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神経 ペ プチ ド g al a ni n の 作用 二 単離 ラ ッ ト膵濯流系 に

おけるグル コ
ー ス 刺激イ ン ス リ ン放出抑制効果

金沢大学医学部内科学第二 講座 く主 任 こ 竹田亮祐教授1

竹 田 康 男

く昭和6 2 年1 0 月 1 日 受付1

G al a n in は ブ タ上部小 腸か ら単離さ れ た 29 ア ミ ノ 酸残基 か らな る新 し い 神経 ペ プチ ドで ある ． 本研

究で は， 単離ラ ッ ト膵渾流系を用 い て， g al a n ir l の グ ル コ
ー ス 刺激下

，
イ ン ス リ ン

，
C 一 ペ プ チ ド放出に 及ぼ

す 影響 を検討 した．
まず合成 g a l a n i n を用 い ， g al a n i n C 端特異 RIA 系 を確立 し， g al a ni n 様免疫活性が，

ラ ッ トお よ びブ タ消化管， 膵 に 存在す る こ と を明ら か に し， 更に ゲ ル ろ過 に よ る 検討 に て ，
ラ ッ ト膵 に お

い て は
1 25I ． g al a n i n に

一 致す る ピ ー ク と それ よ り大分子 の 二 つ ピ ー

ク よ り 構成 され る こ と を 明ら か に し

た
． 単離ラ ッ ト膵液流実験 に お ける ， g al a n i n 単独刺激 で は， イ ン ス リ ン 基礎分泌抑制傾向と刺激終了後に

－

相性の イ ン ス リ ン放 出を認 めた．
こ の場合

，
グ ル カ ゴ ン 分泌お よ び ソ マ トス タチ ン分泌 へ の 影響は ほと

ん ど認 め られな か っ た ．
ま た

， 低濃度 グ ル コ ー ス く15 0 m g ％う， 高濃度グ ル コ
ー ス く錮O m g ％う刺激下 そ

れ ぞ れ に お い て
，
1 0

q 8
M g al a n i n の 投与 に よ り， イ ン ス リ ン， C － ペ プ チ ド放出が抑制 され た ． 高濃度グル

コ
ー ス 刺激下 で は， イ ン ス リ ン と C ペ プ チ ドの放出は， 1 0－7 ノ ー 10－10 M g al a ni n 投与に よ り容量 依存的に 抑

制さ れた ． 以上 の 結果， g al a n i n が膵牒 細胞 に お い て イ ン ス リ ン 分泌 に 抑制的に 作用 す る新 しい 神経 ペ プチ

ドで あ る こ と を明ら か に した ．

K e y w o rd s g al a ni n ， is ol a t e d r a t p a n c r e a s p e rf u si o n ， i n s uli n a n d C
－

p e p tid e

r el e a s e
， g al a ni n r a di oi m m u n o a s s a y

1 9 8 3 年
，
T a t e m o t o ら

11
は ， C 末端ア ミ ド構造 を指標

と す るペ プチ ド分離法 に よ り， ブタ上部小腸から29 アミ

ノ酸残基の ペ プ チ ドを単離 し， その ア ミ ノ 酸配列の N

末端が gl y ci n e ， C 末端が al a ni n e で ある こ と に より，

g a l an i n と命名 し た
2l

． そ の 乳 ブ タ お よび げっ 歯動物

に お け る免疫組織学的研究， ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ

くr a di o i m m u n o a s s a y ， R I A l に よ る研究で ， 組織内分

布お よ び局在が検討さ れ た． その 結果， g al a ni n は脳お

よ び腸管 に広範囲に 存在 す る神経 ペ プ チ ドで あ る こと

が明ら か に さ れた
3 卜引

． 近年， ヒ ト消化管抑 OI ， 副腎 川 ，

下部尿路系1 2りこおい て も g a l a n i n 棟免疫活性 の 存在が

証明さ れ た．
G al a n i n は

， 化学 的検索法に よ り精製
．単

離され た ペ プチ ド で あ る こ と か ら， その 生理 作用 に つ

い て は不明な点が多い ． 発見者 で あ る T a te m o t o ら
2J

は
，
ラ ッ ト腸管 ． 勝胱 の収縮

，
イ ヌ に お ける容量依存

A b b r e vi ati o n s 二 BノF ， b o u n d lf r e e ニ B S A ，

的な血 糖上昇作用 を報告 した ．
その 後， 膵 ラ氏島周囲

に g al a n i n 含有神経 が存在す る こ と
川
， 各種動物にお

い て イ ン ス リ ン分泌 の 放出抑制作用
1 3 卜 川 な どが報告

さ れ
， g a l a n i n の膵 ホ ル モ ン に 及 ぼ す影響が示 唆され

た
．
そ こ で

，本研究で は g al a n i n の 生 理 作用 を追求する

研究 の 一

環 と して ， ま ず 合 成 g al a n in を 用 い ， 特異

R工A 系 を確 立 し， ラ ッ ト お よ び ブ タ 消化管， 膵 の

g al a n i n 様免疫活性 を検討 した．
つ い で

， 単離 ラ ッ ト膵

湾流系を用 い て g a l a ni n の 膵内分泌 に 及 ぼ す影響を検

討 した．

材料お よ び方法

工 ．
ペ プチ ド

G al a ni n お よび その 関連ペ プチ ド， ヒ ト p a n c r e a tic

p o l y p e ptid e くP P l ， ブタ n e u r o p e pti d e Y くN P Y I ，

b o v in e s e r u m alb u m in 三 C D N A ， C O m p l e m e nt a r y

d e s o x y rib o n u cle ti c a cid ニ G H ， g r O W th h o r m o n e 三 G R P ， g a St ri n r ele a si n g p e p ti d e ニ1 R
－C P ，

