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藤 森 英 希

糖尿病状 態 に お い て は循環血液中や 組織で 後期糖化 反応 生成 物 ( a d v a n c e d gl y c a ti o n e n d p r o d u c ts
,

A G E) が 加速 的に形

成さ れ
, 糖尿病性 細小血 管症 の 発症 に深く 関わ っ て い る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る ･ 近年 また

･
A G E を認識す 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 様々 な細胞 の 機能 異常 を引き起 こ しう る こ と が知 ら れ て きた ･ しか し
,

R A G E 遺

伝子 の 発現調節 機構や そ の 病態生理 学的な意義に つ い て は ほ と ん ど明 らか で な い ･ そ こ で 本研究 で は
, 腫瘍壊死 因子 (t u m o r

n e c r o si s f a ct o r
-

α
,
T N F 一 α ) ,

1 7 P
-

エ ス トラ ジ オ
ー ル な ら び に A G E T) ガ ン ドが 紳小血 管構成細胞種の

一

つ で ある 周皮細胞 に

ぉ ける R A G E 遺伝子 発現 に どの ような影響 を 及ぼす か に つ き検討 した ･ そ の 結果,
T N F -

α
,

1 7 J9
- エ ス トラ ジ オ

ー ル
,

A G E は

R A G E m R N A を増加 させ た .
こ れ らの 国子 に よ っ て R A G E m R N A の 安定性 は影響 を受 けず

,
し た が っ て 当該遺伝子 の 発現誘

導は 主と して 転写 の 促進 に よ る と考 えら れ た ･ T N F - α と 1 7
j
9

-

エ ス ト ラ ジ オ
ー

ル はR A G E 蛋白量を増大さ せ
,

さ ら にT N F -

α

は A G E の 周皮細胞 の 噌殖抑 制効果を増強 した ･ 以 上 の 結 果か ら
,

こ れ ら の 因子 に より誘導 さ れ る R A G E は
,

周皮 細胞 にお け

る A G E 作用を助 長 させ
,

周皮細胞 の 選択 的喪失 を 含む 糖尿病性細小血 管症の 進展,
増悪 に 関与 する 可 能性 が 考え られ た ･

E e y w o r d s p e ri c y t e ,
a d v a n c e d gly c a d o n e n d p r o d u c t s 仏G E) ,

r e C e p t O r f o r A G E (R A G E)

ブ ドウ糖 な どの 還元 糖 は 蛋白質の ア ミ ノ 基と 非酵素的 に反応

し
,

S c b 誠 塩基
,

ア マ ドリ 化合物 を経 て
,

その 後緩徐 に で は あ

るが 不可 逆的 な脱水
,

縮合等の 反応を繰 り返 し特有 の 蛍 光 を持

っ 黄褐色 の 物 質 ,
後 期糖 化反 応生 成物 ( a d v a n c e d gl y c a ti o n

e n d p r o d u c ts
,
A G E) を形成する こ とが 知ら れ て い る

1)
(図1) ･ 慢

性的 な高 血 糖状態 で は循環 血液 中や 組織 で A G E が 加速 的 に 形

成
, 蓄積 され

,
糖尿病性 血 管症 の 発症 に深く関わ っ て い る こ と

が報告 されて きた
2)3)

.

さ ら に近 年
,

A G E を認識 す る細胞 表面 レ セ プ タ ー

が 複 数種

見 い 出さ れ た
4 卜 6)

. なか で もA G E 受容 体 ( r e c e p t o r f o r A G E
,

R A G E) (図2) は19 9 2 年 にS te r n ら
6)
に よ っ て ク ロ

ー ニ ン グ さ れ

た A G E 受容 体で 血 管 を構成す る血 管内皮細胞 や そ れ を取 り巻

く平滑筋細胞,
周皮細 胞な どの 様 々 な細胞 で 発現 して お り

7) 8)
,

糖尿病性網 膜症 に特徴的 な周皮細胞 の 選択 的喪失や 血 管新生 過

程 に 関与 す る こ と が 明 ら か と な っ て き て い る
8 卜 1 0)

･ し か し
,

R A G E 遺伝子 の 発現調節 の 分子機構 に つ い て は ほ と ん ど明 ら か

で ない
.

そ こ で 本研 究 で は
, 初 代培 養 ウ シ網 膜 周皮 細 胞 を 用 い て

R A G E 遺伝 子 の 発 現 に 及ぼ す 腫瘍壊 死 因子 (t u m o r n e c r o si s

f a ct o r- α
,

T N F -

α ) ,
17

1
? - エ ス ト ラ ジ オ ー ル

,
A G E

l
) ガ ン ドの

影響 に つ き検 討 し た . さ ら に , T N F - α に より 周皮細胞 脱衣面

の R A G E 蛋白 が 誘導 さ れ た 条件1
`

で A G E に よ る 周皮細 胞 の 増

殖抑制効果 が 増悪 され るか どうか に つ い ても検討 を行 い
･
糖尿

病 性網膜症 とく に 周皮細 胞 の 喪失 に お け る A G E - R A G E 系 の 役

割 に つ き考察 した .

