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一 教授)

山 本 靖 彦

糖尿病 で は膵癌発症の 相対危険率が高い こ と が 以前よ り知 られ
て い る が

′
そ の 分子的基礎 に つ い て は 未だ 明 らか で ほ な

い . 本研究で 著者 ほ よ 高血糖状態で 促進的に 形成 され る後知糖化反応生成物 (
a d v a n c ed gly c a ti o n e n d p r o d u c t s , A G E) が ヒ ト

膵腺癌由来培養細胞 M i a P a C a- 2 の 増殖 脚 こ どの よう な影響を及ぼすか を 検討
した ･ そ の 結果 ,

A G E- ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

( A G E - b o v i n e s e ru r n alb u mi n , A G E
- B S A ) ほ M i a P a C a- 2 細胞の 【

3
H] チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 濃度に依存 して 増大 させ ,

1 p g/

m l で ほ D N A 合成 を約25 % 促進 させ た .
A G E ほ ま た , 時間依存性 に M i a P a C a-2 細胞 の 生細胞数を増加 させ た ･

-

jf , コ ン

ト ロ
ー ル と して 用 い た 非糖化 B S A は M i a P a C a-2 細胞の D N A 合成や 細胞数に は ほ と ん ど影響 を及

ぼ さな か っ た ･ 筆者は ,

こ の A G E に よる膵癌細胞の増殖 を促がす主 た る 因子が血 小板由来増殖因子 B (p
l a t el e t -d e ri v e d g r o w th f a c t o r- B ･ P D G F- B) で

ぁる こ とを 結論づける証拠も待た ･ すなわ ち , A G E ほ添加後約 2 時間で M i a P a C a
- 2 細胞 の P D G F- B m R N A 含量を 約6 ■5 倍

に 増大 させ る こ と , A G E に よ る M i a P a C a
- 2 細胞の D N A 合成促進効果が培地 に 添加 した 抗 ヒ ト P D G F

- B B 抗体 に よ り完全

に消失する こ とで ある. 筆者ほ さ ら に ,
A G E に よ る膵 癌細胞増殖促進 に A G E を 特 異的 に 認識す る細胞表面

レ セ プ タ
ー

(r e c e p to r f o r A G E , R A G E ) が機能的に 関わ っ て い るか どう
か を 明らか に する た め ,

R A G E m R N A に 相補的な ホ ス ホ ロ チ オ

ェ ー ト 塾ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを化学合成 し M i a P a C a-2 細胞 の 培地中 に 投与 し
た ･ そ の 結果 ･

A G E に よ る M i a

p a c a-2 細胞 の D N A 合成促進効果な らび に P D G F
- B 遺伝子発現誘導効果は R A G E ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドで ほ ぼ

完全に抑制 され た . 以上 よ り ,
A G E は R A G E に よ っ て認識 され た 乱 P D G FT B の 産生を 冗進 させ ,

P D G F - B の オ ー ト ク リ

ン作用を 介 して M ia P a C む 2 細胞 の 増殖を 促進するもの と考 え られ た
･ こ れ らの 知見か ら , 糖尿病状態 ほ膵癌の 増殖進展に 原

因的に関わ りう ると 推定 され ,
A G E が膵癌発症進展 の 危険因子の

一

つ とな る と 考え られ た ･

K e y w o r d s a d v a n c e d gly c a tio n e n d p r o d u c t s ( A G E) , r e C e p
t O r f o r A G E ( R A G E) , p a n C r e a ti c

c a n c e r , a ntis e n s e oli g o d e o x y rib o n u cl e o tid e s , P lat el e トd e ri v e d g r o w t h f a c
t o r

(P D G F)

1 91 2年 メ イ ラ
ー

ドは ブ ドウ糖な どの 還元糖 と ア ミ ノ 酸を 混合

して 加熱す る と黄褐色 の 物質が形成 され る こ と を 報告 した
l)

･

以来 , 還元糖 と ア ミ ノ 酸 また は蛋白質の ア ミ ノ 基 との 非酵素的

反応ほ メ イ ラ ー ド反応 と呼ば れ生体内に お い て も普遍的 に 起 こ

りうる こ とが 知 られ て きた
2)

. 現在 , 糖尿病患者の 血 糖 コ ン ト

ロ ー ル の 指 標と して 広く用 い られ て い る
ヘ モ グ ロ ビ ン A l ｡ は ,

ブ ドウ糖 と ヘ モ グ ロ ビ ン蛋 白との 間の メ イ ラ
ー ド反応 の 結果生

じる初期段階反応物 ( ア マ ドリ化合物) と 考え られ て い る ( 図

1 )
2)ユ)

. そ の 乱 ア マ ドリ化合物ほ緩徐に でほ あ るが , 脱 れ 重

合な どの 複雑 な反応 を経て特有の 蛍光を持 つ 黄褐色 の 物質 , 後

期糖化反応生成物 ( a d v a n c e d gly c a ti o n e n d p r o d u c t s , A G E ) を

形成する
2)4}

.
こ の ア マ ドリ 化合物以降 の 反応 ほ 不 可 逆的 と さ

れ
, 近年 , 糖尿病状態に お い て 促進的に形成 され る A G E が

様 々 な細胞 の 機能に影響を及ぼ し , 糖尿病性細小血管合併症 の

進展に深く関わ っ て い るこ とが 明 らか に さ れ て きて い る
ら)

･ 最

近 , 腎 細 胞 癌 に お い て も A G E が イ ン タ
ー ロ イ キ ン 6

(i n t e rl e u k i n
- 6
,
I L - 6) の 産生を介 して 腫瘍の 増殖 に 関わ る こ と が

報告され た
6)

.. し
か し

,
A G E が 他の 腫瘍の 増殖 に どの よう な影

響を与え るか に つ い て は 不 明で ある .

最近の 疫学調査 に お い て糖尿病が契煙 と並 ん で 独立 した 膵癌

発症進展の 重要 な危険因子 で ある こ と が 報告 され た が
7}

, 糖尿

病状態が どの よ うに 膵癌 の 発症や進展に 関わ る か に つ い て ほ ほ

と ん ど明 らか で は ない . そ こ で 本 研究 で は ,
糖尿病状態 で 形

成∴蓄積 され る A G E と それ を 認識す る細胞表面 レ セ プ タ
ー

(r e c e p t o r f o r A G E , R A G E ) が膵癌細胞 の 増殖に 及ぼ す影響 に
つ

い て 検討 した .

材料および方法

Ⅰ .
A G E の調製

ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u mi n , B S A )( ア ル ブミ

ン フ ラ ク シ ョ ソ Ⅴ 脂肪酸フ リ
ー

低 エ ン ド ト キ シ ソ ,
B o e h ri n g e r

M a n n h ei m G m b H , G e r m a n y) を 50 0 m M グル コ
ー

ス を 含有する

10 m M 燐酸緩衝生理食塩水 (p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e , P B S)

( p H 7 .4) と37 ℃ で 6 週間培養 した
5}

. そ の 軋 グ ル コ
ー

ス を 透析

平成 7 年1 2月1 5 日受付, 平成 8 年1 月2 2日受理

A b b r e via ti o n s : A G E , a d v a n c e d g ly c atio n e n d p r o d u c t s ; B S A , b o vi n e s e r u m alb u m in ; I G F
- Ⅰ

,
in s u li n lik e

g r o w t h f a c t o r
- I ; P D G F , pl at ele t

- d e riv e d g r o w th f a c t o r ; P K C , p r Ot ei n ki n a s ら C ; R A G E , r e C e p t O r f o r A G
E ;

R T - P C R
,
r e V e rS e t r a n S C rip tio n

- P C R ; S S P E , S ali n e s o di u m p h o s p h at e e t h yl e n e dia m i n e t et r a a c e tic a cid ; T C A l

t ric h r ol o a c e ti c a cid
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に よ り除去 し , ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー

ス カ ラ ム C L- 4 B ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー (P h a r m a ci a L K B , U p p s al a , S w e d e n) で A G E -

B S A を 未反応 B S A か ら分離作製 した . S D S - P A G E で A G E

化を確認後
5)

, 精製 A G E-B S A を ブ ラ ッ ドフ ォ
ー

ド法で定量 し

た
8)

.

