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糖尿病患 者で は イ ン ス リ ン 治療 に より網膜症が 増悪 する こ と が 臨床的に 知ら れ て い るが
,

そ の 分子機構は な お 明ら か で

な い
. 本研究 で 筆者 は

, イ ン ス リ ン が ヒ ト微小 血管 内皮細胞 の 増殖 と管腔形 成に どの よう な影響を 及ぼす か に つ き検討 し た .

そ の 結果, 微小 血管 内皮細胞 の D N A 合成 と管腔形成 は培地中 に添加 し たイ ン ス リ ン の 濃度 に依存 して促進 さ れ る こ とが 見い

出 さ れ た . また
,

こ の イ ン ス 1) ン の 血 管新生 促 進作用 は 主と し て血 管内皮増 殖国子 ( v a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c to l
'

,

V E G F) によ っ て 仲 介さ れ る こ とが 明 ら か と な っ た .
こ れ は以 下 の 根拠 か らで あ る

. イ ン ス リ ン に曝露 され た 内皮細胞で は 分

泌型 V E G F を コ
ー

ドす る m R N A 量が 約3 倍増加 し た .

→ 方 ,
V E G F 受容 体で あ る 含キ ナ ー ゼ イ ン サ

ー

ト領域 受容体 (ki n a s e

in s e rt d o m ai n
-

C O n t ai ni n g r e c e pt o r
,
k d Y) ,

.
伽ざ楼テ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 1 ( 触s

-1ik e ty r o si n e ki n a s e l
, P tl) の m R N A 量に は変化を認め な

か っ た . イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞の 増殖と 管腔形成促進作用は抗 V E G F 単ク ロ ー ン抗体 に よ っ て 完 全に 中和 され た . さ ら に ,

イ ン ス リ ン は血 管新生の 代表的な促進 因子で ある低酸素の 血 管新生活性を相 加的 に増強 した . イ ン ス リ ン は 内皮細胞 の プ ラ ス

ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー

タ
ー

イ ン ヒ ビタ
ー

1 (pl a s m in o g e n a cti v a to r i n h ib it o r
-1

,
P AI- 1) の 活性 を増加させ る こ ともは じめ て 見 い

出さ れ た . 従 っ て イ ン ス リ ン は オ
ー

ト クリ ン V E G F を介 して 直接 的に 血管新生 を促進 させ る の みな らず,
血 栓形成に よ り 局所

的な 虚血状態を招く こ とで 間接的 にも血 管新生を促 し, 糖尿病性網膜症の 進展, 増悪 に関与する もの と考え られ た .

K e y w o rd s i n s ulin
,
a n gi o g e n e si s

,
V a S C u la r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r

,
h y p o xi a

,
d ia b etic r eti n o p ath y

ヒ トイ ン ス リ ン 製剤 の 臨床 へ の 応用 は糖尿病患者 に 大き な恩

恵をも た ら して きた . 事実 ,
イ ン ス リ ン 治療 に よ り糖尿病性血

管合併症 の 進 展,
増悪 が 阻止 さ れう る と い う 大規模 な疫学調査

の 成績 も近年報告 さ れ て い る
1)

. しか し , イ ン ス リ ン 治療 は 両

刃の 失 と もなる . 治療に 際 して 行わ れ る イ ン ス リ ン の 非 牛理 的

な投与は 高イ ン ス リ ン 血 症 を招き, 高脂血 症, 吉川lI. 圧 を 引き起

こ して 動脈硬 化を 助長す る こ とが 知ら れ て きて お り
封

,
疫サ 的

にもイ ン ス リ ン の 投与そ の もの が 糖屁病性 網膜症 を増悪さ せ る

独立 した 危険朋 子 で ある こ と が明 らか に され た
: り

.

近年,
血管 透過性 囲イ

･

と して も知 ら れ る 血管l勺皮増 植囚 ｢

(v a s c ul a r e n d oth eli al g r o w th f a c t o r
,
V E G F) が網 膜虚血部 で

さ れ増殖性糖尿病性 鰍脚 舶二お け る 血管新生 に 関
′

j
一 して い る こ

と が 明 らか に さ れ た
4) 5)

. 筆 者 らも慢 性的 な 高血 糖状態 で 促進

的に形成, 蓄積 され る 後期糖化反応生 成物 ( ad v a n c e d gl y c ati o n

e n d p r o d u ct s
,
A G E) が 内皮細胞自身で 産/とさ れ る オ

ー

トク
1
) ン

Ⅵ‡G F を介 して 血 管新生 を誘導する こ と を既 に報子
l
～し て い る

6)
.

さ ら に糖 尿柄性 網膜症 に お け る 血 液一網 膜l瑚門 (bl o o d -

r e ti n al

b a r ri e r
,
B R B) の 破綻 にもV E G F の 関与 が指摘 さ れ て おり

7)
,

こ

の こ と は 虚血 や 低酸素以 外の 他の 因子 に よ っ て も V E G F が 誘導

されう る こ と を示唆 して い る . そ こ で 本研 究で は イ ン ス リ ン に

よる糖尿病性 網膜症の 進展, 増悪の 分子機構を明 らか に する た

め
, イ ン ス リ ン の 血 管新生 に 及ぼす影響 に つ き検討 した .

材料及び方 法

1 . 材料

ヒ ト皮 膚微小Irtl. 管内皮細胞は ク ラ ボ ウ 托 (寝 犀 川) よ り 恵与

さ れ た ∴細胞は E - B M 培地 に5 % ウ シ 血清,
0 .4

(
九

二
) ウ シ月齢l虹旧札

1 0 n g/ 1T ll の 表皮増輌l木=
′

･

,
1

ノ
′∠ g/ 11 11 の ヒ ド ロ コ

ー

チ ゾ ン を 加え

た E - B M 培 地で 維持 し
, 粟験 に は 5 ､ 1 0 継代Il の 柳川包を朋 い

た .

11 . 内皮細胞の低酸素培養

ヒ ト微小血管内皮細胞の 培養フ ラ ス コ をノ( 左もコ ン ト ロ
ー ル 招

養子 ェ ン バ ー

(B ell c o
,
V i n el a n d ,

U S A) 巨‖ニ 置き,
0 2 (1 0

<
‰

,

5
(
‰ま た は2 .5 % ) とC O 2 (5 % ) と N 2 (8 5

{
施

,
9 0 % ま た は92 .5 % )

の 混合 ガ ス 川 本酸素, 東京) を毎分10 リ ッ トル の 流 量で 5 分

l耶一盲三人 し密閉 し た 後,
3 7 ℃ の 恒 温室 に静置 し た . 混 合ガ ス は

24 時間毎 に置換 し た . チ ェ ン バ ー

内の ガス 組成は ± 0 .0 5 % の 精

度 で 24 時間-一
一

定 に保 たれ て い た
バ)

.

