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論文内容の要旨

【目的】

in vivo 糖代謝動態の解析においてトレーサー法は有用な手法であるが，我が国においてはこの分野での R1 トレー

サ一法のヒトに対する実施は内部被爆の点からほとんど不可能であり，動物実験においても施設上の制約が多い。一方，

欧米を中心として安定同位体 (S1)を用いたトレーサー法も行われているが，広く用いられるには至っていない。これ

は SI トレーサー法において必要となる gas chromatography /mass spectrometry (GC/MS) 測定のためのグル

コース誘導体化法が煩雑であったり，出現する質量ピークの解析が不十分であったためであると思われる。本研究では

糖代謝動態解析に適合した安定同位体トレーサー法の確立をめざし，グルコース誘導体化法として操作が簡便で，強い

質量ピークが出現するトリフルオロアセチル (TFA) 化を用いることとし，基礎的検討として TFA化グルコースの

GC/MS 解析を行うとともに，本法を用いて正常血糖クランプ下に glucose turnover rate を測定し，その妥当性を

検証した。

【方法】

①基礎的検討

(1) TFA グルコースの GC/MS 解析: [1- 13C] , [2_ 13C] , [U_ 13C] , [6, 6- 2H2] , [2- 2H] ，および非標識グルコー

スを N -methyl bis [trifluoroacetamideJ および、 pyridine を用いて TFA化し， OV -17 充填カラムを装着し

た G -3000/M -2000 (日立製作所)を用い測定した。各種標識グルコースおよび非標識グルコースの MS ピー

クの解析により主なフラグメントイオンの構造を推定しさらにフラグメンテーション反応における有機反応論の適

用によりその反応経路を決定した。

(2) フラグメントイオンピーク強度の安定性の検討: SI トレーサー法においては GC/MS 解析により測定したMS ピー

クの同位体ピーク強度比 (IPR) を用いて血中のトレーサー存在比(エンリッチメント)を求める。このため， 1PR 

の測定毎の安定性が重要となる。そこで同一サンプルの連続測定により主要な MS ピークについて，その 1PR の安定

性を従来よりグルコースの誘導体化として用いられてきたトリチルシリル (TMS) 化と比較検討した。
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( in vivo 糖代謝動態解析への応用一正常血糖クランプ下における glucose turnover rate (Rt) 測定

(1)対象:実験の 3--4 日前に頚動脈に採血用カテーテル，頚静脈に注入用カテーテルを挿入した SD系ラットを用い

24時間絶食後，無麻酔・非拘束下で実験を行った。

(2) 方法: -120分より [6 ， 6 -ZHz] グルコースを持続的に注入した。引き続いてO分より，ラットを4 グループ(各

グループN = 5) に分け異なる注入率(グループ 1 ; 3，グループ 2; 6，グループ 3 ; 12，グループ4; 60mU/Kg. 

min) でインスリンを注入し，さらに非標識グルコースの注入により動脈血血祭グルコース濃度を正常範囲に維持し

た。

(3) サンプル処理および測定:血祭サンプルはエタノールで除蛋白し，上清を遠心減圧濃縮し完全に乾燥させ TFA化

を行ない GCMS測定した。血紫インスリン濃度は RIAで測定した。

(4) 血中標識クeルコースのエンリッチメントおよび Rt の計算:規格化した質量数Mのピーク強度を PI (M) とする

と，質量数が 1 だけ多い安定同位体でN個標識された標識物をA%含む試料の質量数M+Nのピーク強度PIsmp (M 

+ N) は，非標識物のピーク強度Plunlabeled (M + N) と標識物のピーク強度 PIlabeled (M + N) より次式によ

り決定される。

PIsmp (M + N) = (A/100) X PIlabeled (M + N) + (1 -A/100) X Plunlabeled (M + N) 

