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【背 景】

酸 化 ス ト レ ス は 糖 尿 病 や 高 血 圧 ､ 心 血 管 系 疾 患 の 発 症 進 展 に 重 要 な

役 割 を 果 た し て お り ､ 糖 尿 病 に お け る 腎 障 害 に も 関 与 す る こ と が 知 ら

れ て い る ｡ 酸化 ス ト レ ス の 程 度 は 活 性 酸 素 種 ( R O S) の 産 生 系 と 消 去 系

の バ ラ ン ス に よ り 決 定 さ れ る ｡ R O S は キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ ､ n i t r i c

o x i d e s y n t h a s e ( 附o s) ､ ミ ト コ ン ドリ ア 電 子 伝 達 系 ､
シ ク ロ オ キ シ ゲ

ナ
- ゼ な ど に よ り 産 生 さ れ る

L
が ､ 主 な 産 生 源 は n i c o t i n a m i d e a d e n i n e

d i n u c l e o t i d e p h o s p h a t e ( N A D P H) o x i d a s e 由 来 の ス ー パ ー オ キ シ ドア

ニ オ ン ( 0
2
･ L) で あ る ｡

マ ク ロ フ ァ
ー ジ の p h a g o c y t e N~A D P H o x i d a s e は

g p 9 1 p b o x と p 2 2 p h o x の 2 種 類 の 膜 成 分 と p 4 7 p h o x ､ p 4 0 p h o x ､ p 6 7 p h o x ､

R a c な ど の 細 胞 質成′分 か ら構 成 さ れ ､ p 4 7 p h o x が リ ン 酸 化 し細 胞 質 成 分

が 細 胞 膜 に 移 動 し て 集 合 体 を 形 成 す る こ と で 活 性 状 態 と な り 0 2

･ ~ を 産

生 す る ｡ 腎 臓 で は N A D P H o x i d a s e の 各 成 分 が 糸 球 体 ､ m a c u l a d e n s a
､

遠 位 尿 細 管 ､ 血 管 平 滑 筋 や 内 皮 細 胞 に 存 在 す る ｡ a p o c y n i n は N A D P H

o x i d a s e の 細胞 質 成 分 が 細胞 膜 - 移 動 し 集 合 体 を 形 成 す る の を 阻 害 す

る 薬 剤 で ､ 関節 炎 モ デ ル や c r o h I1 病 モ デ ル に お い て 抗 炎 症 ･ 臓 器 保 護



作用 が 報 告 さ れ て い る ｡ t e m p o l は N A D P H o x i d a s e に よ り 生 じ た 0 2

' ~ を

過 酸 化 水 素 に 変 換す る s u p e r o x i d e d i s m u t a s e ( S O D ) m i m e t i c で ､ 血

管拡 張 ･ 血 圧 降 下 作用 が 知 ら れ て い る ｡

【目 的】

糖 尿 病 モ デ ル に お い て N A D P H o x i d a s e 阻 害 薬 の
､

a p o c y n i n な ら び に

S O D m i 皿 e t i c の t e m p o l を投 与 し 酸 化 ス ト レ ス を 抑制 す る こ と に よ り 糖

尿 病 性 腎 症 の 治 療 を 検討 し た ｡

【方 法】

糖 尿 病 ラ ッ ト モ デ ル は ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン ( 6 0 m g / k g 体 重) の 静 注

に よ り 作成 し た ｡ 2 週 目 か ら 8 週 目 ま で a p o c y n i n ( 1 6 m g / k g / d a y) も

し く は t e m p o l ( 2 0 0 m g / k g / d a y) で 治 療 し
､

N A D 柑 o x i d a s e の 発 現 と 酸

化 ス ト レ ス に つ い て 検 討 し た ｡

【結 果 お よ び 考 察】

ま ず p a r t l と し て ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 誘 発 糖 尿 病 ラ ッ ト の 腎 障 害 に

対 す る a p o c y n i n の 効 果 を検 討 し た o 腎 臓 で N A D P H o x i d a s e 構 成 成 分 の

発 現 を W e s t e r n b l o t t i n g に よ り 検討 す る と ､ D M 群 に お い て 細 胞 質 成

分 の p 4 7 p h o x は 腎 の 細 胞 膜 分 画 と 細 胞 質 分 画 の 両 方 で 増 加 が み ら れ た

( 細 胞 膜分 画 : D u o . 3 3 土 0 . 0 4 v s . C o n t r o l O . 2 0 土 0 . 0 3 a r b i t r a r y u n i t
,

p く 0 . 0 5 ; 細 胞 質 分 画 : D M 0 . 2 9 土 0 . 0 3 v s
. C o n t r o l 0 . 1 8 j= 0 . 0 3

