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糖尿病性ケトアシドーシスにおけるインスリン

抵抗性：β－ヒドロキシ酪酸の効果
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　　　It　is　generally　accepted　tha亡the　action　of　insulin　diminishes　in　pati’ents　with　diabetic　ketoacidosis．

Howeve1・，　the　detailed　mechanism　of　the　insulin　resistance　in　this　condition　is　not　thoroughly　understood，

　　　In　this　study，　the　effects　of　ketone　bodies　on　insulin　action　were　investigated　in　vitro．　Treatment　of　soluble

insulin　receptors　prepared　from　rat　Iiver　at　a　Iow　pH（7．0ん7．2）decreased　the　insulin　binding　activity，　In

contrast，　treatrnent　of　these　receptors　withβ一hydroxybutyrate（B－OH－butyrate＞increased　the　insulin　binding

activity　in　terms　of　a箭nity　for　insulin，　but　not　maximal　binding　capacity．　The　increased　binding　was

diminished　by　treatment　of　the　receptors　a亡alow　pH．　Treatment　of　the　receptors　with　acbtoacetic　acid　did

not　affect　insulin　binding．　B－OH－butyrate　d｛d　not　affect　the　autophosphQrylation　of　the　insuliτ1　receptor，

Further，　the　oxidation　of　glucose　was　not　affected　by　B－OH－butyrate，　These　results　suggest　that　the　insulin

resis　tance　observed　in　diabetic　ketoac｛dosis　is　not　caused　by　an　interaction　between　ketone　bodies　and　the

i1ユsulin　receptor．　On　the　other　hand，　the　uncoupling　between　insulin　binding　and　autophosphorylation　of　the

receptors　observed　in　the　presence　of　B－OH－butyrate　suggests　the　existelユce　Qf　abnQrmalities　after　the　binding

of　insulin　to　its　receptor．　Shinshu　Med．／．，39’587－600，　ヱ99ヱ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　April　24，1991）
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　　　　　　　　　　　　　1緒　言　　　　の塀（・Hの低下）を特徴とする・これは・宋梢組
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　織でイソスリン作用が低下していることが原因であり，

　糖尿病性ケトアシドーシスは，相対的なイソスリソ　．その治療はイソスリン投与が基本である。しかし，治

不足によっておこり，進行すれば昏睡・死亡にいたる　　療開始当初には，しば．しばインスリソ抵抗性を示す。

重篤な病態であり，脂肪組織から放出される遊離脂肪　　このような事実は古くから知られているが1）’4），イン

酸の増加に伴う高ヶトン体血症と血中水素イオソ濃度　　スリン抵抗性出現の詳細な機序は不明である。pHの
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低下，ケトソ体，インスリン拮抗ホルモンなどがイソ　　はSigma　Chem　Co，（St．　Louis　MO，　USA）製を用い

スリン抵抗性に関与すると考えられている5｝。たとえ　　た。BSAは透析膜で4℃，24時間透析し，イソスリン

ば，pHの低下は，インスリンの受容体への結合を低　　作用に影響を与えると考えられる低分子を除いた後使

下さ・1±6）一一s），さらにイソスリソの受容体結合後のイン　　用した。なお，透析後のBSA分画には，糖酸化で観

スリン作用に対しても抑制的に作用すると考えられて　　察する限りイソスリン作用は認められなかった。N一

いる9）1°｝。一方，リンパ球や線維芽細胞を用いた実験　　acetylglucosamine，　dinonyl　phthalate（DNP），　Triton

で，ケトン体はイソスリソ結合に対し促進的に働くと　　X－100，ハイアミン（methylbenzethonium），　dith一

いう報告がみられるが11）12），諸家の報告は必ずしも一　　iothreito1（DTT）およびsodium　dodecyl　sulfate

致していない。それゆえに，ケトアシドーシスの治療　　（SDS）はNacalai　Tesque　lnc．（Kyoto，　Japan）製を，

という観点から，pHおよびケトン体のインスリソ作　　wheat　germ　agglutinin　agarose（WGA　agarose）は

用に対する効果の解析はきわめて重要である。　　　　　Vector　Lab．　Inc。（Burlingame　CA，　USA）製を用い

　本研究は，ケトァシドーシスに特徴的な低pH，ヶ　　た。電気泳動装置および陰イオン交換レジソ

ント体を取り上げ，これらのイソスリソ作用機序に対　　　（Dowex　1－X8，200－400mesh）はBio－Rad　Lab，

する効果を観察することを目的とした。　　　　　　　　　（Richmond　CA，　USA）製を用いた。モノクロ・・一ナル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　抗ラットイソスリン受容体抗体はAmersham　Int，
　　　　　　　II材糊よび方法　　　（B。，ki。gh。m，hi，e，　E。gland）製を用いた．。。，ゲ

A　症例　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ンフィルム（XAR－5）および現像液はEastman