Ⅰ . 細 胞

ヒ = 捧腺病由来培養細胞株 M i a P a C a - 2 細胞ほ ア メ リ カ ン タ

イ プ コ レ ク シ ョ ン ( A m e ric a n T y p e C o11 e c ti o n) ( R o c k vill e ,

U S A ) か ら購 入 した . 細胞 ほ 1 0 % 牛 胎 児 血 清 (f e t al b o vi n e

s e r u m , F B S) ( C elr C u lt u r e L ab o r a t o ri e s , C l e a v el a n d , U S A) を

含 む イ ー グ ル 最 小 必須 培 地 (E a gl e
'

s m i ni m al e s s e n ti al

m ed i u m
,
E a gl e

l

s M E M ) ( 日水製薬 , 東京) に て 5 % C O 2 気相下

で維持 した .

Ⅲ .
D N A の 化学合成

1 . プ ライ マ ー お よび プ ロ
ー ブ

R A G E
,
血 小 板 由来増殖因子 (pl a t el e t-d e ri v e d g r o w th

f a ct o r
,
P D G F) お よ び P D G F 受容 体 m R N A 検 出用 プ ラ イ

マ ー

,
プ ロ

ー

ブ と して以下の オ リ ゴ デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オチ ド

を設計 し , フ ォ ス フ ァ ミ ダイ ド法 に よ り D N A 合成装置 モ デ ル

392 ( A p pli e d B i o s y s t e m s , C A , U S A ) を用 い て化学合成 した .

合成オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドは O P C カ ラ ム ( A p pli e d

Bi o s y st e m s) で精製 した , プ ライ マ ー の 塩基配列ほ以下 の 通 り

で あ る . R A G E - U (5
'

- A T G G A A A C T G A A C A C A G G C C - 3
'

)

(c D N A 塩基番 号 1 50 -1 6 9
5)g )), R A G E- D (5

'

- C A C A C A T G T C C-

C C A C C T T A T - 5
'

) ( 41 6- 4 3 5
5)9 )

) , P D G F -

A
-

U (5
'

- G A T G G T A C T -

G A T T T T C G C C G - 3
'

) ( c D N A 塩基番号 296 -3 1 5
18)

) , P D G F - A- D

(5
'

- T C C A T G C C A C T A A G C A T G T GL3
'

) (5 9 0 - 6 0 9
10)

) , P D G FL Bv U

(5
'

- A G A T C G A G A T T G T G C G G A A G- 3
'

) (c D N A 塩 基番号 581-

6 0 0
11)

) , P D G FA B- D (5
'

- C C A C T C T G A T T C A C C T C T T C- 3
'

)

(1 60 0,1 6 1 9
11)

) , P D G F-α- U (5
'
- C G A C A T C C A G A G A T C A C T C-

T - 3
'

) ( c D N A 塩 基 番号 239 3L 2 41 2
12)

) , P D G F
-

α
- D (5

'

- C C A G T-

G A A G T C T A C G A G A T C -3
'

) (2 8 9 3 -2 91 2
12)

) , P D G F -β- U (5
'

-

C T T C T G G A A G C T T T C T G C T C- 3
'

) (c D N A 塩基番号祖 3 79 2L

38 1 1
1u

) , P D G F -β- D (5
'

- G T A A A T G T G C C A G T G T G G A G-3
'

)

(4 5 01 -4 5 2 0
1 u

) . プ ロ ー

ブの 配 列 は R A G E-Ⅰ(5
'

- G C C G G A C A G-

A A G C T T G G A-3
'

) (1 6 7-1 84
9)

) , P D G Fr A
-

I (5
'

- A G T C A G A T C-

C A C A G C A T C C G- 3
'

) (4 9 3 -5 1 2
川)

) , P D G ト B -I (5
'
- A A T T C A AT

G C A C A C G C A T G A C -3
'

) (79 1- 81 0
11)

) で あ る . ヒ ト β- ア ク チ ン

R e v e r s jb l e r e a c ti o n s

1 6 3

m R N A に 対する プ ライ マ ー

お よ び プ ロ 岬 ブ の 配 列ほ 文献1 4 に

従 っ た .

Ⅳ . ア ン チセ ンス および セ ン ス オ リゴ ヌ ク レオ チ ド

ヒ ト R A G E m R N A の 開始 コ ドン 近傍5
'

領域に 相補的な17 塩

基 の フ ォ ス フ ォ ロ チ オ ニ ー

ト型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オキ シ リ

ボ ヌ ク レ オ チ ド(5
'
一 C A A C T G C T G T T C C G G C T-3

'

) (図 2) およ

び 対照 と な る セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド

(5
'

- A G C C G G A A C A G C A G T T C -3
'

) を D N A 合 成 装置 モ デ ル

39 2 ( A p pli ed B i o s y st e m s) を 用 い て 合 成 し , A Q U A P O R E

R P- 3 00 カ ラ ム ( A p pli e d B i o s y s t e m s) を 用い た 逆祁分配高速液

体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に て 精製 した .
フ
ォ
ス フ

ォ
ロ チ オ エ ー ト

型 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ通常の フ ォ ス フ エ イ ト塾

に 比 し安定性が高く ∴細胞 へ の 取 り込み 効率も良好である こ と

が 知られ て い る
15)

.

Ⅴ . 細胞増殖 7 ッ セ イ

1 . 生細胞数の 算定

細胞 を24 穴の ク ラ ス タ ー

デ ィ ッ シ ュ (C o s t a r , P l e a s a n t o n
,

U S A) に 播種後経時的 に0 .2 5 % ト リ プ シ ソ で 分 散 し , 0 . 1 7 %

( w / v ) トリ バ ン プル
ー

を 含む培地で希釈 し血 球計算板 を用い て

生細胞数を算定 した
用

.

2 . D N A 合成能の 測定

細胸 を24 穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に 各穴あ た り 2 ×1 0 1 個

播種 し, 細胞の 接着を 確認 した うえ で 無血 清培地 に 交換 し24 時

間培養 した . そ の 後各濃度の A G E - B S A を培地 に 加え , 2 0 時間

後既述 の 方法
-5)
に 従 い D N A 合成 を 測定 し た . す な わ ち ,

1 FLC i/ r nl の 濃度で [
3
H ] チ ミ ジ ン (8 2 .9 C i/ m m ol, N E N R e s e a r c h

P r o d u c t , W il m i n gt o n , U S A) を加 え 4 時間培養後 , 水冷10 % ト

リ ク ロ P 酢酸 (tric h r ol o a c e ti c a cid
,
T C A ) を 加え20 分間氷上に

静置 して 細胞を 固定 し , つ づ い て 細胞を 水冷 5 % T C A で 3 回

洗浄後 ,
1 N N a O H 2 00 〃l を 加え室温20 分間の 振塗に よ り溶解し

た . 1 N H C 1 2 0 0 FLl で 中和後 , 全量を 10 m l の 液体 シ ソ チ レ ー

タ
ー

と 混和 し
3

H 放射活性を測定 した . ア ン チ セ ン ス あ る い は

セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド添加実験の 際に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ドとと もに 1 p g/ m l の A G ET B S A を 培地に 加 え 4 時間後に 酸不

溶性分画 へ の [
3
H] チ ミ ジ ン 取 り込み を 測定 した .

Ⅵ . 杭 ヒ ト P D G F - B B 抗体に よ る中和実験

種 々 の 濃 度 の 抗 P D G F- B B 抗 体 (R & D S y s t e m s l n c リ

M i n n e a p o lis , U S A ) 存 在下に 1FLg/ m l A G E-B S A を 培地 に 加

lr r e v e r $i bl e $t a g e

→ ･ →･ う･ A G E

(A d v a n c e d

g ly c ati o n

e n d p r o d u c t $)

Fig ･ 1 ･ T h e r e a c ti o n s of glu c o s e wi th a m i n o g r o u p of p r o t ei n s t o f o r m th e a m a d o ri p r o d u c t s , a n d th e n ir r e v e r sibl e A G E .



