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K K マ ウ ス の 心筋線維芽細胞 に お け る コ ラ ー ゲ ン 合成能 と

それ に お よ ぼす グ ル コ ー ス の 影響

金沢大学医学部 内科学第 二 講座 く主 任こ 竹 田亮祐教授つ

田 口 富 雄

イ ン ス リ ン 非依存性糖尿病モ デ ル で ある K K マ ウ ス の コ ラ ー ゲ ン と そ れ に お よ ぼす グ ル コ ー

ス の 影響を 明 らか に す る 目

的で
，

7 週齢の 心 筋線維芽細胞を 用 い
， 7 代継代培養後

3
H － プ ロ リ ソ で 標識 して コ ラ ー ゲ ン 合成能 を量的くP e t e r k of s k y らの コ

ラ
ー ゲ ナ

ー ゼ 消化法L 質的くH a t a らの 方法トに 検討 した ． 更に イ ン ス リ ソ を 0 －1 U 添加 して
，

コ ラ ー ゲ ン 合成能に お よ ぼ すイ

ン ス リ ン の 影響 に つ い て も検討 した ． そ の 結果 ，
グ ル コ ー ス 濃度 5 ．5 m M で は

，
K K 群の コ ラ

ー

ゲ ン 合成量 と コ ラ
ー

ゲ ン 合成比

ほ 対照の D D Y マ ウ ス 群と差を 認め な か っ た ． また D D Y 群で ほ グル コ
ー

ス 濃度を 上 昇 させ て も コ ラ
ー ゲ ン 合成量 ，

コ ラ ー

ゲ

ン 合成比は 不 変で あ っ た ． それ に 対 して K K 群 で ほ ， グ ル コ
ー ス 濃度 11 ，O m M で 有意 に コ ラ ー ゲ ン 合 成量 の 増加 を 認 め

く5 ．5 m M 対 11 ．O m M こ 31 5 09 土18 6 0 対 76 7 2 3 土141 3 8 d p m l ウ ニ ル
，
P く0 ．0 5l ，

コ ラ ー ゲ ン 合成比も増 加 を 認 め た く49 －2 土4 ．2 対

23 ．2 土1 ．8 ％ ，
P く0 ．0 51 ． グル コ ー

ス 濃度 16 ．5 m M で は
，
5 ．5 m M と コ ラ ー ゲ ン 合成量に 差 を認 め なか っ た ． K K 群 の 型別 コ ラ ー

ゲ ン 分析 に お い て ほ ，
グル コ ー

ス 濃度 5 ．5 m M に 比 し 11 ．O m M に お い て I 型 コ ラ
ー

ゲ ン が減少 し
，

m
，

N
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン の

増加が認 め られ た く5 ．5 m M 対 11 ．O m M 二 H ノ1 ， 0 ，2 2 8 対 0 ．6 4 0 パりI
， 0 ．1 3 4 対 0 ．5 0 9 i VI I

，
0 ．0 3 3 対 0 －3 3 31 ． また

，
グ ル コ ー

ス 濃度11 ．O m M の K K 群に イ ン ス リ ン を添加 し
，

コ ラ
ー

ゲ ン 合成能に お よぼ す影響を 検討 した が
，

コ ラ ー ゲ ン 合成能 ほ変化 し

な か っ た ． 以上 の 結果 よ り
，
K K マ ウ ス の 心 筋線維芽細胞 に お け る コ ラ ー ゲ ン 合成能は 生体 に お ける グル コ ー

ス 濃度 に 相当す

る 11 ．O m M で 増加を 示 し， 先天的ある い は後天的 に コ ラ ー ゲ ン 合成が 増加す る よ う形質変換 され て い る もの と推定 され た ．