したがって，試料，標識物，非標識物のそれぞれの質量ピーク強度を測定することにより試料中のエンリッチメント

(A%) を決定できる。標識グルコースのエンリッチメントより次式を用いて glucose turnover rate (Rt) を計算

した。

Rt = (Ei/E -1) X I ただし Ei: 注入した標識グルコースのエンリッチメント(%)， E :血中標識グルコース

のエンリッチメント(%)， I :標識グルコースの注入速度 (mg/kg.min)

【結果】

①基礎的検討

(1) TFA グルコースの GC/MS 解析 :TFA化グルコースは保持時間 180秒付近で α アノマー， 230秒付近で β アノ

マーの GC ピークが出現した。 MS ピークは分子イオン(分子量 660) のフラグメンテーションのため数多く出現し

た。 TFA グルコースのフラグメンテーションは主にTFA基の離脱とグルコース骨格の開裂であり，強い転位反応は

伴わなかった。このため，主要な MS ピークのイオンは，グルコース骨格を完全または一部保持していた。

(2) フラグメントイオンピーク強度の安定性の検討 :TFA化グルコースでは，主要な MS ピークの IPR はすべて CV値

が0.5%以下と安定していたが， TMS化グルコースでは CV値は1.8 ないし 5.4%であった。このため， SI トレーサー

法におるけグルコース誘導体化は TFA化が優れていると考えられた。

②正常血糖クランプ下における glucose turnover rate (Rt) 測定

基礎時の Rt は各グループ間で有意差はなく，平均で 7.2mg/kg.minであった。各グループのクランプ時の血衆イン

スリン濃度はグループ 1 ; 33，グループ 2; 58，グループ 3 ; 187，グループ 4 ; 1900μU/ml であり， Rt はグループ

1 ; 14.5，グループ 2 ; 2 1. 9，グループ 3; 28.9，グループ 4 ; 42.1 mg/kg.minであった。血糖を一定に維持するため

に注入した非標識グルコースの注入率 (GIR) はグループ 1 ; 1 1. 0，グループ 2 ; 20.4，グループ 3; 29.2，グループ 4;

41.9mg/kg.min となった。クランプ時の Rtは肝糖産生 (HGP) と GIRの和に相当する。したがって， HGP はグルー

プ 1 ; 3.5，グループ 2 ・1.5，グループ 3; -0.3，グループ 4 ; -0.2mg/kg.min となった。以上の結果より正常ラッ

トにおける肝および末梢組織のインスリン応答曲線を作成した。インスリンに対する末梢組織の最大反応速度は42.1mg

/kg.min, EC50 は 45μU/ml と推定された。また HGP は血中インスリン濃度約 100μU/ml付近で完全に抑制さ

れることが示された。かかる知見は RI トレーサー法による報告とよく一致し本法の妥当性が確認された。

【総括】

本研究は SI標識グルコーストレーサー法におるけ至適なグルコース誘導体化法を検討するために， TFA化グルコー

スのフラグメンテーションの詳細な解析を行うとともに，従来からの方法である TMS化との比較を行ない TFA化の

有用性を示した。さらに，誘導体化法として TFA化を用いた SI標識グルコーストレーサ一法を正常ラットにおる
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gl ucose turnover ra te 計測に応用し， RI標識グルコーストレーサー法に代わりうる方法であることを実証し本法

が我が国においても臨床応用が可能な in vivo 糖代謝動態解析法となりうることを示した。

論文審査の結果の要旨

in vivo 糖代謝動態の解析法として，内部被爆のない安定同位体トレーサー法を開発した。グルコース誘導体化法と

してトリフルオロアセチル (TFA) 化法が，高質量域イオンピーク強度，安定性の点で優れていることを示した。さら

に，安定同位体トレーサー法により，正常ラットの末梢組織糖利用率及び肝糖産生率を測定し， RI トレーサー法による

測定と差異がないことを示した。

本研究は， TFA グルコース誘導体化法をもちいた安定同位体トレーサー法がRI トレーサー法に代わりうる方法であ

ることを実証したもので，学位に値するものと認める。
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