1 64

え
,
2 0 時間後 の D N A 合成を 測定 した . 中和率は A G E-B S A 非

存在下の [
ユ
Hl チ ミ ジ ン 取 り 込 み の 放 射活性 を C o, 1 捕/ m l

A G E-B S A 存在下 の 放射活性を C l と し .
各濃度 の 抗体添加時

の 放射活性 を C p とす る時

C l
-

C ｡

C l
- C o

×1 0 0 で 算定 した .

Ⅶ . 総 R N A の 分離

6 穴ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に 各 条件下 で 培養 した 細胞 か ら

C h o m c z y n s ki ら
1丁)
の 方法に 基 づ い た IS O G E N ( ニ ッ ポ ン ジ

ー

ン
, 東京) を 用 い て 総 R N A を抽出精製 した . すな わ ち 1 穴あた

り 1 m l の I S O G E N を 加 え据拝 し , 室 温 で 5 分 間 放置後 ,

0 .2 氾1 の ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て激 しく振塗 した . 4 ℃
,
1 2 ,0 0 0

× g に て1 5 分 間遠 心 乱 上 帝 を 回 収 しイ ソ プ
ロ パ ノ

ー

ル を

0 .5 m l 加え室 温で 5 分間放置 し, 4 ℃ , 1 0 ,0 0 0 × g l O 分間の 遠心

で R N A を 沈澱 さ せ た . 沈澱物を75 % エ タ ノ
ー

ル で 洗 い 減圧乾

燥 した後 に 吸光定量を行い 至 適濃度に 調整 した ･

Ⅶ . 逆転写 -

ポ リ メ ラ
ー ゼ連鎖反応(r e v e r s e t r a n s c r ip ti o n

-

P C R
,
R T - P C R ) とそ の 産物の サ ザンプ ロ ッ ト解析

G e n e A m p R N A P C R キ ッ ト (P e rk i n- E l m e r C e t u s ,

N o r w alk . U S A ) を用 い , まず総 R N A を鋳型と して逆転写酵素

に て c D N A を 合成 し, つ い で 各 m R N A に 特異的な プ ラ イ マ
ー

を 用い て T a q D N A ポ リ メ ラ
ー ゼ に て c D N A 断片 を 増幅 し

た . 反 応 に は D N A サ
ー マ ル サ イ ク ラ ー

( P e r ki n
- E l m e r

C e t u s) を 使用 した
一8)

. 増幅後の D N A を 2 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル に

て 電気泳動後 ,
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ

ー に 転写 し, 紫外線 に て国定

した .
つ い で フ ィ ル タ

ー

を50 % ホ ル ム ア ミ ド , 5 × 食 塩- リ ン

酸 ソ ー ダ ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 液 (s ali n e s o d i u m

ph o s p h at e e th yle n e d ia m i n
e t et r a a c e ti c a cid

,
S S P E) . 5 × デ ン ハ

ル ト 液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ
ー

ル ピ ロ リ ド ン
,
0 ･1 % B S A , 0 ･1 % フ ィ

コ ー ル) , 1 % S D S , 50 0 〟g/ m l 変性 サ ケ 精子 D N A (S ig m a) か ら

な る溶液中で50 ℃ 上 6 時間プ レ ハ イ プリ ダイ ズ させ た 後 ,
50 %

ホ ル ム ア ミ ド
,
5 × S S P E , 5 × デ ン ハ ル ト液 ,

1 % S D S
,
5 0 0 p g/

m l 変性サ ケ 精子 D N A ,
32
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Fig ■ 2 ･ A n ti s e n s e oli g o d e o x y rib o n u cl e o tid e a g ai n s t h u m a n

R A G E m R N A . T h e a n tis e n s e D N A i s c o m pl e m e n t e d t o

th e 5
'

r e gi o n o f R A G E m R N A . T h e s e c o n d a r y s tr u c t u r e

of th e m R N A r e gi o n w a.s p r e di c t e d b y th e alg
o rith m of

Z u k e r a n d S ti e g e r
3 2)

.

10 p m o le か らな る溶液中で55 ℃ , 1 6 時 間
ハ イ プ リ ダイ ズ さ せ

た .
プ ロ ー ブ標識 に は , D N A 5

'

末 端標識 キ ッ ト (宝酒 造 , 京

都) と[T-
32
P】 ア デ ノ シ ン 三 リ ソ 酸 (N E N R e s e a r c h P r o d u c t) を

使 用 し た
13)

.

ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン 後 ,
フ ィ ル タ

ー

を

2 × S S C , 0 .1 % S D S に て 室温 で20 分間, つ い で 0 .5 × S S C , 0 .1 %

S D S に て室温 で20 分間 , そ れ ぞれ 1 回 ず つ 洗 浄 し ,
一

8 0 ℃ で

オ
ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ

ー を行 っ た . さ らに バ イ オ イ メ
ー ジ ア ナ

ライ ザ ー F U JI X B A l O O O (富士 フ ィ ル ム , 浜松) に よ り放射活性

の 測定を行 っ た .

成 績

I .
A G E に よ る M i a P a C a

- 2 細胞の 増殖促進

図3 に 種 々 の 濃度の A G E - B S A 存在下 お よび 1Jlg/ m l の 非糖

化 B S A 存在下 で24 時間培養 した ヒ ト膵癌細胞 M ia P a C a-2 細

胞の D N A 合成を 示 した .
A G E 非添加時の D N A へ の 【

3

H] チ

ミ ジ ン 取 り込み を100 % と して 表すと ,
A G E ほ濃度 に 依存 して

M i a P a C a-2 細胞 D N A へ の [
3

H ] チ ミ ジ ン 取 り込み を 増大さ

せ
,
1 FLg/ m l で は コ ン ト ロ

･ - ル に 比べ 約 25 % D N A 合成を促進

させ た . しか し
, 非糖化 B S A ほ M i a P a C a-2 細胞の D N A 合

成に は ほ とん ど影響を及ぼ さ な か っ た . また
, 図 4 に 示す ごと

く 1 p g/ m l A G E は 検 討 した い ずれ の 時点 に お い て も有意に

M i a P a C a- 2 細胞数を 増加 させ ,
2 4 時間後 の 生細胞数 は コ ン ト

ロ ー

ル の 約1 . 5 倍 に 達 した . 非糖化 B S A は M ia P a C a-2 細胞数

に も何 ら影響 を及 ぼ さ なか っ た .

Ⅲ . A G E に よ るP D G F
- A

,

- B 遺伝子の 発現誘導

A G E 投与下 で M i a P a C a -2 細胞 の P D G F- A , - B 遺伝子 の 発

(

㌔
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O

焉
呂
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呂
U
u

芯
u

萱
∈

倉
三
芳
】

A G E 恒g/ m L)

F ig . 3 . E ff e c t of A G E o n D N A s y n th e si s i n M i a P a C a-2

c ell s . C ells w e r e g r o w n i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of O
･1
,

0 .5
,
1 p g/ m l A G ET B S A ( A G E) o r l p g/ m l n o n- gly c a te d

B S A (B S A )∫ a n d a s s a y e d f o r 【
3
H] - th y mi d i n e i n c o r p o r a ti o n ･

E a c h c ol u m n r e p r e s e n ts 支 ±S E M of tripli c a t e e x p e ri m e n t
s

a n d i s e x p r e s s ed a s p e r c e n t of th e c o n tr ol wi th o u
t

a d diti v e s ; V e r ti c al b a r s sh o w S E M . * P < 0 .0 5
,
C O m p a r e d to

t h e v al u e wi th o u t A G E- B S A , * * P < 0 .0 5 , C O m p a r e d t o th e

v al u e w ith n o n- gly c a t e d B S A (S t u d e n t
'

s t te s t) .