鳳 . 細胞増殖 の定量

1 . 生 細胞数の 算定

細 胞を2 4 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 播種後程 時 的に0 .2 5 % ト リ プ シ ン で 分散 し
,

0 .1 7 %

平成1 0 年 9 月1 0 日受付
,

平成1 0 年1 2 月1 0 El 受理

A b b r e vi atio n s : A G E , ad v a n c e d gly c ati o n e n d p r o d u ct s; B R B , bl o o d - r etin al b ar ri e r; E C , e n d o th eli al c ells; P tl
, b n s -

1ik e t y r o sin e ki n a s e l; h d r
,
ki n a s e in s e rt d o m ai n - C O n t ai ni n g r e c e p t o r; m A b

,
m O n O Cl o n al a n tib o d y ; N F -

〟 B , n u Cl e ar

fa ct o r - k a p p a B ; P A I -1
, P l a s m i n o g e n a cti v at o r i n hibit o r - 1; R T P C R

,
r e V e r S e t r a n S C rip ti o n -

p Oly m e r a s e ch ai n r e a cti o n;
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(w /可 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
9)

.

2 . D N A 合成能の 測定

内皮細胞を24 穴ク ラ ス タ
ー

デ ッ シ ュ に各穴 あた り2 × 10
4

個

播種 し
,
細胞 の 接着 を確認 した うえで 各種条件下 で 24 時 間培

養後,
D N A 合成を測 定 し た . す なわ ち最終濃度が 1 FL Ci/ m l と

な るよう に[
3

H ] チ ミ ジ ン (82 .9 Ci/ m m ol
,
N E N R e s e ar C h P r o d u c t

,

B o s to n
,
ロS A) を 加え4 時間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン した 後, 氷 冷

5 % トリ ク ロ ロ 酢酸 (tri ch r ol o a c e ti c a ci d
,
T C A ) を加え20 分間氷

上 に静置 して 細胞を 固定 し
, 細胞を水冷5 % T C A に て3 回洗浄

後,
1 M 水酸化 ナ トリ ウ ム 20 0 / ∠l を加え室温20 分間 の 鹿渡 に よ

り溶解 し た , 1 M 塩酸20 0 /∠1 で 中和後 ,
全量を5 m l の 液体 シ ン

チ レ 一

夕
ー

と混和 し
3
H 放射活性を測定 し た

10)
.

Ⅳ . D N A の化学 合成

1 . プ ライ マ
ー

お よ び プロ ー

ブ

V E G F お よび V E G F 受容体 m R N A 検 出用 オ リ ゴ デ オ キ シリ ボ

ヌ ク レ オ チ ドプラ イ マ ー お よ び ブ ロ ー プ は フ ォ ス フ ォ ア ミ ダイ

ド法 に より D N A 合成 装 置 モ デ ル 3 9 2 (A p pli e d B i o s y s t e m s
,

F o st e r C it y ,
U S A ) を用 い て化学合成 し た . 合成彼の オ リ ゴデ オ

キ シ 1) ボ ヌ ク レ オ チ ド 精 製 に は O P C カ ラ ム (A p pli e d

B i o s y st e m s) を用 い た . V E G F
,

V E G F 受容体で ある 含キ ナ
ー ゼ

イ ン サ
ー

ト領 域 受 容 体 (ki n a s e i n s e r t d o rn a i n
-

C O n t a i n i n g

r e c e p t o r
,
k d r) , カ那 様チ ロ シ ン キ ナ

ー ゼ1 ( 触 s -1i k e ty r o si n e

b n a s e l
, 月明 なら び に β- ア ク チ ン の プ ラ イ マ

ー お よ び プロ ー ブ

の 配列 は N o m u r a ら
8)

に従っ た .

Ⅴ . ポ 里瑚
+
R N A の分離

種 々 の 条件下 で 培養 した微 小血管 内皮細胞 か らQ ui c k P r e p

m R N A 精製キ ッ ト 肝h a r m a ci a
,
U p p s al a

,
S w e d e n) を用い て ポ リ

(朗
十

R N A を分離 した
11)

.

Ⅶ. 逆転写 -

ポ リ メ ラ
ー ゼ 連鎖反応 ( r e v e r s e t r an S C ri p ti o n

-

P C R
,
E r P C R) とそ の産物の サ ザ ン プロ ッ ト解析

G e n e Am 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

,

ロS 朗 を用 い
,

まず ポリ(却
+

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 tu s) を使 用 し

た
12 )

.
こ の 際の P C R 条件は N o m u r a ら

8)
に従 っ て定 量性をも つ

と 考えら れ る30 n g の ポ リ(A)
+

R N A を用 い
,

V E G F は 30 サ イ ク

ル
,

k d r お よ びjl tJ で は 25 サ イク ル で 行 っ た . 増幅後 の c 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

( ハ イ ポ ン ドN
+

,
Am e r s h a m

,
B u ck i n gh a m s hi r e

,
U K ) に転写 し

紫 外線 にて 固定 し た .
つ い で フ ィ ル タ

ー を50 % ホ ル ム ア ミ ド
,

5 × [ 食 塩- リ ン 酸ナ ト リ ウ ム ー エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 液

( s ali n e s o di u m p h o s p h a t e e th y l e n e d i a m i n e t e t 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 % ウ シ ア ル ブ ミ ン
,

0 .1 % フ ィ コ
ー ル) ,

1 % S D S
,

5 00 F L g/ m l

変性 サ ケ 精子 D N A か ら な る 溶 液中 で 50 ℃
,

4 時 間 プ レ ハ イ

プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン さ せ た 後 ,
5 0 % 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 F L g / m l 変 性サ ケ 精

子 D N A
,

32
p 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プロ ー

ブ 10 p m o l か ら

な る溶 液中 で 50 ℃
,

1 6 時 間 ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン さ せ た .

上

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

[ γ
-

32
p] ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (N E N R e s e a r c h P r o d u ct) を使用

した
1 3)

.
ハ イ プ リ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 後,
フ ィ ル タ

ー を2 × SS C
,

0 .1 % S D S に て 室温 で 1 5 分 間洗浄 し
,

-

8 0 ℃で オ ー トラ ジ オ

グ ラ フ イ
ー

を 行 っ た . シ グ ナ ル 強度 の 測 定 に は バ イ オ イ メ ー

ジア ナ ライ ザ ー

F UJ Ⅸ B A S lO O O (富士 フ イ ル ム
,

浜松) を使用

した .

