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キ ヌ レ ニ ン代謝産物の イ ン ス リ ン 分泌 に 及ぼす影響

一 分離ラ島の 分泌能の 再検討 , 及 びそ の ラ 島を用 い た i n v it r o 実験
一

金沢大学医学部第二 内科 ( 主任 : 竹田亮祐教授)

宮 冗 進

( 昭和 53 年 4 月 26 日受 付)

本論文の 要旨の
一 部 は1 973 年第46 回日本生化学会 , 1 9 7 4 年第 47 回 日本生化学会 に お い て 発表し た ･

糖尿病発症 の 要因と して . イ ン ス リ ン を合成 し . 分

泌 して い る膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島( 以 下 ラ 島と 略す)β細

胞 の 障害が 挙げ ら れ る . 従来 , β細胞の イ ン ス リ ン 分

泌 機序 に 関す る研究は個休全体 , 膵全体ま た は膵片 を

対象と し た方法が用い ら れて い た . 近年 , そ れ ら に 加

え て 膵 ラ 島の 分離法が開発 さ れ , 試験管内で膵β細胞

の イ ン ス リ ン 生合成 . 分泌 に つ い て の 研究が 可能 とな

っ て き た .

ラ 島分離法と し て . 徒手分離法
1)
, 膵 管結繁に よ る分

離法
2I

,
コ ラ

ー

ゲナ
ー ゼ処理法 削 が 報告さ れ た が . 操作

が 容易で 採取率の 優れ た コ ラ
ー

ゲ ナ
ー ゼ処理法が 一 般

に 用 い られ て い る . こ の 方法 は酵素処理法で あ る が 故

に
, 勝 ラ 島分離過程で コ ラ ー

ゲ ナ
ー ゼ自体 , 及 び コ ラ

ー

ゲ ナ
ー ゼ 標品 に 僅か に 混在する ト リ プ シ ン な ど に よ

っ て β細胞膜 を損傷 し , イ ン ス リ ン 分泌機能 を低下さ

せ る もの と 推定 さ れ
516)

, そ れ ぞ れ の グル
ー

プ に よ り幾

っ か の 改良が な さ れて 重 た
3I5 州

. し か し . こ れ ら の 改

良点 は主と し て , 得 ら れた ラ 島の 採取率に 関するもの

で ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌機能 に つ い て の 詳し い 基礎的

検討は なさ れ て い なか っ た . 今回 , 著者 は L a c y ら の コ

ラ ー ゲナ ー ゼ処 理 法
4 )
を 基に し て . ラ 島の 機能 に 及ぼ す

コ ラ
ー

ゲ ナ
ー ゼ 処理 の 影響 を検討 し , よ り

"

i n t a c t
"

に

近 い 状態の ラ 島を分離す る 条件 を見い 出し た .

次 い で , 著者は こ の
"

i n t a ct
' '

な ラ 島を用 い て 試験管

内で キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の イ ン ス リ ン 分泌 に 及ぼ す影

響 を検討 した . キ ヌ レ ニ ン は ト リ プ ト フ ァ ン 代謝の 中

間代謝産物で あ るが . こ れま で 妊 婦 .
ス テ ロ イ ド投与

患者, 甲状腺機能冗進 ラ ッ ト の 尿 中に キ ヌ レ ニ ン 代謝

産物の 排泄が 増加 して い る こ とが 報告さ れて お り , ま

た その よ う な 患者で は しば し ば糖尿病状態, 高イ ン ス

リ ン 血症 を伴う こ と が知 ら れて い た
9卜 13 触 らで あ る .

又 , キ ヌ レ ニ ン 代謝産物 は構造的 に キ ノ リ ン 核を有し

て お り .
こ の よ う な キノ リ ン 核 を持 っ た化学物質( 8

-

オ キ シ キ ノ リ ン) は , 岡本耕遣先生 に よ り古く か ら実

験的糖尿病 の 発生試薬
= I
と し て 用い ら れ て い た こと に

も よ る . しか し なが ら , こ の 8
-

オキ シ キ ノ リ ン も含め

て キ ノ リ ン 核を 有す る キ ヌ レ ニ ン 代謝産物 の イ ン スリ

ン 分泌 に 及 ぼす 影響 に つ い て の 研究 は ほと ん どなされ

て い な か っ た . 最近に な り , 岡本 ら に より キ ヌ レ ニ ン

代 謝産物の 内 , キ ヌ レ ニ ン 酸 , キ サ ン ト レ ン 酸, キナ

ル ジ ン 酸 , 8
-

オ キ シ キナ ル ジ ン酸 がイ ン ス リ ン 分泌

作用を有す る こ と が 明 らか と な っ た
-5 卜2 2 )

今回 , 著者 は こ の
"

i n ta c t
"

な 分離 ラ 島を用 い て キヌ

レ ニ ン 代謝産物 で あ る キ ナ ル ジ ン 酸を 用い て イ ン スリ

ン 分泌 に 及 ぼす影響 を検討 し た結果 t キ ヌ レ ニ ン代謝

産物 の 糖尿病発症に つ い て 新知見 を得 た の で 報告す

る .

〔Ⅰ〕 ラ島の分離法および分離ラ島の イ ン ス リン 分泌

能の検討

実験材料および実験方法

1 ) 実験動物

体重 200 ～ 2 5 0 g の ウ ィ ス タ
ー 系雄 ラ ッ ト を オ リ エ

ン タ ル 固定飼料 M F お よ び水道水を与え て 同
一 条件下

で 飼育後実験に 供し た .

