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培養 ヒ トメ サ ン ギ ウ ム 細胞 お よ び ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 に お け る

単球走化性因子 の サ イ ト カ イ ン誘導性産生 と

チ ア ゾリ ジ ン系薬剤 に よ る そ の 抑制

金沢大学 医学部 医学 科内科学第
一 講座 ( 主任: 小林 健

一

教授)

横 山 将 嘉

糖 尿病,
肥満

,
脂質代 謝異常, 高血 圧な ど に お けるイ ン ス リ ン抵抗性 は腎硬化症 や動脈硬 化症 の 危険国子 と 考え られ て

お り
, 糖尿 病 治 療 の 標 的 の

一

つ で あ る . メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 や 血 管 内 皮細 胞 の 産 生 す る 単 球 走 化性 国子 ( m o n o cy t e

c h e m o a ttr a c ta n t p o rt ei n - 1
,
M C P -1) は単球 の 遊 走活性 を介 して動 脈硬化と腎硬化症 の 発症 に重 要な役割を担 っ て い る ･ 近年

,

イ ン ス リ ン 感受性増強作用を有する トロ グ リ タ ゾ ン は イ ン ス リ ン 抵抗性 の 改善に よ り動脈硬化や 糖尿病血管障害の 進展 を抑止

しう る こ とが 報告 され て い る . しか しなが ら
,

ト ロ グリ タ ゾ ン が 血 管構成細 胞に 直接的 に作用 し
, 腎硬化症を含 む動脈硬化症

の 進展 を抑制 L うる か どう か は 明確 で は ない . 本研 究で は
!

ヒ ト メ サ ン ギ ウ ム 細胞 (h u m an m e S a n gi al c ell s
,
H M C ) お よ び ヒ

ト臍帯静脈 内皮細胞 m u m an u m bili c al v ei n e n d o th eli al c ell s
,
H U Ⅷ C) の 培養 にお ける サ イ トカ イ ン 誘導性 の M C P -1 産生 に お よ

ぽ す トロ グl) タ ゾ ン の 効果 を検討 した . H M C と H U V E C を5
,

5 0 ま た は 50 0 n g/ m l の 施療壊死 因子-

α (tu m o r n e c r o si s f a ct o r
.

α
,
T N F 一 α) 存在下 で

,
1 ま た は10 FL M の トロ グ リ タ ゾ ン 存在下 , 非 存在 下の 培 地で 24 時 間培養 し,

H M C や H U V E C か ら分

泌 さ れ た M C P -1 量 を測定 した. イ ン ス l) ン 抵抗性 状態や 動脈硬化 巣で 上 昇す るT N F -

α は 容量依存性 に H M C や H U V E C か ら

の M C P ,1 産生を促進 した . H M C で は M C P - 1 産生は コ ン ト ロ
ー ル に比 しT N F p

α 刺激 に より55 倍 に増加 した ･ ト ロ グリ タ ゾ ン

は容量依存性 にT N F - a 誘導性 M C P -1 産生を抑制 し, 1 0 FL M の トロ グ 1) タ ゾ ン で は4 9 ･3 % に抑制 した ･ H U V E C で は M C P -1 産

生 は コ ン ト ロ ー ル に 比 しT N F -

α 刺激 に より119 倍 に増加 し た . トロ グ 1) タ ゾ ン は 容量依存性 に M C P - 1 産生を抑制 し, 1 0 FL M

の ト ロ グリ タ ゾ ンで は19 .4 % に抑制 した .
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解析で は

,
H M C お よび E m C に お い て ト ロ グリ タ ゾ ン はT N F α

利敵 に より増 加 した M C P - 1 m R N A レ ベ ル を抑 制 して い た ･ ト ロ グリ タ ゾ ン の 分子構造 は ク ロ マ ン 環 とチ ア ゾリ ジ ン環 か ら 成

り立 っ て い る . ク ロ マ ン 環をも つ ア ル フ ァ
ー ト コ フ ェ ロ ー ル や

,
チ ア ゾ リ ジ ン 環 は も つ が ク ロ マ ン 環は もた ない ピオ グリ タ ゾ

ン は
,

とも に T N F L
α 誘導性 M C P - 1 産生 を抑 制 した こ とか ら

,
M C P -1 産生 におけ る トロ グリ タ ゾ ン の 抑 制効果は タ ロ マ ン 環と

チ ア ゾ リ ジ ン 環 の 両者 に 起因す る もの と考 え る , 今 回の 研究 は チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤 が 内皮 細胞 や メ サ ン ギ ウ ム 細胞 か らの

M C P _1 産生 を抑制す る こ と に よ っ て動脈硬化症や 腎硬化症 の 進展 を抑 止 しう る可 能性 を示唆する
･

K e y w o r d s m o n o c y t e ch e m o at t r a c t a n t p r o t ei n
- 1

,
t r O g lit a z o n e

,
t h i a z olid in e d i o n e

, P e r O X is o m e

p r olif e r at o r - a C tiv at e d r e c e p t o r -

γ ,
ath e r o s cl e r o si s

近乳 糖 尿柄
,

肥i乳 脂質代謝異常, 高血 圧 な どを含有す る

イ ン ス リ ン抵 抗性症 候群
1)
は 2 型糖尿 病の 成因 と し て ば か りで

は なく
,
高イ ン ス リ ン 血症 や 高脂 血 症を伴 い

,
腎硬化症 を 含む

動脈硬化症 の 重要 な要因と な っ て い る こ と が 明ら か に さ れ つ つ

あり
2 卜 4)

,
そ れ ら の 改善 は動脈硬化 の 発症 ･ 進展 の 抑止 と い う

観点か ら糖尿病治療 の 大 きな目標 と な っ て い る
5)

.

