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シ ロ ス タ ゾ ー ル の 糖尿病性腎症進展抑制効果 と

そ の 作用 機序 に 関す る 検討
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一

講座 ( 主任 : 小林健
一

教授)
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163

シ ロ ス タ ゾ ー ル ( ciI o st a z ol
, 化 学名 : 6 -[4 -(1, C y Cl o h e x yl-1 H - t e tr a Z Ol -5d yl) b u t o x y] -3

,
4Ld ih y d r o- 2 (1 H) -

q ui n oli n o n e) ほ ,

c A M P ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
ー ゼ を 阻害する こ と に よ り

,
血小板凝集抑制 作用 と末梢血管拡張作用 を併せ 持 つ 薬剤 で ある . 本研究

で は
, 同薬 剤が 糖 尿病性 腎症 の 進展 に 及 ぼ す影響 に つ い て

! 実 験糖 尿病 モ デ ル を 用 い て 検討 した .
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ソ

(s tr e p t o z o t o ci n , S T Z) 誘発糖尿病 ラ ッ トの 尿中ア ル ブ ミ ン 排泄率は 糖尿病 発症 8 週以後 は正常対照 ラ ッ トに 比 し有意に増加 し

た (0 .7 7 ±0 .2 6 v s . 0 .1 7 士0 .01 p g/ mi n
, P < 0 .01 ) . こ の 増加は

, 1 2 週間の シ ロ ス タ ゾ
ー

ル 経 口 投与 (20 m g/ k g 体重/d a y) に よ り有

意に 抑制 され た (0 .2 8 土0 .1 7 〟g/ m i n
, P < 0 .0 5) . 糖尿病群で は腎糸球体 N a

- K- A T P ア ー ゼ 活性の 低下 ,
お よ び 腎 糸球 体基 底膜

(gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e , G B M ) の 陰性荷電粒子数の 減少 が認め られ た (8 .5 3 土0 .2 0 v s . 2 7 .0 ±4 .9 1 p m ol/ r n g 蛋白/ h r
,

p < 0 .0 1 . 4 .8 土0 .36 v s . 7 .8 士O A 2 個/10 0 0 n m
, p < 0 .0 1) が

,
こ れ ら の 変化 も シ ロ ス タ ゾ

ー ル 投与 に よ り有 意 に 抑 制 さ れ た

(14 .5 ±0 .5 5 FL m Ol/ m g 蛋白/h r
, P < 0 .01 . 7 .6 士0 .4 5 個/10 0 0 n m

, P < 0 .0 1) . 腎糸球体 c A M P 含量は非糖尿病群に比 し糖尿病群で

減少 して お り (30 .1 ±3 .4 v s . 7 3 .3 ±1 1 .O f m ol/ m g 蛋白, P < 0 .0 1) ,
シ ロ ス タ ゾ

ー ル に は そ の 減少を 抑制 する傾向が認 め ら れ た

(37 .7 士O A 2f m ol/ m g 蛋白 , p
= 0 .8 2 7) .

一

方 , 体重 , 血糖 ,
ク レ ア チ ニ ン

･ ク リ ア ラ ン ス
,

お よ び 尿 中 ト ロ ン ボ キ サ ン B 2 と

6- ケ ト プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ F l ｡ と の 比に は
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル 投与に よ る変化は認め られ な か っ た . 以上 よ り
,

シ ロ ス タ ゾ ー

ル

に ほ N a
- K - A T P ア q ゼ活性の 増大

,
お よ び G B M 陰性荷電障壁破綻の 防止を 介 して 糖尿病性腎症の 進展 を抑制す る効果 が あ

り, そ の 効果 に は 一 部腎糸球体細胞 内 cA M P 量の 増加が関与 して い る 可能性が考 え られ た .

K e y w o r d s di a b eti c n e p h r o p a t h y , Cil o st a z ol , N a-K
- A T P a s e , C h a r g e b a r ri e r

,
C A M P

糖尿病性腎症(腎症) は
, 持続的な 高血 糖状態に よ っ て もた ら

され る細小血 管障害が 主 に 腎糸球体に 生ずる こ と に よ り
, 徐 々

に 腎機能の 低下を 来 し
, 慢性 の 経過の 後に 腎不 全 に い た る病変

で ある . そ の 発生機序に つ い て こ れ ま で 様々 な説 が提唱 され て

おり , 依然 と して 明確な説 明は困難な 状況に ある が , 現在の と

こ ろ高血糖 に よ っ て 引き起 こ され る蛋白の 非酵素的糖化や ポ リ

オ
ー

ル 代謝異常が 腎糸球体の 磯能障害 ,
さ らに ほ器 質的変化を

もた らすとす る説が 有力視され て い る
1)

. すな わ ち
, 糸 球体基

底膜や メ サ ン ギ ウ ム 基質 に お い て 非 酵素 的に 糖化
2)

さ れ た コ

ラ ー ゲ ン な どの 構成蛋白ほ
,
蛋白分解酵素に よ る 分解を 受け に

くく な り局所 に 蓄硬 しや すく な るた め
, 基底膜の 肥 厚や メ サ ン

ギウ ム 領域の 拡大を 生 じ
3)

,

一 方で 糖化 の 進行 に 伴 っ て 塵生 さ

れる活性酸素や ラ ジ カ ル が 組織 に 障害 を起 こ す
4)

. ま た 持続す

る高血 糖は メ サ ン ギ ウ ム 細胞内の ポ リ オ
ー ル 代謝経路 の 冗進を

もた ら し , 同 時 に 細 胞 内 ミ オ イ ノ シ ト
ー ル 含 量 お よ び

N a
- K - A T P ア ー ゼ 活性 の 低下を 引き起 こ す

5)

結果 ,
メ サ ン ギ ウ

ム細胞 の 機能障害
6)

を 惹起 して
, 糸球体過剰濾過

7)

や メ サ ソ ギ ウ

ム基質の 増加 , ある い ほ基底膜の 陰性荷電を 担う グリ コ サ ミ ノ

ダリカ ン ( gl y c o s a mi n o gly c a n) の 減少を 生 じる とす るも の で あ

る
8)

. しか し
,

これ らの 異常が 細胞内の ど の よ う な 代謝調節系

の 変化 を介 して 生 じて い るか に つ い て ほ 不 明 な点が 多い .

c A M P ほ細胞 内情報伝達系に おけ る重 要な セ カ ン ドメ
ッ

セ

ン ジ ャ
ー

で あり
,

C A M P 依存性 蛋白 リ ン 酸 化酵素 ( A キ ナ
ー

ゼ) を活性化 し, 種 々 の 蛋白リ ソ 酸 化を 介する こ と で 細胞増殖

や 蛋白合成な どの 傲能調節を 行 っ て い る . 腎内各部位 に お い て

もア デ ニ レ ー ト ･

シ ク ラ ー ゼ 系ほ 存在 し
, 中で も糸球体内で の

c A M P の 変化は腎血 行動態に 影響を 及ぼ す こと が 知 られ て い

る
g)10 )

. こ れ ま で
,

C A M P と 腎症 と の 関連 に つ い て は , 棚 橋

ら
11)

が ス ト レ プ ト ゾ ト シ ソ ( st r e pt o z o t o ci n
,
S T Z) 誘 発糖尿病

ラ ッ ト の 腎皮質に おける c A M P 含量 の 低下を
, 江本 ら

12)
がイ ン

ス リ ン 非 依 存 型 糖 尿 病 ( n o nLi n s uli n d e p e n d e n t di a b et e s

m ellit u s) モ デ ル で ある K K マ ウ ス の 腎糸球体病 変が
,

C A M P

ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ
ー ゼ ( p h o s p h o di e st e r a s e

,
P D E) の 阻害剤で あ

る フ タ ラ ジ ノ ー

ル ( p ht h al a zi n ol) の 投与 に よ り軽減 され た こ と

を 報告 して お り , 腎症の 進展に c A M P が何 らか の 関与 を 有す

る こ と が推測 され る が
,

こ の 点 に 関 して 検討 した 報告 は 少な

い .