　ケトアシドーシスで入院したイソスリン依存性糖尿　　Kodak　CQ，（Rochester　NY，　USA）製を用いた。放射

病患者（IDDM）3名にっいて，血液ガス，血糖値　　活1生測定には，　Packard　Instrument　Co．（Downers－

（静脈血）を醗的噸察した。ケトァシドーシスに　grove　IL，　USA）製のAutQ　Ga㎜a　Spectrometerお

対しブドウ糖およびインスリンの投与を行ったが，こ　　よびLiquid　Scintillation　Spectrometerを用いた。

れらの投与開始から血糖値が正常化するまで，ブドウ　　2　脂肪細胞の分離

糖静脈内注入童，速効型イソスリン静脈内注入童を計　　　　脂肪細胞はRodbelli3）の方法に従い，体重1509の

測し，イソスリソ抵抗性を検討した。　　　　　　　　　ウイスター系雄ラットの睾丸周囲脂肪組織からコラゲ

　症例1は20歳男性で発症直後の1型糖尿病患者，症　　　ナーゼを用い分離した。切離した脂肪組織を，コラゲ

例2は21歳女性で持続皮下インスリソ注入療法　　ナーゼを2mg／mlの濃度に溶解した2％BSA，　O．40

（CSII）治療中の1型糖尿病患者，症例3は65歳男性　　mM　Dextroseを含むKrebs－Ringer－Phosphate緩衝

でCSII治療中のbrittleなII型糖尿病患者であった。　　液（KRP－BSA），pH7．4で，37℃，1時間振とう後遊

ケトアシドーシス発症の原因としては，症例1および　　離した脂肪細胞をナイロンメッシュで濾過した。濾過

2に先行感染を認め，症例3はCSIIの不調によるイ　　した脂肪細胞はKRP－BSAで3回洗浄し，コラゲナ

ソスリソ不足と考えられた。3例とも，血中にC一ペ　　ーゼを除去した後使用した。
フ゜ `ドは検出できず，内因性のイソスリソ分泌はほと　　3　脂肪細胞の前処理

んどないと考えられた。　　　　　　　　　　　　　　　インスリンの結合に対するβ一ヒド・キシ酪酸の効

B　動物実験　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　果を観察するため，脂肪細胞に次のような前処理を加

1　材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　えた。

　［1251］iodoinsulin（3．7MBq／μg）および［γ一’32p］　　　pH7。4のβ一ヒドロキシ酪酸を含まないKRP－BSA，

ATP（148TBq／㎜ol）はNew　England　Nuclear　あるいは20mMのβ一ヒドPtキシ轍を臓胴纈
（Boston　MA，　USA）製を，　D－［1－i4C］glucose（11．　　液で，分離した脂肪細胞（3×IO6　cells／ml）を37℃で

37MBq／mg）はAmersham　Int，（Buckinghamshire，　　60分間インキュベーションした。

England）製を用いた。非標識インスリソV：　Eli・Lilly　　4　標識イソスリンの脂肪細胞への結合

Co．（lndianapolis　IN，　USA）製のヒト型イソスリン　　　YamauchiとHashizumei4）の方法に若干の変更を

（281U／mg）を用いた。牛血清アルブミソ（BSA），　　加え、［1251］iodoinsulinの脂肪細胞への結合を観察し

コラゲナーゼ（Type　II），β一ヒドロキシ酪酸および　　た。前処理した脂肪細胞（3×IO6　cells／m1）を，　final

フェニルメチルスルフォニルフルオライド（PMSF）　　0～10－’°Mの濃度の非標識インスリソ存在下で，［125
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1］iod（，insulin（5×10”liM）を加えて37℃で20分間イ　　ロキシ酪酸（20mM）を含む同緩衝液で分離したイン

