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1. 緒論

厚生労働省の発表 した平成 14年簡易生命表によると､男性の平均寿命は78.32

年､女性の平均寿命は 85.23年と女性は世界で初めて 85年を超え､男女とも

に世界最高の水準を維持 し続けている｡65才以上の人口も全体の 18%以上と

なり､このような状況下で我が国は､今まさに高齢化社会の到来を迎えている｡

他方､環境汚染や人間関係､都市空間生活の中でのス トレス､あるいは食生活

の欧米化や､偏食過食による免疫力の低下､生活習慣病の増加といった社会環

境の変化は､我々の健康を蝕み､前述のように先進国の中でもトップクラスの

平均長寿を誇っていても､その実態は半健康的なイ病気予備軍｣といわれる人々

が増え続けているのが現状である｡それに伴い､国民医療費､国民-人当たり

医療費は､年々著しいペースで増加の一途をたどっており､厚生労働省の発表

した平成 13年度の国民医療費の総額は約 31兆円､国民-人当たりの医療費は

約 246万円にのぼる｡このような社会の負担を軽減するためには､高齢を迎え

る人々が自分で自分の健康を管理 して病気になることが少ない社会を目指すこ

とが重要である｡

糖尿病は 40歳代後半から急増 し､♪70歳代後半がピークとなる代表的な生活

習慣病であり､平成 14年に厚生労働省が実施 した糖尿病実態調査によって､

糖尿病が強く疑われる人は約 740万人､糖尿病の可能性を否定できない人を合

わせると約 1,620万人 と推計された｡これは､成人のおよそ 16%に相当する｡

また､平成 9年度の調査での推計は 1,370万人であったことから､この 5年間

で 250万人も増加 したことになり､日本人の生活様式の欧米化や人口の高齢化

とともに､糖尿病患者は増加の一途をたどっていることが伺える｡糖尿病は､

心筋梗塞や脳卒中といった現在の日本人の死亡率の上位を占める生活習慣病と

は異なり､それを直接の死因とした死亡率は必ずしも高くないが､自覚症状が

無いために発見､対処が遅れることが多ぐ､糖尿病性網膜症､白内障 (失明)､

糖尿病性腎症 (腎不全)､糖尿病性神経症 (壊症､アルツハイマー病)といっ

た致命的な合併症を惹起 し､糖尿病患者の生活の質をさらに低下させる国民的

な健康問題 となっている｡

糖尿病により引き起こされる合併症の一因として､糖尿病患者の高血糖状態



下において脂質､核酸､タンパク質がグルコース等の還元糖と非酵素的な縮合

反応を起こす [1]ことが知られている｡この反応は､1912年にMaillardがビ

ールの黄褐色は原料中のアミノ酸やタンパク質と糖の間で起きる非酵素的化学

反応の産物であることを明らかにしたことから [2]､発見者の名前にちなんで

メイラー ド反応と呼ばれた｡メイラー ド反応は､食品の加工､貯蔵の際に起こ

る褐変反応として色､香り､その他の晶質の形成､変化に大きな影響を及ぼす

ことから､当初は主に食品化学分野で広く研究されていた｡しかし､1968年に

-モグロビンβ鎖の N末端バリン残基にグルコースが結合したアマ ドリ転位産

物としてHbAIcが生体から同定され [3]､さらに 1984年にAGE化タンパク質の

特徴の1つである蛍光性物質 (励起波長:370nm､蛍光波長:440mm)が､脳硬

膜のコラーゲンに加齢に伴って蓄積し､その糖尿病患者の蓄積が健常人よりも

有意に高値であることが示された [4]ことから､タンパク質の非酵素的糖化

反応は医化学分野で大きく注目されるに至った｡

医化学分野では､メイラ⊥ ド反応は､酵素的にタンパク質に糖を付加するグ

リコシレーション (glycosylation)と区別してグリケ-ション (glycation)