単球走化性因子 ( m o n o c y te ch e m o attr a c t a n t p r o t ei n
-1

,
M C P -1)

は 19 8 9 年 に 精製
6)
お よ び ク ロ ー ニ ン グ

7)
され た塩 基性 蛋白 で ,

単 球 に対 し て特異 的な 遊走活性化作用を示す . 単球や マ ク ロ フ

ァ
ー

ジの 糸球体 内へ の 浸潤は細胞外 マ トリ ッ ク ス の 増大や 糸球体

硬化 の 進展 に 関与 して お り, 腎硬化症 や糖尿 柄性腎症の 病初期

に 認め ら れ て い る
8) 9)

. ま た
, 単 球や マ ク ロ フ ァ

ー ジ の 血 管内

皮 下 へ の 遊 走 ･ 浸潤も粥状硬化 の 病初期に 認め ら れ
,

こ う した

病 巣に M C P -1 が 過剰発現 して い る こ とが 報告 さ れ て い る
1 0) 1ニり

さ ら に ,
M C P - 1 は 単球 ,

マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 線 維芽細 胞,
メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞,
血 管 内皮細胞

,
血 管平滑 筋細胞 な どか ら 産生

さ れ
7) 14 )1 5)

, 動脈 硬 化病巣形成 の 初期段 階 に重 要 な役割 を 担 っ

て い ると 考え られ て い る
.

近乳 イ ン ス リ ン 感受性増強作用 を 有す る チ ア ゾリ ジ ン 誘導

体 ( ト ロ グ リ タ ゾ ン や ピ オ グ リ タ ゾ ン) が 臨床応用 さ れ
,

イ ン

平成1 2 年11 月 8 日受付, 平成1 2 年12 月 5 日受理

A b b r e vi atio n s : F B S
,
f et al b o vi n e s e ru m ; H M C

,
h u m an m e S a n gi al c ells ; H U V E C

,
h u m a n u m bili c al v ei n e n d o th eli al

c ells; L D L , l o w d e n sit Y lip o p r o t ein ; M C P - 1 ,
m O n O C y t e C h e m o att r a ct a n t p r o t ei n - 1; N F L

K B , n u Cl e a r f a c t o r -k a p p a B ;

P K C , p r O t ei n ki n a s e C ; P M A , p h o rb ol 1 2 - m y ri st at e 1 3 - a C et at e; P P A R γ , P e r O Xis o m e p r olif e r at o r - a C tiv at e d r e c e p t o r γ;

T N F - α
,
t u m O r n e C r O Sis f a ct o r - a



チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤に よ る 単球 走化性 因子 の 抑制

ス リ ン 抵抗性改善 に よ る高血 糖や 高脂血症 の 是正 に より , 動脈

硬化症 の 発症や 進展 を抑 止 しう る可 能性が 示唆さ れ て い る
16)

･

･

トロ グ リ タ ゾ ン は チ ア ゾ リ ジ ン 頓と どタ ミ ン E 骨格 と類似 の ク

ロ マ ン 環か ら構成され て おり (図1 ,朗 , 近年 この ク ロ マ ン 環が 抗

酸化作用を発揮 し
,
脂質 の 酸化を抑制する こ とが 報告 され

17 )1 8)
,

抗酸化作用 に よ る 抗動脈硬化作 用が 注目 さ れ て い る ･ しか し ,

血管内皮細 胞や メ サ ン ギ ウム 細胞に 直接 的 に作用 し
,

抗動脈硬

化作用 を発揮 する か に つ い て は不明で あ る ･

そ こ で 本研究で は
,

まずイ ン ス リ ン 抵抗性状態や 動脈硬化巣

で産生が克進 して い る炎症性サ イ ト カイ ン が メ サ ン ギウ ム 細胞

およ び 血 管 内皮 細胞 に お ける M C P -1 の 発現 誘導に お よ ぼ す影

響を検 討 し た . 次 に M C P - 1 発 現 お よ び 産生 の 抑制 を腎 硬 化

症 ･ 糖尿病性腎症 お よ び粥状硬化症 の 発症 ･ 進展 に対す る抗動

脈硬化作用 の 指標 の
一

つ と位置づ け
,

チ ア ゾ リ ジ ン 誘導 体が メ

サ ン ギ ウ ム 細胞や 血 管内皮細胞 か らの M C P -1 発 現お よ び 産生

を抑 制 す る か に つ い て 検 討 した . さ ら に ト ロ グ リ タ ゾ ン が

M C P -1 産生 に対 する抑制作用を有す るな ら
,

そ の 効果 はチ ア ゾ

リ ジ ン 環 に由来す るもの か
,

あ るい はク ロ マ ン 環 に よ る抗酸化

的効果 に由来す るもの なの か に つ い て
,

ク ロ マ ン 環を有す る ア

ル フ ァ
ー

トコ フ ェ ロ ー ル ( 図1 - B) ,
お よ び ク ロ マ ン 環を有 して

い な い チ ア ゾリ ジ ン 誘導体で ある ピ オ グリ タ ゾ ン (図1 - C ) の 作

用と ト ロ グリ タ ゾ ン の 作用 を比 較する こ と に より検討 した ･

材 料お よ び方法

Ⅰ . 細 胞

ヒ トメ サ ン ギ ウ ム 細胞 Ol u m an m e S a n gi al c ell s
,
H M C) お よび

ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 O l u m a n u m bili c al v ei n e n d o th eli al c ell s
,

A

C h r o m a n rl n g

( α 一丁o c o p h e r o l)
+

+ +

十

C H 3

H 3 C
C H 3

とH 2 0 ⑳ c

翫
0

0
'

l J

T h i a z olidi n e ri n g

C H 3

ニ2 0 ◎ C H 2C H 2 0 ⑳ c H 2

㌢ピ
り ハ _ 0

0
■

F i g . 1 . T h e s t r u c t u r e o f t r o gli t a z o n e
,

α -t O C O p h e r o l a n d

pi o glit a z o n e . (A ) T r o g li t a z o n e , ( B ) P i o glit a z o n e
, ( C) α -

to c o p h e r ol .
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H U V E C ) はク ロ ネ テ イ ク ス (S a n D i e g o
,
U S A) か ら購 入 した ･

