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ラ ッ ト初代培養肝細胞に おけるイ ン ス リ ン の

蛋 白 合 成 に 及 ぼ す 影 響

金沢大学医学部内科学第二 講座 く主 任二 竹田亮祐教授I

久 津 見 恭 典

く昭和6 0年 5 月 2 日受付1
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ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 糖尿病 ラ ッ ト く糖尿病 ラ ッ トう お よ び正 常成熟ラ ッ ト く対照ラ ッ ト1 か ら調製

した培養肝細胞 を用 い て， 蛋 白合成 に 及 ぼす イ ン ス リ ン の 長期効果の 作用 磯序 に つ い て検討 した． 血清中

の 諸因子 の 影響を除外す る目的で， 肝細胞は無血 清培地くH工ノW O 5ノB A 20 0 0うを用 い ， 5 ％二 酸化炭素と 95 ％

空気と の 気相下， 37
0

C の 状態で培養 した ． 肝細胞播種後
，
最適条件下 で 24 時間培養し た肝細胞は， 代謝の

面か らも形態の 面 か らも， 成熟 ラ ッ トの 生体肝細胞と同等の 状態を十分に 反映 してい た． 蛋白合成は， 仁
1 4

Cコで標識 した ロ イ シ ンの トリク ロ
ー ル 酢酸不溶性分画 へ の 取 り組 み， お よび抗 ラ ッ トア ル ブミ ン血清を使

用 して 得た沈殿物 へ の 標識 ロ イ シ ン の 取り込 み を指標と した ． 糖尿病ラ ッ トおよ び対照 ラ ッ トか ら調製 し

た培養肝細胞 に お い て ， ト リク ロ ー ル 酢酸不 溶性蛋白と ア ル ブミ ン の 合成 は， 時間経過 と とも に 培養24 時

間ま で は直線的に 増加 した．
しか し糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞で の こ れ ら の 蛋白合成量 は， 対照ラ ッ トに比

して低下し てい た． 対照 ラ ッ トか ら調製 した培養肝細胞で は
，
これ ら の蛋 白合成はイ ン ス リ ン を培地 へ 添

加す る こ と で 明ら か な合成能の 増加 を示 さ なか っ た ．
しか し糖尿病ラ ッ トか ら調製した培養肝細胞で は

，

10－8 M の イ ン ス リ ン を培地 に添加す る こ と に よ り， 培養初期の 蛋白合成量 は対照に 比 して 4 倍 もの 増加 を

示 した ．

一 方糖尿病 ラ ッ トお よ び 対照 ラ ッ トか ら調製 した 培養肝細胞 で のイ ン ス リ ン レ セ プ タ ー を ス

キ ヤ ツ チ ャ
ー

ド解析 した結果， 親和性は両者と も 4 ． 4 旬 5 ．

．7 X l O．9 M と同数 であ っ た ． しか しイ ン ス リ ン レ

セ プタ ー 数 は， 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞で， 対照に 比 して約2 倍 を有し て い た ． さ らに 糖尿病 ラ ッ ト培養

肝細胞で は
，
イ ン ス リ ン 分解能も対照ラ ッ ト で 完進 して い た ．

この 様に 糖尿病ラ ッ トか ら調製 した培養肝

細胞の 方がイ ン ス リ ン に対 して ， よ り感受 性が 増大 して い たが
，
こ れ はイ ン ス リ ン に 対する応答性の 差異

が
， 少な く とも レ セ プタ ー の 性状 の 差異に 基づ く こと を示唆す るも の と考 えられ た． 最後 に 巨大分子 で あ

るイ ン ス リ ン ． デ キ ス トラ ン 複合体 く複合体う が， 培養肝細胞に お い てイ ン ス リ ン と同様， 蛋白合成 を促

進さ せる こ と を示 し た． 3 種類の 複合体く工， 分 子 量 1 5 0 ，0 0 0 こ 口， 分子 量 4 5 0
，
00 0 こ1王1

，
分子 量2

，
00 0

，
0 00コ

を実験 に供 した と こ ろ， 複 合体 H H は イ ン ス リ ンと 同様の 効果 を示 し た．

一 方複合体 く工1う で はイ ン ス

リ ン の 6 7 ％の 促進効果 を示 し
，
複合体 く1m で は程度は 弱い が や はり蛋 白合成促進効果 を示 した． これ ら

の 結果か ら， イ ン ス リ ン作用 の 発 現 に は ， 必 ず しもイ ン ス リ ン が細胞内へ 取り込 まれ る 必要 はな い と考え

られ た．

K e y w o r d s s e r u m f r e e m e di u m ， p r O t ei n s y n t h e si s ， i n s uli n ， C ult u r e d

h e p at o c y t e s ．

イ ン ス リ ン の 作用 機序 を解明 す る目的で ， リ ン パ

球1I
， 脂肪細胞2 増 は じめ と して 各種の 生 体膜

3 川
を用 い

たi n v itr o の 研究が 精力的に な され て い る ． G ol dfi n e

は細胞レ ベ ル で の イ ン ス リ ン の 作用機序を即 時乳 中

間型， 遅延 型 の 3 つ に 大別 して お り引
，
こ の 観点か ら見

る と従来の i n vit r o の 実験系はイ ン ス リ ン の 即時効果

の み を と ら えて い た と い う短 所が 指摘さ れ る
6I
． 本研

究で は こ の 欠点 を補う ため に ， 培養肝細胞を用 い る こ

とに よ り蛋白合成に 及 ぼすイ ン ス リ ン の 中間型 お よ び

遅延型に 区分され る作用機序 を検討 した． 本論文の 主

A b b r e vi ati o n s 二 D M
，
D i a b et e s m ellit u s 三 S T Z ， S t r e p t o z ot o ci n 三 T C A ， T ric hl o r o a c etic a cid ．
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旨 は次の 4 項 に 分類 され る． 先 ず正常 ラ ッ トく対照ラ ッ

トう お よび ス トレ プ ト ゾ ト ミ ン 糖尿病 ラ ッ ト く糖尿 病

ラ ッ り か ら得られ た遊離肝細胞 を， イ ン ス リ ン の 作

用 がよ り顕性化され他 の ホル モ ン等の 影響 で 修飾さ れ

る こ との な い よ う に ， 血清 を加 えな い 培地で 培養す る

とい う無血 清培養実験系を確立 した． 次 に 対照ラ ッ ト

お よ び糖尿病 ラ ッ トか ら調製 した 無血 清培地下の 培養

肝細胞 を用 い て， イ ン ス リ ン の 同細胞の 蛋 白合成に 及

ぼす影響 に つ い て 検討 し た． 第 3 に 対照 ラ ッ トお よ び

糖尿病ラ ッ ト に お ける蛋白合成 の差異 をイ ン ス リ ン レ

セ プ タ
ー

の 面か ら検討す る と共に ，
両者に お け るイ ン

ス リ ン 分解過程で の 差異を明 らか に した． 最後 に イ ン

ス リ ンの 蛋白合成 へ の 効果の 発現 にイ ン ス リ ン が細胞

内へ 取り込 まれる こ とが 必 要で あ るか 否か を， 細胞内

へ 取 り込 まれ ない 巨大分子 で あ る複合体を用 い て ， 糖

尿病 ラ ッ ト培養肝細胞 に お け る 蛋白合成 の 面 で 検討

し， イ ン ス リ ン レ セ プ タ
ー 機構の 一 端 を解 明 した．

材料お よ び方法

I
． 成熟 ラ ッ ト肝細胞初代単層培養法

24 時間絶食後 の ウ イ ス タ
ー 系雄性 ラ ッ ト く体重約

200 g H 北陸 ラ ボウ エ ア， 富 山 を， チ オ ペ ン タ
ー ルくラ

ボ ナ
ー ル

，
田辺 製薬． 5 m g ハ00 g 体重， 腹腔 内注射I

麻酔下 に 開腹 し， 門脈 より 0 ． 0 5 ％ コ ラ ゲ ナ
ー ゼくcl a s s

II ． W o r thi n gt o n Bi o c h e m ．
，
N

．J ．1 を含む K r eb s －

H e ns el eit b i c a rb o n a t e b u ff e r くK H Bl p H ． 7 ．4 で肝 を

港流す る B e r r y ら の方法
7
恨 準 じた 著者の 変法に て肝

細胞遊離 を行 な っ た ．
K H B は あ ら か じ め 5 ％C O 2 －

9 5％Ai r の 混 合 ガ ス で 飽 和 し， ミ リ ポ ア フ ィ ル タ
ー

くp o r e si z e O ．2 2J L m ， M illi p o r e L td ．1 で滅菌濾過後便

用 した． 肝濯流 15 分後， 軟化 した肝 をラ ッ ト腹腔内 よ

り摘出し， 培養液 仁W a y m o u th
，

s M B 7 5 211 くFl o w

L a b o r a t o ri e s I n c ． ， V a ．1 ， ウ シ ア ル ブ ミ ン くf a tt y a ci d

f r e e ， F r a c ti o n V －
M il e s L a b o r a t o ri e s I n c ．， I n di a n a ．1

ぉ よ び オレ イ ン酸 くSi g m a C h e m ．
C o ．

，
M o ．1 添加j 中

で 細胞 を遊離 し， 90 メ ッ シ ュ の 絹 フ ィ ル タ
ー に て 濾過

した後 ， 濾液を約 400 r p m く約 30 X gl で 2 分間遠心洗

浄 をく り返 し， 4 0
旬 5 0 m l の 肝実質細胞浮遊液 を作製

した． 約 2 ．5 句 3 ． O X l O
6 個 の 遊離細胞 を培養皿く直径60

m m
，
F al c o n C o ．

，
C a ．1 に 播種 し， 2 ． 5 m l の 培養液中

3 T C で湿潤 した 5 ％C O 2 ．9 5 ％A i r の 気相下 に て培養 を

開始 した． 培養4 時間後，
一

旦 培養液 を交換 し以後実

験に 供 した． トリ バ ン プ ル
ー 染色に よ る細胞 の 非染色

率は 90 旬 95 ％で あ っ た ． ま た これ らの 操作は す べ て 無

菌的条件下で行な っ た ． 無血清培地 を用 い て い る た め

培養皿 は コ ラ
ー ゲ ン くT y p e lII ． S i g m a C h e m ． C O －

，

M o ．1 1 m g と ヒ ト フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン くC oll a b o r a ti v e

