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急性肝障害に お ける 耐糖能異常の 成因に 関す る 研究

- D - ガ ラ ク ト サ ミ ソ 投与 ラ ッ ト に おける脂肪細胞およ び筋肉組織 の

糖輸送動態並び に イ ン ス リ ン 結合率 に 関す る検討 -

金沢大学医学部内科学第 一 講座 (主 任 : 小林健 一 教授)

番 度 行 弘

(平成 5 年 2 月10 日受付)

急性肝 障害に 合併す る耐糖能異常 の 成因 を解 明す るた 軋 D - ガ ラ ク ー サ ミ ン 投与 に よ り急 性肝 炎 モ デ ル ラ ッ ト を 作成

し
, そ の 遊離脂 肪細胞 お よ び単離 ヒ ラ メ 茄 を 剛 ､ て

, 糖輸送並び に イ ン ス リ ソ 結合 に つ い て 検討 した . まず ガ ラ ク トサ ミ ン の

ラ ッ ト腹腔内投 与に よ り組織学的に さ ま ぎまな 程度 の 肝細胞壊死 が観察 され た た め
,

こ れ らを軽症肝炎群 と重症肝炎群の 2 群

に 分類 した ･ ブ ドウ糖 負荷試験 で の 糖処理 能は 対照群に 比 し肝炎群で 肝炎 の 重篤化 に 伴い 有意に 低下 し
, 血 清イ ン ス リ ソ 億は

上 昇 して い た ･ 糖輸送 の 測定ほ ラ ッ ト 副皐丸周 囲脂肪観織よ り得た遊離脂肪相月凱 あ るい は 単離 ヒ ラ メ 筋を 用 い て 行 っ た . 脂

肪細胞の ブ ド ウ糖除去率 ( gl u c o s e cl e a r a n c e r a t e
,
G C R : fV c ell ･

S e C) ほ
▲ イ ン ス リ ン 非存在下 (非刺激下) お よ び 1 0 n g/ m l イ

ン ス リ ソ 存在下 (刺激下) 共に 軽症肝炎群 で 対照群 よ り増加傾向を 示 し た .

→ 方 , 重症肝 炎群 ほ 軽症 肝炎 群に 比 し非 刺激下

G C R の 有意 の 低下 (6 . 9 ±5 . 1 v s 1 3 . 6 ±4 .1 ; p < 0 . 0 5) と 共に
, 刺激 下 G C R の 低下傾向を 示 した . 次に

,
ヒ ラ メ 掛 こお ける

糖輸送は イ ン ス リ ン 非刺激下お よ びイ ン ス リ ン (1 0 0 n g/ m l) 刺激下の い ずれ の 状態 で も , 対照群, 軽症肝炎群 , 重症肝炎群の 3

群間で 有意差 を 認 め な か っ た . しか し
,

イ ン ス リ ン 感 受性 の 指 標で ある 非刺 激 下に 対 す る 刺激下 ブ ドウ 糖取 り込 み の 比

(s ti m ul a t e d gl u c o s e u p t ak e/ b a s al gl u c o s e u pt a k e
,
S/ B) は

, 重症肝炎群 で 軽症肝炎群よ り有意(1 . 4 3 ±0 . 4 8 v s l . 7 7 ±0 .2 0 :

p < 0 ･ 0 5) に 低値 を示 した ･ また 重症肝炎群に お い て 血清 イ ン ス リ ン 値と S/B とは 有意な 正 の 相関関係 (r
= 0 . 7 7 ; p < 0 . 0 1)

を認め た .
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Ⅰイ ン ス リ ン の 遊離脂肪細胞 , ある い ほ 単離 ヒ ラ メ 掛 こ対す る特異的結合率ほ , 上 記3 群 間で有意差を 認め な か っ

た . 以上 よ り , 1 ) 肝 炎が軽症で ある場合 は
, 軽度の 耐糖能異常を 認め るもの の 末梢観織に お ける糖輸送 は低下 して い な い こ

と
,

2 ) 肝炎が 重症化 した場合 , 脂肪細胞 で の 基礎 ブ ドウ糖取 り込み と
, 筋肉組織 で の ブ ドウ糖取 り込み に お け るイ ン ス リ ン

感受性の 低下を 認め る こ と
,

3 ) こ の 際 , 随伴す る高イ ン ス リ ン 血症 が低下 した 筋肉組織 で の 糖 輸送 を ある程度 ま で 回 復させ

る可 能性が あ る こ と
,

4 ) 脂肪細胞と筋 肉組織 で ほ 糖輸送動態が 異な っ て い る可 能性が あ る こ と な ど
,

が 示 され た . こ れ ら の

結果ほ , 急性肝障害に おけ る耐糖能異常 の 成 因に 末梢 での 糖輸送動態 が 一 部関与 して い る可 能性 を示 唆 して い る .

K e y w o r d s ㌧■･･a C u t e h e p atitis
,

a dip o c y t e
,

S Ole u s m u s cl e
, gl u c o s e t r a n s p o rt

,
i n s u li n bi n di n g

肝 臓は血 中か ら ブ ドウ糖を取 り込み
,

グリ コ ー ゲ ン と して蓄

え た り解糖過程の 中 で エ ネ ル ギ
ー 源 と して利用す る

一

方 , 糖新

生や グ リ コ ー ゲ ン の 分解に よ り血 中に ブ ドウ糖 を放 出 し
,

血 糖

値を ほ ぼ 一 定に 維持す るよ う機能 して い る . そ れ 故, 何 らか の

原因で肝臓が 障害 され ると
, 高率 に耐糖能異常 を伴 うこ と は古

くか ら知られ て い た
1)

. この うち肝硬変 を始 め と す る 慢性肝 疾

患に お ける耐糖能異常の 成 因に 関 しては
1

1 ) 肝臓 で の 糖負荷

後の 糖処理 能 の 低下
2)3)

, 2 ) 高イ ン ス リ ン 血 症を 伴う末梢 で の

イ ン ス リ ソ 抵抗性 の 存在
4)ら)

が 指摘 され て い る .
これ に対 し急性

肝疾患に おけ る耐糖儀典常の 成 因に 関 し て は
,

ラ ッ ト 肝臓
8)

･

ヒ ト赤血 球
丁

や ヒ ト単球
8)
を 用い た実験で イ ン ス リ ソ 結合能 の 低

下が 指摘 され て い るが
, 未だ 不 明の 点が 多い . 特 に 筋肉や 脂肪

などイ ン ス リ ソ 作用 の 標的末梢組織 での 糖輸送 や イ ン ス リ ソ 結

合動態を検討 した 報告 ほ見当た らな い
. そ こ で 今回 著者 は ガ ラ

ク ト サ ミ ン 投与 に よ り急性肝 障害 ラ ッ ト を作成 し
,

こ れ よ り分

離 した遊離脂肪細胞お よ び 単離 ヒ ラ メ 筋 を用 い て そ の 糖輸送動

態お よ びイ ン ス リ ン 結合率を 測定 し対照群 と比較検討 したの で

報告す る .

材料および方法

Ⅰ . 遊離脂肪細胞を用い た 実験

1 . 実験動物

生後 5 ～ 6 週齢 , 体重 130 ～ 1 5 0 g の ウ ィ
ス タ ー 系雄性 ラ ッ ト

を実験 に 用 い た . 絶食期間に 入 る ま で市販 ラ ッ ト用固形飼料と

水道水 を自 由に 与え飼育 した .

2 . 試薬 お よ び緩衝液

非標識イ ン ス リ ン は す べ て キ ノ コ ン ポ ー

ネ ソ ト ブ タイ ン ス リ

ソ ( N o v o 社 ,
C o p e n h a g e n

,
D e n m a r k) を用 い た . 標識 グル コ ～

A b b r e v a ti o n s : B G
,
blo o d gl u c o s e ; B S A

,
b o vi n e s e r u m alb u m i n ; 2 - D O G ,

2 - d e o x y
- D -

g l u c o s e ; F F A
,
f r e e f atty

a cid ; G C R , g l u c o s e cle a ,r an C e r at e ; G P T
, g l u t a m a t e p y r u v at e

T

t r a n s a m in a s e ; I RI , i m m u n o r e a c ti v e i n s uli n ;

K R B
,
K r e b s

- R in g e r bic a r b o n a .t e ; T - Bil
,
t O t al bilir u bi n ; T C A

,
t ric hl o r o a c e ti c a cid
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ス は 【U-
Ⅰ4
C ]

- D - g
､

ル コ
ー

ス (比 活 性 4 ･ 3 5 m C i/ m m ol
･

N e w

E n gla n d N u c le a r 軋 B o s t o n
･
U ･ S ･ A) を

, 標識 イ ン ス リ ン

は
125
I - イ ン ス リ ン (比活 性 205 p C i/ p g ･ N e w E n gl a n d N u cl e a r

社) を用 い た ■ ま た ア ル ブ ミ ン は 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o v i n e

s e ru m alb u mi n ,
B S A ) (f r a c ti o n V

･
A r m o u r 社 ′

K a n k a k e e ,

u . s . A .) を , そ の 他の 化学試薬 掛ますべ て 和光純薬工 業社(大

阪) 製の もの を 使用 した ･ 糖 輸送 お よ び イ ン ス リ ソ 結合率 測

定用 の 緩衝 液 と し て
∫

W h it e s e11 ら
9)

の 緩 衝 液 を
一 部改変 し

た K r e b s- R i n g e r bi c a r b o n a te ( K R B )- H E P E S 緩 衝 液 ( N a C l

1 3 5 m M
,

K C 1 2 ･ 2 m M ･ C a C 12 2 ･ 5 m M
,

M g S 0 4 1 ･ 2 5 m M ･

N a H 2P O . 2 . 5 m M
,
H E P E S l O m M

,
1 0 m g/ m l B S A ･ P H 7 ･ 4) を用

いた .