材料 お よ び方法

1 . A G E の調製

ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e ru m alb u m i n
,
B S A) ( フ ラ ク シ

ョ ン V
,

脂 肪 酸 不 含 ,
エ ン ド ト キ シ ン 不 含

,
B o e h r i n g e r

M a n n ll ei m G m b H ,
M a n n h ei m

,
G e r m a n y) を50 0 m M グル コ

ー ス

を 含 む 10 m M l) ン 僚 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 無菌的 に6 週間 イ ン キ ュ ベ ー

シ

ョ ン し た
即

. そ の 後,
透析 に よ り遊柾 グ ル コ

ー ス を 除去 し
,

ヘ

パ リ ン セ フ ァ ロ
ー ス カ ラ ム C L -4 B (P h a r m a ci a L K B

,
U p p s al a ,

s w e d e n) ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

で A G E 化B S A を未反 応B S A か ら

分離 した , 高分子化をS D S -P A G E で
,

ま た特異吸光 ,
蛍光を分

光 光学 的方 法 で 確 認後
1 0)

, 精 製A G E - B S A 標 品 の 蛋白 濃度 を

平成 9 年1 1 月 2 7 日受付 , 平成1 0 年 1 月 1 3 日受理

A bb r e vi a d o n s : A G E
,

ad v a n c e d gly c a ti o n e n d p r o d u ct s; B S A
･
b o vi n e s e ru m alb u m in ; N F -

〝 B
,

n u Cl e ar f a ct o r k a p p a

B ; P B S , P h o s p h a t e - b u fEe r e d s ali n e; R A G E , r e C e P t O r f o r A G E ; R T I P C R
,
r e V e r S e tr a n S C rip tio n - P C R; S S P E

,
S ali n e s o d iu m

p h o s p h at e e th y l e n e dia m in e t et r a a c e 也c a cid; T N F -

α , t u m O r n e C r O Sis f a ct o r - al p h a ･



A G E 受容体遺伝子の 発現調節と そ の 生理的意義
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T ニ
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C O
ヽ
(｢

A d v a n c e d

聖 職 ｡t S

( A G E)

Fi g . 1 .

′

m e M aill a r d r e a c ti o l- b e tw e e n gl u c o s e a n d p l
･

O tei n s t o f o r m A G E ･

R A G E

) m m u n o g1 0 b uIi n ･

li k e d o m a i n s

C yt o pl a $ m i c

d o m ai n

Fi g . 2 . A s c h e m ati c r e p r e s e n t ati o n o r th e s t ru C tu l
-

e O f R A G E

p r o t ei n .

B r ad f o rd 法で 定量 した
11)

.

Ⅲ . 細胞

1 . 血 管周皮細胞

ウ シ眼球 よ り 初代培 慶 した 網膜 周皮細 胞
12)

を 刷い た . 細胞

は 牛胎 児血清(C ell C ult u r e l . a b o r a t o ri e s
,
C l e v el a n d , U S A ) ,

10 0

U / m l ペ ニ シ リ ン (利光純薬,
大阪) ,

1 0 0 p g/ m l ス ト レ プ ト マ イ

シ ン (和 光純薬) を 含 む ダル ベ ッ コ 改 変 イ
ー グル 培地 ( 日 水製

薬, 東京) にて 維持 した . 9 5 % 以 上 の 細 胞が α 一平滑筋 ア ク チ ン

陽性で 周皮細胞 と 同定 さ れ た .

1旺. 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 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 39 2 (A p pli e d B i o sy st e m s
,
U S A ) を

17

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 B i o s y st e m s) で 精製 した .
プ ラ イ マ

ー の 塩

基配 列は 5
,

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

(R A G E - U : C D N A

塩 基番号150 -1 6 9
6 刑

に対応) と5
'

- C A C A C A T G T C C C C A C C T T 甘r

3
,

( R A G E - D : 同4 3 5 - 4 1 6
L;

･
8)
に 対 応) ,

プ ロ ー ブ の 配 列 は 5
'

-

G C C G G A C A G A A G C T T G G A -3
,

( R A G E- P : 同16 7 -1 8 4
8)
に対応)

で ある . ウ シ
′
ヲ

ー ア ク チ ン m R N A に対す る プラ イ マ
ー

お よ び プ

ロ
ー ブ の 配列 は N o m u r a ら

1:3)
に従 っ た .

Ⅳ . 総R N A の 分離

種 々 の 条件f
T で培養 し た周皮細胞か ら Ch o m c z y n s k i ら

14)
の 方

法 に 基 づ き ア イ ソ ゲ ン ( ニ ッ ポ ン ジ
ー ン

, 1 訓 l) をJ 削 ､ て 総

R N A をjl 肛朋縞製 し た . す な わ■ら
,

ま ず1 フ ラ ス コ あ た り1 1111 の

ア イ ソ ゲ ン を加え 荊呈.左で 5 分l貼静間後,
0 .2 n ll の ク ロ ロ ホ ル ム

を 加 え て 激 しく振 返 し, 4 ℃ , 1 2 ,
0 0 0 Ⅹ g にて 1 5 分間遠心 し た .