シ ロ ス タ ゾ
ー ル ( cil o s t a z ol , 化 学名 : 6 車

-( トc y cl o h e x y ト1 H-

平成 5 年12 月 8 日受付 , 平成 6 年 1 月1 2 日受理

A b b r e via ti o n s : A E R
,

alb u m i n e x c r etio n r a t e ; B G G
,
b o vi n e g a m m a gl ob uli n s ; B S A

,
b o vi n e s e r u m alb u m i n ;

C c r
, C r e ati nin e cl e a r a n c e ; D M ,

V e hi cl e
-t r e a t e d di a b e ti c r a t s ; D M C

, Cil o st a z ol -t r e at e d dia b eti c r a t s ; E D T A
,

et h yle n e di a m i n e t e t r a a c etic a cid ; E L IS A
,

e n Zy m e -1i n k e d i m m u n o s o rb e n t as s a .y ; G B M
, glo m e r ul a r b a s e m e n t

m e m b r a n e ; G F R
, gl o m e r u l ar filt r a ti o n r a t e ; 6 -k et o - P G F l ｡ ,

6 - k e t o -

P r O St a gl a n di n F l α ; N , V e hicle - tr e at e d



1 6 4

t e tr a z ol-5- yl) b u t o x y】-3 ,
4-d ih y d r o

-2 (1 H ) -

q ui n oli n o n e) は
, 図1

に 示 す如くオ キ ソ キ ノ リ ソ 誘導体の 構造を 有 す る c A M P - P D E

阻害剤で ある , 同薬剤は血 小板や 血 管 平滑筋細 胞 内の c A M P

量を増加 させ る こ と に よ り血 小板凝集抑制作用と末梢血 管拡張

作用を示 すた め
13)l一)

,
臨床で は主 に 動脈 硬化性疾 患 に 対 して 用

い られ て い も. 細小血 管症を 特徴とす る糖尿病性 の 慢性合併症

に 関 して は
, 末梢神経障害 に 対す る有効性を 述べ た報告

l 引
が わ

ずか に 認め られ るの み で
, 腎症に お ける検討は 見当た らな い .

そ こ で 今回著者ほ
t 腎症の 発症 ･ 進展に おけ る ア デ ニ レ ー ト ･

シ ク ラ
ー ゼーC A M P - A キ ナ ー ゼ 系の 役 割に つ い て 検 討す る こ と

を 目的と して
,
S T Z 誘発糖尿病 ラ ッ ト に シ ロ ス タ ゾ ー ル を 投

与 し
, 腎症 の 指標 と して の 尿 中 ア ル ブ ミ ソ 排 泄 率 ( alb u m i n

e x c r e ti o n r a t e , A E R) の 経時的変化を 調べ た . また , 腎症進展 に

おける 関与が 推測 され る腎糸 球体 の N a- K - A T P ア ー ゼ 活 性 ,

腎糸球体基底膜 ( glo m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e , G B M ) の 陰

性荷電,
ト ロ ソ ボ 車 サ ン B 2 (th r o m b o x a n e B 2 , T X B 2) お よ び

6- ケ ト プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン F l . (6 -k e t o -

p r O S t a gl a n di n F l a ,

6 - k e t o- P G F l ｡) の 尿中排泄量な どに つ い て も , 薬 剤 の 投与 前後

でそ の 変化を検討 した .

材料および方法

Ⅰ . 試 薬 類

特に 会社名 の 記載 の な い 各種薬品は
l 和光純薬(大阪) の 製 品

を用 い た . また
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル の 原末 ほ
, 大塚製薬(東 京) よ

り供与を 受けた .

Ⅰ . 実験動物

8 週齢の 雄性 ウ ィ ス タ ー t ラ ッ ト (体重約 150 g) を 以下 の 4

群に 分けた .

1 . 糖尿病 シ ロ ス タ ゾ ー ル 投与群( cil o s t a z ol -t r e a t e d di a b e ti c

r a t s
,
D M C 群 : n

= 6) .

2 . 糖尿病 シ ロ ス タ ゾ
ー ル 非投与群( v eh i cl e

- tr e a t e d di a b e ti c

r a t s
,
D M 群 : n = 6) .

N - N

O C H 2 C H 2 C H 2 C H 2

F ig . 1 . C h e m i c al st r u c t u r e of cil o st a z ol . I t is o n e of th e

2 →

0 Ⅹ O q ui n oli n e d e ri v ati v e s a n d i s a n o v el s p e c ifi c i n hib it o r

Of c A M P p h o s p h o d i e s t e r a s e .

3 . 非糖 尿 病 シ ロ ス タ ゾ
ー ル 投 与 群 ( cil o s ta z ol -tr e a te d

n o n
-d i a b e ti c r a t s

,
N C 群 : n = 6) .

4 . 非 糖尿 病 シ′ ロ ス タ ゾ
ー ル 非 投 与 群 ( v e hi cl e-tr e a te d

n o n
-d i a b e ti c r a t s

,
N 群 : n = 6) .

糖尿病群 ほ
,

上 記 ラ ッ トに 0 .1 M ク エ ン 酸緩衝 液(p H 4 .6) に

溶解 した S T Z (S ig m a , S t . L o ui s , M O
, U S A ) を ,

エ ー

テ ル 麻酔

下 に 尾静脈 よ り 50 m g/ k g (0 .1 m l) 投与 して 作製 した . 非糖尿病

群 に ほ
, 同 量の 0 .1 M ク エ ン 酸緩衝液の み を 同 じく尾静脈よ り

注射 した . ま た
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル は
, 原末を 1 % ア ラ ビ ア ゴ ム

溶液 に
一

様 に 懸濁 さ せ
,
2 0 m g/ k g (1 .O m l) を ラ ッ ト用経 口注入

器(夏目製作所
,
東京) を 用 い て

,
S T Z 投与翌 日 よ り連 日経 口投

与 した .
シ ロ ス タ ゾ

ー ル 非投与群に は
, 同量 の ア ラ ビア ゴ ム 溶

液 の み を 同 じく経 口投与 した . す べ て の ラ ッ ト は オ リ エ ン タル

固形飼料 (オ リ エ ン タ ル 酵母
一 束京) で 飼育 した .

Ⅲ . 方 法

1 . 血 糖測定

S T Z 投与前,
お よび 4

,
8

,
1 2 週後に

, 以下 の 方法 で随時血糖

を測定 した . すな わ ち
, 午後 の ほぼ

一

定時刻 に 尾静 脈 よ り 毎l

の 血 液(全血) を 採取 し
,
グ ル コ ー ス オキ シ ダ

ー ゼ 法 を応用 した

富士 ドラ イ ケ ム1 0 0 タ イ プ G (富士 メ デ ィ カ ル シ ス テ ム
, 東 京)

を用 い て 測定 した ,

2 . 採尿

S T Z 投与前 ,
お よ び 4

, 乳 1 2 週 後に 代謝 ケ ー ジ (夏 目製作

所) を用 い
, 絶食自由飲水 下で24 時間の 蓄尿を行 い

,
尿量 を確

認 した上 で ,
A E R

, 尿中 T X B 2 , 尿 中 6-k et o
- P G F l a ,

ク レ ア チ

ニ ソ
･ ク リ ア ラ ン ス (c r e ati n i n e cl e a r a n c e

,
C c r) の 測 定 に 供 し

た .