ソキュベーショソした。イソキュベーショソ後DNP　　スリソ受容体を2μg／mlの濃度に調製し，22℃で20分

を加え，microcentrifugeで脂肪細胞層を分離し，　　間または50分間インキ”ベーションした。

Au亡o　Gamma　Spectrometerで細胞に結飢た［1251］　cアセト酢酸（10“5Mもしくは10－3M）を解した

iodoinsulinを測定した。10－6Mの非標識インスリン　　同緩衝液で調製したインスリン受容体を，22℃で50分

存在下での［1251］iodoinsulinの結合を非特異的結合と　　間イソキュベーションした。

してScatchard解析15｝を行った。　　　　　　　　　　　　インキュベーション後，β一ヒドロキシ酪酸および

5　脂肪細胞のブドウ糖酸化に対するpHおよびβ一　　アセト酢酸を除くために，陰イオン交換レジソ（500

　ヒドロキシ酪酸の効果　　　　　　　　　　　　　　mg／ml）を加え5分間振とうした後，遠心してレジン

　Rodbell’3）の方法に若干の変更を加えて，脂肪細胞　　を除去し上清を次の実験に使用した。コントロ　・一ルの

のプドゥ糖酸化を観察した。　　　　　　　　　　　　緩衝液では，このレジン処理後もインスリン結合活性

　pH7．0または7、6のKRP－BSAで前処理した，ある　　は96．5％が保たれた。

いは20mMのβ一ヒドロキシ酪酸を含むpH7．0または　　8　［1251］iodoinsulinのインスリン受容体への結合の

7．6の同緩衝液で前処理した脂肪細胞（2×105ce11s／　　測定

tube）に，　final　10”7Mの非標識インスリンおよび　　　前処理したインスリン受容体を0．4m1の1mM　ED

18，5kBqのD－［1－i4C］glucoseを加え37℃で60分間イ　　TA，5mM　MgC12，0，1％BSAを含む50mM　Hepes

ソキ＝ベーショソした。インキaベーショソ後，8N　　緩衝液（pH7．4）で2μg／mlの濃度に調製し，丘na1

硫酸を加えて30分間［14C］02を発生させ，これを・・イ　　O～10”fiMの非標識インスリソ存在下で5×10’iiMの

アミソに吸着させてこの分画に含まれる放射活性を　　　［t251］iodoinsul｛nと22℃で20分間反応させた。受容

0．4％PPO－POPOP　Tolueneをscintillatorとして　　体と結合した［1251］iodoinsulinは，ポリx・チレングリ

Liquid　Scintillation　Spectrometerで測定した。　　　　コール法17）により遊離インスリンより分離し，　Auto

6イソスリソ受容体の分離可靴　　　　　Ga㎜a　Spectrolneterで測定した。
　Fulita－Yamaguchiらls｝の方法に従い，ラットの肝　　　final　10－6Mの非標識インスリソ存在下での結合を

臓からインスリン受容体を分離・可溶化した。　　　　　非特異的結合として，Scatchard解析を行った。蛋白

　ウィスター系雄ラットの肝臓から遠心分離法で得た　　濃度はLowryら二8）の方法により，　BSAを標準蛋白と

microsome分画をTriton　X－100（fUial　1％）で可溶　　　して測定した。

化し，この可溶化分画をWGA　agarQse　colu㎜に吸　　9イソスリン受容体の自己燐酸化の観察

着させた。このcolu㎜からN－acetylglucosamine　　　RothとCasselll9⊃の方法に若干の変更を加え，イγ

を用い可溶化イソスリン受容体を溶出した。次に，　　スリン受容体の自己燐酸化の程度を観察した。20mM

insulin－Sepharoseを用いたaMnity　column　　のβ一ヒドロキシ酪酸の有無で前処理したインスリソ

chromatographyでこの溶出液に含まれる受容体を分　　受容体を，5mM　MnC12，5mM　MgCl、，50mM　NaF

離した。分離した受容体はCentricon　30　microcon・　を含む50mM　Tris－　HCI緩衝液（pH7，4）100μ1で2

centratorsで濃縮し，－70℃で冷凍保存した。　　　　　μg／mlの濃度に調製し，　final　O～10『6Mのインスリン

7分離したインスリン受容体の前処理　　　　　　　　で受容体燐酸化酵素を活性化した。インスリソ刺激に

　分離したイソスリン受容体へのイソスリンの結合に　　よる特異的な燐酸化を観察する目的で，イソスリンを

対するpHおよびβ一ヒドロキシ酪酸の効果を観察す　　加える前に非標識ATPをfhial　10｝5Mになるように

るために，次のような前処理を加えた。　　　　　　　　加え，22℃で30分間インキュベーションして非特異的

a　Oから200mMの濃度にβ一ヒドPtキシ酪酸を溶解　　ATP結合部位を飽和させた。その後レジン（500mg／

した1mM　EDTA，5mM　MgC12，0．1％BSAを含む　　ml）を加え非結合ATPを吸着させた後，1，000×g

50mM　Hepes緩衝液でイソスリソ受容体を2μg／ml　で5分間遠心してレジンを除去した。この上清に

の濃度に調製し，22℃で50分間インキュベーションし　　final　O～10－6Mのインスリンを加え22℃で30分間イ

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ソキュベーショソした後，0．5MBqの［γ一32P］ATP

b　pH7．0から7．8の1mM　EDTA，5mM　MgCl2，　　を添加し燐酸化反応を開始した。22℃で10分間反応さ

0・1％BSAを含む50mM　Hepes緩衝液またはβ一ヒド　　せた後，100mM　DTTを含むLaemmli’s　sample
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bufferを加え・10分間煮沸し反応を停止させた・　　　　　　III結　果
10　SDS－Polyacrylamide　Gel　Electrophoresis（SDS

