
原 著

堕
Ｆ

ｍ

　

，ｃ．

ト
ーーｎ

妊娠後期ラットの単離脂肪細胞におけるグルコース

酸化作用およびインスリン受容体の検討

豊田 長 康

要約 :妊娠時の糖代謝の特徴の1つ として,ィ ンスリィに対する抵抗性の増大があげられるが,そ の機序を

解明する目的で,妊 娠後期ラットより調製した単離脂肪細胞を用いて,イ ンスリンのグルコース酸化促進作

用およびインスリン受容体について検討した。 インスリンのグルコース酸化促進作用は, 37°C60分 間に

(1‐
HC)グ ルコースより発生する 14co2の量を,イ ンスリン受容体は,37°C60分 間または24?C90分 間に

結合する 1251_ィンスリン量を, それぞれ各種濃度のインスリン存在下で測定することにより求めた。 単位

脂肪細胞数あたりのグルコース酸化作用は,イ ンスリン非存在下および存在下とも妊娠ラットのほうが非妊

娠ラットに比し有意に低下していた。 1251_ィンスリン結合率については 37°Cお ょび 24°C の 両条件下と

も各種濃度のインスリン存在下で両ラットの間に有意差は認められなかった.結 合率測定中のインスリンの

分解率についても両ラットの間で有意差は認められなかった。

以上の成績により,妊 娠後期ラットの単離脂肪細胞ではグルコース酸化作用に関してインスリン抵抗性が

認められるが,そ れは主としてインスリンに対するresponsivenessの低下によるものであり, しかも,イ ン

スリン受容体の数および親和性に有意の変化が認められず,妊 娠時のインスリン抵抗性がインスリン受容体

以後 (pOStreceptor)の過程の変化により生じていることが示唆された。
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はじめに

妊娠時の糖代謝の特徴の1つ として,イ ンスリン抵

抗性の増大することがあげられる1)2)。このインスリ

ン抵抗性の増大tt・妊娠時にしばしば認められる糖代謝

異常と深い関係があると考えられる。例えば,妊 娠糖

尿病の発症や糖尿病合併妊婦における糖忍容力の低下

などは,ィ ンスリン抵抗性の増大がその原因の一部を

なすと考えられている3)。しかし,妊 娠時のインスリ

ン抵抗性増大の機序に関しては,現 在まで明確な解答

は得られていない。

本研究では,妊 娠時のインスリン抵抗性増大の機序

を明らかにする目的で,妊 娠後期ラットの単離脂肪細

胞を用いて,ィ ンスリンのグルコース酸化促進作用お

よびインスリン受容体の解析を行い,特 に,妊 娠時の

インスリン抵抗性が脂肪細胞でも認められ るか ど う

か,そ して:そ れがインスリン受容体の変化にもとづ

くものかどうかという点を中心に検討を行った。

対 象

ウィスター系雌ラットを5～ 7週 令にて交配し,交

尾を腟腔内の精子の存在により確認した。市販ラット

用固型飼料 (日本クレア,CE‐ 2)を 自由に摂取させ,

妊娠後期 (妊娠17～20日)に 実験に用いた。同一週令

の非妊娠ラットを同時に平行させて実験を行い,グ ル

コース酸化作用の検討に7対 ,イ ンスリン受容体の検

討に13対のラットを用いた。

研究方法

単離脂肪細胞のグルコース酸化作用 は, Rodbel14)

に準じ,(1‐14c)グルコースより発生する14C02を
測

定することにより評価し,イ ンスリン受容体は,Glic‐

mannら 5)に
準じ,1251_ィンスリンの脂肪細胞への結

合率を求めることにより評価した。
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糖尿病 26巻 8号 (1983)

午前 8～10時の間にラットの後頭部を一撃した後断

頭し,子 官および卵巣周囲の脂肪組織より,Rodbel14)

の方法にしたがい。コラゲナーゼ (タイプH, WOr―

thington社)を 用いて単離脂肪細胞を調製した.