R e s ． ， M a s s ．う 5 0 JL g で コ
ー

デ ィ ン グし た もの を使用し

た
． なお 本稿 で培養開始 と記し て ある 時点は， す べ て

細胞槽種後4 時間 を経過 した 時点 を基 準と して い る ．

培養液の 組成 は表 1 に 示 した ．

H
． トリ ク ロ

ー ル 酢酸不溶性蛋 白 の 合成 量 の 測定

亡1 －
1 4
C j ロ イ シ ン く比 放射能 56 ． 9 m C iノm m ol e

．

N e w E n gl a n d N u cl e a r ， M a s s ．1 の トリ ク
ロ ー ル 酢酸

くT C Aう 不溶性分画 へ の 取 り込 み は 一 定時間培養後

0 ．2 N － N a O H 2 ．5 m l を 用 い て 細胞 を ラ バ ー ポ リ
ー

ス

マ ン で 剥 離 し s o ni c a t o r お よ び m i c r o ti p t H e a t

S y st e m U lt r a s o n i c I n c ．
，
N ．Y － M o d el W －2 2 0 Fl を用い

て 4 5 ワ ッ ト 30 秒 に て超音波破砕 した後， 1 60 0 x gく日

立遠心機 5 P R1 3 0 分遠心後上 清 2 m l に 5 0 ％T C A O ． 5

m l を加 え蛋白質を沈殿さ せ， 沈殿物 を 1 0 ％T C A で 2

回洗浄後， 沈殿物の 放射活性 を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン

カ ウ ン タ
ー

くL S C m o d e1 67 5 A l o k a C o ．
，
1 で測定し

た ．

工Il ． ア ル ブ ミ ン の 合 成 量 の 測 定

培養肝細胞 に よ り新 しく合成さ れ た アル ブミ ン量は

培養液中に 亡1 －
1 4
Cコ ロ イ シ ン を添加し，

一

定時間培

養後， 細胞内の アル ブ ミ ン に 取り込 まれ た放射活性に

ょ り あ ら わ した． 細胞破砕液2 m l に 2 0 0 声1 の 抗ラ ッ

トア ル ブ ミ ン 家兎血 清 を加 え， 4
0

C
，
1 2 時間静置後さ

らに 抗家兎 ヒ ツ ジ全血 清 くM il e s L a b o r a t o ri e s I n c ．，

I n d i a n a 1 20 0 JL l を加 えて ， 1 60 0 X g 1 5 分 間遠心 して得

た沈殿物中の 放射活性 を測定し た． 抗 ラ ッ トア ル ブミ

ン 家兎血 清は ラ ッ トア ル ブ ミ ン くSi g m a C h e m ． C o ．
，

M o ．う2 m g を毎週家兎に 免疫 し， 約 2 ヶ 月後に 採血し

抗体価 の 測定検討 を行な っ た後使用 した ．

1 V ． 糖尿病 ラ ッ トの 作成

糖 尿病 ラ ッ トはJ u n o d らの 方法
別
に 準 じて ， ウイ ス

タ ー 系雄 性 ラ ッ ト に ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン くS T Z l

くSi g m a C h e m ． C o ． ， M o －1 6 5 m gノk g
■ 体重を尾静脈

よ り注射 して作成 し，注射後 1 週間 に て 実験 に供した．

糖 尿病 ラ ッ ト の 空 腹時 血 糖 は 300 H ュgノ10 0 m H 江上を

示 し， 血 中i m m u n o r e a c ti v e i n s u li n 値も 対照 ラ ッ トに

比 し有意 に 低下し て い た．

V ． 蛋 白量 の 測 定

L o w r y 法
9
厄 て ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン くSi g m a C h e m ．

C o ，
，
M o ．う を標準 と して 行な っ た ．

V l ． 培養肝 細胞 に お け る 蛋白合成 の 測定

培養開始 4 時間後に
一

旦 培養液を交換し た． その後

亡1 －
14
Cコロ イ シ ン を加え， こ の 時点 を基準に 6 時乱

12 時 限 24 時間経過後， 培地 と培養細胞 を採取し， 前

述の 方法に て T C A 不溶性蛋白お よ び ア ル ブ ミ ン の合

成量 を測定 した． 合成 に 関 す る実験 はt ri pli c at e で実

施 し， その 平均値 を用 い た ．

．
－

．．．こ．．．．．－．．．

－

．．つ■－．
．こ．．

暮
■
一



．
－

．．．こ．．．．．－．．．

－

．．つ■－．
．こ．．

暮
■
一

培養肝細胞 に お け るイ ン ス リ ン の 作用機序

用 ． 培養肝細胞に 古 け る蛋 白合成 に 及 ぼ す イ ン ス リ

ンの 影響 に つ い て の 検討

肝細胞中の 生 理 的濃度 に 近 い 1 0．
8
M の イ ン ス リ ン

を対照ラ ッ トお よ び糖尿 病 ラ ッ トか ら調製 した培養肝

細胞の 培養液中に 添加 し， T C A 不 溶性蛋白お よ び ア

ルブミ ン の 合成 を経時的に 測定 した ． な お 1 0
－ 8 M の イ

ン スリ ン は培養後 6 時間毎 に添 加 し， 合成 へ の 影響 を

観察した．

YIm ． 培養 皿 の コ
ー

テ ィ ン グ

コ ー ティ ン グは ウ シ コ ラ
ー ゲ ン くT y p e 工II ， T y p e I V

Sig m a C h e m ． C o ．
，
M o ．1 と フ ィ ブ ロ ネ ク テ ン くC olト

ab o r a ti v e R e s ． ， M a s s ．1 を用 い て 行な っ た ．
T y p e I V

コラ
ー ゲ ン の コ

ー

デ ィ ン グ に は Li n ら の 方法 州 を用 い

た．
T y p e III コ ラ

ー ゲ ン で は Li n ら の 方法 川 と R u bi n

らの 方法 川 を用 い た ．

フ ィ ブ ロ ネ ク ナ ン は 50 声g を

500 ルl の 培養動 こ溶解 し， フ ァ ル コ ン 社製プ ラ ス テ イ

ク培養皿く径50 m m l の 底面全 体に コ ー ティ ン グ した．

フィ ブ ロ ネ ク チ ン と T y p e III コ ラ
ー ゲ ン と の 併用 コ ー

ティ ン グの 方法 は， 先 ず Li n ら の 方法
1 01 で T y p e III コ

ラ
ー ゲ ン を コ ー テ ィ ン グ した培養皿 を

， 細胞播種直前

に p王i の 是正 の た め に 培 養液 1 m l で 培 養皿 を 洗浄 し

た後， フ ィ プ ロ ネク ナ ン 30 メイg を 30 0 声1 の 培養液 に 溶

4 97

解し
，
底面全体に こ れ をコ ー テ ィ ン グ した．

1又 ． 播 種 細胞の 接 着率に つ い て の 検討
一

培養皿 あ た り に 播種 し た細胞 の 総蛋 白量 を A と

す る． ま た播種後 4 時間経過し た時点で の 培養皿底 に

接着した細胞の 蛋 白量 を B と する ． 接着率は BノA で

表示 した．

X ． イ ン ス リ ン レセ プ タ
ー

の 性状に つ い て の 検討

1 X l O
6

個ノ2 m l の 細胞に 対 して 0 ．6 n g の仁
1 2 5
Ij イ ン

ス リ ンく比放射能 102 J L C iノj L g N e w E n gl a n d N u cl e a r ，

M a s s ．1 を加 え， 1 倍か ら 10 0 0 倍の 非標識イ ン ス リ ン

くブタ イ ン ス リ ン Si g m a C h e m ． C o ．
，
M o ．I と と も に

15
0

C
，
6 0 分 間， イ ン キ ュ ペ ー シ ョ ン後，I n s uli n B i n d i n g

A s s a y B u ff e r くH e p e s l O O m M ， N a C l 1 2 0 m M ， K C1

5 m M
，
M gS O l ．2 m M ， E D T A l m M ， G l u c o s e l O m M ，

S O d i u m a c e t a t e 15 m M
，
B S A l O m gl m ll に て 2 回洗

浄後細胞 の 放射活性 を ガ ン マ ー カ ウ ン タ
ー くR A W

6 0 0
，
S h i m a z u

，l で 測定 し， 解離定数 くK dl お よ び最

大結合能 くB m a x l を算出 した．

X L イ ン ス リ ン の 分 解 に つ い て の検討

イ ン ス リ ン の 分解は C
1 2 5
エコ イ ン ス リ ン く放射能102

p C iJ JJ g
． N e w E n gl an d N u cl e a r ， M a s s の T C A 不溶

性分 画へ の 取り込 み で測定した ． 各実験毎に 培養細胞

T abl e l ． C o m p o siti o n of m o difi e d W a ym O u th
，

s M B 7 5 2ノ1 くH IJ
I
W O 51 B A 2 0 0 01

C o m p o n e n t

I n o r g a ni c s alt s

N a C I

K C I

C a C 12くa n h ydI

M gS O 4くa n h ydl

N a 2 日P O 4

N a H C O 3

K H 2 P O 4

A m in o a c id s

t ．A r gi ni n e － H C l

l－A s p a r ti c A cid

l －C y st ei n e
． H C l ． H 2 0

t C y sti n e

t G l u t a m i c A cid

t G l u t a m i n e

G ly ci n e

b H i stid i n e ． H Cl ． H 2 0

tI s ol e u ci n e

t L e u ci n e

l－L y si n e ． H C l

t M e th i o ni n e

l ．P h e n yl al a ni n e

t P r oli n e

L T h r e o ni n e

b T r y pt o ph a n

t －T y r o si n e

lL V ali n e

V i ta m in s

G l u t a thi o n e

A s c o r bi c A cid

d － B i o ti n

C h oli n e C hl o rid e

F o li c A ci d

H y p o x a n t hi n e

l －I n o sit oI

N i c o ti n a m id e

d － P a n t o th e n at e くC a S altI

P y rid o xi n e
． H C I

R ib ofl a vi n

T h i a m i m e － H C I

V i t a m in B 1 2

0 th e r c o m p o n e n t s

G lu c o s e

0

0

0

0

5

0

0

5

7

4

4

6

15 ． 0

17 ． 5

0 ． 0 2

2 50 ． 0

0 ． 4

25 ． 0

1 ． 0

1 ． 0

1 ．0

1 ． 0

1 ．0

1 0 ． 0

0 ． 2

5 0 0 0 ． 0

B o v i n e A lb u m i n くF a tty A cid F r e e1 2 0 0 0 ．
O

P h e n oI R ed くN a S a ltI 2 0 ． 0

0 l ei c A cid くN a S alり 5 ． 4
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の な い 培地の み に 添加 した 亡
1 2 5 り イ ン ス リ ン を対照と