－PAGE）とautoradiography　　　　　　　　　　　　A　ケトアシドーシス患者におけるインスリン抵抗性

反応を停止さ獣サガルをLae㎜li2°｝筋法tlこ　ケトアシドーシス㈱けるイソスIJ　7抵抗i生がどの

より8％polyacrylamide　slab　ge1で泳動分離した後，　　様に推移するか，著者の経験した患者でこれをまとめ

Coomassie　brilliant　blue　Gで染色固定し，酢酸とエ　　てみた。

タノールの混合液で脱色後，乾燥させた。そのゲル　　　症例1は，意識混濁で来院した患者で，血糖は高値

を一70℃でレントゲンフィルムに感光させ，ゲル上の　　を示し，血漿pHは7．071と著明に低下，尿中ケトン

放射活性を観察した。また，95kDaバンド（イソス　　体排泄の増加が認められた。このため直ちに静脈内イ

リン受容体β一サブユニット）への32Pの取り込みの量　　ンスリソ持続注入と重炭酸ナトリウム投与を開始した。

的評価は，ゲルから目的の・ミソドを切り取り，Ceren－　　Fig．1aに示した様に，　pHは7。329まで一過性に上昇

kov効果を利用しLiquid　Scintillation　Spectrometer　　したがその後再び低下し，完全に正常化するまで長時

で測定して定曇化した。　　　　　　　　　　　　　間を必要とした。インスリソ注入速度は13時間後から
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Case　3
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　　　　　　　　　　　　　　　　200　三　　　Fig．1　Time　course　of　the　treatment　in　the　patients

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　with　diabetic　ketoacidosis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a，band　c　represent　the　tinユe　course　of　case　1，2and

　　　　　　　　　　　　　　×　　　　　　　　　　　3，respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“Time”means　hours　after　the　beginning　of　insulin

　　　Time（hours）　　　　　　　　　quantitively　by‘‘Ketosticks”，

低下したが・pHの正常化した25時間後も他の2例に　　Fig．lbに示したようにpHの上昇に平行して，イン

比し大量のインスリン注入を必要とした。このインス　　スリソ注入量の減少がみられた。本例でも経過中に尿

リソ注入塁の低下と尿中ケトン体との関係は明瞭でな　　中ケトン体を認めたが，インスリン抵抗性との関連を

かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　示唆する情報は得られなかった。

症例2も，症例1と同様な症状で来院したが，　　　症例3は，CSIIの不調からインスリソ不足となり
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2　Scatchard　plots　Qf　insulin　binding　to　rat　epididymaI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　adipocytes（a）or　to　solubilized　insulirl　receptors　pre－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pared　from　rat　liver（b）

°’　insul・・篇・nd・1・a・α8　a：P灘鷺撒羅難馨羅
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　After　preincubation，　the　cells　were　transferred　to　fτesh

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tubes　and［1251］iodoinsulin（5×10－liM　added）binding　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　measured　in　the　presence　of　various　concentratiolls　of

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　unlabeled　insulin，　Each　value　indicates　the　mean　of　tripli－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cate　determinatiOnS．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b：Solubilized　insulin　receptors（0．2μg　protein）were　prein・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cubated　in　the　absence（囎）or　presence（○）Qf　20mM　B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－OH－butyrate．　After　preincubation，　B－OH－butyrate　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　removed　by　adding　resin　as　described　ill“Ma亡erials　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Methods”。［1251］iodoinsulin（5×10－11M　added）binding　to

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　receptors　recovered　　in　　the　　supernatant　after

10　20　3°　40　　cent・if。g・ti。・at　100，000xg　w、、　mea，ured．　Each　value
lnsulin　b°・nd（×1σ’gm。1／mg）　　i・dicat・・th・mean・f　t，ipli，at，　det，，mi。ati。n、．

No・　5，　1991　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　591



大　塚　弘　巳

高血糖を来し，意識混濁状態で来院した。インスリン　　られなかった（Fig．2a）。また，結果は示していない

注入開始から3時間まで，インスリン注入量は高いに　　が，低pHの緩衝液で前処理すると脂肪細胞へのイソ

もかかわらず高血糖値を示した。そして，この間の　　スリン結合は低下した。

pHは低値を示した。しかし，それ以後の血糖値の正　　C　脂肪細胞のブドウ糖酸化に対するpHおよびβ一

常化に要するインスリソ注入速度は低下し，注入開始　　　ヒドロキシ酪酸の効果

9時間後にはpHもほぼ正常化した（Fig，1c）。一方，　　Fig，3に示すように，インスリソ刺激のない状態で

本例でもイソスリン注入速度は尿中のケトン体排泄量　　はpHを7．6から7．0に下げてもD－［1－’4C］glucoseか

te比例しなかった（Fig．1c）。　　　　　　　　　　　らの［1℃］02の産生に有意の変化を認めなかった。

B　脂肪細胞へのインスリン結合に対するβ一ヒドロ　　pH7．6で前処理した細胞をインスリソ（10’7M）で刺

　キシ酪酸の効果　　　　　　　　　　　　　　　　　激すると発生する［1℃］02は増加したが，これに比し

　Scatchard解析すると，インスリソの脂肪細胞への　　pH7、0で前処理した細胞ではインスリソ刺激による産

結合は，curvilinearを示した。しかし，これはnega一　生が減少した。一方，20mMのβ一ヒドロキシ酪酸で

tive　cooperativityというよりも，2binding　sitesを示　　脂肪細胞を前処理しても，　pHに関係なく，コントロ

し，high　affinityとlow　affinityの2種類の結合が存　　一ルと比べ発生する［1℃］02に差は認められなかった。

在すると考えられた。β一ヒドロキシ酪酸で前処理し　　D　インスリン受容体へのインスリン結合に対するβ

た細胞では，イソスリソの結合は結合のaffnityが上　　　一ヒドロキシ酪酸の効果

昇したが，maxima1　binding　capacity　e＝は変化が認め　　　pH7．4での［正251］iodoinsulinの結合は，コソトロー

　誓

曇i°

8tt
鰹冥

§盃

碧95
0
u
孔

　　　　　　　珂

　　　　　　　凹1四1

　　　NS「TNT’：一”’“一””

