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「生理学ものがたり第 9回」
膵 β細胞の代謝状態とインスリン分泌

滋賀医大名誉教授 北里 宏

このところ数式の多い話が続いた．数式は論理
を確実なものにする一方，よそよそしい，取り付
き難い感を与えてしまうので，今回は数式のない
もっと生命現象らしい話をすることにしよう．数
式で表現できない分，泥臭いところが多くなる．
泥臭いところが生命現象であるのかもしれない．
ところで，生理学に関心を持つ人は，生きてい

ることとはどういうことかという疑問を持つたこ
とであろう．その答えは，一言で言うと，“生きて
いることは死んでいない状態”である．死んでい
る状態は平衡に達した状態である．したがって，
生きていることは平衡でない状態ということにな
る．平衡でない状態を維持するには常に外部から
何らかの形でエネルギーを供給しなければならな
い．多くの細胞からなる個体は外部から食物を取
り込み，個体を構成している細胞は細胞外からエ
ネルギー供給の燃料となる物質を取り込んでい
る．エネルギー源となる物質の主なものは glu-
cose である．個体を構成する細胞の多くは glu-
cose をその濃度勾配に逆らって細胞内に取り込
む能力を持たない．それらの細胞では，glucose
は濃度勾配に従ってのみ細胞内に流入する．流入
した glucose を glycogen に合成して備蓄する能
力に富んだ細胞もあれば脂肪に変えて備蓄する細
胞もある．Glucose にしろ脂肪にしろ，エネルギー
源となる物質を備蓄する能力に乏しい細胞にとっ
て，自分が属する個体内に細胞外液中の glucose
濃度をある一定以上のレベルに保つ機構が存在す
ることは，生きている状態を維持する上で必須の
条件となる．細胞外 glucose 濃度を或るレベル以
上に保つ仕組みの中心に膵臓ランゲルハンス島の

α細胞と β細胞がある．この 2者のうち，β細胞は
血漿中 glucose 濃度の検出器として働き，細胞外
に glucose の余裕があるときには，エネルギーを
備蓄する能力を有する細胞に glucose の取り込み
を増加させる指令を発する．細胞外の glucose が
少ない時には，α細胞が肝細胞に glucose を細胞
外液に放出させ，他の細胞に供給させるよう指令
を発する．α細胞の活動は β細胞によって制御さ
れているようである．膵 β細胞が血漿 glucose 濃
度上昇に反応してインスリンを分泌することは
1930 年台には知られていたが，glucose 濃度に反
応する機構の概要が明らかになったのは比較的最
近のことである．また，インスリンによる筋およ
び脂肪細胞の glucose 取り込み促進の機構が明ら
かになり始めたのもまた比較的最近のことである
（Kono，1983）．
膵 β細胞においても神経や筋細胞と同様に活

動電位が発生することは 1970 年 Dean & Mat-
thews によって始めて報告された．彼らの報告が
契機となり，幾つかの研究室において膵 β細胞の
電気的活動とインスリン放出との関係についての
研究が次第に進展し始めた．膵 β細胞は神経細胞
や筋細胞に較べて遥に小さいので，この細胞から
電気現象を記録するには通常の微小電極より遥に
細い先端を持つ微小電極（電極抵抗約 200MΩ～
300MΩ）を作成しなければならず，また刺入の作
業自体も極めて忍耐を要するものであった．まし
てこのような細胞に voltage-clamp を行うことは
全く不可能な試みであると思われていた．1980
年，全く新しい技法が Sigworth & Neher によっ
て発表された．それは細胞表面に先端をまるめた
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ガラス電極をあて，電極先端壁のガラスと細胞膜
とを密着させシール（giga-seal）をつくり，電極先
端壁に囲まれた狭い範囲内の細胞膜にある極く小
数のチャネルを通って流れる電流を記録する方法
である．この方法は，また，β細胞のような小さい
細胞に voltage-clamp を行うことを可能とした．
パッチクランプ法と呼ばれるこの全く新しい技法
がこの分野の研究に急速な進歩をもたらした．
1984 年，培養した β細胞から取り出した inside-
out パッチ膜にATPに感受性をもつK＋channel
が存在することがCook & Hales によって報告さ
れ，それに引き続いて同じ年，Ashcroft らによっ
て β細胞に細胞外の glucose によって抑制される
K＋チャネルがあることが報告された．その後，β
細胞の電気的活動とチャネル活動との対比から，
細胞外 glucose 濃度が上昇すると glucose の代謝
を介して細胞内ATP濃度が上昇し，ATP感受性
K＋チャネル（KATP）が閉じて脱分極が起こり，そ
の脱分極のうえにCa2＋スパイクが発生して細胞
内Ca2＋濃度が上昇し，細胞内Ca2＋濃度の上昇が引
き金となってインスリン分泌が起こるという概念
は急速に広く理解されるに至った．しかし，イン
スリン放出量の glucose 濃度依存性が如何にして
生じるかという問いに対する答は 1990 年台の後
半に至るまで得られていなかった．この稿では
1980 年台から 1990 年台にかけて進められたイン
スリン分泌の細胞外 glucose 濃度依存性解明の過
程を私たちの研究室におけるデータを交えて概観
し，またその後の進展についても触れることにす
る．

1．膵 β細胞の電気的活動とそれに伴う細胞内
Ca2＋濃度の変化
（電気的活動の特徴）
膵ランゲルハンス島（膵島）には α細胞，β細胞，

および δ細胞がある．このうち β細胞が大部分を
占める．したがって，膵島外から微小電極を刺入
すると，β細胞に刺さる確率が最も高い．刺入した
細胞が β細胞であることはその特徴的な電気的
活動から識別することができる．すなわち細胞外
glucose 濃度が 2.8mM（50mg�dl）であるとき膵 β

細胞は電気的に静止状態にあるが，細胞外 glu-
cose 濃度が 6mMから 20mMの範囲内では，規則
的に間欠的なスパイク群が発生する（図 1A）．この
規則的な間欠的スパイク群を spike-burst と呼ぶ
ことにする．Spike-burst の持続時間は glucose
濃度の上昇と共に長くなり，逆に spike-burst と
spike-burst との間の休止期の長さは短くなる．
細胞外 glucose 濃度が 20mMに達すると，spike-
burst 間の休止期はなくなり，spike は連続して発
生する．
図 1Aはマウス膵島内にある β細胞の細胞内電

位を示す．細胞外 glucose 濃度を 2.8mMから突然
11.1mMに高めると，膵島内細胞に緩やかな脱分
極が起こり，続いて急激に脱分極が進行し，脱分
極の上にスパイクが繰り返し持続的に発生する
（以下，spike-train と呼ぶことにする）．この spike-
train の持続時間は 1分程度である．spike-train
は再分極によって中断される．細胞内電位が元の
静止時のレベルに戻る前に再び脱分極が起こり，
それ以後，規則的に間欠的な spike-bursts が発生
する．間欠的な spike-burst の持続時間は glucose
濃度を高くしたときに最初に発生する spike-train
より遥に短く，細胞外 glucose 濃度が 11.1mMで
ある場合，約 5秒である．Spike-bursts 中の個々の
スパイクの持続時間は数msec である．スパイク
の発生頻度は各 spike-burst の始まりにおいて高
く，時間と共に次第に低くなる．このように膵島
内の β細胞が突然の細胞外 glucose 濃度上昇に反
応して最初に長い spike-train を発射し（第 1相），
暫くの休止期を挟んで，短い間欠的 spike-bursts
が規則的に発生する（第 2相）．この現象はMeiss-
ner（1976），Meissner & Atwater（1976）によっ
て報告されている．細胞外 glucose 濃度を突然高
くしたときにみられるこの特徴的な 2相性の電気
活動と，膵島灌流液に分泌されるインスリン分泌
量の時間変化（2相性分泌パターン）がほぼ同じ時
間経過を示すことはこの頃から注目されてきた．
単離された β細胞でも細胞外 glucose 濃度を

