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飢餓状態および糖尿病ラットにおける肝GSHの代謝回転
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緒　　　　　言

糖尿病では，糖代謝のみならず，蛋白質，脂質，電解質および水の代謝にまで異常を来たす事

は良く知られている。殊に窒素平衡は負に傾き，体蛋白質の分解と合成のバランスが，正常から

大きく逸脱する。そして，組織の消耗，続いて窒素排出の増大，血中アミノ酸濃度の上昇と云う

経過をたどる1）・2）。この窒素の排出を，インスリンが抑制する事は，1920年代から知られている

が，蛋白の合成・分解系のどの点に作用するのかと云うメカニズムの全容は，現在もまだ明らか

にされていない。

哺乳動物肝の蛋白代謝については，StreptOZOtOCin糖尿ラットを用いたE．C．ALBERTSE，P．J．

GARLICらの蛋白合成・分解に関する研究がある3‾6）。肝の蛋白合成は，StreptOZOtOCin投与によ

る糖尿病発症1日で，対照群の75％前後に，4日後には，65％に低下する・組織構成蛋白よりも，

分泌蛋白であるアルブミンの合成低下が著しく，一方肝蛋白の分解は，発症1日で110％と，正常

時より促進されるが，4日後には，65％迄低下する事が明らかにされている。著者らは，肝に特

に高濃度（ラットで7～8mM）に存在するglutathione7）（以下GSHと略記）の生理的役割を

知る目的で研究を行ない，肝の蛋白合成の消長とGSHの合成分解とが，CySteineの供給を通じ

て，直接関係している事を示す証拠を得8），肝GSHの主要な役割がcysteineの一時的な貯蔵に

あると云う説をたてるに至った9）。ラット肝GSH　には，代謝回転速度の異なる二つのpoolが

あり，摂食行動を反映して，大きく速やかに増減する比較的labileなpoolが，CySteineの貯蔵

型として機能している事も明らかにしている10）。糖尿病発症により蛋白代謝に大きな乱れが生ず

るならば，肝GSH　にも，その影響がおよぶ事が予想され，このような条件で，GSHの代謝を

しらべる事により，CySteineの貯蔵型としての役割が，より一層明確になることが，期待される。

本報では，（1）streptozotocin投与により誘導した糖尿病ラット，また（2）比較のため絶食（～96時

間）したラットを用い，肝GSH　レベルの変化，代謝回転について検討した。
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材料および方法

1.動物および飼育条件

呑龍系雄ラットを用いた。 25・C空調下, 12時間明暗サイクルで飼育した。水と餌は,条件を

負荷した場合を除き自由に与えた。実験前の動物は,市販固型飼料(オリエンタル酵母株式会社

製MF)にて飼育した。実験標準食は,既報の通り調製した9)。

糖尿病は, streptozotocinを0.1 M citrate butter (pH4.1)に溶解したものを, 65mg/kg体重

の割合で,項静脈より注射して発症させた。対照ラットには,同一経路により,等容の生理的食

塩水を投与した。

2. 25%肝ホモジェネ-トの調製

肝(中葉) 1gに　0.15M KC1 3mlを加え　motor driven Potter type Teflon-glass homo-

genizerにより磨砕(10 up and down strokes)し, 25%肝ホモジェネートを得た。

3.肝酸可溶性画分の調製

肝(左葉) 1gに0.5N過塩素酸を4ml加え,上記と同様の方法で磨砕し,10,000×　10分

遠沈した上軽をcysteine, glutathioneの定量に用いた・

4.定皇法

(a) cysteine;　3.の可溶性画分について, GaitondelO'法により測定したﾟ

(b)還元型glutathione ;　3.の酸可溶性画分についてSaville法11'により求めた非蛋白

性SH総量から　cysteine量を差引いた値を,GSH量とした　TIETZE法12'により得た

値とよく一致していた。

(C)蛋白質　2.のホモジュネ-トを用いて,牛血清アルブミンを標準とし, LOwRY　法13)

