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論文の内容の要旨

（目的）

　動脈硬化におけるプラークの破綻とびらんは，急性冠症侯群を引き起こすと考えられている。一方，イン

スリンはある種の細胞には増殖効果を持ち，また他方ではアポトーシスを抑える効果を示すこともあり，様々

な生理的作用を持つ。2型糖尿病や肥満症は冠動脈疾患や動脈硬化の進展に対する主要なリスクファクター

であり，高インスリン血症を誘発する。高インスリン血症と冠動脈疾患との疫学的関係に関する研究は多い

が，プラークの構成要素である血管内皮細胞の生存にインスリンがどの様な作用をもつかは明確ではない。

　2型糖尿病や肥満症では，脂肪細胞のTNFαの分泌の増加がインスリン抵抗性を引き起こすと考えられ

ている。

　本研究では，インスリンが血管内皮細胞の細胞増殖とアポトー一シスとの関連に与える影響を見るため細胞

周期の負の制御因子であるp21，p27CDK阻害因子の発現の変化について検討した。

（対象と方法）

1）瞬帯静脈内皮細胞（HUYEC）は瞬帯より採取し，趾㎜ed1aEG2（KU鵬OU，K腕sh腕，Japan）にて培養。

盗継代以前を実験に用いた。2）HU珊Cはコンフルエントまで培養したのち，各濃度のインスリンを含む2％

FBS含有DMEMに培地交換し24時間インスリン前処理した後にTNFα100ng／㎜且）を投与し48時聞経過

観察した。インスリンによる前処理がTNFα投与前後でH㎜：C内のC㎜（p21，p27）の発現にどのよう

に影響するかをWestemb1o出㎎法にて検討した。3）同時に，ヘキスト染色，TUNEL染色を行い，アポトー

シスの発現頻度の変化を検討した。

（結果）

1）TNFαによりp21の発現は増加し，p27の発現は低下を認めた。2）インスリン前投与（O，1，10，鋤d
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100nM）により，100双Mにてタネル陽性率の低下を認めた。3）インスリン前投与により，p21発現は低下し，

p27発現は増加した。

（考察）

　p21の発現は血管内皮細胞においてはco狐tac■搬嚇onにては増加せず，TNFα刺激にて増加を認めた。

このことから，p2！はアポトーシスの誘導と関わりがある可能性があることが示唆された。すなわち，p21

はp53依存的に，TNFαによるアポトーシスに対する“checkpo1独ゼの結果として発現が増強し，G1停止

にフィードバックしている可能一性や，TNFαによるNFκBの誘発により発現が増強している可能性もある。

コンフルエントの血管内皮細胞にインスリンを投与してもp21の発現は変化を認めなかったが，TNFα刺

激によるp2！の発現の増加は24時問のインスリン前投与にて抑制された。このことは，インスリンそのも

のはp21の発現経路に影響を与えないが，TNFα刺激によるp21発現誘導経路に影響を与えていると思わ

れる。

　一方，p27の発現は血管内皮細胞のco娩ct　i曲倣ionにて増強し，引き続くTNFα刺激にて発現の低

下を認めた。このことは，血管内皮細胞をp27がcontacti双hi趾ionにてG1期停止に誘導するのに対して，

TNFαによりアポトーシスヘ誘導される際にはp27の発現が低下することによってG1期停止が解除される

ことを示唆している。さらに，このTNFα刺激によるp27の発現の低下は24時問インスリン前投与にて抑

制されたことから，インスリンによる抗アポトーシス作用の一部はp27の発現が維持されることによりG1

期解除が減少するためと考えられる。

　本研究の結果よりCDK阻害因子であるp21とp27の制御がTNFαによる血管内皮細胞のアポトーシス

の誘導に関与していると考えられた。一方，インスリン前投与はTNFαによるp21とp27の制御をキャン

セルすることによって血管内皮細胞のアポトーシスを抑制する可能性が示された。高インスリン血症は動脈

硬化の進行に深く関与していると考えられているが，以上の結果より，インスリンによる細胞周期制御を介

した血管内皮細胞のアポトーシスの抑制が動脈硬化の要因のひとつになりうる可能性が示唆された。

審査の結果の要旨

　本研究では，インスリンの血管内皮細胞の細胞増殖やアポトーシスに対する影響を検討することを目的と

し，細胞周期の負の制御因子であるp21，p27CDK阻害因子の発現について検討した。その結果，インスリ

ンは，TNFαにより誘導されるp21発現の増加，およびp27発現の減少を制御し，血管内皮細胞のアポトー

シスを抑制した。本研究は，高インスリン血症による動脈硬化促進の分子メカニズムを明らかにする上で重

要な知見であり，高く評価されている。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。

一400一


