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背景お よび目的

糖 尿 病 患 者 で は 非 糖 尿 病 患者 と 比 べ て 冠 動 脈 狭 窄 の 頻 度が 高 く ､ ま た 病 変 も 多

枝 に 及 ん で い る こ と が 多 い ｡ さ ら に 血 管形 成術 後 の 再 狭 窄率 も 高 い こ と が 知 られ

て い る ｡

糖 尿 病 患 者 で 血 管障害 が 生 じ る 機序 と し て は ポ リ オ - ル 経 路 の 活 性 化 ､ 酸化 ス

ト レ ス の 克 進 そ して プ ロ テ イ ン キ ナ - ゼ C の 活 性 化 な どが 考 え ら れ て い る が
､ 高

血 糖や 高 脂 血 症 に 由 来 す る a d v a n c e d gly c a ti o n e n d p r o d u c ts ( A G E s) の 産 生 克 進 と

そ の 受容 体 で あ る R A G E と の 相 互 作用 も機序 の 1 つ と 考 え られ て い る ｡
こ れ ま で

に 糖尿 病 モ デ ル 動 物 の 血 管 障害部位 で R A G E や そ の リ ガ ン ド の 発 現 が 非 糖尿 病

動 物 と 比 較 し て 克 進 し て い る こ と や 可 溶 型 (s o 山bl e) R A G E の 投 与 に よ っ て 糖尿

病 に お け る 血 管障害や 病的血 管新生 が軽減 され る こ と が 報 告 され て い る ｡ ま た 糖

尿 病 患 者 の 大 動 脈 内 皮 細 胞 に は R A G E お よ び そ れ に 引 き 続 く m o n o c y t e

c h e m o a ttr a c t a nt p r o t ei n - 1 ( M C P -1 ) の 発 現が 克 進 し て い る こ と が 報 告 され て い る ｡
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し か し ど の よ う な機 序 で 糖尿 病 状 態で の 障害血 管 に R A G E が 発 現 し て く る か は 不

明 で あ っ た ｡

一

方
､
近 年 糖尿 病 の 基 盤 に は イ ン ス リ ン 抵 抗性 の 存在 が 示 唆 され る よ う に な り

､

そ の イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に は 内臓 脂 肪 の 関 与 が 報告 さ れ て い る ｡ 内 臓 脂 肪 か ら は

t u m o r n e c r o si s f a c t o ト α ( T N F -

α) や IL - 6 を は じ め とす る 多く の サイ トカ イ ン ( ア デ

イ ポ サ イ ト カ イ ン) の 放 出 が 増加 し て お り ､
こ れ ま で に 血 圧 上 昇 ､ 食欲 調 節 ､ 糖 代

謝 異 常 ､
動 脈 硬 化 そ し て 病 的 血 管新 生 な ど の 多く の 病 態 形 成 に 関与 して い る こ と

が 報 告 さ れ て き た ｡

一

方 で ア デ ィ ポ ネ ク チ ン の よ う に 抗 動 脈 硬 化 作 用 や 抗 糖 尿 病

作 用 を示 す サ イ ト カ イ ン も 報 告 され て き た ｡ し か し こ れ ま で に 内臓 脂 肪 由 来 の サ

イ ト カ イ ン が ど の よ う に 再 狭窄 に 関与 し て い る か の 検討 は 十 分 で は な い
｡

今回 ､ 機 械 的 血 管傷害 に よ る 新生 内膜 形 成 に 対 す る T N ト α を は じ め と し た 内 因

性 サ イ ト カ イ ン の 影 響 を 内 因 性 サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 薬 で あ る S e m a p i m o d

( S e m ) お よ び 1 型 T N F 受 容 体 の 機 能 を遮 断 す る 作 用 を 有 す る ア デ ノ ウ イ ル ス

(A d T N F R △C) を使 用 し て 検 討 し た ｡ ま た 新 生 内膜 形 成 に 対 す る 内 因 性 サ イ ト カ イ

ン と R A G E の 関 連 を 検討 す る 目 的で R A G E を 強 制 発 現 さ せ る ア デ ノ ウ イ ル ス

(A d R A G E w t) と A G E s を捕捉 す る 作用 を 有す る 可 溶性 (s ol u b l e) R A G E ( A d s R A G E)

を発 現 さ せ る ア デ ノ ウイ ル ス を作成 し て ､ 新生 内膜 形 成 に 対 す る 効 果 を検 討 した ｡

方法

糖尿 病 モ デ ル 動 物 に は O b e s e Z u c k e r r a t ( O Z) を使 用 し ､ 対 照 に は L e a n Z u c k e r

r a t ( L Z) を使 用 し た ｡ O Z 群 に は S e m を 1 2 週 齢 か ら 4 週 間投 与 し ( O Z /S e m ) ､
コ