により測定した。

(d)血糖　　ヘパリン処理した容器に採取した血液を遠心分離してえた血衆について,市販

キット, Glucomesser (東京臓器化学株式会社製)を用いgloucose oxidase法により定量

した0

5.放射活性の測定

Mooz　とMisterの方法14)に準じ,緩衡液のpHを4.1にして3.8mAにて, 2時間30分,

折紙電気泳動を行い,肝酸抽出液の　GSH　と　cysteine　を分離した。両物質の炉紙上の位置は

ninhydrinで発色確認後,炉紙片をはさみで切り分けた。夫々の炉紙片を, scintillator溶液(8g

の2, 5-diphenyloxazole, 0. 1 gの1. 4 bis匪(5-phenyloxazolyl)] benzene/1 liter toluene)に浸潰

して放射活性をTri-Carb*Scintillation spectrometer, Model 3320 (Packard社製)にて測定した。

6.試　　　薬

L-[35S]-Cysteine hydrochloride (40-122 mCi/m mol) Radiochemical Centre, Amersham,

U. K.のものを,日本アイソトープ協会を通じて購入した。

Streptozotocinは　Sigma Chemical社(St. LOuis Missouri)製を用いた。

その他の試薬は市販特級品を用いた。
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結果　と　考察

○飢餓状態における肝GSHの動向

動物を絶食させると，ホメオスタシス維持のために，ACTH，副腎ホルモン，グルカゴン等の

ホルモンが，協調的に作動して，飢餓型の代謝への切り替えを行う15）。飢餓初期には，インスリ

ンの分泌が抑制され，血中濃度が低下するため，筋肉からのアミノ酸放出が増加する16‾18）。これ

はアミノ酸とり込み能と蛋白合成能が，いずれもインスリンに依存するためである19‾21）。飢餓時

の血糖の補給は，糖新生によるが，その糖新生の速度は，血液中の素材の濃度にはゞ比例する22）。

従って主要素材アミノ酸の筋肉からの放出速度に依存する23）。筋肉からのアミノ酸放出は，飢餓

の最初の数日間が最高で，その後，飢餓が長期化するにつれて低下し，それに伴って，糖新生も

減少する・これは体蛋白質の消耗を，脂肪の動員により，出来るだけ節約する方向へ代謝が変る

事を示している。飢餓では，蛋白合成は著明に減少する24）・こうしたホメオスタシス維持の方向

への代謝の切り番に際して肝GSHは，どの様な対応を示すであろうか。成熟前の若いラットを

96時間にわたって，絶食させた時，摂食後正常ラット肝で，7～8FLmOl／g肝含まれていたGSH

が，絶食24時間で4！㌦nOl／g前後に迄急減したが，その後は，飢餓状態の持続にもかゝわらず，

4FLmOl／g前後の値が保たれていた事を観察している8）。絶食により体外からのCySteineの供給

を断っても，おそらくは，生命維持に必要と考えられる肝GSH　レベルを保つだけのCySteine

が，体内でまかなわれた事になる。数日の絶食の後，時に急激に体重が減少した例がみられた。