した． 分解率 は次の 式で 算出し た．

％d e g r a d a ti o n o f l ab ell e d i n s uli n b y h e p a t o c y t e

ニ ％T C A s ol u b l e c o u n t s i n e x p e ri m e n t al t u b e

－ ％T C A s ol u b l e c o u n t s i n c o n t r o l t u b e

X I I ． イ ン ス リ ン
． デ キ ス トラ ン複合体

C y a n o g e n b r o m id e で活性化 した デ キ ス ト ラ
ン T －

7 0 を S e p h a d e x G 7 5 カ ラ ム で 二 重連続濾過 して作製

す る S a k a m o t o ら の 方 法
1 2
りこ よ っ て 作 製 し た T － 40

く分子 量 150 ，0 0 0う， T －7 0 く分子 量 450 ，
0 0 0うお よ び T－

200 0 く分子 量 2 ，0 0 0 ，0 00う の 3 種類の複合体 を用 い た．

1 g の 複 合体中 に はイ ン ス リ ン 27 － 2 単 位 を 含有 し て

い る．

成 績

工
． 無血 清培地 を用 い た肝 細胞の 培養

1 ． 細胞接着に 関す る コ
ー テ ィ ン グ法の検討 と， 対

照 ラ ッ トお よび糖尿病ラ ッ トに お ける 接着率の 差異

肝細胞は無血清培地 を単独で用 い た 場合， 培着皿 へ

は殆 ん ど接着せず， Li n ら の方法
1 0
りこ準 じて 予 め ウ シ

皮膚コ ラ
ー

ゲ ン を培養皿 に コ ー テ ィ ン グす る こ と に よ

り接着率 は増加 した．
しか し コ

ー

テ ィ ン グ に 用 い る コ

ラ ー ゲ ン の 種類 に よ り接着率 は異 な っ た ． 即 ち対照

ラ ッ ト で は 基底 膜 由来 の T y p e I V コ ラ
ー ゲ ン で

54 ．8 士 1 l ．6 ％と良好な接着率が得 られ た が ，
T y p e III

コ ラ ー ゲ ン で は R u bi n ら の方法 川 で 27 ．6 士1 ． 2 ％， L i n

ら の 方法 川 で は 2 ．2 士0 ． 9 ％と い ず れ の 方 法 で も 低

か っ た ．
T y p e III コ ラ

ー

ゲ ン と フ ィ プ ロ ネ クチ ン との

併用 コ ー テ ィ ン グで は 60 ． 6 士9 ． 7 ％ と， T y p e I V コ ラ
ー

ゲ ン単独使用 以 上 の接着率が得 られ ると と も に ， 細胞

接着後 の 細胞 の 拡張， 伸展も 良好 で あ っ た ．
な お 実験

の 途中で T y p e I V コ ラ
ー ゲ ン が 入手不能 とな っ た ため

フ ィ プ ロ ネタ テ ン と T y p e I V コ ラ
ー

ゲ ン との 併用 コ ー

テ ィ ン グの 検 討は で き な か っ た ． 対照 ラ ッ トお よ び糖

尿病 ラ ッ トか ら調製 した 細胞 の 間 に は トリ バ ン プル ー

に よ る非染色性に 差異 はな か っ た ． 表 2 に 両群での接

着率 を検討 し た成績 を示 す． 培養皿 へ 播種後 4 時間で

の 接着率は， どの コ ー テ ィ ン グ法 に お い て も対照ラ ッ
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培養肝細胞に お け る イ ン ス リ ン の 作用機序

卜に対して糖尿病 ラ ッ トの 方 が低下 し て お り， 本実験

で用 い た T y p e III
コ ラ

ー

ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン と を

併用し た方 法で も対 照 ラ ッ トの 60 ．6 士9 － 7 ％ に 比 し て

糖尿病ラ ッ トで は 36 ．5 士7 ■ 4 ％ で あ っ た ．

2 ． 対照 ラ ッ トお よ び 糖尿 病ラ ッ トに お け る蛋 白合

成能の 差異

図1 に 対照ラ ッ トお よ び糖尿病 ラ ッ トか ら調製 した

培養肝細胞 の 経時的な 蛋白合成 を示 す ．
T C A 不 溶性

蛋白お よ びア ル ブ ミ ン の 各合成と も糖尿病 ラ ッ ト培養

肝細胞で は対照 ラ ッ ト に 比 し て低下 して い た ．
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0
，

i n s uli n く1 0－8 M l a d d e d こ 囁巨山噌 ， i n s u li n f r e e ．
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工I ． 培 養肝 細胞 に お け る 蛋白合成 に 及 ぼ すイ ン ス リ

ン の 影響

図2 は対照ラ ッ トお よ び糖尿病ラ ッ トか ら調製 した

培養肝細胞 に イ ン ス リ ン を添加し た時の T C A 不溶性

蛋白合成 の 経時的変化を示 す． 対照ラ ッ トで はイ ン ス

リ ン 添加 に よ り
，
T C A 不溶性蛋白合成 は培養 12 時間

の 時点 で や や促進 の 傾向が認 め ら れ た．

一 方糖 尿病

ラ ッ トで は 明 ら か に イ ン ス リ ン 添加に よ る促進 を認

め
， 培養初期の 蛋 白合成量の 低下 が見られ な くな っ た ．

ア ル ブミ ン 合成 に つ い て もイ ン ス リ ン添加に よる 影響

は同様で ， 図 3 に 示 す如く培養初期の 合成が改善さ れ

た． 表3 に は培 養肝細胞 に お ける接着率， T C A 不 溶性

蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン合成の 3 項目に つ い て の イ

ン ス リ ン添加の 影 響 を比 較 した成績 を示 す． 対照 ラ ッ
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トか ら調製 した培養肝細胞 に お ける ， 接着率， T C A 不

溶 性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合 成 を 各々 基 準

く100 ％ンと した場合
，
糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞で の 接

着率， T C A 不溶性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合成 は

各々
，
3 6 ． 8 士5 ． 2 ％， 2 8 ． 6 士2 ．9 ％お よ び 30 ． 9 士3 ． 6 ％で

あっ た ． 次に 培地に 10－8 M のイ ン ス リ ン を添加 して み

る と
， 対照 ラ ッ ト培養肝細胞 での 接着率， T C A 不 溶性
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津 見

蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ ン 合成 は， 13 4 － 4 士7 ． 2％，

1 1 3 ■ 1 士 8 ． 9 ％お よ び 1 1 7 嶋 6 士9 －0 ％を示 した
．

一

方糖尿

病 ラ ッ ト培養肝細胞 に お い て もイ ン ス リ ン を添加する

こ とで
， 接着 乳 T C A 不 溶性蛋白合成 お よ び ア ル ブ ミ

ン 合 成 は， 各々 4 1 ． 9 士 4 ． 9 ％
，
4 0 ． 3 士7 ． 4 ％お よ び

36 ． 5 士 4 ．0 ％と増加 した ．

添加イ ン ス リ ン の 濃度 に 関 して は， ア ル ブ ミ ンの合

成 を指標と して ， 培養細胞の 実験系で検討 を加えた
．

培養 6 時間お よ び 12 時間に お ける ア ル ブ ミ ンの 合成

を最大 に す るイ ン ス リ ン の 濃度は 10－
11
へ 10．1 0 M で あ

り
， 図4 に 示 す よう に ， こ の 濃度 を境 に し て低濃度側

で は 添加イ ン ス リ ン の 10 g 濃度の 増加 と と も に アル

ブ ミ ン合成の 上昇 を， 高濃度側で は逆 に 合成の 低下を

認め た．

III ． イ ン ス リ ン レ セ プタ
ー の 性状の 検討 お よ びイ ン

ス リ ン の 分解 に つ い て の 検討

1 ．
レ セ プ タ ー の 検討

図 5 に 示 す よう に非標識イ ン ス リ ン の 各濃度で標識

イ ン ス リ ン と糖尿病ラ ッ ト肝細胞 との 結合は 2 相性を

示 し た．
こ の 結果 をス キャ ッ チ ャ ー ド解析 した 結果，

図 6 の よう に 糖尿病ラ ッ ト肝細胞 の イ ン ス リ ン レ セ プ

タ ー 性状 に つ い て は， K d は 4 ． 4 X l O．9 M で 対照 ラ ッ ト

くK d 5 ． 7 X l O．9 M l と 差 が な か っ た が ， B m a x は

0 ．3 6 X l O
－ 9
m oll 1 0 6 c ell で 対照ラ ッ トく0 ． 1 8 X l O

p 9
m oII

lO 6 c elll の 約2 倍 で あ っ た ．

2 ． イ ン ス リ ン の 分解に つ い て

図 7 に 示 す よ う に 添加イ ン ス リ ン の 分解曲線 は対照

11 － g h

A l l i n i t y

C o n t r o l

■ ，－ 一 人
K d

間
5 ，了 X t O

M

S T Z D M
K d

ー

l

1 1 X 柑
H M

C o n t r o霊
ホ 向
b 巾 d l 0 ，18 X 10

S T Z D M
書

B m a l

－1

0
．
36 つく柑

し0 し5 2 ．O

B o u n d ln s 山i n
X 1 0．

，

m o－パ 細 C ell

lU
．

g ．2 山

F i g ． 5 ． E ff e c t o f i n c r e a si n g c o n c e n t r a ti o n s n o n
－

1 a b ell e d i n s uli n o n 仁
1 25
Iコーi n s u li n b i n di n g t o i s ol a t －

