島を構

成する細胞の60－80％はB細胞である（24，45，63）；2）単一の膵島で［Ca2＋】i動態

とインスリン分泌を同時測定した研究で、ぶどう糖刺激、アセチルコリン（ACh）

刺激、及びATP感受性K＋チャネルを閉鎖して脱分極を引き起こすトルブタミドに

よる刺激を行うと、膵島全体で測定した［Ca2＋］i動態とインスリン分泌とが同調し

て上昇することが示されている（27）。

⊥∠Lン．ス⊥ン分泌盤2＋］iの狙阻

．2 ’7　e．iJ　r．t・C｝7，iZN　ff　J；1　i： Ca2＋】i変化の珪丘iH11iWt

　膵摘出灌流標本（13，31）や単離膵島表面灌流標本（5，25，40，59）を高濃度ぶ

どう糖で灌流すると、インスリン分泌は一過性の上昇とそれに続く持続的な上昇

から成る2相性の反応を示すことが以前から知られていた。今回の結果でも膵摘出

灌流標本（図2a）、単離膵島表面州流標本（図3a）ともにぶどう糖刺激によるイ

ンスリン分泌は2相性であり、2相性のインスリン分泌が、膵島自体の内在的な性

質によることが確認された。

　多くの分泌細胞の刺激一放出連関と同様に、膵島B細胞からのインスリン分泌

は、［Ca2＋］iの上昇によって引き起こされる（61・67・82）。初期の研究でMeissner

（53，54）は、ぶどう糖で刺激したとき、膵島B細胞の活動電位が、一過性の脱分

極とそれに引き続く反復性の脱分極から成る2相性の活動電位を示すことから、2

相性のインスリン分泌は、2相性の膜電位変化とそれに伴うイオンの流入に起因す

ることを指摘した。その後、ぶどう糖刺激による膵島B細胞の活動電位がca2＋の

流出入によって形成されることが明らかとなった（16，49，75）。【ca2＋】i変化とイ

ンスリン分泌の対応を研究するために、これまで主に膵島からの45　Ca2＋外向き流
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束の測定法が用いられてきたが、最近開発されたca2＋感受性蛍光指示薬を用いた

