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我々 は ヒ ト II 型糖尿病 に 一般 的 に 認め ら れ る 特徴であ る 末梢組織の イ ン ス リ ン 抵抗性や牌 B 細 胞 の機能異常

が NON マ ウ ス の 耐糖能異常 の 成 立 に ど の 程度貢献 し て い る か に つ い て 調べ た 。 ま ず ， 末梢脂肪細 胞受容体へ

の イ ン ス リ ン 結合動態 と ， 脂肪細胞への 14C-D-glucose の 取 り 込み を 指標 と し た イ ン ス リ ン 作用 か ら 末梢 で の

イ ン ス リ ン 抵抗性 の 有無 を 調べ た 。 NON マ ウ ス 及 び対照 ICR マ ウ ス 由 来 の 脂 肪 細 胞 に 対す る イ ン ス リ ン 結合

は ， ト レ ー サ ー 濃度か ら lOOng/ml ま でほぼ同 じ 結合率 であ り ， Scatchard 解析 （two site model ） に よ っ て 各

脂 肪 細 胞 の レ セ プ タ ー数， 結合親和性 を 求め て も ， ICR マ ウ ス 2.08 × 10s 土 5.80 × 104I cel l ,  1 .36 × 1 01 1 ± 4.30 × 
l0 10 ( M-1 )  ( mean 土 SD, n = 7 ) ,  NON マ ウ ス 1 .96 × 105 士 3.20 × 104I cell, 1 .42 × 101 1 土 7.10 × 1010 ( M 1 )  (mean 
± SD, n ニ 8 ） と い ず れ も 差 を 認め な か っ た 。 他方， 両種マ ウ ス 脂肪細 胞への ト レ ー サ ー 濃度 での 14C-D-glucose

の糖取 り 込 み は ， イ ン ス リ ン 最大刺 激時 （ 50ng/ml ） で各々 イ ン ス リ ン 無添加 時 の約 2 倍 ま で増加 し ， イ ン ス リ
ン の EDso も ICR マ ウ ス が 6.8ng/ml, NON マ ウ ス が 6.6ng/ml と ほ ぼ同 じ であ っ た 。 従 っ て ， 両種マ ウ ス 細

胞 で の イ ン ス リ ン の受容体へ の 結合や そ れ に 続 く 糖代謝の促進作用 に 有意 の差 は な い と 考 え て よ い 。 NON マ

ウ ス の 低 イ ン ス リ ン 血症 と 騨 イ ン ス リ ン 含量 の低下か ら ， NON マ ウ ス の騨 B 細 胞 の機能， 特 に イ ン ス リ ン 合
成 能 の 異 常 が 示 唆 き れ て い る の で， 障 の イ ン ス リ ン mRNA 含量 を 調べ た 。 そ の結果， NON マ ウ ス の騨総

RNA 画 分 中 の イ ン ス リ ン mRNA の 含 量 は ， ICR マ ウ ス の33% と 明 ら か に 減 少 し て い た 。

こ れ ら の観察結果 は ， NON マ ウ ス が示す 耐糖能異常 は 末梢 の イ ン ス リ ン 抵抗性 に よ る と 考 え る よ り ， む し

ろ 転写 の 障害 を 含む イ ン ス リ ン mRNA 代謝 回 転 の 異常が第一義的 原 因 で あ る こ と を 示す 。 換 言す れば， NON

マ ウ ス に お い て 醇 B 細 胞 の機能 異常が， 陣 イ ン ス リ ン 含量 の低下， さ ら に 低 イ ン ス リ ン 血症 を 引 き 起 こ し ， そ

の 結果 と し て 耐糖能異常が観察 さ れ る と 判 断 き れ た 。
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森 岡 向 夫， 大角 誠治， 沢