Ⅶ . 微小 血 管内皮 細胞の 管腔形成

24 穴ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ を各 穴あ たり2 50 / ∠1 の マ トリ ゲ ル

( C oll ab o r ati v e R e s e a r c h
,
B e df o r d

,
U S A ) で被服 し

,
37 ℃で1 時

間静置 し溶液 を固形 化 させ た
6) 14) 1 5)

. そ の 後, 各穴あ たり4 ×

10
4

個の 微小血 管 内皮細 胞を播種 し細胞接着 を確認 した うえで
,

抗V E G F 単 ク ロ ー ン 抗体で ある B し2 (三 井製薬 生物 科学研究所

よ り恵与) 10 〃g/ m l の 存在
,

非存在下 で30 分 間前処置 した . そ

の 後5 % 0 2 の 低酸素 また は 0 .1 / 増/ m l の ヒ ト組換 え型イ ン ス リ

ン (Si g m a
,
S t . b ui s

,
U S A) の 投与, 非投与 下で 6 時 間培養 した .

各条件 ご と に無作 為 に選 ん だ9 視 野を写真 に撮り , 毛細管様構

造の 長 さをN I H イ メ
ー

ジ ( V e r si o n l .5 6) を用 い て コ ン ピ ュ
ー タ

解析 した .
これ ら の 毛細 管横構 造は 電子顕微鏡像 に て内膳を有

して い る こ と が確 認 され て い る .

Ⅷ . プ ラ ス ミ ノ ー

ゲ ン ア ク チ ベ タ
ー

イ ン ヒ ビ タ
ー

ー 1

(P l a s mi n o g e n a c ti v a to r i nl 1i bit o r - 1
,
P A I - 1 ) 活性の測

定

0 .1 〃g / m l の イ ン ス リ ン の 投与, 非投 与下 で 内皮細 胞を無血

清培地 に て24 時間培 養後, 培地 中に 放出さ れ た P AI -1 活性を測

定 した . す な わ ち
, 調整培 地25 /ノ‖こ最終濃度3 .8 単位/ m l の ウ

ロ キ ナ
ー ゼ U C R P h a r m a c e u ti c al s C o .L td .

, 神 戸) ,
2 0 FL g/ m l の

プ ラス ミ ノ ー

ゲ ン (B i o P u r A G
,

B u b e n d o rf
,
S wi t z e rl an d) , さら

に発色性の 基質 と して バ リ ン 一 口 イ シ ン ーリ ジ ンー ニ トロ ア ニ

1
) ド化合物 ( D -Ⅴal - Le u

-I q s p
- n ito r o an ili d e) (Si g m a) を60FL m Ol/1

加 え
, 基 質の 加水 分解を0 分か ら240 分まで 計測 し

,
プ ラス ミ

ン の 生成 を発色吸 光度曲線 よ り算定 した . P A I -1 悟性 は プラ ス

ミ ン 生 成の 抑制程度 より判定 した
1 6)

.

成 績

Ⅰ . イ ン ス リ ンの 微小血 管 内皮細胞 へ の作用

1 . D N A 合 成の 促 進作用

ヒ ト微小 血 管 内皮細 胞 の 増殖 に イ ン ス リ ン が ど の よう な影

響 を及ぼ す か を D N A へ の [
3
H] チ ミ ジ ン の 取り込 み 能で 検討

した . 図1A に 示す よ う に イ ン ス リ ン に より 内皮細胞 に おける

D N A 合成 は促進 され た . イ ン ス リ ン に よ る 内皮細 胞 D N A 合成

促進 活性 は0 .1 〃g / m l で 最 高値 を示 し対 照群 の 約1 50 % 程度で

あ っ た .

2 . V E G F と そ の 受容体 の 発現

ヒ トV E G F 遺伝子 か らは オル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グによ

り鎖 長の 異な る4 種 の m R N A が 生 じ
,

こ の う ち鎮長の 長い 2 つ

の m R N A 分子種 か らは 非分泌型 の V E G F 18 9 ,
V E G F 2 ｡6 が ,

残る2

種 か ら は 分泌 型 の V E G F 1 2 1 ,
V E G F 16 5 の 蛋白 質産物 が 生ずる ･

そ こ で4 種 の m R N A を峻別 しう る R r P C R 法を用 い て検 討した

結果を 図1 B に 示 す. 内皮細 胞 に お い て は分 泌型 の V E G F 121 ,

V E G F 16 5 に対応 す る486 b p と61 8 b p の D N A 断片 が 増幅 され
,
そ

S S P E , S alin e s o di u m p h o s p h at e et h yl e n e d i a m i n e t e t r a a c e ti c a cid ; T C A , t ri c h r ol o a c e ti c a cid ; V E G F
,

V a S C ul ar

e n d oth eli al g r o w 血 f a ct o r .



イ ン ス リ ン によ る 血 管新生 の 誘導

の 発現量 はイ ン ス リ ン に より増 強さ れ た . 0 .1 / ノg/ m l の イ ン ス

リ ン 投 与に よ り対照 と 比 して 約3 倍程度 の 誘導 が 認め ら れ た .

r
J 方 ,

V E G F 受容 体で あ るk d r やP tl の m R N A レ ベ ル はイ ン ス

リ ン の 投 与に より 変化 はう けなか っ た .

3 . 抗 V E G F 単ク ロ
ー ン抗体 に よ る増殖 中和作用

イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞 の 増殖促 進作 用 に オ
ー

ト ク リ ン

0 0 . 0 1 0 .1 1 1 0

1 n $ u ]i n (p g/ r nl)

I n s uli n ( p g/ m J)

0 0 .0 1 0 .1 1 1 0

V E G F l欝=

〟か -

〝IT
【- -

β･ a ¢ti n
■■ -
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V E G F が 機能 的に 関与 して い る か どう か を明 らか にす る た め
,

内皮細胞をB し2 で30 分 間前処置し た後,
0 .1 〃g/ m l の イ ン ス リ

ン の 投 与, 非投 与下 で 24 時間培養 し【
3

別 チ ミ ジ ン の 取り込 み能

を検討 した . こ の 結果, 図1 C に 示すよ う に抗 ヒ ト V E G F 単ク

ロ
ー ン抗体 で ある B し2 はイ ン ス リ ン に よ る 内皮細 胞の D N A 合

成促進作 用を量依存的 に減少させ た . 1 0 〃g/ m l の B し2 で イ ン

0 1 0 0 1 5 1 0

A b ( 岬/ m t)

F ig . 1 . ( A ) E ff e c t s o f i n s u li n o n D N A s y n th e si s i n

m i c r o v a s c u l a r e n d o th e ri al c e11 s (E C ) . E C w e r e t r e a te d w ith th e

i n di c at e d c o n c e n tr ati o n s of r e c o m b i n a n t h u m a n i n s u li n f o r 2 4

h r
,

a n d th e n [
:i

H ]th y m idi n e i n c o r p o r a ti o n i n to a cid -i n s ol u b l e

f r a cti o n s w a s d e t e r m i n e d . E a c h c ol u m n r e p r e s e n t s th e 盲 ±

S E M o f 3 r e pli c a t e e x p e ri m e n ts .

