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第1章序 論

 日本人の死因別死亡率は1位悪1生新生物(30. 1％)、2位心疾患(16. 0％)、

3位脳血管疾患(1 2，3％)であり、全体の死亡率の3分の1は血管病変を主体

とする循環器疾患が占めている［厚生労働省、2005］。社会環境の変化や長寿社

会の到来などによってこれらの循環器疾患は今後ますます増加することが予想

される。循環器疾患の多くは動脈硬化症を基盤としていると考えられるので、

動脈硬化症のメカニズムを解明し、予防磨翌竡｡療磨翌�J発していくことはきわ

めて重要である。

 動脈硬化性疾患とは血管の狭窄や閉塞、動脈瘤、拡張、解離あるいは破裂す

ることにより組織や臓器全体に血行障害を起こす病気を総称したものである。

動脈硬化の発生の仕方や発生する部位により次の3種類に分類される。(1)大

動脈や冠動脈など中等大の丁丁動脈で起こりやすく、内膜に脂質をコアとする

アテローム(門門)ができ、次第に肥厚して動脈の内腔を狭めるアテローム性

(粥状)動脈硬化、(2)大動脈や下肢の動脈、頸部の動脈に起こりやすく、中

膜にカルシウムが沈着して脆くなる中膜硬化、(3)脳や腎臓の細い動脈に起こ

りやすく、内膜硝子化や内膜増生などを示す細動脈硬化がある。なかでもアテ

ローム性動脈硬化は致命的な疾病を引き起こす病変形成と深い関係にある。冠

動脈ではアテローム性動脈硬化により主として内腔の狭窄ないし閉塞をきたし

て虚血性心疾患を発症し、脳動脈では高度狭窄、血栓性閉塞などが起こり、臨

床的に脳梗塞が発生する。

 アテローム性動脈硬化は、まず血中のIow-density lipoprotein(LDL)が血管

内皮下に侵入し、血管壁において活性酸素あるいは内皮細胞やマクロフメ浴[ジ

に由来する1 5一リポキシゲナーゼ(15-LO)などにより酸化変性を受け酸化
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LDLとなることが発端となる［KUhn et al. ，1997］。血管壁内に侵入したマクロ

フメ浴[ジは酸化LDLを貧食して細胞内に蓄積し(泡沫細胞)、内皮下に泡沫細

胞の集籏という特徴的な病変を形成する。さらに泡沫化したマクロフメ浴[ジお

よび活性化した内皮細胞からのシグナルにより中膜の平滑筋細胞が遊走・増殖

し、プラーク(線維性肥厚)の形成を促進する。プラークが脆弱化して破綻す

ると動脈の血栓、閉塞を生じ心筋梗塞や脳梗塞などの重篤な疾病を引き起こす。

アテローム性動脈硬化の危険因子として加齢や喫煙、高血圧などがあるが、こ

れまで主要な原因と考えられてきたのは高コレステロール血症である。30数万

人規模の介入試験MRFITの結果から、虚血1生心疾患死亡率は血清総コレステロ

ール値と強い正の相関を示し、喫煙や高血圧などの危険因子の重複によって加

速的に増加することが示された［Stamler et al. ，1986］。すなわち、高コレステ

ロール血症はアテローム性動脈硬化の主要な原因であり、喫煙による酸化スト

レス充進や高血圧がアテローム性動脈硬化発症リスクを高めると考えられた。

しかし、Kozakiらは冠動脈疾患患者と健康成人で血清中の脂質量を比較した結

果、総コレステロールやトリグリセリドの量は両平間に有意差はなかったが、

酸化LDLの量は冠動脈疾患患者が20. 1±1. 1μg/dlであったのに比較して健康

成人が11. 2±0. 3μg/dlで、2倍近く高い値であることを報告している

［Kozaki et al. 1 997］。さらに、酸化LDLに対する特異的なモノクローナル抗

体を用いて、ヒトおよび高コレステロール血症モデル動物のアテローム性動脈

硬化部位に酸化LDLが局在して存在すること［Witztum＆Steinberg，1991］、

ならびに抗酸化作用をもつ薬剤が高コレステロール血症モデル動物のアテロー

ム性動脈硬化を抑制したこと［Kita et al. ，1987］などが明らかにされ、単に血

清コレステロール値が高いことは動脈硬化の発症と関連がなく、酸化LDLが高

値であることがより重要であることが示唆されてきた［Steinberg，1997］。一
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方、日本人の心筋梗塞患者を調査すると高コレステロール血症を示す割合は男

女とも3分の1以下であり、高コレステロール血症以外にも動脈硬化の危険因

子の存在が考えられてきた。

 約40年前にMcCullyは、ホモシステイン代謝酵素欠損あるいはビタミンB12

代謝異常によりホモシステイン尿症を発現する患者が幼児期より動脈硬化を発

症していたことから、高ホモシステイン血症が動脈硬化のリスクを増加させる

可能性を指摘している［MuCully，1969］。以来、動脈硬化の新たな危険因子と

してホモシステインが注目された。ホモシステインはSH基をもち、動物性タ

ンパクに多く含まれる必須アミノ酸であるメチオニンの代謝過程で産生される。

ホモシステインの代謝は、メチオニンへの再メチル化とシスタチオニンへの硫

黄転移の2つの経路によりなされる(図1)。ホモシステインのメチオニンへの

再メチル化は、空腹時血漿ホモシステイン濃度を規定する系で、ビタミンB12

が補酵素として働く。肝臓ではべタインがメチル基供与体として利用されてべ

タインーホモシステインーメチル基転移酵素により再メチル化される。一方、他の

組織では5一メチルテトラヒドロ葉酸をメチル基供与体としてメチオニン合成酵

素によりホモシステインが再メチル化されるが、5一メチルテトラヒドロ葉酸の

生成には食事性葉酸由来の5，1 O一メチレンテトラヒドロ葉酸(MTHF)と5，1 O一

メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素(MTHFR)が必要である。もう一つの経路

であるシスタチオニンへの硫黄転移反応はメチオニン過剰状態あるいはシステ

イン需要が三巴した場合に起こり、ホモシステインはビタミンB6を補酵素とす

るシスタチオニンβ合成酵素(CBS)の働きによってシスタチオニンを経てシ

ステインへ変換される。システインはさらに硝酸塩まで代謝された後、尿中に

排泄される。
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図1ホモシステインの代謝
CBS:シスタチオニンβシンターゼ、 MTHFR:5，10一メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵

素

 血漿中のホモシステイン濃度の基準値は男性8. 2～1 6. 92μmo1/1、女性6. 4

～12. 22μmo1/1である。血中のホモシステイン濃度を増加させる要因として、

遺伝的因子(MTHFR遺伝子変異677C→TやCBS遺伝子欠損など)、補酵素と

して働くビタミンB6、ビタミンB12ならびに葉酸の摂取量低下、加齢、性差(男

性)、閉経、喫煙、腎疾患、甲状腺求濫¥低下症、糖尿病などがある。

 1966年から1999年に5073名の虚血1生心疾患患者と1113名の脳卒中患

者の疫学調査についてメタ分析を行った結果、ホモシステイン高濃度は虚血性

心疾患や脳卒中の危険因子であることが報告された［Homocysteine Studies

Collaboration，2002］。また、血漿総ホモシステイン濃度が5μM上昇すると

心血管疾患のリスクは1. 6倍増加し、この現象はコレステロール濃度5mMの

上昇に相当することが報告されている［Boushey et al. 1995］。ホモシステ
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イン濃度を低下させる目的でビタミンB6、 B12あるいは葉酸を単独または組み

合わせて摂取すると心血管疾患リスクが低下するという多くの研究結果が報告

されている［Schwammenthal＆Tanne，2004;Schnyder et a1. ，2002］。ま

た、高ホモシステイン血症は心疾患リスクだけではなく高齢者においてアルツ

ハイマー病や認知症、脳萎縮などの神経変性疾患のリスクを高めることが報告

されている。実際に血漿の総ホモシステイン濃度はコントロール群では12. 2μ

mol/1であったのに対してアルツハイマー病患者では21. 9μmol/1と有意に

高値を示した［McCaddon et aL，1998］。55歳以上の一般被験者(5289人)

を対象としたRotterdam Studyのコホート研究において、ビタミンB6の食事

摂取量の高さがパーキンソン病のリスクの有意な低下と相関していることが報

告されている［de Lau et al. ，2006］。神経変性疾患リスクについてはこれらの

ビタミン摂取は効果があるという報告と、効果がないという報告があり、さら

なる大規模な調査が必要と思われる。

 ホモシステインが動脈硬化を引き起こす過程として3つの作用求酪?ｪ推測さ

れている。第一に酸化ストレスが挙げられる。ホモシステインは反応性の高い

チオール基をもち、自己酸化によって活性酸素種(ROS)を産生する

［Haltberg et al. ，1995］。産生されたROSはLDLの酸化を促進する［Griffiths

et al. ，2006］。 Ex vlvoの実験では、ホモシステインによって細胞内のスーパー

オキシドが増大し、血管の弛緩反応が弱まることが報告されている［Lang et al. ，

2000］。これはスーパーオキシドがNOと反応してペルオキシニトライトとな

ることでNOの生物活性が低下し、弛緩反応が制限されたのではないかと推測

されている［Beckman et al. ，1990］。また、血管内皮細胞をホモシステイン処

理するとheme oxygenase-1(HO-1)とglutathione peroxidase(GPx)の活

性が低下し、細胞の耐酸化ストレス能が低下することが報告されている［Sawle
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et al. ，2001，Dayal et al. ，2002］。第二にホモシステインが炎症性サイトカイ