四1psgi°1

　　　　　　　　　　o
　　　　　　　　pH　　　7．0　　7．0　　　7．0　　7．0　　　7．6　7，6　　　7．6　　7．6

　　　　B－・OH－Butyrate　－　　一　　　十　　→一　　　一　　一　　　＋　　十

　　　　　　　（20mM）
　　　　　lnsulin　　　　　　一　　 ＋　　　 一　　 一←　　　 一　　 ＋　　　　一　　 一ト

　　　　　　　（10－7M）

Fig，3　Effect　of　pH　and　B－OH－butyrate　on　glucose　oxidation　in　rat

　　　epididymal　adipocytes

　　Isolated　rat　adipocytes　were　preincubated　in　the　absence　or　presence　Qf

20mM　B－OH－butyrate　at　pH　7，0　or　7．6．　After　preincubation，　adipocytes　were

incubated　at　37℃for　60　min　with　18．5kBq　D－　［1－’‘C］gIucose　in　the　absence　or

presence　of　10『7M　insulin．　The［1℃］02　generated　was　measured　as　described

in“Materials　and　Methods”．

　　There　were　no　signi丘cant　differences　between　the　absence　and　presence

of　20rnM　B－OH－butyrate．　In　two　additiollal　experiments　similar　results　were

obtained．
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Fig．4　Effect　of　B－・OH－butyrate　on［1251］iodoinsulin　binding　to　sQlubilized

　　　insulin　recep亡ors

a：Effect　of　various　concentrations　of　B－OH－butyrate　on［1251］iodoinsulin

　binding　to　solubilized　insuiin　receptors。　Solubilized　insulin　receptors（0．2μg

　protein）were　preincubated　in　the　absence（●）or　presence（○）of　various

　concentrations　of　B－OH－butyrate　at　pH　7．4（upper　line）or　at　pH　7，0（lQwer

　line）．　After　preincubation，　B－OH－・butyrate　was　removed　from　the　medium

　by　resin，　then［1251］iodoinsulin（5×10『n　M　added）binding　was　measured．

　Each　value　indicates　the　mean±SEM　of　four　determinations　of　speci丘c

　binding，　and　there　is　a　significant　difference（Pく0．01）between　the　two

　groups　at　every　concentration　of　B－OH－butyrate．　Statistical　analysis　was

　performed　by　Student’s　t・test．

b　and　c：Effect　of　pH　on　［1251］iodoinsulin　binding　to　solubilized　insulin

　receptors．　Solubilized　insulin　receptors（0，2μgprotein）were　preincubated　in

　the　absence（㊤）or　presence（○）of　20mM　B－OH－butyrate　at　various　pHs

　for　20min（b）or　for　50min（c）．　After　preincubation，　the　mixture　was　treated

　with　resin　as　described　in“Materials　and　Methods”．　After　the　treatment

　［1251］iodoinsulin（5　x　10－11　M　added）bihding　was　measureCl．　Non　specific

　binding　was　de丘ned　as［1251］iodo｛nsulin　bound　in　the　presence　of　10一6M

　unlabeled　insulin．　Specific　binCling　was　Hlustrated，　Each　value　iIldicates　the

　mean±SEM　of　four　determinations，　and　there　is　a　significant　difference

　（p〈0．01）between　the　twQ　groups　at　every　pH　except　for　pH　7．0．

ルに比べ，20mMのβ一ヒドロキシ酪酸で前処理した　　なインスリソ結合の上昇は認められなかった（Fig．4

インスリソ受容体で高かった。これをScatchard解析　　a）。β一ヒドロキシ酪酸非処理受容体では，

すると，β一ヒドロキシ酪酸で前処理した受容体で　　pH7．6～7．8にイソスリソ結合の最高値が認められた

affinity1の上昇が認められた。しかし，　rnaximal　bin・　　（Fig．4b，4c）。一一方，　pH7．0で20分間前処理すると

dillg　capacityには変化が認められなかった（Fig．2b）。　結合は最高値の50％，50分間では20％にまで低下した。

また，インスリソ結合は，0．2～20mMのβ一ヒドロキ　　β一ヒドロキシ酪酸による結合上昇も高pHで最高値を

シ酪酸処理で濃度依存的に増加したが，20mMを越え　　認めた。この上昇も低pHで処理することにより著明

る濃度で処理した受容体ではむしろ減少した（Fig．4　　に低下した（Fig．4b，4c）。

a）。一方，受容体を低pHで前処理するとイソスリン　　E　インスリン受容体へのイシスリン結合に対するア

の結合が低下したが，β一ヒドロキシ酪酸による有意　　　セト酢酸の効果
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△　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．5　Effect　of　acetoacetic　acid　on［1251］iodoinsulin
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＼，　　　　器欄濫鑑。（塁1、？λ欝器謡認
　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acetoacetic　acid　was　removed　by　resin．　Then，　［1251］