a r b i t r a r y u n i t
,

P 〈 O . 0 5) ｡
a p o c y n i n 治 療 群 で は 細 胞 膜 分 画 で p 4 7 p h o x

の 有 意 な減 少 が 認 め ら れ た が ( o . 2 1 土 0 . 0 3 ,
P 〈 O . 0 5 v s . D M) ､ 細 胞

質 分 画 で は 認 め られ な か っ た ( 0
.
2 5 土 0

. 0 2 , N S v s . D M) ｡ ま た ､ p 4 7 p h o x

の 細 胞 膜/ 細 胞 質 比 は 治 療 群 で 有 意 に 低 下 し た ( 0 . 8 5 土 0 . 0 6 ; P 〈 O .
0 5

v s . D M l . 1 3 土 0
. 0 5 o r v s . C o n t r o l 1 . l o 主 o . 0 7) ｡ こ れ ら は a p o c y n i n

が p 4 7 p h o x の~膜 - q) 移 動 を 阻 害 す る こ と を示 し て い る ｡

一

方 ､ 細 胞 膜

成 分 で あ る g p 9 1 p h o x は D M 群 で 有 意 に 増 加 し串が ( o ･ 3 0 土 0 ･ 0 2 v s ･

C o n t r o l 0 . 2 0 土 0 , 0 2 , P く 0 , 0 1) ､ a p o c y n i n 治 療 群 で は 有意 な 増 加 は

み ら れ な か っ た ( 0 . 2 5 土 0 . 0 2 , N S v s . C o n t r o l) ｡ も う ひ と つ の 膜 成

分 で あ る p 2 2 p h o x の 発 現 は D M 群 で も 治 療 群 で も 変 化 し な か っ た o

a p o c y n i n が p 4 7 p h o x と そ の ア ン カ ー で あ る g p 9 1 p h o x の 結 び 付 き を 抑



制 し ､ N A D P H o x i d a s e の 活 性 化 を 阻 害 す る こ と が 示 唆 さ れ る ｡

D M ラ ッ ト の 腎 臓 で は N A D P H o x i d a s e の 発 現 克 進 に 伴 い ､ そ の 産 物 で

あ る 酸 化 ス ト レ ス の 増加 が み ら れ た ( 尿 中 過 酸化 脂 質 : D M 9 8 . 1 土 7 . 6

v s . c o n t r o l 6 . 5 土 0 . 7 n m o l / m g C r , P 〈 O . 0 0 1 ; 尿 中過 酸化 水 素 : D M

2 6 . 9 j= 6 . 3 v s . C o n t r o l l l . 4 土 1 . 2 u n i t / m g C r , P 〈 O .
0 5) ｡

a p o c y n i n

は N A D P H o x i d a s e を 抑制 す る こ と に よ り ､ 酸 化 ス ト レ ス 産 物 を 有意 に

抑 制 し た ( 過 酸化 脂 質 : 6 6 . O j = 1 0 ･ 7 v s
r

D M , P く 0 ･ 0 5 ; 過 酸 化 水 素 :

1 0 . 1 土 1 . 3 v s . D M
,

P く 0 . 0 1) ｡

続 い て N O 産 生 系 に つ い て 検
■
討 し た ｡ 内 皮 型 N O S ( e N O S) の 発 現 は D M

ラ ッ ト の 腎 臓 で 増加 し て お り ､ a p o c y n i n は こ れ を 変 化 さ せ な か っ た ｡

し か し ､ 腎 に お け る N O 産 生 は a p o c y n i n 治療 群 で D M 群 よ り 有 意 に 増 加

し た( D M + a p o c･y n i n l O O . 2 j = 1 1 . 6 v s . D M 7 1 . O j = 4 . 7 トI m O l / m L , P 〈 O . 0 5) ｡

a p o c y n i n が o
2

･ ~ に よ る t e t r a h y d r o b i o p t e r i n の 酸化 を抑 制 し て e N O S

u n c o u p l i n g を 防 ぎ N O b i o a v a i l a b i l i t y を 高 め た 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡

糖 尿 病 ラ ッ ト の 腎 臓 で は ､ メ サ ン ジ ウ ム 基 質 の 増加 や f i b r o n e c t i n ､

Ⅰ 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 発 現 増 加 が み ら れ た ｡ ま た 尿 蛋 白 は 有 意 に 増 加 し た

( 0 . 5 5 j = 0 . 1 3 v s . C o n t r o l O . 3 1 j = 0 . 0 3 m g / m g C r
,

P 〈 O . 0 5) 0 a p o c y n i n

治 療 に よ る 酸化 ス ト レ ス の 抑 制 と N O b i o a v a i l a b i l i t y の 増 加 に よ り ､

こ れ ら の 腎 組 織 障 害 お よ び 尿 蛋 白 は 有 意 に 改 善 し た ( D M + a p o c y n i n

0 . 2 7 j = 0 , 0 2 v s . I)M , P ( 0 . 0 5) Q

次.に P a r t 2 と し て t e m p o l に よ る 糖 尿 病 性 腎 症 の 治 療 効果 を 検討 し

た ｡ 腎 細 胞 膜 分 画 に お け る N A D P H o x i d a s e p 4 7 p h o x の 発 現 は D M 群 で 有

意 に 増 加 し た が ( o . 3 3 土 0･ . 0 5 v s . C o n t r o l 0 . 2 0 土 0 . 0 2 a r b i t r a r y u n 主t
,