ンの発現を誘導し、炎症反応を惹起することである。動脈硬化の病変は慢性の

炎症反応によって形成される［Ross，1999］。培養したヒトの血管内皮細胞と単

球においてホモシステインは炎症反応の引き金となる前炎症性サイトカインの

interleukin 8(IL-8)、 monocyte chemoattractant protein 1(MCP-1)の発

現を増加させる［Poddar et al. ，2001，Wang et al. ，2001］。また、ホモシス

テインはintercellular adhesion molecule 1(ICAM-1)やvascular cell

adhesion molecule 1(VCAM-1)など接着分子の発現も増大させる［Postea

et aL，2006， Li et al. ，2006］。さらに、高ホモシステイン血症のApoE(一/一)マ

ウスから得た動脈硬化病変部では転写調節因子であるNF一κBの発現が増大し

ていることから、ホモシステインはNF一κBを活性化し、 NF一κBカスケードの

下流に位置する炎症性サイトカインの遺伝子発現を増大させた結果、炎症反応

を促進させたのではないかと示唆されている［Zhou et al. ，2003］。第三に血栓

形成性を上昇させることである。ホモシステインはヒトの血小板に酸化ストレ

スを誘導する［Signorello et al. ，2002］。血小板の酸化還元状態が不安定にな

ると、トロンボキサンB2の産生が増加して血小板は活性化状態となり血栓を形

成しやすくなる［Signorello et aL，2002］。その他にも、血小板の求濫¥はNO

によって調節されているが、ホモシステインのNO生物活性低下によって血小

板凝集の阻害効果が失われることも血栓形成の原因となる［Mutus et a1・，

2001 ］. 

 一方、ビタミンB6は動物の成長や発生に必要な水溶性ビタミンであり、構造

が密接に関連した三つのピリジン誘導体、すなわちピリドキシン(PN)、ピリ

ドキサール(PL)、ピリドキサミン(PM)とそれぞれに相当するリン酸塩の総

称である。主要な活性型はピリドキサールリン酸(PLP)であり、そのアルデヒ
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ド基とα一アミノ酸のアミノ基との間でShiff塩基結合をつくることによりアミ

ノ基転移反応、脱炭酸反応などアミノ酸代謝に関わる100種類以上の酵素の補

酵素として求濫¥している。近年、ビタミンB6は補酵素としての求濫¥以外に、リ

ンパ球幼若化反応を二進させるなどの免疫活性化作用を有すること［Doke et al. ，

1998］、抗炎症作用を有すること［Denisova＆Rabotnikov，1969］、そして大

腸癌や乳癌などの抗癌作用を有すること［Komatsu et al. ，2001;Shimada et

al. ，2005;Shimada et al. ，2006］などが報告されているが作用求酪?ﾉついては

充分な解明に至っていない。これらの新しいビタミンB6の作用には補酵素とし

てだけではなく、PLPが転写調節因子と相互作用して遺伝子発現を抑制するこ

とや［Modak et al. ，1975;Molina et al. ，1997;Oka et al. ，1993;Oka et

aL，1 994;Oka et al. ，1995;Oka et al. ，2001］、ビタミンB6の抗酸化活性が関与

していることが示唆されている。特にビタミンB6の抗酸化活性については、

EhrenshaftらがPNが活性酸素種の一種である一重項酸素を消去することを見

いだし、その消去能は抗酸化ビタミンとしてよく知られているビタミンCやE

に匹敵することを報告した［Ehrenshaft et a1. ，1999］。また、細菌や植牛刎こお

けるビタミンB6の生合成系が明らかになるとともに、ビタミンB6の生合成に

関わる遺伝子の求濫¥の解明が進んでいる。ビタミンB6の生合成系には3経路あ

り、一つは4一ホスホヒドロキシーL一スレオニンと1一デオキシキシルロースー5一リ

ン酸(DXP)が前駆体となるde novo合成系(DXP依存性経路)でピリドキ

シン生合成タンパク質A(PdxA)とPdxJが触媒する。なおこの系はEscherichi，∂

oo〃などを含む真正細菌で行われる［Drewke et al. ，1993;Drewke et al. ，

1996;Laber et al. ，1999］(図2(A))。二つ目は、細菌、真菌ならびに植物で

行われるサルベージ経路で、PしやPMからビタミンB6オキシダーゼである

PdxHおよびビタミンB6キナーゼであるPdxKによりピリドキサールー5'一リン
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酸が合成される［Yang et al. 1996;Mittenhuber，2001］(図2(B))。三つ目

は、細菌、古細菌、真核生物で行われるDXP非依存性経路である［Mittenhuber，

2001;Tambasco-Studart et al. ，2005］。この生合成系は最近、 Burnsらによ

って植牛刎こおいてもPDX 1とPDX2の働きによりグルタミン、リボースー5一リ

ン酸ならびにグリセルアルデヒドー3一リン酸からピリドキサールー5'一リン酸が合

成されることが報告された［Burns et al. ，2005］(図2(C))。 Chenらはピリド

キシン合成に関わるPDX-1遺伝子をノックアウトした植物を用いて、ビタミン

B6の合成がない植物ではUV照射による膜の脂質過酸化が顕著に起こり、根の

成長が阻害されることを明らかにした。すなわち、植物の根の成長にはビタミ

ンB6の抗酸化求濫¥が必須であることを示した［Chen and Xiong，2005］。

      1、、， ニホスホヒトqキンLスレオー::':一ン＼

                 ＼
                  ヒモ    ロ ゼエ へ
                 /〉一ヒ州ンン「ーリン酸

                 /
        ，テオ㌻ンキシルロースrリン醸ノ

                へな      lBI ビリトキソール5リン醗      ヒリトキサ 一一ル

           い謄量 脚耀

        ヒリトキサーール5 リン酸 “一一一一一ヒリトキリミンS リン醸i

                   l撚

                  ビリトキサミン

      tC｝ り猷一・スSリン醸        リフM一ス＄リン醸

                 Pl)x2     1，1). xl
         グルタミン   ハ ゆ                  ヒリドキサ ルキリン 

             ク房. 一ト/

        シヒトロキシアセトン    クリセルアルテヒト
              け        リン酸           . ㍉リン醗

図2ビタミンB6の生合成系 (Wagner et al. ，2006より引用)

(A)DPX依存性経路。 (B)サルベージ経路。 (C)DXP非依存性経路。

 本研究では、動脈硬化に関わる因子としてホモシステインとビタミンB6の因
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果関係を明らかにするため、ラットにホモシステインチオラクトン塩酸塩を投

与してアテローム性動脈硬化症を誘発し、病変形成に及ぼすビタミンB6の効果

を検討した。また、ビタミンB6がホモシステインと銅による血管内皮細胞障害

に直接どのような影響を及ぼすかを検討する目的で、ホモシステインと銅の処

理により低下したウシ血管内皮細胞であるNM-1細胞の生細胞数に及ぼすビタ

ミンB6の効果を検討した。

9



第2章ラットのホモシステイン誘発アテローム性動脈硬化症に対

    するビタミンB6欠乏の効果

1. 緒言

 アテローム性動脈硬化症は心筋梗塞や脳卒中などの主要な原因である。これ

まで高コレステロール血症がアテローム性動脈硬化症の重要な危険因子である

と考えられてきたが、心筋梗塞を発症した人の大部分は血中コレステロール濃

度が正常である。高コレステロール血症以外の危険因子としてMcCullyは高ホ

モシステイン血症の関連を示唆した［McCully，1696］。それ以降、高ホモシス

テイン濃度がアテローム性動脈硬化症の重要な危険因子であることが数多く報

告されている［Hankey＆Eikelboom，1999;Hofmann et al. ，2001;Adachi

et al. ，2002］。血漿中のホモシステインが65～72歳の人々において心血管疾

患の指標になるとの報告もある［Vollset et al. ，2001］。ホモシステインはSH

基をもつアミノ酸で、メチオニンの代謝過程で産生される。ホモシステインが

血管内皮細胞障害を引き起こすメカニズムとしてホモシステインの自己酸化の

過程で産生される活性酸素種による影響［Haltberg et al. ，1995］、サイトカイ

ンや接着分子の発現増大による炎症反応の促進［Poddar et aL，2001;Wang

et al. ，2001;Postea et al. ，2006;Li et al. ，2006］および血小板の凝集を引

き起こし血栓形成性が上昇する［Signorello et al. ，2002］などの報告がある。

血中のホモシステイン濃度は遺伝的要素、加齢、喫煙、閉経あるいはビタミン

B6、ビタミンB12、葉酸の摂取などによって調節されている。ビタミンB12およ

び葉酸はホモシステインの再メチル化に、またビタミンB6はホモシステインの

硫黄転移反応によるシステイン化に補酵素として働いている。したがってB群

ビタミンが不足すると、高ホモシステイン血症を引き起こしアテローム性動脈
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硬化症を発症する危険性が高くなると考えられる［Verhoef et aL，1 996，

