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要旨 

 運動時，活動筋への酸素需要を満たすために循環応答は亢進する．循環器系疾

患などの特定の疾患によって運動時の循環応答が過剰亢進することがあり，こ

れが心筋梗塞や脳梗塞に代表される心血管イベントの発生リスクになることが

報告されている．運動時の循環応答を過剰亢進させる疾患の 1 つに，インスリ

ン抵抗性を主徴とする 2 型糖尿病がある．これは，活動筋における代謝産物に

よって反射的に循環応答が増大する筋代謝受容器反射が，2 型糖尿病によって亢

進するためであることが報告されている．しかし，2 型糖尿病による筋代謝受容

器反射の亢進の機序の全容解明には未だ至っていない．2 型糖尿病では，初期に

高インスリン血症を呈する．筋代謝受容器反射を担うタンパク質に，transient 

receptor potential vanilloid 1（TRPV1）という陽イオンチャネルがあり，TRPV1 と

インスリン受容体は筋代謝受容器反射の求心路である筋細径求心神経に共局在

している．そこで我々は，インスリンが TRPV1 の感作を介して筋代謝受容器反

射を亢進させると仮説を立てた． 

 健常な C57Bl/6J マウス由来の小型の培養脊髄後根神経節細胞を対象に全細胞

パッチクランプ法を実施し，TRPV1 作動薬であるカプサイシン（1 µM）感受性
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電流を測定した．インスリン（500 mU/ml）添加前後のカプサイシン感受性電流

の増大は（n = 13），対照液である HEPES 緩衝液添加前後と比べて（n = 14），有

意に高値を示した（P < 0.05）．さらに，インスリン添加によるカプサイシン感受

性電流の増大は，インスリン受容体拮抗薬である GSK1838705（2－20 nM）の添

加によって（n = 13），有意に抑制された（P < 0.05）． 

 次に，健常な Sprague–Dawley ラットを対象に，無麻酔・除脳下にてカプサイ

シン生理食塩水溶液（0.1 mL, 0.3 μg）の下肢動脈投与に対する腎臓交感神経活動

および平均血圧応答を測定した．対照の生理食塩水の筋注投与（対照試行：平均

血圧，n = 18；腎臓交感神経活動，n = 9）と比べて，インスリン溶液（5 U/ml）

筋注投与（インスリン試行：平均血圧，n = 22；腎臓交感神経活動，n = 8）は，

腎臓交感神経活動および平均血圧応答を有意に増大させた（P < 0.05）． 

 本研究により，脊髄後根神経節細胞において，カプサイシンに対する応答がイ

ンスリンにより増大することが明らかとなった．さらに，インスリンはカプサイ

シンに対する交感神経活動および血圧応答を増大させることも明らかとなった．

以上の研究成果は，インスリンは筋細径求心神経において，TRPV1 を感作する

ことで筋代謝受容器反射を亢進させるというインスリンの新規生理作用を示唆
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する．また，本研究成果は 2 型糖尿病による筋代謝受容器反射の亢進の機序解

明に寄与し得る． 
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第１章．序論 

１－１．運動時の神経性循環調節機構 

 身体運動は我々人類に多様な健康的利益をもたらす．例えば，全死亡率の低下，

認知機能の向上・改善，心理的ストレスの解消，生活習慣病の予防・改善などが

ある 1．また，身体運動の実施は健康的利益だけでなく，医療費の削減などによ

る経済的負担の軽減にもつながる 2．そのため，身体運動や，身体活動量の増加

が世界的に強く推奨されている 2–5．米国スポーツ医学会は，成人において，中

強度（およそ 3－5.9 metabolic equivalents; METs）の有酸素運動を週に 5 回以上，

1 回に 30 分以上（合計で 150 分/週以上），または高強度（6 METs 以上）の有酸

素運動を週に 3 回以上，1 回に 20 分以上（合計で 75 分/週以上）に加え，主要

筋群のレジスタンストレーニングを週に 2，3回以上行うことを推奨している 3．

また，世界保健機関（WHO）は，全ての成人に対して，週に 150－300 分の中強

度の有酸素的身体活動または，75－150 分の高強度の有酸素的身体活動を行うこ

とを推奨している 5．わが国においても 2013 年に，健康づくりのための身体活

動基準 2013 が策定され，64 歳以下の成人に対しては，3METs 以上の強度の運動

またはそれと同等の強度の身体活動を毎日 60 分は行うことを運動指針として打

ち出している 6．  
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 運動時，ヒトは様々な生理応答を引き起こすことにより，運動の継続・適応が

可能となる．運動時の生理応答の 1 つに，心拍数や血圧などの循環応答の増大

がある．これは，活動筋の酸素需要の増大を満たすために重要な生理応答であり，

強度依存的に変化する 7,8． 

 自律神経系は運動時の循環調節において重要な役割を担う．運動時，心臓を支

配する副交感神経活動は減弱し，心臓および全身の血管を支配する交感神経活

動は増大する．この運動時の自律神経活動の変化は，主に圧受容器反射，セント

ラルコマンド，そして運動昇圧反射によって調節されており，心拍数や血圧の増

大に寄与している 9–13． 

 圧受容器反射は，安静時および運動時の循環応答におけるネガティブフィー

ドバック調節を担っている．圧受容器反射には，動脈圧受容器反射と，心肺圧受

容器反射と呼ばれる反射があり，前者は，大動脈弓ならびに頸動脈洞に位置する

受容器が，血圧の変化を感知することで，自律神経活動を調節する 14–16．後者の

心肺圧受容器反射は，心臓，大静脈，肺血管に位置する受容器が，血液量の変化

を感知することで，自律神経活動を調節する反射である 14,17．圧受容器反射では

血圧増大を感知，心肺圧受容器反射では血液量の増大を感知すると，交感神経活
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動を減弱させて血圧を下げようと働き，反対に圧受容器反射が血圧の低下，心肺

圧受容器反射が血液量の低下を感知すると，交感神経活動を増大させて血圧を

上げようと働く．通常，運動時に血圧は増大するが，圧受容器反射特性は維持さ

れている．運動時には，圧受容器反射の作動する血圧閾値が高値へシフトするリ

セッティングが起こり，安静時と比べて高い血圧調節の動作点にて圧受容器反

射が作動するため，運動時の血圧増大に寄与している 14–16． 

 セントラルコマンドとは，高次脳中枢から発せられる電気信号が，運動指令と

並行して循環中枢を活性化させることで循環応答を増大させるフィードフォワ

ード調節機構と考えられている 7,18–23．セントラルコマンドの発生機序は不明な

点が多いが，近年，中脳歩行誘発野から，循環中枢を担う頭側延髄腹外側野への

入力がセントラルコンドにおいて重要な経路を担うことが示唆された 24．また，

セントラルコマンドによる昇圧応答の程度は，運動に対する努力感覚に依存す

ると考えられている 22,23． 

 1937 年に活動筋由来の循環調節機構の存在が提案され 25，その後，運動昇圧

反射と呼ばれる活動筋由来のフィードバック調節機構の存在が明らかとなった

11,26–29．運動昇圧反射は，活動筋の伸張や短縮といった機械刺激や，代謝産物に
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よる化学刺激によって循環応答の増大が引き起こされる，筋細径求心神経を介

した末梢性反射である 25–29．運動昇圧反射のうち，機械刺激により起こる反射は

筋機械受容器反射，化学刺激により起こる反射は筋代謝受容器反射と呼ばれて

いる 13．ここで，運動昇圧反射の経路を図 1 に示した． 
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図 1．運動昇圧反射 

 運動時，活動筋の伸張や短縮といった機械刺激や，代謝産物による化学刺激を，

筋細径求心神経軸索末端に存在するイオンチャネルなどの特定のタンパク質が

感知する．それにより発生した電気的信号が筋細径求心神経を介し，循環中枢の

延髄に送られることで交感神経活動が増大し，結果的に循環応答が増大する．以

上の一連の流れが運動昇圧反射の発生機序である．ASIC1, acid-sensing ion 

channel 1; ASIC3, acid-sensing ion channel 3; TRPV1, transient receptor potential 

vanilloid 1; TRPA1, transient receptor potential ankyrin 1． 
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筋細径求心神経の軸索末端に発現している特定のタンパク質が活動筋におけ

