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イ ン ス リ ン 抵抗性改善薬である ト ロ グリ タ ゾ ン は耐糖能異常, イ ン ス リ ン 抵抗性, お よ び脂質異常 を改善する こ と か ら,

動脈硬化 の 形成, 進展を間接的に抑制 しうる こ とが 想定さ れ る .

一 方
,
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 m i n o g e n a cti v at o r i n hib it o r ty p e l , P Al - 1) は動脈硬化の 病因に お い て 重要 な役割を担 い
,
イ ン ス

T
) ン 抵抗性患者に

お い て もその 血 中レ ベ ル の 上 昇が 報告 され て い る . 酸化ス トレス~F で の 単球細胞や マ ク ロ フ ァ ー ジか ら放出さ れ る腫瘍壊死因

子 α ( 血 m o r n e c r o si s f a c t o r α , T N F L α) や イ ン タ
ー

ロ イ キ ン(i n te rl e u ki n , I U I P と い っ た様々 な炎症性サ イ トカイ ン によ っ て ,

血 管内皮細胞 にお けるP Al -1 の 産生 は刺激 され る . 今回, 著者は培養 ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 Ol u m an u m b ili c al v ei n e n d o th eli al

c ell
,
H U V E C) 由来 の P A I -1 産生 に対す る トロ グリ タ ゾ ン の 直接効果を検討 した . H U V E C は1

,
1 0

,
1 0 0 n g/ m l T N F -

α また は0 .1
,

1
,
1 0 n g/ m l Iし1 P 存在下 で ,

1 ま た は10 FL M トロ グリ タ ゾ ン存在下 , 非存 在下 の 0 .4 % 血清を含む培地で24 時間培養 し, 培地

中の P Al -1 濃度をE u S A キ ッ ト にて 測定 した . 1 0 0 n g/ m l の T N F - a t l O n g/ m l のI L l β漆加 によ っ て各々 の P Al
- 1 濃度は培養

開始24 時間後に非添加群 の 1 .9 9 ±0 .1 6 倍 b < 0 .0 5) , 2 .4 2 ±0 .4 2 倍 b < 0 .0 0 5) に増加 した . 1 0 /∠M の トロ グリ タ ゾ ン は1 n g/ m l

r

r N F L α 刺激 に よ る P 瓜 ･1 を 34 .3 ± 4 .2 % b < 0 .0 0 1) , 1 0 n g/ m l T N F
-

α 刺 激下で は29 .9 ±2 .2 % b < 0 .0 0 1) , 1 0 0 n g/ m l の T N F
l
a

刺激下 で は41 .3 士5 .0 % b < 0 ,0 0 5) に抑制 した . 同様 に10 /∠ M の トロ グ リ タゾ ン は0 .1 n g / m l I し1β刺激 によ る Ⅷ
- 1 を 32 .7 ±

0 .0 % b < 0 .0 1) , 1 n g / m l I し1β刺激下 で は 33 .5 ± 0 .3 % b < 0 .0 05) , 1 0 n g/ m l I し1 ノ9 刺激下 で は40 .8 ±1 .6 % b < 0 .0 0 5) に抑制 した .

ノ ザ ン ･

プ ロ ッ ト解析 で は トロ グ リ タ ゾ ン はT N F ･

α
,
II J I P に より増加 したP AJ -1 m R N A 発現を抑制した . ま た , ト ロ グリ タ

ゾ ン 除去後 の P AI -1 産生 の 可 逆性
,
お よ び トロ グ リ タ ゾ ン 添加が Ⅲ m C にお ける糖取り込み に影響を与えなか っ た こ と か ら ,

ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る細胞毒性 はない と考えら れ た . 以 上 の 結果 か ら トロ グリ タ ゾ ン は H U V E C 由来の m I - 1 産生 を 直接抑制

する こと に よ っ て動脈硬化の 形成 と進展 を抑止 しうる 可 能性が示唆さ れ た .

K e y w o rd s p la s m in o g e n a ctiv at o r i n hib it o r t y p e l , t r O glit a z o n e , e n d oth elial c ells , ath e r o s cl e r o si s

動脈 硬化 は酸化ス ト レ ス に よ る血 管内皮細胞障害と変性
1)
,

お よ び血 管壁 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ や 単球細胞 の 浸潤 と血管平滑

筋細胞 G Ta S C ul a r s m o o th m u s cl e c e11 , V S M C ) の 遊走と増殖 によ

る 血 管内膜肥厚
2)3) を特徴 と する 慢性炎症性変化 と考え ら れ て

い る . 血 管内皮細胞 は グリ コ サ ミ ノ グリ カ ン , トロ ン ポモ ジ ュ

リ ン
, プ ロ ス タサ イ ク リ ン

,
組織型プ ラス ミ ノ

ー ゲ ン ･ ア ク チ

ベ ー

タ ー

(ti s s u e -ty p e pl a s m i n o g e n a cti v a to r) と い っ た抗血 栓因

子と, プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ･ ア ク チ ベ ー タ ー ･

イ ン ヒ ビタ
ー

t タ

イ プ1 (pl a s m i n o g e n a c ti v at o r i n hib ito r ty p e l , P A I
-1) , 組織図子

と い っ た血 栓因子の 両者を発現 し, その 均衡に よ っ て血 液凝固

を調節 して い る
4)

. しか し
, 動脈硬化形成過程 にお い て は ,

こ

の 内皮細胞の 血 液凝固調節機構の 不均衡が生じ て い る と考えら

れ て い る . す な わち
,
酸化ス ト レ ス~F で は 単球細胞や マ ク ロ フ

ァ
ー

ジ か ら放出 さ れ る腫瘍壊死因子 α (t u 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 (i n te rl e u k i n , I L) 1 /3 , トラ ン

ス フ ォ
ー

ミ ン グ 成長因子 lヲ (t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r ,? ,

T G F -
′
ヲ) と い っ た様々 な 炎症性サ イ トカ イ ン に よ っ て 内皮細胞

由来の P A ト1 に代表 され る 血 栓園子 の 放出が促進さ れ ,
血 栓傾

向 に傾く こ と が 知ら れ て い る
5)

. 実際
,
臨床 的 にも

,
血栓性疾

患
,
冠動脈疾患

6)
,
2 型糖尿病 や高 イ ン ス リ ン 血 症患者

7) 8) にお

い て 血 渠P Aト1 濃度の 上 昇が 報告さ れ, P 封 -1 は 動脈硬化 の 危険

因子の
一

つ と考えら れ て い る .

平成1 1 年 7 月1 9 日受付, 平成1 1 年 8 月2 3 日受理

A b b r e vi atio n s : A P -1
,
a C tiv at o r p r o m o t e r

- 1; F B S , f e t al b o vi n e s e r u m ; G m , g lu c o s e t r a n sp o rt e r; H U V E C , h u m a n

u m b ilic al v ein e n d o th elial c ell; I L , i n t e rl e u ki n; K R B , K r e b s
-Ri n g e r b ic ar b o n at e; M A P K , m it o g e n

- a C tiv at e d p r ot ei n

kin a s e; M C P -1
,
m O n O C y t e C h e m o att r a ct a nt p r o t ei n l ; N F

-

K B
,
n u Cle a r f a ct o r -k a p p a B ; P Al

-1
, Pl a s m in o g e n a cti v at o r

in hibit o r ty p e l; P K C , p r O t ei n kin a s e C ; P M A ,
-
p h o rb ol 12

- m y rist a t e 1 3
- a C et at e; P P A R ･

γ , P e r O Xi s o m e p r olifb r at o r
-

a cti v at e d r e c e p t o r
-

γ; T G F
-

β, t r a n Sf o r m in g g r o w th f a ct o r β; T N F
-

a
,
t u m O r n e C r O Sis f a ct o r α ; V S M C , V a S C ul a r

S m o o th m u s cle c ell
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一 方
,
イ ン ス リ ン抵抗性改善薬である トロ グ リ タ ゾ ン は , 血

糖降下作用を持 つ チ ア ゾ リ ジ ン 環 と, 抗酸化作用を有する
どタ

ミ ン E 類似 の ク ロ マ ン 環よ り梼成され (図1) , 耐糖能異常 ,
イ

ン ス リ ン 抵抗性 ,
お よ び脂質異常 を改善する

9) 1 0) こ と か ら
,
動

脈硬化の形成, 進展を間凄的に抑制 しう る こ と が 想定され て い

る .

