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1.緒 言

r研 究 の 背 景 』 日本 人 の 糖 尿病 患 者 の 大部分 を 占め るイ ンス リン非依存 型糖 尿

病(NIDDM)で は 、 ブ ドウ糖 によ る イ ン ス リン分泌が 選択 的に障 害 され て いる

ものが 多 く1)、 そ の 成 因 を考 え る に は ブ ドウ糖 によるイ ンス リン分 泌機構 を分子

レベル で解 明 する ことが重 要 と考え られ る。膵 β細胞 の イ ンス リン分泌 には 、L

型 電 位 依 存 性 カ ル シ ウム チ ャ ネ ル(VDCC)を 介 したCa2+の 流 入 に よ る細 胞 内

遊 離Ca2+濃 度 の 増 加 が 重 要 で あ り、 イ ンス リン分泌のtriggerと な る ことが

知 られ て い る2・3)。 した が って 、VDCCの 発 現 とそ の 活 性 の 調 節 は 、 イ ンス リン

分泌 にお いて重要な役 割を 演 じている もの と考え られ 、糖 尿病 におけるイ ンス リ

ン分 泌 障 害 と これ らCa2+シ グ ナ リ ン グ と の 関 連 性 が 注 目さ れ る 。骨 格筋 型

VDCC蛋 白の 詳 細 な 検 討 によ り、VDCCは α1、 α2/δ 、a.γ 一 サ ブ ユ ニ ッ

トか ら構 成 さ れ る糖 蛋 白で ある ことが 知 られて いる4'5)。Seinoら6)は 、 ヒ トお

よ び ラ ッ ト膵 ラ 氏 島 で 発 現 が認め られるVDCCα1一 サ ブ ユ ニ ッ トを コ ー ドす る

cDNAを 同 定 した こ とか ら、 催糖 尿病 候 補遺伝子 であるVDCCの 構 造 と機 能 に

つ いて 関連 性 を 明 らか にす る ことが 可能 にな った。 最 近、筆者 らは、膵 ラ氏島 に

は2種 類 のVDCCα1一 サ ブ ユニ ッ トが 発 現 して い る こ とを証 明 して きた7)。 ひ

と つ は 膵 β細 胞/神 経 内分 泌 型6,8)で あ り、 も う ひ と つ は 心 臓 型9,10)で あ った 。

す な わ ち 、 ブ ドウ糖 刺 激 に対 して 選 択 的 に イ ンス リン分 泌 障 害 を き た し、

desensitizationの モデ ル と して 汎 用 され る 高濃 度 ブ ドウ糖 を48時 間持 続 注

入 し た 正 常 ラ ッ ト に お い て 、competitivereversetranscriptase

-polymerasechainreaction(RT-PCR)法 を 用 い て
、 膵 ラ 氏 島 にお け る

VDCCα1一 サ ブ ユ ニ ッ トmRNAの 発 現 レベ ル を 検 討 した 結 果 、 こ れ ら2種 類

のVDCCα1一 サ ブ ユ ニ ツ トmRNAレ ベル の 低 下 と16mMブ ドウ糖 お よ び
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L型VDCCagonistで あ るBayK8644に 対 す る イ ン ス リ ン分 泌 反 応 低 下

との 関連性 を見 い出 した。 同様 に、高 濃度ブ ドウ糖 に24時 間 曝 さ れ た 膵 ラ 氏 島

で は 、 ブ ドウ糖 に対 するイ ンス リン分 泌反応 が低下す ると ともに、膵 β細 胞 内遊

離Ca2+濃 度(以 下 【Ca2+Ji)が 低 下 す る こ とが 報 告 され て い る11)。 この こ とは

β細 胞 の ブ ドウ糖 刺 激 に対 す るdesensitizationの 機 序 を 解 明 す る 上 で 興 味

深 い 。 ま た 、対照な らびに ブ ドウ糖注 入 ラッ トの いず れ において も β細 胞型 が 心

臓型 よ り約2.5倍 多 く発 現 して い る こ と か ら、 β細 胞型 が イ ン ス リン分 泌 によ

り重要 であ る可能性 を 明 らかに してきた7)。 さ ら に、 よ り生 理 的 ブ ドウ糖 レベ ル

に おける これ ら遺伝子発現 の変化 につ いて検 討する ため に、72時 間 の 絶 食 ラ ッ

トを用 い て 同様 の 検 討 を行 った結果 、イ ンス リン、 β細 胞型VDCCα1一 サ ブ

ユニ ツ ト、 グ ル コ ース トラ ンスポ ーター2(GLUT2)お よ び グル コキナ ー ゼ(GK)

mRNAレ ベ ル の 低 下 と と も に ブ ドウ糖 な らび にBayK8644に 対 す る イ ンス

リン分 泌 反 応 は 著 明 に低下 し、再摂食 によ りこれ らのmRNAレ ベ ル が 正 常 化 す

る と と も に、 イ ンス リン分 泌反応 も回復 した。 また 、 各群 よ り得 られ た単離 ラ氏

島 を用 いた イ ンキ ュ ベーシ ョン実 験の結 果 、4sCa2+の 取 り込 み と イ ンス リ ン分

泌 反 応 との 間 に強 い正の相 関が認め られた。従 って、絶 食時 に認め られ た これ ら

遺伝子発現の 低下 とイ ンス リン分泌反応の低下 とは、密 接な 関連 性 を有 する こと

が示 唆され た12)。 以 上 の よ う に 、各 種 病 態 に お け るVDCCα1一 サ ブ ユ ニ ッ ト

遺 伝 子 発 現 の 変化 とイ ンス リン分泌反応 とは密接 に関連 して いる可能性が あ り、

糖尿病で認 め られる ブ ドウ糖 によるイ ンス リン分泌反応 低 下の原 因の一 つ と して

VDCCの 発 現 異 常 あ る いは機 能異 常 が 関 与 して いる可能性 が考え られる。 実際 、

streptozotocin(STZ)誘 発NlDDMラ ッ トか ら単 離 した 膵 ラ 氏 島 で は 、 ブ

ドウ糖 に対 する 【Ca2+1iの 上 昇 が 選 択 的 に障 害 され て い た13)。 以 上 の 事 実 か ら 、

VDCCの 機 能 異 常 は 、NIDDMで み られ る イ ンス リン分 泌 異 常 と 関連 している可
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能 性が ある。 一 方、 β一サ ブユニ ッ トにも、複 数の 分子種が存在 する ことが 知