i m m u n o r e a cti v e C －

p e p tid e ニI R
－ G

，
i m m u n o r e a ctiv e gl u c a g o n 三王R － G al

，
i m m u n o r e a cti v e



G al a n i n の イ ン ス リ ン 分泌 に 及ぼ す影響

p e p tid e Y
Y くP Y Yl ， V a S O a C ti v e i n t e s ti n al p e p tid e

くV I P l ， ラ ッ ト C
， ペ プチ ト I

，
N a －t y r O S yl a t e d ラ ッ ト

C ． ペ プチ ド ー I ， ソ マ トス タチ ン 14
，
N q －t y r O S yl a t ed ソ

マ トス タ チ ン ー 14 はい ずれ も 静岡薬科大学生物薬品化

学教室に お い て ， 液相法 また は固相法に よ り化学合成

し， 使用前に その 純度 を証明し たも の で ある．
ラ ッ ト

イ ン ス リ ン お よ び ブ タ グ ル カ ゴ ン は N o v o 社 よ り そ

れぞれ購入 し た．

1工 ． R I A

l ． 抗 g al a n i n 血 清の 作成

高純度合成 ブタ g a l an i n l O m g と ウ シ血 清ア ル ブ ミ

ン くb o v i n e s e r u m al b u m u mi n
，
B S A H S i g m a

C h e m i c al C o ． ， S t ． L o ui s ， U ．S ．A 1 2 0 m g を冷蒸留水 2

m l に溶解 し
，
1 0 倍 当量 の 水溶性 カ ル ポ ジ イ ミ ド400

m g を添加， p H 6 ． 5 に て 18 時間反応 さ せ ， g al a n i n －

B S A 結 合体 を 作成 し た．
こ れ を S e p h a d e x G

－ 1 0

tP h a r m a ci a F i n e C h e m i c a l
，
U p p s al a ， S w e d e nl カ ラ

ム く2 ． 1 X 9 0 c m l で ゲ ル ろ過 し， 高分子童 画分 を集 め，

凍結乾燥 し g al a ni n － B S A 結合体 26 m g を得 た． こ の

g al a ni n－B S A 結 合体3 m g を 生理 食塩水 1 ．5 m l に 溶

解し， C O m pl e t e F r e u n d
，

s a dj u v a n t l ．5 m l を加 えオ

ム ニ ミ キ サ
ー

で乳化 したの ち ， 3 等分 し， 3 匹 の 家兎

に注射免疫 した． 2 週 間お き に 上 記の 半量 を用 い 注射

免疫 をく り返 し た結果， 1 羽 の 家兎 に 高力価の 血清

R198 5 を得た．

2 ． G al a ni n 特異 RIA 系の 確立

上記抗 g al a n i n 血 清 R1 9 8 5 を用 い ， 合成 g al a n i n を

棲準抗原， 1 25I 一 合成 g a l a n i n を 標識 抗原 と す る 特異

RI A 系 く抗血 清の 最終希釈濃度 17
，
50 00 倍う に よ り測

定し た． な お 標識抗原は ， ク ロ ラ ミ ン T 法に よ り標識

化をお こな い S e p h a d e x G lO カ ラム に て 精製 した． 標

準希釈溶液と して，0 ， 5 ％ B S A
，
0 ． 0 2 5 M エ チ レ ン ジ ア

ミ ン 四 酢酸 く和光純薬， 東京う， 0 ． 1 4 M 食 塩 を 含 む

0 ．0 1 M リ ン酸緩衝液 くp H 7 ．4うを伺 い
，
この 溶液0 ． 4

m l に 標準抗原 溶液 く0 ． 1 m り あ る い は 未知検体溶液

肌 1 m り ， 希釈抗血 清溶液 肛 1 m lう， お よび 希釈標識

抗原溶液 く0 ． 1 m り を添 加し， 混合後
，
4
8

C a 4 8 時間

反応さ せ た． B o u n d l F r e e くBI F l 分 離は 5 ％ ポリ エ チ

レ ン グリ コ ー ル を用 い る 二 抗体法 に よ り行 っ た ． 乱

本系の 最小検出限界 は 4 f m o ll t u b e で あ っ た 個 1 l ．

3 ■ イ ン ス リ ン R工A 系

ラ ッ トイ ン ス リ ン くN o v o R e s e a r c h I n s ti t u t e ，

C o p e n h a g e n ， D e n m a r k l を標準抗原 と し
，
モ ル モ ッ ト

抗 ブ タ イ ン ス リ ン 血 清 く最終希 釈 濃度 1 60
，
00 0

g al a ni n 三工R I ， i m m u n o r e a c tiv e i n s uli n ニ N P Y ，

86 1

十割
，

1 2 5
I －イ ン ス リ ン げ イ ナ ポ ッ ト社， T o k y o ，J a p a n

う を用 い 確立 した R工A 系に よ り測定 した．

4 － ラ ッ ト C ペ プチ ド特異 RI A 系

標準抗原 と し ては
，
合成 ラ ッ ト C ペ プ チ ト I

， 抗血

清に は家兎抗 ラ ッ トC － ペ プ チ ト I 血清 R 90 1 ， 標識抗

原 と し て 1 2 51 － ラ ッ ト C － ペ プ チ ドー 工 と す る C 端特異

R IA 系 に よ り行 っ た ． こ の系は， C ペ プチ ド王 とIl を

同時に 認識す る が
tt

p e p tid e A
，，

は認識され な い 系で

ある
潮

．

5 ． グル カ ゴ ン R工A 系

既 報 に 準 LI ， ブ タ グ ル カ ゴ ン くN o v o R e s e a r c h

I n stit u t e
，
C o p e n h a g e n ， D e n m a rk l を標準抗凰 抗グ

ル カ ゴ ン 血清 O A L 1 2 3 く最終希釈濃度140
，
00 0 イ割

く大塚ア ッ セ イ研究所 を用い る RI A 系に よ り行 い，

BノF 分離は デ キ ス トラ ン ー

炭末法に よ り行 っ た 瑚
．

6 ． ソ マ トス タ チ ン RI A 系

ソ マ ト ス タ チ ン ー 14 を標 準抗 原
，

1 25
ト N 軋 t y r o

－

S yl a t e d － ソ マ トス タ チ ン ー 14 を標識抗原と し
，
抗ソ マ ト

ス タ チ ン ー1 4 血清 く最終希釈濃度 60 ，0 0 0 倍1 を用 い る

R工A 系に よ り行 っ た 抑 ．

皿 ． 組織 の 抽出

ブ タ組織 は， ブ タ を窒素ガス に て窒息死 させ た の ち
，

た だ ちに 摘出 した
．
ラ ッ トは， ウ ィ ス タ

ー

系雄性 ラ ッ

ト く体重 こ200 へ 2 5 0 gl を用 い 24 時間絶食後， 無麻酔

下で断頭 し
，
た だ ち に臓器 を摘出 した． 組織は秤量後，

S t a n d a r d o r S a m pl e O ．1 m l

A n ti g al a n i n s e r u m くR 1 9 8 51 0 ．1 mi
J25
トg al a ni n く50 0 0 c p m 1 0 ．1 mi

S t a n d a r d d il u e n t O ．4 m l

i n c u b a ti o n f o r 4 B h r a t 4 C

N o r m al r a b bi t s e r u m O ．1 m l

A n ti－T gl o b uii n s e r u m O ．1 m 1

5 ％ p ol y e t h yl e n e gly c ol O
．5 m l

i n c u b a ti o n f o r 3 0 mi n a t 4 C

C e n trif u g a ti o n f o r 3 0 m i n at 4 C

A s pir a ti o n

l
． ．

C o u n t p r e c IP lt a ti o n

F i g ． 1 ． F l o w sh e et of R I A s p e cifi c f o r g al a n i n ．

S t a n d a r d d il u e n t こ 0 ．01 M p h o s p h a t e b u ff e r

C O n t ai n in g O ．02 5 M E D T A ， 0 ．1 M N a Cl a n d O ．5 ％
BS A ．

n e u r o p e p tid e Y ニ P P ， p a n C r e atic p oly p e p tid e 三
R I A

，
r a di oi m m u n o a s s a y ニ V I P ， V a S O a C tiv e in t e stin al p ol y p e p tid e ．
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水冷下 5 卑 10 倍量の 0 ． 1 M 酢酸の 存在 で ホ モ ジナ イ

