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はしがき

糖尿病患者における動脈硬化症は、その生命予後を決定する重要な合併症である。
WHO多国間共同調査の結果でも、インスリン依存型、インスリン非依存型糖尿病患者と
もに冠動脈硬化症と脳血管障害の有病率は一般人口の約3-10倍高頻度で、特に女性で
顕著であった。そこで本研究では、糖尿病における特徴的動脈硬化危険因子を取り上げ、
その作用機構を明かにし、その予防、診断、治療法を開発する戦略を検討する事を目的と
した。そこで、インスリン非依存型糖尿病に特徴的な動脈硬化症危険因子として、高血糖
に関連した酸化ストレス、高インスリン血症を取り上げ、分子生物学および細胞生物学的
手法を用いてその関与を検討した。

1)高血糖/酸化ストレス/酸化LDLと血管障害について a)高血糖と血管内皮細胞
接着因子遺伝子発現異常、 b)酸化印Lの主要活性成分としてリゾフォスファチジルコリン
(LPC)の意義、 c)患者血媛IDLと印L分画中LPC、過酸化脂質、易被酸化性の検討と血管内
皮細胞の遺伝子発現誘導活性、 d)細胞内情報伝達機構としてラジカル産生とそれに伴う
転写因子NF四回活性化の証明、 e)糖尿病動物の心血管壁組織における酸化ストレス関連遺
伝子発現の有無とその誘導機構を明らかにする。
2)インスリン抵抗性機構と血管平滑筋細胞の増殖:a)培養線維芽細胞にインスリン
受容体を過剰発現させ、インスリン受容体チロシンキナーゼ及びIRS-1のチロシン燐酸化
調節機構としてのフロテインチロシンフォスファターゼ(阿'Pase)の活性化の意義を検討し
た。匹、'Paseにはインスリン作用を抑制する抑制性PTPaseと促進4性PTPaseが存在する。前者
は高グルコース状態で低下するインスリン作用異常に関与し、後者はSH2ドメインを有す
るSHP2のインスリンの細胞内情報伝達系での意義を明らかにした。 b)血管平滑筋細胞に
おけるインスリン、 IGF・1作用の異動を明かにし、インスリンは、生理的濃度でPI-3キナ
ーゼ活性化、 p70S6Kの活d性化を介して細胞内蛋白合成促進作用により動脈硬化を促進的
する可能性を明らかにした。
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研究成果

(1)高血糖/酸化ストレス/酸化LDLと血管障害

A)高血糖下における活性酸素スカペンジャー機能異常
高血糖状態では、血管内皮細胞での活性酸素処理系としてのグルタチオンレドックス

(GR)サイクルが低下し、活性酸素処理異常が出現する結果、血管内皮細胞障害が出現
する(文献4)。このGRサイクル異常は、ペントース燐酸経路の活性化が悪く、 NADPHの
供給が低下していることが主要な要因となっている(文献 10，，11)。

B)フラクトースと非酵素的グリケーションと活性酸素の産生
高血糖状態では細胞内フルクトース濃度が増加するが、その結果Advancedglycation 

End Products (AGEs)が形成される。フルクトースはグルコースに比べて効率よくAGEsを
産生し、同時に蛋白をヒドロキシルラジカルの産生を介して蛋白の酸化を誘導する。
(文献8)

これら結果は高血糖下に活性酸素の産生充進と分解機能の低下をきたすことを示している。
その結果血管内皮細胞は、酸化ストレスに曝されることになる。

C)高血糖状態に伴う血管内皮細胞の活性化遺伝子発現異常
-細胞間接着因子(ICAM-l)の誘導・
一方高血糖状態では、血管内皮細胞における細胞接着因子のうちICAM-1が特異的に

増加するが、これは高グルコース濃度による代謝効果ではなく高浸透圧による効果であっ
た。しかしVCAM-1、E・sel回出などの異常は見られなかった(文献12)。

D)酸化LDLによる血管内皮細胞遺伝子発現異常
-リゾホスファチジルコリン (LPC)によるMCP・lmRNA誘導・
既に、 LPCが血管内皮細胞におけるHB-EGF、IC品目などの発現を促進すると報告さ

れているが、血柴に存在しうるLPC濃度にて血管内皮細胞における単球走化性因子
(monocyte chemoat回 ctantprotein-1)のmRNA発現を誘導した(文献13)。

患者血衆LDLによる血管内皮細胞遺伝子発現異常
ーox-LDLとNF-kB転写活性化とMCP・lmRNA発現・
患者血柴IDL+LDL分画中に存在する酸化印Lは血管内皮細胞MCP-1遺伝子発現を誘導

する生物活性を有する。この活性は血管内皮細胞を抗酸化剤にて処理することにより完全
に正常化し、またその誘導機構として転写因子NF-kBの活性化が関与していることが明か
となった(文献18)。

E)糖原病動物の心血管壁組織における酸化ストレス関連遺伝子発現の有無とその
誘導機構:糖尿病状態では、活性酸素の産生の克進とその分解の障害にて心血管組織に
おける酸化ストレスが克進し、酸化ストレス関連遺伝子の発現が克進した。これら異常は
抗酸化剤の治療にて正常化した(国際学会発表10)。



(2)インスリン抵抗性と血管障害

A)インスリン抵抗住機構の解明
促進性及び抑制性プロテインチロシンホスファターゼ (PTPase)の意義
インスリンによる細胞増殖の調節は、インスリン受容体チロシンキナーゼ(IR-TK)

とプロテインチロシンホスファターゼ(町'Pase)により情報伝達系チロシン燐酸化蛋白の燐
酸化状態にて両方向性の調節を受けている。特にPTPaseの細胞増殖における意義に関して
は不明な点が多くある。近年PTPaseには受容体型と非受容体型の二種類が存在し、細胞の
増殖・分化調節に重要な役割をしていると報告されている。本研究では特に、非受容体型
阿羽田であるPTP1BとSHPTP2(SHP2)について検討した。高血糖下におけるインスリン
作用異常:線維芽細胞にインスリン受容体を過剰発現し、高グルコース状態にて培養する
とインスリン作用が減弱した、このインスリン抵抗性機構はP百 1Bの活性化によった(文
献3，6)。インスリン感受性増強剤による高血糖下PTPase異常の改善:この高グルコ
ース効果によるPTP1B活性化は、インスリン感受性増強剤にて正常化した(文献 5)。
一方、促進性PTPaseのインスリン抵抗性における意義:インスリン作用を促進的に
調節するPTPaseとしてSHP2が存在し、このPTPaseドメインを欠損した変異遺伝子をイン
スリン受容体を過剰発現した線維芽細胞に導入し、インスリン作用を検討した。 IRS-
1(insulin receptor substrate-1)のチロシン燐酸化が低下し、インスリン情報伝達系の障害が認
められた(文献14，15)。

B.血管平滑筋細胞におけるインスリン抵抗性と細胞増殖シグナル
培養平滑筋細胞 (SMCs)を用いて、インスリン作用を検討した。 SMCsのインスリン

作用は生理的インスリン濃度にて、 Shc、Ras-MAP系情報伝達は認、められず、 PI3ーキナー
ゼの活性化が主な経路であった。このインスリン情報は慢性高インスリン状態にて脱感作
されることが明かとなった(文献7)。このPI3-キナーゼの活性化はワルトマニンで抑制
され、ラパマイシンにては抑制されない情報伝達にてアミノ酸輸送系 (Asystem)の活性
化に関連していることが明かとなった(文献 17)。
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