3 . 肝炎お よ び対照群

1 ) ガ ラ ク トサ ミ ン 投与群 (以下肝炎群 : n = 1 2) の 作製

24 時間の 絶食後 ,
D - ガ ラ ク トサ ミ ソ 1 . 5 g/ k g を 1 0 m V k g の

5 % グル コ ー ス 液( p H 6 .8) に 溶解した 後腹 腔内に 投与 し, 以後

自由摂食下に 更に36 時間飼育 した ･

2) 対照群( n = 1 2) の 作製

24 時間の 絶食後 ,
5 % グル コ

ー

ス 液 10 m I/ k g の み を 腹腔 内

に投与し, 以後自由摂食下 に 更に36 時 間飼育 した ･

4 . 経 口 ブ ドウ糖 負荷試験

肝炎群お よび 対照群を36 時間飼育 した後 , 負荷試験開始 8 時

間前よ り再び絶食 と し
, 体重測定を 行 っ た ･ そ の 後 1 g/ k g に 相

当する20 % ブ ドウ糖液を 専用注入 器 に て 胃内投与 し
, 投与 瓢

投与後30 分 ,
6 0 飢 12 0 分の 各時 間に 尾静脈 よ り採血 し簡易血

糖測定器(D R トC H E M l O O
⑧

, 富士 フ ィ
ル ム

, 神奈川) を 用 い て

血糖測定を行 っ た .

5 . 脂肪細胞の 分離

負荷試験終了後 , 絶食や 負荷試験に よ る ス ト レ ス の 影響 を軽

減する目的で 引き続き 2 時間の 自由摂食下に 置い た . そ の 後各

群ラ ッ ト を断頭屠殺 し副華丸周囲よ り脂肪甑織 を採取 , 以後の

実験に供 した . 同時 に 肝組織の
一

部 を採取 し , ホ ル マ リ ン 固定

後病理組織学的検索 に 供 した . 同時 に 脱血 操作に よ り採血 し
,

グル タ ミ ン 酸 - ピ ル ビ ン 酸 ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ ( gl u t a m at e

py r u v at e tr a n s a m i n a s e , G P T ) , 血 清 イ ン ス リ ン (i m m u n o-

r e a c ti v e i n s u li n , I R I) の 測定 を行 っ た . G P T は第
～ 化学薬品社

(東京) 製 キ ッ トを 用 い て
,
I R I ほ ダイ ナ ポ ッ ト社(東京) 製キ ッ

トに よ り放射免疫定量法 (r ad i oi m m u n o a s s a y) で 測定 した ･

6 . 脂肪細胞の 調 製

R o d b e11
川)

の 方法 に 準 じて 行 っ た . す な わ ち
,

コ ラ ゲ ナ
ー ゼ

3 m g/ m l ( フ ナ コ シ
, 東京) の 入 っ た ポ リ エ チ レ ン 製の バ イ ア ル

(2 0 m l
,
W h e a t o n 社 ,

M i11 vi 1l e
,
U . S . A .) に 細切 した 脂肪組織を

入れ
, 恒温槽内で37 ℃

,
45 分間振返後,

消化組織を 250 〃m ナ イ

ロ ン メ ッ シ
ュ に 通 し

, 緩衝液で 3 回 洗浄 した . 得 られ た 遊離脂

肪細胞ほ B u r k e r
- T u r k 血 球計算盤 を用 い て 細 胞数 を 算定 し た

後, 以下の 実験に 供 した .

7 . 糖輸送率の 測定

糖輸 送率 測 定 は
, 〔U-

14
C]- D -

gl u c o s e を 用 い た K a s hi w a gi

ら
11)

の 方法に 準 じて 行 っ た . 前処置 と して
,

上 記に て 調製さ れ

た遊離脂肪細胞 (4 ×10
5
c ell/ t u b e) をイ ン ス リ ン 非存在下(非刺

激下) ,
1 0 n g/ m l イ ン ス リ ン 存在下(刺激下) で K R B

- H E P E S 緩

衝液を加え最終容量 0 . 9 m I と しで恒温槽内で37 ℃
,
3 0 分間前酵

優した . そ の 後 ,
0 .1 p C i [U -

1 4

C ]- D - グル コ ー ス 0 .1 m l を加え 全体

でI m l と し
, 更に36 ℃

,
6 0 分間反応 させ た . 反応終了後 , 細胞

浮遊液 0 . 4 m l を あらか じめ シ リ コ ン オイ ル ( 東京化成工 業社 ,

東京) 50 0 pl を 入 れ て お い た 微小遠 心 管 に 重層 し
,
B e c k m a n

m i c r of u g e B ( B e c k m a n 社 .
P al o A lt o

,
U ･ S ･ A ) に て30 秒 間遠

心 した . こ の 操作 に よ り上 層 , 中間層 , 下層 に
,

そ れ ぞれ 脂肪

細胞層 ,
シ リ コ ン オ イ ル

ト 緩衝液 が分離さ れる の で上層 の 脂肪

細胞を 綿棒で すく っ て 採取 した . 脂肪細胞の 付着 した 綿棒及び

下層 に 分離された 緩衝液をそ れ ぞれ別 々 に シ ン チ レ ー

シ ョ
ン バ

ィ 7 ル に 移 し
, 液 体 シ ソ チ レ

ー タ ー ( A Q U A S O L -2
⑧

,

A m e r s h a m 社
,
G r e e n w hi c h

,
U . S . A .)5 m l を加え た後 ,

そ れ ら の

放射活性を液体シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

( L S C -1 00 0
⑧

,
ア

ロ カ 社 , 東京) に て 測定した . 得 られ た放射活性 (c p m ) は 次 の

式 に よ り脂肪細胞
一 個あた り

～ 秒間の ブ ドウ糖除去率 (gl u c o s e

c le ar a n c e r a t e
,
G C R) (fl/ c elトs e c) と して 求め た . すな わ ち

ブ ドウ糖除去率(fl/ c e11 ･

S e C)

= ( 緩衝液の 容量 × 脂肪細胞の 放射活性)/( 緩衝液の 放射 活性

× 脂肪覿織数 × 反応時間)

8 . イ ン ス リ ン 特異結合率の 測定

125
Ⅰ- 1 ソ ス リ ン 結合率の 測定は 01 ef s k y

t2 ) の 方法に 準 じて 行 っ

た . すなわ ち遊離脂肪細胞(4 ×1 0
5
c elV t u b e) に 種 々 の 濃度の 非

標識イ ン ス リ ソ (最終濃度 0 ～ 1 0
2
n g/ m りと

-25
Ⅰイ ン ス リ ン ( 最終

濃度0 .2 帽/ m l) を混 じ, 緩衝液で 最終容量 1 m l と して37 ℃
,

2

時間僻置 した . そ の 後 ∴細胞浮遊液 400〟1 を シ リ コ ン オイ ル 入

り微小遠心 管に 重層 し
,
B e c k m a n m i c r of u g e B に て 遠心 分離 し

た . 上 層 の 脂 肪細胞 に 結合 した
-25
Ⅰイ ン ス リ ン の 放 射活性 を

オ
ー

ト ウ ェ ル ( ア ロ カ社) に て測定 した . そ の 際 ,
そ れ ぞれ の イ

ン ス リ ン 濃度で の 結合率よ り1 00 n g/ m l 濃度に おける 過剰の 非

標識イ ン ス リ ン 存在下で の 結合率を非特異的結 合と して差 し引

い たもの を特異結合と した . イ ン ス リ ン 特異結合率( % ) は細胞

浮遊液 40 恥1 中に 含 まれ る
125
トイ ン ス リ ン 全放射活性(c p m ) に

対するイ ン ス リ ン 特異結合(c p m ) の 比率 と して 求め た ･ すなわ

ち

イ ン ス リ ン 特異結合率( % )
=

(( 各濃度非標識イ ン ス リ ン 存在下 - 1 0 0 n g/ m l 非標識イ ン ス リ

ン 存在下) 脂肪細胞結合
-25
トイ ン ス リ ン 放射活性/

125
トイ ン ス

リ ソ 全放射活性† ×10 0

Ⅲ , 単離ヒ ラメ 筋を用い た実験

1 . 実験動物

生後 6 ～ 7 週齢 , 体重 180 ～ 1 9 0 g の ウ ィ ス タ ー 系堆性 ラ ッ ト

を 実験 に 用 い た .