2 ) ラ 島分離法

ラ ッ ト は ベ ン ト パ ル ビ タ
ー ル ( 5 0 m g / k g ) の 腹腔内

投与に て 麻酔す る . 開腹後 , 総胆 管を十二 指腸開口部

で 結歎 し , 肝 管 の 最終合流部 へ 屈 曲さ せ た 21 ～ 2 3 G

の 巣 状針 を別人し ,

ハ ン ク ス 液 ( 0 .6 % グル コ
ー ス を

E ff e ct o f K y n u r e n i n e M et a b o lit e s o n I n s uli n R el e a s e
- S e c r e t o r y ch a r a c t e ri s ti c s of

"

i n t a c t
"

r at p a n c r e a ti c i sle t s a n d eff e c t of k y n u r e n i n e m et ab o li t e s o n i n s uli n r el e a s e

f r o m t h e
"

i n t a ct
"

i sl et s -

,
S u s u m u M i y a m ot o . S e c o n d D e p a r t m e n t of I n t e r n al M e d i ci n e ,

S c h o o I of M e d i ci n e K a n a z a w a U n i v e r sit y , K a n a z a w a .
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含む) を 約15 ～ 2 0 m は 入し , 外分泌腺細胞間の 間隙

を拡げて 充分膵 を膨化さ せ た 後膨化膵を摘出す る . 摘

出膵 は20 ～ 5 0 mエの 冷 ハ ン ク ス 液中で 洗浄し , 血液 ,

脂肪繊な ど を取り 除く ･ 摘出膵を ハ サ ミ で 5 m m 程 度

の小片に す る ･ 膵小片 は25 m g コ ラ ー

ゲナ
ー

ゼ( C L S

肌 ワ シ ン ト ン 社製) , 10 0 m g 牛血清 ア ル ブ ミ ン( シ グ

マ 社製) を含む 20 mエ容三角 フ ラ ス コ に 入れ . ハ ン ク ス

液を加え 最終容量を 5 mエに する . 上記 三角 フ ラ ス コ を

密栓して ･ W a te r b a th i n c u b a t o r で , 3 7
0

c , 200 回

/ 分の 振塗下で 後述す る時間で イ ン キ ュ ベ ー

トし , 勝

小片を消化す る .

この 消化さ れ た膵組織 を 50 mエ容 の 円錐形 メ ス シ リ

ン ダ
ー に 移し 換え , こ れ に 温 ハ ン ク ス 液 ( 室温放置)

を50 皿エの 目盛り 一 杯 まで 加え て , 約 1 分 30 秒 ～ 2 分

間静置後上帯を約 25 mエ除去する . 本操作後 . 合計8 回

の 洗浄を 行な うが , 最初の 4 回は温 ハ ン ク ス 液, 残 り

4 回は冷 ハ ン ク ス 液を 25 m 川口え , 同様 に 1 分 へ
ノ 1 分

30 秒静置し上浦 を除去す る . コ ラ ゲ ナ ー ゼ処理 時間が

15 分以 内の 時は上記処理 に 加え て , 1 回 目 の 温 ハ ン

ク ス 液を加 え た後 に 先端を直径 5 m m 程度に し た 駒 込

ピ ペ ッ ト に て , 消化 し た 膵劇織 を 吸 入 t 噴出す る操

作を5 ～ 6 回行 な い , 膵小片を 約0 .5 m m 程度 の 大 き

さ に する .

冷 ハ ン ク ス 液 によ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ洗 敵 お よ び膵外

分泌腺 の 除去が進む に つ , れて ラ 島が直線的に 沈下する

の が 肉眼で 見 られ る . 最後 の 洗浄を終 え た後 ,
メ ス シ

リ ン ダ
ー の 内容を 氷上 に冷却し た シ ャ レ ー に 移し ,

バ

ッ ク を黒く し 解剖顕微鏡( 10 倍率) で 鏡検 し なが ら先

端を ラ 島よ り や や太 く し た キ ャ ピ ラ リ ー ピ ペ ッ ト を用

い て ラ 島を 採取す･ ラ 島は楕円形 , 円形と 種々 の 形で

認 め られ る が 一 外分泌 腺の よ う に 小真横造 はな く , 充

実性の 塊で 灰白色に 見え , 大ささ は0 . 4 ～ 0 .2 m m で

あ る .

以 上の よ う に して 分離し た ラ 島の う ち , 大 きさ の は

ぼ等し い ･ 遡 縁整 なもの を 選択 し , 以 下の 実験 に 使用

した .

3 ) 分離 ラ 島の イ ン ス リ ン分泌能に つ い て の 検討

上記 の よう に し て 得 た ラ 島 を K r e b s - R i n g e r 事炭

酸穣衝液 に 5 m M グル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 5 m M フ

マ ル 酸 ナ ト リ ウ ム , 5 m M ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ

ム
･ 0 ･ 2 % 牛血清 ア ル ブ ミ ン お よ び種 々 の イ ン ス リ ン

分泌刺激 , 抑制物質を加え た メ デ ウ ム 0 . 5 扉 に 6 個 あ

て 入れ ･

- 一 定時間 0 2 9 5 % , C O 2 5 % 通気下. 3 7
0

c で イ

ン キ エ
ペ ー

卜 し た - イ ン キ エ ペ ー

ト後 に メ デ ウ ム 中に

放出さ れ た イ ン ス リ ン 量 を 2 抗体法に て 測定 し た . イ

ン ス リ ン 分泌 能の 検討 に は グル コ ー ス
, ソ マ ト ス タ チ

ン ( C y Cli z e d ,
B a c h e m 社 製) , d ib u t yl y l

-

C y Cli c

A M P ( C A M P ) , 3 ･i s o b u t yl m e th yl
-

Ⅹa n th i n e (I B M X )

な どの イ ン ス リ ン 分泌 刺激 , 抑制物質を用 い て 行な っ

た .