られて いる14)。Seinoら は 正 常 ラ ッ ト膵 ラ 氏 島 に お い て も β215)お よび β3一 サ

ブユ ニ ッ ト16)が 発 現 して い る こ と を見 い 出 し、膵 β細胞 では α1一 サ ブ ユ ニ ッ ト

だ け で は な く、 少 な くとも β一サ ブユニ ッ トの機能 的な発 現が重要 である ことを

示 している17)。 筆 者 らもRT-PCRを 用 いた 予備 実 験 で 、膵 ラ 氏 島 に おいて これ

らの β一 サ ブユ ニ ッ トmRNAの 発 現 を確 認 して い る 。 しか しな が ら、糖尿病 を

初 め と した 各種病態 にお けるVDCC各 サ ブユ ニ ッ トの 遺 伝 子 発 現 につ いては、

十分 には知 られて いない。それ ゆえ 、本研究で は、competitiveRT-PCR法7ヤ

12)に よ り
、糖 尿 病 を初 め と した 各 種 病 態 における膵 ラ氏島VDCC各 サ ブユ ニ ッ

トの 遺 伝 子 発 現 につ い て検 討 した。 さらに、 これ ら遺 伝子発現 と膵 β細胞機能 の

間 に、機能 的な相 関が認め られ るか否 かを検 討するた め に、膵 灌流 によ りイ ンス

リン分泌 反応 を検 討 した。

ll.対 象 と 方 法

1:動 物

(1)高 濃 度 ブ ドウ糖注 入 ラ ッ ト:体 重2509前 後 の 正常Wistar系 雄 性 ラ ッ

トを 用 い て 、 非 絶 食 状 態 で外 頚静脈 よ り50%ブ ドウ糖 を48時 間持 続 注 入(2

ml/h)し た(G群)。 対 照 と してO.45%生 食 を注 入 した もの(S群)を 用 い

た。(a)高 濃 度 ブ ドウ糖 注 入 ラ ッ トにお い て認め られたVDCCα1一 サ ブ ユ ニ ッ

トmRNAのdownregulationが 、 各 β一 サ ブ ユ ニ ッ トに お い て も認め られる

か否 か について検 討 した。(b)ジ ア ゾキ サ イ ドは ブ ドウ糖 代 謝 に影 響 を与える こ

とな く膵 β細 胞のATP感 受 性K+チ ャネ ル を 開 ロ し 、細 胞 膜 を過 分極 させる こ

とによ りイ ンス リン分泌 を抑 制する18)。 また 、 ジ ア ゾ キ サ イ ドと 高濃 度 ブ ドウ糖
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を同時 に注入 する ことによ り、膵 β細 胞の ブ ドウ糖 刺激 に対 する イ ンス リン分

泌 反応 が回復 する ことが知 られている19)。 す な わ ち 、 ジ ア ゾキ サ イ ド投 与 によ り

イ ンス リンの過剰分泌 が抑 え られ、膵 内イ ンス リン含 量が保持 され る ことがそ の

一つの機 序 と考 え られ てい るが20) 、ATP感 受 性K+チ ャ ネル に対 して ジ ア ゾ キ サ

イ ドと逆 の作用 をする トル ブタマイ ドが ブ ドウ糖 に対 する膵 β細胞 の感受性 を悪

化 させる ことか ら、膜脱分極 を介 した機 序 も想定 され ている19)。 そ こで 、 ジ ア ゾ

キ サ イ ド(5mg/kg/h)と50%ブ ドウ糖(2ml/h)を48時 間 同 時 に 注 入

(GD群)し て イ ンス リンの過 剰 分 泌 を抑 制 した ときの イ ンス リン、VDCCα1

な らび に β一 サ ブユ ニ ッ トの遺 伝 子発 現の変化 につ いて解析 した。

(2)NeonatallySTZ-induceddiabetic(NSZ)ラ ツ ト21-23):正 常

Wistar系 雄 性 ラ ツ トに対 して 、 生後2日 目 に90mg/kg体 重 の ス トレ プ ト

ゾ トシ ン を 背 側 皮 下 に注 射 してNIDDMラ ツ トを 作 製 し た 。 対 照 と してO.05

mol/1ク エ ン酸 バ ッフ ァー のみ を皮 下 注 した ものを用 いた。 実験 には、12～16

週 令 の もの を 用 い 、 得 られ た結 果 について 自然発 症糖 尿 病 ラ ッ トの結 果 と比 較

検討 した。

(3)自 然 発 症 糖 尿 病 ラ ッ ト:NSZラ ッ トに お い て 認 め られ た 変 化 が 糖 尿病 状

態 において普遍 的な ものか 否か を確認 するために、 自然発症糖 尿病 ラ ッ トを用 い

て同様 の 検討 を行 った 。 肥 満型 自然発症糖 尿病動 物 と して大塚 製薬 よ り提供 さ

れ たOLETFラ ツ ト24)お よ び対 照 と してLETOラ ッ ト(当 大 学 動物 実 験 施 設 で飼

育 中)を 用 いた 。

採 血 は 、 尾 静 脈 よ り 行 い 、50mg/kg体 重 のNembutal(sodium

pentobarbital,Abbott)を 腹 腔 内注 射 して 麻 酔 後 、 実験 を施 行 した。 動物 は

すべ て温度22±1℃ 、 湿 度50～600/、 照 明時 間5=OO～19=00の 安 定 し

た 条 件 下 で維 持 し、 固 形 飼 料MF(オ リエ ンタ ル 酵 母 社)と 水 を 常 時 供 給 した 。
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Cetus,Norwalk,CT)と 表1に 示 さ れ た 各primerを 含 むtotal25μ1