K e y w o r d s K K m o u s e ， dia b et e s m e11it u s
，

C a rdi a c fib r o bl a st
，

C Oll a g e n s y n t h e sis

糖尿病 で は 巨大血 管症 と して の 冠動脈硬化症や 高血 圧症 に よ

る心筋障害が 発生す る こ と はよく 知られ て い る が
， 他方 こ れ ら

に 起因 しな い 心 筋障害が 生 じる こ と が指摘 され ， 糖 尿病性心 筋

症と して 注 目 され て い る
り2J

． こ の 病理観織学的検討 に お い て ，

心 筋問質 の 線純化 が増加 して い る こ と が報告 され
3 州

， 糖 尿病 心

に お ける心 筋問質線純化増加 と心 機能 障害 との 関連性が 示 唆 さ

れ て い る ．

心 筋問質 の 線椎化 は主 と して コ ラ ー ゲ ン 線稚か らな り
，

こ の

コ ラ ー ゲ ン 線椎 は 心筋線維芽細胞に よ っ て合 成 さ れ て い る
5I

．

非収縮性蛋 白で ある コ ラ
ー

ゲ ン 線維ほ 心 筋細胞 の 周 囲を 取 り 囲

み
，

心 筋の 収縮 ■ 弛緩 を 同 一 方向 に 働く よ う規 定す る と 同時

に
，

心 臓の 硬 さを 規定 して 形態を 保持す る重要 な役 目 を担 っ て

い る
抑

． しか しな が ら ，
こ の コ ラ

ー ゲ ン 線維の 不 調和 な増加 ほ
，

心臓 の 収縮 ■ 拡張磯能を 障害す る ． 梅 田
8，

，
S bi m i z u ら

鋸
は

，
糖

尿病 心 にお け る免疫組織学的検討 よ り ， 糖尿病心 で は 心 筋問質

の 線 純化の 増加 と心 機能に 関連性 が認め られ
，

さ らに こ の 線維

化に は m 塑 コ ラ
ー

ゲ ン の 増加が 関与 して い る こ と を 報告 し
， 糖

尿病心 で は コ ラ
ー

ゲ ン 代謝 の 量的の み な らず質的変 化が 生 じて

い る可 能性を 示 唆 して い る ． そ こ で 著者 は
， 糖尿病心 に お い て

心 筋線維芽細胞 に おけ る コ ラ ー ゲ ン 合成 が増加 して い る か 否か

を 量的 ， 質的 に検討す る こ とを 目的と し
，

イ ン ス リ ソ 非依存性

平成 6 年1 月1 9 日受付 ， 平成 6 年 3 月 2 日受理

A b b r e vi atio n s ニ C P
，

C Oll a g e n o u s p r ot ei n ニ D M E M
，

e t hle n e dia mi n et e t r a a c e ti c a cid ニF B S
，

■f et al b o v in e s e r u m

d o d e c yl s ulf a t e －

p Oly a c r yla m id e g el el e c t r o p h o r e sis

糖尿病 モ デ ル で ある K K マ ウ ス
け ト 12

せ 用い て 心 筋線維芽細胞を

培養 し
，

コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 の 評 価 お よ び そ の 型別 分析 を 行な

い
，

さ らに コ ラ ー ゲ ン 合成能 に お よ ぼ すグ ル コ ー

ス の 影響に つ

い て も検討 を行 な っ た ．

対象お よび 方法

I ． K K マ ウス の 心筋線稚芽細胞 にお け る コ ラ
ー

ゲ ン 合成能

およびグル コ ー

ス 濃度の影響

1 ． 実験動物

7 適齢 の 雄性 K K マ ウ ス く平均 士標準偏差 二36 ．4 士0 ．6 gJ お よ

び 対照 と して 同 じく 7 週齢の 雄性 D D Y マ ウ ス く35 ．8 士0 ．5 gJ を

用 い た ． K K マ ウ ス の 血 糖値 ほ 220 土18 ．2 くm gl d ll で あ り
，

D D Y マ ウ ス の 血 糖値は 1 00 土20 ．5 くm gノdll であ っ た ．

2 ． 細胞培養

心 筋線維芽細胞 ほ R o s s の 方法
13
りこ従 っ て 得た ．

エ
ー テ ル 麻

酔後 l 胸部正 中切 開に て マ ウ ス の 心 臓を 取り 出 し， 大血 管およ

び心 房を 切除 して 心 室筋 の み を 用 い た ．
これ を 1 m m 立 方以下

の 大き さに 細 切 し
，

こ れ らを エ ク ス プ ラ ン トくe x pl a n tl と した ．

こ の エ ク ス プ ラ ン ト を 25 c m
2

培 養 フ ラ ス コ くC o r n i n g ，
N Y ，

U S A I に散布 し
，
3 7 C

．
5 ％ C O 2，

9 5 ％ 空気の 条件下で培養し

た ． 培地と して10 ％ ウ シ 胎 児血 清 くf e t al b o vi n e s e r u m
，
F B Sl

D ulb e c c o
，

s m o difi e d E a g le m e di u m ニ E D T A
，

N C P ，
n O n － C Oll a g e n o u s p r o t ei n ニ S D S － P A G E

，
S O diu m
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糖尿病性心に おけ る コ ラ ー ゲ ン 合成 能

くGib c o ， N Y
，
U S A J ，

カ ナ マ イ シ ン く100 p gl m lI ，
ア ン フ ォ テ リ シ

ソ B く5 鵬ノm り を 加 え た ダ ル ベ
ッ

コ 変 法イ ー グ ル 培地

くD ulb e c c o
，

s m o difi e d E a gl e m e d i u m
，
D M E M l を 用い

，
3 日毎

に 培地を新鮮な もの に 交換 した ．
エ ク ス プ ラ ン トよ り細胞が退

出増殖 し
，
細胞密度が コ ン プ ル エ ソ トくc o n fl u e n tl に 達 し た 時

に
，

2 ％ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸 くetyl e n e d ia m i n e t e tr a a c eti c

a cid ，
E D T A J －0 ．2 5 ％ トリ プ シ ン くt r y p sinI を 用い て細 胞を 継 代

し，
さ らに 培養した ．

一 部 の 継代細胸 を用 い 免疫阻織化学染色

を施行 して ， 心筋線維 芽細胞で あ る こ と の 確認を 行な っ た 一 以

下に 染色方法を詳述す る ． 免疫染色ほ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ ー 抗 ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ くp e r o x id a s e － a ．n tip e r o x id a s e
，
P A Pl 法 に て 行

