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〔特 別 掲 載〕1

（吾欝大欝灘難錆）

正常及び糖尿病ラツ旧こついての

亜鉛代謝に関する研究
第 ．3 報

正常及びアロキサンラットにおける■ンシユリンーZn65

の撮取量の測定

東京女子医大中山内科学教室（主任 申山光重教授）

松
マヅ

本
モト

善
日シ

也
ナリ

（受イ寸昭和34年11月21＝1）

        1 緒   言

 正常及びアnキサン糖尿病ラットにおける亜鉛

含有量の測定成績を第1報1）で，放射性亜鉛Zn65

の摂取量の測定成績を第2報2）で報告し，夫々に

ついて考按してきたが，第3報では，結晶インシ

ュリン中のZnを，放射性亜鉛Zn65におきかえ，

このZn65インシュリンを，正常及びアmキサン

ラットに注射して，Zn65の動向を研究したので

第3報とし，併せて全報を通じての考察を行っ
た。

   ll Zn65結合インシリュンの製法5）4）

 蓄吉晶インシュリンはlmg中1こ亜．鉛を6．7γ含・む，こ

の亜鉛を，Zn65に変えるために，まず亜鉛の除去の

為，結晶インシュリン100皿gを，塩酸酸性水（pH

2．0～2。5）40ccに溶解し，この溶液に30 ccの10％

 トljクm一プレ酷酸（CCI3COOH）を力鎮えて，インシユ

 リンを沈澱させる。しばらく放置し，インシ＝リンが

完全に沈澱した後，遠心分離し，遊離の亜鉛を含む一ir．

澄をすてる。猶，亜鉛の除去を充分にするために，更

に50／5］・リクn一ル酷酸に，インシュリンの沈澱を懸

濁させ，遠心分離し，上澄液を除去する。この沈澱を

100ccの蒸溜水に溶解し，1規定の苛性ソーダを滴一ド

し，等電点（pH 3．3～3．4）として，インシュリンを再

び沈澱させる，沈澱を完全にするため，しばらく冷蔵

庫中に放漉し，遠心分離し沈澱を集める。沈澱は再び

塩酸酸性水に溶解し，等電点沈澱を繰返す，かくして

殆んど亜鉛を含まないインシー・・一リンを50ccの稀酷酸

水（氷酷使5．25ccを300 ccの水にとかす）に溶解

し濾過する。澄明な濾液に，Zn65溶液〔ZnC・11mcを，

アンモニア酷酸緩衝液（氷酷酸5．25ccを300 ccの

水に溶解しアンモ＝ア水を加えてpH5，9としたもの）

に0．1mc／ccの割に稀釈したもの〕9．9ccをよく麗

絆しっっ静かに添加する，かくZn65を加えた後，稀

アンモニア水（i濃アンモニア6．05ccを300 ccの水

に稀釈）を約50cc麗搾しっっ加え， pH 6．7～7．0に

する，この時の液は澄明である，次いで氷酷酸をよく

麗持しながら注意深く徐々に滴下し，pH 5．9～6．0と

する。このpHにおいて，インシ＝r．リンは20～30分

の間に結晶となって析出する。遠心分離し，過剰の

Zn65を除去するため，2～3回小量の蒸溜水で洗源す

る。かくして得たZn c’ ：結合インシュリン結晶を，デシ

ヶータ中で減圧乾燥する。本製法に由って作られた結

晶Zn65インシュリンの血糖降下作用は，第1表第1

図の通りで，収量約80～90％，生物活性22 ・V 24 u／

mg，比放射能はGeiger Mueller計数器で5208 cpm

／uであった。

Yoshinari MATSUMOTO （Nakayama Clinic， Department of lnternal Medicine， Tokyo Women’s

Medical CoUege）＝Studies on the ziDc皿etabolism in normal alld al玉oxan diabetic rats．皿Distribution

of insulin－Zna5 in normal and alloxan diabetic rats．
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第1表結晶亜鉛インシ＝・ 1）ン及びZn65一■ンシ＝・ IJン