と呼ばれる｡グリケ-ションは大概すると前期反応 (Earlystageofglyc各tion)L､

中期反応 (Intermediatestageofglycation)および後期反応 (Advancedstage

ofglycation)に分けられる｡その概略をFig.ト1に示す [5]｡前期段階は､

アミノ酸の N末端アミノ基やリジン残基の E-アミノ基の窒素が還元糖のカル

ボニル基の炭素に求核的に反応するアミノーカルボニル反応を起こし､脱水縮

合を経てシッフ塩基を形成する｡中期段階で､シッフ塩基は不安定な構造であ

るためグルコシルアミノ化合物からアマドリ転移を起こし比較的安定した 1-デ

オキシ-2-ケ ト型の構造を持つアマ ドリ転位化合物を形成する｡前期､中期.段

階生成物の多くは､生体内でその存在が確認されており､HbAlい フルクトサミ

ンは糖尿病の臨床マーカーとして用いられている｡また､グルコースと生体タ

ンパク質の反応したアマドリ転位化合物であるNC-fructoselysineは加齢 [6]

や糖尿病態 [7]によって増加がすることが明らかにされている｡
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図 1-1 糖とタンパク質によるグリケ-ション反応の概略
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アマ ドリ転位化合物は､酸化 ･脱永 ･縮合 ･開裂などの複雑な反応を経て褐

色 ･蛍光 ･架橋形成などの物理化学的特徴を有するグリケ-ション後期段階生

成物 (advancedglycationendproduct:AGE)-と変化する｡シッフ塩基は加

水分解により可逆的に糖 とアミノ化合物に戻りうるが､アマ ドリ転位以後は普

通非可逆反応である｡また､シッフ塩基の開裂 [8]､グルコースの自己酸化 [9]､

脂質の過酸化 [10]､ポリオール経路による細胞内の糖代謝 [11]などからグ

リオキサール､メチルグリオキサール､グリコールアルデヒド､3-デオキシグ

ルコソン (3-DG)､グルコソン等のグルコースに比較 して非常に高い反応性を

示すα-ジカルボニル化合物が生成 し､グリケ-ションの惹起物質としてタン

パク質のAGE化に深く関与することが近年注目を浴びている [12](Fig1-2)0
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現在､生体に存在するAGE構造として蛍光性 ･架橋性を有するPentosidine､

Crossline､Glyoxal-1ysinediner(GOLD)､Methylglyoxal-1ysinediner(MOLD)､

非蛍光性 ･非架橋性 と して Nモー(carboxymethyl) lysine (CML)､Nモー

(carboxyethyl)1ysine (CEL)､Pyrraline､Imidazoloneなどが知られている

(Fig.卜3)0Pentosidineはペン トースと等モルのリジン､アルギニンが架橋

した構造を有し､酸加水分解に安定な蛍光性物質である｡加齢や糖尿病の発症

に関して人の皮膚に蓄積することが知られ 亡13]､特に糖尿病の発症や末期の

腎症において増加することが報告されている [14]｡Crosslineは二つのリジン

残基を 2分子のグルコースが架橋した構造を持ち､･糖尿病性腎症患者の赤血球

膜タンパクに検出されている [15]｡GOLD､MOLDは 2分子のリジンがグリオキ

ザールあるいはメチルグリオキザールによって架橋された構造を有しており､

両者とも､尿毒症患者の血清に検出されている [16]｡CMLは量的に主要な AGE

構造体であると考えられており､加齢に伴いヒトのレンズクリスタリンや皮膚

コラーゲンに蓄積することが報告されている [17-19]｡また､脂質の過酸化反

応からも生成することが報告されており [10]､生体における酸化の指標とし

ても注目されている｡CELはメチルグリオキザール由来の AGE構造体として､

ヒト水晶体タンパク質に加齢に伴って蓄積することが報告されている [20]｡

Pyrralineはアマ ドリ転位化合物から発生する3-DGがタンパク質中のリジン残

基と反応して生成するものと考えられており,ヒト血清中におけるビラリンの

存在が免疫化学的に確認されている [13,21,22]｡Imidazoloneは､3-DGあ

るいはメチルグリオキザールがタンパク質のアルギニン残基と反応して生成す

る｡3-DG由来 imidazoloneは､糖尿病患者の腎臓および粥状動脈硬化病巣の特

に内膜と中膜に蓄積していることが示されている [23]｡
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これらAGEは､生体の多くの組織において加齢に依存して蓄積すること､