な っ た ．
ス ラ イ ドガ ラ ス 上 の 細胞 を ア セ ト ン に て 1 分 間固定

軋 過酸化水素水 に て 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブ ロ ッ ク を行

な っ た後， 非特異的反応を 阻害す るた め ウサ ギ正常血 清を室温

にて20 分間反応させ た ．

一

次抗体と し て抗 ビ メ ソ チ ソ
， 坑デス

ミ ソ
， 抗第W 因子関連 抗原 の 3 種 の 抗体 くダ コ ジ ャ

パ ン
， 京

抑 を用 い
， 常温に て20 分間反応 させ た ． 二 次抗体と して 抗 マ

ウ ス イ ム ノ ダ ロ ブ リ ン
． ウ サ ギ抗体を 常温に て20 分間反応させ

た ． 次に標識抗体と して ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ ． 坑 ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ ． マ ウ ス 抗体複合体を常温に て20 分 間反応 させ た ． 各反応の

後に 0 ．0 5 M T ris 緩衝 液に て10 分間洗 浄 を 行な っ た ． 発色 ほ

3 て ミ ノ ーg － エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル お よび N ， N － ジ メ チ ル ホ ル ム ア

ミ ド溶液を用 い た ． 核染色は マ イ ヤ
ー へ マ ト キ シ リ ン に て行な

い ア ン モ ニ ア 溶液に 浸 した後，
封入 し検鏡 した ． そ の 結果 図1

に示す ごとく ． 抗 ビ メ ソ チ ソ 抗体の み 核周囲の 細胞質に 染色像

が認め られ た ． 抗 デ ス ミ ン 抗体 t 抗第W 因子関連抗原抗体 でほ

陰性で あり ． 培養細胞が 心 筋線維芽細胞で ある ことが 確認 され

た
l 冊

． 以下の 実験に ほ 7 代継代細胞 を 用 い た ．

3 ．
コ ラ

ー

ゲ ン 合成能の 解析

細胞を10 ％ F B S 添加 D M E M l mi を加 えた 35 m m 径プ ラ ス

チ ッ ク シ ャ
ー レに 1 x l O

5

個接種 した ． 7 日後 の 定常期 の 細胞を

用い
，

3 種 の グル コ
ー ス 濃度く5 ふ 11 ，

1 6 ．5 m M l と イ ン ス リ ン 添

加群 く11 m M グ ル コ
ー

ス ＋ イ ン ス リ ソ 0 ．1 Ul の 新鮮 な1 0 ％

F B S 添加 D M E M と交換 し
． 同時 に 50 FLC iJ

l
m l の L イ2 ， 3 －

3

H l

プ ロ リ ン くA m e r s h a ， m
，
G r e e n w hi c h

，
U S A l ， 0 ．1 m M の ア ス コ ル

ビン 酸ナ トリ ウ ム お よび 0 ．5 m M ベ ー

タ
． ア ミ ノ プ ロ ピ オ ニ ト

リル フ マ ル 酸を培養液 に 加えた ． 2 4 時間標識後 ， 培地と共 に細

Fig ． 1 ． C u lt u r e d K K m i c e
－ d e ri v e d fib r o bl a ．s ts b y i m m u n o

－

hi st o c h e m i c al st ai n in g f o r vi m e n ti n ． T h e c y t o pl a s m a r o u n d

n u cl ei of fib r o bl a s ts w e r e r e a c t e d wi th a ． n tトv i m e n ti n

a n tib o d i e s くX 40 01 ．

5 23

胞を 回収 して超普彼処理 し
，

一

部は定量分析 t
残 り を塑別分析

用 の 試料と した ．

り コ ラ
ー

ゲ ン の 定量分析

試料を 5 分間煮沸 し
， 種 々 の 酵素 を 不 特性 化 した ． 分析 ほ

P e t e r k of sk y ら
1Bl

の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消化 法を 用 い た ． 試 料は ．

0 ．0 5 M 酢酸に対 して十分な透析を 行な っ た 後． 凍結乾燥 した ．

凍結乾塊 した試料 を 0 ．04 N 水酸化 ナ トリ ウ ム 水溶液 に再溶解さ

せ
， 次い で T ri s

－ H C l 緩衝液くp H 7 ．41 で 中和 した 後，
コ ラ ゲナ ー

ゼ r C わざ汁idf 祝 m 混 血 如才c 祝 m コ ラ ゲ ナ ー ゼ
，

F o r m 附

くA d v a n c e B iof a c t u r e s C o r p o r a ti o n ， N Y
，
U S A l で37 C

，
2 時間

消化を行な っ た ． 消化後試料に10 ％ト リ ク ロ ロ 酢酸 くt ri c hl o r o
－

a c e ti c a cid ．
T C A l と0 ． 5 ％ タ ン ニ ン 酸を加 え，

1 0 0 0 x g で 5 分

間 の 遠心 に よ り沈殿 した高分子童 画分 俳 コ ラ
ー

ゲ ン 性 蛋 削

くn o n
－

C Oll a g e n o u s p r o t ei n ， N C Pl を 上清中の 低 分子畳 画分 くコ

ラ ー ゲ ン 性蛋 削 くc oll a g e n o u s p r o t ei n
，
C P l と分離 した ． 各々 の

画分を 液体シ ソ チ レ ー タ ー A C S 正くA m e r s h a m l に 溶解 し
，

シ

ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー L S C －7 0 0 け ロ カ
， 東京1 で放射活性