つ ぎ に
,

仁清 を回収 しイ ソ プ ロ パ ノ ー ル を0 .5 m l 加え 端 ㍑で5

分冊故潤 し
,
4 ℃

,
1 2

,
0 0 0Ⅹ g l O 分間の 遠心で R N A を沈澱 させ た ･

沈殿物 を7 5 9f, エ タ ノ ー ル で 洗 い 減圧 乾燥 し た後
,

滅 菌水工 洒

解 し吸光定量をイJ
二

い 圭適濃度に 胡整し た .

V
. 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 ri p 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 Am p R N A P C R キ ッ ト (P e r ki n
- El m e r C e t u s

.
N o r w alk

,

U S A) を川 い
,

まず総R N A
,

あ る い はポ 1) (朗
+

R N A を鋳 腰と し

て逆転写 酵素 に て cD N A を合成し,
つ い で R A G E m R N A に特 異

的な プ ラ イ マ
ー を 用い 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 M

マ ル サ イ ク ラ
ー

(P e rk i n
-E l m e r

C e tu s) を使用 した
15)

. 増幅産物を2 % ア ガ ロ ー ス ゲ ル にて 電気

泳動後 ,
ナ イ ロ ン フ ィ ル タ

ー

(A m e r s h a m
,
B u c ki n g h a m s hi r e

,

U E) に転写 し
,

紫外 線 にて 固定 し た .
フ ィ ル タ

ー を50 % ホ ル

ム ア ミ ド
,

5Ⅹ [ 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 d i u m ph o s p h a t e e th yl e n e di a m i n e t e t r a a c e ti c

a cid ,
S S P E ) ] ,

5 Ⅹ D e n h a r dt 液 (0 .1 % ポ リ ビ ニ
ー

ル ピ ロ リ ド
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Fig . 3 . Ti tr a ti o n o f R T -P C R si g n al s i n fu n cti o n s of t e m pl a t e

am O u n tS 仏) an d o f c y cl e n u m b e r s (B ) . ( 郎 ○; 2 5 c y cl e s
,

△;

3 0 cy cl e s
,
ロ; 3 5 c y cl e s

,
Ⅹ; 4 0 c y cl e s am pli負c a ti o n o f p ol y(郎

+

R N A . ●; 3 5 cy cl e s
,

▲; 4 0 c y cl e s
,
■; 4 5 c y cl e s am plifi c a也o n of

t o tal R N A (B ) ○; 1 0 n g ,
△; 3 0 n g ,

□; 5 0 n g of p ol y(朗
+

R N As

w e r e a m pli 鮎d . ●; 3 0 0 n g ,
▲; 5 0 0 n g ,

) ; 1 0 0 0 n g o f t o t al

R N As w e r e a m pli A e d .

T N F ･

α

0 1 2 5 1 0 0 n g/ m I

1 7 - E t r a di o1

0 1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 n M

A G E ･ B S A

0 0 .5 1 2 m q/ m l

R A G E

β･ a Cti n

ン
,

0
.
1 % B S A

,
0 .1 % フ ィ コ

ー ル) ,
1 % S D S

,
5 0 0 u g/ m l 変性

サ ケ精子 D N A (Si g m a
,
S t L oi s

,
U S A ) か らな る溶液 中で50 ℃

,
4

時 間前 ハ イ プ リ ダ イ ゼ
ー

シ ョ ン させ た後
,

5 0 % ホ ル ム ア ミ ド,

5 ⅩS S P E
,
5 Ⅹ D e n h a rd t 液

,
1 % S D S

,
5 0 0 11 g/ m l 変性サ ケ精子

D N A
,

32

p 標識 オ 1) ゴヌ ク レ オ チ ドプ ロ ー ブ10 p m o l e 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 . 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
t

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 c t

,
B o s t o n

,

U S A) を使 用 し た
8)

.

ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン後 ,
フ ィ ル タ

ー

を2ⅩS S C
,
0 .1 % S D S に て室温 で15 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 測定は バ イ オイ メ

ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー F U J Ⅸ B A S l O O O (富士 フ イ ル ム
,

浜松) で 行

っ た .

Ⅵ . R A G E m R N A 安定性 の解析

ヒ ト組換 え型 T N F- α (C oll a b o r a ti v e R e s e a r
･

C h
,
B e d f o rd

,
U S A ) ,

1 7
ノ
9 - エ ス ト ラ ジ オ

ー ル (Si g m a
,
S t . I J O ui s

,
U S A) ,

A G E - B S A に よ

る R A G E m R N A 誘 導の 分子 機構 を 明ら か にす る た め
, 各刺激

下 に お ける R A G E m R N A の 半減期 を測定 し た
1 6)

. すなわ ち
, 周

皮細胞を100 n g / m l T N F -

α ,
1 0 n M 1 7

′
ウ エ ス トラ ジ オ

ー

ル
,
2

m g / m l A G E - B S A 存在 , 非 存在 下 で 4 時 間培 養 し た後 , 最終濃

苛
>

〇
一

く
Z
∝

∈

山

口
く
∝

0 1 25 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 00 0 0 t 5 1 2

T N F -

α( n g / m l) E 2 ( n M) A G E - B S A ( m g / m [)