ズ した ．
ホ モ ジネ

ー トは沸騰水浴中で 10 分間加熱後，

冷却， 氷酢酸を加 え， 最終濃度 を 1 ． O M と した
．
これ

を4
0

C ， 3
，
0 00 回 転に て 30 分間遠心 し， 上清 を分離，

残淀を 1 ． O M 酢酸で洗浄 した． 上清 な らびに 洗液を合

わ せ て凍結乾燥 し， R工A 用 検体 と した ． 測定 に 際 して，

検体は 0 ． 0 1 M リ ン酸凍衝液 くp E 7 ． 4J に 溶解 した．

N ． ゲ ル ろ過法

G al a ni n の 組織 内分子型 を み る た め に ， ブ タ 及 び

ラ ッ ト膵組織抽出物 を用 い て ゲ ル ろ過 を 行い 検討 し

た． 上 述の 組織抽出検体 を3 M 酢酸に 溶解後 ，
不溶物

を遠 心 分離 し， 上 清 を S e p h a d e x G 50 s u p e rfi n e

くPh a r m a ci a Fi n e C h e m i c a l ， U p p s al a ， S w e d e nl

く1 ． O X 90 ． O c m コ カラ ム に 添加 して ゲ ル ろ過を行 っ た ．

溶出液と し て 3 M 酢酸 をも ち い ， 溶出液 を各1 ． 2 m l 画

分と して採取後， 凍結乾燥 し RI A 用 検体と した．

マ ． 単離 ラ ッ ト膵液流 実験

体重 200 句 2 50 g の ウイ ス タ
ー 系雄性 ラ ッ ト を用い，

飲水を制限せず約 20 時間絶食 した後， ベ ン ト パ ル ビ

タ
ー ル 5 0 m gノk g を 腹 腔 内投与 に よ り 麻酔 し た．

G r o d sk y らの 方法
2 1
りこ準 じ， 膵 を摘出し単離 ラ ッ ト膵

港流標本を作成 した． 濯流液 に は，9 5 ％ 0 2 － 5 ％ C O 2 で

飽和 し p H 7 ． 4 ， 3 アC に 調整 した 4 ％デ キ ス ト ラ ン 70

く名糖産業， T o k y o ，J a p a n l ， グル コ
ー

ス を含む K r e b s

R i n g e r B i c a rb o n a t e 緩衝液 を 用い た． 腹腔動脈の カ

ニ ュ
ー レ よ り2 ． 5 m lノm i n の流速 で濯流 し た． 門脈 の

カ ニ ュ レ ー シ ョ ン に より 得た湾流液は， 1 分毎に アプ

ロ チ ニ ン を添加 した ガ ラ ス チ ュ ー ブ に 水 冷下 で採取

し
， 測定 まで

－

3 0
0

C に 凍結保存 した ．

W ． 潅流実験 に お け る ペ プ チ ドの 投与法

合成ブ タ g al a ni n は ， 1 M 酢酸に 溶解後 ，
0 ． 2 ％ BS A

含 む生理的食塩水で希釈 し， 目的 とす る濃度 に 調整 し

た． G a l a n i n の投与は， イ ン ス リ ン の 基礎分泌が安定し

た 後， 側 管か ら イ ン フ ュ
ー

ジ ョ ン ポ ン プ C H a rn a rd

A p p a r a t u s ， M o d e1 9 751 に て 0 ． 1 m lノm i n の流量 で注

入 した． イ ン ス リ ン 分泌刺激 は 150 m g ％お よ び 300

m g ％グル コ
ー ス の 投与 に より行 っ た ．

W ． 統計学的検定法

ペ プ チ ドと高波度グル コ ー ス の 同時投与 に お け るイ

ン ス リ ン お よ び C － ペ プチ ド の 放出量 は ， グ ル コ
ー ス 投

与後 の 0 旬 5 分 を第1 相， 5 一 句 2 0 分間 を第 2 相 と し

た
． 第1 相， 第2 相の それ ぞ れイ ン ス リ ン お よび C － ペ

プチ ド放出量と， 第1 相， 第 2 相の イ ン ス リ ン 放出総

量 を対照群 と比較 した．
なお

， 得 られ た数値 はす べ て

平均値 士標準誤差 で あ らわ した． 推 計学的処 理 に は

S t u d e n t の t 検定 を用い ， 5 ％未満 の危険率 を も っ て

有意と した ．

成 績

工 ． 杭 ブタ g al a n i ェ 血 清と R 工A 系 の 確立

G al a ni n － B S A 結合体 を抗原と して 用 い ， 家兎に 免疫

した 結果， 1 匹 の家兎 より高力価の 抗 ブ タ g al a ni n 血

清 R 19 85 が 得 られ た． 本抗血清 R 19 8 5 の 主 要抗原認識

部位 を各種合成 g al a n i n 関連 ペ プ チ ド の 交差反 応性に

基 づ き 検討 し た と こ ろ， g al a ni n く3 － 2 9 位I ， g al a nin

く1 0 －2 9 位l ， g al a ni n く15 －2 9 位1 の 用 量 反応曲線は， い

ずれ も g al a n i n く1
－

2 91 の それ に
一

致 し， 同等の 交差

反 応性 を示 し た． した が っ て ， 抗血 清 R19 8 5 の 主要抗

原認識部位 は， C 末端 15 －29 配列以 内 に存在する こと

が 明 らか に な っ た ． また， g al a n i n の C 端構造と類似の

C 端構造 を もつ n e u r o k i n i n A ， n e u r O k i n i n B ， n e u r O ．

m e d i n B
，
S u b st a n c e P お よ び g a st ri n r el e a sl n g

p e p ti d e くG R Pl の ほか ， N P Y ， P Y Y ， V I P の 交差反

応性 は 0 ． 0 2 ％以下 で あ っ た ． 膵ホ ル モ ン で あるイ ンス

リ ン ， グ ル カ ゴ ン
，
ソ マ トス タチ ン ． 1 4

，
ヒ トP P との

交差 反 応性 も認 め ら れ な か っ た ．
こ こ に 本坑 血清

R19 8 5 を 用 い
， 合 成 g al a n i n を標 準抗原，

1 25
I 一合成

g al a n in を棲識抗原 と す る g al a n i n C 端特 異 RIA を

確立す る に い た っ た く図 21 ．

工王 ． ラ ッ ト
，
ブタ 組織内 g al a n i n 様免疫活性と存在

様式

本研究の g al a ni n 特異 RI A 系を用 い ，
ラ ッ トお よび

ブタ抽出物中の g a l a n i n 棟免疫活性濃度 を測定した．

ラ ッ トお よび ブ タ消化管組織全体 に g a l a ni n 様免疫活

性を認め た く表1 ， 2う． ブ タ に 比較 し ラ ッ ト消化管に

お ける免疫活性濃度 は低値 で ある が， 食道 を除く消化

管全体に ほぼ 均
一

に 免疫活性 を認め た．

一 方ブタ では，

免疫活性濃度 は， 胃噴門弧 下部消化管 に 高値 を認め

た．
こ の結果 は， B i s h o p ら

91
に よ り報 告され た各組織

に お ける g al a n i n 様免疫活性濃度よ り やや 低値 で ある

が， 組織内分布 は， ほ ぼ
一

致す るも の で あ っ た ． 膵抽

出物 に お い て も比 較的高濃度の g al a n i n 様免疫活性を

ラ ッ ト， ブ タ組 織中に 認 め た．
ラ ッ ト膵抽出物で は

0 ．6 5 士0 ． 2 6 f m oll m g 湿 重量 くn ニ 51 ， ブタ 抽出物では

9 ． 1 6 士3 ． 9 0 f m oll m g 湿重量 くn
ニ 51 で あ っ た．

ブ タ膵抽出物に お け る g al a n i n 様免疫活性の 希釈曲

線 は図 3 に 示 すよ う に ブタ g al a n i n 標準曲線と並行で

あ るが
，
ラ ッ ト膵抽出物 に お い て は， 並行性を認めな

か っ た ．

つ い で
， 膵抽出物の ゲ ル ろ過に よる 検討を行 っ た．

ブ タ膵抽出物 の ゲ ル ろ過 に よ る検討で は，
1 2 5
トg al al血

と 同
一

の 位置に の み 溶出す る単
一 の ピ ー ク を認めるの

に 対 し， ラ ッ ト膵抽出物で は
12 5I － g a l a n i n に一

一 致する

ピ
ー

ク と それ より高分 子 画分 に 溶出す る 二 つ の ピ
ー ク
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を認め た く図4 う．

III ． 単離ラ ッ ト膵潜流

1 ． G al a ni n 単独投与 に よ る効果

10－7 M お よ び 1 0A 8 M g al a n i n 単独投与 に お い て ， 10 0

m g ％ グル コ ー ス 存在下 に お い て 注入 直後 に ， イ ン ス

リ ン お よ び グ ル カ ゴ ンの 両免疫活性濃度 の 上昇が 小さ
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Dilu ti o n
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G a la ni n くf m o V tu b eJ

F i g ． 3 ． D il u ti o n c u rv e S O f p o r ci n e くO
M

O l a n d

r a t ti s s u e e x t r a c ts o f p a n c r e a s くt
－

り a n d

d o s e － r e S p O n S e C u rv e O f s t a n d a rd s y n th e ti c g a l a n i n