を測定 した ． 次 い で 上総蛋白合成活性の 比 を P et e rk of s k y ら
鳩

の 式

EC P J
l
くC P ＋5 ．4 X N C P11 x l O O く％I

よ り算出 した ．

2ブ コ ラT ゲ ソ の 定性分析

試 料 に 中 性 プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ ー

タ
ー く0 ．2 5 M E D T A

2 N a ， 1 0 r ロM フ ェ
ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ

ニ ル フ ル オ ラ イ ド
，
0 ．1 M

N エ チ ル マ レイ ミ ドI を加え た後 ，
コ ラ ー ゲ ン の 型別分析を 行

な っ た ．

分析は H at a ら
ITI

の 方法を 用い た ． 分析用試料に硫酸ア ン モ

ニ ウ ム く176 m gノm り を 加えて 硫安沈殿廟 分を得た ． こ の 両分を

0 ．5 M 酢酸に 再 び溶 解 させ
， 最終 濃度 100 鵬ノm l の ペ プ シ ン

くSig m a
，
S t ． L o u is

，
U S A l を 用い て 4 C

，
6 時間で 消化 した ． 試

料全容量の 1ll O 量の 2 M T ris
－

H C l 緩衝液を加え た後．
5 N 水

酸化 ナ ト リウ ム溶液で ペ プ シ ン を不 精性化 し
， 凍結乾燥 して電

気泳動用試料と した ．

電気泳動ほ W e b e r ら
18I

の ドデシ ル 硫酸ナ トリ ウ ム ー

ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動法 くs o d i u m d o d e c yl s ulf a te －

p ol y a c r yl a m id e g el el e c tr o p h o r e si s
，
S D S － P A G El を用い た ． ア

ク リル ア ミ ドの 濃度に 関 してほ 濃縮用 ゲル は 3 ％くp H 6 ．8 L 分離

用 ゲル は 5 ％くp H 8 ．別 に 調節 した ．

泳動終了後，
ス ラ ブ ． ゲ ル を 1 ．1 M サ リ チ ル 酸 ナ ト リ ウ ム に

1 時間浸 した後乾燥 し
，

フ ル オ ロ グ ラ ブ ィ
ー

l 恥 抑

を 行な っ た ． X

線 フ ィ ル ム X A R －5 くE a s t m a n K o d a k C o m p a n y ，
R o c h e s t e r ，

U S A I を
一

8 0 て
，

5 日ない し10 日 ， 乾娩 ゲル に 露光 した 後， 現

像 した ． 感光 した フ ィ
ル ム 上 の 各 コ ラ

ー

ゲ ン に相 当す るバ ン ド

の 濃淡 をデ ソ シ ト メ ー

タ
ー

P D S 1 5 け ク ラ ， 東京1 ，
5 0 0 n m の 波

長の 吸光度を 測定 し ， 記録紙に 記 録 した ． 1 型 コ ラ ー ゲ ン は

釣 り1 お よび 戊2くり の バ ン ドを ，
H 型 コ ラ ー ゲ ン は還元前の r

位置の 凸 叩う を ，
打型 コ ラ ー ゲ ン は還元前 の バ ン ドを

，
ま た ，

V 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て ほ 動 くV l の バ ン ドを代表 して V 塾 コ

ラ ー ゲ ン バ ン ドと して計測 した く園2I ． 各バ ン ドに 相当す る吸

光波形を記録紙か ら切り抜 い て 各塾別 の 重量を測定する こ とに

よ り ， 各塑別 コ ラ ー ゲ ン の 割合を算出 した ．

芯 ． 統計学的検定法

得られた成績ほ すべ て 平均値土標準誤差で 示 した ． 各群間の
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平均値の 差の 検定は
，

一

元配置分散分析後 ，
S c h e ff e の 多重比

較を 用 い て行ない
，
危険率 p く0 ．0 5 を 有意差あ りと判定 した ．

成 績

l ． 培養心 筋線推芽細胞 の コ ラ
ー

ゲ ン合成能 に 対 す る グル

コ ー ス濃度の 影響

1 ．
コ ラ

ー ゲ ソ 合成能

各実験群 に おけ る 1 ウ ニ ル 当た りの 総 コ ラ
ー

ゲ ン合成量 ， 非

コ ラ ー ゲ ン 合成量及び 全蛋白量 に 対する コ ラ
ー ゲ ン 合成比 を表

1 に 示す ．

り D D Y マ ウス の 心 筋線維芽細胞

対照群 くD D Y マ ウ ス1 で は
l 総 コ ラ

ー

ゲ ン 合成量は グ ル コ
ー

ス 濃 度 5 ．5 m M で 4 4 9 2 0 土49 8 0 d p m ノウ エ ル であ り ， グル コ
ー

ス

濃度が増加 して も総 コ ラ
ー ゲ ン 量 は変化 しなか っ た ． 非 コ ラ ー

ゲ ン 合成量も グル コ ー

ス 濃度を上 昇 させ ても変化 しな か っ た ．

全蛋白量 に 対する コ ラ ー ゲ ン 合成 比率を 図 3 に 示 す ． D D Y

群に お ける コ ラ ー ゲ ン 合成比率は 培地 の グル コ
ー ス 濃度に よ り

影響を 受けな か っ た ．

F ig ． 2 ． S D S － P A G E of
3
H －

P r Oli n e l a b ele d c oll a g e n o u s p r ot ei n

i n c u lt u r e d c a r dia c fib r o bl a s t s of K K m i c e ． L a n e s l － 3
，

n o n
－

r e d u c ti o n ニ 1 a n e s 4 －6 ， r ed u c ti o n b y D T T こ G l u c o s e

C O n C e n tr a ti o n s くm M ト I a n e s l a n d 4
， 5 ．5 ニ1 a n e s 2 a n d 5 ，