実 験 結 果

1 ) コ ラ
ー

ゲ ナ
ー ゼ 処理鱒問とイ ン ス リ ン 分泌 量と

の 関係
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図1 ･
コ ラ ゲ ナ

ー ゼ 処理時間と 20 m M グ ル コ ー ス

刺激 イ ン ス リ ン 分泌量の 関係

図 1 に コ ラ ー ゲナ ー ゼ 処理 時間と得ら れた ラ 島の グ

ル コ ー ス 刺激に よる イ ン ス リ ン 分泌量と の 関係 を示 し

た ･
コ ラ ー

ゲナ
ー ゼ処理を 8 , 1 0 , 12 分間行な っ た 場

合 の ラ 島 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 量 は 57 0 ～

6 0 0 FL U /i s l e t/ 9 0 mi n で あ っ た . 1 5 , 2 0 , 2 5 分間の 処理

に て 得ら れ た ラ 島か ら放出さ れ たイ ン ス リ ン 量 は それ

ぞ れ 約550 , 4 0 0 . 2 50 FL U /i sl e t/9 0 m i n で あ り . 3 0 .

4 0 分間の 処理 で は約 100 . 50 FL U /i s l e t/ 9 0 mi n で あ っ

た ･ 以上 の 成績 を得 たの で . 以後の 実験で は コ ラ ー

ゲ

ナ ー ゼ処 理 時間 は1 0 分間と 25 分間と し , 得 られ た ラ

島の イ ン ス リ ン 分泌 に つ い て 比較検討し た .

2 ) 種 々 の グ ル コ ー ス濃度で の イ ン ス リ ン 分泌能の

検討

図 2 で 示し た よ う に 10 分間の コ ラ ー

ゲ ナ
ー

ゼ 処 理

時間で 得 られ た ラ 島か らの 各 グル コ ー

ス濃度 に 対す る

イ ン ス リ ン 分泌 量 は , 3 m M , 6 m M の 低濃度 グ ル コ ー

ス で は約10 p u / i s I e t/ 90 mi n で あ っ た . 同L:く . こ れ ら

の 低感度 グル コ ー

ス 存在下で は , 2 5 分 間の コ ラ ー ゲ

ナ ー ゼ 処理 時間で 得 られ た ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌量 は

約50 〟U /i sl e t/ 9 0 m i n で あ っ た . し か し . 1 0 m M グ ル

コ
ー

ス 濃度 を境 に して , 1 0 分間の 処理 で 得 ら れ た ラ

島の 方が ･ グル コ ー ス 濃度 の 変化に より 鋭敏 に 反応す

る の に 反 し , 2 5 分間処理で 得 られ た ラ 島 の イ ン ス リ



3 8 0

ン 分 泌 は 鈍 く , イ ン ス リ ン 分 泌 量 は そ れ ぞ れ

300 〟U /i sl e t/9 0 m i n , 10 O FL U /i sl e t/90 m i n で あ っ

た ･ 2 0
～

2 5 n l M グル コ
ー

.
ス 濃度 で イ ン ス リ ン 分 泌 量

は ほ ぼ プ ラ ト ー に 達し , 10 分 間の 処理 で 得 ら れ た ラ

島で は約 570 ～ 6 00 FL U /i s l e t/9 0 mi n で あ り , 2 5 分 間

の 処理 で 得 られ た ラ 島 で は300 J上U /i sl e し
′

9 0 m i n で あ

っ た .

3 ) ソ マ ト ス タ チ ン の イ ン ス リ ン 分泌 に お よ ぼ す 影

響

図3 で 示 し た よう に . 10 分 間の コ ラ ー

ゲ ナ
ー ゼ 処
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図2 . 各 コ ラ ゲ ナ ー ゼ処理時間で 得ら れ た ラ 島の 種

々 グル コ
ー

ス 濃度 に お ける イ ン ス リ ン分泌量 の 関

係

ブC

理 で 得 られ た ラ 島で は10 n g/ ml の ソ マ ト ス タ チ ン 濃

度 に て 約 50 % の イ ン ス リ ン 分泌の 抑制 が認め られた .

しか し , 2 5 分 間の 処理 で 得 られ た ラ 島 で は ソ マ ト ス

タ チ ン の 抑制作用 は 1000 n g / ml の 濃度 で も 認 め ら れ

なか っ た .

4 ) c A M P と IB M X の イ ン ス リ ン分泌 に 及 ば す 影

響 ( 表1 )

1 0 分お よ び 25 分の 処理時間で 得 ら れ た ラ 島を用

い
, 2 m M c A M P と 1 m M I B M X の イ ン ス リ ン 分泌 に

お よ ぼ す 影響を検討し た .

2 0 m M グル コ ー ス 刺 激 に よ る イ ン ス リ ン 分 泌量

は , 1 0 分間の 処理 で 得ら れ た ラ 島で は ,
C A M P , I B M X

を添加 し て も , グ ル コ ー ス単 独の 場合 と比較し て 著明

‡n h ぬitぬn 如 S o m a食O S色感岳n

p 吉〟5 . く仇卯 く0 .07 く仇卵

0 - - 〟 一 一 - - - - ▲ - 一 一 ･ - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･
･
･ ･ 一

0 1 10 10 0 10 00

S o m a to st a ti n ( n g/ m l)

図3 ･ 各 コ ラ ゲ ナ ー ゼ処理時間で 得 られ た ラ 島か ら
の 高濃度 グル コ ー

ス 刺激 イ ン ス リ ン 分泌に 与える
ソ マ ト ス タ チ ン の 影響

表 1 1 0 分 間, 2 5 分間の コ ラ ー

ゲ ナ
ー ゼ 処 理 時間 で 分離 した ラ 島の 高濃度 グ ル

コ
ー

ス 刺 激イ ン ス リ ン 分泌に及 ぼ す C A M P とI B M X の影響

1 0 mi n d i g e s te d i sl e t s 2 5 m i n d i g e s t e d i s l e ts
( 〟U / i s l e t/ 9 0 m i n ) ( 〟U /i sl e t/ 9 0 m i n )