ここ数年の研究で、次のような結果が得られている：1）ぶどう糖刺激期間中の

膵島全体の［Ca2＋］iを記録すると、膵島全体で【Ca2＋］iが同調して上昇と下降を繰り

返す振動性変動を示し（78・80）・急激な高濃度ぶどう糖刺激を行うと、【Ca2＋］iは

一過性の上昇の後に振動性変動に移行した（71）；2）一個の膵島で［Ca2＋］iとB細

胞の膜電位を同時測定すると、ぶどう糖刺激によって【Ca2＋】iと膜電位は同調して

上昇と下降を繰り返した（34，75）；3）一個の膵島で【Ca2＋】iとインスリン分泌を

同時測定してぶどう糖刺激を行うと、【Ca2＋］iの振動性変動に同調してインスリン

分泌も振動性の変動を示した（7，27）。

　今回、個々の膵島から記録したぶどう糖刺激による［ca2＋］i上昇反応の平均値は2

相性を示しており（図5a）、第1相の一過性の上昇とそれに続く第2相の持続的な

上昇は、膵島の集団からのインスリン分泌の第1相、第2相とそれぞれ時間的によ

く一致していた（図3a）。本研究結果とこれまでの報告は、膵島の集合をぶどう

糖刺激したときに観察される2相性のインスリン分泌が、個々の膵島の2相性の

【Ca2＋】i上昇反応の総和を反映していることを示唆している。

　個々に分散したB細胞では、ぶどう糖刺激による【ca2＋］i上昇反応のパターンが細

胞によって異なり（29，36，65，84）、また、個々に分散したB細胞の集合からの

インスリン分泌も明確な2相性とはならない（62，63）。ぶどう糖刺激による2相

性の［Ca2＋】i動態及びインスリン分泌反応は・B細胞が膵島という細胞集団を構成し

ている場合に認められる特有の生理的現象であると考えられる。

．　．　く Y7　iJ　Y4；7，caff　［rtaeg1 2

　本研究では、ca2＋がインスリンの開口放出を引き起こす効率の指標として、

IS／（h比を用いた。ぶどう糖刺激によるインスリン分泌及び［（la2＋】i上昇反応の第1

相におけるIS／Ca比、すなわち単位【Ca2＋】iあたりのインスリン分泌は・第2相のそ

れよりも高かった（図6a）。この結果は、単位［Ca2＋］iあたりのインスリンの開口

放出の効率が、第2相よりも第1相のほうが良いこと、すなわち第1相と第2相のイ

ンスリン分泌を構成するB細胞の細胞内機序に、質的あるいは量的な相違が存在

することを示している。

　この現象は、分泌穎粒が、【Ca2＋】i上昇に即座に反応して開口放出しうる口占群

とそれ以外の細粒群に分かれていることを反映しているのかもしれない。分泌穎
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粒の細胞膜からの距離が、開ロ放出のパターンに影響するという考えは古くから

B細胞（31）で指摘されており、また最近は副腎髄質細胞からのカテコールアミ

ン分泌（55）でも指摘されている。

　次に、ぶどう糖刺激の際の【Ca2＋】i以外の主な情報伝達因子であるサイクリック

AMP（cAMP）が影響している可能性がある。　cAMPは開口放出を増強する（3，67）。

高濃度のぶどう糖刺激を行うと、膵島内のcAMP濃度は上昇して10分以内に最大と

なり、その後はゆっくりと減少する（69，85）ことが報告されている。今回、第2

相よりも第1相のほうが［Ca2＋】i当たりのインスリン分泌が多かったのは・cAMPに

よる開口放出の増強効果によるのかもしれない。

　最後に、開口放出の過程に関与する蛋白キナーゼが、第1相と第2相で異なる可

能性が考えられる。kwalichら（86）は、ぶどう糖刺激によるインスリン分泌の

第1相、第2相には、それぞれカルモジュリン感受性キナーゼ、Cキナーゼが寄与

しているという考えを提案している。

　本研究の結果からは細胞内シグナル伝達機構の詳細を検討することは出来ない

が、おそらく、以上の機構の全て、あるいは一部分がインスリン分泌の第1相と第

2相におけるIS／（h比の相違に関与しているのであろう。

一2．，jZEIE：iQiEIS｛

．　．　く こ　　B

　ぶどう糖刺激によるインスリン分泌が低温により抑制されることが、灌流標本

（14，46）や単離膵島標本（5，25，40，59）で報告されている。AtWatcrらは、単離

膵島表面灌流標本を用いてぶどう糖刺激によるインスリン分泌と45ca2＋の外向き

流束を同時に測定し、それらの温度依存性を検討した（5）。それによると、灌流

温度を370cから270cに低下させると、ぶどう糖刺激による45ca2＋外向き流束の増

加はわずかに抑制されただけであったが（Qlo＝　2）、インスリン分泌は大きく抑

制された（Qlo＝9）。この結果から彼らは、低温は、ぶどう糖代謝によるca2＋流

入よりも、それ以降の開口放出を抑制することでインスリン分泌を抑制すると結

論した。Kikuchiら（40）も単離膵島標本を用いた実験で同様の結論を得ている。

一方、Escolarら（25）も単離膵島標本を用い、ぶどう糖刺激によるインスリン分

泌と45ca2＋の外向き流束を測定し、馬流液中のca2＋濃度を増加させると、温度を
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37・Cから27・Cに低下させても、インスリン分泌は殆ど抑制されないことを報告し

