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K e y Ⅵ
r O r d s ア ロ キ サ ン

,
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン, 膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島, D N A 鎖

切断, プ ロ イ ン ス リ ン 合成

アロ キサ ン( a1l o x a n) とス ト レ プト ゾトシ ン( st r e p t o
-

Z Ot O Ci n) は
, きわ めて強 力な催糖尿病作用 を示 し

,
実

験的糖尿病の 作製 に 広く用 い ら れ てき て い る
｡

こ れ ら

J〕催糖尿病物質の†乍用機構 を知る こ と は , 糖尿病の 成

乳 治療さ ら に はそ の 予 防 を解明 す るう え で 重要と 考

えられ る .

従来, 膵 ラ ン ゲル ハ ン ス 島の プ ロ イ ン ス リ ン 合成 を

低下 させ る こ とが ア ロ キ サ ン お よ び ス ト レ プ ト ゾ トシ

ンの 催糖尿病作用 の 主 要因と考え られ て き たが ,
こ の

プロ イ ン ス リ ン合成 低下 のメ カ ニ ズム に つ い て は 不明

であ っ た .

筆者 らは
,

ラ ッ ト膵 か らの 分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を

用 い た 一玩 J有川 の 実験系 を確立 し
l ト 9)

, ア ロ キ サ ンと ス

トレ プ トゾ トシ ンが ラ ン ゲル ハ ン ス 島細胞の D N A 鎖を

切断し て核 ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス合成酵素 を活性化 し,

その 結果細胞内 N A D 量 を減少させプロ イ ン ス リン合成

を低下さ せ る こ と を明ら か に し てき た
10 卜 1 8 )

本研究で は
,
さ らに

,
こ の D N A 切断に は じま る

一 連

の
"

B i o ch e m i c a l e v e n ts
"

が , ア ロ キサ ン や ス ト レ プ ト

ゾトシ ン の g乃 〃加 投与 に よ っ て も ひき 起 こ さ れ る か

どう か を検討す る と とも に
, 分離ラ ン ゲル ハ ン ス 島 を

用 い た ね己 ひ汀和 の 系で
,

D N A 切断の メ カ ニ ズ ム さ ら

に は プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下の防止機構 に つ き 検討 し

た .

材料 およ び方法

1 . 実験動物 へ の ア ロ キサ ン と ス ト レ プ トゾ トシ ン

の 投与

体重 200
-

2 5 0 g の W i st a r 系雄 ラ ッ トに
,

4 0 m g / k g

の ア ロ キサ ン(和光純薬工業) ある い は 50 m g/k g の ス

ト レ プ ト ゾ トシ ン ( U pj o b n) を静脈内投与 した
.

こ の

投与量で はほぼ 100 % の 確率で ラ ッ トに糖尿病が誘発さ

れ る
1 9)

.

2 . 膵ラ ンゲ ル ハ ン ス 島, 膵外分 泌腺細胞
,

肝細胞

の 分離

ア ロ キサ ン あ るい は ス ト レ プ ト ゾ トシ ン を投与し た

ラ ッ ト か ら
,

一 定時間後 に 膵臓 お よ び肝臓を摘出 し
,

膵か ら は O k a m o t o ら
2 0)の 方法によ りラ ン ゲル ハ ンス 島

と 外分泌腺細胞と を分離 し
, 肝か ら は C o x ら

2 1)
の 方法

に よ り遊離肝細胞 を調製 した .

3 . ア ル カ リ性シ ョ 糖密度勾配 遠心 法に よ る D N A

D N A S t r a n d B r e a k s b y A 1l o x a n a n d S t r e p t o z o t o ci n i n P a n c r e a ti c I sl et s of L ,a n g e Yh a n s

a n d P r ot e c ti n g M e ch a nis m s a g ai n st E x p e ri m e n t al D i a b e t e s ･ H i r o s hi Y a m a m o t o , D e p a r -

t m e n t o f B i ch e m is t r y ( Di r e c t o r : P r of . Y . Y o n e y a m a)
,
S ch o o l of M e di ci n e

,
K a n a z a w a

U ni v e r sit y ･ D e p a r t m e n t of B i o c h e m ist r y ( D i r e c t o r: P r of . H . O k a m ot o) ,
S c h o ol of M e

-

dici n e
,
T o y a m a M e di c al a n d P h a r m a c e u ti c al U ni v e r sit y .



81 0

の 分析

100
- 1 5 0 個の ラ ン ゲル ハ ン ス 島,

2 .5 ～ 5 ×1 0
5

偶 の 膵

外分泌腺細胞あ るい は肝細胞 を, 5
-

20 % ア ル カ リ性 シ

ョ 精密度勾配上 に 重層した溶液 (1 N N a O E
,
0 .01 M

E D T A , 1 % ( Ⅴ/ v ) T rit o n X - 1 0 0) 中で溶解 し
,

26
,

0 0 0 r p m
･ 2 0

O

C ･ 2 0 0 分間の遠心後,
シ ョ 糖勾配 を分画

し
1 1 ト 1 3〉

, 各画分 中の D N A 量 を螢光法2 2)
に よ り測定 し

た .

4 . N A D 量の 測定

分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 乱 あ るい は 予め ハ ン ク ス 液で

濯流 した肝組織を 0 .5 N 冷過塩 素酸中で破砕 し
, 酸可溶

性画分中の N A D 畳 を筆者らの 既述 の方法1 0 ト Ⅰ2) に より

測定 した
.