H M C は 5 % の 牛 胎 児 血 清 (f e t al b o v i n e s e r u m
,
F B S ) ,

5 0 m g/ m l ゲ ン タ マ イ シ ン
,
5 0 /L g/ m l ア ン ホ テ リ シ ン B を含 む

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞基礎培地 (Cl o n e ti c s C o r p) にて
,

H U V E C は

2 % の F B S と5 0 m g/ m l ゲ ン タ マ イ シ ン
,

5 0 /L g/ m l ア ン ホ テ リ

シ ン B を含む 内皮細胞 基礎培地 (Cl o n e ti c s C o rp) に て5 % C O 2

気相下 で 維持 し た .
H U V E C は実験時 に は F B S 濃 度を0 .4 % と

した ｡

Ⅰ . M C P - 1 刺激 因子 お よび薬剤 の添加

細胞 は5 か ら8 継代の もの を本研究 に便用 し, 細胞 を12 穴の

ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ (C o s ta r
,

Pl e a s a n t o n ,
U S A ) に 各穴2 ×

10
4

個播種 し
, 細胞 の 接着を確認 した うえで 各ク ラ ス ダ

ー

デ ィ

ッ シ ュ の 培 地を交換 し
,
2 4 時間培 養 し た . その 後 各過度 (5 ,

5 0
,

5 0 0 n g/ m l) の 膿瘍壊死因子T α (tu m o r n e c r o si s f a c to r
- α

,

T N F - α)(E n d o g e n , C a rb ri d g e
,
M A ) と 1 また は10 FL M の トロ グ

リ タ ゾ ン
,

10 〃M の ピオ グリ タ ゾ ン (三 共
, 東京) ,

1 0 〃M の ア

ル フ ァ
ー ト コ フ ェ ロ ー ル (和光

, 東京) を添加 し,
2 4 時間まで

培養 し た . そ の 後, 各穴の 培養上 浦 を採取 し , 解析 に便用する

まで - 2 0 ℃ で 保存 した .

∬L 生細胞数の 算定

細 胞を12 穴の ク ラ ス タ ー デ ィ ッ シ ュ に播種後0 .2 5 % の トリ

プ シ ン で分散
,

回収後,
0 .1 7 % 匝/可 の 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 トリ バ ン プ ル ー 染 色さ れな

い 生珊胞数を算定 し た .

Ⅳ . M C P ･ 1 蛋白濃度解析

細胞上 演中の M C P - 1 蛋白濃度を酵 素結合 に よ る 免疫吸着法

を用 い た E LIS A キ ッ ト ( H u m a n M C P -1 I m m u n o a s s a y ,
R & D

s y st e m
,
U S A ) に て解析 した . すな わ ち

,
M C P -1 に対 する ラ ッ

ト の モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 96 穴 の プ レ ー

ト に 各測定サ ン プ ル を200 〃l ず つ 注 入 し
,

2 時 間常温放置 し た ･

次 に 各穴の サ ン プ ル を除去 し
,

P B S で4 回洗浄 し た後, 各穴 に

M C P -1 に対す る ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ 標識の ポ リ ク ロ

ー

ナ ル 抗 体を

20 0
′
′ノl ず つ 投 与 し

,
1 時間常温 放置 し た ･ 再 び各穴の 内容 液を

排 除 し,
P B S で 4 回洗浄 した 後, 結 合し た抗体 に 対する 発色基

質液 ( ハ イ ドロ ゲ ン ペ ル オキ シ ダ ー ゼ + テ トラ メ チ ル ベ ン ジ ジ

ン) 20 0 〃1 を注 入 し た .
2 0 分 衡 2 N の 硫酸5 0

.

′∠l 投 与に て 発色

反応 を停_
ll二させ

,
4 5 0 n m の 波 長に対 する吸 光度を マ イ ク ロ プ レ

ー

ト リ
ー ダ ー

(C o n o n a
,

茨城) に て 測定 した . M C P -1 蛋白濃度

はp r o t ei n a s s a y k it (P i e r c e
,
R o c kf o r d

,
II) を用い

, 全細胞盛白蓮

で補正 し た .

Ⅴ . 総 R N A の 分離

7 5 c m
2
の フ ラ ス コ で培 養 し

,
コ ン プ ル エ ン ト に達 した H M C

を5 % F B S と50 0 n g/ m l T N F - α を 含む メ サ ン ギ ウ ム 細胞基礎

地 にて
,

1 0 〃M の ト ロ グ リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非 存在'■卜で6 時間

培養 し た . 上 浦 を 除去 し, 培養祁胞 衣面 をP B S で 3 回洗 浄後,

I s o g e n ( ニ ッ ポ ン ジ ー ン
, 東京) を用 い た イ ソ ナ オ シ ア ン 醸 グ

ア ニ ジ ン 塩化 フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル ム 法
1 9)

に て 総 R N A を摘

出精 製 した . す なわ ち,
1 フ ラ ス コ 当 たり3 m l のI s o g e n を加え

珊 胞を融 取 回収 し , 室温で 5 分 間放 阻 私 0 .6 m l の ク ロ ロ ホ

ル ム を加えて 激 しく振返 し た . 室温 ,
1 2 0 0 0 × g に て15 分 間遠

心後,
｣ 二滴 を 回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を1 .5 m l 加え室温で 5 分

放置 し
,

4 ℃
,
1 5 0 0 0 × g 60 分間の 遠心 に て m A を沈澱 させ た ･

沈 澱 物 を7 5 % エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し乾 燥 後 ,
純 水 で 溶 解 し

260 n m の 吸光定量を行い 至過渡度 に調整 した .
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Ⅵ . ノ
ー