く中
一 書J i n g al a n i n RI A w i th a n ti s e r u m R 1 9 8 5 ．

い 放出 ピ ー クと して 認め た．
その 後， 両者と も に その

放出が 抑制 され る傾向を示 した ． な お， イ ン ス リ ン に

関 して は， g al a ni n に よ る刺激中止後 に 1 相性の 免疫

活性濃度の上 昇 を認 めた．
10

－ 9
M g a l a n i n の 単独投与

に お い ても
，刺激終 了後のイ ン ス リ ン 放出を認 めた が，

1 0
－ 8
M g al a n i n 投与 に 比較す る と低値 であ っ た ．

以上

の結果 より， 以下の 実験 に 10
－ 8
M g al a n i n を使用 し

た
．

一 方
，
グル カ ゴ ン放 出に 関 して は， 刺激終 了後も

有意 な変化 を観察 しな か っ た ． な お ， 本港流系に おい

て
， g al a n in に よ る ソ

マ ト ス タ チ ン の 分泌刺激 は全く

認め られ なか っ た く図5 1 ．

2 ． グル コ ー ス 刺激 に よ る イ ン ス リ ン と C ペ プ チ

ド放出に 及ぼ す 10－
8
M g al a n i n の 抑制効果

1う 低浪度グル コ
ー ス く15 0 m g ％う刺激に 対す る抑

制効果

10
－ 8
M g al a n i n の投与 開始 10 分後 に 15 0 m g ％ グ

ル コ ー ス を同時投与 し， 2 0 分間投与 を継続 し た．
1 0－8

M g a l a n i n の存在下，1 5 0 m g ％ グル コ
ー

ス に よ るイ ン

ス リ ン 放出総 量 は 70 ．1 士1 5 ． 6 n g くn ニ 5フ で あ り ，

一

方
，
対照群 と して 150 m g ％ グ ル コ

ー ス 単独投与 の 場

合 113 ．5 士1 9 ． 6 n g くn ニ 5う で あ っ た ． す な わ ち， 1 0，8

M g al a ni n 存在下，1 5 0 m g ％グ ル コ
ー ス に よ るイ ン ス

リ ン放出総量 は，有意で は ない が低下の 傾向を示 した．

しか し
， 第 1 相の イ ン ス リ ン放 出に 関 して は， 1 0．

8
M

g al a n i n 投与で 8 ． 7 士2 ．8 n g で あ り， 対照群18 ．3 士2 －1

n g に 比 し有意の低下 を示 した．

C ペ プチ ド の放出に つ い て も， 10－
8
M g al a ni n 投与

で 総放出量 27 ．1 士5 ．8 n g で あ る の に 対 し， 対照群 は
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．

， P く0 ．0 5 a n d
H

， p く 0 ．0 1 v s b a s a1 1 e v el s ．

4 2 ． 2 士 4 ． 6 n g で あり ， イ ンス リ ン と同様有意 ではない

が放 出量 の 低下傾向 を認 めた ． ま た
，
第1 相の C－ペ プ

チ ド放出刺激 に 関 して も ， イ ン ス リ ン 放出の それと同

様有意の 低下 を認め た く表3 ン．

2 う 高濃度 グル コ
ー

ス く30 0 m g ％う 刺激に 対する抑

制効果

10
－ 8
M g a l a n i n の 存在下 ， 3 00 m g ％グ ル コ

ー ス に
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r el e a s e ． く中 N 中1 w ith l OJ
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－－－一一－0 1 wi th o u t g al a ni n ． R e s u lt a r e p r e s e n t e d a s
M e a n 士 S E M くn ニ 5 へ 91 ．

8 65

よ るイ ン ス リ ン 放 出総量 は 7 2 ． 7 士9 ． 3 n g くn ニ 61 で

あっ たの に 対 し
，
3 00 m g ％グル コ ー ス 単独投与 に よ る

対照群放出総量は， 16 5 ． 9 土2 7 ． 3 n g くn ニ 1 01 で あ っ た ．

す なわ ち
，
10

， 8
M g al a n i n の存在下， 3 0 0 m g ％グ ル

コ
ニ ス に よ る イ ン ス リ ン 放 出 は 対照群 に 比 し 約

4 3 ． 8 ％に 低下 した． ま た
，
第 1 相， 第2 相， 総量 の い

ずれ に お い て も， 有意の イ ン ス リ ン放出の 低下が認め

られ た ．

同 条件下， C ペ プ チ ドの 放出総量 は 25 ．2 士6 ． 4 n g

くn 二 引 で あ っ た
．

一 方
， 対 照 群 で は60 ．8 士 1 2 ． 2 n g

くn ニ 引 で あ っ た ． す なわ ち， 対照群に 比 し， C ． ペ プチ

ドの 放出も約 41 ．4 ％に低下 し， イ ン ス リ ン 放出の 低下

に 並行 して お り
，
その 第1 相お よび放出総量の両者 に

つ い て有意の 低下 を示 した く図6う．

3 う 30 0 m g ％グ ル コ
ー

ス 刺激 に よ る イ ン ス リ ン と

C ． ペ プ チ ド放 出に及 ぼす g al a n in 濃度の 効果

G al a n i n 濃度 を 10－
7

，
10－9

，
1 0

－ 1 0
M と し

，
1 0

－ 8
M

g al a ni n 投与 の 場合と 同様の 方法に よ り g al a ni n 投与

開始 10 分後 に， 30 0 m g ％グ ル コ
ー ス を 20 分間同時注

入 した， 高濃度 グル コ ー ス に よ るイ ン ス リ ン放出は
，

10，7 M g al a n i n 濃度の 投与 に よ り，1 0
－

8 M の 場合と 同

様， 第1 相， 第2 相お よび総量 に お い て 放出を有意に

抑制 した．
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ホ

1 0．7 M 9 ． 1 士3 ． 1
ホ

1 3 4 ． 4 士21 ． 6 1 6 5 ． 9 士2 7 ． 3

1 3 8 ． 2 士2 4 ． 7 1 6 5 ． 6 士31 ．5

8 2 ． 1 士1 9 ． 4 9 8 ． 5 士2 2 ． 4

6 4 ． 9 士 8 ． 6
ホ

7 2 ． 7 士 9 ． 3
ホ

5 7 ． 5 士2 0 ． 3
ヰ

6 6 ． 6 士2 3 ． 2
ホ

V alu e s a r e e x p r e s s e d i n m e a n 士 S E M ． n ニ 6 h
vl O

串
p く 0 ．0 5 v s c o n t r oI v al u e
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T a bl e 5 ． E ff e c t of l O
－ L O