5 . 分 離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の イ ン キ エ ペ ー シ ョ ン

K r e b s
-

Ri n g e r 重炭酸緩衝液( p H 7 A) に 5 m M グル

タ ミ ン 酸 N a , 5 m M フ マ ル 酸 N a
,

5 m M ピ ル ビン 酸

20

1 0

く
N
凸

一

帽
}

○
ト

ー

0

▲

ヂ

2 0

1 0

く
N
ロ

ー

d
}

0
ト

ー

0

｡
､

○

N a ,
2 m g/ m l 牛血 清ア ル ブ ミ ン

, 2 .8 m M グル コ ー ス を

加 えた培地 中で
1 0 川 )･ 2 3)

,
無処置ラ ッ ト か らの 分離ラン

ゲ ル ハ ン ス 島を,
0 .7 5

-

1 .O m M ア ロ キ サ ン あるい は2 -

3 m M ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン存在下 , ま た は ア ロ キサ ン
,

ス ト レ プ ト ゾトシ ン とス
ー パ ー

オ キ シ ド ジ ス ム ク ー

ゼ

( s u p e r o x id e d i sr n u t a s e) ( S i g m a
,
f r o m b o v i n e b l o o d

) ,
カタ ラ

ー ゼ( c a t al a s e) ( Si g m a
,
f r o m b o v in e li v e r

,

th y m o ト f r e e)
,
ポリ A D P

-

リ ボ
ー ス 合成酵素阻害物質

と の共存下 に
,
37

0

C 2 0 分間イ ン キ エ ペ ー トし , イ ン キ

ュ ベ ー シ ョ ン 後,
ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 D N A をアル カリ性

シ ョ 精密度勾配遠心法 に よ り 分析 した .

6 . プロ イ ン ス リ ン 合成能 の 測定

分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 をア ロ キサ ン あるい はス トレ

プ ト ゾト シ ン 存在下 また はア ロ キ サ ン
,

ス ト レ プ トゾ

トシ ン と種 々 の 物質との 共存 下に K r e b s - R i n g e r 培地

申で 37
0

C 5 分間イ ン キ エ ペ
ー

卜し た後,

3
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Fi g l . S e d i m e n t a ti o n p r o fil e i n a n al k ali n e s u c r o s e d e n si t y g r a di e n t o f D N A o f i sl e t s f r o m

all o x a n
-

O r S tr e P t O Z O t O Ci n - t r e a t e d r a t s . E a c h p oi n t r e p r e s e n t s th e p e r c e n t a g e o f t o t al

D N A r e c o v e r ed ; r e C O V e r y W a S b e t w e e n 8 5 % a n d l O O % . 0 ; D N A o f i sl et s f r o m p a n c r e a s

O f u n t r e a t e d r a t s ( a a n d e) .
0 ; D N A o f i sl e t s f r o m p a n c r e a s r e m o v e d a t 5 m in (b) ,

1 0 m i n (C)

O r 2 0 m i n (d) a ft e r i n t r a v e n o u s a d m i ni s t r a ti o n of 4 0 m g/ k g all o x a n . △ ; D N A o f i sl e t s f r o m

p a n c r e a s r e m o v e d a t 5 m i n (f),
1 0 m i n ( g) o r 2 0 m i n (h) a ft e r i n t r a v e n o u s a d m i n i st r a ti o n of

5 0 m g/ k g st r e p t o z o t o ci n . S e d i m e n t a ti o n w a s f r o m l ef t t o ri gh t . A r r o w i n di c a t e s th e p o siti o n

O f a b a c t e ri o ph a g e 入. D N A (3 .2 x l O
7
d a lt o n s

,
N e w E n gl a n d B i o L a b s) .
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( N e w E n gl a n d N u cl e a r) と 20 m M グ ル コ ー ス を加 え

てさ らに 60 分間イ ン キ ュ ベ ー

卜 し, 生成 され た
3
Ⅰト プ

ロ イ ン ス リ ン量 をS D S
-

ポ リア クリ ル ア ミ ド電気泳動

後測定 した
I O) ･ 1 1 )

,
2 4 )

7 . 核ポリ A D P - リボ ー ス 合成 酵素活 性の 測定

ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島か ら細胞核 を分離 し
10) 11)