11 ．0 ニ王a n e s 3 a n d 6
，
1 6 息

2つ K K マ ウ ス の 心 筋線維芽細胞

K K マ ウ ス 群 で は 対 照 群 と 比較 して
，

グ ル コ ー

ス 濃 度

5 ．5 m M では 総 コ ラ ー ゲ ン 合成量に は 差が な か っ た ． 総 コ ラ ー

ゲ ン 合 成量 ほ グ ル コ
ー ス 濃度 を 上 昇 させ る と 5 ．5 m M ， 31 5 09

土1 86 0 d p mノウ エ ル こ11 ．O m M
，
7 67 2 3 士14 1 3 8 d p mノウ ェ ル と

，
グ
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糖尿病性心 に お ける コ ラ ー ゲ ン 合成 能

ル コ ー ス 濃度 1l ．O m M に お い て有意 に 増加 した ． しか しな が

ら ．
グル コ ー ス 濃度 16 －5 m M に お ける総 コ ラ

ー ゲ ン 合成 量ほ
，

5 ．5 r n M と差が な か っ た く図4I ． K K 群 の 非 コ ラ ー ゲ ン 合成 量は

グル コ q ス 濃度 5 ．5 m M で 19 5 0 1 土1 2 4 5 d p mノウ ェ ル と D D Y 群

と差が なく ， ま た グ ル コ ー ス 濃 度が 上 昇 して も増 加 し な か っ

た ． 全蛋白量に 対す る コ ラ
ー

ゲ ン 合成 比 率 ほ グ ル コ ー

ス 濃度

5 ．5 m M で 23 ．2 土1 ．8 ％ と D D Y 群と差 が な か っ た が ，
1 1 －0 rn M

では 49 ．2 士4 ．2 ％ と 5 ．5 m M の K K 群 に 比 し有意に 増加 した ．

グル コ
ー

ス 濃度 16 ．5 m M で は 27 ．5 士3 ．6 ％ と 5 ．5 m M の K K 群

と差が なか っ た く図 5I ．

皿 ．
K K 群の コ ラ

ー

ゲ ン合成能に お よぼ すイ ン ス リ ン の 影響

グ ル コ ー ス 濃度 1 1 ．O m M に イ ン ス リ ン 0 ，1 U を 添 加 し た

K E 群 で は
，
総 コ ラ ーゲ ン 合成量 684 2 6 土10 09 9 d p m ノウ ェ ル

，

非 コ ラ
ー

ゲ ン 合成量 150 0 1 士6 53 d p m ノウ ェ ル
， 全蛋白量に 対す

る コ ラ
ー ゲ ン 合成比 45 ，l 士2 ．9 ％ と す べ て イ ン ス リ ン 無添加 群

と差が な く ，
5 ．5 m M の K K 群 よ り有意 に 大で あ っ た く図 6

，

7 1 ．

H ． 型別 コ ラ
ー

ゲ ン の 変化 く表 2 I

K K マ ウ ス の 培養心 筋線維芽細胞の 合成 する コ ラ ー ゲ ン の 型

別比率ほ
，

グ ル コ ー ス 濃度 5 ．5 m M で は 卜型 コ ラ
ー

ゲ ン が

71 ． 7 ％と 大部分 を占め 恥ハ 比は0 ． 2 2 8 で あ っ た が
，

グ ル コ
ー

ス

濃度 1 1 ．O m M で は l 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 比率が40 ． 3 ％ と 減少 し ，

H
，

N
，

V 塾 の 比率が 増加 した ． グ ル コ ー

ス 濃 度 16 ．5 m M で

は
，

I ， m ，
N

，
V と も グル コ ー

ス 濃度 5 ．5 m M と ほ ぼ同 じ比率

で あ っ た ．
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ヰ

， p く0 ．0 5 v s ．

C ells i n c u b a t e d i n 5 ．5 m M gl u c o s e

5 25

N ． 型別 コ ラ
ー

ゲ ン 比率 にお よ ぼ すイ ン ス リ ン の影響

グ ル コ ー

ス 濃 度 11 ．O m M に イ ン ス リ ン 0 ．1 U を 添 加 し た

K K 群 で は
，
m ハ 比0 ． 5 0 0 了軋り 比0 ． 4 0 9

，
V ハ 比0 ． 2 7 3 と ，

グ

ル コ
ー

ス 濃度 11 ．0 皿 M の イ ン ス リ ン 無添加 E K 群 と比較 し
， 塑

別比率 は変化が な か っ た く表 2I ．

考 察

糖 尿病 で ほ 心 血 管病変の 合併が 高率で あり
，

そ の 多 くは 巨大

血 管症と して の 冠 動脈硬化症や 高血 圧 症に よ る心 筋障害 と して
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知 られ て い るが
， 近年冠動脈硬化症 を伴わ な い 心 筋障害 が注 目

