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ストレプトゾトシン（STZ）糖尿病ラットにおける
甲状腺ホルモン作用について
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Thyroid Hormone Action in Streptozotocin (STZ)-Diabetic Rats
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　　　Malic　enzyme（ME）activity，3，5，3’－triiodo－L－thyronine（T3）－responsive　hepatic　nuclear　protein（n　pro・

tein），　cytosolic　T，－binding　protein（CTBP）and　hepatic　nuclear　T3　receptor（NTR）were　measured　in　diabetic

rats　before　and　after　administrations　of　insulin（41U／100g　body　weight）and／or　T3（5μg／100g　body　weight），

in　order　to　evaluate　whether　thyroid　hormone　actiQn　is　altered　in　streptozotocin（STZ）－diabetic　rats．

　　　First，　the　n　protein　was　puri丘ed　and　its　monQspeci五c　antibody　was　raised．　On　Western　blotting　analysis，

total　hepatic　n　protein　was　decreased　in　thyroidectomized（Tx）rats，　and　increased　within　12　hQurs　after

administration　of　1μg　T3／100g　body　weight。　Maximal　response　was　attained　at　O．3　＃g　T3／100g　body　weight

24hours　after　the　treatment．　The　n　protein　was　present　mainly　in　nuclei，　very　slightly　in　cytosol　and

microsome　and　was　absent　in　mitochondria　after　subcellular　fractionation　of　rat　liver　by　differential

centrifugation．　The　ME　activity，　n　protein，　and　CTBP　were　decreased　in　diabetic　rats　and　were　increased　after

administrations　of　insulin　and／or　T3．．NTR　was　not　altered　in　diabetic　rats　regardless　of　administration　of

insulin，　However，　T3－induced　activity　of　ME　was　dirninished　in　diabetic　rats　compared　to　normal　and　Tx　rats．

The　increase　in　ME　activity　was　synergistic　after　repeated　simultaneous　administrations　of　insulin　and　T3　so

that　the　increase　was　more　than　the　su㎜ation　of　responses　to　these　hormones　alone．　IIユaddition，　the　response

of　the　ME　activity　to　T3　was　restored　after　administration　of　insulin　to　diabetic　rats．　Although　the　response

of　the　ME　activity　to　a　single　or　repeated　injection　of　T3　was　blunted，　a　single　injection　of　insulin　after

repeated　administrations　of　T3　drastically　increased　the　ME　activity　to　the　Ievel　attained　by　simultaneous

repeated　injections　of　T3　and　insulin．　The＄e　results　indicate　that　T3　action　is　rlot　diminished　in　diabetic　rats

and　apparent　diminution　of　the　response　of　the　ME　activity　is　due　to　lack　of　insulin　necessary　for　ME　activity．
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1　緒　　　言　　　　　　　　　　　　　　　　　　II実験材料と方法

　　急性または慢性の重篤な疾患では血清中の甲状腺刺　　　実験にはウィスター系雄ラット（100～2009）を使

激ホルモン（TSH）は正常にもかかわらず，1・　iJヨ　　用した。糖尿病ラットは体重1009あたり4mgのス

ードチロ＝ソ（T3）が低下することが以前よりヒトお　　トレプトゾトシン（STZ）を静脈内投与した後1ヵ月

よびラットにおいて報告されてきた1）”’6｝。このような　　問通常飼育し，血糖値が400mg／dl以上のものをDM

血清TSHとT、に解離の認められる病態はnonthy一　群として実験に供した。5μg／1009体重のT3をDM

roidal　illness（NTI）と1乎ばれ，細菌感染による敗血症　　　ラットに12時間ごと1回から3回腹腔内投与し，その

ラット7｝，絶食ラット8）－15），ストレプトゾトシン　　群をT3群とした。インスリンは即効型インスリン

　（STZ）投与による糖尿病（DM）ラット5｝6）15〕“19）を　　（アクトラピッドヒューマン40中性注射液）3単位／

用いて数多くの研究がなされてきた。これらの研究に　　1009体重と中間型イソスリン（モノタードヒューマ

よるとNTIの原因として，末梢レベルでのチロキシ　　ン40亜鉛水性懸濁注射液）1単位／1009体重を混合し

ン（T，）からT3への転換の低下15｝16），血中無機ヨー　　てDMラットに12時間ごと1回または複数回皮下投

ドの甲状腺細胞内への取り込みの変化η14），血中にお　　与し，その群を1群とした。また，STZ投与後5日

けるT、と結合蛋白に対する結合阻害物質の存在2°｝，　　目から1群と同量のインスリンを24時間ごとに1ヵ月

末梢におけるT、の代謝の低下9），肝細胞へのT、．の取　　間皮下投与した群をDM＋1［A］群，　STZ投与後

り込みの低下1°｝，細胞核T3受容体（NTR）の減　　1ヵ月間通常飼育し，さらにその後1ヵ月間同量のイ

少5｝6〕ll）“’13｝などが報告されてきた。このようなNTIの　　ンスリンを24時間ごと皮下投与した群をDM＋1

病態下で末梢における細胞レベルでの甲状腺ホルモン　　　［B］群とした。T、とインスリンを12時間ごと1回

作用はどのように変化しているかをSTZ投与による　　から3回同時投与した群を1＋T3群，正常ラットに

糖尿病ラットの肝および腎を用い，T3応答性蛋白を指　　10mMリソ酸カリウム，　pH7。5を含むO．15M　NaCl

標に検討した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（PBS）のみを腹腔内投与した群をNL群，正常ラッ