,
その

一

定

量 ( D N A と して約 1 .5F E g) を10 0 m M T ri s
- H Cl ( p H

8 .0) ,
0 .2 m M β- N A D

+

,
1 m M ジチ オ ス レ イ ト

ー ル
,

5 .8 x l O
~

2

/∠C i [ U -
1 4
C - a d e n i n e] N A D ( R a di o

-

C h e m i c al C e n t e r) , 0 .2 /J g/ FL l 牛胸腺 ヒ ス ト ン H l を

含む溶液中で 25℃1() 分間イ ン キ ュ ベ ー 卜 し,

1 4
C

- ポ リ

A D P - リ ボ ー ス の 生成量 を測定した
I O)･ l l) ･1 3〉

成 績

Ⅰ . ア ロ キ サ ン
,

ス ト レ プ トゾ トシ ン の 玩= 正和 投与

実験

1 ･
ア ロ キサ ン

,
ス ト レ プ トゾ トシ ン の Z乃 め ∂ 投与

に よ る 膵 ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A 鎖の 切 断

ア ロ キ サ ン (40 m g/ k g) あ るい は ス ト レ プ トゾ ト シ

ン(50 m g/k g) をラ ッ トに 投与 した後, 5- 20 分後 に膵

を摘出 して ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を分離 した
. 図1 に

,
ラ

ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A の アル カリ性 シ ョ 糖密度勾配中で

の沈降像 を示 す . 無処置 ラ ッ トか らの ラ ン ゲ ル ハ ン ス

島 D N A は
,
b o tt o m に近 い i n t a ct な D N A の 沈降位置

に単
一

の ピ ー ク と し て回収 され た (図 1
,

a
,

e) . ア ロ

キサ ン あ る い は ス ト レ プ トゾトシ ン 投与ラ ッ トの ラ ン

ゲル ハ ン ス 島 D N A は
, 投与後5

-

1 0 分後 に す で に
, 低

分子側 に 幅広い ピ ー ク と し て 沈降し
,
こ れ に 伴 っ てi n -

ta c t な D N A は 減少 した ( 図1
,
b

,
C

,
f

, g) . 投与後 20

分で は
,

ア ロ キ サ ン
,

ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の い ずれ に

よ っ ても
,
ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A はほぼ 完全 に 断片イヒ

され て い た ( 図1 . d
,
h )

.

2
.

ア ロ キサ ン
,

ス ト レプ ト ゾ トシ ン わ2 ぬノβ 投与

の 膵外分 泌腺細胞, 肝細胞 D N A に お よぽす影響

つ ぎに ア ロ キサ ン あ るい は ス ト レ プ ト ゾ トシ ンの 投

与によ り , ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島以外の 組織の D N A が どの

よ うな影 響 をう ける か を検討した . ア ロ キ サ ン(40 m g/

k g) ある い はス トレ プ ト ゾト ン ン (50 m g/ k g) 投与後

20 分後 に は ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 D N A はほ ぼ完全に 断片

化さ れ て い た ( 図2
, a

,
b) が , 同時に 分離 した膵外

分泌腺細胞の D N A に は断片化は ほとん ど認め られ ず
,

対照の 無処置ラ ッ トの外 分泌腺細胞 D N A と 同 一

の 沈

降像を示 した ( 図2
, C , d) . 肝細胞 D N A は

,
ス ト レ

プ ト ゾト シ ン に よ り断片化 され たが
,

ア ロ キサ ン に よ

81 1

っ て は全く影響を う けな か っ た ( 図2 , e
,
f)

.

3 . ア ロ キ サ ン
,

ス ト レ プ ト ゾトシ ン才乃 め β 投与

の 膵 ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 肝細胞 N A D 量に 右よ ぽ

す影響

筆者 ら は先 に
, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を 用 い た 如

か 加 の 実験 に よ り, D N A 鎖が 切断 され る と核 ポ リ

A D P - リ ボ
ー

ス 合成酵素が活性化さ れ
,

そ の結果細胞

内 N A D 量が著 しく減少す ること を明 らか に してい る
1 1)

( 図3) .
そ こ で 今軌 ラ ッ ト に ア ロ キサ ンあるい は ス ト

レ プト ゾトシ ン を D N A 切断が認められ たと同 一

の条件

で投与後
,

ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島と肝細胞 とを分離 し
, 細

胞内の N A D 量 を測定した . そ の結果, 表1 に示 す よう

に
, ア ロ キサ ン あるい は ス ト レ プ トゾト シ ン の 玩= 正和

投与に よ っ て も
,
ラン ゲ ル ハ ン ス 島 N A D 量 は著 しく減

少す る こ と が見出さ れ た. ま た , 肝 N A D 畳 はス ト レ プ

ト ゾト シ ン に よ り 対照の 74 % に減少 したが
, ア ロ キサ

Fi g 2 . S ed i m e n t a ti o n p r ofil e i n a n a lk a li n e

S u C r O S e g r a di e n t o f D N A o f r a t ti s s u e s a ft e r

a ll o x a n - O r S t r e p t O Z O t O Ci r い tr e a t m e n t . E a c h

p oi n t r e p r e s e n ts th e p e r c e n t a g e o f t o t a l D N A

r e c o v e r e d . a a n d b ; i sl e t D N A . c a n d d ; D N A o f

p a n c r e a ti c e x o c ri n e c ell s ･ e a n d f ; h e p a t o c yt e

D N A ･
◎ … …

○ ; u n t r e a t ed r a t s
,

0 - - 一 っ ; r a t S

t r e a t e d wi th all o x a n (4 0 m g/ k g) . △
-

-△ ; r a t S

t r e a t ed w i th st r e pt o z o t o ci n (5 0 m g/ k g) . S ed i m e n
･

t a ti o n w a s f r o m l ef t t o ri gh t . A r r o w i n d i c a t e s th e

p o si ti o n o f a b a c t e ri o ph a g e Å. D N A .
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ン に よ っ て は影響され な か っ た .

以上 の 結果か ら ,
先 に筆者ら が分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島

を用い た ゎ 1流 刑 実験で 見出 した
,

D N A 切 断に は じ

ま る
一

連の
"

B i o c h e m i c al e v e n t s

"
1 1 ) ･

2 5) が
,

ア ロ キ サ ン

と ス ト レ プ ト ゾト シ ン の ど乃 び才知 投与に よ っ て も ラ ン

ゲ ル ハ ン ス 島細胞 に ほぼ 選択的 に ひ き 起 こ され る こ と

が 明 らか とな っ た .