2.8mMから 6～20mMの範囲に高めることに
よって，spike-burst の発生が認められるが，膵島
内の β細胞の電気的活動とは対照的に，膵島内細
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図1 膵島内β細胞の電気的活動と膵島細胞内Ca2+濃度の変動．
Aは膵島内のβ細胞に微小電極（300MΩ）を刺入して得た細胞内記録である．実験
中の細胞外灌流液は36℃に保たれたKrebs-Ringer-bicarbonate溶液（135mM Na+，
2.5mM Ca2+）であり，Ca2+-free溶液はKrebs-Ringer-bicarbonate溶液からCaCl2を
除いたものである．下段は線で示した部分の時間軸を拡大したものである．細胞外
glucoseおよびCa2+濃度は図中に示してある（未発表データ）
BのAは膵島内β細胞の電気的活動を示し，Bは同じ島の細胞内Ca2+濃度変化を示
す．膵島は，6～12週齢のICRマウスの膵臓をcollagenaseで処理し，顕微鏡下で
取り上げ，11.1mMglucoseを含むRPMI液中で培養したものである．細胞内Ca2+濃
度の測定には，あらかじめFura2-AMを取り込ませておき，波長340nmおよび
380nmの励起光を用い510nmにおける蛍光強度比を測定した．Glucose濃度は図中
に示してある（Hattori, Kai & Kitasato：Jpn J Physiol 44：283―293, 1994）
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胞において必ず認められた初期の長く続く spike-
train は見られず，spike-burst のみが見られる．す
なわち，単離された β細胞では第 1相は見られな
い．このことをまず覚えておいて欲しい．単離 β
細胞の spike-burst の持続時間は膵島内の β細胞
に発生する spike-burst の持続時間より長く，多少
不規則である．
膵 β細胞の活動電位発生に関与する主なイオ

ンチャネルは膜電位依存性Ca2＋チャネルの L-
type と呼ばれるものである．このCa2＋チャネルは
－30mVより正のレベルへ脱分極すると開き，不
活性化の速さは遅く，110mM Ba2＋溶液中における
チャネルコンダクタンスは 24pS（Rorsman，Ash-
croft & Trube，1988）と報告されている．スパイ
クの上昇相がCa2＋チャネルを通る内向きCa2＋電
流に因るものであれば細胞外液からCa2＋を取り
去るとスパイク発生は抑制されると期待される．
ところが予想に反して，膵島外灌流液をCa2＋-free
Krebs-Ringer-bicarbonate 溶液（Ca2＋-free KRB
溶液）に換えても，スパイク発生が抑制されない
どころか，スパイク発生のパターンが spike-burst
から連続発射パターンに変化する（図 1A）．よく見
ると，Ca2＋-free KRB溶液中におけるスパイクの
持続時間は 2.5mM Ca2＋KRB溶液中における持続
時間の約 3倍であるが，スパイクの発生頻度は 2.5
mM Ca2＋KRB溶液中における発生頻度の 1�15 以
下である（図 1A下段）．このことは，Ca2＋-free
KRB溶液中ではスパイク発生期間の単位時間に
流入する陽イオン（Na＋であるのか？）の量が正常
溶液中の流入量より遥に少ない（おそらく 1�5 以
下であろう）ことを意味する．この現象を見たこ
とが私たちの仕事の出発点となった．
細胞内Ca2＋濃度を測定するために，膵島培養液

にFura2-AMを加え，洗浄した後，島全体の蛍光
を測定したものを図 1Bに示す．細胞外 glucose
濃度が 2.8mMであるときスパイク発生はなく，細
胞内Ca2＋濃度は約 1×10－7Mである．細胞外 glu-
cose 濃度を 2.8mMから 11.1mMに高めると，細
胞内C2＋濃度は最初の長く続く spike-train の時期
に急激に上昇して約 3×10－7Mに達し，spike-train
の終了と共に緩やかに低下する．その後，規則的

な spike-burst の出現に同期して細胞内Ca2＋濃度
は規則的に昇降を繰り返す．一方，図には示して
いないが，単離した β細胞では細胞外 glucose 濃
度を高くした最初から spike-burst が繰り返し発
生し，spike-burst に対応して細胞内Ca2＋が昇降す
る．電気的活動に一致して細胞内Ca2＋濃度が上昇
することは β細胞に発生する活動電位がCa2＋ス
パイクであることを物語っている．また更に，膵
島内の個々の β細胞の電気的活動と膵島全体の
Ca2＋濃度変化との間に並行関係が認められること
は膵島内 β細胞が互いに同期して脱分極し，同期
して spike-burst が発生していることを示してい
る．このことは，正常な膵島内では β細胞は互い
にギャップ・ジャンクションによって結合し，最
も早くスパイク列を発生する細胞がペースメー
カーとなっていることを示しているように思え
る．なお，膵島内全体の細胞内Ca2＋濃度の変動と
単離した β細胞の細胞内Ca2＋濃度の変動の特徴
はHenquin（2002）によって詳細に述べられてい
る．
先に触れたCa2＋-free 溶液中で発生するスパイ

クに話を戻すことにしよう．Ca2＋-free 溶液中にお
けるスパイク発生の閾値はCa2＋が存在する場合
のそれより低く，またスパイクの後に undershoot
が認められ，2.5mM Ca2＋KRB溶液中のスパイク
と形が異なる．図には示してないが，2.5mM
Ca2＋KRB溶液中でスパイクが発生しているとき，
細胞外液を同じ濃度の glucose を含む Ca2＋-free
溶液に置換すると，スパイクは連続的に発生し続
けるにもかかわらず，細胞内Ca2＋濃度は正常溶液
中における静止時のレベル近くまで低下する．こ
のこともKRB溶液中のスパイクはCa2＋スパイク
であることを示す．
（Ca2＋-free 溶液中のNa＋濃度と電気的活動）
細胞外 glucose に反応して spike-burst が発生

