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ペ ル オキシ ソ ー ム 増殖剤応答性受容体γ ア ゴ ニ ス ト による

マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化制御と 1 型糖尿病発症抑止
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1 型糖尿病の 発症過程 におい て, マ ク ロ フ ァ
ー

ジ はラ ン ゲ ル ハ ン ス 烏 (ラ 島) 炎の 形成と膵β細胞破壊に深く関与する

と考えら れ て い る . チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 は, ペ ル オキ シ ソ
ー ム 増殖剤応答性受容体γ の リ ガ ン ドと して 知ら れ, サ イ トカイ ン

刺激 によ り核内転写因子 カ ッ パ ー

B ( n u cl e a r f a c to r k a p p a B , N F -

K B ) の 活性化を介して 誘導され る単球走化性因子1 ヤ プ ラ ス

ミ ノ
ー

ゲ ン
･

ア クチ ベ
ー タ ー ･

イ ン ヒ ビ タ
ー ･ タイ プ1 の 遺伝子発現を抑制す る . そ の 類推と して , こ の 薬剤 は同じくN F - 〟

B に よ っ て制御さ れ て い る マ ク ロ フ ァ ー ジの 活性化を抑制 しう る可能性を考えた. そ こで 本研究で は , 少量 頻回ス トレプトゾ

ト シ ン ( m ul ti pl e l o w
qd o s e st r e p t o z o t o ci n , M I D S) 投 与に よ る マ ウス 自己免疫性糖尿病 モ デ)t

/ を用 い , チ ア ゾリ ジ ン系薬剤であ

る ピ オ グリ タ ゾ ン に よ る マ ク ロ フ ァ
ー

ジ活性化 - ラ島炎形成を標的 と し た糖尿病発症抑止効果に つ い て検討した . イ ン タ
ー

フ

ェ ロ ン ー

γ とリ ボ多糖体 は用量依存性, 相乗的 にC D
-1 マ ウス 単離腹腔内 マ ク ロ フ ァ

h

ジか ら の
一 酸化窒素 b itri c o xi d e , N O ) 産

生を刺激 した . 5 -1 0 0 〃 M の
ピオグ リ タ ゾ ン は

,
0 .5 U / m l のイ ン タ

ー

フ ェ ロ ン ー

γ と0 .0 1 〃g/ m l の リ ボ多糖体 の共存下で克進

し た N O 産生 を用量依存性 に抑制 した (ピ オ グリ タ ゾ ン10 〃 M で は 弧 3 ± 4 .9 % ) . 色素排泄法に よ る検言寸で は ,
ピオ グリ タ ゾ

ン に よ る細胞毒性 は認 め な か っ た . 雄 性 C D -1 マ ウ ス に
,
単 回投与 で は 糖尿病を惹起 し得 ない 少量 の ス ト レプ ト ゾ ト シ ン

(s tr ep t o z o t o ci n , S T Z) 4 0 m g/ k g を5 日間連続で腹腔内注射する と , 経 過と ともに ラ 島の 辺疎か ら内部 へ と 炎症細胞 が捜潤 し,

引 き輝 い て 注射後2 - 4 週間に は 高血糖 を里 した. 第7 日 の M L D S マ ウス より単離した腹腔内マ ク ロ フ ァ
ー

ジか ら は対照群 に比

し有意な亜硝酸イ オ ン の 産生先進 を認 め た
一

方 , 脾 マ ク ロ フ ァ
ー

ジや 第28 日 の 腹 腔内マ ク ロ フ ァ
ー

ジで は そう した 産生克進

を認 めなか っ た . そ こで
,
M L D S マ ウス に ピ オ グリ タ ゾ ン0 .0 1 % 混餌食 をS T Z 投与開始7 日 前より投与 した 結果, ピオ グリ タ

ゾ ン は M u ) S 投 与後第7 日 に お ける 腹腔内 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性化を有意 に抑制 し た. 第28 日 に お ける ラ 島炎指数 は ピ オ グ

リ タ ゾ ン投 与群で対照群 に比 し有意 に低く, ピオ グリ タ ゾ ン は M l 刀S マ ウス にお ける ラ島 へ の 炎症細胞浸潤を阻害 して い た .

さ ら に
,
ピオ グ リ タ ゾ ン 投与は

,
糖 尿痛発症率を第21 日 に は対照群93 % か ら47 % へ , 第28 日 に は対照群100 % か ら67 % へ と

有 意に低下 させ た b = 0 .0 1 2) .
一 方

,
氾 投与 開始7 日 前か らの ピオ グ リ タ ゾ ン 投与は 大量単回引Z (2 5 0 皿 g/ k g) 投与に よ る糖

尿病発症 に は影響を及ぼ さなか っ た .
こ れ らの結果は , チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤が マ ク ロ フ ァ ー ジ晴性化を抑制 し, M l血S 糖尿病

発症 に お ける自己免疫過程を阻害す る こ と を示唆する .

K e y w o rd s ty p e l di ab e t e s , m ultip l e l o w
- d o s e st r e p t o z o t o ci n , pi o g lit a z o n e , th ia z olid in e di o n e ,

p e r o xis o m e p r olii tr at or
- a Ctiv at e d r e c e p t o r γ

1 型糖尿病 は
,
イ ン ス リ ン 産生 膵β寿耶包に対す る自己免疫反

応を背景 と して
,
膵 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島 ( ラ島) に マ ク ロ フ ァ

ー

ジやリ ン パ 球 など の 炎症細胞が夜潤す る ラ 島炎を生 じ る こ と に

よ っ て膵 ′9 細胞 が傷害
･ 破壊 され , イ ン ス リ ン の 絶対的欠乏が

生 じて発症する
1)

､

3)
. すなわ ち, ラ 島局所 にお い て まず膵β細

胞上 の 抗原が マ ク ロ フ ァ
ー

ジを主体 と した抗原提示細胞 に取り

込まれ
,
ヘ ル パ

ー

T 細胞 に提示さ れ る . 抗原特異的 に活性化さ

れ た ヘ ル パ
ー

T 細 胞 は , イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン ー

γ (i n t e rf e r o n
-

γ ,

I F N -

γ) な どの サ イ トカ イ ン を介 して 細胞傷害性 丁稚胞 を活性

化 し膵β細胞 を傷害する .

一 方
,
ラ 島に浸潤 した マ ク ロ フ ァ ー

ジか ら分泌 さ れ る腫瘍壊死因子-

α (tu m o r n e c r o si s f a c t o r - a ,

T N F - α ) や イ ン タ
ー

ロ イ キ ン1 β (i n t e rl e u ki n -1 β , II J l /9 ) , へ

ル パ ー T 細胞か ら分泌さ れ るIF N -

γ な どの サ イ トカイ
ン も

,
直

接 的に, ある い は
一

酸化窒素 ( nit ri c o x id e , N O) や 活性酸素な

ど の フ リ
ー

ラ ジカ ル の 産生を介して 間接的 に膵ノラ細胞 を傷害す

る
,
と考え られ て い る

:曳卜 5)

近 年, イ ン ス リ ン 抵抗性の 改善作用 を有する 2 型糖尿病治療

薬 と して 臨床応用 され た チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤
6)
は
, 転写因子の

核内受容体ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 1 つ であ るペ ル オキ シ ソ
ー

ム

増 殖 剤応答性受容体 γ ( p e r o xi s o m e p r o lif e r a t o r
q

a c ti v a t e d

r e c e pt o r γ , P P A R γ) の リ ガ ン ドと して 作用 し
7)
,
P P A R γ

の 活

性化 に より脂肪細胞の 分化 を促進する こ とが 知 られ て い る
8)9)

.

壊近 , 当教室 の O b t a ら
1 0)11)
や 野原

1 2)
は
,
チ ア ゾリ ジ ン糸車剤で

ある トロ グリ タ ゾ ンが 培養細胞に お い てサ イ ト カイ ン 刺激 に よ

平成 1 2 年1 0 月 3 日受付 , 平成1 2 年11 月 22 日受理

A b b r e vi? ti o n s : E D , eff e cti v e d o s e; I F N
-

γ , in t e rf e r o n
-

γ; Ⅰし1 β,
i n t e rl e u kin -1β; i N O S , in d u cib l e nitric o xid e

S y n th a s e; L P S , 1ip o p ol y s a c c h a rid e; M C P
- 1

,
m O n O C y t e C h e m o at t r a c t a n t p r o t ei n l ; M L D S , m ultipl e l o w

- d o s e
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り 誘導され る単球走化性因子1 ( m o n o c y t e c h e m o a tt r a c t a n t

p r ot ei n l , M C P
11) や プラ ス ミノ

ー

ゲ ン
･

ア クチ ベ
ー

タ
ー ･

イ ン

ヒ ビ タ
ー ･

タイプ 1 (pl a s mi n o g e n a c d v at o r i n hib it o r ty p e l , P A I -

1) の 産生を m R N A レベ ル か ら抑制す る こ とを見出 し た . サ イ

トカ イ ン刺激 に よ る M C P - 1 と P A I - 1 の 発現誘導 の 少なく とも
一

部は核内転写因子 カ ッ パ ー B (n u cl e a r 血.c t o r k a p p a B , N F
-

K B )

の 活性化を介す る こと か ら
1 3) 14)

,
ト ロ グリ タ ゾ ン は N F - 〟 B に

より制御 され る遺伝子群 の 発現を抑制 し炎症性サイ トカ イ ン や

N O な どの 産生 も抑制 しうる 可 能性を推察 した . そ こで 本研究

で は
,
まずP P A R γ ア ゴ ニ ス トで あ るチ アゾ リ ジ ン 系薬剤 が マ

ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性化に与える影響を試験管内 に て検討 し た .

さ ら に
,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 活性化がその 発症 に重要な役割を担

う と考え ら れ る
15)

～ 1 7)少量 頻回ス ト レプトゾ トシ ン ( m u lti pl e

l o w ld o s e s b
･

e pt o Z Ot O Ci n , M I D S) 投与 によ る マ ウス 1 型糖尿病 モ

デ ル
18)
に お ける マ ク ロ フ ァ

ー

ジ活性化 ･ ラ島炎形成を標的 と し

た糖尿病発症抑止効果に つ い て検 討した.

材料お よび方法

Ⅰ. 実験動物

実験 に は6 か ら8 過齢の 雄性 C D - 1 マ ウス (日本チ ャ
ー ル ズリ

バ ー

, 横 浜) を用 い , 飼育 は金沢大学動物実験施設で行 っ た .

エ サ は標準配合飼料 C R ト1 ( 日本チ ャ
ー ル ズ リ バ

ー

) を使 用 し,

自由飲水, 自 由摂食下に マ ウス を飼育 した . い ずれ の 実験 にお

い ても
,
マ ウ ス は 1 週間の 予備飼育後, 実験 に供 し た . なお

,

動物の 取り扱 い に つ い て は金沢大学動物実験施設 の指針 に従 っ

た .

