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糖尿病白ネズミのインシュリン応答性について(第2報)本

片山(須)11)洋 f-・伊東ソヨ子“・中村愛子

Effect of Daily Administration of Insulin on Liver Enzyme Activities in 

Alloxan Diabetic Rats (part 2) 

YOHKO SUGA¥VA-KATAYAMA， SOYOKO ITOH Ai¥'D AIKO NAKA~I UHA 

はじめに

さきに若者らはアロキサン糖尿病内不ズミにイ ンシュ

リンを比較的長期間にわたり連続投り した場合の血糖値

および血中インシュリン濃度について報管したり。

飼料収取量はインンユリンを連続投与したものとイン

シュリンを全 〈投ワしないものとの1:日で廷がみられな

かったにもかかわらず.キ唐b民病白ネズミの体iJ1W1Jmがイ

ンンユ ')ンを連続投与したものの1)が有志に大きかった

のは.一つには生体内における純々の代謝系がインシュ

リン投与によって変動を受けて栄益索の干IJJtJが1，・:，められ

たたゲ〉で。あろ う。

IJネズミにJ立与されたインンュリン (;t，注射後 1-1.5 

時間ぐらいは血'1'インシュリン濃度を，:':j<保つように

影符する2山ことから，おそらく注射向後には解糖系の鍵

酵素!こ付しては促進的に.糖新生系の鍵静寂に対しては

jfll制的に作用するものと考えられる しかしインシュリ

ン注射 21時間後にも同織の代謝変動がみられるのか.あ

るいはまた生体内できらに抱雑な調節カ汗?なわれているの

かどうかについてはあまりわかっていない。

Novelloらけはアロキ→ナンI岩)J!(I丙IJネズミにイ ンシュ

りンを 3LI 1m投うすると肝臓の hexokinase. glucokl口+

aseおよびへントース燐椴同路の諸両手素は活性のI-.l-Iが

みられるが.71:JImインシュリンを投j止しつづけると.

それらの僻ぷ活性，j:J.jMl¥の怖にまで低下すると字社告して

いる。

本研究ではアロキサン糖iJJ('lIljl'，ネ ズミにインシュリン

を比較的長期間lにわたり投与しつづけた場合の月FMぷ活

性の変動を経時的に観察した。すなわちインシュリン投

与を実験吋 11の前々[jで'1'Ji:し.その後2011刊aの絶食状
態においた内ネズミ についてイ ンシュ リンそのものの作

用や熊取点後にみられる彩寺中を除外した条{牛 r'-て1 肝臓

のhexokinase (HKJ， glucose-6-phosphate dehydrogen-

本 栄養と食給 26， 185 (1973)を¥，iil報とする。

日旧姓 :前川.大阪女子短期大学

ase (G6PDI-I)， serine dehydratase (SDI-I). glucose-6 

phosphatase (G6Pase)活性を測定したn

実験方法

1 )供試動物および飼料組成

7 J，盟令のSprague-Dawley系の雄l"ネズミを 1pr;ずつ

ケージに入れ、悶宅飼料 (fI本クレアKK.C E-2) 

で 子備飼育したのち.表一1に示す実験群に分けた。 F

i市l飼it後司向ネズミを20時Iglの給食状態におさ.アロキ

サン (15mg1l00g 体重)を腹1I宇内に注射してアロキサン

楠尿病にした。その i週間後から体重100g当た リI国際

Ijlf立のイ ンシュリン(ブロタミン<jpj;;'イスジリン mシミ

ズwdf水製薬製)を1. 3. 5 週間毎日腹1J"~It.1に注射し

た インシュリンを注射しない付!K¥併にはインンユリン

と等谷祉の生理的食温水を注射した。実験期間中は

表一 2 1こ示す食餌を n 由にH~~x させ， j手LI定H寺にf本'f-.:

および飼料の1!f!f)(誌を測定した。 飼育宅内をt品j支23'(:t 

表- 1 Expcl'imcl'imental design 

Ra t s Group 
1 n 5 u ) i n 

De何rmln田
administrati四1

week 

A 。 7 

B l + 7 

AJ Joxan 7 

Diabetes 
+ 7 C 3 

7 

D 5 
4 6 

7 

N 0 r ma J E 5 7 

}
 -

(
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表-2 Composition of diet (%) 