Verhoef et al. ，1997;Siri et al. ，1998］。興味あることに、ビタミンB6の活性

型であるPLPの低濃度が心血管疾患の独立した危険因子であるとの報告がある

［Robinson et al. ，1995］。実際に、初期の心血管疾患の予防に葉酸とビタミン

B6の投与が有効であるとの報告もある［Rimm et al. ，1998］。

 一方、ビタミンB6は補酵素としての求濫¥以外に新たに抗酸化求濫¥をもつこと

が見出され、いずれの生物種においても重要なはたらきをしていることが示唆

される［Ehrenshaft et al. ，1999;Chen＆Xiong，2005］。さらに、 B群ビタ

ミンは脳梗塞においてホモシステイン濃度低下作用とは別に抗酸化作用と抗炎

症作用を発揮することが報告されている［Ullegaddi et al. ，2004］。これらの報

告を考え合わせると、循環血中のビタミンB6がホモシステイン単独の影響とは

別に抗酸化作用を介してホモシステイン誘発アテローム性動脈硬化症の発生を

抑制している可能性がある。本研究では、ラットにホモシステインチオラクト

ン塩酸塩を投与した群とビタミンB6欠乏ラットにホモシステインチオラクトン

塩酸塩を投与した群との間で血管内膜の組織学的検討を行い、動脈硬化発症に

及ぼす効果を検討した。また、血清中のホモシステイン濃度および脂質過酸化

物濃度の測定を行うことでビタミンB6欠乏がこれらのパラメーターに及ぼす効

果を検討し、動脈硬化発症との関連1生を検討した。

2-1実験動物

 3週齢のオスWistarラット(Kyudo， Kumamoto， Japan)を用いた (平均

体重45g)。2群に分け、一方の群には蒸留水を飲水として与え(コントロー

ル群nニ5)、他群(n＝5) には蒸留水にホモシステインチオラクトン塩酸塩
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(Sigma， St. Louis， MO， USA)を50 mg/kgBW/dayとなるように加えたもの

を42日間投与した(図1(A))。食餌は二一ともに市販食(CE-2;CLEA Inc. ，

Tokyo， Japan)を与えた。詳細な飼料組成は表1に示した。次に低ビタミン

B6濃度がアテローム性動脈硬化症に与える影響を検討する目的で、3週齢のオ

スWistarラット(平均体重45 g)を用いて実験を行った(図1(B))。一方の

群(n＝10)には市販食を28日間与え、他群(n＝10)にはビタミンB6欠乏食

(Oriental Yeast Co. ， Ltd. ， Tokyo， Japan)を与えてビタミンB6欠乏ラット

(B6欠乏ラット)を作製した。飼育開始15日目に各群をさらに2つに分け、

一方には蒸留水を与え、他方には蒸留水にホモシステインチオラクトン塩酸塩

を加えたものを14日間投与した。室温を23℃に調節し、明時間12時間、暗

時間12時間とした室内で金網ケージの中で飼育した。摂食量、飲水量および体

重は一日おきに計測した。なお、その他の取り扱いに関しては鹿児島大学動物

実験指針に従った。

表1食餌組成
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図1実験プロトコール(A)コントロール(Control)群には市販の餌と蒸留水を与えた。

ホモシステイン(Hcy)群には市販の餌を与え、飲水として蒸留水にホモシステインチ

オラクトン塩酸塩(50mg/kg body weight/day)を加えたものを42日間与えた。

(B)B6＋群には市販の餌を与え、 B6一群にはビタミンB6欠乏食を28日間与えた。さら

に、実験開始から15日目にHcy一群には飲水として蒸留水を与え、 Hcy＋群には蒸留水

にホモシステインチオラクトン塩酸塩(50mg/kg body weight/day)を加えたもの

を14日間与えた。

ホモシステイン投与の効果を検討する目的で図1(A)のラットは経時的に実

験開始1日目、21日目、42日目にジエチルエーテル麻酔下で放血殺により安

楽死させた。図1(B)のラットは実験開始28日目に同様に安楽死させた。採血

は後大静脈から行い、肝臓、胸大動脈は直ちに切除した。

2-2生化学的検索

血液は採血後直ちにセパラピッドチューブ(Sekisui Chemical Co. ， Ltd. ，
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Tokyo， Japan)に移し、30分間静置した後3000 rpm、10分間遠心し、血清

を得た。血清のグルコースおよび総コレステロールはSPOTCHEMTM (Arkray

lnc. ， Kyoto， Japan)を用いて測定し、血清triacylglycerol(TG)濃度はトリア

シルグリセロールG一テストワコー(Wako Pure Chemical Industries， Ltd. ，

Osaka， Japan)を用いて測定した。肝臓のアスパラギン酸アミノトランスフェ

ラーゼ(AST)活性とアラニンアミノトランスフェラーゼ(ALT)活性の測定

はOkada＆Ochi(1971)の方磨翌ﾅ行った。総タンパクはBCA protein assay

reagent(Pierce Biotechnology lnc. ， Rockford， 1L USA)を用いて測定した。

血清ホモシステイン濃度はHomocysteine microplate substrate trapping

enzyme assay kit(Diazyme Laboratories， San Diego， CA， USA)を用いて

測定した。血清中脂質過酸化物濃度の測定はチオバルビツール酸(TBA)磨翌ﾉよ

って行った。1mlのTBA試薬の入ったチューブに20μ1の血清と10μ1の

5％ブチルヒドロキシトルエン/エタノール溶液を加え、ボルテックスした後、

100℃、45分間加温した。650×gで10分間遠心し、その上清をフィルター

(Millex-HV， O. 45 mm;Nihon Millipore Ltd. ， Tokyo， Japan)でろ過した。 TBA

反応性物質 (TBARS)濃度はC18カラム装着HPLC LC-1 OAD

(Chromatopac， Shimadzu， Kyoto， Japan)で測定した。励起波長515nm、

蛍光波長553nmを用いた。

2-3組織学的検索

2-3-1 ヘマトキシリン・エオジン染色

 ラットから採材した胸大動脈は直ちに10％中性緩衝ホルマリン液(Wako

Pure Chemical lndustries， Ltd. ， Osaka， Japan)で24時間(室温)固定した

後、パラフィン包埋した。組織標本を5μmの厚さで薄切し、脱パラフィン、
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脱水をした後、ヘマトキシリン・エオジン染色を行った。

2-3-2免疫組織化学染色

 ラット胸大動脈切片における内皮型一酸化窒素合成酵素(eNOS)を検出す

るためにVectastain ABC kit(Vector Laboratories， lnc. ， Burlingame， CA，

USA)を用いてアビジン・ビオチン免疫複合体による免疫酵素アッセイを行っ

た。脱パラフィンした切片を500mlの10mMクエン酸緩衝液(pH 6. 0)に

入れ、500W、15分間マイクロウェーブで加温した。20分間室温で冷却した

後、脱イオン水で5分間洗浄した。続いて内因性のペルオキシダーゼ活性を抑

制するためにO. 3％過酸化水素/メタノール溶液で30分間インキュベートした。

PBS(pH7. 4)で洗浄後、1. 5％ヤギ血清で1時間(室温)インキュベートした。

その後、ウサギ抗ラットeNOS抗体(2μg/ml;Affinity BioReagents lnc. ，

Golden， CO， USA)と一晩(4. C)インキュベートした。 PBSで洗浄した後、ビ

オチン化ヤギ抗ウサギ血清(Dako Japan Co. ， Ltd. ， Kyoto， Japan)と30分間

室温でインキュベートした。さらに、ABC複合体と30分間インキュベートし、

0. 05％過酸化水素を含む3，3'一ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド

(DAB)を用いて発色させた。切片は最後に洗浄、対比染色、脱水し、キシレン

で処理した後封入した。

2-4 統計学的解析

 結果は平均値±標準偏差で示した。血清中のホモシステイン濃度とTBARS濃

度の統計的な差はKruskall-Wallis検定によって行い、 p＜0. 05を統計的に有意

であると判断した。
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3. 結果

3-1ラット血管に与えるホモシステインの効果

 ホモシステインチオラクトン塩酸塩を飲水に加えて投与したラットはコント

ロール群と同様の成長曲線を示した。また、血清中のグルコース、TG、総コレ

ステロール濃度も両群間で差はみられなかった(表2)。

表2血液生化学検査の結果

Day 1 Day 21 Day 42

Contro［ Hcy Control Hcy

Glucose (mg/i)

TG (mg/1)

Cholesteroi (mg/1)

660±52

1480

 ±102

386±92

750±102

1460

  ±187

426±116

706±85

1580

 ±163

356±84

658±112

1500

  ±152

456±98

724±132

1600

  ±175

400±124
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 一方、胸大動脈のヘマトキシリン・エオジン染色を行った結果、コントロー

ル群とホモシステイン投与21日目のラットの胸大動脈では変化はなかったが、

ホモシステインを投与して42日目のラットの血管において内皮下腔に脂質の

沈着と思われる泡沫化が観氏翌ｳれた(図2;上段)。さらに胸大動脈血管内皮細

胞におけるeNOSの発現を検討したところ、コントロール群とホモシステイン

投与21E旧のラットで変化はなかったものの、ホモシステインを投与して42

日目のラットでeNOSの発現が増大していた(図2;下段)。

豊1ザ
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ers'｛)s

図2実験開始42日目の胸大動脈の組織学的検索の結果。上段;HE染色。矢頭は内皮

下腔の泡沫化した部位を示している。下段;eNOSの免疫組織化学染色。コントロール

(Control)群には飲水として蒸留水を与え、ホモシステイン(Hcy)群にはホモシステ

インチオラクトン塩酸塩を加えて42日間投与した。(バーは50μm)