また､これら AGE蓄積が糖尿病合併症や動脈硬化などの血管疾患で有意に増

加することが数多く報告されており､糖尿病合併症の発症､進展を説明するも

のとしてAGEの研究が進められている｡糖尿病患者のAGE蓄積は健常者に比

べて顕著な増加を示し､水晶体クリスタリンでの AGE蓄積が糖尿病性白内障

の原因になること [24]や､腎組織の AGE蓄積が糖尿病性腎症に関連するこ

と [25]､また､アルツハイマー病などの老年性疾患においても AGE蓄積がそ

の要因に考えられている [26]｡いずれもタンパク質の代謝回転が低下するこ

とや､AGE化によってタンパク質が本来の機能を失うことが疾患の原因と考え

られている｡

このように､糖尿病態時に高血糖がもたらす生体への影響は､実に複雑かつ

多岐にわたる｡さらに､並木ら [㌘]は､リボースと血清アルブミンの反応初

期にフリーラジカルが生成することをESRによって確認しており､グリケ-シ

ョンが重金属イオンや酸素の関与無しに容易にフリーラジカル化合物を生成し､

このラジカル化合物が酸素と反応して活性酸素を生成し､また他のラジカル化

合物とも反応する可帝性を示唆しており､ダリケ-シヨン反応の過程において

酸化ストレスが発生することを示した｡生体系ではグリケ-シヨン反応に加え

フリーラジカルによる酸化ストレス障害が同時に進行していると考えられ､糖

尿病態やそれに伴う糖尿病合併症の進展と､酸化ストレスとの関連性を示す研

究の蓄積は数多くなされてきた｡【28,291｡

以上の観点から AGEの蓄積を防止するためには､前期段階および後期段階

の反応を阻害することが重要である｡l後期段階に関しては､活性酸素が関与す

る系も存在することから､抗酸化的な阻害も考えられる｡一方､極めてアミノ

基と反応しやすく､容易に AGEを生成するジカルボニル化合物の生成を阻害

することも蓄積防止のターゲットとなる｡さらにジカルボニル化合物の分解も

考慮に入れる必要がある｡これらは､酵素的に制御されている｡蓄積した AGE

の除去も重要なファクターである｡

細胞内タンパク質の分解は､プロテアーゼが担っている｡プロテアーゼには

多くの種類が存在し､消化酵素のように基質特異性が低いものから､シグナル

伝達系やタンパク質のプロセッシングに関わるプロテアーゼのように厳密な基
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質特異性をもつものまで存在する｡細胞内タンパク質をアミノ酸まで分解する