る化学刺激および機械刺激を感知することが運動昇圧反射の起源であると考え

られている 10,12,13,30–33．これまでに，筋代謝受容器反射における内因性化学刺激

の感知に関与するタンパク質として，ブラジキニン B2 受容体 34,35，ATP を感受

する P2X 受容体 36–38，水素イオンを感受する酸感受性イオンチャネル（acid-

sensing ion channel, ASIC）の内の ASIC1 と ASIC339–44，酸（水素イオン），リポキ

シゲナーゼ産物，アナンダミドを感受する transient receptor potential vanilloid 1

（TRPV1）34,45,46（図 2），また，ブラジキニン 47や，過酸化水素 48,49，酸素 50に

よって活性化される TRP ankyrin 1（TRPA1）51が報告されている．一方で，筋機

械受容器反射の起源における機械刺激の感知に関与するタンパク質は不明な点

が多いが，近年，齧歯類を対象にした in vivo の系の実験から，機械受容チャネ

ルとして同定された Piezo チャネル 52が，筋機械受容器反射に関与することが示

唆された 53． 

活動筋の化学刺激および機械刺激により発生した電気信号は，筋細径求心神

経を介して脊髄後角において 2 次ニューロンに投射された後に，循環中枢であ

る延髄に投射される 12．これにより，交感神経活動の増大と副交感神経活動の抑
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制を通じて，心拍数および血圧の増大をもたらす 12． 

 重要なことに，運動時の循環応答の増大は生体において重要な生理応答であ

る一方で，その過剰な増大は急性心筋梗塞や，脳梗塞などの心血管イベント発生

のリスクを増大させることがいくつもの追跡研究 54–61 によって報告されている

（表 1）． 
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表 1．運動時循環応答と心血管イベントとの関係性を報告した追跡研究

 

 ここに示した文献は，運動時血圧応答が高値であると心血管イベント発生や

それに伴う死亡のリスクが高まることを追跡研究にて報告している． 

文献 対象者 年齢 運動種目
心血管イベントに関連した

運動時循環指標
関連する心血管イベント

Mundal et al., 199454 健康な就労男性
（n = 31984）

40-59歳 自転車運動 収縮期血圧 心血管疾患による死亡

Kurl et al., 200155 冠動脈疾患や脳卒中の既往がなく，
降圧剤を服用していない男性（n = 1026）

42-60歳 自転車運動 収縮期血圧 虚血性脳卒中

Laukkanen et al., 200456 男性
（n = 2336）

42-61歳 自転車運動 収縮期血圧 急性心筋梗塞

Laukkanen et al., 200657 冠動脈疾患の既往のない男性
（n = 1731）

42-61歳 自転車運動 収縮期血圧 急性心筋梗塞

Lewis et al., 200858 心血管疾患の既往がなく，
降圧剤を服用していない男女（n = 3045）

20-69歳 走行運動 拡張期血圧 心血管疾患

Weiss et al., 201059 収縮期/拡張期血圧が140/90 mmHg未満の
健康な男女（n = 6578）

30-70歳 走行運動 収縮期/拡張期血圧 心血管疾患による死亡

Mariampillai et al., 202060

心血管疾患や糖尿病などの慢性疾患を有さ
ず，降圧剤を服用していない健康な男性
（n = 2014）

40-59歳 自転車運動 収縮期血圧 冠動脈疾患

Jae et al., 202061 心血管系疾患を有する男性（n = 884）と
有さない男性（n = 1526）

42-61歳 自転車運動 収縮期血圧 心臓突然死
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 例えば，Mittleman ら 62は，6METs 以上の強度の身体活動中または身体活動後

1 時間以内の心血管イベント発生のリスクは，安静時と比べて約 5.9 倍高いこと

を報告している．Kurl ら 55は，自転車エルゴメーターを用いて，毎分 20W ずつ

負荷が増加する漸増運動負荷試験に対する収縮期血圧の上昇率が平均 19.7 

mmHg/分よりも大きい者は，その上昇率が 16.1 mmHg/分よりも小さい者と比べ

て，虚血性脳卒中の発生リスクが 2.3 倍高いことを報告した．さらに，Laukkanen

ら 57 は，上記と同様の自転車エルゴメーターによる漸増運動負荷試験中の収縮

期血圧の最大値が 230 mmHg よりも高い場合は，急性心筋梗塞の発生リスクが

2.47 倍高くなることを示した．さらに近年，中強度程度（100W）の自転車運動

中の収縮期血圧の最大値は，冠動脈疾患の発生リスクと直線的な関係にあるこ

とが示された 60．興味深いことに，Weiss ら 59は，安静時の血圧が正常範囲内（収

縮期血圧 120 mmHg 未満かつ，拡張期血圧 80 mmHg 未満）だとしても，運動時

の血圧応答が高値であると，将来心血管イベント発生による死亡リスクが 2.44

倍増加することを報告している．以上の先行研究より，安静時血圧の評価が臨床

において重要であることは良く知られているが，それに加えて運動時の循環応

答も評価する臨床的意義は高いと考えられる．運動時の突然死のほとんどの原
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因が心血管イベント発生によるものであり 63，中年者における運動関連急性心

停止は，100 万人当たり年間 22 人程度であり，これは急性心停止全体の約 5%を

占めるとの報告もある 64．以上より，運動時の循環応答の過剰亢進の機序解明は

急務と言えるだろう． 

 

１－２．２型糖尿病による運動時循環応答の過剰亢進 

 循環器系疾患をはじめとした疾患によって運動時の循環応答が過剰亢進する

ことが報告されている 10,12,13．その 1 つに 2 型糖尿病がある．2 型糖尿病とは，

インスリン抵抗性の増大と慢性高血糖を主徴とする代謝性疾患であり，生活習

慣病の 1 つである．これまでに，2 型糖尿病は心血管イベント発生のリスクやそ

れによる死亡リスクを増大させることが明らかにされている 65–67．Mittleman ら

62 は，6METs 以上の身体活動中またはその後 1 時間以内の心血管イベント発生

のリスクについて，糖尿病を有していない者では，安静時と比べて約 5.4 倍高い

一方で，糖尿病患者におけるそれは約 18.9 倍高いことを報告していることから，

運動時循環応答の過剰亢進が，心血管イベント発生のリスク増大に関与してい

る可能性がある．Holwerda ら 68は，最大随意筋力の 30%および 40%の強度の等

尺性ハンドグリップ運動に対する筋交感神経活動および平均血圧応答において，
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2 型糖尿病患者は健常者と比べて高値であることを明らかにした．これまでに，

2 型糖尿病によって，低強度から高強度までの様々な運動強度において運動時循

環応答の亢進が観察されており，運動様式においても静的収縮 68–71だけでなく，

動的収縮 72–75においても循環応答の亢進が報告されている．また，2 型糖尿病に

よる運動時の過剰循環応答亢進は，男女ともに報告されており，年齢においても

青年から高齢者までの幅広い年齢層で観察されている 68–75．加えて，2 型糖尿病

モデル動物を用いた研究においても同様に，運動を模擬した機械・化学刺激や電

気刺激を用いた筋収縮に対する循環応答が亢進することを示している 76–78．こ

のように，いくつもの先行研究が 2 型糖尿病による運動時循環応答の過剰亢進

を報告しているものの，重要なことに，2 型糖尿病による運動時循環応答の過剰

亢進の機序の全容解明には至っていない． 

 

１－３．仮説と目的 

 これまでに，2 型糖尿病によって筋代謝受容器反射が亢進する可能性が示され

ている 68．Holwerda ら 68 は，等尺性ハンドグリップ運動後直後に，カフを用い

て活動筋への循環を閉塞すること（運動後虚血）で筋代謝受容器反射を評価した．

その結果，2 型糖尿病患者では健常者と比較して，運動後虚血に対する筋交感神
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経活動および平均血圧応答が高値を示した 68．この結果より，2 型糖尿病による

運動時の循環応答の過剰亢進に，筋代謝受容器反射の亢進が関与する可能性が

示された．これまでに，2 型糖尿病モデル動物において，糖尿病による高血糖誘

発性の筋細径求心神経上の TRPV1 の感作が，筋代謝受容器反射の亢進に関与す

ることが示唆されている 77,79．しかし，2 型糖尿病により筋代謝受容器反射が亢

進する機序の全容は今のところ明らかとなっていない． 

 TRPV1 とは，カプサイシン，アナンダミドなどのリガンドや，43℃以上の熱

やpH5.9 以下の酸によって活性化する非選択的陽イオンチャネルである 80–86（図

2）．これまでに動物やヒトを対象とした実験で TRPV1 が筋代謝受容器反射に関

与する結果が示されており，筋代謝受容器反射を担うタンパク質であると考え

られている 34,45,77,87,88． 
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図 2．transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1） 