1Ⅰ . 分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を用 い た 7 " ～ 如 実験

音
>

恐
く

む

∈
わ
N
U

山

】

む

>
む
｣

凸

ヰ
N

Fi g 3 . E ff e ct o f a 1l o x a n o r st r e p t o z o t o ci n o n p ol y

( A D P
-

rib o s e) s y hth e t a s e a c ti v it y a n d N A D

c o n t e n t i n p a n c r e a ti c i sl e ts
ll)

･
B a t c h e s o f 3 00

i sl e t s w e r e i n c u b e t e d f o r O - 6 0 m in a t 3 7
0

C i n th e

p r e s e n c e o f a1l o x a n o r s t r e pt o z o t o Ci n ･ A ft e r

i n c u b a ti o n
,

n u Cl e a r f r a c ti o n s w e r e p r e p a r e d f r o m

i sl et s a n d a s s a y e d f o r p ol y ( A D P
-

rib o s e) s y n th e
-

t a s e a cti vi t y . T h e D N A c o n t e n t o f e a c h i sl e t

n u cl e a r f r a c ti o n w a s d e t e r m i n ed b y a fl u o r o
･

m et ri c m eth o d
2 2)

a n d u s e d t o e s ti m a t e a c c u r a t el y

th e e n z y m e a c ti v it y ･ A ll a cti v iti e s w e r e r el a t e d

t o a c ti v it y a t O m i n (1 0 .
9 p m ol e s p ol y(A D P

-

rib o 由) s y n t h e si z ed p e r l O m i n p e r JL g i sl e t n u cl e a r

D N A ) . a
,
P ol y( A D P 7 ib o s e) s y n t h e t a s e a c ti vit y

i n i sl et s i n c u b a te d w ith l m M a ll o x a n ( 0 ) ; b
,

っ ぎ に
, 無処置 ラ ッ トか ら の 分離ラ ン ゲル ハ ン ス島

を 剛 -
,

ア ロ キ サ ンと ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン に よ るプ ロ

イ ン ス リ ン 合成低下 の 防止機 構に つ い て
,
D N A 切断の

防止
･ ポ リ A D P

-

リボ
ー ス 合成酵 素の 制御の 2 つ の観

点 か ら検 討 した .

1
.

ア ロ キサ ン
,

ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の ラ ンゲ ル ハ

ン ス 島 D N A 切 断作用 に お よ ぽ す ス ー パ ー

オキ

シ ドジ ム ス タ
ー ゼ

,
カ タ ラ

ー ゼ の 影響

音
>

膏
く

む

∈

訂
u

山

一

む
>

む
｣

凸
く
N

T i m e ( m i n )

p ol y( A D P
+

rib o s e) s y n th e t a s e a c ti v it y i n i sl et s

i n c u b a t e d w ith 2 m M st r e p t o z o t o ci n ( △) ･ F o r

d et e r m i n a ti o n o f i sl et N A D c o n t e n t ,
b a t c h e s of

l O O i sl e t s w e r e i n c u b a t e d f o r O - 60 m i n a

w hi c h th e y w e r e d i s r u pt e d b y s o n i c a ti() n i n l m l

of c o ld O .5 N p e r c h l o ri c a cid ･
T h e a cid T S Ol u bl e

e x t r a ct ｡ f i sl e t s w a s b r o u gh t t o p H 5 .
O w ith K O H

･

a n d N A D c o n t e n t i n th e e x t r a ct w a s d e t e r m i n e d ･

T h e v al u e s w e r e c o r r e c t e d f o r o v e r all r e c o v e r y

b y th e a d diti o n o f
I 4 C - N A D

･
a n d r el a t e d t o N A D

c ｡ n t e n t a t O m i n (2 .6 2 p m ol e s N A D p e r i sl e t) ･
C

,

N A D c o n t e n t i n i sl e t s i n c u b a t e d w ith l m M

all o x a n ( . ) ; d
,
N A D c o n t e n t i n i sl e t s i n c u b at ed

w i th 2 m M s t r e p t o z o t o ci n ( ▲) ･
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T a bl e l . E ff e c t of all o x a n -

O r St r e P t O Z O t O Ci n- a d mi n i st r a ti o n o n i sl et o r li v e r N A D

C O n t e n t

T i s s u e A d m i ni st r a ti o n N A D C o n t e n t

N o n e (C o n t r ol)

4 0 m g/ k g A 1l o x a n

5 0 m g/ k g S t r e pt o z ot o ci n

L i v e r

N o n e (C o n t r ol)

4 0 m g/lくg A ll o x a n

5 0 m g/ k g S t r e pt o z o t o ci n

p m o l e / / Lg D N A

5 0 .0 (1 00)

5 .9 ( 1 2)

4 .8 ( 1 0)

11 0 .9 ( 1 00)

11 3 .6 (1 02)

8 2 . 1 ( 74)

A ft e r a d m i ni s tr a ti o n o f a ll o x a n o r s t r e p t o z o t o ci n
, p a n C r e a ti c i sl et s a n d li v e r w e r e si m ul -

t a n e o u sl y r e m o v e d f r o m e a c h r a t
,

a n d N A D c o flt e n t Of th e ti s s u e s w a s d e t e r mi n e d .

1 4
C .