の 反 応 液 に 、2～20ngのtotalRNAに 相 当 す るcDNAを 加 え てPCRを 行

う こ と に よ り 定 量 さ れ た 。 反 応 は 、DNAThermalCycler(PerkinElmer

Cetus,Norwalk,CT)を 用 い て 、 以 下 の サ イ ク ル 条 件 で 行 っ た 。 す な わ ち 、

94℃ 、10分 間 のinitialdenaturation、65℃ 、2分 間 のannealingと

extension、94℃ 、1分 間 のdenaturation、72℃ 、10分 間 のfinal

extension。 サ イ ク ル 数 は 、 イ ン ス リ ン は15回 、 β 一 ア ク チ ン は24回 、

VDCCの 各 サ ブ ユ ニ ツ トは そ れ ぞ れ30回 で あ っ た 。100pmolのupstream

primerの5i端 は 、T4polynucleotidekinase(ToyoboCo.,Osaka,

Japan)を 用 い て 、10μCiの 【γ 一32P二ATP(6000Ci/mmole,

Amersham,Arlington,Heights,IL)に よ り標 識 した 。 各cDNAの 増 幅 反

応 は 、 【γ 一32P:ATPに よ り標 識 した2pmolのupstreamprimerを 反 応 液

に 加 え て 行 っ た 。PCR産 物 は 、5%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を 用 い た 電 気 泳 動

に よ り分 離 した 。 ゲ ル を ゲ ル ドラ イ ア ー に よ り乾 燥 後 、PCRの 特 異 的 産 物 に 一

致 す る バ ン ドを ゲ ル か ら 切 り取 り 、 そ の 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レー シ ョ ン を 用 い

て 測 定 した 。 以 上 の 各 実 験 で 各 α1一 サ ブ ユ ニ ッ トmRNAと 平 行 して 増 減 す る

β一 サ ブ ユ ニ ッ トmRNAが あ れ ば 、 そ れ が 各VDCCを 構 成 す る β一 サ ブ ユ ニ ッ

トで あ る 可 能 性 が 高 い と 言 え る 。

5:膵 灌 流 実 験

NSZラ ッ トお よ び コ ン ト ロ ー ル ラ ッ トを 用 い た 膵 灌 流 実 験33)に よ り 、 段 階

的 な ブ ド ウ 糖 濃 度 の 上 昇 お よ び1μMBayK8644に 対 す る イ ン ス リ ン 分 泌 反

応 を 検 討 した 。 灌 流 液 と して 、4%dextranT70(Sigma,St.Louis,MO)、

0.25°/(W/V)bovineserumalbumin(FractionV,Sigma,St.
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Louis,MO)を 含 むKrebs-Ringerbicarbonatebuffer(KRBB,pH7.4)

を使 用 した 。 灌 流 液 は 、 温 浴 槽 中 で37℃ に維 持 され 、95%02お よ び5%

CO2の 混合 ガ ス で持 続 的 に酸 素 化 し、2ml/分 の流 量 で 灌 流 した 。2つ の 実験

プ ロ トコー ル を用 い て 、両 群の ラ ッ トの イ ンス リン分 泌反応 を比較 した 。1つ め

の プ ロ トコー ル は 、NSZラ ッ トで 従 来 よ り報 告 され て い る 、ブ ドウ糖 に対 す る

インス リン分泌反応の低下1-4)が 認 め られ る否 か につ い て 検 討 す るため に行 った。

各 々の実験 は、5mMの ブ ドウ糖 を含 む 灌 流 液 で40分 間 基 礎 灌 流 を行 い 、 平 衡

化 した 後 に行 った。 基礎灌 流後 、段階 的 にブ ドウ糖濃 度を8、11、16mMと

上 昇 さ せ て そ れ ぞ れ20分 間灌 流 し、 再 び基 礎 灌 流 を20分 間行 っ た 。2つ め

の プ ロ トコ ー ル は 、 糖 尿 病 に よるVDCC活 性 の 変 化 が 、 イ ン ス リン分 泌 に いか

な る影響 を与 え るか につ いて検 討す るた め に、L型VDCCア ゴニ ス トで あ る

BayK8644を 用 いて イ ンス リン分 泌反 応 を比 較 した。上記 と同様 の基礎 灌流後 、

5mMブ ドウ糖 と1μMBayK8644を 含 むKRBBで20分 間 灌 流 し、再 び基

礎 灌流 を20分 間 行 った 。 膵 灌 流液 は 、1分 毎 に採 取 し、 イ ン ス リンの ア ッセ

イ まで 一20℃ で 冷 凍 保 存 した 。

6:統 計処 理

デ ー タ 分析 お よ び 統 計処 理 は、既 報の ごとく行 った7'12)。 す な わ ち 、各 実 験

毎 に標 準 曲線 を 作製 して、mRNAを 定 量 した 。PCRの 反 応 液 に加 え られ たlS

のDNA量(濃 度 はspectrophotometer=OD260を 用 い て 測 定 した)をX軸

に 、液 体 シ ンチ レー シ ョ ンで 測 定 され たISと 、 それ ぞ れ のcDNAの 放 射 活 性

比 をY軸 に プ ロ ッ ト した 。 こ れ ら の 比 が1と な る 標 準 曲 線 上 の 点 が 、ISの

DNA量 とcDNA量 が一 致 す る 点 で ある こと を表 わ す。求め るcDNAレ ベ ル は 、

モ ル 数 にAvogadro数(6x1023)を 乗 じ、分 子 数/μgRNAと してmean±
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SEで 表 わ し 、 一 部 は β 一 ア ク チ ン で 補 正 後 、 各mRNA比 と し て 算 出 し た 。

統 計 はStudent'st-testを 用 い て 検 定 し、 危 険 率5%以 下 を 有 意 と み な し

た 。

III.結 果

1:動 物 の 特 徴

図1:48時 間持 続 注 入 ラ ツ トにお け る 血糖 値 と血 中イ ンス リン濃度の推移
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図1は 、0.45%生 食 、5096ブ ドウ 糖 、 お よ び ジ ア ゾ キ サ イ ドと50%ブ ド

ウ 糖 を48時 間 持 続 注 入 した と き の 血 糖 値 と 血 中 イ ン ス リ ン 濃 度 の 推 移 を 示 す 。

S群(n=10)の 血 糖 値 は132±5(前 値)、140±7(24時 間 後)、131±6
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(48時 間 後)mg/mlと 明 らか な 変 化 が 認 め られ な か ったの に対 し、G群(n