3 . 尿中 ア ル ブ ミ ン の 測定

尿 中 ア ル ブ ミ ン の 測 定 は
,

酵 素 結 合 免 疫 吸着 剤 検 定法

( e n z y m e-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ,
E LI S A ) 法

16) に て 行 っ

た . ま ず ,
9 6 穴 マ イ ク ロ プ レ

ー ト (C o s t a r
,
C a m b rid g e

,
M A

,

U S A ) に 0 .0 5 M 炭酸 ･ 重炭 酸緩 衝液 (c a r b o n a t e bi c a r b o n at e

b u ff e r
, p H 9 .7 8) で 0 .25 FLl/ m l に 希釈 した 抗 ラ ッ ト ･ ア ル ブ ミ ン

ヒ ツ ジ Ig G (C a p p el , M al v e r n , P A ,
U S A ) を 室温 で90 分間固相

化 した . 圃相表面 に 残存する未反応 の 活性基を ブ ロ ッ クす るた

め に
, 1 % の 牛 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン ( フ ラ ク シ ョ ソ ‡) (b o vi n e

g a m m a gl o b u lin s (f r a c ti o n Ⅱ),
B G G

,
M il e s

,
N a p e r vi11e

,
U S A )

を 加え た 0 .0 5 % ツ ィ
ー ンー20 (S ig m a)/ 0 .01 M リ ン 酸緩衝生理 食

塩水(p H 7 .2) ( ph o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e , P B S

,
ブ ロ ッ ク用緩衝

液) で 洗 浄 (20 0 pl/ ウ ニ ル
, 3 回) し た 後 ,

1 % B G G/ P B S

(P B S (G )) で1 0 00 倍 に 希釈 した 検体 (尿) , あ るい は 1
,
2

,
5

,
1 0 ,

2 0
,
5 0

,
1 0 0

,
2 0 0

,
5 0 0

,
1 0 0 0 J唱/1 に 希釈 した ラ ッ ト ･ ア ル ブ ミ ン

(S i g m a) を 50 〟1/ ウ ニ ル ず つ 加 え
, 室 温で 1 時 間貯置 した .

0 . 0 5 % ツ ィ
ー

ン ー 2 0/ P B S (洗浄用緩衝液) で 洗浄(20 0 /上1/ ウ ェ ル
,

3 回) した後 , 標識抗体 と して ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 標識抗 ラ ッ ト

･ ア ル ブ ミ ン ヒ ツ ジ Ig G ( C a p p el) を P B S で 0 .2 5 JJl/ m l に 希釈

して 5 恥1/ ウ ニ ル ず つ 加え
, 室 温 で 1 時間将置 した . 洗浄用緩

衝液 で 再 び 洗浄 (20 恥1/ ウ ニ ル
,

3 回) した 後 王 墓 質 と し て

0 . 1 2 % オ ル ト
ー フ ェ

ニ レ ン ジ ア ミ ン/ 0 .05 M ク エ ン 酸緩衝 液

(p H 4 .6) 5 0 m l に 過酸化水素水 1 恥1 を 加えた もの を 1 0 恥1/ ウ ェ

n o n - dia b e ti c r a t s ; N C
,

Cilo st az ol - t r e at e d n o n
- di ab e tic r at s ; P B S

, p h o s p h a t e - b uff e r e d s al in e ; P D E ,

p h o s p h o die st e r a s e ; P E I, p Oly et h y le n ei m i n e ; S C r
,
S e r u m C r e a ti nin e ; S T Z

,
St r e P t O Z Ot O Ci n ; T C A ,

t ri c hlo r o a c etic

a cid ; T X B 2 ,
t h r o m b o x a n e B 2 ; u C r

,
u ri n a r y c r e a ti ni n e
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ル ず つ 加 え , 遮 光下室 温 で1 5 分 間反 応 さ せ た 後 ,
1 N 硫 酸を

5 恥1/ ウ ェ ル ず つ 加 えて 反応を止 軌 492 n m に お け る吸 光 度を

M T P-2 2 形 マ イ ク ロ プ レ
ー ト光度計( コ ロ ナ 電気 , 茨城) に よ り

測定 した . ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン の 希釈系列よ り得 られ た 測定値

を片対数グ ラ フ に プ ロ
ッ ト して標準曲線を 作製 し

,
こ の 曲線 か

ら各検体の ア ル ブ ミ ン 濃度を求 め
,
尿量を 乗 じて 単位時間当り

の 排泄量(〃g/ m i n) で 表 した . 本測定系の 変動係数 は6 ･ 8 % 以下

であ っ た .

4 . C c r の 測定

腎血行動態を示す指標 と して
▲
S T Z 投与前,

お よ び12 週後に

C c r を測定 した . す なわ ち
, 尾静脈 よ り採取 した 血 液を用 い て

血清 ク レ ア チ ニ ソ (s e r u m c r e a ti ni n e
,

S C r) を , 上 記の 方法 で得

られ た 尿を用 い て 尿中 ク レ ア チ ニ ン ( u ri n a r y c r e a ti n i n e
,
u C r) を

各々 測定 し
,

C c r ( m I/ m i n) = u C r
･ Ⅴ/ s C r ( Ⅴ‥ 尿量( m l)) か ら求

め
, 体重(k g) で除 して補正 した . s C r , u C r ほ 自動分析装置736

形( 日立 , 東京) で 測定 した .

5 . 尿中 T X B 2 , 6 - k e t o - P G F l a
の 測定

S T Z 投与前 ,
お よ び12 週後に 上 記の 方法 に よ り得 られ た尿

を用い
,
T X B 2 お よ び 6 -k e t o- P G F l ｡

の [
1 25

Ⅰ] ラ ジオ イ ム ノ ア ッ

セ イ
･

キ ッ ト (デ ュ ボ ン
, 東京) に て各 々 測定 した .

6 . G B M に おけ る陰性荷電状態の 検討

ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン ( p ol y e th yl e n ei m i n e
,
P E I) を 利用 した

S c h u r e r らの 方法
lT)

に 従 い 行 っ た . 各群か ら無作為に 3 匹 ずつ

選び ,
エ ー テ ル 麻 酔下 に P EI (分 子 量 70 ,0 00 , P oly s c ie n c e s ,

W a r ri n gt o n
,
P A

,
U S A ) の1 . 5 % 溶液(1 N 塩酸 ,

生理食塩水に よ

り p H 7 .4
,
4 00 m O s m に 調整) 1 .O m l/ k g を 尾静脈 よ り静 江 し

,

15 分後に 生理 食塩水約 50 m l で 両腎を 潅流後摘出, 右腎の 一 部

より電顕標本 を作製 し G B M の 陰性荷電を 観察 した . 電顕用 の

腎組織ほ 1
1 m 皿

2

以下 に 細切後0 . 1 % グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドー2 %

リ ン タ ン グ ス テ ン 酸溶液に て 前固定 し
,

1 時間後 0 ,l M カ コ ジ

ル 酸緩衝液に て30 分 間(10 分間,
3 回) 洗浄 した . E p o n (E p o k)

8 1 2 に 包埋後 ,
ウル ト ラ マ イ ク ロ ト ー

ム に て 超薄 切片 を作 製

し, 酢酸 ウ ラ ニ ル と ク エ ン 酸鉛に よ る 二 重染色を10 分間行 い
,

電子 顕微鏡 汁600 ( 日 立 , 東京) を 用 い て G B M の 荷電 を 示 す

P EI 染色顆粒を 観察 した . すなわ ち
,
各 ラ ッ ト の 超薄切片か ら

G B M 5 視野 を各 々 1 万 5 千倍で撮影 した写真を 作製 し
,

G B M

l OO O n m 当 りの P E I 染色顆粒数を 数 え , 無作 為に 選ん だ10 視野

の 平均値で表 した .

7 . 腎糸球体 N a
- K - A T P ア ー ゼ 活性の 測定

N a-K- A T P ア ー ゼ 活性の 測定は
I

C o h e n らの 方法
柑)