N A D w a s a d d e d t o e a c h s a m pl e b ef o r e th e e x t r a c ti o n i n p e r c hl o ri c a cid
,
a n d th e r e c o v e r y

O f
1 4

C - r a d i o a c ti vit y i n th e fi n al p r e p a r a ti o n w a s r ef e r r e d t o f o r c o r r e c ti o n o f th e N A D

V a l u e f o r o v e r all r e c o v e r y ･ R e c o v e r y w a s b e t w e e n 85 % a n d l O O % . T h e n u m b e r s i n p a r
･

e n th e s e s gi v e th e p e r c e n t a g e o f th e c o n t r ol .
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図4
,
♂ に 示 すよ う に

,
分離ラ ン ゲル ハ ン ス 島を 1 m M

のア ロ キ サ ン 存在下 に 20 分間イ ン キ エ ペ
ー

卜す ると ,

D N A は著しく断片化され低分子側 に幅 広い ピ ー クを示

す . と こ ろが
,
培地中 に ラ ジ カル ス カ ベ ン ジ ャ

ー で あ

る ス ー パ ー

オ キ シ ド ジス ム タ
ー

ゼ(2 ×1 0
8
U / m l) を共存

寧せ る■と, 低分子 側に 沈降する D N A は減少 し
,
か な り

の量の D N A が i n t a c t D N A の沈降位置に 回収さ れ る

ととが 見出さ れ た( 図 4
, ∂) . こ の こ と は ,

ス ー パ ー

オ

姦シ ド ジス ム タ
ー

ゼが アロ キサ ンの D N A 切断作用 を防

放する こ と を示 し てい る
. また ,

カ タ ラ ー ゼ の 添加に

よっ ても ア ロ キサ ン に よ る D N A 切断 は著明 に防止 さ

れた
. さ ら に

,
ス ー パ ー

オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼと カ タ

テ
ー

ゼ の 両者を共存させ ると
,
アロ キサ ン の D N A 切 断

作用 はほ ぼ完全に 防止 さ れ る こ とが 見出さ れ た .
これ

らの結果は, ア ロ キサ ン が瀞性酸素の 生 成を介 し てラ

ンゲル ハ ン ス 島の D N A 鎖を切 断する こと を示 唆して い

る .

･
一

方,
ス ト レ プ ト ゾ トシ ン の D N A 切断作用 ( 図4 ,

C) は
,

ス ー パ ー オ キシ ドジ ス ム タ
ー ゼ に よ り防止 され

なか っ た ( 図4
, d ) .

2 . ス ー パ ー

オキシ ドジス ム タ ー ゼ
t

カ タ ラ ー ゼ に

よ る ア ロ キ サ ン の プ ロ イ ン ス リ ン合成低下 作用

の 防 止

筆者らが す で に 明 ら か に して い るよ う に
,

ラ ン ゲ ル

ハ ン ス 島 D N A 鎖が切断され ると, その結果プ ロ イ ン ス

リ ン合成は著しく低下 す る
1 1)

. そ こ で つ ぎに
,
ア ロ キ サ

ン の プ ロ イ ン ス リ ン合成低下作用 が
,
D N A 切断を防止

した ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー に よ り防止 され る か どう

か を調べ た . そ の 結果
,

図5 に 示 す よう に
,

ア ロ キサ

ン に よ る ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島プ ロ イ ン ス リ ン 合成の 低下

は
,

ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ
ー ゼ の濃度に 依存 して

防止 され
,

さ ら に
,

ス ー パ ー

オ キ シ ド ジス ム タ ー ゼお

よ び カタ ラ
ー

ゼ の 両者が 共存 す ると
,

よ り顕著な防止

効果 が認め られ た .

他 方,
ス ト レ プ ト ゾト シ ン の プ ロ イ ン ス リ ン 合成低

下作用 は
,

これ らの ラ ジカ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー に よ っ て

は防止 さ れ な か っ た .

3 , ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島核ポリ A D P
-

リボ ー ス 合成酵

素阻 害物質 に よ る ア ロ キサ ン お よぴ ス ト レ プ ト

ゾ トシ ン の プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下作用 の 防止

筆者ら は つ ぎに, ラ ン ゲル ハ ン ス島細胞核の ポリ A D P

一リ ボ ー ス合成酵素を 阻害 する物質が
,
ア ロ キサ ン あ る

い は ス ト レ プ トゾ ト シ ンの プ ロ イ ン ス リ ン合成低下作

用 に どの よ う に 影響す るか を検討 した
.

図6 は Y a m a m o t o ら
1 0)が ラ ン ゲ )t/ ハ ン ス 島 ポ リ

A D P - リボ ー ス 合成酵素阻害物質と して す で に 明 らか

に して い る ニ コ チ ン 酸ア ミ ドと ピ コ リ ン 酸ア ミ ド に 加

え
,

ベ ン ズア ミ ドと そ の 誘導体,
お よ びテ オ フ イ リ ン

,

イ ソ プ チJレメ チ ル キサ ン チ ン の ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島ポ リ

A D P
-

リボ ー ス 合成酵素括性 に およ ぽす 阻害効果 を示

す
.
50 % 阻害濃度は

,
ベ ン ズ ア ミ ド系が 5 ～ 3 5 JJ M と最

も 低く,
ニ コ チ ン 幣ア ミ ド,

ピコ リ ン酸ア ミ ド , テ オ
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フ ィ リ ン
,
イ ソ プ チル メ チル キ サ ン チ ン は0 .1 m M 前後

の値 を示 した
.

こ れ ら のポ リ A D P
-

リボ ー ス 合成酵素阻害物質を ア

ロ キサ ン ある い は ス ト レ プ ト ゾト シ ン と共に 培地 中に

加 え てラ ン ゲ ル ハ ン ス 島をイ ン キ ュ ベ ー

ト し
,

プ ロ イ

ン ス リ ン合成能を調 べ た結果が 図 7 で あ る
.

アロ キ サ

ン に よる プ ロ イ ン ス リ ン合成低下 ( 対照 の 32 % ) は
,

0 .2
,

0 ふ 1 m M ベ ン ズ ア ミド の共存 に より
,

それ ぞれ

略 62
,
9 2 % に 回復 した(図 7

,
α) .