後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞の 増殖促進機構

現が どの よ うに 影響 され る かを R T-P C R 法 に て調
べ た ･ こ の

ためま ず M ia P a C a- 2 細胞 よ り分離 した 総 R N A を鋳型 と して

鋳型量と サ イ ク ル 数に 対 して 産物
シ グ ナ ル 強度を プ ロ ッ ト した

検量曲線を乱 P D G F- A ,- B m R N A とも に 定量性をも
つ と判定

され た鋳型総 R N A 量ほ 30 0 n g , 増 幅 サ イ ク ル ほ そ れ ぞれ3 5

臥 30 回 の 条件 で R T-P C R 反応を 行 っ た ･ 内部対照 の β7 ク

チ ン m R N A 検出反応 も 同様に 鋳型総 R N A 量は 30 0 n g , 増幅

(

寸

O

L

X
)

L

む

q

2
コ

u

ニ

む

じ

空
q

属
>

T i m e ( h r)

F ig . 4 . E ff e c t of A G E o n M i a P a C a-2 c eLl g r o w t h ･ C ult u r e

p e ri o d aft e r th e a d d itio n of A G E-B S A i s i n di c a t e d o n t h e

a b s cis s a
,
a n d vi a bl e c e Il n u m b e r o n t h e o r d i n a t e . T h e

c e u s w e r e c ult u r e d i n t h e p r e s e n c e ( ⑳) o r a b s e n c e (□) of

l p g/ m l of A G EL B S A o r l p g/ m l of n o
.

n- gly c a t e d B S A

(○) . E a c h p oi n t p r e s e n t s t h e m e a n f o r tr lPli c a t e e x p e ri m -
e n t s ; S E M a r e s m all e r th a n th e s y m b oI s .

* P < 0 .0 5
,

c o m p a r e d t o th e v al u e w i t h o u t A G E- B S A ,

* * P < 0 ･0 5
,

c o m p a r e d t o th e v al u e w it h n o nrgly c a t e d B S A (S t u d e n t
'

s

t t e s t) .
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Fig ･ 5 ･ A G E-i n d u c e d u p r e g ul a ti o n of P D G F- A a n d - B
m R N A s ･ T o t al R N A f r o m c ell s c ult u r e d i n th e p r e s e n c e

O r a b s e n c e of l p g/ m l of A G E - B S A f o r i n d i c a t e d ti m e

p e rio d s w e r e a n aly z e d b y R T-P C R . A r r o w s i n di c a t e s t h e

p o siti o n s t o w h i c h th e R T- P C R p r o d u c t s of P D G F- A , - B
m R N A m i g r a t e d . L o w e r p a n e l s h o w s sig n al s f o r β- a C tin
m R N A .

1 6 5

サ イ ク ル 30 回 の 条件で 行 っ た . 1 〃g/ m l の A G E を培地に 添加

しそ れ ぞれ 0 , 2 , 4 , 8 時間後に M i a P a C a-2 細胞か ら給 R N A

を 分 離 し , 上 記 の 条 件 下 で R T-P C R を 行 い P D G F- A , -B

m R N A レ ベ ル を 検 討 し た 結果 が 図 5 で あ る . P D G トA

m R N A レ ベ ル ほ A G E 添加後2 時 間で 約 2 倍に 増加 さ れ た に

すぎな か っ た が ,
P D G F- B m R N A レ

ベ ル は 2 時間後 で 約6 . 5

倍 ,
8 時間後でも約 2 倍誘導 され た .

一 方
,
対照の β- ア ク チ ン

m R N A レ ベ ル ほ全経過を通 じて 不 変で あ っ た .

Ⅲ . M i a P a C a
-2 細胞にお け る P D G ト α, - β 受容体の 発現

P D G F 受容体ほ a 鎖また ほ β鎖 の 2 種 類 の ポ リ ペ プチ ドか

らな る 2 量体で αα, α乱ββの 3 種 類の ア イ ソ フ ォ
ー ム が存在す

る こ と が 知 ら れ て い る
19)

. P D G ト α 型 受 容体 は 3 種 煩 の

P D G F 7 イ ソ フ ォ
ー

ム い ずれ と も結合で き る の に 対 し, β型受

容体ほ P D G F- B B と は よ く結合す る が ,
P D G F- A B と の 親和性

は低 く , P D G F, A A とは 全く結合 しな い こ と が知 られ て い る
20)

.

そ こ で M i a P a C a-2 細胞 に お け る P D G F 受容体 m R N A の 検出

を鋳型総 R N A 量 300 n g , 増幅サ イ ク ル 数30 回 の 条件下で定量

的 R T-P C R 法 で 行 っ た と こ ろ , 図 6 に 示 す ごとく α 型受容休

遺伝 子 の 発現ほ 極め て 弱く M i a P a C aM 2 細胞ほ 主 に β受容体遺

伝子 を発現 して い る こと が 明 らか と な っ た . 従 っ て A G E に よ

る M i a P a C a- 2 細胞 の 増殖促進効果 に は 主 と し て P D G F-B ,

P D G F-β 受容体系が関係 して い る も の と考 え られ た .

1V . 坑 P D G F - B B 抗体に よ る A G E の 細 胞増殖促進作用の

中和

A G E に よ る M i a P a C a→2 細胞の 増殖誘導の 主 た る 因子が

P D G F- B で ある か どうか を 明 ら か に す る た め ヒ ト P D G F-B B

に 対す る ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体を培地に 加 え A G E 存在下の M

P a C a-2 細胞 の D N A 合成能に お よ ば す影響 を検討 した . 図7 に

示 す如く抗 P D G F- B B 抗体は膿度依存的 に A G E に よ る M i a

P a C 針 2 細胞の 増殖促進効果を抑制 した . 約 50 p g/ m l の 抗体投

与で ほ A G E 効果は ほ ぼ完全に 消失し た .

Ⅴ . 7 ンチ セ ン ス R A G E D N A に よ る A G E の P D G F- B

遺伝子発現誘導
･ 細胞増殖促進作用の防止

A G E が R A G E を 介 L て P D G F- B の 遺伝子発現を促進 し ,

M i a P a C a-2 細胞 の 増殖誘導に 関わ っ て い るか ど うか を 明 ら か

に す るた め ,
ヒ ト R A G E m R N A に 相補的な ア ン チ セ ン ス オ リ

瑠 表∵3 堵
2 0 0 0 鵬

1 5 0 0 叫

瑠0 0 0 伽

7 0 0

5 0 0

4 0 0
3 0 0

2 0 0

Fi g . 6 .. R T- P C R a n al y sis of P D G F
-

α a n d -β r e c e p t o r

m R N A s i n M i a P a C a-2 c ells ･

.

1 a n e l
･
e X P r e S Si o n of

P D G ト A g e n e ; 1 a n e 2 , e X P r e S S I O n Of P D G F
-

α r e C e p t O r

g e n e ; 1 a n e 3 , e X P r e S Si o n of P D G F
- B g e n e ; 1a n e 4 ,

e x p r e s si o n of P D G F-βr e c e p t o r g e n e . N u m b e r s o n th e l ef t

i n d i c a t e si z e m a r k e r s i n b a s e p air s .



1 6 6

0 0 .0 1 0 .1 1 1 0 1 0 0

A n tトP D G トB B a nti b o d y ( p g/ m l)

F ig ･ 7 ･ N e u tr ali z a tio n of A G E
- d e p e n d e n t D N A s y n th e sis b y

a n ti - h u m a n P D G F - B B a n tib o d y . T h e a b s cis s a i n di c a t e s

C O n C e n tr a ti o n s o王 a n ti -P D G F- B B a n tib o d y a d d e d t o th e
m e di u m , a n d th e o r di n a t e th e p e r c e n t a g e of n e u tr a-
1i z a ti o n . T h e p e r c e n t a g e of n e u tr ali z a ti o n w a s d efi n e d a s

C l
- C
｡

C l
- C 8

× 1 0 0 %
,
W h e r e C o w a s th e r a d i o a c ti vi t y of [

3

H】-

th y m id i n e i n c o r p o r a t e d i n t o t h e c u lt u r e wi th o u t A G E
-

B S A

W hil e C p a n d C - W e r e th o s e f o r c u lt u r e s tr e a t e d b y

A G E- B S A i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of a n ti-h u m a n

P D G F- B B a n ti b o di e s , r e S P e C ti v ely . A c u r v e li n k i n g

S y m b oIs a t O a n d 5 0 p g/ m l w a s d e d u c e d . V e rti c al b a r s

s h o w S E M .