bufFer ャま, NaCl l.35, KC1 2.2,  CaC12 2.5,

MgS04 1025, Na2HP042.17, KH2P040045, Hepes

lo,D‐glucosc 2(mMol)の組成のものを使用し,コラ

ゲナーゼ処理の場合はウシ血清アルブミン (Fraction

V,Armour社 ,以 下3SA)を 4%添 加し, それ以後

の実験には BSAを 2%,bacitracin(Sigma社 )を

0。05%添 加した。pHは 5規定の NaOH溶 液を用い

て,37:Cに おいて7。4に調整した。

グコース酸化作用は, 単離脂肪細胞 5～15万 個 と

(1114c)グルコース (New England Nuclear社)0・2

μCiお よび各種濃度のインスリン (終濃度 0,0003,

1, 5,25 ng/mJ)を混じ (総量 2 mJ), 37°Cで 60

分間に発生する 14co2を hyaminc(半井化学薬品)

に吸収させ,そ の放射能を液体シンチレーションカウ

ンタ‐で測定することにより検討した。
1251_ィンスリンケまFreychetら6)の方法に準じ,Ch―

10ramine T(半井化学薬品),Na 1251(New ttngland

Nuclear社)お よび pure pOrk insulin(清水製薬)

を用いて作製し, そ の Specinc activityは60～120

μCi/μgの 範囲にあった。
1251_ィンスリン結合実験は,単 離脂肪細胞10～20万

個と1251_ィンスリン (終濃度 0。2 ng/mJ)および非標

識インスリン (終濃度0,1,5,10,25,50,100 ng/m′)

を混 じ (総量 l mJ),37°Cで 60分間または24°Cで 90

分間のインキュベーションの後に,シ リコ ンオ イル

(信越化学,比 重0。97)を 用いた遠心により脂肪細胞

を bufFerょり分離 し, 脂 肪細胞の放射能をウェル型

シンチレーションカウンタァで測定することにより行

った。非標識インスリン 100 μg/mJ存 在下での 1251_

インスリンの脂肪細胞への結合値を非特異 結合値 と

し,そ れを各インスリン濃度下における1251…ィンスリ

ンの結合値より差し引き,以下の解析に用いた。また。

インキュベーシヨン中の1251.ィンスリンの分解率はト

リクロル酢酸による沈澱法5)により求めた,

細胞数の算定は,脂 肪細胞を2%オ スミウム酸溶液

(Merk社 )で 固定した後に生理食塩水で100倍に希釈

し, ゆ るやかに攪拌しつつ 50 μJを採取し, その中

に含まれる脂肪細胞の数をスライドグラス上で計数す

ることにより行った。また,細胞の直径をDynascope③

(ViSiOn Engo Ltd)を装着した顕微鏡により計測し,

50～100個の直径の平均値を求めた。

断頭時に採取した血清の immunoreactive insulin

(以下 IRIと 略す)お よびグルコースは, それぞれ

radioimmlinoassay kit(シォノギ製薬)お よび mu‐

tarotasc―glucose oxidase 法による kit 鰤口光純 :葉:)

を用いて測定した。

統計学的検討は StudCnt's t testンこよった。

結 果

1.実 験に使用したラットの性状

妊娠ラットは非妊娠ラットに比し,体 重および摂食

量が大きく,血 清グルコース値は有意に低値 を示 し

た。しかし, 脂肪細胞の直径および血清 IRI値 につ

いては,両 者の間に有意差は認められなかった(Table

l )。                              .

2.単 離肪脂細胞のグルコース酸化作用

妊娠ラットおよび非妊娠ラットとも,イ ンスリンの

添加により (1-14c)グルコースの酸化が促進され,

無添加時に比しインスリン25 ng/mJ添加時には妊娠

ラッ トで5。71倍,非 妊娠 ラットで5.65倍と,ほ ぼ同程

Table l CharaCteristics of the subjccts

nonpregnant pregnant

body weight (g)

food intake (S/d"y)

cell diameter (p)

glucose (mg/dl)

insulin (pU /mI)

191。0± 12.5

22.9=L4.6

77.1」ヒ9.6

140。0=Lll.2

28。0± 14。7

195。3± 12.0

2 1 . 5 ±4 . 3

78。1=L8。0

139。5二L19。2

32.9=L13.9

267.9=L20.2**

25。7」L4.lNoS.