一

方 ,
動脈硬化 に対する トロ グ リ タ ゾ ン の 直接効果 に関 し

て は
,
V S M C の 増殖 と遊走が同剤に よ っ て抑制 され た こ と が 報

告 され てい る
11) 12)

. ま た
, 最近 ,

Y o k o y aI n a ら
1 3)
は ヒ ト メサ ン

ギ ウ ム 細 胞 ,
お よ び 内皮細胞 に お け る 単 球走化性 因子 1

( m o n o c yt e c h e m o a tt r a c ta n t p r o tei n l , M C P
- 1) の 発現を ト ロ グ

1
)

タ ゾ ン が抑制 し, 動脈硬化 に対 して 直接抑制効果 を有す る可能

性 があ る ことを報告 した . そ こで
, 今 回, ヒ ト臍帯静脈内皮細

胞 O l u m an u m bili c al v ei n e n d o th eli al c ell , H U V E C )を 伺い て ,
血

管内皮細胞由来の 動脈硬化危険因子 の
一

つ で ある P 封 -1 産 生に

及ぼ すト ロ グリ タ ゾ ン の 直接効果 に つ い て検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ. 細胞培養

4 か ら6 継代 の H U V E C ( 三光純薬 , 東京) を使用 した . ヒ ト

フ ィ プ ロ ネク テ ン Ⅳp st at e Bi ot e c h n ol o g y , h k e pl a cid , U S A) を

塗布 し た12 穴プ ラス チ ッ ク 培養 プ レ
ー

ト (C o st a r , C a m b rid g e ,

U S A ) に1 穴あ たり2 .0 × 1 0
4

個の H U V E C を播 種 し, 3 7 ℃ , 5 %

C O 2 イ ン キ エ ペ
一

夕
ー 内で コ ン フ ル エ ン ト に達す るま で , 2 .0 %

牛胎児血 清 晩t al b o vi n e s e ru m , F B S) , 12 FL g/ m l ウ シ脳抽出物,

1 0 n g / m l ヒ ト表皮成長因子, 1 FL g / m l ハ イ ド ロ コ ル ナ ゾ ン ,

5 0 〃g/ m l ゲ ン タ マ イ シ ン , 5 0 n g/ m l ア ン ホ テ リ シ ン B を含ん

だ血管内皮細胞基礎培地(三光純薬) で 培重 した .

Ⅰ . サ イ トカ イ ン刺激に よ る E m C か ら の P A I - 1 産生

H U V E C は サイ トカイ ン を添加す る24 時間前よ り0 .4 % F B S と

抗 生物質 の み を 含 む血 管内皮細胞 基礎 培地 で 培 養 し た .

H U V E C は観 換え型T N F - α (1 , 1 0 , 1 0 0 n g / m l , E N D O G E N ,

W o b u r n , U S A) , また は組換え型Ⅰし1 β (0 .1
,
1
,
1 0 n g/ mi , R & D

s y s te m , M i n n e a p oli c e , U S A) 存在下 , 非存在下 に て 0 ･4 % F B S を

含 む血 管内皮細胞基礎培地 にて 24 時間ま で 培養 し, 各穴 の 細

胞上浦 を培養開始6 , 1 2 , 2 4 時間後 に採取 し,
- 20 ℃で 凍結保

存し た.

Ⅱ . サ イ ト カイ ン誘導 P AI ･ 1 産生 に対する トロ グリ タ ゾン

の 効果

H U V E C は サ イ ト カイ ン と試薬を添加す る24 時 間前 よ り0 .4 %

F B S と抗 生物質の み を含 む血管内皮細胞基礎培地 で培養 した .

H U V E C は租換え塑 T N F l α(1 , 1 0 , 1 00 n g/ m l) , また は 組換え型

II : 1 ′9 (0 .1 , 1 ,1 0 n g/ m l) 存在下 , 非存在下 にて 0 ･4 % F B S と
,
1

ま た は10 〃M の ト ロ グリ タ ゾ ン (三 共 , 東 京) を含 む血 管内皮

細胞基礎培地 に て 24 時間ま で 培養 し, 各穴 の 細胞 上 浦を培養

開始24 時間後 に採取 し,
- 2 0 ℃ で 凍結保存 した .

Ⅳ . トロ グリ タ ゾン の E m C に 対す る細胞毒性 の検討

12 穴 プ ラ ス チ ッ ク 培養 プ レ
ー

トに1 穴 あた り2 .
0 × 1 0

4

個 の 細

胞数で播種 し, コ ン フ ル エ ン トに 達 し た H m C をP B S で 3 回

洗浄私 0 .0 2 5 % トリ プ シ ン / E D T A 溶液(三 光純薬) を用い て,

細胞を プ レ
ー

トか ら剥離 させ た .
トリ パ ン ･ ブ ル

ー

を含む細胞

浮遊液を作成 し, 血球計算板 を用い て , 生 細胞数 を算定 した .

Ⅴ . トロ グリ タ ゾン 除去後 の P A I - 1 産生 の可逆性 に関する

検討

トロ グリ タ ゾ ン 除去後 の P 朗 -1 産生 の 可逆性を検討する ため ,

コ ン フ ル エ ン ト に達 した H m C を10 〃M の ト
ロ グリ タ ゾ ンと

100 n g/ m l の T Ⅳト α を含 む 血 管内皮細胞基礎培地で 24 時間培

養 した 後, 細胞 上浦 を採取 し, P B S にて 細胞表面を3 回洗浄後,

1 0 0 咽/ m l T N F
-

α 単独存在 下 で さ ら に 培養を48 時間継続 した ･

2 4 時間 ごと の 細胞上 浦を採取 し,
-

2 0 ℃で 凍結保存した .

Ⅵ . P A ト1 濃度 測定

H U Ⅶ C 培 養上 清 の P A I - 1 濃度 を二 重抗体法を用 い た E LI S A

キ ッ ト m n tE li z e P A L l , Bi o p o ol , U m e且, S w e d e n) に て 測定 した ･

測定手技 は プ ロ ト コ
ー ル

14)
に従 っ た ｡ 予め 抗 マ ウス P A I -1 抗体

が コ ー テ ィ ン グ され た マ イ ク ロ プ レ ー トの 各穴 に 100 ′∠l の 洗

浄 液を満 た し, 吸 引洗浄 し た 後 に , 測 定サ ン プ ル お よ び ヒ ト

P 〟 -1 標準液 (ひ40 n g / m l) 2 0 /∠1 を各穴に加え, 5 0 / ∠1 の
ペ ル オ

キ シ ダ
ー ゼ 標識抗 ヒ トP AI -1 抗体 を添加 し, 室温 で 2 時間, 振

逸 した ,
4 回 の 洗 浄後 , 発色基質液200 〃1 を加 え室温 で15 分間

振捜 した . 3 M 硫酸50 /ノ1 を加 え反応 を停止 し た後,
コ ロ ナ

･

マ イク ロ プ レ
ー

ト ･ リ
ー

ダ
ー

(M T P -1 2 0 , コ ロ ナ電気 ,
ひ たち な

か) に て49 2 n m の 吸光度を測定 し, P 瓜1 標準 曲線 か らP A L l 濃

度 を算定 した . 本 キ ッ トで の 測定感度 は0 .5 n g/ m l で , 測定内

変動係数 は1 .9 % , 測定 間変動係数 は2 .4 % で あ っ た .

Ⅶ . R N A 抽出 と ノ ザ ン ･ プロ ッ ト解 析

1 . 全 R N A の 抽出

コ ン プ ル エ ン ト に達 し た H U V E C を0 .4 % F B S と
,
1 0 0 n g/ m l

T Ⅳト α
,
ま た は 10 n g / m l Iし1β を含む血管内皮細胞基礎培地に

て
,
1 0 〃M の ト

ロ グリ タ ゾ ン の 存在下 , 非存在下 で 8 時間培養

し た . 上 清 除去 後 , 培 養細 胞表面 を P B S で 3 回洗 浄後 ,

I S O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 富山) を使用 して , イ ソ チ オ シ ア ン

酸グ ア ニ ジ ン塩 化セ シ ウ ム 法
15)
にて 仝R N A を抽出 し た .

2 . ノザ ン ･ ブ ロ ツ テ ィ ン グ

20 〃g の R N A 試料 を 1 ･1 M ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を含む1 ･0 % ア

ガ ロ
ー

ス ゲ ル 上 で 電気泳動 した . R N A を ゲ ル か ら ナ イ ロ ン ･

フ ィ ル タ
ー

( ハ イ ポ ン ドN
十

,
Am e r sh a m

,
B u ck i n gh a m sh i r e , U K)

上 へ 転写 し
,
紫外線固定 を行 っ た .