Ⅰ . 試薬

R P M I 1 6 4 0 培地
,
ウ シ胎児血清

,

ペ ニ シリ ン (50 単位/ m l) ･

ス ト レ プト マ イ シ ン (50 〟g/ m l) 混合液 ,
およ び リ ン 酸緩衝生

理食塩水は Gib c o B R L ( G r an d I sl a n d , U S A) よ り購 入 した .
ス ト

レプトゾ ト シ ン (s t r e p t o z o t o ci n , S T Z ) お よ びI F N 一

γ はSi g m a

(S t . L o ui s , U S A ) よ り購入 した .
ハ ン ク ス 液は 日 水製薬 (束京)

より
,

T
) ポ多糖体 Oi p o p ol y s a c ch ar i d e , L P S) はD if c o (D et r oit ,

ロS A) よりそれ ぞ れ購入した . ピ オ グリ タ ゾ ン は武 田薬品工業

(大阪) より倶与を受けた . E D
′

Ⅰ且2 ナ トリ ウ ム
,
亜 硝酸 t 硝酸

測定キ ッ トは 同仁化学研究所 (熊本) よ り, C o o m a s si e 黄白測

定キ ッ トはPi e r c e ( R o c k fo rd , U S A ) よ りそれ ぞれ購入 した . そ

の 他 の 試薬は和光純薬 (大阪) より購入 し た.

Ⅱ . 腹腔内あ よ び牌 マ ク ロ フ ァ ー ジの 単離

R P M I 1 64 0 培地に 10 % の 非働化 した ウ シ胎児血清
,
ペ ニ シリ

ン ･ ス ト レプト マ イ シ ン 混合液 を加え培養液と した .
マ ウ ス の

腹腔内に ハ ン ク ス 液を注入 して 腹腔内浸出細胞を回収 し
,
その

後 マ ウ ス 脾臓を無菌的 に摘出 した . 腹 腔内浸出細胞浮遊液 は

16 0 0 回転/ 分 で6 分 間遠心 し上 清を除去後, 0 .1 5 M 塩 化ア ン モ

ニ ウ ム
,
1 .O m M 炭酸水素カ リ ウ ム ,

0 .1 m M E D T A 2 ナ トリ ウ

ム を混 じ1 N 塩酸で p H 7 .2 とした塩化 ア ン モ ニ ウム 擾衝液3 m l

を 加 え溶血 さ せ た . 3 0 秒後直ち に十分量 の 培養液を加え て

100 0 回転/ 分で 10 分 間遠心 し
,
上清を除去後, 1 × 1 0

5

/ m l と な

る よ うに適量 の 培養液 に再浮遊させた.

一

方 , 脾臓 は5 m l の 培

養液を入れた5 5 × 15 m m ベ トリ皿 上で 2 .5 m l デ ィ ス ポ ー ザ ブ

ル 注射器 の 尾部を用 い て すり つ ぶ し
,
1 0 0 〃 m ナ イ ロ ン 製細胞

濾過器 (B e ct o n D i c ki n s o n , N e w J e r s e y , U S A) を通 して 牌細胞浮

遊液を回収 した . 脾細胞浮遊液も腹脛内密出細胞同様, 塩化ア

ン モ ニ ウ ム緩 衝液 で処理後
,
1 × 1 0

7

/ m l と な る よ う に適量の

培養液に再浮遊 させ た . そ の 後
,
濃度を調整 した腹腔内浸出細

胞浮遊液と牌細胞浮遊液 を , 2 4 穴平底 プ レ ー

ト (C o r ni n g , N e w

Y o r k
,
U S 朗 に各穴500 〃1 ず つ 蒔き5 % C O 2 濃度 ,

3 7 ℃の条件下

で培養 した . 1 時 間後 に , 非付 着性細胞をリ ン 酸綾衛生理食塩

水を用い て 3 回洗浄 し, そ れ ぞ れ 腹腔内お よ び 牌 マ ク ロ フ ァ ー

ジ を単離 した ･ なお
, 非付着性細胞 の 除去 が不十分な場合は

,

1 時間の 培養 と洗浄を2 ～ 3 回くり返 し た.

Ⅳ . ピオ グリ タ ゾン の マ ク ロ フ ァ ー

ジ活性化 に及ぼす効果の

検討

IF N -

γ お よ び LP S に より腹腔内マ ク ロ フ ァ
ー

ジ か ら遊離する

N O 産生量を マ ク ロ フ ァ ー ジ 活性化 の指標 と した
19)2 0)

. 腹腔内

マ ク ロ フ ァ ー ジを単離後
,
各穴に20 0 〃1 の 前述培養液と各濃度

の IF N ･

γ ,
L P S お よ び ピ オ グ リ タ ゾ ン を加えて4 馴寺間培養し,

その 培養上宿中に遊離した N O 量 を後述 の ご とく測定 した.

ま た
,
ピオ グリ タ ゾ ン の マ ク ロ フ ァ ー

ジに 対す る細胞毒性を

検討する た め
,
4 8 時 間培養後 の マ ク ロ フ ァ

ー

ジ を0 .0 2 5 % トリ

プシ ン/ E D T A 溶 液を用 い て プ レ
ー トか ら 剥離後, トリ パ ン ･

ブ ル ー を含 む細胞浮遊液を作成 し血球計算枚を用 い て生細胞数

を算出 した.

Ⅴ
. N O 産生量 の測定

N O は速 や か に代謝 さ れ る た め
,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ か らの N O

の 産生量 は N O の 代 謝産物 である 亜 硝酸イ オ ン 量 を指標 と して

求 め た . 培養 上 清中 の 亜硝酸イ オ ン 量は G ri e s s 法
2 1)
に より測

した . す なわち, 検 体 に リ ン酸 液と ス ル フ ァ ニ ル ア ミ ドを加え

て検体申の 亜 硝酸 イ オ ン に よ る ジ ア ゾ ニ ウ ム 塩 化物を 生 じさ

せ
,
そ こ に ナ フ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン を加えて ア ゾ カ ッ プリ ン

グ反応 に より生成 した ア ゾ色素を540 n m の 吸光度 で測定 した.

亜 硝酸イ オ ン 濃度は
,
そ の 吸光光度 を指標 と して 標準試薬 によ

る標準曲線か ら算出 した .

Ⅶ. M I J ) S 糖尿病 モ デ ル に お け る ピ オ グリ タ ゾン の糖尿病発

症抑止 に つ い て の検討

1 . M I ｣ D S マ ウ ス の 作成

m は
, 無水 ク エ ン 酸 を蒸留水 に溶解後水酸化 ナ トリ ウム 溶

液 に て p H 4 .5 に調整 した0 .0 1 M ク エ ン酸緩衝液 に4 m g/ m l の

過度 で 溶解 し, 溶解 後 は5 分 間以内に使用 した . 5 日 間連続で

30 m g/ k g ま た は4 0 m g/ k g の m を マ ウス の 腹 腔内 に投与 し,

M L D S マ ウ ス を作 成 した . S T Z 初 回投与 日を第 O E7 と設定 し,

後述 の ご とく ,
7 日 毎 に血糖値を モ ニ タ

ー

し
, 第14 日 と 第28 日

に腹腔内お よ び牌 マ ク ロ フ ァ ー

ジ か ら の N O 産生量の 測定とラ

島の 組織学的検討をそ れ ぞ れ 行 っ た .

2 . 大量単 回ST Z 糖尿 病マ ウス の 作成

大量単回 m 投与糖尿病 マ ウス は
,
0 .0 1 M ク エ ン酸嬢衝液を

溶解液 と して25 m g/ m l と したS T Z を 2 50 m g/ k g 腹腔 内投与し

作成 した . m 投与 日 を第0 日 と 設定 し, 第0 日 , 第1 日 , 第2

日 , 第4 日 , 第6 日 に 血糖値を測定 した .

3 . ピオ ブ リ タ ゾ ン の 投 与

St r e p t O Z O t O Ci n; N F
-

K B
, n u Cle ar f a c t o r k ap p a B ; N O , nitri c o xid e; N O D , n O n

- O b e s e di ab eti c; P A I
-1
, pl a s m in o g e n

a c 伽at o r in h ibit o r ty p e l; P P A R 7 , , P e r O Xi s o m e p r ol 馳r at o r
L a C d v at e d r e c e p t o r γ; S PI D D M , Sl o w b r p r o g r e s siv e i n s uli n

-

d e p e n d e n t diab et e s m elli t u s; S T Z , g tr e P t O Z Ot O Cin ; T N F -

α , t u m O ril e C r O Sis f a c t o r - a ; ラ島, 膵ラ ン ゲ)t / ハ ン ス 島
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P P A R γ ア
ゴ ニ ス トに よ る 1 型糖尿病発症抑止

S T Z 投与 の 7 日 前 より マ ウ ス を無作為 に2 群 に分け
,

一 方 に

は標準配合飼料を与え, 佃方に は ピオ グ リ タ ゾ ン0 .01 % 混餌 食

を与えて , 自由摂食下 に飼育 した . 摂食量 より算出 した ピオ グ

リ タ ゾ ン 摂取量 は約12 .5 m g/ k g / 日で あり, ピオ グリ タ ゾ ン投

与自体 は摂食量 や随時 血糖 に影響 を与えなか っ た (結 果末表

示) .

4 . M L D S マ ウ ス の 腹腔内お よ び 脾 マ ク ロ フ ァ
ー

ジか ら の

N O 産生量の 測定

40 m g/ k g の S T Z で作 成 した M L D S マ ウ ス か ら , 前 述の ご と

く腹腔内お よ び 脾 マ ク ロ フ ァ ー ジを単離 し
,
5 ロ/ m l のI F N -

γ

と0 .1 〃 g/ m l の L P S の 存在下, 非存在下 に培養した . ク エ ン 酸

緩衝液 の み を5 日 間連続で腹腔内投与 した マ ウ ス か ら も腹腔内

お よ び脾 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ を同様 に単離 , 培養 し, 対照 と した .

培養4 8 時 間後 に , 培 養 上 清中 の亜硝酸 イ オ ン 量 を 測定 し,

C o o m a s si e 蛋白測定キ ッ トを用 い て 測定 した細胞蛋白量で補正

し
,
N O 産生 量 と した .

5 . ラ島炎の 重症度の 組織学的検討

マ ウ ス の 膵臓を摘出後1 0 % ホ ル マ リ ン 液で 固定 し
,
パ ラ フ

ィ ン包埋後5 〃 m に 薄切 し, E E 染色 を施 して 鏡検 した . 各マ ウ

ス に つ き少 なくとも30 個 以上 の ラ 島 を観察 し, 各ラ 島の 炎症

細胞 の 浸潤 の 程度 を以 下の よ うに点数化 した .

0 点 : ラ 島に炎症細胞 の浸潤をま っ たく認 め な い .

1 点 : ラ 島の周囲か ら軽度 の炎症細胞夜潤 を認 め るが , そ の

浸潤範囲 は ラ島全体 の 10 % 未満 で ある.

2 点 : ラ島 の 10 % 以 上50 % 未満 の範囲 に炎症細胞浸潤を認

め る.

3 点 : ラ 島の 50 % 以上の 範囲に 炎症細胞浸潤を認め る.

さ ら に各 マ ウ ス の ラ 島炎 の重症度 の 指標 と して , 次 の よう に

ラ島炎指数 O n s u liti s i n d e x) を算出 した . ラ島炎指数 = 各 マ ウ

ス の ラ 島炎 の合計点数/ 観察した ラ 島数 .

6 . 糖尿摘発症 の判定

マ ウ ス の 血糖値 は
,
自 由摂食 下 で午後7 時か ら午後10 時の 間

に
,
簡易血 糖測定器 グ ル コ カ ー

ド ( ア ベ ン テ ィ ス
･ フ ァ

ー

マ
,

東京) を用い 尾静脈 か ら採取 した仝血を用 い て測定 し た . 血糖

値が持続的に2 50 m g/ dl 以 上 を里 し始め た時点を糖尿病発症 と

判定 した .

