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研究成果の概要（和文）： 2型糖尿病初期に認められる高インスリン血症は、その予後と密接に関係していると
ともに、アルツハイマー型認知症や大腸がんなどのリスク因子にもなっている。本研究は膵島細胞が酸化ストレ
スに高感受性であることに着目し、そのインスリン分泌における意義を明らかにすることを目的とした。
 本研究により、グルコース取り込みにより細胞内で発生した活性酸素がレドックス感受性TRPチャネルを活性化
することが鋭敏なインスリン応答において生理的役割を担っていることが明らかになった。一方、持続的高血糖
や脂質異常症で生じた親電子性物質がTRPチャネルの持続的活性化を引き起こし、病理的インスリン分泌に繋が
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Hyperinsulinemia often observed in the early type 2 diabetes mellitus has 
been shown to be associated with a higher risk of Alzheimer's disease and colorectal cancer. The 
present study focuses on characteristics of islet beta cells, which are susceptible to oxidative 
stress, and aims to clarify its pathophysiological significance. 
 The present study demonstrated that the redox-sensitive TRP channels activated by reactive oxygen 
species produced in cells in response to the glucose uptake may have a physiological role in 
fast-acting insulin secretion. On the other hand, it is suggested that electrophiles produced by 
sustained high blood glucose levels as well as hyperlipidemia induces persistent activation of the 
TRP channel, inducing pathological insulin secretion.

研究分野：毒性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
1-1 糖尿病と高インスリン血症 
糖尿病の中でも 2型糖尿病は、生活習慣や遺
伝的要因などによりインスリン抵抗性をき
たす疾患であり、我が国でも食生活や運動習
慣などの生活習慣の変化や高齢化に伴い、糖
尿病有病者やその予備群が増加している。糖
尿病は高血圧症、脂質異常症などとともに、
脳卒中、急性心筋梗塞などの重篤疾病の危険
因子となる。また、網膜症、腎症、神経障害
などの合併症は患者QOLを低下させるととも
に、生命予後を大きく左右することから、糖
尿病の予防と治療は今後の生活習慣病対策
における重要な課題となっている。 
 2 型糖尿病初期段階では、組織インスリン
抵抗性と相前後してしばしば高インスリン
血症が認められる。持続的な高インスリン状
態はインスリン受容体のダウンレギュレー
ションや機能変化を介してインスリン抵抗
性を増悪するため、糖尿病の予後と密接な関
係がある。また、高血圧だけでなく動脈硬化、
虚血性心疾患や大腸がん（Chang & Ulrich, 
Diabetologia. 46, 595-607, 2003）など、
さまざまな生活習慣病の発症に関与し、さら
に脳血管性やアルツハイマー型認知症のリ
スク因子にもなっている（Biessels et al., 
Lancet Neurol., 5, 64-74, 2006）ことから、
高インスリン血症は極めて重要な病態生理
学的所見であるといえる。しかしながら、そ
の発症メカニズムに関しては、血糖値を正常
化するための代償的な生体応答として膵島
の過形成が生じることは示されているもの
の、その分子機構に関してはほとんど明らか
にされていない。現在高インスリン血症の治
療は食事療法を中心に行われているが、高イ
ンスリン血症を引き起こす分子実体が明ら
かになれば、エビデンスに基づく生活習慣の
指導をはじめ新規サプリメントや治療薬の
開発に繋がり、高インスリン血症が引き起こ
す種々疾患の予防や予後改善に貢献できる
ものと期待される。 
1-2 膵島β細胞と活性酸素 
 インスリン分泌を担う膵β細胞では、活性
酸素（ROS）を消去するスーパーオキシドデ
ィスムターゼ、グルタチオンペルオキシダー
ゼやカタラーゼなどの発現が極めて低いこ
とが明らかになっている（Cornelius et al., 
Free Radic Biol Med. 14, 409-420, 1993）。
また、これら抗酸化酵素に加え、細胞内レド
ックス制御に重要な役割を演じるグルタチ
オン（GSH）が、β細胞のシスチン／グルタ
ミン酸トランスポーター（Xc-）活性が低い
ために低レベルに維持されていることを明
らかにしている（Numazawa et al., Am J 
Physiol Cell Physiol. 295, C468-474, 2008）。
低レベルのシスチンの補充により細胞内 GSH
量は劇的に増加すると同時に、酸化ストレス
に対して抵抗性を示すことから、GSH 量が膵
島β細胞の糖毒性において重要な要因とな
ることが示唆された。 

それでは、なぜ膵島β細胞では抗酸化因子が
低レベルに維持されているのか？その生理
的意義についてはほとんど報告がなく、β細
胞の機能すなわちグルコース誘発インスリ
ン分泌（GSIS）との関連性に興味が持たれた。
現在定説となっているインスリン分泌機構
は、細胞外グルコースをβ細胞が取り込むと、
細胞内 ATPレベルの増加と ATP依存性 Kチャ
ネル（KATP）の閉鎖による細胞膜の脱分極が
生じ、電位依存性 Ca チャネル（VDCC）が開
口することによる Ca2+の細胞内流入がトリガ
ーとなり、インスリン顆粒の開口放出が起こ
るというものである。また、グルコース代謝 