このような動物では，肝GSH　にもまた顕著な減少がみられた。

図1，表1では，飢餓の経過を追って，肝のGSH，蛋白質とともにさらにCySteineのレベル

を測定し，三者間の関係を明らかにする事を試みた・肝GSHは，絶食24時間で，正常時の＋量

に急減しているが，さらに48時間，96時間と絶食を続けても，これ以下に減少することなく，48

時間で増加に転じ，72，96時間と漸増の傾向にある。CySteine量も動きの巾は小さいが，相似た

動きを示し，初期の低下の後，プラトーを示す。一方，体重，肝重量は，絶食時間の延長に伴い

減少しているので，肝内濃度としては，GSH，CySteine共に，かなり高くなっている。総蛋白量

はこの間減少を示したが，濃度としては，やゝ増加していた・絶食初期のGSH，CySteineの減少

は，この間のCySteineの消費（肝内外）を示していると考えられる。しかし絶食の延長により，

体蛋白が分解に傾いた時期には，（1）蛋白合成に使われるアミノ酸の割合が減少し，CySteineの余

剰，次いで肝GSHの増加となって現われたものと思われ，（2）GSHの分解により生じたcysteine

が再び肝GSHの合成に再利用される率も高まっているものと推測される・（3）この実験の中期で

表1　屠殺時の体重，肝重量および肝総蛋白量

絶 食 日 数

（日）

体　　　 重

（g）

l 肝 重 量

（g）

肝 総 蛋 白量

（m g ）

0 1 7 2士　 9＊ 8．0 士 1．O l 16 1 2 士 1 2 3

1 15 9士　 3 5．1 士 0．2 1 21 8 士　 3 1

2 1 38 ±　 6 l4．4 士0．2　 】 10 4 3 士 1 2 6

′ヽJ 13 1± 1 1 4．6 士0．5 I 1 1 0 3 土 1 4 8

4 】 1 18 士 8 3．7 士 0．9 9 9 6 士 1 0 0

＊　S ．D ．
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図－1絶食条件下における肝GSH，Cysteine量の経時的変化

は，肝で蛋白－CySteine－GSH間に平衡状態が成立しているように見える。

○急性糖尿期の肝GSHの動向

体蛋白質の分解と肝GSH増加との関係を，さらに明確にするために，糖新生のための体蛋白

の分解が一層強く要請され，しかも蛋白合成が抑制されている条件として，絶食動物に，急性糖

表2　streptozotocin投与による糖尿病発症時の体重，肝重量，肝総蛋白量

l
li 匹数

】

絶食
時間

1 体　 重 （g）
肝 重 量
（g ）

肝総蛋白量
（g）実　　 験

開 始 時
屠 殺 時

I colltrO l 群 7
l
≧　24 228 士　 7＊ 197 士7 5．7 士0．5 1．32 士0 ．13

Ⅲ 鎧等 食塩水
4
l
l 48 － 233 士 12 1 188 士8 5．3 士0．5 1．23 士0 ．07

Ⅲ ㌫ 鐙 ZOtO Cin i 6
48
l
239 士　 8 187 ±9 6．4 士0．3 1．36 士0．09

＊ S ．D ．
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図－5　動物処理のtime schedulC