J h
v l O

－ 7

M g al a n i n o n 3 0 0 m g ％ gl u c o s e
－i n d u c e d

C －

P e P ti d e くI R － C P l r el e a s e f r o m i s ol a t e d pe rf u s ed r a t p a n c r e a s

G al a ni n I n t e g r a t e d r el e a s e d I R
－ C P くn g e q u i v al e n tl

a d d e d l s t p h a s e 2 n d p h a s e T o t al

C o n tr ol ll ． 2 士 2 ．8

1 0一
川

M 5 ．8 士1 ． 4

1 0－9 M 7 ． 4 士3 ． 8

1 0欄
8
M 2 ． 6 士0 ． 8

ホ

1 0．T M 2 ． 0 士1 ． 0
ホ

4 9 ． 8 士1 1 ． 0 6 0 ．8 士1 2 ． 2

4 2 ．4 士1 1 ． 6 4 8 ． 2 士1 2 ． 6

2 9 ．4 士1 2 ． 2 3 6 ．8 士1 5 ．4

2 2 ．8 士 6 ． 0 2 5 ． 2 士 6 ．4
ホ

1 0 ． 0 士 3 ． 8
ホ ホ

1 2 ． 0 土 2 ． 3
ホ

V al u e s a r e e x p r e s s e d i n r n e a n 士 S E M ． n
ニ 6

ホ

p く0 ．0 5 ，
木 木 P く 0 ．01 v s c o n tr oI v al u e

トラ 1 0
－ 1 0
灯
9
灯
8 1 0

－

7 トつ 1 0
－ 1 0
M r
9
1 0

－

8
1 0
イ

G al a ni n くM I
Fi g ． 7 ． T o t al I R I くal a n d I R

－ C P くb いel e a s e i n d u c e d b y 3 00 m g ％ gl u c o s e i n th e p r e s e n c e o f

l O
－ 1 0

旬 1 0－7 M g al a n i n ． R e s u lt s a r e p r e s e n t e d a s M e a n 士 S E M くn
二 5 へ 9ン． V al u e s o f