Casein 20.0 

Cornoil 5.0 

Salt-r.1ixture 5.0 

Ch 01 i n e-C 1 0.2 

V i t a m i n -m  i x t u r e 0 • 5 

Corn starch 65.3 

Cellulose 4.0 

Vitamin A and 0 15 drops/I∞Og in diet 

1， 湿度60%に保ち.照明I;J:午前8時から'j=後8時まで

としTこ。

2 )肝臓および腎臓の採取

インシュリン投与最終日の翌日.午後2時に飼料をと

りのぞき.臼ネズミを20時間の絶食状態においたのちペ

ントパルピタールで麻酔してI銅版し腹部大動脈より係

血後， 肝臓，腎臓をすばやくとり出して精汗した。

3 )醇繁j夜の分離と肝醇索活性の測定

f'1、量した肝臓を0.1Mトリス緩衝液(pH80)を用いて

20%ホモジェネートを作製し.このホモジェネート液を

3.000r.p.m で5分間遠心分離した。その上it'fを6.600X

Eで20分間遠心分離し長{にそのJ-.治を105.000Xgで60

分間i卓心分離したのこ うして得られた上清を Sephadex

G-25のカラムを過した後.hexokinase (HK). glucose-6-

phosphate d巴hydrogenase (G6POH).およびsenne

dehydratase (SOH)活性測定の酵ぷilfr(とした。一方.105.

OOOx gで沈殿したいわゆるミクロソーム幽分は0.1Mト

リス緩衝液で2回洗浄し glucose.6.phosphatase(G6P-

ase)活性測定のtn.，ti原とした。これら諸解案の活性I;J:次
の方法で測定した。

HK:基質(glucose)に ATPおよび鮮京液を加え.生

成したglucose-6・phosphateにNADPおよびG6POH( 

0 . 2mg/m~) を添加し 1分間に生成したNADPH量を波

長340nmにおける吸光値の塙加て'i"IJ定した。

G6PDH: ).正't'i(glucose.6.phosphate)に膨語;液および

NADPを加え.生成された NADPH量を波長340nmに

おけるl吸光値の増加で測定した。

SOH:基質(serine)に郡ぷ液を加え.生成されたピル

ビン酸の訟を波長515nmで比色定詰したの

いずれの僻ぷについても比活性は両手索液のたんぱく質

1 mgが1分間に生成した NADPHまたはピルビン般のn

molesで表わした。

G6Pase:基質(glucose-6-phosphate)に両手点源を加え

食 物 山字

生成された無機燐を Fiske-Suffarow法臼によって波長

750 nmで比色定詰した。なお本酵素の比活性は醇議液の

たんぱく 't'i1 mgが 1分間に生成した無機燐のμgでョ長わ

した。

実験結果および考察

1 )体重の増加

rI可報】}において.インシュリンの連続投与がアロキサ

ン糖尿病白ネズミの体重明加に対して明らかに好い効果

をもたらすことを報告したが，今|叫の笑験でもインシュ

リンの連続投与 1j昼間の場合.臼ネズミの体重増加はイ

ンシュリン群80g/day.対照群4.3g;dayであったのイ

ンシュリン連続投与3週間後ではインシュリン群52 g / 

day，対照群36g/dayであった。インシュリン連続投与

5週間の場合にはインシュリン群4.4gjday，対照群2.4

g /dayのようにいずれの投与期間でもインシュ リンの

効果が顕若ーにあらわれた。

2 )肝臓および腎臓の重量

肝臓および腎臓の重量におよぼすインシュリン投与の

影響をしらべたところ，いずれもインシュリン般与のも

のの方が肝臓.千T臓ともに大きい傾向にあったが.しか

しインシュリンを投与しない対照群との問に有意差は認

められなかった。これを体量100g当たりの偵でくらべて

みると一般に体重が小さいものほど大きし体重が大き

いものほど小さくなっていた(表-3)。

:3 )インシュリ ン連続投与がアロキサン糖尿病自ネズ

ミの肝騨索活性におよlます影響

各群における肝両手索活性の変動を表-4に示した。

HK・正常白ネズミの値 (9.48:l:: l. 44 uni ts I mg pro-

tein)に対して.アロキサン糖尿病白ネズミはほとんど

の群で約1/2に活性が低下した。本酵素の活性はインシュ

リンを1. 3. 5週間と述続投与しても何ら回復するこ

となし本実験の条件下においてはインンユリン投与の

影響はみられなかった。

G6POH アロキサンの注射 1週間後 (A)はー正常若手

(E)に比べて活性が約1121こ低下した。さらに i週間後

(B)では活性はむしろ上昇したが.この場合インシュ

リン投与の影響は訟められなかった。一方.3週間(C).

