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Streptozotocin糖尿病ラットの肝Glutathione代謝

成　瀬　明　子

Liver Glutathione Metabolismin StreptozotocinInduced Diabetic

Rats．

Akiko Naruse

抄録　糖尿病動物における代謝異常の観点から，正常ラットにみられる食餌中eysteine量と肝臓gluT

tathione量の連携した変動のメカニズムに，何らかの異常がおきているかどうかをstreptozocin誘発

糖尿病ラットについて調べた。糖尿病ラットの肝臓glutathione量は，餌から摂取したcysteine量が

同じであるにもかかわらず，正常動物の70％にしか達しなかった。その要因をglutathioneの増加お

よび減少に寄与する機構に関して追求した。肝臓glutathione合成に，直接関与する材料アミノ酸の

肝臓内濃度は，glutamateglycineは正常動物と差がなく，glutathione合成を律速するcysteineは，糖

尿病の方が僅かではあるが有意に高かった。γ－glutamylcysteinesynthetase活性には，有意の差はな

かった。一方肝臓からのglutathioneの放出を，glutathione合成阻害剤L－buthionine－（S・R）－Sulfox－

imineを投与して肝臓でのglutathione合成を抑制し，経時的に肝臓glutathione量を測定することに

より計測した。肝臓からのglutathione放出は糖尿病のほうが促進されていた。従って糖尿病動物で，

肝臓glutathioneが低い要因はglutathione合成に関与する条件の変化によるのではなく肝臓からの流

出消費が促進されていることに起因することが示唆される。

索引語　肝臓グルタチオン，システイン，グルタチオン合成，糖尿病，ラット

Abstract Theeffectofdietarycysteinecontenton ratliverglutathionelevelinstreptozotoeininduced

diabetes was assessed．In diabetic rats，Who received the same cysteineintake as normal rats．on the

8th day afterinjection of streptozotocin．theliver glutathionelevelwaslowered to about70％ofthat

Ofnormalrats．There was not a signifieant ehangein the contentofglutamate glycine．Ofsignificance，

however，eySteinelevelwas slightly elevated．γ一glutamyleystein synthetase activlty WaS nOt ehanged．

These results wereindieated that thelower’ed glutathionelevelin diabetie rats may be attributed to the

Changeofefflux and consumptionofglutathione．Theglutathioneefflux from theliverwas measuredin

the rats also．L－Buthionine－（SR）－Sulfoximine，aninhibitor of glutathione synthesis．was given to rats．

Theliver glutathionelevelwas measured periodical1y．In diabetie rats，the efflux ofglutathione from

theliverincreased more thanin normalanimals．
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緒　　　言

正常ラットの肝臓glutathione量は，食餌中の含硫アミノ酸量およびタンパク質合成に必要な

材料アミノ酸がすべて揃っているかなどの条件に対応して，定型のパターンで増減を示す】’2’3′こ

れを一つの指標として，糖尿病動物におけるglutathioneの量的変動を食餌との関連において明

らかにし，糖尿病における代謝の乱れがglutathione代謝にどのような影響を及ぼしているかを

追求した。

方　　　法

1．動物および飼育条件

呑龍系雄ラットを用いた。25℃に空調した動物室で飼育し，水と餌は特別の栄養条件を付加し

た場合を除き自由に与えた。実験標準食の組成は表1に示した．アミノ酸混合物の組成は表3に

示したように，全卵のアミノ酸組成からmethionineとcysteinetryptophanを除いたものを基本

とした。これにeysteineを種々添加し実験食を調整した。

Tablel　標準食組成

素材 混合比 （重量 ）

COrn Oil 6

M cC ollum ’s salt m ixture 1

vitam in m ixture 0 ．5

Choline chloride 0 ．5

am ino acid m ixture 18

Cellulose 5

CO rn Stareh 60

agar 0 ．5

Table2　アミノ酸混合物の組成比

am ino acid m ixture 組成比 （重量）

IL u　　　　　 O．33 V al　　　　 O ．4 1

Leu　　　　　 O．53 A rg　　　　 O ．40

Ly s　　　　 O．44 H is　　　　　 O．16

M et A la　　　　　 O．35

C ys A sp　　　　 O．57

Phe　　　　　 O ．32 G lu　　　　　 O．79

T y r　　　　 O ．24 G ly　　　　 O．20

T hr　　　　　 O ．29 Pro　　　　　 O．25

T rp Ser　　　　　 O．45

糖尿病はstreptozotocinを0．1Mcitratebuffer（PH4．1）に溶解したものを65mg／kg体重の割合

で，頚静脈より投与して発症させ，1週間市販固形飼料にて飼育後，実験に供した。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．肝臓酸可溶性画分の調製