3 .
ハ イ プ リ ダ イ ゼ

ー

シ ョ ン

ヒ トP A I _1 m R N A 塩基 配列の コ
ー

ド領域相補的 オリ ゴ ヌ ク レ

オチ ド(24
-

m e r : 5
,
- G C A C C A G C C G T G T C A G C T G G T C C A r 3

,

)
1 6)
を

ブロ ー

プ と して 使用 した .
ブ ロ ー プ は [ γ

-
3 2

p] A T P (6 ,0 0 0

Ci/ m m ol; 1 m C i = 3 7 M B q , Am e r sh a rh) と D N A 5
'

末端標識キ ッ ト

即E G A I A B E L , 宝 酒造 , 京都) を用い ,
5
'

末端標識法 にて プロ

ー

ブ の 標識を行 っ た . 4 2 ℃
,
4 時間 の プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー シ

ョ ン を行 っ た 後, フ ィ ル タ
ー

1 c m
2

あ たり0 .2 m l の H yb ri s ol I

( O n c o r , G ai th e r s b u r g , U S A ) 中で 37 ℃ , 2 4 時間,
32
p で標識 され
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たP Al
- 1 プ ロ

ー

ブ と ハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た .
ハ イ プ

リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 後

,
フ ィ ル タ

ー

は70 ℃
,
1 0 分間の 20 × S S C

(1 × S S C ; 0 .1 5 M 塩化ナ トリ ウム ,
0 .0 1 5 M ク エ ン 醸ナ ト1) ウ

ム) / 0 .
1 % S D S に よ る第1 洗浄を行 い , 次 に3 7 ℃

,
1 0 分 間の

0 .2 × S S C / 0 . 1 % S D S に よ る第2 洗浄を行 っ た . フ ィ ル タ ー

を

24 時間, フ ジ ･ イ メ
ー

ジ ン グ ･ ア ナ ラ イザ ー ･ フ イ ル ム (富士

フ イ ル ム
, 浜松) に 露出 し, オ

ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た

後, ノ
.
†イ オ

･

イ メ
ー

ジ ン グ
･

アナ ラ イ ザ
ー

( F U JI X B A S l O O O ,

富士 フ イ ル ム) にて信号強度 を読み と っ た ｡

Ⅷ . 2 - デオ キ シー クル コ ー ス 取り 込み の検討

12 穴 プ ラ ス チ ッ ク培養 プ レ ー

ト上 で 1 穴あたり2 .0 × 1 0
4

個の

細胞襟度 で播種 し, コ ン プ ル エ ン ト に達 し た H m C を , 糖取

り込み の 検討を行う24 時間前か ら0 .4 % F B S を含ん だ 血管内皮

細胞基礎培地で培養 した . H U V E C は1 0 0 n g/ m l T N F - α 存在下 ､

非存在下 に て 0 .4 % F B S と ,
1 また は 10 /ノ M の ト ロ グリ タ ゾ ン

を含 む血 管内皮細胞基礎培地 に て24 時間培養 した . 甜 m 職C は

P B S で3 臥洗浄後
,
5 % C O 2 イ ン キ ュ ベ

ー タ ー 内で
,
3 7 ℃

,
3 0

分間
,
重炭酸 ク レ ブ ス ･ リ ン ゲ ル 液 (K r e b s - Ri n g e r bi c a 沌 o n at e ,

E R B ) で 静置 した . そ の 後, 2 ザ オ キ シー [ ト
3
H] グ ル コ

ー

ス

(A m e r亭h a m ) , また は2 一 デ オキ シー グ ル コ
ー

ス (Si g m a , S t . L o ui s ,

U S A ) を 含む Ⅲ Ⅶ と5 分 間培養後 に培養上清を除去 し, 水 冷 し

た0 .1 m M フ ロ レ チ ン (Si g m a) を含 ん だ P B S 溶液で細胞層を3

回洗浄 した . 細胞 を0 .1 % S D S で 溶解 し た後
,
放射活性は液体

シ ン チ レ ー シ ョ ン ･ カ ウ ン タ ー で 測定 した . ま た , 細胞内蛋白

量 は黄白定量 キ ッ ト ( B C A p r o t e i n a s s a y r e a g e n t , P I E R C E ,

R o c kf o r d
,
U S A) で測 定 した . 全て の 測定値は細胞内蛋白量で補

正 し
,
T N F - α お よ び ト ロ グ リ タ ゾ ン 非 添加群 の 糖取り込 み測

定値を100 % と した際 の % 比で表示 し た .

Ⅸ . 統計学的分析

測定値は平均 ± 標準誤差で表示 した . 群間の 平均値 の 有意差

検定 は対応 の な い t 検 定で 行 っ た . p < 0 .0 5 を 統計学的有意と み

な した .
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,
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4 6 9

成 績

Ⅰ . H t ⅣE C か らの P A ト1 産生 に対す るサ イ トカ イ ンの効

果

100 咽/ m l T N F 一

α
,
ま た は1 0 n g / m l I L - 1 /9 存在下 で 0 .4 %

F B S を含 む血管内皮細胞基礎培地に て H U Ⅵ王C を24 時間培養 し

た 結乳 ∴ ¶ 肝 α , Ⅰし1 ノ9 い ずれ の サ イ ト カイ ン の 漆加 にお い て

も, 培地中の P 仙1 濃度 は時間依存性 に増加 した (図2) .

Ⅱ . サ イ トカ イ ン誘導 P A ト1 産生 に対する トロ グリ タ ゾン

の抑制効果

P Al -1 産生 に対す る トロ グリ タ ゾ ン の 直接効果 を検討する た

め
,
T N F l a (1 , 1 0 , 1 0 0 n g/ m l) , また はII : 1β (0 .1 , 1 , 10 n g/ m l)

存在下
,
非存在下にて 0 .4 % F】∋S と

,
1 ま た は10 〃M の ト ロ グ
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a n d l O O n g/ m l) f o r 2 4 h r . 10 0 n g/ m l T N F - α in c r e a s e d P A I
-1

S e C r eti o n t o l .9 9 ± 0 .1 6 ti m e s th e c o n t r ol v al u e . T e n FL M

t r o glit a z o n e si g n ifi c a n tl y i n h ib it e d T N F
-

α
-i n d u c e d P A ト1

S e C r eti o n (4 1 .3 ± 5 .0 % ) t a n d th i s i n hib it o r y e ff e c t w a s d o s e -

d e p e n d e n t . D a ta a r e e x p r e s s e d a s 嘉 ± S E M (n ; 3 ,
*

p < 0 .0 1 ,
* *

p < 0 .0 0 5 , †p < 0 .0 0 1 v s . T N F - α al o n e) .
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f o r 2 4 h r . T e n n g/ m l I L -1 P i n c r e a s e d P A I
-1 s e c r e ti o n t o

2 .4 2 士0 . 4 2 ti m e s th e c o n t r oI v al u e . T e n FL M tr o glit a z o n e

Si g n i丘c a n tl y i n h ib ite d I L l ノ･9
-i n d u c e d P Al -1 s e c r e ti o n (4 0 .8 ±

1 .6 %) , a n d th i s i n hibit o ry e ff e c t w a s d o s e
-d e p e n d e n t . D at a ar e

e x p r e s s e d a s 夏
■士S E M (n = 3 ,

*

p < 0 .0 5 ,
* *

p < 0 .0 1 , †p < 0 .0 0 5 v s .

Ⅰし1ノ9 al o n e) .



4 7 0 野

リ タ ゾ ン を含む 血管内皮細胞基礎培地 にて H U V E C を2 4 時間培

養 した (図3 , 4) . 図3 に示すよう に, T N F α は H m C か
らの

P 鳳1 産生を容量依存性 に増加 させ た . す な わち
,
T N F - α 非添

加群の P A ト1 産生量が 399 .3 ± 7 1 .7 n g/ 皿l で ある の に比 して , 1

n g / m l T N F L α で は5 18 .3 ±29 .9 n g/ m l (p = 0 ･2 0) , 1 0 n g/ m l T N F
-

α で は64 6 . 5 ±1 6 . 8 n g / m l ( p < 0 .0 5) , 1 0 0 n g/ m l T N F
-

α で は

79 6 .0 ± 弘 1 n g / 血 b < 0 .0 5) に増加 した ･ 1 0 / 上 M の ト
ロ グリ タ

ゾ ン は 1 n g/ m l T N F - α 刺激 下 の P A ト1 濃度 を 3 4 ･3 ± 4 ･2 %

b < 0 .0 0 1) , 1 0 n g/ m l T N F
- α 刺激下 で は29 ･9 ± 2 ･2 % b < 0 ･0 0 1) ,

1 0 0 n g/ m l T N F - α 刺激下 で は41 .3 ± 5 .0 % (p < 0 ･0 0 5) に抑 制 し

た . ま た , 図4 に示 すよう に, Ⅰし1 β は H U V E C か ら の P A ト1 産

生 を容量依存性 に増加 さ せ た . すな わち ,
I L -1 β 非添加群 の

P AI -1 産 生 量 が 39 9 .3 ± 7 1 .7 n g/ m l で あ る の に 比 し て ,
0 .1

n g/ m l I しl/? で は 59 0 .6 ±4 6 .7 n g/ m l (p
= 0 ･0 8) , 1 n g/ m l I し1 βで

は680 .0 ± 2 2 .
2 n g/ m l (p < 0 .0 5) , 1 0 n g / m l I L r l βで は96 6 ･0 ±

5 1 .8 n g/ m l (p < 0 .0 0 5) に 増加 し た . T N F 用 と 同様 に
,
10 〃M の

ト ロ グリ タ ゾ ン は 0 .1 n g / m l Iし1 ′9 刺激 に よ る P 封
- 1 を 32 ･7 士

0 . 0 % (p く0 .0 1) , 1 n g / m l I し1ノ9 刺 激 下 で は 3 3 ･ 5 土 0 ･ 3 %

b < 0 .0 0 5) , 1 0 n g/ m l I し1 β刺激下 で は40 .8 ±1 ･6 % b < 0 ･0 0 5) に

抑制し た .