ス トレ プ ト ゾト シ

ン に よ るプ ロ イ ン ス リ ン 合成低下 も,
ベ ン ズ ア ミ ドの

洩度に 依存 して防止され た( 図7
,

g) .
そ の 他 の ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島ポ リ A D P
t

リボ
ー ス 合成酵素阻害物質 も ア

く
Z
凸

一

〇
】

O
l

-

○

㌔
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r e c o v e r ed . a
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,
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,
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th e o p h ylli n e ( ○) ,

3
-

i s o
･
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ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾ トシ ン に よ る プ ロ イ ン ス リ ン

合成低下を著 しく防止 した(図 7 , J い わ) . しか も , ポ

リ A D P - リ ボ
ー

ス 合成酵素の 阻害能が 強い 物質ほ どよ

り低演度 で防止効果 を発揮す る傾向が 認 め られ た . ま

(

㌔
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s
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>
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弓
S

u

ち
｣

d

0

髄

F i g 7
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-
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-

e d i n h ib iti o n of p r oi n s u li n s y n th e si s . I sl et s w e r e

i n c u b a t e d i n th e p r e s e n c e of O
.7 5 m M a ll o x a n (a

~

d ) o r 3 m M st r e pt o z o t o ci n ( e - h) a ft e r th e

p r e t r e a t m e n t w ith b e n z a mi d e ( ●) ,
3 M a m i n o ･

b e n z a m id e ( ▲)
,

3 - ni t r o b e n z a mi d e ( 坤), 3
-

m e th o x y b o m z a mi d e
.(

★) , pi c oli n a m id e ( 口) ,

ni c o ti n a m i d e ( ☆) ,
th e o ph ylユi n e ( 0 ) o r 3 - i s o b u tyl

N ト m e th yl x a n th i n e ( △) . E a c h p oi n t in d i c a t e s

th e p e r c e n t a g e o f th e c o n t r ol i n c u b a t e d wi th o u t

a n y a d di ti o n .
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た , 培地 中の ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス合成酵素阻害物質の

濃度を酵素活性 の ほ ぼ完全な抑制が認め られ た濃度( ベ

ン ズア ミ ドで 1 m M
,

ニ コ チ ン 酸ア ミ ドで 10 m M な ど)

に ま で上 昇さ せ る と , ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾトシ

ン に よ る プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下は ほぼ完全 に防止 さ

れ た .

4 . ポリ A D P
-

リボ ー ス合成酵素阻奮物質の ア ロ キ

サ ン
,

ス ト レ プトゾ トシ ン に よ る ラ ン ゲ ル ハ ン

ス 島 D N A 切 断 に お よ ぽす影響

以上 述 べ て き たよう に
,

ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス 合成酵

素阻害物質は ア ロ キサ ン
,

ス ト レ プ トゾト シ ン に よる

プ ロ イ ン ス リ ン合成低下 を防止 したが, 図 8 に 示 す よ

う に
,
ア ロ キサ ン, ス ト レ プ ト ゾ ト ン ン に よ る D N A 切

断に 対 して は全 く影響を与 えず
,
D N A は切断され たま

ま で あ っ た
.

考 察

189 0 年 M e ri n g と M i n k o w s k i
2 7)

は膵摘 出動物が 糖

尿病状態に 陥 る こ と を見出 した
.

こ こ に 糖尿病の 実験

科学的研究 の歴史の第 1 ペ ー ジが ひ らか れ
,
1 9 2 2 年に

は B a n ti n g と B e st
2 7)

に よ りイ ン ス リ ンが発見さ れた .

さ ら に 19 4 3 年ア ロ キサ ン
28)が

,
つ い で 19 6 3 年ス トレ プ

ト ゾトシ ン
2 9)が催糖尿病物質と して見出され実験的糖康

病の 作製 に 用 い られ る に お よ んで, 移 しい 畳の知見が

集積さ れ る と こ ろと な っ た
.

しか し, そ の多く は
,

ア

ロ キ サ ン糖尿病 ある い はス ト レ プト ゾトシ ン糖尿病 と

い っ た すで に発症 し て しま っ た後の 糖尿病状態や それ

に 対す る対症的治療 に 関す るも の であり, 発症機構 そ

のも の に つ い て は なお 不明の ま ま であっ た
.

筆者ら は過去数年来, ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾト

シ ン の 作用 機構 を, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を用 い た細

胞 レ ベ ル さ ら に は分子 レ ベ ル の 実験 に よ り追求 し てき

た結果
,

こ の 2 つ の 代表的催糖尿病物質が共 に
, ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島の D N A 鎖 を切断し て核 ポリ A D P - リボ ー

ス 合成酵素を活性化す る こ と を見出し
1 1)

,
ラ ン ゲ ル ハ ン

ス 島 D N A 切断ヰ ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス合成酵素活性化

■ N A D 童減少■ プ ロ イ ン ス リ ン合成低下,
とい う 糖尿

病発症の 新機序 を提唱して き た
11 ト 瑚 ･2 5) ( 図9 ) .

本研究に お い て
, 筆者は , ア ロ キ サ ン あ る い はス ト

レ プ ト ゾトシ ン の ラ ッ ト へ の ど乃 め 0 投与に よ り ラ ン

ゲ ル ハ ン ス 島 D N A 鎖が切断され N A D 量が減少する こ

と を見出 し, 上 述の D N A 切断に は じま る
一

連の
"

B i o -

C h e mi c al e v e n t s
"

が i n vi v o で も実際に ひき起 こ さ れ

る こ と を明ら か に した
.