され て い る ． 1 9 7 2 年 R u bl e r ら
11
ほ 糖尿病 性腎糸球体硬化症 4 例

の 剖検心 に て 心 筋細胞肥大
，

心 筋問質の び まん 性線推 化
，

小動

脈壁肥厚を認 め
，
新 しい タ イ プの 心 筋症 と して 報告 した ． 次い

で1 9 7 4 年 H a ， m b y ら
2一

は主幹冠動脈に 病変の な い 糖 尿病剖 検心

に て 類似の 所 見を得 1 糖尿病性心 筋症と 命名 した ． 糖尿病性心

筋症 の 成因は 心筋 内細 小血管病変が 主 体と 考え られ て い るが
，

第 二 に ほ 心 筋の 代謝障害も考え られ て い る ． R e g a n ら
21，

が 冠 血

流 と無関係な 心 筋細胞 内の 脂 質代謝変化を 推定 し， 長瀬 ら
12I

は

人 の イ ン ス リ ン 非依存性糖尿病モ デ ル で ある K K マ ウ ス を 用

い
， M g お よ び C a の 代謝障害の 関与を 示 唆 した ． K K マ ウ ス

は
， 人 の イ ン ス リ ソ 非依存性糖尿病 モ デル

121
で あ り

，
西 ら

11－
は

K K マ ウ ス の 心 筋に 5 週齢以後心 外蹟 へ の 石灰 沈着を 認め
，
1 6

週齢以後 に 心 筋細胞 の 変性 ， 線維化，
石灰沈着な どが 生 じる こ

とを 報告 して い る ． そ こ で著者ほ
，

心 筋線椎化を 生 じ始め て い

る と考え られ る 7 週 齢の K K マ ウ ス の 心 筋を取 り出 し
， 線維化

の 主因 とな る コ ラ ー ゲ ン 産 生を 生 じ る心 筋線維 芽細胞 を 継 代

し，
コ ラ ー ゲ ン 合成 に お よ ぼすグ ル コ ー ス の 影響を 検討 した ．

コ ラ ー ゲ ン は
， 哺乳動物 で は最も多 い 蛋白質で あり

，
か らだ

の 蛋白質の30 ％を 占め
，

ぼ 鎖の
一 次構造の 違い に よ り少 なく と

も12 の 分子種が 存在す る こ とが知 られ て い る
2212 3 1

． こ の う ち 心

筋は 仁
，

m
，
T町 V

，
W 型 コ ラ ー ゲ ン の 5 種類 が存在す る こ と

が 知 られ て お り
2412 5I

， 最 も多い f 型は 動くり の 2 本 と 戊2 りI の

1 本 の ポ リ ペ プ チ ド鎖 の 3 重螺旋構造か ら成 り
，

凸．く耶 の 3 本

よ り成る 町塾と併せ90 ％以上 を 占め る ． 全て の ポ リ ペ プ チ ド鎖

の 1ノ3 が グリ シ ン 残基 で あり ， グ リ シ ソ
ー プ ロ リ ソ

ー ヒ ド ロ

キ シ プ ロ リ ン の 配列 を多く含ん で い る ． プ ロ リ ン は コ ラ ー ゲ ン

の ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ソ の 前駆体 で あ り ，
プ ロ リ ソ ヒ ド ロ キ シ

ラ ー ゼ に よ る 水酸化反応 で生 じる ． こ の プ ロ リ ン を トリ チ ウ ム

で 標識 した
3
H－プ ロ リ ン を用 い

1 糖尿病性心 筋症の 心 筋 線椎 芽

細胞 に おける コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 を P e t e rk of s k y らの コ ラ ー ゲ

ナ
ー ゼ消化法

－8I に て 量的に
，

H a t a らの 方法
17
丹こて 質的 に 検討 し

た ． そ の 結果 ， グル コ ー

ス 濃度 5 ．5 m M でほ
，
E K 群 の コ ラ ー ゲ

ン 合成量は 対照の D D Y 群と比較 し差異を 認め なか っ た ． しか

し ， 血 糖値 200 m g J
I
d l に 相 当す る グル コ

ー

ス 濃度 11 ．O m M で は

K K 群の コ ラ ー ゲ ン 合成量 が増加を 示 し ， 型別 コ ラ ー

ゲ ン に お

い て もl 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 減少に 伴い m ， 野 ，
V 型の コ ラ ー ゲ ン

の 増加が認め られ た ． 高濃度 グル コ ー

ス 状態の 実験 の た め
， 浸

透圧増大に よ っ て 心 筋線椎芽細胞 へ の
3
H プ ロ リ ソ の 受 動的取

り込み が増大 し
，

コ ラ ー ゲ ン 合成能 を 冗進 させ る可 能性
26 卜 29I

が

推測 され た が
， 対照の D D Y 群で ほ 11 ．O m M の 高濃度 グル コ ー

ス 状態で も コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 の 先進 を 認 め なか っ た ， さ ら に