e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m S T Z
．i n d u c e d

di a b e ti c r a t ．

Fi g ． 6 ． S c a t c h a rd a n al y si s o f i n s uli n b i n di n g to

i s ol a t e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m S T Z i n d u c e
d

d i a b eti c r a t a n d c o n tr o l r a t ． S c a t ch a rd pl o ts

w e r e c o n s tr u c t e d b y d e t e r m i n i n g th e r a ti o of

b o u n d くBl t o f r e e くFナ1i g a n d a n d pl o tti n g this

v e r s u s th e a m o u n t o f b o u n d li g a n d ．
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中
一

申
，
d e g r a d a ti o n c u r v e i n c ul t u r e d h e p a t o c y t e s

p r e p a r e d f r o m c o n t r ol r a t ニ 0
． ． ． 0

，
d e g r a d a ti o n

C u r V e i n c ult u r e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m

S T Z －i n d u c ed di a b e ti c r a t ．
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灯
Iq 柑
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．

1 肝 I 10
－ t
M

F ig － 8 ． T h e eff e c t o f i n s uli n o n p r o t ei n s y n th e si s i n

th e c ult u r e d h e p a t o c y t e s － T h e a d u lt r a t h e p a t o
－

C y t e S p r e p a r e d f r o m th e S T Z
．i n d u c e d d i a b e ti c r a t

W e r e C u lt u r ed w ith i n c r e a si n g c o n c e n t r a ti o n s o f

n ativ e i n s uli n o r i n s u li n － d e x tr a n c o m pl e x e s i n th e

m e d i u m c o n t a in i n g 仁
1 4
Cコー1 e u ci n e f o r 1 2 h o u r s ．

T h e r a te o f p r o t ei n s y n t h e si s w a s m e a s u r ed b y
th e r a d i o a c ti viti e s i n c o r p o r a t e d i n t o T C A i n

－

S Ol u bl e r5 r o t ei n ． 中 一さ ， n a ti v e i n s uli n ニ 0 － 0 ，
i n s uli n －d e x t r a n c o m pl e x I t T － 401 こ A ． ． ． ム

，
in s uli n －

d e x t r a n c o m pl e x II tT －7 0 h N … ・
，
i n s uli n －

d e x t r a n c o m pl e x III くT ．2 0 0 0J ．

ラ ッ ト， 糖尿病 ラ ッ トとも に 2 相性を呈 した．
そ の 分

解の 初期相で の 添加イ ン ス リ ンの 半減期 を T
lノ

邑， 後期

相で の 添加イ ン ス リ ン の 半減期を T lノ己， と す ると ， 対

照 ラ ッ ト で は T
l ノ

邑ニ 3 ． 鍋 時 間， T
lノ己ニ 1 6 ． 7 時間 で あ

り
， 糖尿病 ラ ッ トで は T lノ邑ニ 5 4 分， T

lノ

邑ニ 6 ． 1 3 時間で

あ っ た．

1V ． イ ン ス リ ン ． デ キス トラ ン複合体の 培養肝細胞

に お ける 蛋 白合 成 へ の 影響

図 8 に 各種イ ン ス リ ン ー

デ キ ス トラ ン複合体 の濃度

と T C A 不溶性蛋 白との 関係 を示 す．
T － 40 で はイ ン ス

リ ン 単独添加に よる効果と ほ とん ど同様 で あ っ た が，

T －7 0
，
T －2 0 0 0 と デ キ ス ト ラ ン の 分子 量 が大 き く な る

に つ れ て
，
その複合体 の蛋白合成に 及ぼ す影響が 小 さ

く なる 傾向を 示 した． しか し T －7 0 で は明 らか に 蛋白

合成の 冗進が認 め られ た． 図9 に示 す よう に各種イ ン

ス リ ン ． デ キス トラ ン複合体 の濃度と ア ル ブ ミ ン 合成

と の 関係 も同様 の結果で あ っ た ． 図1 0 は培養後 12 時

間の 糖尿病ラ ッ ト肝細胞の 位相差光顕像を示 す． イ ン

ス リ ン と T －4 0 お よ び T － 70 で は形態上 の 差異 は観察

され なか っ た ． イ ン ス リ ン
．

デ キス トラ ン 複合体 くT －

40
，
T ． 70 1 はイ ン ス リ ンと 同様肝細胞の 培養皿 へ の 接

着率 を高め
，
細胞の 伸展 を促進させ た ．

表 4 に イ ン ス

リン ． デ キ ス トラ ン複合体の種類と， こ れ らの複合体
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C O m pl e x e s o n th e al b u mi n s y n th e si s i n th e

C u lt u r e d h e p a t o c y t e s ． T h e a d ult r a t h e p a t o c y t e s
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－i n d u c ed di a b e ti c r a t w e r e

C u lt u r e d wi th i n c r e a s l n g C O n C e n tr a ti o n s o f n a ti v e

O r i n s u li n －d e x tr a n c o m pl e x e s i n th e m e d i u m

c o n t a i ni n g E
14
CコーIe u c in e f o r 1 2 h o u r s ． T h e r a t e

Of p r o t ei n s y n th e si s w a s m e a s u r e d b y th e r a d i o ．

a c ti vi ti e s i n c o r p o r a t e d i n t o i m m u n o p r e ci pit a t e s

b y a n ti－r a t al b u m i n r a b b it s e r u m a n d a n ti r a b b it

y
－ gl o b uli n g o a t s e r u m ． S y m b oI s a r e th e s a m e a s

i n F i g ． 8 ．



5 0 2

X l O O

久 樽 見

Fi g ． 10 ．
P h a s e c o n tr a s t m i c r o g r a ph s of th e c ul t u r

－

ed h e p a t o c yt e s 1 2 h r a f t e r i n c u b a ti o n ． T h e a d ult

r a t h e p a t o c y t e s p r e p a r ed f r o m S T Z－i n d u c e d

di a b e tic r a t w e r e c u lt u r e d w it h o u t i n s u li n くAI ，

w ith i n s u li n くBl a n d w ith i n s u l in －d e x t r a n c o m pl e x

くCI ．

に よ る不溶性 T C A の 蛋白合成 に 及 ぼす 影響 を， イ ン

ス リ ン を基準と した 時の 百分率で 示 し た． T － 4 0 で は

94 ． 2 士3 ． 5 ％， T － 7 0 で は 67 ． 5 士4 ． 8 ％そ して T － 2 0 00 で

は 30 ．0 士5 ． 2 ％で あ っ た ．

X l O O

考 察

工
． 無血 清 培地 を用 い た肝 細胞 の 培 養法

1 ． 培養液に つ い て

従来各種の 体細胞の 培養に は血 清添加培地が用い ら

れ て き たが ，
ホ ル モ ン 等の 影 響 を検討す る際 には血清

に 含 ま れ る諸 因 子 の 影 響 を 無視 し得 な い ．
Y a m a d a

ら
1 釘1 弟は既 に 無血 清培地 と し て用 い ら れ て い る m ノ

W O 51 B A 2 。。。， L －1 5
，
H a m F － 12 な どを選 択し， 比較検

討 し た結果， H りW O 5ノB A 20 0 0 の 有用性 を認め， 少なく

と も こ の 無血 清培地 で 培養さ れ た肝細胞 は形態学的に

も生 化学的に も肝実質細胞の 性格 を有 し， 実験系に十

分使用 で き る こと を報告 して い る．
E工ノW O 5ノB A 2 0川 は

M o r ri s o n ら
1 51 が マ ウ ス L 細 胞 培 養 の た め W a y A

m o u th
，

s M B 7 5 21 1 を基 本と して ウ シ ア ル ブ ミ ン 2OOO

m gl L く0 ．2 ％l ， オ レ イ ン 酸 5 m gノL を加え， B o ll n e l
，

ら に よ り初 め て 肝 細胞培養 に 用 い ら れ た 培養液 であ

る
．
こ の 培養液の も う 1 つ の 特徴は高濃度グ ル コ

ー ス

ほ000 m gノLうを含 ん で い る こと で あ る．
こ の 高濃度グ

ル コ ー ス は培養肝細胞の グリ コ
ー

ゲン 分 解を抑制し，

その 結果細胞の a u t o p h a g o c y t o si s を 防止 する ため 細

胞の 微細構造 を維持 で き る作用 が あ る と考えら れてい

る
1 71

． 高濃度 グル コ ー ス が肝細胞の 代謝に どの 様な影

響 を 与 える か は不 明 で あ る が ， 少 な く と も 浸透圧 は

29 3 ． 6 m O s m ル で あ り， 他の 培地と比 較 して も差を認

め なか っ た ．
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T a bl e 4 ． R el a ti v e p o t e n ci e s o f th r e e k i n d s of i n s uli n－d e x tr a n c o m pl e x e s i n th e sti m ul a ti o n of p r o t e in
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－2 0 0 0
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，
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，
On O
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00 0