Ⅶ . 統計学的検討

測定値 は盲 ± S E M で 表示 し た . N O 産 生量 お よ び血 糖値 に関

して は
,
S t u d e n t の t検 定を用い て 2 群 間の 有意差を判定 し た.

ラ 島炎指数 の比較 に は
一 元配 置分散分析法を用い ,

Fi s b e r の

P I .S D p o s th o c 法 に て有意差検定を行 っ た . 糖尿病 の 発症率 は,

K a pl a n
- M ei e r 生 存曲線を作成 しM a n t el - C o x 法を用い て検定 し

た. なお
,
い ずれ も危険率5 % 未満 b < 0 .0 5) を統計学的に有意

差ありと した .

成 績.

Ⅰ . 試験管内に お ける ピオブリ タゾ ン の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ活性

化 に お よ ぽす効果

1 . I F N 一

γ お よ びⅠガS に よ る
マ ウ ス 単 離腹腔内 マ ク ロ フ ァ

ー

ジの 括性化

IF N -

γ お よ び LP S に よ る マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化 を N O 産生

を指標 として評価 した
19)20)

.
c D -1 マ ウ ス か ら単離 した 腹腔内 マ

ク ロ フ ァ ー ジ をIF N - γ あ る い は LP S の存 在下 に4 8 時間培養後,

培養上清中に遊離 した 亜 硝酸イ オ ン を定量 した結果を図1 に示

345

す . I F N -

γ ( 図1 A) お よ びL P S (図1B) はそれ ぞれ用量依存性 に

マ ク ロ フ ァ
ー

ジ か らの 亜 硝酸イ オ ン 産生量を増加 させ ,
E D 50

(5 0 % efEe cti v e d o s e) は各々 1 U/ m l , 0 .05 FL g/ m l で あっ た . お

よそ E D 2 5 に相当する0 ･5 U / m l の I F N - γ と0 ･0 1 FL g/ m l の L P S の

共存下 で は ,
I F N - γ , L P S 単独刺激下の 各々 約3 .0 倍

,
約11 .5

倍 の 亜 硝酸イ オ ン 産生を認め , 両者は マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化に

対 し相乗的であっ た( 図1C) .

2 . I F N - γ お よ び LP S によ る
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ の活性化に お よ

ぼす ピ オ グリ タ ゾ ン の 効果
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ql m i c e o f 6 -8

w e e k s ol d . T h e c ell s w e r e c u l u t r e d i n R P M I 1 6 4 0 m e di u m

wi th I F N -

γ O r/ a n d L P S s u p pl e m e nt e d wi th l O % f e t al b o vi n e

s e ru m f o r 48 h r a t 3 7 ℃ u n d e r 5 % C O 2 . N it ri t e l e v el s i n th e

s u p e rn at a n t S W e r e m e a S u r e d b y u si n g G ri e s s r e a g e n t . B o th

･

I F N ･

γ (A) a n d L P S ( B) i n c r e a s e d n i trit e r el e a s e d o s e
-

d e p e n d e n tl y , a n d th e eff e c t w a s s y n e r gi s ti c (C) .
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3 4 7

Fi g . 5 . N itrite r el e a s e 血
･

O m p e rito n e al 仏, B) a n d s pl e ni c (C , D ) m a c r o p h a g e s e x vi v o . M al e C D -1 m i c e w e r e i n t r a p e rit o n e ally irj e c te d

w ith 4 0 m g /k g b o d y w ei g h t o f S T Z f o r 5 c o n s e c u ti v e d a y s . C o n t r ol m i c e w e r e tr e a t e d w ith th e b u ff e r al o n e . P ri m a r y p e rit o n e al

m a c r o p h a g e s w e r e h a rv e Ste d fr o m c o n t r ol a n d M L D S m ic e at d a y 7 (刃 a n d 2 8 (B) . S pl e ni c m a c r o ph a g e s w e r e al s o i s ol a t e d a t d a y 7 (C)

a n d 2 8 ( D ) . T h e c ell s w e r e c ult u r e d f o l
･

4 8 h r
,
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n m ol/ FL g Of m a c r o p h a g e p r o tei n . O n ly p e ri to n e al m a c r o ph a g e s fr o m M L D S m i c e at d a y 7 p r o d u c ed si g ni£c a n tl y l ar g e a m O u n t O f nit rite

C O m p a r e d w ith th o s e fr o m c o n t r ol m i c e b o th i n th e ab s e n c e a n d th e p r e s e n c e of L P S pl u s I F N
-

γ ･ M L D S
,
M L D S m i c e; L P S + I F N

-

γ ,

c ult u r ed i n th e p r e s e n c e of O .1 FL g / m l o f L P S a n d 5 U / m l of IF N
-

γ ･ V al u e s a r e 豆 of a tl e a s t 3 mi c e f o r e a c h p oi n t ･ V e rti c al b a l
■

s in di c a t e

S E M .

*

p < 0 .0 5 ,
☆ ☆

p < 0 .0 1 b y S t u d e n t
'

s t -t e S t .

0 .5 U / m l のI F N -

γ と0 .0 1 fL g/ m l の L P S の 共存1
こ
で ,
ピ オ グ

リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非存在下 に マ ク ロ フ ァ
ー

ジ を48 時間培養

し
,
ピ オ グ リ タ ゾ ン が マ ク ロ フ ァ

ー

ジか ら の N O 産生 にお よぼ

す影響 に つ い て検討 し た結果を図2 に示 す. 5
,
1 0

,
5 0

,
1 0 0

′
"

M の ピオ グ リ タ ゾ ン 存在 下 で亜 硝酸イ オ ン 産生 量 は ピ オ グ リタ

ゾ ン非 存在 下 の そ れ ぞ れ 87 .1 ± 3 .3 %
,
8 0 .3 ± 4 .9 %

,
6 9 . 9 ±

6 .1 %
, 6 1 .3 ± 1 1 .9 % と有 意に 減少 し, ピオ グリ タ ゾ ン は マ ク

ロ フ ァ ー ジか ら の N O 産 生 を用量依存性 に抑制 した . E D 5 0 は

生体 内作用域 と考え ら れ る お よ そ1 0 /∠ M で あり, ピオ グリ タ

ゾ ン は こ の 濃度 で 明 らか な抑制効果 を示 し た . なお
,
トリ パ

ン ･

ブ ル
ー

排泄法 に て ピオ グ リ タ ゾ ン の 細胞毒性 の 有無を検討

した と こ ろ
,
1 0 〃M

の ピオ グリ タ ゾ ン存 在下 , 非 存在下で 生細

胞率 に有意差 はな か っ た ( ピ オ グ リ タ ゾ ン 存 在 下 ,
7 9 . 0 ±

2 .9 % ; 非存在下
,
8 2 .0 ± 5 .3 % ; p

= 0 .6 4) .

1r . 1 型糖尿病 モ デル M L D S マ ウス の 腹腔内マ クロ フ ァ
ー

ジ

活性化 ,
ラ 島炎, 糖尿病発症 に与 える ピオ ブリ タ ゾ ン の

効果

1 . 1 型糖尿病 モ デ ル , M L D S マ ウ ス の 確 立

C D - 1 マ ウ ス に 単 回投与 で は糖尿病を惹起 し得 な い 少量 の

m 40 m g/ k g を5 垣間連続で腹腔内注射す る と, 注射後1 週間

を過ぎた頃か ら徐々 に血糖が上昇 し始め , 1 ケ 月後 に はイ ン ス

リ ン 依存型の 糖尿病を発症 し た (図3) . こ の M L D S マ ウス の 発

症過程 で は
,
図4 に示す よう に第7 日 頃よ り ラ島 に 炎症細胞の

浸潤を認め , 時間の 経過と と も に浸潤が ラ島辺緑か ら内部 へ と
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F i g . 6 . E ff e c ts o f pi o gl it a z o n e o n nitri te r el e a s e fr o m p e rito n e al

m a c r o ph a g e s e x vi v o , M al e C D
-1 m i c e w e r e f e d a r e g ul a r d i e t

W ith o l
･

w ith o u t pi o gli ta z o n e (0 .0 1 % f o o d a d m i x t u r e) fr o m 7

d a y s b ef o r e th e 血
･

St S T Z ad m i ni s tr a ti o n . F o rty m g/ k g b o d y

w ei g h t of S T Z w a s gl V e n i n t r a p e rit o n e all y f o r 5 c o n s e c u tiv e

d a y s . P ri m a r y p e rito n e al m a c r o ph a g e s w e r e h a rv e St e d 血
一

O m

M L D S m i c e a t d a y 7 a n d c u l tu r e d f o r 4 8 h r , a n d c u lt u r e

s u p e r n a ta n ts w e r e a s s a y e d f o r n itrit e l e v el s . T h e p e rit o n e al

m a c r o p h a g e s fr o m pi o gi t a z o n e
-t r e a te d M L D S m i c e p r o d u c e d

Si g n i蝕: a n tl y l e s s a n o u n t o f n it rit e th a n th o s e fr o m n o n
- tr e a te d

M L D S m i c e . P i o glit a z o n e , P l O gl e t a z o n e
-tr

･

e at e d g r o u p; L P S 十

I F N -

γ , C ult u r e d i n th e p r e s e n c e o f O ･1 FL g/ m l o f L P S a n d 5

U / m l o f I F N -

γ . V al u e s a r e 言 o f 6 m i c e f o r e a c h p oi n t ■

` V e rti c al b a r s i n di c at e S E M .

*

p < 0 .0 5 ,
★ ★

p < 0 .0 1 b y S tu d e n t
'

s t -

t e st .
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広が り
, 最終的に は ラ島が破壊 さ れて い た .

今 回は さ ら に
,
S T Z 自体の ア ル キ ル 化作用, N O 遊離作用 と

い っ た 直接作用
2 2) をよ り抑えた モ デ ル で検討す るた め, 1 回あ

た り の S T Z 投 与 量 を 減少 さ せ て ゆ き
,
よ り 少量 の S T Z 3 0

m g /k g を用 い て 同様 の M L D S 糖尿病の 系を確立 し た .
こ の 系

で もラ 島炎 (表1) に ひ き続く糖尿病の 発症 (固8 C , 図8 D) を確

認 した .

