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ビオチンは 4種のカルボキシラーゼの補酵素として糖代
謝，脂肪酸合成，アミノ酸の異化で重要な役割を果たして
いる。
ビオチン酵素であるピルビン酸カルボキシラーゼは，肝
臓や筋肉，脳組織に多く存在し，糖新生の主要酵素として
の役割だけでなく，TCAサイクルを円滑に機能させるた
めに必須の酵素である。グルコース由来のピルビン酸は，
一部は脱炭酸反応によってアセチル CoAに代謝され，一
部はミトコンドリアのピルビン酸カルボキシラーゼによっ
てオキサロ酢酸へと代謝される。オキサロ酢酸は，糖新生
に利用されると同時にアセチル CoAと結合してクエン酸
を生成する。クエン酸が過度に生成される条件下では，ク
エン酸は，ビオチン酵素であるアセチル CoAカルボキシ
ラーゼを活性化し，脂肪酸合成を促進する。また，ピルビ
ン酸カルボキシラーゼ活性の低下は，糖新生を減少させる
ばかりでなく，オキサロ酢酸の減少に伴うクエン酸生成を
障害し，さらにアセチル CoAの蓄積をもたらす。一方，

ビオチン欠乏にともなう解糖系酵素への影響をみると，解
糖系律速酵素であるグルコキナーゼ，ホスホフルクトキ
ナーゼ活性の低下やグアニル酸シクラーゼ活性の低下が報
告されている。グルコキナーゼやホスホフルクトキナーゼ
は解糖系の律速酵素としてグルコースのピルビン酸への代
謝速度を調節し，グアニル酸シクラーゼは GTPからサイ
クリック GMPを生成し，RNA合成やタンパク質合成を
上昇させるのに貢献している1-3）。このため，ビオチンの
体内充足度の低下は，肝臓や筋肉，一般組織での糖代謝を
変動させ，インスリン分泌に影響を及ぼすことが予想され
る。これまでに我々は，潜在的欠乏から重篤な欠乏まで欠
乏状態の異なる 3種ビオチン欠乏ラットを作成し，血漿イ
ンスリン濃度や膵臓中インスリン含量が血漿ビオチン濃度
や膵臓中ビオチン濃度と正の相関を示すこと，単離膵潅流
による検討から，グルコース応答性インスリン分泌がビオ
チン欠乏状態の進行にともない低下すること明らかにし，
ビオチンがグルコース刺激に対する正常なインスリン分泌
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能力を維持する上で重要な役割を果たす因子であることを
報告した4, 5）。さらに，単離膵島など一連の解析から，グ
ルコース応答性インスリン分泌におけるビオチンの作用部
位は分泌機構中のミトコンドリアでのATP生成系よりも
上流にあることを明らかにした4, 6）。
アルギニンは，グルコースとともに膵臓からのインスリ
ン分泌能力を測定する際に用いられる一般的な刺激因子で
ある。アルギニン応答性インスリン分泌の分泌機構は，自
身が持つ陽性電荷による膜電位の変化や代謝過程で生成さ
れる一酸化窒素（NO）の増加が引き金と考えられている。
アルギニンは膵β細胞内では代謝を受けないため，グル
コースとは異なりアルギニン由来のATPがインスリン分
泌に影響することはない7）。塩基性アミノ酸の陽性荷電に
よる脱分極以降の過程は，グルコース応答性インスリン分
泌機構と共通する反応系である。また，NOについては，
膵β細胞ではアルギニンから NO は生成されず細胞内
Ca2+ 濃度にも何ら影響を与えないことから否定的な結果8）

が優勢である。さらに，サイトカインや高濃度グルコース
によって誘導される誘導型NO合成酵素（iNOS）や構成
型NO合成酵素（cNOS）から生成されるNOはインスリ
ン分泌に抑制的に作用することが報告されている9, 10）。高
濃度グルコースによるこうした作用は過剰なインスリン分
泌を回避するためのネガティブフィードバック制御として
理解されている。しかし一方で，アルギニンは cNOS に
より低濃度の NO を産生し，cGMP 系を介して細胞内
Ca2+ 濃度を増加させ，インスリン分泌を促進することが
報告されている10-12）。
グルコースと共に代表的な刺激因子でありその分泌機構
もよく研究されているアルギニンではあるが，アルギニン
応答性インスリン分泌に対するビオチンの影響については
グルコースほど詳細な検討がなされていない。本研究では，
ビオチン欠乏ラットを作成し，単離膵潅流法でインスリン
分泌応答を経時的に観察することにより，アルギニン応答
性インスリン分泌におけるビオチンの影響とその作用部位
について検討を行った。先行研究である単離膵島や膵β細
胞株での解析と異なり，膵島内微小循環系が反映される単
離膵潅流法では，アルギニンによる膵島内血流量の変化に
対するビオチン欠乏の影響についても併せて検討すること
ができる。

