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論　文　内　容　要　旨

〔目　的〕

インスリンが種々の細胞においてNa／K輸送を促進することは広く知られている。骨格筋に

おいてもインスリンのNa／K輸送促進作用は古くから研究されているが、その作用機構は未だ

に明らかにされていない。本研究ではカエル骨格筋を用い、インスリンによるNa／K輸送促進

機構を解明することを目的とした。

〔方　法〕

ウシガエル骨格筋を出来る限り無傷の状態で取り出し、インスリン溶液（100munit／ml）中

でインキュベートした後に破砕した。遠心を繰り返す方法によってミクロソーム分画を調整し、

さらに庶糖密度勾配遠心法によって形質膜分画を得た。また、低張液中で筋肉を破砕して形質膜

分画調製の時と同様に遠心し、超遠心（110000g）の上清を細胞内分画の原液とした。この細胞

内分画の原液をさらにDEAE－SepharoseFast Flowに吸着させ、LiClの直線濃度勾配によって

溶出した。これらの分画についてNa，K－ATPase活性及びウアパイン結合を調べた。形質膜分画

の活性は界面活性剤であるサポニンを加えてベシクル膜をleakyにしてから測定した。膜分画の

脂質はクロロホルム／メタノールを用いて抽出し、リン脂質は二次元薄層クロマトグラフィーに
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よって分離したのち灰化を行い、無機リンとして定量した。細胞内分画中の脂質は微量であるた

め、抽出前に限外濾過器を用いて濃縮した。

コレステロールは酵素法によって定量した。すべての実験はカエルの片方の脚の筋肉を無処理の

対照区とし、インスリン処理区のものと一対にして行った。

●

〔結　果〕

形質膜分画の［3H］ウアパイン結合は標識されていないウアパインによって完全に阻害され、

その阻害定数は10．7Mであった。筋肉にインスリンを与えると、形質膜分画のNa，KTATPase

活性、ウアパイン結合は共に1．8－1．9倍増大した。インスリンを形質膜分画に直接与えても

Na，K－ATPase活性は増大しなかったことから、インスリンの作用機構について、1）何らかの

制御因子が動いて不活性なNa，K－ATPaseを活性化した、2）Na，K－ATPase分子が新しく形質

膜に埋め込まれた、の2つの可能性が考えられた。

最初に細胞内にNa，K－ATPaseの制御因子が存在するかどうか調べた。細胞内分画原液を調

製して形質膜分画に加えるとNa，K－ATPase活性は増大した。

次に、この細胞内分画を調べるとこの分画自身にNa，K・ATPase活性が存在することがわかっ

た。この原液をDEAE－Sepharose Fast Flowを用いてさらに分画すると、2番目のピークの

fractionII（FII）にのみNa，K－ATPase活性を検出した。筋肉にインスリンを与えるとFIIの

Na，K－ATPase活性は減少した。各細胞内分画には形質膜やゴルジ膜のマーカー酵素活性はほと

んど兄いだせなかった。

FIIのNa，K－ATPase活性の特徴を知るため、サポニン及びウアノ1インの影響を調べた。1m

Mのウアパインは約75％の活性を阻害し、サポニンを与えた後ではほぼ完全に活性を阻害した。

しかもサポニンはFIIのNa，K－ATPase活性を1．4－1．55倍増大させた。これらのことから、

FIIのNa／K ATPase分子の65－75％はleakyな、残りの25－35％は固くシールされた小

さなベシクル膜中に存在すると思われた。次にFIIにおけるウアパイン結合を調べた。標識され

ていないウアパインによる〔3H〕ウアパイン結合の阻害定数は10‾7Mであった。インスリンを

筋肉に与えるとFIIのウアパイン結合はNa，K－ATPase活性と同様に減少した。1gの筋肉当り

のNa，K－ATPase活性／ウアパイン結合比を求めると、形質膜では4AXlO5moIPi／h／mol

〔3H〕ouabainであり、FIIでは3×105moIPi／h／mol〔3H〕ouabainであった。これらの

値に対しては筋肉のインスリン処理の影響は認められなかった。また、脂質分析の結果FIIのコ

レステロール／リン脂質比は形質膜での値に比べて極めて低く、FIIは形質膜とは異なる膜成分

を含むことがわかった。

〔考　察〕

筋肉にインスリンを与えると形質膜におけるNa，K－ATPase活性及びウアパイン結合の総量

が増大したことから、．インスリンは形質膜に存在するNa，K－ATPaseの数を増加させると恩わ
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れた。Na，K－ATPaseは形質膜のマーカp酵素として広く利用されており、形質膜に局在すると

