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1．諸言 

 

アドレナリンは主に副腎髄質のクロム親和性細胞から分泌され、ノルアド

レナリンは交感神経終末から放出される。これらのカテコールアミンは膵島

からのインスリン分泌を阻害し、血糖値を上昇させる。カテコールアミンに

よるインスリン分泌抑制機序は、図 1-1のように、α2アドレナリン受容体の

活性化を介したアデニル酸シクラーゼの抑制[1]、遅延整流性カリウム電流の

活性化[2、3]、電位依存性カルシウム電流の阻害[4、5]、インスリンエキソ

サイトーシスの阻害等[6-8]、複数の報告がなされている。しかしながら、こ

れらの研究では、薬理学的高濃度が用いられ伝達経路や機序の検討が実施さ

れてきたことから、生理学的濃度のアドレナリンの機序についてはほとんど

明らかではなかった。 

    一般に、膵β細胞におけるグルコース代謝の機序は、図 1-2に示すように、

細胞内へのグルコース取り込み後、ミトコンドリアによるアデノシン三リ

ン酸 (ATP：adenosine-5’- triphosphate) の産生増加の結果、ATP-sensitive K
+ 

(KATP) チャネルを閉口により、細胞膜の脱分極が引き起こされる。引き続

いて、電位依存性カルシウムチャネルの活性化による Ca
2+の細胞内への流

入が起こり、細胞質内 Ca
2＋濃度の上昇によるエキソサイトーシスの刺激と

インスリン分泌の開始が惹起される。この膵 β 細胞におけるインスリン分

泌刺激開始の過程で、非選択性陽イオンチャネル (NSCC：nonselective cation 

channel) のグルコース刺激による開口の結果、背景電流が増加し、Na
+およ

び Ca
2+の細胞内への流入増大が引き起こされる。静止膜電位調節に関して、

この現象が KATPチャネルの閉口による膜抵抗の増大と協同して細胞膜脱分

極を促進するという、KATP チャネルと NSCC による bichannel-regulation 
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model が提唱されている[9-13]。我々は過去に、グルコース刺激やグルカゴ

ン様ペプチド-1 (GLP-1：glucagon-like peptide-1) 受容体刺激が、環状アデノ

シン一リン酸 (cAMP：cyclic adenosine monophosphate) の産生を介して非選

択性陽イオンチャネルの一つである一過性受容器電位メラスタチン 2 

(TRPM2：transient receptor potential melastatin 2) チャネルを活性化すること

を報告した[13]。その結果、インクレチンホルモン刺激は TRPM2 チャネル

刺激による細胞膜脱分極促進を来すことで、グルコース刺激に対して相加

的なインスリン分泌を引き起こすという、重要な役割を担っていると考え

られる[13]。またこの他に、熱刺激や環状アデノシン二リン酸リボース、過

酸化水素による刺激は TRPM2 チャネルを活性化しインスリン分泌促進に

[14-16]、一方でグレリンは TRPM2 チャネルの活性化を抑制しインスリン分

泌を減少させる[17]ことが報告されており、様々な物質が TRPM2 チャネル

を介するインスリン分泌に関わっている[9]。 

膵 β 細胞において、グルコースおよびインクレチンホルモンによる刺激

は、cAMP 産生亢進、TRPM2 チャネルの活性化を介してインスリン分泌を

促進させる[13]ことから、アドレナリンはこれとは逆に Gi 蛋白共役型受容

体を介して cAMP産生を阻害し、TRPM2チャネル活性化を抑制することで、

インスリン分泌を減少させることが推測される。しかしながら、これまで

のところ、TRPM2 チャネルが α2 アドレナリン受容体を介したインスリン

分泌抑制に関与しているか否かについての研究はない。 

    以上より本研究では、マウス膵 β 細胞において、アドレナリンの作用が

TRPM2 チャネルを介してインスリン分泌抑制を引き起こしているか否か、

さらにこれまでほとんど検討されていない生理学的濃度のアドレナリンが

TRPM2 チャネルにどのような影響を与えているかについて検討すること
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を目的として、以下の研究デザインを立案した。 
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図 1-1．高濃度アドレナリンによるインスリン分泌抑制機序 (文献[13]を一部改

変) 

AC：adenylate cyclase、GLUT2：glucose transporter 2、Kv channels：

voltage-gated potassium channels、 VDCC： voltage-dependent calcium 

channels。 
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図 1-2．高グルコース刺激および 0.1 nM GLP-1による TRPM2 チャネル電流のイ

ンスリン分泌促進機序 (文献[13]を一部改変) 
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2．材料および方法 

 

2．1 実験動物、および膵島、膵 β 細胞単離培養方法 

(1) 実験動物  

8～12週齢の雄性 C57BL/6J マウス(日本 CLEA、東京)を使用した。遺伝子

改変マウスとして、TRPM2-knock out (KO) マウスを用いた。この TRPM2-KO

マウスは京都大学大学院工学研究科教授森泰生先生より供与を受け、自治医

科大学において C57BL/6J マウスと 9 代以上に渡って交配を繰り返してきた

ものである[13、17、18]。実験には 10～12 週齢の雄性 TRPM2-KO マウスを

使用した。動物は明暗 12 時間サイクルの環境下において、餌および水は自

由に摂取できる状態で飼育された。全ての実験は自治医科大学における各実

験委員会で承認を受け、動物実験指針に基づいて行われた。 

 

(2) マウス膵島の単離方法 

   Ca
2+

-free HEPES-buffered Krebs-Ringer bicarbonate buffer (HKRB) (組成後

述)を 5.6 mmol/L (mM) グルコースに調整し、0.1 %ウシ血清アルブミン

(bovine serum albumin (BSA)、WAKO、大阪)を添加して使用した。コラゲナ

ーゼ溶液は、前述の溶液 10 mLに 100 mM CaCl2 0.5 mLおよびコラゲナーゼ

(Sigma-Aldrich Japan、東京) 10 mgを添加したものを使用した。まず、マウ

スに 10 mg/mLに調整されたペントバルビタール 0.3 mLを腹腔内に投与し

麻酔した。その後、十二指腸の総胆管開口部を同定し、十二指腸総胆管開

口部からカニューレを挿入し、糸で結紮固定した。内頚動脈を切断しマウ

スを脱血死させた後、左右肝管の合流部を糸で結紮した。その後速やかに

コラゲナーゼ溶液をカニューレから注入し、膵臓全体が溶液により膨張し
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たことを確認し、周囲の臓器(腸管、脾臓、胃)から剥離し摘出した。摘出し

た膵臓を 5.6 mM glucose (mMG) Ca
2+

-free HKRBに入れた後、恒温槽内で

37℃16分間加温した。ガラス管付きの 10 mLシリンジを用いて、加温消化

された膵臓を吸引ピペッティングすることで、機械的に結合織を分離した。

撹拌した膵臓を 10 mL遠沈管に移し、800 revolution per minute (rpm)で 30秒

間遠心し、その後上澄み液を捨て、0.1 % BSA 入り 5.6 mMG Ca
2+

-free HKRB

液で懸濁洗浄した。この遠心過程を 3 回繰り返した後、氷上シャーレ内で

顕微鏡下に白色米粒様に確認できるマウス膵島を採集した。インスリン分

泌測定および cAMP 測定には、この過程で採集されたマウス膵島を使用し

た。 

 