は じ め に

糖尿病 は イ ン ス リ ン の作用 不 足 に 基づ く 糖や脂質

の 代謝 異常 を 共通点 と す る が， こ の疾 患 の 成 因 は 多

岐に わ た る 。 糖尿病 は ， 現在 WHO の勧告 に 従 う と

以下 の よ う に 分類 さ れ る
1 ）

。 原 因 不 明 の も の を 生 命

を 維持す る 上 で イ ン ス リ ン が必須か 否 か と い う 臨床

的観点か ら イ ン ス リ ン 依存型糖尿病 （ IDDM ） と イ ン

ス リ ン 非依存型糖尿病 （ NIDDM ） に 分 け ， N IDDM

を き ら に non-obese と obese に 細分 し て い る 。 ま た

原因が明 ら か な も の を 栄養不良関連性糖尿病 （ M RDM,

栄養状態の不良が原因 ） と other type （陣疾患， 薬剤，
内 分泌疾患， 異常 イ ン ス リ ン 血症 が 原 因 等 ） と し て

い る 。 ま た WHO では従来の病 因論的分類の I 型，

II 型糖尿病 （ 即 ち ， 騨 ラ ン ケ守ルハ ン ス 氏 島 の insuli

tis 像 や 自 己 免 疫 の 関 与 を 示唆す る I 型， 及 び そ れ

ら を 伴 わ な い II 型 ） の 名 称 を ， 混乱 を 避 け る た め病

因論的意味 を も たせず 、 各々 IDDM ( I 型 ） ， NIDDM 

( II 型 ） と 同義語 と し て 用 い る よ う に 勧告 し て い る 1 ）
。

原 因 が不 明 な も の の 中 で I 型 糖尿病 の 成 因 解 明 に つ

い て は ， 免疫学 的 ア プ ロ ー チ に よ り 次 第 に 進展がみ

ら れ て い る が
2 l '  II 型 糖尿病 は 濃厚 な 遺伝的背景が

示唆 き れ 3 ' 4 
）
， 糖尿病 患 者 の 大部分 を 占 め る に も か

か わ ら ず ， 成 因 は 未 だ不明 で あ る 。 従 っ て ， II 型糖
尿病類似の症状 を 示す 自 然発症糖尿病動物モ デルが

あ れば成因 を 解 明 す る た め の 有 力 な研究材料に な る
も の と 思 わ れ る 。

我々 が成 因 を 研 究 し て い く 上 で着 眼 し た の は ， II
型糖尿病 の 騨 B 細 胞機能 で あ る 。 蹄 B 細 胞 よ り イ ン

ス リ ン が合成 ・ 分 泌 さ れ， 末梢標 的細 胞 で作用 を 発

揮す る ま で， ど の段 階 の 障 害 で も 糖尿病 は 起 こ り う

る 。 一方， II 型糖尿病 の っ ち ， 肥満 型 と 非 肥満 型 で

は 成 因 が 異 な る と さ れ て い る
5 ）

。 通常肥満 II 型糖尿

病 は ， 肥満に よ る 末梢脂肪組織での イ ン ス リ ン 抵抗

性が ま ず お こ り ， そ れ を 代償す る た め に 高 イ ン ス リ

ン 血症 を 伴 っ て く る 。 よ っ て ， 肥満 II 型糖尿病 では

イ ン ス リ ン 合成 の 異常が第一義的病 因 と は な り 得 な
い 。 こ れ に 対 し ， 非肥満 II 型糖尿病 患者の 多 く は 空

腹時血 中 イ ン ス リ ン レ ベ ルが， 正常 も し く は 低下 し

て い る 。 ま た ， 臨 床 的 に 耐糖能に 全 く 異常が認め ら

れ な く て も ， 糖 負 荷 時 に 騨 B 細 胞 の イ ン ス リ ン 分 泌

反応が低下 し て い る “非糖尿病健常 人 ” に お い て は ，
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将来糖尿病 を 発症 す る 危 険性が高 い と き れ， こ の よ
う な 一群 の 人 々 は “low insulin responder” と し て

経過観察が必要 と さ れ て い る
6

・ 7 ） 。 よ っ て ， ヒ ト の

非肥満 II 型 糖尿病 患者は イ ン ス リ ン 合成量が先天的

に 低下 し て お り ， こ れ に 後天 的 な 因子が負荷 き れ糖

尿病 の 発症 に 至 る と 考 え る こ と が で き る 。 従 っ て こ

の 型 の糖尿病 の 発症機構 を 調べ る た め に 必要 な動物

モ デル は ， ①糖尿病 発症 の主 因 は 末梢組織に お け る

イ ン ス リ ン 抵抗性では な い， ②牌 B 細胞 に 病理組織

学 的 な 異常が な い ， と い フ 2 点 を 満 足 し な け れば な

ら な い 。 こ の 点 に 関 し て は ， GK ラ ッ ト や チ ャ イ ニ
ー ズ‘ハ ム ス タ ー が非肥満 II 型 糖尿病 の モ デル動物 と
し て 既 に 報告 さ れ て い る が

）
， こ れ ら の動物の騨 ラ

ン ゲ、ルハ ン ス 氏 島 に 病理変化が認め ら れ， 我 々 が必

要 と す る 動物 モ デルの 条件 を 満 た さ な い 。

NON マ ウ ス は ， I 型糖尿病 の動物 モ デル と し て

NOD マ ウ ス 株 9 ' JO） を 確 立 す る 過程で， 同 時 に 分離

さ れ た が， こ の 系 の マ ウ ス は ， 非肥満で耐糖能異常

（ 軽度 の糖尿病 ） と ， 低 イ ン ス リ ン 血症 が あ り ， し

か も 陣 ラ ン ゲルハ ン ス 氏 島 に 病理学的 異常 を 全 く 認

め ず ， ヒ ト の 非 肥 満 II 型糖尿病 の特徴 を 多 く も っ て

い る マ ウ ス で あ る こ と を ， 我々 が既に 報告 し て い る
）
。 こ れ ら の 点 か ら ， NON マ ウ ス を 使 っ て そ の 耐

糖能異常 を 生 じ る 機構 を 調べ る こ と は ， ヒ ト の 非 肥

満 II 型糖尿病 の初期 の病態 と そ の 発生機構の研究の

最初 の ス テ ッ プ に な り う る も の と 考 え た 。

ヒ ト 非肥満 II 型糖尿病 患 者 の 主要 な 特徴 は 騨 B 細

胞 の機能異常 と 末梢組織での イ ン ス リ ン 抵抗性 であ

る
12

,
13 ）

。 今 回 我 々 は ， NON マ ウ ス が示す耐糖能異
常 の 成立 に こ の 2 つ の 因子 の い ず れ が主要な役割 を
果 た し て い る か を 知 る 目 的 で， 単離脂肪細 胞 の イ ン