3-2ラット血管および血清中各成分濃度に与えるビタミンB6の効果

 ビタミンB6が血管に与える効果を検討する目的で、3週齢のラットに14日

間ビタミンB6欠乏食を与えB6欠乏ラットを作製した。その後ホモシステイン

チオラクトン塩酸塩を飲水に加えて14日間投与し、ホモシステインのみが血管

に与える効果と比較した。ビタミンB6欠乏食を与えて14日目頃からB6欠乏ラ

ットの体重増加の遅延が観氏翌ｳれたが、これはB6欠乏ラットにみられる特徴的
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な所見である［Coburn et al. ，1981］。さらにB6欠乏ラットではビタミンB6

を補酵素とする肝臓中のAST、 ALT濃度がビタミンB6を与えたラットに比べ

て顕著に低下していた(AST;B6供給群13. 8±1. 2， B6欠乏群8. 7±0. 7， ALT;

B6供給群4. 1±1］，B6欠乏群1. 4±0. 6)。一方、血清中のグルコース、 TGおよ

び総コレステロール濃度は4群間で有意差はみられなかった(表3)。

表3血液生化学検査の結果

B6供給群 B6欠乏群

Hcy一 Hcy＋ Hcy一 Hcy＋

Glucose (mg/1)

TG (mg/1)

Cholesterol (mg/1)

860±62

1524

 ±186

428±64

780±164

1652

  ±194

404±102

796±95

1730

 ±203

398±76

924±112

1695

  ±159

389±111
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 胸大動脈のヘマトキシリン・エオジン染色を行った結果、コントロール群、

ホモシステイン投与群、B6欠乏でホモシステインを投与しなかった群では変化

がみられなかったものの、B6欠乏でホモシステインを投与したラットの血管で

は内皮下腔の泡沫化が観氏翌ｳれた(図3(A))。eNOSの免疫組織化学染色の結

果も同様にB6欠乏でホモシステインを投与したラットの血管内皮細胞で発現が

増大していた(図3(B))。

t，N) 11cs' Hc｝噌

駐♂＿       燃

Bボ

｛Bi

       v    v

壕難1奪
聴“・             Hci 十

Bi

図3胸大動脈の組織学的検索の結果。(A)HE染色。矢頭は内皮下腔の泡沫化した部位

を示している。(B)eNOSの免疫組織化学染色。B6供給(B6＋)群には市販の餌を与え、

B6欠乏(B6一)群にはB6欠乏食を与えた。15日目に各群をさらに二つに分けて、 Hcy一

群には飲水として蒸留水を与え、Hcy＋群にはホモシステインチオラクトン塩酸塩を加

えて14日間投与した。 (バーは50μm)

 さらに血清中のホモシステイン濃度を測定したところ、ホモシステイン投与

により血清ホモシステイン濃度が有意に増大したのに対し、ビタミンB6欠乏に

よるホモシステイン濃度の変化は認められなかった(図4)。一方、血清中の脂

質過酸化物濃度はB6欠乏でホモシステインを投与したラットにおいて顕著に増
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大していた(図5)。これらの結果からアテローム性動脈硬化症の初期にみられ

る内皮細胞障害はビタミンB6欠乏による脂質過酸化物濃度の増大が関与してい

ることが推測された。
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図4血清中ホモシステイン濃度
ホモシステイン投与14日後に屠殺し、採血後、血清を分離した。B6＋群、 B6一群を比較

したところ、ホモシステイン投与によりHcy＋ラットの血清で有意にホモシステイン濃

度の増大がみられた(p＜0. 05;KruskalトWallis検定)。一方、 B6＋群、 B6一群間を比較し

てもビタミンB6欠乏によるホモシステイン濃度の有意な増大はみられなかった。
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図5血清中脂質過酸化物(丁BARS)濃度
ホモシステイン投与14日後に屠殺し、採血後、血清を分離した。B6欠乏でHcyを投

与したラットにおいてTBARS濃度の有意な増大が観氏翌ｳれた(p＜0. 05;
Kruskall-Wallis検定)。
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 ホモシステインはアテローム性動脈硬化症の重要な危険因子であることが報

告されている［McCully，1969;Hankey＆Eikelboom，1999;Hofmann et al. ，

2001;Adachi et ai. ，2002］。ホモシステインが引き起こす細胞障害性はチオー

ル基の自己酸化により活性酸素種(ROS)が産生されること［Haltberg et al. 

1 995］、あるいは血栓形成性が上昇すること［Signorello et al. ，2002］などが

ある。また、単球のセルラインであるMono Mac 6細胞を高ホモシステ

イン濃度の培地で培養するとinterleukin 6(IL-6)の産生が増大し、さらにLPS

の刺激に対して高い感受性を示したことから、急性炎症反応を促進することが

示唆されている［van Aken et al. ，2000］。しかしながら、ホモシステインがア

テローム性動脈硬化症を引き起こす詳細な求酪?ﾍ未だ不明である。

 一方、血中のホモシステイン濃度はB群ビタミンにより調節されているため、

これらのビタミンが不足すると高ホモシステイン血症を引き起こす可能性があ

る［Verhoef et al. ，1996;Verhoef et al. ，1997;Siri et al. ，1998］。それに加

え、ビタミンB6は新しい求濫¥として抗酸化活性をもつことが報告されており

［Ehrenshaft et aL，1999;Chen＆Xiong，2005］、ホモシステイン誘発アテロ

ーム性動脈硬化症の予防にホモシステイン代謝の補酵素としての求濫¥だけでな

く、ビタミンB6の抗酸化求濫¥が有効である可能性が推測される。

 本研究では、ホモシステイン投与したラットにおけるビタミンB6の効果を検

討した。その結果、ホモシステインのみを投与したラットでは投与開始から42

日目に血管内膜の形態に変化が見られた。一方、ビタミンB6欠乏ラットにホモ

システインを投与するとわずか14日間で同様の変化が観氏翌ｳれた。血清中のホ

モシステイン濃度にビタミンB6欠乏の影響はみられなかったが、血清中脂質過

酸化物濃度はB6欠乏ラットで増大していた。ビタミンB6を欠乏させてホモシ
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ステインを投与したにも関わらず血清ホモシステイン濃度の有意な増大が見ら

れなかったのはビタミンB6欠乏にした期間が合計28日間と短期間であったた

めと考えられる。このことに関してZhouらは18週間ビタミンB6欠乏食を与

えてもコントロールの動物と血漿中のホモシステイン濃度に有意差はなかった

ことを報告している［Zhou et al. ，2003］。本研究ではeNOSの発現増大が観

氏翌ｳれた。Baruaらはin vltroでROSがeNOSの発現を増大させることを報

告している［Barua et al. ，2003］ことから、ビタミンB6欠乏ラットでは生体

の過酸化が二進した結果、eNOSの発現誘導が起こったと思われる。

 リアルタイムPCR等を用いたmRNA発現量ならびにウェスタンプロッティ

ング等によるタンパク質の発現を検討する必要があるが、血中ホモシステイン

濃度に変化が認められないことから、サイトカイン分泌充進や［CAM-1などの

接着因子発現誘導が起こっていない可能性がある。今回観氏翌ｳれたホモシステ

イン投与による血管内膜形態の変化は、低ビタミンB6濃度による抗酸化能の低

下により起こる酸化ストレス即下が関与していることが示唆される・

5. 小括

 本研究において、ラットにホモシステインチオラクトン塩酸塩を投与してア

テローム性動脈硬化症を誘発し、病変形成に及ぼすビタミンB6の効果を検討し

た。その結果、B6欠乏ラットにおいてホモシステイン誘発アテローム性動脈硬

化症の初期病変形成を促進させることが示唆された。また、B6欠乏ラットにお

いて血清中ホモシステイン濃度の有意な増大が認められなかったのに対し、脂

質過酸化物濃度が増大していたことから、低ビタミンB6濃度による抗酸化活性

の低下が示唆され、このことがホモシステイン誘発アテローム性動脈硬化症の

初期にみられる内皮細胞障害に関与している可能性を示している。
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第3章 ウシ大動脈血管内皮細胞(NM-1)に対するビタミンB6の効

    果

1. 緒言

 近年、ホモシステインがアテローム性動脈硬化症の危険因子として注目され

ているが、疫学調査において、ホモシステインの動脈硬化病変形成性には血漿

中の増加した銅濃度が関連している可能性があるとの報告がある［Mansoor et

al. ，2000;Dudman et al. ，1983］。またin vltroにおいてStarkebaumらは銅

がホモシステインの酸化を促進し過酸化水素が発生することによりウシの血管

内皮細胞が障害されることを報告した［Starkebaum et aL，1986］。その他、

ヒトの培養血管内皮細胞においてホモシステインと銅は酸化ストレスを引き起

こし細胞増殖と細胞内グルタチオン濃度を低下させると報告されている

［Hultburg et al. ， 1997］. 

