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論文内容要旨

要約

 Herpessimplexvirus(HSV)及びVesicularstomatitisvirus(VSV)の感染を受けた

 培養ヒト羊膜(WISH)細胞において,約50%のインスリン結合の減少がみられた。この減少

 は定量的に調べた結果,インスリン・レセプター(インスリン・R)の親和性の変化ではなく,

 数の減少によるものであった。インスリン・Rの減少は感染後4～12時間,すなわちウイルス抗

 原が細胞膜に挿入される時期に一致してみられた。ウイルス感染によるインスリン・Rの減少は

 糖尿病患者にみられるウイルス感染によって生ずる一過性の糖代謝異常の説明の一つになり得る

 と考えられる。

目的

 ウイルス感染や細菌感染の結果,インスリン依存性糖尿病患者のみならず,健常人においても

 時に一過性の糖代謝異常が生ずることが知られている。インスリン効果の発現の第一段階はイン

 スリン・Rを介して行なわれることから,本研究において,ウイルス感染が細胞膜上に存在する

 インスリン・Rに与える影響をradioreceptorassayで調べた。

方法

 ①単層培養WISH細胞に各種のウイルスを感染させた。その後,経時的にcoUagenase

 (1皿g/硯')とhyaluronidase(0.5mg/川石)を含んだPBSで培養して得た剥離細胞をインスリン・

 Rの測定に供した。②インスリン・Rの定量は1251・ブタインスリンを用いたJ.Rothらの

 radioreceptorassayで行なった。③WISH細胞の蛋白合成阻害はcycloheximid6(L8μM)

 及びpuromycine(5.5μM)で行ない,その程度は酸不溶性分画に取り込まれた3H-1eucineの

 測定で行なった。

結果

 ①HSV感染のインスリン結合への影響:感染後2時間から4時間でWISH細胞へのインスリ

 ンの特異的結合の減少がみられた。この減少は8時間で最高値で,対照に較べ約40%減少であっ

 た。Scatchard分析などから,この減少は細胞膜上のインスリン・Rの数の減少によるもので,

 その親和性にほとんど変化がみられなかった。紫外線不活化HSVを用いた実験から,インスリン

 結合抑制には感染性ウイルスが必要である。②他のウイルス感染のインスリン結合への影響:
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 VSV,encephalomyocarditis(EMC)vims,Sindbisvinユs及びmeaslesvimsの各ウイ

 ルスをWISH細胞に感染させ,経時的にインスリンの結合を測定した。VSVの場合,感染後4

 時間以内にインスリン結合が減少し,11時間目で68%の減少であった。しかし,EMCvirus,

 Sindbisvirus,及びmeaslesvirusの場合には特異的結合の減少はみられなかった。③イン

 ターフェロン(IF)のインスリン結合に与える影響:WISH細胞を104単位/雇までの各濃度の

 IFで培養(37℃,30時間及び48時間)後,E5工・インスリン結合を調べたが,ほとんど変fヒが

 みられなかった。④蛋白合成阻害剤の影響:cycloheximide及びpuromycineを用いた実験か

 ら,WISH細胞のインスリン・Rの半減期(t1/2)は14～24時間であった。

考察

 ウイルス感染あるいは細菌感染後,糖尿病患者のみならず健常人の糖代謝異常が一過性に生ず

 ることが知られている。その機序として,①ウイルスによるLangerhans島のβ細胞の破壊によ

 るインスリン合成の低下,②感染がストレスとなって生じた種々のホルモンやmediatorsがイン

 スリン耐性の因子となる,③更には,本実験で示したように,ウイルスが直接末梢細胞に感染

 し,インスリン・Rを変化させる,などが考えられる。

 本研究で示したウイルス感染によるインスリン・Rの減少の機序として,①感染による宿主の

 高分子合成阻害,②感染細胞から遊離したmediators(例えばIF,1ysosomalenzymes)によ

 るインスリン・Rの減少,③感染細胞膜上に生じたウイルス抗原,などが考えられる。EMC

 vimsは感染初期に宿主の高分子合成を阻害するにも拘らず,インスリン・Rを変化させないこ

 と,及びインスリン・Rのt1/2が14～24時間であることから,ウイルス感染の初期にみられ
 るインスリン・Rの減少を高分子合成阻害のみで説明することは困難である。また感染細胞から

 遊離するIFや1ysosomalenzymesによるインスリン結合抑制はないと考えられる。HSVや

 VSVは,ウイルス抗原を細胞膜に挿入するウィルスであるが,インスリン・Rを減少させる。

 一方,EMCvirusは,ウイルス抗原を細胞膜に挿入しないウイルスであるが,インスリン・R

 を変化させない。以上の結果から,細胞膜に挿入されたウイルス抗原がインスリン・Rの変化あ.

 るいはmaskingの原因となると考えられる。

 結論として,インスリン・R測定は感度に秀れ,また定量的であることから,ウイルス感染が

 細胞膜に与える影響を調べる最適な方法である。またウイルス感染によるインスリン・Rの減少

 は,糖尿病患者にみられる,感染によって生ずる一過性の糖代謝異常の説明の一つになり得るも

 のと考之られる。
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 審査結果の要旨

 近年ウイルス感染により糖尿病の起こることが実験的ならびに臨床的に証明されている。糖尿

 病はインスリン効果が発現しにくい状態であるが,これはインスリンに対するインスリン・レセ

 プターの親和性の減少と数の減少またレセプター以後の効果発現機構の異常などによると考えら

 れる。この研究はウイルス感染によって細胞膜上に存在するインスリン・レセプターに変化が起

 こるか否かを明らかにするために行ったものである。

 方法としては単層培養したヒト羊膜細胞に単純ヘルペスウイルス(HSV),水疱性口内炎ウイ

 ルス(VSV),EMCウイルス,Sindbisウイルス,麻疹ウイルスを感染させ,その後経時的に

 コラゲナーゼとヒアルロニダーゼを含んだPBSで培養して得た剥離細胞のインスリンレセプター

 をradioreceptorassayで測定し,つぎの成績を得ている。

 HSV感染2時間より4時間後にインスリンのヒト羊膜細胞への結合の減少がみられ,8時間

 後には最大となり対照に較べ約40%減少した。この減少は細胞膜上のインスリン・レセプターの

 数の減少によるものであって親和性にはほとんど変化がみられない。紫外線不活化HSVを用いた

 実験より,インスリン結合抑制には感染性ウイルスが必要である。VSV感染でも4時間後より結

 合の減少がみられ11時間後には68%の減少が認められたが,EMCウイルス,Sindbisウイルス,

 麻疹ウイルスには特異的結合の減少は認められなかった。ヒト羊膜細胞にインターフェロンを各

 濃度に添加培養したが,インスリン結合能には変化はみられなかった。またcycloheximide及び

 puromycineを用いて蛋白合成阻害を行った実験よりヒト羊膜細胞のインスリン・レセプターの

 半減期は14-24時間であった。

 以上の実験をもとに著者は,ウイルス感染によって糖尿病患者や健常者の糖代謝が異常となる

 のはウイルスが直接末梢細胞に感染してインスリン・レセプターを変化させるためであるとし,

 その機序としては細胞膜に挿入されたウイルス抗原がインスリン・レセプターの変化あるいは

 markingの原因となっているとしている。

 この研究はウイルス感染による耐糖能の低下あるいは糖尿病の発症機構について重要な知見を

 加えたものであり,学位授与に値する。
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