ス リ ン 受容体へ の イ ン ス リ ン の 結合動態 を 調 べ た 。

ま た ， 一 方 で脂肪 細胞への 14c・D-glucose の 取 り 込

み の イ ン ス リ ン に よ る 促進 を 指標 と し て イ ン ス リ ン

作用 を 調べ， こ れ ら の検索 に よ り NON マ ウ ス の 末

梢標的細 胞 に お け る イ ン ス リ ン 抵抗性 の有無 を 判 定

し た 。 ま た NON マ ウ ス では 低 イ ン ス リ ン 血症 と 勝

イ ン ス リ ン 含量 の低下が観察 さ れ る こ と か ら
1 1 ）

， 我

々 は イ ン ス リ ン 合成過程の何 ら か の 異常 を 推定 し て

い る 。 こ の 点 を 明 ら か に す る 目 的 で牌 の イ ン ス リ ン

mRNA 含 量 を 調 べ ， 牌 B 細 胞機能 の 異常 の 有 無 に
つ い て も 検討 し た 。



動物モ デル NON マ ウ ス の耐糖能異常 の 成 因

材 料 お よ び方法

1 ） 実験動物

NON マ ウ ス は ， こ れ を 純系化， 確 立 し た シ オ ノ
ギ研究所 よ り 搬 入。 ま た 対照 の Jcl-ICR マ ウ ス は ，

NON マ ウ ス の分離 に 使 わ れ た 系 で あ る 日 本 ク レ ア
の も の を 購入 し た 。 い ず れ も 8 ～ 1 1週令の雄マ ウ ス

を 使用 し た 。
2 ） 材 料

豚 の single component insulin は 清水製薬よ り 譲

渡 を う け ， 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Fraction V ) ,  N司

Lauroylsarcosine, sodium salt は Sigma, colla­

genase は 和光純薬， ［U-14C]-D-glucose は New En­
gland Nuclear, ［α－32P] dCTP ( 137 - 141 TBp/ 

mmol ） は ICN -chemical, Guanidinium thiocyanate 

は Fluka, DNase I と DNA polymerase I は

Pharmacia， ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー は Schli­
cher & Schuell の も の を 用 い た 。 1 251-monoiodo-

insulin （ 豚， 3.7 ～ 5.6MBq/µg） は ， 滋賀 医科大学 の
小林正博士が ブ タ イ ン ス リ ン を Na [12s1］ を 用 い て

Freychet ら
14） の ク ロ ラ ミ ン 変 法 に て 標 識 し た も の

を 提供 し て 頂 い た 。 ま た ， ラ ッ ト プ レ プ ロ イ ン ス リ
ン I cDNA は ， 東北大学 岡 本 宏博士が ク ロ ー ニ ン

グ さ れ， 塩基配ダlj が確認 さ れ た も の を 提供 し て 頂 い
た （ unpublished data ） 。
3 ） 緩衝 液の作成

イ ン ス リ ン 結合測定用 の緩衝液 と し て ， Gambhir

ら
15 ）

が至適条件 を 決定 し て ， ヒ ト 赤血球や ラ ッ ト 脂

肪 細 胞 で良 好 な イ ン ス リ ン 結合 の 結果が得 ら れ て い

る Hepes-Tris 緩衝液 （ HEPES 50mM, Tris 50mM, 

Na Cl 50mM, MgCl2 lOmM, KCl 5mM, CaClz 10 

mM, EDTA 2mM, lOmg/ml BSA, pH 8.0 ） を 用 い ，

糖 取 り 込 み 測定用 の 緩衝液 と し て ， Whitesell ら
16)

が 3-0-methylgl ucose の取 り 込 み に は じ め て 用 い ，

以 後糖取 り 込み で一般的に 用 い ら れ る Krebs-Ringer
Phosphate Hepes 緩衝液 （ NaCl 131 .2mM, KCI 
4.7lmM, CaClz 2.47mM, MgS04 l .24mM, Na­
H2P04 2.48mM, HEPES lOmM, lOmg/ml BSA, 

p H 7.4 ） を 用 い た 。

4 ） マ ウ ス 脂肪 細 胞 の 単 離

8 ～ 1 1週令の雄マ ウ ス を 屠 殺後， す ばや く 開 腹 し ，
精 巣 上体 上 の fat pads よ り 脂肪組織 を 細 か く 切 り

- 38 

落 と し Rodbell の 方法
17 ）

に よ り Krebs-Ringer bi­
carbonate buffer 中 で 2mg/ml の コ ラ ゲナ ー ゼ， 40
mg/ml の牛血清ア ル ブ ミ ン （ Fraction V ） と と も に

37℃ ， 20分 間振畳僻 置 し ， 250µm の ナ イ ロ ン メ ッ シ

ュ で櫨過後， 緩衝液 で 2 回 洗 浄 し 実験 に 供 し た 。 脂
肪 細 胞 数 は ， Hirsh と Gallian の 方 法

18）
に 準 じ て ，

蒸留水 に と か し た 2 % osmium tetroxide 溶液 中 で

ア ッ セ イ 系 に 用 い た 単離脂肪 細 胞 浮遊液 を 24 時 間 ，
室 温 に て 固 定後， コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー モ デル ZB