た。この結果から彼らは、［Ca2＋】iを一一一定に保つことが出来れば低温によるインス

リン分泌の抑制はおこらないと考え、低温によるインスリン分泌の抑制は、細胞

内へのca2＋の流入が減少することが主な要因であると結論した。

　本研究では、fUra－2を用いて、ぶどう糖刺激による膵島の【Ca2＋】i動態を直接測定

し、インスリン分泌と対応させてそれぞれの温度依存性を調べた。その結果、ぶ

どう糖刺激期間中の膵島［Ca2＋］i上昇反応は、低温によって反応開始までの時間が

延長するだけでなく、反応の平均値も減少することが明らかとなった（図5）。

また、【Ca2＋】i上昇以後の開口放出の温度依存性の指標であるIS／Ca比のQloは・

［Ca2＋］iのQloの3・7倍であった。これらの結果は・1）ぶどう糖刺激によるインス

リン分泌の刺激一放出連関において、ぶどう糖代謝から［（la2＋］i上昇に至る一連の

過程と、【Ca2＋】i上昇以降の開口放出の過程の両方が低温によって抑制を受けるが・

2）後者のほうに、より大きな温度感受性があることを示唆している。従来の研

究では45ca2＋外向き流速の変化から【Ca2＋］i濃度を推定していたために結論が一致

しなかった膵B細胞の刺激一放出連関の温度依存性の特徴が、本研究によって明

らかになったと言えるであろう。

　ぶどう糖のB細胞への取り込みの速度（48）や、細胞内におけるぶどう糖の燐

酸化や消費量（26）が低温で抑制を受けることが報告されており、低温による

［Ca2＋］i上昇反応の抑制の原因の一回分となっていると考えられる。一方・膵島を

一定時間ぶどう糖で刺激した後の細胞内ATP濃度は、380　Cと280　Cで殆ど変わらな

かったという報告もあるが、この報告では刺激中の細胞内ATP濃度変化の時間経

過は測定されていない（59）。低温による【Ca2＋】i上昇反応の抑制が、ぶどう糖代

謝の抑制に起因することを証明するためには、ぶどう糖刺激期間中の細胞内ATP

濃度を経時的に測定し、低温の効果を調べる必要があるであろう。

ム．2」血潮と里離髄［⊆≧2＋】i変化の温度依飼生

　最近、Rojasらは、単離したラットB細胞で【Ca2＋］iを測定し、温度を370Cから

27・Cに低下させると、ぶどう糖刺激による【Ca2＋】i上昇反応は遅延するが上昇の大

きさは影響を受けないことを報告した（73）。この結果によれば、低温によるイ

ンスリン分泌の抑制は、その原因のほとんどすべてが【Ca2＋】i上昇以降の開口放出

の機序に帰せられることになる。これに対し本研究では、ぶどう糖刺激による膵
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島の［Ca2＋】i上昇反応が、低温によって遅延するだけでなく・［Ca2＋】i上昇の最大値