   結晶の血糖降下作用（使用動物はウサギ）

結晶亜鉛インシュリンの血糖降下作用

動物

番号

1

2

3

4

5

6

重量
（kg）

  1 血
醐「…

糖（mg／dl）

gi’6Tg，76TsigiF」．，”（H，o．6r）

2． 85 1 O．6

2．64  グ

2．70  ク

2．45コ グ

2．3Q  グ

2．05  グ

108

104

110

101

106

105

56

49

51

47

44

50

60

58

57

49

50

59

78

80

74

69

72

89

103

97

104

99

108

98

血麟下率・％・い・・1・剣・2・・「・・1・6・・

Zn65－／ンシユリン結晶の血糖降下作用

動物
  重量
番号   （kg）

1 1 2．70

注射量
    o
（u／kg）

O． 6

血 糖（mg／dl）

2

3

4

5

6

2． 50

2． 45

2． 45

2． 30

2． 20

ク

グ

グ

ゲ

ク

1．s 1 3．o 1 s．o ［（H70．6r）

103

106

111

98

101

104

48

53

50

46

44

・52

51

54

58

49

50

56

69

70

84

68

72

87

99

93

104

89

84

96

7

8

9

10

11

12

2． 75

2． 55

2． 50

2． 40

2． 30

2． 25

O．6

ク

ク

グ

グ

グ

S－1．Wt）i（47．0）i（sl．O）i（72．2）1．mpto．6）

102

95

104

110

103

102

54

49

58

46

48

51

60

56

64

48

53

62

75 1 89

79 1 96

88 ［ 98

75 1 102

80 1 IOI

87 1 99

血糖降下率（％）（100）（49．6）（55．6）（78．5）（94．9）

（注）注射量はH本薬局法，第2敦正国民医薬品集及び

  国家検定規準の持続性製剤の持続時間を検する項

  に準じて0．6u／kg使用したものである。

       皿 実験方法

 使用動物は，Wistar KiD9 A系の雄iラッ｝で，アロ

 キサン糖尿病ラッ〉は，前報と同様の方法で糖尿病を

 発病せしめた，Znfi 「’結合インシューJン結晶は， pH

5．2の稀塩酸で溶解して実験に供した。Zn65インシz

 iJン46単位を，健康及びア・キサン糖尿病ラッb各5

匹に，皮下注射し，前報同様の操作の後，各臓器の放

射能を，Geiger Mueller及びScintilation Counter

で測定した。

       IV 実験結果
 Zn6「・インシ＝r．リン皮下注射後，1時間における

各臓器の放射能を測定し，投与しだZn価インシ

，．リンの全カウント数を100として，各臓器の1

9あたりのZn65の摂取率を求めると，第2表及

び第3表の如くで，この値は，測定計数器の如何

を問わず，ほぼ一定であった。正常ラットのグラ

ムあたりの摂取率は，脳下垂体，副砲，腎，甲状

腺，肝，膵，腸，脾，前立腺，肺，耳下腺，顎下

舌下腺，一血液，胸腺，心，精嚢，副睾：丸，睾丸

筋肉，脳の順に少くなり，アロキサンラットの場

合は，Zn65のグラムあたりの摂取率は，脳下下

等，甲状腺，腎，副腎，肝，膵，腸，脾，前立腺

耳下腺，肺，顎下舌下腺，心，胸腺，一血液，副睾

丸精嚢，睾丸，筋肉，脳の順となる。叉健康及

びアvキサンラットについて，Zn65の摂取率を

比較してみると，第2図に示すように，アロキサ

ンラットの方が，正常ラットよりも，脳下垂体，

副腎，腎，甲状腺，肝，膵，腸，脾などに於て，

目立って多い。

       V 考按及び総括

 生体内におけるインシュリンの消長及び各臓器

への分布を調べる事は，極めて意義の深いものと

信じられる。然しながら，生体中に存在するイン

シュリンは微：量であるので，その正確な且容易な

定量手配は今日迄に未だ与えられていない。放射

性同位元素にて標識されたインシュリンを投与