　この指標として，細胞質画分のリンゴ酸酵素　　トの体重増加をDMラットのそれと等しくするため

　（malic　enzyme；ME）活性と1978年，　Bernalら21）　　食餌制限（約48Ca1／日）した群をFR群とした。また，

によって報告され，のちにn蛋白と名付けられたラヅ　　正常ラットを9％（W／V）抱水クロラール（0．4ml／

ト肝細胞核蛋白を用いた。MEはT，応答性蛋白の1　　1009体重）麻酔下で甲状腺摘除し，術後1ヵ月間低

つとして以前から知られ22）－25），培養肝細胞でもT，投　　ヨード食（CLEA　DIET　No．011，日本クレァ社，

与によりその活性が増加することが確かめられてい　　Tokyo，　Japan）で飼育し，血tS　T，，　T、濃度がそれぞ

る23｝24｝。また，STZ糖尿病ラット肝ではその活性が減　　れ45ng／dl，0．5μg／dl以下のものをTx群として実験

少することが報告されてぎたS）26）。一方，n蛋白は　　に供した。

Bernalらによると，肝細胞核抽出液において甲状腺　　　A　血清丁，，　T、濃度の測定

摘除（Tx）で滅少し，　TxラットにT3を投与すると増　　　無麻酔下で頚椎脱臼させたラットを開腹し，腹部大

加するとされている。その後の研究で，n蛋白は絶食　　動脈より採血した。得られた血液を血清分離した後，

にすると減少し，絶食ラットに摂食させると再び増加　　BQehringer　Mannheim社（Mannheim，　Germany）

するなど栄養状態の影響を受けること，下垂体摘除ラ　　のEnzymun－Test　T，，　T、キットを用いてellzyme　im・

ットでも減少し，T3投与で増加するが，成長ホルモン　　munoassay法により測定した。

（GH）を投与しても増加しないこと，また，分子量　　B　肝および腎リンゴ酸酵素（ME）活性の測定

が工10，000から125，000Daで肝に多く存在し，他臓器　　　各群のラットから肝と腎を摘出し，組織重量の5倍

にほとんど存在しないことなどが報告された2？。　　　　塁の緩衝液A（0，32M　sucrose／2mM　MgC12／2mM

これらME活性と・蛋白を指標にし洞時にT・の　EDTA／20mM　T・is－HCI，　pH　7．4）を加え，　P。tt。，一

核への移行に関与すると考えられる細胞質甲状腺ホル　　Elvehjem型ホモジナイザーでホモジナイズ（8往復）

モソ結合蛋白（CTBP）28）29）やTa作用を媒介するとさ　　し，4℃で1，000×g，10分間，遠心した。その上清

れる肝細胞核T，Y容体（NTR）も測定し，糖尿病状　　　を4℃で100，000×g，30分間遠心し，細胞質画分で

態における末梢でのT、作用について検討した。　　　　　ある上清を採取した。得られた細胞質からOchoa3°〕の
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　糖尿病における甲状腺ホルモン作用

　方法により蛋白1mgあたり1分間に生成される　　　性の検討

NADPHの量（nm・1）としてME活性（U／m・X　ホルモンの鹸効果により・蛋白力・増加するかどう

白）譲した・　　　　　　　欄べ・ため，次のよう罐流鍬を行。た1・）．T．ラ
Cn蛋白の精製と抗・蛋ent体の作製　　　・・をぺ・・…レビ・一・レ（5m，／1。。9輝）購

　　n蛋白はT・によ・て講され・ため21’・・れ粥下欄腹し，門脈・・18ゲージのテ。。ンチ。．ブ榊

鮒る目的で正常ラ・トに・μ9／1・09樋のT・を24入した．他方，右心房より下大静脈にテ。。ンチ．一

醐ごと2回鵬し・その12時醸の…の肝を材　ブ蠣入し，門脈から下大静脈へ1。ml／分の醗で灌

糀した・摘出した肝の細胞核抽出灘1・hik・w・と　流した．　X初，灌撒（Willi、m、　E畷終灘1。一・

DeG「°°t3vの方法欄製し該抽出液軟含勲る・Mのインス・・，1・一・Mのd，x。m，，h。、。n，，、。。，。。。

舶のSSSUをその分子魁T・に対する応答性を指標ulli・・／1のぺ・シリ・G，。．19／1の。、。プトマイ。

に，次に述べるカラムク゜マ・グ…一によ・て行　・を添力・）にT，を加えず2時間灘し，肝の＿部を

った・ @　　　　　　　　切除した後，灘灘T，（最終濃度、O－・M）撚加
　　5°mM　NaCI／1mM　EDTA／1°mM　T・is－HCI・・H8・2し，さらに6時間灘蠣胱．・妨部分切除した

の繍液で平靴したモノQ・…一肋ラ・（・肝とT，を加撮後まで灘蜥けた肝の細胞核抽出
ラ熔積9ml）に鰭した759分の肝・・ら得られた液中の・酷曝を・。…ブ。ッ，法砒較した．

核抽出蛋白を・°・°5Mから…MのN・C1灘勾配に　甑T，を臓ず8輔灌流したものを。ン、。．，レ

よ1酬Pた・n舶婚む頒に・…MN・Clをとして用・・た．・M…の肝を灘す。実験では，
加撮終濃度゜・5M　N・C1とした後…5M・KCI／・・2mM灌撒・・T、をカaえ，イ・スリ・を加えず2繭灘

EDTA／1°mMリ職ナトリウ…H7・7の緩鰍で　し，肝の一部を購した．その後，灌撒。インスリ

平卿たハイド゜キシアパタイ・（HA・）カラムン（最終灘1・一・M）を添加し，さら，．、醐灘を

（カフ熔積1°ml）に鰭させた・吸着した鈷を棚た．部分購した肝と，イ・ス，。を臓さら、こ

1°mMから2°°mMのリ職ナトリウ・灘勾配によ　6時間灌流した肝の細胞核抽出液中の。蛋白の量をウ

り溶出し・畷白を含む頒を水闘し透析し・薦　…ガ・。ト法で比帆た。

乾燥kた・この講をSDS一ポ・・…レァ・ドゲルEウ・スタンプ・。ト法による。蛋白の鰯

電気繭（SDS二PAGE）…かけ磯・ゲルの両側と　・・＝ス・・ブ…法による解析敵のように行っ

中勉約1cm醐！一とり・C・・mass・・b・illian・bl・・た．サ・プ・レをSDS－PAGE・e・かけ巖，ゲ，レを、。％

を用いて蛋白絶を行い・n融の位置胴定・・蛋　（V／V）・タ・一・レを舗・℃の・．193M、1，、、。，／25

白絶していないゲルから畷白蛤む部分を切咄mM　T・is－HC1，，H8．35の緩鰍中で12嘲灘（3。

しタ・この切咄したゲルを…4M・・酸／・・4・MV）し，ゲル中のxeを…セ，レ。．噸上t。移し

T「is“’HCI，　pH8，3の緩鰍瀦たし雌析…グの中　た．以下の操作をすべて室温で行。た．。ト。セ，レロ

に入れ，4℃・1°°V蝿圧で載的e・酷を瀦し　一噸を鞭水で瀞した後，5％の牛蜻。ルブ，

た（3時間）後・水剛し透析した・肚の・う嫌・（BSA）給む・．15M　N。C1／・・mM。，i、．HCI，

作によ・撮終的騨一畷白として分離した櫻蛋，H7．6（TBS）の糖液で、賄インキ．べ．シ。ン

白騙を臨乾燥し・その・・5m・をPBS・・溶かし，　した．・纏TBSで鵬間洗浄し，3％BSAと
等量のF「eu・d’・c・mpl・・e・・djuvan・（S・9・na社・S…　．05％Tween　20を舗TBS（TBS－BSA－T）で15