 一方、ホモシステインの代謝はビタミンB6、 B12および葉酸を含むB群ビタ

ミンが補酵素として働いているため、これらのビタミンが不足すると高ホモシ

ステイン血症を引き起こし、アテローム性動脈硬化症の危険性を高めると考え

られる。しかしながら、ビタミンB6はホモシステイン代謝の補酵素として働く

だけでなく、自身がもつ抗酸化求濫¥も重要な役割を果たしていると考えられる

［Chumnantana et al. ，2005;Chen and Xiong，2005］。第2章のビタミンB6

欠乏ラットを用いた研究において、低ビタミンB6濃度はホモシステイン誘発ア

テローム性動脈硬化症の初期病変形性を促進させることを示した。ビタミンB6

欠乏にしても血清中のホモシステイン濃度に影響はなく、脂質過酸化物濃度が

増大していたことから、低ビタミンB6濃度により抗酸化能が低下し、病変形成

を促進させたと考えられた。しかし、これらの研究はあくまでも∠η嘘。で今わ
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れたものであり、ビタミンB6が直接細胞に影響を及ぼしたのか、あるいは生体

内で間接的代謝を介して細胞に影響を及ぼしたのかは明らかでない。本研究で

はウシの大動脈血管内皮細胞であるNM-1細胞に及ぼすホモシステインと銅の

影響を検討し、さらにホモシステインと銅の影響にビタミンB6がどのような効

果を及ぼすか検討した。

2-1細胞培養

 NM-1細胞はHealth Science Research Resources Bankから供与された。

37℃、5％CO2の環境で維持し、10％牛胎児血清とペニシリン・ストレプト

マイシン(2000U/」lnvitrogen K.  K. ， Tokyo， Japan)を含むEagle's MEM

培養液(lnvitrogen K.  K. ， Tokyo， Japan)中で培養した。継代数7-10の細胞

を実験に用いた。

2-2細胞増殖アッセイ

 生細胞数の測定はWST-1(Wako Pure Chemical lndustries， Ltd. ， Osaka，

Japan)を用いて行った。 NM-1細胞は96穴プレートに1x1 O‘ cells/we11の

密度で播種し、24時間培養した。その後、培養液を回収して250μMのホモ

システインと2μMの銅存在下で200μMあるいは500μMのPL、 PN、

PM、2500U/mlのカタラーゼおよび5mMのEDTAを含む培養液100μ1

と交換し、6時間インキュベートした。培養液を交換して2時間後にWST-1

を10μ1ずつ添加した。インキュベート終了後にマイクロプレートリーダー

(lmmuno Mini NJ-2300， Cosmo Bio Co.  Ltd. ， Tokyo， Japan)を用いて450

nm(対照620 nm)の吸光度を測定した。結果は培養液でインキュベート
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した時の吸光度に対する割合で示した。アポトーシスの経路を検討する実験では、

1μMのスタウロスポリンあるいは250μMのホモシステインと2μMの銅

を含む培養液と交換すると同時に広域力スパーゼ阻害剤であるZ-VAD-fmk

(R＆DSystems， lnc. ， Minneapolis， MN， USA)を終濃度50μMになるよう

添加して6時間インキュベートした。

 DNAラダーの観氏翌ﾍapoptotic DNA ladder kit(Roche Molecular

Biochemicals， Mannheim， Germany)を用いて行った。 NM-1細胞を250μ

Mのホモシステインと2μMの銅と6時間インキュベートした後、ディッシ

ュに接着している細胞と浮遊している細胞を別に回収してDNAの抽出を行っ

た。アポトーシスの陽性コントロールとして1μMのスタウロスポリンで6時

間処理した。別の実験では250μMのホモシステインと2μMの銅存在下で

500μMのPL、 PN、 PMあるいは50μMのZ-VAD-fmkと6時間インキュ

ベートした後、浮遊細胞を回収してDNAの抽出を行った。 DNAの抽出はキッ

トの説明書の記述に従い、RNaseを1μg/mlとなるように加えた後37。C、

30分間インキュベートした。精製したDNA(全量)はエチジウムブロマイド

を含む1％アガロースゲルで100V、40分間電気泳動を行い、紫外線で可視化

した。

2-4TUNELアッセイ

 ホモシステインと銅によって誘導されるNM-1細胞の細胞死がアポトーシス

であることを検討する目的でTUNEL磨翌ﾉより断片化DNAを標識ヌクレオチド

で標識し、蛍光色素を用いて検出した。Apop Tag蛍光in situアポトーシス
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検出キット(Chemicon lnternational lnc. ， Temecula， CA USA)を使って行

った。NM-1細胞にホモシステインおよび銅をそれぞれ250μMおよび2μ

Mとなるように添加し、6時間インキュベートした後浮遊した細胞を回収して

PBSで3回洗浄した。洗浄後、細胞(5 x 106 cells/ml)を1％パラホルムアル

デヒド(Wako Pure Chemical lndustries， Ltd. ， Osaka， Japan)で10分間(室

温)固定し、100μ1の細胞懸濁液をシランコートのスライドグラスに滴下し

た。風乾後、PBSでスライドを洗浄し、プロテナーゼK(20μg/ml)を加え

15分間室温で反応させた。イオン交換水で洗浄し、terminal deoxynucleotidyl

transferase(TdT)とジゴキシゲニンーdNTPを加え37。Cで60分間インキュ

ベートした。PBSで洗浄した後、抗ジゴキシゲニンーFITCと室温で30分間イ

ンキュベートした。PBSで洗浄した後、10 mg/ml RNase(Takara

Biochmicals， Tokyo， Japan)と20分間、37℃でインキュベートし、細胞内

のRNAを除いた。続いて、プロピディウムイオダイド(Pl)で核を染色し、た

だちにレーザー共焦点顕微鏡(Fluoview FV500，01ympus， Tokyo， Japan)で

観氏翌ｵた。

2-5ミトコンドリア膜電位の検出

 ミトコンドリア膜電位はMit-E-VJTM mitochondrial permeability detection

kit(BIOMOL lnternational LP， Plymouth Meeting， PA， USA)を用いて測定

した。蛍光色素であるJC-1は陽性に荷電しており、ミトコンドリア膜電位に

したがい凝集して赤色の蛍光を発する(蛍光波長590nm)。一方、ミトコンド

リア膜電位が失われるとJC-1は単量体として細胞全体に拡散して緑色の蛍光

を発する(蛍光波長527nm、励起波長490 nm)。 NM-1細胞をチャンバース

ライドに4x1 04 cells/wellの密度で播種し、24時間培養した。その後、培養

26



液を回収して250μMのホモシステインと2μMの銅を含む培養液と含まな

い培養液(陰性コントロール)および1μMのスタウロスポリンを含む培養液

(陽性コントロール)と交換し、3時間インキュベートした。インキュベート終

了後に5μMのJC-1を含む培養液と交換し、37℃、15分間インキュベート

した。最後に培養液で洗浄した後、500μ1の培養液を加えて、レーザー共焦

点顕微鏡で観氏翌ｵた。結果は陰性コントロールの赤/緑の蛍光比に対する割合

で示した。

2-6シトクローム。放出アッセイ

 NM-1細胞は250μMのホモシステインと2μMの銅を含む培養液と含ま

ない培養液で3時間インキュベートした。また、カスパーゼ経路を介するアポ

トーシスの陽性コントロールとして1μMのスタウロスポリンで3時間処理し

た。インキュベート後、培養液を集めて浮遊した細胞を回収した。さらに、セ

ルスクレイパーを使って接着している細胞を回収した。細胞ペレットに5倍量

のバツプアーA(20mM Hepes-KOH， pH7. 5，10 mM KCI，1. 5 mM MgC12，

1 mM EDTA， 1 mM EGTA， 250 mM sucrose， 1 mM DTT， 1 u g/ml

aprotinin，100μ9/ml PMSF)を加えてホモジナイズした。核画分を取り除く

ため600xg、10分間遠心した後、上清をさらに1 OO，OOO x g、60分間遠心

した。この上清を細胞質画分とした。ペレットにバッフメ浴[Aを100μ1加え

1 O，OOO xg、10分間遠心した後、上清を取り除き、ペレットにバッフメ浴[Aを

50μ1加えたものをミトコンドリア町分とした。タンパク質は15％のSDSポ

リアクリルアミドゲル電気泳動によって分画し、ウェスタンプロッティングを

行った。ニトロセルロース膜に転写した後、ブロックエース(Dainippon

Sumitomo Pharma， Osaka， Japan)でブロッキングを行い(室温、15分間)、
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シトクローム。の一次抗体(200倍希釈;Santa Cruz， CA， USA)と一晩イン

キュベートした。膜をT-TBSで洗浄後、二次抗体と室温で1時間インキュベー

トした。バンドの検出はECLキット(GE Healthcare， Buckinghamshire， UK)

で発色させた後Lumino Image Analyzer(LAS-1000 mini， Fuji Film， Tokyo，

Japan)で行った。

2-7細胞外過酸化水素濃度の測定

 細胞外の過酸化水素濃度はBlOXYTECH H202-560 Assay(OXIS

lnternational， lnc. ， Portland， OR， USA)を用いて測定した。この測定磨翌ﾍ、過

酸化水素の存在下でFe2＋を添加すると、 Fe3＋に酸化されることを利用したもの

である。Fe3＋はキシレノールオレンジと結合し、560 nmの波長で測定される。

NM-1細胞を96穴マイクロプレートに1x1 O‘ cells/wellの密度で播種し、24

時間後に250μMのホモシステインと2μMの銅存在下でPL(200μMお

よび500μM)あるいはカタラーゼ(2500U/ml)を含む培養液100μ1と交

換した。10分後、交換した培養液のうち10μ1を取り、Fe2＋とキシレノールオ

レンジを含む試薬100μ1に加え、30分間、37℃でインキュベートした。イ

ンキュベート後、マイクロプレートリーダー(波長560nm)で吸光度を測定

し、検量線から濃度を求めた。データはホモシステインと銅を含まない培養液

中の過酸化水素濃度に対する割合で示した。

2-8細胞内活性酸素種(ROS)レベルの測定

 細胞内のROSレベルは2'，7'一dichlorofluorescein diacetate(H，DCF-DA，

Sigma， St.  Lois， MO， USA)による蛍光染色を行い検討した。 H2DCF-DAは細

胞内に入り、過酸化水素などのROSによって酸化されるとDCFとなり蛍光を
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発する。NM-1細胞をチャンバースライドに4x104 cells/wellの密度で播種し、