(
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Fig . 8 ･ E ff e c t of a n ti s e n s e R A G E oli g o n u cl e o tid e s o n th e

A G E 壷d u c e d i n c r e a s e i n M i a P a C a - 2 s y n th e si s of D N A .

C ell s w e r e c ult u r e d wi th l /唱/ m l A G E- B S A i n th e

p r e s e n c e o r a b s e n c e of oli g o m e r s o r w ith n eith e r A G E
- B S A

O r Oli g o m e r s . T h e p e r c e n t a g e of [
3

H] -th y m idi n e i n c o r p o r a -

ti o n is i n d i c a t e d o n th e o rd i n a t e . E a c h c ol u m n r e p r e s e n ts

支 土S E M of tripli c a t e e x p e rir n e n t s . * P < 0 .0 5 , C O m p a r e d t o

th e v a l u e w i th A G E - B S A al o n e (S t u d e n t
'

s t t e st) . C ,
C O n t r OI w ith o u t a d d iti v e s ; A , 1 〟g/ m l A G E

-

B S A ; S , 1 p g/
PI A G E

- B S A pl u s l O FL M s e n s e olig o m e r s ; A S , 1 FLg/ m l

A G E- B S A pl u s l O /` M a n tis e n s e oli g o m e r s .

C A S A S

一 ヰ P D G F 日層

ヰ R A G E

車 β
=

a ∈竜強

Fig ･ 9 ･ R e v e r s al of A G E
Ji n d u c e d u p r e g ul a ti o n of P D G F - B

m R N A b y a n tis e n s e oli g o n u c l e o tid e s a g ai n s t R A G E

m R N A ･ T o t al R N A f r o m c ult u r e s wi th l p g/ m l A G E- B S A
( A) o r wi th o u t A G E - B S A (C ) a n d f r o m th o s e wi th b o th

A G E - B S A a n d l O p M s e n s e (S )/ a n ti s e n s e ( A S) 01i g o n u cト
e o tid e s w e r e a n aly z e d b y R Tr P C R . A r r o w s i n di c a t e th e

R T- P C R p r o d u c t s of P D G F- B a n d R A G E m R N A s . L o w e r
p a n el s h o w s si g n al s f o r βL a C ti n m R N A . T h e a n tis e n s e-i n d-
u c e d d e c r e a s e i n R A G E m R N A c o uld b e a s c rib e d t o a n

R N a s e H- d ri v e n d e g r a d a ti o n of t a r g e t m R N A .

ゴ ヌ ク レ オ チ ド( 図 2) を作製 し A G E に よ る M i a P a C ar 2 細胞

の D N A 合成促進作用 に お よぼ す効果を検討 した . 図 8 に 示す

ごとく ,
1 0 /J M の 濃度の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 投

与 に よ り 1 p g/ m l の A G E 添 加に よ る D N A 合成促進効果はほ

ぼ 完全 に 抑制 され た .

一

方 ,
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ

A G E 効果 に ほ ほ と ん ど影響を与 えな か っ た . さ ら に ア ン チ セ

ン ス お よ び セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド投与下 に お け る R A G E

お よび P D G F- B 遺伝子 の 発現 に つ き定量的 R T-P C R 法に て 鋳

型総 R N A 量 30 0 n g , 増幅 サ イ ク ル 30 回 の 条件下で 検討 した .

図9 に 示 す ご とく R A G E m R N A レ ベ ル ほ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド に よ り約50 % に ま で 抑制 され ,
さ ら に A G E に よ

る P D G F- B 遺伝 子発現誘導効果も ほ ぼ 完全に 抑制 され た . し

か し
,
セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドほ R A G E や P D G F- B 遺伝子

発現に ほ 全く影響を与 えな か っ た .

考 察

糖尿病 と膵癌の 関係 に つ い て ほ 古く か ら議論 の 多 い
21)2 2 )
と こ

ろ で あり糖尿病自体が膵癌の 危険国子の
一

つ で ある の か , ある

い ほ膵癌が発症す る こ とに よ っ て 結果的に 糖尿病 が発症 してく

る の か 明 らか で ほ な い . しか し
, 最近の 統計学的解析 に よ り膵

癌 の 相対危険率ほ糖尿病群の 方が 非糖尿病群 に比 して有意に 高

い こ とが 示 され
7)

, 糖尿病 が輿煙 と同様に 独 立 した 危険国子と

して認め られ る傾向に ある . 本研究で筆者は l 糖尿病状態で膵

癌 が ど の よう に 増悪進展す るか を 高血 糖状態 で そ の 形成が 促進

的に 生 じる A G E に 着 目して 追及 した . そ の 結果 ,
A G E が 培養

ヒ ト膵癌細胞 の 増殖を促進 しう る こ と が 見い 出 され ,
さ らに こ

の A G E に よ る増殖促進効果は 主 と して R A G E を 介する オ
ー

トク リ ン P D G F - B の 産生先進に よ る こ と が は じめ て 示され た .



後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞 の 増殖促進機構

‖y p e 咽琶y e e m 岳a 野田済『距隠隠

A nti s e n s e olig o n u c[ e oti d
e s

.▲t■
lI
l

= 0-ヽ
c ､
G
′
G

-

へ
･‥
I

ら
′
灯

㌔､
,
′ G ､ご ‡
＼
G
J r
/

一】
聖 伽恥 Ⅷ｡

E G F 】G トⅠ

● ● ●

T G F -

α

b F G F
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M i a P a C a -2 細胞に つ い て ほ , 表皮増殖因子 (e pid e r m al g r o w th

f a c t o r , E G F )
23)

,
α 型 ト ラ ン ス フ ォ p ミ ン グ増殖因子 (t r a n sf o r,

m in g g r o w th f a c t o r
-

α
,
T G F-α)

24)

,
イ ン ス リ ン 様 成長 因 子- I

(i n s uli n lik e g r o w th f a c to r- I ,I G F- I )
25)
が オ

ー

ト ク リ ン に 作 用 し

増殖を促進 して い る こ と が知 ら れ て い る . した が っ て ,
A G E

に よ り細胞周 期の G ｡ か ら G I へ の 導入 を促進する コ ン ビ
ー テ ン

ト因子で ある P D G F- B の 塵生が 誘導 さ れ る こ と に よ り こ れ ら

の プ ロ グ レ ッ シ ョ ン 因子 と と もに M i a P a C a- 2 細胞の 増殖 が加

速度的に 促進 され るも の と 考え られ る . ま た
,
A G E ほ マ ク ロ

フ ァ
ー ジに お い て P D G F 分泌を 介 して IG F, I の 産生を 克進 さ

せ る事実
26)2T )

も あ り , M i a P a C a-2 細 胞 に お い て も A G E が

P D G F- B を 介 し, I G F- I な どの プ ロ グ レ ッ シ ョ ン 因 子の 産生

を同時に 誘導 し, M i a P a C a-2 細胞 の 増 殖に 深く関わ っ て い る

のか もしれ な い .

A G E が R A G E に よ っ て 認識され た後 ,
い か な る情報経路を

介して P D G F- A ,- B 遺伝子発現を誘導する か に つ い て は 不 明 で

ある . しか し
, 近年 S c h m id t ら

28)
に よ り血 管内皮細胞 に お い て

A G E が R A G E に 認 識 さ れ た 後 , 酸 化的ス ト レ ス を誘導 し転

写因子 で ある核内因 子- ICB ( n u cl e a r f a c t o r一差B ,
N F- K B ) の 活性化

を介して 内皮細胞機能 に 影響を及ぼす こ と が 報告され て い る .