L°uis，　M°）に乳化させ・顯の腋窩・・翻した・・週分間瀞・た．次e・，抗・蛋蹴体（、次抗体）を

間後，　°・5m・の精羅白蛤姓験塩水を家兎にTBS－BSA－Tで・・Oma・希釈・，そ囎液15m1中で

静脈内投与し・その2週間後瀕蜥より採血・た・．…セル・一ス膜を塒間・・キ．べv．一シ。ンした。

蜻中の抗体は5°％厳濾で部分的tZ・櫻・・PBSその後，・．3％Tween・・槍むTBSで1回，　TBS

に対す礎析後・PBSを厭て最終的・・もとの蜻で・回，　TBS－BSA－Tで1回，それぞれ1。分ずつ

と同P容量にした・得ら批抗㈲…ス・・ブ・　（計・・分間）瀞した．TBS－BSA－Tで，。。厭希釈

ツ噛こよりn蛋白・・顯的であ・・と・・麟さ批　・たぺ・けキ・ダーゼ購ヤギ抗兎lgG抗体（2次抗
（後撃撃堰j・　　　　　　　体）（C・pP・I　L・b・・a・。，・。，，　C。ch，anv・11，，，A）で1

Dフツト肝の蹴実験による・蛋白のホルモン応答時間・・キ・ベーシ・ンし，TBS－BSA．Tで1回，
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Table　l　Several　indexes　in　DM，　DM十I　and　FR　groups

　　　　　　　　　　　　　　　　DM十I　　　　　　　DM十I　　DM十1
・・ @DM　、2h　24h　36h　［・］　［・］　FR

［。恥1］125…1ボ・8±24ヂ117・3±1き112°・°±221・’24・°±1．91　’°5・7±139　’34’°±121　’2S’5±1221

［　T4ﾊ9／dl］4 ?{3±241’＊4・7±2S　3・1±？213・7±？bg　3・3±1ボ7±？2942±？21“

蹄言㌣54・7±18s・°±’241’＊ND　ND　ND　48・3±1，9146噸5±輸11’°±lil

Blﾙ・・97・4±22ら15°6キll＊串3°°±1畢212莞男336±ll922’±lll　44°携98°°±129

・欄W・・6’？Sl　4・6±1ら1＊4・6±1詣＊5・3±1215・S±22？7・6±18＊＊7°3±器3°7±121

Serum　T，，　T、，　body　weight　gain（g／month），　blood　suger（mg／d1）and　liver　weight／body　weight　（LW／BWX％）

were　determined　in　the　following　rats．

　NL：normal　rats　with　velユicle（PBS）administration，　DM：untreated　diabetic　rats．

　DM十1，12h：diabetic　rats　treated　with　insulin　12　hours　before　sacrifice．

　DM十1，24h：diabetic　rats　treated　with　insulin　24　and　12　hours　before　sacrifice．

　DM十1，36h：diabetic　rats　treated　with　insulin　36，24　and　12　hours　before　sacrifice．

　DM十1［A］：diabetic　rats　with　daily　insulin　administration　for　a　month　started　from　5　days　after　STZ

　　administration．　DM十1［B］：diabetic　rats　with　daily　insulin　administration　for　a　month　after　30　days　of

　　STZ　administration．

　FR：normal　rats　whose　food　intake　was　reduced，　to　match　the　weight　gain　to　diabetic　rats．

　ND：not　determined．　Each　value　is　the　mean±standard　deviation（SD）of　more　than　3　samples　or　the

　　mean±range　of　2　samples．　The　number　in　parentheses　is　the　nurnber　of　animals　studied．＊：pく0，05

　　compared　to　NL　group，＊＊：p＜O．Ol　compared　to　NL　group．

TBS－O．05％Tween　20で2回，　TBSで1回，それ　　ME活性測定の場合と同様にラット肝および腎の細胞

それ10分ずつ（計40分間）洗浄した。最後に，3mg　　質画分を調製し，内因性T、，　NADP，　NADPHを除

のクロ・ナフトールと2．5μ1の30％H20，を含むTBS　　くため最終濃度が10％（W／V）となるように活性炭

5m1を用い，ニトロセルロース膜上にn蛋自のバン　　を加え，4℃で30分間イソキュベーションした。そ

ドを発色させた。　　　　　　　　　　　　　　　　　の後，27，000×g，30分間遠心し，その上清をT3結合

　ニト・セルP一ス膜上のn蛋白を，必要なものにつ　　能測定試料とした。得られた試料を100～1，000倍に希

いては島津社（Kyoto，　Japan）のDual・wavelength　釈し，その5，　Oμ1にNADPH（最終濃度50μM）を25

Flying　Scanner　CS－9000を用い，デソシトメトリーに　　μ1，　［1251］T3を20μ1，非標識T、を25μ1加え，氷水

より定量した。定量は，基準となる正常ラットのn蛋　　中で30分間イソキュベーションした。その後1％

白の蚤とデンシトメトリーの値が比例関係にあるとこ　　（W／V）のデキストラソT－70を含む氷冷した2％

ろで行った。　　　　　　　　　　　　　　　　　　（W／V）の活性炭40μ1を加え遠心した後，上清の80

F　肝細胞核Ts受容体（NTR）と肝，腎細胞質甲状　　μ1を別のチューブにとり，蛋白結合［125　1］T，の放

　腺ホルモン結合蛋白（CTBP）の測定　　　　　　　　射活性を測定した。　NTR，　CTBPともに，同時に

　ラット肝細胞核を前述した方法で調製し，Surks　　3×10－7M非標識T3を加えた試料における［125　1］

ら：2》の方法により［125　1］T：、の核への結合を測定し，　　T，の結合を非特異的結合とした。全［125　1］T3結合

Scatchard解析33）によりT，の核への最大結合容量と　　からこれを差し引いた［125　1］T3の結合活性を特異的

親和性を比較した。細胞核への［1251］T，結合能の　　結合（speci丘c　binding）とした。また，　Scatchard解

97％はNTR特異的な結合であることを，非標識T、　析は6×10‘cpm（18．8pg）の［12s　1］T3に種々の量の

やT、のアナログを用いて競合阻害の実験で確認した。　　非標識丁3（10－1°～3×10“”9M）を加えて行い，得られ

　CTBPへのT3結合能を次の方法で確認した28）。　　た結果からNTRおよびCTBPの最大結合容量と親
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和性を算出した。放射活性の測定はシンチレーション　　thyronine（T，）およびNADPHはSigma社（St