Fi g . 4 . E 鮎 ct s o f T N F M

α
,
1 7β

一

e S tr ad i ol a n d A G E r B S A o n R A G E m R N A l e v el i n p e ri c y t e s ･ ㈱ D o s e
-d e p e n d e n c e ･ P e ri c y t e s w e r e i n c u b a t e d

fb r 4 h w ith 仇 e i n di c at e d c o n c e n tr ati o n s o f T N F -

α
,
1 7β

-

e Str a di ol o r A G E - B S A
,
･ a n d th e n p ol y(朗

+

R N As w e r e i s ol a t e d a n d a n aly z e d b y

ⅣトP C R . (B ) Q u a n ti t a ti v e r e p r e s e n t ati o n of th e R A G E g e n e i n d u c ti o n . D at a w e r e n o r m al i z e d b y th e i n t e n sitY O f β
-

a Cti n m R N A -d e riv e d

sig n al s
,

an d r el a t e d t o th e v al u e wi th o u t a d di ti v e s . E 2
,
1 7 P

-

e Str a di ol ･
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度10 tl g/ m l の ア ク チ ノ マ イ シ ン D (S i g m a) で転写 を停止 させ

た .
こ の 後

一

定時間 ご と に総 R N A を分推 し, 定量的RT I P C R 法

に よ りR A G E m R N A 量を測定 し た .

Ⅶ . ウ エ ス タ ン プロ ッ ト法に よ る 周皮 細胞R A G E 蛋白の 検出

周皮細胞をP B S で 洗浄衡 細胞 可溶化横衝 液(10 m M P B S
,
1 %

N o n id e t P -4 0
,

0 .5 % デ オ キ シ コ レ
ー

ト
,

0 .1 % S D S
,
1 0 m M

E D
′

m
,

1 . 5 m M M g C 1 2 ,
2 m M オ ル ソ バ ナ ジ ル 酸ナ トリ ウ ム

(Si g m a) ,
5 0 m M N a F (和 光純薬) ,

1 0 m M ピ ロ リ ン 酸ナ トリ ウ

ム (Si g m a) ,
1 p g/ m l ア プ ロ チ ニ ン (B o e h ri n g e r M a n n h ei m

G m b H ) ,
2 m M フ ェ ニ

ー ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ロ ラ イ ド

(Si g m a)) で可 溶化 し
,
4 ℃

,
3 0 0 x g に て 15 分間遠心 し た

･ そ の

後
,

B r a d f o rd 法 に て 遠心上 浦 の 蛋白定量 を行い
,

3 0 p g 相当を

1 2 ,5 % S D S - P A G E 法 に て 電 気泳 動 し ,
ニ ト ロ セ ル ロ ー

ス 膜

仏 m e r s h a m ) に 転写 した .
ニ トロ セ ル ロ

ー

ス 膜を5% 脱脂粉乳含

有0 .1 % ツ イ
ー ン2 0 漆加 廿i s 媛 衝液で 16 時 間ブ ロ ツ ヰ ン グ し た

後,
5 tl g/ m l 抗 ヒ ト R A G E モ ノ ク ロ ナ

ー

ル 抗 体 (京都大学 医学

部土 井俊夫 講師より供与) と60 分 間室 温で 反応さ せ た . さ ら に

200 0 倍 に希釈 し た西洋 わ さ び ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ 標識抗 マ ウス イ

ム ノ ダ ロ ブ リ ン抗 体 ( A m e r s h a m ) を二 次抗 体と して 室温 で60

分間反応 さ せ
,

エ ン ハ ン ス ト ケ ミ ル ミネ ッ セ ン ス (A m e r sh a m )

法で 抗原抗体複 合体を検 出し た
1 7)

.

Ⅷ . 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 ン 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
1 8)

.

成 績

Ⅰ . T N ト α
.
1 7 β - エ ス トラ ジオ

ー ル
.

A G E に よる 周皮細胞

R A G E 遺伝子の発 現誘導

T N F -

α
,
1 7

J
ヲー エ ス ト ラ ジ オ

ー ル
,

A G E 存 在 下で 周皮細胞の

R A G E 遺伝子 の 党規が ど の よう に 変化す る か を定量 的R T-P C R

法 に て 検 討 し た . ま ず, 周皮細胞 よ り 分 粧 した 総 R N A
,

ポ リ

仏)
+

R N A を鋳型 と し て R T -P C R 産物の シ グ ナ ル 強度を鋳 型量と

サ イ ク ル 数 に 対 して プ ロ ッ ト し
1 9)

, 得 られ た検量 曲線 か ら m ⊥

P C R 反応 の 定量城を決定 し た . 図3 に示す よ う に
,

総R N A を鋳

型と した 場合R N A 量10 0 0 n g 以 下
,

サ イ ク ル 数45 回以 内
,

ポ リ

(朗
+

R N A を鋳型 と し た場 合R N A 量50 n g 以 守
`

, サ イ ク ル 数40r[il

以 内で 反応 が 直線的 に 進行 し た の で
,

以■【F の 実験 で は総 R N A

量30 0 n g ,
サ イ ク ル 数35 回ある い は ポ

1) (A)
'

R N A 量30 n g ,
サ

イ ク ル 数30 回と い う 条件 で R T ｣P C R 反 応 を 行 っ た . 内郎対 照の

P
- ア ク チ ン m R N A 検JL-1 反応も同様 の 検量 曲線 に 基 づ き鋳型総

R N A 量3 0 0 n g ,
ポ 1) 仏)

+

R N A 量30 n g , 増幅サ イ ク ル 20 回の 条

件で行 っ た .