一 九 トリ パ ン ･ ブル
ー

排泄法に て トロ グリ タ ゾ ン

の 細胞毒性の有無を検討 した と こ ろ, トロ グ リ タ ゾ ン 非添加群

ならびに添加群間で は菱は認め られ ず (ト ロ グリ タ ゾ ン 非添加

猟 84 .6 % ; 1 0 〃 M ト ロ グ リ タ ゾ ン 添加猟 87 ･1 % ; p
= 0

･
6 0) ,

今回の検討 に使用 した濃度範囲で は, ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る細

晦毒性はな い と考えられた.

Ⅱ . トロ グリ タ ゾン除去後の P A I - 1 産生の 可逆性

P AI -1 産生 の 可逆性 を検討す る ため , トロ グリ タ ゾ ン 除去後 ,

2 4 時間 ご との H U V E C 培養上浦中の P AI - 1 過度を測定 した (図

5) . ト ロ グリ タ ゾ ン 除去後24 時間まで は トロ グ リ タ ゾ ン の P A ト

1 産生抑制効果が持続 した が , 4 8 時間以降はト ロ グリ タ ゾ ン 非

添加群と比較 して , 有意な差 はみ られ なか っ た .
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F ig . 5 . R e v e r sib ility o f T N F
-

α
-i n d tl C e d P A I -1 s e c r e ti o n aft e r

t r o g lit a z o n e r e m o v al . T N F
-

α (1 0 0 n g / m l) -i n d u c e d P A I -1

s e c r e ti o n f r o m H U V E C s c ul tu r e d w ith th e m e di u m i n th e

P r e S e n C e O f l O /ノ M tr o glit a z o n e w a s d e c r e a s e d $i g ni丘c a n tly

c o m p ar e d w ith c o n t r o1 2 4 h r afte r t r o glit a z o n e r e m o v al , b u t

t h i s i n h i b it o r y e ff e c t di s a p p e a r e d t h e r e a ft e r . D a t a a r e

e x p r e s s e d a s 富 士S E M (n = 3 ,
*

p
< 0 .0 0 5

,

* *

p < 0 .0 0 1 v s . wi th o u t

b
･

O glita z o n e) .

Ⅳ . H U V E C に お け るサ イ トカ イ ン 誘導 P A ト1 m R N A 発現 に

対す る トロ グリ タ ゾ ン の 抑制効果

100 n g/ m l T N F - a , ま た は 10 n g/ m l II J l β 添 加 に よ っ て ,

P A I -1 m R N A 発現 は コ ン ト ロ ー ル に 比較 して , 明ら か に増加 し

た .

一 方 , 10 /ノ M の トロ グリ タ ゾ ン は T N F
-

α また はⅠし1
ノ
9 に

より誘導さ れ た P Al -1 m R N A を抑制 した (図6) .

Ⅴ . Ⅱ m C にお け る糖取 り込 み に対する トロ グリ タ ゾンの

影響

図7 に示す よう に, 1 0 0 n g/ m l T N ト α で 前処置を行 っ た際の

糖取り込み の 平均値 は非漆加群の 9 2 .0 ± 1 0 .0 % (p コ 0 .4 6) , T N F -

α お よ び ト ロ グ リ タ ゾ ン 同時前処置群 の 糖取り込み は, 非添加

T N F ･ α + +

劃し1β
+ +

T r o g lit a z o n e
+ + +

P A ト1 m R N A

2 8 S r R N Å

Fi g . 6 . E ff e c t s of t r o glit a z o n e o n c yt o ki n e
-i n d u c e d P Al -1 m R N A

e x p r e s si o n i n H U V E C s . H U V E C s w e r e c u lt u r e d i n th e

m e d i u m c o n t ai n i n g O .4 % F B S w i th o r w i th o u t l O FL
M

tr o glit a z o n e i n th e p r e s e n c e of l O O n g/ m l T N F ｣ α O r l O n g/ m l

I L - 1 β f o r 8 h r . T o t al c e ll u l a r R N A w a s e x t r a c t e d a n d

el e c tr o p h o r e s e d , b l o tt e d , a n d h yb ridi z e d w i th
32
p -1 ab el e d P A I -1

p r o b e . N o rth e rn b l o t a n aly si s sh o w e d th a t l O p M t r o glita z o n e

i n hib it e d T N F ｣ α - an d I L lβ
一i n d u c ed P AI -1 m R N A e x p r e s si o n s ･

2 8 S r R N A s tai n e d wi th e th idi u m b r o m id e i s p r e s e n t e d a t th e

b el o w of th i s B g u r e .
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群の 132 .6 士3 2 .0 % b = 0 .2 5) であり, ト ロ グリ タ ゾ ン非添加時と

比較 して 有意差 は認 め られ なか っ た . 同様 に , トロ グリ タ ゾ ン

単独前処置 で の 糖取り込み に つ い て は ,
1 /ノ M な ら び に10 〃M

ト ロ グ リ タ ゾ ン 添 加群 は 各 々 , 非 添 加群 の 8 6 . 3 ± 1 9 .4 %

(p = 0 .3 5) , 1 2 2 .4 ± 2 7 ･1 % (p = 仇3 9) で あり ,
非 添加群と比較 して

有意差は認め られ なか っ た .

一 方
,
イ ン ス リ ン (2 0 /ノg / m l) 存

在下 で の H U V E C に お ける糖取り込 みも検討 した が , イ ン ス リ

ン添抑ま糖取り込み に影響 は与えな か っ た .

考 察

イ ン ス リ ン 抵抗性 は イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 の 成因である

だけで なく
,
動脈硬化の 危険因子 となる高イ ン ス リ ン血症

, 高

血圧
,
高脂血 症, 肥満 とい っ た疾患 の 病態の基礎を成 し てい る

と考え られ て い る . 近年開発 さ れ た , ト ロ グ リ タ ゾ ン に代表さ

れ るチ ア ゾリ ジ ン 系薬剤 は この イ ン ス リ ン 抵抗性を改善 し, 耐

糖能異常 や脂質異常を改善す る
9 )10)
こ と か ら

, 動脈硬化の 形成,

進展を間接的 に抑制 しう る こ と が 想定 さ れ る . 今 回, E U V E C

を用 い ,
動脈硬化の 危険因子 である P AI - 1 へ の ト ロ グリ タ ゾ ン

の 影響 を見 る こ とで
,
動脈硬化 に対す る同剤の 直接的効果 を検

討し た . 高血糖 や 高イ ン ス リ ン血 症状態で は
,
血 襲 m I - 1 濃度

が上 昇す る
叩 18)
こ と が 知ら れ て い るが , 今 回の 検討 にお い て は

,

P AI -1 誘導に関す る イ ン ス リ ン や 血 糖 に よ る 影響を除外す るた

め
,
イ ン ス リ ン を含まない 低血 清濃度条件下 で H m C を培養

し
,
サ イ トカ イ ン を添加 した . 図2 に示す よう に , 今まで の 報

告
19) 2 0)
と 同様, T ⅣF α と Ⅰし1βと い う 二 つ の 異な るサ イ トカイ

ン は 時間依存性 に H U V E C か ら の P A I -1 を誘導 した . 今 回の 検

討で は ,
P A I -1 濃度の 増加 は24 時 間の 培養中に継続 して み られ

た こ と か ら
, 増加 したP AI -1 は細胞 内の 貯蔵 プ ー ル 由来で はな

く
,
サ イ ト カ イ ン に よ っ て誘導 さ れ た H U V E C 内で の P A I -1 産

生増 加を意味する と 考え られ た . ま た
, 図3 , 4 に示 すご とく,

トロ グリ タ ゾ ン は容量依存性 に P AI - 1 産生 を抑制す る結果を得

た
. 最近

,
K a t o ら

2 1)
は
,
著 者 と 同様 に

,
H U V E C を 用い て

T ⅣF Ⅷ に よ っ て 誘導 され た P Al -1 発現 を ト ロ グリ タ ゾ ン , お よ

びイ ン ス リ ン抵抗性改善薬 の
一

つ で あ る ピオ グリ タ ゾ ン が抑制

する こ と を報告 した が, そ の 抑制機序 は明らか に は され て い な

い
. 著者 は こ の ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ るP AI -1 発現抑制が , 同剤

の細胞毒性 に よ る可 能性を否定す る た め, 色素排泄法 によ る生

細胞数
,
ト ロ グ リ タ ゾ ン 除去後の m I -1 産生 の 可逆性

,
なら び

にH U V E C にお ける糖取り込 み に 及ぼ す ト ロ グリ タ ゾ ン の 効果

の 検討を行 っ た . そ の 結 果, トロ グ リ タ ゾ ン添加 に よ っ て , 生

細胞数に変化が み ら れ な い こ と , トロ グリ タ ゾ ン 除去後の P AI -

1 産生 に可 逆性 が み ら れ る こ と , な ら び に H U V E C に お け る糖

取り込み に ト ロ グリ タ ゾ ン が 影響 を与えな い こ と か ら
,
P A ト1

産生の 抑制 は細胞毒性 に伴うもの で は な い と考え られ た .