スペクトロメーター（Packarcl　lnstrument　Co・，　Dow・　　Louis，　MO，　USA）のものを，インスリンはNovo社

ners　Grove，　IL，　USA）を使用した。　　　　　　　　　　（Copenhagen，　Denmark）のヒトインスリンを用い

G　材料および統計学的処理　　　　　　　　　　　　　た。モノQセファロースはPharmacia　Fine　Chemical

STZは和光社（Osaka，　Japan⇒，3，5，3’－triiodo－－L一　　社（Piskataway，　NJ）から入手し，・・イドロキシア
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Fig．1　Time　course　of　hepatic　and　renal　malic　enzyme（ME）activities　after

　　　administration　of　insulin　and／or　T3　to　diabetic　rats．

　　　Diabetic　rats　were　treated　w’i　th　insulin（一〇一），　T，（一｛｝一）or　insulin　and

　T3（一麟一）every　12　heurs．　Rats　were　sacrificed　12　hours　after　the　last　injection．

　The　ME　activities　of　the　livers　a11d　kidneys　are　shown　in　upper　and　lower

　panels，　respectively．　Each　result　inclicates　the　mean士SD　of　4　animals　except　for

　24hours　T3　alone（mean　and　range　of　2　animals）and　12　hours　insulin　and　T、

　（mean　and　range　of　2　animals）．＊：p＜O．05　compared　to　DM　group（O　hour），

　＊＊：pく0．01compared　tQ　DM　group（O　hour｝．
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Table　2　Response　of　malic　enzyme（ME）to　a　single　injection　of　T3

A：ME　activity　　　B：ME　activity　　　．　△ME　　　　　　　Ratio
［。駿誰、。1［。／識e話1，，1、］’置灘繍1　・・／・・

　DM　　　（5）　　　　5．5±1．5　　　　　　6．7±2，5　　　　　　　12±1．2　　　　　　1．2±0．2

DM十1×1　（2）　　　　5．3±0．5　　　　　　9，7±0．7　　　　　　4．4±0．2　　　　　1．8±0．1

DM十Ix3　（3）　　　　15．5±2．4＊＊　　　　32．9±11．9＊索　　　　　17．4±9．5＊　　　　　2．1±0．5＊

　NL　　　（3）　　　　22．9±1、4＊＊　　　　　42．6：ヒ3．8林　　　　　　19．8±2．5＊＃　　　　　1．9±0．1＊＊

　　Tx　　　（1）　　　　　　　　7，6　　　　　　　　　　26．0　　　　　　　　　　18．4　　　　　　　　　3．43

Diabetic　rats　were　treated　with　insulin（1）（41U／100g　body　weight）once（DM十1×1）or　three　times（DM十1×

3），v，，y　12　h。。rs．　A・i・gl・i・jecti・n・f　T、（5μ9／100g　b・dy　w・ight）w・・gi・・n　12　h・urs　aft・・th・1・・t　i・・uli・

administration．　These，rats　were・sacrificed　12　hours　after　the　injection　of　Ts　and　ME　activities　were　measured、

“△ME　increased”was　calculated　by　subtractlng　the　ME　activity　before　the　T3　injection　from　that　after　the

T、inlection（B－A），“Ratio”was　calculated　by　dividing　the　ME　activity　after　the　T3　injection　by　that　before

the　T，　injection．　The　number　in　parentheses　is　the　number　of　animals　studied．　Each　value　is　the．mean±SD

of　more　than　3　samples　or　the　mean±range　of　2　samples．＊：pく0．05　compared　to　DM　group，　＊：p〈0．01

compared　to　DM　group．

Table　3　Response　of　malic　enzyme（ME）to　a　single　injection　of　insulin（D

A：ME　activity　　　B：ME　activity　　　．　　△ME　　　　　　　Ratio
［。膿島1。、司　［。／錦ぎ，。、。］1隈翻論）　（・／・）

　　DM　　（4）　　　　4．9±1，4　　　　　　4，7±0。8　　　　　－0．2±1．0　　　　　1．0±0．2

DM十T3×1（2）　　　　7．7±1．1　　　　　　13，5±2．9　　　　　　5，8±1．7　　　　　1．7±0．1

DM十T3×3（3）　　　　9．5±1．4＊　　　　　25．8±5．2料　　　　　16，4±3．9＊＊　　　　2，7±02榊

Diabetic　r＆ts　were　treated　with　T3（5μg／100g　body　weight）once（DM十T3×1）or　three　times（DM十T3×3）

every　12　hours．　A　single　injection　of　insulin（41U／100g　body　weight）was　given　12　hours　after　the　last　T3

administration，　These　rats　were　sacrificed　12　hours　after　the　injection　of　insulin　and　ME　activities　were

measured．“△ME　increased”was　calculated　by　subtracting　the　ME　activity　before　the　insulin　injection　from

that　after　the　insulin　injection由一A），“Ratio”was　calculated　by　dividing　the　ME　activity　after　the　insulin

inlection　by　that　before　the　insulin　injection，　The　number｛n　parentheses　is　the　number　of　animals　studied．

Each　value　is　the　mean±SD　of　Inore　than　3　samples　or　the　mean±range　of　2　samples．卓：p＜0．05　compared

to　DM　group，＊＊：P＜0．01　compared　to　DM　group．

パタイトはMuench34）の方法により調製した。また，　　　標の変化

［1251］T、（2，2001t　Ci／μmol）はNew　England　　　DM群では正常群に比ぺ血清T、，　T、濃度は両者と

Nuclear社（Boston，　MA，　USA）から，灌流液に用　　も有意に低下した。この低下はインスリン投与12時間

いたWilliams　EはFlow　Laboratories社（lrvine，　後には回復し，正常群と有意な差を認めなかった

Scotland）からそれぞれ入手した。　　　　　　　　　　（Table　1）。また，正常ラットの食餌量を制限し，

　実験は複数回繰り返して行い，各群のデータを平均　　体重増加をDM群とマッチさせた群（FR）のそれぞ

値±標準偏差あるいは平均値±範囲として表した。ま　　れの値は，正常群と有意な差を認めなかった。体重の

たデータをStudent’s　t　testにより分析し，　pくO．05を　　増加は正常群，　DM＋1［A，　B］において45～559ノ

統計学的に有意とした。　　　　　　　　　　　　　　　月であったが，DMとFR群ではそれぞiL－S．09／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　月，－11．09／月であった。血糖値はDM群で506±
　　　　　　　　　III結　果　　　　56m9／dlと高か。たカ・，イ。。リ。治療、．より低下し