■ hi g h g l u c o s e
( 2 0 m M )

5 4 9 . 0 ±1 2 . 7 (1 0 0 % ) 2 8 0 . 1 ±5 . 7 ( 1 0 0 % )

h i g h g l u c o s e
+ 2 m M c A M P

5 6 9 . 8 士2 6 . 6 (1 0 4 ) 3 2 9 . 0 士1 7 . 9 ( 1 1 7 * )

h i g h g l u c o s e
+ 1 m M I B M X

7 2 5 . 0 士4 1 . 4 (1 3 2 ) 5 0 1 . 9 ±1 3 . 4 ( 1 7 8 *)

*
p < 0 . 0 5



キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の イ ン ス リ ン分 泌に及 ぼ す影響

E 徹 ct of Q ui n aldi c A cid o n l n s uli n

馳l 組 S e fr o m 且∂叩 曾鵬 即 5 Isl et

6 0 ¢

00

帥

菱
筐
忘
き
邑
古
家
壷
冒
き

由

c
｡

専
Q
､

0

東
園
…

摘
…

指
摘ゝ

邑

晋
ヨ

曇
G

ぎ
｡

篭

ヤ
ヨ
宣
6
-

諷
】

致
じ

弄
り

ゝ
c

ミ

窃

ヨ
ミ
Q

ぎ
q
Q

h
句

窃

ヨ
宝
G

ぎ
c
O

切
付

図4 ･ キ ナ ル ジ ン酸 の 分離 ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌 に
及 ぼ す影響

に 増加し な か っ たが , 2 5 分間の 処理 に て 得 ら れ た ラ

島で は こ れ ら の 添加 に より 有意( P < 0 .0 5 ) に 増加 し

た .

小 結

コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ処理 時間と それ ぞ れ の 時間処理 に て

得られ た ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌の 関係 を 検討 し た 結

軋 短時間処理 ( 8 , 1 0 , 12 分間) で 得 られ た ラ 島の 高

濃度 ( 20 m M ) グ ル コ ー

ス 刺激 に よる イ ン ス リ ン 分泌

量は600FL U /i sl e t/ 9 0 m i n で あ り , こ れ は 従来の 報告の

約2 . 5 ～ 3 倍と い う 多量 で あ っ た . し か も 処理時間を

0 分に 演繹 し た点 の イ ン ス リ ン 分泌量 は図 1 よ り推定

すると 600 fL U /i s l e t/ 9 0 m i n 程度に な る . すな わ ち ,1 0

分間前後の 処理 時間で 得た ラ 島は ,

"

i n ta c t
"

な う 島( 0

分で 分離さ れ た ラ 島) が 高濃度 グル コ ー

ス 存在下 で 分

泌する イ ン ス リ ン 量と はぼ 等し い 量 を分泌する能力を

有すると 考え られ た .

ま た種 々 の グル コ ー

ス 濃度 に 対す る イ ン ス リ ン 分泌

反応曲線か ら , 1 0 分間の 処理 で 得ら れ た ラ 島 は 長時

間処理 で 得 ら れ た ラ 島 に 比 べ , グ ル コ
ー ス濃 度に 対 し

よ り鋭敏に 反応 して い る こ と が明 らか と な っ た .

1 0 分間の 処理 で 得 ら れた ラ 島は , ソ マ ト ス タ チ ン に

対す る感受性を有し て お り , ま た , C A M P , I B M X の イ

ン ス リ ン 分泌増強作用 は 25 分間の 処理 で 得 ら れ た ラ

表2 分離 ラ 島の イ ン ス リ ン分 捌 こ及ぼ す
トリ プ トフ ァ ン 代謝産物の 影響

N o n e

Q ui n ald i c a c id

8 - H y d r o x y q ui n al d i c a ci d

X a n th u r e n i c a ci d

K y n u r e n i c a ci d

し T r y p tp h a n

L - K y n u r e n i n e

3 一 瑚 r o x y - L - k y n u r e n i n e

Q u i n o li ni c a c i d

Q u i n al d y】gl y c i n e

3 81

I n s u li n o u tp u t
( p U / 9 0 mi･n /i sl e t)

1 1 ±5

1 3 2 ±23

1 4 7 士30

8 0 士17

6 7 ±15

1 9 士10

1 0 士5

1 8 ±11

1 3 ±5

1 2 ±6

m e a n 士S E M . I n c u b a ti o n m e d i u m c o n t ai n e d

a s u b s t a n c e to b e t e s t e d i n a c o n c e n t r a ti o n
( 4 m M ) .

島の 方が よ り著 しか っ た .

以 上の 結果か ら短時間( 10 分間) 処理 で 得 られ た ラ

島( β細胞) の 細胞膜 ,
A d e n yl at e c y cl a s e 系 , お よ び

イ ン ス リ ン 分泌 機構 はよ り
"

i n t a ct
t
-

な状態で 保た れ て

い る こ と が 推定さ れ た .

川 〕キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の イ ン ス リ ン 分泌 に及 ぼす

影響

〔Ⅰ〕で の コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ処理 法の 検討に より , 1 0 分

間の コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ 処理時間 に て ほ ぼ
"

i n t a ct
"

な ラ 島

を得 る こ とが で き る と 考え , 次に こ の 分離ラ 島を 用い

て キ ヌ レ ニ ン 代謝産物 の イ ン ス リ ン 分泌に 及 ぼ す 影響

に つ い て 検討 し た .

実験材料および方法

〔Ⅰ〕 の 実験に 同じ .