 富永 89および堀 90を参考に作成した．非選択的カチオンチャネルであるTRPV1

は，様々な哺乳類に発現しているが，ヒトの TRPV1 は 839 個のアミノ酸から構

成される 80,91．TRPV1 は，細胞膜 6 回貫通型のイオンチャネルタンパク質（図

の左上）が 4 量体を構成して陽イオンが透過する孔を形成していると考えられ

ている（図の左下）92,93．また，TRPV1 の N（アミノ）末端と C（カルボキシ）

末端は細胞内に面していると考えられている 92,93．TRPVI の活性化刺激として，

カプサイシン，pH5.9 以下の酸，43℃以上の熱，アナンダミド，リポキシゲナー

ゼ産物や，N-アラキイドノイルドーパミンがこれまでに報告されており 80–86，

TRPV1 が活性化されることで細胞内に陽イオン（カチオン）が流入する（図の

右下）．これにより脱分極（起動電位）が発生し，電位依存性イオンチャネルが

活性化されることで活動電位が生じる 89．また，pH5.9 よりも弱い酸や，ATP，

ブラジキニン，プロテアーゼ受容体 PAR-2 作動薬（SL-NH2）により温度閾値が

低下し，体温以下の熱（< 約 37℃）でも活性化することが示されている 94–98． 
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 2 型糖尿病では，初期にインスリン抵抗性に伴う高インスリン血症を呈するこ

とが一般的である 99．これまでに我々は，非糖尿病の健康な高齢者を対象に，イ

ンスリンと運動時の血圧応答との関連性を検討した 100．すると，インスリン抵

抗性の指標である homeostatic model assessment of insulin resistance（HOMA-IR）

が異常高値である者は，正常範囲内の者と比べて，最大随意筋力の 30%強度の 1

分間の等尺性ハンドグリップ運動後の虚血中（すなわち筋代謝受容器反射が生

じている/亢進している状態）の低強度動的運動に対する拡張期血圧応答が有意

に高くなることを明らかにした．さらに，HOMA-IR とは別のインスリン抵抗性

関連指標であるヘモグロビン A1c は，上記と同様の等尺性運動後の虚血時に実

施した低強度動的運動に対する拡張期血圧と有意な関連があることが示され，

インスリンが運動時循環応答に関与する可能性が示唆された．筋細径求心神経

上にはインスリン受容体が発現しており，神経の保護作用や神経細胞新生，機械

的な侵害刺激の受容に関与することが示唆されている 101–103．重要なことに，

TRPV1 とインスリン受容体は筋細径求心神経上に共局在している 104．そこで

我々は，インスリンがインスリン受容体を介して TRPV1 を感作することで，筋

代謝受容器反射を亢進させるとの仮説を立てた（図 3）． 
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図 3．本研究の仮説 

 堀 90を参考に作成した．transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）は筋細

径求心神経に発現しており筋代謝受容器反射を担うイオンチャネルと考えられ

ている 34,45,77,87,88．また，TRPV1 はインスリン受容体と共局在している 104．そこ

で，我々は運動時に放出される一部の物質（水素イオンやアナンダミド 105，リ

ポキシゲナーゼ産物 106 など）による TRPV1 の活性化が，インスリンによるイ

ンスリン受容体を介した感作により増大することで，筋代謝受容器反射が亢進

するという仮説を立てた． 
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 これまでに我々は，健常な Sprague–Dawley ラットの筋－神経標本を対象に，

ex vivo の系の単一神経記録法を実施したところ，TRPV1 作動薬のカプサイシン

に対する単一の筋細径求心神経の応答がインスリンにより増大すること，さら

にインスリンによるその増大は，インスリン受容体拮抗薬によって抑制される

ことを明らかにした 90．しかし，この実験系では，電位依存性イオンチャネルの

活性化も含めた神経活動応答を評価しているため，TRPV1 の活性化を純粋に評

価することはできない．TRPV1 の活性化を純粋に評価するために，筋代謝受容

器反射の求心路を担う，小型の脊髄後根神経節（dorsal root ganglion, DRG）細胞

を対象に，単一細胞の TRPV1 の活性化を評価することが有効であると考えられ

た．また，インスリンによるカプサイシンに対する筋細径求心神経の活動の増大

が，交感神経活動や血圧応答の増大として表現されるか否かも不明である．そこ

で，本研究は，（1）筋代謝受容器反射の求心路を担う，小型 DRG 細胞において，

インスリンが TRPV1 に及ぼす影響を in vitro の系にて明らかにすること，（2）イ

ンスリンが TRPV1 を介した交感神経活動および血圧応答に及ぼす影響を in vivo

の系にて明らかにすることを目的とした． 

なお，本博士論文における研究成果は，修士論文 90の研究成果の一部と合わ
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せて公表している 107．  
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第２章．インスリンが脊髄後根神経節細胞上の TRPV1 に及ぼす影響

―in vitro の系における検討― 

 運動時循環応答に関与する一次求心神経の小型神経細胞レベルにて，インス

リンが TRPV1 に及ぼす影響を検討するために，培養した小型 DRG 細胞を対象

に全細胞パッチクランプ法を用いて，インスリンによるカプサイシンに対する

応答の変化を評価した（図 4）． 
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図 4．全細胞パッチクランプ法 

 transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）のカプサイシンによる活性化を

評価するために，培養した小型の脊髄後根神経節（DRG）細胞に対してカプサイ

シンを灌流し，その際に生じる内向き電流（カプサイシン感受性電流）を測定し

た．さらに，インスリン溶液または HEPES 緩衝液（コントロール溶液）を添加

した後に再びカプサイシンを灌流し，TRPV1 の活性化の変化を評価した． 

カプサイシン灌流 DRG細胞

カプサイシン
感受性電流検出

ガラス電極

・インスリン溶液添加
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細胞外
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２－１．実験動物 

 健常な週齢 3－6 週（体重 12－24 g）の C57Bl/6J マウス 22 匹を対象とした．

すべてのマウスは，12 時間の明暗サイクルかつ，室温 22－24℃に管理された環

境のケージ内で飼育された．なお，1 ケージあたり 1－4 匹を飼育し，餌および

水は 24 時間自由に摂取させた． DRG 細胞採取の当日に，二酸化炭素を用いて

安楽死させた．なお，本実験は，中部大学動物実験委員会にて承認された実験計

画に基づき実施された（承認番号 202120007，修正番号 21-038）． 

 

２－２．脊髄後根神経節細胞の培養 

 DRG 細胞の培養方法は，先行研究に従った 108,109．安楽死させたマウスの脊椎

から DRG を摘出し，コラゲナーゼⅣ（1.0 mg/ml, Sigma）で約 30 分間処理する

ことにより DRG に付着するコラーゲンを分解した．続けて，DRG 細胞に付着

した余分なタンパク質を除去するために，トリプシン-EDTA（0.05%, Sigma）で

約 20 分間処理した．両処理とも，37℃下で行った．その後，室温にてトリプシ

ン阻害薬（0.08 mg/ml, 富士フイルム和光純薬）で 5 分間処理することにより，

酵素反応を停止させた．その後 DRG 細胞を，神経成長因子（0.1 μg/ml, NGF-7S, 

Sigma），ウシ胎児血清（5%, 富士フイルム和光純薬），glutamax（1%, Thermo Fisher 
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Scientific），グルコース（0.8%），ペニシリン-ストレプトマイシン（10 μl/ml, Sigma）

を加えた Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/Ham’s F-12（富士フイルム

和光純薬）を用いて，火炎研磨されたパスツール・ピペットにて洗浄した．そし

て，DRG 細胞をポリ-L-リジン（0.1 mg/ml, Sigma）とラミニン（0.13%, Thermo 

Fisher Scientific）でコーティングされたカバーガラス上に置いた．その後，DRG

細胞はインキュベーター内で 2 日間培養した． 

 