A　各群ラットにおける血清Ta，　T4濃度と種々の指　　た。しかし，正常群やFR群にまでは回復しなかった。
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Fig．2　SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis（SDS－PAGE）and　silver　staining

　　　of　proteins　at　each　purification　step　of　rat　hepatic　n　protein．

　　　Samples　were　hepatic　nuclear　globulin　extracts　of　thyroidectomized（lane

　4）and　T3－treated（1ane　5）rats，　and　the　n　protein　preparations　at　the　steps　of

　mono　Q－Sepharose（1ane　1）and　hydroxylapatite（1ane　2）column　chromatogra－

　phy，　and　electroelution（1ane　3）．　BSA：bovine　serum　albumin，　Oval：oval・

　bumin．

体重あたりの肝重量（LW／BW）は正常ラットに比べ，　ソ＋T、投与群で24．3U／mg蛋白と，それぞれ単独投

DMラットで高く，インスリン投与でさらに増加した。　与した場合の増加の和（14．4）よりも同時投与群で著

しかし，DMラットは体重減少が強いため，実際の肝　　明に高かった。一方，腎におけるME活性は正常群に

重量は減少していたにもかかわらずLW／BWが高い　　比しDM群で有意な低下は示すものの，　DM群にイ

結果となった。インスリン投与にともない実際の肝重　　ンスリソ，T、の単独または同時投与を行っても有意な

量は増加した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　変動を認めなかった（Fig．1，10wer　panel）。

B　DMラット，肝腎の細胞質画分におけるME　　　以上の結果は，肝ではイソスリソによりT、に対す

　活性の変動　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　るMEの応答性が増加することを示唆する。そこで肝

　肝におけるME活性はDM群では正常群に比べ有　　におけるME活性の変動のメカニズムを詳しく調べる

意に低下しており，DM群にインスリン単独，　T3単独，　ため次の実験を行った。　DMラヅトにインスリンを1

またはインスリン＋T3を12時間ごとに1回から3回　　回，または12時間ごとに3回投与しておき，最終投与

投与すると，1回の投与（12時間後）では1，T、，　　の12時間後にT，を投与し，このT，投与前と投与12時

1＋T3のいずれの群でも有意な上昇がなく，3者間に　　間後のME活性を測定した（Table　2）。　DMラット

有意な差を認めなかったが，3回投与後（36時間後）　　でインスリンを投与しない群のME活性の上昇量は

にはいずれも有意な上昇を認めた（Fig．1，　upper　　1．2U／mg蛋白であるのに対し，インスリンを1回，

panel）。36時間後の増加量（36時間後のME活性一　　3回投与しておいた群ではそれぞれ，4．4，17．4U／

0時間のME活性）はインスリソ単独投与群で9．1U／　　mg蛋白であった。上昇率でもインスリソ非投与群で

mg蛋白，　T、単独投与群で5．3U／mg蛋白，インスリ　　1．2倍，1回投与で1。8倍，3回投与で2．1倍と，イン
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スリン非投与群のT3に対するMEの応答性の低下が　　スリンを投与したのちには，それぞれ4．7，13．5，

示唆された。正常群，Tx群はそれぞれ19．8，18．4U／　25．8U／㎎蛋白のME活性を示し，　T，投与回数に相

mg蛋白の増加，または1．9倍，3．4倍の上昇率があっ　　応した反応がみられた。　T3非投与群，1回，3回投与

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　群でインスリンに対するME活性の増加は，それぞれ

同様に，T3を1回，または12時間ごとに3回投与　その上昇量で一〇．2，5．8，16．4U／㎎蛋白，上昇率で

しておぎ，最終投与の12時間後にインスリンを投与し，　1．0，1．7，2．7倍であった。

このイソスリン投与前と投与12時間後のME活性を　　C　DMラット肝細胞核抽出液におけるn蛋白の変動

比較した（Table　3）。インスリン投与前にはT、の非　　　n蛋白は肝細胞核抽出液においてTxラヅトで減少

投与群，1回，3回投与群のME活性がそれぞれ4．9，　し（Fig．2，　lane　4），　TxラットにT3を投与すると

7．7，9．5U／mg蛋白とT，投与群で高い傾向が認めら　　増加した（Fig．2，　lane　5）。　Fig．2の1ane　1から

れたが，大きな差は認められなかった。しかし，イン　　3はn蛋白精製における各段階のSDS－PAGEの蛋白

　　　　12345　 678910　11121314
　　　　・鍵簸轍　．．　認　　　　　　諮∵藤：議　　　　　　　　　　　　。蓼強、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　攣

Fig．3　Subcellular　localization　and　T3－responsiveness　of　n　protein．

　　　Lanes　from　l　to　5　show　the　subcellular　localization　of　n　protein　after　differen－

　tial　centrifugation．　A　normal　liver（8g）was　homogenized　in　50　ml　of　buffer　A（0．32

　Msucrose／2mM　MgC12／2mM　EDTA／20mM　Tris・HCI，　pH7．4）．　Nuclear　globulin

　extract（1ane　1），　heavy　mitochondrial　fraction（lane　2），　Iight　mitochondrial　fraction

　（1ane　3），　microsomal　fraction（lane　4）and　cytosolic　fraction（lane　5）were　prepared

　according　to　de　Duve　et　a134）．　Final　volume　was　adjusted　to　50　ml　each　and　10μ1

　each　of　these　fractions　was　used．　Lanes　from　6　to　10　show　induction　of　n　protein

　with　various　doses　of　T3。　Thyroidectomized　rats（95－105g　body　weight）were　inject－

　ed　with　vehicle（PBS）alone（lane　6），0．1μg　T3（1ane　7），0．3μg　T，（lane　8），1．Oμg　T3

　（lane　9）or　5．0μg　T3（1ane　10）．　Rats　were　sacrificed　24　hours　after　the　treatment　and

　liver（2g）was　homogenized　in　10　ml　of　buffer　A．　Fiveμleach　of　whole　homogenate

　was　used．　Lanes　from　ll　to　14　show　time　course　of　n　protein　induction　by　T3．

　Thyroidectomized　rats　were　given　T，（1．0μ9／100g　body　weight），　Rats　were　sa－

　crificed　O　hour（1ane　11），12　hours（lane　12），24　hours（lane　13）and　48　hours（lane　14）

　after　the　treatment．　Fiveμl　each　of　whole　homogenate　was　used．　These　sample3

　were　electrophoresed　and　Western　blotting　was　performed　by　the　use　of　anti・n

　protein　antibody．

　BSA：bovine　serum　albumin，　Oval：ovalbumin．
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染色を示している。すなわち，Iane　1はモノQセファ　　lane　6～10）。また，　T、投与後12時間でn蛋白の増加