2 . M L D S マ ウ ス の 糖尿病発症早期に お ける腹腔内マ ク ロ フ

ァ
ー

ジの 活性化

M L D S マ ウス か ら腹腔内お よ び脾 マ ク ロ フ ァ ー

ジ を単離 し,

5 U / m l のI F N -

γ と0 .1 FL g / m l の L P S の 存在下 , 非存在 下 に48

時間培養衡 培養上 宿中に遊離 し た亜 硝酸イ オ ン を定量 した結

果を囲5 に示す. S T Z 投与開始後第 7 日 の 検討で は
,
M L D S マ

ウ ス か ら単離 し た 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら は 0 . 8 0 ± 0 .3 2

n m o l/
. 増

･ 蛋白 と
,
ク エ ン 酸権衡液の み を5 日 間連続 で腹腔内

投与 し た 対照 マ ウ ス か ら 単離 し た 旗艦 内 マ ク ロ フ ァ ー

ジ

(0 ･0 4 ± 0 ･0 1 n m ol/ 〃g
･ 蛋白) に此 し, 有意 な亜硝酸 イ オ ン 産

生増加を認め た (図5 A) ･ 5 U / m l の I F N -

γ と0 ･1 / 1 g / mi の L P S

の 共存下で は
,
亜 硝酸イ オ ン 量は M L D S 群で 4 .9 0 ± 0 .3 3 n m ol/

雄
･ 蛋 白に まで増加 し, 対照群の 1 ･8 4 ±0 .5 7 n m ol/ 〃g

･ 蛋白

に比 し さ ら に有意な差を認 め た (園5A) . 第28 日 の M L D S マ ウ

ス の 腹腔内マ ク ロ フ ァ ー

ジ で は
, 図5 B の ご とく

,
I F N -

ア お よ

びL P S の 刺激時
,
非刺激時ともに第7 日 の 腹 腔内 マ ク ロ フ ァ ー

T a bl e l l E ff e cts o f pi o glita z o n e o n i n s u litis i n di c e s

ジで み られ た 亜 硝酸 イ オ ン 産生 の 克進 は認 め ら れ ず
,
M L D S マ

ウ ス の 腹 腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 活性化 は
一

過性 で あ っ た ･ ま た
,

M L D S マ ウ ス の 脾 マ ク ロ フ ァ ー

ジ で は
, 第 7 日 (図5 C) お よび

第28 日 (図5 D) と もに , 腹腔 内マ ク ロ フ ァ ー ジ (図5刃 で認め

た亜 硝酸 イ オ ン の 産生克進は観察 され なか っ た .

3 ･ M L D S マ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジ活性化 に与える ピ

オ グリ タ ゾ ン の 効果

試験管内で認 め た ピ オ グ リ タ ゾ ン に よ る腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジの 活性化抑制作用 (図2) を生体内で確認す る ため
,
ピ オグリ

タ ゾ ン 0 ･0 1 % 混餌食をS T Z 投 与開始7 日前 より与えた M L D S マ

ウス か ら取り出 した腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー ジ に つ い て 同様 の 検討

を行 っ た (図6) . M L D S 投 与後第 7 日 に認 め られ た腹腔内マ ク

ロ フ ァ ー

ジか ら の 亜 硝酸イ オ ン 産生の 克進は , ピオ グ リ タ ゾ ン

投与群 で は m を投与 して い ない 対照群 に近い レベ ル まで 顕著

に抑制 さ れ て おり
,
I F N - γ と LP S に よ る刺 激下 ･ 非刺激下 で ピ

オ グリ タ ゾ ン 非投与 M L D S 群 の 各々 43 .4 %
,
13 .1 % で あ っ た .

4 ･ ピ オ グリ タ ゾ ン に よ る M L D S マ ウ ス の ラ 島炎の抑制

活性化 マ ク ロ フ ァ ー

ジの 浸潤 は , M L D S マ ウ ス にお ける ラ島

炎形成の 初期段階に重要 な役割を果 た し て い る と 考え られ て い

る
15)

t

17 )
･ そ こ で

,
ピ オ グ リ タ ゾ ン が マ ク ロ フ ァ

ー

ジ活性化の

抑制を介 して ラ島炎 の 進展を抑止する可能性を検討 した . 第14

日 と 第2 8 日 に お ける ラ 島炎の 程度を指数化 し た結果を表1 に示

す･ 3 0 m g/ k g の S T Z に より作成 した M L D S マ ウス にお けるラ

in m ultipl e lo w
- d o s e s tr e pt o z o t o cin

-

t r e at e d m ic e

A d o s e of s tr e pt o z o t o c in
I n s u litis i n di c e s

( m g 瓜g b o d y w eig h t) G r o u p D a y 14 D a y 2 8

0

0

0

0

3

3

4

4

C o n tr o I

Pi o glit a z o n e

C o n tr oI

Pi o glit a z o n e

0 .8 3 7 ±0 . 2 7 9 1 .0 9 1 ±0 .1 3 9

0 .17 3 ±0 .0 8 3 * 0 . 1 80 ±0 .1 0 8 * *

N o t d et e r m i n e d O .9 27 ±0 .0 4 7

N ot d et el m i n e d O . 15 1 ± 0 .0 9 3 * *

V al u e s ar e 貢±S E M o f at l e a s t fiv e m ic e .
*

p
= 0 ･0 8 ,

* *

p < 0 ･0 01 v e rs u s c o n t r ol g r o u p b y o n e
-

W a y a n aly s is o f v a ri a n c e w ith p o st h o c
C O m p a ris o n .

恕∴濾塵唆
Fig ･ 7 ･ R e p r e s e n t a tiv e li gh t mi c r o s c o pi c 血di n g s o f p an C r e a d c i sl e t s 舟o m n o n .tr e at e d (朗 a n d pi o glit a z o n占-tr e at e d (B ) M L D S (3 0 m g/k g
b o d y

-

W ei ghO m i c e a t d a y 2 8 ･ P an C r e a ta w e r e 血 e d w i th 1 0 % fo r m al in a n d e m b e d d e d i n p a r affi n ･ n e S e C ti o n s w e r e c u t i n 5 - P m a n d
St ai n e d wi th H E ･ S c al e b a r i n di c at e s 1 5 0 p m ･
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Fi g . 8 . E ff e ct s of pi o gli ta z o n e o n th e d e v el o p m e n t of M L D S di a b e t e s i n m i c e , M al e C D -1 mi c e w e r e f e d a r e g ul a r di e t wi th (o p e n ci r cl e ,
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gl u c o s e l e v el s w e r e m e a s u r e d e v e r y w e e k ･ T h e o v e r all difE e r e n c e s of th e di a b e t e s p r e v al e n c e w e r e si g ni a c a n t ･ A a n d C , di a b e t e s

i n cid e n c e s; B an d D , m e a n bl o o d gl u c o s e l e v el s . n
= 1 5 (A , B) a n d 1 4 ( C , D ) f o r e a c h p oi n t . V e r ti c al b a r s i n di c at e S E M ･

☆
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-
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Fi g . 9 . E ff e c t s of pi o glit a z o n e o n th e d e v e l o p m e n t o f si n gl e

hi gh ー d o s e S T Z d i ab e te s i n m i c e . M al e C D -1 m i c e w e r e f e d a

r e g u l a r d i e t w i th ( o p e n b a r) o r
L
W i th o u t ( cl o s e d b a r)

pi o gl it a z o n e 血
･

O r n 7 d a y s b e f o r e S T Z a d m i n i str ati o n . S T Z at a

d o s e of 2 5 0 m g/k g b o d y w ei gh t w a s gi v e n i n tr a p e rit o n e all y at

d a Y O . F e d b l o o d gl u c o s e l e v el s w e r e m o nit o r e d at d a y O , 1 , 2 ,

4
,
a n d 6 . T h e r e w e r e n o st a ti s ti c al di 鮎 r e n c e s i n bl o o d gl u c o s e

l e v el s b e t w e e n th e pi o gl et a z o n e
-tr e at e d a n d th e n o n -tr e a t e d

g r o u p s b y S t u d e n t
'

s t -t e S t . V al u e s a r e 盲 of 5 m i c e f o r e a ch

P Oi n t . V e rti c al b a r s i n d i c at e S E M .

島 炎指数 は, 第1 4 日 で は0 .8 3 7 ± 0 .2 7 9
,
第28 日 で は1 .0 9 1 ±

0 .1 3 9 であ っ た .
ピオ グリ タ ゾ ン投 与群で は , 図7 の ごと くラ 島

炎の 進展 が抑制さ れ て おり, ラ 島炎指数 は第14 日 で は0 . 17 3 ±

0 .0 8 3
,
第28 日 で は0 .1 8 0 ± 0 .1 0 8 と , 対照 M L D S 群に 比 し有意

に低値 であ っ た (表1) . こ の ピオ グリ タ ゾ ン によ る ラ 島炎の 抑

制効果は , 4 0 1 n g/k g の S T Z を投 与し た場合にも同様 に認め ら

れ た (表1) .

5 . ピオ グリタ ゾ ン によ る M L D S マ ウ ス の 糖尿病発症率の 抑

制

ピオ グリ タ ゾ ン に よ る ラ 島炎 の 進展抑制 に よ り, 最終的 に

M L D S マ ウ ス の 糖尿 病発症 が 抑制 さ れ る か 検討 し た .
4 0

m g/ k g の S T Z を投与 し たM L D S マ ウ ス で は , 第7 日 より糖尿病

を発症 し始 め
,
第21 日 に は93 % の マ ウ ス , 第28 日 に は すべ て

の マ ウ ス が 糖尿病 を発症 し た (図8 A , 図8B) . ピオ グリ タ ゾ ン

投与 に よ り, 糖尿病発症率 は第21 日 に お い て47 % , 第28 日 に

お い て 6 7 % に と ど ま り
,
対 照 群 に 比 し 有意 に低 か っ た

b = 0 .0 1 2) . また , 氾 の 直接的作用を より抑え た系と して確立

■し た30 m g/ k g の S T Z に より作成 した M L D S マ ウス で は , 第21
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日 に64 %
,
第28 日 に79 % の マ ウス が 糖尿病 を発症 した が, ピ

オ グリ タ ゾ ン 投 与群 で は第21 日 に 7 %
, 第28 日 に29 % の マ ウ

ス が糖尿病を発症 したにすぎず
,
ピオ グリ タ ゾ ン は 有意 に糖尿

病の 発症を抑制 し た b 副 .0 0 6) (図8 C , 図8 D) .

6 . 自己免疫機序を介さない イ ン ス リ ン 依存型糖尿病 モ デ ル

マ ウス の 糖尿病発症 に与える ピオ グリ タ ゾ ン の 影響

ピオ グリ タ ゾ ン の S T Z 自体が 持 つ 催糖尿病性 へ の 影響 お よ び

イ ン ス リ ン 依存状態 で の 血糖値 に与える影響を検討す る目的

で
, 大量単回 (25 0 m g /k g) の m を投与 し自己免疫学的機序を

介さず に化学的に イ ン ス リ ン 産生細胞を破壊する こと に より
22)

イ ン ス リ ン依 存型糖尿病 モ デ ル を作成 した . 国9 に示 すご とく ,

ピ オ グ リ タ ゾ ン 投与 の 有無 に関わ らず m 投 与2 日 後 に は すべ

て の マ ウ ス が 糖尿病を発症 し, ピオ グリ タ ゾ ン は 糖尿病発症率

お よ び 血糖値 に有意な影響をお よ ぼ さなか っ た .

考 察

1 型糖尿痛は
,
膵β細胞が破壊 されイ ン ス リ ン分 泌能が枯渇

する こ と に より発症 し
,
その 発症過程 に は自己免疫機序 が関与

する1卜 3) . 1 型糖尿病の 発症に関わ る免疫担当細胞のなか で も,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジは
, 抗 原提示細胞 として働き

,
ま た細胞傷害性

の サ イ トカ イ ン や N O を分泌する こ と に よ り
,
ラ島 炎の 形成 と

膵β細胞破壊 に深く関与す ると 考え られ て い る
3 卜 5)

. 実 際 , 1

塑糖 尿病の自然発症 モ デ ル で ある B.B ラ ッ ト で は 発症過程初期

に ラ 島に浸潤す る炎症細胞 は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あり
2 司

,
同 じく

非肥満糖尿病 b o n - O b e s e di a b eti c , N O D) マ ウ ス で は ラ 島炎の 形

成と糖尿病の発症が マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 不暗性化に よ っ て 完全 に

抑制 され る こ と が 知 られて い る
2ヰ) 25)

. m に よ る 糖尿病 モ デ ル

はS TZ が 膵β細胞 に対 し て特異的な細胞毒性を有す る こ とを利

用 し たモ デ ル で あり, ラ ッ トや マ ウス に 罰 Z を大量 に投与 した

場合 に は
,
ラ 島炎を来す こ と なく48 時間以 内に 膵β細胞 は破

壊されイ ン ス リ ン依存状態 の 糖尿病を発症す る
22)

.