し，その放射能を指標として追跡する事は，上述

の研究の・一助となり得るものであろう。

 既に述べtこ如く，インシュリン分子中に，亜鉛

の存在が報告されているが，この両者の結合は化

学量論的であり，かなりの酸性域以外・では充分強

固なものであると言われる5）。又亜鉛と結合した

結晶インシュリンは，その作用時間が長く，所謂

持続性インシュリンとして広く臨床的に用いられ

ているが，この事は，亜鉛とインシュリンの結合

が生体内においても，かなり強固である事を示す

ものと思われる。従って特報にて行ったZn65イ

ンシュリン投与時におけるZn65の分布は，イン

シュリン自体の動向に対し．ても何等かの指示を与

え得るものであろう。内外の文献において，本報

の如くZn65インシュリン結晶を用いた報告を見

出す事は得なかったが，放射性ヨード1131を用

いてて標識した11 Slインシュリンについては吉

岡6）の実験がある。氏は正常及びアロキサン糖尿

病ラットにIl 31インシュリンを静脈内注射によ

って与えた後，各臓器中のIl ：1量を，全投与量

一1126一



so

e／e

IOO

血

糖

降
下

率

50

       実綜・・漁嚥卿認
       話線t・・z・・．・¢s加漁騨

Nkkx

N’k，

絃…二・2≡≡

o f 2 3 4 ・5 6 7 8 9日寺向

第1図血糖降下曲線
第2表 健康ラッbの Insulin－Zn65摂取率

  （各臓器のグラム当りの摂取率，単位％）

第3表 ア・キサンラットのInsulin－Zn65摂取率

    （各臓器のグラム当りの摂取率；単位％）

i第1例1謔Q例1謔R例1謔S例1謔T例1 ｽ均値
1        1        1        1       1       P

脳下垂休

副  腎

腎  臓

甲状腺
肝  臓．

膵  臓．

 腸
脾  臓、

前立腺』

肺  臓

耳下腺
顎下舌下腺

．血

胸

心

精

液

腺

臓

嚢

副畢丸
睾  ：丸

筋  肉

脳

O． 70

0． 64

0． 61

0． 34

0． 26

0． 15

0． 31

0． 29

0． 17

0． 07

0．12

O． 49 i 0． 76

0． 7g 1 o． so

O． 67 ］ O． 88

  ｛O． 64 1 O． 65

  F
0． 47

0． 42

0． 52

0． 40

0． 23

0． 29

0． 15

0． 20

0． 21

0． 22

0． 15

9・9？19・9t

O． 03 i O． 02

0． 02 t O． Ol

O． 02 1 O． 03

0． O1

1．12

0． 60

0． 55

0． 74

0． 80

0． 55

0． 67

0． 50

0． 17

0． 20

0． 23

0． 15

0． 25

0． 18

0． 20

0． 06

0． 04

0． 03

0． 02

o． 03 1 o． ol

O． 70

0． 50

0． 40

0． 40

0． 40

0． 36

0． 20

0． 21

0． 36

0． 30

0． 28

0． 20

0．13

0． 10

0． 06

0． 04

0． 02

0． 02

0． Ol

O． Ol

O． 45

0． 58

0． 49 l

O． 49

0． 44

0． 42 l

O． 12

0． 20

0． 25

0． 24

0． 13

0． 18

0． 10

0． 02

0． 04

O． 88

0． 65

0． 60

0． 58

0． 56

0． 48

0． 42

0． 33

0． 25

0． 24

0． 22

0． 20

0． 17

0．12

0． 11

O．Ol 1， O．03

0． Ol 1 O． 02

0． Ol 1 O． 02

0． Ol i O． 02

0． 02 1 O． Ol

脳下垂体

甲状腺
腎  臓

副  腎

肝  臓

膵  臓

 腸
脾  臓

前立腺
耳一1腺
肺  臓

顎下舎下腺

心

胸

血

臓

腺

液

副睾丸
精

睾

筋

脳

嚢

丸

肉

                       