に て ， そ の 細 胞数 を 計測 し た 。

5 ） イ ン ス リ ン 結合能の 測 定

単 離 脂 肪細 胞 を Hepes-Tris 緩衝液に て希釈後 フ。

ラ ス チ ッ ク パ イ ア ル 中 で 1251-insulin ( 0.2ng/ml ） と

各産濃 度 の 非標 識 イ ン ス リ ン （ 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 

ng/ml 最終濃 度 ） と と も に ， 24℃ ， 90分間僻置後，

各 細 胞 浮遊液 を シ リ コ ン オ イ ル添加マ イ ク ロ チ ュ ー

ブ に 分 取 し ， Beckmann microfuge で細 胞 層 を 分

離 し ， こ の 画分中 の放射活性 を γー カ ウ ン タ ー で 測

定 し た。 な お ， 測定値は 20µ g/ml の イ ン ス リ ン 存 在

下 での 結合 を 非特異的結合 と し て 差 し 引 き ， 脂肪細

胞数 2x105 個 あ た り に 補正 し た 。

6 ） 糖取 り 込 み の 測 定

糖取 り 込み は 柏 木 ら に よ る 方法
19 ）

に て 検討 し た 。
単離脂肪細 胞 を Krebs-Ringer Phosphate Hepes 緩

衝液 で希釈 し ， 各種濃度 の イ ン ス リ ン （ 0, 0 .1 ,  0.3, 

0.5, 1, 5, 50ng/ml ） と と も に ， 37℃ 30分間前僻置後，
1 .48KBq の 14じD-glucose を 加 え ， 37℃ ， 120分 間

僻置 し た 。 シ リ コ ン オ イ ル を 加 え 細 胞層 を 遠心分離

し ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 細 胞へ の
14 C-D-glucose の 取 り 込 み を 測 定 し た 。 イ ン ス リ ン

濃度 O ng/ml で 14C-D-glucose を 加 え た 直後 に 遠心

分離 し た 細 胞層 の 測 定値 を 非特異的取 り 込 み と し て

差 し 引 き ， 総 カ ウ ン ト の っ ち 1 秒間 に 細 胞 1 個 当 た

り 加 え た ト レ ー サ ー が ど れ だ け 取 り 込 ま れ た か を

glucose transport clearance (fl/ s-cel l ） と し て 表

現 し た 。
7 ） 総勝 RNA 画分の調製 と イ ン ス リ ン mRNA の

同 定

マ ウ ス を屠殺後た だ ち に騨 を 摘 出 し ， guanidinium

thiocyanate 溶 液 中 で ポ リ ト ロ ン で ホ モ ゲナ イ ズ し

た 。 つ い で60℃ 加温 phenol, phenol/ chloroform 中

で RNA を 抽 出 し た 。 ( Guanidinium/Hot phenol 
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20）

。 水層 の RNA を エ タ ノ ー ル沈澱 に て 回収 し ，

総騨 RNA を 得た 。 ア ガロ ー ス 電気泳動で、は総 RNA

量 と し て 5µg ま た は lOµg を 用 い ， ラ ッ ト B 細 胞腫傷
よ り 得た poly ( A )+ RNA を positive control , 

ッ ト 肝 RNA を negative control と し た 。 ニ ト ロ セ

ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 固 定 後， Nick-translation に

よ り 標 識 し た ラ ッ ト プ レ プ ロ イ ン ス リ ン I cDNA 

フ

森 岡

を プ ロ ー プ と し て マ ウ ス イ ン ス リ ン mRNA を 検 出

し ， イ ン ス リ ン mRNA の 比較定量 の た め に ，

オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 上 の陽性 バ ン ド に 一致す る フ ィ

各 々 の 32p 放射活性 を 測定

そ の

100 1 10 
Insulin Concentration (ng/ml) 

B 

。

3 

ル タ 一 部分 を 切 り 抜 き ，
し た 。
8 ） 統計学的検定

測 定値は ， 二元配置 分散分析 ま た は ， Student’s t­

test に よ り 検定 し た 。 2

1
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100 200 300 
Insulin B。und (pg/2x1o" cells) 

Fig. 1 A. Specific binding of 1251-insulin in the 
adipocytes of ICR (n = 7， 。 十 0 ) and NON 

(n ニ 8， ・ ・ ） mice. Data represent the mean 
± SD. Cells were incubated for 90 min at 24℃ 
with 0.2ng/ml 1251-insulin in the absence or 
presence of unlabeled insulin to give the total 
concentration indicated. 
All date are corrected for nonspecific binding 
and are normalized to a cell concentration of 
2xl05 cells/ml. 
B. Scatchard plots of the insulin binding. Data 
from A are analyzed by two site model. The 
ratio of bound to free insulin (B/F) is plotted on 
the ordinate, and bound insulin is on the ab-