st a ti s c al si g nifi c a n c e a r e
ホ

， p く 0 ．0 5 v s c o n t r o l l e v el ．

は抑制 され る傾向を示 した く表 4 I ． C ペ プチ ドの 放出

に つ い て も
，
10

－ 7
M g al a n i n に よ り その 第 1 相と第 2

相の 放 出な ら び に 放出総量 に お い て ， ま た， 10－
8 M

g al a n i n で は第1 相の 放出お よび 放出総量に つ い て そ

れ ぞれ 有意の 抑制 を示 し た． G al a n i n の 1 0
－ 9
M およ び

10－1 け M 濃度の投与 で は， 有意 で は な い が 抑制傾向を

示 した く表 51 ．

以 上
， g al a ni n は ， 図 7 に 示 す よう に， 対照群に 対 し

て用 量依存的に 300 m g ％グ ル コ
ー ス 刺激下 に お け る

イ ン ス リ ン放出を抑制 した ． また ， 同時に C － ペ プチ ド

の 放出もイ ン ス リ ン と 並行 して 抑制 され る こ と を明ら

か に した．

考 案

合成 g al a ni n を抗原 と し家兎で 産生 し た抗 g a l a n i n

血清 R 1 9 85 は ， 合成 g a l a n i n 関連 ペ プ チ ドお よ び構造

類似 の 脳一腸 ペ プチ ドの 交差反応性 か ら g al a ni n に特

異的で あ る こ と を証明 し た ．
次 に 本 抗血清 を 用 い ，

1 25
I 一 合成 g al a n i n を 標識 抗原と し， 合 成 g al a ni n を標

準 抗 原 と す る RI A 系 を 確 立 し た． 本 RI A 系 は

g al a n i n C 端 に 特異的で あり， 最小検出限界は 4 f m ol ，
l

t u b e と高感度で あ っ た ． 本 RI A 系を用 い ， ラ ッ トおよ

び ブ タ消化管， 膵抽出物 を検討 した と こ ろ ， 広 範動こ

g a l a ni n 様免疫活性が存在す る こ と を確認し た． 膵組

織に お い て も 比較的高濃度の g al a ni n 様免疫活性が検

出さ れ た．
ブ タに 比 し ラ ッ ト抽出物中の 免疫活性濃度

が低値で あ っ た ．
こ れ は本 R王A 系が ブ タ特異 Ri A 系

で あ り
，
ラ ッ ト g a l a n i n の ア ミ ノ 酸配列が ブタの それ

と異 なる た め と推定され た
21 10さ

． ゲ ル ろ過 に よる検討に

て も ブタ 膵に お い て は
1 25I － g a l a n i n に

一 致す る単
一 の



G al a ni n の イ ン ス リ ン分泌に 及 ぼ す影響

ピ ー ク を認め るの に 対 し， ラ ッ ト膵 は 1 25 トg al a ni n に

一 致 する位置と それ よ り早 く溶出す る 二 つ の ピ ー ク よ

り形成され た． B a u e r ら
101 2 2 I
も じ 卜

， ネ コ 副腎， ヒ ト腸

管に お い て 同様二 つ の ピ
ー ク よ り形成 され る こ と を報

告し， 大分 子 g al a ni n の 存在を明 ら か に した ． 以 上 の 結

果より g a l a n i n の 種差 に よ る ア ミ ノ 酸 配列， 分子 型 が

異なる こ とが 推定さ れ た ．
ブ タ g al a n i n に つ づ き， ウ シ

g al a ni n の c D N A 解 析 に て その 前駆体 の 構造決定が

なさ れ たが
2 312 4 I

， 他 の 動物種 に お け る ア ミ ノ 酸配列 は

不明 で あ る． 今後， 各種動物の g al a n in の 構造決定する

こ とに よ り更に 詳細 な検討が期待さ れ る．

G al a 最 n は ， も と も と化学的検索に よ り単離 され た

ことから， その 生理 作用 が明 ら か で な か っ たが ， 最近

発表され た R o k a e u s 細 の 総説 に は， i n vi v o
，
i n vi tr o

に て様々 な生理 作用 が報告さ れ てい る
． その な か で も

，

g al a n i n は単離当初よ り， 用 量依存的 な血糖上昇作用

が認め られ ， 膵 ホ ル モ ン に及 ぼす影響が 示 唆され
， そ

の後， イヌ ，
マ ウス

，
モ ル モ ッ トに お ける イ ン ス リ ン

分泌抑制作用 が 明 らか に され た1 3 ト 1 7 l ． 一

方免疫組織学

的にも， 藤田お よ び岩永は， ブタ 掛 こ は本血清 R19 8 5

を用い て ， g al a ni n 含有神経 の 存在を確認 し く私信う
，

D u n ni n g ら
1 4I
も ， イ ヌ ， ラ氏島周囲に 同様 g al a ni n 含

有神経の 存在 を認 め て い る． 膵 ラ 氏島周 囲 に お け る

g al a ni n 含有神経存在及び， 比較的高濃度免疫活性の

膵組織 に お ける存在は ， 膵機能 に お け る この ペ プ チ ド