図 1 グルコース誘発インスリン分泌における活性酸素

の役割提示 
 
物が細胞内 Ca2+濃度（[Ca2+]i）上昇を契機と
する開口放出機構に直接作用し増強する経
路も知られている。いずれにしてもこれらの
定説はグルコース代謝の結果インスリン分
泌が生じるものであるが、この一連のインス
リン分泌の惹起経路過程の内、[Ca2+]i 上昇か
らインスリン分泌を惹起する点については
明白であるが、[Ca2+]i 上昇に至る細胞内イベ
ントについてはKATP-VDCC経路以外のカチオ
ンチャネルの関与も示唆されて（Drews et 
al., Adv Exp Med Biol 654, 115-163, 2010）
おり、不明な点が残されている（図 1）。 
1-3 インスリン分泌における親電子物質感
受性 TRP チャネルの役割 
 ROS が、代謝非依存性 GSIS のシグナルとし
て機能することが示唆されている（Pi et al., 
Diabetes 56, 1783-1791, 2007）。この仮説
は、細胞内 ROS 消去系システムがβ細胞で低
レベルに調節されている事実を良く説明し
得る。しかしながら、どのようなメカニズム
によりインスリン分泌が生じるのかについ
ての細部は依然として不明である。すでに、
膵島細胞に発現する非選択的カチオンチャ
ネルである TRP チャネルの内、１価金属を選
択的に透過する TRPM5 や ROS で直接活性化さ
れる TRPM2 が GSIS に関与し、これらの欠損
がいずれも前糖尿病病態を模倣することが
明らかにされている（Colsoul et al., Proc 
Natl Acad Sci USA 107, 5208-5213, 2010; 
Uchida et al., Diabetes 60, 119-126, 2011）。
これらの研究により、TRP チャネルが生理的
インスリン分泌機構(GSIS）の一部を構成し
ていることは広く受け入れられつつある。一
方、比較的解析が進んでいない TRPA1 が膵島



や培養β細胞で発現が高いこと、TRPA1 の活
性化が[Ca2+]i 上昇とインスリン分泌を誘導
することを我々が初めて明らかにし
（Numazawa et al., Biol Pharm Bull, 35, 
346-354, 2012）、他のグループ（Cao et al., 
PLoS One. 7, e38005, 2012）も異なる実験
系で追随した。TRPA1 アゴニストである 4-ヒ
ドロキシノネナール（4-HNE）や 15-deoxy-
Δ-12,14- prostaglandin J2 （15d-PGJ2）
などの親電子性物質は、2 型糖尿病に随伴す
る高脂血症で増加することが知られており、
これら親電子性の脂質代謝物に感受性が高
いTRPA1などのカチオンチャネルの活性化と
高インスリン血症の関連性に期待が持たれ
た。 
 
２．研究の目的 
本申請研究では、これまで主に培養β細胞を
用いて示した、「細胞内外で生じた活性酸素
や親電子性物質を TRP チャネルが感知して
Ca2+流入とインスリン分泌を惹起する」とい
う実験仮説を、遺伝子改変動物等を用いて証
明することを目的とする。特に、TRP チャネ
ルの中でTRPA1のインスリン分泌における機
能を明らかにすることにより、生理的 GSIS
と病理的インスリン分泌を作動する中心分
子の異同を示す。本研究は、糖尿病予後の改
善や治療標的を見出すことに繋がるものと
考える。 
 
３．研究の方法 
3-1 実験動物と膵島の単離 
実験では雄性 C57BL/6 系（三協ラボサービ
ス株式会社）および Nrf2 遺伝子改変（Itoh 
K. et al. Biochem Biophys Res Commun 236, 
313–322, 1997)マウスを用いた。 
膵臓を常法によりコラゲナーゼ P 溶液
(Roche, 1.8 U/ mg, 0.25 mg/mL)により消化
し、ハンドピッキング法により膵島を分離し
た。その後 1 mM EGTA により膵島細胞を分
散し、ポリリジンでコートしたカバーガラス
に播種し接着させた。一部の実験では、分散
させずに膵島をそのまま実験に用いた。 
3-2 [Ca2+]i 応答 
膵島細胞を 5μM Fura2/AM で 30分前処理
した後、カバーガラスまたは膵島を顕微鏡上
の灌流チャンバーにセットし、5.0 mM グルコ
ース（5G）含有 HKRB 液(135mM NaCl, 3.6mM KCl, 
2mM NaHCO3, 0.5mM NaH2PO4, 0.5mM MgCl2, 
1.5mM CaCl2)を循環させた。その後、20G ま
たは、AITC(アリルイソチオシアネート)100
μM を循環させ、細胞内 Ca2＋の濃度の変化を
測定した。測定は、Meta Fluor（日本ローパ
ー社製）で行った。細胞内 Ca2＋の濃度は、340 
nm と 380 nm で励走される 510nm の蛍光の比
(Fex 340 nm/ Fex 380 nm)より求めた。 
3-3 インスリン分泌量 
 96-well プレートに膵島を 1 well あたり 5
個/150μL 入れ、5G HKRB を 20μL/h で循環
させた。その後 25G HKRB または 100μM AITC