実 験 結 果

1 ) キ ナ ル ジ ン 酸 , 8 - オ キ シ キ ナ ル ジ ン 酸 , キサ ン

ト レ ン 酸 , キ ヌ レ ニ ン 酸 , し ト リ プ ト フ ァ ン . L
-

キ ヌ

レ ニ ン
. 3 - オ キ シ ー L - キ ヌ レ ニ ン , キノ リ ン 酸 . キ ナ

ル ジ ル グリ シ ン の 分離ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌 に 及 ぼす

影響

表2 に 示 した よう に , 3 .3 m M グル コ ー ス を 含 む メ

デ ウ ム に 上記 の 各物質 ( 4 m M ) を添加し た場合 , ヰ

ナ ル ジ ン 較 , 8
-

オ キ ン キ ナ ル ジ ン 酸 , キ サ ン ト レ ン 酸 ,

キ ヌ レ ニ ン 酸 に て イ ン ス リ ン 分泌作用が認 めら れ た .



3 8 2

こ の う ち で も キ ナ ル ジン 酸, 8 -

オ キ シ キ ナ ル ジ ン 酸

に よる イ ン ス リ ン 分泌 量が よ り 著しか っ た . し か し ,

L - トリ プ ト フ ァ ン . L - キ ヌ レ ニ ン , 3 - オ キ ン ー

L 一

キ ヌ レ ニ ン . キ ノ リ ン 酸 , キ ナ｣ レ ジル グリ シ ン に て は

イ ン ス リ ン 分泌量 は ほ ぼ無添加時 と 差 を示 さ な か っ

た .

2 ) 低濃度 ( 4 m M ) お よ び 高濃度 ( 15 m M ) グ ル コ

ー ス 存在下で の ヰナ ル ジ ン 酸の イ ン ス リ ン 分泌 に 及ぼ

す 影響

Ti m e C o u r s e

0 3 0 6 0 9 0 m 血

図5 . 分離 ラ 島か らの イ ン ス リ ン 分泌 の 時間経過と

キナ ル ジ ン 酸の 影響

E F F E C T O F P U R O M Y C I N

6 00

岬

2 00

0

【

Z
S
U

u

軍
;
U
､

6
.

宥
こ

100

15 m M Glu c o s 亡

15 m H 触 0 5 ●

0 .2 r一朗 P u 叩

12 1†tH 袖 山k 旭

_

-
'

･
･

‥三 一 本 叩

′

0 30 60 90 mi n

図6 . 分離 ラ 島か ら の イ ン ス リ ン 分泌 の 時間経過と

p u r o m y ci n の 影響

フ亡

図 4 に 示し た よ う に , 4 m M グ ル コ ー

ス 存 在下 に

て t 4 m M キ ナ ル ジ ン 酸 を添加す る と ラ 島か ら の イ ン

ス リ ン 分泌 量 は グ ル コ ー ス 単独時よ り増加 し た . しか

し , 1 5 m M グ ル コ ー ス刺激 に よる イ ン ス リ ン 分泌量は

4 m M キ ナ ル ジ ン 酸添加 に より 約50 % 減少 し た .

3 ) ラ 島か らの イ ン ス リ ン 分泌の 時間的経過に 及ぼ

す キ ナ ル ジ ン 酸の 影 響 ( 園 5 )

4 m M キ ナ ル ジ ン 酸単独 に よ る イ ン ス リ ン 分泌 は

30 分 ま で 増 加 し , そ の 後 は 増加 L な か っ た . ま

た ･ 1 5 m M グル コ
ー

ス 刺激 に よる イ ン ス リ ン 分泌 は

4 m M キナ ル ジ ン 酸添加に より , 3 0 分以後の 増加が抑

制さ れ た .

4 ) イ ン ス リ ン 分 泌 に 対 す る 蛋 白 合 成 阻害剤

( p u r o m y c i n ) と キナ ル ジ ン 酸の イ ン ス リ ン 分泌に 及

ぼ す 影響と の 比較検討 ( 図6 ) .

4 m M キ ナ ル ジ ン 酸の イ ン ス リ ン 分泌刺激作剛 こ対

す る 0 . 2 m M p u r o m y ci n 添加 の 効果を み た が . イ ン ス

リ ン 分泌 は無添加時と変ら なか っ た .

一 方 , 高濃度 ( 1 5 m M ) グル コ ー ス 刺激に よ るイ ン

ス リ ン 分泌 は , p u r O m y C i n 添加 に よ り 30 分以 後ほ

ぼ 完全 に 抑制 さ れ た .

小 括

キ ヌ レ ニ ン 代 謝産物 な どの イ ン ス リ ン 分泌 に対する

効果 を短時間処理 に て 得 られ た
"

i n t a c t
"

な ラ 島を用い

て 再検討し た と こ ろ . キナ ル ジ ン 酸, 8 -

オ キ シキナル

ジ ン 酸 , キ ヌ レ ニ ン酸 , キ サ ン ト レ ン 酸 に イ ン スリ ン

分泌 促進効果 を認め た .

さ ら に キ ナ ル ジ ン 酸の ラ 島よ り の イ ン ス リ ン分泌に

対 す る 影響 を . 低 濃 度 お よ び 高濃 度 グ ル コ ー

ス . p u r O m y Ci n 添加等の 条件下 で 検討 し た 結果か

ら , キ ナ ル ジ ン 酸はイ ン ス リ ン 分泌 に対 し 2 っ の 作用

を有 す る と 考 え ら れ た . す な わ ち , キ ナ ル ジ ン 酸

は , ( 1 ) 低濃度 グル コ ー ス 存在下で イ ン ス リ ン分泌を

促 進 し , ( 2 ) 高濃度 グル コ ー ス 刺激に よ るイ ン スリ ン

分泌 を 抑制す る . キ ナ ル ジン 酸 の 後 者 ( 2 ) の 作用

は . p u r o m y c i n 添 加時の ラ 島か らの イ ン ス リ ン 分泌

抑制態度か ら推 し て , イ ン ス リ ン 生合成過程 の 抑制に

関係 し て い る 可能性 が考え られ た .