２－３．全細胞パッチクランプ法 

 全細胞パッチクランプ記録は室温にて実施された．ガラス電極は，マイクロピ

ペットプラ―（P-97，Sutter Instrument）を用いてガラス管（G-1.5, NARISHIGE）

から作成した．ガラス電極内は，1 N の水酸化カリウムで pH を約 7.3 に調製し

た溶液（NaCl: 10, KCl: 130, MgCl2: 1, EGTA: 1, HEPES: 10, ATP: 2, GTP: 0.2 [mM]）

で満たした．また，細胞外液として，1 N の水酸化ナトリウムで pH を約 7.4 に

調整した HEPES 緩衝溶液（NaCl: 140, KCl: 5,CaCl2: 2, MgCl2: 2, グルコース: 10, 

HEPES: 10 [mM]）を使用した．細胞外液を灌流させたチャンバー内に，DRG 細

胞が接着したガラスカバーを設置した．マニピュレータを用いて DRG 細胞表面

にガラス電極を近づけ，ガラス電極内に陰圧をかけることでギガ Ω シールを形
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成した．さらに陰圧を付加することで，電極先端の細胞膜を穿孔してホールセル

を形成した．そして，細胞膜電位を-60 mV に固定して，細胞膜を通過する内向

き電流を測定した． 

 

２－４．実験手順 

 標的の小型DRG細胞に対して 1 µMのカプサイシン（富士フイルム和光純薬）

を灌流した．1 µM のカプサイシンで応答を示さない場合，5 µM のカプサイシン

を灌流し，それでも反応を示さない場合は，10 µM のカプサイシンを灌流した

94．その後，HEPES 緩衝液（コントロール試行）または，500 mU/mL のインスリ

ン溶液（NovoRapid, Novo Nordisk）を標的の DRG 細胞に添加した（インスリン

試行）．なお，使用したインスリン濃度は先行研究 108,110を参考にした．さらに，

インスリン受容体の関与を検討するために，2 nM または 20 nM のインスリン受

容体拮抗薬（GSK1838705, Tocris）を 2－6 時間培養地に添加した DRG 細胞を標

的として，インスリン溶液を添加する試行（GSK1838705＋インスリン試行）を

実施した． そして，HEPES 緩衝液またはインスリン溶液添加後に，再びカプサ

イシンを灌流した．灌流したカプサイシンの濃度および灌流時間は，各溶液添加

前後で同じにした． 
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２－５．データの取り込みと解析方法 

 細胞の内向き電流および膜電位は，パッチクランプ増幅器（Axopatch 200B, 

Molecular Devices）にて増幅後，アナログデータを Digidata 1550A（Molecular 

Devices）にてデジタル化し，Clampex ソフトウェア（Molecular Devices）を介し

てコンピューターに記録し分析した． 

 カプサイシンに対する反応の大きさを定量化するために，Clampex ソフトウ

ェアを用いて，カプサイシン暴露によって惹起された内向き電流を記録し，その

時の積分値を算出した．そして，DRG 細胞のカプサイシン暴露中の振幅が，50 

pA 以上であれば，カプサイシン感受性のある細胞と定義し 111，その際の内向き

電流をカプサイシン感受性電流とした． 

 

２－６．統計処理 

 初めに，正規性を確認するために Shapiro-Wilk 検定を実施した．一対の比較に

は，対応のない t 検定または Mann-Whitney U 検定を適宜用いた．3 試行間の比

較には，対応のない 1 要因分散分析または，Kruskal-Wallis 検定を実施し，有意

であった場合は Bonferroni 法による多重比較を行った． 
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 全ての統計処理は，SPSS Statistics 25.0 for windows（IBM）を使用した．有意

水準は 5%未満とし，値は平均値±標準偏差で示した． 

 

２－７．結果  

 本研究では，カプサイシンに反応を示す 40 個の小型 DRG 細胞 112を同定した

（直径: 21.4 ± 3.5 μm [範囲: 15.3 – 29.2 μm]）．初めのカプサイシン投与前のガラ

ス電極とチャンバー内灌流液間の抵抗は，6.5 ± 1.5 MΩ であり，膜電位は，-52.1 

± 10.3 mV であった．また，小型 DRG 細胞の直径および膜電位は，試行間に有

意差はみられなかった（表 2）． 
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表 2．培養小型脊髄後根神経節細胞の直径および膜電位 

 

 試行間の比較には，対応のない 1 要因分散分析または Kruskal–Wallis 検定を実

施した．値は平均値±標準偏差． 

直径（μm） 膜電位（mV）

コントロール試行（n = 14） 20.2 ± 3.4 -49.2± 9.0

インスリン試行（n = 13） 22.7± 4.6 -53.4± 11.8

GSK1838705＋インスリン試行（n = 13） 21.5± 1.8 -54.0± 9.9

P = 0.19 P = 0.22
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 図 5 は，培養した小型 DRG 細胞のカプサイシン感受性電流の各試行の典型例

を示している．コントロール試行では，溶液添加後にカプサイシン感受性電流が

減弱するような傾向を示した．一方で，インスリン試行では，溶液添加後にカプ

サイシン感受性電流が増大することが観察された．さらに，培養中にインスリン

受容体拮抗薬を添加した小型 DRG 細胞では，インスリン添加によるカプサイシ

ン感受性電流の増大が抑制されることが観察された． 
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図 5．培養小型脊髄後根神経節（DRG）細胞における HEPES 緩衝液（コントロ

ール試行），またはインスリン溶液（インスリン試行）の添加前後のカプサイシン

感受性電流の典型例および，培養中にインスリン受容体拮抗薬を添加された小型

DRG 細胞におけるインスリン溶液（GSK1838705＋インスリン試行）添加前後の

カプサイシン感受性電流の典型例 

 赤色のバーは，カプサイシン投与期間を示している． 
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 図 6 に，カプサイシン感受性電流の倍率変化（添加後/添加前）を示した．本

研究では，全体で 60.0%の小型 DRG 細胞において，溶液添加後のカプサイシン

感受性電流が，添加前のそれと比べて小さかった．これはカプサイシンの短時間

の繰り返し暴露によるタキフィラキシー（急性の脱感作）であると考えられた．

一方で，カプサイシン感受性電流の倍率変化が 1.2 倍以上のものをカプサイシン

に対する反応の大きさが増大したと仮定した場合，コントロール試行では 3 標

本（21.4%），GSK1838705＋インスリン試行では 1 標本（7.7%）のみ見られた一

方で，インスリン試行では 7 標本（53.8%）観察された（図 6）． 

本研究ではインスリン受容体拮抗薬の濃度を 20 nM（n = 3）と 2 nM（n = 10）

の２つの異なる濃度を用いた．しかし，この濃度間に，インスリン溶液添加前後

のカプサイシン感受性電流の倍率変化に有意な違いはみられなかったため（20 

nM: 0.71 ± 0.16, 2 nM: 0.64 ± 0.44, P = 0.67），検定力の向上のために 2 つの濃度試

行のデータを統合して試行間の比較を行った．インスリン試行の倍率変化はコ

ントロール試行のそれと比べて有意に高値であり，さらに，GSK1838705＋イン

スリン試行は，インスリン試行と比べて有意に低値を示した（図 6）． 
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図 6．培養小型脊髄後根神経節（DRG）細胞における HEPES 緩衝液（コントロ

ール試行），またはインスリン溶液（インスリン試行）添加前後のカプサイシン感

受性電流の倍率変化および，培養中にインスリン受容体拮抗薬を添加された小型

DRG 細胞におけるインスリン溶液（GSK1838705＋インスリン試行）添加前後の

カプサイシン感受性電流の倍率変化 

試行間の比較には，対応のない 1 要因分散分析とそれに続く Bonferroni 法に

よる多重比較を実施した．黒色の円は個々のデータを示している．値は平均値+

標準偏差． 
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第３章．インスリンが TRPV1の活性化を介した交感神経活動および血圧

応答に及ぼす影響―in vivo の系における検討― 

 我々のこれまでの研究成果 90 と，第２章の実験結果より，筋細径求心神経お

よび培養小型 DRG 細胞において，インスリンはカプサイシンに対する応答を増

大させることを明らかにした．そこで，インスリンによってカプサイシンに対す

る交感神経活動および血圧応答が増大するのかを検討するために，無麻酔・除脳

動物を用いた in vivo の実験系によって検討した（図 7A）． 
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図 7．カプサイシンに対する腎臓交感神経活動および血圧応答の測定法および 

除脳処置 

 A は，カプサイシンに対する腎臓交感神経活動および血圧応答の測定法と測

定手順の概要を示してある．総頸動脈から動脈圧を測定し，腎臓交感神経から交

感神経活動を測定した．麻酔による循環応答への影響を排除するために 113，除

脳処置を行った．その後，無麻酔状態にて 1 時間以上経過した後にカプサイシ

ン投与に対する腎臓交感神経活動および血圧応答を測定した．また，右下肢にカ

プサイシンを灌流するために，カプサイシン投与前から腹部大動脈分岐部直上
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の腹部大動脈および下大静脈に設置されたオクルーダーにて循環を遮断した．