周皮細胞 を種 々 の 濃度 の T N F - α
,
1 7

′

･

?
-

エ ス ト ラ ジ オ
ー ル

,

A G E TB S A 存在下 で 4 時 間培養後,
ポ リ 仏)

+

R N A を分離 し
,

上 記

の 条件下 で R T I P C R を行 っ た 結果を 図4 に示す . T N F -

α
,
1 7 /9

-

エ ス ト ラ ジ オ
ー ル

,
A G E - B S A の い ず れ に よ っ て も R A G E

m R N A レ ベ ル が 増 大 す る こ と が 見 い 出 さ れ
,

そ れ ぞ れ 1 0 0

n g/ m l
,
10 n M

,
2 m g/ mi の 濃度で最 も誘導さ れ た

.
こ の レ ベ ル

は非添加対 照の 約3 -4 倍 で あ っ た .
つ ぎに ピ ー ク僅 を与え た各

濃度下 で R A G E m R N A 誘導の 経時変化を調べ たこ こ の 結果 ,

5 に示す よ うに
,

T N F - a
,
1 7 β

- エ ス トラ ジ オ
ー

ル
,
A G E - B S A

添加後4 -8 時間後にR A G E m R N A レベ ル は ピ
ー

ク に達 し
,

そ れ

19

ぞ れ 対照 の 約3 倍 に誘導 され た .

′･ラ
ー ア ク チ ン m R N A レ ベ ル は

金程過を通 じて不変で あ っ た .

1r . R A G E m R N A の 安定性 に及 ぼすT N F -

α
,
1 7 β一 エ ス トラ

ジオ
ー

ル
,
A G E の効果

T N F -

α
,
1 7

J
9

-

エ ス トラ ジ オ
岬 ル

,
A G E - B S A によ る R A G E 遺

伝子発現誘導 の 分子機構を明ら か にす る ため
, 周皮細胞を1 00

n g/ m l T N F -

α
,
1 0 n M 1 7

ノ9
- エ ス トラ ジ オ

ー

ル あ る い は 2

m g/ m l A G E - B S A 存在,-■F に4 時 間培 善後,
ア ク チ ノ マ イ シ ン D

を添 加 して 転写を停1ヒさ せ
, 繹時的 に総 R N A を分離 して定量

的R T P C R で 分析 し
,

R A G E m R N A レ ベ ル の 減少率か ら 半減期

を求め た . そ の 結 果, 図6 に示す如くR A G E m R N A の 半減期は

い ずれ の 場 合で も約90 -1 2 0 分で あり非添加村 照の 半減期 (10 0

分) との 間に 有意差 は認め ら れなか っ た .

T[【. T N F -

α
,
1 7 β

- エ ス トラ ジオ
ー ル に よ る R A G E 蛋白の

増加

T N F -

α
,
1 7

′
?

-

エ ス ト ラ ジオ
ー ル に よ る R A G E m R N A 誘導

が
,

実 際に R A G E 蛋白の 増加を伴 っ て い る か どうか を ウ エ ス タ

ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法に より検討 し た . そ の 結 果, 図7 に示す如

T N F ･

α

0 2 4 8 2 4 h r

R A G E

β･ a C ti n

R A G E

β
･ a C ti n

R A G E

β
一 a Cti n

1 7 ･ E s tr a di ol

O 2 4 8 2 4 h r

A G E ･ B S A

0 2 4 8 2 4 h r

Fi g . 5 . Ti m e c o u r s e of R A G E m R N A i n d u cd o n b y T N F -

α
,
17

P
-

e St r ad i ol a n d A G E - B S A ･
P e ri c yt e s w e r e t r e at e d w ith l O O

n g/ m l T N F L
α

,
1 0 n M 1 7β-

e St r a di ol o r 2 m g/ m l A G E -B S A fo r

th e i n di c a te d ti m e p e ri o d s
,

an d th e n un d e r w e n t p o b TGA)
+

R N A

i s ol ati o n a n d R T I P C R .
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q
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C o nt r o l T N F .

α 1 7β
- E st r a di oI A G E ･ B S A

( 1 0 0 n g/ m I) ( 1 0 n M ) ( 2 m g/ m l )

0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4 (h r)

T i m e ( h r)

Fig . 6 . R A G E m R N A st ab iu ty i n p e ri c yt e s c u ltu r e d w i th o r wi th o u t l O O n g/ m l T N F -

α O r l O n M 1 7
1
? -

e S tr a d i ol o r 2 m g/ m l A G E - B S A ･ (A )