および5週間 (0)後には本醇索の活性はB群に比べ低

ドした。インシュ リンの連続投与による景主将が観察され

たのはD群のみであったが.やはり正常群 (E)の活性

よりも低い他であったのアロキサンの注射によって減少

した本酔ぷの活性が.インシュリンの投与によって回復

するとの報台6川 8)は多いが.それらはほとんど短期閣の

インシュリン投与によるものである。しかし害者らの実

( 2 ) 
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験条件においては.インシュリンの述続投与によリ内閣

性のインンユリン分i必がむしろ抑制されたためであろう

か， 1. 3週間のインンユリン投与では付照群との間に

差がみられなかった， さらにインンュリン殺与を続けた

場合(5i!'i附)にはkJ!!<<群と くらべて街「芯.にρiくなり.

本両手，t1;J:イ ンンユリン投与}切Ill!によ ってさ まざまな活性

変動を心した。

SDH:硲尿病のように糖新生系が応i1tしている状態

においては.本両手-ki活性がJ-.1/，することはよく知られて

いる引l山 r.r，'らの実験においてもアロキサン棟以術1'1
ネスミ肝の SDH活性は正常;(1ネズミの11(1にくらべて1.J-

，rr:Iこ正小、活性を示した。いずれの群においてもインシュ

リンの述絞殺与によって対照よりも低い傾向を，示したの

は符徴的であり，そのなかでも B群およびC群ではイン

シュリン投与によリイ1・:U:に (P<O02， P<0.05)活性

が低ドした

アロキサン機以病においては， senneヵ、盛んに動uさ
れ SDH活性LJ:上川するとされている 今川の実験めよ

うにインシュリンの技与を実験ち Hのliij々 fjで中 11し

その後20時IllJの絶食:fJ;.態というインンユリンそのむのの

~YfWはもはや考えられない 11;1...... においても. ィー向子ふ活性

はi氏|、していた これは同時にポIJ定した他のMふと Ij.

Rなった応答であョた。

G6Pase:アロキサンの休射によ って G6Pase治性は

r.:しく 1-，舛し.イン J ユリンを連続投与しても.しなく

ても活性はほとんど影符されていなかった ここでtt目

されることはアロキサンの注射後. 11童文が絞っにした

がって徐々に正常1'1不スミの11(1に近つ'いてL、〈傾向すら

みられたことであった。

表-3 Weight of Liver and Kidney 

Ra t s 

Alloxan 

Diabetes 

No rma 1 

Ra l s 

Alloxn 

D i abe t es 

Norma t 

Group 
1 n s u I i n 

Fmal weighl liJ 
liver weight Kidney weight 

abministration ほJ め〆b吋yweighl 1∞F ¥g) j'/body welghtl∞F 
A 。 ー 146 土 9.2a 5.35土 O.47. 3.46士 0.22" 1.89士0.24. 1.36土 O.19. 

+ 230土 16.8b 7.32土 0.54. 3.16土 0.07• 1. 86土 0.11• 。.81土 0.20• B 1 
ー 178 土 14.3c 5.90土 0.42. 3. 37土 0.25• 1.82土 0.12• 1. 07士 0.15a 

4 250 土 27.1 b 9.18土 0.27• 3.90士 o.42 a 2.52土 O.11 b 1.10士 0.31a 
C 3 

220 土 34.5b 7. 41土 0.90. 3.49土 0.17. 2.18土 O.1 ~ b 1.05土 0.16• 

+ 310土 23.8d 9.07土 0.64• 3.10土 0.42• 2.55士 0.11b 0.90土 0.16"
D 5 

261土 43.9b 2.60土 0.13b 8.41土 0.87. 3.73土 0.32• 1. 1 3士 0.18.

E 5 ー 4301. 21.40 11.60士 1.21b 2.67土 0.15b 2.64土 0.22b 0.61士 0.02b 

The va Jues are mean土 SEM. Means not folJowed by the same 

superscript letter are slgnlIlcantly ddfel'"ent， p(O.05 

表-4 Effect of insulin administralion 

I n S u I i n GI ucoso-6・phosphatc- G Lucose-6・phoSph.-
Group Hexokinase Serine dehydratase 

admistrat 100 hyd rogenase tase 

week 
3. .19士 1.60 a 11 2士 3.5a 100.1士 416a | 16.6土 1.1a A 。

+ 3.24土 0.90a 46.2土 3.4 b 65.6土 13.7" 17.1土 1.0a 
B l 

3.46士 0.81• 43.3士 10.2b 171.5土 22.4b 16，6土 1.6.