ト ロ グリ タ ゾ ン の 細胞 の 糖取り込 み に対す る影響 に つ い て

は
,
現在ま で に VS M C や 脂肪細胞を用 い た い く つ かの 検討が み

られ る . Ki h a r a ら
22 )
は トロ グ1) タ ゾ ン が 大動肱 V S M C で の 糖

取り込み と 糖輸送担体 k l u c o s e tr an S p O rt e r , G L 叩 1 の 数を増

加 させ る こ と を報告 した . O b s u m i ら
2 3)
は トロ グリ タ ゾ ン が イ

ンス リ ン 感受性を改善する こ と に よ っ て
,
脂肪細胞 にお ける糖

取り込み と G u J T 4 の 数が 増加する こ と を報告 して い る . , しか

し
, 著者が 調 べ た 範囲内で は

,
内皮細胞 に お ける糖取■り込み に

対す るトロ グ リ タ ゾ ン の 効果 に つ い て の 報告 は なく, H m C

にお ける今回の検討は初め て の 報告 で ある . 細胞種 に より ト ロ

47 1

グ リ タ ゾ ン の 糖取り込み に及ぼ す効果が異なる機序として , 主

に発現 して い る G L U T が 細胞種 に より異 な る こ と, なら び に 内

皮細胞 で の 糖取り込み を調節 して い る G L 口T 1
2ヰ)
の 発現 が大動

脈 V S M C の 場 合と 異な る 可 能性な どが 考え ら れ る が ,
今後,

H U V E C にお い て もG L U T l の 発現 に対 して トロ グリ タ ゾ ン が

い か な る影響を及ぼすか
,
さ らなる 検討 が必要と考えられた .

さ ら に著者 は, ト ロ グリ タ ゾ ン が H m C か らの P A I -1 分泌

だけでなく
,
サ イ ト カイ ン に よ っ て 誘導さ れ た n 妃 -1 m R N A 発

現も抑制す る こと を示 した. こ の 結 果は トロ グリ タ ゾ ン が遺伝

子発現 レ ベ ル で P A I -1 産生 を抑制す る こ とを示唆す る. トロ グ

リ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン に よ っ て 誘導さ れ たP AI -1 遺伝子発現

を抑制する機序と して は以 下 の 二 つ の 可 能性が考え られ る .

一

つ は
, 転写因子を介 した遺伝子転写を直接抑制す る可 能性 であ

る . T N F -

α や リ ボ ポ リサ ッ カラ イ ド (1i p o p o ly s a c ch a ri d e s)
25 )
,

T G F L β
26)
と い っ たサイ トカイ ン が直接 m R N A レ ベ ル でP Al -1 産

生を刺激す る こと が報告され てい る . T N F ･ α とⅠし1 βは 内皮細

胞の 特異的受容体 に結合後, 転写因子ア クチ ベ ー

タ
ー ■

プ ロ モ

ー

タ
ー

1 (a c ti v a to r p r o m ot e r - 1 , A P -1) の 合成や 核転写因子 JC B

(n u cl e a r f a c t o r -k a pp a B , N F -

〝 B ) の 活性を介し遺伝子発現を誘

導す る
27)

.

一 方
,
P AI -1 発現 は異 な る シ グ ナ ル 潅路を持 つ い く

つ か の サ イ トカイ ン に よ る直接的 な N F - 〟 B の 活性化 を 介し て

誘導 され る
28 )

. ト ロ グ リ タ ゾ ン に代表さ れ る チ ア ゾリ ジ ン系

薬剤 は, 脂肪細胞の 分化誘導促進作用 を有す る ペ ル オキ シ ソ ー

ム 増殖型応答性 レ セ プ タ
ー

γ b e r o xi s o m e p r oli血 r a to r a cti v at e d

r e c e p t o r
-

γ , P P A R ァ) の リ ガ ン ドで あ る こ と が判明して い る が

29 )
,
こ の P P A R γ の 活性化 に よ っ て , 情報伝達

･ 転写活性化因

子群 (sig n al tr a n sd u c e r an d a ctiv at o r o f tr an S C ri pti o n) , N F ･ 〝 B ,

A P - 1 の 三 つ の 転 写国子が抑制 され た と い う報告が さ れ て い る

3 0)
. p p A R γ は主 に脂肪細胞に発現 して い る が ,

その 他 の 細胞

で の 発現 や 役割 に つ い て は 不 明で あ っ た . し か し
,
最 近

,

H U V E C にお い て もPP A R -

γ の 発現が 確認さ れ て お り
2 1)
,
ト ロ

グ リ タ ゾ ン は Ⅲ m C に お い て
,
P P A R γ を活性化 し, 転写国

子, とく に N F - 〝 B を抑制する こ と に よ っ て , P A ト1 産生を低下

させ る可能性 が考 え られ る .

また
,
ト ロ グリ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン に よ っ て誘導 さ れ た

P Al -1 遺伝子発硯 を抑制する別の 機序と して は
,
前転写段階で

の シ グ ナ ル遼路 の 抑制があげられ る .
T N ト α と IL l ′9 は マ イ ト

ー ジ ェ ン 活性化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ( m it o g e n - a Cti v at e d p r o tei n

k i n a s e
,
M A P lq 経路 を含む い く つ かの 共通経路を刺激 し

31 卜 35)
,

P A I - 1 産生 を増加 させ る可 能性が あ ると され て い る . -
→

方 , プ

ロ テ イ ン キナ
ー ゼ C (p r o tei n k i n a s e C , P K C ) の 賦 活剤で ある ホ

ル ポ
ー ル ･ 1 2 - ミ リ ス テ

ー

ト
･ 1 3 - ア セ テ ー

ト (p b o rb o l 1 2 -

m y ri s ta t e 1 3
- a C e ta t e

,
P M A) はP A I - 1 産生 を利敵する こ と が 知ら

れ て い る
:岬

. 著者は ト ロ グリ タ ゾ ン が P M A に よ っ て誘 導さ れ

た P AI -1 産生 に影響を及ぼすか否かを検討 した と こ ろ , トロ グ

1) タ ゾ ン は P M A 刺激 によ っ て 誘導さ れ た H U V E C か らの P AI -1

分泌
,
な ら び に m R N A 発現 を抑制する結果 を得 た (未発表デ

ー

タ) .
こ の 結 果か ら も ト ロ グリ タ ゾ ン が サ イ トカ イ ン 受容体以

降の シ グナ ル 経路の 下流段階, と く にP K C ま た は P K C 以 降の

下 流 の シ グ ナ ル を抑制 し, そ の 結 果と して P AI - 1 発現を抑制す

る機序も考えら れ る . 血 管細胞 に対す る ト ロ グリ タ ゾ ン の 直接

作用 が M A P K 常勝を介す る とい う報告 が散見さ れ ,
高血糖 に

よ る冠動脈 の VS M C の 遊走と 増殖
,
な ら び に細胞膜P K C 活性

の 増加を ト ロ グ リ タ ゾ ン が抑制 した と い う報告
12)
や , M A P K キ
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ナ ー ゼ に よ る M A P K の 活性化以 降の 下 流を抑制す る こ と に よ

っ て
,
ト ロ グリ タ ゾ ン が 塩基性線維芽細胞増殖因子 (b a si c

馳 r o bl a st g r o w 血f a c to r) ヤ ア ン ギ オ テ ン シ ン に よ っ て誘 導さ れ

た V S M C 増殖を抑制 し たと い う報告
川
が ある . しか し, 現時

点で は ト ロ グリ タ ゾ ン の 作用機序に つ い て は解明 され て い ない

点が 多く, 詳細な 機序 を明 らか にする た め にもさ らなる 検討が

必要である .

今回の 結果以外 に も, チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤の 血管細胞 に対す

る直接作用を示唆す る報告が散見 され る . Y a s u n a ri ら
1 2)
は ト ロ

グリ タ ゾ ン が 高血 糖 で誘導 され た冠動脈平滑筋細胞の 増殖 と遊

走を抑制す る こ と を報告 して い る . b w ら
11) は ト ロ グリ タ ゾ ン

が ラ ッ ト大動脈 の バ ル
ー ン 障害モ デ ル に お ける血 管内膜肥厚 を

抑制する こ と を報告 した. 血管内皮細胞 に関して は, G r ali n sk i

ら
37)
は内皮細胞 に村 しピオ グリ タ ゾ ン と ト ロ グリ タ ゾ ン が 内

皮細胞 の 増殖 を抑制 した と 報告 して い る . Y o k o y a m a ら
1 3)
は
!