*
P < 0 .0 5

,

★ ★

P < 0 ･01 c o m p a r e d

t o th e c o n tr oI v al u e w ith o u t a d diti v e s (S t u d e n t
'

s t t e st) . (B)

E x p r e s si o n of V E G F a n d it s t w o r e c e p to r g e n e s i n E C w h e n

e x p o s e d t o i n s uli n . P ol y(刃
十

R N As w e r e i s ol at e d 丘
･

O m E C th at

h a d b e e n i n c u b at e d wi th th e i n

.
d i c a t e d c o n c e n tr a ti o n s o f

i n s uli n f o r 4 h r i n a m e d i u m l a c ki n g e pid e r m al g r o w th f a ct o r

a n d h y d r o c o r ti s o n e
,

a n d u n d e rγe n t R T - P C R ･ P C R

a m pliA c ati o n f o r
/
? - a Cti n m R N A w a s p e rf o r m e d a t 2 0 c y cl e s ･

( C) E ff e c ts of a B し2 m o n o cl o n al a n tib o d y ( m A b ) a g ai n s t

V E G F o n th e i n s u li n
-i n d u c e d D N A s y n th e si s . E C w e r e

p r ei n c u b at e d w ith th e v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of th e a n tib o d y

f o r 3 0 m i n
,

an d th e n tr e a te d wi th o r wi th o u t O .1 Fl g/ m l in s uli n

f o r 2 4 h r i n a m e di u m l a ck i n g e pi d e r m al g r o w th f a c t o r a n d

h y d r o c o r ti s o n e .
T h e p e r c e n t a g e o f 【

3

H ] th y m id i n e

i n c o r p o r a ti o n i s i n d i c a t e d o n th e o r di n at e ･ E a c h c ol u m n

r e p r e s e n ts th e m e a n v al u e s o f 4 - 8 r e p li c a t e e x p e ri m e n t s ･

V e rti c al b a r s sh o w S E M .

*
P < 0 .0 5

,

* *
P < 0 .0 1

,
C O m p a r e d t o th e

v al u e o b t ai n e d w ith O .1 iL g/ m l i n s uli n al o n e (S t u d e n t
'

s t t e st) ･

〟)
,
B し2 a n ti｣ V E G F m A b .
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ス リ ン の 作用は完 全に 中和 され た . また 同濃度の 抗 体は イ ン ス

リ ン 非投与 下 で の 内皮細 胞の D N A 合成 に は何 ら 影響 を 与え な

か っ た .

Ⅰ . 低酸素 の微小血 管 内皮細胞 へ の 作用
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1 . 種々 の 低酸素下 で の 増殖促進作用

従 来より血 管新生 を惹起す る主 要因の ひ と つ と して 虚血の 結

果 生ず る組織 内酸素濃度の 低下 が 考えら れ て い る . そ こ で実際

に血 管新 生の 場 と な る微小血 管 内皮細 胞を 用い て 低酸素の 内皮
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2
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A b ( 囲/ m t)

1 0

Fi g . 2 . (邦 G r o w th o f h u m an m i c r o v a s c ul ar E C u n d e r h y p o xi a
.
2 × 1 0

4
c e11 s w e r e s e e d e d p e r w ell a n d g r o w n u n d e r v ar i o u s c o n c e n tr a ti o n s

of o x y g e n . m e n u m b p r of v 址1 e c ell s i s i n d i c at e d o n th e o r di n at e ･ C u ltu r e p e ri o d afte r c ell a tta c h m e n t i s i n di c a te d o n th e ab s ci s s a ･ E a c h

p oi n t r e p r e s e n ts th e m e a n 如r tri pli c it e e x p e ri m e n t s; V e r ti c al b ar S Sh o w S E M wi 1 e n l a r g e r th an th e s ym b ol:
★
P < 0 ･0 5

,

* *
P < 0 ･0 1 c o m p a r e d

t ｡ th e n u m b e r of th e c ell s c ult u r e d u n d e r 2 0 % 0 2 (S t u d e n t
,

s t t e st) . ●,
2 0 %; ○ ,

1 0 % ; 1
,
5 % ; ▲

,
2 .5 % 0 2 . (B) E C e x p r e s si o n of V E G F a n d its

t w o r e c e p t o r g e n e s u n d e r h y p o xi a , P ol y(朗
十
R N A s w e r e i s ol a t e d 血

･

O m E C tr e at e d wi th th e i n di c a te d c o n c e n tr ati o n s of o x y g e n f o r 2 4 h r
,

an d a n al y z e d b y R T I P C R . (C) N e u tr ali z a ti o n b y a n ti Ⅷ G F I 鵬b o f h yp o xi a
-i n d u c e d D N A s y n th e si s ･ E C w e r e p r ei n c u b at e d w i th a B L ･2

m A b f o r 3 0 m i n
,
a n d th e n e x p o s e d t o 5 % 0 2 f o r 2 4 h r i n E - B M m e d i u m s u ppl e m e n t e d wi th 5 % f e t al b o vi n e s e ru m al o n e ･ T h e p e r c e n ta g e Of

【
3
H] th y m i di n e i n c o r p o r a ti o n i s i n di c a t e d o n th e o rd in ate ･ E a c h c ol u m n r e p r e s e n ts 也 e m e a n v al u e o f 4 r e p h c at e d e te r m i n ati o n s ･

V e r d c al

b a r s sh o w S E M .

* P < 0 .0 0 1
,

* *
P < 0 .0 0 0 1 c o m p a r e d t o th e v al u e wi th 5 % 0 2 al o n e (S t u d e n t

'

s t t e sO . A b
,
B L r2 an ti〃E G F m A b ･
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細胞増殖 に 及ぼ す影響を検 討 し た . そ の 結 果, 図2 A に示す よ

うに 低酸素状態 に よ り 内皮細胞 の 増殖 は有 意 に促 進 され
,

5 %

0 2 で 最大の 増殖促進効果が得 ら れ た . 酸素濃度 に よる 増殖促進

効果は5 % > 1 0 % > 2 .5 % > 2 0 % で あ っ た .

2 0 2 0 5 5

% 0 2

C H I H +l

‡∈喜∈1…守=

β
･ a Cti n - -

Fi g . 3 . M i c r o v a s c u l a r E C D N A s y n th e si s a n d V E G F g e n e

e x p r e s si o n i n th e p r e s e n c e of i n s uli n a n d h y p o x i a . (A ) E C

W e r e e X p O S e d t o 5 % o r 2 0 % 0 2i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e of O ･1

/L g/ m l i n s uli n f o r 2 4 h r i n a m e di u m l a c k i n g e pid e r m al g r o w th

f a c to r a n d h y d r o c o rti s o n e
,

a n d a s s a y e d f o r [
3

H ]th y m i di n e

i n c o r p o r a ti o n . E a c h c o l u m n r e p r e s e n t s th e 貢 ± S E M o f 4

r e pli c a t e d e t e r m i n ati o n s .