に 準 じて

行 っ た . すな わ ち
,

ス テ ン レ ス 製 メ ッ シ
ュ (孔 径 : 63

,
1 50

,

2 5 0函 , 飯田製作所
,
大阪) を 用い た ふ る い 分け法に よ り摘出腎

か ら糸球体を 単離 し
,
1 0 m M T ri s- H C l ( p H 7 .4) 2 m l を加 えた も

の を
,
N a

- KT A T P ア ー ゼ 活性測定用 の 20 FLl を 2 本( A
,
B) と蛋

白測定用 の 1 m l に そ れぞれ 分注 した . A に は 60 m M 塩化 ナ ト

リ ウ ム
,
5 m M 塩化 カ リ ウ ム

,
2 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム

,
2 m M

A T P ( オ リ エ ン タ ル 酵 母) , 0 .1 m M エ チ レ ン ジ ア ミ こ/ 四 酢 酸

(e tyl e n e di a m i n e t e tr a a c eti c a cid
, E D T A

, 半井 , 京都) を 含む

100 m M T ris - H C l ( p H 7 .4) を ,
】〕 に ほ 1 m M ウ ア パ イ ン

( A ld ric h
,
M il w a

.
u k e e

,
M O

,
U S A) ,

2 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム
,

2 m M A T P O .1 m M E D T A を 含む 1 00 m M T ris- H C l ( p H 7 .4) を

2 m I ずつ 加 え
,
3 7 ℃ で30 分間酵置後 , 氷冷 した 1 0 % ( W / V) ト

リ ク p ル 酢酸(t ri c h l o r o a c e ti c a cid
,
T C A ) 0 .5 m l を 加えて 反応を

止 め
, 遠 心 (30 0 0 r p 吼 1 0 m i n

,
4 ℃) に よ り 得 ら れ た 上 清

(1 .5 m l) 中に 放出され た 無機 リ ン を 以下の 方法 で 測 定 し た . す

な わち ,
上 記の 上 清1 .5 m l に 発色試薬(1 % モ リブ デ ン 酸 ア ン モ

ニ ウ ム (第
一

,
東 京)/ 1 .1 5 N 硫 酸 溶 液 1 0 m l に 硫酸 第

一 鉄

40 0 m g を加えた もの) 1 .5 m I を加 えて 携絆 し , 25 ℃ の 水 浴中に

1 0 分間保 っ た 後,
7 0 0 n m の 吸 光度を測定 した . 標準曲線用 と し

て
,

リ ン 酸カ リ ウ ム 13 .6 m g を 1 0 m M T ri s
- H C l ( p H 7 .4) 1 m l に

溶解 して 10 恥 m ol/ m l と し
′

さ らに同緩衝液 を用い て1 00 倍 希

釈を 行い
,

そ の 後 は 2 倍希釈を 繰 り返 して希釈系列を 作 っ た .

こ の よ うに して 測定 した A お よび B の 無機 リ ン の 差 を単位蛋白

重量当 りの 億 (p m ol/ m g/ h r) と して 表 し
, 求 め る N a- K - A T P

ア ー ゼ 括性 と した . な お
, 本測定系 の 変動係数 ほ8 . 9 % 以下で

あ っ た .

8 . 蛋白の 定量

蛋白定量ほ , L o w r y 法
19)

に 準 じ以下の 手順 で 行 っ た . すな わ

ち , 先に 分注 してお い た沈故に
,

2 % 炭酸ナ ト リ ウ ム/0 .1 N 水

酸 化ナ ト リウ ム と0 . 5 % 硫酸銅 5 水和物/ 1 % 酒石酸ナ ト リ ウ ム

を 50 : 1 に 混合 したもの を 2 m l 加え て室温で20 分 間放置, さ ら

に フ ェ ノ ー

ル 試薬 をイ オ ン 交換 水 で 2 倍に 希 釈 した も の を

0 .2 m l 加 えて 室温で30 分間放置 し
,
7 5 0 n m に お ける吸 光度を測

定 し求め た . 標準 曲線 用 と し て 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o vi n e

s e r u m alb u mi n
,
B S A

,
S i g m a) を 10 m M T ri s

- H C l (p H 7 .4) で

1 0 , 2 0 , 4 0 , さ札 1 60
, 32 0 ,

64 0 /唱/ m l に 希釈 して 用 い た .

9 . 腎糸球体細胞内 c A M P 量の 測定

前述 の 単離糸球体を約10 倍量(重量) の 6 % T C A (2 ～ 8 ℃) 中

で 懸濁化 した後 内容を ガ ラ ス 試験管 に 移 し
,

20 0 0 g , 2 ～ 8 ℃ で

1 5 分間遠心 した . 得 られた 上 清に 5 倍量(容積) の 水飽和 エ ー テ

ル を加 え
,
振漁後 エ ー

テ ル 層を 吸引除去す る操作 を 4 回線 り返

し
, 得 られ た 抽出液を凍結乾燥 し

, そ の 試料中の C A M P 量を

c A M P [
125

I ] ア ッ セ イ シ ス テ ム ( ア マ シ ャ
ム ･ ジ ャ

パ ン
,
東

京) を 用 い て測定 し
, 糸球体重量当 りの 放射活性 で 表 した .

Ⅳ . 統計学的検討

測定値ほす べ て 平均 土標準誤差 で表 し, 平均値の 差 の 検定は

2 群間で ほ対応の な い ト検定を 用 い
,

3 群間以上 で ほ
一

元配置

分散分析後 S c h effさ の 多重比較法を 用 い て行 っ た . また
,

2 群

間の 相関, 回 帰分析 ほ P e a r s o n の 相関係数
,

回帰分析 を用 い て

検 討 した . 危険率 5 % 未満を 有意差 ありと した .

成 績

1 . 体重の 変化

体重ほ非糖尿病群 では順調に 増加する
一 方 , 糖尿病群 で ほ増

加速度は低下 し て お り
,
1 2 週後 に は 糖尿病群 で 374 ･7 土1 7 ･7 g

( n
= 1 2) と , 非糖尿病群の 574 .0 土1 7 .3 g ( n = 1 2) に 比 して 有意に

低値 で あ っ た( p < 0 .0 1
, 図2) . シ ロ ス タ ゾ

ー

ル の 投与に よ り
,

非糖尿病, 糖尿病両群と も に 有意な変 化は 認 め られ なか っ た

(図 3) .

Ⅰ . 随時血 糖の 変化

随時血糖 ほ ∴糖尿病群で は S T Z 投与4 週以降高値 を取 り続

け る
一 方

,
非 糖 尿 病群 で は 変 化 な く 1

1 2 週 後 糖尿 病 群 で

484 .0 土2 5 .9 m g/ dl ( n
= 1 2) と

, 非糖尿病群 の 161 .8 土6 .3 4 m g/ dl

( n = 1 2) に 比 して 有意に 高値で あ っ た (p < 0 ･Ol
, 図4 ) . シ ロ ス

タ ゾ ー ル の 投与に よる変化は体 重と 同様認め られ なか っ た (図

5) .

Ⅲ .
A E R の 変化

A E R は S T Z 投与後糖尿病群に お い て経時的に 増加 し
, 糖尿



1 6 6

病発症後 8 週以降は 非糖尿病 群に 比 して 有意 に 高 値 で あ っ た

(p < 0 .0 1
, 図6 ) . 1 2 週後 の A E R ほ

,
D M 群 で 0 .77 士0 .2 6 p g/

m i n ( n = 6) と
,

N 群の 0 .1 7 ±0 .O I FLg/ mi n ( n = 6) に 比 して 有意

な 増 加 を 示 した (p < 0 .0 5) . D M C 群 で は 0 .2 8 士0 .1 7 FLg/ mi n

( n
= 6) で あ り,

シ ロ ス タ ゾ
ー ル の 投与に よ りそ の 増加 は有意 に

抑制 され た (p < 0 月5
, 図7) .

Ⅳ . 腎糸球体 N a
一 Ⅹ - A T P ア

ー

ゼ 活性の変化

腎糸球体 N a
- K - A T P ア ー ゼ 活性 ほ

,
D M 群 で は 8 .5 3 土0 .2 0

FL m Ol/ m g 蛋白/h r ( n
= = 6) と N 群 の 27 .0 士4 .9 1 〟m Ol/ m g 蛋 白/

h r ( n = 6) に 比 し て 有意 に 低下 した (p < 0 .0 1) .
D M C 群 で は

1 4 .5 士0 .5 5 〃m Ol/ m g 蛋白/ h r ( れ = = 7) で あり ,
シ ロ ス タ ゾ

ー

ル の

扇
ご
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N N C D M D M C

R a t g r o u p

F ig . 3 . B o d y w eith t a t 1 2 th w e e k i n v e hi cl e
- tr e a te d n o n

-d -

i a b e ti c ( N
.

n = 6) ,
C主lo s t a z oトtr e a t e d n o n

- di a b e ti c ( N C
,

n = 6) ,

V eh i cl e- tr e a t e d di a b e ti c ( D M
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= 6), a.n d cil o s t a z oトtr e a t ed

d i ab e tic (D M C
,
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,
n O t Sig nifi c a n t b y o n e -

W a y

A N O V A wi th S c h effさ
'

s m u lti pl e c o m p a ri s o n .