系としては､オー トファジーーリソソーム系とユビキチンープロテアソーム系が

知られている｡細胞が飢餓状態となると,細胞内のオルガネラや細胞質成分を

オー トファゴソームが取込み酸性化した後,リソソームと融合し,タンパク質

カテプシン H,カテプシン Lなどがあり,これらが基質タンパク質を最終的に

アミノ酸までに加水分解する｡プロテアソームは一つの酵素タンパク質でトリ

プシン様活性,キモ トリプシン様活性などを数種のプロテアーゼ活性を有する

高分子量の多機能プロテアーゼで,タンパク質をオリゴペプチ ドまでに分解す

る｡プロテアソームは,ユビキチンが ATP依存的に基質タンパク質のリシン残

基に結合したタンパク質を特異的に分解する｡.プロテアソームによる分解系は,

いくつかのタンパク質合成の繭節因子の活性調節や,抗原抗体反応,細胞周期

における役割などが注目されているが,アミノ酸プールの形成にも関与してい

ると考えられている｡それでは､AGE化されたタンパク質の運命はどうなるの

だろうか｡

活性酸素で酸化修飾されたタンパク質は､分解されやすくなることが知られ

ている｡Daviesらij:､細胞を過酸化水素添加培地で培養すると､タンパク質の

分解が速くなることを示した [60]｡このとき､培地にプロテアソームの阻害

剤を加えると分解が抑制されることから､酸化修飾されたタンパク質はプロテ

アソームにより分解されることが示唆された｡過酸化水素濃度が高い培地で培

養した場合には分解が逆に遅くなる｡活性酸素などによるタンパク質の非酵素

的酸化修飾では､修飾が進むと架橋反応がおこる｡したがって､過剰に就職さ

れたタンパク質は分解されにくくなるが､穏やかな酸化ス トレスでは､酸化修

飾タンパク質はプロテアソームで分解され､系から除去され､細胞を正常な状

態に保つと考えられている｡ しかし､AGE化されたタンパク質の分解について

はほとんど知見がない｡腎臓などの多くの細胞では､スカベンジャーレセプタ

ーが発現している｡その中には､AGEを認識するレセプター､RAGEがある｡こ

れに結合した AGEは､酸化 LDLと同様にマクロファージで分解されることが報

告されている [46]｡AGE化されたタンパク質はプロテアソームで分解されるの

かどうかについては､未だ知見がない｡分解できなかった AGEタンパク質は細
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胞内外に蓄積されることになる｡

食品からの抗酸化物質の摂取は､体内の抗酸化能力を高め､活性酸素が関与

している疾病の発症を抑制できる可能性がある｡特に､近年､野菜や果物など

植物由来の食品に含まれる多価フェノール性分子､いわゆるポリフェノール類

の抗酸化活性が注目されている｡ポリフェノールは､芳香族炭化水素の 2個以

上の水素がヒドロキシル基で置換された化合物の総称で､一植物界に広く分布す

るフラボノイド化合物やその重合物であるタンニンもポリフェノールに属する｡

主なポリフェノールの分類と､構造を Fig.ト4に示した｡お茶に多量に含まれ

るカテキン類をはじめ､ワインに含まれるアントシアニン､レモンに含まれる

エリオシトリン､ソバに含まれるルチン､大豆に含まれるイソフラボンなど､

ポリフェノールは一般的に食べられる食品に広く含まれている｡食品中に含ま

れるポリフェノールの生体における抗酸化作用については､すでに多くの研究

蓄積がある [35-37]｡また､Inviin の実験において､ポリフェノール類が 02-

やヒドロキシルラジカル (･OH)を消去する【38,39】ことや､フェントン反応

によって過酸化水素からの ･OH 生成を触媒する鉄などの遷移金属イオンをキ

レートする【40】ことから､この 2つの作用が生体内でポリフェノール類が抗酸

化作用を示す主な要因と考えられている｡これらポリフェノールはグリケ-シ

ヨンにたいしても阻害的作用を示す可能性が考えられる｡グリケ-ション後期

段階における活性酸素の関与する反応においては､直接的に抗酸化的にポリフ

ェノールがさようするだろうし､また酵素が関与する部分ではタンパク質レベ

ルや遺伝子レベルで作用する可能性がある｡

フラボノイドを含むポリフェノール類はごく日常の食事の中にも多種多様な

形態で含まれており､ヒトでは食品成分として 1日に数十から数百ミリグラム

を摂取していると見積もられている [41]｡毎日の食生活で摂取するポリフェ

ノールの生体内での抗酸化作用､抗グリケ-ション作用を明らかにし､タンパ

ク質のグリケ-ションから誘起される糖尿病合併症をはじめとした生活習慣病

や老革関連疾患の進行を抑制する可能性を示すことは､医療機隣匿掛かること

のない健康な身体づくり･を毎日の食生活から提案も､高齢を迎えた際の健康枕

感による肉体的､精神的負担を和らげ､ひいては毎年増大を続ける国民医療賢
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に歯止めをかけ､社会負担を軽減する一助になるのではないだろうか｡