S ｡ u th e r n bl o t s o f R T I P C R p r o d u c ts . P e ri c yt e s w e r e tr e at e d w ith th e s e c o m p o u n d s f o r 4 h
,

a n d th e n w ith lO u g / m l a cti n o m y ci n D
･
a n d

fu rth e r in c u b a te d i n th e b a s al m e di u m c o n t ai ni n g 2 0 % f et al b o vi n e s e ru m f o r th e i n di c a t e d ti m e p e ri o d s ･ A ft e r i n c u b ati o n
,
t O tal R N A w a s

e x t r a ct e d
,

r e V e r S e
-t r a n S C rib e d a n d P C R -

a m plifi e d . L o w e r p a n el s s h o w th e si g n al s d e ri v e d f r o m J?
- a C ti n m R N A ･ ( B) Q u a n tit a ti v e

r e p r e s e n t ati o n o f th e R A G E m R N A l e v el s ･ D a ta w e r e n o r m ali z e d w ith
I
? -

a C ti n si g n al s
,
a n d e x p r e s s ed a s a p e r c e n t a g e o f th e v al u e at th e

ti m e of a cti n o m y ci n D a d m i ni s tr a ti o n . B old li n e a n d + , p e ri c y te c u ltu r e w ith o u t a d d itiv e s; thi n li n e a n d O ,
T N F -

a
-t r e a t e d c ult u r e ;

d a sh e d li n e a n d "

J
･ -

,
1 7

J
? -

e S tr ad i ol -tr e at e d c ult u r e; b ol d d a s h e d li n e a n d = □ =

･
A G E - tr e at e d c u ltu r e ･

( D a) 1 2 3 4 5

6 6
,
0 0 0

-

4 4 ,0 0 0 -

Fi g . 7 ･ E ff e c ts of T N F -

α a n d 1 7
/
? -

e St r a di ol o n R A G E p l
･

O t ei n

c o n te n t s of p e ri c yt e s . P e ri c yt e s w e r e tr e at e d w ith o r w ith o u t

T N F -

α O r 1 7
ノ
ヲー

e St r ad i ol f o r 2 4 h
,

a n d th e n l y z e d ･ P r o t ei n s

e x t r a c t e d w e r e el e ct r o p h o r e s e d o n a n S D S -

p Ol y a c r yl a m id e

1 2 .5 % g el u n d e r r e d u ci n g c o n d iti o n s
,

a n d s u bj e c t e d t o

W e s te r n bl o t a n al y si s u si n g a n ti - R A G E m o n o cl o n al a n tib o d y ･

L a n e l
,

n e g a ti v e c o n tr ol; e X t r a C t S f r o m p e ri c yt e s c u lt u r e d

w ith o u t a d diti v e s w e r e b l ott e d an d p r o c e s s e d b y th e s a m e

vi s u ali z a ti o n p r o c e d u r e s e x c e pt f o r o mi tti n g th e A r st a n tib o d y ･

L a n e 2
, P O Si ti v e c o n t r o l; r e C O m b i n a n t r a t R A G E p r o t ei n

e x p r e s s e d i n 励 ch e ri ch i a c oli a n d r u n i n p a r all el ･ L a n e 3
,

c o n tr ol; e X tr a Ct S 血
･

o m u n t r e at e d p e ri c yt e s . L an e 4
,
1 0 0 n g / m l

T N F ･

α
-t r e a te d p e ri c y t e s ･ L a n e 5

,
1 0 n M 1 7

/
9 -

e S tr ad i ol -tr e at e d

p e ri cy t e s
･
S i z e m a rk e r s a r e s h o w n o n th e l e ft i n D a ･ A r r o w

i n d i c a t e s th e p o siti o n o f R A G E p r o t e i n . T h e u p p e r b a n d

p r o b abl y r e p r e s e n te d n o n
-

S p e Ci 鮎 b i n di n g ･

く樹皮細胞 は 分子量約4 7
,
0 0 0 D a の R A G E 蛋白 を 発現 して お り

,

1 0 0 n g/ m l T N F - α
,
1 0 n M 1 7

J
ヲ

ー

エ ス トラ ジ オ
ー ル の 24 時 間処

理 で R A G E 蛋白 レ ベ ル は約2 倍 に 誘導 さ れ た .

Ⅳ . T N F - a に よ る A G E の 周皮細胞増殖抑制効果の 増強

こ の よ うな R A G E 蛋白 の 党規 誘導が 機能 上 どの よう な 影響 を 及

ぼ すか を調 べ る ため
,

A G E の 周皮細胞増 殖抑制作)LH が T N F- a

で どう 憺 飾 さ れ る かを 検討 した . そ の 結果 ,
図8 に ′J け 如く ,

A G E によ る周 皮細胞 の 増 碑抑制 は1 00 n g / m l の T N F q

α と の 共

存 に より有 意に 増強 され た . すな わ ち
,

A G E 単独で は4 = 開 の

培養 で周皮細 胞 の 生 細胞 数は 約18% 程度抑制 さ れ た にす ぎな か

っ たが
,

T N ト α と の 共存 で は約27% 程度 の 増殖抑制効果 が 認め

ら れ た .

