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研究成果の概要（和文）：2型糖尿病での膵β細胞からのインスリン分泌不全の成因について、膵ラ氏島へのマクロフ
ァージの浸潤を惹起するMCP-1分泌動態を検討したところ、高濃度のパルミチン酸負荷による増大を認めた。一方で抗
酸化物質のアスタキサンチンはこの増大を抑制するとともに、膵β細胞内小胞体ストレスも減弱させた。したがって、
飽和脂肪酸負荷によって生じる内因性酸化ストレスの増大を抑制することが、膵β細胞の機能保護につながる可能性が
考えられた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the influence of antioxidant astaxanthin on monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1), a key factor on free fatty acids-induced chronic inflammation, by using mouse 
insulinoma (MIN6) cells long-term treated with high concentration of palmitate. While palmitate 
significantly increased endogenous oxidative stress and enhanced MCP-1 secretion in MIN6 cells, 
astaxanthin as well as SP600125, a JNK-specific inhibitor, clearly reduced this enhanced MCP-1. 
Furthermore, astaxanthin attenuated JNK phosphorylation, and also diminished endoplasmic reticulum stress 
enhanced by palmitate.
Taken together, astaxanthin can suppress MCP-1 release, which is up-regulated by palmitate, through the 
inactivity of JNK pathways on MIN6 cells. The results of this study raise the possibility that 
astaxanthin would become a new preventive tool for the progression of β cell dysfunction observed in 
type 2 diabetes with clinical dyslipidemia.

研究分野： 内科学、糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 
⑴研究代表者らは２型糖尿病のインスリン
分泌不全の成因を解明する一連の研究のな
かで、膵β細胞内での Ca2+濃度の動態や
patch-clamp 法によるイオンチャネル活性の
直接的な測定、インスリンの生合成機構、そ
して実画像解析法による細胞膜直下のイン
スリン分泌顆粒の動態の解析に関する実験
系を確立してきた。 
 
⑵私達は約 20 年前に研究の過程で、酸化ス
トレスが膵β細胞内の糖代謝機構に障害を
生じグルコース刺激に対するインスリン分
泌を抑制し、この変化は可逆的である事実を
見出した。但しその際には、この事実の病因
論的な意義は不明であった。しかし最近にな
り、膵β細胞にNO合成酵素が発現すること、
２型糖尿病の膵ラ氏島ではマクロファージ
の浸潤を認めるとともに膵β細胞での酸化
ストレスの増大を認めたことから、２型糖尿
病のインスリン分泌不全の成因としてマク
ロファージの浸潤と酸化ストレスの増大の
関与が推測される。 
 
２．研究の目的 
⑴２型糖尿病の成因の解明とともに、その予
防手段を確立する目的で、最近明らかにされ
た膵ラ氏島内へのマクロファージの浸潤が
果たす役割を明らかにする。 
 
⑵なかでもその浸潤の分子機構として、糖尿
病状態下における膵β細胞での内因性酸化
ストレスの増大や、結果として生じる細胞内
情報伝達系の異常、そしてインスリン分泌顆
粒内でのインスリン生合成過程やその分泌
機構の障害について、責任分子の同定も含め
て総合的に明らかにする。 
 
⑶私共はすでに、代表的なケモカインであり、
マクロファージの浸潤を促進する monocyte 
chemoattractant protein (MCP)-１や、血管
新生因子の vascular endothelial growth 
factor (VEGF)が膵β細胞に多く発現し、さ
らに高濃度グルコースあるいは遊離脂肪酸
存在下にそれらの発現と分泌がともに増大
する事実を観察しており、２型糖尿病の発症
機転に関与するマクロファージ浸潤に関わ
る分子機構を同定し、さらにその機構の改善
を図る。 
 
３．研究の方法 
⑴膵β細胞株 MIN6 を代表的な飽和脂肪酸の
パルミチン酸（PA）を 0.3mmol╱L の高濃度条
件下で 24 時間培養し、細胞からの MCP-1 分
泌量、細胞内の小胞体ストレスマーカーであ
る CHOP 発現量をウエスタンブロッティング
にて定量化した。細胞内酸化ストレスである
ハイドロパーオキサイドについては、その定
量 化 を Free Radical Evaluator system 
(Diacron, Grosseto, Italy)にて行なった。

また MIN6 細胞より total RNA を抽出し、
Quentitative real-time RT-PCR にて MCP-1
遺伝子発現の定量化を行った。細胞防御系と
考えられる細胞内オートファジー機構のマ
ーカーである light chain (LC) 3-Ⅰの LC3-
Ⅱの変換ならびに p62 発現、そして JNK1/2
のリン酸化についても、それぞれの抗体を用
いたウエスタンブロッティングにて定量化
を行った。 
 
⑵ 抗 酸 化 物 質 と し て 知 ら れ て い る
Astaxanthin(Ax)を 10μmol/L の濃度で PA負
荷の 20 分間から前処理した。⑴の条件下で
さらに 24 時間培養のうえ、PA 負荷による諸
指標への影響に対するAxの効果を検討した。 
 
４．研究成果 
⑴高濃度 PA の 24 時間負荷により、MIN6 細胞
からの MCP-1 分泌は対照の 1.4 倍（同時に検
討した ELISA 法でもその 1.3 倍）へと有意に
増加した（p＜0.05：図 1A ならびに 1B）。内
因性酸化ストレスの細胞内ハイドロパーオ
キサイトも、同時に対照の 2.7 倍へと有意な
増大を示した（p＜0.05）。一方で Ax の前処
理は、細胞からの MCP-1 分泌を有意に抑制す
る（図 1A ならびに 1B）とともに、内因性酸
化ストレスも同時に有意に減弱させた（p＜
0.01）。また MCP-1mRNA 発現に関しても、PA
負荷による 1.3 倍の有意な増強（p＜0.01）
を、Axは明らかに抑制した（p＜0.01：図 1C）。
さらに細胞内小胞体ストレスについても、細
胞内 CHOP 含有量を PA負荷は対照の 1.5倍へ
と明らかに増加（p＜0.05）させたが、Ax に
より明らかな抑制を認めた（p＜0.05）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
⑵そこで⑴の機序を明らかにするために、
JNK 阻害薬 SP600125（10μmol/L）を加えた
ところ細胞からの MCP-1 分泌は対照の PA 単
独群に比し有意に低下した（p＜0.05：図 2A）
さらにJNKのリン酸化についても検討を加え
たところ（図 2B）、PA 負荷により有意に増強
（p＜0.01）された JNK リン酸を、SP600125
は有意に抑制した（p＜0.01）。同様に Ax も、
この増強されたJNKリン酸を有意に抑制した
（p＜0.01：図 2C）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
⑶一方で細胞防御系と考えられる細胞内オ
ートファジー機構に関しては、そのマーカー
である LC3-ⅠからⅡへの変換を、PA 負荷は
代償的に増強（p＜0.01）したものの、Ax の
前処理によりその有意な抑制を認めている
（p＜0.01：図 3A）。同様に重要なマーカーと
して知られている p62 についても PA 負荷に
て明らかに増強（p＜0.05）を認めたものの、
Ax 前処理によるその抑制を確認している（p
＜0.05：図 3B）。   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
以上により、抗酸化物質のAstaxanthinは、

内因性酸化ストレスの減弱によりJNK経路の
抑制を介して膵β細胞保護作用を発揮する
可能性が推察されるものの、一方で、細胞防
御系と考えられるオートファジー機構に関
しては、その酸化ストレスに対する代償的な
増強を、二次的に解除する方向に作用するも
のと考えられた。 
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