研究組織

研究代表者 : 長鐸孝志 (岩手大学農学部農業生命科学科)

研究分担者 : 伊藤芳明 (岩手大学農学部農業生命科学科)

交付決定額 (配分額) (金額単位 :千円)

直接経費 間接経費 合計

平成 14年度 2,300 0 2,300

平成 15年度 1,100 0 1,100

平成 16年度 800 0 ノ800

研究発表

(1) 学会誌等

NagasawaT,TabataN,ItoY,NishizawaN,AibaYandKittsDD,Inhibition

ofglycationreactionintissue'proteinincubationsbywatersolublerutin

derivative.Mol.-cell.Biochem.249:3-10(2003)

NagasawaT,TabataN,ItoY,AibaY,NishizawaNandKittsDD,Dietary

G-rutinsuppressesglycationintissueproteinsofstreptozotocin-induced

diabeticrats.Mol.Cell.Bl'ochem.252:141-147(2003)

(2) 口頭発表

長淳孝志､田端信晶､葛生佳月､相羽洋一､伊藤芳明､西滞直行.糖尿病ラッ

トにおける G-ルチンおよび G--スペリジンによる組織タンパグ質のグリケ-

ション抑制.第 10回生体パーオキサイ ド研究会､平成 14年 8月 24日

薄井秀幸､高橋良子､小浜恵子､伊藤芳明､酉津直行､長津孝志.ヤマブ ドウ

抽出物の抗グリケ-ション活性.第 57回日本栄養 ･食糧学会大会､平成 15年
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5月 19日

小浜恵子､岸敦､米倉裕一､薄井秀幸､長津孝志.ヤマブ ドウ (Vitiscoigneiae)

抽出物の抗グリケ-ション活性と抗酸化性.第 50回食品科学工学会大会､平

成 15年 9月 13日

長揮孝志､葛生佳月､田端信晶､貴戸武利､伊藤芳明､西揮直行.ルチンと-

スペ リジンのグリケ-ション抑制活性の比較.日本農芸化学会東北支部第 138

回大会､平成 15年 10月 12日

長津孝志､薄井秀幸､藤本智昭､伊藤芳明､西淳直行､山口佑子､岸敦､小浜

恵子.ヤマブ ドウ低分子ポリフェノールの AGE生成阻害作用.第 51回食品科

学工学会大会､平成 16年 9月 3日

(3) 出版物 なし

研究成果に.よる工業所有権の出願 ･取得状況

平成 17年度に出願予定
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2.AGE生成に及ぼすルチンの影響

