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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　Diphenylhydantoin (DPH)は生体内でインスリン分泌を抑制し，豚ラ氏島においてもグルコースによるインスリン分泌

を抑制するが，その機序の詳細は不明であった。豚β細胞においては，細胞内グルコース代謝とインスリン分泌を密接に

関連づける代謝一分泌連関が存在し，グルコースによる細胞内ＡＴＰ濃度上昇により, Katpチャネルが閉鎖し，細胞膜脱

分極を介して細胞内Ｃａ２゛濃度が上昇し，インスリン分泌が惹起される。さらにＡＴＰは開口放出機構におけるＣａ２゛感受欧

を増強してインスリン分泌を増強する。申請者は単離ラット豚ラ氏島を用いＤＰＨが豚β細胞代謝一分泌連関に及ぼす影響

を検討し，グルコースによるインスリン分泌を抑制する機序の解明を試みた。

　ＤＰＨにに6.7mMグルコースによるインスリン分泌を濃度依存性に抑制した。さらに16.7mMグルコース, 30mM Ｋ＋，

ジアゾキサイド存在下では，細胞内Ｃａ２＋濃度に影響をあたえずインスリン分泌を抑制した。したがって，ＤＰＨのインス

リン分泌抑制効果は細胞内Ｃａ２゛濃度減少を介さなくても発揮される。 ＤＰＨは16.7 mMグルコースによるＡＴＰ含量の増

加を抑制し，ＡＴＰ産生抑制効果が示唆された。 ＤＰＨは，グルコースによるミトコンドリア膜電位の過分極を抑制したが，

glucose oxidation (ＴＣＡ回路での代謝の指標), glucose utilization(解糖系での代謝の指標)，ＮＡＤ(Ｐ)Ｈ蛍光強度には影

響を与えなかった。したがって，ＤＰＨは，呼吸鎖に対するＮＡＤＨの供給を減少させることなく，ＮＡＤＨのミトコンドリ

ア内膜での�'勾配形成効率を減少させることにより，ＡＴＰ産生低下をきたすことが示唆された。その機序として，細胞

質アルカリ化の影響を検討した。 ＤＰＨは16.7mMグルコース存在下において豚ラ氏島ｐＨをアルカリ化することを明らか

にした。細胞外にＮａ゛やＨＣ０３-が存在しない条件下ではＤＰＨによるpHの変化は認めず，その作用にＮａ九ＨＣ０３-の

細胞内外の交換が関連することが示された。さらにＮＨ４川こよる豚ラ氏島細胞質アルカリ化もＤＰＨと同様にグルコースに

よるインスリン分泌増加，ＡＴＰ含量増加，ミトコンドリア膜電位の過分極を抑制した。ミトコンドリア分画を用いたATP

産生実験では，ピルビン酸，コハク酸を基質にしてＴＣＡ回路を経てＮＡＤＨを産生させた場合，グリセロール３リン酸を

基質にしてグリセロールリン酸シャトルを経てＦＡＤＨ２を産生させた場合，どちらでもアルカリ化によりＡＴＰ産生か抑制

された。したがって細胞質アルカリ化は呼吸鎖への還元代謝産物の供給には影響を与えず，ミトコンドリアＡＴＰ産生を低

下させることが明らかになった。さらにpermeabilized isletを用いた実験ではｐＨのアルカリ化か開口放出機構における

ＡＴＰ濃度固定条件でのＣａ２゛感受欧を低下させることも示された。

　したがってＤＰＨは細胞質アルカリ化によりミトコンドリアでのＡＴＰ産生低下をきたし，開口放出機構のＣａ２゛感受性

を低下させ，さらに細胞質アルカリ化自体もＣａ２＋感受性を低下させることによりインスリン分泌を抑制する。このことは，

ＤＰＨが細胞内Ｃａ２゛濃度の低下なしにインスリン分泌を抑制することを説明できる。これら新知見は生体において細胞内

ｐＨを変化させる条件がミトコンドリアＨ゛勾配の変化によるＡＴＰ産生の変化，開口放出機構のＣａ２゛感受性の変化をきた

しインスリン分泌へ影響する可能性を示唆している。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　Diphenylhydantoin (DPH)は生体内でインスリン分泌を抑制し，膠島からのグルコース刺激インスリン分泌を抑制する

がその機序の詳細は不明であった。申請者はＤＰＨによるインスリン分泌抑制機序の解明を単離ラット膠島を用いて試みた。

ＤＰＨのグルコース刺激インスリン分泌の抑制作用は，必ずしも細胞内Ｃａ２゛濃度の減少を伴わなくても発現することを見

い出し，その作用がＤＰＨのグルコースによるＡＴＰ含量の増加に対する抑制効果に基づくことを証明した。 ＤＰＨのATP

増加抑制作用は，ミトコンドリア膜電位の過分極抑制作用に起因するが，この現象は，ミトコンドリア内還元物質の呼吸鎖

への供給の減少によるものではなく，細胞質のＨ゛濃度の減少（アルカリ化）によりミトコンドリア内膜Ｈ゛勾配を減弱さ

せるためであると考えられた。これら一連の現象は，一般的な細胞質アルカリ化剤であるＮＨｊでも観察された。さらに

細胞質のアルカリ化は，ミトコンドリアでのＡＴＰ産生低下に起因するＡＴＰ濃度の低下によってだけではなく，ＡＴＰ濃度

の低下を介さずに開口放出機構におけるＣ汐’有効欧を低下させることにより，インスリン分泌を抑制することを示した。

　以上の研究は，細胞質pHの豚β細胞代謝一分泌連関に対する重要な役割を明らかにし，糖尿病学の発展に寄与するとこ

ろが多い。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。なお，本学位授与申請者は，平成18年12月

13日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものもある。
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