+ 2.96土 0.44. 18.8士 3.5c 11.1.1士 33.0a 12.1土 1.1b 
C 3 

172.1土 31.8b 8.6土 0.6b ー 5.06士 1.36a 27.0土 4.8 c 

+ 2.98土 0.82• 26.6土 4.4c 77. 1士 22.8. 7.3士O.i b 
D 5 

1.66土 1.26a 14.0土 2.0a 101.7士 45，1 a 8.0士0.8b

E 5 6.48土 1.44b 36.2士 5.7b .18.3土 19.7c 6.9土 0.5b 

The values are mean士 SEM. Each enzyme Is expressed 川叩ectflcactiv川 y(un川命令11rv'mg p!'oleln). 

Means not followed by the same superscript letter are slgnlficantly different， p 0.05. 

以上の結果から. インシュ 1)/のi車紋校ワ・によって彩

将を受けた肝臓:やめ時ぷはG6PDH( 5i盟IifH立与のみ)と

SDH だけであった I-lKおよびG6Pase'j.アロキサンの

( 3 ) 

注射後にj)(;ド 「あるいはt-.}/.)した活性が.イ ンJ ユリ

ンをi生絞殺'JAしt:.f品fTにもしない場合にも.週が特つに

つれて 11 1.\'1 '1 ネ ズミの 11(' に)}~るという傾lí.j 1J'みられた。
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インシュリンの投与を実験有 ~I のjjíj々日に中止しさら

に糖版病白ネズミを20時HlJの絶食状態においた本実験の

条件Fでは.時間が経つにしたがって次から次へと代訓

調節の上でレある新しい段階に達していくのであろうと樵

咲きれる。

要 約

アロキサン糎尿病白ネズミにトウモロコシi殿粉を糖質

i原として.インシュリンを1.3. 5週間と連続役ワaし.

体重J曽加.肝臓および腎臓のill1l:.s干酵素(hexokinase， 

glucose-6 -phosphate dehydrogenase. seri ne dehydrat-

ase. glucose-6 -phoephatase)活性について経時的に観

察した。

1 )アロキサン糖尿病内ネズミの体重培加はインシュ

リン投与群が対照に比較して大きかった。

2 )肝臓および腎臓の選訟もインシュリンを役与した

もののん!が対照に比較して大きい傾向を示した。

3 )インシュリンのj1¥絞投与に対して肝両手索活性の応

答がみられたのはG6PDHとSDHであった。

1i11 ".'!y. 
子L

文 献

1 )片山(須}II)洋チ，前川ソヨ子:栄養と食純 26， 

185 (1973) 

2) Samaan， N_ A and Craig， J_ W _ : Metabolism 18， 

460 (1969) 

3) EI-Khodary， A z_， Ball， M_ F_， Oweiss， L M_ and 

Canary， J_ J_ : Metabolism 21， 641 (1972) 

4) Novello， F_， Gumaa， J_ A and McLean， P_: Bi∞hem 
J_ 111， 713 (1969) 

5) Fiske， C. H_ and Subbarow， P_: J_ Bio1. Chem_ 66， 

375 (1935) 

6) Freedland， R. A， Cunliffe， T_ L and Zinkl， J_ G_ 

: J_ Bio1. Chem_， 241 ，5448 (1966) 

7) Soling， H_ D_， Kaplan， J_， Erbsloeozer， M. and 

Pitot， H_ C_ : Adv_ El1z_ Regulation 7， 171， (1969) 

8) Rudack， D_， Chisholm， E_ M_ and Holten， D_ : J_ 

Bio1. Chem_， 246 ，1249 (1971) 

9)中川八郎，木村博司，三浦捷一，内sj純子，佐久間

真樹，須田正己，林伸一，田中武彦・医化学シン

ポジウム 6， 45 (1966) 

10) Rowsell， E_ V_， Al-Tai， A H_ and Carnie， J_ A 

Biochem_ J_，134，349 (1973) 

Summary 

The effect of daily administration of insulin on changes in liver enzyme (hcxokinase， glu~ose・6-phosphate dehydro 

genase， serine dehydratase and glucose-6-phosphatase) activities were observed_ 

Only glucose-6-phosphate dehydrogenase or serine dehydratase activities changed in response to daily insulin ad-

町1Ill1stration_

The liver and kidney of alloxan diabetic rats admilllstered insulin were heavler than'those of rats not given insulin 

( 4 ) 
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