肝臓1gに0．5N過塩素酸を4ml加え，mOtOrdrivenPottertypeTeflon一glasshomogenizerに

より磨砕し，10．000×g，10分遠沈した上澄をcysteine，glutathione，遊離アミノ酸の定量に用い

た。

3．定量法

（a）cysteine；GAITONDE法4）により測定した。

（b）還元型glutathione；SAVILLE法15）によりもとめた非たんばく性SH総量から，CySteine量

を差し引いた値を，glutathione量とした。TIEZE法6）により得た値とよく一致していた。
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（C）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得た血楽について，市販キッ

トGlucomesser（東京臓器化学株式会社製）を用いglucoseoxidase法により定量した。

（d）γ－glutamylcysteinesynthetase活性
7J

Meisterらの方法に準じ，活性はATPからのPirelease量をFiskTSabarow8）法により測

定した。

（e）日立835型aminoacidanalyzerにより測定した。

4．肝臓からのglutathione放出速度の測定

ラットを24時間絶食後1匹あたり10gの市販固形飼料を与え，摂取開始16時間後にL－

Buthionine－（S・R）－Sulfoximine（以下BSOと略記）を0．1mmoles／100g b．W．の割合で腹腔内に

投与し，投与後30，60，90分にラットを殺しglutathione量を定量した。BSOの投与量は文献値9上12）

により予備実験を行って適量を検討して用いた。

結果と考察

・食餌中のcysteine量と肝臓glutathione量

食餌中のcysteine量を種々変化させて与えた時の肝臓のglutathione量を表3に示した。

摂食条件を整えるため，ラットを24時間絶食後，実験食を与え，摂食による肝臓glutathione上

昇が，ピークに達した直後の，摂食開始16時間後の値である。CySteine無添加食，添加食のいず

れの場合も，糖尿病の方が低く，正常ラットの約70％しかない。

肝臓のglutathioneレベルは，肝臓での合成と肝臓から血中および胆道内への放出とのバランス

により決定されると考えられるので，摂食条件が同じであるにもかかわらず，糖尿病動物におい

てglutathioneレベルが低い要因を，glutathione合成に関与する条件およびglutathione放出速度

の二面から追求した。

Table3　食餌中のCysteine量と肝臓Glutathione量

N o rm a l D iab etes

L iv er g lu ta h io n e N o．

o f

ra ts

L iv e r g lu ta th io n e B lo o d N o．

o f

ra ts

〃 m O le s 〃 m O le s g lu c o u s e

／g liv er ／1 0 0 g b．W ． ／g liv e r ／10 0 g b．W ． m g／d l

C y S H 0 ％ 3 ．4 0 ± 0 ．4 5 a 14 ．8 3 ± 3 ．9 0 a’ （4） 2 ．4 0 ±0 ．7 1d 1 1 ．5 3 ± 3 ．6 3d′ 22 0 ± 18 （4 ）

0 ．0 9 4 ．6 2 ± 0 ．3 6 b 2 0 ．0 2 ±2 ．19 b’ （4） 3 ．2 0 土0 ．4 8ビ 1 5 ．9 1 ± 1 ．8 1 e’ 27 5士 30 （5）

0 ．18 6 ．1 0 ± 0 ．2 7ビ 2 8 ．15 士3 ．19 C’ （4） 4 ．4 0 士 0 ．60 l 2 2 ．3 9 士 3 ．1 1 r’ 2 4 5 ± 7 0 （6 ）

Significantdifferenceswerefound；

bvse，CVSf，bvsc，aVSC，p＜0．001．avsb，0．02＜p＜0．05

d vsf，eVSf，0．001＜p＜0．01．

a’vsc’，b’vsc’，0．001＜p＜0．01．

b’vse’．0．01＜p＜0．02，C’vsf’．d’vse’，d’vsf’，0．05＜p＜0．02．

・glutathione合成に関与する条件の検討

肝臓のglutathione合成能に関与する主な因子としては，材料アミノ酸の肝臓内濃度と，glu－
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tathione合成酵素活性が考えられる。この2つについて，糖尿病動物と正常動物とを比較した。

