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論文の内容の要旨

（目的）

　糖尿病の重要な合併症である糖尿病性血管障害の成因は多彩であり，非酵素的糖化によるもの，あるいはポリ

オール代謝の充進とミオイノシトール代謝異常の相互関係で糖尿病合併症の発症メカニズムを捉え，これらの代

謝異常が糖尿病合併症を発症させるとの説などがある。後者のメカニズムには浸透圧仮説，Na＋／K＋ATPase活

性低下説，レドックスサイクル偏位説，などが提唱されている。

　スーパーオキシド（02一），過酸化水素（R202），ヒドロキシラジカル（・OB）などの反応性の高い活性酸素種

（reactive　oxygen　species）は，エネルギー代謝の過程，生体防御機構の申で細胞内外で発生しており，細胞な

らびに組織障害を惹起する。生体内で発生したH202の生理的濃度における分解は主にグルタチオンレドックス

サイクルにより行われる。グルタチオンレドックスサイクルは還元型グルタチオン，酸化型グルタチオン，グル

タチオンペルオキシダーゼ，グルタチオンレダクターゼ，NADPHなどで構成され，これら構成要素のいずれか

が障害を受けると，サイクル全体の機能は低下する。糖尿病において赤血球，血管内皮細胞において，このグル

タチオンレドックスサイクルの機能低下が報告され，糖尿病性血管合併症との関連が示唆されているが，不明点

が多い。

　本研究は，糖尿病における高血糖（高グルコース濃度）が血管平滑筋細胞のグルタチオンレドックスサイクル

に及ぼす影響を明らかにする目的で以下の検討をおこなった。

1）培養血管平滑筋細胞を用いて，高グルコース濃度のグルタチオンレドックスサイクルに及ぼす影響について

検討した。また，あわせて血管内皮細胞でも同様の検討を行った。

2）インスリン非依存型糖尿病（NIDDM）モデル動物の大動脈を用いて，糖尿病による高血糖と血管グルタチ

オン含有量の関係について検討した。

（実験方法）

1．培養細胞における検討

　ヒト大動脈由来の培養血管平滑筋細胞を用いて，高グルコース濃度下で7日聞培養し，グルタチオンレドック

スサイクル依存性H202除去能の測定，細胞内グルタチオンの定量，細胞内NADPH含量の定量，細胞内から細胞
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外へのグルタチオンeff1ux系の解析，細胞内へのシスチン取り込み活性の解析などの検索をおこなった。血管内

皮細胞では，グルタチオンレドックスサイクル依存性H202除去能の測定，細胞内グルタチオンの定量をおこなっ

た。

2．動物実験における検討

　NIDDMのモデル動物である○tuka　Long－Evance　Tokushi㎜a　Fatty（OLETF）ラットの雄とそのコントロールモ

デルであるLo㎎一Evance　To㎞shi峨a　Otuka（LETO）ラットの雄の大動脈を用いて，血管グルタチオン含有量を

測定し，in　ViVOにおける高グルコース濃度の影響を検索した。また血糖値と血管グルタチオン含有量の相関関

係なども検討した。

（結果と考察）

1．培養細胞における検討

　1週間の高グルコース濃度培養により，グルタチオンレドックスサイクル依存性H202除去能が血管内皮細胞

において低下することが報告されている。しかし本研究では，1週間，2週間の高グルコース濃度培養によるグ

ルタチオンレドックスサイクル依存性H202除去能を検討したが，有意な変化は認められなかった。また，高グ

ルコース濃度培養による細胞内グルタチオン含有量の変化も検討したが，有意差は認められなかった。これらの

結果から，高グルコースは，血管内皮細胞におけるグルタチオンレドックスサイクルの機能に大きく影響しない

ことが示唆された。

　一方，血管平滑筋細胞におけるグルタチオンレドックスサイクル依存性H202の除去能におよぼす培養液グル

コース濃度の影響を検討したところ，7日聞の高グルコース暴露により，H202除去能がグルコース濃度依存性

に有意に低下するという結果を得た。また，このH202除去能低下の原因の一部は細胞内グルタチオン含有量の

低下であり，さらに細胞内グルタチオン含有量低下は細胞内へのシスチンの取り込み低下に起因する可能性が示

唆された。これらの結果より，血管平滑筋細胞のグルタチオンレドックスサイクルの機能は高グルコースにより

低下することが示された。

2．動物実験における検討

　高グルコース条件のin　vivoにおけるモデルとして，高血糖をきたしたOLETFラットの血管グルタチオン含有

量の検索を行ったが，コントロール群に対して有意な差は認められなかった。しかし，糖尿病発症後の高血糖を

きたした高グルコース群において，血糖値と血管グルタチオン含有量にマイナスの相関関係が見られた。これは

血管平滑筋細胞を用いたin　VitrOの検索において，グルコース濃度依存性に細胞内グルタチオン含有量が低下し

た結果と矛盾しないものであった。よって，生体内においても血糖値の上昇に伴い血管グルタチオン含有量が低

下し，グルタチオンレドックスサイクル依存性H202除去能が低下する可能性が示唆された。

（結論）

　血管内皮細胞において，高グルコース濃度は，グルタチオンレドックスサイクルに大きな影響を与えない。血

管平滑筋細胞において，グルタチオンレドックスサイクル依存性恥02の除去能は，グルコース濃度依存性に有

意に低下した。また，このH202の除去能低下の原因は細胞内グルタチオン含有量の低下に起因し，さらに細胞

内グルタチオン含有量低下は，細胞内へのシスチンの取り込み低下による可能性が示唆された。よって，血管平

滑筋細胞において，高グルコース濃度は，グルタチオンレドックスサイクルの機能を低下させることが示唆され

た。

　糖尿病モデル動物において，糖尿病発症後の高血糖をきたした高グルコース群では，血糖値の上昇に伴い血管

グルタチオン含有量が低下する可能性が示唆された。

　以上により糖尿病性血管障害の成因に血管平滑筋細胞におけるグルタチオンレドックスサイクルの機能低下が

関与する可能性が示唆された。
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審査の結果の要旨

　糖尿病の重要な合併症である糖尿病性血管障害の成因は多彩である。著者は血管内皮細胞，血管平滑筋細胞に

おけるグルタチオンレドックスサイクル依存性H202の除去能について培養系および糖尿病自然発症ラ㌻トモデ

ル動物の系を用いて検討し，血管平滑筋細胞ではグルコース濃度依存性に有意に低下することを示した。これら

の結果は，高血糖による血管内皮細胞の障害の成因の一つとして，隣接する血管平滑筋細胞におけるH202除去

能の低下が関与している可能1性が示唆された。高血糖における血管平滑筋細胞のグルタチオンレドックスサイク

ル機能低下の報告はなく，価値の高い論文である。

　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。
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