一 方 , 平滑筋細胞に お い て は 0
2

∴ H 2 0 2 な どの 酸化的ス ト レ ス

がプ ロ テ イ ン C キ ナ ー ゼ ( p r ot ei n k i n a s e C , P K C ) の 経路 を介 し

て細胞増殖を誘導 しうる と い う報告もあ り
29)

, A G E に よ っ て活

性化 さ れ た 酸化的 ス ト レ ス が P K C の 経 路 を 介 し て P D G F-

A
. - B 遺伝子発現 に 影響を 及 ぼ して い る可 能性も考 え られる .

血管内皮細胞 に お い て は P K C は 主と して P D G F- B 遺伝 子誘導

を 2 ～ 4 時間で 約8 倍 ひきお こ す こ と が 指摘され て お り
30)

, 本研

究で み られ る A G E に よる P D G F- B 遺伝 子誘導と類似 して い

る ･ 従 っ て 今後は ホ ル ポ
ー ル ミ リ ス テ ー ト ア セ テ ィ ト( p h o r b ol

m y ris t at e a c e t a t e
, P M A) の 前処置 に よ り C キ ナ

ー ゼ 系 を ダ ウ

ン レ ギ ュ レ ー ト
31)

した り
,
ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ

ー

を 用い て
,

A G E に よ る P D G F 遺伝子誘導に つ な が る R A G E 以降の シ グ

ナ ル 伝達機構 を解 明 して い きた い .
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以 上 , 本研究 で 得 られ た知見か ら , 筆者は糖尿病に おけ る膵

癌の 増殖誘導機構 に 関する
一

つ の モ デ ル を提唱 す る . 図10 に 示

す よ うに
, 高血糖 に よ り A G E が 集積する と膵癌細胞に 発現 し

て い る R A G E を 介 し, P D G F- B 遺伝子 発現が誘導 され , 産生

され た P D G F- B が P D G F-β レ セ プ タ
ー

を 介 して オ ー ト ク リ ン

に 作用 す ると い うも の で ある . こ の モ デ ル に 従 え ば ,
上 記の 過

程 の どこ か の 段 階を断 ち切る こ と で 糖尿病合併例 に お ける膵癌

細胞 の 増殖 を阻止 , あるい は 軽減す る こ と も理 論 上可 能と 考え

る . 具 体的 に ほ , 高血 糖状態の 改善 ,
A G E 合成 ･ 蓄積の 防止 ,

ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドに よ る R A G E 遺 伝子 の ブ

ロ
ッ ク , 特異抗体に よ る P D G F- B の オ

ー ト ク リ ン 作 用 の 中和

と い っ た 手段 が 考え られ る .

結 論

糖尿病状態 で 促進的に 形成 され る A G E が 培義膵癌細胞の 増

殖に どの よ う に 影響する かを 検討 し,
以~｢F の 新知見を得た .

1 . 培養膵癌細胞 M i a P a C a-2 細胞の 増殖 は A G E の 濃度に

依存 して 促進 され た .

2 . A G E は M ia P a C a-2 細胞の P D G F, B m R N A レ ベ ル を

増 大 さ せ , 抗 ヒ ト P D G F- B B 抗 体 は A G E に よ る M i a

P a C a-2 細胞 の D N A 合成を ほ ぼ 完全 に 抑制 した .

3 . R A G E m R N A に 対す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド投与に よ り A G E の M i a P a C ar 2 細胞の D N A 合成促進 およ

び P D G F- B 遺伝子 発現誘導効果ほ ほ ぼ 完全に 抑制され た .

以上 の 結果よ り, A G E は培養膵癌細胞 M i a P a C a- 2 細胞 の 増

殖を誘導 し , こ の 増殖誘導に は R A G E を介す るオ ー ト ク リ ン

P D G F -B の 産生先進 を介するも の と結論 され た .

謝 辞

満 を終えるに あた り , ご指導とご校 閲を賜わ りま した恩 師小林健 一 教

授に 深甚なる謝意を表 します . また
, 終始直接 の ご指導 を賜 わりま した

金沢大学医学部生化学第二 講座の 山本 博教授に 心か ら感謝致 します .

さらに 御支援と御協力を頂 きま した金沢 大学 医学部内科 学第一

幕座なら



1 6 8

びに生化学第 二 講座 の皆様 に感謝致 し ます . なお 本論 文の 要旨の
一

部は

第5 回生体に お け る メ イ ラ
ー

ド反応の 意義研究会 (19 95 年 , 熊本) に お

い て発表 した .

文 献

l ) M ai ll a r d , L . C . : A c tio n d e s a cid e s a m i n e s s u r l e s

S u C r e S ; f o r m a tio n d e s m el a n oid i e s p a r v oie m e th o di q u e . C R .

A c a d . S ci .
,
1 5 4

,
6 6-6 8 (1 9 1 2) .

2 ) B r o w n l e e , M .
,
C e r a m i

,
A . & V l a s s a r a

,
H . : A d v a n c e d

gly c o s yl a ti o n e n d p r o d u c ts i n ti s s u e a n d th e b i o c h e m i c al

b a si s of d i a b eti c c o m pli c a tio n s . N . E n gl . J . M e d .
,
3 1 8

,

1 3 1 5 -1 3 2 1 (1 9 8 8) .

3 ) R a h b a r , S .

,
B l u m e n f e ld , 0 . & R a n n e y , H . M . :

S t u di e s o f a n u n u s u al h e m o gl o bi n i n p a ti e n t s w ith d ia b e t e s

m ellit u s . B i o c h e m , B i o p h y s . R e s . C o m m u n .
,
3 6

, 8 3 8-8 4 3

(1 9 6 9) .

4 ) M o n n i e r , V . M . : N o n e n z y m a tic g ly c o s yl a ti o n , th e

M aill a r d r e a ctio n a n d th e a gi n g p r o c e s s . J . G e r o n t ol . , 4 5 ,

B 1 0 5- B ll l (1 9 9 0) .

5 ) Y a m a gi $ h i , S . , H s u , C . C .
,
T a n i g u c h i , M .

,
H a r a d a

,

S .
,
Y a m a m o t o

,
Y .

,
O h s a w a

,
K .

,
l( o b a y a s h i , K . &

Y a m a m o t o
,
H . : R e c e pt o r- m e di a t e d t o xi city t o p e ri c y t e s o f

a d v a n c e d gl y c o s yl a ti o n e n d p r o d u c t s : a P O S Sibl e m e c h a ni s m

Of p e ri c y t e l o s s i n di a b e ti c mi c r o a n gi o p a th y . B i o c h e m .

B i o p h y s . R e s . C o m m u n . , 2 1 3 , 6 8 1
- 6 87 (1 9 9 5) .

6 ) M ik i , S . , K a s a y a m a , S . , M ik i
,
Y .

,
N a k a m u r a

,
Y .

,

Y a m a m o t o
,
M .

,
S a t a

,
B . & K i s hi m o t o

,
T . : E x p r e s si o n of

r e c e pt o r s f o r a d v a n c e d gly c o s yl a ti o n e n d p r o d u c t s o n r e n al

C a r Ci n o m a c elL s i n v itr o . B i o c h e m . B io p h y s . R e s . C o m m u n リ

1 9 6
,
9 8 4 -9 8 9 (1 9 9 3) .

7 ) E v e r h a r t , J ･ & W ri g h t , D ･ : D ia b e t e s m elli叫S a S a

ris k f a c t o r f o r p a n c r e a ti c c a n c e r . J . A . M . A .
,
2 7 3

,
1 6 0 5 -1 6 0 9

(1 9 9 5) .

8 ) B r a df o r d , M . M . : A r a pid a n d s e n siti v e m e th o d f o r

th e q u a n tit a ti o n of mi c r o g r a m q u a n titie s of p r o t ei n u tili zi n g

th e p ri n c ipl e of p r ot ei n-d y e b i n di n g . A n al . B i o c h e m .
, 7 2 ,

2 4 8-2 5 4 (1 9 7 6) .