24時間後に250μMのホモシステインと2μMの銅存在下でPL(200μM

および500μM)あるいはカタラーゼ(2500U/ml)を含む培養液と交換し、1

時間インキュベートした。1時間後、バッフメ浴[B(10mM Hepes-KOH， pH7. 5，

135 mM NaCl， 5. 4 mM KCI， 1. 8 mM CaC12， 1 mM MgC12， 10 mM glucose，

37. C)で洗浄し、続いて10μMのH2DCF-DAを含むバッフメ浴[Aと交換し

て30分間、37℃、遮光下でインキュベートした。その後、直ちに共焦点レー

ザー顕微鏡(励起波長485nm、蛍光波長530 nm)で観氏翌ｵた。データはコ

ントロールのDCF蛍光強度に対する割合で示した。

2-9細胞外回三三酸化物(TBARS)濃度の測定

 NM-1細胞を250μMのホモシステインと2μMの銅存在下でPL(O， 200，'

500μM)と24時間インキュベートした。24時間後、細胞を回収し細胞内脂

質過酸化物濃度をTBARS Assay Kit(OXItek， Buffalo， NY， USA)を用いて測

定した。細胞(5x106)をPBS 250μ1に懸濁し、40 V、5秒間隔で15分

間超音波処理した。遠心(1，000xg、10分間)後、上清100 pt 1を2. 6 ml

のthiobarbituric acid(TBA)試薬に加え、60分、100℃で加熱後遠心(1，000

xg、15分間)した。そして得られた上清の吸光度を532nmで測定した。

TBARS濃度(nmol/ml)はマロンジアルデヒドで作製した検量線から求めた。

2-1 O統計学的解析

 結果は平均値±標準偏差で示した。2群間の統計的な差はスチューゲントのt

検定(両側検定)によって確認した。p＜0. 05を統計的に有意であると判断した。

3群以上の比較はANOVA解析を行った後、チューキー・クレーマーの多重比
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較検定で解析した。p＜0. 05を統計的に有意であると判断した。

3. 結果

3-1ホモシステインと銅がNM-1細胞に及ぼす効果

 NM-1細胞を培養している培地に銅を0～4μMあるいはホモシステインを

0～500μM単独で加えても、生細胞数は低下しなかった。しかしながら、ホ

モシステイン250μM存在下では銅の濃度依存的に生細胞数は低下した(図
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図1NM-1細胞の生細胞数に及ぼすホモシステインと銅の効果

NM-1細胞を96穴プレートに播種して24時間後に培地に銅のみ(●)を加えて6時

間インキュベートしてもほとんど生細胞数は変化しないが、ホモシステイン250μM

存在下(○)では銅の濃度依存的に生細胞数の割合が低下した。

3-2ホモシステインと銅が誘導する細胞死

 ホモシステインと銅が誘導する細胞死がアポトーシスであるか検討する目的

でDNAラダーの観氏翌�sった。NM-1細胞をホモシステインと銅で処理した後、

ディッシュに接着している細胞と浮遊している細胞を分けて回収し、それぞれ

の細胞からDNAを抽出した。また、アポトーシスの陽性コントロールとして

NM-1細胞をスタウロスポリンで処理した細胞を用いた。その結果、接着して
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いる細胞はDNAラダーが見られなかったが、浮遊した細胞から抽出したDNA

は陽性コントロールと同じようなラダーを示した (図2(A))。次に、TUNEL

磨翌ﾉよりin situでのアポトーシス細胞の検出を行った。ホモシステインと銅を

含まない培養液で培養した細胞ではTUNEL陽性細胞が観氏翌ｳれず、 Plによる

核染色でも滑らかで丸い核が観氏翌ｳれた。一方、ホモシステインと銅で処理し

て浮遊した細胞ではTUNEL陽性細胞が多く観氏翌ｳれ、 Pl染色では特にTUNEL

陽性細胞において核が凝集している様子が観氏翌ｳれた(図2(B))。このことから

ホモシステインと銅によってアポトーシスが誘導されたことが示唆される。
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図2ホモシステインと銅が誘導する細胞死
(A)DNAラダーの観氏浴B1，マーカー;2，ホモシステインと銅処理後ディッシュに接着

している細胞;3，ホモシステインと銅処理後浮遊している細胞;4，スタウロスポリン

処理した細胞。(B)in situ TU NEL磨翌ﾉよるアポトーシス細胞の検出。左の写真で緑色

は丁UNEL陽1生細胞であり、右の写真で赤色はPlにより染色された核である。

3-3ホモシステインと銅により誘導される細胞死の経路

 ホモシステインと銅により誘導されるアポトーシスがカスパーゼ経路を介す

るか検討する目的で、広域力スパーゼ阻害剤であるZ-VAD-fmkの添加が生細
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胞数に及ぼす効果を検討した。アポトーシスの陽性コントロールとしてスタウ

ロスポリンで処理すると生細胞数は約20％まで低下したが、Z-VAD-fmkをと

もに加えると生細胞数は約85％まで回復し、DNAラダーも減少した。一方、

ホモシステインと銅により約30％まで低下した生細胞数は、Z-VAD-fmkを加

えても回復しなかった(図3)。さらにDNAラダーも変化がみられなかった(図
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図3カスパーゼ阻害剤(Z-VAD-fmk)の効果

NM-1細胞を96穴プレートに播種して24時間後に培地にZ-VAD-fmk存在または非
存在下で、スタウロスポリン(STS)あるいはホモシステインと銅(Hcy＋Cu)を加えて

6時間インキュベートした。STS処理した細胞ではZ-VAD-fmk存在下で生細胞数が

回復したが、ホモシステインと銅で処理した細胞ではZ-VAD-fmkの効果はみられなか

った。異なる文字間で統計的に有意差あり(p＜O. 05)。

 これらの結果から、ホモシステインと銅により誘導されるアポトーシスの経

路はカスパーゼを介さないことが推測された。さらにカスパーゼを介さない詳

細な経路を明らかにするためにミトコンドリア膜電位の変化と、ミトコンドリ

アからのシトクローム。の放出を検討した。正常な細胞ではミトコンドリアは

陰性に荷電しており、陽性荷電をもつ色素であるJC-1はミトコンドリアに凝集
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して赤色の蛍光を発するが、ミトコンドリアの膜電位が失われるとJC-1は細胞

質内に単体で拡散し、緑色の蛍光を発する。スタウロスポリンで処理した陽性

コントロールは赤/緑の比が陰性コントロールに比べて約20％まで低下した。

ホモシステインと銅で処理した細胞も、スタウロスポリン処理と同様に約20％

まで低下した(図4)。これらの結果は、NM-1細胞をホモシステインと銅で処

理するとミトコンドリアの膜電位が失われることを示唆している。
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図4ミトコンドリア膜電位の変化
結果は陰1生コントロールの赤/緑に対する％で示した。ホモシステインと銅(Hcy＋Cu)

で処理した細胞はスタウロスポリン(STS)処理の細胞と同様にミトコンドリアの膜

電位が失われた。異なる文字間で統計的に有意差あり(p＜0. 05)。

 さらにシトクローム。についてミトコンドリア画分と細胞質画分のウェスタ

ンプロッティングを行った。その結果、スタウロスポリンで処理した細胞は、

ミトコンドリア画分に含まれるシトクローム。が減少し、細胞質画分に含まれ

るシトクローム。が増大した。しかしながら、ホモシステインと銅で処理した

細胞ではシトクローム。のミトコンドリアから細胞質への放出は観氏翌ｳれなか

った(図5)。以上の結果から、細胞をホモシステインと銅で処理すると、ミト

コンドリアの膜電位は失われるがシトクローム。の放出は生じず、カスパーゼ
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を介さない経路でアポトーシスが誘導されることが示唆された。
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図5シトクローム。の放出
スタウロスポリン(STS)処理した細胞はシトクローム。のミトコンドリアから細胞質

への放出がみられたが、ホモシステインと銅(Hcy＋Cu)で処理した細胞はシトクロー

ム。の放出がみられなかった。異なる文字間で統計的に有意差あり(p＜OD5)。

3-4ビタミンB6がNM-1細胞に及ぼす効果

 ビタミンB6がホモシステインと銅が誘導するNM-1の細胞死を抑制するか検

討する目的で、ホモシステインと銅を含む培養液にビタミンB6化合物であるPL、

PNあるいはPMを加えて生細胞数に及ぼす効果を検討した。その結果、ホモシ

ステインと銅により約30％まで低下した生細胞数は、PL 200μMで約45％

まで回復し、500μMで約60％まで有意に増大した。また、PNにおいても

200μMおよび500μMで有意に生細胞数が増大した(約45％)。しかし、

PMではその効果はみられなかった(図6)。また、 DNAラダーを観氏翌ｵた結果、

PしとPNではラダーの減少が見られるものの、 PMでは変化が観氏翌ｳれなかっ

た(図7)。
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図6ホモシステインと銅による細胞死に及ぼすビタミンB6、カタラーゼ(CAT)また

はEDTAの効果
NM-1細胞を96穴プレートに播種して24時間後に250μMのホモシステインと2
μMの銅と共にPL、 PN、 PM(200μMまたは500μM)、2500U/ml CA丁ある
いは5mM EDTAを加えて6時間インキュベートした。ホモシステインと銅を加えた
ときに減少した生細胞数はPL、 PN、カタラーゼ、 EDTAにより有意に増大した。異な