・肝内の材料アミノ酸レベル

glutathione合成の材料アミノ酸であるglutamate，glycine，CySteineのうち，glutamateとglycine

はその肝内濃度が，10．3Mであるのに対し，CySteineは1桁低く10‾4Mしかなく，CySteine量が

glutathione合成の律速因子となっている3）。正常動物の場合，肝臓内cysteine量は摂取した食餌

中のアミノ酸量に大きく依存する。糖尿病動物では，正常動物と同量のアミノ酸を摂取しても何

らかの要因により肝臓内cysteine量が低くその為glutathione合成が抑制されてレベルが低下して

いる可能性も考えられる。この点を明らかにするため肝臓の遊離アミノ酸量を測定した。結果を

表4に示した。

Table4　肝臓中の遊離アミノ酸量

a mi n o ac id c o n ten t （FL m O le s／g liv er）

c o n tro l （4 ） d ia b ete s （4 ）

A s p 1 ．58 ±0 ．44 2 ．5 1±0 ．73

T h r 0 ．8 2 ±0 ．07 a 0 ．3 8 ±0 ．22 d

S er 1 ．2 9 ±0 ．27 0 ．9 6 ±0 ．55

G lu 1 ．2 8 土0 ．21 1．5 5 ±0 ．43

G ln 5 ．2 5 ± 1．02 b 3 ．0 6 士 1．2 1p

G ly 2 ．9 0 ±0 ．46 2 ．7 0 ± 1．23

A la 3 ．8 2 士0 ．64 2 ．9 5 ± 1．94

M e t 0 ．0 5 ±0 ．01 0 ．0 5 士0 ．03

C y S H 0 ．0 5 ±0 ．01 C 0 ．13 ±0 ．0 1r

b lo o d g lu c o se s 14 6 ±0 3 3 3 3　士　 97

（m g／d l）

（）N）．Ofrats

Signifieantdifferenceswerefound；

avsdp＜0．05，bvsep＜0．05，eVSfp＜0．01，

糖尿病動物肝でもglutathione，glycineについては，正常ラットとの間に有意の差は無く，CyS－

teineは，僅かではあるが糖尿病の方が有意に高い。両者ともcysteine濃度が，glutathione合成

の律速因子であることに変わりはない。

・glutathione合成酵素活性

glutathione合成は図のように，glutamateとcysteineからγ一glutamylcysteineが合成され，こ

れにglycineが付加される2段階で進行する。この最初の段階を触媒する酵素，即ちγ一glu－

tamylcysteinesynthetaseがこの系のkey酵素なのでこの酵素の活性を調べた。

表5に示したように両群ラット間に，肝臓eytosolのmgタンパク当りの活性には，有意の差

は認められなかった。

以上の結果から糖尿病ラットでは，glutathione合成に抑制的に働くglutathione自身の濃度が

低く，CySteineのレベルがやや高めであることを考慮すると，実際のglutathione合成の速度は対

照動物よりむしろ速いと考えられる。従って肝臓glutathioneの減少に寄与する要因，即ち肝臓

から血中や胆道内への放出に変化が生じている可能性が予想された。
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Table5　γ－glutamylcysteinesynthetase活性

control （4） diabetes （4）

（n m oles／m in／m g protein ）

104．8　±　8．1a 96．0　± 14．2b

avsb；Notsignificantlydifferen

・肝臓からのglutathioneの放出について

肝臓からのglutathioneの放出速度を

調べるために，一定時間，肝臓でのglu－

tathioneの合成を，glutathione合成阻害

剤BSOを用いて抑制し，その間に経時

的に肝臓のglutathione量を測定し，減
′レj吏Iを右・計i訓l　ナ一人

先ず正常ラットを用いて，BSOの投与量を検討した。

Table6　BSO　投与量の検討

N o．

of

rats

B ody

W eigh t

Liver

W eigh t

G lutath ione　　　　　　　　　 C ystein e

／Jm Oles／　　　　　　 FLm Oles／

g g g ．liver w hole liver g．1iv er w hole liver

C o ntrol　　 （4 ） 117 ± 3 4 ．8 ±0 ．5 3 ．33 ±0 ．97 16 ．31 ±6 ．10 0 ．0 9 ±0 ．02 0 ．4 5 ±0 ．14

B SO ／100g b ・W ・（4）

0 ．1m m o les 130 ±11 5 ．0 ±0 ．6 1 ．47 士0 ．20 7 ．25 ±0 ．54 0 ．16 ±0 ．01 0 ．78 ±0 ．0 3

0 ．2m m oles　 （5） 121 ±14 4 ．7 ±0 ．8 1 ．71 ±0 ．20 8 ．19 ±2 ．26 0 ．16 ±0 ．04 0 ．72 ±0 ．08