★
P < 0 .0 5

,

* *
P < 0 .0 0 5

,

★ ★ '
P < 0 ･0 0 1

C O m p a r e d t o th e c o n tr ol v al u e w ith o u t a d diti v e s (S t u d e nt
'

s t

t e s t) . (B ) E C w e r e e x p o s e d to 5 % o r 2 0 % 0 2 f o r 2 0 h r
,

a n d

fu rth e r i n c u b a te d w i th o r wi th o u t O .1 FL g / m l i n s uli n f o r 4 h r

u n d e r th e s a m e a t m o s p h e r e . ¶1 e n 3 0 n g p ol y(刃
+

R N A fr o m

e a ch c u ltu r e w e r e a m plifi e d b y R T I P C R . C
,

C O n tr OI w ith o u t

a d d iti v e s; H
,
h y p o x i a (5 % 0 2); Ⅰ,

0 .1 i L g / m l i n s uli n ; H +Ⅰ
,

h y p o x i a (5 % 0 2) pl u s O .1 F Lg / m l i n s uli n ･

5 2 1

2 . V E G F と そ の 受容体の 発現

種 々 の 酸 素過度 で2 4 時 間培養 し た 内皮細 胞 (2 .5 %
,

5 %
,

1 0 %
,
2 0 % 0 2) か ら ポリ(朗

+

R N A を分離 して定量 的R T P C R 法

に よ りV E G F m R N A レ ベ ル を検討 し た結果 が 図2 B で あ る . 酸

素濃度の 低下 に伴 っ てV E G F m R N A レ ベ ル が 著 しく増大す る こ

と が 見い 出 され た . V E G F m R N A レベ ル は無酸素状 態で最も高

く,
2 0 % 酸 素時の 約5 倍にまで 増加 し た . V E G F 受容体で は酸

素濃 度 の 低 下 に伴 っ てkd r m R N A レ ベ ル が 増大傾 向を示 し た

が
, βfJ m R N A レベ ル に変動は無 か っ た .

3 . 抗V E G F 単ク ロ ー ン抗体 によ る 中和作用

V E G F が 低酸素刺激 によ る微小血 管内皮細胞の 増殖誘導に 機

能的 に関 わ っ て い る か どうか をみ る た め
, 抗V E G F 単ク ロ

ー ン

抗体 で ある B し2 を用い て 内皮細胞 の D N A 合成 にお よ ぼ す効果

を調 べ た . B し2 を加え た30 分間の 前処 置後,
5 % 0 2 の 低酸素

培 養で 内皮細胞 の D N A へ の[
3
H ] チ ミ ジ ン の 取り 込み 能を検討

した . そ の 結果, 図2 C に示すよう に低酸素刺激 に よ る D N A 合

成促進作用 は B し2 に よ っ て用量依存的 に抑 制さ れ た
.

B し2 単

独で は 内皮細胞 の D N A 合成 は何 ら影響をうけな か っ た .

Ⅱ . イ ン ス リ ン と低酸素 に よる 相加 的な内皮細胞増殖促進作

用

さ ら に 筆者 はイ ン ス リ ン が低酸 素に よ る内皮細胞 の D N A 合

成促 進効果 に相加 的に作用す る か 否か を検 討 した
. す な わ ち

,

微小血 管内皮細胞を0 .1 /∠ g/ m l イ ン ス リ ンな ら び に5 % 0 2 の 存

在, 非 存在下 で 24 時間培養 し, 内皮細胞の D N A 合成 に及ぼ す

影 響を検討 した . そ の 結果, 図3 A に 示す如く,
コ ン トロ ー ル

と 比 べ て イ ン ス リ ン の 投与 で 約30 %
, 低酸素処 理 で 約50 %

,

低 酸 素下 イ ン ス リ ン 投与 で 約80 % の D N A 合成 の 増 加を認 め

た
.

こ の こ とか らイ ン ス リ ン は低酸素に よ る 内皮細胞の 増殖促

進 に相加 的 に作用す る こ と が 明ら かと な っ た . また 図3 B に 示

す如く , 内皮和胞 にお ける V E G F m R N A の 発現 もイ ン ス リ ン

と低酸素 に より 相加的に誘導され る こ と が 示さ れ た .

Ⅳ . イ ン ス リ ン
,
低酸素に よ る管腔形成誘導作用

つ い で イ ン ス リ ン
, 低酸素刺激 によ る微小 血 管内皮細胞の 管

腔形 成能 に 及ぼす影響 に つ い て検討 した .
マ トリ ゲ ル で被服 し

た2 4 穴 ク ラ ス タ ー デ ッ シ ュ に 内皮細胞 を播 種 し, B し2 存在,

非存 在 卜で3 0 分間前処置 し た後,
0 .1 /∠ g/ m l の イ ン ス リ ン な ら

び に 5 % 0 2 の 低酸素存在,
非存在~lT で6 時間培養を行 /

J た . そ

の 結果,
図4 A に示す如く, イ ン ス リ ン

, 低酸素 はと も に マ ト

リ ゲ ル 上 で の 内皮細胞管腔形成を促進 し た . ま た
,

そ の い ず れ

の 効果も10 /ノ g/ m l の B し2 で 完全に抑 制さ れ た こ と か ら
,

オ
ー

トク リ ン V E G F を介す ると 考え られ た . イ ン ス リ ン 単独で は約

50 %
, 低酸素処理 で は 約100 %

,
そ し て イ ン ス リ ン と 低膜 射･l】i

T a bl e l . E ffe ct s of i n s ulin o n P A l - 1 a c tl V lt y l n m i c r o v a s c ul a r E C

T r e at m e n t P A I - 1 a cti vity ( % )

N o ll e l OO .0 + 7 .3

1n s uli n 2 0 6 .3 + 5 .7 *

A ft e r m ic r o v a s c u la r E C h ad b e e n tr e at e d w ith o r w i th o u t O .1

p g/ m l i n s ulin fo r 2 4 h r
,

C O n diti o n e d m e di u m w a s a s s a y e d f o r

P A ト 1 a c tiv lt y .

D at a r e p r e s e n t th e 冨±SE M of 9 r e plic at e d et e r m i n ati o n s ･

* P < 0
.
0 5 c o m p a r e d t o th e v al u e wi th o u t in s u li n (S t u d e n t

●

s t te s t) ･



5 2 2 川 上

着 で 約150 % の 管腔形 成促 進作用 が 観察 さ れ た . 図4 B に 典型

的な写真 を示す .

