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《原著》

11

CO・のグルコースと尿素への固定：ポジトロン放出性化合物の

　　　　　迅速分析法によるラット血液を用いた実験研究

桜川　宣男＊・＊＊松井　　農＊　河野　義恭＊

里吉栄二郎＊＊　飯尾　正明＊＊＊

有馬　正高＊＊

　要旨　11CO2の体内代謝動態を調べる目的で，11CO2連続吸入後のラット血液中代謝産物の分析を行っ

た．血液はトリクロル酢酸で処理し，新しく開発したdouble　column　chromatographyで分析した．各物

質の同定には14C一標識化合物を用い，糖および尿素の定量およびアミノ酸分析を行った．11CO25分間連

続吸入後のラット血液中には，酸不安定成分（Hl1CO3－，11CO2，　H211CO3）が94．2％，酸可溶性成分（中性

物質，解糖系中間代謝産物）が3．9％および酸不溶性成分（蛋白，核酸など）が1．9％含まれていた．酸可溶性

成分をdouble　column　chromatographyで分析した結果，11C－glucoseは44．9％，11Gureaが41．4％を占め

ていた．なおラジオ液体クロマトおよびDowex（Borate）column　chromatographyを施行した結果，標準

品として用いた14C－glucoseと全く同じ溶出パターンを示したことより，11CO・glucoseの存在が再確認さ

れた．以上より吸気中の11CO2がラット血液中のglucoseとureaに固定されることが証明された．

1．はじめに

　炭酸ガス（CO2）は生体内において種々の代謝系

に関与するが，グルコース（glu）への14CO2固定

はgluconeogenesisの指標となると考えられてい

る．最近Rognstad1）はラット肝細胞を用いた実

験により，phosphoenolpyravate　carboxykinaseの

反応によってL－glutamineからgluへ14CO2固

定が行われると報告している．われわれは11CO2

がラット脳内でクエン酸回路の有機酸に固定され

ることを報告した2）．この実験において中性物質

（gluなど）へのRI取り込みが観察されていたが

未同定であった．そこで今回われわれは，ラット

の血液を用いて，中性物質の同定法を確立し3），
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Rognstadi）の成績をin　vivoで証明したので報告

する．さらに本実験において尿素分画にもglUと

ほぼ同程度のRI取り込みが観察されたので，

11CO2の生体内の代謝動態について考察する．

皿．方　　法

　11CO2ガスはベビーサイクロトロンを用いて生

産され，800°C加熱CuOカラムに通してから用

いた．Wistarラットをガラス容器内（21末端をゴ

ムバルーンに接続）に入れ，11CO2（50～100　mCi）

を送入する．5分間ラットを11CO2に曝露した直

後または20分後にラットを断頭し，ヘパリン化血

液を氷上容器に採血した．血液の一部は，井戸型

シンチレーションカウンターで放射能を測定した．

血液（4m1）を0．1容量のトリクロル酢酸（TCA）

にてホモゲナイズレ，10分間遠心する．このTCA

処理によりacid　soluble　fraction（酸可溶性分画）

とacid　insoluble　fraction（酸不溶性分画）が得ら

れ，各分画の放射能を同様に測定した．

　Acid　labile　fraction（酸不安定成分）は，未処理

血液の放射能より減算して求めた．次に酸可溶性
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成分を1NNaOHにて中和してから，　double
column　chromatographyを行った．

　Double　column　chromatography：Dowex　AG・1
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Fig．1　Elution　profile　of　double　column　chromato－