ま た , キナ ル ジ ン 酸の 抱合型代謝産物 で ある キナ ル

ジ ル グリ シ ン に は イ ン ス リ ン 分泌作用 は認め られなか

っ た .

総括お よ び考案

従来, 膵 ラ 島分離法と して 一 般的 に L a c y ら が 報じ

た コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ 量( 12 m g/ m り お よ び処理時間( 20
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分間) を採用し た コ ラ
ー

ゲナ ー ゼ 処理 法
4躯 広く 利周さ

れて い た . し か し
.
こ の 方法で は ラ 島を膵 よ り分離す

る過程で .
コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ お よ び コ ラ

ー

ゲ ナ
ー

ゼ標品

中に混在す る蛋白分解酵素. 外分泌腺細胞か ら遊離し

た蛋白分解酵素 な どが ラ 島の 細胞裏面に 存在す る種々

の ホ ル モ ン レ セ プ タ
ー の 機能を 障害す る可能性が考え

られて い た
5 槻

. こ れ を 解決す る 目的で 蛋白分解酵素阻

害剤など の 添加が 試み ら れて い た がJ
5 州

. 得 られ た ラ

島の
` `

1 n t a C t
''

性を 保持し て い る と い う 明確 な基礎的実

験が なか っ た .

一 方 , 岡本 ら は多量 の 牛 血清 ア ル ブ ミ

ン や ト ラ ジロ
ー ル を コ ラ ー

ゲナ
ー ゼ 処理 時に 加え る こ

と に より t ラ 島の イ ン ス リ ン 分泌量が増加す る 結果を

得て , L a c y らの コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ処理 法 の 再検討 の 必

要性を指摘 して い た
2 3 )

. 今回 , 著者は コ ラ ー

ゲナ
ー ゼ畳

を従来の 方法の 半分以下 の 量 と し , さ ら に コ ラ ー

ゲ ナ

ー ゼ処理 時間 に つ い て 種 々 検討し , 各時 間で 得た 分離

ラ島の イ ン ス リ ン 分泌能 に 与え る影響 に つ い て 検討し

た .

連続的に 種々 の コ ラ ー

ゲナ
ー ゼ処理 時間で 得た ラ 島

につ い て , そ の イ ン ス リ ン 分泌 の 量的関係を検討す る

と , 処理 時間が 25 分前後で 得ら れ た ラ 島の イ ン ス リ ン

分泌 量 は従来の 報告 と ほぼ 一 致し . 処理 時間を よ り長

くす れ ばイ ン . ス リ ン 分泌 量は よ り 一 層減少す る結果が

得られ た ･
コ ラ

ー

ゲ ナ ー ゼ処理 時間を 10 分前後 に 短縮

する と , 得 られ た ラ 島の イ ン ス リ ン 分 泌 量 は 570 ～

6 0 0iL U /i sl e t/ 9 0 mi n と なり . 従来 の 約 2 .5
～

3 倍 の 値

を示し た . さ ら に グル コ
ー ス 濃度 の 変化に 対し て も よ

り鋭敏 に 反応し た . 従 っ て .
コ ラ

ー

ゲ ナ ー ゼ処理時間

を 0 分 に 演 繹 し た 時 点 の イ ン ス リ ン 量 は

600 FL U /i sl e t/ 90 mi n 前 後 と 推 定 さ れ , こ れ が i n

Vit r o 系で の 1 個の i n ta c t な ラ 島の 高濃度 グル コ ー

ス

刺激に よる イ ン ス リ ン 分泌量と 考え ら れ た .

ソ マ ト ス タ チ ン は最初視床下部よ り 分離され
2 4I

. 成

長ホ ル モ ン 分泌 抑制物質と して 報告さ れ たが , そ の 後

イ ン ス リ ン ･ グル カ ゴ ン な ど多く の ホ ル モ ン の 分泌を

も抑制す る こ と が 知 られ て き た
2 5卜3 2 )

. ソ マ ト ス
ノタ チ ン

の イ ン ス リ ン 分泌抑制作用 は個体全体, 膵海流 に て 認

められ て い たが
2 引

, 膵 分離ラ 島を 用い た場合 に は , そ の

抑制作用 は認やられ な い と報告さ れ て い た
6l

. しか し ,

岡本ら は 分離 ラ 島を用 い た場合で
′

も 血 vi v o と 同様

に抑制さ れ る こ と を 明らか に し た
2 3 1

. 今 臥 長時間の コ

ラ
ー

ゲナ ー ゼ 処 理 時間で 得 られ た ラ 島で は ソ マ ト ス タ

チ ン の イ ン ス リ ン 分泌抑制効果は認め ら れず , 短 時間

処理 で 得 られ た ラ 島で は分泌抑制効果が認 め られ た .

こ れら の 結果 は膵 ラ 島分離過程で ソ マ ト ス タ チ ン の レ

セ プ タ ー に 障害が 生じ た可能性を示唆 して い る .

38 3

膵 β 細 胞 の イ ン ス リ ン 分 泌 機構 に A d e n yl a te

C y Ci a s e 系が 関 与 し て い る こ と が 考 え ら れ て い

る
3 3卜3 7I

. c A M P は A d e n yl a t e c y c l a s e に よ っ て 生 成

さ れ , P h o s p h o d i e s t el a s e に て 分 離 さ れ る

が . IB M X は p h o s p h o d i e s t el a s e 阻害剤 と し て 知 ら

れ て い る , C A M P , I B M X 添加 に よ っ て グ ル コ ー ス 刺

激 イ ン ス リ ン 分泌 量の 増加率 は長時間処理 で 得 られセ

ラ 島の 方 が . 短時間処理 で 得 られ た ラ 島よ り著明で あ

り , 長時間処理 で 得 られ た ラ 島で は c A M P 合成能の 低

下が考え ら れ , 短 時 間 で 得 ら れ た ラ 島 で は 細胞内

A d e n yl a t e c y cl a s e 系が より
"

i n t a c t
' l

な 状態 で 保 た

れ て い る と考 え られ た .

