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研究成果の概要（和文）：糖尿病状態ではチロシンキナーゼ Srcの活性化により膵β細胞内の酸

化ストレスが増加しインスリン分泌が減少していること、また GPCRリガンドはその Src活性化

を抑制し酸化ストレスを軽減する新たな作用を持つことを今までに明らかにした。今回、β細

胞における Src の役割について、糖尿病状態のみならずグルコースによるインスリン分泌や

GPCRリガンドによる増強機構に Src分子が関与していること、そのメカニズムとしてグルコキ

ナーゼの活性調節を行っていることが明らかとなり、インスリン分泌における Srcの重要性が

示された。 

 
研究成果の概要（英文）：We have previously showed that Src activation induces ROS 
production and impaired insulin secretion in diabetic -cells and GPCR ligand could 
suppress the Src activation and ROS production. The present study revealed that Src is 
involved in glucose-induced insulin secretion and its augmentation by GPCR ligand in 
normal state and the effect of Src is through glucokinase regulation, indicating that 
Src is important for insulin secretary mechanism of -cells.  
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１．研究開始当初の背景 

我が国の２型糖尿病では、グルコースに対
するインスリン分泌が選択的に低下してお
り、インスリン分泌の絶対量は米国のそれと
比べておよそ半分であることから、グルコー
スに対するインスリン分泌能力が低いこと
が特徴である。したがって、グルコースによ
るインスリン分泌機構の詳細やその異常を
明らかにすることは、我が国における糖尿病
の成因や病態の解明に大きな手掛かりを与
える。膵β細胞のグルコースによるインスリ
ン分泌機構においては、グルコースの代謝、
すなわち ATP産生が中心的な役割を果たして

おり、糖尿病状態ではその代謝が障害されて
いることが明らかにされている。 
 一方、β細胞インスリン分泌を増強する細
胞内シグナル分子として cAMP がある。ホル
モンなどの Gタンパク質共役型受容体（GPCR）
のリガンドは、β細胞膜に存在するそれぞれ
の GPCRに結合し cAMPを産生する。産生され
た cAMP は、細胞質内の PKA を活性化するこ
とでインスリン分泌機構に対して増強作用
を発揮することが以前より知られている。 
近年糖尿病治療薬として開発されたイン

クレチン薬が世界各国で現在非常に脚光を
浴びている。インクレチンは食事負荷により
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腸管から分泌されるホルモンで、β細胞に発
現する GPCR に作用し、インスリン分泌を増
強することが以前より知られている。申請者
らは、最近、このインクレチンのβ細胞に対
する新たな作用ならびにそのメカニズムに
ついて解明した。糖尿病状態ではβ細胞内の
酸化ストレスが増加していること、それには
チロシンキナーゼ Srcの活性化が関与してい
ること、インクレチンがその Src活性化を抑
制し酸化ストレス増加を抑制することを見
出した。β細胞での特に糖尿病状態における
Src の関与については、申請者らが初めて明
らかにしたことであり、それに対する有効な
薬剤を見出せたのは今後の糖尿病治療研究
に大きな貢献をもたらし得る。しかしながら、
Src が糖尿病状態でどうして活性化している
のか、本来 Srcがインスリン分泌機構におい
てどのような役割を果たしているかは不明
である。 

 
２．研究の目的 
本研究は、β細胞における Srcの役割を解

明することを目的とし、Src に関連するシグ
ナル分子を同定し、糖尿病状態におけるイン
スリン分泌の障害機構を明らかにする。さら
に GPCR シグナルとの関連性についてもより
詳細に明らかにし、新たな糖尿病治療薬の開
発に結び付ける。 
 
３．研究の方法 
(1) β細胞インスリン分泌に対する Srcノッ
クダウンの効果 
 β細胞におけるインスリン分泌機構に対
し、Srcがどのような役割を果たしているか
を検討するために、siRNA法を用いてβ細胞
内の Src分子をノックダウンし、グルコース
によるインスリン分泌ならびに GPCRリガン
ドによる分泌増強に対する効果を検討する。 
 