その後，コントロール溶液である生理食塩水またはインスリン溶液を下腿三頭

筋に筋注し，再びカプサイシンを投与し，腎臓交感神経活動および血圧応答の変

化を評価した．B は，腹部大動脈分岐部直上の腹部大動脈および下大静脈に設置

されたオクルーダー（a），腎臓交感神経（b），除脳処置（c）に関する写真であ

る．一時的かつ可逆的な下肢静脈の遮断のために，オクルーダーを用いて加圧す

ることで，腹部大動脈および下大静脈を遮断した（a）．腎臓交感神経と電極を固

定するためにシリコン接着剤を用いた（b）．除脳処置では，上丘前縁（precollicular）

レベルで除脳を行い，除脳部位には医療用脱脂綿を敷き詰めて止血を防ぎ，パラ

フィンオイルを満たした（c）． 



36 

 

３－１．実験動物 

 健常な雄性の Sprague-Dawley ラット（n = 47，体重，335 ± 43 g；週齢，10 ± 1

週）を用いた．すべてのラットは，1 ケージあたり 1－3 匹にて 12 時間の明暗サ

イクルかつ，室温 22－24℃に管理された環境で飼育され，餌および水は 24 時間

自由摂取であった．なお，本実験は，中部大学動物実験委員会にて承認された実

験計画に基づき実施された（承認番号 202120007，修正番号 21-038）． 

 

３－２．外科手術 

 ほぼすべての外科的手術は，先行研究と同様の方法に従って行われた 88,113,114．

外科的手術は，100%濃度の酸素ガスと 1－4%濃度のイソフルラン（富士フイル

ム和光純薬）の混合ガスによる麻酔下にて行われた．手術中はサーモメータ

（BAT-12, Physitemp）で直腸温を測定し，体温を 35.5－37.5℃に保つように，加

熱パッドや発熱ランプを用いた．また，ピンセットを用いたテールピンチ法によ

って麻酔の深度が適切に保たれているかを適宜評価した． 

 まず，頸部を切開し，気管切開を行って気管支に挿管し，人工呼吸器（シナノ

製作所）につなげて人工的に換気を行った．この時，1 回換気量は 2－4 mL，呼

吸数は約 70 回/分を保った．また，心電図は，上肢に針電極を付けることでⅡ誘
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導法により記録した． 

 次に，血圧の測定のために，総頸動脈に外径 0.965 mm のカテーテル（ポリエ

チレンチュービング PE 50, BD Intramedic）を挿入し，外れないように 4.0 号の

糸で血管とカテーテルを結んだ．カテーテルは三方活栓と，チューブ（15366，

TOP 社）を用いて，圧力変換器（MLT0380/D，ADInstruments）につなげた．カ

テーテル中は，血液の凝固を防ぐために 0.5%濃度のヘパリンを含んだ生理食塩

水で満たした．また，後述する除脳に伴う大量出血を防ぐために，もう一方の総

頸動脈を 4.0 号の糸で結紮した．補液や薬物投与のために，同様のカテーテルを

外頸静脈に挿入した．このカテーテルは三方活栓とチューブを用いて，シリンジ

ポンプ（KDS100, KD Scientific）とつなげた．実験中，体液のバランスの安定化

と血圧の維持のために，シリンジポンプから 3－5 mL/kg /時の速度にて重炭酸ナ

トリウム溶液（1 M の NaHCO3: 8 mL，5%デキストロース: 40 mL，リンゲル液: 

152 mL）を投与し続けた．以上の手術後，切開した頸部を 3.0 号の糸で縫合し

た． 

 次に，カプサイシンの下肢動脈投与ための手術を行った．腹部を切開し，左総

腸骨動脈を露わにした．この時，内臓や脂肪などの組織の外気への暴露を限りな
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く防ぐために，生理食塩水で湿らせたガーゼで覆って保護した．そして，外径

0.61 mm のカテーテル（ポリエチレンチュービング PE 10，BD Intramedic）を腹

部大動脈分岐部よりおよそ 1cm 末梢側の左総腸骨動脈から，腹部大動脈の分岐

部直前まで挿入し，外れないように 5.0 号の糸で血管と結んだ．カテーテル内部

には，血液の凝固を防ぐために上記と同様のヘパリンが含まれた生理食塩水を

満たした．さらに，左総腸骨動脈から投与する薬物を下肢に蓄積させ，下腿三頭

筋への筋注によって投与する外因性インスリンの全身循環への波及を防ぐため

に，腹部大動脈分岐部直上の腹部大動脈および下大静脈にオクルーダーを設置

した（18080-01, Fine Science Tools）（図 7B）． 

 次に，インスリン筋注のために，右下肢の皮膚を切開し，下腿三頭筋を露わに

した．下腿三頭筋の乾燥を防ぐため，筋注実施時以外はパラフィンオイルで満た

したガーゼで覆った． 

 次に，左腹部を切開して左腎臓交感神経を露わにし，双極電極（OT220-064a,

ユニークメディカル）に腎臓交感神経枝をのせ，絶縁と固定のためにシリコン接

着剤（Kwik-Sil, World Precision Instruments）で覆った（図 7B）．その後，腹部の

皮膚を 3.0 号の糸と接着剤を用いて縫合した． 
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 上記全ての手術後，脳定位固定装置（900, David Kopf Instruments）にラットを

移動させ，上丘前縁（precollicular） レベルで除脳を行った．ラットの頭皮を切

開し頭蓋骨を露出させ，電動ドリルで穿孔した．そして，ミクロスパーテルとサ

クションポンプ（SP40S, ハイテック）を用いて，除脳を施した．除脳直後にイ

ソフルランによる麻酔を解除した．また，除脳直後には除脳部位からの出血を防

ぐために，医療用脱脂綿を除脳した箇所に敷き詰め，パラフィンオイルを満たし

た（図 7B）．さらに，脳浮腫を抑えるためにデキサメタゾン（0.2 mg）を静脈内

投与した．本研究にて，除脳（動物の苦痛からの解放）が必要な理由は，麻酔の

循環応答に及ぼす影響を排除するため，無麻酔下で測定を行う必要があったた

めである 113． 

 

３－３．実験の手順 

 除脳後，無麻酔下にて 1 時間以上経過した後 113，カプサイシンに対する応答

を測定した．オクルーダーにて後肢の循環を遮断した 10 分後に 0.1 mL のカプ

サイシン（0.3 μg/100 μL）を左総腸骨動脈に挿入したカテーテルから投与した．

カプサイシンに対する応答を評価した後に，血糖値と血漿インスリン濃度を評

価するために，頸静脈および尾静脈から血液を採取した．血液採取後にオクルー
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ダーを開放し，5 分以上のインターバルの後，再びオクルーダーにて下肢循環を

遮断して 30 μL の生理食塩水（コントロール試行）または 30 μL のインスリン溶

液（5 U/mL）（インスリン試行）を右下腿三頭筋の 6 部位に 5 μL ずつ，30 ゲー

ジ針付きマイクロシリンジを用いて筋注した．溶液筋注 10 分後に，上記と同様

の方法で，カプサイシンを投与した．そして再び，下肢循環を閉塞した状態のま

ま，頸静脈および尾静脈から血液を採血した． 

 全ての測定を終えた後に，臭化ヘキサメトニウム（60 mg/kg, 富士フイルム和

光純薬）を頸静脈から投与し，それによる腎臓交感神経活動の著しい減弱を観察

することで，実験にて測定した神経活動が，節後性交感神経線維のものであるこ

とを確認した．塩化カリウム飽和溶液（4 M，2 mL/kg）を頸静脈投与して供して

30 分以上経過後，交感神経活動が完全に消失していることを確認し，腎臓交感

神経活動のバックグラウンドノイズを測定した． 

 

３－４．データの取り込みと解析方法 

 血圧，心拍数，腎臓交感神経活動の解析は先行研究に従って行った 114．動脈

圧は，PowerLab 16/35（ADInstruments）にてデジタル信号に変換され，LabChart 

8（ADInstruments）を用いて平均血圧を算出した．また，心電図から LabChart 8
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を用いて心拍数を算出した．腎臓交感神経活動は電圧増幅器（EBA-100, ユニー