9 ) N e e p e r , M .
,
S c h m i d t

,
A . M .

,
B r et t

,
J .

,
Y a n

,
S . D .

,

W a n g , F . , P a n
,
Y . C .

,
E lli st o n

,
K .

,
S t e r n

,
D . & S h a w

,

A
.
: C l o ni n g a n d e x p r e s si o n of a c e11 s u rf a c e r e c e p t o r f o r

a d v a n c e d gly c o s yl a ti o n e n d p r o d u c t s of p r o t ei n s . J . B i ol ,

C h e m .
,
2 6 7

,
1 4 9 9 8 -1 5 0 0 4 (1 9 92) .

1 0) B e t s h o lt z , C .
,
J o h n s s o n , A .

, H el di n , C . H . ,

W e s t e r m a r k
,
B .
,
L i n d

,
P .

, U r d e a , M . S
. , E d d y , R .

,

S h o w s
,
T . B

り
P hil p o t t , K .

,
M e1l o r

,
A . L .

,
K n o t t

,
T . J . &

S c o t t
,
J . : C D N A s e q u e n c e a n d c h r o m o s o m a l Lo c ali z a ti o n of

h u m a n pl a t el e t
- d e ri v e d g r o w th f a c t o r A

-

C h ai n a n d it s

e x p r e s si o n i n t u m o r c el1 1in e s . N a t u r e
,
3 2 0

,
6 9 5 -6 9 9 (1 9 8 6) .

1 1) R a t n e r , L .
,
J o s e ph s , S . F .

,
J & r r e tt

,
R .

,
R ei t z

,
M . S .

J r . & W o n g
- S t a al

,
F . : N u cle o tid e s e q u e n c e of tr a n sf o r m i n g

h u m a n c - Si s c D N A cl o n e s wi th h o m ol o g y t o pl a t el e t- d e ri v ed

g r o w th f a c t o r . N u cl ei c A cid s R e s . , 1 3 , 5 0 0 7 - 50 1 8 (1 9 8 5) .

1 2) C l a e s s o n
- W e l s h

,
L .
,
E ri k s s o n

,
A .

,
W e s t e r m a r k

,
B .

& H el d i n
,
C . H . : C D N A cl o n i n g a n d e x p r e s si o n of t h e

h u m a n AT ty p e pl a t el e t
-d e ri v e d g r o w th f a c t o r ( P D G F )

r e c e p t o r e s t a b lis h e s s tr u c t u r al si mi 1 a rit y t o th e B-t y P e P D G F

r e c e p t o r ･ P r o c ･ N atl ･ A c a d ･ S ci . U S A
,
86

,
4 9 1 7-4 9 21 (1 9 8 9) .

1 3) G r o n w a l d , R ･ G ･
,
G r a n t

,
F ･ J ･

,
H al d e m a n

,
B . A .

,

H a r t
,
C ･ E ･

･
0
,

H a r a
, P ･ J ･

, H a g e n , F ･ S ･
,
R o s s

,
R
り

B o w e n - P o p e , D ･ F . & M u r r a y , M . J . : C l o ni n g a n d

e x p r e s si o n o f a c D N A c o di n g f o r th e h u m a n pl a t el e t-d e ri v e d

gr o w th f a c t o r r e c e pt o r : e V id e n c e f o r m o r e th a n o n e r e c e p t or

Cl a s s ･ P r o c ･ N a tl . A c a d . S ci , U S A
,
8 5

,
3 4 3 5-3 4 39 (1 9 8 8) .

14) N o m u r a , M ･
,
Y a m a gi s h i , S .

,
H a r a d a

,
S .

,
H a y a s h i

,

Y ･
,
Y a m a s h i m a

,
T .

,
Y a m a s hi t a

,
J . & Y a m a m o t o

,
H . :

P o s sib l e p a r ti cip a ti o n of a u t o c ri n e a n d p a r a c ri n e v a s c ul ar

e n d o th eIi al g r o w th f a c t o r s i n h y p o xi a-i n d u c e d p r olif e r a tio n of

e n d o th eli al c e11 s a n d p e ri c y t e s . J . B i ol . C h e m .
,
2 7 0

,
2 8 31 6-

2 8 3 2 4 (1 9 9 5) .

1 5) S c a n l o n , K ･ J ･
,
O h t a

,
Y .

,
I s h i d a

,
H .

,
K iji m a , H .

,

O h k a w a
,
T .

,
K a m i n s ki

,
A .

,
T s ai

,
J .
,
H o r n g , G . &

K a s h a n i- S a b e t , M . : 0 1i g o n u c l e otid e- m e d i a t e d m o d ul a ti o n of

m a m m ali a n g e n e e x p r e s si o n , F A S E B J . , 9 , 1 2 8 8T1 2 96 (1 9 9 5) .

16) Y a m a gi s hi , S .
,
K o b a y a s h i , K . & Y a m a m o t o

,
H . :

V a s c ul a r p e rl C yt e S n O t O n ly r e g ul a t e g r o w th , b u t als o

p r e s e r v e p r o s t a c y cli n
-

P r O d u ci n g a bility a n d p r o t e c t a g ain st

lip id p e r o x id e
-i n d u c e d i nj u r y of c o- C ult u r e d e n d o th eli al c ells .

B io c h e m . B i o ph y s . R e s . C o m m u n . . 1 9 0
,
41 8-4 2 5 (1 9 9 3) .

1 7) C h o m c z y n s k i , P . & S a c c h i
,
N . : S i n gl e- S t e p m et h o d

Of R N A is ol a tio n b y a cid g u a,n idi n i u m thi o c y a n a t e- ph e n oト

C h l o r o f o r m e x t r a c ti o n . A n al . B i o c h e m .
,
1 6 2

, 1 5 6-1 5 9 (1 9 8 7) .

18) W a n g , A . M .
.
D o yl e , M . V . & M a r k

,
D . F . :

Q u a n tit a ti o n of m R N A b y th e p oly m e r a s e c h ai n r e a c ti o n .

P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
8 6

,
9 7 1 7 -9 7 2 1 (1 9 8 9) .

19) H e ld i n , C . H . & W e s t e r m a r k
,
B . : P la t el e t- d e ri v e d

g r o w th f a c ,t O r : m e C h a ni s m of a c ti o n a n d p o s sib l e i n vi v o

f u n c ti o n . C e ll R e g ul . , 1 , 5 5 5-5 6 6 (1 9 9 0) .

2 0) H a r t , C . E .
,
F o r st r o m

,
J . W .

,
K e ll y , J . D .

,
S eif e r t

,

R . A .
,
S m it h

,
R . A .

,
R o s s

,
R .

,
M u r r a y , M . J . & B o w e n -

P o p e , D . F . : T w o cl a s s e s o f P D G F r e c e p t o r r e c o g niz e

d iff e r e n t is of o r m s of P D G F . S ci e n c e
,
2 4 0

,
1 5 2 9-1 5 3 1 (1 9 8 8) .

2 1) M u r p h y , R . & S mi t h , F . H . : A b n o r m al c a r b o h y d r a te

m e t a b olis m i n p a n c r e a tic c a n c e r . M e d . C li n . N o r th . A m .
,
4 7
,

3 9 7 (1 9 6 3) ,

2 2) N o y , A . & B il e zik i a n
,
J . P . : D i a b et e s a n d p a n c r e atic

C a n C e r : Cl u e s t o th e e a rly dig n o sis of p a n c r e a tic m alig n a n c y ･

J . C li n . E n d o c ri n ol . M e t a b . , 7 9 , 1 2 2 3 -1 23 1 (1 9 9 4) .

2 3) S m i th , J . J .
,
D e r y n c k , R . & K o r c

,
M . : P r o d u c tio n of

t r a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r a i n h u m a_ n P a n C r e a tic c a n
c e r

C ell s : e Vid e n c e f o r a s u p e r a g o ni s t a u t o c ri n e c y c le . P r o c ･

N a tl . A c a d . S ci . U S A
,
8 4

,
7 56 7- 7 5 7 0 (1 9 8 7) .