御例第2例1第3例1第4雌塑1平均値

1． 28

1． 60

0． 63

1． 00

0． 64

0． 44

0． 60 i

O． 66

0． 25

0． 34 i

O． 24

0． 28

0． 26

0． 22

0． 16

0． 04

0． 04

0． 02

0． 02

轡麗「「

1．19

1．41

0． 74

0． 76

0． 54

0． 54

0． 71

0． 21

0． 29

0． 47

0． 28

0． 17

0． 14

0． 20

  1 O． ls

  i O． 04

  0． 05

  0． 02

  0． Ol
o． ol ］ o． ol

  1

i． 85

1． 00

0． 74

0． 74

0． 96

0． 39

0． 53

0． 44

0． 34

0． 24

0． 23

0． 20

0． 14

0． 19

0． 14

0． 06

0． 03

0． 02

0． 02

0． 02

1． 87

0． 70

1． 40

0． 75

1． 00

0． 70

0． 39

0． 57

0． 21

0． 31

0． 23

0． 27

0． 27

0． 18

0． 18

0． 06

0． 03

0． 04

0． 02

0． 02

1． 50

0． 61

0． 91

1． 00

0． 84

0． 80

0． 54

0． 38

0． 36

0． 11

0． 23

0． 17

0． 18

0． 19

0． 13

0． 02

0． 05

0． 02

0． Ol

O． 02

1． 54

1． 06

0． 88

0． 85

0． 79

0． 57

0． 55

0． 45

0． 29

0． 29

0． 24

0． 22

0． 20

0． 19

0． 15

0． 04

0． 04

0． 02

0． 02

0． 02

の百分率として示した。（第4表及び第5表）これ

に由ると，正常及びアロキサンラット共に，腎，

肝，消化管に：最も多く 11tl 1 は＝存在し，肺，膵，

はこれに次ぐ，正常ラットとアロキサンラットを

比較した場合，腎を除いては，殆んどの臓器にお

いて，アロキサンラットの方がより大量のZn65

を摂取する事を示している。甲状腺，副腎に於て

は，有意の計数を得る事が出来なかったと述べて

おられるが，インシュリンの如く，生物学的活性

の甚だ大なる物質の投与は自ら投与量の制限が厳

しくなり，従って極めて比放射能の高い標識物質

を用いなければ，小なる臓器中の微量の物質を検

出する事は難かしい。本実験においても，インシ

ュリンに結合させるZn6sは比放射能の高いもの

を使用した。著者のZn65インシュリンを用いた

実験においても，臓器全量についてのZn65摂取

量は，肝，腎，腸において最も多く，肺，膵，脾，

心がこれに次ぐ，副腎，甲状腺は，グラムあた

一1127一
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      第2図 Rat臓器インシユリンーZn6「’摂取率

第4表Normal control Uptake％ 第5表 Alloxan diabetes Uptake％

Rat No． 64

blood

liver

kidney

spleen

lung

pancreas
stomach

small intestine

Iarge intestine

heart

diaphragm

muscle

uterus

ovary
adrenal

thyroid

brain

fat

summation

21 04

0． 75

0． 22

1． 05

0． 38

5． 68

7． 15

1． 31

0． 21

4． 06

22． 85

32

4． 46

9． 94

0． 25

0． 61

0． 25

4． 30

） O． 14

O．12

0． 13

20． 2e

 94
．．．．．…m．L．．1

4． 63

32．D・・

O． 51

0． 85

0． 58

2． 02

4． 46

1． 09

0． 27

0． 08

O． 15

0． 12

O． 31

64． 99

Rat No．

blood

liver

kidney

spleen

lung

pancreas

stomach

． small intestine

large intestine

heart

diaphragm

muscle

uterus

ovary
adrenal

thyroid

brain

fat

summation

53

16． 30

18．60

0． 25

1． 50

0． 85

3． 94

O． 29

0． 74

O． 09

．！．．ll．二？1

87

 5．51

 14． 10

 0． 66 ’