　　　graphy．　Abscissor　indicates　the　fraction　num－

　　　ber．　More　detailes　were　described　in　the　text．

カラム（ディスポシリンジ，10　ml）とDowex　50

W×8カラム（ディスポシリンジ，5m1）を連結さ

せ，蒸留水で十分に洗浄する．酸可溶性分画をカ

ラムに流してから，蒸留水30m1で溶出する

（fraction　1）．次にカラムの連結をはずしてから

Table　1とFig．1の上段に記した順序で溶出を行

った．各分画に含まれる物質の同定法はTable　1

に示した．

　ラジオ液体クロマトグラフィー法：酸可溶性成

分をフィルターに通してから，高速液体クロマト

（柳本製）にて分析した．カラムはAminex　HPX－87

H（Bio　Rad），流速は0．6　m〃分，溶出液は0．01

NH2SO4である．カラム通過後の溶出液をテフロ

ンチューブに導き，井戸型カウンターを通過させ

る．そしてコンヒ゜ユーター（CLC－5）と接続した

マルチチャネルアナライザ（NAIG）にて分析した．

計測時間は1秒で，1，000秒間連続測定し，溶出

パターンを画かせた．また高速液体クロマトより

分取された溶出液の各分画（120μ1）を井戸型カウ

ンターで11C放射能を測定した．

　次に11C放射能の減衰を待ってから，標準品

として同時分析を行ったi4Cglucoseの14C放射

能を液体シンチレーションカウンター（Packard，

PRIAS）で測定した．

　Borate　column　chromatography：Double　col－

umn　chromatographyによって得られたfraction

1をDowex　AG－1カラムに再びかけてからK一

Table　l　Double　column　chromatography　of　the　acid　soluble　fraction

Fraction Column Elution Volume　　Chemical　species Identification

1

2

3

4
．
5

Dowex　AG－1　　　Distiled　water

　（acetate）and

Dowex　50　W（H＋）

Dowex　50　W

Dowex　50　W

Dowex　AG－1

Dowex　AG－1

O．05　N　AcOH＊

1NKCl

0．1NAcOH＊

2NHα

30ml　Glucose

40ml　Urea

30　ml

30m1
30m1

Neutral　amino

　acids

Not　defined

Glutamic　acid

TCA　organic　acid

Pvruvate、1actate

14C－91ucose

Dowex（borate）

　column　chromato．

Glucose　oxidase’s　method

14C－urea

Urease’s　method

Amino　acid　autoanalyzer

Not　defined

14C－glutamic　acid

＊AcOH：acetic　acid．
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tetraborateを加えて5mMの稀棚酸塩溶液とす

る．Dowex　AG－1カラムを棚酸塩型にしてから蒸

留水で洗浄し，次に，5mM　K－tetraborateで平衡

化する．上記の溶液を本カラムにかけて，5mM，

20mM，30　mMさらに100　mMのK－tetraborate

Table　2　Distribution　of　l1C－radioactivity　in　each

　　　　fractions　obtained　by　TCA　treatment　and

　　　　double　column　chromatography

A（n　＝3－5）　B（n＝2－3）

で順次溶出する．カラムの容量は2．5m1，流速は

1．5m1／分で室温にて行った．各5・mlの分画を分取

し，井戸型シンチレーターにて11C放射能を測定

した．また同時に同定用に用いた14C－glucoseは

11C放射能の減衰を持ってから，液体シンチレー

ションカウンターによって14C放射能を測定した．

Experiments

Acid　labile　fractiona　　　　g4．2土2．4　　　61．0±　1．O

Acid　soluble　fractiona　　　　3．9土1．8　　　25．5土　3．1

Acid　insoluble　fractiona　　　1．9±0．7　　　13．6±　2．0

Fraction　lb

Fraction　2b

Fraction　3b

Fraction　4b

Fraction　5b

44．9土2．9　　　52．9±13．9

41．4土2．5　　　35．5±12．6

4．1±05　　　　0．9士　0．3

1．9：｝：0．6　　　　1．6±　1．0

8．2土0．9　　　　9．0：と　0．4

Experiment　A　used　rats　sacrificed　soon　after　exposure

to　l1CO2　for　5　min．

Experiment　B　used　rats　sacrificed　20　min　after　exposure

to　l1CO2　for　5　min．

（a）expre3sed　as　percentile　of　3　fractions　obtained　by

TCA　treatment．

Acid　labile　fraction　was　estimated　by　subtraction　the

counts　of　acid　soluble　and　insoluble　fractions　from　total

counts．

（b）　expressed　as　percentile　of　each　fraction　obtained

by　double　column　chromatography　of　acid　soluble
fraction．

Table　3　Blood　contents　of　amino　acids，　glucose　and

　　　　urea

Fraction 1 2 3 4 5

Asp．

Glu．

Gly．

Ala．

VaL
Met．

11eu．

Leu．

Tyr．

Phen．

Cit．

Glucose

Urea

⑮
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N
N
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l
N
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N
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N
N
N
N
N