や、刺激期間中の［Ca2＋】i平均値も減少することが初めて明らかとなった。

　Roj　asらの研究結果と本研究結果の相違は、用いた標本の性質の違いによると考

えられる。膵島をぶどう糖で刺激すると・再現性の高い2相性の【ca2＋］i上昇反応が

引き起こされる（7，34，71，及び本研究・図4a）。一方、単離したB細胞では、2

相性の［Ca2＋】i上昇反応は殆ど見られず、【Ca2＋］i変化のパターンは細胞によって異

なる（29，36，65，84）。Roj　asらの報告（73）の中では言及されていないが、単離

したB細胞でも、複数の細胞の［Ca2＋］i変化の平均値は低温によって減少している

可能性がある。このことを検証するためには、B細胞の集合標本を用いてぶどう

糖で刺激したときの【Ca2＋］i変化とインスリン分泌の温度依存性を調べる必要があ

るだろう。

　膵島内のB細胞間、あるいはB細胞とA、D細胞間にはギャップジャンクション

（細隙結合）が存在する（52，62）。イオンや低分子の物質はギャップジャンク

ションを通過して細胞間を移動することが出来、このことは膵島、あるいはB細

胞の集塊をぶどう糖で刺激したときに、【Ca2＋】i動態が同調して変化することの一

因となっていると考えられている（33，62）。Mearsらの報告（51）では、膵島内

にある状態でのB細胞間のギャップジャンクションのコンダクタンスは、温度を

38・Cから30・Cに低下させると21％減少することが認められている。鳥胚の心筋に

おいても、温度の低下によるギャップジャンクションのコンダクタンスの減少が

報告されている（11）。膵島全体の［Ca2＋】i動態に及ぼす影響が、単離B細胞のそれ

より大きいのは、ギャップジャンクションの透過性が低温によって低下すること

を反映しているのかもしれない。

　ぶどう糖刺激による【Ca2＋】i上昇反応の前に、一過性の【Ca2＋】iの減少が観察され

た（図4、5）。マウス膵島（7，34，71）、マウス単離B細胞（36）、及びラット単

離B細胞（84）で、ぶどう糖刺激による一過性の［Ca2＋］iの減少が報告されており・

B細胞のぶどう糖に対する生理的な反応であると考えられている。マウス膵島を

用いた研究では、小胞体にある（h2寺ポンプの阻害薬であるthapsigarginを前処置し

ておくと、ぶどう糖刺激による一過性の【Ca2＋］iの減少はおこらないことから・

【ca2＋］iの減少は小胞体へのca2＋の取り込みによって引き起こされると考えられて

いる（72）。本研究では、温度を低下させると、ぶどう糖刺激による［ca2＋】iの減

少の程度は小さくなることが示された。この結果は、一過性の【Ca2＋】iの減少が、

ATPに依存したca2＋ポンプによる小胞体への取り込みであるという考え方を支持
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するものである。

一2一，“3一，一ilifiEEXKL＋＝C．，，，，Ch “1ベン　’こ“こ の’

性

　ぶどう糖以外の、高濃度K＋（15）、スルフォニルウレア、及びムスカリン様ア

セチルコリン受容体刺激（46）のいずれの刺激によるインスリン分泌も低温によ

って抑制されることが報告されており、これは今回の研究でも確かめられた。高

濃度K＋は、脱分極によるVDC（ISからのca2＋流入を引き起こす。グリベンクラミド

はATP感受性K＋チャネルを閉鎖して脱分極を引き起こし、その結果VDC（ISから

Ca2＋が流入する（1，67，77）。一方AChやCChなどのムスカリン作動性アセチルコ

リン受容体刺激は、細胞内Ca2＋貯蔵部位からの遊離と細胞外からのCa2＋流入の両

方を引き起こすことにより【Ca2＋］iを上昇させ、このうちca2＋貯蔵部位からのca2＋

遊離は、PIP2の加水分解産物であるIP3によって引き起こされる（8・68・83及び図

1）。本研究では、高濃度K＋、グリベンクラミド、あるいはCChのいずれの刺激

下においても、【Ca2＋］iに比べてIS／Cs比のQloが大きいことが示された（表1）。こ

のことから、【Ca2＋】i上昇の経路に係わらず、【Ca2＋］i上昇以降の開口放出の過程の

温度依存牲が、低温によるインスリン分泌減少の主因となっていることが明らか

となった。

　今回得られた高濃度K＋による【（la2＋】i上昇反応のQloは1・2であった。この値は、

さまざまなVDC（sで報告されているコンダクタンスのQlo（1・4～1・6）に近く（2・

41，81）、膵島B細胞のVDCCsも同様に温度依存性が小さいことを示唆している。

グリベンクラミドで刺激したときの［Ca2＋］i上昇反応に対する低温の影響は、高濃

度K＋によるそれよりも大きく、特に［ca2＋】iが最大値に達するまでの時間が延長し

た（図8）。グリベンクラミドと同じスルフォニルウレアであるグリピジドの中枢

神経組織への結合が、低温で抑制されることが報告されており（47）、また、心

臓においてATP感受性K＋チャネルのコンダクタンスが低温で抑制されることが報

告されている（50）。グリベンクラミドによる【Ca2＋】i上昇反応の温度依存性が、

高濃度K＋によるそれよりも大きいのは、グリベンクラミドのB細胞への結合、

ATP感受性K＋チャネル、及びVDC（ISの温度感受性の全てが反映されていることに

よるのかもしれない。
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　B細胞からのインスリン分泌が低温で大きく抑制されることはこれまでの報告