P 〈 O . 0 5) ､ t e m p o l に よ り 抑 制 さ れ た ( 0 . 2 7 土 0
. 0 3 , N S v s . C o n t r o l) a

p 2 2 p h o x で は 有 意 な変 化 を 認 め な か っ た ｡

N A D P H o x i d a s e に よ り 生 じ た 0
2

･ L は S O D に よ り 過 酸 化 水 素 に 変 換 さ れ ､

過 酸化 水 素 は c a t a l a s e に よ り 最 終 的 に 水 - と 分解 さ れ る ｡ ま た 過 酸 化

水 素 か ら は m y e l o p e r o x i d a s e ( M P O) の 作 用 に よ り R O S の
一

種 で あ る

h y p o c h l o r i t e ア ニ オ ン が 産 生 さ れ る ｡ D M ラ ッ ト の 腎 臓 で は N A D P H

o x i d a s e の 発 現克 進 な ら び に c a t a l a s e の 発 現 低 下 ( 0 . 3 1 土 0 .
･ 0 1 v s .



c o n t r o l 0 . 3 6 j= 0 . 0 1 a r b i t r a r y u n i t
,

P ( 0 . 0 5) の 結 果 ､ 過 酸 化 水

素 の 増加 を認 め た o t e m p o l は S O D 活 性 を克 遷 さ せ ( 1 5 . 9,
i = 1

｡
0 9 v s ･ D M

1 3 . 2 土 0 . 3 7 u n i t / m g p r o t e i n
,

P 〈 O . 0 5) ､ 糸 球 体 内 の 過 酸化 水 素 を

抑 制 し た が ､ 腎 全 体 で は 過 酸 化 水 素 の 産 生 量 は D M 群 と 同 様 で あ っ た ｡

さ ら に D M 群 で は M P O の 発 現 が 克 進 し て お り ( 0
.
3 8 土 0 . 0 2 v s . C o n t r o l

o . 2 4 土 0 . 0 2 a r b i t r a r y u n i t , P 〈 O . 0
~
0 1) ､ そ の 産 物 で あ る h y p o c h l o r i t e

が 増 加 し た ( 4 4 . 8 土

-
3 . 4 v s . C ｡ n t r ｡ 1 2 8 . 1 土 4 . 5 a r b i t r a r y u n i t , P

く 0 . 0 1) o
こ れ ら は t e m p o l に よ り 減 少 し な か っ た ( M P O : 0 . 3 9 土 0 . 0 2 ;

h y p o c h l o r i t e : 4 7 . 5 士 2 . 0 , N S v s . D M) ｡

腎 組 織 の 検討 で は ､ D M 群 の 糸 球 体 で T G F -β お よ び f i b r o n e c t i n の 発

現 克 進 ､ メ サ ン ジ ウ ム 基 質 の 増 大 を 認 め た が ､ こ れ ら は t e m p o l に よ り

抑 制 さ れ た ｡

一 方 ､ 尿 蛋 白 お よ び 尿 中 N - a c e t y l -β- D - g l u c o s a m i n i d a s e

( N A G) は t e m p o l に よ り 減 少 し な か っ た ｡ M P O
l

jl . 進 に 伴 い 増 加 し た

h y p o c h l o r i t e に よ る 尿 細 管 障 害 の 影 響 が 考 え られ る ｡

【結論】

a p o c y n i n は 糖 尿 病 ラ ッ ト に お け る N A D P H o x i d a s e の 発 現 と p 4 7 p h o x

の 細 胞 膜 - の 移 動 を 抑 制 す る こ と に よ り ､ N A D P H o x i d a s e の 活 性 化 を

阻 害 し て 酸 化 ス ト レ ス を 抑 制 し た ｡ ま た ､ a p o c y n i n は N O

b i o a v a i l a b i l i t y を増 加 さ せ る と と も に 尿 蛋 白 や 腎 組 織 障 害 を 改 善 し

た ｡

一 方 ､ t e m p o l は 糖 尿 病 ラ ッ ト の 糸 球 体 に お い て T G トβ の 発 現 を抑

制 し メ サ ン ジ ウ ム 基 質 増加 を 改 善 し た が ､ M P O に よ る h y p o c h l o r i t e 産

生 の 増 加 に 伴 い 尿 蛋 白 は 改 善 し な か っ た ｡