尿病を発症させ，肝GSHの動きを調べた。

正常ラットを，24時間絶食後，夕方6時に1匹当り15gの市販飼料を与えた。翌朝9時に35S－

cysteineを腹腔内投与して，肝のGSHを標識し，24時間絶食後，動物を3群に分けた。第1群

は，対照群として，この時点で屠殺し，第2群には，生理的食塩水を，第3群には，StrePtOZOtOCin

を体重1kg当り65mg静脈内投与し，両群共さらに24時間絶食を続けた後屠殺した。

対照群に比べて，生理的食塩水投与群では，有意のGSH増加がみられたが，StrePtOZOtOCin投

与の急性糖尿病群では，一層著しい肝GSHの増加が認められた。GSHに比べ呈的には大きく

ないが，CySteineもまた両群で増加の傾向がみられ，CySteineの供給増加または利用低下が示

唆される。35Sの標識により肝GSHの動きをみると，標識後24時間の絶食により，GSHのlabile

な部分は消失するので，COntrOl群の値は，見かけ上代謝的に比較的安定な部分を示している訳で

あるが，引続く24時間の絶食の問に，10数％の放射活性の減少が起きている。しかしstreptozo－

表3　急性糖尿期の肝GSHの増加

Il匹数
絶食

l時間

I抵 ′鮎 笠）

I

肝総 C ystein e 量
（〃m Oles） 】

－　　　　　　　　 ＿＿1

「孟孟 孟 ‾‾

（〝m Oles）

肝 G S fI 中の 35S

l
Cp m X 1－－4

甘 ‾活H‾‾畦

Cp m レI－101es

I con trol 群
［
l 7

1

［ 24

［
120士15 0．83士0．10

l
22．5士5．3a 27．9士5．5

1
1．22

Ⅲ　生食投与群 4
l
j　4 8
l
l

≧　　 88土　9
［

－ 0・95士0・11 1 28．4±3．8b 1 23・0士2・6

1

0．81

m stz 投与群 1！ 6
t 4 8

Ll

339士34
】

－ 1・12士0・19 ［ 39．8士2．9C 27．7士0．34 0．69

b o r c V s a I〕＜0．001
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tocin投与の糖尿群では，放射活性は，COntrOl群の値に等しい。一方GSH量は，生理的食塩水

投与群，StreptOZOtOCin投与群ともに増加しているので，35Sの比活性が低下している。この時両

群の動物は，摂食していないので，比活性の低下は，内在性cysteineによって，GSHが合成さ

れ稀釈されたものと考えられる。StreptOZOtOCin投与群では，GSH中の35Sの留保が顕著であっ

たが，これは，（1）stablepoolより安定になっているのか，（2）または分解されたGSH由来cys－

teineの再利用によるGSH合成が著しいこと，によると考えられる。従って正常動物で食餌由

来のCySteineが一時的に肝GSH　として捕捉されるのみでなく，絶食延長，急性糖尿期のよう

に，決してCySteineが動物にとって余っているわけではないが，急激に内在性のSOurCeから動

員され，蛋白合成にはしかし順調に利用されない場合においても，肝GSHは，肝内cysteineレ

ベルの調節を兼ねたcysteineの一時的な貯蔵型として機能している事が確かめられた。CySteine

の一時的な貯蔵型として機能しているのは，正常動物肝GSHの二つのpoolのうち，代謝回転

の早いlabileなpoolであり，摂食後2時間ないし10数時間にわたって，肝GSHレベルを押し

上げているが，その後摂食の中断によって，材料としてのCySteineが不足するにつれて，肝GSH

は分解され，蛋白合成にまわされる9）。絶食延長時や，糖尿病では，正常動物摂食条件下とは異

なって，蛋白合成はかなり抑制されている。このような条件下で，labileな肝GSHの代謝回転

速度には．どのような変化が起きているかを次に検討した。

○肝GSHのturnover rate

絶食動物，糖尿動物の肝GSH turnoverrateを測定するため，次に示すscheduleにより，絶

食動物，および，StreptOZOtOCin　投与後，7日間，adlibitum　に摂食させた動物について，肝

GSHを測定した。実験が長時間にわたるため，本実験のStrePtOZOtOCin投与群は，薬剤投与直

後の不安定な時期をさけた。（図－2，3，4）゜

絶食群，糖尿群ともに，ラットを9時から18時まで，通常睡眠中で，あまり摂食していないと

考えられる時間絶食し，18時に，CySteine　とtryptophan　を夫々　gelatine　の1％添加した18％

gelatine食を10g30F↓Ciのし35S－CySteineで標識し，3％寒天溶液10mlでゼリー状に固め

た食餌を与えた。また糖尿群は標識食投与後24時間毎に，標識していない市販飼料15gづつを

与えている。

図－6　代謝回転測定の動物処置のtime schedule



35成瀬：飢餓状態および糖尿病ラットにおける肝GSHの代謝回転

図－2　糖尿ラット肝GSHのturnover rateの測定

図－3　正常ラット肝GSHのturnover rateの測定
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図－4　飢餓ラット肝GSHのturnover rateの測定