動脈硬化の 形成過程 にお い て重要な役割 を担う マ ク ロ フ ァ
ー ジ

や 単球細胞 の 遊走活性を持 つ M C P - 1 の 発現 に対す る ト ロ グ リ

タ ゾ ンの 影響 を検討 した と こ ろ, ト ロ グリ タ ゾ ン が ヒ トメ サ ン

ギ ウム 細 胞, お よ び 内皮細胞 にお ける M C P
- 1 発現 を抑制す る

ことを見出 し
,
同剤 が 腎硬化症や動脈硬化の 発症, 進展 に 対 し

て 予防効果を有す る可 能性がある こ とを報告 して い る . そ の 他
,

マ ク ロ フ ァ
ー

ジに お い てP P A R γ を活性化す る こ と に よ っ て ,

誘導型 N O 合成酵素 お よ び ス カ ベ ン ジ ャ
ー 受容 体A 発現 の 低

下
珊
や m F α

,
Ⅰし1
ノ
ウ
,
Ⅰし6 とい っ た炎症性サ イ トカ イ ン の 産

生 を抑制する
3 8 )
と い う報告 があり ,

チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 は多

様な抗動脈硬化作用 を有する と考えら れ る .

今回
,
著者は H U V E C に お け るP AI -1 発現 を ト ロ グ 1) タ ゾ ン

が 抑制す る こ と を示 した . 今回の 結果か らト ロ グリ タ ゾ ン は耐

糖能異常 やイ ン ス リ ン 接抗性 , 脂質異常を改善 させ る こ と に よ

っ て
, 間接 的に動脈硬化を抑止する以 外 に, 直接的 に血 管内皮

細胞 に作用 して動脈硬化を抑制する可能性が示唆 され た . 臨床

的にも
,
トロ グ リ タ ゾ ン 投与後

,
イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病患

者におい て血祭P Åト1 濃度が 減少す る こ とが 報告 され て お り
3 9)
,

トロ グリ タ ゾ ン に よ る血糖降下作用 に伴う P AI - 1 発現 の 低 下 に

加え, 内皮細胞由来 の P AI -1 発現 を直接抑制 して い る可能性が

考え られ る . 今回の 検討か ら, P A I tl 発現低 下 と い う直接的動

脈硬化抑制作用を持 つ トロ グ リ タ ゾ ン は , 糖尿病患者 にお け る

大血 管症の 予防に有用 な薬剤であると考え られ た .

結 論

H U V E C を用 い て , P 瓜1 産生 に対する ト ロ グリ タ ゾ ン の 直接

効果 に つ い て検討 し, 以下の 知見を得 た

1 . サ イ ト カイ ン によ っ て誘導され た H U V E C 培 養上 浦中の

P Aト1 を トロ グ1J タ ゾ ン が容量依存性 に抑制 した .

2 . ト ロ グリ タ ゾ ン はサ イ トカ イ ン に よ っ て誘 導さ れ た P Al -

1 m R N A を抑 制 した .

3 . トロ グリ タ ゾ ン の 有無で 色素排泄法 に よ る 生細胞数 に差

異を認 めなか っ た こと , トロ グリ タ ゾ ン 除去後の P A ト1 産生能

の 町道性, お よ び ト ロ グリ タ ゾ ン 添加が 紺m 花C に お ける 糖取

り込み に影響 を与えなか っ た こ とか ら
,
ト ロ グリ タ ゾ ン に よ る

細胞毒性 はない と 考えら れ た .

4 . 以 上 の 結 果 より , ト ロ グ リ タ ゾ ン は H ロV E C にお け る

m I -1 産生 を直接抑制する こ と に よ っ て , 動脈硬化 の 形成 と進

展を抑止 しう る可能性 が示唆 され た.

謝 辞

稿を終 える に 臨み , 御懇篤 なる御指導 と御校 閲を賜 りま した 恩師小林

健
一

教授 に深 甚なる 謝意を捧げます . ま た
,
終 始直接 の御 指導い ただき

ました 永井幸 広講師なら びに豊 俊成博士 に深 謝致 します . 壊後に 本研

究中多大 なる 御援 助を賜りま した金沢大 学医学 部第 一

内科第
一

研究室の

諸先生方に感 謝の 意を表します .

なお , 本研究 の 要旨は 第4 1 回日本糖 尿病学会年次学術集 会 (1 99 8 年,

和歌山) お よ びth e 3 4 th a n n u al m e e ti n g o f E u r o p e a n A s s o ci ati o n fo r th e

St u dy o f Di ab e te s (1 99 8 年 , B ar C el o n a , Sp ai n) に お い て 発表 した .

文 献

1 ) M u n r o J M , C o rt an R S .
′

m e p a th o g e n e si s of a th e r o s cl e r o si s :

ath e r o g e n e si s a n d i n fl a m m a ti o n . L ab I n v e st 5 8 : 2 4 9 -2 6 0
,
1 9 8 8

2 ) R o s s R T h e p ath o g e n e si s of a th e r o s cl e r o si s : a p e r S p e C ti v e

f o r th e 1 99 0 s . N a t u r e 3 62 : 8 0 1
-8 0 9

,
1 9 9 3

3 ) G i u gl i a n o D , P a oli s s o G , C e ri ell o A . O x id ati v e st r e s s a n d

d ia b e ti c v a s c ul a r c o m pli c ati o n s . D i ab e te s C a r e 1 9 : 2 5 7
-2 6 7

,
1 9 9 6

4 ) E n g el b e r g H . E n d o th eli u m i n h e al th a n d d i s e a s e . S e m i n

T h r o m b H e m o st 1 5 : 1 7 8 - 18 3
,
1 9 8 9

5 ) K l a g s b r u n M , E d el m a n E R . B i ol o gi c al a n d bi o c h e m i c al

p r o p e rti e s o f fib r o b l a s t g r o w th f a c to r s : i m pli c a ti o n s f o r th e

p a th o g e n e si s of a th e r o s cl e r o si s . A 止 e ri o s cl e r o si s 9 : 2 6 9
-2 7 8

,
1 9 8 9

6 ) G r a y R P , Y u d ki n J S , P att e r s o n D L H . Pl a s mi n o g e n a c ti v a to r

i n h ibi t o r -

a ri s k f a c t o r f o r m y o c a rd i al i n f a r c ti o n i n di a b e ti c

S u bj e c ts . B r H e a rt J 6 9 : 2 2 8 -2 3 2 , 1 9 9 3

7 ) J u h an N a g u e I , R o ul C , A l e s si M C , 血
･

d i s s o n e J P , H ei m M ,

V a g u e P . I n c r e a s e d pl a s m i n o g e n a c ti v at o r i n h ib it o r i n n o n
-

i n s u li n -d e p e n d e n t di ab e ti c p a ti e n ts
-

r el a ti o n sh i p w ith pl a s m a

i n s uli n . T h r o m b H a e m o s t 6 1 : 3 7 0 -3 7 3
,
1 9 8 9

8) J u h a n - V a g u e I , A l e s si M C , V a g u e P . I n c r e a s e d pl a s m a

pl a s m i n o g e n a c tiv a to r i n h ib ito r l l e v el s . A p o s sib l e li n k b e tw e e n

i n s uli n r e si s t a n c e a n d ath e r oth r o m b o si s . D i a b e t ol o gi a 3 4 : 4 5 7
-

4 62
,
1 9 9 1

9 ) M i m u r a K , U m e d a F , H i s a m at s u S , T a ni g u c h i S , O n o Y ,

N ak a s hi m a N
,
K o b a y a s hi K , M a s a k a d o M , S a k o Y , N a w a ta H ･

Eff e c ts o f a n e w o r al h y p o gl y c a e m i c a g e n t ( C S
-0 4 5) o n m e ta b oli c

a b n o r m aliti e s a n d i n s uli n r e si st a n c e i n ty p e 2 di ab e t e s . D i ab e t

M e d l l : 6 85 - 69 1
,
1 9 94

1 0) S u t e r S L , N ol a n JJ , W all a n c e P , G u m b i n e r B , 0 1 ef s k y J M ･

M e t ab o li c e ff e c t s o f n e w o r al h y p o gl y c e m i c a g e n t C S
-0 4 5 i n

N I D D M s u bj e ct s . D i a b e t e s C ar e 1 5 : 1 93 -2 0 3 , 1 9 9 2

1 1) L o w R E , M e e h a n W P , Xi X , G r af K , W u th ri c h D A , C o at s W ,

F a x o n D
,
H s u e h W A . T r o glit a z o n e i n h ib it s v a s c u l a r s m o o t

h

m u s cl e c ell g r o w th a n d i n ti m al h y p e r pl a si a . J C li n I n v e s t 9 8 :

1 89 7 -1 9 0 5
,
1 9 9 6

12) Y a s u n ar i K , K o h n o M , K a n o H , Y o k o k a w a K , M i n a m i M ,