2 . 試薬お よ び緩衝液

標 識 グ ル コ ー ス と し て
, [

3
H】-2- デ オ キ シ 甘 グ ル コ ー

ス

(2-d e o x y ｣ } gl u c o s e
,
2TD O G ) ( 比 活 性 6 ･ 3 m Ci/ m m ol

,
N e w

E n gl a n d N u c le a r 社) ,
およ び 【

14

C]一Lr グル コ ー

ス ( 比活性47 ･ O

m c i/ m m ol
,
N e w E n gla n d N u cl e a r 社) を , 標識イ ン ス リ ン と し

て
125
トイ ン ス リ ン (比 活性 208 p C i/ p g ,

N e w E n gl a n d N u cl e a r

社) を用 い た . 糖輸送測定用 の 緩衝 液 と して W h it e s ell ら
9)

の

K R B - H E P E S 緩衝液(20 m g/ m l B S A を 含む) ,
イ ン ス リ ン 結合

率測定用の 緩衝液 と して H E P E S - T ri s 緩衝液 (H E P E S 5 0 m M ,

T ri s 5 0 m M
,
N a C 1 5 0 m M , M g S O . 1 0 m M

,
K C 1 5 m M

,
C a C l2 1 0

m M
,

e th yle n e di a m in e te t r a a c e tic a cid 2 m M
･ gl u c o s e l O m M

･

1 0 m g/ m l B S A , P H 8 . 0) を 用い た . 軋 糖輸送測定用緩衝液作成

に 用い た B S A は 】 遊離脂肪酸(f r e e f a tty a cid
,
F F A ) に よ る ブ
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ド ゥ糖取 り込 み 阻害
円)

の 影 響を 除外 す るた め
,

F F A 非 含有

B S A (f r a c ti o n V
,

e S S e n ti ally f a tt y a cid f r e e ,
S i g m a 社 ,

S t ･

L o ui s
,
U . S . A .) を 用 い た .

3 . 肝炎お よ び 対照群

遊離脂肪細胞を用 い た実験と 同様の 方法 に よ り
, 糖輸送測定

用 に 肝炎群 ( n = 2 1) と対照群( n = 2 3) を ,
イ ン ス リ ン 結 合率測

定 用に 急性肝炎群 ( □
= 1 2) と対照群 ( n

= 1 2) を そ れ ぞれ 別 々 に

作 製 し
, 以後 自由摂食下で 引き続き48 時間飼育 した ･

4 . 単離 ヒ ラ メ 筋 の 調製

48 時間の 摂食状態に て 体重測定後 断頭屠殺 し
,
下腿 よ り ヒ ラ

メ 筋を分離 し
, 両側の 腱を綿糸 で 結び

, 錘(0 ･ 2 g) で 2 m M ピル

ビン 酸添加 K R B - H E P E S 緩衝液(5 m l) 中に つ る した ･ ま た 肝炎

群 の み 肝覿織 の
一 部を 採取 し

, 病理学的検索 に 供 した ･ 同時に

脱 血 に よ り 採 血 し
,

G P T
, 総 ビ リ ル ビ ソ (t o t al bili ru bi n

･

T- B 肛 IR I お よ び血 糖値の 測定を 行 っ た ･ T- B il ほ第
一 化学薬品

社(東京) 製キ ッ ト に よ る ア ゾ ビリ ル ビ ン 法 で , 血 糖 ほ グ ル コ ー

ス . オ キ シ ダ
ー ゼ 法に よ り測定 した .

ヒ ラ メ 筋の 湿重量 は74 ･ 8

土1 . 1 m g ( m e a n ±S E M ; n
= 1 3 6) で あ っ た ･ 軋 以下 に 述 べ る

糖輸送の 測定 とイ ン ス リ ン 特異結合率の 測定ほ 別 々 の 検体を用

い て 日時を変 えて 行 っ た .

5 . 糖輸送率 の 測定

前川 ら
14}

の 方法に 準 じて 行 っ た . す なわ ち ,
まず単離 ヒ ラ メ

筋 を 内 因性 イ ン ス リ ソ 除 去 の た め 2 r n M ピ ル ビ ン 酸 添 加

K RB
- H E P E S 緩衝液(5 m l) 中で 恒温槽 内で25 ℃

,
3 0 分間, 静置

した . そ の 後イ ン ス リ ン 非存在 (非刺激 下) も し く ほ 100 n g/

m l イ ソ ス リ ソ 存在 (刺激下) で25 ℃ , 1 2 0 分間前酵 置 した ･ 次

に
,
1 m M 非標 識 2 - D O G ,

3

H 標識 2 - D O G (1 FLC i/ t u b e) ･ [
14
C]-

L- グル コ
ー

ス (0 . 5 〃C i/ t u b e) , お よ びイ ン ス リ ン 非含有(非刺激

下) も しく は 100 n g/ m l の イ ン ス リ ン 含有の (刺激下) 新 しい 緩

衝液(5 m l) に ヒ ラ メ 筋 を移 し更に30 分間反応 させ た ･ 4 ℃生食

に て 2 回 洗 浄 後 湿 重 量 を 測憧 し
,
30 % 水 酸化 カ リ ウ ム 添加 に

ょ り100 ℃ , 1 5 分間 で可 溶化し た後 液体 シ ン チ レ
一

夕
ー

( A C S

B ⑧
,

ア マ ー シ ャ ム ･ ジ ャ
パ ン 社 , 東 京) 20 m l を 加 え ,

L S C-1 0 0 0 ( ア ロ カ 社) に て放射活性 を測定 した ･ 尚 ,
2- D O G 取

り込み は筋 100 m g 湿重畳 当た り に 補正 し て 求 め た ( n r n ol e s/

1 0 0 m g w et w ei g h t ･ 3 0 m i n) . ま た特異的2-D O G 取 り込み ほ , 単

純拡 臥 細胞間隙 へ の 取り込み と して の L- グ ル コ
ー

ス 取 り込

みを 2 ･ D O G 取■り込み よ り除く こ と に よ り求め た ･ すな わ ち
,

特異的 2 - D O G 取 り込み ( n m ol e s/ 1 0 0 m g w e t w ei g h t ･ 3 0 m i n )

= (2- D O G 取 り込 み 卜(し グル コ ー ス 取 り込み)

6 . イ ン ス リ ン 特異結合率の 測産

前川 ら
14)

の 方法 に 準 じて 行 っ た . すな わ ち , まず単離 ヒ ラ メ

筋を 内国性 イ ン ス リ ソ 除去 の た め 2 m M ピ ル ビ ン 酸 添 加 の

H E P E S - T ris 緩衝液 (5 m l) 中で25 ℃ , 3 0 分間階 置 した ･ 次に ヒ

ラ メ筋を
】2S
I イ ン ス リ ソ (最終濃度0 . 2 n g/ m l) ,

非標識イ ン ス リ

ン (最終浪度 0
,
5 0 0 n g/ m l) を含 ん だ新た な緩衝液(5 m l) に 移 し

更に1 5 ℃
,
2 7 0 分間反応させ た . そ の 後, 4 ℃生食 に て ヒ ラ メ 筋

を 2 回洗浄 した後湿重畳を測定 し,

-25
Ⅰイ ン ス リ ン の 放射 活性

を オ
ー ナウ ェ ル ( ア ロ カ 社) にて 測定 した . そ の 際,

非標 識イ ン

ス リ ン 非存在下で の 値 よ り 500 n g/ m l 濃度 に お け る過剰の 非標

識イ ン ス リ ソ 存在下 で の 結合を非特異結合 と して 差 し引い た値

を イ ン ス リ ソ 特異結 合と した . イ ソ ス リ ソ 特異結合率(瑚 は 緩

衝液 5 m l 中の
1 25
I - イ ン ス リ ソ全放射活性( c p m ) に 対す るイ ン ス

リ ン 特異結合 ( C p m ) の 比率 と して 求め た t

すな わ ち

イ ン ス リ ン 特異結合率 ( %) =

(
125
Ⅰイ ン ス リ ン 放 射 活 性 (非 標 識 イ ン ス リ ン 非 存 在下

- 5 0 0 n g/ m l 非標識 イ ン ス リ ン 存在下)/ 総
12ら
Ⅰイ ン ス リ ン 放

射活性) × 10 0

F i g . 1 . H is t ol o g y of th e li v e r i n D -

g al a c t o s a m i n e tr e at e d

r a t . (A ) c o n tr ol r a t . (B ) F o c al n e c r o si s of th e li v e r ･ N ot e

p a r e n c h y m al n e c r o sis of u n トa n d m ulti c e11 ul a r i n v oI v e m e n t ･

S e v e r e i nf la m m a t o r y i n filtr a ti o n o f th e e n tir e li v e r l ob ule

a n d p e rip o r tal a r e a s . (C ) S u b m a s si v e n e c r o si s of th e li v e r ･

N o t e s w o11 e n liv e r c ell s . s e v e r e pi e c e m e aI n e c r o si s a n d

i nfiltr a ti o n o壬 i nfl a m m a t o r y c ells t o li v e r p a r e n c h ym a ･

P e ri p o rt al fi eld s a r e e n l a r g e d a n d sh o w s p r oIif e r a tio n of bil e

d u c t s . H E st ai n . B a r i n di c a t e s l O O J上 m .