一 方 , ラ ン ゲル ハ ン ス 島に 隣
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Fig 8 . S e d i m e n t a ti o rl p r O fil e i n a n al k ali n e s u c r o s e g r a d i e n t of D N A o f i sl e t s i n c u b a t e d wi th

al l o x a n o r s t r e p t o z o t o ci n i n th e p r e s e n c e o f p ol y ( A D P - ri b o s e) s y n th et a s e i n h ib it o r s . E a ch

P Oi n t r e p r e s e n ts th e p e r c e n t a g e o f t o t al D N A r e c o v e r e d j
O ; D N A o f i sl e t s i n c u b a t e d

W ith o u t all o x a n ( a) o r st r e p t o z o t o ci n ( e) . 0 ; I sl e t s i n c u b a t e d wi th l m M all o x a n (b) ,
1 m M

aIl o x､ a n a n d 4 m M ni c o ti n a mi d e･( c) ,
l m M all o x an a n d l m M 3

-

a m i n o b e n z a m id e ( d) . A ;

Ⅰ
学1 e t弓i n 糾b a teq wi t h 3 m M s t r e pt o z o t o ci n V ) , 3 m M s t r e pt o z o t o ci n a n d 4 m M n i c o ti n a m id e

k) ,
3 m M st r e pt o z Q t O C i n a n d l m M 3

-

a m i n o b e n 2; a m i d e (h) ･ S e d i m e n t ati o n w a s f r o m l ef t t o

ri gh t . A r r o w i n di c a t e s th e p o siti o n o f a b a c t e ri o ph a g e 入 D N A
.

S u p e r o x id e D i s m u t a s e
,
C a t a l a s e P o l y( A D P ･

r ib o s e) S y n th e t a s e l n hib it o r s

F i g 9 . P r o p o s e d m e c h an i s m s o f a c ti o n o f all o x a n a n d st r e pt o z o t o ci n o n i sl e t B - C ell s ･ A s

E i n di c a te d b y th e ･ Sh a d e d li n e s , S u p e r O X id e d i s m u t a s e a n d c a t al a s e m a二y p r o t e c t a g a i n s t

all o x a n r i n d u c e d p N A s t r a n d b r e a k s b y p r e v e n ti n g th e f o r m a ti o n o f O H ･

, a n d p ol y( A D P

-

ri b o s e) s y p th e t a s e i n hi bi t o r s m a y p r o t e c t a g a i n s t all o x a n
-

a n d st r e p t o z o t o ci n
-

i n d u c ed
''■d e p r e $貞o n o f p r oi n S u li n s y n t h e si s b y i n h ib iti n g N A D d e g r a d a ti o n th r o u gh p ol y( A D P

-

ri b o s e) . R E R
,

r O u gh e n d o pl a s m i c r e ti c ul u m .
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接する組織である膵外分泌腺の D N A はア ロ キサ ン
,
ス

ト レ プ トゾト シ ン の わ7 め 0 投与の影響 を全くう けな

か っ た
.

こ の こ と は ,
これ らの 催糖尿病物質 が膵 ラ ン ゲ

ル ハ ン ス 島細胞に きわ めて特異的な親和性を有 す るこ

と を示 して い る
.

た だ
,

ス トレ プ ト ゾト シ ン に つ い て

は
,
肝細胞 D N A を も切断す る こ とが 認 めら れ た .

この

結果 は ,

1 4
C で ラ ベ ル した ス トレ プ トゾト シ ン を マ ウス

に投与す る と肝に もか な りの取込 み が認 め られ る と い

う T 錘1 v e ら
3 0)

の 結果や , ラ ッ ト肝 D N A が ス ト レ プ ト

ゾトシ ン投与に よ り著 し くメ チル 化され ると い う B e n
･

n e tt ら
3 ‖

の 実験結果と
一 致す る もの で あ り ,

ス ト レ プ

トゾトシ ン が肝細胞 に もある程度の 耗和性 を有す る こ

とを示唆 して い る
.

本研究で はま た, 分離ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島を用 い た ≠紹

房如 実験 によ り,
ア ロ キサ ン の D N A 切断作用さ ら に

はプロ イ ン ス リ ン合成低下作用が
,

ス ー パ ー オ キ シ ド

ラ ジ か レ( 0 2
T) を 消去 す るス ー パ ー

オ キ シ ド ジス ム タ

ー ゼと ,
パ ー

オ キ シ ド ( H 2 0 2) を消去す る カ タラ
ー

ゼ

とに よ り
"

a d d iti v el y
"

に 防止 さ れ る こと が見出され た .

活性酸素の うち最も 高い 反応性 を有す る ハ イ ド ロ キ シ

ル ラ ジカ ル ( O H
･ ) が 次式の反応 に よ り生成さ れ る

32)

ことを考え合わせ ると'
,
0 2

て + H 2 0 2
→ O H ･ 十O H

†

+ 0 2

アロ キ サ ン によ る D N A 切断の メカ ニ ズ ム と して
, 図9

に 示す よう に
,
ア ロ キサ ン か ら最終的 に O H ･ が 生成さ

れ, この O H ･ が D N A 鎖を切断す る こ とが考 えられる .

ごくト最近, B r a w n ら
33)

も O H ･ が プ ラ ス ミ ド D N A を切

断す る可能性を示 して い る .