る文字間で統計的に有意羽あり。p＜0. 05(avsb)andp＜0. 01(avsc)。
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図7DNAラダーに及ぼすカスパーゼ阻害剤(Z-VAD-fmk)とビタミンB6の効果

NM-1細胞を96穴プレートに播種して24時間後に250μMのホモシステインと2
μMの銅と共に50μMZ-VAD-fmkあるいは500μMPL、 PN、 PMを加えて6時
間インキュベートした。また、アポトーシスの陽性コントロールとして1μMスタウ

ロスポリンとZ-VAD-fmkを6時間インキュベートした後、浮遊した細胞からDNAを

抽出し、1％アガロースゲルで電気泳動した。

3-5Pしが細胞外過酸化水素、細胞内ROSおよびTBARS濃度に及ぼす効果

 ビタミンB6化合物の中で最も細胞死抑制効果の大きかったPしについて、ホ

モシステインと銅を加えた時の細胞外過酸化水素、細胞内ROSおよびTBARS

濃度に与える効果について検討した。ホモシステインと銅を加えると、細胞外

の過酸化水素濃度は非添加時の5倍に増加した(図8(A))。これらの結果から、

ホモシステインと銅により産生された過酸化水素あるいは過酸化水素から発生

したROSを介してNM-1細胞のアポトーシスを誘導したと考えられる。PL 200

μMを加えると細胞外の過酸化水素は約80％まで有意に低下し、500μMを

加えると約70％まで低下した。細胞外過酸化水素消去剤であるカタラーゼを加

えると細胞外の過酸化水素はほとんど消失した(図8(A))。細胞内のROS濃度
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もホモシステインと銅を加えると約2. 5倍に増加するが、PL 200μMの添加

でコントロールの約70％まで低下し、500μMの添加で約50％まで有意に低

下した。一方、カタラーゼを添加すると細胞内のROSはほとんど消失した(図
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図8Pしとカタラーゼが細胞外過酸化水素濃度と細胞内ROS濃度に与える影響
(A)細胞外過酸化水素濃度。ホモシステインと銅により増加した細胞外の過酸化水素濃

度はPL 200μM、500μMで有意に低下し、カタラーゼ(2500U/ml)でほとんど
消失した。(B)細胞内ROS濃度。ホモシステインと銅で細胞内ROS濃度は増大した

が、Pしまたはカタラーゼを加えると有意に低下した。異なる文字間で統計的に有意差

あり。p＜0. 05(avsb)andp＜0. 01(avsc)。

さらにカタラーゼを加えると約90％まで生細胞数が回復した(図6)ことと考

え合わせると、PLは細胞外の過酸化水素と細胞内のROS産生を抑制すること

で、ホモシステインと銅によるアポトーシスを抑制したと推測される。銅がホ

モシステインのようなチオール基の酸化を触媒するメカニズムとして銅一ホモ

システイン複合体の形成が考えられている。銅のキレーターであるEDTAを加

えるとホモシステインと銅によるアポトーシスが抑制され、生細胞数が約60％

まで回復した(図6)。これらの結果は、Pしがホモシステインと銅で処理した

37



NM-1細胞において銅のキレーターとして求濫¥している可能性を示唆している。

 次に、細胞内の酸化ストレスのマーカーとしてTBARS濃度を測定した。ホ

モシステインと銅で処理すると、細胞内のTBARS濃度は約3nmol/mlに増大

した。PLを200μM加えるとコントロールの約44％まで低下し、500μM

加えると約25％まで有意に低下した(図9)。
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図9細胞内脂質過酸化物(TBARS)濃度

PL(200μMまたは500μM)の存在、非存在下で250μMのホモシステインと2
μMの銅で24時間インキュベートした後、細胞を超音波破砕して細胞内のTBARS濃
度を測定した。異なる文字間で統計的に有意差あり(pく0. 01)。
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 本研究では、ホモシステインと銅により誘導されるNM-1細胞の細胞死に及

ぼすビタミンB6の効果を検討した。ホモシステインおよび銅を単独でNM-1細

胞を培養している培地に加えても生細胞数は変化しなかったが、ホモシステイ

ン250μM存在下では銅の濃度依存的に生細胞数が減少した。今回観氏翌ｳれた

生細胞数の減少は、DNAラダーおよびTUNEL陽性細胞が観氏翌ｳれたことと、

カスパーゼ阻害剤であるZ-VAD-fmkによって阻害されなかったことからカス

パーゼ経路を介さないアポトーシスにより引き起こされたことが示唆された。

されたが、シトクローム。の放出は認められなかった。ホモシステインと銅に

よる生細胞数の減少は細胞外過酸化水素消去剤であるカタラーゼの添加により

ほぼ完全に阻害されたことから、銅がホモシステインの酸化を促進し、発生し

た過酸化水素が細胞死を引き起こしたと考えられる。事実、細胞外の過酸化水

素と細胞内のROSレベルはホモシステインと銅により増大していた。今回の結

果と一致して、銅またはその他の遷移金属がホモシステインの酸化を促進し、

過酸化水素を発生するとの報告がある［Nakano et aL，2004;Coyle et al. ，

2006］。またCoyleらはブタの血管内皮細胞を用いて、過酸化水素がスーパー

オキシドの増大を通して細胞障害を引き起こすことを報告した［Coyle et al. ，

2006］。今回、スーパーオキシドの濃度を測定しなかったが、ホモシステイン

と銅を加えると細胞外過酸化水素濃度が増大したことから、おそらく速やかに

高濃度のスーパーオキシドが発生したことが推測される。このことは細胞内脂

質過酸化物濃度の増大が観氏翌ｳれたことからも示唆される。

 ビタミンB6はホモシステインと銅による細胞外過酸化水素濃度の増大を抑制

し、その効果はPL＞PN＞PMであり、ビタミンB6のホモシステインと銅による
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細胞障害性の改善とも一致した(PL＞PN＞PM)。 Kachurらは銅が触媒するチオ

ール(ジチオスレイトール;DTT)の酸化によるヒドロキシルラジカルの発生

メカニズムを報告している［Kachur et a1. ，1997］。その報告によると、まず銅

とDTTの複合体が形成され、フリーのDTTの酸化が起こる。次に、フリーの

DTTが完全に酸化されると、スーパーオキシドと過酸化水素が産生され、続い

て銅による過酸化水素の還元が起こり、最も反応性の高いヒドロキシルラジカ

ルが発生する。ホモシステインなどのチオール基をもつ物質の酸化にも同様の

求酪?ﾅ銅が働いていると考えられる。本実験で、PLはホモシステインと銅が誘

導するNM-1細胞の細胞死を有意に抑制した。 Pyridoxal isonicotinoyl

hydrazone(PIH)は鉄のキレーターとして鉄の過剰状一時に臨床的に用いられ

ている薬剤であるが、PIHは1η嘘roで銅をキレートし、フリーラジカルの生成

を阻害したとの報告がある［Hermes-Lima et al. ，2001］。また、ホモシステイ

ンと銅とともに銅のキレーターであるEDTAを加えたところ、 NM-1細胞の生

細胞数は約60％まで回復した。以上の結果を考え併せると、Pしが銅をキレー

トし、ホモシステインの酸化を抑制したと考えられる。しかしながら、PL自体

の抗酸化求濫¥以外に、PLを補酵素とする抗酸化酵素やPL代謝物がホモシステ

インと銅による細胞死の抑制に関わっている可能性は十分に考えられ、今後Pし

のさらなる求濫¥解明を期待したい。

5. 小括

 本研究では、ウシの大動脈血管内皮細胞であるNMI細胞に及ぼすホモシス

テインと銅の効果を検討し、それにより誘導される細胞死の経路を検討した。

さらにホモシステインと銅により誘導される細胞死に及ぼす直接的なビタミン

B6の効果を検討した。その結果、ホモシステイン添加のみではNM-1細胞に障
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害が引き起こされないこと、ホモシステインの毒性は銅添加容量依存的である

ことが明らかとなった。ホモシステインと銅はNM-1細胞にカスパーゼを介さ

ない経路でアポトーシスを起こすことが示唆された。また、PLはホモシステイ

ンと銅によるアポトーシスを抑制した。この作用はPしの抗酸化能を介している

ことが示唆された。
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 アテローム性動脈硬化症の危険因子としてホモシステインが注目されている。

これまではホモシステイン誘発アテローム性動脈硬化症には血中ホモシステイ

ン濃度が関与していると考えられていた。しかしながら本研究において血中ホ

モシステイン濃度だけではなく、ホモシステインによる血中過酸化レベルの元

進がアテローム性動脈硬化症への進行と深く関連する事が、ビタミンB6欠乏食

を投与したラットを用いた実験から明らかになった。このことは血中ホモシス

テイン濃度上昇時に抗酸化作用が効果的であることを示唆している。Mahfouz

＆Kummerowは高ホモシステイン血症を示すラットにビタミンCを多く含む

食事を与えると、血中の酸化ストレスの指標が有意に低下し、LDLの酸化を抑

制する可能性を報告している［Mahfouz＆Kummerow，2004］。既に述べたよ

うに、植物においてはビタミンB6の抗酸化活性の重要1生が指摘されている

［Chen＆Xiong，2005］。ホモシステイン投与ラットに限られた結果であるが、

代表的な抗酸化物質であるビタミンCやEが添加されているにもかかわらずビ

タミンB6が欠乏するだけで血清中脂質過酸化物濃度が有意に増大した結果は興

味深く、ビタミンB6の抗酸化作用の重要性が現れているのかもしれない。ホモ

システインから酸化ストレスが生じて血管内皮細胞障害を引き起こし、アテロ

ーム性動脈硬化症にまで至る経路に関するいくつかの論文が報告されている。

ホモシステインの自己酸化によって生じた過酸化水素は血管内皮細胞を障害す

る［Sainani GS＆Sainani R，2002］。過酸化水素自体は不対電子を持たず、比

較的不活性であるが過酸化水素から容易にスーパーオキシドや反応性の高いヒ

ドロキシルラジカルなどのROSが産生される。スーパーオキシドはLDL酸化

を促進するとともに細胞膜を通過し細胞内の脂質過酸化を引き起こす
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［Graham，1998］。また、内皮細胞由来のNOを不活性化し内皮求濫¥を低下させ