10 0 ％

94 ． 2 士3 ． 5 ％

67 ． 5 士4 ． 8 ％

30 ． 0 士5 ． 2 ％

T h e a d u lt r a t h e p a t o c yt e s p r e p a r e d f r o m th e S T Z
－i n d u c e d d i a b e ti c r a t w e r e c ult u r ed wi th n a ti v e o r

iT S uli n－
d e x t r a n c o m pl e x e s i n th e 甲e d

i u rT C O n t a
i ni n g E

l l Cコ，l e u ci n e f o r 12 h o u r s ． T h e r a t e of p r o t ei n s y n th e －

sI S W a S m e a S u r e d b v th e r a di o a c tl V iti e s l n C O r P O r a t e d i n t o T C A i n s ol tlb l e p r o t ei n ． E a c h v al u e i s th e m e a n

of 3 e x p e ri m e n ts 士 S ．D ．

2 ．
コ

ー テ ィ ン グに つ い て

成熟ラ ッ ト肝細胞は通常の 培養状態に お い て は分裂

増殖しな い ． ま た他の 体細胞に 比 して 培養皿 へ の 接着

能力が劣る．
こ と に 培養当初よ り無血 清培地 を使用 す

ると， 培養皿 へ の 接着率 が極め て 悪 く， こ の た め単層

の形成は不可能で ある． 従 っ て 成熟 ラ ッ ト肝細胞初代

培養法の もう 一

つ の 重 要な点は， い か に 肝細胞を効率

良く培養皿 に 接着させ る か とい う こ と で ある． そ こ で

一

旦血 清添加培地下 で培養を開始 し， 十分 な単層形成

を認め た後無血清培地 に 置換 す る方法が考 え られ る

が
，
こ の 方法 で もイ ン ス リ ンや デ キサ メ サ ゾ ン が添加

されな けれ ば 6
ノ へ
一 12 時 間で細胞 の 機能や形態が十分

には維持 で き なく な ると の 報告も み られ る
1 3j

． 実際著

者の実験 で も血 清添加培地で 接着させ ， そ の 後無血 清

培地に 置換し た後， 培養 6 時間で 観察 して み る と細胞

の接着， 伸展 が悪 く， 更 に 12 時間後 で は 多く の 細胞 が

培養皿よ り剥離 し浮遊す る 状態 で あ っ た ． そ こ で 無血

清培地 で は血 清の 有す る細胞に 対す る接着， 伸展な ど

の安定化作用 が期待 で き な い こ と か ら， 培 養皿 へ の

コ ー ティ ン グ を検討 した ． L i n ら の 方法1 01 に 準 じて ウ

シ コ ラ
ー

ゲ ン を コ ー テ ィ ン グし てみ る と， T y p e I V
コ

ラ ー ゲ ン を用 い た時に T y p e m コ ラ
ー

ゲ ン に 比 し て良

好な接着率 を得 た．
これ は T y p e I V コ ラ

ー ゲ ンが 基 底

膜由来で ある の に 対し て T y p e M コ ラ
ー ゲ ン は皮膚結

合組織由来 で あ り
，
基底膜由来の も の が よ り細胞 の 接

着を促進させ る もの と考 え られ る．

一 方 フ ィ ブ ロ ネ ク

テンは細胞の 接着に 重 要な役割を果 た し て い る と報告

されて い る 岬 川
．
フ ィ ブ ロ ネク ナ ン は高分 子 粘着性糖

蛋白で ， 細胞表面， 結合組織， 血清， 脳脊髄液中に 存

在し． てい る
． 細胞性 フ ィ ブ ロ ネク チ ン は 分子 量 22 句 2 5

万のサ ブ ユ ニ ッ トの 2 量休 また は多量体 か らな っ てい

る
20l
o
ま た血 祭性フ ィ ブ ロ ネク チ ン は分子 量 20

ノ
ー 2 2 万

の サブ ユ ニ
ッ トの 2 量 体 か ら な り， 以 前 は c o ld i n －

S Ol u bl e gl o b uli n と呼 ばれ て い た
211

．
こ れ らの フ ィ プ ロ

ネク ナ ン は細胞の 基質お よ び細胞 へ の 接着と細胞移動

を促進 さ せ る と 考 えら れ て い る2 2I ． ま た細胞表面 の

フ ィ プ ロ ネク ナ ン は分離細胞が コ ラ ー ゲ ン と接着す る

の を促進 させ
， 特 に T y p e iII コ ラ

ー

ゲ ン との 接着が最

も 良い と報告され て い る2 3I ． 今回 の 検討に お い て も，

T y p e 工II コ ラ
ー ゲ ン と フ ィ ブ ロ ネ タ テ ン で コ

ー ティ ン

グ する こ と で ， 正 常ラ ッ ト肝細胞 お よび糖尿病 ラ ッ ト

肝細胞の 接着が改善す る とと も に， 安定 した成績が得

ら れ た． さ らに 培養皿 へ の接着後の細胞の拡張， 伸展

も 良好 で， 図 1 0 の 如 く多角形の細胞 は互 い に接 し単層

を形成 して お り， あた か も肝組織切片の光顕像 を見て

い る よう な像が得 られ ， 形態上 も安定 して い る と考 え

られ た
．

工I ． 培養肝 細胞 に お ける 蛋 白合 成お よ ぴ イ ン ス リ ン

の 影響

1 ． 培養肝細胞の 条件に つ い て

培養肝細胞 に お け る代謝を論 じる際に は， 肝細胞 の

培養条件が十分考慮 され な けれ ば なら ない ．
分離直後

の 遊離肝細胞 で は細胞分離時の 化学的， 物理的破壊 の

た め，細胞機能が低下し てい る24I ． 一 方血 清添加培地 で

肝細胞を長期培養す る と，培養 10 日目頃か ら細胞は紡

錘 形 を呈 す る よう に な り， 本来の 肝実質細胞と は形態

的に も機能的に も異な っ た細胞 へ の 変化を認めた との

報告も あ る．
こ れ ら を考慮す る と， 生 体の 肝細胞 と形

態上 も機能上 も ほ ぼ同等の 状態 に あ る培養肝細胞 を実

験 に 供す るた め に は， 実験系の 時間的条件の 設定が必

要と なる．
K l e t zi e n ら

2 51
は分離直後の 肝細胞 はア ミ ノ

酸の 能動輸送 を失な っ て い る が， 2 ル 3 時間培養 す る

と 回復が認 めら れ た と報告して い る ． ま た Bi s s ell ら
2 61

も 分離肝細胞 で は ア ミ ノ酸や種 々 の 陽イ オ ン の膜透過

性に 対す る制御が乱れ て お り， さ ら に ポ リゾ ー ム の崩

壊も認 めら れ るが ， 分離後 4 時間の 培養で は これ ら の
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障害が改善さ れ たと報告 し て い る．
T a n a k a ら