考 察

本 研 究 に よ り , 周皮 細 胞 に お け る R A G E 遺伝 子 の 発 現 が

T N F -

α
,
1 7

J
ヲ

ー

エ ス ト ラ ジ オ
ー ル

,
A G E によ っ て 誘導 され る こ

と が は じめ て 明ら か に され た . 抗 R A G E 抗 体を用い た 免疫染色

に より , 糖尿 病患者 の A G E に 富 む血 管病変
20)

や 粥状動脈 硬化

の プ ラ ー ク 病巣
2 1)

で R A G E 蛋白が 膿染 さ れ る こ と が 報告され て

い る . 本 研 究 に お ける 知見 か ら
,

こ の よ う な 病 変 に お け る
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｣

む
q

∈
コ
u
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む
】
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属
>

00051

00001

0005

C o n tr o J A G E T N F -

a T N F -

a

+

A G E

Fi g . 8 . T h e effe c t s of T N F -

α O n th e A G E -i n d u c e d d e c r e a s e i n

th e n u m b e r o f vi ab l e p e ri c yt e s . P e ri c yt e s w e r e tr e at e d w ith o r

w ith o u t l O O n g/ m l T N F -

α i n th e p r e s e n c e o l
'

a b s e n c e of l

m g/ m l A G E - B S A f o r 4 d a y s . E a c h c ol u m n r e p r e s e n t s th e

m e a n v al u e o f v i a b l e p e ri c y t e n u m b e r s o f 6 i n d e p e n d e n t

d et e r m i n a ti o n s; V e r ti c al b a r s sh o w S E M .

★

p < 0 .0 0 0 1
,
C O m p a r e d

t o th e v al u e s w ith l O O n g/ m l T N F - α (S t u d e n t
'

s t t e st) .

R A G E 蛋Ⅰ
ニ
ー1 の 発現誘導 に は 共存 して い るA G E リ ガ ン ドl-

′

1 身が 関

与一して い る[7r 能性が 推定 さ れ る . な お
,

R A G E 遺侵 ｢ の 発現 を

最も増ノ( さ せ た 2 m g / m l と い う A G E 濃度 は周皮細 胞の 増姉抑

制や 急性毒牲作 川をき たす 最人イバ鋸農度 と
一 致 して い た

ポ)

. 本

研究で
,

R A G E m R N A の 安定性 は T N F -

α
,
1 7

J
ゴ

ー

エ ス トラ ジ オ

ー ル
,

A G E - B S A い ずれ に よ っ て も ほ と ん ど影響 さ れ な い こ と

か ら
,

こ れ らの 囚イ■

に よ る R A G E m R N A の 誘導は 虹
′

J
): 段 階で の

促 進に よ るも の と 考 え ら れ る .
R A G E 遺力=

'

･ の プ ロ モ
ー

タ
ー

,

エ ン ハ ン サ ー 領域 の 解 析 で は 5
,

_ 上流 に あ る 2 つ の 楼Ⅰノ｣ ｣
'

▲

だ

B ( n u cl e a r f a ct o r k a p p a B
,
N F - I C B ) 結 合部位が リ ボ ポ リ サ ッ カ

ラ イ ド に よ る 発現 誘導 に必 須で あ る こ と が 最宜H 甘告さ れ た
ココ)

.

T N F -

α や A G E はそ れ ぞ れ細胞 未l如に/i 在する T N F -

( r
I

受容体や

R A G E に よ っ て 認識さ れ た 後, 細胞1勺に 酸化 ス ト レ ス を 卸 卜さ

せ N トk B を 括惟化 しう る こ と か ら
即 4)

,
こ れ ら の 榊 ｢ に よ る

R A G E 遺伝子 の 発現 誘導も N F -

fC B を 介す る 叶能性 が 考 え られ

る .

最近, 糖尿病状態で 認め られ る イ ン ス リ ン 抵抗性 の 発生 に は

脂肪細胞 か ら 過剰 に 分泌 され る T N F -

α が 関 与し て い る こ とが

報告 さ れ た
25)

. し た が っ て
,

脂肪細 胞 に 由来 す る T N F -

α は
,

血 管細胞 にお ける A G E - R A G E 系 を活性 化さ せ
, 周皮 細胞 の 選

択的喪失や 血管新生 を主徴 とす る糖尿病性細小血 管症 の 危 険因

子 ま た は 増悪 因子の
一

つ と な りう る で あろ う. T N F -

α に よ る

高イ ン ス リ ン血症 は
, 血 管平滑筋細胞 の 増殖促進

2 6) 2 7)
ヤ プ ラ ス

21

ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ
ー タ ー

イ ン ヒ ビタ ー 産生 刺激に よ る血 栓傾

向
2日)

を 介 して 粥状動脈硬 化症 な どの 糖尿病1生大血 管症の 発症,

進展 にも関与する もの と思 わ れ る
.

本研究で は さ ら に
,

1 7
ノ
ブ ー エ ス ト ラ ジ オ

ー

ル が 周皮細胞 にお

け る R A G E 蛋白 の 発現 を 誘導する こ と が 認め られ た . R A G E 蛋

白 の 発現 誘導が 最も顕著で あ っ た10 n M と い う エ ス トラ ジ オ
ー

ル 濃度が 妊婦 の 血ヰー エ ス ト ラ ジ オ
ー ル レ ベ ル

29)
と ほ ぼ----¶

･ 致 し
,

疫学 的に も糖尿病性網膜症 の 進展が 妊娠 に よ っ て 助長さ れ る こ

と か ら
:itり

, 筆者 は エ ス ト ラ ジ オ
ー ル が糖尿病患者で も R A G E を

誘導 し て A G E 作 用 を増強 し
,

周皮細胞 の 選択的喪失 の
一

因 と

なりうる もの と推定す る
.