ザ ン プロ ッ ト解析

M C P ,1 c D N A の 第25 6 -2 8 5 b p に 相補 的な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド
,

5 ㌧ T T G G G m G C T T G T C C A G G T G G T C C A T G G A q 3
'

( ダラ

イ ナ
ー

ジ ャ パ ン
,

束京) を M C P 蠣1 検出用 プ ロ ー ブ と し て用 い
,

対照 と し て の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド3 - リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ
ー

ゼ

′G A P D H ) c D N A の 第34 0 - 3 5 9 b p に 相補 的な オ リ ゴ ヌ ク レ オチ

ド,
5

,

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

( ダ ライ ナ
ー

ジ ャ パ ン
,

東京) をG A P D H 検 出用 プ ロ ー ブ と し て用い た
2 (-卜 2 り

. プ ロ ー

ブ

は D N A 5
,

末端標識 キ ッ ト (宝酒造, 京都) と 【γ
-

32
p】 ア デ ノ シ

ン 三 .) ン醸 即E N R e s e a r c h P r o d u ct
,
B o s t o n

,
U S A) を用 い て標

識 し た , 1 叫 g の 繚 R N A を1 .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 固定 した
.

つ い

で フ ィ ル タ ー

に5 0 % ホ ル ム ア ミ ドを含む ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ

ョ ン 溶液 ( O n c o r
,
I n c . G ai th e r s b u r g ,

U S A ) で 42 ℃
,

6 時 間プ レ

ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン後,

3 2
p 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ロ

ー ブを 添加 し
,
4 2 ℃ ,

2 4 時間 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 を2 × S S C
,

1 ×

(

u

苛
1
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盲
u

こ
･

d

U
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】n c u b ati o n Tj m e (h r)

Fi g . 2 . T i m e c o u r s e o f T N F - α -i n d u c e d s o l u b l e M C P - 1

s e c r e ti o n 血
･

O m h u m a n m e s a n gi al c ell s . R e s ult s a r e th e 豆 ±

S E M o f tri pli c a te v al u e s f r o m th r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･

C o n t r o l (○) ,
T N F -

α al o n e ( ●) .

*

p < 0 .0 1
,

* *

p < 0 .0 0 5
,
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ぎ
も
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ご
d
O

≡
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Fig . 3 . E ff e c t s o王 t r o glit a z o n e o n T N F - α qi n d u c e d M C P - 1

s e c r e ti o n fr o m h u m a n m e s a n gi al c ell s . T r o gl it a z o n e ( T r o) at a

d o s e of l O F L M si g nifi c a n tl y r e d u c e d T N F - α (5 0 0 r 5 0 0

n g / m I) -

S ti m ul at e d M C P ･1 s e c r e ti o n 血
･

O m h u m a n m e s a n gi al

c ell s aft e r 2 4 h o f i n c u b a ti o n
.

R e s ul ts a r e th e 富 ±S E M o f

tri pli c a t e v al u e s f r o m th r e e s ep a r a t e e 甲 e ri m e n t s ･

*

p < 0 ･0 0 5
,

･ * *

p < 0 .00 1 v s .
T N F - α al o n e .

S S C : 0 ,
1 5 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム

,
0 .0 1 5 M ク エ ン 酸 ナ ト 1) ウ ム/

0 .1 % ドデ シ ル 硫酸 ナ トリ ウム) を用 い て室温 で2 0 分間洗浄し
,

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 . さ ら に バ イ オイ

メ
ー

ジ ン グ ア ナ ライ ザ
ー

F U J Ⅸ B A S l O O O (富士 フ イ ル ム) によ

り放射活性 を定量 し た .

Ⅶ . 統計学 的解析

測定値 は平均標準 偏差で 表示 し た . 群間 の 平均値 の 有意差検

定 ほS c h eff e
,

s F 分散分析で 行 い
,

P < 0 ,0 5 を統 計学的 に有意とみ

な した .

成 績

Ⅰ . T N F ･

α に よ る M C P - 1 の 産生誘導

500 n g / m l の T N F - α 存 在下 で H M C を24 時間培養 した結 乳

細胞 上宿 中の M C P - 1 濃度は 時間依存性に増加 した (図2) . T N F

α 無添加 の コ ン ト ロ ー ル で は M C P -1 濃度の 上 昇 は ほ と ん どみ

られ な か っ た . ま た24 時 間で の 検討 で は T N F ･ α は M C P -1 産生

に対 し
,

0
-

5 0 0 n g/ m l の 範囲 で 濃度 依存性 で あ っ た (図3) .

一

方
,

5 0 0 n g/ m l の T N F l α 存在下 で H U V E C を24 時 間培養 した結

果
,

細胞上 清 中の M C P - 1 濃度 は H M C と 同様 に時 間依存性 に増

加 し た (図4) . ま た
,
2 4 時 間で の 検討で は T N F - α は M C P -1 産

生 に対 し
,

0 - 5 0 n g/ m l の 範囲で濃度依存性 で あ っ た (図5) .

Ⅰ . H M C に お け る ト ロ グリ タ ゾン に よ る M C P ･ 1 蛋白 の産

生抑制

メ サ ン ギ ウ ム 細胞 に お い て M C P -1 産生 に対す る トロ グリ タ ゾ

ン の 抑制効果 を検討す るた め
,

T N F α (5 0 ま た は 500 n g/ m l) お

よ び1 また は 10
′
" M の トロ グ リ タ ゾ ン の 存在 下 , 非存在下 にて

H M C を 24 時間培 養 し, 培養 上 浦 中の M C P - 1 濃 度 を測 定 した

(図3) . 5 0 ま た は 500 n g/ m l T N F -

α 刺激 に よ り
,

M C P -1 産生 は

コ ン ト ロ
ー

ル に比 しそれ ぞ れ3 6 ま た は55 倍 に増 加 し た .
こ れ

に対 し
,

1 〃 M の ト ロ グリ タ ゾ ン は有意 な抑 制効 果をお よ ほさ

なか っ た が
,

1 0
,
L L M の ト ロ グ リ タ ゾ ン は

,
5 0 n g / m l の T N F - α

に よ る M C P - 1 産 生 を52 . 6 % に
,

また 50 0 n g/ m l の T N F -

α によ

るそ れ を49 .3 % に抑制 し た .