ロースカラムで精製後，lane　2はHAPカラムで精製　　を認めた（Fig．3，　lane　11～14）。

後，そしてlane　3は最終的にSDS－PAGEで精製し　　　灌流実験を行うと，　T3を含まない灌流液で2時間灌

た後の試料をそれぞれ示した。　　　　　　　　　　　流した肝ではn蛋白の増加はほとんど認められないが

　n蛋白のDMラットにおけるホルモンによる変動　　　（Fig．4，　lane　1），その後T3を加え6時間灌流する

を調べる前に抗n蛋白抗体を用いて，核局在性，T3応　　　とn蛋白は増加した（Fig．4，　lane　2）。一方，肝切

答性を確認した。正常ラット肝ホモジネートを遠心分　　除後T3を加えぬまま6時間灌流した肝では，　n蛋白

離し，それぞれの細胞画分をde　Duveら35）の方法によ　　は増加しなかった（Fig．4，　Iane　3，4）。このこと

り調製した後，ウェスタソプロットを行うと，n蛋白　　はn蛋白がT3の肝に対する直接作用により増加した

は核画分に多く存在し，細胞質，マイクロゾーム画分　　　ことを示唆していた。

にもわずか存在した（Fig．　3，　lane　1～5）。また，　　　このT，応答性n蛋白がDMラットにインスリンま

Txラットに種々の量のT3を投与し24時間後の肝全ホ　　たはT，を投与した後，どのような変動を示すか検討

モジネートにおけるn蛋白の増加をみると肝臓全体に　　した。これらのホルモン投与前（Fig．5，　lane　1，

おけるn蛋白量がT3により増加し，体重IOO　9あたり　　5）に比べ，　T3単独（Fig．　5，　lane　2，6），イソス

0．1μgのT3投与で増加がみられ，体重1009あたり　　リン単独（Fig．5，1ane　3，7），両者同時（Fig．5，

0．3μgのT3投与で最大の反応が認められた（Fig．　3，　　Iane　4，8）投与12時間後には肝細胞核抽出液中の

12　34　　5　6
一㌧£：羅轟

Fig．4　1nduction　of　n　protein　by　T3　and　insulin　in　perfused　liver．

　　　Perfusion　of　livers　from　two　thyroidectomized　rats　were　performed．　No　T3　was

　added　for　the　first　2　hours　of　perfusion　and　partial　hepatectomy　was　performed

　（lane　1，3）．　Then　the　perfusion　was　cQntinued　for　additional　6　hours　with（1ane　2）or

　without（lane　4）the　addition　of　10一7M　T3．　A　liver　from　a　diabetic　rat　was　also

　perfused　for　2　hours　without　insulin（lane　5）and　partial　hepatectomy　was　perfor－

　med．　Then　10－7M　insulin　was　added　and　the　perfusion　was　continued　for　additional

　6hours（lane　6）．　Nuclear　globulin　extracts　prepared　from　these　livers　were　electro－

　phoresed（30μgprotein　in　each　sample）and　analyzed　by　Western　blotting　by　the　use

　of　anti－n　protein　antibody．　BSA：bovine　serum　albumin，　Ova1：0valbumin．
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Fig．5　1nduction　of　n　protein　by　T3　and　insulin　in　diabetic　rats．

　　　　　Hepatic　nuclear　globulin　extracts　were　prepared　from　diabetic　rats　given

　vehicle　alone（lane　l，5），　T3（lane　2，6），　insulin（lane　3，7），　or　T3　and　insulin（1ane　4，8）．

　　They　were　applied　to　SDS－PAGE　and　Western　blotting　was　performed　by　the　use

　　of　anti－n　protein　antibody．　BSA：bovine　serum　albumin，　Oval：ovalbumin．
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Fig．6　Time　course　of　induction　of　n　protein　in　hepatic　nuclear　extract　of　diabetic

　　　　　rats　given　T3　and／or　insulin．

　　　　　Diabetic　rats　treated　with　insulin（一〇一），　T3（一［｝一）or　insulin　and　T3（一●一）

were　sacrificed　12　hours　after　the　last　treatment．　Hepatic　nuclear　globulin　extracts

were　prepared．　Each　of　them　containing　30μg　protein　was　applied　to　SDS－PAGE

and　Western　blotting　was　performed　by　the　use　of　anti－n　protein　antibody．　The

amount　of　n　protein　was　determined　by　densitometry　and　is　expressed　as　the

percentage　to　that　of　normal　rats．　Each　result　indicates　the　mean±SD　of　30r　4

animals　except　for　36　hours　T3　alone（mean　and　range　of　2　animals）．＊：p＜0．05

compared　to　DM　group（O　hour），＊＊：P〈0．01　compared　to　DM　group（O　hour）．

812　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol，39



糖尿病における甲状腺ホルモン作用

Table　4　Hepatic　nuclear　T3　receptors（NTR）ill　various　groups

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DM十I
Nuclear　T3　receptors　　　NL　　　　DM　　　　　　　　　　　　　　　　DM十T3　　DM十IT3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12h　　　　24h　　　36h

階謙精11°・1±’149　’°5・7　t「　11ら1　93・5±113・1　glil　1°li9　’・2・3±21Sl．　12・・4・’121

　　1くa　　　　　　　　　　 5。1±0．3　　　 7．1±2．3　　　8．5±4．3　　7．5　　　 6．9　　　　9．4：ヒ5．8　　　　7．2t：0．7

［×1091／mol］　　　　　　　（4）　　　　　（5）　　　　（5）　（1）　　（1）　　　　　（3）　　　　　（3）

Scatchard　analysis　of　T3　binding　to　rat　hepatic　nuclear　T3　receptors　was　performed　as　described　in　Materials

and　Methods，　and　maximal　T，　binding　capacity　and　affinity　constant（Ka）of　T，　to　isolated　nuclei　were

calculated，　Rats　were　treated　as　described　in　Table　1．　DM十T3；diabetic　rats　treated　with　T312　hours　before

sacri丘ce．　DM十IT3：diabetic　rats　treated　with　insulin　and　T，12　hours　before　sacri丘ce，　Each　value　is　the

mean±SD，　The　nロmber　in　parentheses　is　the　number　of　animals　studied．

Table　5　Hepatic　and　renal　malic　enzyme，　and　cytosolic　T3－－binding　protein　in　various　groups