　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　iodoinsulin（5×10－11M　added）binding　was　measured　in

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム　　　　　　　　　　　　　　　　the　presence　of　various　concentrations　of　unlabeled

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　insulin．　Non－specific　binding　was　defined　as［1251］iodoin・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sulin　bound　in　the　presence　of　10－5M　unlabeled　insulin．

0　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30　　Each　value　indicates　the　mean　of　triplicate　determina－

　　　　　　　［nsuli，　b。und（，m。1／mg　P，。t，i，）　　ti・n・・f・pecifi・bi・di・g・

…幽遜響灘鎌鑛灘鞭灘懸灘灘

　　　　　灘灘灘s　　　　　　i　　羅　　　　　鑛雛

　　　　　覇覇難灘、　　　　　麟　　　　雛灘

灘羅琵馨羅懸．＿、懸、麟．翻馨！

　　　　　　　）　　　　　　　　）　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一

　　　　　1．ns（M）　（一）　10一10　10　9　10－8　10－7　　（一）　10－10　10－s　　10　8　10一7

B－OH－butyrate（十）　　（十）　　（十）　　（十）　　（十）　　（＿）　　（＿）　　（＿）　　（＿）　　（＿）

Fig．6　Effect　of　B－OH－butyrate　on　autophosphorylation　of　insulin　rece・

　　　　　ptors

　　　Solubilized　insulin　receptors（0．2μg　protein）were　preincubated　in　the

absence　or　presence　of　20mM　B－OH－butyrate．　After　preincubation，　the

receptors　were　incubated　with　various　concentrations　of　insulin　for　30min　at

22℃．After　incubation，　the　phosphorylation　reaction　was　performed　by

adding［γ一32P］ATP（2μM）．Phosphorylated　proteins　were　analyzed　by　auto－

radiography　revealed　on　SDS－PAGE．
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1　　　　2

95K一

　　　　　　　Fig．7　1mmunoprecipitation　of　insulin　receptor　with　monoclonal

　　　　　　　　　　　　anti－insulin　receptor　antibody

　　　　　　　　　　Solubilized　insulin　receptors（0．2μgprotein）were　precipitated　by

i　　　monoclonal　anti－insulin　receptor　antibody．　After　precipitation，　the

l　　　supernatant　was　phosphorylated　in　the　presence　of　10－6M　insulin　by

　　　　　　　adding　2μM［γ一32P］ATP．　Phosphorylated　proteins　were　analyzed　by

　　　　　　　autoradiography　revealed　on　SDS－PAGE（lane　2）．　Insulin　receptors

’　　　　treated　without　the　antibody　were　phosphorylated　and　applied　to
x　　　　SDS－PAGE　as　control（lane　1）．95kDa　protein　was　not　detected　in

　　　　　　　lane　2．
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Fig．8　Effect　of　various　concentrations　of　insulin　on［1251］iodoinsulin　bind・