Ⅴ . イ ン ス リ ン に よ る P A I - 1 活性増 強作用

微小血 栓 が 形成 さ れ れ ば
, その 末梢 部は低酸 素状 態に お ちい
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る ･ そ こ で 微小血 管 内皮細 胞の P 瓜 1 活性 にお よ ほ すイ ン ス リ

ン の 影響 に つ き検討 した ･ そ の 結果 は表1 に 示す如く
,
2 4 時間

の 0 ･1 〃 g/ m l の イ ン ス リ ン 処理 に よ っ て 内皮細 胞の P 瓜 1 活性

は コ ン ト ロ
ー

ル の 約2 倍 に まで 高め ら れ た .
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イ ン ス リ ン によ る血 管新生 の 誘導

考 察

本研究 に より
,

血 管新生 の キ
ー ス テ ッ プで ある内皮細胞の 増

殖と管腔形成が イ ン ス リ ン に より誘導 され る こ とが は じめ て 明

ら か に され た . こ の イ ン ス リ ン の 血 管新生 活性 は
,

ブタ イ ン ス

リ ン が ウ シ網 膜 内皮細 胞で の D N A 合 成 を促 進 さ せ た と い う

K 山g ら
17 )

の 報告と → 致する . 彼ら の 報告 と 今匝l の 実験結果で は

イ ン ス リ ン に よ る D N A 合成の 促進程度 に若干 の 差が 認 め ら れ

るが
,

そ れ は実験 に用 い た 内皮細胞の 種類, 動物種, 培養条件

の 遠 い に よ る と考え られ る . さ ら に筆者は イ ン ス リ ン の 血 管新

生 活性 が 主 に 血 管内 皮細 胞 自 身で 産 生 さ れ た オ
ー

ト ク リ ン

Ⅵ‡G F を介する こ と も見い 出し た
. す な わ ちイ ン ス リ ン に よ り

内皮細胞 で 分泌型V E G F の m R N A 量が 増加 し
,

イ ン ス リ ン に よ

る微小血 管内皮細胞 の 増殖 と管腔形成 の 誘導 が抗 V E G f
､

単ク ロ

ー ン 抗体 に より完全 に中和 され た . こ の 抗 体自体は 内皮細胞 の

増殖や 管腔形成 に影響 をお よぼ さなか っ た こ と か ら
,

上 記中和

活性は抗 体の 毒性 によ る もの と は考え にくい .

さら に 本研究で は低酸素刺激 にお い て も主と して オ
ー

トク リ

ンV E G F 作月] に より微小血 管内皮細胞 の 増 殖と 管腔形成が促進

さ れる こ と が 観察 され た . 低酸素下 で の V E G F の 作用は以前 に

大血 管で ある ヒ ト臍静脈内皮細胞 で も報 告 され て い る 即
.

こ の

2 つ の 内皮細胞 に お け る低酸 素下 で の 増殖反応 に は多少 の 差 異

が認 め ら れ た . 具体 的 に は臍 静脈内皮細 胞で は1 0 % 0 2 下 で
,

一 方
,

微小血 管内皮細胞 で は5 % 0 2 下 で 最大の 増殖を示 し た .

こ れは 内皮細 胞の 多様 牲 (h e te r o g e n eit y) の
一

端を示す もの と

考えら れ る
1 8)

. さ ら に5 % 0 2
~F で は イ ン ス リ ン に よ る微小血 管

内皮細胞 の D N A 合成 と管腔 形成促進作用 は 相加的 に増強 さ れ

たが
,

こ れ ら の 効果 はい ず れも抗V E G F 単 ク ロ
ー ン抗体 に より

中和 さ れ た . し た が っ て
,

イ ン ス リ ン と 低 酸素 は 共に V E G F

を 血 管新 生 を 導く 主 要 メ デ イ エ
ー

タ
ー

と し て い る と 推 測 さ

れ た .

近年, 網 膜の 虚血 や低 酸素 に よ っ て V E G F の 産生 が 誘導さ れ
,

糖尿病性 網膜 症で の 血 管新 生 を促進 す る こ と が 報告 さ れ て い

る
4)5)1 9)

. 従 っ て
l 本研 究の 結 果か ら糖尿痛性網膜症 にお い て は

,

イ ン ス リ ン 治療が V E G F 産生 を促 し て病態 を さ ら に増悪 させ る

と い う機能的 関連を理 解 する こ と が で きる . V E G F は ま た
, 血

管透過性 国子と し ても知 ら れ て お り
洲

, 糖 屁病患 者に み らj L る

B R B 破綻 に関 与す る こ と もホ唆さ れ て い る
7)

. 精根嫡件網 膜症

におい て は B R B 破綻 に よ る 血 管透過性 の 尤進 が特 徴的 な初期

病変と 見な さ れて い る
2 1) こ と か ら

,
初期 の 糖尿病性網 膜症 の 進

展にもイ ン ス リ ン が 関与 して い る 叶能性 も考え られ る . 事実
,

イン ス リ ン 投与に よ っ て 血 管透過惟 が 先進 し毛細血 管か ら の ア

ル ブミ ン 漏出が 増加す る こ とが幸腔i され て お り
2 2)

,
こ の~叶 能性

を支持 して い る . さ ら にイ ン ス リ ン療 法に よ る 急激な 血糖 降 卜

によ っ て もV E G F の 誘導が 引き起こ さ れ る
Zこi)

こ と か ら
,

こ れ ら

の 機序が 組合わ さ っ て イ ン ス リ ン 治療 中に 糖尿病性網膜症 の 増

悪が 観察 さ れ る の で あろう
24)

.

イ ン ス 1
) ン に よ る V E G F m R N A の 誘導機構 は現段階で は 明ら

か にな っ て い な い が
,

イ ン ス リ ン 樺増殖因子-Ⅰが0 .1
～

1 0 /∠ g/ m l

の 浪度で V E G F m R N A の 誘導を 引き起 こ さ な か っ た (未発表デ

ー

タ) こ とか ら
, イ ン ス リ ン は微小血 管内皮細胞 上 の イ ン ス リ

ン受容体 を介 して 作用す る もの と推測され る
2 5)

. また イ ン ス リ

ン は受容体 の チ ロ シ ン リ ン 酸化 を 介 して 核内因子 K B ( n u cl e a r

f a c to r 〟 B
,

N F q

〝 B ) を活性 化 しう る こ とが 報告 され て い る
2 6)

.