投与に よ りそ の 低下が 有意に 抑制 され た (p < 0 .0 1
, 図 8) . N

,

N C 群 各 6 匹 , D M
, D M C 群 各 5 匹 を 対 象 に A E R と

N a- K - A T P ア ー ゼ との 関係に つ い て 検討 した と こ ろ
,

両者の 間

に 相関係数 r
= - 0 ･5 43 の 有意 な負 の 相関関係が認 め られ た(図

9) .

Ⅴ .
C c r の変化

C c r ほ D M 群 3 .7 1 ±0 .2 7 m V mi n/ k g ( n
= 6) ,

N 群 3 .7 1 士

0 .2 4 m V mi n/ k g ( n = 6) と 両群間で 有意差は 認め られ ず
,

シ ロ ス

タ ゾ ー ル の 投与に よ っ て も非糖尿病 , 糖尿病 両群 とも に 変化し

なか っ た .

Ⅵ . 尿中 T X B 2 お よび 6 - k e t o
- P G F l ｡ の 変化

尿中 T X B 2 は D M 群で 7 .0 5 士0 .8 0 n g/ 2 4 h r ( n
= 6) と

,
N 群の

(
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P
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m

∈
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∽
0

当
愚
p
O
O
一

皿

4 8
D u r a ti o n o f t r e a t m e n t

( W e e k)

1 2
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- tr e a t e d di a b e ti c (D M

,
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t r e a t e d d i a b e ti c (D M C
,

n = 6) r a ts . V al u e s a r e e x p r e s s e d
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'
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3 .7 3 士0 .5 2 n g/ 2 4 h r ( n
= 6) に 比 し て 有 意 に 増 加 し て い た

(p < 0 .0 1
,

図 11 A) ･ ま た
, 尿 中 6Lk et o- P G F l a は D M 群 で

21 ,7 ±4 .2 0 n g/ 2 4 h r ( n
= 6) と , N 群 の 1 2 ･4 士2 ･4 6 n g/ 2 4 h r ( n =

6) に 比 して 増加す る傾 向が 認め られ た (図 11 B) ･ しか し
,

い ず

れも シ ロ ス タ ゾ
ー ル の 投与 に よ り有意な 変化は認 め られ な か っ

た . 相反す る作 用を 有す る 両者 の 比 ( T X B 2/ 6 qk e t o
-

P G F l a) を

と っ て み た が
,

D M 群 0 ･42 ±0 ･0 6 ( n
= 6) ,

N 群 0 ･3 5 土0 ･0 6

( n
= 6) と両群間で 有意差 はなく ,

シ ロ ス タ ゾ
ー ル の 投与 に よ っ

ても変化 しなか っ た (図 11 C) .

Ⅶ . 腎糸球体細胞内c A M P の 変化

腎糸球 体細胞 内 の C A M P 量ほ
,

D M 群 で 3 0 ･1 ±3 ･4f m ol/

m g 蛋白 (n = 3) と
,
N 群の 73 ･3 土1 1 ･Of m ol/ m g 蛋白( n

= 3) に
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比 し て 有 意 に 低 下 し て い た ( p < 0 .0 5) が
,

D M C 群 で は

37 .7 ±0 .4 2王m ol/ m g 蛋白(n = 3) と
, 有意 で ほ な い もの の シ ロ ス

タ ゾ ー ル 投与 に よ りそ の 低下 が抑制 され る傾向が 認め られ た .

Ⅶ . G B M にお け る陰性荷電状態 の 変化

各群 の G B M の 電顕像 を 図13 に 示す. c に 示 す D M 群で は
,
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-
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T X B 2 t O 6 - k e t o
- P G F l . ( C) a t 1 2 th w e e k i n v e h ic l e- tr e a t e d

n o n
-d i a b e ti c ( N

,
n = 6),

Cil o s t a z oトtr e a t e d n o n
-d i a b e ti c ( N C

,

n = 6) ,
V e hi cl e

-t r e at ed d i a b e ti c (D M
,

n = 6) ,
a n d cil o st a z ol -

tr e a t e d d i a b e ti c (D M C , n
= 6) r a t s . V al u e s a r e e x p r e s s e d

a s m e a n ±S E M ･ * p < 0 ･0 5 ･

L
N S

,
n O t Sig nifi c a･n t b y o n e

-

W a y

A N O V A w ith S c h eff呑
'

s m uliti pl e c o m p a ri s o n .

形態学的に 足突起 の 癒合傾 向が 認め られ ,
G B M 単位長 さ当 り

の P EI 染色 額粒 (矢印) 数 も 4 ･8 ±0 ･3 6 個/ 10 0 0 n m p ( n = 3)

と
I

A に 示 すN 群の 7 ･8 ±0 ･4 2 個/10 0 0 n m ( n
= 3) に 比 して 有意

に 減 少 し て い た ( p < 0 .0 1) が
,

Ⅰ) に 示 す D M C 群 で ほ

7 ･6 ±0 ･4 5 個/1 0 0 0 n m ( n = 3) と ,
シ ロ ス タ ゾ

ー ル の 投与に よ り

そ の 減少 が有意 に 抑制 され た (p < 0 .01
, 表 1) .

考 察

S T Z 誘発糖尿病 ラ ッ ト は l 腎糸球体基底膜の 肥厚
20)

, 尿中ア

ル ブ ミ ン 排泄 の 増加
21)

, 腎糸球 体 N a
- K- A T P ア ー ゼ 活 性の 低

下
18)

, 腎糸球体基底膜の 陰性荷電密 度減少
22】

な ど
,

ヒ ト の 糖尿病

性腎症に 共通す る多 く の 異常を 示 す こ と よ り , 実扱腎症 モ デ ル

と して 多く の 検討 が な さ れ て きた . 本研究 で 用 い た ラ ッ トで

も , 糖尿病発症 8 週以降 は尿中 ア ル ブ ミ ン 排泄 の 増加を 示 し
,

1 2 週後に は腎糸球体 N a- K-A T P ア
ー ゼ 活性 の 低 下 と 糸球体基

底膜の 陰性荷電密度 の 減少を 認め , 腎症 モ デ ル と して適 して い

るもの と考 え られ た1 興味深 い こ とに
,

シ ロ ス タ ゾ
ー ル 投与ほ

こ れ らの 異常 を全 て 軽減 した . すな わ ち シ ロ ス タ ゾ
ー ル に は

l

非投 与群 で 認 め られ た 尿 中 ア ル ブ ミ ン 排 泄 増 加 を 6 4 % ,

N a
- K- A T P ア ー ゼ 活性低 下や 陰性荷 電密度 の 減 少を そ れ ぞれ

32 % ,
9 3 % 軽減す る効果 が認め られ

, 同薬剤 に は 実験腎症の 進

行を 予防す る作用 が ある こ と が 示 され た . ま た今 回 の 結果ほ
l

腎 症 の 発 症 ･ 進 展 に 重 要 な 役 割 を 担 う と さ れ る 糸 球 体

N a-K - A T P ア ー ゼ 活性や 糸球体基底挨の 陰性荷電状態が 相互に

関連性を有 し,
シ ロ ス タ ゾ

ー ル に よ り影 響され る共通 した 因子

に よ る調節 を受け て い る可 能性を 示 唆 して い る .