6 1 2 2 4

l n c u b ati o n Ti m e ( h r)

F i g . 4 . T i m e c o u r s e o f T N F -

α (5 0 0 n g / m l) -i n d u c e d s ol u bl e

M C P _1 s e c r e ti o n 血
･

O m h u m a n u m bili c al v ei n e n d o th eli al c ell s ･

T h e r e s ult s r e p r e s e n t th e 盲 ± S E M o f tripli c a t e v al u e s fr o m

申r e e s e p a r a t e e x p e ri m e n t s ･ C o n t r ol (○) ,

r

r N
,
F - a al o n e ( @ ) l

串

p < 0 .00 5
,

* *

p <0 .0 0 1 v s . C o n t r ol .
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チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤に よ る単球走化性因子の 抑 制

.肛
. Ⅰ‡ m C に お け る トロ グリタ ゾン に よ る M C P ･ 1 蛋白の

産生抑制

血 管 内皮 細胞 に お い て M C P - 1 産生 に 対す る トロ グリ タ ゾ ン

の 抑制効果 を検討す る た め
,

T N F -

α (5 ,
5 0

,
5 0 0 n g/ m l) お よ

び1 ま た は1 0 〃M の ト ロ グリ タ ゾ ン の 存在下
,

非存在下 に て

H M V E C を24 時 間培養 し
, 培 養上 宿中 の M C P - 1 濃度 を測定 し

た (図6) . T N F α に より コ ン ト ロ
ー ル の 79 倍 か ら119 倍 に増加

した M C P - 1 産生 に対 し
,

1 〃M の トロ グ リ タ ゾ ン は有意 な抑制

効果を示 さ な か っ た が
,

10 〃M の ト ロ グ リ タ ゾ ン は最大19 ･4 %

に抑制 した . なお
,

トリ パ ン ･ ブ ル ー 排泄 法 にて トロ グリ タ ゾ

ン が細 胞に 与え る毒性 の 有無を メ サ ン ギ ウム 細胞 お よ び 血管 内

皮細胞 に お い て 検討 した と こ ろ
,

ト ロ グリ タ ゾ ン 無添加群な ら

びに添加 群 と も生細胞数 は9 5 % 以 上 で あり
,

両群間 に有意 差

は認め られ なか っ た .

0002

000

(
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苫
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】

d

m

∈
も
u
)

T
d
O

≡

T N F - α( ng /m L) 0 5 5 0 5 0 0 5 5 0 50 0 5 50 5 00

T r ogl
lt a z o n e h M ) 0 0 0 0 1 1 1 1 0 10 10

F i g . 5 . E ff e c t s of t r o gli t a z o n e o n T N F - α -i n d u c e d M C P -1

s e c r e ti o n f r o m h u m a n u m b ili c al v e i n e n d o th el i al c ell s .

T r o glit a z o n e Cr r o) at a d o s e of l O /L M si g n i丘c a n tl y r e d u c e d

T N F l α (5 ,
5 0 0 r 50 0 n g/ m I) - S ti m u l at e d M C P -1 s e c r e ti o n h

'

O m

h u m a n u m b ili c a l v e i n e n d o th eli al c ell s a ft e r 2 4 h r o f

i n c u b ati o n . R e s ult s ar e th e 豆 ± S E M o f t ri pli c a te v al u e s 血
●

O m

th r e e s e p a r at e e x pe ri m e n t s .

*

p < 0 .0 5
,

* *

p < 0 -0 0 5 , †P <0 ･00 1

v s . T N F - α al o n e .

㌧

⊥
十

手 2 3

穣 繍 椒 一 - G A P D H

Fi g . 6 . N o rth e r n b l o t a n al y s e s o f M C P - 1 m R N A i n T N F -

α
-

t r e a t e d h u m a n m e s a n gi al c ell s .
T h e p r e s e n c e o f l O FL M

t r o g lit a z o n e r e d u c e d T N F - α -i n d u c e d M C P -1 m R N A

e x p r e s si o n . G A P D H m R N A w a s a n aly z e d a s a n i n t e r n al

c o n tr ol . L a n e l
,
C O n t r Ol; b n e 2

,
5 0 0 n g / m L T N F L

α ; I ･ a n e 3
,

5 0 0 n g/ m L T N F -

α 十 1 0 p M t rq glit a z o n e ･

3 7 5

Ⅳ . M C P _ 1 m R M 発更別こ対する トロ グリ タ ゾンの抑制効果

H M C お よ び H U V E C に お けるT N F - α 誘 導性 M C P -1 発現と
,

そ の トロ グ リ タ ゾ ン に よる 抑制機構を探 る た め
,

5 0 0 n g/ m l の

T N F - α お よ び10 /∠ M の トロ グ リ タ ゾ ン の 存在下 また は非存在

1 2 3 4

ゆ ■･ -

ゆ
･ ･

Fi g . 7 . N o r th e r n b l ot a n al y s e s o f M C P -1 m R N A i n T N F - α -

i n d u c e d h u m a n u m l〕ili c al v ei n e n d o th eli al c ell s . T h e p r e s e n c e

of l O iL M tr o gl it a z o n e r e d u c e d T N F -

α
-i n d u c e d M C P - 1 m R N A

e x p r e s si o n . A r r o w s i n di c a te th e r el a tiv e m ig r a ti o n of 2 8 S a n d