しているときに細胞外液からCa2＋を取り去った
後においても発生するスパイクの性質を調べるこ
とを目的とした実験の結果を図 2に示す．Ca2＋-
free 溶液のNa＋濃度を 130mMから 70mMに下
げると，休止期の膜電位は一旦負方向に移動しス
パイクの発生は停止するが，再び緩やかに脱分極
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図2 様々なNa+濃度のCa2+-free溶液中における膵島β細胞の電気的活動．細胞外
Na+をNMDG+（N-methyl-D-glucamine）で置換することによって様々のNa+濃
度の溶液を作成した．細胞外glucose濃度は11.1mMである．A，B共に微小電極
を用いた記録である．
　AはCa2+-free溶液中のNa+濃度を130mMから70mM，さらに40mMに下げた後，
再び130mMに戻した場合の電気的活動を示す．細胞外Na+濃度を下げると，一過
性に過分極が起こる．（未発表データ）
　BはCa2+-free溶液中のNa+濃度を25mMに下げた場合の電気的活動，および正
常細胞外液溶液にNifedipineを加えておき，Na+濃度を25mMに下げた場合の電
気的活動を示す．細胞外Na+濃度を25mMまで下げるとスパイク発生は抑制さ
れ，一過性の過分極の後，緩やかに脱分極する．（未発表データ）
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し始める．脱分極の進行中に持続時間の短い
spike-burst が発生し，やがて連続的なスパイク発
生に移行する（図 2A上段）．70mM Na＋溶液中に
おいて発生するスパイクの頂点の膜電位は 130
mM Na＋溶液中のスパイクのそれとほぼ同じで
あった．
細胞外Na＋濃度を 70mMから更に 40mMに下

げると，休止期の膜電位は過分極方向に変化し一
時的にスパイク発生は抑制される．この場合の抑
制はNa＋濃度を 70mMに下げた場合に見られた
抑制より強い．40mM Na＋溶液中においてもやが
て緩やかな脱分極と共に短いながら burst 状にス
パイクが発生し，連続的なスパイク発生に移行す
る．40mM Na＋溶液中のスパイク頂時の膜電位も
また 130mM Na＋溶液中のスパイク頂時のそれと
殆ど異ならない（図 2A中段）．細胞外Na＋濃度を
130mMに戻してもスパイク間の膜電位の値は殆
ど変わらず，スパイクが発生し続ける．更に細胞
外Ca2＋濃度を 2.5mMに戻すと，スパイク間の膜
電位は徐々に脱分極方向へ移動し，spike-burst
パターンに移行する（図 2A下段）．Ca2＋を取り
去った場合およびCa2＋濃度を再び元のレベルに
戻した場合に見られる発火レベルの変化は表面電
位の変化を反映しているのかも知れない．
ところで，Ca2＋-free 溶液中のNa＋濃度を 25mM

にまで下げると，スパイク発生は完全に抑制され
（図 2B），一旦過分極した後，スパイクが発生する
ことなく，緩やかに脱分極する（図 2B上段）．同
様の現象は細胞外からCa2＋を取り去る代わりに
nifedipine を加えた溶液中においても認められる
（図 2B下段）．膵 β細胞の電気現象は神経線維に
おける現象より遥に複雑である．
Na�Ca 交換輸送においては，1個の Ca2＋を排出

する度に 3個のNa＋が流入する．したがってこの
交換輸送系が働くと内向きに電流が流れる．細胞
外Na＋濃度を 25mMにまで下げた場合に起こる
現象について考えられることは，Na�Ca 交換輸送
系を介する内向き電流の減少とその結果である細
胞内Na＋濃度の低下である．内向き電流の減少は
直ちに過分極方向への膜電位変化をもたらすであ
ろう．ところがCa2＋-free 溶液においては，僅かな

過分極の後に脱分極が認められた．同様の現象は
Gall ら（1999）によっても報告されている．この現
象に関して，KATPチャネルの関与が考えられる．細
胞内Na＋濃度の低下はNa＋�K＋-pumpの活動を低
下させる．Na＋�K＋-pumpの活動低下はATP消費
の減少をもたらし，細胞内ATPレベルの上昇を
もたらす筈である．細胞内ATPレベルの上昇は
K＋コンダクタンスの低下を来たす．ここに代謝と
の関係が生じてくる．
（細胞内Ca2＋濃度におよぼす細胞外Na＋濃度の
影響）
細 胞 外 に 11.1 mM の glucose と 2.5 mM の

Ca2＋が存在する条件下においても細胞外Na＋濃度
を 25mMに下げると，spike-burst パターンは消
失し，スパイクが連続して繰り返し発生する．
Ca2＋-free 溶液中のNa＋濃度を下げた場合と異な
り，2.5mM Ca2＋が存在する条件下ではNa＋濃度を
25mMに下げてもスパイク発生の閾値は変化し
ない（図 3A）．しかしスパイク発生の頻度は低下す
る．このことはスパイク発生の背後にある持続的
な内向き電流の減少を考えさせる．おそらくNa�
Ca 交換輸送の減少が背景内向き電流の減少をも
たらしているのであろう．
電気的活動を記録したのと同じ条件下で細胞内

Ca2＋レベルを測定した実験では，細胞外NaCl を
Tris-Cl で置き換えても LiCl で置き換えても，全
く同じように細胞内Ca2＋レベルは上昇する
（図 3B）．図には示していないが，細胞外Na＋を
Tris で置換した場合には細胞内 pHは上昇する
が，Li＋で置換した場合には細胞内 pHは低下す
る．したがって，上に示した電気的活動の変化は
細胞内 pHの変化に因るものではない．この実験
結果は，正常なイオン環境では，活動電位が発生
しているとき，Na�Ca 交換輸送系が活発にCa2＋を
細胞内から細胞外へ排出していることを示してい
る．Na�Ca 交換輸送が盛んになると，細胞内に流
入するNa＋が増加する．細胞内へ流入するNa＋の
量が増加すると細胞内Na＋濃度が上昇し，
Na＋�K＋-pumpにおけるATP消費が増大するで
あろう．Na＋の排出という作業が細胞にどのよう
な影響を与えているのであろうか，次にこの点を
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図3 正常濃度のCa2+（2.5mM）が存在する溶液のNa+濃度を25mMに下げた場合の
電気的活動および細胞内Ca2+濃度の変化．細胞外glucose濃度は11.1mMである．
　Aは細胞外Na+を25mMに下げた場合の電気的活動の変化を示す．25mMNa+溶
液中ではspike-burst間の休止期は消失し，スパイクは連続して繰り返し発生す
る．下段は線で示した部分の時間軸を拡大したものである．スパイクの形は
135mM Na+溶液中におけるものと同じである．しかし，スパイク発生頻度は約
1/10以下に低下する．細胞外Na+濃度を25mMから元の135mMに戻すと，スパ
イク発射はspike-burstパターンに戻る．（未発表データ）
　Bは細胞内Ca2+濃度の変動を示す．細胞内Ca2+濃度はFura2を用いて測定した．
BのAは細胞外NaClをTris-Clで置換した例であり，BのBはLiClで置換した例
である．Na+をTris+で置き換えても，Li+で置き換えても細胞内Ca2+濃度は上昇
する．細胞外Na+濃度を135mMに戻すと，細胞内Ca2+濃度は速やかに元のレベ
ルに戻る．（Hattori, Kai & Kitasato. Jpn J Physiol 44：283―293, 1994）
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見てみることにする．

2．Na＋�K＋-pumpの抑制および glucose 代謝阻
害剤と電気的活動
（膜電位に及ぼす ouabain 影響とmannoheptu-
lose の作用）
細胞内ATP濃度はATP合成速度とATP消