一

方 , 単回

の 投与で は糖尿病を来さない 少量 の m (3 0 -4 0 m g / k g ) を5 日

間連続で C D - 1 マ ウ ス に投与す る こ と に よ り作成した M L D S 糖

尿病モ デ ル は
,
S T Z 投与後 に ラ島炎を伴 っ て膵β細胞 が傷害さ

れ
, 次第に イ ン ス リ ン 依存状態 へ と 至る , ヒ ト1 型糖尿病 に類

似 し た糖尿病 モ デ)L , で ある
18)

. M L D S 糖尿柄モ デ ル にお い て も
,

ラ 島炎 に先行 して マ ク ロ フ ァ ー

ジ が 浸潤する こ とが 組織学的に

証明され て おり
2 6)
, さ ら に

,
N O D マ ウ ス 同様, シ リ が

5)
や 山 一3

脂肪酸
1 6)
の 投与 に よ りマ ク ロ フ ァ ー

ジ の 機能を阻害す る と ラ 島

炎形成お よ び糖尿病発症が抑止 さ れ る こ と か ら
, 本モ デ ル の ラ

島炎進展と糖尿病発症における マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 役割の 重要性

が示唆さ れ て い る .

今回 の 検討 で マ ク ロ フ ァ ー

ジ 活性化 の指標と して 用 い た N O

は
, 平滑筋弛壌作用や免疫系 における生 体防御反応な ど様々 な

生理作用を媒介する生体に と っ て必須 の 細胞内 ･ 細胞間情報伝

達物質と して作用する
2 7) 反1執 務導型 N O 合成酵素 (i n d u ci bl e

nit ri c o x id e s y n th a s e
,
i N O S) に よ っ て過剰 に産生さ れ る と白身

の 細胞毒性お よ び 過酸化亜硝酸などの 二 次的な活性物質の 生成

に よ り臓器血流 の 減少や細胞傷害を生 じ
, 慢性関節 リ ウ マ チ や

炎症性腸疾患 , 敗血 症性 シ ョ ッ ク などの様々 な疾病をひき起 こ

す
2 8)

･ 1 型糖尿摘発症 に至 る膵β細胞傷害機構にお い て もそ の

関与が推察され て お り, 試験管内 で は N O が ク レ ブ ス 回路 の 鉄

含有酵素ア コ ニ タ
ー

ゼ 活性を阻害 して ミ ト コ ン ドリ ア機能を低

下させ
29)
,
ま たス ー パ ー オキ シ ドと 反応 して 過酸化亜硝酸

,
さ

ら に は ヒ ドロ キ シ ル ラ ジ カ ル を 生成し, 膵β細胞 の核お よび ミ

ト コ ン ドリ ア D N A 鎖 を切断す る こ と が示 さ れ て い る
3 0)

. こ の

D N A 鎖切 断は
,
ポ リ A D P リ ボ

ー

ス 合 成酵素の 活性化を介 して

その 基質で ある細胞内N A D 量 の 減少を来 し, 膵 β細胞 の プ ロ

イ ン ス リ ン 合 成の 障害をも た らす
3 1)32 )

. さ ら に N O は
,
C G M P

依存性 タ ン パ ク キ ナ ー ゼ
3 3)
や F a s の 誘導 ･ 発現

3 4) を介 して ア ポ

ト ー

シ ス を惹起す る ･ 生 体 内 に お い て も
, 最近 , 膵β細胞 に

iN O S を過剰発現 さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス が作成され
,

N O の 過剰産 生 が 実際 に膵β細胞 の D N A 鎖切 断, 細胞破壊を ひ

き起 こ して 1 型糖尿病を発症 さ せ る こ と が 明 らか と な っ た35)
.

またiN O S 欠 損 マ ウ ス で は M L D S 糖尿病発症 に抵抗性 であるこ

と
3 6)
や , i N O S の 阻害剤 で ある ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン の 投与 に より

N O D マ ウ ス の 糖尿病発症 が遷延す る こ と37) も報告 さ れ て おり,

N O が 1 型糖尿病 の 発症 に深く関与 して い る こ と が 推察さ れる .

マ ク ロ フ ァ
ー

ジで は
,
活性化 の 程度 に応 じてi N O S が 誘導され

,

i N O S の 発現依存性 に N O が 産生 さ れ る
27)

. 活性化 され た マ ク

ロ フ ァ
ー

ジ は
, 自 身 より N O を産生す る の み なら ず, Ⅰし1′9 の

産生 ･ 放 出に より膵β細胞内のiN O S を発現誘導す る
3 5) 38)

. ま

た
,
こ のⅠし1 β に よ る 膵β細胞内で の N O 産 生の 誘導は, 活性

化され た マ ク ロ フ ァ ー

ジや T 細胞 か ら 産生 さ れ る T N F - α の 共

存 下 で さ ら に 先進す る こ と も報告さ れ て い る
39)

. した が っ て
,

活性化 マ ク ロ フ ァ ー

ジは 膵 β細胞傷害をも た ら すN O の 産生 に

お い ても中心的役割を担うと考え られ る .

本研究 で は , M L D S マ ウ ス の 糖尿病発症過程 にお い て, こ れ

まで の 報告
20) 4 q 剛軋 腹腔内マ ク ロ フ ァ

ー

ジ が 活性化 され る こ

と を確認 し, その 活性化 が発症早期 に 一 過性で ある こ と , また ,

脾 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は 活性化さ れない こ と を 明 らか に し た . こ れ

らの 事実 は, M L D S マ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジ活性化がラ

島局所 で の マ ク ロ フ ァ
ー

ジ 活性化 を反映す る可能性を示唆す

る
. N O D マ ウ ス で も糖尿病発症直前の マ ウ ス の 腹腔内マ ク ロ

フ ァ ー

ジを ラ 島炎を形成する以前 の 幼少 マ ウ ス に 移植するとラ

島炎お よ び糖尿病発症が惹起 さ れ る こ と が 知 られ て お り
4 1)
,
マ

ウ ス 1 型糖尿病 モ デ ル に お け る腹腔内 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化

は
,
ラ 島炎 に先行す る ラ 鳥居所で の マ ク ロ フ ァ ー

ジ活性化を反

映 して い る もの と考え る.

チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 は , 2 型糖尿病の 一 因で ある イ ン ス リ ン

抵 抗性 の 改善を標的 と し て 19 8 0 年代 初頭 に開発 さ れ
,
近年

,

2 型糖尿病治療薬 と して 臨床応用 され る に至 っ た新 しい タイ プ

の 薬 剤で あ る
6)

, 最近 まで そ の 分子 レ ベ ル で の 作 用機序 に つ い

て は ほ とん ど解明 され て い なか っ たが
,
1 9 9 5 年 に なり チ ア ゾリ

ジ ン系薬剤が核内受容体型転写因子P n 賦 γ の リ ガ ン ドで ある

こ と が 判 明 し た
7)

. 現 在 の と こ ろ
,
チ ア ゾ リ ジ ン 系 薬剤 は

PP A R γ を介 し て, 主に , 脂 肪組織
42)
や 筋

43)
で の T N F -

α の 産生

抑制 や T N F - α に よ る細胞内イ ン ス リ ン 情報伝達障害の 改善作

用
44)
, 前駆脂肪細胞 の分化促進作用

9)
に よ り

,
イ ン ス リ ン抵抗

性を改善す る と考え られ て い る .
ごく最近

,
P P A R γ

ノ ッ ク ア

ウ トマ ウス
4 5)
や ヒ トの P P A R γ 遺伝子多型

46) 47) の 解析結果が相

次 い で報告され , P P A R γ が 生体内におい て イ ン ス リ ン 感受性

に関与 して い る こ と が示唆され て い る .

当教室 の O b t a ら は
,
チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 が臨床応用 さ れ る

以前 よりその抗動脈硬化作用 に着日 し, チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 の

1 つ で あ る ト ロ グ リ タ ゾ ン が ヒ トメ サ ン ギ ウ ム 細胞
1 0)
串よ び ヒ

ト臍帯静脈内皮細胞
11 )
に お い て T N F -

α に
.
よ っ て 誘導され る

M C P -1 の 発現 を m R N A レ ベ ル か ら抑制す る こ と を見出 して き
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P n 互R γ ア ゴ ニ ス トに よ る 1 型糖尿病発症抑止

た. また
,
当教室の 野原

1 2) も トロ グリ タ ゾ ン が と 卜臍帯静脈内

皮細胞 にお い て , T N F Ⅷ ある い はⅠし1 βに より誘導 され る m I -

1 の 発現 を抑制する こ とを明 ら か に した . サ イ ト カ イ ン刺 激に

ょ る M C P
- 1
1 3)
と P Al q l

1 4)
の 発現 誘導の

一

部 に は , 核 内転写因子

N F -

〝 B の 活性化 が 関与 して い る . N F -

〟 B は
,
マ ク ロ フ ァ

ー

ジ

にお けるiN O S
4 8 や T N F - α 4 9) の 発現誘導を含むマ ク ロ フ ァ

ー

ジ

の活性化 にも関与す る ことが 知 られ て い る こ とか ら, チ アゾ リ

ジ ン系薬剤 は マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化も抑制す る可能性が考え

られ た . そ こ で本研究 で は
,
まず

,
I F N - γ とL P S に よ る腹腔内

マ ク ロ フ ァ
ー ジの 活性化を N O 産生 を指標 と して 試験管内で観

察 し, 新 しい チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤であ る ピ オ グリ タ ゾ ン が 試験

管内に お い て マ ク ロ フ ァ
ー ジ か ら のIF N -

γ
- L P S 誘導性N O 産

生を用量依存性 に抑制す る こ とを明ら か と した . 黄 近 にな り,

Ri c ot e ら
19)
は 試験 管内 に お い て チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 を含め た

P P A R γ ア
ゴ ニ ス トが マ ク ロ フ ァ

ー

ジ に お け るiN O S の 発現 を

抑制する こ とを見出 し, そ の
一

部鱒転写因子 である N F ･ 〟 B や

ST W (sig n al t r a n s d u c e r s a n d a cti v a to r s o f t r an S C ri pti o n) , A P -1

(a cti v at o r p r o m o te r - 1) の 不活性化 を介す るもの で ある こ とを示

した . 同様 に, Ji a n g ら
5 0) はP n Ⅶ γ ア ゴ

ニ ス トが 単球 にお い て

T ⅣF Ⅷ やⅠし1 β, I L 6 と い っ た 炎症性サ イ トカ イ ン の 産生をも

抑制する こと を報告 した .
こ れ ら の 報告 は今回の 知見 を支持 し

てお り, チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 に代表さ れ るP Ⅲ 収 γ ア ゴ ニ ス ト

は
, 試験管内に お い て , マ ク ロ フ ァ

ー

ジか ら の N O や 炎症性 サ

イ ト カイ ン の 産生を は じめ と する マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性化を抑

制す る こと が 明ら か と なっ た .