クメディカル）にて信号の増幅に加え，1000 Hz 以上または 100 Hz 以下の周波

数をフィルター（Hum Bug 50/60 Hz Noise Eliminator, Quest Scientific Instruments）

にて遮断し，その後，2 つ目の電圧増幅器（6L01 DC アンプ，NEC 三栄）にてバ

ンドパスした信号をさらに増幅して A/D 変換器（PowerLab 16/35）にて信号をデ

ジタル化しコンピューターに取り込んだ．そして，ソフトウェア（LabChart 8）

上で腎臓交感神経活動信号を全波整流した． 

 これらの値の 1 秒平均値を解析に用いた．また，カプサイシン投与前 30 秒間

の心拍数，平均血圧，腎臓交感神経活動の平均値をベースライン値とした．カプ

サイシンに対する応答の評価について，心拍数および平均血圧はカプサイシン

投与開始から 30 秒間の最大値からベースラインの差（Δ 心拍数，Δ 平均血圧）

をカプサイシンに対する応答とした．腎臓交感神経活動においては，ベースライ

ンを 100%とし，カプサイシンに対する応答をベースラインに対するパーセンテ

ージで示し，ベースラインからの相対変化（Δ 腎臓交感神経活動，%）で評価し

た． 

 血糖値は，自己検査用グルコース測定器（サラチェッカーグルコースメーター，
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サラヤ）にて測定した．血漿インスリン濃度は酵素結合免疫吸着測定法にて，超

高感度ラットインスリン測定キット（森永生科学研究所）を用いて測定した． 

 

３－５．統計処理 

 初めに正規性を確認するために，Shapiro-Wilk 検定を実施した．一対の比較に

は，対応のない t 検定または Mann-Whitney U 検定を適宜用いた．Δ 心拍数，Δ 平

均血圧，Δ 腎臓交感神経活動，血糖値，血漿インスリン濃度の解析には，対応の

ある 2 要因分散分析を行った（試行［コントロール試行とインスリン試行］×筋

注［筋注前と筋注後］）．交互作用または主効果が有意であった場合，Bonferroni

法による多重比較を行った． 

 全ての統計処理は，SPSS Statistics 25.0 for windows を使用した．有意水準は 5%

未満とし，値は平均値±標準偏差で示した． 

 

３－６．結果 

 図 8 は，コントロール試行およびインスリン試行の筋注前後の下肢循環遮断

中の血糖値および血漿インスリン濃度を示している．尾静脈の血糖値は，生理食

塩水またはインスリン溶液を筋注する前後ともに試行間に有意な差はみられな

かった（図 8A）．また，筋注による有意な変化もみられなかった（図 8A）．一方
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で，血漿インスリン濃度は，筋注前は試行間で有意な違いはみられなかったが，

インスリン試行でのみ，筋注前と比べて筋注後に有意に増大し，コントロール試

行の筋注後のそれと比べて有意に高値であった（図 8B）．本研究では試行ごとに

5 サンプルずつ頸静脈から血液を採取することに成功した．尾静脈と同様に，経

静脈の血液サンプルから得られた血糖値も，試行間および筋注前後で有意な違

いはみられなかった（図 8A）．一方，血漿インスリン濃度においては，尾静脈サ

ンプルとは異なり，試行間だけではなく筋注前後でも有意な差は認められなか

った（図 8B）．この結果から，オクルーダーによる阻血が行われ，筋注した外因

性のインスリン溶液が下肢循環に留まっていることが考えられた． 
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図 8．生理食塩水（コントロール試行）またはインスリン溶液（インスリン試行）

筋注前後の尾静脈および頸静脈における血糖値（A）および血漿インスリン濃度

（B） 

 試行間および筋注前後の比較は，対応のある 2 要因分散分析とそれに続く

Bonferroni 法による多重比較を行った．白色と黒色の円は個々のデータを示して

いる．値は平均値+標準偏差． 
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 表 3 に，各試行の筋注前後の心拍数，平均血圧，および腎臓交感神経活動のシ

グナルノイズ比のベースラインの値を示した．平均血圧および腎臓交感神経活

動のシグナルノイズ比は，筋注前，筋注後の値ともに，試行間に有意差はみられ

なかった．一方で，心拍数は筋注前と筋注後の値ともに，コントロール試行の方

が有意に高値であった． 
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表 3．生理食塩水（コントロール試行）またはインスリン溶液（インスリン試行）

筋注前後のベースラインにおける心拍数，平均血圧，腎臓交感神経活動のシグナ

ルノイズ比 

 

 試行間の比較には，対応のない t検定またはMann-Whitney U検定を実施した．

値は平均値±標準偏差． 

 

コントロール試行 インスリン試行 P値

心拍数（bpm）
筋注前 504 ± 36

(n = 18)

474 ± 50

(n = 22)

0.038

筋注後 500 ± 35 468 ± 49 0.042

平均血圧（mmHg）
筋注前 90.9 ± 23.4

(n = 18)

90.4 ± 25.7

(n = 22)

0.95

筋注後 89.2 ± 29.6 92.1 ± 29.0 0.88

シグナルノイズ比
筋注前 6.8 ± 6.0

(n = 9)

3.5 ± 2.0

(n = 8)

0.15

筋注後 6.7 ± 5.7 3.4 ± 2.0 0.13
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 図 9 には，各試行の筋注前後の腎臓交感神経活動および血圧応答の典型例を

示している．コントロール試行では，筋注後に腎臓交感神経活動および血圧応答

が減弱する傾向がみられた一方で，インスリン試行では，腎臓交感神経活動（筋

注前: Δ84%，筋注後: Δ95%）および血圧応答（筋注前: Δ47 mmHg，筋注後: Δ58 

mmHg）が筋注後に増大することが観察された（図 9）． 
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  図 9．生理食塩水（コントロール試行）またはインスリン溶液（インスリン試行）

筋注前後のカプサイシンに対する腎臓交感神経活動，血圧および心拍応答の典型

例 

 腎臓交感神経活動変化率は，投与前のベースラインを 100%とした相対変化

（％）を示している．Δ，カプサイシン投与開始から 30 秒間の最大値からベー

スラインの差． 
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 図 10 に腎臓交感神経活動と平均血圧応答との全体の結果を示した．Δ 平均血

圧では，交互作用が有意であり，インスリン試行でのみ Δ 平均血圧が有意に増

大した（図 10A）．本研究では，コントロール試行では 18 サンプルのうち 9 サン

プル，インスリン試行では 22 サンプルのうち 8 サンプルの腎臓交感神経活動の

測定に成功した．Δ 腎臓交感神経活動変化率においても交互作用が有意であり，

コントロール試行の筋注後と比してインスリン試行の筋注後は有意に高値であ

った（図 10B）．Δ 心拍数は，試行間および筋注前後に有意な違いはみられなか

った（表 4）． 
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図 10．生理食塩水（コントロール試行）またはインスリン溶液（インスリン試行）

筋注前後のカプサイシンに対する平均血圧（A）および腎臓交感神経活動応答（B） 

 腎臓交感神経活動変化率は，投与前のベースラインを 100%とした相対変化

（％）を示している．Δ，カプサイシン投与開始から 30 秒間の最大値からベー

スラインの差．試行間および筋注前後の比較は，対応のある 2 要因分散分析と

それに続く Bonferroni 法による多重比較を行った．白色と黒色の円は個々のデ

ータを示している．値は平均値+標準偏差． 
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表 4．生理食塩水（コントロール試行）またはインスリン溶液（インスリン試行）

筋注前後のカプサイシンに対する心拍応答 

 Δ，カプサイシン投与開始から 30 秒間の最大値からベースラインの差．試行

間および筋注前後の比較は，対応のある 2 要因分散分析を行った．値は平均値±

標準偏差． 

 

Δ心拍数（bpm）

筋注前 筋注後

コントロール試行（n = 18） 1.9± 3.0 1.4± 2.5

インスリン試行（n = 22） 3.3± 5.7 4.8± 5.4

試行 P = 0.070

筋注 P = 0.43

交互作用 P = 0.11
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第４章．考察 

 本研究では，筋代謝受容器反射の求心路を担う小型 DRG 細胞において，イン

スリンが TRPV1 に及ぼす影響を明らかにすることと，インスリンが TRPV1 を

介した交感神経活動および血圧応答に及ぼす影響を明らかにすることを目的と

した．本研究で得られた主な新規知見は以下の 3 つである．（1）in vitro の系に

おいて，インスリンは健常マウスの培養小型 DRG 細胞のカプサイシンに対する

応答を有意に増大させたこと．（2）培養小型 DRG 細胞において，インスリン受

容体拮抗薬である GSK1838705 はインスリンによるカプサイシンに対する応答

の増大を有意に抑制したこと．（3）in vivo の系において，インスリンは，無麻

酔・除脳下における健常ラットのカプサイシンに対する腎臓交感神経活動およ

び平均血圧応答を有意に増大させたこと． 

 