1 71
は肝

で の 合成蛋 白で あ る フ ィ ブ リ ノ
ー

ゲ ン ， トラ ン ス フ ェ

リ ン の 合成 と各種 ア ミ ノ酸の 代謝を培養肝細胞 で検討

した結果， 少 なく とも培養 3 日間は生体の 肝細胞 と同

等の 代謝を示 す と報告 して い る．
こ れ らの 研究 を検討

した結果， 著者は培養開始 4 時間 を基準 と し， それ に

継続す る24 時間の 培養肝細胞 を実験 に 供 した ．
こ の 条

件設 定 に よ り本実験で は生体 の 肝細胞に お ける 代謝と

ほぼ 同等の 代謝が反映さ れ る も の と考え た．

2 ． 蛋白合成 に及 ぼす イ ン ス リ ン の 影響 に つ い て

体細胞の 蛋白合成 に 及ぼ す イ ン ス リ ン の 影響 に つ い

て は
， 蛋白合成速度の 増加

271 28I 2 9I
，
ア ミ ノ酸摂取率の 増

加 叫 お よ びま自分解速度の 減少 紺 の 3 つ の 機序 に よ る

蛋白合成促進作用 が 報告 さ れ て い る． S tr a n c h fi el d

ら
271 は初代培養肝細胞 を用 い て， イ ン ス リ ン に よ っ て

蛋白合成能が促進 され る こ と を報告 して い る ． 著者の

実験 で も対照 ラ ッ トお よ び糖尿病ラ ッ トか ら調製 した

培養肝細胞 でイ ン ス リ ン の蛋白合成 へ 及 ぼす 影響 を検

討 したが ， 糖尿病 ラ ッ ト で は明 らか に合成促進 を認 め

た に も かか わ らず， 対照 ラ ッ トで は著明 な合成促進 を

認め な か っ た ．
こ の 成績 の 相違 は，S t r a n c h fi eld ら

2 7I の

実験 で は培養初期か らイ ン ス リ ン を添加 して お り， ま

た 血清添加培地 を使用 し てい る点 な ど培地 の性状や培

養条件 の 差異に よる も の と考 えら れ た．

3 ． イ ン ス リ ン レ セ プ タ
ー

の 性状 に つ い て

G ol d fi n e ら
2Iは 蛋白合成経路 に 及 ぼす イ ン ス リ ン作

用 を レ セ プ タ
ー く細胞膜1 お よび ポ ス ト レ セ プ タ

ー 機

構 く細胞内う に 大別 して い る． 著者はイ ン ス リ ンの 蛋

白合成促進作用 が対照ラ ヅ ト に比 して糖尿病 ラ ッ ト で

よ り著明であっ た事実を レ セ プ タ
ー

の 面で 検討 した．

糖尿病ラ ッ トと対照 ラ ッ トの培養肝細胞で は， レ セ プ

タ
ー

の イ ン ス リ ン親和性に つ い て は差異を認 めな か っ

た が
，
レ セ プ タ

ー 数 は対照ラ ッ ト に 比 して糖尿病ラ ッ

ト で は約2 倍 で あ っ た ．
こ れ は D a v id s o n ら

3 2I の 成績

とほ ぼ 一 致す る結果で あ る． こ の事実は対照 ラ ッ トと

糖尿病ラ ッ トの培養肝細胞 に お け るイ ン ス リ ン に 対す

る応答性 く感受性う の 差異が ， 少な く とも こ の よう な

レ セ プ タ ー の 性状 の 差異 に 基づ く こ と を 示 唆 し て い

る
．

4 ． イ ン ス リ ン の 分解 に つ い て

糖尿病ラ ッ トお よ び対照ラ ッ トの 培養肝細胞に おい

て 認 め られ たイ ン ス リ ン に よ る蛋白合成促進作用 の差

異 を，添加イ ン ス リ ン の分解の 面か らも 検討 を加 えた．

添加イ ン ス リ ン の 分解曲線 は， 両者 とも 2 相性 を示 し

たが
， 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞 に お け る添加イ ン ス リ

ン の 半減期 は， 対 照ラ ッ トに 比 して 短縮 して い た．
こ

の差異 は恐 ら く ゴ ル ジ装置 へ の輸送過程や ， 分解速度

津 見

な どに 相違 が ある も の と思わ れ るが ， 本稿 で は この点

の 検討 を して い な い た め不 明 で あ る．

一

方イ ン スリン

添 加 の 実験は
， 今回検討 した イ ン ス リ ン の 半減期を考

慮し て ， す べ て 培養6 時間軌 こイ ン ス リ ン を再添加し

て お り
，
こ の 点か らは添加イ ン ス リ ン に 前述し た如き

蛋 白合成促進作用 の 差異の 原因を求 め る こ と はできな

い と 考え る．

I工1 ． イ ン ス リ ン ． デ キ ス ト ラ ン複合体 の 培養肝細胞

に お け る蛋 白合成 へ の 影響

イ ン ス リ ン 作用 の 第
一

歩は細胞膜の レ セ プタ ー

との

結 合 で あ る． 次 の ス テ ッ プ と し て は d e g r a d a ti o n と

i n t e r n ali z a ti o n で ある が
2I
， 細胞 で の こ れ ら の過 程に

つ い て は 未だ 統
一

した結論が で て い な い
3 31

． イ ンスリ

ン レ セ プタ
ー

に つ い て も， 細胞膜 だ けで な く核
，
小胞

体， ゴ ル ジ装置 な どの 細胞内小器 官 に つ い て も レ セプ

タ ー サイ トが ある と 報告さ れ て い る34j ． さ らに G old ．

fi11 e ら
3 5ン
に よれ ば ， 核の イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー

は細胞

膜 レ セ プ タ ー と免疫上 こ とな る と 述べ て い る ． しかし

こ れ ら の 各種 の レ セ プ タ ー

が イ ン ス リ ン作用 としての

機能 に どの よう な役割 を演 じるか と い う こ と は不明 で

あ る 抑
．
こ の 疑問 を 解 明 す る 手段 に 用 い る た め

，

S a k a m o t o ら
1 2I
は ， 細胞膜 を通 過 す る こ とが で き なく，

ま た 遊離イ ン ス リ ン を 放出す る こ と が な い イ ン スリ

ン ． デ キス トラ ン複合体 を作製し た．
こ の 複合体を用

い て S a k a m o t o ら
3 71 は ミ ト コ ン ド リ ア の ピ ル ビ ン酸

脱水素酵素， p y r u V a t e d eh y d r o g e n a s e くP D H l の 活性

が イ ン ス リ ン
ー

デ キス トラ ン 複合体 に よ り活性化され

た こ と を報告 して い る ．
ま た脂肪細胞 を用 い て

12 5
1 で

標識 したイ ン ス リ ン ． デ キ ス トラ ン複合体の 細胞内で

の 分布を検討 した結果， イ ン ス リ ン レ セ プタ
ー

との結

合は 細胞膜の み に しか 認め られ な か っ た こ と を報告し

て い る ． 以 上 の 結 果 か ら S a k a m o t o ら
3 引 は

，
上 記の

P D H 活性化 は， イ ン ス リ ン の 核 レ セ プ タ
ー

との 結合

と は無関係 で ， 細胞膜の み と の 結合 で 誘導さ れたもの

と結論 して い る ． 本実験で も 3 種類の 複合体くT － 上軋 T ，

7 0
，
T － 2 0 00う を用 い て 蛋白合成 に 及 ぼ す 影響を検討し

たが ， こ れ ら の 複合体 は い ず れ も蛋 白合成 を促進させ

た．
こ の 事実 は培養肝細胞 に お い て， 蛋 白合成に対す

る イ ン ス リ ン作用 の 発 現 に はイ ン ス リ ン が細胞内
へ 取

り込 ま れる 必 要が ない 事を示 して い る ． さ ら に， 那1

合成能 へ の 効果の 発現 に は段階的な善が 認 め られた

が
，
こ れ は巨大分子 で あ る程， 細胞表面の レ セ プタ

ー

サ イ トが デ キ ス トラ ン で 占拠 され る た め に ， 複合体中

の イ ン ス リ ン の レ セ プ タ
ー

へ の 結合が低下 し， その結

果イ ン ス リ ン 作用 が減少 す る もの と 考 えられ た．

今回 の 実験 を通 して蛋白合成 は， イ ン ス リ ンの濃度

依存的 に 増加 する傾向を示 した が， 高濃度 のイ ン
スリ



培養肝細胞に お け る イ ン ス リ ン の 作用横序

ンを培地 に 添加す ると ， む しろ合成が低下 す る傾向を

認めた．
こ の よ う な現 象に つ い て ， N a k a m u r a ら 39，は

高濃度イ ン ス リ ン は D N A 合成の 抑制 を引き起 こ す結

果， 蛋白合成が減少 す る と報告し て い る ．

一 方 レ セ プ

タ
M の 面 か ら は Bl a c k a rd ら

401 が
，
い わ ゆ る D o w n

r e g u l a ti o n と 称す る機構が関与す る こ と を報告 し て

い る が， 現 時点 で は確 立 さ れ た 結論は文献 上 で も 定

まっ て い な い
4 り

結 論

イ ン ス リ ン の 中間ま た は長期効果の 作用 機序 を解明

する目的で ， 対照 ラ ッ トお よび糖尿病 ラ ッ トか ら調 製

し， 無血清培地下 で 培養 し た培養肝細胞 を用 い て， 蛋

白合成に お よぽ すイ ン ス リ ン の 影響 を検討 した ． そ の

結果， 次の 成績 を得た．

1 ． 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞に お け る蛋 白合成は
，

対照ラ ッ ト培養肝細胞 に 比 し て低下 して い た ．

2 ． 培地に イ ン ス リ ン を添加す る こ と に よ り， 糖尿

病ラ ッ ト培養肝細胞で の 蛋 白合成は増加 した．

3 ． 糖尿病 ラ ッ ト培養肝細胞 で は， 対照 ラ ッ ト に比

し
，
イ ン ス リ ン に 対す る感受性の 増大が認め られ

，
こ

の差異は 一 部 レ セ プ タ ー 数の 増加 に よ る と 考 え ら れ

た
．

4 ． 糖尿病ラ ッ ト培養肝細胞 で の 仁1 2 5エコイ ン ス リ ン

の分解は， 対照 ラ ッ ト培養肝細胞に 比 し て促進 し て い

た．

5 ． 細胞内に 取 り込 まれ ない イ ン ス リ ン ． デ キ ス ト

ラ ン複合体 は
，
培養肝 細胞 に お ける 蛋 白合成 を増加さ

せた．

6 ． 蛋白合成は， 添加イ ン ス リ ン の 演度依存的に 増

加したが， 1 0
－ 川 し

－ 10－7 M に て 最大効果を 示 し た．
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r e s p o n s e ． J ． C li n ． I n v e s t ．， 4 8 ， 21 2 9
q

2 13 9 く19 6 91 ．

9 I L o w r y ， 0 ． H ．
，
R o s e b r o 11 g h ， N ． J ．

，
F a r r

，
A ．

L ． 及 R a n d all
，
R ． J ． 二 P r o t ei n m e a s u r e m e n t w ith

f oli n p h e n ol r e a g e n t ． J ． B i o l ． C h e m ．
，
19 3

，
2 6 5－27 5

く19 51I ．

1 0ナ Li n ， R ． C ． 息 S n o d g r a s s ， P ． J ． ニ P ri m a r y

C ult u r e o f n o r m a l a d ult r a t li v e r c e11 s w h i c h

m ai n t ai n st a b l e u r e a c y cl e e n z y m e s ． B i o c h e m ．

B i o p h y s ． R e s ． C o m m u n ． ， 6 4 ， 72 5
q 73 4 く19 7 51 ．

1 11 B u b i n ， K ．
，
O ld b e r g ， A ．

，
H 6 6k

，
M ． 鹿 6b ri n k

，

B ． こ A d h e si o n of r a t h e p a t o c y t e s t o c oll a g e n ． E x p ．

C ell R e s ．
，
1 1 7

，
1 6 5－17 7 u 9 781 ．

1 2I S a k a m o t o ， Y ． ，
A k a n u m a ， Y ．

，
K o s a k a ， K ． 及

J e a n r e n a u d
，
B ． ニ C o m p a r a ti v e eff e ct s o f n a ti v e

i n s u li n a n d in s u li n －d e x t r a n c o m pl e x e s o n t h e

m e t a b o li s m o f a d i p o s e ti s s u e ． B i o c h e m ． B i o p h y s ．