N a- K- A T P ア ー ゼ ほ あ らゆ る組織の 細胞膜 に 存在 し
,

N a
十

を

細胞外に 汲み 出 し
,

K
十

を 細胞内 に 汲み 入れ る こ と で細 胞内外

の 濃度勾配 を作 り
, 細胞 の 磯能維持に 関与 して い る

23)
. 高血 糖

下で は , グ ル コ
ー

ス に よ る競合的阻害や ポ リ オ ー ル 代謝克進に

よ る ソ ル ビト ー

ル 蓄積 の た め
, 細胞 内 へ の ミ オイ ノ シ ト ー ル 取

り込 み が減少 し
, そ の 結果 ミ オ イ ノ シ ト

ー ル を基質 とする細胞

膜 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 の 合成 , 代 謝 が 損 な わ れ る た め
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-d i a b e ti c ( N

,
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- di a b e

-

ti c ( N C , n
= 3) , V e hi cl e

-t r e at e d d ia b e ti c (D M
,

n
= 3) ,

a n d

Cil o s t a .z ol -tr e a t e d di a b e tic ( D M C , n
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b y o n e- W a y A N O V A L W ith S c h effさ
'

s m ulti pl e c o r n p a ri s o n ･



シ ロ ス タ ゾ
ー ル の 糖尿病性腎症進展抑制効果 と そ の 作用磯序 に 関する検討

N a-K-A T P ア ー ゼ 活性 の 低下が 起 こ るが
,
N a- K- A T P ア ー ゼ は

ミ オ イ ノ シ ト ー ル の 細胞 内 へ の 取 り 込み に も 関与 し て い る た

め
,
同宿性 の 低下ほ さ らに 細胞内 ミ オ イ ノ シ ト ル の 減少を 引

き起 こ し
,

そ の 結果細胸 の 機能障害を きた し
, 最終的 に 慢性合

併症に 至 る とす るの が ポ リ オ ー ル ･ ミ オ イ ノ シ ト
ー ル 代謝異常

説である
S)

. しか し
, 高血 糖に よ り生 じる N a

- K- A T P ア ー ゼ 活

性低下な どの 代謝異常が
,

どの ような 機序 で 尿中ア ル ブ ミ ン 排

泄の 増加を結果と して もた ら すの か に つ い て は 不 明 な 点 が 多

い .
こ れ ま で , 糖尿病 ラ ッ ト の 腎糸球 体 に お け る N a

- K- A T P

ア ー ゼ 活性 の 低下を 示 した報告
18)

でも , 尿中 ア ル ブ ミ ン 排泄率

T a bl e l . N u m b e r o f p oly e th yl e n ei mi n e (P E I) p a r ti cl e s

p e r l O O O n m gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e a t 1 2 th

w e e k

R a t g r o u p ㌫霊1s 慧 誌認諾慧
S

N

N C

D M

D M

3

3

3

3

7 .8 士0 .4 2

7 .7 ±0 .3 5

4 .8 ±0 .3 6
*

7 .6 ±0 .4 5
♯ *

*

p < 0 .01 , V S . N ,

* *

p < 0 .01 , V S . D M ･ b y o n e
-

W a y A N O V A

wi th S c h eff昌
′

s m ulti ple c o m p a ri s o n .
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との 関係は示 され て い な か っ た . 今回 の 結 果 で
,

N a- K- A T P

ア ー ゼ 活性 と尿中ア ル ブ ミ ン 排泄率 との 間に 統計学的 に 有意な

負の 相関関係が 認め られ た こ と ほ
上 腎症の 発症 ･ 進展に お ける

N a- K - A T P ア
ー ゼ 活性低下の 重要性 を示 唆 して い る .

で ほ
,

シ ロ ス タ ゾ
p ル ほ どの よ う な 機序 で N a

- K - A T P ア ー

ゼ 活性の 低下を 抑制 した の で あろ うか . G a r n er ら
24)

ほ
, 高血糖

下 で ほ N a
- K p A T P ア ー ゼ 自身が 糖化を 受け る た め に 活 性が 低

下す る こ と を報告 して い るが
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル ほ 血糖値に 影響

を 及ぼ さ なか っ た こ と よ り ∴糖代謝 の 改善を 介 した同活性上昇

の 可 能性ほ否定的で ある . 糖尿病性神経障害の 研 究に おい て
,

S o n o b e ら
25)

は ア デ ニ レ
ー ト ･ シ ク ラ ー ゼ を 活性化 して c A M P

を上 昇 させ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ E - の ア ナ ロ グ に よ り , 糖尿

病 ラ ッ ト坐骨神経の N a
- K- A T P ア

ー ゼ 活性 が 高め ら れ た こ と

を報告 し
,

A キ ナ
ー ゼ 系 に よ る N a

- K- A T P ア
ー ゼ 調節の 可 能

性 を推測 して い る . ま た S h in d o ら
15)

は ,
シ ロ ス タ ゾ

ー ル に よ り

糖 尿 病 ラ ッ ト 坐 骨 神経 の C A M P 量 が 増 加 し
, そ の 結 果

N a
- KT A T P ア ー ゼ活性の 上 昇と 神経 伝導速度 の 改善が 認め られ

た こ とを 報告 して い る . した が っ て
, 腎糸球体に お い て も シ ロ

ス タ ゾ ー ル に よ る c A M P 量増加 が N a- K- A T P ア
ー ゼ 活性上 昇

をもた らす可能性が 考え られ た が , 今回 の 検討 で は シ ロ ス タ

ゾ
ー

ル 投与群に お い て 糸球体 c A M P の 上 昇傾 向は認め る もの

の 有意 で は な か っ た . 測定上 ある い は統 計処理上 の 問題 で 有意

Fig ･ 1 3 . E l e c tr o n m i c r o g r a p h s of p ol y e th yl e n ei m i n e (P EI)- St ai n e d gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e a t 1 2 th w e e k of v e hi cl e
- tr e a t e d

n o n
-d i a b e ti c (A ) ,

Cil o s t a z ol - tr e at e d n o n
- di a b e ti c ( B) ,

V e hi cl e
-t r e a t e d di a b e ti c ( C) , .

a n d cil o st a z o L tr e a t e d di a b e ti c (D) kid n e y s

( ×1 5
,
0 0 0). ( A) P E I p a r ti cl e s ( a rr o w s) ar e di s trib u t e d a t r e g ul a r i n t e r v als al o n g th e l a m i n a r a r a i n t e r n a ( L Rl) a n d e x t e r n a

( L R E) ･ (B) A d m i ni st r a ti o n of cil o s t a z ol m a k e s n o d iff e r a n c e i n c o n c e n t r a ti o n of P E I p a r ti cl e s i n n o n 坤 a b e tia k id n e y s . (C) P EI

p a r ti cl e s i n th e di a b e ti c kid n e y s a r e d'iff u s el y r e d u c e d al o n g th e L R E a n d L RI . ( D) A d m i n is tr a ti o n ･' ofl
●

cil o s t a z oI p r e v e n t s th e

r ed u c ti o n of P EI p a r ti cl e s sig n ifi c a n tly i n d i a b e ti c k id n e y s . E n
,

e n d o th eli u m ; f p , f o o t p r o c e s s e s .
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差が 出な か っ た 可 能性も考え られ る が
,

一

方で は A キ ナ
ー ゼ 系

以外の 経路に よ る N aT K- A T P ア
ー ゼ 活性調節 の 存 在も考 慮す

る必要が ある の か も知れな い
.
G r e e n e ら

26)
は

,
ア ロ 車 サ ン 誘発

糖 尿病 ウ サ ギ の 坐骨 神経 を 用 い た 検 討 で
, 低 下 し た N a

- K-

A T P ア ー ゼ 活性 が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C (p r o t ei n k i n a s e C) の

ア ゴ ニ ス ト で ある
′

ホ ル ポ ー ル エ ス テ ル (p h o r b ol e st e r) や ジ ア シ

ル グ リ セ ロ ー ル (d i a c yl gly c e r ol) の 投与に よ り正 常 化 した と 報

告 して い る . また K a t o ら
2T】

ほ
.
A キ ナ

ー ゼ 系が ホ ス フ ァ チ ジ ー

ル イ ノ シ ト
ー ル ･ キ ナ

ー ゼ ( p h o s p h a tid yl in o sit ol k i n a s e) の 惰性

化を介 し
,

イ ノ シ ト
ー ル 三 リ ソ 酸 (i n o sit ol l

,
4

,
5 - tris p h o s p h a,

t e) お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル を 増加 させ ∴ 結果 と し て C キ

ナ
岬 ゼ系 を活性化す る こ とを

,
さ ら に A n d e r s o n ら

28)
は 培養腎

L L C - P K l 細胞 に お い て
,

C A M P に よ るプロ テイ ンキナ
ー

ゼ C の

活性化を 証明 して い る . 今後 ,
A キ ナ

ー ゼ 系 の み な らず C キ

ナ ー ゼ 系に 対す る シ ロ ス タ ゾ
ー ル の 影 響も検 討す る 必 要 が あ

る .