費速度のこの両方に依存する．ATP消費を抑制す
ると，細胞内ATP濃度は上昇し，ATP合成を抑
制すると，ATP濃度は低下する．ところで，Na＋�
K＋-pumpは発電性（electrogenic）すなわち電流を
運ぶポンプである．このポンプは 3Na＋：2K＋の割
合でNa＋およびK＋をそれぞれ外向きおよび内向
きに輸送するので，正常な条件下でこのポンプが
働くと外向きに電流が流れる．したがってこのポ
ンプが働いている場合，膜電位は受動的なイオン
電流の総和が零である場合の電位より若干負の方
向に偏移する．通常の細胞では偏移の大きさは数
mVである．β細胞においてもこの程度の偏移で
あろうと考えられるので，Na＋�K＋-pumpを止め
ても高々数mV脱分極するに過ぎないと予想さ
れる．ところが，細胞外液に 11.1mM glucose が存
在し spike-burst が発生している β細胞にNa＋�
K＋-pumpの阻害剤である ouabain を与えると，
spike-burst の持続時間が長くなり，spike-burst
間の休止期の膜電位が短くなる．しかも spike-
burst 間の膜電位は次第に脱分極方向へ移動し，
連続してスパイクが発生するようになる（図 4A
上段）．Ouabain を取り除くとスパイク間の膜電位
は次第に過分極方向へ移動し，再び spike-burst
パターンが現われる．spike-burst 間の休止期の膜
電位は更に過分極方向へ移動し続け，遂には
spike-burst の発生は抑制され，膜電位は元のレベ
ルより更に負となる．Ouabain を取り去った後，10
分程経過すると，緩やかな脱分極が起こり，spike-
burst が再び現われる．注目すべきことは，膵島内
β細胞では，正常イオン組成灌流液の glucose 濃
度をスパイクが発生しないレベルから電気的活動
が出現するレベルに引き上げたとき，最初に比較
的持続時間の長い spike-train が現われその後
spike-burst パターンに変化するが，ouabain 除去

後に再出現する電気的活動においては非常に短い
spike-train がまず現われ，それに引き続いて直ち
に spike-burst が現われることである．これは β
細胞の glucose 代謝状態の変化を示すものであろ
う．
Ouabain が Na＋�K＋-pumpを抑制すると共に

ATP消費をも抑制することはよく知られている
ことである．ところで β細胞の膜電位に及ぼす
ouabain の影響は細胞外 glucose 濃度に依存す
る．細胞外 glucose 濃度が 8.4mMである場合，
ouabain を与えたことによる spike-burst 間の休
止期の膜電位は glucose 濃度が 11.1mMである場
合と同様に脱分極方向へ移動するが，その移動速
度は 11.1mM glucose 溶液中におけるものより小
さく，また休止期が完全に消失することはない（図
4A中段）．Ouabain を取り去ると，11.1mM glucose
の場合と同様にスパイク発生は抑制され，膜電位
は ouabain 投与前のレベルに戻る．8.4mM glu-
cose 存在下で ouabain を作用させているとき，
glucose の代謝阻害剤として知られるmannohep-
tulose を ouabain 投与中に与えると，速やかに
spike-burst 発生は停止し，膜電位は ouabain 投与
前の休止期のレベルにまで低下する（図 4A下
段）．Mannoheptulose を取り去ってもその効果は
暫く残る．つまり glucose 代謝を抑制すると，
Na＋�K＋-pumpによるATP消費を復活させたの
と同じ効果が現われる．
（細胞内ATPレベルの指標としてのKATPチャ
ネルの活動）
ATP消費が減少すると細胞内ATP濃度は上

昇すると予想されるが，細胞内ATP濃度そのも
のを経時的に測定することは出来ない．幸い，KATP
チャネルの活動が細胞内ATPによって抑制され
ることは多くの研究者によって報告されているの
で，KATPチャネルの活動を細胞内ATP濃度の指
標として用いることが出来よう．すなわち，KATP
チャネルの開確率が高ければ細胞内ATP濃度は
低く，開確率が低ければ細胞内ATP濃度は高い
と判断する．図 4Bは cell-attached モードで β細
胞からKATPチャネル活動を記録したものである．
細胞外 glucose 濃度が 5.6mMであるとき，単離 β
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図4 膵島β細胞の電気的活動およびKATPチャネルの活動に及ぼすNa+/K+-pump
の抑制とglucose濃度との関係．
　Aは細胞外glucose濃度が11.1mMである場合と8.4mMである場合の膵島内β細
胞の電気的活動に及ぼすouabainによるNa+/K+-pump抑制の影響を示す．Oua-
bain（0.1mM）を細胞外液に加えると，spike-burst間の休止期が短縮し，休止期
の膜電位は脱分極方向へ変化する．Ouabainが存在しても，細胞外液にmanno-
heptulose（20mM）を加えると再分極が起こり，スパイク発生は停止する（Aの
下段）．（未発表データ）
　Bは培養β細胞からcell-attachedモードで記録したKATPチャネルの活動を示す．
免疫組織化学的に抗インスリン抗体に反応する細胞は大きく，顆粒を多く含んで
いるが抗グルカゴン抗体に反応する細胞は少し小さいので，顕微鏡下で或程度β
細胞を識別することは可能である．細胞外glucose濃度は5.6mMである．ピペッ
ト内溶液のK+濃度は140mMであり，ピペット内電位は0mVである．Amiloride
（0.1mM）を細胞外液に加えるとKATPチャネル電流は消失し，スパイク電流が現わ
れる．更にmannoheptuloseを加えると，再びKATPチャネルは開閉を繰り返す．
（Ding & Kitasato Jap J Physiol 47：299―306, 1997）
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細胞においてはKATPチャネルの活動が認められ
る．図には示していないが，この細胞外液に
ouabain を加えるとKATPチャネルの活動は抑制さ
れ，電極先端のパッチ膜を貫く background 電流
は僅かながら外向きとなり，活動電位発生による
電流が記録される．
ATPの大部分は酸化的燐酸化反応によって合

成されている．細胞内のミトコンドリアにおいて
は常に酸素が消費され，CO2が発生し，CO2の一部
はガスのまま細胞外へ拡散するが，CO2の大部分
は水と結合しH＋と HCO3－に解離し，H＋は細胞外
のNa＋と交換して細胞外へ出て行く．このことは
細胞が生きた状態である限り，Na�H交換輸送系
を介して常にNa＋が細胞内へ流入していることを
意味している．この他に，活動電位発生と共に流
入したCa2＋も Na�Ca 交換輸送系を介して細胞外
へ排出されている．流入したNa＋は Na＋�K＋-
pumpによって常に細胞外へ排出され，ATPは消
費されている．したがってNa＋流入を抑制すると
ATP消費が減少し，細胞内ATP濃度は上昇する
であろう．ところで，amiloride が Na�H交換輸送
を抑制することはよく知られている．5.6mM glu-
cose 存在下ではKATPチャネルは開閉を繰り返し
ている．この状態にあるとき，amiloride を細胞外
液に加えると，KATPチャネルの活動は抑制され，活
動電位が発生するようになる（図 4B）．この所見は
Na�H交換輸送が抑制されると，細胞内ATP濃度
が上昇するとの予想を支持するものである．Ami-
loride 投与後KATPチャネル活動が抑制されている
ときにmannoheptulose を与えると，KATPチャネ
ル活動は再び現われる．つまりNa＋�K＋-pumpに
おけるATP消費が減少していても，ATP合成が
抑制されれば，細胞内ATP濃度は低下すること
を示している．
これまで述べた所見から，連続的なスパイク発