急性肝障害 の 耐糖能異常

7 . イ ン ス リ ソ 分 解 率 の 測 定 ( ト リ ク ロ ロ 酢 酸 法
ほ'

I

t ,i ｡ hlo r o a c e ti c a cid (T C A ) m e th o d に よ る)

単離ヒ ラ メ 捌 こよ るイ ン ス リ ン 分解率 の 測定ほ ,
ヒ ラ メ 筋と

270 分間酵置後の イ ン ス リ ソ 特異結合率測定 に 使用 した
125
Ⅰ標識

ィ ソ ス リ ソ 含有緩衝 液を 用 い て 行 っ た ■ す なわ ち
, 緩衝液全体

の
125
Ⅰ放射活性を 測定後, 同緩衝液に T C A を添加 し T C A 最

終濃度7 ･ 5 % と し15 ℃ ,
2 70 分析置 した ･

こ の 操作 に よ り非分解

標識イ ン ス リ ソ は沈澱 し
,

上清 に は 分解 され た標識イ ン ス リ ソ

産物の み が残る ･ そ の 後上 宿の みを ピ ペ
ッ ト で 分離 しそ の 放射

活性を測定 した ･ イ ン ス リ ソ 分解率 は 以下 の 式に よ り求め た ･

イ ン ス リ ン 分解率( % )

= (上清中の
t25

Ⅰ 放射活性/ 緩衝液中 の 全
125
Ⅰ 放射活性) ×10 0

Ⅲ . 統計学的処理

本実験の 成掛 ます べ て 平均値 土標準誤差( m e a n 士S E M ) で 表

した . 2 群間の 平均値 の 差の 検定 に ほ S t u d e n t の t 検定を 用

い
, p < 0 .0 5 を有意差あ りと した ･

成 績

Ⅰ . 遊離脂肪細胞を用い た実験成績

1 . 肝の 病理 組織像

肝炎群に は種 々 の 程度の 肝障害像が 認め られ たが
, そ れ らを

肝細胞壊死の 程度 に よ り組織学 的 に 分煩す ると斑状壊死 2 例,

巣状壊死 4 例 , 帯状壊死 3 例, 亜 広範壊死 3 例で あ っ た ･ そ こ

で以後 ,
肝炎群を 更 に 軽症肝炎群 (斑状 ～ 巣状壊死; n = 6) と 重
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症肝炎群(帯状 ～ 亜 広範壊死; n = 6) の 2 群に 分け て検討を行 っ

た . 圃 1 むこ対照群, 軽症肝炎群(巣状壊死)
,
重症肝炎群( 亜広範

壌死) の 代表的肝組織像を示 した .

2 . 体重
,

血 清 G P T
,
I R I 値(表1 )

実験時 ( ブ ドウ糖負荷前) の 体重は 対照群 に 比 し軽症肝炎群 I

重症肝 炎群で 有意に 低値 で あ っ た . ま た血 清 G P T 値 は対照群

に 比 し軽症 およ び重症肝炎群で 有意に 高値 で あ っ た . 血 清 IRI

値 ほ
,
対照 群に 比 し軽症 お よ び 重症 肝 炎 群全体で 有 意 (p <

0 . 0 5) に 高値を 示 した . ま た各3 群間 で は 値の ば ら つ きが 大き

い た め有意差に は 至らな か っ た が
,
肝炎の 重症化に 伴 い 高値を

示 す傾向に あ っ た .

3 . 経 口 ブ ドウ糖負荷試験 ( 図 2)

負荷前傾は肝炎の 重症化に 伴 い 対照 群, 軽症肝 炎群 ,
重症肝

炎群の 順で 低値を示 し( そ れ ぞれ 11 4 . 4 ±9 . 8 m g/ dl
, 8 4 . 8 土

2 3 .1 m g/ dl
,
6 3 . 2 士1 1 ,3 m g/ dl) , 特 に 対照群と重症肝炎 群と の

間に ほ 有意差が 認め られ た (P < 0 . 0 1) . 負荷後は 軽症 及び 重症

肝炎群の 血 糖値は 対照群に 比 し増 加傾向 を 認め た . そ こ で 次

に
, 各群に お ける ブ ドウ 糖処 理 能を評価する ため , 負荷前値に

対する負荷後30 分値の 上 昇度 ( 』 B G ｡｡) お よ び 負荷前傾に 対す

る負荷後血 糖上昇度の 総和 (a r e a s u n d e r th e c u r v e r e p r e s e n t-

i n g a b o v e- b a s al l e v els of b lo o d gl u c o s e
,
A U C B G) を 求め た ( 表

2 ) .
こ の 結果 ,

』 B G 3｡ ほ対照群に 比 し重症肝炎群で 有意(P <

0 . 0 1) な増 加を認め
,

A しC b｡ は対照群, 軽症肝炎群 , 重症肝炎

群の 順 で い ずれ も有意な増加を示 した . 以上 よ り急性肝 障害の

程 度が重症化す るに つ れ , 血糖は 負荷前値で 低下を
, 負荷後で

T a bl e l . C h a r a c t e ri sti c s of r at s u si n g i s ol at e d a di p o c y t e s

G r o u p
B o d y w eig h t (g) s

- G P T 任U/1) I R l (FE U/ m l)

C o n tr ol ( N = 1 2) 1 5 6 .6 士5 . 9

M ild h e p a titi s (N = 6) 1 4 5 .8 士8 ･ 8

S e v e r e h e p a titis ( N = 6) 1 3 5 . 7 ±5 ･3己*

;……;……;皇…] ……‡………吾?:手
s

- G P T ,
S e r u m gl u t a m a te p yr u v a t e tr a n s a m l n a S e ;

=
, P < 0 ▲01 ; * 叫

, P < 0 ･0 0 1 c o m p a r e d b y S t u d e n t
'

s

S E M .

1 2 00 3 0 6 0

Ti m e ( m i n) a ft e r i nj e cti o n

F ig ･ 2 ･ O r al glu c o s e t oI e r a n c e t e st ･ O p e n cir cle
･

C O n tr Ol

g r o u p ( n = 1 2) ; Cl o s e d ci r cl e , m ild h e p a titis g r o u p ( n
= 6) ;

O p e n tri a n gl e
,

S e V e r e h e p a titi s g r o u p ( n = 6) , R e s ult s a r e

e x p r e s s e d a s m e a n ±S E M .
*

, p < 0 .0 1 .

I RI
,
i m m u n o r e a c ti v e i n s uli n .

*
, P < 0 ･05 ;

トt e st . V al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n 士

T a bl e 2 , A B G ,｡ a n d a b o v eT b a s al b l o od gl u c o s e l e v el s

d u ri n g o r al gl u c o s e t ol e r a n c e t e st

A B G ,｡ A U C B G

C o n tr ol ( N = 1 2) 6 6 . 6 ±1 0 . 2

M ild h e p a titis (N = 6) 1 2l . 0 士3 5 ･ 8

S e v e r e h e p a titi s ( N = 6) 1 6 9 . 2 士1 9 17

A B G 30 ,
i n c r e m e n t s of s tir n ul at e d l e v el s of bl o o d gl u c o s e

a t 3 0 m i n f r o r n b a s al bl o o d gl u c o s e l e v els . A U C B G ,
a r e a S

u n d e r th e c u r v e f o r blo o d gl u c o s e ･ * *
, p < 0 ･01 ; = *

･

p < 0 ･0 0 5 c o m p a r e d b y S t u d e n t
'

s t -t e St ･ Ⅴal u e s a r e

e x p T e S S e d a s m e a n 士S E M ･



2 6 4

有意 な増加傾向を 示 し , 全体に 耐糖能は 悪化す る こ とが 示 され

た .

4 . 糖輸送率 ( 図3 )

非 刺激下 G C R (fl/ c ell ･

S e C) は対照群 , 軽症肝炎群 , 重症肝炎

群でそ れ ぞれ9 . 5 士0 . 9 , 1 3 . 6 ±1 . 7
,
6 . 9 土2 . 1 で あ っ た (図

3 A) . 対照 群に 較 べ 軽症肝炎群は増加傍向(p < 0 . 1) を
, 重症肝

炎群 は低下傾 向を 示 し
, 重症肝炎群 は軽症肝 炎群 よ り 有意 ( P

< 0 . 0 5) に 低値 で あ っ た . 次に 刺激下 G C R ほ それ ぞれ5 6 . 3 ±

4 . 0
,
7 9 . 0 士1 2 . 2

,
5 5 . 5 ±7 . 3 と 有意差 に は 至 らな か っ た もの

の
, 軽症 肝炎 群 で 増 加使 向を 認 め た (p < 0 . 2) . ま た 刺 激 下

G C R/ 非刺 激下 G C R は
l 対照群, 軽症肝炎群, 重症肝炎群 で そ

れ ぞれ6 . 2 ±0 . 7
,
5 . 4 ±0 . 8

,
9 . 9 ±2 ､ 2 と 各群間で有意差ほ 認め

なか っ た (図 3 B) . 以上 よ り肝機能障害が 比較的軽度 の 場合( 軽

症肝炎群) は 一 非刺激下及び 刺激下 G C R は む しろ共 に 上 昇傾向

を示 すカ㍉ 更に 障 害が重症化する と (重症肝炎群)
,
非刺激下お

よ び刺激下 G C R は共 に 低下 傾向を示 す こ とが 判明 した .