　　　　　ing　to　solubilized　insulin　receptors　and　autophosphorylation　of　insulin

　　　　　receptors

　　　Solubilized　insulin　receptors（0．2μg　protein）were　preincubated　in　the

absence（●）or　presence（○）of　20mM　B－OH－butyrate　at　pH　7．4　for　50　min．

After　preincubation，　B－OH－butyrate　was　removed　by　resin，　and［1251］iodoin・

sulin　binding（1eft　panel）or　autophosphorylation（right　panel）in　the　presence

of　various　concentrations　of　unlabeled　insuIin　was　examined．　In　the　experi－

Inent　on　insulin　binding，　each　value　indicates　the　mean±SEM　of　four

determinations．　Results　obtained　in　Fig．6were　analyzed　by　means　of　the

Cerenkov’s　effect，　and　are　shown　in　the　right　panel．　Each　value　indicates　the

mean　of　duplicate　determinations．　In　additional　two　experiments，　silnilar

results　were　obtained．

No．5，1991　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　595



大　塚　弘　巳

　10－3Mおよび10－5Mのアセト酢酸（pH7．4）で前処　　響を受けなかったため，インスリソ受容体燐酸化酵素

理したイソスリン受容体へのインスリソの結合を　　で促進される燐…酸化ではないと考えられた。95kDa

Scatchard解析したが，コントロールとの問に差を認　　蛋白がイソスリン受容体か否かを検討するため，可溶

めなかった（Fig．5）。また，結果は示していないが，　　化受容体をイソスリン受容体のモノクローナル抗β一

アセト酢酸は10”BMから10“3Mの濃度でpH7．4での　　サブ＝＝ット抗体で沈降後，この上清を燐酸化し

イソスリソの結合に影響しなかった。　　　　　　　　　SDS－PAGE　autoradiographyで観察すると・95kDa

F　インスリン刺激によるインスリン受容体の自己燐　　のバンドは認められなかった（Fig．7）。

　酸化に対するβ一ヒドロキシ酪酸の効果　　　　　　　　95kDaパンドの燐酸化を量的に評価するために，

　インスリソ受容体の自己燐酸化は，インスリンの作　　Cerenkov効果を利用して［γ一32P］ATPの取り込み

用発現の第一一段階と考えられている。イソスリソ作用　　を，また［1251］iodoinsulin結合に対する非標識イソス

に対するβ一ヒドロキシ酪酸の効果を受容体レベルで　　リンの効果を観察した。β一　tドロキシ酪酸前処理の

検討する目的で，20mMのβ一ヒドロキシ酪酸で前処　　有無で［γ一32P］ATPの取り込みに差異を認めなかっ

理した受容体と非処理の受容体で，この自己燐酸化反　　たが，［1251］iodoinsulinの結合はβ一ヒドロキシ酪酸で

応を観察した。　　　　　　　　　　　　　　　　　処理した受容体で高値が認められた（Fig．8）。イソス

　イソスリソ濃度依存性に，95kDaの蛋白バンドが　　リン受容体のATPに対するVm、。およびKm値を，

燐酸化されるのが観察されたが，これはβ一ヒドロキ　　double　reciprocal　plotsで解析した。10’8Mのイソス

シ酪酸前処理により影響を受けなかった（Fig，6）。95　　リンで刺激した場合，　Vmax（1．11×10－9　moles），　Km

kDa以外に，185kDa付近にも燐酸化蛋白が認められ　　（1．33×10－5M）の両者がβ一ヒドロキシ酪酸で影響を

たが，この蛋白の燐酸化はイソスリソ濃度によって影　　受けなかった。イソスリソで刺激していない状態では，

／

㊦盛一醜

　1　　　2　　　3　　4　　　5

　　［1／ATP（M）］×10－5

Fig．　g　Double　reciplocal　analysis　of　the　effect　of　B－OH－butyrate　Qn　the

　　　irlsulin・induced　phosphorylation　of　95kDa　insulin　receptor

　　The　phosphorylation　reaction　was　performed　in　the　presence　of　various

concentratiQns　of　ATP．　Each　value　was　obtained　from　the　calculation　of　the

radioactivity　ill　the　phosphorylated　bancl．　Open　symbols　indicate　the　phos－

phorylation　in　the　absence　of　insulin（Km＝5．01×10『5　M　ATP，　Vmax＝1ユ0×

10－9moles　phosphorylated　insulin　receptor）and　closed　symbols　indicate　the

phosphorylation　in　the　presence　of　10－8　M　insulin（1くm＝1．33×10闇5　M　ATP，

Vmax＝1ユ1×10齢9　moles　phosphorylated　insulin　receptor）．　Circles　indicate　the

values　obtainecl　ill　the　receptors　pretreated　without　B－OH－butyrate，　and

triangles　indicate　the　values　obtained　in　the　receptors　pretreated　with　B－OH

－butyrate（20mM），
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K。値（5．01×10－－5M）は10一8Mのインスリソで活性　　結合性を低下させず・糖酸化作用にも影響を与えなか

化した場合と比ぺて高かったが，この値に対してもβ　　った。また・他のケトン体（アセト酢酸）もイソスリ

ーヒドpsキシ酪酸による影響は認められなかった。し　　ン受容体へのイソスリンの結合を低下させなかった

かし，イソスリソ非存在下でのVm，。はβ一ヒドロキシ　　　（Fig．5）。以上の結果から・ケトソ体・少なくともβ

酪酸で前処理した受容体でわずかな減少がみられた　　叱ド・キシ酪酸が増加することよりも，pHが低下す

（Fig，9）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることがイソスリソの作用を低下させる一因であると