や本研究結果により明らかであるが、分泌の温度依存性は、以下の通り細胞の種

類によって様々であり、低温によって分泌がむしろ増強される例もある：1）牛副

腎髄質細胞では、高濃度K＋、ベラトリジン刺激によるカテコールアミン分泌の

Qloはそれぞれ2、3であった（43）；2）アルギニンやACh刺激によるグルカゴン

分泌は温度を37．50Cから280Cに下げても殆ど抑制されず（46）、アルギニン刺激

によるグルカゴン分泌は温度を370Cから190Cに下げるとむしろ増加した（37）；

3）ラット下垂体細胞集団では、低張液、あるいは甲状腺刺激ホルモン放出ホルモ

ンによって引き起こされる甲状腺刺激ホルモンの分泌は、23、37、及び430Cで殆

ど変わらなかった（30）；4）ラット脳線状体では、酢酸刺激によって引き起こさ

れるドーパミン分泌のQloは3・6だった（22）。5）モルモット精管では・電気刺激

による精管交感神経終末からのノルアドレナリン分泌は、温度を360Cから260Cに

低下させると1．6倍増加した（76）。

　本研究結果及び他の報告で、ぶどう糖代謝に依存しない刺激を用いた場合でも、

インスリン分泌のQloは5以上であることが示されていることから・B細胞の刺激

一放出連関の温度依存性は、ぶどう糖代謝の温度依存性を差し引いても他の細胞

に比べて大きいと考えられる。本研究は、低温によるインスリン分泌の抑制が、

刺激の種類に係わらず、主として［Ca2＋］i上昇以降の開口放出の温度依存性に帰せ

られることを明らかにした。他の分泌細胞に比較してB細胞の分泌の温度依存性

が大きいのは、【Ca2＋】i上昇以降の開口放出の過程の温度感受性が特に大きいこと

によるのかもしれない。

　細胞膜の透過性崇人工的に上げた副腎髄質細胞をもちいた解析では、穎粒膜が

ATPやCa2＋によって開口放出可能な状態になる段階（priming）に温度依存性があ

ることが報告されている（9）。しかし、この温度依存性が、開口放出を構成する

様々な分子のうちのいずれに帰せられるのか、あるいはいずれの分子間の相互作

用の温度依存性に帰せられるかについては不明である。開口放出の分子機構につ

いては、近年急速に研究が進んできており（6，10）、B細胞でも開口放出に関与

する蛋白質が明らかになりつつある（70）。今回の研究で示唆されたB細胞の刺

激一放出連関の［Ca2＋】i上昇以降の大きな温度依存性は、これらの蛋白質の特性に

よって説明できる可能性がある。
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要　約

1）　本研究では、膵島B細胞の刺激一放出連関の温度依存性に関する機構を探

る目的で、i）ぶどう糖刺激による2相性のインスリン分泌反応と、膵島の細胞内

ca2＋濃度（［ca2＋】i）の相関を検討し、　ii）低温が［Ca2＋］i上昇の過程とそれ以降の開

口放出の過程に及ぼす影響を解析した。

2）摘出膵血管灌流標本を、16．7mMのぶどう糖を含む灌流液で垂流すると、2相

性のインスリン分泌が引き起こされた；インスリン分泌反応は、第1相の急速な上

昇と下降、及びその後に続く緩やかで持続的な2相目の上昇から構成されていた。

3）膵島を、16．7mMのぶどう糖を含む、35－370Cに保った灌流液で灌流すると、

［Ca2＋］iは最初僅かに減少した。その後【Ca2＋］iは急速な一過性の上昇を示し・つい

で緩やかな上昇、あるいは振動性変動に移行するという、2相性の上昇反応を示し

た。膵島から記録された［Ca2＋】i上昇反応の第1相および第2相は、膵血管灌流標本

からのインスリン分泌の第1相および第2相と時間的に一致していなかった。そこ

で、インスリン分泌を、膵島の表面灌流標本から記録して【Ca2＋】iと比較した。

4）30－60個の膵島を、35・Cにおいて15mMのぶどう糖で刺激すると、第1相の急

速な上昇と下降、及びその後に続く緩やかで持続的な上昇から成る2相性のインス

リン分泌が引き起こされた。個々の膵島を、350Cにおいて15　mMのぶどう糖で刺

激すると、［Ca2＋】iは最初僅かに減少した後、2相性の上昇反応を示した。膵島から

記録されたインスリン分泌の第1相、第2相の上昇は、【Ca2＋】i上昇反応の第1相、第

2相の上昇と時間的に一致しており、二相性のインスリン分泌が二相性の【ca2＋】i上

昇反応によって引き起こされることを確認した。

5）低温がインスリン分泌反応に及ぼす影響を調べるために、灌流液の温度を低

下させて膵島を灌流した。灌流温度を300Cに低下すると、ぶどう糖刺激（15　mM）

によるインスリン分泌反応は遅延し、第1相及び第2相の分泌はどちらも抑制され
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た。温度をさらに低下させ250Cにすると、インスリン分泌反応は、ほぼ完全に抑