ン ト ロ
ー ル 群 に は 等量 の 生 理 食塩 水 を投 与 し た ｡ 3 群 と も 1 4 週 齢 の 時 点 で 大 腿 動
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脈 に C uff を 留 置 し ､ 2 週 間後 に 新 生 内 膜 形 成 を 内 膜/ 中膜 比 (l/ M 比) で 評 価 し ､

P r o lif e r a ti n g C e l一 N u cl e a r A n tig e n ( P C N A ) ､ S I O O / c alg r a n uli n s ､ R A G E ､ V a s c u la r

C e ll A d h e si o n M ol e c ul e - 1 ( V C A M - 1) お よ び E D - 1 の 発 現 を 検 討 し た ｡ ま た

A G E s - R A G E 系 の 新 生 内 膜 形 成 に 対 す る 作用 を評 価 す る た め に O Z 群 に A d s R A G E

を
､

そ し て O Z /S e m 群 に A d R A G E w t を 大 腿 動 脈 に 感染 さ せ た 後 に C u 作 を留 置 し

新 生 内膜 形 成 を検討 し た ｡ さ ら に サ イ ト カ イ ン の 中 で も 特 に T N ト α の 作 用 を検 討

す る た め A d T N F R △C を O Z 群 に 感染 さ せ て 同様 の 実 験 を行 っ た ｡ R A G E に 関 し て

は 最終 的 に r e al ti m e P C R を行 っ て 半 定 量 化 して 評 価 し た ｡

結果

1 . S e m a pi m o d の ラ ッ ト基礎デ ー タに対する影響

1 6 週齢の 時点で体重､ 収縮期血圧
､ 空腹日動血糖, 中性脂肪 ､ 総 コ レ ステ ロ -

ノVl直は O Z 群で

Ll 群よりも有意に上昇 してい た｡ O Z 群に 鮎 m を投与 して もそれらの 値は変化 しなか っ た｡

2 . S o m a pi m o d の血清お よび臓器中の サイ トカイ ン濃度お よび血清C R P に対する影響

1 6 週齢の時点で 3 群の血清および内臓脂肪や大動脈などか ら抽出したタ ン パ ク中の サイ トカ

イ ン濃度をE LIS A 法で測定した｡ 血清および内臓脂肪中の T N F l ユ
,
lL -1β,

l し8 濃度は O Z 群で LZ

群に比 べ て有意に上昇してお り ､ S e m 投与で O Z 群の サイ トカイ ン濃度は低下した｡ T N F l ユお よ

び IL -1βに関して は大動脈由来の タ ン パ ク 中の濃度も同様の 結果が得られた｡ 血清 C R P 濃度は

O Z 群で Ll 群に比 べ て有意に上昇しており､ 飴 m 投与に よ っ て O Z 群の血清C R P 濃度は有意に

低下 して い た ｡

3 ･ C ufF 留置に よる血管傷害に対する S e rn a pi m o d の影響

C u q 留置 2 週間後に H E 染色でIN 比 を評価した｡ 新生内膜形成は O Z 群で L Z 群と比較して
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有意に克進 してお り
､
S e m 投与に よ っ て新生内膜形成は有意に抑制された ｡

P C N A 染色に よる

新生内膜内の 細胞増殖 の 評価でも同様 の結果とな っ た｡

4 . 新生内膜にお けるS I O OJ c a l g r a n u li n s お よ び R A G E 発 現 の 検討

糖尿病性血管障害の機序の 1 つ で ある A G E s -F u G E 系を検討するため R A G E とその リガン ド

で ある S I O O / c a lg ra n uli n s の 免 疫 染色 を行 っ た ｡ 両 者 と も に 発 現 の 中 心 は 血 管 内皮