(3) マウス膵 β 細胞単離培養方法 

     2．1 (2) で採取されたマウス膵島を 0.1 % BSA入り 5.6 mMG HKRB液を

0.1 mM CaCl2に添加・調整した溶液 200 µLを加え、800 rpm 30 秒間の遠心

後、上澄み液を捨てるという操作を 2 回繰り返した。その後膵島から膵 β

細胞へ単離するために、1 mM ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA) に調整

された 0.1 % BSA 入り 5.6 mMG Ca
2+

-free HKRB液 200 µLを加え、15分間

室温で静置した。15 分後、200 µL のピペットマンを用いてピペッティン

グし、膵 β 細胞を単離した。それらを Eagle’s minimal essential medium 

(E-MEM) (5.6 mMG + 10 % ウシ胎児血清 (Biowest、France) + 100 U/mL ペ

ニシリン ＋ 100 µg/mLストレプトマイシン) 10 mLに移し、1200 rpm で 5

分間遠心した。遠心後、上澄み液を吸引・除去し、膵島 30 個/1 シャーレ

の割合を目安として、滅菌シャーレ内に置かれたアルコール洗浄後のカバ

ーガラス上に、単離膵 β 細胞を撒いた。カバーガラスへ接着するように、
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15分間 37℃、5% CO2の環境下で静置した後、シャーレ内に E-MEM を 3.5 

mL追加し、37℃5% CO2の環境下で 12 時間以上培養し、マウス膵 β 細胞

とした。この過程で作成されたマウス膵 β 細胞をパッチクランプ実験に使

用した。 

 

2．2 溶液の組成 

(1) 細胞外液(Ca
2+

-free HKRB)組成 

NaCl 129 mM、NaHCO3 5 mM、KCl 4.7 mM、KH2PO4 1.2 mM、MgSO4 1.2 mM 

HEPES 10 mM 

上記の溶液は実験時、NaOHを用いてpH 7.4に調整して使用した。CaCl2 は

パッチクランプ実験、インスリン分泌実験、cAMP測定時に2 mMとなるよ

うに添加された。グルコース濃度は、実験当日に実験毎に、必要な濃度 (2.8 

mM、5.6 mM、16.6 mM) に調整して使用した。 

  

(2) パッチクランプ法 (穿孔パッチ法ホールセルモード) のピペット内溶液組

成 

  K2SO4 40mM、KCl 5mM、MgCl2 5mM、EGTA 0.5 mM、HEPES 10mM 

上記の溶液は KOH を用いて pH 7.2 調整され、実験時に dimethyl sulfoxide 

(DMSO; WAKO、大阪) に溶解した amphotericin B 200 µg/mL (Sigma-Aldrich 

Japan、東京) を添加して使用した。 

 

2．3 インスリン分泌測定 

    2．1 (2) の方法で単離された膵島は、大きさが均一になるように各マイ

クロチューブに同数ずつピペットマンで分けられ、2 mM CaCl2 および
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0.1 % BSA添加の 2.8 mMG HKRB液下、恒温槽内 37℃で 30分間静置さ

れた。その後各マイクロチューブには、実験に応じて、各濃度のグルコー

ス、0.1 nmol/L (nM) exendin-4 (Ex-4)、各濃度のアドレナリン (WAKO、大

阪)、トルブタミド 100 µmol/L (µM) が 2 mM CaCl2および 0.1 % BSA 添加

HKRB 液に全体として 1 mLとなるようにそれぞれ調整され、試験液を添

加後、恒温槽内 37℃で 60分間静置された。60分の静置後、4℃700 rpmで

30秒間遠心され、各マイクロチューブの上清を回収し、インスリン濃度の

測定をした。 インスリン濃度の測定は ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) インスリン測定キット (森永生化学研究所、横浜) 

が用いて実施された。 

 

2．4 パッチクランプ実験 

(1) パッチクランプ法 

    パッチクランプ法は細胞膜において、単一もしくは複数のイオンチャネ 

ルの分子活動を、それらのチャネルを通過する電流として測定する方法で

ある。ガラス管で作成された電極をギガ・オーム (Ω) 以上の高い抵抗で細

胞膜に密着させ (ギガシール形成)、その電極先端部の微小膜領域 (パッチ

膜) を電気的に他の領域と隔絶した状態で、その領域内のイオンチャネル

を通過する電流を測定する方法である。本研究では、amphotericin B を電

極内液に充填して、細胞膜リン脂質にイオン透過性の高い人工的イオノフ

ォアを形成することで測定を行う、穿孔パッチ法によるホールセルモード

パッチクランプ法を用いて実験を行った。 

パッチクランプ実験の測定では既報に準じて、増幅器として Axopatch 

200B (Molecular Devices、USA) を、コンピューターソフトとして



12 

 

pCLAMP10.2 (Molecular Devices、USA) をそれぞれ使用した[19、20]。電

流測定については、背景電流の一種で、非選択性陽イオンチャネルの一つ

である transient receptor potential (TRP) チャネル電流を測定した。また、ホ

ールセルモードカレントクランプ法での膜電位測定を行った。TRPM2 チ

ャネル電流は 35℃以上の熱刺激によって活性化されることから[14]、電気

生理学的実験は、恒温槽内での灌流液の加温、および室温を一定に保つこ

とにより、26～28℃で行われた。ガラス電極は電極プラー (PP-830、ナリ

シゲ、東京) を用いて作成し、作成されたガラス電極の先端を電極用マイ

クロフォージ (MF-830、ナリシゲ、東京) を用いて熱処理後使用した。パ

ッチ電極抵抗 3～7 MΩのガラス電極を用いて実験を行った。 

パッチクランプ実験では、単離 12 時間後から 2 日以内の膵 β 細胞を用

いた。実験の際には、培養のために静置している CO2インキュベーターよ

り取り出した後、細胞が接着しているカバーガラスをダイヤモンドカッタ

ーで分割した。その後速やかに、2 mM CaCl2添加 2.8 mMG HKRB 液 (コ

ントロール液) で灌流されている倒立顕微鏡のステージに設置したチャ

ンバー内に置いて実験を開始、ガラス電極を膵 β 細胞に接着してギガシー

ル形成後、試験液を灌流し、電流および膜電位の観察を行った。また、異

なる組成の灌流液の入った複数のビーカーを恒温槽内（TR-1A、アズワン、

大阪）に置き、ビーカー内に入れたチューブをモーター駆動のハイトルク

ポンプ （MINIPULS3、ギルソン、USA）に装着し、その他端を倒立顕微

鏡ステージ上のチャンバー内に連結し一定速度で流すことによって、チャ

ンバー内の温度を保持した。灌流液の交換は、ビーカー内に置かれたチュ

ーブを他のビーカーに手動で移し替えていくことによって行った。 

なお、本研究におけるパッチクランプ実験の膵 β 細胞のキャパシタンス
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(膜容量) は 5.26 ± 0.08 pF (n = 204) であった。 

 