次 に , 試験管内で認め られ た チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 によ る マ ク

ロ フ ァ
ー

ジ活性化抑制作用を生体内でも確認する た め , マ ク ロ

フ ァ ー ジ の 活性化が発症 に重要な役割を担 っ て い る疾患モ デ ル

で ある
15 卜 1 7)
M L D S マ ウ ス 1 型糖尿病 モ デ ル を用 い ,

チ ア ゾ リ

ジ ン系薬剤が実際 に腹腔内マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化や ラ島炎形

成, 糖尿 病発症を抑制 し得る か に つ い て 検討 し た . そ の 結果,

ピオ グリ タ ゾ ン は
,
発症早期の M L D S マ ウ ス の 腹腔内 マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ か ら の N O 産生を抑制 し , チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤が自己免

疫性疾患 モ デ ル 動物 にお い て マ ク ロ フ ァ
ー

ジ活性化を抑制 し得

る こ とを明らか と し た . さら に
,
ピオ グリ タ ゾ ン は M L D S マ ウ

ス の ラ 島炎の 進展を抑制 し
,
最終的 に糖尿病 の 発症 をも抑止 し

た. ピオ グ リ タ ゾ ン投与 は
,
大量単回 m 投 与に より作成 した

自己免疫機序を介さ な い 化学的な イ ン ス リ ン 依存型糖尿病の 発

症と血 糖値 に は 影響を与えて お ら ず, ピ オ グ1) タ ゾ ン が M L D S

糖尿病の 発症 を抑止す る機序と して , S T Z に よ る 膵ノ9 細胞の 直

接傷害作用の 抑制や イ ン ス リ ン非依存性 血糖降下作用が関与 し

た可 能性 は考え難 い . ごく最近 にな り , B e al e s ら
5 1)
もチ ア ゾ リ

ジ ン 系薬剤 の 1 つ で あ る トロ グリ タ ゾ ン が N O D マ ウ ス に お け

る1 型糖尿病発症を抑制する こ と を 報告 した . しか し, そ の 機

序 に つ い て は検討さ れ て お らず, また , ト ロ グリ タ ゾ ン に は抗

酸化作用 を有す る どタ ミ ン E 骨格 で ある ク ロ マ ン 環が 存在 し

52)
,
ビ タ ミ ン E

5 3)
や 抗酸化剤

5 4)5 5)
の 投 与 の み で も1 塑糖尿病 モ

デ ル マ ウス の 糖尿病発症が遅延する こ と を考え合わ せ る と ,
ト

ロ グリ タ ゾ ン の 糖尿病発症抑制効果が チ ア ゾリ ジ ン 骨格の 作用

によ るも の か
,
ある い は どタ ミ ン E 骨格 を介した抗酸化作用 に

よ るも の か は不明であ っ た . 本研究 は, チ ア ゾリ ジ ン 骨格の み

を有す る ピ オ グリ タ ゾ ン を用 い て 検討を行 っ てお り, チ アゾ リ

ジン 系薬剤が 1 型糖尿病 モ デ ル の 糖尿病発症を抑止 し得 る こ と

を明確 に示 した .

3 5 1

チ ア ゾリ ジ ン糸車削が 1 型糖尿病発症を抑止す る機序 と し

て
, 今 回は マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化の 指標として N O 産生の みを

観察 した が ,
マ ク ロ フ ァ ー ジ活性 化に伴うT N F - α やⅠし1 ノ? な

どの 膵ノラ細胞傷害に働く サイ トカ イ ン 産生 も抑制 して い るもの

と考える. ま た
,
ヒ トメ サ ン ギ ウム 細胞 と ヒ ト臍苛静脈内皮細

胞 に お い て 当教室 で見出して きた よ う に , 膵β細胞 上 に も

M C P - 1 あ る い は M C P -1 類似の ケ モ カイ ンがサ イ トカ イ ン刺激

に より誘導され て お り, チ ア ゾリ ジ ン系薬剤 はそ の ケ モ カイ ン

の 発現抑制を介 し て ラ島炎形成を抑制 し た 可能性も考えら れ

る
.
ごく衆近 に な っ て ラ ッ トの 膵β細胞をⅠし1 βで刺激する と

M C P -1 の 発現が 誘導され る こ と が 見出さ れ
5 6)
, さ ら に , ラ氏島

に M C P -1 を過剰発現 させ た トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は ラ

島炎が惹起 さ れ る こ とが報告さ れ て お り
5 7)
,
1 型糖尿病 の ラ島

炎形成 に先行 して 膵′9 細胞 に M C P
- 1 が 発現誘導さ れ る 可能性

は十分 にあり得 る . 今後は , M L D S マ ウ ス にお ける ラ 島で の

M C P -1 の 発現 とチ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 によ る そ の 抑制効果を検証

する必要がある .

1 型糖尿病は発症 し進行する と 生命維持 の ため にイ ン ス リ ン

治療を欠く こ と が で きず, 患者は多く の 場合頻回の イ ン ス リ ン

注射を余儀無く さ れ る . また
,
イ ンス リ ン治療 に よ る血糖 コ ン

ト ロ ー

ル は 困粍なこ と も多く ,
患 者は しば しば高血 糖や 低血糖

をくり返す. さら に
, 高血糖の 持続 は糖尿病性合併症 によ る失

明や慢性腎不全を惹き起 こ し, 患 者のク オ リ テ ィ
ー ･

オブ
･

ラ

イ フ を著 しく低下させ る
58)

. 1 型糖尿病 の 発症 に は遺伝因子が

強く関与する こと が 知ら れて お り,
一

卵生 双 生児で の
一

致率は

約40 % と高率 で ある
59)

. また
, 欧米 の み な らず我が 国でも1

型糖尿病患者の 同胞に は 1 型糖尿病の発症 が高頻度 に認め ら れ

て い る
60 )

. そ の た め
,
そ う した1 型糖尿病予備群ともい える 1

型糖尿病患者 の 近親者 にと っ て , 1 塑糖尿病の 発症予防 は非常

に重要な問題 であ る. ま た最近 は
,
ゆ っ くりと 進行す る タイ プ

の 1 型糖 尿病 で あ る綬徐進行性 イ ン ス リ ン 依 存 型糖尿病

( sl o w l y p r o g r e s si v e i n s uli n - d e p e n d e n t d i a b e t e s m elli tu s ,

S P I D D M )
6 1)
の 早期診断が抗 グル タ ミ ン 醸脱炭酸酵素抗体 の 測

定に よ り比較的容易 になり
62) 6 3)

, 早期S PI D D M 患者に対す るイ

ン ス リ ン依存状態 へ の 進行抑止も問題 とな っ て い る . 現在まで

に
,
こ れ ら の 1 型糖尿病予備群

64)
や 早期SPI D D M 患者

6 5)
に対す

る発症 ･ 進行予防 と して 少量イ ン ス リ ン 投与が 試み ら れ, その

有効性 が示唆 され て い る .

一 方
,
イ ン ス リ ン 注射よ り も簡便 な

内服薬投与に よ る 1 型糖尿摘発症抑止 の 試み と して は , 抗′ヲ細

胞破壊効果をもつ ニ コ チ ン酸 ア ミ ドの 大規模臨床試験 が 1 型糖

尿病発症高危険群を対象と し て 欧州 で行 われ たが , 成功 に は至

らな か っ た
66)li 7)

. 本研究の 結果は , すで に2 型糖尿病 の 治療薬

と して 普及 して い る チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 に 1 型糖尿病の 発症や

進行を抑止する内服薬と し て の 道 を開くも の で あ る . 今後 は
,

同薬剤が ヒ トの 1 型糖尿病の 発症や進行を抑止でき るか に つ い

て の 臨床的検討が必要である .

結 論

チ ア ゾ リ ジ ン 糸薬剤の 1 つ で ある ピオ グ リ タ ゾ ン が , 試験管

内で マ ウ ス 単離腹腔内 マ ク ロ フ ァ
ー

ジの 活性化 に お よぼ す影響

を マ ク ロ フ ァ
ー

ジ か ら の N O 産生を指標 と し て検討 した . さ ら

に
,
ピオ グリ タ ゾ ン が M I刀S 投与 に よ るマ ウス 1 塑糖尿病モ デ

ル における マ ク ロ フ ァ ー

ジ活性化を抑制 し
,
ラ 島炎形成や糖尿

病発症 を抑止 し得 る か に つ い て検討 し, 以下の 結論を得た .
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1 . 試験管 内に お い て
,
I F N -

γ お よ び LP S は それ ぞ れ 用量依

存性 に腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジ の 活性化を惹起 した . またIF N 一

γ

とL P S は
,
そ の 共存下で腹腔内マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化 に対 し相

乗的に作用 した.

2 . 試験管内 にお い て, ピ オ グリ タ ゾ ン はIF N 一

γ と L P S の 共

存下 にお ける 腹腔内 マ ク ロ フ ァ
ー

ジ の 活性化を周量依存性 に抑

制 した .

3 . 色素排泄法 に よ る検討で は ピ オ グ リ タ ゾ ン に細胞毒性を

認めず, ピオ グ リ タ ゾ ン の マ ク ロ フ ァ
ー ジ活性化抑制作用 はそ

の 細胞毒性 に よる もの で は なか っ た .

4 . C D -1 マ ウス に40 m g/ k g の S T Z を5 日 間連続で腹腔内注

射 し
,
M L D S l 塑糖尿病 モ デ ル を作成 し た. さ ら に, S T Z の 直

接作用をより抑える た め ,
3 0 m g/ k g のS T Z を用 い たM L D S l

型糖尿病モ デ ル を作成, 確立 した .

5 . M L D S 糖尿病 マ ウ ス か ら単粧した腹腔内マ ク ロ フ ァ
ー

ジ

は
,
糖尿 摘発症早期 にお い て

一 過性 に活性化 して い た .

一

方 ,

対照 マ ウス の 腹腔内 マ ク ロ フ ァ ー

ジや M u ) S 糖尿痛 マ ウ ス の 牌

マ ク ロ フ ァ
ー ジ に は その ような活性化を認 めなか っ た .

6
.
ピオ グ リ タ ゾ ン混餌食投与 は

,
M I ♪S マ ウス の 糖尿病発

症早期 にお ける腹腰内 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活性化を有意 に抑制し

た.

7 . ピ オ グリ タ ゾ ン混餌食投与 は , M I 刀S マ ウス の ラ 島炎進

展を有意に抑制 した .

8 . ピオ グ リ タ ゾ ン混餌食投与 は , M u ) S マ ウス の 糖尿病発

症を有意 に抑制した .

9 . ピオ グ リ タ ゾ ン 混餌食投与 は
,
大量単回 m 投与 に よ る

1 型糖尿病 モ デ ル マ ウ ス の糖尿痛発症お よ び血糖値に は影響を

お よ ぼ さなか っ た .