る［Lang et al. ，2000］。さらに、血小板の凝集［Signorello et al. ，2002］や、

接着分子の発現を増大させ単球の接着を充進させる［Postea et al. ， 2006］。培

養細胞を用いた検討では高濃度のホモシステインに曝露するとiL一 8とMCP-1

の発現が増大する［Poddar et al. ，2001］。このように、様々な因子の複合的な

作用によって動脈硬化症の発症につながる。

 本研究第2章においてホモシステインによる酸化ストレスが引き金となり、

アテローム性動脈硬化症の発症に至り、ビタミンB6が抗酸化作用を示している

可能性が示された。動物を用いた検討では、酸化ストレスは様々な細胞に作用

しており、血管内皮細胞への直接的な影響は考氏翌ﾅきない。そこで、培養細胞

を用いて、ホモシステインが血管内皮細胞へどのような影響を及ぼすのか検討

した。ホモシステイン単独投与では細胞毒性が認められなかったが、銅を添加

することで細胞毒性が認められるようになった。ホモシステインと銅を培地に

加えると細胞外の過酸化水素濃度が増大したが、これはStarkebaum＆Harlan

が報告した銅とホモシステインがともに存在するとさらにその作用は大きくな

る結果と一致する［Starkebaum＆Harlan，1986］。この現象は平価の銅イオ

ンが細胞外のホモシステインを酸化し、ジスルフィド結合を形成する過程で過

酸化水素を生じるためであると考えられる。動物実験でホモシステイン単独投

与においても効果があったのは血中に存在する銅イオンが作用していると推測

される。実際、培養細胞で効果の認められる銅イオン濃度(0. 5μmol/1)以上

が血中でも存在する(18～36μmo1/D。ホモシステインと銅から生じる過酸

化水素による細胞障害以外にも、ホモシステインと銅の複合体が細胞を障害す

るとの報告もある［Apostolova et al. ，2003］。 Austinらはヒトの巨骨細胞で

あるDAMI細胞を用いてホモシステインと銅がともに存在すると、細胞内の過
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酸化水素濃度だけではなくホモシステイン濃度も増大することを示し、ホモシ

ステインと銅によってミトコンドリアRNAが減少すること、細胞の電子顕微鏡

像においてミトコンドリアが明瞭なクリステをもたずに膨大化していることを

示した。さらに、培地に過酸化水素のみを加えても効果がなく、ホモシステイ

ンと過酸化水素が同時に存在することでミトコンドリアの求濫¥、形態的に顕著

な変化をもたらすことを報告した［Austin et al. ，1998］。これらの報告から、

ホモシステイン、銅および過酸化水素が複雑に関連して細胞障害を引き起こし

ていることが示唆される。しかしながら、NM-1細胞を用いた本実験において

はカタラーゼ添加によってホモシステインと銅による細胞毒性がほぼキャンセ

ルされる事から、本実験系における細胞毒性は過酸化水素の生成に起因してい

ると推測される。

 ホモシステインと銅により誘導されるNM-1細胞の細胞死においてDNAラ

ダーが認められるが、カスパーゼ阻害剤によって細胞死が抑制されないことか

らカスパーゼ経路を介さないアポトーシスであることが示唆された。また、そ

の他の現象としてミトコンドリアの膜電位の消失が観氏翌ｳれたが、シトクロー

ム。の放出は観氏翌ｳれなかった。Lemarieらは、ヒトの肝癌細胞であるHep3B

細胞においてカドミウムがカスパーゼ非依存的アポトーシスを引き起こすこと

を報告した。その際、細胞内のROS濃度の増大と、ミトコンドリアの膜電位の

消失が認められている。さらに、カドミウムとのインキュベートにより、ミト

コンドリアに存在するendonuclease G(EndoG)とapoptosis-inducing

factor(AIF)の核内への移行が観氏翌ｳれた［Lemarie et al. ，2004］。カスパー

ゼによるアポトーシスではcaspase activated nucleaseによってDNA断片化

が起こるが［Yan et al. ，2006］、カスパーゼを介さない経路におけるDNAの断

片化にはEndoGが関わる事が報告されている［Bahi et al. ，2006］。また、虚
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血/再灌流障害は心筋梗塞や冠動脈バイパス手術時に見られる心筋細胞の細胞

死であるが、ROSが大きく関与している［Becker LB. ，2003］。また、 Kimら

は、虚血/再灌流障害を起こしたモデルラットの心筋においてカスバ一門非依

存的アポトーシスが起こっていることを示し、さらにシトクローム。の放出が

観氏翌ｳれなかったことと、AIFの細胞質あるいは核への移行が観氏翌ｳれたことを

報告している［Kim et al. ，2003］。さらに、過酸化水素により細胞内のカルシ

ウムイオン濃度が増大し、ミトコンドリアからのAIF放出を誘導したとの報告

もある［Braun et al. ，2002］。これらの結果から、ホモシステインと銅によっ

て過酸化水素、ROSならびにカルシウムイオン濃度が増大し・ミトコンドリア

の膜電位の消失に続いてAIFやEndoGの放出が起こっている可能性が考えられ

る。AIFはPoiy(ADP-ribose)polymerase 1(PARP-1)の下流に位置し、カス

パーゼ阻害剤では阻害されずPARP-1阻害剤によって阻害される。 PARP-1は

過酸化水素やNMDAによって活性化される。さらにROSの作用でミトコンド

リア膜電位が消失し、AIFがミトコンドリアから核内へ移行し、核の濃縮や、ア

ネキシン陽性および細胞死を引き起こす。EndoGはAIFと協力してDNAの断

片化などにはたらく［Hong et al. ，2004］(図1)。最近、アポトーシスの分類

を電子顕微鏡を用いた形態的な変化から定義する論文がBredesenらによって

報告された［Brdesen et al. ，2006］(図2)。それによると、形態的な特徴は6

種類に分けられる。(1)デスレセプター、DNAダメージあるいはウイルス感染

が引き金となって起こる典型的なアポトーシスの形態でありクロマチンの凝集、

核の断片化およびアポトーシス小体が観氏翌ｳれる。また、カスパーゼ経路を介

するため、カスパーゼ阻害剤により阻害される。(2)アミノ酸の枯渇や小胞体

におけるタンパク質のミスフォールディングによるタンパク質の凝集が過剰に

起こった場合、オートフメ浴[ジッタな細胞死が起こる。このとき、形態的には
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自己貧食液胞が観氏翌ｳれる。(3)栄養毒性が引き金となり小胞体とミトコンド

リアの膨潤が観氏翌ｳれる。メディエーターとしてERK2とNUR77がはたらい

ており、パラプトーシスと呼ばれる。(4)線虫で報告されたカルシウム介在性

の細胞死で、細胞内のカルシウム濃度が上昇することで起こる。細胞膜がねじ

れ状になっている像が観氏翌ｳれ、カルパインとカテプシンがメディエーターと

して関与している。(5)DNAダメージ、グルタミン酸あるいは一酸化窒素など

が引き金となり、PARPの活性化に続いてAIFのミトコンドリアからの放出が

起こるAIF/PARP依存性経路。中程度のクロマチンの凝集が観氏翌ｳれ、 PARP

阻害剤によって阻害される。(6)虚血や興奮毒性が引き金となりJNKを介して

起こる経路。細胞の三二が観氏翌ｳれ、JNK阻害剤によって阻害される。本研究

においては、ホモシステインと銅によるアポトーシス誘導経路の詳細な検討を

行っていないが、AIF/PARPを介する経路であることが推測される・細胞の電

子顕微鏡像の撮影も含めて、今後の検討課題である。

 ホモシステインによって生じる細胞毒性を含めた動脈硬化の促進に酸化スト

レスが深く関わっていることが本研究によって明らかになった。ビタミンB6は

ホモシステインにより生じる酸化ストレスを軽減する性質を有することが、in

vlvoとin vltroの実験から認められた。ビタミンB6は水溶性ビタミンであり安

全に摂取でき、さらに抗酸化活性を有することを考えると、アテローム性動脈

硬化症ひいてはその他の酸化ストレスが原因となる疾病の予防への応用が期待

される。
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図1PARP-1を介するカスパーゼ非依存的アポトーシス経路 (Hong et al. ，2004よ

り引用)

DNAへのマイルドなダメージがあるとDNA修復求絡¥がはたらくが、 DNAへの重大な

ダメージによってPARP-1の活性化が起こり、細胞死へ導かれる。 ROSやその他の

DNA障害因子はミトコンドリアの膜透過性を増大させ、ミトコンドリアからAIFの放

出を引き起こす。EndoGがPARP-1を介する細胞死においてどのように移行するか明

らかでないが、EndoGとAIFが協力してカスパーゼ非依存的アポトーシスに関与して

いる可能性がある。
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