400 。

コ ン ト ロ ールの ICR

合曲 線 を 示 し た 。
こ の イ ン ス リ ン 結合の測定値 を ， Scatchard plot 

Fig. l B で あ る 。 さ ら に ICR マに て 解析 し た の が，

ウ ス と NON マ ウ ス に つ い て ， イ ン ス リ ン レ セ プ タ

ー の 解析法の 1 つ であ る two site model 
）
に よ り レ

セ フ。 タ ー 数 （ Ro） と 結合親和性 （ Ke ） を 求めた と こ ろ ，

Ro = 2.08 × 10s 土 5.80 × 104I cell ,  

1 ） イ ン ス リ ン 結合

マ ウ ス単離脂肪細胞へ の イ ン ス リ ン 結合 の 結果 を

Fig. lA に 示 し た 。 NON マ ウ ス 由 来脂肪細 胞への

イ ン ス リ ン 結合 は ， 0.2ng/ml の ト レ ー サ ー 濃度 よ り

lOOng/ml ま での 各 点 に お いて，

マ ウ ス の そ れ に 比 し て ， 有意差 は な く は ほ、同様の結

Ke = 1 .36 × 101 1 土 4.30 × 1010 ( M-1 ) ( mean 士 SD, n 

であ り ， NON マ ウ ス で も Ro = 1.96 × 10s 士

3.20 × 104 I cel l ,  Ke = 1.42 × 101 1 ± 7.10 × 1 010 ( M  i ) 
( mean 士 SD, n = 8 ） と イ ン ス リ ン の受容体へ の 結合

性 は 両種マ ウ ス 間 で有意差 を 認め な か っ た 。

マ ウ ス ではICR 

SClSSa 

え て も 観 察 き れ る 。 そ の 結 果 に 基 づ き LSD 法
22)

( Least Significant Difference ） を 用 い て 各 イ ン ス

リ ン 濃度 に お け る 有意差 を 検定す る と ， イ ン ス リ ン
濃度が Ong/ml と 0.3ng/ml の 時 の 測定値で、は p <

0.05 で有意差 を 認 め た 。 一 方 ， イ ン ス リ ン 濃度 50

2 ） 糖取 り 込 み

イ ン ス リ ン の糖取 り 込み促進作用 の 容 量 反 応 曲 線

を Fig. 2 に 示 す 。 イ ン ス リ ン 無添加か ら lng/ml の

イ ン ス リ ン 添加 時 ま で NON マ ウ ス 脂 肪 細 胞 が ICR
ng/ml に お け る 最大反 応 で は 統計学的検定 を 行 う と ，
両種マ ウ ス 細 胞 での糖取 り 込 み 活性 に は ， 有意差が

nHu

 

qd

 

マ ウ ス の そ れ に 比べ， 約 l . 5 倍高 い 糖取 り 込 み の 活

こ の傾 向 は よ り 高 濃 度 の イ ン ス リ ン を 加性 を 示 し ，



動物モ デ／レ NON マ ウ ス の 耐糖能異常 の 成 因

な い 。 ま た ， 各 々 の マ ウ ス 細 胞 は イ ン ス リ ン 無 添加

時 に 比べ， 最大刺 激 時 で約 2 倍程度， 糖取 り 込 み 活
性 は イ ン ス リ ン に よ り 促進 さ れ た （ Fig. 3 ） 。 こ の結
果 か ら ， EDso を 求め る と ICR マ ウ ス で 6.8ng/ml,

NON マ ウ ス で 6.6ng/ml と ほ ぼ 同 じ 値 で あ っ た 。

つ ま り ， イ ン ス リ ン に 対す る 諸種 の 反応性 に 関 し て

は ， 両種マ ウ ス 間 で特筆す る 程の差がな い こ と を 意

味す る 。

＊ 
玉

ホ

3 ） 騨 に お け る イ ン ス リ ン mRNA の 定量

総牌 RNA は 牌 湿 重 量 lmg あ た り 8 ～ 12µg の 収

率 で 回 収 さ れ た 。 そ の一部 を 使 っ て RNA ブ ロ ッ ト

ハイ ブ リ ダ イ ゼー シ ョ ン を 行 う と Fig. 4 に 示 し た よ

う に イ ン ス リ ノ ー マ 細 胞 に 含 ま れ る 対照 イ ン ス リ ン

mRNA と 同 じ 部 位 に あ る バ ン ド は ， 用 い た マ ウ ス
の 中 では， ICR に 比べ NON マ ウ ス の 方 が い ず れ も
弱 い 黒 化度 を 示 し た 。 こ の 結果か ら ， NON マ ウ ス

蹄 に お け る イ ン ス リ ン mRNA 含量が対照 に 比 し 少

100 10 

Fig.2 Effect of various concentrations of insulin 
in glucose transport into adipocytes from ICR 
( 0 )  and NON （ ・ ） mice. Values are the mean 
土 SE of eight separate experiments. Values of 
NON mice are significantly different from those 
of ICR mice indicated by * F-test p< 0.05. The 
ED5o of adipocytes from the ICR mice was 6.8 
ng/ml, and that from NON mice was 6.6ng/ml 
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イ ン ス リ ン mRNA

の 陽性バ ン ド の フ ィ ル タ 一部分の 32p を 計測す る と

Table I に 示 し た ょ っ に ， NON マ ウ ス の イ ン ス リ

コ ン ト ロ ー ル の ICR マ ウ ス の

な い こ と が示 唆 き れ る 。 実 際 に ，

Fig. 4 Northern analysis for insulin mRNA m 
the pancreatic total RNA preparations from 
ICR and NON mice. Ten or five µg of the 
pancreatic RNA fractions from ICR mice （ 特 6,
7, and 8) and NON mice ( # 25, 26, and 27)  were 
subjected to Northern analysis using the nick­
translated insulin cDNA. The total RNA from 
a strain of B cell tumor that synthesizes insulin 
is also examined at the same time to confirm 
occurrence of insulin mRNA 