75.1圭ヒ6。8N.S。

104.6こL17.3**

26.8± 13。8NoS

278。0=L24e l**

25。1二L3.7*

75.8=L8.6NeS。

93.4± 18.3**

31.6± 19。4N.S。

meant S.D.

n:7: used for glucose oxidation, n-13 : used for insulin binding
** : significantly different from nonpregnant (p<0.01)

* : significantly different from nonpregnant (p<0.05)

N.S. : not significant
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妊娠後期ラットの単離脂肪細胞におけるグルコ

度の促進が認められた。また,イ ンスリンl ng/mιの

添加により,両 者ともほぼ最大に近い促進効果が認め

られた。しかし'イ ンスリン無添加時および各種濃度

のインスリン添加時とも,妊 娠ラットの方が常に有意

に低い値を示した (Fig.1).  ヽ

この (I‐
14c)グルコースの酸化作用に対す るイ ン

スリソの促進効果を,そ の最大効果に対する割合で検

討したところ,妊 娠ラットと非妊娠ラットの間に有意

―ス酸化作用およびインスリン受体容の検討

差は認められなかった (Fig.2).

3.単 離脂肪細胞への 1251ロィンスリン結合

各種濃度のインスリン存在下にお け る 1251_ィンス

リンの単離脂肪細胞への結合率は, 37°C60分 間およ

び24°C90分 間の両インキュベーション条件下とも,

妊娠ラットと非妊娠ラットの間で有意差を示さなかっ

た。 また, 37:Cの 場合のほうが 24°Cの 場合 に比

し,特 にインスリン低濃度域で低い結合率 を示 した

(Fig。3).

この 1251_ィンスリン結合実験の結 果を SCatchard

解析7)にて検討したところ (Fig。4),37°Cお よび 24
°Cの 両条件下とも, 妊娠ラットと非妊娠ラットの間
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糖尿病 26巻 8号 (1983)

り諸家1)2)により報告さオ

ては不明な点が少なくなln o n p r e g n a n t

とし,イ ンスリンの標的,la t e  p r e g n a n t

質代謝に重要な役害Jを荷

胞を用いて,妊 娠時のイ

明らかにしようとしたも(

として選択した 1つ の理|

時のインスリン抵抗性のJ

C             で ある。

近年,イ ンスリンの作

端罐
つつある。妊娠時のインスリン抵抗性増大の機序に

理0.2     しても,この方面よりの
増訂Ttti:継意IλTI罐

0           0。1

bound insulin(ngノ m:)    の
成績は必ず しも一致 し

‐

妊娠時σインス リン受容体に関しては, ヒ ト単核曜Fig。 4 SCatchard plot of 125 1"inStlin binding                                                i“

to adipocytes from late pregnant rats   または赤血球で, 1251_ィンス リンの結合率が低下するう

とする報告
12)と

低下しないとする報告
13)-17)が

ぁる。1

ヒト脂肪細胞については,妊 娠時に 1251_ィンスリン結:

合率が低下する18)と報告されている。実験動物につい1

ては,ラ ット脂肪細胞19)および肝細胞20)で1251_ィンス1

リン結合率が上昇するとい う報告があるが,ラ ット肝|

細胞膜21)ゃマウス茅L腺細胞22)で低下するという報告も1
見られる.                 1

妊娠時の組織に対するインスリン作用については,1

ラット横隔膜および脂肪細胞で糖の酸化または糖の取:

り込みがインスリン非存在下および存在下で低下して三

いるという報告
23),ラット筋灌流実験で糖の取り込み1

に対するインスリンの促進作用が低下しているという:

報告
24)がぁるが,一 方,ラ ット脂肪組織25)ゃ

筋肉26)で
,

明瞭な差違を見い出せなかったとする報告もある.:

このように,妊 娠時のインスリン受容体およびイン:i24・C    37° C24°C     37・ C

Pregnant      ス
リン作用に関しては諸家の成績の一致を 見 ず, ま1

nonpreg nant

Fig。5 Degradation of 1251_inSulin during the   た,本 研究のようにインスリン受容体とインスリン作:
incubation fOr the binding study     用

の関連を解析した報告は少ないと思われる。  |

本研究においては,ま ず,単 離脂肪細胞のグルコー
1に,曲 線の傾きおよび延長線とπ軸との交点に関して                          、

ス酸化作用が,イ ンスリン非添加時および各種濃度の1差違は認められなかった。また, 37°Cの 場合のほう                          、

インスリン添加時とも,常に妊娠ラットで低下してしヽ1が 24°Cの 場合に比し, 曲線の傾きが緩やかである
                         .