1 0 . 以上 の 結果 よ り, ピ オ グリ タ ゾ ン は , マ ク ロ フ ァ ー

ジ

の 活性化を抑制し, 1 型糖尿病 モ デ ル に お ける ラ 島炎 の 形成と

糖尿病発症を抑止す る作用を有する こ と が 明ら か と なっ た .
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f o r F a s - m e d i a t e d d e s tr u c ti o n i n i n s u li n - d e p e n d e n t di ab e t e s

m ellit u s .J E x p M e d 1 8 6 : 1 1 93 -1 2 0 0 , 1 9 9 7

3 5) T ak a m u r a T , K a t o I , K i m u r a N , N a k a z a w a T , Y o n e k u r a H ,

T a k a s a w a S
,
O k am O t O I壬. 廿 an S g e n i c m i c e o v e r e x p r e s si n g t y p e 2

ni t ri c - 0 Ⅹid e s y n th a s e i n p a n c r e a ti c β c ell d e v el o p i n s uli n
-

d e p e n d e n t di a b e t e s wi th o u t i n s uliti s . J B i oI C h e m 2 7 3 : 2 4 9 3 - 24 9 6 ,

1 9 9 8

3 6) F l o d s tr 6 m M , T Y r b e rg B , E i zirik D L , S an dl e r S , R ed u c e d

S e n Siti vit y of i n d u cib l e n itri c o x id e s y n th a s e
- d efi ci e n t mi c e t o

m ultipl e l o w
-d o s e s tr e pt o z ot o ci n

-i n d u c e d di a b et e s . D i ab et e s 4 8 :

7 0 & 7 1 3
,
1 9 9 9

3 7) C o r b e tt J A , M ik h a el A , Si m i z u J , F r e d e ri ck K , M i sk o T P ,

M c D a n i el M L
,
ぬ n a g a w a O , U n an u e E R . Nit ri c o xi d e p r o d u c ti o n

i n i sl e t s 血
･

O m n O n O b e s e di ab e也c m i c e : Am i n o g u an ig in e
- S e n Siti v e

a n d - r e Si st a n t st ag e s i n th e i m m u n ol o gi c al di ab eti c p r o c e s s . P r o c

N a tl A c ad S ci U S A 9 0 : 8 9 9 2 - 89 9 5
,
1 9 9 3

3 8) Ei zi ri k D L , Le 如r s t am F . n 占i n d u cib l e 女)r m Of n itri c o xi d e

S y n th a s e (i N O S ) i n i n s u li n -

P r O d u ci n g c ell s . D i a b e t e M et a b

2 0 :1 1 6 嶋1 2 2
,
1 9 9 4

3 9) Ei zi rik D L , S an dl e r S , W el s h N , C e tk o vi c - C v rti e M , N i e m an

A
,
G ell e r D A

,
P ip el e e r s D G , B e n d t z e n K , H ell e r s t r o m C .

C yt o k i n e s s u p p r e s s h u m a n i sl e t fu n c ti o n i r r e s p e cti v e o f th ei r

eff e c ts o n n itri c o xi d e g e n e r a ti o n .J C li n I n v e s t 9 3 :1 9 6 8 -1 9 74 , 1 9 9 4

4 0) T s uji A , S a k u r ai H . V a n ad yl i o n s u p p r e s s e s nit ri c o xid e

p r o d u c ti o n f r o m p e rit o n e al m a c r o p h a g e s o f s t r e p t o z o t o ci n
-

i n d u c e d di a b e ti c m i c e . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 2 2 6 : 50 6
-

5 1 1
,
1 9 9 6

4 1) S h i m a d a A , T a k ei I , M a ru y a m a T , K a s u g a A , K a s at a ni T ,

W at a n a b e K
,
As a b a Y , I sh ii T , T ad ak u m a T , H ab u S , M i y a z a ki J ,

S a ru t a T . A c c el e r ati o n of d i a b e t e s i n y o u n g N O D m i c e w ith

p e rit o n e al m a c r o p h a g e s . D i ab et e s R e s Cli n P r a c t 2 4 : 6 9
-7 6

,
1 9 94

4 2) H o f m a n n C , L o r e n z K , B r aith w ait e S S , C oI c a J R , P al a z u k

B J , H o t a m i sli gil G S , S pi e g el m a n B M . A lt e r e d g e n e e x p r e s si o n

f o r tu m o r n e c r o si s f a c t o r - α a n d its r e c e p to r s d u ri n g d ru g di eta r y

m o d ul ati o n o f i n s u li n r e si st a n c e . E n d o c ri n ol o g y 1 3 4 : 2 6 4
-2 7 0

,

1 9 9 4

4 3) M u r a s e K , O d a k a H , S u z u k i M , T a y u k i N , I k e d a H .

P i o glit a z o n e ti m e
- d e p e n d e ntl y r e d u c e s t u m o r

･

n e C r O Si s f a ct o r - α

1 e v el i n m u s cl e a n d i m p r o v e s m et ab oli c ab n o r m aliti e s i n W i st e r

f at ty r at s . D i a b e t ol o gi a 4 1 : 2 5 7
-2 6 4

,
1 9 9 8

44) P e r aldi P , X u M , S pi e g el m a n B M . T h i a z olid i n e di o n e s b l o ck

t u m o r n e c r
1

0 Si s f a ct o r - α -i n d u c e d i n h ibiti o n of i n s uli n si g n ali n g .J

C li n I n v e s t l O O : 1 8 6 3 -1 8 6 9
,
1 9 9 7

4 5) K u b o ta N , T e r a u c hi Y , M iki H , T a m e m o t o H , Y a m a u ch i T ,

K o m e d a K
,
S a to h S , N a k a n o R , I sh ii C , S u gi y a m a T , E t o K ,

T s u b a m o t o Y
,
O k u n o A

,
M u r a k a m i K

,
S e kih a r a H

,
H a s e g a w a G ,

N aito M
,
T o y o s hi m a Y , T a n a k a S , S h i o ta K , m ta m u r a T , F ujita T ,

E z ak i O
,
Ai z a w a S

,
K a d o w aki T . P P A R g a m m a m e di a t e s h igh -f at

di et -i n d u c e d ad ip o c y te h y p e rtr o p h y a n d i n s u li n r e si st a n c e . M oI

C el1 4 : 5 9 7 -6 0 9
,
1 9 9 9

4 6) B a r r o s o I , G u r n ell M , C r o w l e y V E , A g o s ti ni M , S c h w a b e



3 5 4

J W , S o o s M A , M a sl e n G L , W illi a m s T D , L e w i s H , S c h af e r AJ ,

C h a tt e rj e e V K , 0
'

R a h ill y S . D o m i n a n t n e g a ti v e m u t a ti o n s i n

h u m a n P P A R g a m m a a s s o ci a te d w i th s e v e r e i n s u li n r e si s t a n c e ,

di al ) e t e S m ellitu s a n d h y p e rte n si o n . N at u r e 4 0 2 : 8 8 0 - 8 8 3 , 1 9 9 9

4 7) H a r a K , O k a d a T , T o b e K , Y a s u d a K , M o ri Y , K a d o w a ki E ,

H a g u r a R , A k a n u m a Y , Ki m u r a S , I t o C , K a d o w a ki T . T h e

P r o 1 2 Al a p o l ym O r Ph i s m i n P P A R γ 2 m a y c o nf e r r e si st an C e t O

ty p e 2 di ab e te s . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 2 7 1 : 2 1 2
-2 1 6

,

2 0 0 0

4 8) I J O W e n S tei n C J , Al 1 e y E W , R a v al P , S n o wn a n A M , S n y d e r

S H
,
R u s s e11 S W

,
M u rp h y W J . M a c r o p h a g e nitri c o x id e s y n th a s e

g e n e: t W O u p St r e a m r e gi o n s m e di at e i n d u cti o n b y i n t e rf e r o n γ

a n d li p o p ol y s a c c h a ri d e . P r o c N atl A c a d S ci U S A 9 0 : 9 7 3 0
- 9 7 3 4

,

1 9 9 3

49) D r o u e t C , S h a k h o v A N , J o n g e n e el C V , E n h a n c e r s a n d

tr a n s c ri pti o n f a c t o r s c o n tr olli n g th e i n d u cib ility o f th e tu m o r

n e c r o si s f a c t o r - al p h a p r o m o t e r i n p ri m a ry m a c r o p h a g e s . J

I m m u n ol 1 4 7 :1 6 9 4 -1 7 0 0
,
19 91

50) Ji a n g C , T i n g A T , S e e d B . P P A R - γ a g O n i s t s i n h ib i t

p r o d u c ti o n o f m o n o c yt e i n fl am m at O r y Cy t O ki n e s . N a t u r e 3 9 1 : 8 2
-

86
,
1 9 9 8

51) B e al e s P E , Li d di R , G i o r gi ni A E , S i g n o r e A , P r o c a c ci n i E ,

B at c h el o r K
,
P o z zilli P . Tr 0 gl ita z o n e p r e v e n t s i n s uli n d e p e n d e n t

di ab et e s i n th e n o n -

O b e s e di ab e d c m o u s e . E u r J P h ar m a C O1 3 5 7 :

2 2 ト22 5
,
19 9 8

5 2) F uji w a r a T , Y o sh i o k a S , Y o sh i o k a T , U s hiy a m a I , H o ri k o s h i

H . C h a r a c te ri z a ti o n o f n e w o r al an tid i al ) e ti c a g e n t C S
-0 4 5 . S tu di e s

i n K K an d o b / o b m i c e a n d Z u c k e r f attY r at S . D i ab e t e s 3 7 : 1 5 4 9 -

1 5 5 8
,
1 98 8

5 3) B e al e s P E , W illi am S AJ K , Al b e rti n i M C , P o z zilli P . V it am i n

E d el a y s di ab e te s o n s et i n th e n o n
-

O b e s e di a b e ti c m o u s e . H o r m

M etab R e s 2 6 : 4 5 0 4 5 2
,
1 9 9 4

5 4) D r a s h A L R u d e rt W A , B o rq u a y e S , W a n g R , Li eb e r m a n I .

E fEe ct of p r o b u c ol o n d e v el o p m e n t o f di a b e t e s m ellit u s i n B B

r a t s . Am J C a rdi o 1 6 2 : 2 7 B -3 0 B
,
1 9 8 8

55) R a bi n o vit c h A , S u ar e Z W L , P o w e r R F . I . a z ar Oi d an ti o x id a n t

r e d u c e s i n cid e n c e of di ab et e s a n d i n s u liti s i n n o n o b e s e di a b eti c

m i c e .J h b Cli n M e d 1 2 1 :6 0 3 - 6 0 7
,
19 9 3

56) C h e n M C
,
S c h u it F

,
Ei zi rik D L . I d e n tifi c ati o n o f I し1 P

-

i n d u c e d m e s s e n g e r R N A s i n r a t p a n c r e a ti c b e t a c ell s b y

diff e r e nti al d i s pl a y o f m e s s e n g e r R N A . D i a b e t ol o gi a 4 2 : 1 1 9 9 -

12 03
,
1 9 9 9

57) G r e w al I S , R u tl e d g e B J , F i o rill o J A , G u L , G l a d u e R P ,

F l a v ell R A
,
R olli n s B J . T r a n s g e ni c m o n o c yt e c h e m o a ttr a ct a nt

P r O tei n
-1 (M C P - 1) i n p a n c r e a ti c i sl e ts p r o d u c e s m o n o c y te ･ ri ch

i n s uliti s w ith o u t di a b e te s .J I m m u n ol 1 5 9 : 4 0 1 -4 0 8
,
1 9 9 7

5 8) M a y o u R , B r y a n t B , T u r n e r R . Q u ality o f lif e i n n o n -i n s uli n _

d e p e n d e n t di ab e t e s
･

a n d a c o m p a ri s o n w ith i n s u li n
-d e p e n d e nt

di a b et e s .J P s y c h o s o m R e s 3 4 : 1 -1 1 , 19 9 0

5 9) T a仕e r s all R B , P yk e P A . D i ab e ts i n id e n ti c al t wi n s . b n c et 2:

1 1 2 0 - 1 1 2 5
,
1 9 7 2

6 0) I k e g a m i H , O g i h a r a T . G e n e ti c s o f i n s u li n -d e p e n d e n t

di a b et e s m ellit u s . E n d o c r J 4 3 : 6 0 5 -6 1 3 , 1 9 9 6

6 1) K ob a y a s hi T , T a m e m o t o K , N a k a ni sh i K , K a t o N , O k u b o

M , K aji o H , S u gi m o t o T , M u r a s e T , K o s ak a K . I m m u n o g e n etic

a n d cli n i c al c h a r a c t e ri z ati o n o f sl o w ly p r o g r e s si v e I D D M .