糸球体基底膜 を構 成する へ パ ラ ン 硫 酸(h e p a r a n s u lf a t e) は
,

陰性荷電物質 と して シ ァ ル 酸 な ど と ともに 腎に おけ る荷電障壁

を 形成 し
, 基底膜 の 透過性に 重要な役割を演 じて い る

29)
が , 腎

症 に お い て はそ の 減少が 認め られ るた め , 陰性 に 荷電 した ア ル

ブ ミ ン が尿 中に漏 出す るもの と理 解 され て い る
即

.
へ パ ラ ン 硫

酸減少の 原 因と して ほ S T Z 糖尿病 マ ウ ス に お い て 産生 の 低下

が 報告され て い る
卸)

. 本研究 に お い て シ ロ ス タ ゾ
ー ル に は 陰性

荷電の 減少 を予防す る効果が 認め られ たが
,

N a g a s e ら
31)

は 同

じ c A M P - P D E 阻害剤 で 蛋白尿抑制効果 を有する ジ ビ リ ダ モ ー

ル の 投与 に よ り ,
ア ミ ノ ヌ ク レ オ シ ド腎症 モ デ ル ラ ッ ト の

G B M に おけ る陰性荷電の 減少 が抑制 された こ と を報告 し七 お

り
, 今回 の 結果を 支持するもの と して 注目され る . ま た

, 腎糸

球体 N a
-

K
-

A T P ア ー ゼ 活性 と糸球体基底膜 の 陰性 荷電 状態 と

の 関連性 に つ い て 調 べ た 検討は著者が 知る限 りな く , 今回 同
一

の 実験系 でそ れぞれ の 異常が 同時期に 認め られた こ とは ▲ 両者

の 成 因 の 上 で の 関連 性 を 示 唆す る も の と し て 興 味 深 い .

N a
- K - A T P ア

ー ゼ 活性低下で 示 され る腎糸球体細胞 の 機能低下

状腰の 一 つ の 現れ と して
,

へ パ ラ ソ 硫酸塵生低下 に よ る陰性荷

電 の 減少 が生 じて い る とす る説明も可能か と思わ れ る が
, 詳細

な機序に つ い て は今後 の 検討が 必要 で ある .

シ
′

ロ ス タ ゾ ー ル に ほ
t

血 中 6 - k e t o
- P G F . . の 増加作用 , 及び 血

中 T X B 2 の 減少作用 が 確認 され て お り
32)

, 今回もそ れ ら を 介 し

た 腎症 へ の 効果が 期待 された が ,
い ずれも尿中排泄量で み る 限

りシ ロ ス タ ゾ
ー ル 投与に よ る変化ほ 認め られなか っ た . C c r に

も有意な 変化は 認め られ なか っ た こ とか ら
, 少な く とも今回 の

検討で は腎血 行動態 へ の 影響 は 少 な か っ た と 考 え ら れ る . 実

際 ,
S T Z 誘発糖尿 病 ラ ッ ト に お け る微小 穿刺法 を 用 い た 腎内

血 行動 態 の 検 討 で ほ 発 症直後 (数 日) か ら 糸 球 体 濾 過 率

(gl o m e ru l a r filtr a ti o n r a t e
, G F R ) , 腎血 旅流量, 単 一

ネ フ ロ ン

G F R
,
毛細血 管 内圧 の 上 昇が 見 られ るが

aユ

＼ 重症糖尿病 ラ ッ ト

で は G F R は か え っ て減少す ると い う結果が 得 られて い る
丁)

. 今

回用 い た ラ ッ トの 糖尿病 の 程度 は
, 随 時血 糖 4 弘 0 士25 .9 m g/

d l か ら明らか に重症 と考 え られ
,

しかも発症後12 週経過 して い

る こ とも考 慮する と
l
す でに 糸球体過剰濾過の 時期が終 了 して

い たた め に C c r に 有意差を 認め なか っ た もの と考 え られ る . ま

た
,

イ ヌ の 各種動脈に 対す る シ ロ ス タ ゾ ー ル の 血 流増 加作 用

ほ ! 大腿動脈や 椎骨動脈な どで は濃度依存性に 強く′現れ る の に

対 し, 腎動脈で ほ ほ とん ど認め られ て い な い
I l) こ とか ら

, 少 な

くと も太い 血 管 レ ベ ル で の 腎血 行動態 へ の 影響 は少な い と 考え

られ る . しか し , さ ら に 細 い レ ベ ル の 血 管で ある輸入 , 輸出細

動脈に 及ぼす影響 に 関 して は未だ 検討が な さ れて い な い た め
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル が 糸球体過剰濾過を 改善する か否 か は 不 明で あ

る .

い ずれ に せ よ
,
今回認 め られ た シ ロ ス タ ゾ

ー ル の 実 験腎症進

展抑制効果は 同薬剤が 臨床の 場 に お い て も腎症の 治療 薬と して

有効か も知れな い と の 期待を抱 かせ るも の で あ る . 今後, 作用

機序 に 関す る よ り詳細な 検討に 加え
, 臨床応用 に つ い て も考慮

する価値が ある と思わ れ る .

結 論

S T Z 誘発糖尿病 ラ ッ ト を用 い て
,

C A M P- P D E 阻害剤 シ ロ ス

タ ゾ
ー ル の 腎症進展抑制効果 とそ の 作用磯序 を検討 し

, 以下の

結論を 得た .

1 . A E R は 非糖 尿病群 に 比 し糖尿病群 で 有意に 増加 した が
,

シ ロ ス タ ゾ
ー ル ほ その 増 加を有意 に 抑制 した .

2 . 腎糸球体 N a- K- A T P ア ー ゼ 括性ほ
, 非糖尿病群に 比 し糖

尿病群 で有意に 低下 した が
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル は そ の 低下を有意

に 抑制 した .

3 . G B M の P E I 染色額粒数ほ
, 非糖尿病群 に 比 し糖尿病群

で 有意 に 減少 した が
,

シ ロ ス タ ゾ
ー ル ほそ の 減少を 有意に 抑制

した .

4 . 腎糸球体細胸 内の c A M P 量 ほ
, 非糖尿病群に 比 し糖尿

病群で 有意 に減少 したが
,

シ ロ ス タ ゾ ー ル に はそ の 減少を 抑制

す る傾向が 認め られ た .

5 . 尿中 T X B 2 は 非 糖尿病 群 に 比 し糖尿 病群 で有意 に 上昇

し
,
6 -k e t o

- P G F l a も糖尿病群で 上 昇傾向が 認め られ た が
,
C cr

や T X B 2/ 6- k e t o- P G F l ｡ に ほ有 意な 変化 は認め られず ,
シ ロ ス タ

ゾ
ー ル に よ っ て も変 化 しな か っ た .

6 . 以上 の 結果 よ り ,
シ ロ ス タ ゾ ー ル ほ 腎症進展抑制効果を

有す る と 考 え ら れ る . そ の 作 用 磯 序 と し て
,

腎 糸 球 体

N a
- K- A T P ア

ー ゼ 活性の 低 下抑制 に よ る 糸 球体細 胞機能 の 維

持,
お よ び G B M の 陰性荷電減少抑制 に よ る荷電障壁破綻 の 軽

減が 示唆 され た .
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,

M e d .
,

9 8
,
7 1 5 て22 (1 9 8 1) .

2 3) H o ri s b e r g e r
,
J . D .

,
L e m a s

,
V .

,
K r a e h e n b u hl

, J . P .

& R o s si e r
,

B . C . : S tr u c t u r e
-f u n c ti o n r el a ti o n s hip of

N a
- K - A T P a s e . A n n u . R e v . P h y si ol .

,
5 3

,
5 6 5 -5 8 4 (1 9 9 1) .

2 4) G a r n e r
,
M . H .

,
B a h a d o r

,
Z . & S a c h s

,
G . : N o n e n z y

-

m a ti c gly c a ti o n of N a
- K - A T P a s e . E ff e c ts of A T P h yd r oly si s

a n d K
+

o c cl u si o n . J . B i ol . C h e m "
2 6 5

,
1 50 58-1 5 06 6 (1 9 90) .

2 5) S o n o b e
t
M .

,
Y a s u d a

,
H .

,
H i s a n a g a

,
T .

,
M a e d a

,
K .

,

Y a m a s h it a
,

M .
,
K a w a b a t a

,
T .

,
K i k k a w a

,
R .