=10)の 血 糖 値 は133±4(前 値)、255±22(6時 間 後)、326±47

(24時 間後)、418±48(30時 間 後)、377±98(48時 間 後)mg/dl、

GD群(n=10)の 血糖 値 は131±6(前 値)、410±67(6時 間 後)、595±

55(24時 間 後)、582±58(30時 間 後)、527±126(48時 間 後)

mg/dlG群 はS群 に対 し、 ま たGD群 はS群 お よびSG群 に対 し有 意 な 血 糖 値

の 上 昇 を 示 した 。 一 方 、S群 の 血 中 イ ン ス リ ン 値 は43±7(前 値)、38±4

(24時 間 後)、26±4(48時 間後)μU/mlと 明 らかな 変 化 が 認 め られ な か っ

た の に対 し、G群 の 血 中 イ ンス リ ン値 は40±6(前 値)、306±59(24時 間

後)、415±140(48時 間後)μU/ml、GD群 の 血 中 イ ンス リ ン値 は29±6

(前 値)、115±51(24時 間後)、83±12(48時 間後)μU/mlとGD群

はS群 に対 し有 意 な 血 糖 値 の 上 昇 を示 したが 、G群 に比 べ て イ ン ス リン分 泌 反 応

が著 明に低 下 し、ジアゾキサ イ ドによるインス リン分泌 の抑制効果が認 められた。

表2=NSZラ ッ トの 特 徴

Control NSZ

体 重(g)327.3±8.2(n=24)

血 糖(mM)8.2±0.4(n=24)

HbAic(°/)5.2±0.1(n=16)

血 中 イ ン ス リ ン(pM)54.3±3.2(n=24)

332.8±9.2(n=21)

13.8±1.2(n=21)★

12.2±1.1(n=13)★

37.5±1.7(n=21)★

*StatisticalIydifferentfromthecontrolsatp<0
.001.

表2は 、NSZラ ッ トお よ び コ ン ト ロ ー ル ラ ッ トの 特 徴 を 示 す 。NSZラ ッ ト
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にお ける飽 食 時血糖 およ びHbAlcは 、 コ ン トロ ール ラ ッ トに比 べ て それ ぞれ

有意 に高値 で あった(ρ ・O.001)。 逆 に 、NSZラ ッ トに お け る飽 食 時 イ ンス リ

ン濃 度 は、 コン トロール ラ ッ トに比べて有意 に低値 であ った(ρ ・0.001)。 両

群 で 、 体 重 に有 意 差 は認 め られ なか った。

表3:LETOお よ びOLETFラ ツ ト の 特 徴

BW(9) BS(mg/dl)IRI(,uU/ml)

12週 齢OLETFラ ッ ト(n=7)435.0±7.6★139±3174.9±24.3★

12週 齢LETOラ ッ ト(n=7)379.1±5.7138±3115.0±22.3

30週 齢OLETFラ ッ ト(n=12)614.O±14.9★ ★223±8★ ★149.O±14.8

30週 齢LETOラ ッ ト(n=11)509.6±3.8140±3104.5±21.1

ρ<0.05vs12週 齢LETOラ ッ ト、ρ<O.OOIvs他 群

表3は 、LETOラ ッ トお よ びOLETFラ ッ トの 特 徴 を 示 す 。12週 齢 の

OLETFラ ツ トに お け る 体 重 お よ び 血 中 イ ンス リン値 は 、同齢のLETOラ ッ トに

比 べ て す で に有 意 に 高値 で あ った(ρ ・O.05)。30週 齢 のOLETFラ ッ トで は 、

12週 齢 のOLETFラ ッ トに比 べ て 体 重 と血 糖 値 の 有 意 な上 昇が認 め られ たが(ρ

・O.001)、 血 中 イ ンス リン値 は 逆 に低 値 を示 した。

2:膵 灌 流 実 験 にお け る イ ンス リン分 泌反応

(1)高 濃 度 ブ ドウ糖 注 入 ラ ッ ト:図2は 、S群 、G群 、 お よ びGD群 にお け

る ブ ドウ糖 に対 す る 相 対 的イ ンス リン分泌反応 を示 す。S群 で は 、27mMブ ド

ウ糖 に対 して 典型 的 な 二 相 性 の イ ンス リン分泌反応が 認め られたが 、G群 の イ ン
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図2:48時 間注入ラットにおけるブ ドウ糖 に対する膵灌流実験
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ス リン分泌 反応 は第一相、第二相 とも著明 に低下 し、S群 に比 べ て84.6%減

少 して いた 。 しか しな が ら、GD群 の イ ンス リン分 泌 反 応 は 第 一 相 、第 二相 と も

回復 し、G群 に比 べ て 約2.5倍 増 加 した が 、S群 に比 べ て ま だ61.5%の 減 少

が認 め られ た 。

(2)NSZラ ッ ト:図3=ブ ドウ糖 に対 す る膵 灌流 実 験

O
ε

S

ζ
ミ
コ
リ
に
、

4000

3000

zOOO

1000

5mMト 喝8mMや 十司11mM囲 ぐ16mMレ ←65mMGIuc。,e

0

040

Cont-GI

NSZ-Glu

60

一13一

80 100120

(min)



図3は 、NSZラ ッ トお よ び コ ン トロ ー ル ラ ッ トに お け る ブ ドウ糖 に 対 す る イ ン

ス リ ン 分 泌 反 応 を 示 す 。NSZラ ッ トで は 、5mMブ ドウ 糖 に 対 す る イ ン ス リ ン

の 基 礎 分 泌79.3±6.6pmol/1(基 礎 分 泌 に お け る10ポ イ ン トの 平 均 値)は 、

コ ン トロ ー ル ラ ッ トの67.5±3.2pmol/1に 比 べ て 軽 度 に 上 昇 して い た 。 しか

し 、8、11、16mMと 段 階 的 な ブ ドウ 糖 濃 度 の 上 昇 に 対 し て は 、 コ ン ト ロ ー ル

ラ ッ ト の イ ン ス リ ン 分 泌 は675.4±81.5、1458.0±330.5、2797.1±

251.8pmol/1へ と 、 ブ ド ウ糖 濃 度 の 上 昇 に 対 し てS字 状 の イ ン ス リ ン 分 泌 反

応 の 上 昇 を 示 した の に 対 し て 、NSZラ ツ トの イ ン ス リ ン 分 泌 は137.O±58.6、

240.6±55.8、513.6±117.6pmol/1へ と 、 コ ン ト ロ ー ル ラ ッ トに 比 べ て

ブ ドウ 糖 刺 激 に 対 す る イ ン ス リ ン 分 泌 刺 激 閾 値 の 上 昇 と74.896の 総 イ ン ス リ

ン分 泌量の低 下が認め られた。

図4:NSZラ ッ トに お け るBayK8644に 対 す る膵 灌 流 実 験
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図4は 、NSZラ ッ トお よ び コ ン トロ ー ル ラ ッ トに お け るBayK8644に 対 す