ることを明らかにした (Fig.1)。(1‐
14c)グルコース1と判断された。

(1_14c)グルコースが細胞1より発生する 14co2は ,             .なお,1251_ィンスリン結合実験中の 1251_ィンスリン

膜を透過して後,ベ ントース回路を通って代謝される|の分解率は,37°Cお よび 24°Cの 両インキュベーシ

ことにより生じるものとされている27)。したがって,1ョン条件下とも,妊 娠ラットおよび非妊娠ラットの間                          て
この成績は,妊 娠ラットの脂肪細胞ではグルコース2‐1で有意差を示さなかった (Fig。5).

膜透過あるいはその後のペントース回路の機能が低十:

しており,それらに対するインスリンの作用も低下し1考 察

ていることを意味するものと考えられる。    {妊娠時にインスリン抵抗性が増大することは従来よ

Iζ｀
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■関

[デ,
Kahn23)によれば,インスリンの生物学的効果とイン

スリンとの間の容量―反応曲線の型により,イ ンスリ

ン抵抗性はrespOnsiveness(反応性)の低下とSensiti宙ty

(感受性)の 低下という2つ の要素に分けて考えるこ

とができるとされている。responsivenessはインスリ

/にょる最大効果の程度により,Sensitivityは最大効果

に至るまでに必要なインスリン濃度によって評価され

る。そして,脂 肪細胞のような
“Spare receptor''o旨

肪細胞ではインスリンがインスリン受容体のたかだか

10%に結合すればほぼ最大の効果が得られ,残 り90%

のインスリン受容体は “Spare receptor"と呼ばれて

ぃる)を 有する細胞では,イ ンスリン結合能の変化は

scn t゙ivityの変化に対応するとされている。

今回得られた, インスリンと (1‐14c)グル コァス

酸化作用との間の容量―反応曲線 (Fig.1)のパターン

により,ま ず,妊 娠ラットの脂肪細胞ではインスリン

に対するrcsponsivcnessの低下があると判断される。

さらに,Sensitivityの低下も伴っているかどうかを調

べるために,容 量―反応曲線をインスリンの最大効果

に対する割合で表示したところ (Fig 2),妊娠および

非妊娠ラットの間に有意の差は認められなかった。し

たがって,妊 娠ラットの脂肪細胞におけるインスリン

抵抗性はSensitiVityの低下によるものではなく,主 と

して rCSponsivenessの低下によるものと考えられる。

次に妊娠ラットの脂肪細胞においてインスリン受容

体に何らかの変化が生じているかどうかを明らかにす

るために, 1251_ィンスリンの脂肪細胞への結合率を検

討した (Fig.3)。最近, インスリン受容体測定時の

インキュベーションの温度により結果に相違の出る可

能性が指摘されたので29), 本研究では 37°と 24°C

の両方の温度でインキュベーシヨンを行い,妊 娠およ

び非妊娠ラットの脂肪細胞への1251_ィンスリン結合率

を比較した。しかし,両 インキュベーション条件下と

も,妊娠ラットと非妊娠ラットの間に有意差を見い出

すことはできなかった。
鯰51-インスリンの結合実験の成績を SCatchard plot

で表示した場合も,妊 娠および非妊娠ラットの間で,

曲線の傾きおよび曲線の延長線とX軸 との交点に関し

て差違は認められなかった (Fig。4)。曲線の傾きがイ

ンスリン受容体の親和性を,曲 線の延長線とπ軸との

交′点が受容体数を表すとされているので, この成績は

妊娠おょび非妊娠ラットの間にインスリン受容体の親

和性おょび受容体数に関して,特 に変化のないことを

示すものと考えられる。また, インキュベーション温

度の違いによる SCatchard plotの変化は,主として曲

線の傾きの変化によると判断され, 37°Cで は 24°C

に比し受容体の親和性が低下しているものと考えられ

る。
1251_ィンスリンの結合実験中の 1251_ィンスリン分解

率は妊娠および非妊娠ラットの間に有意差なく (Fig。

5),分 解率の相違が結合実験の成績に影響をお よば

した可能性はないと考えられる。

インスリン受容体の数を調節している因子の1つ と

してインスリン自身があり,肥 満などの高インスリン

血症を呈する病態ではインスリン受容体数の減少30)31)