1 8 S R N A s r u n o n th e s a m e g el . U V t r a n sill u m i n a ti o n

d e m o n s tr a t e d e q u al q u a n titi e s of R N A a p pli e d t o e thi di u m

b r o m id e
-

S t ai n e d a g a r o s e g el O o w e r) . h n e l
,
C O n t r Ol; L a n e 2

,

5 0 0 n g/ m L T N F -

α ; L an e 3
,
10 FL M tr o glit a z o n e al o n e; L a n e 4

,

5 0 0 n g/ m L T N F - a + 1 0 / ∠ M tr o glit a z o n e ･

5 0
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5 0

1 0
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O

T N F - α(n g/ m L)

α
･T o c o p h e r ol( F M )

P1 0 glit a z o n e 仙M)

T ro g lita z o n e 恒M)

Fi g . 8 . E ff e c t s o f to glit a z o n e , pi o glit a z o n e a n d α
-t O C O p h e r ol

o n T N F -

α
-i n d u c ed M C P -1 s e c r e ti o n h

･

O m h u m a n m e s a n gi al

c ell s . T r o gli t a z o n e Cr r o) a t a d o s e of l O /L M s ig n ifi c a n tl y

r e d u c e d T N F - α (5 0 n g/ m L) -

S ti m ul a t e d M C P -1 s e c r e ti o n

f r o m h u m a n m e s a n gi al c ell s f o r a p e ri o d o f 2 4 h r v s ･

pi o glita z o n e (P i o) o r a
-t O C O p h e r ol 旺D ･ M C P -1 s e c r eti o n i s

e x p r e s s e d a s a p e r c e n t a g e of th e a m o u n t s e c r et e d b y v al u e s

fr o m 3 s e p a r at e e x p e ri m e n ts .

*
p < 0 .0 5

,

* *
p < 0 ･0 1

, †P < 0 ･0 0 5

v s . T N F - α al o n e
, †

-

｢ P < 0 .0 0 5 v s .
T N F - α + P i o glit a z o n e o r

T N F l a + α -t O C O p h e r ol .
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Di a b etic v a s c ul a r C o m plic ati o n s & A th e r o s cI e r o si s

F ig . 9 . T h e m e c h a ni s m o f th e i n hib it o r y e ff e c t s of tr o glit a z o n e

O n M C f L I p r o d u c ti o n .

下 に6 時間培 養 し
,

M C P - 1 m R N A 量 を ノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト解析

に て 検討 した . H M C で は
!

5 0 0 n g / m l T N F - α 漆加 に よ っ て

M C P - 1 m R N A 量は コ ン ト ロ ー ル の 約2 .0 倍 に増加 した . 1 0 F
L M

の トロ グリ タ ゾ ン はT N F q a に より誘導 さ れ た M C P -1 m R N A 量

を 73 % に 抑 制 し た ( 囲6) .

一

方 ,
H U V E C で は 50 0 n g / m l

T N F - α 添加 に よ っ て M C P - 1 m R N A 量は コ ン ト ロ ー

ル の 約9 ,3

倍 に 増加 した . 1 0 /∠ M の トロ グリ タ ゾ ン はT N 下-

α に より 誘導

され た M C P - 1 m R N A 量を34 % に抑制 した (国7) .

Ⅴ . トロ グリ タ ゾン の 分子構造内 の チ ア ゾリ ジン 環 お よぴ ク

ロ マ ン環の 構造 一 機能特異性

トロ グリ タ ゾ ン に よ る M C P - 1 産生抑制が チ アゾ リ ジ ン 環あ る

い はク ロ マ ン環 の い ずれ に 由来す るもの なの か を明 らか に する目

的で
,

トロ グリ タ ゾ ン
,

お よび ク ロ マ ン環を有さ ない チ ア ゾ リ ジ

ン系薬剤で ある ピオ グリ タ ゾ ン
, さ らに ク ロ マ ン環を有する ア ル

フ ァ ー トコ フ ェ ロ ー

ル がII M C で の T N F α に よ る M CP -1 蛋白の

誘導性 におよ ぼ す効果 を比較検討 した . 5 0 n g/ m l の m F α に よ

る刺激 にて 誘導され た M C P -1 蛋白を10 〃M の ア ル フ ァ
ー

ト コ フ

ェ ロ ー

ル は86 .3 % に
,

1 0 / ∠ M の ピオ グリ タ ゾ ン は77 .5 % に
,

そ

して10 /∠ M の トロ グリ タ ゾ ン は46 .8 % に抑制 した(図8) ･

考 察

脂肪組織か ら過剰 に分泌 され る T N F - α は
, 細胞 質内 の リ ン

酸化を含 む イ ン ス リ ン 受容体か ら の シ グナ ル 伝達 を抑 制 し
22)

,

さ ら に4 型糖輸送体 の 発現を抑制 して糖の 細胞 内へ の 取り込みを

抑え
,
イ ン ス リ ン 抵抗 性を引き起 こす可 能性が 示 され て い る

23)
.

チ ア ゾリ ジン 誘導体 は脂肪細胞 へ の 分化の 決定国子で ある ペ ル オ

キ シ ソ
ー

ム 増殖応答性受容体 ガ ン マ ー

b e r o x i s o m e p r olif e r a t o r
-

a cd v at e d r e c e pt o r
N

γ ,
P 比 良 γ) の 1

) ガ ン ドと して 作用 し
2 4)

,
脂

肪細胞を分化させ
,
脂肪細胞か ら の T N F α 産生を低下 させ る

25)
.