 1． 29

 0． 36 ．

1． 79 （O． 95）

3． 75 （1． 24）

 1．・09

 0． 28

 0． 19

O． 43

O． 17

0． 16

29． 78

30

4． 34

7． 50

0． 09．

O． 78

0． 62

4． 83

O． 07

0．10

1 O． 55

O． 09

0． 08

29

・7． 92

5． 30

0． 70

1．’ 15

0． 43

4． 15

O． 38

）O． 95

19． 05 120． 98

りの放射能はか帥大さいが・騰力潮・さい為．

臓器全量での値は決して大きなものではない。正

常とアPtキサン糖尿病の各ラットを比較すれば，

殆んど全ての臓器において，放射能の摂取量が，

アロキサンラットの：方が大であった。

 Himwich 7）は脳の代謝にはインシュ．．リンを必

要としないと述べ，小坂ら8）は，11 ：3 1 ．iンシュリ

ンを用いて脳の1瑚摂取の小さい事を示した。

 本実験でも，正常及びアロキサンラット共に脳

のZn65摂取は小さかった。 Elgee and Williams

9）10）．1．1）．は，ラットに11町インジュ．リンを静注し

て，インシュリン代謝を調べた結果，脳下三体及

び甲状腺捌出後のラットではインシュリンの分解

低下を招くが，副腎捌出後のラヅトでは，インシ

ュリン代謝に著変を認めなかったと述べ，これは

脳下乖体捌出による二次的の甲状腺機能低下が原
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因であるかもしれないし，或いは，脳下垂体捌出