5 2 3

従 っ て イ ン ス 1) ン は N F - J C B を 介 す る 経 路 に よ っ て V E G F

m R N A レ ベ ル を増加させ う るの か も しれ な い
27)

糖 尿 病性 網 膜症 の 進 展 に は 様 々 な血 栓傾 向 が 関係 し て い

る
2 H) 2 9)

. Y a m a gi s hi ら は 以 前に慢 性的な高血 糖状態 で形成 ,

積 さ れ る A G E が 内皮細胞 の 抗 凝固性 プ ロ ス タ ノ イ ドで あ る プ

ロ ス タ サ イ ク リ ン の 産生 を阻害する だ けで は な く
,

P A I - 1 活性

を増加 して 内皮細胞で の 血栓形成を助長する こ と を報告 して い る

9) 1 6) 3 U)
. 本研 究で は イ ン ス リ ンが 微小 血 管内皮細胞 で P A ト1 活

性 を増大 させ 線維素略解活性を弱め
, 凝固 した 線維塊 を安 定さ

せ る作用が あ る こ と も初め て明 らか にされ た . 末梢血管 で 形成

さ れ る 微 小 血 栓 は 局 所 の 虚 血 と 低 酸 素状 態 を 引 き起 こ し
,

V E G F の 過剰な産生 を介 して さ ら に血 管新生 を促進 させ
, 糖尿

柄性網膜症 を進展 , 増悪 させう る の で あ ろう.

結 論

イ ン ス リ ン に よ る 血 管新生誘導と そ の 分子機構 に つ き検 討

し, 以 下 の 新知見を得 た .

1 . イ ン ス リ ン は
,

ヒ ト微小 血管内皮細胞の 増殖 と管腔 形成

を促進 し た .

2 . イ ン ス .) ン は内皮細胞 の 分泌型 V E G F の m R N A 量 を増加

させ た . 一
一 方

,
V E G F 受容体 で ある kd r とP tl の m R N A 量に は

影響 を 及ぼさな か っ た .

3 . イ ン ス リ ン に よ る 内皮細胞の 増殖 と管腰 形成促進作用 は

抗V E G F 単ク ロ
ー ン 抗体に より完全 に中和さ れ た .

4 . イ ン ス リ ン の 内皮細 胞増殖 ･ 管腔形成促進 作用は
,

代表

的 な血 管新生 促進国子 で ある低酸素の 作用と相加 的で あ っ た .

5 . イ ン ス リ ン は P 封 -1 活性 を高め
, 内皮細胞 に お け る線維素

溶解活性 を抑制 した .
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i n d u c e d b l o o d v e s s el difE e r e n ti a ti o n i n vitr o . I n V it r o C ell D e v

B i o1 2 徳 32 7 -3 3 6
,
1 99 1

1 6) Y a m a gi s h i S
,
F u ji m o ri H

,
Y o n e k u r a H

,
Y a m a m o t o Y

,

Y a m a m o t o H . A d v a n c e d gl y c a ti o n e n d p r o d u c t s i n h ib i t

p r o st a c y cli n p r o d u c ti o n a n d i n d u c e pl a s m i n o g e n a c ti v a t o r

i n h i b it o r
- 1 i n h u m a n m i c r o v a s c u l a r e n d o t h e li a l c e ll s .

D i ab et ol o gi a 4 1 : 1 4 3 5 -1 4 4 1
,
1 9 9 8

1 7) K i n g G L
,
G o o d m a n D

,
B u z n e y S

,
M o s e s A

,
K a h n R .

R e c e p t o r s a n d g r o w th -

p r O m O ti n g e ff e c ts of i n s uli n a n d i n s u li nl ik e

g r o w th f a c t o r s o n c ell s 打o m b o vi n e r e ti n al c a pill a ri e s a n d a o rta .

J C li n I n v e st 7 5 : 1 0 2 8 -1 0 3 6
,
1 9 8 5

1 8) C i n e s D B
,
P oll a k E S

,
B u ck C A

,
L o s c al z o J ,

Z i m m e r m a n

G A
,
M c E v e r R P

,
R ob e r J S

,
W i c k T M

,
K o n kl e B A

,
S ch w a rtz B S

,

B a r n a th a n E S
,
M c C r a e K R

,
H u g B A

,
S c h m id t A M

,
S te r n D M .

E n d o th eli a l c ell s i n p h y si ol o g y a n d i n p a th o p h y si ol o g y of

V a S C ul a r d i s o r d e r s . Bl o o d 9 1 : 3 5 2 7 -3 5 6 1
,
1 99 8

1 9) S h i m a D T
,
A d am i s A P

,
F e r r a r a N

,
Y e o Iぐr

,
Y e o T K

,
All e n d e

R
,

F olk m a n J ,
D

'

Am o r e P A . Ii y p o xi c i n d u c ti o n of e n d o th elial

C e ll g r o w t h f a c t o r s i n r e ti n al c ell s : I d e n tifi c a ti o n a n d

C h a r a ct e ri z a ti o n of v a s c ul a r e n d o th eli al g r o w th f a ct o r ⅣE G F) a s

th e mi to g e n . M oI M e d l : 1 82 -1 9 3
,
1 9 9 5

2 0) F e r r a r a N
,
H o u c k K A

,
W i n e r J , J a k e m a n L

,
L e u n g D W .

M ol e c u l ar a n d b i ol o gi c al p r o p e rti e s of th e v a s c u l a r e n d o th eli al

g r o w th 払c to r f a m il y o f p r o t ei n s . E n d o c r R e v 1 3 : 1 8 -3 2
,
1 9 9 2

2 1) D o r c h y H . C h a r a c t e ri z a ti o n of e a rl y s t a g e s of di a b e tic

r e ti n o p a th y . D i a b e t e s C a r e 1 6 : 1 2 1 2 -1 2 1 4
, 1 9 9 3

2 2) N e s tl e r J E
,
B a rl a s ci n i C O

,
T et r a ult G A

,
F r a tki n M J

,
C l o r e

J N
,
B l a c k a r d W G . I n c r

･

e a S e d t r a n s c a p ill a r y e s c a p e r at e of

al b u m i n i n n o n d i a b e ti c m e n i n r e s p o n s e to h y p e ri n s u li n e mi a .

D i ab et e s 3 9 : 1 2 1 2 -1 2 1 7
,
1 9 9 0

2 3) S o n e H
,
K a w a k a m i Y

, O k u d a Y , K o n d o S
,
H a n a t a ni M

,

S u z u k i H
,
Y a m a s h it a K . V a s c u l a r e n d o th eli al g r o w th f a c to r is

i n d u c e d b y l o n g
-t e r m h i g h gl u c o s e c o n c e n t r a ti o n a n d u p

-

r e g ul a ti o n b y a c u t e gl u c o s e d e p ri v ati o n i n c ultu r e d b o vi n e r eti n al

pi g m e n t ed e pith eli al c ell s . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 2 21 :

1 9 3 -1 9 8
,
1 9 9 6

2 4) V a n B all e g o o i e E
,
H o o y m a n s J M M

,
T i m m e r m a n Z

,

R eit s m a W D
,
Sl u it e r W J ,

S c h w eit z e r N M J ,
D o o r e n b o s H . R a pid

d e t e ri o r a ti o n o f d i a b e ti c r e ti n o p a th y d u ri n g t r e a t m e n t w ith