生の停止に関して，次のように考えられる．すな
わち，スパイクの連続発生と共に細胞内Ca2＋濃度
が上昇し，細胞内Ca2＋濃度の上昇に従って，Na�
Ca 交換輸送系を介するNa＋流入が増加し，細胞内
Na＋濃度は上昇する．細胞内Na＋濃度の上昇が
Na＋�K＋-pumpにおけるATP消費を増加させ，

ATP消費増大は細胞内ATP濃度の低下をもた
らす．細胞内ATP濃度の低下はKATPチャネルの
開確率を上昇させ，K＋コンダクタンスの上昇がス
パイク発生を停止させ，再分極をもたらす．
スパイク発生の停止後も細胞内Na＋濃度の高い

状態が続く限り細胞内ATP濃度は低いレベルに
留まり，K＋コンダクタンスの高い状態が持続す
る．この期間が spike-burst 間の休止期である．細
胞内Na＋濃度が次第に低下し，Na＋�K＋-pumpに
おけるATP消費速度がATP合成速度より低く
なると，膜電位は再び脱分極方向へ変化し始め，
次の spike-burst が発生する．

β細胞が定常的に spike-burst を発射している
時期に起こる現象をまとめてみることにする．
ATP消費速度は細胞内Na＋濃度に依存し，一方，
β細胞におけるATP合成速度は細胞外から流入
した glucose の量に依存する．ATP合成速度が
ATP消費速度を上回る期間が長いほど，spike-
burst の持続時間は長くなり，ATP合成速度が
ATP消費速度より低い期間が短いほど spike-
burst 間の休止期の持続時間は短くなる．した
がって細胞外 glucose 濃度が 6～20mMの範囲で
は，glucose 濃度が高くなるほど spike-burst の持
続時間は長く，spike-burst 間の休止期は短くな
る．細胞外 glucose 濃度が 20mM以上に達する
と，ATP合成速度がATP消費速度より常に高い
ので，spike-burst 間の休止期は消失し，スパイク
が持続的に発生する．これが細胞外 glucose 濃度
が 6～20mMの範囲では spike-burst が周期的に
あらわれ，glucose 濃度が 20mM以上に達すると
spike-burst パターンから連続的なスパイク発射
パターンに移行する理由であると，私たちは考え
ている．
細胞外 glucose 濃度が高くなると，単位時間に

占める spike-burst 期間の割合が長くなる．単位時
間に流入するCa2＋の量に従って細胞内Ca2＋濃度
の平均値は高くなるので，単位時間に占める
spike-burst 期間の細胞外 glucose 濃度依存性は
そのまま細胞内Ca2＋平均濃度の細胞外 glucose 濃
度依存性に反映されることになる．一方，インス
リン放出量と細胞内Ca2＋濃度との間には密接な
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関係があるので，インスリン放出量は細胞外 glu-
cose 濃度に依存することになる．
つぎに，細胞外 glucose 濃度を突然高くした場

合に，規則的な間欠的 spike-bursts に先立って出
現する持続の長い spike-train，即ち電気的活動の
第 1相，の発生機構について考えてみることにす
る．この機構にはグルカゴンが関与していると思
える．

3．グルカゴンと β細胞の代謝状態
（ランゲルハンス島内の β細胞の電気的活動と
細胞内Ca2＋濃度の変動）
電顕像を調べてみると，β細胞にも glycogen

顆粒がある．グルカゴンは肝細胞において glyco-
gen 顆粒内の glycogen 分解を促進することはよ
く知られた事実である．膵 β細胞においても gly-
cogen は細胞内の glycogen の分解を促進するで
あろうか．細胞外 glucose 濃度を突然高くすると
インスリン分泌が 2相性に増加することは既に指
摘されているが，その機構は 1990 年の初頭に至っ
ても未だ解明されていなかった．あるいは今でも
未だ充分に解明されていないのかもしれない．ラ
ンゲルハンス島には β細胞の他に α細胞も存在
する．β細胞からインスリンが放出されていない
とき，α細胞からグルカゴンが放出される．同じ島
の中にあって α細胞から放出される高濃度のグ
ルカゴンに β細胞が曝されていれば，β細胞に何
らかの変化が起こっている可能性は高い．
モルモット膵から分離した α細胞は 5～20mM

の濃度の glucose が存在しても活動電位を発射す
る（Rorsman & Hellman，1988）．つまり，細胞外
液の glucose は直接的には α細胞の活動を抑制し
ない．α細胞上にはGABAA受容体がある（Rors-
man ら，1989）．一方，β細胞からインスリンの分
泌と共にGABAおよびATPも分泌されること
が報告されている．したがって β細胞に活動電位
が発生しているとき，α細胞の活動は β細胞から
分泌されるGABAによって抑制されているであ
ろう．
Glucose 濃度が低く β細胞に電気的活動が発生

していないとき，細胞外液にグルカゴンを加えて

も膜電位には何の変化も認められない．ところが
細胞外 glucose 濃度を高くし spike-burst が発生
しているとき，細胞外液にグルカゴン（2.9×
10－7M）を加えると spike-burst の持続時間が長く
なり，spike-burst 間の休止期は短くなる（図 5A）．
この効果はグルカゴンの濃度に依存する．細胞内
Ca2＋濃度は spike-burst の持続時間の延長と共に
高くなる．細胞内Ca2＋濃度の上昇は，それ自体，
神経終末の伝達物質の放出に見られるように，分
泌顆粒の開口分泌のトリガーとなると同時に，
glycogen 分解に関する酵素の活性化を介して
ATP合成を促進させる可能性もある．
（KATPチャネルの活動に及ぼすグルカゴンの作
用）
さきにも述べたようにKATPチャネル活動は細