(2) 背景電流 (TRP チャネル電流) 測定 

    背景電流の一種である TRP チャネル電流は、ホールセルモードボルテー

ジクランプ法を用いて観察された。膵 β 細胞において、グルコース刺激に

よって観察される KATPチャネル電流の影響を排除するため、本実験におけ

る保持電位は KATPチャネルの逆転電位に近似した -70 mVに固定した。さ

らにスルホニル尿素薬であるトルブタミド 100 µM を添加した溶液を灌流

することで確実に KATP チャネルを閉口し、KATP チャネルの開閉の影響を

受けない状態で、電流を観察した。グルコース刺激および 0.1 nM Ex-4刺

激で TRP チャネルによる背景電流増加を認め、これは TRPM2-KO マウス

で観察されなかった[13]ことから、本実験において観察される背景電流は、

TRPM2 チャネル電流によるものと判断した[12、13、17]。なお、TRPM2

チャネルは非選択性陽イオンチャネルで、その開口により主に Ca
2+が細胞

内に流入するが、熱刺激や高浸透圧物質によって開口するという温度感受

性や浸透圧感受性 [14、21]、酸性下ではチャネルは開口しないという pH

感受性[22]も有する。使用される溶液は 2 mM CaCl2添加 HKRB液を基本と

して、それぞれ、グルコース濃度、アドレナリン濃度は調整され、その他

の試薬も適宜添加された。またアドレナリンおよび各種アンタゴニストは、

グルコースを含む TRPM2 電流刺激物質の灌流前に先行投与された。各種

受容体アンタゴニスト濃度は、過去の報告や各薬剤の阻害定数を基準に設

定した。 

 

(3) 膜電位測定 
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    細胞膜の脱分極、過分極および再分極、さらに活動電位を観察するた

め、ホールセルモードカレントクランプ法を用いて、膜電位測定を行っ

た。使用される溶液は電流の観察と同様に、2 mM CaCl2添加 HKRB液を

基本として、それぞれ、グルコース濃度、アドレナリン濃度は調整され、

その他の試薬も適宜添加された。 

 

2．5 cAMP 測定 

     インスリン濃度測定と同様に、2．1 (2)の方法で単離された膵島は、大

きさが均一になるように各マイクロチューブに同数ずつピペットマンで

分けられ、2 mM CaCl2および 0.1 % BSA 添加の 2.8 mMG HKRB液下、恒

温槽内 37℃で 30分間静置された。その後各マイクロチューブには、実験

に応じて、各濃度のグルコース、0.1 nM Ex-4、各濃度のアドレナリンが 2 

mM CaCl2および 0.1 % BSA添加 HKRB液に全体として 1 mLとなるよう

にそれぞれ調整され、試験液が添加された。また 500 μM 

3-isobutyl-1-methylxanthineも同時に添加され、恒温槽内 37℃で 60分間静

置された。60 分の恒温槽内静置後、ホモジナイザーを用いて十分に粉砕

した。その後遠心し、マイクロチューブの上清を回収し、cAMP の測定を

行った。cAMPの測定は EIA (Enzyme Immunoassay) cAMP測定キット (GE 

Healthcare、UK) を用いて実施した。 

 

2．6 腹腔内グルコース負荷試験 

    腹腔内グルコース負荷試験は、野生型マウス (C57BLB/6J マウス) およ

び TRPM2-KO マウスを用いて行われた。また野生型マウスと TRPM2-KO

マウスはそれぞれ、コントロール群 (グルコース単独投与) とヨヒンビン
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投与群 (グルコース＋ヨヒンビン投与) の 2群に分けられた。 

方法として、既報のように腹腔内グルコース負荷試験の前日夕方より 

試験当日まで絶食とし、それぞれのマウスの体重測定を行った。腹腔内

グルコース負荷試験開始 30 分前に、野生型および TRPM2-KO マウスそ

れぞれのコントロール群には体重 10 gあたり 0.1 mL の生理食塩液が、ヨ

ヒンビン投与群には生理食塩液で溶解された 0.1 mg/kg のヨヒンビン 

(Sigma- Aldrich Japan、東京) が投与された。試験開始時、各マウスのグル

コースの投与量が 2 g/kgとなるように調整され、投与された[23、24]。血

糖値測定は、グルコース投与前 30 分 (生理食塩液、もしくはヨヒンビン

投与時)、0 分 (グルコース投与時)、投与後 15 分、30 分、60 分、120 分

時点で、それぞれ尾静脈からの血液の採取を行い、グルコカードダイア

メーター (アークレイ、京都) を使用して血糖値を測定した。 

 

2．7 その他に使用した試薬と溶解方法 

純 水 を 用 い て 溶 解 し た 試 薬 は 、 dibutyryl-cAMP (db-cAMP; 

Sigma-Aldrich)、 BRL44408 (Abcam)、 JP1302 (Abcam)、プラゾシン 

(Sigma-Aldrich)、DMSO を用いて溶解した試薬は、プロプラノロール 

(Sigma-Aldrich)と 2-aminoethoxydiphenyl borane (2-APB; Sigma-Aldrich)で

あった。 

 

2．8 統計処理 

結果は平均値±標準誤差 (mean±SE) により示した。腹腔内グルコー

ス負荷試験における血糖値の曲線下面積 (area under the curve：AUC) は、

ニュートンの近似法 (台形則) で計算した。2群間の比較には paired もし
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くは unpaired Student-t 検定、多群間の比較には一元配置分散分析を行っ

た後、多重比較検定として、Bonferroni 検定を行った。データ解析は Graph 

Pad Prism version 6.0を用いた。P < 0.05をもって、統計学的に有意とした。  
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3．結果 

 

3．1 野生型マウスより単離した膵 β 細胞における低濃度のアドレナリン投与

に対するインスリン分泌抑制効果 

       野生型マウスにおいて、16.6 mMG および 0.1 nM Ex-4添加 16.6 mMG

下で、濃度依存性アドレナリンのインスリン分泌に対する作用を検討し

た。 

    まず、2.8 mMG でのインスリン分泌に対して、16.6 mMG投与下では有

意にインスリン分泌は増加し (p < 0.01)、さらに 0.1 nM Ex-4 添加 16.6 

mMGでは 16.6 mMG単独投与に対して有意にインスリン分泌は増加する

ことを確認した (p < 0.01)。 

次に、グルコース刺激およびインクレチン刺激により促進されるイン

スリン分泌について、アドレナリンの影響を濃度依存性に検討した。ア

ドレナリンは、0.5 nM、0.7 nM、1 nM、10 nM、50 nM、5000 nMの各濃

度を用いて検討し、それらの濃度は既報[25]を参考にして、50 % inhibitory 

concentration (IC50) に近い濃度として選択した。図 2Aのように、アドレ

ナリンは濃度依存性にインスリン分泌を抑制した。16.6 mMG における

IC50は 0.798 nM、0.1 nM Ex-4添加 16.6 mMGにおける IC50は 0.797 nM で

あった。1 nM アドレナリン投与下では、16.6 mMG および 0.1 nM Ex-4

添加 16.6 mMG の両者の条件で有意に抑制し、それぞれアドレナリン非

投与下と比較した場合の抑制率は 60%、80%であった。対照的に、2.8 mMG

において1 nMアドレナリンはインスリン分泌を抑制しなかった (図2B) 。

本研究において、低濃度アドレナリンは 1 nM を用い、高濃度アドレナリ

ンは 5000 nM (5 µM) を用いた。  
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図 2．野生型マウス膵 β 細胞におけるアドレナリン投与下のインスリン分泌抑制