る イ ン ス リ ン 分 泌 反 応 を 示 す 。 コ ン トロ ー ル ラ ッ トで は 、 基 礎 分 泌 の39.5±
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4.9pmol/1(基 礎 分 泌 に お け る10ポ イ ン トの 平 均 値)か ら 頂 値 の282.0±

75.2pmol/1へ と、迅 速 な イ ンス リ ン分 泌 反 応 が認 め られた 。一方、NSZラ ッ

トで は 、 基 礎 分 泌 の87.8±3.Opmol/1か ら頂 値 の585.0±105.2pmol/1

へ と、 コ ン トロ ー ル ラ ッ トに比 べ て2.6倍 の イ ン ス リン分 泌 反応 が 認 め られ 、

基 礎分 泌 および刺激後 と もにインス リン分泌の過剰反応 を示 した。

(3)自 然 発 症 糖 尿 病 ラ ッ ト:

図5=LETOラ ッ トに お ける ブ ドウ糖 に対 す る 膵灌流実験

3000

0002

0001

§

o
∈
S

ζ
ミ
コ
o
ミ

12WLETO(n=5)

30WLETO(n-4)

0+-II・rr

O405060708090100

図5は 、12週 齢 お よ び30週 齢 のLETOラ ッ トの ブ ドウ糖 に 対 す る イ ン ス リ

ン 分 泌 反 応 を 示 す 。30週 齢 のLETOラ ッ トで は 、5mMブ ドウ 糖 に 対 す る イ

ン ス リ ン の 基 礎 分 泌60.2±15.3pmol/1(基 礎 分 泌 に お け る10ポ イ ン トの 平

均 値)は 、12週 齢 のLETOラ ツ トの24.7±7.1pmol/1に 比 べ て 軽 度 に 上 昇

して い た 。 しか し、8、11、16mMと 段 階 的な ブ ドウ糖 濃 度 の 上 昇 に 対 し て は 、

30週 齢 のLETOラ ッ トの イ ン ス リ ン 分 泌 は1228.2±221.1、1700.6±

184.9、2378.4±51.8pmol/1へ 、12週 齢 のLETOラ ツ トの イ ン ス リ ン 分
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泌 は500.7±90.2、993.6±213.9、2536.4±432.7pmol/1へ と 、 ブ ド

ウ糖 濃 度 の 上 昇 に対 して 両群 ともS字 状 に イ ンス リン分 泌 反応 の 上昇が認め られ 、

総 イ ンス リン分泌量 は両群 で有 意差 は認 め られなか った。

図6:0LETFラ ッ トに お け る ブ ドウ糖 に対 す る膵灌流 実験
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一 方
、 図6は 、12週 齢 お よ び30週 齢 のOLETFラ ッ トの ブ ドウ 糖 に 対 す

る イ ン ス リ ン 分 泌 反 応 を 示 す 。30週 齢 の 糖 尿 病 発 症OLETFラ ッ トで は 、5

mMブ ドウ糖 に 対 す る イ ン ス リ ン の 基 礎 分 泌321.2±59.6pmol/1(基 礎 分 泌

に お け る10ポ イ ン トの 平 均 値)は 、12週 齢 の 糖 尿 病 未 発 症OLETFラ ッ トの

144.2±43.Opmol/1に 比 べ て 有 意 にn進 し て い た(ρ<O.05)。 ま た 、

OLETFラ ッ トの 基 礎 イ ンス リ ン分 泌 は 、 肥 満 を 反 映 し てLETOラ ツ トに 比 べ て

有 意 にn進 し て い た(ρ<0.01)。 し か し 、8、11、16mMと 段 階 的 な ブ ドウ

糖 濃 度 の 上 昇 に 対 し て は 、12週 齢 のOLETFラ ッ トの イ ン ス リ ン 分 泌 は

1415.4±231.6、2315.3±156.7、3036.4±473.1pmof/1へ と 、 ブ ドウ
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糖濃 度の上昇 に対 してLETOラ ッ トと 同様 にS字 状 の イ ンス リン分 泌 反 応 の 上

昇 を 示 したの に対 して、30週 齢 のOLETFラ ッ トの イ ンス リ ン分 泌 は1050・0

±149.3、1411.5±191.8、1702.3±217.8pmol/1へ と 、12週 齢 の

OLETFラ ッ トに比 べ て 高濃 度 ブ ドウ糖 刺 激 に対す るイ ンス リン分泌 刺激 閾値 の

上昇 と42.3%の 総 イ ンス リン分 泌 量 の低 下 が 認 め られた 。

3:VDCC各 サ ブユ ニ ツ ト、 イ ンス リンお よび β一アクチ ンmRNAレ ベル

(1)高 濃 度 ブ ドウ糖 注 入 ラ ッ ト

図7=48時 間注 入 ラ ッ ト各 群 の 膵 ラ氏 島 に おける

イ ンス リンmRNA分 子 数 比
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2.8±1.7倍 お よ び4.2±3.1倍 へ と 有 意 な 増 加 を 示 し た が(ρ ・O.05)、G

群 とGD群 の 間 に 有 意 差 は 認 め られ な か っ た 。

図8:48時 間注 入 ラ ッ ト各群 の 膵 ラ 氏 島 に おけるVDCC膵 β細 胞 型
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G群 のVDCC膵 β細 胞/神 経 内分 泌 型 α1一 サ ブユ ニ ツ トのmRNA分 子 数 は 、

S群 に比 べ てO.3±0.2倍 へ と 有 意 な 減 少 を示 した が(ρ ・0.05)、GD群 で

は逆 に6.2±4.9倍 へ と有 意 な 増 加 が認 め られ た(ρ ・0.05)。

一 方 、 図9に 示 され る よ うに 、G群 のVDCCβ2一 サ ブユ ニ ッ トのmRNA

分子 数 は 、S群 に比 べて 減少 傾 向を示 し、GD群 で は逆 に 増 加 傾 向を が 認 め た 。

・



図9:48時 間注 入 ラ ッ ト各群 の 膵 ラ 氏 島 に おけるVDCC
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同様 に 、 図10に 示 さ れ る よ う に 、G群 のVDCCβ3一 サ ブ ユ ニ ツ トの

mRNA分 子 数 は 、S群 に比 べ て 減 少傾 向 を示 し、GD群 で は 逆 に増 加 傾 向 をが

認 め た。
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図10:48時 間注 入 ラ ツ ト各 群 の 膵 ラ氏 島 に お けるVDCC