胞内ATP濃度の指標となる．すなわち，KATPチャ
ネルの活動が抑制されていれば細胞内ATP濃度
は上昇していると判断し，パッチ内のKATPチャネ
ルの多くが開閉を繰り返していればATP濃度は
低いと判断する．5.6mM glucose 溶液中の培養 β
細胞について cell-attached モードでパッチクラ
ンプを行いKATPチャネル電流を記録したものを
図 5Bに示す．2.8mM glucose KRB溶液にグルカ
ゴン（2.9×10－7M）を加えるとKATPチャネルの活
動は完全に抑制され，活動電位が発生する．グル
カゴンが存在している期間に calmodulin の阻害
剤であるW-7 を与えると，KATPチャネル活動が再
び現われる．すなわちグルカゴンの効果はW-7
によってかなり相殺される．W-7 を取り除くと
KATPチャネルの活動は完全に抑制され，その後グ
ルカゴンをも取り去ると，KATPチャネルの活動が
再び現われる．この所見はグルカゴンがCa2＋�
calmodulin を介して glycogen の分解を促進して
いることを示しているように思える．肝細胞にお
いてグルカゴンが phosphorylase-kinase の活性
化を介して glycogen の加燐酸分解を引き起こす
ことはよく知られている．おそらく β細胞におい
ても cyclic AMPの増加と共に細胞内Ca2＋濃度の
上昇が phosphorylase-kinase の活性化を来たし，
glycogen-phosphorylase が活性化されるのであろ
う．
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図5　膵島β細胞の電気的活動，細胞内Ca2+濃度，およびKATPチャネル活動に及
ぼすグルカゴンの影響．
　Aの上段は膵島β細胞の微小電極を用いて得た細胞内記録であり，下段は膵島の
細胞内Ca2+濃度の変動を示す．細胞外glucose濃度は11.1mMであり，線で示した
部分はグルカゴンを細胞外液に加えた期間を示す．グルカゴンの濃度は
2.9×10－7Mである．（未発表データ）
　Bは培養β細胞からcell-attachedモードで記録したKATPチャネル電流を示す．ピ
ペット内溶液のK+濃度は140mMであり，ピペット内電位は0mVである．細胞外
glucose濃度は2.8mMである．グルカゴンの濃度は2.9×10－7Mであり，W-7の
濃度は3×10－5である．グルカゴンを与えると，KATPチャネル電流は消失し，ス
パイク電流が現われる．（He, Mears, Atwater & Kitasato J Membrane Biol 166：
237―244, 1998）
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（細胞内NADHおよびCa2＋）
細胞内 glucose 濃度が上昇すると，解糖が亢進

し，NADHレベルは上昇する．したがって，NADH
レベルを指標として glucose 供給の状況を知るこ
とが出来よう．NADHは固有の蛍光を持っている
ので，この蛍光強度を指標としてNADHレベル
を調べることができる．ただNADHと NADPH
とは同じ波長の蛍光をもっているので，この両者
を区別することはできない．β細胞の電気的活動
におよぼすグルカゴンの作用を調べた場合と同様
に，細胞外 glucose 濃度を 2.8mMから 11.1mM
に変えると，細胞内NADHと NADPHの蛍光の
和は約 35％増加する（図 6A）．この状態に達した
後にグルカゴンを与えると蛍光強度は更に増加
し，2.8mM glucose 溶液中における蛍光の約 1.8
倍に達する．ところがCa2＋-free 溶液中では細胞外
glucose 濃度を 2.8mMから 11.1mMに変化させ
ても，細胞内NAD（P）Hレベルの増加は遅く，
しかも増加の大きさは約 20％にしか過ぎない．こ
の状態に達した後にグルカゴンを与えてもNAD
（P）Hの上昇は認められない．つまりグルカゴン
は glycogen の分解を促進し，細胞内NADHの濃
度を上昇させるが，この作用は細胞内Ca2＋濃度の
上昇が無ければ現われない．細胞内NADHレベ
ルの上昇はATP合成反応の亢進を来たし，細胞
内ATP濃度は上昇するであろう．
（グルカゴンに曝された β細胞のATPレベル
と細胞内Ca2＋）
Glycogen-phosphorylase の活性化には燐酸化

された phosphorylase-kinase が関与している．
Phosphorylase-kinase の燐酸化は活性化された
A-kinase と共に 3×10－7M程度の Ca2＋を必要と
していることは既に知られている．2.8mM glu-
cose KRB溶液中，すなわち活動電位が発生して
いない状態では，caged-Ca2＋を取り込ませておい
た β細胞のKATPチャネルの開確率は高い．この細
胞外液にグルカゴンを加えてもKATPチャネルの
活動は殆ど変化しない．つまりこの状態では細胞
内ATPレベルは変化しない．ところがフラッ
シュ光を与え caged Ca2＋から Ca2＋を放出させる
とKATPチャネルの開確率は低下し，活動電位が発

生する（図 6B）．この実験結果は，グルカゴンの存
在下で細胞内Ca2＋濃度が上昇すると，細胞内
ATPレベルが上昇することを示す．
同じ glucose 濃度の溶液において，グルカゴン

を加える代わりに dibutyril-cyclicAMPを加えて
もKATPチャネルの活動は殆ど変化しない．この細
胞にフラッシュ光を照射し caged Ca2＋から
Ca2＋を放出させると，グルカゴンに曝していた場
合と同様に，KATPチャネルの開確率が低下し，活動
電位が約 120 秒間ほどにわたって繰り返し発生す
る（図 7A）．以上の所見は，β細胞においてもグル
カゴンは細胞内 cyclic AMPを増加させ，増加し
た cyclic AMPが Ca2＋と協同して phosphorylase-
kinase を活性化させ，その結果，glucose の供給が
増大し，ATP合成が亢進し，細胞内ATP濃度が
上昇する，という考え方を支持するものである．

β細胞に perforated patch をつくりwhole-cell
clamp の状態にした上で膜電位固定を行うと，膜
電流を測定できる．また bridge を用いて交流信号
を与え，膜容量を測定することも出来る．膜電位
を－70mVの holding potential から 0mVにクラ
ンプすると，内向きにCa2＋電流が流れ，膜容量が
8fF ほど増加する．細胞外液にグルカゴンを加え
ると，脱分極によって誘発されるCa2＋電流には認
められるほどの変化は起こらないが，脱分極に
よって誘発される膜容量の増加は 90fF ほどにも
達する（図 7B）．分泌顆粒が細胞膜と融合し開口す
ると膜容量が増加する筈であるので，膜容量の変
化は開口した分泌顆粒の数を反映すると考えられ
る．この所見は細胞内Ca2＋濃度上昇の大きさが同
じであっても細胞内 cyclic AMP濃度あるいは細
胞内ATP濃度が上昇していると，Ca2＋に誘発さ
れて開口分泌を起こす顆粒の数が増加することを
意味している．
細胞外 glucose 濃度が低く β細胞が電気的活動

を示していないとき，α細胞に活動電位が繰り返
し発生し，グルカゴンが常に分泌されている．グ
ルカゴンは同じ島内の β細胞に働き，β細胞内の
cyclic AMP濃度を上昇させ，A-kinase は活性化
された状態にある．しかし β細胞に活動電位が発
生していない状況下では，細胞内Ca2＋濃度は低い
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図6　β細胞のNADHおよびNADPHレベルおよびKATPチャネルの活
動に及ぼすグルカゴンの影響．
　Aは培養β細胞内のNADHとNADPHの蛍光の和を示す．励起光の
波長は360nmであり，蛍光測光の波長は465nmである．Aの上段は
Ca2+が2.5mMである溶液中の蛍光であり，下段はCa2+-free溶液中の
蛍光である．細胞外glucose濃度を11.1mMに高める前のglucose濃
度は2.8mMである．（He & Kitasato BBA 1310：325―333, 1996）