の生理 学的役割 の 可能性 が示 唆 され る が， ラ ッ ト膵内

分泌に 及 ぼす影 響に 関し ては
， 詳細な検討 はな され て

い ない ． こ れ らの 知見 に 基づ い て ， 単離 ラ ッ ト膵漂流

系を用 い ， 高純度の 合成 ブタ g al a ni n を投与 す る こ と

によ りラ ッ ト膵内分泌 ホ ル モ ン ヘ の 影響 を検討 した．

この 結果， 低濃度 グル コ ー ス 存在下， g al a n i n の 単独投

与によ り
， イ ン ス リ ン 分 泌 は

， 有意 で はな い が低下傾

向を示 した
．
また

， g al a n i n 投与終 了時 に ， イ ン ス リ ン

分泌の 一 相性の 放出 を認め た．
こ れ は， g a l a n i n に よ る

イ ン ス リ ン分 泌抑制に よ る リ バ ウ ン ド現 象に よる こ と

が考え られた が
，
その 詳細 な理 由に つ い て は不明 で あ

る． 本条件下 で は
， g a l a ni n に よ る グル カ ゴ ン 分泌およ

び ソ マ ト ス タ チ ン 分 泌 へ の 影響 は ほ と ん どみ ら れ な

か っ た ．

つ ぎに 低濃度 く150 m g ％う， 高濃度 伽O m g ％ げ

ル コ ー

ス 刺激に よ る イ ン ス リ ン と C ペ プ チ ド分泌 へ

の g al a ni n の 作用 を検討し た． そ の 結果
，
イ ン ス リ ン と

C ペ プ チ ドの 放出は用 量依存的に g al a n in に よ り抑制

される こ と が 明 ら か に な っ た
．
以 上 の 結果， 著 者 は

g aI a n i n が ， ラ ッ ト膵濯流系 に お い て初 め て イ ン ス リ

ン
， C ペ プチ ド分 泌に 対 し て抑制的に 働 く新 しい 神経

ペ プ チ ドで あ る こ と を明 らか に した
．

8 6 7

G al a ni n の C 端 部 ア ミ ノ 酸 配列 は， G R P や s u b ．

St a n C e P の ほか ブ タ脊髄 か ら単離さ れ た n e u r o k i n i n

A
25，
，
n e u r O k i n in B

2 51
，
n O u r O m ed i n B 抑 の ア ミ ノ 酸配

列と比 較的構造が類似 して い る
．
しか し， g a l a n i n を除

き土れ ら の ペ プチ ド はい ずれ もi n vi v o の 実験系でイ

ン ス リ ン分泌克進作用が報告され て い る2 7 ト 細
．
ま た

，

われ わ れ 和 も， 本研究の単離ラ ッ ト膵濯流系 に お い て
，

これ ら ペ プチ ドが
， グ ル コ

ー ス 刺激イ ン ス リ ン 分泌 に

対 して放出完進作用 を示 す こ と を確認 してい る
．
これ

らの 知見は， g al a 山 n と こ れ ら構造類似 の ペ プチ ドの

間で 受 容体認識機序 に お い て 明ら か に異 なる こ と を示

唆し てい る
． 今後， g al a ni n を含め て これ らの構造類似

ペ プチ ドの 受容体認識機構 に つ い て 詳細な検討が必要

と思わ れ た．

G al a ni n の イ ン ス リ ン 分泌の 抑制機序は明らか で な

い が
，
イ ン ス リ ン分泌を抑制 する ペ プチ ド で ある ソ マ

ト ス タ チ ン3 1 や
， 抑制型 の ペ プ チ ドと して の オ ピオ イ

ドペ プ チ ド
，
カ テ コ ラ ミ ン の 関与 も考え られ る

． 今回

の 実験 に お い て は
， g al a ni n 単独刺激時 に 濯流液中の

ソ マ ト ス タ チ ン の 濃度に は変化 を認め なか っ た こ と よ

り g al a ni n の イ ン ス リ ン 分泌抑制 に は ソ マ ト ス タ チ ン

の 関与は少 ない と思 わ れ るが
，
パ ラク ライ ン と し ての

局所的な作用 な どは否定 で き ない ． ま た
， 本研究 の i n

V i v o 系で g al a n i n の イ ン ス リ ン 放出抑制作用 に つ い

て そ の 機序の 解明は今後の課題で ある が
， 最近 A b r e n

ら
1 61 は

， g a l a n i n の イ ン ス リ ン 分泌抑制の磯序 の
一

つ

と し て
，
マ ウ ス 膵ラ氏島に お い て

，
グル コ ー ス 刺激に

よ る細胞質内fr e e C a 2＋ の 上 昇を g al a n i n が抑制 す る

こ と を明 らか に した．
こ の 事よ り

， g al a n i n の イ ン ス リ

ン分 泌の抑制機序 の 一

つ と し て C a チ ャ ン ネ ル の 関与

が示 唆され た．

本研究に お い て ， C － ペ プ チ ドの 放出もイ ン ス リ ン と

同様抑制さ れた
．
プ ロ イ ン ス リ ン の プロ ツ セ シ ン グに

よ り 月 細胞 でイ ン ス リ ン と C － ペ プ チ ドが 等モ ル 比 で

生成す る こと が知 られ て い る こ と32，か ら