5 . イ ン ス リ ソ 特異結合率 ( 図4 )

対照群 ,
軽症肝 炎群 ,

重症肝炎群の 3 群間で 比較する と
, 非

標識イ ン ス リ ン 最終濃度 0 , 0 . 1 , 0 . 5 , 1 . 0
.
1 0

,
1 0 0 n g/ 血 の

各濃度に おけ るそ れ ぞれ の イ ン ス リ ン 特異結合率は ,
い ずれ の

濃度に お い ても 3 群間に 有意差を 認め なか っ た (図 4 A) . 次 に

上 記 3 群 の 成績を S c a t c h a r d 解 析
6-

L て み たが ( 図 4 B) ,
3 群に

おけるイ ン ス リ ソ 受容体の 結合親和性 に 明 らか な差は 認め られ

ず , 受容体数ほ 対照群; (1 1 . 7 ±1 . 3) × 1 0
4

個/ c ell
,
軽症肝炎群;

(1 2 . 1 土1 . 2) ×1 0
`

個/ c e11
1 重症肝炎群; (8 . 1 ±1 . 5) × 1 0

4

個/ c ell

と重症肝炎群が 対照群に 比 し低下 傾向 (p < 0 . 2) を認め た .
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Ⅱ . 単離 ヒ ラメ筋 を用 いた 実験成績

1 . 糖輸送測 定実験

1 ) 肝の 病理覿織像

ヒ ラ メ 筋を単 離す る の に 用い た 肝炎群は観織学的に 斑状壊死

3 例 , 巣状壊死 7 例 , 帯 状壊死 7 例 , 亜 広範 壊 死 4 例 で あっ

た ･ そ こ で脂肪細胞 を用 い た 実験同胤 軽症肝炎群 (斑状 ～ 巣

状壊死 ; n
= 1 0) と重症肝炎群 (帯状 ～ 亜 広範壊死; n = 1 1) の 2

群 に 分けて の 検 討を行 っ た .

2 ) 体重, 血 清 G P T , T- B il , I RI
,

血 糖値 (表 3 )

実験時( 断頭屠殺前) の 体重は 対照群 を含 め た 3 群間 で 有意

差を 認め な か っ た . 血 清 G P T 億 は重症肝炎群が 対照群砿 比し

有意 (p < 0 . 0 1) に 高値で あ っ た . 血 清 T-B il お よ び IR I 値も対

照群に 比 し重症肝炎群で 有意に ( p < 0 . 01) 高値 を示 した
. 反対

に 血 糖値 は対照群 に 比 し重症肝炎群 で 有意 (p < 0 . 0 0 1) に 低値

を 示 した . また
I 血 清 T-B il

,
I R I 値 は い ずれ も軽症肝炎群に比

し重症肝炎群 で有意 (p < 0 . 0 5) に 高値 を , 血 糖値 ほ 有意(p <

0 , 0 5) に 低値を 示 した .

3 ) 糖輸送率 (図 5)

非刺激下 2 - D O G 取 り込み ( n m oIs/ 1 0 0 m g w e t w ei g h t ･3 0 mi n)

ほ対照群20 . 1 士1 . 7
, 軽症肝炎群21 . 9 ±2 . 0 , 重症肝炎群25 .9 ±

3 .0 と各群間 に 有意差を 認めず , 刺激下 2 - D O G 取 り込み も対席

群31 . 6 ±2 . 6 , 軽症肝炎 群38 . 4 士3 . 2
, 重症肝 炎群3 4 . 2 士3 . 1 と

各群 間に 有意 差 を 認め な か っ た (図 5 A) . こ れ に 対 し刺激下

2 - D O G 取 り込 み/ 非刺激下 2-D O G 取 り込み (s ti m u l at e d 2- D O G

u p t a k e/ b a s a1 2 - D O G u p t a k e
,
S/ B ) ほ そ れ ぞれ 1 . 6 2 士0 . 0 8

,

1 . 7 7 ±0 . 0 6
,
1 . 4 3 ±0 . 1 5 と重症肝炎群が 軽症肝炎群 に 比 し有意
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b a s al G C R (S/ B) ･ O p e n b a r
,

C O n tr Ol g r o u p ( n
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,
m ild h e p a titi s g r o u p ( n

= 6) ; Clo s e d b a r
,

S e V e r e h e p a titi s gr o u p

( n
= 6) ･ ; N ･ S ･

,
n O t Sig nifi c a n t ; *

, P < 0 .05 . R e s u lts a r e e x p r e s s e d a s m e a n 土S E M .
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一25

ILi n s uli n s p e cific bi n d i n g c u r v e of i s o la t e d a d ip o c y t e s ･ O p e n

cir cl e
,

C O n tr Ol g r o u p ( n = 1 2) ; Cl o s e d cir cle
-

m ild h e p a titi s g r o u p ( n = 6); O P e n t ri a n gl e ･ S e V e r e h e p a titi s g r o u p ( n
= 6) ･ S p e cific

b in d in g of in s u li n is e x p r e s s e d a s p e r c e n t of t o t al
一25

Ⅰ-i n s u li n a d d e d ･ R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s m e a n j = S E M ･ (B ) S c a t c h a r d pl o t

of th e i n s uli n bi n di n g t o i s ol at e d a dip o c y t e s ･ O p e n cir cl e
･

C O n tr Ol g r o u p ; Cl o s e d cir cI e
･

mi 1d h e p a titi s g r o u p … O P e n tri a n gl e ･

s e v e r e h e p atiti s g r o u p ･

T a b l e 3 . C h a r a c t e ri sti c s of r a t s u si n g i s ol a t e d s ol e u s m u s cl e o n th e e x p e ri m e n t of gl u c o s e tr a n s p o r t

G r o u p
B ･ W ･ (g) s

- G P T (r U/1) T - B il ･ ( m g/ dl) I R I ( p U/ m l) B G ( m g/ dl)

C o n tr ol (N = 2 3) 1 7 3 ･ 9 ±1 9 2 6 ･ 3 士 6

l
O ･ 0 8 土0 ･ 0 6

｢
19 ･ 6 土1 0

｢
1 77 ±39

｢

(
･

u

盲
O
m

こ
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N

M ild h e p a titis ( N = 1 0) 1 7 9 . 3 士1 9 3 07 ･ 3 士5 0 2 * * 1 ･ 24 ±0 ･ 4 1

s ｡ V e , e h e p a titi s ( N = H ) 1 7 0 .0 士1 2 7 0 3 . 4 土4 0 0
｣

､ 6 . 0 & 土37 ･ 2

1 9 . 6 ±1 2

41 . 0 ±2 6

1 48 士37

.9 7 士23 罠
*

B . W .
,

b o d y w eig h t ; S- G P T
,

S e r u m gl u t a m a t e p y r u v a t e tr a n s a m i n a s e ; T - B il ･
･

t O t al bilir u b i n ; Ⅰ軋

i m m u n o r e a c ti v e i n s uli n ; B G
,
bl o o d gl u c o s e ･

*
, p < 0 ･0 5 ; + +

, p < 0 ･01 ; 榊
･ P < 0 ･0 01 c o m p a r e d b y S t u d e n t

'
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= 2 3); h a t c h e d b a r

.
mi 1d h e p a titis g r o u p (n = 1 0) ; Cl o s e d
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に 低値(P < 0 ･ 0 5) を 示 した( 図5 B ) . 以 上 よ り肝炎 の 重症化 に 伴

い
,
S/ B は 低下 する こ とが 示 され た .

4 ) 血 清 IRI 値 と S 畑 の 関係

重症肝炎群を 血 清 択Ⅰ 値に よ り対照群 の 平 均 + 2S D で あ る

40 FLU / m l を境界 と して 2 群 に 分けた . す なわ ち IRI が 40 FL U/
m ト以下を 正 イ ン ス リ ン 血症 群 (n = 6) と し

,
4 0 〃1/ m l 以上 を 高

イ ン ス リ ン 血 症群 ( n = 5) と した ･ こ れ ら 2 群 間に お い て S/ B

ほ 正 イ ン ス リ ン 血 症群1 .1 6 ±0 . 1 7
, 高イ ン ス リ ン 血 症群1 . 7 5 ±

0 ･1 7 と 両群 間で 有意差 を認め た (p < 0 . 0 5 ) (図 6 A) . 更 に 血 清

IRI 億と S/ B 間の 相関係数 は r
= 0 . 7 7 (p < 0 . 0 1) と両者間に 有

意な 正 の 相関関係 を認め た (因 6B) .

2 . イ ン ス リ ン 特異結合率の 測定 実験

1 ) 肝 の 病理 狙織像

イ ン ス リ ン 特異結合率の 測定に用 い た肝炎群は組 織学的に 斑

N o r m o i n s u(i n e m i c H y p e ri n s uli n e m i c

g r O u P g r O U P

状壊死 2 例 , 巣状壊死 4 飢 帯状壊死 4 軌 亜 広範壊死 2 例で

あ っ た ･ そ こ で こ れ ま で の 実験同 乳 軽症肝炎群( n
= 6) と重症

肝炎群 (n = 6) の 2 群 に 分け て 検討を 行 っ た .