・・　　DM　　鴨1　鴨I　FR
艦cp蕗謝ivity　2°・1±181’＊　3・3都　24・8需＊47・5±お　23・4±121

Renal　ME　activity　　　　20，7±3．5＊　　　14，7±3．1　　31．8±4．2＊＊　　28．7±6．0　　37．4±0．2
［U／mg　protein］　　　　　　　　　（5）　　　　　　　（4）　　　　　　（3）　　　　　　　（2）　　　　　　（2）

Hepatic　CTBP　　　　　　　1．70±0，96申寧　　　0，21±0，06　　　1．69±0，63＊＊　　　0．32±0．03　　　0．45：ヒ0．04
［pmo且／mg　protein］　　　　　　　　（8）　　　　　　　（6）　　　　　　（3）　　　　　　　（2）　　　　　　（2）

Renal　CTBP　　　　　　　　8．51±1．48　　　　6．13：ヒ0．99　　　6，26±1，43　　　　7．75±0，82　　　4．54±0．03
［pmo1／mg　protein］　　　　　　　　（3）　　　　　　　（5）　　　　　　（3）　　　　　　　（2）　　　　　　（2）

Hepatic　and　renal　malic　enzyrne（ME）activity　and　cytosolic　T3－binding　protein（CTBP）were　measured　as

described　in　Materials　and　Methods，　Rats　were　treated　as　described　in　Table　1．　Each　value　is　the　mea吐SD

of　more　than　3　samples　or　the　mean±range　of　2　samples，　The　number　in　parentheses　is　the　number　of　animals

studied．＊：p＜0．05　compared　to　DM　group，亭＊：p＜0．01　cQmpared　to　DM　grQup．

n蛋白の増加が認められた。Fig．5，1ane　5～8の実　　かし，　T3とインスリソの同時投与ではインスリソ単独

験ではBSAとOvalbumin（Oval）の間の位置に非特　　投与と比べ差がなくMEとは異なっていた。36時間

異的な・ミンドが認められたが，これは洗浄が不完全で　　後にT3単独でn蛋白はDM群レベルまで低下したが

あったためと思われる。　　　　’　　　　　　　　　その理由については明らかでない。

　n蛋白がT3のみでなく，インスリソにも反応する　　D　DMラット肝細胞核丁3受容体（NTR）とCTBP

ことが示されたが，この効果がイソスリンの直接効果　　　の変動

か，または血中甲状腺ホルモン上昇を介した作用かを　　　次にDM状態におけるMEの甲状腺ホルモソに対

検討するために灌流実験を行った。その結果，インス　　する反応低下の原因を細胞レベルで調べるため，甲状

リン非存在下では認められなかったが，イソスリン存　　腺ホルモソの作用を媒介するとされるNTRと核への

在下での灌流肝ではn蛋白が誘導された（Fig．4，　　T3の移行に関与すると考えられるCTBPを測定した。

Iane　5，6）。このためn蛋白の増加はインスリンの　　NTRはDM群，1群，正常群，いずれの群間にも差

肝における直接作用であると考えられた。　　　　　　　がなかった（Table　4）。しかし，　CTBPは，　DMラ

　このn蛋白をデソシトメトリーで定量すると，DM　　ット肝で［1251］T3に対する最大結合容量が正常群に

群に比ベイソスリソまたはT，投与12時間後の増加は　　比し著明に減少した（Table　5）。　DMラットに12時

すべての投与群において有意であった（Fig．　6）。し　　間ごとにインスリン，　T3を単独あるいは同時投与する
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Fig．7　Time　course　of　alteration　of　hepatic　cytosolic　T3－binding　protein（CTBP）

　　　　　in　diabetic　rats　given　Tu　and／or　insulin．

　　　　　Diabetic　rats　treated　with　insulin（一〇一），　T3（一｛：ト）◎r　insulin　and　T3

　（一㈱一）were　sacrificed　12　hQurs　after　the　Iast　treatment．　Hepatic　cytosols　were

　prepared　and　maximal　Ts　binding　capacities　Qf　CTBP　were　measured．　Each

　result　indicates　the　mean‡SD　of　3　animals　except　for　12　and　24　hours　T3　alone

　and　24　hours　insulin　alone（mean　and　range　of　2　animals）．＊：p＜0．05　compared

　tQ　DM　group（O　hour），＊＊：pく0．01　compared　tQ　DM　group（O　hour）．
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Fig．8Mixing　experilnent　of　CTBP　from　normal　and　diabetic　rats．

　　　　　The　amount　of　cytosol　from　diabetic　rats　was　adjusted　to　give［i251］T3

　binding　activity　equal　to　that　of　norrnal　rats．　Specific　［皿251］　T3　binding　activity

　of　rat　hepatic　cytosol　was　determined　by　the　use　of　28．9　fmol［1251］T3．　Cytosols

　were　mixed　with　the　following　combinations．　D十D：hepatic　cytosols　from　2

　diabetic　rat＄，　N十N：hepatic　cytosols　from　2　normal　rats，　D十N：hepatic

　cytosols　from　a　diabetic　and　a　normal　rats．　Each　vertical　line　represents　the

　standard　deviation，
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と徐々に増加傾向を示した（Fig．　7）。36時間後にい　　ラットにT、を投与してもME活性は上昇したが，正