ン mRNA 含 量 は ，

平均約33%へ と 有意 か つ 著 明 な 減 少 を

1母 s ，針蕗

0 
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Fig. 3 Stimulation of glucose transport in the 
adipocytes from ICR (open bar) and NON 
(hatched bar) mice in the presence of 50ng/ml 
insulin. Basal and maximum activities were 
measured with or without insulin. Values are 
the mean 士 SE ( n = 8 )  of the data from Fig. 2 

Basal 
。
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Table 1 .  Comparison of proinsulin-mRNA 
contents per lOµg of total RNA, isolated from 
the pancreas of ICR and NON mice. 

ICR NON 

Number 5 6 

Count (cpm) 483 土 67 160 ± 31 * 
(Mean ± SE) 

% 100 33(1 4 ～ 57) 

* p < 0.01 by t test 

考 察

種々 の 原 因 が あ る と 考 え ら れ る II 型糖尿病 の 成 因

を 解 明 す る た め に そ の動物モ デル を 用 い る こ と が で

き れ ば， 糖尿病 の 成 因研究に と っ て 大 き な 意義があ
る 。 そ こ で， NON マ ウ ス の 耐糖能異常の 成立機序

を 明 ら か に す る こ と に よ り ， ヒ ト 非 肥満 II 型糖尿病

の 成 因 の 少 な く と も 一つ を 推定 で き る と 考 え ， 本研

究 を 行一 っ た 。
今 回 の 研究結果 よ り ， NON マ ウ ス の 末梢脂肪細

胞の受容体 の イ ン ス リ ン 結合の性質や脂肪細胞への
14C-D-glucose の 取 り 込 み を 指 標 と し た イ ン ス リ ン

作用 に つ い て は ， 対 照 の ICR マ ウ ス と の 聞 に NON

マ ウ ス の耐糖能異常 を 説明 し う る だ け の 有 意 の差 を
見 い 出せ な か っ た 。 こ の事実は NON マ ウ ス の 末梢

脂肪細胞に は 検 出 で き る ほ ど の イ ン ス リ ン 抵抗性 が

存 在 し な い こ と を 示唆す る 。

NON マ ウ ス 脂肪 細 胞 での イ ン ス リ ン 結合 は ， 対

照 の ICR マ ウ ス と 有意差が な か っ た 。 し か し ， ス ト

レ プ ト ゾ ト シ ン 投与 で牌 B 細 胞 を 傷害 し て 作成 し た

実験的糖尿病 ラ ッ ト の 脂肪細 胞 で は
23 ）

， 低 イ ン ス リ

ン 血症が原 因 と な り ， 代償機能 に よ り 脂肪 細 胞 の イ

ン ス リ ン レ セ プ タ ー数の増加 （ up regulation ） が起 こ

り ， そ の 結果 イ ン ス リ ン 結合 量 の 増加が観察 さ れ る 。

た だ こ の場合， 脂 肪 細 胞へ の 2-deoxyglucose の取

り 込 み でみ た 糖尿病 ラ ッ ト 細 胞 の イ ン ス リ ン 作用 は ，
著 明 に 低下 し て い る 。 こ れに 対 し て ， l 4 C-D-glucose 

の取 り 込み で み た NON マ ウ ス 細 胞での イ ン ス リ ン

作 用 は 対 照 の ICR マ ウ ス 細 胞 に 比 し て 有意差がな

く ， 従 っ て NON マ ウ ス は ， 低 イ ン ス リ ン 血症 を 伴

41 

う も の の， 日 常 の 状 態 で は 脂 肪細 胞 を 含み， 末梢細

胞 での代謝障害 を 起 こ し て い な い も の と 考 え ら れ た 。
イ ン ス リ ン 作用 に つ い て は ト レ ー サ ー 濃 度 の i4c_