2 ) 体重 , 血 清 G P T
,
I R I 値 ( 表 4)

実験時 (断頭屠殺前) の 体重 は対照群 に 比 し重症肝 炎群が有

意 な低値を 示 した (p < 0 ･ 0 5) ･ 血 清 G P T 値は 対照群に 比 し重症

肝炎群で 有意 (p < 0 ･ 0 1) な 高値を 示 した t

一 方 , 血 清IR I 値は

軽症
,
重症肝炎群で 増 加傾 向を示 した もの の 各群間で有意差ほ

認め られ な か っ た .

3 ) イ ン ス リ ン 特異 結合率 (図 7)

イ ン ス リ ン 特異結合 率ほ対照群 ( n = 1 2) 1 ･ 9 1 ±0 ･1 3 % , 軽症

肝炎群 ( n = 6) 1 ･ 3 9 ±0 ･1 5 ‰ 重症肝炎群( n = 6) 1 . 6 5 土0 .1 8 %

と 3 群間で 有意差 を認 めな か っ た .

4 ) イ ン ス リ ソ 分解率

5 0

1Rt ( い∪/ m I)

Fig ･ 6 ･ C o r r el a ti o n b e t w e

?
n I RI a n d s ti m u l a t e d 2 - D O G u p t a k e/ b a s a1 2 -D O G u p t a k e (S/ B) i n s e v e r e h e p atiti s g r o u p ･ ( A ) S/ B

V al u e of n o r m o享n s uli n e m l C g r O u P a n d h y p e ri n s u li n e m i c g r

p
u p ･ ( B) C o r r r e l atio n c o effi c e n t b et w e e n I RI a n d S/ B ･ O p e n b a r ,

n o r m oi n s ul in e m l C g r O u p ( n = 6) ; C lo s e d b a r
,
h y p e ri n s u li n e m l C g r O u P (n = 5) ( A ) . N o r m oi n s uli n e m i a m e a n s th a t s e r u m I RI is le s s

th a n 4 0 JJ U / m l ･ H y p e ri n s uli n e m i a m e a n s th a t s e r u m I R I is m o r e th a n 40 p U/ m l .
*

, p < 0 .0 5 . R e s ults a r e e x p r e s s e d a s

m e a n ±S E M .

T a bl e 4 ･ C h a r a c t e ri s ti c s o f r a t s u si n g i s ol a t e d s ol e u s m u s cl e o n th e e x p e ri m e n t of i n s u li n

bi n di n g

G r o u p B o d y w e i gh t (g) s
- G P T ロU/l) I RI ( 〃U/ m l)

C o n tr ol ( N = 1 2) 2 0 0 . 0 ±1 0 . 2

M ild h e p a titi s (N = 6) 1 93 . 0 士2 8 .4

S e v e r e h e p a titi s (N = 6)･ 18 7 . 5 士 8 . 8

1
*

｣

24 ･ 3 士7 ･ 9

1
4 0 2 . 5 士3 2 3 * *

6 90 . 3 士5 2 5
｣

1 7 . 6 ±1 1 .2

2 1 . 5 ± 8 .6

2 6 .8 士1 1 . 2

S
- G P T

,
S e ru m gl u t a m a te p y r u v at e tr a n s a mi n a s e ; I R I

,
i m m u n o r e a c ti v e i n s uli n .

*
, p < 0 ,0 5 ;

8 Jk
, P < 0 ･0 1 c o m p a r e d b y S t u d e n t

'

s トt e s t . V al u e s a r e e x p r e s s e d a s m e a n ±S E M .
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ィ ン ス リ ソ 分解率は 0 ･ 2 n g/ m l の イ ン ス リ ン 濃度 で 対照群

17 .
6 土3 ･2 % ( n = 1 2) ∫

軽 軋 重症含 め た 肝 炎群1 7 ･ 9 ±3 ･ 9 %

( n
= 1 2) と両群間で有意差を 認め なか っ た ･

考 察

190 6 年 N a u n 押
1)
が

∫ 糖尿病は肝機能異常を 病因とす ると 提唱

して 以来,
肝 疾患に 伴う 耐糖能異常の 成因に つ い て ほ 多数の 研

究が が れてきた ･ しか し
,
そ の ほ と ん どほ 肝硬変等 の 慢性肝

疾患に 関す るもの で あり
, 急性肝疾患時に お け る 耐糖能異常に

関する報告 は比較 的乏 しい
･

ヒ ト急性肝炎急性期に お い て ほ 経

口 ブドウ 糖負荷試験上 , 多 くの 症例 で 耐糖能異常が 認め られ ,

その際血 中イ ン ス リ ン は 高反応を 示す こ と が 報 告
17) 肋

され て い

る .

一 九 D- ガ ラ ク ト サ ミ ソ が ラ ッ ト の 腹腔 内に 投与され た場

合,
用量依存性 に 急性肝障害 を惹起 し , そ の 肝敵織像は ヒ ト急

性肝炎の 変化に 類似する こ と よ り
19)

, 急性肝炎 モ デ ル と して 有

用と考え られ て い る . 今回 作成 した ガ ラ ク トサ ミ ン 投与 ラ ッ ト

で もヒ ト急性肝炎 と同様な耐糖能 の 変化 と高イ ン ス リ ン 血 症が

観察され た .
こ の こ とほ

, 本急性肝炎 モ デ ル ラ ッ ト が
･

そ の 肝

組織像ばか りで なく , 糖代謝動態に お い て も ヒ ト急性肝炎 に 類

似した病態を もち
, 耐糖能異常の 成因を解 明す る上 で 有用 で あ

ること を示 して い る .
こ れ まで ヒ ト急 性肝 炎で ほ赤 血 球

7)
や 単

轡
)
に おけるイ ン ス リ ン 結合能の 低下が 指摘 されて い る ･ また

一

D ぜ ラ ク トサ ミ ソ 投与 に よ り作成 した 急性肝障害 ラ ッ ト に お い

て
, 膵 ラ氏皐内イ ン ス リ ン 含有量 の 増加 とイ ン ス リ ン 分泌冗進

が認め られ て い る こ と
20)

よ り , 急性肝 炎でも肝硬変 同様
捕'

, 末

梢組織に おける イ ン ス リ ン 抵抗性 の 存在が 推測 され て い た ･ と

C o n t r ol M ild S e v e r e

h e p a titi s h e p a titi s

Fig ･ 7 ･

1 2 5

I -i n s uli n s p e cific bi n di n g t o is ol a t e d s ol e u s m u s cl e ･

O p e n b a r , C O n t r Ol gr o u p ( n
= 1 2); h a t c h e d b ar

,
r nild

h e p a titis g r o u p ( n = 6) ; Cl o s e d b a r , S e V e r e h e p a titi s g r o u p

( n = 6) ; N . S .
,

n O t Si g ni王i c a n t . R e s ult s a r e e x p r e s s e d a s

m e a n 土S E M .

こ ろ が
,
末梢で の イ ン ス リ ン 依存性 ブ ドウ糖処理 組織 で あ る筋

肉や脂肪組織を用 い た 試験管内で の 検討 は こ れ まで な され て い

な い . 今回 著者は こ の 点を検討する た め
,

まず比較的材料 の 得

や すい 遊離月旨肪細胞を 用 い て ガ ラ ク ト サ ミ ン 投与 ラ ッ ト の 糖輸

送率お よ びイ ン ス リ ン 結合率 を検討 した . しか しそ の 糖輸送率

(G C R) ほ 予想に 反 して
, 対照群に 比 し軽症肝炎群で 非刺激下お

よ び刺激下共 む しろ 上昇傾向を示 して お り,
こ の 際血 清 IRI 値

の 上昇 を伴 っ て い た .

一

方 ,
重症肝炎群で は

, 軽症肝炎群 に 比

し非刺激下 G C R が 有意に 低下 し
, 刺激下 G C R も低下傾 向を

示 した . 以上 の 成蹟は 末梢鮭織で の イ ン ス リ ソ 抵抗性の 存在を

否定的なも の に する と共に
, 軽症肝炎群で ほ 末梢組織 に お ける

イ ン ス リ ン 感受性が反対 に 克 進 して い る可 能性 を も推 測 させ

た . しか しな が ら末梢 で の イ ン ス リ ン 依存性 ブ ドウ糖処理 に 及

ぼす月旨肪組織 の 占め る比重ほ ごく僅か で あり ,
そ の 最大標的組

織 ほ 筋肉
2-)

と さ れて い るた め
,

つ ぎに 単離 ヒ ラ メ 筋を 用い て 更

に 検討を行 っ た . 単離 ヒ ラ メ 筋に おける 糖輸送は ヱ 非刺激下及

び 刺激下 での 2 - D O G 取り込み とも に 対照 猟 軽症肝 炎群 l
重

症肝炎群の 3 群間で 有意差 を認め な か っ た . しか し
,

イ ン ス リ

ン 感受性の 指標 で ある S/B は 軽症肝炎群に 比 し重症肝 炎群 で

有意 に 低下 して い た . また重 症肝炎 群に お ける 血 清 IRI 値 と

S/ B との 間に 有意な 正 の 相関関係が 認め られ た ･
これ らの 成績

は
一 部脂肪細 胞で の 成績 と異な るもの で あ っ た が

,
つ ぎの 3 点

に お い て お お よそ 共通す るもの で あ っ た . すな わ ち
,

1 ) 耐糖

能障害の 軽度な軽症急性肝炎 ラ ッ トで は
, 末梢組織 (筋 肉 ･ 脂

肪組織) で の 糖輸送 は非刺激下及び刺激下と もに 正 常 ラ ッ ト に

比 し低下 してい な い こと
.