ずれの処置でもDM群に比べ有意な上昇を示したが，　　常ラットに投与した場合と比べるとその上昇の割合は

依然，正常ラットに比べ低下していた。また，T3，イ　　低い。これらの結果はMEがDM状態でT3，インス

ソスリン同時投与に対する反応は，それらを単独に投　　リンそれぞれに応答する蛋白であるが，Taの効果はイ

与したときの反応と比べ差がなかった（Fig．7）。　　　　ンスリソに依存することを暗示する。　T、とイソスリン

　次にDM状態でのT，，に対するCTBP結合活性の減　　は単独で投与した場合よりも同時投与を繰り返した場

少の原因がCTBP抑制物質によるのか，または　　合にME活性の増加が著明である。　DMラットでは上

CTBP自体の減少によるのかを調べるためDMラッ　　昇量，上昇率ともにTuに対する応答性は低下してお

トCTBPと正常ラットCTBPを混合し，そのT，の　　り，この低下はインスリンを投与することにより回復

結合活性をみた。DMラットCTBPと正常ラット　　した。これはT，の作用に対しインスリンが協調的に

CTBPとを加えた活性はDM同士または正常同士を　　作用することを示すものと考えられる。　DMラットに

加えた活性と変わりなく（Fig・　8），　DMにおける　　T，を1回または3回投与した後，インスリンを投与す

CTBPの減少はCTBP蛋白自体の貴的減少によると　　ると，　T3を3回投与しておいた群で上昇量，上昇率と

考えられた。この実験において1．5fmolのT3結合活　　　もに著明な増加が認められた。したがって，　DMラッ

性を持つCTBP同士を混合しても約2．Ofmolにしか　　トではT3による効果は障害されているが内在してお

増加しなかったのは，加えたT3の蟄が不十分であっ　　り，インスリンによって顕在化したものと考えられる。

たために相加的にならなかったと考えられた。　　　　　このことはME活性の発現にT、とイソスリンの両方

　DMラットにおけるCTBPの減少がSTZの毒性効　　の作用が必要であるが，　ME活性発現までの過程でど

果によるものかどうかを見るため，STZ投与後5日　　ちらか一方でも欠けるとME活性は低下することを示

目よりインスリンを1ヵ月間投与したラット肝の　　唆する。本実験で投与されたT3は核の偽受容体をほ

CTBPを測定すると，この群のCTBPは正常化した　　ぽ完全に占有する量である37，。このためMEのT，応

（Table　5，　DM＋1［A］）が，　DMを1ヵ月未治療　　答性に対するインスリンの作用をさらに明確にするた

のまま放置すると，その後1ヵ月間インスリン投与し　　めに，T，に対する容星依存性を調べることが重要であ

てもCTBPは正常化しなかった（Table　5，　DM＋1　　ろう。

［B］）。次に，DM状態でのCTBP減少が栄養状態　　　一方，　T，応答性蛋白の1っである肝細胞核抽出液中

を反映しているかどうかを調べるため，FR群のラッ　　のn蛋白はDM状態で著明に減少し，インスリンま

ト肝CTBPを測定したところ，　FR群でもCTBPは　　たはT3投与12時間後には有意な増加を示す。しかし，

減少していたがDM群の減少ほどではなかった　　MEとは異なり1群と1＋T3群間でその増加に差はな

（Table　5，　FR）。　　　　　　　　　　　　　　　　　かった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T，の核への移行に関与するとされるCTBPはDM
　　　　　　　　Iv考　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　状態で著減しており，インスリソまたはT，の単独投

　STZ投与による実験DMラットでは血清T3，　T，濃　　与により増加した。　CTBPがT3投与により増加する

度が低下すると報告されている5）6）e今回の検討でも　　ことは報告されており3B），今回はDMラットでもT：，

DM群で血清T3，　T、濃度は正常ラット群に比し有意　　依存性があることを示した。したがってCTBPは

に低下していた。FR群の血清T、レベルに関しては，　　MEやn蛋白と同様，甲状線ホルモソ応答性蛋白とし

低下するとする報告と5｝，有意な低下を示さないとす　　ての指標となり得るものと考えられる。さらに本研究

る報告がある36〕。本実験に用いたFR群ラットの体重　　はCTBPがDMラットで減少し，インスリン投与で

の増加はDM群のそれと非常に近いが血rw　T，，　T、レ　　上昇することを明らかにした。しかし，　MEと異なり

ベルは正常範囲内であった。おそらく，低栄養，飢餓　　T3単独とT3＋インスリンの間にその上昇において差

の程度の違いにより報告問のデータの相違が生じるも　　はなく，DMにおけるT、に対するCTBPの応答性は

のと考えられる。実際，正常ラットを絶食にしても低　　n蛋白と同様，インスリン投与による影響を受けない

下するn｝。　　　　　　　　　　　　　　　　　　と考えられる。

DM状態で肝ME活性は正常群と比べ有意に低下し　　　肝細胞核T，受容体（NTR）の数がDMラットで低

ており，インスリン投与により上昇した。また，DM　　下していない事実は，　DMにおけるT3作用の低下が
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ないという結果を裏付けるものである。しかし，DM　　栄養陣害とイソスリン作用の低下によるものと考えら

で減少するとの報告5）6）18）2°｝とほとんど変化しないとの　　れた。

報告36）がある。これらの報告結果の違いはラットの　　　腎のME活性，　CTBPは，肝のそれらに比べDM

DMの程度，あるいは低栄養の程度の違いによる可能　　状態あるいは食餌制限で著明な低下を示さず，ホルモ

性が考えられる。たとえば，肝細胞NTRは絶食によ　　ソ投与によっても顕著な変動を示さなかった。このこ

って減少することが知られており11）”13｝，DMラット　　とは臓器間でイソスリンやT，の作用が異なっている

では栄養状態の低下が関与する可能性は高い。　　　　　ことを示唆している。

　NTRに対しCTBPはDM状態で著減している。

NTRに変化を認めないにもかかわらずT3効果が低下　　　本論文の要旨は，　n蛋白の精製と分析に関して，第

していたことはこのCTBPによるT，の核への移行の　　32回日本内分泌学会甲状腺分科会（1989年11月，群

変化による可能性が考えられる。しかし，CTBPは　　馬），第63回日本内分泌学会学術総会（1990年5月，

細胞内のNADP，　NADPH，　SH基によりその細胞核　　大阪），第63回日本生化学会大会（1990年9月，大阪）

への結合活性が微妙に調節されているため2s）29），単に　　において，糖尿病における甲状腺ホルモン作用の修飾

CTBP里の変化のみでは核へのT，の移行が変化した　　に関して，第34回日本糖尿病学会年次学術集会（1991

かどうかは不明である。CTBPの減少によりT，作用　　年5月，山形），第64回日本内分泌学会学術総会

やT，の核への取り込みがどのように影響を受けるか　　　（1991年6月，東京）において発表した。

は今後の課題である。このDMラットにおける　　　稿を終えるにあたり，御懇篤なる御指導，御校閲を

CTBPの低下は，インスリソを長期間投与すると回　　賜りました恩師，山田隆司教授，ならびに市川和夫助

復し，また，FR群でもCTBPは減少するがDM群　　手に深甚なる謝意を表します。同時に本研究に際し，

ほどの低下を示さなかった。これらより，CTBPの　　御教示御指導下さいました橋爪潔志講師に深謝致しま

減少はSTZの毒性効果のためではなく，DMによる　　す。
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