β3一 サ ブ ユ ニ ッ トmRNA分 子 数 比
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一方 、 図11に 示 され る よ うに 、 膵 ラ 氏 島 にお いては いずれの 群 においても

β2一 サ ブ ユ ニ ツ トmRNAが β3一 サ ブ ユ ニ ツ トに 比 べ て

発 現 して い た 。
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図11:48時 間注 入 ラ ッ ト各群 の膵 ラ 氏 島 におけるVDCCβ2一 サ ブユ ニ ツ ト

の β3一 サ ブユ ニ ッ ト に対 す るmRNA分 子 数 比

耀咀 四レ亀rat'oofβ2一 雷0β305"b"η'f

unit

11

11

0

S
(n=s) m

G

鵬《

GD

(n=5)

(2)NSZラ ッ トに お け る 膵 ラ 氏 島VDCC遺 伝 子 発 現 に 関 す る 検 討:

図12-Aは 、NSZラ ッ トに お け る 膵 β細 胞/神 経 内 分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ

トのRT-PCRの 典 型 的 な 例 を 、 図12-Bは 、 そ の 標 準 曲 線 を 、 図12-Cは 、

そ の 結 果 を 示 す 。NSZラ ッ トの 膵 β 細 胞/神 経 内 分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ ト

mRNAの 分 子 数4.90±O.42x105molecules/μgRNAは 、 コ ン トロ ー ル

ラ ツ トの7.45±O.74xIO5molecules/μgRNAに 比 べ て34.3%の 有 意

な 減 少 を 示 した(ρ ・O.05)。
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図12=VDCC膵 β細 胞/神 経 内分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ トの遺 伝 子 発 現
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同 様 に 、 図13に 示 さ れ る よ う に 、NSZラ ッ トの 心 臓 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ ト

のmRNA分 子 数0.72±0.18x105molecules/μgRNAは 、 コ ン トロ ー ル

ラ ツ トの2.12±0.48x105molecules/μgRNAに 比 べ て66.O%の 有 意

な 減 少 を 示 し た(ρ ・0.05)。
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図13:VDCC心 臓 型 α1一 サ ブユ ニ ッ トの 遺 伝 子 発 現
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一 方 、 β 一 サ ブ ユ ニ ッ トに 関 して は 、 図14に 示 され る よ う に 、NSZラ ッ ト

の β2一 サ ブ ユ ニ ツ トmRNAの 分 子 数4,90±0.42xlO5molecules/μ9

RNAは 、 コ ン トロ ー ル ラ ツ トの7.45±0。74x105molecules/μgRNAに

比 べ て34.3%の 有 意 な 減 少 を 示 した(ρ ・0.05)。
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図14=VDCCβ2一 サ ブユ ニ ツ トの遺 伝 子 発 現
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同 様 に 、 図14に 示 さ れ る よ う に 、NSZラ ッ トの β3一 サ ブ ユ ニ ツ トの

mRNA分 子 数O.72±O.18xlO5molecules/μgRNAは 、 コ ン トロ ール ラ ッ

トの2.12±0.48xlO5molecules/μgRNAに 比 べ て66.0%の 有 意 な 減

少 を 示 した(ρ ・0.05)。
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図15:VDCCa3サ ブユ ニ ッ トの遺 伝 子 発 現
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図16は 膵 ラ 氏 島 に お け る イ ン ス リ ン の 遺 伝 子 発 現 を 示 す 。NSZラ ッ トの イ ン

ス リ ンmRNAの 分 子 数1.61±0.22x1010molecules/μgRNAは 、 コ ン

トロ ー ル ラ ツ トの3.12±0。39xIOlomolecules/μgRNAに 比 べ て48.4

%の 有 意 な 減 少 を 示 し た(ρ ・0.02)。
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図16:膵 ラ氏島におけるインス リンの遺伝子発現
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図17は 、 膵 ラ 氏 島 に お け る β一 ア ク チ ン の 遺 伝 子 発 現 を 示 す 。 β一 ア ク チ

ン のmRNA分 子 数 は 、 コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト(0.94±O.17x109

moiecules/μgRNA)とNSZラ ッ ト(1.05±0.18x109molecules/μg

RNA)の 間 に有 意 差 は 認 め られ な か っ た 。
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図17:膵 ラ氏 島 にお ける β一 ア クチ ンの 遺伝子発 現
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(3)LETOお よ びOLETFラ ッ トに お ける 膵 ラ氏 島

VDCC遺 伝 子 発 現 に関 す る検 討:
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図18:VDCC膵 β細 胞/神 経 内 分泌 型 α1一 サ ブユ ニ ッ トの遺 伝 子 発 現

Competitハ!elR7』PClRoftheβ 一〇e〃type

VDCCα7-su切 η'tmR～A

-
2771298530263046=一
駒
●●●●

10.60.20.08

30WLETO

蟄
10.60.20.08

30WOLETF

一

一276bpofcDNA

234byofIS

(fg)

EffectofdiabetesonthelevelsofmRNA

forβ 一〇e〃 卵eVDCCα7-subun'f

4

3

2

1

0

≦
《
巴

ミ

いミ

×
O
書

8
、§

30WLETO30WOLETF
(n=6)(n=6)

30週 齢 のOLETFラ ツ トの 膵 β細 胞/神 経 内 分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ツ ト

mRNAの 分 子 数1・63±O・30xIO5molecules/μgRNAは
、 同 週 齢 の

LETOラ ツ トの2・95±0・50x105molecules/μgRNAに 比 べ て44 .8%

の 有 意 な 減 少 を 示 した(ρ ・0.05)。
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図19:VDCC心 臓 型 α1一 サ ブユ ニ ツ トの 遺 伝 子 発 現
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同 様 に 、30週 齢 のOLETFラ ツ トの 心 臓 型 α1一 サ ブ ユ ニ ツ トのmRNA分

子 数1.24±O.56x105molecules/μgRNAは 、 同 週 齢 のLETOラ ツ トの

1.74±O.41x105molecules/μgRNAに 比 べ て28.7%の 有 意 な 減 少 を

示 し た(ρ ・O.05)。
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図20:VDCCβ2一 サ ブユ ニ ッ トの 遺 伝 子 発 現
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一 方
、 β一 サ ブ ユ ニ ツ トに 関 して は 、30週 齢 のOLETFラ ッ トの β2一 サ