2 4) O h m u r a , E .
,
O k a d a

,
M .

, O n o d a , N .
, K a m i y a , Y . ,

M u r a k a mi
,
H .

,
T s u s h i m a

,
T . & S hi z u m e

,
K . : I n s uli n-1ik e

g r o w th f a c t o r I a n d tr a n sf o r m i n g g r o w th f a c t o r a a s

a u t o c ri n e g r o w th f a c t o r s i n h u m a n p a n c r e a ti c c a n c e r c ell

g r o w th . C a n c e r R e s
リ
5 0

,
1 0 3 -1 0 7 (1 9 9 0) .

25 ) B e a u c h a m p , R .
D .

, L y o n s , R . M .
,
Y a n g , E . Y ･

,

C o ff e y , R ･ J ･ J r . & M o s e s
,
H . L . : E x p r e s si o n of a n

d



後期糖化反応生成物 に よ る膵癌細胞 の 増殖促進機構

r e s p o n s e t o g r o w t h r e g u la t o r y p e p tid e s b y t w o h u m a n

p a n c r e a ti c c a r ci n o m a c ell li n e s ･ P a n c r e a s , 5 , 36 9-3 8 0 (1 9 9 0) .

2 6) K i r s t e i n , M ･
,
B r e tt

,
J
リ
R a d o ff , S .

,
O g a w a , S .

,

S t e r n
,
D ･ & V la s s a r a

･
H ･ : A d v a n c e d p r o t ei n gly c o s yl a tio n

i n d u c e s t r a n s e n d o th eli al h u m a n m o n o c y t e c h e m ot a xis a n d

s e c r e ti o n of pl a t el e トd e ri v e d g r o w th f a c t o r : r Ol e i n v a s c ul a r

d is e a s e of d ia b e t e s a n d a gi n g . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A .

8 7
,
9 0 1 0-9 0 1 4 (1 9 9 0) .

2 7) K ir s t e in , M ･
,
A s t o n

,
C .

,
H i n t z

, R . & V l a s s a r a
,
H . :

R e c e p t o r- S P e Cific i n d u c ti o n of i n s u li n -1ik e g r o w th f a c t o r l i n

h u m a n m o n o c y t e s b y a d v a n c e d gly c o s yl a ti o n e n d p r o d u c t
-

m
-

O difi e d p r o t ei n s ･ J ･ C li n ･ I n v e s t . , 9 0
,
43 9-4 4 6 (1 9 9 2) .

2 8) S c h m i d t , A ･ M ･
,
H o ri

, 0 . , B r e t t
,
J .
,
Y a n

,
S . D .

,

W a u ti e r
,
J ･ L ･ & S t e r n

,
D ･ : C e ll ul a r r e c e p t o r s f o r a d v a n c e d

gly c ati o n e n d p r o d u c t s . I m pli c ati o n s f o r i n d u c ti o n of o x id a n t

Str e S S a n d c e11 u l a r d y sf u n c tio n i n th e p a th o g e n e sis of

1 6 9

V a S C u l a r l e si o n s ･ A rt e ri o s cl e r ･ T h r o m b
り
14
,
1 5 21-1 5 2 8 (1 9 9 4) .

2 9) B a a s ･ A ･ S ･ & B e r k
,
B ･ C ･ : D iff e r e n ti al a c ti v a ti o n of

m it o g e n
-

a C ti v a t e d p r o tei n ki n a s e s b y H 2 0 2 a n d O 2- i n

V a S C u la r s m o o th m u s cI e c ells ･ C ir c . R e s .
,
7 7 , 2 9 -3 6 (1 99 5 ) .

3 0) S t a r k s e n
,
N ･ F ･

,
H a r s h

,
G ･ R ･ Ⅳ

, G i b b s
,
V . C . &

W illi a m s ･ L ･ T L : R e g ul a t e d e x p r e s si o n of th e pl a tel e t-d e ri-
V e d g r o w th f a c t o r A c h ai n g e n e i n m i c r o v a s c ul a r e n d o th e上i al

C ell s ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･
,
2 62

,
1 4 3 8l- 1 4 3 84 (1 9 8 7) .

3 1) S u z u k i ･ M ･
, As pl u n d , T t

,
Y a m a s h it a

,
H .

,
H e ldi n

,
C .

H ･ & H eld i n
,
P ･ : S ti m u la ti o n of h y al u r o n a n bi o s y n th e si s b y

Pl a t el e t-d e ri v e d g r o w th f a c t o r- B B a n d tr a n sf o r m l n g g r O W th

f a c t o r-β1 i n v oI v e s a c ti v a ti o n of p r o t ei n ki n a s e C , B i ｡ C h e m .

J リ 3 0 7 , 8 1 7 -8 2 1 (1 9 9 軋

3 2) Z u k e r ･ M ･ & S ti e gl e r , P ･ : O p ti m al c o m p u t e r f oldi n g

Of l a r g e R N A s e q u e n c e s u si n g th e r m o d y n a mi c s a n d a u xili a r y

i nf o r m atio n s ･ N u cle ic A cid s R e s . , 9 , 1 3 3-1 4 8 (1 9 81) .

A d v a n c e d G l y c a ti o n E n d p r o d u ct s ･i n d u c e d S ti m u l ati o n o f P a n c r e a ti c C a n c e r C ell G r o w t h is M e di at e d b y T h ei r
R e c e p t o r a n d A u t o c ri n e Pl at el e t q D e ri v e d G r o w t h F a ct o r ･ B Y as uh i k o Y a m a m o to

,
D e p ar t m e nt Of I n t e m al M e di ci n e

(I) , S c h o oI of M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v er si ty , K a n a z a w a 92 0
-

J . J u z e n M e d S ∝ .

,
1 0 5

,
1 6 2 -

1 6 9 ( 1 9 9 6)

K e y w o r d s a d v an C ed gl y c ati o n e n d p r o d u c ts ( A G E) , r e C e p t O r f b r A G E ( R A G E) , p a n C r e a tic c a n c e r , a n ti s e n se olig o -

d e o x y ri b o n u cl e otid e s , p l atele t
- d e ri v e d g r o w th f a ct or ( P D G F)

E fft cts of ad v a n c e d gly c ati o n e n d p r o d u ct s ( A G E) o n th e g r o w th of M i a P a C a - 2 c ell s , a h u m a n p a n c re atic c a n ce r c ell
li n e

,
W e r e in v e sti g a ted ･ A G E -b o vin e s e ru m al b u mi n ( A G E - B S A) w e r e fo u n d to sti m ul a te D N A s y nth esis i n M i a P a C a - 2

C ell s i n a d o s e - d e pe n de nt m a n n er a n d t o s l g ni丘c an tly i n c re as e th e v i ab l e c ell n u m b e r ･ E vid e n c e th at p l a tel e t - d e ri v e d g r o w th

fa ct o r - B ( P D G F - B ) m e d iate s th is a c ti o n w as o bt ai n e d: A G E u p r e g ul a te d th e l e v el o f th e P D G F - B m R N A
,
a nd an ti b o d ie s

ag a l n St P D G F
- B B e ff ici e ntl y n e ut r ali z e d th e A G E

-i nd u c e d D N A sy n th e sis ･ An ti s e n s e olig o n u cl e otid e s c o m p l e m e n ta ry t o

m R N A c od i n g f o r A G E r e c e p t o r w e r e f o u n d t o r e v e r s e c o m pl e tel y b o th th e A G E - i n d u c e d D N A sy n th e si s a n d th e

u p r eg ul ati o n o f P D G F - B g e n e e xp re s si o n ･ T h e se r e s ult s i n di c ate th a t A G E a c ti o n w o ul d b e re c e p t o r
- m e d i at ed a n d th at th e

A G E lig a n d - r e C e p t Or i n te ra c ti o n s c a n ta k e a cti v e p a r t i n th e p r o g r es si o n o f p a n c r e a ti c c a n c e r th r o u g h a n a u to c ri n e a c ti o n

P D G F - B .