16 ．5 m M の 高濃度 グ ル コ ー

ス 状態 で も D D Y 群と K K 群の 心 筋

線維芽細胞ほ 共に 細胞膨 化の 所見は な く， 心 筋線維芽細胞の 破

壊は 認め られ な か っ た こ と よ り 了浸透圧に よ る影響ほ 少 な い も

の と 考え られた ． K K 群 の コ ラ ー ゲ ン 合成能は グル コ ー

ス 濃度

11 ．O m M で 最大を 示 した ．
こ の 理 由と して K K 群 の 11 ．O m M の

グ ル コ
ー

ス 濃度で の コ ラ ー ゲ ン 合成能冗進が
， 先天的 に 同濃度

で高ま る よう な遺伝因子 が 介在 す る 可 能性 に 加 え
， 後天 的 に

K K マ ウ ス が 成育条件時200 m gl d lく11 ．O m M l 台の 血糖値 で心 筋

阻織が 還流 され そ の 血 糖値に 心 筋線維芽細胞が順 応 して い た 可

能性も推定され る ． グ ル コ
ー ス 濃度1 6 ．

5 m M で ほ ，
5 ，5 m M と比

較 し コ ラ
ー

ゲ ン 合成量
，

型別 コ ラ
ー ゲ ン に 変 化を 認め な か っ

た ．
こ の 第 一 の 要田と して 高濃度の ダ ル．コ ー ス が コ ラ ー ゲ ン 合

口

成に む しろ抑制的 に 作用 した 可 能性が 推定 され る
301

． 人 の 皮膚

線椎芽細胞 を用 い た実験 で 25 m M の グ ル コ
ー

ス が 0 ．5 6 m M の

ア ス コ ル ビ ン 酸 を抑制 し ，
コ ラ

ー ゲ ン 合 成を 減 少 さ せ た と 報

告
3113 2 I

さ れ て お り ， 本 実 験 で ほ 16 ．5 m M の グ ル コ ー

ス が

0 ．1 m M の ア ス コ ル ビ ソ 酸 を抑制 した 可 能性が 示 唆され た
．

K K 群 で は 11 ．O m M の グ ル コ ー ス 濃度 で コ ラ ー ゲ ン 合成量の

増加 に 加え
， 質的変化す な わ ち H 型

，
打 型

，
V 塾 コ ラ ー ゲ ン の

比率 の 増加が 認め られ た ．
W e b e r ら

6m

は 高血圧 心 で の 検討で 釘

型 コ ラ ー ゲ ン の 比率の 増加 が
， 拡張能 の 低下に つ な が り ， そ の

後， 虚血 等 に よ る心 筋細胞 障害 に よ り収縮能の 低下を きたすも

の と推測 して い る ． 梅 田 ，

8I
S h i m iz u ら

の
ほ ヒ ト糖尿病心 で の 免

疫組織学的検討で
，

m 型 コ ラ
ー

ゲ ン の 有意 な増加を 認め
，

l 型

コ ラ
ー

ゲ ン は収縮 ， 拡張機能の 両 者と 相関 し， 田型 コ ラ
ー

ゲ ン

は 主 と して 拡張機能 と相関す る傾向を 認め る と報告 して お り
，

今回 の 結果 と合わ せ る と よ 糖尿病心 で は 心筋線維芽細胞に おい

て主 と して 町型 コ ラ ー ゲ ン の 合成が 充進 し
，

心 拡張機能 に 影響

を与 え るもの と推定 され る ． N 型
，

V 型 コ ラ
ー

ゲ ン 増加 の 病態

生理 学的意義に 関 して ほ今 の と こ ろ不 明 で ある が ， 今後 の 課題

と して更 に 検討す る必 要が あろ う ．

K K 群に お ける コ ラ ー ゲ ン 合成増加に 対す るイ ン ス リ ン の 効

果を検討す るた め
，
K K 群 の グ ル コ

ー

ス 濃 度11 ．O m M 条 件下で

イ ン ス リ ソ 0 ．1 U を 添加 L て 検討 した が ，
コ ラ

ー

ゲ ン 合成 量
，

塾別 コ ラ
ー

ゲ ン ともに 変化を 認め な か っ た ．
K K マ ウ ス は血 糖

値 に 拘わ ら ず遺伝 的 に 高イ ン ス リ ソ で あ る と 報 告 さ れ て お

り
33I

，
K K マ ウ ス の 心 筋線維芽細胞 の コ ラ ー ゲ ン 合 成能 が イ ン

ス リ ン 添加 に よ り変化 しな か っ た こ と か ら
，

K K マ ウ ス 心 に お

い て は イ ン ス リ ン レ セ プ タ
ー

数が 心 筋線維芽細胞 に 少な い 叫 あ

る い は イ ン ス リ ン 抵抗性
35I

で ある可 能性が 示 唆さ れ た ． イ ン ス

リ ン 抵抗性 に 関 して は
， イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー テ ロ シ ソ キ ナ 冊

ゼ 活性の 低下 が 報告 され て い る ． M a d d u x ら
38，

ほ健 常者 とイ ン

ス リ ン 非依存性糖 尿病患者 の 培養皮膚線維芽細胞 を比較 し
，
後

者 で はイ ン ス リ ソ レ セ プ タ
ー

の 数は 変化 しな い もの の
， イ ン ス

リ ン レ セ プ タ ー テ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ活性が 低下 し ， そ の 抑制糖蛋