両群共，35S標識食を与え，摂食開始時より15．5時間後の再給餌による肝GSH上昇が，ピ，

クをやゝ越えたと考えられる時間を，代謝回転測定の出発点として，以後経時的に動物を屠殺し

て，肝GSHの放射活性の推移を調べ正常動物と比較した9）。肝GSHが示す35Sの比放射能を，

対数目盛にplot L，その経時的変化を追跡した。糖尿動物では二本の直線を得た。turnOVerrate

の比較的早い部分と遅い部分の2つのpoolが，糖尿動物でも存在する事を示している。これか

ら見かけの半減期を求めると，早い方のTl／2は11時間，遅い方のTl／2は37時間となった。

二つのpoolのいずれも，正常動物それぞれ，1．7時間，お．5時間に比べて遅くなっている。特

にlabileなpoolの遅れが著しいが，これは蛋白合成が抑制されている事が大きく影響している

ものと考えられる。これが，GSH　の肝からの放出遅延によるものか，分解速度の低下によるも

のか，またGSH合成のためのCySteine再利用が促進されていることによるものか，この実験

からは断定出来ない。また絶食延長の場合は，体外からの栄養素補給がないので，ホメオスタシ

スの推持にとって，時々刻々と，より厳しい条件に変化して行く情況にあり，一定の代謝的定常

状態ではなく，そのため，肝GSHの代謝半減期も，時間経過と共に変化し，例えば絶食24時間

と96時間が，代謝的に同じ条件下と考えて求める事には無理があると思われるが，摂食動物に比

べて，見かけ上GSHのCys－35Sの代謝回転に遅延がみられるのは，図1にも示されているよう

に，体内からのCySteineの供給，その蛋白合成への利用低下に負う所が大きいと考えられる。

要　　　　　約

1．ラット肝GSH　には，CySteineの貯蔵型としての生理的役割がある事を示してきたが，これ
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を一層明らかにする目的で，96時間におよぶ絶食条件下に置いたラット，および，StreptOZOtOCin

を投与して，糖尿病を誘発したラットの肝GSHの量的変動と，代謝回転を測定した。

2．24時間の絶食で，十に急減した肝GSHは，さらに絶食を続けることにより，48時間では増

加に転じていた。肝cysteineの増加も同時に観察された。

3．24時間絶食した後，StrePtOZOtOCinを静注して，急性糖尿病を誘発させたラットでは，肝GSH

の顕著な増加が観察された。この現象は，体蛋白分解の促進と，蛋白合成の抑制と関連している

と考えられ，同時に肝内cystcine　レベルの上昇を防ぐ役割を果している事が伺われた。

4．糖尿病動物では，肝GSHの見かけの代謝回転が，遅延し，正常動物のlabile pooll・7時

間，Stablepool28．5時間に対し，それぞれ11時間，37時間と測定された。肝蛋白合成と密接に関

係しているlabileなpoolのみかけの代謝回転の遅れがことに著しい。

cysteineの一時的な貯蔵型という肝GSHの機能，即ち肝内cysteineレベルを一定範囲に保ち

つつ，蛋白合成の材料として，含硫アミノ酸を安定供給すると云う役割は，絶食，糖尿病と云う

条件のもとで，一層明瞭に観察することが出来た。

終りに，本研究に当り，終始御懇切な御指導と御助力を賜りました大阪大学医学部腫瘍生化学

教室，坂本幸我，東胤昭，立石紀子の諸先生方に深謝致します。
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Summary

The effect of streptozotocin-induced diabetes on the turnover of glutathione in rat liver was

assesed.

In acute diabetic rats and rats starved for 2 days or longer, the amount of liver glutathione

and cysteine increased. The increase of glutathione appears to be correlated with stimulated

degradation tissue proteins under these conditions. The increased supply of cysteine from

tissue proteins stimulated the synthesis of glutathione in the liver.

On the 7th day after injection of streptozotocin, the apparent biological half-lives of two

pools of liver glutathione were estimated.

The half-life of 'labile' glutathione was prolonged from 1.7 h in normal rats to ll h in dia-

betic rats, although those of 'stable' one were comparable with each other; 28.5 and 37 h,

respectively.

The role of glutathione as a reservoir or mobilizable pool of cysteine was shown clearly

under these conditions.