ま たチ アゾ リ ジ ン 誘導体 はリ ボ蛋白リ パ ー ゼ を活性化 し
,

中性

脂肪 の 分解を促進 し
,
糖尿病 に お ける月旨質代謝障害 を改 善 させ

る こ とが 知 られ て い る
2 6)

. ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ るイ ン ス リ ン 抵

抗性 の改善機構 と して
,
2 型糖 尿病患者 にお い て 骨格筋 で の 糖

利用を促進 し, 肝で の 糖新生 を抑制 し, 空腹時お よ び 食後の 血

糖値を低下 させ る こ と が 証明さ れて い る
27 )

. しか し近年 ,
2 型

糖尿病 にお い て の み ならず ,
イ ン ス リ ン依存型糖尿病 モ デ ル で

ある ス トレ プトゾ ト シ ン糖尿病 ラ ッ トに お い て も
,

トロ グリ タ

ゾ ン が 血管 内膜 の 過 形成を是正 させ る こ と
28)

や
, 糖尿 病性腎症

にお ける微量 ア ル ブ ミ ン 尿 を低 下 させ る こ と
2 9)

な どが 明ら か に

され た
.

こ う した ト ロ グリ タ ゾ ン の 効果 は
,

従 来か ら考えら れ

き たイ ン ス リ ン抵抗 性改善作用を介す る血 糖 降下作用や 脂質代

謝改善作用 に加 えて
, 血管を構成す る細胞 に 直接 作用する こ と

に よ る もの と准測 した
.

また
, トロ グ リ タ ゾ ン が 低比重リ ボ 蛋

白 O o w
- d e n sit y lip o p r o t ei n

,
L D l) の 酸化を抑 制す る こ とが 報告

され て い る こ と
17) 1 8)

か ら
,

こ う した
一 連の 効果 が抗 酸化作用に

よ る可能性 も考えた . これ ら の 知見 を踏ま えて
, 本研究で は ト

ロ グ リ タ ゾ ン が メ サ ン ギ ウ ム細胞 や血 管 内皮細 胞 に直接的 に作

用 し
,
抗動脈硬 化作用を発揮す る か に つ い て

,
動脈硬化病巣形

成の 初期段階 で 重要 な M C P -1 に 着日 し
8 卜 1 3)

,
そ の 抑 制機構を

検討 した
. そ の 結果

,
ト ロ グ リ タ ゾ ン は メ サ ン ギ ウ ム 細胞お よ

び 血 管内皮細 胞か ら の M C P -1 蛋白 産生 を m R N A レ ベ ル か ら抑

制 しう る こ と を明ら か に した . H M C で は m F α 非投与下 にお

い て も
,
1 0 FL M の ト ロ グリ タ ゾ ン は M C P -1 蛋白濃度 をコ ン ト ロ

ー

ル の 41 .5 % に抑 制 した . こ れ は培地 に使 用 した 血 清 に よ る

M C P - 1 産生促 進 作 用 の 抑制 と 考 え る . ま た H M C に お い て
,

T N F l α に よ る m R N A の 誘 導が 蛋 白量に 比 し低 か っ た 点 に つ い

て は
,
細胞 の 継代数 の 遠 い や

,
m R N A の 回収時 間な どが影響 し

た もの と考える .

本研 究で 得 られ た知見 をもと に
,
筆者は ト ロ グ リ タ ゾ ン によ

る M C P - 1 産生 の 抑 制機構 に つ い て
一

つ の モ デ ル を提唱 する
.

図9 に示 すよ う に T N F - α の 刺激 は プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ
ー

ぜ を介 して
30 )

, 高 グ ル コ ー

ス や ホ ル ポ
ー

ル ■ 1 2 - ミ リ ス テ
ー

ト ･ 13 - ア セ テ
ー

ト b h o rb ol 1 2 -

m y ri st a te 1 3 -

a C et a t e
,
P M A) によ

る刺激は プ ロ テ イ ン ･ キナ
ー

ゼ C (p r o tei n ki n a s e C
,
P K C) を 介

して 伝達 され
,

さ ら に こ れ らの シ グナ ル はそ の 後 合流 し
,
核 内

転写因子 JC B (n u cl e a r f a ct o r
-k a p p a B

,
N F -

K B ) に よ っ て M C P "1

発現 が 誘導 され る
3 1)

. 今回 の 研究 の 結果
,

ト ロ グ リ タ ゾ ン が

M C P - 1 発現を抑制 した こ と か ら ,
こ の 薬剤 が細胞 内の シ グナ ル

機構 ある い は 転写 因子 の 段 階 に作用 して い る 可能性 を考 えた .

ト ロ グリ タ ゾ ン の 分子構造は ク ロ マ ン環 と チ ア ゾ リ ジ ン 環か ら

成り立 っ て い る が
, 今回得 られ た抑制効果 が そ の どち ら に起因

して い るか は 明確 で は なか っ た . そ こ で ク ロ マ ン 環 をも つ ア ル

フ ァ
ー

トコ フ ェ ロ ー ル と ク ロ マ ン環 を もたず チ ア ゾリ ジ ン 環を

もつ ピオ グ リ タ ゾ ン を
,

両者を も つ トロ グ リ タ ゾ ン と比較する

こ と で 分子構造 に お ける作 用 の 相 違 に つ い て 検討 し た . 最近,

チ ア ゾ リ ジ ン 誘導体 はP P A R γ
の リ ガ ン ドと して 作用 し, 脂肪

細胞 の 分化を促 進 させ る
一 方で

,
N F -

〝 B を介す る種 々 の サ イ

ト カ イ ン 産 生 を 抑 制す る こ と が 明 ら か と な っ た
3 2)

. 従 っ て
,

M C P -1 の 抑 制は トロ グ リ タ ゾ ン に よ る N F - K B の 抑制 に よ っ て

説明で きる か も し れ な い (国9) . さ ら に
,

こ の サ イ ト カイ ン の

抑 制は ク ロ マ ン 環をも た な い チ ア ゾ リ ジ ン 誘導体で も認 め られ

て い る こ とか ら
3 2)

,
N F -

〝 B の 抑制効果 は チ ア ゾ リ ジ ン 環 に起

因 して い る か も しれ な い
｡ 今 回の 研 究の 結 果,

ピ オ グリ タ ゾ ン

は T N F - α 刺激 に よ る M C P - 1 産生を も抑制す る こ とが 明 らか と

な っ た .