,
T a n i g u c h i

,

Y . & S h i g e t a
,

Y . : A m eli o r a tio n of N a
- K - A T P a s e a c ti vity

i n d e p e n d e n tl y of m y o-i n o sit o1 1e v el b y P G E l a n al o g u e

O P -1 2 0 6 ･

α- C D i n s tr e pt o z o c in-i n d u c e d di a b e ti c r at s . D i a b e t e s
,

4 0
,
7 2 6 -7 3 0 (1 9 91) .

2 6 ) G r e e n e
,
D . A . & L a tti m e r

,
S . A . : P r o t ei n ki n a s e C

a g o ni s ts a c u t ely n or m aliz e d e c r e a s e d o u a b ai n-i n hibit a bl e

r e s p l r a ti o n i n d i a b e tic r a b bit n e r v e . I m pli c a ti o n s f o r N a- K-

A T P a s e r e g ul a ti o n a n d d ia b etic c o m plic a ti o n s . Di a b et e s
,

3 5
,

2 42-2 4 5 (1 9 8 6) .

2 7) K a t o
,
H .

,
U n o

,
l .

,
I s h i k a w a , T . & T a k e n a w a

t
T . :

A c ti v ati o n of p h o s p h atid yli n o sit ol ki n a s e a n d p h o s p h atid yli n o-

sit ol-4-P h o s p h a t e ki n a s e b y c A M P i n s a c c h a r o m y c e s

c e r e vi sia e . J . B i ol . C h e m
リ

2 6 4
,
3 1 1 6 -3 1 2 1 (1 9 89) .

2 8) A n d e r s o n
,
R . J . & B r e c k o n

,
R . : C A M P sti m u la t e s

p r o t ei n ki n a s e C a c ti vity in c ult u r e d r e n a l L L C- P K - C ell s ･

A m . J . P h y siol リ 2 6 l
, F 9 4 5

-9 5 0 (1 9 9 1) .

2 9) K a n w a r
,

Y . S . & F a r q u h a r
,

M . G . : P r e s e n c e of

h e p a r a n s ulf a t e i n th e gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e .

P r o c . N atl . A c a d . S ci . U S A
,
7 6

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

3 0) R o h r b a c h , I) . H . , W a g n e r , C . W . , S t a r ,
V

. l . .
,

M a rt in
, G . R .

,
B r o w n

,
K . S . & Y o o n

,
J . W . : R e d u c e d

S y n th e sis of b a s e m e n t m e m b r a n e h e p a r a n s u lf a t e p r o t e o gly
-

c a n i n s tr e p t o z ot o ci n
-i n d u c ed d i a b e ti c m i c e . J . B i ol . C h e m .

,

2 58
,
1 1 6 7 2 -1 1 6 7 7 (1 9 8 3) .

3 1) N a g a s e
,
M .

,
K u m a g a i

,
H . & H o n d a , N . : S u p p r e s si o n

of p r o t ein u ri a b y d ip y rid a m ol e in r a t s w ith a r n in o n u cl e o sid e
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n e p h r o p a th y . R e n al P h y si ol .
,
7

,
21 8-2 2 6 (1 9 84) . 3 3) H o s t e tt e r

,
T ･ H ･

,
T r o y ,

J ･ L ･ & B r e n n e r
,

B ･ M . :

3 2) 永川祐三 ,
′小貫陽子 , 折茂 肇 , 原澤道美 : シ ロ ス タ ゾ ー G I o m e r ul a r d y n a mi c s i n r at s wi th di a b e t e s m ellit u s ･ P r o c .

ル (O P C -1 3 0 1 3) の ア ラ キ ド ン 酸代謝に 及ぼ す影 響 . 薬理 と 治 A m . S o c . N e p h r ol .
, 1 1 th A n n u al M e e t in g ,

K id n e y I n t .
,

療 ,
1 4

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

1 2 ト1 3 6 (1 9 7 8) ･

CiI o st a z oI P r e v e n ts t h e P r o g r e ssi o n of E x p e ri m e n t al Di a b eti c N e p h r o p a t h y : B e n e爪ci al Effb ct s o n G l o m e ru l a r N a ･

K ･ A T P a s e A cti vit y a n d G I o m e r ul a r C h ar g e B a r ri e r S y st e m Y a s u h ik o I eki
,
D e p ar t m e n t Of I n te rn al M e dicin e (Ⅰ) ,

S ch o ol of M e di ci n e
,
K an a Z a W a U ni v er sity ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u z e n M ed S o c .
,
10 3

,
1 6 3

-

1 7 2 ( 1 99 4)

K ey w o r d s di a b e ti c n ep h r op a th y ,
Ci1 0 Sta Z Ol

,
N a

- K - A T P a se ,
C h arg e b a ni er

,
C A M P

A b st r a c t

Cil o st a z ol
,
C A M P p h os p h o die ster a s e i n h ibi t or

,
W aS g l V e n t O S tr eP t O Z O tO Ci n - in d u c e d d ia b eti c r a ts t o e x am i n e i ts e ff b c t o n

th e p r o g r e ssi o n of e x pe n m e nt al di a b eti c n e ph r o p a th y ･ A t 1 2 th w e e k af te r th e o n s et of di ab ete s
,
th e u r in ar y al b u m i n e x c re .

ti o n r ate ( A E R) w as m ar k e dl y in c re as e d c o m p ar e d w i th n o n - di ab eti c c o ntr oIs (0 ･7 7 ±0 ･2 6 v s ･ 0 ･ 1 7 ±0 ･01 F L g/ m in , P < 0 ･0 1) .

A d mi mi str a ti o n of cil o st a z ol ( 20 m g 化g b o d y w u d ay , p . 0 .) si g mi fi c an tl y p r e v e n te d th e i n cr e as e i n A E R i n di ab eti c r ats

(0 .
2 8 ±0 .

1 7
F
L gh n i n

, p < 0 .0 5) ･ G 1 0 m e ru 1 ar N a - K - A T P a s e a c ti vity an d th e d e n sit y of an i o mi c si te s o n th e gl o m e ru 1 ar b a se m e nt

m e m br an e ( G B M ) w er e si g mi 丘c an d y r ed u c ed in di ab e ti c r a ts c o m p a r ed w ith c o n tr oI s (8 ･5 3 ±0 ･2 0 v s ･ 2 7 ･ 0 ± 4 ･9 1
F
L m Olh n g

P r Otei n ルr
, p < 0 .0 1 .

4
.8 ±0 .3 6 v s ･ 7 .8 ±0 .

4 2/ 10 0 0 n m
, P < 0 ･0 1) ,

an d th es e r ed u cti o n s w e r e al s o p r e v e n te d b y cil o st a z ol

( 1 4 .5 ±0 .
5 5 F

L m Ol/ m g p r o te in n lr
, P < 0 ･0 1 ･ 7 ･6 ± 0 ･4 5/1 0 00 n m

, P < 0 ･0 1) ･ Gl o m e ru 1 ar C A M P c o n te n ts w er e r ed u c ed i n dia b e t -

i c s (30 . 1 ±3 ,4 v s . 7 3 .3 士 1 1 .O f m olh n g p r o tei n
, P < 0 .0 1) ,

an d th i s r ed u c ti o n w a s o nl y m ar gi n a11y pr e v e n te d b y cil os ta z ol

(37 .7 ±0 .4 2 蝕1 01h n g p r ot ei n) . Cil ost a z ol h ad n o e 飴 ct o n b o d y w eig h t
,
bl o o d gl u c o s e l e v el

,
Cr e a ti ni n e cl e ar an C e

,
an d th e

r ati 0 0f u ri n ary th r o m b o x a n e B
2
t O 6 - k et o -

P r O St agl an din F
l .

.
T h es e r e s ults s u gg e st th at cil o st a z oI p r e v e n ts th e p r o g r e ssio n of

e x pe ri m e nt al diab eti c n e ph r o p a th y b y e nh a n c e m e nt of gl o m e r ul ar N a - K - A T P as e a c ti vity an d b y re st o r ati o n of t h e c h arg e

b ar ri er sy st e m o n G B M ･ T b e in cr e a s e in g1 0 m e ru 1 ar C A M P c o n t e n ts m ay p arti al 1y c o n 扇b u te t o th es e effb c ts ･