D i a b e te s C ar e 1 6 : 7 8 0 -7 8 8
,
1 9 9 3

6 2) K ob a y a sh i T , N a k an i s h i K , O k u b o M , M u r a s e T , K o s ak a K

G A D a n tib o d i e s s el d o m di s a p p e a r i n sl o w l y p r o g r e s si v e I D D M .

D i a b e te s C ar e 1 9 : 1 0 3 1
,
1 9 9 6

6 3) S ei s sl e r J , d e S o n n a vi 11 e JJ , M o r g e n th al e r N G , S t ei n b r e n n e r

H
,
G l a w e D

,
Ⅲ 1 0 0 - M o r g e n th al e r U Y , I .a n M S , N o 也i n s A L , H ei n e

R J , S c h e rb a u m W A . I m m u n ol o gi c al h e t e r o g e n ei ty i n ty p e I

di a b e te s : p r e S e n C e O f di sti n ct a u t o a n tib o d y p a tt e r n s i n p a ti e n ts

wi th a c u te o n s e t an d sl o w l y p r o g r e s si v e di s e a s e . D i a b e t ol o gi a 4 1:

8 9 1 -8 9 7
,
1 9 9 8

6 4) E ell e r RJ , Ei s e n b a rth G S , J a c k s o n R A . I n s uli n p r o p h yl a xi s

i n i n d ivi d u al s at h igh ri s k o f ty p e I di a b e t e s . L a n c e t 3 4 1 : 9 2 7 -9 2 8 ,

1 9 9 3

6 5) K o b a y a s h i T , N a k a n i s h i K , M u r a s e T , K o s a k a K . S m all

d o s e o f s u b c u t an e O us i n s ul i n a s a s tr at e g y fo r p r e v e n ti n g sl o wi y

p r o g r e s si v e β
一

C ell f ail u r e i n i sl e t c ell a n tib o d y
-

p O Sitiv e p ati e n t$

wi th cli n i c al f e a tu r e of N I D D M . D i a b e t e s 4 5 : 6 2 2 -6 2 6
,
19 9 6

6 6) L am p e t e r E F , Ⅲi n gh a m m e r A , S c h e rb a u m W A , H ei n z e E ,

H a a s t e r t B
,
G i a ni G

,
K o lb H . T h e D u e t s c h e N i c o ti n a m id e

I n t e r v e n ti o n S t u d y: a n a tt e m p t t O p r e V e n t t y p e l di a b e t e s .

D i a b e t e s 4 7 : 9 8 0 ～9 84
,
1 9 9 8

6 7) V i s al 1i N , C a v all o M G , Si g n o r e A , B ar O n i M G , B u z z etti R ,

Fi o ri ti E
,
M e st u ri n o C

,
Fi o ri R

,
L u c e n ti n i L

,
M att e oli M C

,
C ri n o

A
,
C o rb i S

,
S p e r a S , T e o d o ni o C , P a ci F , Am o r e tti R , P i s a n o L ,

S u r a ci C
,
M ult a ri G

,
S ul 1i N

,
C e rv O ni M

,
D e M a tti a G

,
F al d etta

M R
,
B o s ch e ri ni B

,
P o z zilli P . A m ul ti - C e n tr e r an d o m i z e d t ri al of

t w o dif k r e n t d o s e s o f ni c o ti n a m i d e i n p a ti e n ts wi th r e c e n t
-

O n S et

ty p e l di ab e t e s (th e I M D I A B Ⅵ) . D i a b e t e s M e t a b R e s R e v 1 5 :

1 8 1 -1 8 5
,
1 9 9 9

■

t

_

暮
■

工
l
■

l

t

■

i
一
一



■

t

_

暮
■

工
l
■

l

t

■

i
一
一

P P A R γ ア ゴ ニ ス ト に よる 1 型糖尿病発症抑止 355

A P e r o xi s o m e P r olife r at o r r A cti v a t e d R e c e p t o r γ A g o n ist I n h ib its M a c r o p h a g e A cti v ati o n a n d t h e D e v el o p m e n t of

T y p e l D i a b e t e s H it o s h i A n d o
,
D ep a r t m

e n t o f I nt e r n al M e d i ci n e ( Ⅰ) , S c h o o l o f M e d i c i n e , K a n a z a w a U n i v e rsity ,

K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0 -J . J u z e n M e d S o c . , 1 0 9 , 3 4 3 q 3 5 5 ( 20 0 0)

K e y w o r d s ty p e l d i a b e te s , m ulti pl e l o w
-d o s e s t r e p to z o t o c i n , P l O glit a z o n e , thi a z olid i n e d i o n e , P e r O X is o m e p r olif t r a t o r -

a cti v a te d re c e p t o r ァ

A b st r a ct

I n th e d e v el o p m e n t o f ty p e l d i a b e te s , m a C r O P h a g e s p l a y l m P O r t a n t r Ol e s i n t h e d e v el op m e n t of i n s u litis a n d i sl et /9 c ell

d e s tr u c ti o n . T hi a z o li d i n e d i o n e i s a d i r e c t li g a n d f o r pe r O Xi s o m e p r olif e r at o r
- a C ti v a t e d r e c e p t o r γ a n d i n hi b its th e b o th

Cy tO k i
n e

-i n d u c e d e x p r
e s si o n of m o n o c y te c h e m o attr a c ta n t p r o t ei n l a n d p l a s m i n o g e n a c ti v at o r i n h ibi t o r t y p e l w h i c h a r e

m e di a t e d p a
r tl y b y n u cl e a r f a c t o r k a p p a B ( N F

M

K B ) . T h e r e f o r e , th ia z o li d i n e di o n e s e e m e d t o i n hibi t al s o m a c r o p h a g e

a cti v ati o n m e d i a t e d b y N F
- 〝 B . T h e ai m o f th i s st u d y w a s t o i n v e s tl g a te th e e fft c t o f p i o gl it a z o n e , a thi a z oli di n e di o n e

C O m P O u n d , O n th e d e v el o p m e n t o f m u lti pl e l o w
- d o s e st r e p to z o t o c i n ( M L D S)

-i n d u c e d a u t oi m m u n e d i a b e te s v i a i n h ib iti o n o f

m a c r o p h a g e a c ti v ati o n . I n te rft r o n -

γ a n d li p o p o l y s a c c h ari d e d o s e
- d e p e n d e n tl y a n d sy n e rg l Sti c ally s ti m ul a te d ni tri t e r el e a s e

fro m p r l m ar y P e ri to n e al m a c r o p h a g e s 丘
-

O m C D - 1 mi c e ･ Pi o g li ta z o n e , d o s e
r d e p e n d e n tl y 什o m 5 to 1 0 0 FL M , S u P P r e S S ed ni tri t e

r el e a s e n
･

O m P r l m a ry P e ri to n e a l m a c r o p h a g e s sti m u l a te d w ith O .5 U / m l i n t e rf e r o n ～

γ a n d O .0 1 p g / m l lip o p ol y s a c c h a ri d e

(8 0 .3 ± 4 ･9 % of c o n t r ol at l O /L M o f p i o g li t a z o n e) ･ Pi og lit a z o n e di d n o t a ff e c t th e c e ll vi ab ility a s s e s s e d b y th e t ry p a n b l u e

e x cl u si o n m e th o d . M a l e C D - l m i c e i n t r a p e rit o
n e ally inj e c t e d w i th h v e d aily s u b d i ab e t o g e ni c d o s e s ( 4 0 m g /k g b o d y w ei g h t)

O f s tr e p t o z o to ci n ( S T Z) d e v el o p e d m o n o n u cl e a r c ell i n filt r a ti o n i n a n d a r o u n d i sl e ts , fb ll o w e d b y h y p e r gl y c e m i a 2
- 4 w e e k s

a fte r S T Z i nj e cti o n .
P ri m a ry p e rit o n e al m a c r o p h ag e s h a r v e st e d fr o m M L D S m i c e a t d a y 7 p r o d u c e d sig n i fi c a n tl y l ar g e

a m o u n t o f n it rit e c o m p a r e d w it h th o s e fr o m c o n tr ol m i c e . S u c h a cti v a ti o n w as n o t o b s e rv ed i n th e sp l e ni c m a c r op h a g e s o r a t

d a y 2 8 . O r al a d m i n i st r ati o n o f pi o g li t a z o n e ( 0 .01 % fb o d a d m i xt u r e) h
･

O m 7 d ay s b e ね r e th e fi rs t S T Z i可e c ti o n sig n i n c a n tly

i n hi b ite d th e a cti v ati o n o f p e rit o n e al m a c r o p h ag es fr o m M L D S m i c e at d a y 7 . I n s uliti s i n di c e s i n t h e p 1 0 g lit a z o n e
-t r e at e d

g r o u p w e r e s l g ni 鎖c a n tl y l o w e r th a n th o s e i n t h e c o n t r o l g r o u p a t d ay 2 8 , i n d i c atl n g th at p 1 0 g lita z o n e bl o c k e d t h e i n 丘1t r a ti o n o f

m o n o n u c l e a r c e11s i n to isl et s i n M L D S mi c e . P i o g lit a z o n e r e d u c e d th e di ab e t e s p r e v al e n c e , f r o m 93 t o 4 7 % at d a y 2 1 , a n d

f r o m l O O t o 6 7 % at d a y 2 8 . T h e o v e r all d i ff e r e n c e o f th e d i a b e te s p r e v al e n c e w a s si g n ifi c a n t ( P = 0 ■ 01 2) ･ P i o glit a z o n e

a d m i n i s t r a ti o n fr o m 7 d a y s
b e f o r e S T Z i rtj e c ti o n h a d n o p r e v e n ti v e o r a m eli o r ati v e e ff e c t o n di a b e te s d e v el o p m e n ti n d u c e d b y

a si n g l e di a b e t og e n i c d o s e ( 2 5 0 m g / k g b o d y w ei g h t) o f S T Z ･ T h e s e fi n d i n g s s u g g e st th a t a th i a z o li d i n e d i o n e bl o c k s th e

a ut oi m m u n e p r o c e s s i n th e d e v el op m e nt o f M L D S d i a b e te s , P ar tl y b y i n h i bi ti n g th e m a c r o p h a g e a c ti v a ti o n ･