効果 

A：グルコース刺激 (16.6 mMG) および Ex-4 (0.1 nM) 添加 16.6 mMG に

対するアドレナリンの濃度依存性インスリン分泌抑制効果 (n = 5-13)。*P 

< 0.01 vs. 16.6 mMG 単独、**P < 0.01 vs 16.6 mMG + Ex-4、#
P < 0.01 vs. 16.6 

mMG 単独。B：2.8 mMG下における 1 nM アドレナリンの作用 (n = 5)。 
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3．2 TRPM2-KO マウスより単離した膵 β 細胞における高濃度アドレナリンと

低濃度アドレナリンの膵島インスリン分泌抑制効果の違い 

     TRPM2-KO マウスにおいて、16.6 mMG および 0.1 nM Ex-4 添加 16.6 

mMG 下で、高濃度アドレナリン (5 µM) と低濃度アドレナリン (1 nM) 

の単離膵島インスリン分泌に対する影響を検討した。 

    TRPM2-KO マウスでは、アドレナリン非投与下では既報通り、グルコ

ース刺激およびインクレチン刺激インスリン分泌は、野生型マウスに比

べて低下していた[18]。また、1 nM アドレナリンは 16.6 mMG および 0.1 

nM Ex-4添加 16.6 mMG下でのインスリン分泌を抑制しなかった (図 3)。

一方 5 µM アドレナリンでは、野生型マウスの場合と同様に、前述の刺

激によるインスリン分泌を強く抑制した (p < 0.01)。これらの結果および

野生型マウスのインスリン分泌の結果から、低濃度のアドレナリンの作

用は、TRPM2 チャネルを介した背景電流に影響することにより、インス

リン分泌を減弱している可能性が示唆された。 
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図 3． TRPM2-KO マウス膵 β 細胞におけるグルコースおよび Ex-4 刺激に対す

る、高濃度アドレナリン (5 µM) と低濃度アドレナリン (1 nM) 下でのイ

ンスリン分泌への作用 (n = 6-13)。*P < 0.01 vs. 16.6 mMG 単独、**P < 0.01 

vs 16.6 mMG + Ex-4。 
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3．3 培養膵 β 細胞におけるグルコースおよび Ex-4刺激による背景電流増加に

対する低濃度アドレナリンの電流抑制作用 

    グルコースおよびインクレチン刺激によって増加する背景電流が、非

選択性陽イオンチャネルである TRPM2 チャネルを介する電流であるこ

とが報告され[13]、さらに 3．1および 3．2で低濃度アドレナリンが TRPM2

チャネルを介して作用している可能性を示唆する結果を得た。それらの

結果より、アドレナリンが TRPM2 チャネルを介した背景電流におよぼす

影響について検討した。 

    まず、本実験系において TRPM2 電流が観察された既報と同様、同一条

件下 (-70 mV でのボルテージクランプおよび 100 µM トルブタミド存在

下) で、グルコース刺激および GLP-1受容体アゴニスト (0.1 nM Ex-4) を

用いて、背景電流 (TRPM2電流) が増加することを確認した (図 4A、4C)。

さらにそれらの刺激による電流増加が、TRPチャネル阻害薬である 10 µM 

2-APB で完全に阻害されることを確認した (図 4I、4J、4K、4L)。これら

の結果から、本研究で観察・記録された背景電流は TRPM2 電流によるも

のと判断した。 

    次に、アドレナリン投与下におけるグルコース刺激および Ex-4刺激背

景電流の観察を行った。16.6 mMG刺激による背景電流増加は、アドレナ

リン濃度依存性に抑制され、1 nM アドレナリンでも抑制された(図 4B、

4E)。同様に、5.6 mMG 下 0.1 nM Ex-4 刺激による背景電流増加もアドレ

ナリン濃度依存性に抑制され、1 nM アドレナリン下でも抑制された (図

4D、4F)。また 1 nM アドレナリンは、0.1 nM Ex-4添加 5.6 mMG 液灌流

下においてだけでなく、0.1 nM Ex-4添加 16.6 mMG 液灌流下において増

加する背景電流も抑制したが (図 4G)、2.8 mMG液灌流下では背景電流に
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影響を与えなかった(図 4H)。これらの結果より、高濃度アドレナリンと

同様、低濃度アドレナリンはグルコース刺激および Ex-4 刺激による

TRPM2 チャネルを介した背景電流を抑制することが示唆された。 
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図 4．培養膵 β 細胞におけるアドレナリンの背景電流抑制効果 

   A：グルコース刺激 (16.6 mMG) による背景電流増加の典型例。B：グル

コース刺激 (16.6 mMG) 背景電流増加に対する 1 nM アドレナリンの抑

制の典型例。C：正常グルコース (5.6 mMG) 下 0.1 nM Ex-4刺激による背

景電流増加の典型例。D：0.1 nM Ex-4刺激背景電流増加に対する 1 nM ア

ドレナリンの抑制の典型例。E：グルコース刺激 (16.6 mMG) による背景

電流増加に対するアドレナリンの濃度依存性抑制効果 (n = 4-13)。*P < 

0.05 vs 16.6 mMG 単独、**P < 0.01 vs 16.6 mMG 単独。F：0.1 nM Ex-4刺

激による背景電流増加に対するアドレナリンの濃度依存性抑制効果 (n = 

4-9)。*P < 0.05 vs 5.6 mMG + Ex-4、**P < 0.01 vs 5.6 mMG + Ex-4。G：0.1 nM 

Ex-4添加 16.6 mMG 刺激による背景電流増加と、1 nM アドレナリンによ
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る背景電流抑制効果 (n = 5)。**P < 0.01 vs 16.6 mMG + Ex-4。H：2.8 mMG

下における 1 nM アドレナリンの背景電流に対する影響 (n = 5)。I：グル

コース刺激 (16.6 mMG) 背景電流増加に対する 10 µM 2-APBの抑制の典

型例。J：正常グルコース (5.6 mMG) 下 0.1 nM Ex-4刺激背景電流増加に

対する 10 µM 2-APBの抑制の典型例。K：グルコース刺激 (16.6 mMG) 背

景電流増加に対する 10 µM 2-APBの抑制効果 (n = 5)。L：0.1 nM Ex-4刺

激背景電流増加に対する 10 µM 2-APBの抑制効果 (n = 5)。 
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3．4 Ex-4 刺激背景電流増加に対する低濃度アドレナリンの抑制効果に関わる

アドレナリン受容体についての検討 

    高濃度アドレナリンは、α2 アドレナリン受容体に作用することで、イ

ンスリン分泌を抑制することが報告されている[26、27]。しかしながら、

グルコースあるいは Ex-4 による背景電流増加に対する抑制作用が α2 ア

ドレナリン受容体を介したものであるのかどうかは不明である。そこで、

各受容体のアンタゴニストを用いて、背景電流に対するアドレナリンの

抑制作用に関して、受容体のサブタイプについて検討した。 

    まず、高濃度アドレナリンの背景電流抑制時の作用受容体について、

Ex-4 を用いて検討した。α2 受容体アンタゴニストであるヨヒンビン (1 

µM) 投与下においては、5 µM アドレナリンによる Ex-4刺激背景電流増

加の抑制効果が消失した (図 5A)。一方で、α1受容体アンタゴニストであ

るプラゾシン (10 µM) および β 受容体アンタゴニストであるプロプラ

ノロール (10 µM) を用いた場合、高濃度アドレナリンは Ex-4刺激背景電

流増加の抑制効果は消失しなかった (図 5B、5C)。この結果から、背景電

流抑制に関しても、高濃度アドレナリンの作用は既報[28]のように、α2

アドレナリン受容体を介することを確認した。 

    次に、例えば GLP-1 受容体アゴニストのように、使用する薬剤の濃度

によって作用受容体が異なる場合があることから[10]、低濃度アドレナリ

ンの作用する受容体についても、Ex-4 を用いて検討した。α2受容体アン

タゴニストであるヨヒンビン (1 µM) 投与下においては、低濃度アドレナ

リンは高濃度アドレナリンと同様に、Ex-4 刺激による背景電流増加を抑

制しなかった (図 5D)。さらに α2 アドレナリン受容体におけるサブクラ

スについて、α2A受容体アンタゴニストである BRL44408 (10 µM) と、α2C
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受容体アンタゴニストである JP1302 (1 µM) を用いて、Ex-4刺激による