D-glucose を 用 い て マ ウ ス 脂肪 細 胞への糖取 り 込み

を 検討 し た 。 ラ ッ ト の 脂肪細 胞 では イ ン ス リ ン 作用

と し て 糖の取 り 込 み を 検討す る と き に は ， 2-deoxy­

glucose の 取 り 込 み
23）

ゃ， rapid pulse technique を

用 い て 真 の 糖 輸 送 を 表 わ す と さ れ る 3-0-methyl­

glucose の取 り 込 み
16）

が測定 さ れ る こ と が 多 い 。 一
方 ， マ ウ ス の脂 肪細胞では モ ルモ ッ ト での報告

）
と

同 様 に ， ラ ッ ト に 比 し て糖輸送体の数が少 な い た め

か ， 最大反応が低 く ， Young ら
25）

の 報告 で も 2-de­
oxyglucose の 取 り 込 み で イ ン ス リ ン 最大刺 激 時 で

も イ ン ス リ ン 濃度 Ong/ml での取 り 込み の 2 倍 に も

達 し て い な い 。 そ こ で さ ら に 鋭敏 な 測定方法が望 ま

れ る わ け で あ る が ， マ ウ ス の 脂 肪 細 胞 と 同様， in

vitro で の イ ン ス リ ン に 対す る 糖取 り 込 み の 反 応 が

低 い 例 に ヒ ト の 脂肪細胞が あ る 。 こ の 点 を 考慮、 し ，

イ ン ス リ ン に よ る 糖取 り 込み の促進活性が低 い ヒ ト

脂 肪 細 胞 を 用 い た 実験系の た め に 柏 木 ら が開 発 し た
方 法

19）
が， ト レ ー サ ー 濃度 に お け る 14C-D-glucose

を 用 い た 糖取 り 込 み の 測 定 法 で あ り ， 我々 は こ の 方

法 を マ ウ ス の 脂 肪 細 胞 に 応用 し た 。 イ ン ス リ ン 最大

刺 激時 で イ ン ス リ ン 濃度 Ong/ml での糖取 り 込 み の

2 倍 位 の 反 応 が 得 ら れ （ Figs. 2, 3 ） ， マ ウ ス 脂肪 細

胞 の イ ン ス リ ン 作用 を 検討 す る の に 極 め て 有用 な 方

法 で あ る と 思 わ れ た 。

ヒ ト の 脂肪 細 胞 での 1 4C-D-glucose を 用 い て の糖

取 り 込み の検討 に よ る と
19）

’ 肥満 II 型糖尿病 患 者 で、

は ， イ ン ス リ ン 最大刺激時 （ 50ng/ml ） の糖取 り 込み

と ， そ の イ ン ス リ ン に 対す る 感受性 （ ED5o ） が健常

肥満者 よ り 低下 す る も の も あ る こ と が報告 さ れて い

る 。 NON マ ウ ス では ， イ ン ス リ ン 最大刺激時の糖

取 り 込 み， ED5o と も に ， コ ン ト ロ ー ルの ICR マ ウ
ス と 同 様 で、 あ っ た 。 こ れ は NON マ ウ ス に 末梢 の イ

ン ス リ ン 抵抗性が存在 し な い こ と を 示 し て い る と 考

え て よ い 。

II 型糖尿病 の も う 一つ の 大 き な 要 因 であ る 騨 B 細

胞 の機能異常 に つ い て ， 我々 は NON マ ウ ス で低 イ

ン ス リ ン 血症 と 醇 イ ン ス リ ン 含 量 の低下傾向 を 既 に
観察 し て い る こ と か ら 11 ）

イ ン ス リ ン 合成 の 異常 を考
え ， 障 の イ ン ス リ ン mRNA の 定 量 に よ る イ ン ス リ



動物モ デル NON マ ウ ス の 耐キ唐能 異常 の 成 因

ン 合成 障害 に つ い て 検討 し た 。 NON マ ウ ス の 騨 の

イ ン ス リ ン mRNA 含 量 は コ ン ト ロ ー ルの ICR マ ウ

ス よ り 著 し く 低下 し て お り ， NON マ ウ ス に お い て

イ ン ス リ ン 遺 伝 子 の 転 写 か ら は じ ま る イ ン ス リ ン

mRNA の 代 謝 回 転 に 異常があ る こ と が示唆 さ れ た 。

し か し ， イ ン ス リ ン mRNA レ ベ ルの低下が転写活

性 の低下に よ る の か mRNA 自 身 の 分解促進に よ る

か に つ い て は ， ま だ結論が得 ら れ て い な い 。 次 に ，

イ ン ス リ ン 自 身 の合成の異常に も 量 の 異常 と 質 の 異

常 が あ る 。 近年 異常 イ ン ス リ ン に よ る 糖尿病症例 が

報告 さ れ て い る が
26, 27

, 28）
， 我 々 は こ の 点 に 関 し て も

検討 し た 。 マ ウ ス イ ン ス リ ン I , II と ア ミ ノ 酸配列

が 同 一 で、あ る ラ ッ ト イ ン ス リ ン I , II を 標準物質 と

し て NON マ ウ ス の牌 か ら 抽 出 し た イ ン ス リ ン を ヒ

ト の 異 常 イ ン ス リ ン 中 の 1 残基 の ア ミ ノi 酸置 換 を 識

別 で き る 条件 で H PLC に て 分析 し た と こ ろ ， NON

マ ウ ス では ， マ ウ ス イ ン ス リ ン I , II に 相 当 す る 2

つ の メ イ ン ピ ー ク を 認 め ， か つ ， ス タ ン ダー ド の

ラ ッ ト イ ン ス リ ン I , II と ピー ク が一致 し た （ un­

published ） 。 よ っ て ， NON マ ウ ス が合成， 分j必 し
て い る イ ン ス リ ン は 正常マ ウ ス イ ン ス リ ン で あ る と