で あ り ､ そ れ ら の 発 現 は O Z 群 で L Z 群 よ り も克 進 し
､
S e m 投 与 に よ っ て O Z 群 で

の 発 現 は 低 下 した ｡ S h a m 群 で は 発 現 が 認 め られ ず ､ R A G E の 発 現 は 血 管傷害 に

よ り 誘導 さ れ る と考 え られ た ｡

5 . 糖尿病状態で の新生内膜形成に対するF u G E の 関与の検討

糖尿病モ デ ル で の 新生内膜形成は R A G E を介 して い る ことを検討す るた め O Z 群お よび

O Z/S e m 群の 大腿動脈にそれぞれ A d sF u G E および Ad R A G E w t を感染させた後に C u廿留置を行

っ た｡ その 結果 O Z 群で は A d s R A G E に よ っ てサイ トカイ ン濃度が高値であるにもか かわらず新

生内膜形成が抑制され､ O Z /S e m 群では Ad R A G E w t 感染によ っ てサイ トカイ ン濃度が低下 して

い るにもかかわらず新生内膜形成が克進 した ｡

6 . T N F l 1単独で の新生内膜形成に対する影響

今回サイ トカイ ン の 中でも特にT N F l l の影響を検討するためd o m i n a n t n e g a ti v e T N F 受容体を

発現す るア デ ノ ウイ ル ス を O Z 群の 大腿動脈に感染させ た｡ 2 週間 の C u斤 留置 に よ っ て

Ad T N F R △C 感染群 は A d G F P 感染群に 比較 して新生内膜形成が 有意に抑制 され た ｡ また

S I O O / c aLg r a n uli n s お よ び R A G E の 発 現 も A d T N F R A C 感染群では A d G F P 感染群 と 比

較 して 減少 し て い た ｡

7 . A G E s -F u G E 系の血管障害因子誘導に対する検討

A G E s - R A G E が血管障害を誘発する際には接着因子や単球/ マ ク ロ フ ァ
ー ジの誘導を引き起 こ
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す ことが知られて い る｡ そ の た め新生内膜で の V C A M -1 お よび E D -1 染色を行 っ た ｡ 両者とも

O Z 群で発現は L l 群 よりも克進 し､ O Z /S e m 群 でそれらの発現は低下 して い た｡ また O Z 群に

A d T N F R △C お よび Ad s R A G E を感染させ ると両者の発現は減少 し
､

O Z /S e m 群に Ad R A G E w t

を感染させ るとそれ らの発現は増加 して い た｡

8 . r e al li m e P C R に よるF u G E の半定量化

R A G E に関 して は最終的 に半定量化を行 っ て確認 した｡ R A G E の発現はやは り O Z 群でL l 群

と比較 して増加 しており ､ S e m 投与で抑制された｡ また O Z 群に Ad T N F R A C を感染させ ると

A d G F P 感染群 に比 べ て発現量は減少 して い た｡

考察

T N F l ユをは じめ とす る内因性サイ トカイ ン の イ ン ス リ ン シ グナ ル に対す る役割に つ い て は良

く知られて い るが
､ 新生内膜形成に対す る役割に つ い てはまだ十分には検討されて いない ｡ 本研

究では ､ 内因性サイ トカイ ン産生抑制薬であるS e m a pi m od および d o m i n a nt n e g a 仙e T N F 受容

体 を発現するア デノ ウイ ル ス を用 い て主と して 内臓脂肪 から放出され る T N F l ユをは じめ と した

サイ トカイ ンが糖尿病状態で の 新生内膜形成お よび細胞増殖を増加させ るこ と を示 した｡ また

O Z 群や O Z/S e m 群に A d sF u G E お よび A d R A G E w t を感染させた状態で の新生内膜形成の結果

か ら､ A G E s I R A G E 系が細胞だけで なくin vJ
'

t/ 0 にお いても接着因子や単球遊走を引き起 こす こ

とで新生内膜を形成する可能性が示唆された｡ さらに O Z 群に A dT N F R △C を感染させた実験結

果から､
T N F . a をは じめとするサイ トカイ ンが血管内皮に作用 し

､ 直接 R A G E の発現を誘導する

可能性があるこ とを示 した｡
これまでは A G E s - R A G E 系がサイ トカイ ン の放出を誘導す るこ と

は報告され てきたが ､ 本研究はその 逆の経路もあり えることを示 した最初の 例 であると考えられ

る｡ また本研究で は これまで の報告と異な っ て S I O O / c alg r a n u 仙 s お よ び R A G E の 発 現 は
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血 管内 皮 の み で あ っ た ｡ 培 養 内 皮 細 胞 の 実験 で は A G E s - R A G E の 活 性 化 が 多く の

組 織 障 害 因 子 を誘 導 し て い る と い う 結果 か ら
､

内皮 の み で の A G E s - R A G E の 発 現

は 新生 内膜 を形 成 す る の に 十 分 で あ る と考 え られ る ｡

結論

T N F -

α を は じ め と す る 内 因性 サ イ トカ イ ン は 糖 尿 病状 態 で の 新 生 内膜 形 成 に 関

与 し て お り
､

そ の 機 序 に は サ イ ト カ イ ン に よ る R A G E 発 現 の 増 強 が 考 え られ た
｡

内 因 性 サ イ ト カ イ ン や R A G E を抑制 す る こ と は 血 管形 成 術後 の 再 狭 窄予 防 に 有用

な 治 療手 段 と な る こ と が 考 え られ る ｡
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