白が発現す る こ と を 示 した ． 以 上 よ り ，
イ ン ス リ ン は 直接 K K

マ ウ ス の 心 筋線維芽細胞に 働い て コ ラ ー ゲ ン 合成能を抑制する

作 用を有 しな い もの と 推定さ れ た ，

本実験 に よ り ，
イ ン ス リ ン 非依存 性糖尿病 では グ ル コ

ー

ス 濃

度が 心筋線維芽細胞の コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 に 直接影響を お よ ばす

こ と が 示 され た ． 従 っ て 糖尿病性心 筋症 の 線維化を 抑制するた

め に は ， 第 一 に 線維化 の 促進因子 で ある 血糖値 の 下降が 重要と

考え られ る ． イ ン ス リ ン ほ 直接心 筋線維芽細胞 の コ ラ
ー

ゲ ン 合

成 に 関与 しな か っ た が
， 他 の 細胞を 介 して の 血糖下降 は有効で

ある と思わ れ る ． 第二 に 高 血圧心
，

肥 大型心 筋症 で 報告 され て

い る
3 憫 I

よ う に 線維化の 促進因子 で ある レ ニ ン ー ア ン ジ オ テ ン

シ ソ 系を 抑制す る薬剤 け ン ジ オ テ ン シ ソ 変換酵素阻害剤 ，
ア

ン ジ オ テ ン シ ソ 甘受容 体持 抗薬 ，
レ ニ ン 阻害薬1 の 使用 が線維

化 を抑制す る可 能性も考え られ る ． また 最近 ， 低分子 ヘ パ リ ン

が コ ラ ー ゲ ン 合成を 抑制する と の 報告
33I もあり ， 今後 コ ラ ー ゲ

ン 合成抑制 因子の み な らず ， 病 的に リ モ デ リ ン グ した 心 筋 コ

ラ
ー ゲ ン の 分解を 促進す る国子に つ い ても検討す る必要が あろ

う ．

結 論

糖尿病モ デ ル 動物 で ある K K マ ウ ス の 心筋線維芽細 脚 こおけ
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る コ ラ
ー

ゲ ン 代謝 を 明 らか に する 目 的で心 筋線維芽細胞を 培養

し
，

3
H－プ ロ リ ソ を標 識 し， 異な る グ ル コ

ー

ス 濃度に よ る コ ラ ー

ゲ ン 合成能を 評価 した ．
P e t e r k of s k y らの コ ラ

ー

ゲ ナ
ー ゼ 消 化

法を用 い コ ラ ー ゲ ン 合成能を 量的に
，

H a t a らの 方 法を 用 い コ

ラ
ー ゲ ン 合成能を質 的に 評価 した ． 更に イ ン ス リ ン を 0 ．1 U 添

加 し
，

コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 に お よ ぼす影響 に つ い て も検討 し
， 以

下の 結論を 得た ．

1 ． 基礎状態くグ ル コ ー

ス 濃度 5 ．5 m M トに おける K K マ ウス

の 心鹿線維芽細胞 に お ける コ ラ ー ゲ ン 合成量 と コ ラ ー ゲ ン 合成

比ほ
，

D D Y マ ウ ス 群 と差を認め な か っ た ．

2 ． D D Y マ ウ ス 群で は
，
グル コ

ー

ス 濃度が 上 昇 して も コ ラ ー

ゲ ン 合成量 ．
コ ラ

ー

ゲ ン 合成比ほ増 加 しなか っ た が
，

K K マ ウ

ス 群で ほ
t

グル コ ー

ス 濃度 11 ．O m M で コ ラ ー

ゲ ン 合成 量と コ

ラ ー ゲ ン 合成比は 有意に 増加 した ．

3 ． K K マ ウ ス 群 の 型別 コ ラ ー ゲ ン 分析で ほ
，

グ ル コ ー ス 濃

度 11 ，O m M に お い て I 塾 コ ラ
ー

ゲ ン の 比率 の 減少 と
，

H
，

N
，

V 型 コ ラ ー ゲ ン の 比率の 増加が 認め られ た ．

4 ． K K マ ウ ス 群 の グル コ ー

ス 濃度 11 ．O m M 培地に イ ン ス リ

ソ 0 ．1 U を添加 した 群 で は
，

イ ン ス リ ソ 無添加 群と 比 較 し コ

ラ
ー

ゲ ン 合成能に 差ほ 認め られ な か っ た ．

こ れ らの 結果か ら ，
K K マ ウ ス の 心 筋線維芽細胞 に おけ る コ

ラ ー ゲ ン 合成能は 11 ．O m M の グ ル コ ー

ス 濃度で 高ま り ， 先天 的

あ るい は後天的に 生体に お ける血 糖 レ ベ ル で コ ラ ー ゲ ン 合成が

増加 する よ う形質変換 され て い る もの と 推定 され た ． ま た
，

イ

ン ス リ ン は心 筋線維芽細胞 の コ ラ
ー

ゲ ン 合成能 に 影響を 与えな

か っ た ．
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