　Bは培養β細胞からcell-attachedモードで記録したKATPチャネルの活
動を示す．ピペット内溶液のK+濃度は140mMであり，ピペット内電位
は0mVである．培養β細胞を40～50分間5μMのcagedCa2+（Nitr-
5/AM）を含む溶液中で培養し，細胞外液のCagedCa2+を洗い流した
後，パッチクランプ実験に用いた．細胞外glucose濃度は2.8mMであ
る．大きな縦線はフラッシュ発光の際のアーティファクトである．（He, 
Mears, Atwater & Kitasato, J Membrane Biol 166：237―244, 1998）
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図7 db-cyclicAMPを取り込ませておいたβ細胞の細胞内Ca2+濃度を上昇させたことがもたらすKATPチャネル活
動の抑制，および脱分極により誘発される膜容量の変化に及ぼすグルカゴンの作用．
　Aはdb-cyclicAMP存在下でphotolysisによってcagedCa2+から放出されたCa2+がKATPのチャネル活動に与え
る影響を示す．細胞外glucose濃度は2.8mMであり，db-cyclicAMPの濃度は0.125mMである．Cell-attached
モードでの記録．ピペット内のK+濃度は140mMであり，ピペット内電位は0mVである．（He, Mears, Atwa-
ter & Kitasato, J Membrane Bil 166：237―244, 1998）

　Bはperforated patch clamp法を用いてβ細胞を膜電位固定実験を行った例である．Holding potentialは
－70mVであり脱分極の大きさは70mVである．

　BのAの上段は脱分極により誘発される膜電流の記録を示す．左はグルカゴンを含まないKRB溶液中での記録
であり，右はグルカゴンを加えた溶液中での記録である．溶液中のグルカゴンの濃度は2×10－7Mである．下
段は脱分極により誘発される膜容量変化の記録を示す．左はcontrolであり，右はグルカゴン存在下での記録で
ある．
　BのBはグルカゴンが存在しない場合と存在する場合の脱分極により誘発される膜容量変化の比較の為のグラ
フである．BのCは脱分極により誘発されるCa2+電流の最大値と脱分極中に流れるCa2+によって運ばれた電気
量を示す．（Ding & Rorsman　未発表データ）

ので，β細胞内では phosphorylase-kinase の活性
化はおこらず，glycogen の加燐酸分解は進行
しない．ところが細胞外 glucose 濃度が上昇す
ると glucose が細胞外から流入し，β細胞内の
glucose 濃度の上昇がATP合成反応を増加させ，
細胞内ATPレベルの上昇が脱分極を引き
起こし，活動電位の発生と共にCa2＋が流入す
る．細胞内に流入したCa2＋は活性化されたA-
kinase と共に phosphorylase-kinase の燐酸化を
促進し，燐酸化された phosphorylase-kinase が
glycogen-phosphorylase を活性化する．Glycogen-

phosphorylase の活性化の結果，glycogen の分解
が進み，細胞外から流入する glucose に加えて細
胞内 glycogen の分解からも glucose が供給され
るので，細胞内 glucose 濃度は更に上昇し，ATP
合成速度が上昇して glycogen の分解が停止する
まで，細胞内ATP濃度は高いレベルに留まると
いうスキームを描くことが出来よう．
ATP合成速度の上昇は細胞内ATP濃度の高

い状態をかなりの時間にわたって維持する．一方，
活動電位の発生によって β細胞から分泌された
GABAが α細胞の活動電位発生を抑制し，グル
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カゴン分泌は停止する．その結果，同じ膵島
内の細胞外液中のグルカゴン濃度は低下する．細
胞外グルカゴン濃度の低下は β細胞内の cyclic
AMP濃度の低下をきたし，一旦活性化された
phosphorylase-kinase は不活性な状態に戻り，gly-
cogen の分解は停止する．この時期になると β細
胞に供給される glucose は細胞外から流れ込むも
ののみとなり，長く続いたスパイク発生は細胞内
ATP濃度の低下に従って停止し，再分極が起こ
る．
以上をまとめると，glucose 濃度が低いときに α

細胞から分泌されたグルカゴンによって β細胞
内の cyclic AMPが増加し，glycogen 分解の準備
状態が完了している．細胞外 glucose 濃度が上昇
すると，細胞内に流入する glucose が増加する結
果，細胞内ATP濃度が上昇し，活動電位発生と共
にCa2＋が流入することによって glycogen の分解
に関与する酵素系が一挙に活性化され glycogen
の分解が進み，ATP合成が亢進して細胞内ATP
濃度の高い状態が暫く持続する．細胞外 glucose
濃度が高くなった初期において細胞内ATP濃度
が比較的長時間にわたって高く維持される時期が
電気活動の第 1相の時期であり，この時期の大き
な細胞内Ca2＋濃度上昇が大量のインスリン分泌
をもたらす．β細胞から活動電位発生と共に分泌
されたGABAによって α細胞の活動電位発生が
抑制された後では，β細胞に利用される glucose
は細胞外から流れ込むもののみとなり，glucose
供給に関しては定常状態となる．Glucose の供給
が定常状態にまで低下する一方，連続するスパイ
ク発生時のCa2＋流入に由来するATP消費の増大
がATPレベルの低下を引き起こし，活動電位発
生の停止と再分極を来たす．休止期における細胞
内Ca2＋濃度の低下と共にインスリン分泌は一旦
低下する．インスリン分泌の初期相（第 1相）は
このようにして形成される，と私たちは考える．
しかしこの考えはまだ広く承認されるには至って
いない．
ATP合成系への glucose の供給増大はATP生

成を促進し，その結果，細胞内ATP濃度が上昇す
る．インスリン前駆物質は粗面小胞体において作

られ，Golgi 装置を経て分泌顆粒の内容物となる過
程において pro-insulin からインスリンとなり，分
泌顆粒は細胞膜に向かって運ばれる．分泌顆粒の
細胞内運搬にエネルギーを供給するものもATP
である．開口分泌の増加について考える際，細胞
内ATP濃度の上昇が分泌顆粒の移動速度に与え
る影響も考慮に入れておかなければならない．

4．1990 年台後期後半以降の進展
1990 年台の半ばまでにインスリン分泌は glu-

cose の代謝を介する現象であり，代謝と電気的活
動の接点となるものはKATPチャネルであるとい
う概念は一般に広く受け入れられた．その時点に
おいて未だ解明されていなかった点は，glucose
によって誘発されるインスリン分泌が 2相性を呈
することに関するものである．丁度その頃，神経
伝達分子の放出に関与する蛋白分子の存在が次々
と明らかにされた．それらの物質のうち最も注目
を引いているものは SNARE（s）（soluble N-ethyl-
maleimaide-sensitive-factor-attachment protein
receptor（s））である．この物質とインスリンの放
出との関係が次第に注目されるようになった．
インスリン分泌に関しては，次の 4つのステッ

プがある．
（1）細胞外から流入する glucose および細胞内
備蓄から供給される glucose の経路
（2）解糖からATP合成に到る経路
（3）KATPチャネルの closing から活動電位発生
に到るまでの経路
（4）細胞内Ca2＋濃度上昇から分泌顆粒の開口
分泌に到る経路
分泌に直接関与する蛋白分子は上記の（4）に関