背景電流増加に対する低濃度アドレナリンの抑制効果を検討した。

BRL44408 投与下では、Ex-4刺激による背景電流増加を低濃度アドレナリ

ンが抑制しないことが確認された (図 5E) のに対し、JP1302 投与下では

低濃度アドレナリンによる、Ex-4 刺激背景電流増加に対する抑制効果を

認めた (図 5F)。また高濃度アドレナリンによる作用と同様に、プラゾシ

ンおよびプロプラノロール投与下では、低濃度アドレナリンの背景電流

増加に対する抑制作用は阻害されなかった (図 5G、5H)。これらの結果か

ら、低濃度アドレナリンの背景電流抑制効果は、α2A アドレナリン受容

体を介していることが示唆された。なお、各種受容体アンタゴニストの

単独投与によって電流の増加・減少は認めなかったことから、それらの

結果に対する影響はないと判断した。 
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図 5．アドレナリンの背景電流抑制作用に対する各種アドレナリン受容体アンタ

ゴニストの効果。 
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A-H：背景電流刺激として、正常グルコース (5.6 mMG) 下 0.1 nM Ex-4を

用い、各種アドレナリン受容体アンタゴニストは、0.1 nM Ex-4灌流開始

前に前投与した。*P < 0.05 vs control (control：各結果におけるアドレナリ

ン非投与下での Ex-4刺激 current density)、**P < 0.01 vs control (control：各

結果におけるアドレナリン非投与下での Ex-4刺激 current density)。A-C：

高濃度アドレナリン (5 µM) を用いた検討 (n = 5)。D-H：低濃度アドレナ

リン (1 nM) を用いた検討 (D-G：n = 5、H：n = 8)。A・D：ヨヒンビン (α2

受容体アンタゴニスト) を用いた検討。B・G：プラゾシン (α1 受容体ア

ンタゴニスト) を用いた検討。C・H：プロプラノロール (β 受容体アンタ

ゴニスト) を用いた検討。E：BRL44408 (α2A 受容体アンタゴニスト)を用

いた検討。F：JP1302 (α2C 受容体アンタゴニスト)を用いた検討。 
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3．5 野生型マウスおよび TRPM2-KOマウスより単離した膵 β 細胞におけるア

ドレナリンの cAMP 産生抑制効果 

    アドレナリンのインスリン分泌抑制作用の機序として、G 蛋白共役型

受容体およびアデニル酸シクラーゼを介して、cAMP 産生を抑制する機序

が想定される。そこで、グルコース刺激およびインクレチン刺激による

cAMP 産生の抑制効果について、高濃度および低濃度アドレナリンを用い

て検討した。 

    まず、野生型マウスにおけるグルコース刺激では、コントロール群 (2.8 

mMG 投与) の cAMP 産生に比較し、16.6 mMG における cAMP 産生は明

らかに増加した (図 6A)。対照的に 1 nM および 5 µM アドレナリン投与

下において、その産生増加は抑制された (p < 0.01)。次に、野生型マウス

における Ex-4 刺激について検討した。コントロール群 (5.6 mMG) に比

較し、Ex-4刺激により cAMP 産生は増加した (図 6B)。一方で 1 nM およ

び 5 µM アドレナリン投与下では、グルコース刺激と同様に、cAMP 産生

は有意に抑制された (p < 0.01)。さらに TRPM2-KOマウスにおける Ex-4

刺激についても検討を行った。野生型マウスと同様に、コントロール群 

(5.6 mMG) と比較して、0.1 nM Ex-4添加 5.6 mMG投与下では cAMP 産生

が増加した (図 6C)。1 nM および 5 µM アドレナリン投与下では、いずれ

も cAMP 産生は有意に抑制された (p < 0.01)。これらの結果より、高濃度

および低濃度アドレナリンは、野生型マウスおよび TRPM2-KO マウスの

両者で cAMP を抑制する作用を有することが確認された。 
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図 6．野生型マウスおよび TRPM2-KO マウスより単離した膵 β 細胞における高

濃度および低濃度アドレナリンの cAMP 産生抑制効果 

A：野生型マウスにおけるグルコース刺激 (16.6 mMG) に対するアドレナ

リン抑制効果 (n = 7-9)。B：野生型マウスにおける Ex-4刺激 (16.6 mMG) 

に対するアドレナリン抑制効果 (n = 7-9)。C：TRPM2-KOマウスにおけ

る Ex-4刺激 (16.6 mMG) に対するアドレナリン抑制効果 (n = 7-9)。*P < 

0.01 vs. 16.6 mMG、**P < 0.01 vs. 5.6 mMG + Ex-4。 
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3．6 培養膵 β 細胞における db-cAMP 刺激による背景電流増加に対するアドレ

ナリンの作用 

    3．5 の結果より、アドレナリンの作用が cAMP 産生を抑制することが

示されたが、cAMP 刺激が TRPM2 チャネル電流を増加させるか、さらに

cAMP 刺激による TRPM2 チャネル電流の増加に対して、アドレナリンの

濃度による違いがあるか否かについて、db-cAMP を用いて検討した。 

    まず、1 mM db-cAMP 添加 5.6 mMG 液灌流下において、既報のように

背景電流の増加が確認された (図7A) [13]。次に、アドレナリン投与下で、

db-cAMP の背景電流に対する作用を観察した。低濃度アドレナリン投与

下では、1 mM db-cAMP 添加 5.6 mMG 液灌流下において、背景電流増加

が観察された (図 7B) 一方で、高濃度アドレナリン投与下では背景電流

は増加せず (図 7C)、コントロール群 (1 mM db-cAMP 添加 5.6 mMG) に

比較し、有意に抑制された (p < 0.01) (図 7D) 。なお、db-cAMP 投与前に

おいては、各群での current density に差はなかった。これらの結果より、

低濃度アドレナリンと高濃度アドレナリンでは、背景電流に対する作用

に違いがあり、低濃度アドレナリンは cAMP 依存性に、高濃度アドレナ

リンは cAMP 非依存性に作用している可能性が示唆された。 
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図 7．培養膵 β 細胞における db-cAMP 刺激背景電流増加作用に対するアドレナ

リンの濃度による抑制効果の違い 

A：正常グルコース (5.6 mMG) 下、1 mM db-cAMP 刺激による背景電流 

増加の典型例。B：1 mM db-cAMP 刺激背景電流増加に対して 1 nM アド

レナリンが抑制作用を示さない典型例。C：1 mM db-cAMP 刺激背景電流

増加に対して 5 µM アドレナリンが抑制作用を示す典型例。D：db-cAMP

刺激背景電流増加作用に対するアドレナリンの濃度による抑制効果の違

い (n = 6-11)。*P < 0.01 vs. 5.6 mMG + db-cAMP.。 
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3．7 培養膵 β 細胞におけるアドレナリンによる細胞膜脱分極抑制効果 