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結論し得た。本研究では，インスリソの作用の主要な

　　　　　　　　N考　察　　　　標的細胞を用い燃勲乱たが洞様な結果はリ。

　糖尿病性ケトアシドーシスでは，血糖値を正常化す　　パ球，線維芽細胞においても観察されている9）11）・

るためのイソスリソの必要量が増加し，イソスリン抵　　　β一ヒドロキシ酪酸は，アセト酢酸と異なり，イン

抗性が生じているということは広く認められてい　　スリソの結合を増加させるという結果が脂肪細胞およ

る1》－4）。しかし，このインスリソ抵抗性発症の詳細な　　び可溶化インスリソ受容体で観察された。それにもか

機序はよく判っていない。　　　　　　　　　　　　　かわらず，β一ヒドPキシ酪酸はインスリン作用を増

　糖尿病性ケトアシドーシスの患者でイソスリン拮抗　　強させなかった事実は，インスリソのその受容体への

ホルモン，特にグルカゴソが増加するという報告があ　　結合と活性化との間に解離が生じていることが示唆さ

る21）。そして，このイソスリン拮抗ホルモソの上昇が，　れる。

イソスリン抵抗性の原因の1つと考えられている22）。　　　イソスリソ受容体では，受容体のα一サブユニット

以前我々も，グルカゴン等のイソスリソ拮抗ホルモン　　にインスリソが結合するとβ一サブ＝＝ットのチロシ

がcAMPの生成を介して，インスリソのその受容体　　ソ残基の燐酸化が生じ，このことが多くのインスリソ

への結合を抑制することを報告したt4）23〕24》。しかし，　　作用発現の引き金となることが指摘されている25｝2S）。

膵全摘後のIDDM患者においても，ケトアシドーシ　　しかし，β一ヒドロキシ酪酸はインスリソ結合を増加

ス時には同様のイソスリン抵抗性がみられることから，　させたにもかかわらず，受容体の自己燐酸化に影響を

イソスリソ拮抗ホルモソに加えて，低pHや高ケトン　　与えなかった。このことは，β一ヒド戸キシ酪酸で処

血症もイソスリソ抵抗性に関与する可能性が高い。　　　理した受容体では，インスリンの結合に伴う受容体の

　糖尿病性ケトアシドーシスで来院した3例のIDDM　　活性化レベルで解離が存在することを示唆する。何故

患者にっいて，インスリン投与量，ブドウ糖投与量，　この様な解離が生ずるのかは不明である。しかし，燐

血糖変化を経時的に観察したが，治療開始直後のpH　　酸化がβ一ヒドPキシ酪酸処理によって影響を受けな

低下時にはいずれもインスリン抵抗性を示した。また，　かったことは，結合後の情報を受容体燐酸化機構に伝

3例ともpHの正常化に少し遅れてインスリン抵抗性　　達し得ないインスリソ結合が存在することを示してい

の程度が減少した。症例1では，pH正常化まで長時　　る。また，イソスリン受容体のα一サブ＝＝ットのC一

間を要し，しかもpH正常化後も他の2例に比べ大量　　末端を変異させると結合親和性が変化するという報告

のインスリソを必要とした。これが，癌例1でみられ　　があり27），ヒドPキシ酪酸が受容体の構造を変えて親

た著しい低pHによるものか，単なるインスリン感受　　　和性を増加させている可能性がある。さらに，イソス

性の個体差なのかはこのデータからは判別できなかっ　　リン受容体には2つ以上の異なったイソスリソ結合部

た。また，尿中へのケトソ体排泄量とイソスリソ注入　　位の存在が示唆されており2S｝29），これはインスリン受

彙との間に関連は認められず，高ケトン血症によるイ　　容体には燐酸化を経由する機構とは異なった情報伝達

ソスリソ抵抗性が存在するか否かは，これらの臨床デ　　経路のあることを示唆する3°）“35｝。一・一一一方，チロシン残

一タのみでは判別が不可能であった。　　　　　　　　　基の燐酸化はインスリンによる糖代謝に関与している

　本研究では，まずin　vihtoで，イソスリンの主要な　　ことが示唆されているが36），他の作用についてはチロ

標的細胞である脂肪細胞を使って，pHおよびケトン　　シン残基の燐酸化に直接関連するかしないか未だ不明

体のイソスリン作用に対する効果を検討した。pHの　　である。この様な報告から考えると，β一ヒドロキシ

低下に伴い，イソスリソの細胞への結合は減少し，イ　　酪酸によるイソスリン結合の増加が，自己燐酸化を介

ソスリン刺激による糖酸化作用も低下した。一方，主　　さないで細胞になんらかの作用を及ぼしている可能性

要なケトン体であるfi－一ヒドロキシ酪酸はインスリン　　は否定できない。β一ヒドロキシ酪酸の作用部位を同
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定できれば，インスリソ受容体の作用に対する新しい　　　れた。

知見を得られるかも知れないが，今のところ不明であ　　4　しかし，β一ヒドロキシ酪酸はイソスリン受容体

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のインスリソに対する親和性を上昇させることから，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　インスリソ受容体には受容体の燐酸化と独立した情

　　　　　　　　　v結　論　　　　糖達機能があることが示唆された。

1　ケトアシドーシス患者では，イソスリソ抵抗性が

　存在することが確認された。　　　　　　　　　　　　　本論文の要旨は，8th　International　Congress　of

2　pHの低下は，インスリン結合性の低下をもたら　　Endocrinology（July，1988　in　Kyoto）において発表し

　し，インスリソ刺激による脂肪細胞の糖酸化作用を　　た。

抑制した。このことから，pHの低下はイソスリソ

抵抗性の一因と考えられた。　　　　　　　　　　　　　稿を終わるにあたり，懇切なる御指導，御校閲を賜

3　β一ヒドロキシ酪酸は，自己燐酸化に影響を与え　　りました恩師山田隆司教授に深く感謝の意を表します。

ず，イソスリソ刺激による糖代謝にも影響しない。　　また，実験の遂行に際し，終始御指導，御助言を頂き

　このため，β一ヒドロキシ酪酸はヶトアシドーシス　　ました橋爪潔志講師，ルイジアナ州立大学山内恵史博

時のインスリン抵抗性の原因とはならないと考えら　　士に心より御礼申し上げます。
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