Y o sh i k a w a J . M e c h a n i s m s o f a c ti o n o f t r o glit a z o n e i n th e

p r e v e n ti o n o f hi gh gl u c o s e
-i n d u c e d m i g r ati o n a n d p r olif e r ati o n of

c ult u r e d c o r o n a r y s m o o th m u s cl e c ell s . Ci r c R e s 8 1 : 9 5 3
-9 6 2 ,

1 9 9 7

1 3) Y o k o y am a M , N a g ai Y , Y am a S hit a H , Y o sh i z a w a M , H i s a d a

A
,
K o b a y a s hi K I n hib it o r y eff e ct of T R O G LI T A Z O N E (C S

-0 4 5)

o n c y t o ki n e
･i n d u c e d m o n o c yt e c h e m o a tt r a ct a n t p r o t ein

･1 (M C P -
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1) e x p r e s si o n i n h u m a n m e s a n gi al c ell s . D i ab e tol o gi a 4 0 : A 4 3 4 ,

1 9 97

1 4) D e cl e r c k PJ , A l e s si M C , V e r s t r e k e n M , K ru ith o f E K ,

J u h a n ｣ V a g u e I , C oll e n D . M e a s u r e m e n t of pl a s m i n o g e n a c ti v ato r

i n h ibit o r l i n b i ol o gi c fl u id s wi th a m u ri n e m o n o cl o n al a n tib o d y -

b a s e d e n z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s ay . B l o o d 7 1 : 2 2 0 -2 2 5

,

1 9 88

1 5)
.

C h o m c z y n sk i P , S a c c h i N ･ S i n gl e s te p m e th o d o f R N A

i s ol ati o n b y a ci d g u a n id i ni u m th i o c y a n a t e
-

p h e n ol
-

C h l o r of o r m

e x tr a c ti o n . An al B i o c h e m 1 6 2 : 1 5 6 - 1 5 9
,
1 9 8 7

1 6) P a n n e k o e k H , V e e r m a n H , L a m b e r s H , D i e r g a a r d e P ,

V e r w eij C L , V a n Z o n n e v el d A , V a n M o u rik J A . E n d o th eli al

pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r i n hi bi t o r (P A I) : a n e W m e m b e r of th e

S e r pi n g e n e f a m il y . E M B O J 5 : 2 5 39 -25 4 4 , 1 9 8 6

1 7) C a gli e r o E , R o th T , R o y S , M
.
ai e ll o M

,
L o r e n zi M .

E x p r e s si o n of g e n e s r el a t e d t o th e e x tr a c ell ul a r m atri x i n h u m a n

e n d o th eli al c ell s .J B i oI C h e m 2 6 6: 14 2 4 4 -1 4 2 5 0 , 1 9 9 1

1 8) N o rd t T K , S a w a H , F ttiii S , S o b el B E . I n d u cti o n of P AI - 1 b y

P r Oi n s uli n a n d i n s uli n in vi v o . Ci r c ul ati o n 9 1 : 7 6 4
-7 7 0

,
1 9 9 5

1 9) S c h l e ef R R , B e v il a c q u a M P , S a w d e y M , G i m b r o n e M A ,

L o s kn to ff D J . C yt o ki n e a c ti v ati o n of v a s c u l a r e n d o th eli u m . J B i o I

C b e m 2 6 3 : 5 7 9 7 -5 8 0 3 , 1 9 8 8

2 0) v a n H i n s b e r g h V W M ,
K o o i s t r a T

,
V a n d e n B e r g E A ,

P ri n c e n H M G
,
F i e r s W

,
E m e i s JJ . T u m o r n e c r

･

O S i s f a c t o r

i n c r e a s e s th e p r o d u c ti o n o f pl a s m i n o g e n a cti v a t o r i n hib it o r i n

h u m a n e n d o th eli al c ell s i n vi tr o a n d i n r a ts i n v i v o . Bl o o d 7 2 :

1 4 6 7 - 1 47 3
,
19 8 8

21) K a t o K , S at o h H , E n d o Y , Y a m a d a D , M id o rik a w a S , S a t o

W
,
M i z u n o K , F ttiit a T , T s u k a m o to K , W a ta n a b e T . T hi a z olidi n e s

d o w n - r e g ul a t e pl a s m i n o g e n a c tiv a t o r i n h ibit o r ty p e l e x p r e s si o n

i n h u m a n v a s c ul a r e n d o th eli al c ell s : a p O S Sibl e r ol e f o r P P A R
-

γ

i n e n d o th eli al fu n cti o n . B i o c h e m B i o ph y s R e s C o m m u n 2 58 :4 3 1
-

43 5
,
1 9 9 9

22) Ki h a r a S , O u c hi N , S hi n o h a r a E , T a m u r
･

a R
,
Y a m a s hit a S

,

M at s u z a w a Y . T r o glit a z o n e e n h a n c e s gl u c o s e u pt ak e a n d i n hib its

m ito g e n
- a C ti v a te d p r o t e in ki n a s e i n h u m a n a o rti c s m o o th m u s cl e

C ell s . A th e r o s cl e r o si s 1 3 6 : 1 6 3 - 16 8
,
1 9 9 8

23) O h s u m i J , S a k a kib a r a S , Y a m a g u ch i J , M iy a d ai K , Y o s hi ok a

S
,
F uji w a r a T , H o rik o s hi H , S e ri z a w a N . T r o glita z o n e pl

･

e V e n t S

th e i n h ib i t o r y eff e c t s o f i n fl a m m a t o r y c y t o k i n e s o n i n s u li n
-

i n d u c e d ad ip o c yt e diff e r e n ti a ti o n i n 3 T 3
- L I c ell s . E n d o c ri n ol o g y

13 5 : 2 2 7 9 -2 2 8 2
,
1 99 4

2 4) G a p o s c h k i n C G , G a r ci a - D i a z J F . M o d u l a ti o n of c u ltu r e d

b r ai n a n d a o rti c e n d o th eli al c ell gl u c o s e t r a n s p o r t . B i o c h i m

B i o p h y s A ct a 1 2 8 5 : 2 5 5
-2 6 6

,
1 9 9 6

2 5) S a w d e y M S , L o s k u t o ff D J . R e g u l a ti o n o f m u ri n e ty p e l

pl a s m i n o g e n a cti v a to r i n h ib ito r g e n e e x p r e s si o n i n vi v o . J C li n

I n v e st 8 8 : 1 3 4 6 - 1 3 5 3
,
1 9 9 1

2 6) v a n d e n B e r g E A , S p r e n g e r s E D , J a y e M , B u r g e s s W ,

M a ci a g T , V a n H i n s b e r g h V W M . R e g ul a ti o n o f pl a s m i n o g e n

a cti v a t o r i n h ibit o r -1 m R N A i n h u m a n e n d o th eli al c ell s . T n r o m b

B a e m o st 6 0 : 6 3 -6 7
,
1 9 8 8

4 7 3

2 7) O sb o r n L
,
K u n k u l S

,
N ab el GJ . T u m o r n e c r o si s f a ct o r al ph a

a n d i n t e rl e u k i n 岬1 s ti m ul at e th e h u m a n i m m u n o d efi ci e n c y vi r u s

e n h a n c e r b y a c ti v a ti o n o f n u cl e ar f a ct o r k a p p a B . P r o c N a tl A c a d

S ci U S A 8 6 : 2 3 3 6 -2 3 40
,
1 9 8 9

2 8) F e r T a n C
,
M ill a n M T

,
C si z m a di a V

,
C o o p e r J T , B r o sti a n C ,

B a c h F H , W i n k l e r H . I n h i b iti o n of N F - K B b y p y r r o li d i n e

d ith i o c a r b a m at e b l o c k s e n d o th eli al c ell a cti v a ti o n . B i o c h e m

Bi o p h y s R e s C o m m u n 2 1 4 : 2 1 2
-2 2 3

,
1 9 9 5

2 9) Le h m a n n J M , M o o r e L B , S m ith - 0 1i v e r
′

m
,
W ilk s o n W O

,

W ill s o n T M
,
Kli e w e r S A . An a n tid i a b e ti c th i a z olidi n e di o n e i s a

h i gh a丘 n ity li g a n d fb r p e r o xi s o m e p r olift r at o r - a Cti v at e d r e c e pt o r
･

g a m m a (P P A & g a m m a) .J B i oI C h e m 2 7 0 : 1 2 9 5 3 -1 2 9 5 6 , 1 9 9 5

3 0) Ri c o t e M , L i A C , W ill s o n T M , K ell y C J , Gl a s s C K . T h e

p e r o x i s o m e p r oli f e r a to r
-

a Cti v a t e d r e c e p t o r
一

γ 1 S a n e g a ti v e

r e g u l at o r o f m a c r o p h a g e a cti v ati o n . N a tu r e 3 9 1 : 7 9
-8 2