実験方法

（1）実験動物及び飼育環境
実験動物には，Wistar 系ラット，雄，3週齢（体重
30-50g）を用い，タンパク質源として乾燥卵白 20%を含
むビオチン欠乏食で 8週間飼育した。ビオチン欠乏群には
実験食を自由摂食させ，対照群には前日にビオチン欠乏群
が摂食した平均重量の実験食を与えた。対照群には，4日
に一度 100 µgのビオチンを腹腔内投与した。実験群は，飼
育期間の違いにより，潜在的欠乏を想定した 4週間飼育の

ビオチン欠乏群（4W-def 群），6週間飼育のビオチン欠乏
群（6W-def 群），8週間飼育の重度のビオチン欠乏群（8W-
def 群）を設けた。実験動物は，室温 25℃，湿度 50±5％
に保たれた動物舎で飼育し，午前 8時点灯，午後 8時消灯
の明暗サイクルの条件下に置いた。なお，本研究は東北大
学農学部動物実験委員会の許可を受け，同大学における動
物実験に関する指針に従い，実施された。

（2）単離膵潅流
ラットに麻酔を施した後，膵臓へと繋がる複数の動静脈
及び総胆管を結紮し，小腸の一部と脾臓を付けた状態で膵
臓を単離した。潅流は，1分間に 1.8 ml の流速で腹腔動脈
から投与し，門脈から排出させた。潅流液には，Krebs-
Ringer Bicarbonate Buffer（KRBB: 1 % BSA, 5 % Dex-
tran を含有 , pH 7.4, 37 ℃）を用い，95% O2 + 5 % CO2 混
合ガスで飽和させてから潅流に供した。刺激溶液には，
10 mM L-arginine に加え，NOを生成しない 10 mM N-ni-
tro-L-arginine-methyl ester（L-NAME）と代謝を受けない
10 mM D-arginine を用いた。さらに潜在的ビオチン欠乏
を想定した 4W-def では，ビオチンを添加した 10 mM 
L-arginine + 1 mM D-biotin を刺激溶液として用い，ビオ
チンの薬理効果についても検討した。

（3）インスリン濃度測定と統計解析
インスリン濃度は二抗体法によるラジオイムノアッセイ
キット（塩野義製薬）を用いて測定した。統計解析は Stat 
View 5.0 を用いて，対応のない t検定あるいは一元配置分
散分析（Post-hoc: Bonferroni）により行なった。

結果と考察

アルギニン応答性インスリン分泌の結果を Fig. 1-4 に
示した。
ビオチン欠乏群と対照群とのインスリン分泌を比較する
と，潜在的ビオチン欠乏を想定した 4W-def では D-argi-
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Fig. 1   Eff ect of biotin defi ciency on insulin secretion from isolat-
ed perfused pancreas of rats fed a biotin-defi cient diet for 
4 weeks. Insulin secretions were stimulated with 10 mM 
L-arginine, 10 mM L-NAME or 10 mM D-arginine. Data are 
expressed as mean±SEM (n=5).



― 60 ―

nine においてのみインスリン分泌の顕著な減少が観察さ
れた（Fig. 1）。ビオチン欠乏では，グアニレートシク
ラーゼ活性とmRNA発現量の低下が広く知られている。
また近年では，ビオチンは用量依存的に eNOS の発現量
と NO産生を増加させ，cGMP 量を上昇させることが報
告されている13）。そのため，ビオチン欠乏によるアルギニ
ン応答性インスリン分泌の低下が観察されれば，その原因
は即ち，ビオチンの体内充足度の低下にともなう cGMP
量の減少にあると結論付けることができる。しかし，本研
究から得られた結果は，L-arginine や L-NAME 応答性の
インスリン分泌は潜在的なビオチン欠乏による影響を一切
受けないといったものであった。D-arginine は NOを生成
せず呼吸燃料としても利用されない。そのため，本実験で
観察された D-arginine に対するインスリン分泌応答性の
低下はアルギニン分泌機構中での直接的な潜在的ビオチン
欠乏による影響とは考え難い。D-arginine のみで認められ
たインスリン分泌の低下については，軽度ビオチン欠乏に
伴う膵β細胞内での分泌待機状態にある readily releas-
able pool（RRP）に属するインスリン分泌顆粒の減少に起