珊
㎜
m⑰
⑰
mmm⑰
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m㎜

Units　expressed　asμg／ml　blood．　ND，　not　detectable．

IIL結　　果

　覚醒下の11CO2吸入実験では，11CO2吸入量

を一定に保つことが不可能であるため，ラットを

11CO2（50～100　mCi）混合空気に5分間曝露する

方法を用いた．

　ラット血液をTCAにて処理すると，酸不安定

分画（Hl1CO3－，11CO2，　H211CO3），酸可溶性分画

（glU，尿素，有機酸など）および酸不溶性分画（蛋

白，核酸など）に分離できる．11CO25分間連続

吸入直後の血液中には，酸不安定性成分は94．2％

（lm1血液中総放射能に対する百分比）存在する

が，20分後には61％に減少した．酸可溶性成分は，

3．9％から25．5％に増加し，11CO2固定が時間経過

とともに増加することを示唆している（Table　2）．

　次に酸可溶性成分をdouble　column法にて分

析した結果，11CO25分間連続吸入直後の血液中

には，Fraction　1が44．9％（酸可溶性成分の総放

射能に対する百分比）とFraction　2が41．4％を占

めることが判明した（Table　2）．そこで，ここで

示した新しく開発したdouble　column　chromato－

graphy法について，その各分画の成分の同定を

行った（Table　3）．

　ブドウ糖酸化酸素法により各fractionのブドウ

糖量を測定した結果，fraction　1には100　pg／ml

bloodを含有し，　fraction　2と3は微量検出され

た．

　Urease－diffnsion法によって尿素定量をした結

果，fraction・2にのみ6．42μ9／ml・bloodの尿素量

が検出できた．またアミノ酸自動分析の結果，

fraction　3が大部分の中性アミノ酸を含有し，

fraction　4は微量のアラニン，　fraction　5はアスパ

ラギン酸とグルタミン酸を含有していることが判

明した．さらに14C一標識の標品（i4C－91u，14C一
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urea，　i4C－glutamine，14C－glutamate）による分離

同定を行った結果，fraction　lには14C－91u，　frac－

tion　2には　14C－urea，　fraction　3　には　14C－gluta－

mine，さらにfraction　5には14C－glutamateが溶

出されることが判明した（Fig．1）．

　以上よりdouble　column　chromatographyは，

ポジトロン放出化合物の分析に必要な迅速でかっ

精度の高い分離法であり，特に中性物質の分離定

量には適切な方法であることが証明された．結果

として，11CO2吸入後のラット血液中には，11C－

gluと11C一尿素への固定がほぼ同率に行われてい

ることが判明した．

　次に酸可溶性成分をラジオ液体クロマトグラ

フィーによって分析した結果，溶出されたフラク

ションの溶出パターンと，14C－gluの溶出パター

ンとも一致しており，11CO2吸入後の血液中に

11C－gluとして固定されている事実が証明された

（Fig．2）．

21巻11号（1984）

　またdouble　column　chromatographyのfraction

1について，Borate　cloumn　chromatographyを

施行した結果，100mM　K－tetraborateにて11C一

化合物が溶出され，この物質，は14C－gluと全く同
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Fig．3　Step－wise　elution　profile　of　Dowex　AG－1

　　　　（Borate）column　chromatography．14C－glucose

　　　　　was　eluted　at　the　same　time　for　identification

　　　　　O…O　indicates　the　l1C－count　profile　and

　　　　　●一●，the　14C－counts　profile．
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Elution　　　　　　　　radio－liquid－chromato－