制された。ぶどう糖刺激によるインスリン分泌反応の温度係数（Qlo）は11・6と

計算された。

6）低温が膵島の［Ca2＋】i上昇反応に及ぼす影響を検討する目的で・灌流液の温度

を低下して膵島を灌流した。灌流温度を300Cに低下すると、2相性の［Ca2“］i上昇反

応は遅延し、抑制された。直流温度をさらに250Cに低下すると、［Ca2＋］i上昇反応

はさらに遅延し、2相性の上昇反応が不明瞭となった。ぶどう糖刺激による【Ca2＋】i

上昇反応のQloは1・8と計算された。

7）B細胞の［ca2＋］i上昇がインスリンの開口放出を引き起こす効率の温度依存性を

定量化するために、ぶどう糖刺激期間中の、平均【ca2＋］iに対する平均インスリン

分泌量の比（IS／Ca）のQl　oを求めた。　IS／Ca比のQloは6・6で・【Ca2＋］i上昇反応のQI　o

の約3．7倍であった。以上の結果から、ぶどう糖刺激による2相性のインスリン分

泌の抑制は、主にB細胞の［ca2＋］i上昇反応以降の開口放出の過程の温度依存性によ

ることが示唆された。

8）B細胞の刺激一放出連関の温度依存性をさらに詳しく調べるために、高濃度

K＋、ムスカリン様アセチルコリン受容体の作動薬であるカルバミルコリン（CCh）、

及びATP感受性K＋チャネルを閉鎖させるグリベンクラミド刺激による膵島からの

インスリン分泌反応、及び【Ca2＋】i上昇反応に及ぼす温度の影響を調べた。

9）高濃度K＋（30mM）刺激による刺激期間中（3分間）のインスリン分泌反応

及び［Ca2＋】i上昇反応のQI　oは、それぞれ6・5及び1・2と計算された。高濃度K＋による

刺激期間中のISICa比のQl　oは5．6で、【Ca2＋】i上昇反応のQl　oの4．6倍大きかった。

10）CCh（100　PtM）刺激による刺激期間中（3分間）のインスリン分泌反応及

び［Ca2＋】i上昇反応のQl　oは、それぞれ5．4及び1．4と計算された。　CChによる刺激期

間中のIS／Ca比のQl　oは3・8で、［Ca2＋］i上昇反応のQl　oの2・7倍大きかった。

11）グリベンクラミド（2FM）刺激による刺激期間中（5分間）のインスリン

35



分泌反応及び【Ca2＋】i上昇反応のQl　oは・それぞれ26・7及び1・8と計算された。グリベ

ンクラミドによる刺激期間中のIS／Ca比のQユ。は13で・［Ca2＋】i上昇反応のQユ。の7・2

倍大きかった。高濃度K＋、CCh、及びグリベンクラミドいずれの刺激を用いた場

合でも、IS／Ca比のQl　oよりも、【Ca2＋】i上昇反応のQloが大きかったことから、低温

によるインスリン分泌の抑制は、【Ca2÷】i上昇の経路に係わらず、［Ca2＋］i上昇以降

の温度依存性に起因することが示唆された。

12）以上の結果から、膵島B細胞のインスリン分泌と［ca2＋］iの関係、及び膵島B

細胞の刺激一放出連関の温度依存性について、次の結論を得た：1，膵島の集合を

ぶどう糖刺激したときに観察される2相性のインスリン分泌反応は、個々の膵島の

2相性の【Ca2＋】i上昇反応の総和を反映している；2・低温は・ぶどう糖の刺激による

膵島B細胞の刺激一放出連関のうち、【ca2＋】i上昇に至る過程と、それ以後の開口放

出の過程の両方を抑制してインスリン分泌を減少させる；3，前者の過程より後者

の過程が温度に対する感受性は大きく、低温によるインスリン分泌の抑制は、主

として開口放出の過程の温度感受性に帰せられる。
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Temperature　effects　on　stimulus－secretion　coupling
　　　　　　　　　　　　　　　　　in　rat　pancreatic　B　cells．