2 ) 肝炎が重症化する と , 末梢阻織

に おけるイ ン ス リ ン 依存性糖輸送が低下傾向を示 す こ と
,

3 )

血 清 IRI 値とイ ン ス リ ン 刺激下 ブ ドウ糖取 り込み の 間 に 正 相関

を示 す傾向が ある こ と な どで ある . 以上 の 結果で 掛 こ興味深い

の は 3 ) の 事実 で ある .

一 般に
, 持続的高イ ン ス リ ン 血 症状腰

で は
,
下降調節 (d o w n- r e g ul ati o n) の 機序を 介 した イ ン ス リ ン

受容体数 の 減少
22)2 3}

や
, 受容体結合後の 情報伝達の 障害

2
里こ よ り

末梢組織 での イ ン ス リ ン 感受性の 低下が 生 じる と い う , 今回 の

結果と ほ む しろ逆の 現象が知 られ て お り
,

こ の こ と が肝硬変を

は じめ と する慢性肝疾患で の 末梢組織 に おけ るイ ン ス リ ン 抵抗

状態 の 成因の ひと つ と考え られ て い る
25}

. しか しな が ら , 急性

肝炎 に 伴う高イ ン ス リ ン 血 症は比較的短期間か つ 可 逆性 の 変化

で あり , 慢性肝疾患に おける長期的高イ ン ス リ ン 血 症状態 とは

糖輸送動態に 及ば す影響が か な り異な る可 能性 が ある ･
こ の 点

に 関 して は
,

ラ ッ トを 比較的短期間( 5 時間 ～ 1 4 日 間) の 高イ ン

ス リ ン 血 症状態に おい た こ れ ま で の い く つ か の 報告
26 卜 2g)

か ら高

イ ン ス リ ン 血 症が末梢組織 で の 糖輸送 動態 に 次の 2 つ の 効果を

及ぼ す可 能性が 示 妓され て い る . すな わ ち短期的効果と して細

胞全体の タ ン パ ク 含量増加を伴 う成長促進 効果 に よ る糖輸送 ,

糖代謝活性の 増大を
,

長期的効果 と して イ ン ス リ ン 抵抗性 の 発

現 をもた らす可 能性で ある . 今回 の 実験 で ほ
,

糖輸送の 測定を

D - ガ ラ ク ト サ ミ ン 投 与48 ～ 5 2 時 間後 に 行 っ て い る こ と よ り ,

こ の うちの 短期 的効果が主 に 発現 した可 能性が ある . すなわ ち

短期的効果に よ るイ ン ス リ ソ 感受性増 強効果が 軽症肝炎群の 脂

肪細胞 で認め られ た糖輸送増 大傾 向を もた ら した 可 能性 が あ

る . 更に
,

ヒ ラ メ 筋を用い た実験 に お い て 重症肝炎群で の 血 清

IRI 値 と S/B 値 と の 間に 強 い 正の 相関関係を 認め た こ とほ
, 肝

炎 の 重症化に伴う筋肉で の 糖輸送 の 低下 に 対 し
, 高イ ン ス リ ソ

血症 が前述 した短期的効果か らイ ン ス リ ソ 感受性 を高め
ト 結果
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的に 筋 で の 糖輸送低下 を代償 して い る と考え る こ とも可 能か も

しれ な い .

次 に
,

､ 2 ) で 述 べ た 急性肝炎の 重症化 に よ り糖輸送が 低下す

る原 因に 関 しては
,

まず D- ガ ラ ク ト サ ミ ン 自 体 に よ る 脂肪 細

胞や 筋 肉組織 へ 取直接的な 障害 の 可 能性を 考え て お か ね ばな ら

な い が
, 光学顕微鏡所見上 は否 定的と され て い る

飢
. 次 に

, 高イ

ン ス リ ン 血 症下 で の 下降調節に 基づ く受容体数減少の 可 能性 も

考え られ るが
, 単離 ヒ ラ メ 筋の イ ン ス リ ン 特異結合率を 検討 し

た今 回 の 成績 で は , 耐糖能低下の 著 明な重症肝炎群に お い て も

明 らか なイ ン ス リ ン 受容体結合の 低 下を指摘で きな か っ た ,

一

方
, 今 回 ほ検討 して い な い が

,

一 般 に 急性肝障害で は 成長ホ ル

モ ン
,

コ
ー

チ ゾ ー ル
,

カ テ コ ー

ル ア ミ ン 等の い わ ゆ る イ ン ス リ

ン 括抗 ホ ル モ ン の 増加 が報告 され て い る . こ れ ら括抗ホ ル モ ン

の 末梢阻織 に おけ る糖輸送阻喪作 用は
,

タ ン パ ク 合成な どを 介

しある程度持 続的 で ある こ とが知 ら れ てお り
3D ト 32〉

, 今回 の 糖輸

送低下の 要因の ひ と つ とな っ た 可能性が 考え られ る .

一

方 , 今

回 の 成蹟 は脂 肪鼠織 の み に お い て正 常群に 比 し軽症 肝炎群で糖

輸送 の 増 大傾 向を示 した こ と な ど
, 急性肝炎時の 糖 輸送 動態 が

脂肪細胞 と筋 肉と で
一

部異な る可 能性を も示 して い る .
こ の 点

に 関 して W a r d z al a ら
2g)

は
l

ラ ッ トを 2 週間の 持続的高イ ン ス

リ ン 血症状態 に お い た と こ ろ
, 脂肪細胞で は イ ン ス リ ン 刺激下

糖輸送活性が 2 ～ 3 倍の 先進を認 め た の に 対 し
, 単離 ヒ ラ メ 筋

に お けるイ ン ス リ ン 刺激下細胞 内ブ ドウ糖代謝は10 ～ 2 0 % の 僅

か な先進の み に 止 ま っ た 事 実を 報 告 して い る .
こ の 実験 成績

ほ
, 高イ ン ス リ ソ 血 症に よ る糖輸送増大作用 が ヒ ラ メ 筋 よ りも

臆肪細胞 に お い て よ り強く現れ る可 能性を 示 唆 して い る . 加 え

て J a m e s ら
33)

も よ 雄性 ウ ィ ス タ
ー

ラ ッ トに 高イ ン ス リ ソ 血症 下

で の グ ル コ ー

ス ク ラ ン プ法を 施行 した実験で
,

4 0 ～ 95 分の ク ラ

ン プ続行 に よ り筋 肉組織 に お け る グ ル コ
ー

ス 利 用 率ほ 不 変 で

あ っ た に も拘わ らず , 月旨肪紅織 の そ れは60 ～ 7 0 % 増 加 した と報

告 して い る . すな わ ち今回 の 実験成蹟 に お い て
, 軽 症肝 炎群 の

イ ン ス リ
ー

ソ 刺激下糖輪瑳 の増大傾 向が ヒ ラ メ 筋に 比 し脂 肪細胞

で よ り顕著で あ サ た 理 由 と して ▲ 高イ ン ス リ ン 血症 に よ る糖輸

送増大効果に 対す るⅥ旨肪組織の 感受性 の 高さ が 関与 した 可能性

も考 え られ た .

以上 の 急性肝炎 モ デ ル ラ ッ ト で の 成績に は慢性肝 疾患 の 代表

で ある肝硬変 で の こ れ まで の 報告 と異な る点が 幾つ か認 め られ

る . 即 ち
, 従来肝硬変患者で は肝臓 で の イ ン ス リ ン 分解低下も

加わ り末梢 レ ベ ル に お い て 高イ ン ス リ ン 血 症が 認め られ る こ と

が 知られ ,
ヒ ト肝硬変患者の 筋 卸)

, 赤血 球
細

, 単球
34) Ⅷ )

で の イ

ン ス リ ン 結合率 と ブ ドウ糖取 り込み の 低下や
,

グ ル コ ー ス ク ラ

ン プ法を用 い た検討で
, 末梢阻織 に おけ る糖処 理能 の 低下 を認

め る
岬 恥 こ とな ど

, 末梢魁織 に おけ るイ ン ス リ ン 抵抗性 の 存在

が 明らか に され て い る . こ れ に 対 して
, 今回 の 急性肝炎 モ デ ル

ラ ッ トで の 成揆は 肝硬変と 同様 の 高イ ン ス リ ン 血症 を伴 う耐糖

能異常 を 示 した にも拘わ らず
,

明らか な 末梢組織 で の イ ン ス リ

ソ 抵抗性 を認 めず , 軽症例で はむ し ろイ ン ス リ ソ 刺激下糖輸送

の 増 大傾 向を認 め た . また肝硬変で ほ 一 般に 高イ ン ス リ ソ 血 症

に伴 う下 降調節の 機序に よ り末梢組織に お ける イ ン ス リ ソ 抵抗

性 を生ず る の に対 し
,
急性肝炎 モ デ ル ラ ッ トで の イ ン ス リ ン 感

受性は ,
こ れ とは 反対に 血 清 ⅠⅢ 値 と

一

部正 相 関 を 示 して い

た . こ の こ と ほ急性肝炎 に お ける耐糖能異常の 成 因が肝硬変 の

それ とはや や 異な る可能性を示 して い る . 更に 糖負荷試験で の

有意 な耐糖能悪化 に もか かわ らず , 末梢組織 で の 明らか なイ ン

ス リ ン 抵抗性を 認め な か っ た こ とは
t 急性肝炎時の 耐糖能異常

の 成因を 考え る場合一 肝臓 を主 体と した 他の 魁 織で の 槙処理能
の 異常も検討する必 要 の ある こ と を推測 させ る ･ 肝硬変でほ

,

肝細胞周 囲の 放維化や 肝 内 シ ャ ン ト
3g)