与するものである．電子顕微鏡的研究によると，
各 β細胞には 10,000～13,000 個の顆粒がある．
そのうち約 600 個が細胞膜に dock している
（Olofsson ら，2002）．約 1500 個は細胞膜内側表面
から 0.2µm以下のところにある．L-type Ca2＋チャ
ネルのまわりに分泌顆粒は集積している（Wiser
ら，1999）．インスリンの 2相性分泌に関連して，
1997 年 Eliasson らは非常に示唆に富む実験結果
を報告している．彼らの報告によると，perforated
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patch 膜電位固定法を用いる脱分極によって誘発
される膜容量の変化を指標とする exocytosis は，
細胞外 glucose 濃度を 0mMから 5mMに変える
と約 5倍増大し，更に glucose 濃度を 20mMに高
めると，exocytosis は更に 2倍増加する．この膜容
量変化はmannoheptulose によって抑制され，ま
た，細胞内ATPをAMP-PCP（adesine 5’-［β，γ-
methylene］triphosphate）で置換すると，脱分極
により誘発される exocytosis は 80％抑制され
る．細胞内に導入した caged ATPからATPを放
出させると，exocytosis は 2 相性に増大する．
ATP放出による exocytosis の潜時は 400msec で
ある．Caged Ca2＋から Ca2＋を放出させても 2相性
の exocytosis 増大がおこる．Ca2＋放出による exo-
cytosis の潜時は 200msec 以下であり（Barg ら
（2001）の報告では約 10msec となっている），細胞
内ATPをAMP-PCP で置換すると，exocytosis
の第 2相が消失する．興味深いことに，細胞内に
N-ethylmaleimide（0.5mM）を 3分間作用させる
と，細胞内ATPをAMP-PCP で置換したのと同
様に exocytosis を抑制するとのことである．彼ら
は膜容量の変化から開口分泌を起こした分泌顆粒
の数を計算し，約 40 個の顆粒が直ちに開口分泌し
得る状態にあると推定した．この第 1相の exocy-
tosis は ATPに依存しないものであろう．
Caged Ca2＋から放出されるCa2＋により誘発さ

れる exocytosis の第 1相において開口する分泌
顆粒は 40 個であるとすると，直ちに開口し得る状
態にある顆粒は形質膜に dock している顆粒のご
く一部ということになる．この点に関してもっと
直接的な所見がOhara-Imaizui ら（2004）によって
報告されている．彼らはMIN6 β細胞に green
fluorescent protein のタグをつけたインスリンを
含有する分泌顆粒を作らせ，TAT-conjugated
Cy3-labeled 抗 syntaxin 抗体を細胞内に trans-
duce し，更にTIRFM（Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy）を用いることによって
syntaxin 1 が形質膜上にクラスターとなってに存
在し，そこに分泌顆粒が dock していること，50
mM KCl によって細胞を脱分極させると，分泌顆
粒と形質膜との融合が syntaxin クラスターの存

在場所でおこることを観察している．また彼らの
報 告 に よ る と，MIN6 β細 胞 をmethyl-β-
cyclodextrin 処理するによって形質膜の choles-
terol を減少させると，syntaxin 1 のクラスターは
崩壊し，数も減少する．Syntaxin 1 のクラスターが
崩壊すると，形質膜に dock している分泌顆粒は
減少し，形質膜と融合する分泌顆粒の数は有意に
減少しているとのことである．Glucose によって
誘発される 2相性インスリン分泌の第 1相が既に
形質膜に dock している顆粒の開口によるという
考え方に異論（Shibasaki ら，2007）もある．

β細胞の分泌顆粒の中にはインスリンの他に
ATP，GABA，セロトニン，グルタミンがある．
β細胞に purinergic 受容体である P2xを発現させ
ておくと，ATP濃度依存性に内向き電流が流れる
ので，exocytosis が起こる条件下で測定された内
向き電流を測定することによって，ATPの大きさ
程度の低分子量の分泌顆粒内容物の放出量を推測
することができる．0mVに脱分極することにより
誘発されるATP分泌量から推測される開口分泌
速度は約 10granules�sec である．一方，インスリ
ン放出量から推測される開口分泌速度は 0.16
granules�sec にしか過ぎない．この差は非常に大
きい．この値の比は脱分極により誘発される膜容
量変化とインスリン放出量の比に非常に近い．こ
の点に関して，形質膜に dock している分泌顆粒
が開口分泌に到るまでに分泌顆粒と結合している
syntaxin 内のポアが拡大し，ポア内径が拡大する
間，低分子量分泌物質（ATP，GABA等）がイン
スリン分泌に先立って分泌され，分泌顆粒が形質
膜と融合した段階で最終的にインスリンも分泌さ
れるのではないか（Braun ら，2007）と考えられ
ている．形質膜に syntaxin を介して dock してい
る分泌顆粒の中にはインスリンを放出するに到ら
ず低分子量物質のみを放出し，細胞質に引き戻さ
れるものもあるであろう（Tsuboi & Rutter，
2003）．
注目すべきことは，β細胞にもGABA受容体が

存在することである．GABAB受容体の antagonist
である CGP55845 は glucose により誘発されるイ
ンスリン放出を増加させる（Braun ら，2004）．一
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方，GABAB受容体の agonist である baclofen は
glucose により誘発されるインスリン放出を 60％
抑制するとのことである．β細胞から放出された
GABAが β細胞自体のインスリン放出を抑制し
ているとは考え難い．おそらく膵島内では δ細胞
から分泌されているソマトスタチンが β細胞上
のGABA受容体の感受性を制御しているのであ
ろう．
2000 年代に入り，β細胞内の分泌顆粒の動きの

詳細が明らかになり，細胞内Ca2＋濃度上昇による
開口分泌が 2相性を呈する機構は，かなりの程度，
解明されたが，分泌顆粒の docking の Ca2＋感受性
の機構，あるいは syntaxin 内のポアの開口の機
構，分泌顆粒の細胞内輸送のATP感受性といっ
た問題は未だ充分に解明されていない．また，以
上紹介した研究成果は 1個の細胞における開口分
泌の過程を説明するものではあるが，これらの所
見は必ずしも膵島内 β細胞の特異的な電気活動
および細胞内Ca2＋濃度の 2相性上昇とは直接的
には結びつかない．細胞外 glucose 濃度上昇に
よって引き起こされる 2相性のインスリン分泌を
理解するには 1個の細胞内でおこる分泌顆粒の動
きを調べる視点とは異なる視点も必要であろう．

最後に
インスリンの分泌に関する研究は，膵臓全体の

灌流実験から始まり，膵島の灌流および膵島内細
胞の電気的活動および細胞内Ca2＋濃度の測定か
ら単離された β細胞についての研究に移り，さら
に単一 β細胞内の分泌顆粒の動き，形質膜との融
合の研究へとどんどん微細なものに対象は移って
いった．この研究の進展の過程で明らかになった
ものは多い．しかし対象が微細化しても全体を見
る眼を失ってはならない．
この研究の歴史から感じられることは，新しい

アイデアは新しい技術の上に生まれるということ

である．研究者は常に新しい技術を獲得するよう
に努めると共に，研究者自身が新しい技術を自ら
開発することが大切である．それを可能とする環
境が整備されていることが望ましい．研究環境の
整備，それは経済効果から判断されるものではな
い．分からない点があればこれを解明する．1つの
問題を解決しても必ず次の疑問が浮かび上がって
くる．分からないことを解明し続けているところ
に人間の輝きがあり，人間の輝きが社会を若々し
く保つであろう．これこそ学問の効用といえるも
のかもしれない．
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