， g al a n in は ，

直接 ガ 細胞に 作用 し， 両者の 分泌 を抑制 して い る 可能

性が考え られ た． 著者の 成績 で は， C ペ プ チ ド分泌 量

は モ ル 比 でイ ン ス リ ン 分泌量 の 約67 ％ に しか 相当 し

なか っ たが ， そ の 理 由と して 今彼使用 した ラ ッ ト C ペ

プチ ドの R工A 系は ラ ッ ト C ． ペ プ チ ド工
， II を同等 に

認識す るが ， そ の C 末端を欠く
t t

p e ptid e
－ A

，，

を認識

しな い
33I た めと推定さ れ る．

こ の こ と を考慮 に い れ る

と単離ラ ッ ト膵潜流系に お い て g a l a n i n はイ ン ス リ ン

と C ペ プ チ ド を ほぼ 等モ ル で 抑制 して い る も の と 推

定さ れ た．

G a l a n i n は ， 中枢 に も広範囲に 分布し て お り， その 生

理作用 と して下垂体 ホ ル モ ン へ の 影響も報告され て い



8 68

る
．
B a u e r ら

341
は ， g al a ni n の ヒ ト末梢静脈投与 に お い

て， g r O W th h o r m o n e くG H l の 放出刺激 を報告 し て
い

る
．
ラ ッ ト脳室内注入実験に お い て も ，

G H の 放出3 5I及

び プ ロ ラ ク テ ン放出
3 61 が認 めら れ てい る ． な お ， プ ロ ラ

ク チ ンの 放 出克進作用 に 関 して は， V工P の 関与が 示唆

され た． ブ タ， モ ル モ ッ ト， ヒ ト腸管神経叢 に お い て

は， V I P と g al a ni n が 共存 して い る こ とが明 ら か に さ

れて い る 刷 ． イ ン ス リ ン 分泌冗進作用 を持 つ VI P
抑
と

分泌 抑制作用 の g al a n i n の 共存は， 膵P 細胞 に お い て

も相互 に イ ン ス リ ン 分泌調整 に 関与 して い る 可能性が

考 えられ る．

神経系に お い て ， g al a n i n は ， ド
ー パ ミ ン

，
ア セ チ ル

コ リ ン の 放出抑軌 電気刺激に よ る シ ナ プ ス 反射抑制

な ど， 抑 制型 に 作用 す る ペ プ チ ド で あ る こ と が 報

告堀
中 叫 され て い る ． 最近で は， 脳室内注入 に よ る食欲

瓦進作用
4 11
， 褐色細胞腰に お い て g a l a ni n の 組織内濃

度の 高値も報告
1 1
増 れ， g al a ni n の 多彩な 生理 作用 が

示唆 され るに い た っ た ． 本研究 で 初め て， i n vi t r o 膵

液流系 を用 い ， 神経ペ プチ ド g al a ni n が強力なイ ン ス

リ ン と C ペ プ チ ドの放出抑制物質 で あ る こ と を明 ら

か に し た．
G al an in は抑制型神経ペ プ チ ドと して 今後

生体内に お け る意嵐 生理作用の 解析が 必 要である と

考 えら れた．

結 論

神経ペ プチ ド g al a n i n の 生体内 に お け る生理作用 を

追求する
一 環と して ， 合成 g al a ni n を用 い て， 以下の結

論 を得た．

1 ． 合成 g a l a n i n を用 い て ， g al a n i n C 端特異 RI A

系を確立 した．

2 ． ラ ッ ト
，
ブタ消化管全域 に ， g a l a n i n 様免疫活性

の存在を認め た． 掛 こも 比較的高濃度 の 免疫活性 を認

め た．

3 ． ラ ッ ト， ブタ膵 内の 分子存在様式を検討 した結

果， ブタ膵 で は
1 25
1 ． 卵 1 a n i n に

一 致す る 単
一

の 免疫活

性で ある の に 対 し， ラ ッ ト膵 で は ，
1 2 5
I ． g al a ni n に

一 致

す る免疫括性 とそれ よ り大分子 型 の免疫活性 の 2 者の

存在 を認め た．

4 ． ラ ッ ト単離膵濯流系に お い て， g a l a ni n 単独刺

激で はイ ン ス リ ン放 出の抑制傾向 と刺激終了後の
一 相

性の 免疫括性の 上 昇を認め た．
グ ル カ ゴ ン

，
ソ マ トス

タチ ン の放出に 関 して は変化を認 め なか っ た ．

5 ． 低濃度， 高濃度 グ ル コ
ー ス 刺激下に おい て ， 1 0

－ 8

M g al a ni n は ， イ ン ス リ ン と C
ペ プ チ ドの 放 出を有意

に抑制 した．

6 ． G al a ni n は ， 高濃度グル コ ー ス 刺激下に お い て ，

用量依存的に グ ル コ ー ス 刺 激時の イ ン ス リ ン と C － ペ

プチ ド放出を抑制 し た．

以 上 の 結果 は， g a l a n i n が膵 P 細胞 に お い て ， イ ン ス

リ ン と C ペ プ チ ド放出に 抑制的 に 作用 す る 新しい 神

経 ペ プ チ ドで ある こ と を示 した．
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