A G E は R A G E を介して 内皮細胞に も

作月== ノ , 血 管新生 や 血 栓傾向 を ひ きお こ しう る
印l(り

の で
,

エ ス

トラ ジオ ー ル は 糖尿病 に伴う 内皮変化 をも増悪 させ ると 考えら

れ る .

結 論

糖尻病性 血管症 の 発症
t

進厘射二直接 に関係する R A G E 遺伝子

の 発現 に 及ぼす T N F L
α ,

1 7
′

'

] - エ ス ト ラ ジ オ ー ル
,

A G E の 影

に つ き検討 し,
以 卜の 新知見を得た .

1
.

T N F - α
,

1 7
,
ト エ ス トラ ジ オ

ー ル
,

A G E は周皮細胞 にお

け る R A G E m R N A レベ ル を増 大させ る .

2 . T N F -

a
,
17

J
? - エ ス ト ラ ジ オ

ー ル
,
A G E は R A G E m R N A の

安 倉 性に は 影響せ ず
,

R A G E 遺伝十 の 転 写を促 進さ せ る もの と

推定 さ れ る .

3 . T N F -

α と1 7 1 ト エ ス トラ ジオ
ー ル は 実際R A G E 蛋白 量も

増大さ せ る .

4 . T N F -

α はA G E の 周皮朋川包増殖刑捕り効果 を増強 させ る .
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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 ･ D i ab et e s C a r e 1 3 : 3 4 -4 0
,
1 9 9 0
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M e c h a n i s m fb r I n d 1 1 Cti o n of t h e A d v a n c e d G l y c a ti o n E n d p r o d 11 C tS R e c e p t o r G e n e a n d it s R ol e i n t h e I ) e v el o p m e n t

a n d P r o g r e s si o n of D i a b e ti c M i c r o a n g l O p atlly H i d e k i F uj i m o ri
,
F i r s t D e p a rt m e n t o f S u rg e r y a n d D e p a r t 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 si ty S c h o o l o f M e di 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 e d S o c ･
,
1 0 7

･
1 6

~

2 3 ( 1 9 9 8)

K ey w o r d s p e ri c y te ,
a d v a n c e d gl y c ati o n e n d p r o d u c ts ( A G E) ,

re C e P t O r f o r A G E ( R A G E)

A b st r a c t

A d v a n c e d g l y c a ti o n e n d p
r o d u c t s ( A G E) ,

n O n
- e n Z y m a ti c ally g ly c a te d p r o t e i n d e ri v a ti v e s f o r m e d a t a n a c c el e r a t e d r a t e

u n d e r d i ab e ti c s ta t e
,

a r e th o u g h t t o pl a y a c e n tr al r ol e i n th e p ath o g e n e si s o f d i a b e ti c v a s c u l a r c o m
p
li c ati o n s ･ R e c e n tl y ,

a C ell

s u rf a c e r e c e p t o r f o r A G E
,
t e r m e d R A G E

,
W a S id e n ti fi e d a n d h a s b e e n i m p li c a t e d i n v a ri o u s c e11 ul a r d y s f u n c ti o n s ･ T h e

r e g u l a ti o n o f th e R A G E g e n e
,
h o w e v e r

,
i s n o t f u ll y u n d e r s t o o d ･ I n th i s s tu d y th e a u th o r i n v e stl g a t e d h o w tu m o r n e c r o si s

f a c t o r
-

α ( T N F -

α) ,
1 7β -

e St r a di ol a n d A G E li g a n d s a ff e c t th e e x
p

re s si o n o f th e R A G E g e n e i n b o vi n e re ti n al p e ri c y t e s
,

O n e

c e11 u l a r c o n s tit u e n t of m i c r o v e s s el s . F i r s t
,
T N F -

α
,
1 7β - e S t r a d i ol an d A G E - B S A w e r e f o u n d t o i n c r e a s e th e l e v el s o f R A G E

m R N A i n d o s e
- d e p e n d e n t m a n n e r s ･ S e c o n d

,
th e h a lf -1if e o f R A G E m R N A w a s n o t s l g n ific a n tly c h a n g e d b y th e T N F -

α
,
1 7

P -

e St r a d i ol o r A G E - B S A tr e at m e n t s
,

S u g g
e S tl n g th a t th e i n d u c ti o n i s a c h i e v e d at th e t r a n s c n p tl O n St e p ･ T h i rd

,
T N F - α a n d

1 7P - e S tr a d i o l a c t u a ll y l n C e a S e d R A G E p r o t e i n c o n t e n t s i n p e r l C y t e S
,

a n d f o u r th
,
T N ト α e n h a n c e d th e A G E -i n d u c e d

r et a r d a ti o n o f p e ri c y te g
r o w th . T h e s e r e s ul t s th u s s u g g e s t th a t T N F -

α
,
1 7β -

e S tr ad i o l a n d A G E i nd u c ti o n s of th e R A G E g e n e

m a y a u g m e n t th e A G E a c ti o n s
,
th e r e b y c o n tri b u ti n g to th e d e v el o p m e n t a n d p r o

g
r e s si o n of di a b e ti c m i c r o a n g 1 0 P at h y

e x e m pli fi e d b y p e ric y t e l o s s ･