ユ ニ ツ トmRNAの 分 子 数2.05±0.41xlO5molecules/μgRNAは 、 同'・

齢 のLETOラ ッ トの3.98±0.60x105molecules/μgRNAに 比 べ て48.5

%の 有 意 な 減 少 を 示 し た(ρ ・0.05)。
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図21:VDCCβ3一 サ ブユ ニ ツ トの遺 伝 子 発 現
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同 様 に 、30週 齢 のOLETFラ ツ トの β3一 サ ブ ユ ニ ッ トのmRNA分 子 数

0.59±0.44xlOsmolecules/μgRNAは 、 同週 齢 のLETOラ ッ トの7.06

±2.11xIO5molecules/μgRNAに 比 べ て91.7%の 有 意 な 減 少 を 示 した

(p<0.05)o
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図22=膵 ラ氏島におけるインス リンの遺伝子発現
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30週 齢 のOLETFラ ッ トの イ ン ス リ ンmRNAの 分 子 数0.79±0.16x

1010molecules/μgRNAは 、 同 週 齢 のLETOラ ッ トの1.36±O.17x

1010molecules/μgRNAに 比 べ て42.0%の 有 意 な 減 少 を 示 し た(ρ

・0.02)。12週 齢 のOLETFラ ッ ト、LETOラ ッ トお よ び30週 齢 のLETO

ラ ッ トの イ ン ス リ ンmRNAの 分 子 数 の 間 に は 、 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
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図23:膵 ラ 氏 島 に お ける β一 ア クチ ンの 遺伝子発 現
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β 一 ア ク チ ン のmRNA分 子 数 は 、30週 齢 のLETOラ ツ ト(1.16±0.26x

lOgmolecules/μgRNA)と 同 週 齢 のOLETFラ ツ ト(0.83±O.23x109

molecules/μgRNA)の 間 に 有 意 差 は 認 め られ な か っ た 。
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IV.考 察

膵 β細胞 に おけるVDCCの サ ブユ ニ ッ ト構 造 に つ い て は 未 だ 明 らか にさ;

て お らず 、 糖 尿 病 の 病 態 や 成 因 における膵 β細 胞 のVDCCの 意 義 につ いて も三

在 の と ころ 十 分 には 明 らか に されて いな い。骨格 筋型VDCCと は異 な り、 膵

細 胞 で は α1一 サ ブ ユ ニ ッ トだ けで な く 、少 な くとも β一サ ブユニ ッ トの機能

な発 現が重 要 であ り、それ らが イ ンス リン分泌 に重要 なL型VDCCを 構 成 し'

い る こ とが 示 唆 され て いる17)。 しか しな が ら、糖 尿病 を初 め と する各種病態 に

ける これ らサ ブユニ ッ トの 遺伝子発 現 とイ ンス リン分 泌反応 についての系統 的

検 討は 、十分 にはな されて いない。そ こで本 実験 の主 要な 目的は、種 々の病態

おける α1一 サ ブユ ニ ッ トと β一 サ ブユ ニ ッ トの遺伝 子発現 について明 らか に し

心臓型 および 膵 β細胞/神 経 内 分 泌 型 α1一 サ ブユ ニ ッ トと どの β 一サ ブユニ

トが対応 して いるの かを検 討する ことによ り、 いずれ の β一サ ブユニ ッ トが イ

ス リン分泌 において主要 な 役割 を演 じているのか を明 らか にす ることで あった

しか しな が ら、膵 β細 胞 に おける遺伝子発現 とインス リン分泌機構の研究 には

いくつ もの障 害が 存在 した 。その最大の もの はブ ドウ糖 に反応 してイ ンス リン

分泌 する膵 β細 胞 を大量 に入 手する ことが できず 、十 分な解析 ができなか った

である。そ こで筆者 らは、膵 ラ氏島か ら得 られ るRNA量 が 少 量 で あ る こ と に

る 困難 を解 消 す るた め にPCRを 用 い たmRNA定 量 法 を 確 立 した 。 そ の 結 果

一 匹 の ラ ッ トか ら得 られた1μ9のRNAよ り、従 来 のNorthernblottin

で は検 出 が 困難 で あ った 発 現 量 の 少な いVDCCを 初 め と した 多 数 の催 糖 尿 病

補遺 伝 子 につ いて、 同時 に解析 することが可能 とな った7'12)。 この 方法 を 用 い

種 々 の 動 物 モ デ ル のVDCCα1お よび β一 サ ブユ ニ ッ トmRNA発 現 レベ ル 着
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検 討す る こと によ り、糖 尿病 を初 め と した種 々の病態 にお け るVDCCの 遺 伝

子 発 現 とイ ン ス リン分泌 反 応 との普 遍的な関連性 につ いて明 らか にす る ことが 可

能 とな った 。初 め に、S群 、G群 、 お よびGD群 の 各群 に お け る 膵 ラ 氏 島 の

VDCCα1一 サブ ユ ニ ツ トと β一サ ブユ ニ ツ トのmRNAレ ベ ル を検 討 した 結 果 、

いず れ の 群 に おいて もVDCCの β2一 サ ブ ユ ニ ッ トは 、a3一 サ ブ ユ ニ ッ トに比

べ て100～150倍 前後 多 く発 現 して お り、 β2一 サ ブユ ニ ツ トが 膵 β細 胞/神 経

内分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ トと と も に、 膵 β細 胞のL型VDCCを 構 成 す る 主 要

