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論文内容の要旨

(目的)

解糖系はグルコースの基本的な代謝経路であり，細胞生命の維持と機能の発現に深く関わっていると

考えられる。一方，インスリンは糖質などを同化し，かっ，細胞の成長を促すホルモンとして知られてい

る。従って，グルコースの主要な利用経路である解糖系は，組織の機能特性に応じて，インスリンに対

する反応性が異なる可能性が推測される。そ ζ で本研究においては，筋運動時のエネルギー供給系とし

て解糖系が働いている骨格筋と，細胞の生命維持と成長・増殖のためのグルコース利用系として解糖系

が働いているマウス培養線維芽細胞を対象に選び，これらの組織・細胞の解糖代謝に対するインスリン

作用を対比分析して，その作用機構を明らかにしようと試みた。

(方法)

ウイスター系雄性ラットを断頭屠殺した後に横隔膜を取り出し，正中より 2 分して一片をホルモン処

置試料，他片を対照とした。癖置溶液には 25mM HEPES を加えた Hanks i夜を用い， N2 で飽和さ

せた後IC pH 7.4 I乙調整した。 37 0Cで 10 ~ 30 分間癖置した後，直ちに横隔膜をドライアイスにて圧迫

凍結し，その過塩素酸抽出液に含まれる解糖系中間代謝物，乳酸，グリコゲン， ATP等の濃度を測定

した。また， Hanks 液中に遊出した乳酸の測定も行った。これらの測定には特異的酵素法を用いた。

培養線維芽細胞に対するインスリン効果の検討には，継代培養しているマウス 3T3 線維芽細胞を使

用した。培養皿底に単層を形成した細胞を，胎児ウシ血清を除いた培養液で 24 時間処理した後に 3TC

でインスリンと共に癖置し，癖置溶液中に遊出した乳酸を測定した。また，細胞粗抽出液中に含まれる

PFKなどの解糖系酵素の活性を測定した。
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(成績)

1. ラット横隔膜の糖代謝に対するインスリンおよびエビネフリンの効果

Hanks 液中に遊出する乳酸は癖置時聞に比例して増加し，組織内の乳酸はほぼ一定であった。インス

リン (4μg/mf) 単独，エビネフリン (1 0μg/mf) 単独およびエビネフリン存在下のインスリン

は，乳酸産生量を増加させなかった。一方，組織グリコゲン含量はインスリンによって増加し，エビネ

フリンによって著明に減少した。 PFKの基質であるフルクトース 6 燐酸 (F 6 P) と生成物であるフ

ルクトース1， 6 ビス燐酸 (F 1. 6 P2 ) の組織内濃度はインスリンによって全く増減せず，従って

F 1, 6 P2/F 6 P 比は不変であった。エビネフリンではグルコース 6 燐酸( G 6 P) および F6Pが

著増し， F 1, 6 P2 は増加しなかった。エビネフリンによってPFKの基質 (F 6 P) が増加した条件

下においても，インスリンは F 1 , 6 P 2を増加させなかった。また ， ATP ，クレアチニン燐酸はとれら

のホルモンによって増減しなかった。

以上の嫌気的条件下における成績と同様に，好気的条件下 (95% O2 + 5 箔CO 2 )においてもインス

リンおよびエビネフリンは解糖を促進しなかった。

2. 培養線維芽細胞の解糖代謝に対するインスリンの効果

乳酸産生は 10ng /mf 以上のインスリン濃度で有意に増加し ， 250ng/m1以上で最大効果が得られ

た。 インスリンと同時にフロリジン (O.3----3mM) ，パラヒドロキシ安息香酸水銀( 0.1 ----0.2 5 m M) 

を添加して癖置すると，乳酸産生は抑制された。解糖系の調節酵素であるへキソキナーゼ， P FK，ピ

ルビン酸キナーゼ (P K) はインスリンによって活性が増大しなかった。また， P FKの F6P に対す

る親和性， PKのホスホエノールピノレビン酸に対する親和性にも変化は見られなかった。

(総括)

1. インスリンはラット横隔膜のグリコゲンを増加させたが，乳酸産生を促進しなかった。またG.6 p, 

F 6 p , F 1, 6 P2 濃度はインスリンによって変化しなかった。

2. インスリンは培養線維芽細胞の乳酸産生を促進したが，この効果はグルコースの細胞膜透過の悶害

剤 lとより抑制された。解糖系の調節酵素の活性は，インスリンによって増大しなかった。

3. 以上の結果から，培養線維芽細胞においてはインスリンにより夕、、ルコースの取り込みが増加すると

同時に解糖が克進するのに反し，横隔膜においてはインスリンによって取り込みの充進したク守ルコー

スは専らグリコゲン合成に利用され，解糖冗進にはつながらないことが明らかとなった。

論文の審査結果の要旨

本研究は，骨格筋と培養線維芽細胞を対象としてインスリンに対する解糖代謝の応答性を，急性効果

を中心に組織固有の機能特'性と関連づけて明らかにしたものである。

従来，骨格筋の解糖系に対するインスリンの効果は，その分析手法の僅かな相違によって成績が左右

され，確たる見解が得られなかった。本研究では，骨格筋での糖代謝分析に使われる代表的な標本であ
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る横隔膜を用い，綿密な解糖系中間代謝物濃度の分析によって，静止筋においては取り込みの充進した

グルコースがグリコゲン合成に利用される点に専らインスリンが働く乙とが実証された。乙れと対照的

l乙，培養線維芽細胞では，インスリンによるグルコース取り込みの増加に一致して解糖が克進すること

が明らかになった。

乙れらの成績は，組織によって異なったインスリンによる糖代謝変動を明らかにした点で意義があり，

博士号の授与に値するものである。
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