によって生じた腎血流量の減少が要因であるかも

しれないと老察している。著者の実験において，

これら，甲状腺，脳下垂体，副腎の如き内分泌臓

器にZn65が，濃度高く分布した事は，やはりイ

ンシュリン代謝と，これら諸臓器の密接な関連を

示すものではなかろうか。

 全量報を通じての実験について，正常及びアロ

キサン糖尿病ラットに対し，内分泌臓器を含む主

要臓器申の亜鈴量，Zn65C12及びZn6sインシュ

リン投与後におけるZn65の摂取にっき報告を行

ってきた。これらを総括し考察すると，正常ラッ

トの臓器亜鉛全量は，グラムにあたりの：量に充て，

脳下垂体，副腎，甲状腺，腎，膵等に多く，臓器

全量に於ては，臓器全：量の大である肝，腸，腎に

亜鉛量が大となる。Zn65q12投与後のZnfii，分布

も亦，グラムにあたり摂取率では，副腎，脳下溶

体，腎，甲状腺，が高値を示したが，脾，肝，面

繋，前立腺の値もかなり高く，従って臓器全：量で

の摂取量は，肝，腸，腎で特に大きい，臓器亜鉛

全量：とZn6s摂取率は必ずしも平行せず，脾，肝

腎では亜鉛全量の割には，Zn55摂取の大きい事

が認められる。膵，肺，腸顎下舌下腺も叉，亜

鉛全量の割にZn65摂取が大きいが，脳，筋肉，

睾丸は小さい。Zn65インシュリン投与後におけ

るZn c’ 「）分布は，やはりグラムあたりでは，脳

下垂体，副腎，甲状腺，腎，膵，肝，腸にわいて

大きく，臓器全量では，肝，腸，腎に高値が得ら

れた。然しZna 「｝の投与形態を変ずることによっ

て，その摂取量は同一でなく，Zn65C12とZn65

インシュリンを比較した場合，耳下腺，筋肉，精

嚢を除いては，すべてZn6sインシュリンの場合

の摂取率が小さかった，然も，夫々の葺合の血中

濃度は略等しい。アロキサンラットにおいても類

似の結果を得たが，これを正常ラットと比較し

た場合，しばしば著しい変化のあるのを認めた，

臓器亜鉛全量は，殆んどすべての揚合，アロキサ

ンラットに増加を認めた，寺内12）は，中等症以上

の糖尿病患者は正常入に比し，血液中の亜鉛量の

増加を報告しているが，本報では，アロキサンラ

ットにおいて調べ得たすべての臓器において同様

の亜鉛量増加を観察した。Zn65C12投与後のZn c’ 「）

分布では，逆にアロキサンラットは，正常ラット

に比しすべて低い摂取率を示している。

 然もこの場合，血中濃度は殆んど同一であっ

た。更にZn c・ ；，インシュリン投与の場合のZn6「）

分布は，アロキサンラットの方がより高い摂取率

を，殆んどすべての臓器で示している。．この蔚，

アPtキサンラットにおいては， Zn65C12とZn65

インシュリンを夫々投与した場合の，Zn65の摂

取率の比は，正常ラットの場合とは逆に，多くの

臓器において，Zn而インシ：リン投与の場合の

方がより大きなZn邸摂取を示した。

 以上の如く，アロキサン糖尿病ラットは，亜鉛

代謝の各面において，正常ラットと異った様相を

呈しているが，これは亜鉛代謝も叉糖代謝に密接

な関連を有していることを示すものであろう。又

Zn65C12とZn65インシュリンの夫々を投与した

後でのZnfi 「）の摂取が異なっているのは， Zn邸イ

ンシュリン投与後，生体中でのZn邸の行動は，

遊離亜鉛と全く同一ではない事を示すもので，従

ってインシュリン自体の行動に対する指標となり

得ることを示すものと老える。この両Zn6「sの行

動の相違は，正常ラットとアロキサンラットで

は，相反する結果となって現れた，寺内12）の血液

及び尿中亜鈴についての研究に依れば，糖尿病患

者に対するインシュリン治療は，亜鉛量を正常に

近づけるという，アvキサンラットにZn6 「’イン

シュリン投与時のZn6s摂取率は，正常ラットに

Zn “’ i） Cl 2投与時のZn65月摂取率に類似の値を呈

しているが，先にも述べたように，インシュリン

と亜鉛とは，かなり強固に結合していると謡えら

れ，又Zn65インシコリン投与時のZn65の動き

は，インシュリンの行動を示すところが大である

と思われるので，この摂取率の類似に特に意i義を

求めるのは困難であろう，正常及びアロキサンラ

ット共にZn65C12投与時と， Zn6 「）インシュリン

投与時のZne 「）分布の相違は，各臓器について区

々であり決して一様ではなかった。

       IV結   語

 亜鉛含有量，Zn65C12， Zn65インシ＝リンの

摂取率を3報にわたり，ラットについて調べた結

某，アロキサンラットは，正常ラットに比し，各

臓器のグラムあたりの亜鉛含有量，Zn6 「）インシ

ュリンの摂取率は多く，Zne’5CI 2の摂取率は少か

った。そして何れの実験においても，臓器のグラ

ムあたりの高値は，脳下垂体，腎，副腎，甲状腺

肝，膵等が示し，脳，筋肉等は常に低値を示し
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た。そしてこの結果について老察を行った。

 終りに臨み常に御指遵，御援助を賜った，中山光重

教授，山田喜久馬助教授，生化学教室，松村義寛教授，

松村剛講師に対し，謹んで謝意を表します，併せて，

Zn65結合／ンシユリン精製に御協力，御援助を賜っ

た清水製薬社長始め，福屋氏，甲賀氏に対し深謝致し

ます。
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