A c t a ．
，
4 9 8

，
10 2－1 13 く1 9 77ナ．

1 3I Y a m a d a ， S ． ， O tt o ， P ．
S ．

，
K e n n e d y ， D ． L ． 鹿

W h a y n e ， T ． F ．
，
J r ． こ T h e e ff e ct s o f d e x a m eth a s o n e

O n m e t a b oli c a c ti vi ty o f h e p a t o c yt e s i n p ri m a r y

m o n ol a y e r c ul t u r e ． I n V it r o ．
，
1 6
，
5 5 9－57 0 く19 8 01 ．

1 4I Y a m a d a ， S ．
，
N a k a i

，
T ．

，
K u t s u m i

，
Y ．
，
T a k e d a

，

R ．
，
K u r a k a n e

，
K ．

，
O tt o

，
P ． S ．

，
K e n n e d y ， D ． L ． 也

W h a y n e ， T ． F ．
，
J r ． 二 P ri m a r y m o n ol a y e r c u lt u r e o f

a d u lt r a t h e p a t o c y t e s i n a s e r u m
－f r e e s y s t e m こ

M e t a b oli c a n d m o r ph ol o gi c al st u di e s ． Bi o m e d ． R e s ． ，



50 6 久 津

2
，
49 ト50 0 く19 8 り．

1 5I M o r ri s o n ， S ． J ． 鹿 J e n ki n
，
H ． M ． こ G r o w th of

C hl a m yd i a p sit t a ci s t r ai n e n i n g o p n e u m o n iti s i n

m o u s e L c ell s c u lti v a t e d i n a d e fi n e d m e d i u m i n

S pi n n e r c ult u r e s ． l n V it r o ．
，
8
，
9 4T l O O く19 7 2I ．

1 6I B o n n e y ， R ． J ．
，
B e c k e r ， J ． E ．

，
W al d e r

，
P ． R ． 晶

P o tt e r ， V ． R ． ニ P ri m a r y m o n ol a y e r c u lt u r e s o f

a d u lt r a t li v e r p a r e n c h y m al c ell s s ui t a b l e f o r st u d y

O f t h e r e g u l a ti o n of e n z y m e s y n th e si s I n V it r o ．

，
9
，

3 9 9 － 4 1 3 く19 73ン．

1 7I T a n a k a ， E ．
，
S 孔t O

，
軋

，
T o m it a

，
Y ． 及

I c h i h a r a
，
A ． こ B i o c h e m i c al st u d i e s o n li v e r f u n c －

ti o n s i n p r l m a r y C u lt u r e d h e p a t o c yt e s o f a d u lt r a t s ．

J ． B i o ch e m ．
，
84

，
9 3 7 q 9 46 く19 7 8J ．

181 M illi s ， A ． J ． T ． 鹿 H o yl e ， T ． ニ F ib r o b l a s t －

C O n d iti o n e d m e di u m c o n t ai n s c ell s u rf a c e p r o t ei n s

r e q u i r ed f o r c ell a tt a ch m e n t a n d s p r e a di n g ． N a t u r e ，

2 71
，
6 6 8

－

6 6 9 く19 781 ．

1 9I M a r c e a ll ， N り N o el ， M ． 晶 D e s c h e n e s
，
J ． こ

G r o w t h a n d f u n c ti o n al a c ti vi ti e s of n e o n a t al a n d

a d tll t r a t h e p a t o c yt e s c ul t u r e d o n fib r o n e c ti o n

C O a t ed s u b s t r a t u m i n s e ru m －f r e e m e di u m ． I n V it r o ．
，

1 8
，
二卜11 く19 8 21 ．

2 0I Y a m a d a ， K ． M ． ， S c b l e si n g e r ， D ． H ． E e n n e d y ，

D
． W ． 鹿 R a s t a n

，
I こ C h a r a c t e ri z a ti o n o f a m aj o r

fib r o bl a st c ell s u rf a c e gl y c o p r o t ei n ． B i o c h e m i st r y ，

16
，
5 5 5 2－55 5 9 く19 7 71 ．

21I Y a m a d a ， K ． M ． 鹿 O l d e n
，
E ． ニ F ib r o n e c ti n s ．

a d h e si v e gl y c o p r o tei n s of c ell s u rf a c e a n d b l o o d ．

N a t u r e
，
27 5

，
1 7 9

－

1 8 4 く1 97 乳

22I I c bi b a ．r a ， A ．
，
N a k a m u r a

，
T ． 鹿 T a n 乱k a

，
瓦． こ

U s e o f h e p a t o c y t e s i n p ri m a r y c ul t u r e f o r b i o
－

c h e m i c al st u di e s o n li v e r f u n c ti o n s ． M ol ． C ell ．

B i o ch e m ．
，
4 3

，
1 4 5 － 1 6 0 く19 8 2I ．

2 3I E n g v all ， B ．
，
R u o sl a h ti

，
E ． 也 M ill e r

，
E ． J ． こ

A ffi n it y o f fib ri n e c ti n t o c o 11 a g e n s of diff e r e n t

g e n e ti c t y p e s a n d t o fi b ri n o g e n ． J ． E x p ． M e d ．
，
1 4 7

，

15 8 4
－

1 5 95 く19 7引．

24I N a k ai ， T ．

，
O tt o

，
P ． S ．

，
K e n n e d y ， D ． L ． 鹿

W h a y n e ， T ． F ．
，
J r ． こ R a t h i gh d e n sit y li p o p r o t ei n

S u b f r a c ti o n くH D L 3ン u pt a k e a n d c a t a b o li s m b y

i s ol a t e d r a t li v e r p a r e n c h y m al c ell s ． J ． B i ol ． C h e m ．
，

2 5 1
，
4 91 4－4 9 21 く197 61 ．

2 5I K l e t z i e n ， R ．
F

． ，
P a ri 2Z a

，
M ． W ．

，
B e c k e r

，
J ． E ．

，

P o t t e r ， V ． R ． 鹿 B 11t C h e r
，
F ． R ． こ I n d u c ti o n o f

a rn i n o a ci d t r a n s p o r t i n p r l m a r y C u lt u r e s o f a d ult

r a t li v e r p a r e n ch y m al c e ll s b y i n s uli n ． J ． B i ol ．

C b e m
り
2 5 1 ， 3 0 1 4

－

3 0 2 0 く1 97 即．

26I B i s s ell ， D － M ．

，
H a m m a k e r

，
L ． E

． 及 M e y e r
，
tJ

．

A ． こ P a r e n c h y m al c ell s f r o m a d u lt r a t li v e r i n

n o n p r o lif e r a ti n g m o n o l a y e r c u lt u r e ． J ． C e11 ． B i ol
．
，

5 9
，
7 2 2

－

73 4 く1 9 7礼

27ナ S t a n c b fi el d ， J ． E ． 及 Y a g e r ， J ． D
り
J r ． 二

I n s uli n eff e c t s o n p r o t e i n s y s th e si s a n d s e c r e ti o n i n

p ri m a r y c ult u r e o f a m ph ib i an h e p a t o c y t e s ． J ． C ell ．

P h si o l ．
，
1 0 0

，
2 79

－ 2 8 9 く19 7 9I ．

2 81 C r a rL e ， L ． J ． 鹿 M ill e r
，
D ． L ． こ P l a s m a p r ot ei n

S y n th e si s b y i s ol a t e d r a t h e p a t o c y t e s ． J ． C e11 ． B i ol ．
，

72
，
1 ト2 5 く19 7 71 ．

2 9I C l a r k ， R ． L ． 皮 H a n s e n ， R ． J ． 二I n s uli n

Sti m u l a t e s s y n th e si s o f s ol u b l e p r o t ei n s i n i s ol at ed

r a t h e p at o c y t e s B i o c h e m ． J ． ， 1 90 ， 6 1 5－61 9 く19 80J ．

3 0I R i s s e r ， W ． L ． 及 G el e h r t e r
，
T ． D ． こ H o r m o n al

m o d u l a ti o n o f a m i n o a ci d t r a n s p o rt i n r at

h e p a t o m a c ell s i n ti s s u e c ul t u r e ． J ． B i ol ． C h e m ．
，
248

，

1 2 48－12 5 4 く19 7 3J ．

3 1I M o r ti m o r e ， G ． E ．

，
W o o d sid e

，
K ． H ． 及 II e n r y ，

J ． E ． ニ C o m p a rt m e n t a ti o n o f f r e e v ali n e a n d its

r el a ti o n t o p r o t ei n t u rn O V e r i n p e rf u s e d r a t li v e r ． J ．

B i ol ． C h e m ．

，
2 7

，
2 7 7 6－27 8 4 く19 7 21 ．

3 2I D a v id s o n ， M ． B ． 鹿 K a pl a n ， S ． A ． 二 I n c r e a s e d

i n s u li n b i n d i n g b y h e p a ti c pl a s m a m e m b r a n e s f r o m

d i a b e ti c r a t s ． J C li n ． I n v e st ． ， 5 9 ， 2 2－31 く1 9 771 ．

3 3I G a v i n ， J ． R ．
，
R o th

，
J ．
，
J e n

，
P ． 及 F r e y c h e t ，

P ． こ I n s u li n r e c e p t o r s i n h u m a n ci r c ul a ti n g c e11s a n d

fib r ol a s ts ． P r o c ． N a tl ． A cid ． S ei ． U S A ．
，
6 9

，
74 7 － 751

く19 7 21 ．

34ナ B e r g e r o n ， J ． J ． M ．
，
E v a n s

，
W ． H ． 及 G e sh －

W i n d
，
I ． I ． こ I n s u li n bi n d i n g t o r a t li v e r G olgi

f r a cti o n s ． J ． C ell ． B i ol ． ， 59 ， 7 7 ト 7 75 く1 9 7 31 ．

3 5 ト G o ld fi n e ， I ． D ．
，
Y i g n e ri ， R ．

，
C o h e n

，
D ． 及

Fli a m
，
N ． R こ I n tr a c ell u l a r b i n d i n g site s f o r

i n s u li n a r e i m m u n o l o g l C all y di s ti n c t f r o m th o s e o n

th e pl a s m a m e m b r a n e ． N a t u r e ， 2 69 ， 69 8－700 く1 97 71 ．

3 6I H o r v a t ， A ．
，
Li
，
E ． 及 K a t s o y a n n i s ， P ．

G ． こ

C e ll tll a r b i n di n g sit e s f o r in s u li n i n r a t li v e r ．

B i o c h e m ． B i o ph y s ． A c t a ， 3 8 2 ， 6 0 9－62 0 く1 97 5ン．

3 7I S a k a m o t o ， Y ． 鹿 K u z u y a ， T ． ニ S ti m ul a ti o n of

p y r u v a t e d e h y d r o g e n a s e a c ti v it y b y i n s uli n
．

d e x t r a n i n m o u s e a d i p o s e ti s s u e ． B i o c h e m ． B i o p h y s ．