こ の よ う に , 1 0 分前後 の コ ラ ー

ゲ ナ
ー ゼ 処 理 時間

で 得た ラ 島は , イ ン ス リ ン 分泌量, グ ル コ ー ス 濃度の

変化に 対す る反応性 , ソ マ ト ス タ チ ン に よ る感受性 ,

お よ び c A M P . 1 B M X な ど の 効果か ら よ り
"

i n ta c t
"

に

近 い 状態 の ラ 島と 考え ら れた .

次い で 著者 は .
こ の 短 時間 コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ 処理 で 得

た ラ 島を用 い て キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の イ ン ス t｣ ン 分泌

に 対す る影響 を検討 した .

ラ ッ ト に L - ト リ プ ト フ ァ ン を 投与する と低血糖 が

生ず る こ と は古く か ら知られ た 事実で あ り
3 8 珊

. そ の

機序 と し て 肝 で の グル コ ー ス 新生の 阻害が考え られ て

い た が
岬

, 最近 こ の グル コ ー ス 新生 の 阻害説 は疑問視

さ れ つ つ あ る .

畑
. トリ プ ト フ ァ ン代謝 は通常 N A D 産

生に 向っ て い るが , キ ヌ レ ニ ン は 中間代謝産物と し て

存在し , キ ナ ル ジ ン 酸 , 8 - オ キ シ ヰ ナ ル ジ ン 酸な ど へ

の 代謝と N A D 産生の 代謝方向と の 分岐点 に 位置 L て

い る . 岡本 は哺乳動物 の トリ プ ト フ ァ ン 代謝が , 甲状

腺ホ ル モ ン や ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 影響を受け て キノ

リ ン 核を有す る キ ヌ レ ニ ン 代謝産物生成の 方向 へ 偏向

す る機構 を酵素 レ ベ ル か ら明ら か に した
42) 43)

.

一

方 , 臨

床的に は キ ヌ レ ニ ン 代謝産物が尿中に 増加して い る ス

テ ロ イ ド投 与患者 , あ る い は妊 婦, ま た 動物実験で は

甲 状腺機能冗進 ラ ッ ト 等で 糖尿病状態ま た は高 イ ン ス

リ ン 血症が 高頻度に 合併 しや す い こ と が 観察さ れ て い

る
町 13 1

. さ ら に , ス ト レ フ
0

ト ゾ ト シ ン 糖尿病 ラ ッ ト で は

肝 や膵 ラ 島の N A D 量 の 減少が 知ら れて い る
4 41 46)

. 加え

て , キ ノ リ ン 核 を有す る物質で 糖尿病発症 に 関与す る

薬物 と し て , 8▲一オ キ シ キ ノ リ ン に よ る 実験的糖尿

病 欄 , キ サ ン ト レ ン 酸に よ る催糖尿病作用に 関す る 報

告が あ る
4 614 71

. そ の 他 キ ノ ホ ル ム 投与患者に 膵 β 細胞

の 退 行変性 を認 め る報告もあ る4 8) . こ の よ う に キノ リ

ン 核を 持 っ た物 質が 糖尿病の 発生に 関係し て い る こ と

が 知ら れ て い た が . イ ン ス リ ン 分泌に い か な る影響を

与え て い る か に つ い て は こ れ ま で 研究さ れ て い なか っ



3 8 4

た . 岡本ら は キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の う ち , キ ヌ レ ニ ン

酸 . キ サ ン ト レ ン 酸 . 8
-

オ キ シ キ ナ ル ジ ン 酸 , キ ナ ル

ジ ン 酸が イ ン ス リ ン 分泌作用 を有す る こ と を 明 らか に

し た
1 5卜 221

. 今回 . 短時間処理 で 得 ら れ た ラ 島で 再検し

た が 同様 な成績 を得 た . さ ら に キ ヌ レ ニ ン 代謝産物の

う ち . キ ナ ル ジ ン 較を用い て イ ン ス リ ン 分泌 に及ぼ す

作用 を検討 した結果, キナ ル ジ ン 敢は , ( 1 ) ラ 島 β細

胞 内で 分泌 準備状態の イ ン ス リ ン を 放 出 さ せ る 作用

と , ( 2 ) イ ン ス リ ン 生合成過程を 阻 害する作用 を有 し

て い る と考え られ た .

と こ ろ で キ ナ ル ジ ン 較は キ ヌ レ ニ ン の 最終代謝産物

と して , 通 常尿中に 排泄さ れ て い る物質で あ り
4 gI5 0I

, ラ

ッ トで はそ の
一 部 は グリ シ ン と抱合 し て キ ナ ル ジル グ

リ シ ン と し て 尿 中に 排泄さ れ る こ と は 知 ら れ て い る

が
5 1l

t
こ の 抱合型代謝産物に は イ ン ス リ ン分泌作用 は

証 明さ れ なか っ た . キ ナ ル ジ ン 酸 は亜 鉛 ( Z
+

う の 強 い

キ レ
ー ト剤で あ る

52 )
の に 対 し , キ ナ ル ジ ル グリ シ ン は

Z
≠

な ど の 金属と 錯化合物 を形成 し に く い 物質 で あ る

か ら , キ ナ ル ジ ン 酸の イ ン ス リ ン 分泌機序と し て は ラ

島 β 細胞 ･ β 顆粒中の 貯蔵型イ ン ス リ ン
5 3)
( Z
+ 十

一

結合

イ ン ス リ ン) の Z
廿

が キ ナ ル ジ ン 酸と キ レ ー ト し , イ ン

ス リ ン は Z
■ 汁

f r e e と な っ て β 顆粒 か ら放出され るの で

あ ろ うと 考え られ る .