C O n ti n u o u s s u b c u t a n e o u s i n s uli n i n fu si o n . Di ab e te s C a r e 7 : 2 3 6 -

2 4 2
,
1 9 8 4

2 5) F r a n k H J L
,
P a r d rid g e W M

,
M o r ri s W L

,
R o s e n f eld R G

,

C h oi T B . B i n d i n g a n d i n t e rn ali z a ti o n of i n s uli n a n d i n s uli n
-1ik e

g r o w th f a c to r s b y i s ol at e d b r ai n m i c r o v e s s el s . D i ab e te s 3 5 : 6 54-

6 6 1
,
1 9 8 6

2 6) B e rt r a n d F
,
A tfi A

, C a d o r et A
,
L

'

A ll e m ai n G ,
R o b i n H

,

L a s c oI s O
,
C a p e a u J ,

C h e r q u i G . A r ol e of n u cl e a r f a c to r k B i n

th e a n ti a p o p to ti c fu n c ti o n of i n s u li n . J B i oI C h e m 2 7 3 : 2 9 31-2 9 38 ,

1 9 9 8

2 7) Y o sh id a S
,
O n o M

,
S h o n o T

,
I z u m i H

,
I sh ib a s h i T

,
S u z u ki

H
,
K u w a n o M . I n v ol v e m e n t o f i n t e rl e u ki n

- 8
,
V a S C ul a r e n d o th elial

g r o w t h f a c t o r
,

a n d b a si c fib r o b l a s t g r o w th f a c t o r i n t u m o r

n e c r o si s f a c t o r al ph a
- d e p e n d e n t a n gl Og e n e Si s . M oI C ell Bi ol 1 7 :

4 0 1 5 - 4 0 2 3 ,
1 9 9 7

2 8) S m all M
,
K l u ft C

,
M a c C ui s h A C

,
L o w e G D O . T i s s u e

pl a s m i n o g e n a cti v a to r i n h ibiti o n i n di ab e te s m ellitu s . D i a b e te s

C a r e 1 2 : 6 5 5 -6 5 8
,
19 89

2 9) J u h a n
｣ V a g u e I

,
R o ul C

,
A l e s si M C

,
A r di 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 a to r i n h ibit o r a c tivi ty i n

n o n i n s u li n d e p e n d e n t di a b e ti c p a ti e n ts q

r el a ti o n s hip wi th pl a s m a
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in s ul i n ･ T h r o m b H e m o st a s 6 1‥3 7 0 - 3 73
,
1 9 8 9 H ･ R o l e o f A G E - R A G E s y s te m i n th e d e v el o p rn e n t O f di a b e ti c

3 0) Y a m a gi s hi S
,
Y a m a m o t o Y

,
H a r a d a S

,
H s u C -C

, Y a m am O tO r e ti n o p a th y . E x p E y e R e s 6 3 : S 2 4 0 ( A b st r a c t) ,
1 9 9 6

I n s u li n I n d u c ti o n o f A n gi o g e n e si s a n d Its P h y si ol o gi c al S i g ni fi c a n c e T a k u h i s a K a w a k a m i
,
Fi rs t D e p a r t m e n t o f

S u r g e ry a n d D e p a rt m e n t o f B i o c h e m i st ry ,
K a n a z a w a U n i v e r sity S c h o o l o f M e d i ci n e

,
K a n a z a w a 9 2 0 - 8 6 4 0

-

J . J u z e n M ed

S o c .
,
1 0 7 , 5 1 7

-

5 2 5 (1 9 9 8)

K e y w o r d s i n s u li n
,

a n gi o g e n e si s , V a S C ul a r e n d o th eli al g r o w th f a c t o r ( V E G F) ,
h y p o xi a

,
di a b e ti c r e ti n o

p ath y .

A b st r a ct

I n s u li n t r e a t m e n t i s ep
i d e m i o l o g l C ally k n o w n a s a n i n d e p e n d e n t ri s k f a c t o r i n th e p r o g r e s si o n of d i a b e ti c r e ti n o p a th y ･

H o w e v e r
･
h o w i n s u li n e x a c e rb a t e s th e r e ti n o p ath y i s n o t y e t f u 11 y u n d e r s t o o d ･ I n th i s s t u d y ,

th e e ff e c t s o f i n s u li n o n th e

g r o w th a n d t u b e f o r m ati o n o f mi c r o v a s c u l ar e n d o th eli al c e 11 s ( E C ) w e r e i n v e s tig a te d . W h e n h u m a n s ki n m i c r o v a s c u l a r E C

W e r e g r O W n u n d e r v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s o f i n s uli n
,
D N A s y n th e si s a s w ell a s t u b e f o r m a ti o n o f E C w e r e f o u n d t o b e

Sig n ifi c a n tl y s ti m ul a t e d ･ E v id e n c e th a t v a s c u l a r e n d o th eli a l g r o w th f a c to r ( V E G F) i s th e m ai n m e di a t o r o f th e a n g i o g e n i c

a c ti v l ty O f i n s u li n w a s o b t ai n ed a s f oll o w s ･ I n s uli n u p r e g u l at e s th e l e v el o f m R N A c o d i n g f o r s e c r e t o r y f o r m s o f V E G F
,

W h il e

th e e x p r e s si o n o f th e t w o V E G F r e c e p t o r g e n e s
,
k d r a n d j 7 tl

,
W a S e S S e n ti a 11 y u n c h a n

g e d b y th e e x p o s u r e t o i n s u li n . A

m o n o cl o n al a n ti b o d y a g a l n S t h u m a n V E G F c a n c o m pl e t el y n e u t r ali z e b o th th e p r o lif e r ati o n a n d th e tu b e f o r m a ti o n o f E C th at

i s i n d u c e d b y i n s u li n ･ T h e a n g l O g e n i c e ff e ct s o f i n s u li n w e r e a d d iti v e w ith th o s e o f h y p o x i a
,

a p r l n C IP al f a c t o r i n c a u s e s o f

a n g 1 0 g e n e Si s ･ F u r th e r
,
i n s u li n s l g n i fi c a n tl y s ti m ul ate d p l a s m i n o g e n a c ti v a t o r i n h i bi t o r

- 1 a c ti v lty i n E C ･ T h e r e s u lt s th u s

Su g g e S t th a t i n s u li n n ot o nl y eli ci ts a n
g

l O g
e n e Si s th r o u g h th e i n d u c ti o n o f a u t o c ri n e V E G F b u t i s a l s o a p r e di s p o s l n g f a c t o r f o r

th r o m b o g e n e si s
,

W h i c h m a y g l V e ri s e t o f o c al i s c h e m i a th a t c o u ld s u p e rd ri v e a n g l O g e n e Si s
,
th e r e b y l e a d i n g to th e e x a c e rb ati o n

Of di a b e ti c re ti n o p a th y .