,
グ ル コ キナ ー ゼ 活性の

低下
2)

, お よび 肝 エ ネ ル ギ ー 荷電 の 低 下
)

等の た め
, 肝臓 での 軽

負荷後の 糖処理能 が低 下 して い ると の 報告が 多く , これ も耐糖

能異常の 一 因と して考 え られ て い る ･

一

九 急 性肝障害の 肝臓

で の ブ ドウ 糖 負荷後 の ブ ド ウ 糖処理 能 に 関 して
,

B a c h m a n n

ら
6'

ほ D- ガ ラ ク ト サ ミ ン 急性肝障害 吼 末梢血 イ ン ス リ ン 増加

に 先立 ち肝細 胞膜 イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー

が 減少 する こと を報告

し , 肝に お ける イ ン ス リ ン 抵抗性発現の 主 な原 因と推測 した .

今 臥 肝 臓で の 糖利用 に 関 して ほ 検討 して い な い が
, 末梢観織

での イ ン ス リ ン 作用動態 の みで 急性肝炎時の 耐糖能異常を説明

す るの は 困難な こ とか ら , 今後 こ の 点に 関する検討 も必 要であ

ろう .

結 論

今回著者 は急性肝炎 時に おけ る末梢組織 で の イ ン ス リ ソ 作用

動態を 明 らか に す るた め , D - ガ ラ ク ト サ ミ ソ 急性肝障害 ラ ッ ト

を 作成 し
,

そ の 遊離脂肪細胞お よび 単離 ヒ ラ メ 筋 に おける糖輸

送率
,

イ ン ス リ ン 結合率 に 閲 し検討 した . そ の 結果 ,

1 ･
ブ ドウ糖 負荷試験 に お い て

, 対照群 に 比 し軽症肝炎乳

量症肝炎群 と肝障害が 重症化す るに つ れ血 糖値 ほ負荷前で低下

を , 負荷後 は 負荷前借 に 比 し有意な 上 昇優 向を 示 し
, 全体に 耐

糖能は悪化 した .

2 . 血 清 IR I 値 ほ急性肝炎の 重症化に 伴 い 対照群 に 比し有意

な 上 昇を認 め た .

3 . 遊離脂肪細胞を 用 い た 実験に お い て 軽症肝炎群で ほ対照

群に 比 し
, イ ン ス リ ン 非刺激下お よ びイ ン ス リ ン 刺激 下 GC R

と も上昇傾 向を認め た . 重症肝炎群ほ 軽症肝炎群 に 比 し
, 非刺

激下 G C R の 有意 な低下お よび 刺激下 G C R の 低下 傾向を示L

た . な お
, 刺激下 G C R/非刺激下 G C R は 3 群間 で 有意差を認

め な か っ た .

4 . 脂肪細胞 で ほ イ ン ス リ ン 結 合率 ほ重症肝炎群で 対照 群に

比 し低下憤 向を認め た が , 3 群間で 有意差 を認め な か っ た .

5 . 単離 ヒ ラ メ 筋を 用 い た 実験 に お い てイ ン ス リ ン 非刺激下

お よ びイ ン ス リ ソ 刺激下 2 - D O G 取 り込み ほ 3 群間で 有意差を

認め なか っ た が
, 刺激下 2 - D O G 取り込み/ 非刺激下 2-D O G 取

り込み(S/ B) は重症肝炎群で 軽症肝炎群 に 比 し有意な 低値を示

した .

6 . 単離 ヒ ラ メ 筋 に おい て 重症肝炎群 で は 血 清 IRI 値と S/

B と の 間に は r = 0 . 7 7 と有意な 正 の 相関関係を 認め たが ,
イ ン

ス リ ン 結合率 は 3 群間で 有意差を 認め なか っ た .

以上 よ り , D - ガ ラ ク ト サ ミ ン 投 与急性肝障害 ラ ッ ト の 末梢組

織 に おけ る糖輸送ほ
,
脂肪観織 と筋狙織 で 異な っ た 動態 を示す

可 能性が 考 えられ た . また , 糖負荷試験で の 明 らか な 耐糖能悪

化に か か わ らず番組織を 中心 と した末梢観織 で の 糖輸送 ほ対照

群と比較 しわ ずか な 低下 しか 認め なか っ た こ とよ り , 急性肝炎

に おけ る耐糖能異常は 末梢観織 以外 の ( おそ らく は 肝で の) 糖

処理能異常も互 い に 絡み 合 っ た うえで形成 され るもの と思われ

る .
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p a d s or i n is ol ate d s ol e u s m u s cl e s ･ G l u c o s e cl e ar a n c e r ate s (G C R ; n k ell
･

S e C) o f adip o c y te s at b o th b a s al an d i n s uli n (10

n g h nl) - Sti m ul at ed s tat es w e r e sli g h d y el e v ate d i n th e m ild h e p a ti ti s g r o u p c o m p ar e d w i th th e c o n tr ol g r o u p ･ O n th e o th er

h a n d
,
b a s al G C R w a s s lg ni fi c a n tl y d e c r e a s e d i n th e s e v e r e h e p a ti ti s g r o u p c o m p a r e d wi th th at i n th e m il d h e p a ti tis

g r o u p (6 ･9 ±5 ･l v s 1 6 ･6 ±4 ･1 ; P < 0 ･0 5) ,
a n d sti m ul a te d G C R sh o w e d a slig h t d e c r e a s e i n th e s e v e r e h ep a ti tis g r o u p ･ G l u c os e

tr an Sp Ort i n s ol e u s m u scl e s
,
b o th i n b a s al a n d i n s uli n ( 1 00 n g/ m l) - Sti m ul ate d st ate s

･
W a S th e s a m e i n g al a ct o s am in e -t re ated

r ats a n d c o ntr ol r ats . H o w e v er
,
th e r ati o of i n s uli n - Sti m ul at ed g l u c o se u pt a k e t o b as al g l u c os e up t ak e (S/B ) ,

an i n d e x of

i n s uli n s e n siti vity ,
W aS Sig nific an tl y d e c r e a s ed i n th e s e v er e h ep atitis g r o u p c o m p ar e d w i th t h at i n th e m il d h e p atiti s

gr o u p ( 1 .4 3 ±0 .4 8 v s l ･7 7 ±0 ･
2 0; P < 0 ･05) ･

h l th e s e v e re h ep atiti s g r o up ,
th er e w a s a sig nifi c an t P O Siti v e c or r el ati o n b e tw e e n

b a s al s e ru m I R I an d S/ B (r = 0 .7 7 ; P < 0 .0 1) . S p e cih c b i n di n g of
闇
I -1 ab eIl e d in s uli n t o a d i p ∝ y t e S O r S Ol e u s m u s cl es sh o w e d n o

di 触r e n c e am O n g th e th r e e gr o u p s ･ 恥e s e r e s ults i n di c ate th at l) l n m il d h ep ati ti s r ats w h i c h h a v e a m il d d e te ri o rati o n of
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gl u c o s e t Ol er an C e
, g l u c o s e 打a n sp or t i n b o th a di p oc y te s a nd s ol e u s m u s cl e s ar e n Ot n e Ce SS ar il y d e cr e as e d ･ 2) I n s e v er e h ep ati .

tis rats W h i c h h a v e a s e v e r e d e te ri or a ti o n of gl u c o se t ol e r a n c e
･
b a s al G C R a t a dip o c y te s an d i n s uli n s e n siti vl ty O f gl u c o s e

u a nsp ort at th e m u s cl e s ar e Sig n ifi c a n tl y d e c re a se d c o m p ar e d w ith th e m ild h e p atiti s g r o u p ･ 3) H y p eri n s uli n e m i a m ay p a ト

d a11y r est or e th e d ec r e a s ed gl u c o s e b
･

a n Sp O rt i n th e s e v er e h e p ati ti s g r o u p ･
4)

r

r b e re g ul a to ry m e c h an i s m of g l u c o s e tr an SP O rt

m ay b e s o m e w h at di ff e r e nt b et w e e n adip o c yt es an d m u s cle d s s u es ･ I n c o n cl u sio n
,
d e cr e a s ed i n s uli n se n siti vlty at pe ri p h er al

ti ss u e S m ay b e p ar ti al 1y r e sp o n sibl e f or g l u c o se i nt ol e r an C e i n a c ut e li v er l nj ur y ･