が観察されている(dOWn regulatiOn).妊娠時には一般

に高インスリン血症を来たす32)33)とされているので,

■の dOWn regulatiOnに よリインスリン受容体数が

減少することが期待される。しかし,今回の検討では妊

娠時にインスリン受容体数が減少するという成績は得

られなかった。その1つの原因は,今 回使用した妊娠

および非妊娠ラットの間には,血 清 IRI値 に有意差

が認められなかったことによると思われる(Table l).

もし仮に高インスリン血症の著明な対象を用いるなら

ば,イ ン不リン受容体数が減少するとしくう成績が得ら

れる可能性は十分にあり,そ の場合には,イ ンスリン

作用において sensitivityの低下も観察されるもの と

思われる。

今回の成績において,妊 娠および非妊娠ラットの間

に, グルコース酸化に対
。
するインスリン作用に関して

sensitivityの差が認められなかったことは, 1251_ィン

スリン結合率に差が認められなかったことと理論的に

矛盾しない。そして,妊 娠ラットにおい て respon‐

sivenessの低下を主体とするインスリン抵抗性が認め

られたことは,妊 娠時のインスリン抵抗性が主として

インスリン受容体以後 (pOStreceptor)の過程の変化

に基づくことを示唆していると思われる。

このような妊娠時のインスリン抵抗性を引きおこす

要因については,現 時点では,ま だ完全に明らかにさ

れていない。脂肪細胸において同様なインスリン抵抗

性が報告されている病態として,肥 満34)ゃ
飢餓35)がぁ

げられるが,今 回用いたラットでは脂肪細胞の直径が

妊娠および非妊娠ラットの間で有意差がな く (Table

l),重 た1251_ィンスリンの結合率にも差の認められな

いことなどより,妊 娠時のインスリン抵抗性の主たる

原因を,肥 満や飢餓による二次的な結果に帰すことは

難かしいと思われる。おそらく,妊 娠時に増加する各

種のホルモン,た とえば性ステロイドホルモン,HPI ,́
コルチゾールなどが複雑に働いて妊娠時のインスリン

抵抗性増大の原因をなしているのであろうと推察され

るが,こ の点に関しては,さ らに検討を要するところ

である.
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Abstract

Glucose Oxidation and Insulin Receptors in Isolated

Adipocytes from Late Pregnant Rats

Nagayasu Toyoda

Department of Obstetrics and Gynecology, Mie

IJniversity School of Medicine, Tsu, Mie, Japan

Increased insulin resistance is one of the characteristics of metabolism during pregnancy. We stu-

died the action of insulin on glucose oxidation and the insulin receptors using isolated adipocytes pre-

pared from late pregnant rats in order to clarify the mechanism of the insulin resistance.. The insulin

action on glucose oxidation was estimated by measuring the amount of laCOz converted by adipocytes

from (1-1aC) glucose during 60 min at 37"C. The insulin receptors were assessed by measuring the

r25l-insulin bound to the adipocytes during 60 min at 37'C or during 90 min at 24'C. The glucose

oxidation was significantly decreased in the pregnant rat adipocytes with or without insulin' The

amount of laCOz converted from (1-1aC) glucose by adipocytes from pregnant and nonpregnant rats

was 2:81i0.  49 and 4.62X0.54 wi thout  insul in,  and t6.04t2.10 and 26.  1 i3.43(n:7,  meantSEM)

with 2b ng/ml insulin, respectively. There was no significant difference in the lziJ-insulin binding at

each insulin concentration between the pregnant and nonpregnant rats. There was also no significant

difference in the degradation of rzsl-insulin during the incubation time.

These results suggest that isolated adipocytes from late pregnant rats are resistant to insulin on

glucose oxidation and that this insulin resistance is due to certain changes at the postreceptor sites.
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