    アドレナリンによる背景電流抑制の結果、膜電位に影響を与えている

か否かを確認するために、アドレナリン還流下での膜電位についての検

討を行った。 

    まず、高濃度アドレナリン投与下において検討を行った。16.6 mMG 液

灌流下、および 0.1 nM Ex-4 添加 5.6 mMG 液灌流下で脱分極させた細胞

に、続けて高濃度アドレナリンを投与し、同一細胞により連続的に膜電

位を観察した。5 µM アドレナリンは 16.6 mMG および 0.1 nM Ex-4刺激

により脱分極した膜電位をいずれも有意に再分極した (図 8A、8B)。 

        次に、低濃度アドレナリン投与下において検討した。16.6 mMG 液灌流

下で、図 8C のように活動電位を伴って細胞膜は脱分極した。しかしなが

ら、1 nM アドレナリンを先行灌流した場合の 16.6 mMG 液投与下では、

脱分極はおこるものの、16.6 mMG 液のみの灌流下に比べて活動電位は小

さく、活動電位発生後の膜再分極を伴った抑制がみられた (図 8D)。一方、

アドレナリンに加え、α2A 受容体アンタゴニストである BRL44408 の灌

流下では、1 nM アドレナリンの単独灌流時とは異なり、活動電位を伴っ

た細胞膜脱分極を認めた (図 8E)。細胞膜脱分極時の膜電位においても、

1 nM アドレナリン添加 16.6 mMG と、16.6 mMG およびアドレナリン

/BRL44408 添加 16.6 mMG との間には、それぞれで有意差を認めた (p < 

0.01) (図 8F)。さらに 2.8 mMG 液から 16.6 mMG 液に灌流液を変更後に活

動電位を誘発するまでの時間 (潜時) は、低濃度アドレナリン灌流下では

有意に延長したが (p < 0.05)、アドレナリン/BRL44408 灌流下では 16.6 

mMG 液単独投与時と比べて差を認めなかった (図 8C-8E、図 8G)。 

0.1 nM Ex-4 添加 5.6 mMG液灌流下でも、低濃度アドレナリンを用いた
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膜電位の観察・記録を行った。0.1 nM Ex-4の投与により、細胞膜は有意

に脱分極したが (p < 0.05)、高濃度アドレナリン投与下と同様に、低濃度

アドレナリン投与下においても、細胞膜は脱分極しなかった (図 8H)。 

また、細胞膜脱分極後の膵 β 細胞に対してアドレナリンの作用を検討

した。低濃度アドレナリンでは、膜電位は不変であったが、高濃度アド

レナリンでは再分極した (図 8I)。 

これらの結果から、高濃度アドレナリンが膵 β 細胞における細胞膜の

興奮性を完全に抑制する一方で、低濃度アドレナリンはグルコース刺激

に伴う細胞膜の興奮性を一部抑制することが示唆された。低濃度アドレ

ナリンの先行投与では細胞膜の脱分極応答性を遅延させる効果を有し、

その結果グルコース応答性を低下させると考えられた。Ex-4 刺激後に生

じた細胞膜の脱分極は低濃度アドレナリンで完全に抑制されたことから、

低濃度アドレナリンはインクレチンホルモンで刺激される cAMP 依存性

伝達経路を抑制している可能性が示唆された。一方、細胞膜脱分極後の

膵 β 細胞では、低濃度アドレナリンで cAMP 依存性伝達経路を抑制して

も、膵 β 細胞の興奮は全く抑制できないことも示唆された。 
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図 8．培養膵 β 細胞におけるアドレナリンによる細胞膜脱分極の抑制効果 

A：同一の膵 β 細胞で連続観察した、グルコース刺激 (16.6 mMG) による

細胞膜脱分極に対する高濃度アドレナリン (5 µM) の再分極作用 (n = 5)。

B：同一の膵 β 細胞で連続観察した、正常グルコース (5.6 mMG) 下 0.1 nM 

Ex-4 刺激による細胞膜脱分極に対する高濃度アドレナリンの再分極作用 

(n = 6)。C：グルコース刺激 (16.6 mMG) による活動電位を伴った細胞膜

脱分極の典型例。D：1 nM アドレナリンの先行灌流下でのグルコース刺

激による細胞膜脱分極の典型例。本条件下で、細胞膜脱分極後に再分極を

認めた。E：1 nM アドレナリンおよび BRL44408 の先行灌流下でのグルコ

ース刺激による細胞膜脱分極の典型例。F：C・D・E条件下での、それぞ

れの膜電位 (n = 9-10)。G：C・D・E条件下での、2.8 mMGから 16.6 mMG

に灌流液を変更した後、活動電位開始までの時間 (n = 9-10)。H：低濃度ア

ドレナリン先行灌流下における、正常グルコース (5.6 mMG) 下 0.1 nM 

Ex-4 刺激による細胞膜脱分極に対する低濃度アドレナリン (1 nM) の細

胞膜脱分極抑制作用 (n = 7)。I：グルコース刺激 (16.6 mMG) により、活

動電位を伴って脱分極させた後の、低濃度アドレナリンと高濃度アドレナ

リンの作用の違いを示す連続トレース。A-H：*P < 0.05、**P < 0.01。 
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3．8 培養膵 β 細胞におけるトルブタミドによる細胞膜脱分極およびインスリ

ン分泌促進に対するアドレナリンの作用 

        高濃度アドレナリンと低濃度アドレナリンの作用の違いについて検討

するため、2.8 mMG 液下で 100 µM トルブタミド添加により脱分極した膵

β 細胞に対するアドレナリンの効果を確認した。 

    まず、トルブタミド投与により細胞膜が脱分極した細胞に 1 nM アドレ

ナリンを投与したが、再分極はみられなかった。その後、2.8 mMG で再

分極させ、再びトルブタミド投与により脱分極させた上で、5 µM アドレ

ナリンを投与したところ、速やかに再分極した(図 9A)。低濃度アドレナ

リンとは異なり、高濃度アドレナリンはトルブタミド投与による細胞膜

脱分極を有意に抑制した (p < 0.01) (図 9B)。同様にインスリン分泌に関し

ても、100 µM トルブタミド添加 2.8 mMG 液で刺激されたインスリン分

泌は、1 nM アドレナリンでは抑制できなかったが、5 µM では有意に抑

制した(p < 0.01) (図 9C)。これらの結果から、高濃度アドレナリンは低濃

度アドレナリンとは違い、cAMP 依存性伝達経路の抑制に加え、α2 アド

レナリン受容体を介した複数の機序により抑制性に作用し、グルコース

刺激やトルブタミドへの刺激を含むインスリン促進刺激を強く抑制して

いることが示唆された。 
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図 9．培養膵 β 細胞におけるトルブタミド (Tolbutamide：Tolb) による細胞膜脱