し たが っ て , キノ リ ン 核を 持 っ た キ ヌ レ ニ ン代謝産

物 ( 非抱合型) が 生体内で 過 剰産生の 状態に な る と 一

過 性に イ ン ス リ ン 分泌過剰状態を ひき お こ し , さ ら に

イ ン ス リ ン 生合成過程を阻害す る こ と に より 究極的に

β細胞内の イ ン ス リ ン 畳の 減少を 招来す る と 推定 さ

れ る .
こ の よう に , 今回の 分離 ラ 島を用い た i n v it r o

実験 にて 明らか に さ れ た キ ノ リ ン 核 を持 っ た キ ヌ レ ニ

ン 代謝産物の イ ン ス リ ン 分泌 に 及 ぼす作用 は , 甲状腺

機能元進 ラ ッ ト , ス テ ロ イ ド投与患者 , 妊婦等 にお け

る 2 次性 の 高イ ン ス リ ン 血症ある い は 糖尿病 の 発症機

序 の 1 つ と して 考え ら れる の で は な い か と 思わ れ た .

ま た . 最近 , 成人型糖尿病患者に も尿中の キ ヌ レ ニ ン

代謝産物 の 排泄が増加 して い る こ と が報告 さ れ
5 4I

, 1

次位糖尿病 の 発症 に もキ ヌ レ ニ ン代謝産物 の 過剰産生

が 関 連し て い る可能性が示唆さ れ る .
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S o m at o st ati n i n h ib i t e d t h e 2 0 m M g l u c o s e
-i n d u c e d i n s u li n r el e a s e f r o m t h e l O m i n -

d i g e st e d i s l et s , b ut t h e i n h i b it o r y eff e c t of s o m at o s t a ti n w a s n o t o b s e r v e d i n t h e 2 5

m i n - d i g e st e d i sl et s .

F r o I n t h e s e r e s ult s a n d f r o m o t h e r a v ail ab l e e v i d e n c e s . i t w a s t h o u g h t t h a t t h e

"

i n ta c t
‖

i sl et s w a s i s o l at e d b y t h e i m p r o v e d m il d c o ll a g e n a s e d i g e st i o n m et h o d ･

U s i n g t h e
"

i nt a c t
"

r a t i s le t s
,
t h e eff e c t of k y n u r e n i n e m et a b o li t e s o n i n s uli n r el e as e

w a s s t u d i e d . Q u i n al d i c a ci d a n d 8 - h y d r o x y q u i n al di c a ci d , e n d
- m et a b o li t e s of

k y n u r e ni n e . w e r e s h o w n t o r el e a s e i n s ul i n f r o m t h e i sl et s of r at s ･
I n t h e s ti m u l ati n g

e ff e ct o f k y n u r e n i n e m e t a b oli t e s o n i n s uli n r el e a s e , b o t h k y n u r e n i c a ci d a n d x a n t h r e n i c

a ci d w e r e f o u n d t o b e s o m e w h at l e s s a c ti v e t h a n q u i n al d i c a c i d , b u t し k y n u r e ni n e , 3
-

h y d r o
- L - k y n u r e n i n e , q ui n oli n i c a ci d .

しt r y p t p h a n a n d q u i n al d yl g l y ci n e d i d n o t c a u s e

t h e i n s u li n r el e a s e . T w e n t y m M g l u c o s e sti m u l at e d i n s u li n r el e a s e f o r t h e 負r st 3 0

mi n u t e s (n r s t p h a s e) o f i n c u b ati o n , f oll o w e d b y di st i n ctl y i n c r e a si n g r el e a s e d u ri n g t h e

s e b s e q u e n t 6 0 m i n u t e s ( S e C O n d p h a s e) . A d di ti o n o f 4 m M q ui n ald i c a c i d t o a n

i n c u b ati o n m e d i u m c o n t ai n i n g 2 0 rn M g l u c o s e c a u s e d a n al m o s t c o m p l et e i n h i b iti o n i n

t h e s e c o n d p h a s e of g l u c o s e -i n d u c e d i n s uli n r el e a s e , W h il e t h e B r s t p h a s e w a s

i n s e n s iti v e t o q u i n ald i c a ci d . T h e r e h a v e b e e n m a n y p a p e r s r e p o r ti n g t h e i n c r e a s e d

l e v el o f k y n u r e ni n e m e t a b olit e s , S u C h a s k y n u r e n i c a ci d a n d x a n t h r e ni c a ci d , i n th e

u ri n e o f st e r o i d -t r e a t e d p ati e n t s , p r e g n a n t W O m a n a n d h y p e rt h y r o i d r a t s ･ T h e p r e s e nt

r e s ul t s i n d i c at e d t h at k y n u r e n i n e m et a b ol it e s s u c h a s q u i n al di c a c i d a n d 8
- h y d r o x y

q u i n al d i c a ci d c a u s e d t h e i n s uli n r el e as e f r o m i s o l a t e d i sl et s a n d i n h i b it e d gl u c o s e
･

i n d u c e d i n s u li n r el e a s e . T h u s , i t w a s s u p p o rt e d t h a t a n e x e s si v e f o r m ati o n o f s o m e

k y n u r e n i n e m e t a b oli t e s d u e t o di s o r d o r i n t r y p t p h a n m et a b ol i s m w a s i n v o l v e d i n t h e

P at h o g e n e si s o f h y p e ri n s uli n e m ia o r di a b eti c s t a t e .