されてきた。しかし、細胞内分画であるFIIにNa，K－ATPase活性及びウアパイン結合を兄いだ

したことから細胞内にNa，K－ATPase分子が存在すると考えられた。脂質分析の結果、FIIは形

質膜とは異なる細胞内の膜を含む分画であることがわかり、細胞内のNa，K－ATPaseはこの分

画に回収されることが示された。筋肉にインスリンを与えると、FIIのNa，K－ATPase活性及び

ウアパイン結合の総量が減少したことから、インスリンは細胞内に存在するNa，K－ATPaseの

数を減少させると思われた。これらのことから、カエル骨格筋においてインスリンはNa，K－

ATPase分子の細胞内ストアーから形質膜への移送を促進すると考えられた。

〔結　論〕

Na，K－ATPaseは形質膜に局在すると考えられてきた。しかし、本研究ではカエル骨格筋にお

いて細胞内にNa，K－ATPaseのストアーと思われる膜分画を兄いだした。筋肉にインスリンを

与えると、形質膜分画のNa，K－ATPase活性の総量は増大し、細胞内分画の活性の総量は減少

した。以上のことから、インスリンがカエル骨格筋においてNa，K－ATPase分子の細胞内スト

アーから形質膜への移送を促進することを確認した。

学位論文審査の結果の要旨

インスリンが数種の細胞に於けるNa＋／K十輸送を促進するという現象は広く知られているが、

その作用機構は未だ明らかになっていない。本研究はカエルの骨格筋を用い、インスリンによる

Na十／K＋輸送促進機構の解明を試みたものである。

申請者はウシがエルの骨格筋を可能な限り無傷の状態で取り出し、インスリンを作用させた筋、

および作用させなかった筋のそれぞれを破砕後、遠心操作でミクロソーム分画を調製し、ミクロ

ソーム分画から庶糖密度勾配遠心法で形質膜分画を調製した。また、低張液中で筋肉を破砕し、

形質膜分画調製時と同様に遠心し、超遠心（110，000g）後の上清を細胞内分画原液とした。こ

れらの分画について、Na十／K＋－ATPase活性及びウアパイン結合を調べ、以下の結果を得た。

1）筋肉インスリンを与えると、形質膜のNa＋／K＋－ATPase活性とウアパイン結合活性は共

に約2倍増加した。しかし、インスリンを直接形質膜分画に与えても、Na十／K十一ATPase

活性は増加しなかった。

2）細胞内分画の原液を形質膜分画に加えるとNa＋／K＋，ATPase活性の増加が認められた。

そこで、加えた細胞内分画原液を珊べると、この細胞内分画自身にNa＋／K十一ATPaseが存

在することが判明した。

3）細胞内分画原液をDEAE－Sepharose Fast Flowカラムに吸着させ、これをLiCl溶液で溶

出することによって三つの分画（FI～FⅡ）が得られ、FⅡにのみNa＋／K＋－ATPase活
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性とウアパイン結合活性が兄いだされた。ところで、インスリンを作用させた筋から調製した

FⅡではNa＋／K＋－ATPase活性もアウパイン結合活性も減少していた。

4）ウアパインはFⅡのNa十／K十一ATPase活性を75％阻害し、サポニンを与えた後では活

性をはぼ100％阻害した。これに対し、サポニンのみの投与では、Na＋／K十一ATPase活性

は約1．5倍増加した。これらの結果から、FⅡのNa＋／K十一ATPase分子の約70％は或る程

度溶質を通しうるベシクル存在し、残りの30％は固く閉ざされた小さなベシクルに存在する

と考えられた。

5）脂質分析の結果FⅡのコレステロール／リン脂質比は形質膜の値と比して極めて低いことが

明らかとなり、このことからFⅡは形質膜と異なる膜成分を含むことが明らかとなった。

以上、本研究に於てカエル骨格筋の細胞内にNa＋／K十一ATPaseの貯蔵部位と思われる膜

分画が存在することが新たに兄いだされ、筋肉へのインスリン投与によって、この細胞内貯蔵

部位から形質膜へのNa＋／K十一ATPaseの移送が促進されることが明確にされた点は高く評

価される。以上の観点から、この論文は医学博士の授与に値するものと認める。
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