分極およびインスリン分泌に対するアドレナリンの抑制効果 

A：2.8 mMG 下 100 µM Tolb による細胞膜脱分極と、それに対するアド

レナリン濃度による作用の違いを示す膜電位変化の典型例。B：2.8 mMG

下 Tolb による細胞膜脱分極に対する高濃度アドレナリン (5 µM) の再

分極作用 (n = 3)。C：2.8 mMG 下 Tolb によるインスリン分泌に対するア

ドレナリン濃度の違いによる抑制効果の違い (n = 4)。B・C：**P < 0.01。 
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3．9 野生型マウスおよび TRPM2-KOマウスでのヨヒンビン投与有無による耐

糖能の違い 

    α2 受容体を介する内因性の交感神経作用が耐糖能に与える影響を検討

するため、ヨヒンビンを用いて、野生型マウスおよび TRPM2-KOマウス

において腹腔内ブドウ糖負荷試験を行った。 

ヨヒンビン投与群では腹腔内グルコース負荷試験開始 30 分前に 0.1 

mg/kg ヨヒンビンを投与し、野生型および TRPM2-KO マウスのそれぞれ

のコントロール群およびヨヒンビン投与群に、2 g/kgグルコースが投与さ

れた。野生型マウスでは、ヨヒンビン投与群において、グルコース負荷

試験開始後 30 分、60分、120分で血糖値が有意に低下していた (p < 0.05) 

(図 10A)。一方で TRPM2-KO マウスでは、コントロール群とヨヒンビン

投与群において、グルコース負荷試験開始時、開始後 15 分、30 分、60

分、120分での差を認めなかった (図 10B)。さらに 0分から 120 分までの

AUC に関して、コントロール群およびヨヒンビン投与群のいずれにおい

ても、野生型マウスに比較して TRPM2-KOマウスで耐糖能の悪化が確認

された (p < 0.05) (図 10C)。また野生型マウスでは、ヨヒンビン投与群に

おいて、有意に耐糖能は改善した (p < 0.05)。対照的に TRPM2-KOマウ

スでは、コントロール群とヨヒンビン投与群の間で AUC に差は認めなか

った (図 10C)。これらの結果から、TRPM2-KO マウスは、既報のように

耐糖能の低下を有することが再確認され[18]、また α2 受容体を介する内

因性の交感神経緊張作用は耐糖能悪化の一つの原因であり、さらにその

耐糖能悪化はcAMP/TRPM2伝達経路を介して引き起こされていることが

示唆された。 
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図 10．野生型マウスおよび TRPM2-KO マウスにおける、α2 アドレナリン受容

体アンタゴニスト、ヨヒンビン投与の有無による耐糖能の違い 

A：野生型マウスにおけるヨヒンビン投与下および非投与下でのブドウ

糖負荷試験 (n = 6)。*P < 0.05 vs control。B：TRPM2-KOマウスにおける

ヨヒンビン投与下および非投与下でのブドウ糖負荷試験 (n = 6)。C：A・

Bにおける 0-120分までの AUC の比較 (n = 6)。*P < 0.05。 
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4．考察 

アドレナリンの糖代謝調節機構について、本研究において以下の知見を得た。 

① 野生型マウス単離膵島において、アドレナリンはグルコースおよびグル

コース/インクレチンホルモン刺激により促進されるインスリン分泌を濃

度依存性に抑制した。 

② TRPM2-KO マウス単離膵島において、低濃度のアドレナリンはグルコー

スおよびグルコース/インクレチンホルモン刺激により促進されるインス

リン分泌を抑制しなかった。 

③ 低濃度アドレナリンは、グルコースおよびインクレチンホルモン刺激に

よる TRPM2 チャネル電流増加を抑制し、それらは α2A 受容体を介して

いることが示唆された。 

④ 野生型マウスおよび TRPM2-KOマウスにおいて、低濃度のアドレナリン

はグルコースおよびインクレチンホルモン刺激による cAMP 産生を抑制

した。 

⑤ 低濃度のアドレナリンは、グルコースおよびインクレチンホルモン刺激

による細胞膜脱分極を抑制し、それらは α2A アドレナリン受容体を介し

ていることが示唆された。 

⑥ 高濃度アドレナリンは、高グルコース刺激に加え、トルブタミドの刺激

による細胞膜脱分極およびインスリン分泌を抑制した。 

⑦ α2 受容体アンタゴニストであるヨヒンビンは、野生型マウスでは、耐糖

能を改善したが、TRPM2-KOマウスでは、耐糖能に影響を与えなかった。 
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      アドレナリンやノルアドレナリンのようなカテコールアミンは膵 β細胞

において α2 アドレナリン受容体を活性化することで、インスリン分泌を

抑制するとされる[28-31]。これまで薬理学的高濃度のアドレナリン (µM 

order) のインスリン分泌の抑制機序について、cAMP の産生抑制、遅延整

流性カリウム電流の活性化、電位依存性カルシウムチャネルを介する Ca
2+

流入の阻害、エキソサイトーシスの阻害等、複数の機序が報告されている

[1-8]。しかしながら、膵 β 細胞における生理学的濃度アドレナリンのシグ

ナル伝達や作用については十分に明らかとはなっておらず、本研究では生

理学的濃度での検討を中心に行った。 

      ヒトにおける安静時の血漿アドレナリン濃度は、安静時には 0.2-0.4 nM 

[32、33]、健常男性の運動時には 1 nM を十分に超えるとされる[32]。本研

究で用いた 1 nM アドレナリンは前述のような生理学的濃度に近い濃度で

ある。野生型マウスにおいて 1 nM アドレナリンは、α2A アドレナリン受

容体を介して 16.6 mMG および Ex-4による背景電流増加および細胞膜脱

分極を抑制し、結果としてインスリン分泌を抑制した。一方 TRPM2-KO

マウスでは、グルコース刺激およびインクレチンホルモン刺激によるイン

スリン分泌を1 nMアドレナリンは抑制できなかった。さらに本研究では、

内因性カテコールアミンの TRPM2 チャネルに対する関与について検討す

るため、ヨヒンビン投与下での腹腔内ブドウ糖負荷試験を行った。野生型

マウスでは、コントロール群に比較してヨヒンビン投与群で耐糖能を改善

したが、TRPM2-KOマウスでは、ヨヒンビンは耐糖能に影響を与えなかっ

た。これらの結果から、アドレナリンを含む生理学的濃度の内因性カテコ

ールアミンが、cAMP/TRPM2 伝達経路を介して耐糖能に関与している可能

性が示唆された。 
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      一般に、グルコース代謝によって引き起こされる KATPチャネルの閉口と

細胞膜脱分極は、電位依存性カルシウムチャネルを開口し、Ca
2+の流入と

インスリン分泌を引き起こす[34、35]。GLP-1 のようなインクレチンホル

モンは Gs 蛋白共役型受容体へ作用することで、cAMP を産生してインス

リン分泌を促進する[28、36-38]。また、非選択性陽イオンチャネルの一つ

である TRPM2 チャネルはインスリン分泌において、cAMP 依存性の伝達

経路を介する重要な役割を担っている[13]。これらを踏まえて、本研究で

は TRPM2 チャネルに対するアドレナリンの作用を検討した。低濃度アド

レナリンは高濃度アドレナリンと同様に cAMP 産生を抑制し、インスリン

分泌も同様に抑制した。さらに、db-cAMP による背景電流増加を低濃度ア

ドレナリンは抑制することができなかった。これらの結果から、低濃度ア

ドレナリンの作用は、既報のグレリンの作用と同様に[17]、Gi 蛋白共役型

受容体への刺激で引き起こされる cAMP 依存性経路を介して TRPM2 チャ

ネルを抑制することで、引き起こされていると考えられた。さらに細胞膜

脱分極を促進する TRPM2 チャネルの低濃度アドレナリンによる抑制は、

グルコースによって引き起こされる細胞膜脱分極を再分極させるととも

に、活動電位誘発までの潜時を延長させた。このアドレナリン作用は、グ

ルコース刺激開始から細胞内 Ca
2+濃度が上昇するまでの時間が延長する

という過去の報告に矛盾しないものと考えられた[39]。加えて、TRPM2-KO

マウスにおいて、低濃度アドレナリンが cAMP 産生を抑制するにも関わら

ず、同条件でのインスリン分泌を抑制できなかった。また、2.8 mMG にお

いて 1 nM アドレナリンが背景電流やインスリン分泌に影響を与えなかっ

たことから、生理学的濃度のアドレナリンは、グルコースやインクレチン

ホルモンによって相加的に刺激される cAMP/TRPM2 伝達経路によるイン



45 

 