一 方 ,
ス ト レ プ ト ゾトシ ン の D N A 切 断作用 は ラジカ

ル ス カベ ン ジ ャ
ー

に よ り防止 され な か っ た .
こ の こ と

は
,

ス トレ プ トゾ トン ン の g乃 め ∂ で の 催糖尿病作用

が ス ー パ ー

オ キ シ ド ジ ス ム タ
ー ゼの 併用投与に よ っ て

も影響され なか っ たとい う G o ld ら
3 4)

の報 告と
一 致する .

したが っ て
,

ア ロ キ サ ン の 場合 と異な り
,

ス ト レ プ ト

ゾトシ ン の D N A 切断は活性酸素に よ るもの で はない と

考えら れ る
.

エ チル ニ トロ ソ ウ レ アに つ い て示 唆され

てい る よう に 3 4)
,
ス ト レ プ ト ゾトン ン に よ る D N A 鎖切

断はお そ らく, D N A 塩 基の ア ル キル 化 に 伴う もの で あ

ろう .

本研究で は , さ らに ,
ベ ン ズア ミ ドな どの ラ ン ゲ ル

ハ ン ス 島核ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質に よ

り
,

アロ キサ ン お よびス トレ プ トゾト シ ン の プ ロ イ ン

スリ ン 合成低下作用が 防止 され る こ とが 見出さ れた .

ポリ A D P
-

リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質 は 一 方 ,
ア ロ キ

サ ン
, ス トレ プ トゾトシ ン の D N A 切断作用 に は影響 を

お よ ぼさ な か っ た . したが っ て, 図 9 に示 す よう に,

ポ リ A D P
-

リ ボ ー ス 合成酵素阻害物質は, ポリ A D P -

リボ
ー ス へ の N A D 分解を阻止 す る こと によりプ ロ イ ン

ス リ ン合成低下 を防止す る もの と考 えら れる
.

本論文で は, ア ロ キサ ン と ス ト レ プ トゾト シ ン の膵

ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島細胞 へ の作用 とそ の防止 の機構 を 中

心 に 述べ て きた が, これ らの結果か ら , ア ロ キサ ン
,

ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン と い っ た化学物質だ け でな く
,

ラ

ンゲル ハ ン ス 島細胞に親和性の ウイ)t / ス や r a d i a ti o n な

どに より, ラ ンゲ ル ハ ン ス島 D N A が切断されポリ A D P

-

リ ボ
ー ス合成酵素が 活性化さ れ る こと に よ っ て

,
イ ン

ス リ ン 依存性糖尿病 ( Ⅰ型糖尿病) が発症する とい う

可能性が 考 えら れ た ( 図9) .

結 論

筆者 ら は先 に
, 分離 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 を用 い た わ2

ぬ わ 実験 に よ り, 代表的健糖尿病物質であるア ロ キサ ン

と ス ト レ プ トゾ トシ ンが
,
ラ ンゲル ハ ン ス 島 D N A 鎖 を

切断す る こ と に よ り核ポ リ A D P - リ ボ ー ス 合成酵素 を

括性化 し,
その 結果 N A D 真の減少と プロ イ ン ス リ ン 合

成の 低下と を来た すこ と を明ら か に してい る ( Y a m a
･

m ot o e t a l . N a t u r e 2 9 4
,
2 8 4

q

2 86 (1 98 1)) .

今 回の 研究 に よ り筆者は, ラ ジ カル ス カベ ン ジ ャ ー

で あ る ス
ー パ ー

オ キ シ ド ジ ス ム タ
ー

ゼ と カタ ラ
ー

ゼ が

ア ロ キサ ン に よる ラ ンゲ ル ハ ン ス 島 D N A 切断さら に は

プ ロ イ ン ス リ ン 合成低下を防止する こ と を見出し, ま

た
,

ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島ポ リ A D P
-

リ ボ
ー ス 合成酵素阻

害物質が ア ロ キ サ ン お よ び ス ト レ プ ト ゾト シ ン の プ ロ

イ ン ス リ ン 合成低下作用 を防止す る こと を明ら か に し

た
.

これ らの結果 は, ア ロ キサ ンが 活性酸素の 生成 を

介 してラ ン ゲル ハ ン ス鳥 D N A を切 断す る ことを示す と

とも に
,
ア ロ キサ ン と ス ト レ プ ト ゾ トシ ン が , D N A 鎖

を切断し ポ リ A D P - リ ボ ー ス 合成酵素 を清性化す る結

果, ラ ン ゲル ハ ン ス 島で の プ ロ イ ン ス リ ン合成 を低下

させ る こ と をさ らに 強く 支持 して い る .

本研究 で は
, ア ロ キ サ ン

,
ス ト レ プ ト ゾト シ ン の ラ

ッ ト へ の 玩∵ 扉 弼 投与 に よ っ て もラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の

D N A 切断と N A D 量減少が 起 こ る こ とが 見出さ れた .

したが っ て ,
これ らの催糖尿病物質は

,
オ究 め 0 でも ,

D N A

切 断■ ポ リ A D P
-

リ ボ
ー

･ ス 合成酵素活性化･ + N A D 量

減少 ■ プ ロ イ ン ス リ ン 合成 低下 と い う 一 連 の
"

B i o
･

ch e m i c al e v e n t s
"

をラ ン ゲル ハ ン ス 島細胞内で ひき 起

こ す こ とに よ り糖尿病 を発症 させる̀ ものと考 えられ た.

本研究に よ り , イ ン ス リ ン依存性糖尿病 ( Ⅰ型糖尿



81 8

病) の 成 因さ らに は予防を鮮明す るた め の 重要な 手が

か りが 得ら れた も の と考 えられ る .
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