一

方 ,
ト ロ グ リ タ ゾ ン の ク ロ マ ン 環 は

,
ア ル フ ァ ー ト

コ フ ェ ロ ー ル と同様 の 抗酸化作 用を有 して い る こ と が証 明され

て い る
17 )1 8)

.
こ れ まで P M A や 高 グ ル コ ー ス 刺激 に よ る P K C の

活性 は ア ル フ ァ
ー

ト コ フ ェ ロ ー ル によ っ て 阻害 され る こ と
3 3) 34)

や 酸化 L D L 刺激 に よ る M C P -1 発 現 に対 し
,

ア )t/ フ ァ
ー

ト コ フ

ェ ロ ー ル は N F - fC B の抑 制を介 して
,

M C P - 1 発 現 を抑制 する こ

と
35)

が知 ら れ て い る . 今 回の 研 究の 結果,
ア ル フ ァ

ー

トコ フ ェ
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チ ア ゾ リ ジ ン 系薬剤に よ る単球走化性因子の 抑制

ロ ー ル は T N F L
α 刺激 に よ る M C P - 1 産生 をも抑制す る こ とが 明

ら か と な っ た . 著者 はす で に トロ グ リ タ ゾ ン が メ サ ン ギ ウ ム 細

胞や 血 管内皮細胞か ら の P M A 刺激 に よ る M C P - 1 産生 をも抑制

する こ と を明ら か と して い る
36)

. さ ら に興 味深い こ と に トロ グ

リ タ ゾ ン は3 剤 の 中で 壊 も強い M C P - 1 産 生抑 制効果を示 し た .

従 っ て
,

ト ロ グ リ タ ゾ ン は チ ア ゾリ ジ ン 環に よ る N F -

〝 B の 抑

制 と ク ロ マ ン 環 に よ る 抗酸 化効果 の 両者 の 効果 を 合わ せ 持 つ

こ と で衆 も強 い M C P - 1 産生抑制効果 を示 した 可能性を考える

( 図8) .

腎硬 化症 や糖尿 病性腎 症の 病初期 に M C P -1 に よ っ て 糸球 体

内へ 浸潤 ･ 集横 した単球や マ ク ロ フ ァ
ー

ジ は形質転換増殖因子

を放 出 し
,

や が てメ サ ン ギウ ム 領域 へ の 細胞外基 質の 増大や 糸

球体硬化 の 進展 をも ら たす
3 7)3 8)

と考 えら れて お り
,

ま た粥状硬

化の 病初期 に M C P - 1 に よ っ て
■
血 管内皮 下 へ の 遊走 ･ 浸 潤 し た

単球は マ ク ロ フ ァ
ー ジ に分 化 し, 内皮 下の L D L を さか ん に貪

食しや が て 泡沫細胞と なる . こ の 泡渾細 胞か ら種々 の 増殖因子

が 放出さ れ , 血管平滑筋細胞の 内皮下 へ の 遊走 ･ 増殖 が起 こ り

プ ラ
ー ク が 形成 され て い く

3 9 卜 4 1)
. こ う した 病態 の 初期段階 に

重要 なM C P -1 を抑制す る こ と は動脈 硬化 や糖尿 病性合併症 の

発症 ･ 進展を抑止す る上 で 極め て 重要で ある . 本研究 はト ロ グ

リタ ゾ ン が 従来 の 血糖降下 作用の 他 に
,

メ サ ン ギ ウ ム 細胞や 血

管 内皮 細胞 か ら の M C P -1 産生を抑 制す る と い っ た直壊 的な抗

動脈硬化作用を有す る こ と を示唆す る . 今後 は シ グ ナ ル 伝達の

各段 階の 阻害剤 を用 い て ト ロ グ リ タ ゾ ン に よ る M C P -1 発 現抑

制機構 を解 明す る と と もに,
チ ア ゾ リ ジ ン系薬剤 が実際 に生 体

内で動脈硬化進展を抑止 しうる か検討 して い きた い
.

結 論

動脈硬 化初期病巣 形成 に重 要な M C P - 1 に対す る イ ン ス リ ン

抵抗性改善剤 (ト ロ グ リ タ ゾ ン) の 抑制 効果 に つ き検討 し
,

以

下 の 新 知見を得 た .

1 . メ サ ン ギ ウム 細胞お よ び 血管内皮細 胞に お い てT N F -

α は

M C P ql 産生 を m R N A の レベ ル か ら促進 した .

2
.

チ ア ゾリ ジ ン 系薬剤で ある トロ グ リ タ ゾ ン は H M C お よび

H U V E C か ら の T N F - α 誘導性 M C P -1 産生 を 濃度依存性 に抑制

し た
.

3 , ト ロ グリタ ゾ ン は H M C お よ び H U V E C か ら の T N F - α 誘

導性 M C P -1 m R N A 発現を抑制 した .

4 . メ サ ン ギ ウ ム 細胞 に お ける M C P - 1 産生 の 抑制効果 ほ
,

ピ

オ グ リ タ ゾ ン
,

ア ル フ ァ
ー

ト コ フ ェ ロ ー ル で も認め ら れ た こ と

か ら
,

チ ア ゾ リ ジ ン 環 と ク ロ マ ン 環 は と も に T N F - α 誘導惟

M C P -1 産生 を特 異的に抑制 し,
ト ロ グリ タ ゾ ン は 両者の 作用を

合わ せ持 つ と推定 する
.

以上 の 結果 より ト ロ グリ タ ゾ ン は 直接的 な抗動脈硬化作月引こ

よ り動脈硬化や 糖尿病性合併症の 発症 ･ 進展 を抑止 しう る可 能

性 を考え る .
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