graphy．　Column；Aminex　HPX－87H（Bio－Rad）．

Flow　rate；0．6　m1／min．　Elution　buffer；0．01N

H2SO4．　Elution　profile　from　fractionated

samples　was　obtained　by　measurement　l1C

（○…○）with　well－type　gamma　scintilation

counter　and　14C（●一・一●）with　liquid　scintila－

tion　counter．　△一△　　indicated　the　elution

profile　ofradio－liquid　chromatography　obtain－

ed　by　using　MCA　system（NAIG）with　a
computer（CLC・5）．

Glucose
↓↑7，

：：：竃：：：：1：，一一一→閻ili：1：㍗

，」1．1“　1，、．d，ph．，ph、te，、c13c　add

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Alanine
　　　　　　　　　　　　　　a－KG

Phosphoenol　pyruvate→Puruva　eミ±Lactate

　　　　　　　　2．・・ユ・　　c°2寸

　　　　　　　　　　　　　xaloacetate

t

Malate

　　　顯

彗
トKG

Asparatate

u早id

Malonyl－CoA

　　5，

Acety1－CoA

　　　　　　　91　teナ1・・　・

　　1，　Pyruvate　carobxylase

　　2．　Phosphoenolpyruvate　carboxykinase

　　3．梱ic　enzy爬

　　4．　Isocitrate　dehydrogenase　（NAD）

　　5．Acety1－coA　Carboxylase

　　6．　Fructose　196－diphosphatase

　　7，　Glucose●6－phosphatase

　　8．　6－phospho91uconate　dehydrogenase

Fig．4　Area　of　intermediate　metabolism　involving

　　　　　CO2　as　a　crucial　component　and　various　CO2

　　　　fixation　enzymes．

　Citrate

／
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じ溶出パターンを示したことより，この11C一化

合物は11C－gluと同定された．

IV．考　　察

　CO2は血液中へ単純溶解（拡散定数は酸素の20

倍）する一方，Carbonic　anhydraseの作用により

HCO3一となって炭酸一重炭酸緩衝系として重要

な役割を果たす．またCO2はクエン酸回路にお

ける好気的解糖系の最終産物として血液中に放出

されるが，一方ではブドウ糖新生系に炭素骨格を

提供し，いわゆる11CO2固定が行われることが

証明されている2）．このようにCO2はエネルギ

ー代謝の主要反応系に関与し，一部再利用される

訳であるが，その生理学的意義はあまり明らかで

はない．また従来のCO2に関係した研究は14C－

bicarbonateを用いたin　vitro実験が多く，また

in　vivO実験では麻酔下で行われることが多かっ

たため，糖代謝研究としては問題が残る．

　そこでわれわれはcarrier　freeのポジトロン放

出性化合物である11CO2を用いて，自然の状態

（覚醒下）での実験を行った．

　14CO2を用いた実験により，14CがP－enolpy－

ruvate　carboxykinaseの反応系において固定され

て，さらにブドウ糖新生系においてその炭素骨格

に14Cを提供することが証明されている2）．この

実験はラット肝細胞を用いた14CO2固定実験で

あり，グルコースへの14CO2固定が，ブドゥ糖

新生の指標になり得ると考えられている．われわ

れは11CO2吸入後のラット血液中に，11C－gluの

存在を証明したが，これはおそらく肝臓および腎

臓におけるブドウ糖新生の結果，11CO2が固定さ

れて11C－gluとなり，血中に放出されたものと考

」 ‘ ‘ ト
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11CO2　　　　　　11CO2　　　　　　　　　　　　　　　　ハlCO2
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Fig．5　Schematic　model　of　human　l1CO2　metabolism．
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えられる．従来の報告による，11CO2固定に関与