な サ ブ ユ ニ ッ トで あ る可能 性が示 唆 された。 しか しな が ら、 β2一 サ ブ ユ ニ ッ ト

のmRNA分 子 数 は 膵 β細 胞/神 経 内 分 泌 型 α1一 サ ブユ ニ ッ トの 分 子 数 よ りも

数 十 倍 多 く 、1対1の 関 係 は認 め られ な か った 。 こ の こ とは膵 β細 胞のL型

VDCCは 、1個 の α1一 サ ブ ユ ニ ツ トに対 して複 数個 の β2一サ ブユ ニ ツ トが 対 応

して い る もの なの か 、ある いはa2サ ブ ユ ニ ッ トが 複 数 のL型VDCCの 構 成

要 素 とな って い る もの な の か 、現 段 階では不 明である 。 また、 β3一 サ ブユ ニ ッ

トのmRNA分 子 数 も心 臓 型 α1一 サ ブユ ニ ッ トよ りも多 く認 め られ る傾 向 にあ っ

た。次 に、高濃 度 ブ ドウ糖注 入ラ ッ トにお いて認 め られ たVDCCα1一 サ ブユ

ニ ツ トmRNAのdownregulation7)が 、 各 β一 サ ブ ユ ニ ッ トに お い て も認め ら

れ るか否 か につ いて検討す るとともに、高濃度 ブ ドウ糖 とジア ゾキ サイ ドを同 時

に注 入 してイ ンス リンの過 剰分泌の影響 を排 除 した ときの、 これ ら遺伝子発 現 の

変化 とイ ンス リン分泌 反応 との 関連 性 につ い て検討 した。 その結 果 、G群 で は

S群 に比 べ て α1一 サ ブ ユ ニ ッ トmRNAレ ベル の 有 意 な 減 少 が 認 め られ た が、

GD群 で は逆 にS群 、G群 に比 べ て 有 意 な 上 昇 が 認 め られ た。 同様 に、G群

で はS群 に比 べ て β2、 β3一 サ ブ ユ ニ ツ トのmRNAレ ベル の 減 少 傾 向 が 認 め ら

れた が 、GD群 で は逆 にS群 、G群 に比 べ て上 昇傾 向 が 認 め られた。 すなわ ち、

VDCCの α1一 サ ブユ ニ ツ トと β一 サ ブ ユ ニ ツ トは高濃度の ブ ドウ糖刺 激 に対 し
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て、 同様な 遺伝子発 現機構 を示 す ととも に、各サ ブユ ニ ッ トmRNAレ ベ ル の

downregulationの 原 因 の 一 つ と して 、 イ ンス リンの 過剰 分泌が 関与 してい る

可能 性が示 唆 された。 また、VDCC各 サ ブユ ニ ッ トのmRNAレ ベル が 減 少 す る

と と も に 、 ブ ドウ糖刺 激 に対 するイ ンス リン分泌反 応 は低 下 し、mRNAレ ベ ル

が 増 加 す る と と も に イ ンス リン分泌反応 の回復が認め られ た ことか ら、VDCC遺

伝 子 発 現 と イ ンス リ ン分 泌 反応 との関連性が示唆 された。

次 に 、糖 尿 病状態 におけ るVDCC遺 伝 子 発 現 と イ ンス リン分 泌 反応 との 関

連性 を明 らか にするた めに 、肥満型 自然発症糖 尿病 ラ ッ ト(高 イ ンス リ ン血 症 型

糖 尿 病)な ら び にNSZラ ッ ト(低 イ ンス リン血症 型 糖 尿 病)に つ い て 、 これ ら

遺伝 子 発 現 の 変 化 とイ ンス リン分泌 反応 との関連性 につ いて検 討 した。その結果 、

糖尿病 ラ ツ トではOLETFラ ッ トお よ びNSZラ ッ トの い ず れ にお い て も 、対 照

の ラ ッ トに比 べ てVDCC各 サ ブユ ニ ッ トのmRNAレ ベル の 減 少 が 認 め られ 、

α1一 サ ブユ ニ ッ トに関 しては従 来 の報告 と一致する結果が得 られ た7'34)。 特 に、

β3一 サブユニ ッ トに関 して はNSZラ ッ トな らび に糖 尿病発症OLETFラ ッ トの いずれ

において も、 【γ一32P]ATPを 用 いたRT-PCR法 で もバ ン ドが検 出できない現象が しば

しば認め られた。その原因と して、正常でもその発現 レベルが低いためなのか、あるい

は実際にその発現が消失 したためなのかは現段階では不明である。すな わ ち、血 中イ

ンス リン レベル の増 減 にかかわ らず各 サブユニ ッ トのmRNAレ ベ ル の 減少 が 認

め られ た こ とか ら、その原 因 と して糖尿病状態 あるい は高血糖 その ものが影 響 を

与 えて いる 可能性 も示 唆 され た 。 したがって、インス リン治療後35'36)、 あるいは フ

ロ リジ ン37-40)によ り血 中イ ンス リ ン濃度 を変化 させる ことな く高血糖を是正 した後の

VDCC遺 伝 子発現 を検 討する ことによ り、これ らの影響について知る ことが可能 になる

ものと考えられる。
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V.結 語

正常ラ ッ トや糖尿病未発症ラ ッ トにおいては、膵 β細胞/神 経 内分 泌型 α1一 サ ブ

ユニ ッ トカ沁 臓型 α1一 サブユニ ッ トよ りも数倍多く発現 していること、 β2一 サブユニ ッ

トが β3一 サブユニ ッ トよ りも100～150倍 前後多 く発現 して いる ことよ り、膵 β細胞

/神 経 内分泌 型 α1一 サ ブユニ ッ トとと もに β2一 サブ ユニ ッ トが 、 膵 β細胞 のL型

VDCCを 構成 する主 要なサ ブユニ ッ トで ある可能性が示唆された。 しか しな が ら、 β

2一 サ ブユ ニ ッ トのmRNA分 子 数 は膵 β細 胞/神 経 内分 泌 型 α1一 サ ブ ユ ニ ッ ト

の分 子 数 よ りも数 十倍 多 く、1対1の 関係 は認 め ら れ な か っ た 。 この ことは膵

β細 胞のL型VDCCは 、1個 の α1一 サ ブ ユ ニ ツ トに 対 して 複 数 個 の β2一サ ブ

ユ ニ ッ トが 対 応 して い る ものなのか、ある いは β2一 サ ブユ ニ ッ トが 複 数 のL型

VDCCの 構 成 要 素 と な って いる もの な の か 、現段 階で は不明で あ る。 高濃度 ブ ド

ウ糖注入ラ ツ トおよび 自然発症糖尿病 ラットにお いては、対照に比 べて β細胞型a1‐

サブユニ ッ トとともにβ2な らびに β3一 サブユニ ッ トmRNAレ ベルの 減少が認め られ 、

高血糖 によるVDCC遺 伝子発 現の低 下が示 された。そ れが転写 レベルでの調節 による

ものなのか、あるいはmRNAのdegradationが 関 与 して いる ものなのか は現段階では

不明である。また、VDCC遺 伝子発 現の低下 が 、イ ンス リン分泌 に与える影響に関して

も、現段階では不明である。
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