４－１．インスリンによる TRPV1 感作の機序 

 培養された小型 DRG 細胞（in vitro）や動物個体（in vivo）において，インス

リンにより TRPV1作動薬であるカプサイシンに対する応答が増強した．これは，

カプサイシンに対する筋細径求心神経の応答がインスリンにより増大するとい

うこれまでの我々の結果と一致するものであり 90，インスリンにより TRPV1 の
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感作がもたらされたと考えられる．加えて，インスリンによるカプサイシンに対

する小型 DRG 細胞の応答の増大がインスリン受容体拮抗薬によって抑制され

た．これまでの我々の筋細径求心神経を用いた検討においても，インスリンによ

るカプサイシンに対する筋細径求心神経の応答の増大が，インスリン受容体拮

抗薬によって抑制されたことから 90，TRPV1 のカプサイシンに対する応答の増

大は，インスリン受容体を介したものであることが示唆される． 

 コントロール試行において，小型 DRG 細胞のカプサイシンに対する応答は，

筋注後に減弱する傾向がみられた．in vivo の系においても，カプサイシンに対す

る筋注後の腎臓交感神経活動応答は，筋注前のそれと比べて有意ではないもの

の減弱する傾向がみられた．このカプサイシンの繰り返し暴露による反応の減

弱は，カルシウムイオン依存的な TRPV1の脱感作によるものと考えられる 94,115．

一方で，小型 DRG 細胞の約 54%がインスリンによってカプサイシンに対する応

答が増大した．また，これまでの我々の研究でも，筋細径求心神経の内のⅣ群神

経の約 44%が，インスリンによりカプサイシンに対する応答の増大を示した 90．

これらの結果から，インスリンによってカプサイシンの繰り返し暴露に伴う

TRPV1 の脱感作が抑制されるだけでなく，TRPV1 の感作によりカプサイシンに
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対する応答が増大し得ることが示唆された．骨格筋を支配する一次求心神経に

おいて，免疫組織学的に TRPV1 とインスリン受容体が共局在している割合は約

15%であるとの報告と比べ 104，本研究でインスリンによってカプサイシンに対

する反応が感作された小型DRG細胞の割合（約 54%）は高いように考えられる．

しかし，TRPV1 とインスリン受容体は，共に比較的小径の一次求心神経細胞で

発現する傾向があり 104,116，小型の DRG 細胞では共局在の割合が高いため，イ

ンスリンによる TRPV1 の感作が，インスリン受容体を介したものであるという

可能性を排除するものではない．  

 現在までに，TRPV1 感作の機序は，（1）TRPV1 のリン酸化による直接的な感

作，（2）TRPV1 のリン酸化による細胞表面への移動（膜移動），（3）TRPV1 発現

量の増加，（4）TRPV1 の微小管との結合，の 4 つが考えられている 117,118．なお，

本研究は，著者の修士論文 90 における研究と一連のものであるため，後述する

TRPV1 感作の機序の考察に関しては，修士論文 90 での考察と同様である部分が

ある． 

 1 つ目の機序について（図 11），インスリンがインスリン受容体に結合するこ

とで，ホスファチジルイノシトール-3-キナーゼ（phosphoinositide-3-kinase, PI3K）
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/Akt 経路を活性化するが，これはインスリンによる糖代謝に関与する経路とし

て知られている 119．これまでに，PI3K/Akt 経路の活性化により，プロテインキ

ナーゼ C（protein kinase C, PKC）を活性化させることが報告されている 120–125．

インスリンがインスリン受容体に結合すると，インスリン受容体基質（insulin 

receptor substrate, IRS）がリン酸化され，IRS が PI3K に結合することで PI3K を

活性化させることが知られている 120,122–125．PI3K はホスファチジルイノシトー

ル 2 リン酸をリン酸化することにより，ホスファチジルイノシトール 3 リン酸

（phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate , PIP3）への変換を促進する 120,122–125．PIP3

はホスホイノシチド依存性プロテインキナーゼ 1 と結合することにより，PKC

を活性化させる 120,123–125．また，PIP3 は直接的に PKC をリン酸化することも報

告されている 121,122．PKC は TRPV1 のスレオニン残基やセリン残基をリン酸化

することが示されている 97,126–128．これまでに，TRPV1 のセリン残基のうち S800

および S502 が，PKC によりリン酸化を受けて，カプサイシンに対する応答の増

大に関与することが示されている 97,127,128．また，Mandadi ら 126は，PKC による

S800 のリン酸化が TRPV1 の脱感作後のカプサイシンに対する応答の回復に関

与していることを明らかにした．また，PKC による TRPV1 のスレオニン残基の
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T704のリン酸化は熱刺激に対する応答の増大に関与することが示されている 127．

しかし一方で，T704 は，PKC 依存的なカプサイシンに対する TRPV1 の応答の

増大には関与していないことが報告されている 127,128．以上より，本研究におい

ても，インスリンが PKC を介するシグナル伝達カスケードの活性化による

TRPV1 のリン酸化を引き起こした可能性が考えられた． 

 2 つ目の機序について（図 11），TRPV1 の膜移動とは，細胞内（細胞質）に存

在する TRPV1 が細胞表面へ移動することで機能することである．PI3K と PKC

を介した TRPV1 のチロシン残基のリン酸化は TRPV1 の膜移動に関与すること

が報告されている 129,130．Zhang ら 129 は，TRPV1 におけるチロシン残基の Y200

がリン酸化されることで TRPV1の膜移動が誘発されることを報告した．さらに，

Van Buren ら 130 は，培養 DRG 細胞において，15 分間のインスリン暴露により

TRPV1 の細胞膜上の発現量が増大していることを，免疫組織化学的手法を用い

て明らかにした 130．これまでに我々が実施した筋細径求心神経を対象とした検

討では 90，カプサイシンに対して応答を示さなかったⅣ群線維が，インスリン投

与によりカプサイシンに対して応答を示すことが観察された（15 標本の内 8 標

本［53.3%］）．そのため，推測の域を出ないが，Ⅳ群線維のインスリンによるカ
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プサイシン感受性の獲得の機序の一部は，インスリンによる TRPV1 の膜移動に

よって説明できる可能性がある． 
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図 11．インスリンによる transient receptor potential vanilloid 1（TRPV1）の感作

の機序の考察 

 堀 90 を参考に作成した．インスリンがインスリン受容体に結合し，インスリ

ン受容体基質（insulin receptor substrate, IRS）がリン酸化され，IRS がホスファチ

ジルイノシトール 3-キナーゼ（phosphatidylinositol-3 kinase , PI3K）に結合し，

PI3K を活性化させる．PI3K はホスファチジルイノシトール 2 リン酸

（phosphatidylinositol phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate, PIP2）からホスファチ

ジルイノシトール 3 リン酸（phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate , PIP3）への変

換を促進する．PIP3 はホスホイノシチド依存性プロテインキナーゼ 1

（phosphoinositide-dependent protein kinase-1, PDK1）依存的または非依存的にプ
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ロテインキナーゼ C（protein kinase C, PKC）をリン酸化し，PKC を活性化させ

る．PKC は TRPV1 のセリン残基（S502，S800）をリン酸化することで，TRPV1

を感作させる．また，PKC により TRPV1 のチロシン残基（Y200）がリン酸化さ

れることで，膜移動が促進される． 
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 TRPV1 の発現量の増加について Lilja ら 131は，TRPV1 の核酸を持続的に導入