推定 き れ， NON マ ウ ス の 耐糖能 異常が異常 イ ン ス

リ ン 血症 に よ る イ ン ス リ ン 作用 の 活性低下 に よ っ て

起 こ る 可能性 は 否 定 し て よ い と 結論 し た 。
騨 の イ ン ス リ ン mRNA に つ い て は ， Giddings

ら
29

, 30 ）
に よ る 報告 では ラ ッ ト で絶 食 に よ っ て 1 8 時 間

で約 2 / 3 へ減少す る こ と ， ま た 3 日 間 絶 食 後， 生

理的 食塩水静注群， ブ ド ウ 糖静注群， 再摂 食群 で イ

ン ス リ ン mRNA レ ベ ル を 比較す る と ブ ド ウ 糖静注

群 で特異的 に イ ン ス リ ン mRNA 量 が 増加す る と し
て い る 。 こ の よ う に 牌 の イ ン ス リ ン mRNA が， 食

事摂取 と く に ブ ド ウ 糖 に よ っ て 大 き く 変動す る こ と

が示 さ れ て い る が， 我 々 の実験 で、のマ ウ ス は 自 由 摂

食 で あ り こ の よ う な 食事摂取 の 制 限 に よ る 影響 は 除

外 し う る と 考 え ら れ た 。

糖尿病 と 騨 の イ ン ス リ ン mRNA 量 と の相関 に つ
い て は ， ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 処理 ラ ッ ト

）
や陣切 除

ラ ッ ト
32）

での報告があ り ， い ず れ も 耐糖能異常 と 醇

の イ ン ス リ ン mRNA 含 量 の低下が相 関す る こ と を

明 ら か に し て い る が， 両 者 と も に 騨 臓へ の 直接的傷

害 に よ っ て 耐 糖 能 異 常 を 誘 発 し て お り ， こ の 点 で
NON マ ウ ス と 同一に論 じ る こ と は で き な い 。 一方，

他 の 自 然 発症 糖 尿 病 動 物 モ デルの障 の イ ン ス リ ン

mRNA 含 量 に つ い て の 報告 は な く ， こ れ ら の モ デ

ル動 物に つ い て は今後の さ ら な る 検討が必要 と 思 わ
れ る 。

醇 B 細 胞か ら の イ ン ス リ ン 分泌 は in vivo で グル

コ ー ス お よ びア ル ギ ニ ン 投与 の 刺 激 に 反 応 し て 起 こ
る 。 こ の イ ン ス リ ン 分泌の不全 も ヒ ト II 型 糖尿病 に
共通 し て 認め ら れ る 特徴 であ る 。 一般に こ の病 型 の

患者 では グル コ ー ス 刺 激 に よ る イ ン ス リ ン の初期分

泌 （ 第 1 相 ） が低下消失 し た り
33）

， さ ら に は 後期 分

泌 （ 第 2 相 ） も 低下す る 。 し か し ， ア ル ギニ ン に よ

る 刺 激 に 対 し て は 十 分 反 応 す る 。 こ の 点 に 関 し て

NON マ ウ ス では 狩野 ら
34 ）

が単離 ラ ン ゲ、ルハ ン ス 氏

島 を 用 い た 潅 流実験 で， ブ ド ウ 糖刺 激 に よ る イ ン ス

リ ン 分 泌 の 第 1 相が消失 し ， ア ル ギ ニ ン 刺激に 対す

る イ ン ス リ ン 分泌が保 た れ て い る こ と を 明 ら か に し

て お り ， こ の 点 も NON マ ウ ス の II 型糖尿病動物モ

デル と し て の 適切 な 特徴の 1 つ と い え よ う 。

今 回 我々 は NON マ ウ ス が示 す 耐糖能異常 は ， 末

梢 の イ ン ス リ ン 抵抗性 に よ る と 考 え る よ り ， む し ろ

イ ン ス リ ン 遺伝子か ら 転写 き れ た mRNA の 代 謝 回

転 の 障害 に よ り イ ン ス リ ン mRNA 含量が低下 し ，

こ の こ と が既に 明 ら か に し て き た 牌 イ ン ス リ ン 含 量

の低下 を 起 こ す 可能性が強 い こ と を 示唆 し た 。 さ ら

に我々 は こ の結果起 こ る 低 イ ン ス リ ン 血症が， NON

マ ウ ス の 耐糖能 異常 の 成 立 に 主 要 な 役割 を 果 た し て

い る 可能性が強 い と 考 え て い る 。 こ の よ う に NON

マ ウ ス 醇 B 細 胞 に は 明 ら か に 機能 の 異常が発 見 さ れ

た が， イ ン ス リ ン 分 泌 と の 関 連 を 考 え る と ， イ ン ス

リ ン 含量 の 低 い こ と が グル コ ー ス 刺 激 に よ る 第一相

の低下 を 起 こ し て い る か も 知 れ な い し ， あ る い は イ
ン ス リ ン 分 泌 に 至 る 血 中 グル コ ー ス 濃度 の 膜 を 介 し

て の シ ク、、ナ ル伝達 も B 細 胞 で障害 さ れ て い る の か も

知 れ な い 。 NON マ ウ ス で イ ン ス リ ン mRNA の 翻

訳が グル コ ー ス に よ り 十分促進 き れ て い る か ど う か

も 現在 は 不 明 であ る 。 し か し ， 既 に 述べ た よ う に 騨

の イ ン ス リ ン mRNA レ ベ ル が低下す る と い う 特定

の 原 因 に 基づ く 糖尿病動物モ デルの 存 在 は ， ヒ ト II

型糖尿病 の病態や成 因 の 解 明 に 貢献す る も の と 期待

さ れ る 。
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