にスイッチして 30 分毎のサンプルを回収し
た。サンプル中のインスリン量は、超高感度
マウスインスリン測定キット（森永生科学研
究所）を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
4-1 膵島の[Ca2+]i 応答 
 Nrf2 は活性酸素や親電子物質を消去・除去
する一連のタンパク質群の発現を担う転写
因子である。Nrf2 の欠損では、ミトコンドリ
アの細胞内呼吸で産生される活性酸素が増
加することが明らかになっている(Kovac et 
al., Biochim Biophys Acta 1850, 794-801, 
2015) 。そこで、Nrf2 遺伝子改変動物の分散
膵島細胞を用いて、20G 刺激による[Ca2+]i 応
答を検討した。その結果、Nrf2-/+と比較し
Nrf2-/-マウス由来の膵島細胞では、[Ca2+]i
が顕著に増加した（図 2A、B）。さらに、膵島
を分散させずにそのまま Ca 応答を検出した
場合も、ほぼ同様に Nrf2 遺伝子改変動物で
強い Ca 応答が認められた（図 2C）。 
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  図 2 Nrf2 遺伝子改変動物の[Ca2+]i 応答 A:分散
膵島細胞の高グルコースに対するCa応答の継時的

反応 B: 分散膵島細胞の高グルコースによる

[Ca2+]i の変化量 *, p<0.05 (n=3). C:膵島の高

グルコースに対する Ca応答の継時的反応 

 
以上の結果より、高グルコース刺激に対す
る Ca 応答は、ROS により一部正に制御されて
いることが強く示唆された。[Ca2+]i の増加
は、GSIS のサロゲートマーカーとして捉える
ことができる。従って、ROS 消去において中
心底な役割を担うGSHレベルが膵島では低く
調節されていることは、血中グルコースの取
り込みによりミトコンドリアで発生する ROS
を鋭敏に検知してインスリン分泌に繋げる
ための生理的意義として重要性を持つもの
と推定される。 
 次に TRPA1 アゴニスト AITC に対する膵島

Time (S) 



細胞の応答性を検討した。高グルコース刺激
による分散膵島細胞 Ca 応答が持続的であっ
た（図 2A）のに対し、AITC は一過性の Ca 応
答を引き起こした（図 3A）。この一過性の Ca
応答のパターンは、ラットβ細胞由来 RINm5F
細胞で認められたCa応答性（Numazawa et al., 
Biol Pharm Bull, 35, 346-354, 2012）に類
似した。AITC は膵島からのインスリン分泌を
高グルコース刺激と同程度以上に促進し（図
3B）、AITC にインスリン分泌促進作用がある
ことが明らかになった。また、他の TRPA1 ア
ゴニストであるシンナムアルデヒド（200μ
M）、4-HNE（10μM）や 15d-PGJ2（5μM）も類
似の Ca 応答を誘導したが、TRPV1 アゴニスト
であるカプサイシン（5μM）は効果を示さな
かった。AITC による膵島細胞の Ca 応答は、
TRPA1 阻害剤の HC-030031（10μM）で抑制さ
れたが、TRPV1 のアンタゴニストである
capsazepine（30μM）では阻害されなかった。 
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  図3 AITCに対する膵島の応答性 A:C57BL/6マウ
スの分散膵島細胞に 100μM AITC を適用した時の

[Ca2+]i応答 B:C57BL/6マウスの膵島に5G、25G、

100μM AITC を処置した際のインスリン分泌推移 

 
 以上の結果より、膵島細胞では TRPA1 の刺
激によって Ca 応答とインスリン分泌が生じ
ることが明らかになった。高脂肪食を負荷し
たマウスでは、膵島特異的に 4-HNE が蓄積す
ることが報告（Higashi et al., Biochem 
Biophys Res Commun, 461, 612-617, 2015）
されており、脂質異常症により膵島に蓄積し
た 4-HNE 等の親電子物質が TRPA1 を刺激する
ことにより持続的なインスリン分泌に繋が
っていることが示唆された。 
 一方、過酸化水素で活性化される TRPM2 が
GSIS に関与することが明らかにされており
（Uchida et al., Diabetes 60, 119-126, 
2011）、本研究においても過酸化水素が膵島
のCa応答を引き起こすことを確認している。
従って、細胞外グルコース濃度の上昇に応答
する生理的 GSIS には主に TRPM2 などの ROS
で直接活性化される TRP チャネルが関与し、

これに加えて持続的高血糖や随伴する脂質
異常症などの病理的条件下ではTRPA1などの
親電子物質感受性TRPチャネルが持続的イン
スリン分泌に関わっていることが示唆され
た。 
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