スリン分泌促進を抑制していると考えられた。 

      一方で薬理学的高濃度のアドレナリンについては、G蛋白共役受容体を

介して抑制される cAMP/TRPM2 伝達経路への作用を含む、複数のメカニ

ズムでインスリン分泌を抑制すると考えられる。実際に本研究でも高濃度

アドレナリンは、野生型マウスのみならず、TRPM2-KOマウスでもインス

リン分泌を抑制し、野生型マウスにおいて db-cAMP による背景電流刺激

も抑制した。さらに、高濃度アドレナリンは 100 µM トルブタミドによる

細胞膜脱分極も再分極させた。この機序の一つとして、G蛋白活性化カリ

ウム (GIRK) チャネルの関与が報告されている[2]。また様々なインスリン

分泌促進物質を用いた別の報告においても、高濃度アドレナリンは、トル

ブタミドやアルギニン、高濃度 K＋等、それぞれの作用機序に関係なく、

インスリン分泌刺激を阻害する作用を有していた[25]。TRPM2 チャネルと

は異なる機序でより強力に細胞膜を脱分極させる状況下（上述のトルブタ

ミドやアルギニン、高濃度 K
+等）において低濃度アドレナリンを投与して

も、cAMP/TRPM2 チャネルを介したインスリン分泌抑制作用を検出するこ

とは困難である。しかしながら、このような状況下であっても高濃度アド

レナリンは、cAMP 非依存性機序を介してインスリン分泌を抑制すること

が報告されている [6、25、40]。高濃度アドレナリンのインスリン分泌や

血糖値に対する作用は、α2アドレナリン受容体サブタイプによって異なる

可能性が示唆されている[26、27]。本研究で用いられた各選択的受容体ア

ンタゴニストは、背景電流に影響を与えなかったが、他のサブタイプのア

ドレナリン受容体に影響を及ぼしている可能性は完全に否定できない。濃

度によって異なるアドレナリンの作用が、一つの α2 アドレナリン受容体

を介しているのか、異なるサブタイプの受容体を介しているのかについて
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の厳密な検討のためには、各種アドレナリン受容体の KOマウスを用いる

必要がある。さらに、高濃度アドレナリンの背景電流抑制について、cAMP

依存性伝達経路の阻害に加えて、cAMP 非依存性のシグナルが TRPM2 チ

ャネルにどのように関与しているのか、更なる検討が必要である。 

      α2アドレナリン受容体の阻害は、血糖値を低下させ[41、42]、α2Aアド

レナリン受容体の欠損マウスでは血漿インスリン値の上昇や血糖値の低

下、耐糖能の改善が見られたと報告されている[43、44]。また、α2A アド

レナリン受容体欠損マウスでは α2 アゴニストの影響を受けない一方で、

野生型マウスではその影響を受け、血糖値が上昇し、インスリン値が上昇

したと報告されている[43、44]。これらの結果は、α2アドレナリン受容体

を介したインスリン分泌の阻害が、生体内での血糖値の調節に関与してい

ることを示唆している。本研究では、α2 アドレナリン受容体アンタゴニス

トであるヨヒンビンの投与が、野生型マウスでの血糖値の上昇を抑制する

のに対し、TRPM2-KOマウスではその影響を認めないことを示した。この

ことから、α2 アドレナリン受容体を介する内因性交感神経系調節は、

TRPM2 チャネル抑制作用によるインスリン分泌阻害によって血糖値を上

昇させていると考えられた。膵 β 細胞における生理学的濃度アドレナリン

の cAMP 依存性 TRPM2 チャネルへの影響を明らかにするため、更なる研

究が必要である。 

      臨床医療においても、交感神経緊張亢進は肥満を含む慢性炎症と関連し

[45、46]、アドレナリンを含むカテコールアミン増加を伴う病態である褐

色細胞腫では、20~25%に耐糖能異常を合併する[47、48]。α2Aアドレナリ

ン受容体の刺激は、β 細胞の機能異常の出現や 2 型糖尿病の発症のリスク

を増加させることが示唆されている[49、50]。α2A アドレナリン受容体を
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遺伝的にコードしている ADRA2A の過剰発現が耐糖能異常や 2 型糖尿病

の発症に関与しているということ[50-52]、また ADRA2A の危険対立遺伝

子を有する患者において、ヨヒンビンの投与はインスリン分泌を改善した

と報告されている[53]。膵 β 細胞に α2A アドレナリン受容体を過剰発現さ

せたマウスでは、食前の血糖やインスリン値は保たれているにも関わらず

耐糖能は障害されているという報告[54]からも、α2A アドレナリン受容体

の活性化は 2型糖尿病発症に関連があり、α2アドレナリン受容体の阻害は

グルコース代謝に伴うインスリン分泌を改善し得ると考えられる。膵 β 細

胞α2Aアドレナリン受容体を介した cAMP/TRPM2経路へのアプローチが、

今後 2型糖尿病に対する治療手段の一つとして臨床応用されることが期待

される。 
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5．おわりに 

     本研究によって、アドレナリンが cAMP の下流に位置する TRPM2 チャネ

ルを制御していることが示された。さらに生理学的濃度のアドレナリンは、

膵 β 細胞における α2A アドレナリン受容体を介して TRPM2 チャネルを制

御することで、インスリン分泌を抑制していることが示された。また、薬

理学的高濃度アドレナリンと生理学的濃度アドレナリンには、その作用に

明らかな差があることも示された。薬理学的な高濃度アドレナリンの詳細

な作用機序に関しては、更なる検討が必要である。 

     本研究は、生理学的濃度のアドレナリンが、インクレチンホルモンの作

用する経路の一つである、cAMP/TRPM2 経路を制御することでインスリン

分泌を抑制しているという観点から、重要な意味を持つ。交感神経系活性

化の病態を有する 2 型糖尿病患者において、インクレチン関連薬のインス

リン分泌促進効果が不十分な場合、その理由の一つを説明し得るかもしれ

ない。生理学的濃度アドレナリンの作用、すなわち、α2A アドレナリン受

容体を介した cAMP/TRPM2 シグナル伝達経路を意識した糖尿病治療が、日

常臨床において、より適切な糖尿病治療薬の選択につながる可能性があり、

さらに膵 β 細胞におけるこの経路に対するアプローチは新規糖尿病治療薬

開発の潜在的な可能性を有していると考えられる。 
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