(2) インスリン分泌機構に対する Srcの作用
メカニズムの解明 
 インスリン分泌機構のなかで、どこに Src
が作用しているのかを検討するために、ATP
産生や Ca2+オシレーション、さらには解糖系
やミトコンドリア内代謝などグルコース代
謝経路に対する Srcノックダウンの効果を順
追って調べることで、Src作用点を明らかに
する。 
 
４．研究成果 
(1) β細胞インスリン分泌に対する Srcノッ
クダウンの効果 
 Wistar ラットよりコラゲナーゼ法を用い
て膵島を単離し、膵島からのインスリン分泌
能をバッチインキュベーション法により測
定したところ、グルコース刺激により惹起さ
れるインスリン分泌は、あらかじめ Src の

siRNA(si-Src)を導入したもの、すなわち Src
をノックダウンしたもので、コントロール
siRNA を導入したものに比べて有意に抑制さ
れた（図１）。また、GPCR リガンドによるイ
ンスリン分泌増強に対しても Srcノックダウ
ンにより抑制効果を示した。一方、膵島のイ
ンスリン含量は Srcノックダウンにより変化
しなかったことから、インスリンの生合成に
は影響がないことが示された。 

 
(2) インスリン分泌機構に対する Srcの作用
メカニズムの解明 
 β細胞インスリン分泌に対する Srcノック
ダウンによる抑制効果において、Src がイン
スリン分泌機構のどの部分に作用している
かを検討するため、まずインスリン分泌機構
に重要な ATP産生量を測定した。グルコース
刺激により膵島の ATP含量は増加するが、そ
の増加は Srcノックダウンにより抑制された。
インスリン分泌は ATP産生増加により細胞内
に Ca2+が流入することでインスリン分泌が惹
起されるが、細胞内 Ca2+濃度を蛍光指示薬を
用いて測定したところ、通常ではグルコース
刺激により細胞内 Ca2+濃度の変動（オシレー
ション）が認められるのに対し、Src ノック
ダウンを行うことにより、そのオシレーショ
ンの減少が認められた。 
 次に、Src ノックダウンによる ATP 産生の
減少が認められたことに対し、Src の作用点
がミトコンドリアなのかどうかを検討する
ため、ミトコンドリアを単離し、ミトコンド
リア基質に対する ATP産生に対する Srcノッ
クダウンの効果を検討した。その結果、ミト
コンドリア ATP産生に対しては影響を与えな
かった。このことより、Src の作用点はミト
コンドリアより以前、すなわち解糖系に存在
することが示唆された。 
 Src が解糖系に作用するかどうかを検討す
るために、放射性標識をしたグルコースを用
いて解糖系で産生される H2O を測定する
glucose utilization を検討した。すると、
Src ノ ッ ク ダ ウ ン に よ り glucose 
utilization は有意に低下した。さらに解糖
系の酵素で最も重要なグルコキナーゼの活



 

 

性を測定したところ、Src ノックダウンによ
りその活性は有意に低下していた（図２）。
β細胞のグルコキナーゼの活性調節機構と
してインスリン顆粒などの細胞小器官膜に
結合することで抑制される、また s-ニトロシ
ル化を受けることで抑制されることが知ら
れているので、それぞれを検討したところ、
Src ノックダウンにより細胞質内に存在する
非結合のグルコキナーゼが減少しているこ
と、またウエスタンブロッティングにより s-
ニトロシル化グルコキナーゼが増加してい
ることが認められた。 

 
 以上のことより、膵β細胞において Srcは
グルコースによるインスリン分泌機構に加
担していること、また Srcノックダウンによ
りグルコキナーゼ活性が抑制されることか
ら、Src はグルコキナーゼ活性調節を担って
いることが明らかとなった（図３）。また、
GPCR によるインスリン分泌増強においても
Src は役割を果たしていることが明らかとな
り、Src の作用点は複数あり、それらが協調
してインスリン分泌機構において重要な役
割を担っていることが今回の検討で明らか
となった。さらに糖尿病における Src活性化
の機構については現在検討中であり、これら
が解明されれば新たな治療薬の開発につな
がるものと考えられる。 
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