Koichi　Niwa

Laboratory　o　f　Physiology，　Dopa血nent　o　f　Biomedical　Scienoes，

Graduate　School　of　Veterinary　Medicine，　Hokkaido　University，

　　　　　　　　　　　　　　　　　Sapporo　060，　Japan

’lhe　present　study　was　designed　to　examine　1）　the　correlation　between　the　secretory　response

of　insulin　and　the　dynamics　o　f　cytoplasmic　calcium　concentration　（　［Ca2“］i　）　induced　by

glucose　and　2）　the　effects　o　f　lowering　temperature　on　the　processes　proximal　and　d　istal　to

Ca2“　signaling　in　pancreatic　B　oells．

　　Glucose　（15　mM）　caused　a　biphasic　increase　in　insulin　secretion　in　perifused　pancreatic

islets　o　f　rat　at　350C：　that　is，　the　secretory　response　consisted　ofa　t　ransient　increase　followed

by　a　nadir　（first　phase）　and　gradual　increase　（second　phase）．　Glucose　caused　a　biphasic

㎞crease血【（；a2＋】i血・血ra－2－1・aded　islets　at　350C，　a・transient・increasc（丘rst　phase）f・ll・wed

by　a　gradual　increase　（second　phase）　on　which　recurrent　Ca2“　spikes　were　frequently

superimposed．　Time　courses　o　f　the　frrst　and　the　second　phases　o　f　the　［Ca2“］i　increase

corresponded　to　those　of　the　insulin　secretion，　suggesting　that　the　biphasic　insulin　secretion

is　underlain　by　the　biphasic　［Ca2’］i　increase．

　　The　insulin　secretion　and　the　［Ca2’］i　inerease　were　deereased　by　lowering　temperature　to

30　or　250C　with　a　temperature　coefficient　（Qio）　of　11．6　and　1．8，　respectively．　’lhe　ratio　of

glucose－induoed　insulin　secretion　to　the　［Ca2“］i　increase　（IS／Ca）　was　calculated　to　represent

the　efficiency　o　f　Ca2’　to　cause　exocytosis．　’lhe　Qi　o　value　o　f　the　ratio　o　f　IS／Ca　was　calculated

t・bc　3．7　timcs　9rcater（6．6）血an　that・f出e【（la2＋］i　incrcasc，　suggcsting出a曲。　cx・cyt・tic

process　is　more　sens　itive　to　temperature　than　the　［ca2＋］i　increase．

　　The・eff。cts・fl・we血9・tcmperature・n山e血sulin・secreti・n　and山e【（la2＋］i　increasc

induced　by　high　K“　（30　mM），　carbamylcholine　（CCh；　100　mM），　and　glibenclamide　（2　mM）

were　also　examined．　The　Qio　values　o　f　the　ratios　o　f　IS／Ca　in　the　responses　to　high　K’，

CCh，　and　glibenclamide　were　5．6，　3．8，　and　13．0，　respectively．　These　values　were　greater

than　the　Qio　values　of　corresponding　［Ca2“］i　responses　（1．2，　1．4，　and　1．8，　respectively）　，

suggesting　that　the　inhibition　o　f　insulin　secretion　could　be　attributed　to　temperature

sensitivity　o　f　the　exocytotic　process　regardless　of　the　cause　of　（Ca2’］i　increase．

　　It　is　concluded　that：　1）　the　glucose－induced　biphasic　insulin　secretion　is　underlain　by　the

biphasic［（；a2＋］i血erease；2）1・wcring　tempcrature　mhibits　b・山pr・ccsses　pr・ximal　and

distal　to　Ca2“　signaling　in　response　to　glucose；　and　3）　the　latter　process　is　more　sensitive　to

temperature　than　the　former　in　rat　pancreatic　B　oells．
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