,
1 9 9 8

3 1) M a g n u s o n D K , M ai e r R V , P o h l m a n T H . P r o t ein ki n a s e C :

p o te n ti al p a th w a y of e n d o th eli al c e ll a c ti v a ti o n b y e n d o to x i n ,

tu m o r n e c r o si s f a c t o r
,
a n d i n t e rl e u ki n -1 . S u r g e r y l O 6 : 2 1 6

- 2 22
,

1 9 8 9

3 2) Ri tc hi e AJ , J o h n s o n D R , E w e n st ei n B M ,
P o b e r JS . T u m o r

n e c r o si s h c to r i n d u c ti o n o f e n d o th eli al c ell s u rf a c e a n ti g e n s i s

i n d e p e n d e n t o f p r o t ei n ki n a s e C a c ti v ati o n o r i n a cti v ati o n : Stu di e s

W ith p h o r b ol m y ris t at e a c e ta te an d s ta u r o s p o ri n e .J I m m u n ol 1 4 6 :

3 0 5 6 - 3 0 62
,
1 9 9 1

3 3) B e r e ta J , B e r e ta M , C o h e n S , C o h e n M . S tu di e s o n th e r ol e

O f p r o t ei n k i n a s e s i n T N F
-

m e di a t e d e n h a n c e m e n t o f rn u ri n e

tu m o r c ell - e n d o th eli al c ell i n te r a cti o n s . J C ell B i o ch e m 4 7 : 6 2 -7 8 ,

1 9 9 1

3 4) W e r th ei m e r SJ , M y e r s C L , S t r at o w a C , W all a n c e R W ,

P ar k s T P . M u lti pl e r e g ul at o r y m e c h a ni s m s o f I C A M
-1 g e n e

e x p r e s si o n s i n h u m a n e n d o th eli al c ell s . J C e ll Bi ol l 1 5 : 4 5 3 a ,

1 9 9 1

3 5) S c h rl e P A , P r atta M A , F e e s e r W S , T a n c ul a E J , A r n e r E C .

T h e e ff e c ts o f I しl o n m ito g e n
q

a c ti v a t ed p r o tei n ki n a s e s i n r ab bit

a rti c ul a r c h o n d r o c yt e s . B i o ch e m B i o ph y s R e s C o m m u n 2 3 0 : 5 7 3
-

5 7 7
,
1 9 97

3 6) S a n tell L , I J e V i n E G . C y cli c A M P p o te n ti a te s p h o rb ol e s te r

S ti m ul a ti o n of ti s s u e pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r r el e a s e a n d i n h ibits

S e e r e ti o n of pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r i n h ib it o r
- 1 f r o m h u m a n

e n d o th eli al c ell s .J B i o I C h e m 2 6 3 : 1 6 8 0 2- 16 8 0 8 , 1 9 8 8

3 7) G r a n li n s k i M R , R o w s e P E , B r e id e r M A . E f f e c t s o f

tr o glit a z o n e a n d pi o glita z o n e o n c yt o k i n e
-

m e di at e d e n d o th eli al

C ell p r olif e r a ti o n i n vit r o . J C a rdi o v a s c P h a r m a c o1 3 1 : 9 0 9 - 91 3 ,

1 9 9 8

3 8 = i a n g C , T o n g A T , S e ed B . P P A R - g a m m a a g O ni s ts i n h ib it s

p r o d u c ti o n o f m o n o c yt e i n 8 a m m at o r y c Yt O ki n e s . N at u r e 3 91 : 8 2
-

8 6
,
1 9 9 8

3 9) F o n s e c a V A , R e y n old s T , H e m p hill D , R a n d ol p h C , W all J ,

V ali q u et T R , G r a v eli n e J , F i n k L M . E ff e c t o f tr o g lit a z o n e o n

点b ri n o ly si s a n d a cti v a te d c o a g ul a ti o n in p a ti e n t s w ith n o n
-i n s u li n -

d e p e n d e n t d i ab e te s m ellit u s . J D i a b e te s C o m pli c ati o n s 1 2 : 1 8 1
-

1 8 6
,
1 9 9 8
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T r o g lit a z o n e I n hi b i ti o n o
f C y t o ki n e - I n d u c e d P l a s mi n o g e n A c ti v at o r I n h i b i t o r T y p e l ( P A I - 1) E x p r es si o n i n

C u lt u r e d H ll m a n U m bili c al V ei n E n d ot h eli al C e11s E ri k a N o h a r a
,
D e p a rt m e n t o f I n t e r n al M e d i ci n e ( I ) , S ch o ol o f

M ed i ci n e
, K a n a z a w a U ni v e r si ty , 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 8

,
4 6 7 - 4 7 4 ( 1 9 99)

K e y w o r d s p l a s m i n o g e n a c ti v a to r i n h ib it o r ty p e l , tr O g lit a z o n e , e n d o th eli al c ell s , a th e r o s cl e r o si s

A b s t r a ct

T r o g li ta z o n e , a n i n s u li n s e n si
ti z e r

,
i s k n o w n to i m p r o v e gl u c o s e i n t o l e r a n c e , i n s u li n r e sis ta n c e , a n d d y sli p i d e m i a , S O i t w a s

S u Sp e C te d th a t i t m ig h t al s o i n hi bi t th e i ni ti a ti o n a n d p r o g r e s si o n o f ath e r o s c le r o si s ･ P l a s m i n o g e n a c ti v a t o r i n h ib i to r ty p e l

( P A I
- 1) p l ay s a n i m p o rt a n t r o l e i n th e p a th o g e n e si s of a th er o s cl e r o si s , a n d i ts c i r c u l a t o ry l e v el i s el e v a t e d i n p a ti e n ts w ith

i n s uli n r e si st a n c e . T h e bi o sy n th e si s of P A I
- 1 i n e n d oth eli al c e ll s i s sti m u l a t e d b y v ar i o u s i n fl am m a t O ry C y t O ki n e s , S u C h a s

tu m o r n e c r o si s fa c t o r ( T N F) , α O r i n te rl e u ki n (I L) q lP ,
W h i c h a r e r el e a s e d b y m o n o c y t es/ m a c r op h ag e s u n d e r o xi d a ti v e st r e s s .

T h e p u rp o s e o f thi s stu d y w a s t o i n v e stl g at e th e d i r e c t e fft c ts o f t r og lit a z o n e o n P A I
- 1 s e c r e ti o n b y h u m a n u m bili c a l v ei n

e n d o th eli al c ell s ( H U V E C s) . H U V E C s w e r e c u l tu r e d f b r 2 4 h r i n m e di a c o n t ai n i n g O .4 % f t ta l b o v i n e s e r u m , b o th w i th a n d

W i th o ut t r o glit a z o n e ( 1 0 r l O F L M ) , a n d i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f T N F
- α ( ト1 0 0 n g/ m l) o r I L

- 1 β(0 .l - 1 0 n g / m l) , a n d th e

P A I - 1 c o n te n t of e a c h m e di u m w a s th e n m e a s u r ed b y th e E L I S A m eth o d . T w e n ty f o u r h o u r s afte r th e s ta rt o f i n c u b ati o n , th e

P A I -1 c o n te n t i n H U V E C s tr e at e d w ith 1 0 0 ng/ m l T N F
-

α a n d l O n g / m l I L
- 1β h a d si g n ifi c a n tl y i n c r e a s e d t o l .9 9 ± 0 . 1 6 a n d

2 ･ 4 2 ± 0 ･4 2 ti m e s th e c o n tr ol v al u e
,
r e SP e C ti v el y ･ 1 0 F L M tr o g li t a z o n e si g n i 丘c an tly i n h ibi te d T N F

-

α
-

a n d I L - 1 β
-i n d u c e d

P A I - l s e c r eti o n s 丘 o m H U V E C s ･ T h e l e v el o f i n h ibi ti o n w a s b e t w e e n 2 9 - 4 1 % w ith th e v a ry i n g c o n c e n tr ati o n s ( ト1 0 0 n g/ m l)

O f T N F - α
,
a n d b e t w e e n 3 2 - 4 1 % w it h th e v ar y i n g c o n c e n tr a ti o n s ( 0 ･1 - 1 0 n g / m l) o f I L

- 1 β . B a s e d o n c ell v i a b ili ty , th e

r e v e r sib ility o f P A ト1 p r o d u c ti o n , a n d th e l a c k o f e ff e ct o n g l u c o s e u p t a k e , th e i n h ib iti o n o f P A I
-1 p r o d u c ti o n b y tr o glit a z o n e

i s n o t th o u g h t t o b e d u e t o c y t o t o x i c e f f e c ts o n th e H U V E C s ･ N o rth e r n b l o t a n al y si s fu rth e r r e v e al e d th a t t r o g lit a z o n e

i n h ib ite d th e e x p r es si o n o f P A ト1 m R N A ･ O v e r a 11
,
th i s s u g g e sts th at t r o gli t a z o n e p r e v e n ts th e i n iti ati o n an d p r o g r e ssi o n of

a th e r o s cl e r o si s b y dir e c t i n hi biti o n o f P A I
-1 p r o d u c ti o n b y th e H U V E C s .