する酸素反応系をFig．4に示した．　Rognstad1）は，

乳酸とグルタミンからのCO2固定がブドウ糖新

生系の主要な反応であると報告している．なお脳

内ではoxaloacetateとoxalosuccinateのレベルに

おける11CO2固定が考えられており4），糖新生は

証明されていない．しかしラット血中に11CO2固

定された11C－gluの存在を証明できたことにより，

脳へのエネルギー源として血中11C－gluが利用さ

れている可能性は否定できなくなった．このよう

にin　vivo実験による脳内11CO2固定に関する研

究は，血中由来の11C－gluの関与を検討する必要

があると考える3）．

　一方11C一尿素への11CO2固定もおそらく肝臓

で行われる．すなわちcarbamoyl　phosphate　syn－

thetaseの触媒作用により11CO2がNH3と反応

して，carbamoyl　phosphateが作られ，尿素サイ

クルに入って尿素となり，血中に放出されたと考

えられる．このように11CO2はNH3の解毒機構

にも重要な役割を果たしていることが示唆された．

そこで11CO2代謝動態の模式図をFig．5で示し

た5）．最近われわれのグループは，11CO2による

dynamic　positron　emission　tomography5）を行って

いるが，画像解釈にあたり，11CO2代謝動態を理

解する必要がある．特に11CO2吸入直後の画像

は局所脳血流量を反映すると考えられているが，

11CO2吸入30分後で，11CO2代謝産物が脳内総放

射能の30％に達するといわれている6）．この場合，

先に述べたごとく，血中11C－gluの果たす役割に

ついては，全く未解決であり，今後研究される必

要がある．このように最近Positron　emission　to－

mographyの普及により，その臨床応用の重要性

が増大してきたが，画像解釈にあたって，使用し

ているポジトロン放出性薬剤または化合物の生体

内における代謝動態の基礎的研究が不可欠である

ことを強調したい．

V．結　　語

　11CO2の代謝動態を研究する目的で，ラットを

用いた11CO2吸入実験を行った．まずポジトロ

ン放出性化合物の分析にあたり，迅速でかつ精度

の高い方法を確立した．本研究の結果，吸気中の

11CO2が，ラット血液中のgluおよび尿素に固定

されることが証明された．この成績を基にして，

11CO2代謝動態の模式図を作成して考察を加えた．

　本研究は昭和58年度厚生省神経疾患研究委託費No．

83－12によって行われた．

　本論文の要旨は昭和58年9月23日～25日，高槻市で開

催された第23回日本核医学会総会で発表した．
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Summary

incorporation　of　i　i　CO2　into　Glucose　and　Urea：Experimental　Study　by　Using

　　　　　Rat　BRood　which　was　Analyzed　by　Newly　Developed　Methods　for

　　　　　　　　　　　　　　　　Positron　Emitting　Chemical　Compounds

Norio　SAKuRAGAwA＊・＊＊，　Akira　MATsul＊，　Yoshiyasu　KoNo＊，　Masataka

　　　　　　　　　　ARIMA＊＊，　Satoyoshi　EIJIRo＊and　Masaaki　Ilo＊＊＊

＊1）epart〃le〃t　of　Pediatric」Veurologッ，　Nationalルlusashi　lnstitute　for　Mental　Diseases

　　　　　　＊＊National　Center／br　Nervo〃ぷ，1佐肋1α〃4　M〃ぷcular　Diosrderes

　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊＊∧「ational　Naka〃oα1θぷ’Hospital

　　In　order　to　clearify　the　lICO2　dynamic　meta－

bolism　in　vivo，　we　perf（）rmed　the　experimental

studies　by　using　rats　which　were　exposed　to　l1CO2

f（）r5minutes．　Rats　were　sacrificed　soon　after

l1CO2　exposure．　Blood　was　collected　in　a　hepari－

nized　glass　contener，　homogenized　with　O．3　M

trichloro　acetic　acid　on　ice　and　separated　by

centrifugation（4，000×g　for　10　min）into　the

clear　supernatant，　acid　soluble（A－S）fraction，　and

pellet，　acid－insoluble（A－1）fraction．11C－content

of　a　part　of　blood　was　measured　by　well－type

scintilation　counter　as　well　as　A－S　and　A－I

fraction．　An　acid－labile（A－L）fraction　was　esti－

mated　by　subtraction　of　A－S　and　A－I　fraction

from　the　l1C－counts　of　the　total　blood　and　ap・

propriate　half・－life　correction　was　made．　A－L

fraction（Hl1CO3－，11CO2，　H211Co3）was　94．2％

of　the　total　blood　count，　A－S　fraction　（neutral

substance，　intermediates　of　glycolysis），3．9％and

A－I　fraction　（protein，　nucleic　acid　etc），　1．9％

respectively．　Tben　A－S　fraction　was　applied　to

the　double　column　chromatography，　which　com・

posed　of　Dowex　AG－1（upper　column）and　Dowex

50W×8（lower　colu㎜）．　It　gave　the　5　differents

fractions　which　were　identified　by　using　14C－

labelled　compounds．　Major　components　in　the

A－Sfraction　was　l1C－glucose（44．9％）and　urea

（41．4％）．Furthermore，11C－glucose　was　identified

by　radioliquid　column　chromatography　and

Dowex（Borate）column　chromatography．

　　We　interpret　these　data　to　suggest　that　llCO2

was　incorporated　into　urea　in　the　liver　and　into

glucose　in　the　liver　and　kidney．　Incorporated

l1C－glucose　was　carried　out　through　the　body，

even　into　the　brain．　We　proposed　the　l1CO2

dynamic　metabolism　in　human　and　made　its

schematic　presentation　which　probably　is　useful

for　l1CO2　dynamic　positron　emission　tomography．

　　Key　words：　11CO2，　CO2　fixation，　Glucose，

Urea．

Presented by Medical*Online


	1429
	1430
	1431
	1432
	1433
	1434
	1435