（安定トランスフェクション）したヒト神経芽細胞腫細胞株 SH-SY5Y をインス

リンに 72 時間暴露することで，TRPV1 の発現が約 2 倍増加することを報告し

た．加えて，インスリン暴露による TRPV1 の発現の増大は時間依存的であり，

インスリン暴露 8 時間後では，TRPV1 発現量の増大は観察されなかったことも

報告している 131．本研究のインスリンによるカプサイシンに対する応答増大は，

20 分以内のであり，Lilja ら 131 が報告した TRPV1 の発現量の増大がみられた経

過時間と比べて短時間であるため，上記のインスリンの効果が働いたとは考え

にくい． 

 TRPV1 感作について考えられる 4 つ目の機序は，TRPV1 と細胞骨格である微

小管との結合である．微小管とは，チューブリン呼ばれるタンパク質からなる管

状の細胞骨格であり，実際に，TRPV1 と結合することが確認されている 132,133．

一方で，インスリンは微小管の形成・安定化の促進に関与する 134,135．微小管の

安定化とは微小管を形成するチューブリンの脱重合（チューブリンどうしの結

合が離れること）を抑制することである．微小管が TRPV1 のカルボキシ末端に

結合することで，TRPV1 の感作を起こす機序がこれまでに提案されている
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117,132,136．また，この微小管による TRPV1 の感作は，細胞への機械刺激が生じた

際に起こることが示唆されている 117,136．これまでに，筋細径求心神経および培

養した小型 DRG 細胞において，インスリンにより筋細径求心神経受容野近傍お

よび小型DRG細胞表面への外からの圧力による直接的な機械刺激に対する応答

が増強し，さらに，インスリン受容体拮抗薬によりその感作が抑制されることが

示されている 108．そのため，インスリンが微小管を介して TRPV1 を感作する可

能性が考えられる．しかし，本研究では，カプサイシン刺激中に意図的な機械刺

激を与えていないため，本研究においては微小管による TRPV1 の感作が起こっ

たとは考えにくい． 

 以上より，本研究における，培養小型 DRG 細胞および動物個体におけるイン

スリンによるカプサイシンに対する応答の増大の機序として，リン酸化による

TRPV1 の活性化と，TRPV1 の膜移動が関与している可能性が考えられた． 

 

４－２．本研究の生命医科学分野における意義 

  身体運動は様々な健康的利益をもたらすが，それは 2 型糖尿病患者に対して

も同様であり，2 型糖尿病の症状改善のためにも運動の実施が強く推奨されてい

る 137–139．例えば，運動療法による血糖値改善の効果は，食事療法，薬物療法，
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インスリン療法と同程度であることがメタ解析にて報告されている 140．有酸素

運動は，2 型糖尿病に対して基本的な運動療法として用いられるが，近年，米国

スポーツ医学会は，定期的な有酸素運動の実施により 2 型糖尿病成人患者の血

糖値が改善されると公表している 139．さらに同学会は，2 型糖尿病成人患者対

して，週に 3－7 回の頻度で，中強度（40－59%酸素摂取予備能）の有酸素運動

を 150－300 分/週以上または，高強度（60－89%酸素摂取予備能）の有酸素運動

を 75－150 分/週以上のどちらかを実施することを推奨している．また，有酸素

運動に加えて，レジスタンス運動を行うことも推奨している（週に 2－3 回の頻

度で，中強度［最大挙上重量の 50-69%］または高強度［最大挙上重量の 70-85%］

の負荷で，10－15 回挙上を 1－3 セット［各種目］）139．興味深いことに，有酸

素運動やレジスタンストレーニングを単体で行うよりも，これら運動様式を組

み合わせたほうが，血糖値やインスリン感受性，血中脂質の改善の効果が大きい

ことが示唆されている 140–143．また，有酸素運動とレジスタンストレーニングの

両方とも，低強度よりも高強度で行う方が，血糖値やインスリン感受性の改善に

効果的である可能性も示唆されている 144,145．一方で，2 型糖尿病による運動時

の循環応答の過剰亢進が，2 型糖尿病による心血管イベント発生のリスクの増大
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に関与している可能性がある 62．そのため，2 型糖尿病患者では高強度の有酸素

運動やレジスタンストレーニングは血圧の増大が大きいために実施に制限がか

かる可能性がある． 

 2 型糖尿病初期では，高インスリン血症を呈することがある 99．これまでに，

2型糖尿病患者において，筋代謝受容器反射が亢進することが報告されている 68．

TRPV1 は，筋代謝受容器反射の発生に関与するイオンチャネルであることが多

くの研究から示されている 34,45,77,87,88．本研究より，インスリンが筋代謝受容器

反射の求心路を担う小型DRG細胞のカプサイシンに対する反応を増大させるこ

とが明らかになった．さらに，カプサイシンに対する交感神経活動や血圧応答も

インスリンにより増大することが明らかになった．これらの結果は，インスリン

が TRPV1感作を介して筋代謝受容器反射を亢進させる可能性を示すものである．

事実，血漿インスリン濃度の増大が観察された 2 型糖尿病モデル動物では，カ

プサイシンに対する腎臓交感神経活動および血圧応答が増大することが報告さ

れている 77． 

 2 型糖尿病では，運動昇圧反射の代謝性成分である筋代謝受容器反射だけでな

く，機械性成分である筋機械受容器反射も増大することがヒト 71 および動物 76
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を対象とした研究より示唆されている．現在に至るまで，健常な状態において

TRPV1 は筋機械受容器反射には関与しないと考えられている 46,146．一方で，

TRPV1 は，生理的条件下で高張力刺激による細胞膜の変形という機械刺激に応

答を示すことが報告されている 147．また，筋機械受容器反射の求心路を担う小

型 DRG 細胞および筋細径求心神経の機械刺激に対する応答が，インスリンによ

って増大することが示されている 108．これまでに，健常な状態では，TRPV1 と

同様に ASIC1 のアイソフォームである ASIC1a も筋機械受容器反射には関与し

ないと考えられていたが 40，慢性心不全モデル動物においては筋機械受容器反

射の亢進に関与していることが示唆された 148．そのため，推測の域を出ないが，

2 型糖尿病における筋機械受容器反射の亢進に，インスリンによる TRPV1 の感

作が関与するかもしれない．今後，TRPV1 が 2 型糖尿病による筋機械受容器反

射の亢進に関与することを明らかにするために，2 型糖尿病モデル動物における

筋機械受容器反射の亢進が，TRPV1 阻害薬によって抑制されるのか否かを検討

する必要があるだろう． 

 以上より，本研究成果は 2 型糖尿病による運動時循環応答の過剰亢進の機序

の一部解明に寄与するものであると考えられる．現在，TRPV1 を標的とした創
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薬のための臨床薬理試験が行われている 149．そのため将来，TRPV1 に対する新

規阻害剤を用いて，2 型糖尿病における運動時の過剰な循環応答を抑えることが，

運動処方の強度や頻度の幅を広げることにつながるかもしれない．降圧剤は，安

静時の血圧を低下させるが，運動に対する血圧応答の過剰な亢進は抑制できな

いことが示されていることから 150，運動時循環応答亢進を抑制する創薬は社会

的意義が高いだろう． 

 糖尿病の治療法の 1 つであるインスリン投与によって，重度の神経障害性疼

痛を引き起こすことがあるが，これは，インスリン神経炎や糖尿病治療誘発性神

経障害と呼ばれる 151．いまだこの機序の全容は明らかとなっていないが 152，

TRPV1 が関与する可能性が挙げられている 117,153．従って，インスリンによって

TRPV1 が感作されることを示した本研究成果は，糖尿病治療誘発性神経障害の

機序解明にも寄与する可能性がある． 

 

４－３．本研究の限界と長所 

 本研究には方法論的限界がある．本研究は，先行研究 108,154を参考にして非生

理学的範囲の高濃度のインスリンを用いて検討した．したがって今後，生理学的

範囲の濃度のインスリンを用いた検討や，インスリンによる TRPV1 の感作が用
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量依存的であるかどうか検討する必要がある．また，本研究では，TRPV1 作動

薬として，外因性物質であるカプサイシンを用いた．そのため，今後，インスリ

ンによる TRPV1 の感作を介した血圧応答の増大に関して，酸や熱などの TRPV1

の内因性刺激を用いた検討が必要である． 

 本研究では上記で示した限界や制限があるものの，インスリンが TRPV1 を介

して運動時の循環応答に関与するというインスリンの新規生理作用を初めて提

案したという点で，意義のあるものと考えられた． 
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第５章．結語 

 インスリンは，培養小型DRG細胞のカプサイシンに対する応答を増大させる．

さらに，動物個体において，インスリンはカプサイシン動脈投与に対する交感神

経活動および血圧応答を増大させる．これらの結果は，インスリンが TRPV1 を

感作することで，筋代謝受容器反射を亢進させ，運動時の循環応答を亢進させる

ことを示唆する． 
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