R e s ． C o m m u n
，
8 8

，
3 7－43 く19 79ン．

3 81 S a k a m o t o ， Y ． 鹿 E u z u y a ， T ． こ S t u d y of i n s ul in

a c ti o n b y u s e o f i n s ul in d e x t r a n c o m pl e x 二 U pt a k e

o f i n s u li n i n t o s u b c ell u l a r f r a c ti o n s a n d sti m ul a ti o n
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of p y r u
V a t e d e h y d r o g e n a s e i n m o u s e a d ip o c y t e s 7 I n

in s uli n ， P 44 7－45 4 ， I n B r a d e n b u r y ， D ， 8 t W oll m e r ， A ．

te dl ． C h
e mi s tr y ， S t ru C t u r e a n d f u n c ti o n of i n s u li n

a n d r el a t ed h o r m o n e s ． W a lt e r d e G r u y t e r ， B e rli n ，

19 8 0 ．

卿 N a k a m n r a ， T ．
，
S h i n n o

，
比 良 1 c b i h a r a

，
A － こ

I n s uli n a n d gl u c a g o n a s a n e w r e g ul a t o r s y st e m f o r

try p t o h a n o x y g e a s e a c ti v
it y d e m o n s tr a t ed i n

p ri m a r y c
ult u r e d r a t h e p a t o c yt e s － J ． B i o l － C h e m ．

，

5 07

25 5
，
7 53 3－753 5 く19 8 01 ．

4 01 B l a c k a r d ， W ． G ．
，
G u z eli a n

，
P ． S ． 皮S m all

，
M ．

E ． ニ D o w n r e g u l a ti o n of i n s uli n r e c e p t o r s in

p ri m a r Y C ult u r e s of a d ul t r a t h e p at o c y t e s i n

m o n ol a y e r ． E n d o c ri n ol o g y ， 1 0 3 ， 5 48－5 5 3 く197即 ．

4 1I C a r o ， J ． F ． 息 A m a t rll d e
，
J ． M ． こ I n s uli n

r e c e p t o r s i n h e p a t o c yt e s ニ P o st r e c e p t o r e v e n t s

m e d i a t e d o w n r e g u l a ti o n ． S ci e n c e
，
2 1 0

，
1 02 9－1 03 1

く19 80 I ．

T h e Effe ct of I n s u li n o n P r o t e i n S y n th e sis i n P ri m a r y M o n ola y e r C l11t u r e of A d ult R at H ep a
－

t o r c y t e s Y a s u n o ri K u t s u mi ， D e p a r
t m e n t o f I nt e r n al M e di ci n e エ， S c h o ol o f M e di ci n e ，

K a n a z a w a U ni v e r sit y ， K a n a z a w a ， 9 2 0
－ J ． J u z e n M e d

． S o c ．
，
9 4

，
4 9 5 － 5 0 8く1 9 8 5J

K e y w o r d s 二 S e r u m 丘e e m e di u n ， P r O t ei n sy n th e si s ， i n suli n ， C ult u r e d h e p at o c y t e s

A b str a c t

T h e p u rp o s e o f t h e p r e s e n t st u d y w a s t o e x a m i n e t h e m e c h a n i s m s o f t h e l o n g
－t e r m e f f e c t s o f

i n s u li n o n p r o t ei n s y n t h e si s i n t h e c u lt u r e d h e p a t o c y t e s ．

I s o l a t e d li v e r p a r e n c h y m al c ell s w e r e p r e p a r e d f r o m a n a b u lt n o r m al r at くc o n t r o l r a tl a n dl o r a

s tr ep t o z o t o ci n i n d u c e d d i a b e ti c r a t くdi a b e ti c r a tJ ． T o a v o i d t h e e ff e ct s o f s e r u m f a c t o r s ， t h e h e
－

p a t o c y t e s w e r e c u lt u r e d i n t h e c o m p l et e s y n t h e ti c s e r u m f r e e m e d i a H II W O 5 I B A 2 0 0 0 u n d e r 5 ％

C O
21 9 5 ％ ai r a t 3 7

0

c ． T h e o p ti m u m c o n d iti o n f o r c e 11 a tt a c h m e n t t o p l a sti c d i s h e s く6 0 m m J

w a s d e t e r m i n e d ． T h e c u lt u r e d h e p at o c y t e s w ell m ai n t ai n e d t h e m e ta b o li c a n d m o rp h ol o gi c al

ch a r a ct e ri s ti c s o f t h e a d u lt r at li v e r d u ri n g fi r st 2 4 h o u r s a ft e r c ell i n o c u l ati o n ．
T h e i n c o r p o r a ti o n

o f r
1 4

c ト1 e u ci n e i n t o t ri c h l o r o a c e ti c a ci d くT C AJ －i n s o l u b l e p r o t ei n s a n d i m m u n o p r e c ip it a t e s

b y a n ti
－

r at alb u m i n s e r u m w e r e m e a s u r e d i n c u l t u r e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m t h e d i a b eti c r a t

a n d t h e c o n t r o l r a t ．

T i m e c o u r s e o f T C A －i n s o l u b l e p r o t e i n a n d alb u m i n s y n t h e si s i n c u lt u r e d h e p a t o c y t e s f r o m d i a
－

b e ti c a n d c o n t r o l r at s i n di c a t e d t h a t t h e s y m th e si s w a s f o u n d t o b e li n e a r o v e r t h e i n c u b a ti o n

P e ri o d o f 2 4 h o u r s ． H o w e v e r
，
S y n t h e si s o f T C A

－i n s o l u bl e p r o t ei n a n d alb u m i n b y h e p a t o c y t e s

P r e P a r e d f r o m t h e di a b e ti c r at w a s m a r k e d l y d e c r e a s e d a s c o m p a r e d w i t h t h a t o f t h e c o n t r ol r a t ．

T o t al p r o t ei n s y n t h e si s w a s n o t a ff e c t e d b y i n s u li n i n c u lt u r e d h e p a t o c y t e s p r e p a r e d f r o m t h e

c o n t r o l r a t
． W h e n l O

ぺ
M i n s u li n w a s a d d e d t o t h e m e di u m o f h e p at o c y t e s p r e p a r e d f r o m t h e

di ab eti c r a t
，
t h e i n iti a l r a t e く0 －6 h rJ o f p r o t ei n s y n t h e si s w a s i n c r e a s e d a p p r o x i m a t el y 4 ti m e s ．

S c at c h a r d a n al y si s r e v e al e d t h a t b o th c u l t u r e d h e p at o c y t e s f r o m t h e d i a b e ti c r a t a n d t h e

c o n t r ol r at h a d a m aj o r i n s u li n －b i n d i n g si t e s w it h K d o f a p p r o x i m a t e 4 ．
4 － 5 ．7 X l O

－ 9
M ． C ult u r e d

h ep a t o c y t e s f r o m t h e d i a b e ti c r a t ， h o w e v e r ， h a d t w i c e a s m a n y r e c e p t o r s p e r c ell a s c o n t r o l

h ep a t o c y t e s ． F u rt h e r m o r e
，
i n s u li n d e g r a d ati o n w a s r a p i d e r i n c u lt u r e d h e p a t o c y t e s f r o m t h e

d i a b eti c r a t t h a n t h a t f r o m t h e c o n t r o l r a t ． I n c o n t r a st
，
C u lt u r e d h e p at o c y t e s f r o m t h e d i a b eti c

r a t w a s m u c h m o r e s e n siti v e t o t h e h o r m o n e s ， T h i s i n c r e a s e i n s e n siti vi t y o f c u lt u r e d h e p a t o
－

C y t e s f r o m t h e d i a b eti c r at m o st li k el y r e fl e Q t S a n i n c r e a s e i n t h e n u m b e r o f i n s u li n r e c e p t o r s

p r e s e n t ．
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Fi n all y ， it w a s d e m o n st r a t e d t h a t p r o t ei n s y n t h e si s o f c u lt u r e d h e p a t o c y t e s w a s i n d u c e d b y

t h e e x t r a c ell u l a ry i n c u b a t e d i n s u li n
－d e x t r a n c o m p l e x e s a s w ell a s n a ti v e i n s u li n ． T h r e e k i n d s o f

S O l u b l e a n d s t a b l e i n s u li n
－ d e x t r a n c o m p l e x e s くI ， M r 1 5 0 ，0 0 0 i II ， M r 4 5 0 ，0 0 0 i III ， M r 2 ，0 0 0 ，0 0 0l

w e r e p r e p a r e d ．
T h e m a x i m al e f f e ct o f i n s u li n － d e x t r a n c o m p l e x くり o n p r o t ei n s y n t h e si s w as

c o m p a r a b l e t o n ati v e i n s u li n ． H o w e v e r
，
i n s u li n － d e x t r a n c o m p l e x くエI c a u s e d a 6 7 ％ sti m u l a ti o n o f

n ati v e i n s u li n ． I n s u li n － d e x t r a n c o m p l e x 叩叫i n d u c e d o nl y a slig h t i n c r e a s e i n p r o t ei n s y n t h e sis ．

T h e s e r e s u lt s s u p p o rt t h e v i e w t h at t h e sti m u
l ati o n b y i n s u li n o f p r o t ei n s y n t h e si s i n r a t h e p a t o －

C y t e S d o e s n o t r e q u i r e t h e e n t r y o f i n s u li n i n t o c ell ．

．
．．．．こ
．上
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