24時間絶食したラットに市販粉末飼料1匹あたり10gを蒸留水10mlにて均一に湿らせて与え，

摂食開始16時間後にBSOを蒸留水に溶解し100g体重あたり，0．1および0．2mmoles腹脛内に投与

し，1時間後の肝臓のglutathione量cysteine量を比較した。

表6に示したように，肝glutathioneはBSO投与により顕著に低下し，投与量0．1mmoles．

0．2mmoles共に，eOntrOlの50％以下に抑制された。この結果からBSOの投与量は0．1mmolesで

すでに最大限glutathione合成が抑制されることが分かったので，この投与量で正常動物と糖尿

病動物を比較した。

絶食再給餌条件下におけるglutathioneの肝臓からの放出

24時間絶食ラット，および24時間絶食後再給餌し，摂食開始後16時間のラットにBSOを

0．1mmoles／100g体重，腹腔内に投与し，投与後経時的に肝臓のglutathione量を定量した。

BSO投与後30分でglutathione合成が抑制され，それにともなって肝内cysteineレベルが上昇

している。肝からのglutathioneの放出は再給餌の条件下では，BSO投与後60分でみると，糖尿
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Table7　BSO投与後の肝臓Glutathione量の経時的変化

n or・m al diab etes

refed fasted refed

O　m in b loo d g luco se（m g／dl） 16 3　± 14 118　±　 21 34 1 ± 113

G S H FL m O les／1iv er 54 ．2 2±4 ．82 18 ．2 2±2 ．93 3 6．4 1±10 ．17

C y S H FLm Oles／1iv er 0．6 4 1士 ．118 0．38 6士 ．0 9 3 0 ．5 78 士 ．0 75

liv er w eigh t （g ） 7．9±0 ．4 4 ．9±0 ．2 5 ．3 ±0．7

N o．of rats （6） （7） （4）

30 m in bloo d g luco se（m g／dl） 16 0　±　 3 1 21 ± 17 334　±　 56

G S H FL m O les／1iv er 4 2 ．4 5±6 ．96 16 ．5 2±4 ．16 3 1．4 1±2．8 8

C y S H FLm O les／1iv er 1．149 士 ．158 0 ．6 6 1士 ．12 2 0 ．8 25 士 ．10 7

liv er w eigh t （g） 7．8 ±0 ．6 5．2±0 ．4 5 ．6 ±0．4

N o．of rats （6） （6） （6）

60 m in bloo d g luco se （m g／d l） 16 7　±　 2 0 1 25　± 12 32 4　±　 9 4

G S H FL m O les／liv er 34 ．02 ±　 3 ．7 5 13 ．2 2±4 ．10 2 2．20 ±2．08

C y S H ！∠m O le s／1iv er 1．113 士 ．138 0 ．543 士 ．0 8 1 0 ．6 0 1士 ．125

1ive r w eigh t （g） 7 ．5 ±0．4 5．0 ±0 ．6 5 ．2 ±0．3

N o．of rats （6） （6） （4）

90 m in bloo d g lu co se （m g／d l） 15 6　±　 8 1 17　±　 2 7 324　±　 6 1

G SH ／J m O les／1iv er 2 5 ．97 ±6 ．28 9 ．20 ±3 ．9 1 18．97 ±3．13

C y S H FL m O le s／liv er 1．0 07 ± ．0 86 0 ．3 86 士 ．0 66 0 ．6 02 士 ．125

1ive r w eigh t （g） 7 ．4 ±0 ．7 4 ．4 ±0．7 4 ．9 ±0．6

N o．of rats （5） （7） （4）

G S H efflux rate

FL m O les／m in／1iv er 0．33 7 0 ．2 37

〃m O les／m in／g liv er 0．0 3 1 0 ．0 4 1

病ラットでは0．041FLmOles／min／gliver，正常動物では，0・031FLmOles／min／gliverと糖尿病動物

の方が速くなっていた。抹消血のglutathioneの消失速度が糖尿病動物の方が正常動物より速い

事を既に明らかにしたがll’本実験結果からも糖尿病動物ではgl。tathi。neの消費が促進されてお

り，そのためglutathioneの肝内レベルが低くなっていることが推測される。糖尿病動物でglu－

tathioneひいてはcysteineの利用が克進していることは，BSO投与群で肝内cysteineレベルの上

昇が，それ程顕著でないことからも推定される。

ま　と　め

糖尿病がglutathione代謝にも何らかの変異をもたらしているかを，食餌中cysteine量に対応

して肝臓glutathioneがどのように変動するか調べる方法により追求した。糖尿病では正常動物

と同量のcysteineを摂取しても肝臓glutathione量は，正常の70％にしか達しなかった。その要

因をglutathione合成と肝臓からの放出の両面から調べた結果，合成能には変化なく，肝臓から
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の放出が速くなっている可能性を示唆した。

終わりに，本研究に当り，終始御懇切な御指導と御助言を賜りました大阪大学医学部付属バイ

オメデカル教育研究センター，坂本幸哉，東胤昭両先生に深謝致します。
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