因するものと考えられる14）。膵β細胞に存在するインスリ
ン分泌顆粒には，細胞内 Ca2＋濃度の上昇に応じて分泌さ
れうる RRP（細胞膜近傍に存在）と直ちには分泌されな
い reserve pool（RP）の 2種類が存在する。RPから RRP
への移行は，細胞膜の脱分極とは異なる刺激で産生もしく
は活性化されるシグナル分子（PKC，glutamate，長鎖脂
肪酸 CoA）によって誘導される15）。これまでに我々は，
潜在的ビオチン欠乏の膵臓内インスリン含量が対照群と同
程度であることを報告している4）。そのため，D-arginine
刺激時のインスリン分泌の低下は，RRP のインスリン分
泌顆粒の不足が原因と考えられる。RRP への移行を刺激
する長鎖脂肪酸 CoA は，ビオチン酵素であるアセチル
CoAカルボキシラーゼで変換されるマロニル CoAの上昇
によって誘導される。つまり，ビオチン欠乏ではアセチル
CoAカルボキシラーゼ活性（マロニル CoA産生）の低下
とそれに伴う長鎖脂肪酸 CoA の減少により，RP から
RRP へのインスリン分泌顆粒の移行が低下したものと推
察される。
一方，6W-def と 8W-def では，インスリン分泌は L-ar-
ginine，L-NAME，D-arginine の全ての刺激において顕著
な低下が観察された（Fig. 2, 3）。これまでに我々は，重
篤なビオチン欠乏では膵臓中インスリン含量とDNA量は
著しく低下し，1型糖尿病に似たインスリン分泌様式を示
すことを報告している。事実，重度のビオチン欠乏では膵
β細胞数は減少した状態にある4）。そのため，ビオチン欠
乏の進行した 6W-def や 8W-def では，アルギニンに対す
る正常なインスリン分泌応答は維持できなかったと考えら
れる。
アルギニン応答性インスリン分泌に対するビオチンの薬
理効果の結果を Fig. 4 に示した。ビオチンによるインス
リン分泌増強効果はグルコース刺激時に認められる5, 6）。
しかし，アルギニン応答性インスリン分泌では対照群のみ
ならずビオチン欠乏群においてもグルコース刺激のような
ビオチン添加による増強効果は観察されなかった。この結
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Fig. 2   Eff ect of biotin defi ciency on insulin secretion from isolat-
ed perfused pancreas of rats fed a biotin-defi cient diet for 
6 weeks. Insulin secretions were stimulated with 10 mM 
L-arginine, 10 mM L-NAME or 10 mM D-arginine. Data are 
expressed as mean±SEM (n=5).
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Fig. 3   Eff ect of biotin defi ciency on insulin secretion from isolat-
ed perfused pancreas of rats fed a biotin-defi cient diet for 
8 weeks. Insulin secretions were stimulated with 10 mM 
L-arginine, 10 mM L-NAME or 10 mM D-arginine. Data are 
expressed as mean±SEM (n=5).
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果は，ビオチンがアルギニン応答性インスリン分泌機構中
で直接的には作用しないことを示唆している。

本研究は，アルギニン応答性インスリン分泌機構でのビ
オチンの関与の有無とその作用部位について明らかにする
ことを目的として実施された。その結果，ビオチン欠乏状
態ではアルギニン応答性インスリン分泌は低下するものの，
その主因はビオチン欠乏にともなう膵臓の組織障害にあり，
ビオチンはその分泌機構中には作用点を持たないことが示
唆された。また，それに加えて，ビオチン欠乏に伴うイン
スリン分泌低下の一因として，RP から RRP へのインス
リン分泌顆粒の移行障害も推察される。
近年，アルギニン応答性インスリン分泌の新たな分泌機
構として，Gタンパク質共役受容体 C6A（GPRC6A）が
膵 β細胞膜上でアルギニン受容体として作用し，細胞内
cAMP濃度を増加させることでインスリン分泌を促進す
るといった経路が提唱された16, 17）。ビオチンはプロテイン
キナーゼ Gやヒストンのビオチニル化によりグルコキ
ナーゼや糖タンパク質受容体の遺伝子発現を調節すること
が知られており2, 3, 18），これらの機序を介して GPRC6Aの
発現に影響を及ぼすことが予想される。これらについては
今後の検討が必要と考える。
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