2.1. 日的

活性酸素に対する生体の防御機構の一つに､活性酸素消去能があるOこのシ

ステムには､ SOD､GPx､CATなどの抗酸化酵素の他､α-トコフェロール､ア

スコルビン酸などの抗酸化物質が関与している｡しかし､抗酸化酵素の活性は､

組織にもよるが加齢やス トレスによって低下することが知られ､亘れに伴い活

性酸素由来の様々な疾病に対するリスクが増加すると考えられる｡

一方で､グリケ-ションは､タンパク質を取 り巻くグルコース濃度に依存し

た化学反応である｡そのため､血糖値が上昇する糖尿病では､各種組織のタン

パク質のグリケ-ションが高まっていることが知られている｡グリケ-ション

による AGEの生成は長時間を要する｡従って､AGEの蓄積は､代謝回転の遅い

タンパク質に起こりやすいと考えられる｡例えば､水晶体レンズタンパク質は

代謝回転がほとんどなく､グリケ-ションによる AGEの蓄積が起こると結果と

して白内障を生じるといわれている｡また､糖尿病性腎症の発症 ･進展には､

糖化タンパク質による細胞機能の変異､グリケ-ション過程で生じる活性酸素

などが関与するという報告がある [28,29]｡

体内の活性酸素消去能を高めるために､食品からの抗酸化物質の摂取が期待

されているが､近年､その中でも特に強い抗酸化性を示す植物由来のフラボノ

イ ド類や､フェノール性分子が注目を集めている｡フラボノイ ドの一種で､天

然に存在するルチンもグリケ-ションの抑制効果があると報告されている [2]｡

さらに､ルチン (図2-1)は､invitroの実験で､OH･や02-消去能を示し､

また､H202 からの OH･の生成を強く触媒する鉄をキレー トすることが確認さ

れている｡また､ G-ルチン (図 2-1)･は､ルチンの水溶性グルコース誘導体で

あり､ルチンや他のポリフェノール類より親水性が高く､また溶解時に無味無

臭であることから､抗酸化作用を示す食品添加物としての利用が期待されてい

る｡したがって､ 生体内における G-ルチンの抗酸化性は､他のフラボノイ ド

より効果的に作用する可能性が考えられる｡

そこで本研究では､ラットにス トレプ トゾトシンを投与して糖尿病態とし､

通常食およびG-ルチンを0.2%になるように添加 した飼料を1ケ月間摂取させ
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OH ○
lIO 0-g12

図2-1 ルチンとG-ルチンの構造

た｡そして､抗AGEモノクロナール抗体を用いたウェスタンブロッティング

を用いて､糖尿病ラット組織タンパク質の AGEを検出し､G-ルチン摂取が及ぼ

すグリケ-ションの抑制効果を検討 した｡さらに､グリケ-ションによって生

成されるNE-fructoselysineを肝LCで定量し､生体内におけるAGE生成に与

える影響を検討した｡また､骨格筋､腎臓のタンパク質中のカ′レポニル基量を

測定し､T古A(チオバルビツール酸)法で過酸化脂質を測定することで､G-ル

チン摂取が組織タンパク質の酸化修飾に及ぼす影響を検討 した｡

2.2.方法

(1)実験動物

実験動物は､5適齢のWistar系雄ラット (110-130g:日本クレア株式会社 :

東京)26匹を用いた｡ラットは個別のステンレスケージに入れ､室温 22℃± 1℃､

湿度 50%±10%に保ち､午前 6時から午後 6時までの 12時間の明暗サイクル

で飼育した｡予備飼育期間中は固形飼料 (ラット､マウス用固形試料 F-2:船

橋農場)と水道水を自由摂取させた｡5 日間の予備飼育後､平均体重がほぼ等

しくなるよう.に5-8匹ずつ C､DC､ Rおよび DR群の 4群に分け､実験飼料と
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水道水を自由摂取させた｡実験飼料は､C群とDC群にはAIN76に準じた 20%

カゼイン飼料､R群と DR群には 20%カゼイ＼ン飼料に G-ルチンを 0.2%になる

ように加えた G-ルチン添加飼料を与えた｡DCおよび DR群のラットは､飼育 5

日目にス トレプ トゾ トシン (和光純薬工業株式会社 :大阪)を体重 1kg当たり

60mgになるように腹腔内注射し､糖尿病態にした｡1ケ月間飼育したあと､ラ

ットをジェチルエーテル麻酔下で開腹し､下大静脈から-バリン処理した注射

器で採血後屠殺し､血清､俳腹筋､肝臓､腎臓を掃出した｡掃出した血清､俳

腹筋､肝臓､腎臓は､液体窒素で速やかに凍結し､-85℃で分析まで保存した｡

(2)組織タンパク質の酸化修飾の評価

組織 (俳腹筋､腎臓)約 100mgに MQ水 3mlを加え､ポリトロンホモジ

ナイザーでホモジナイズした (ダイアル 4､20秒)｡このホモジネー ト溶液を 1

mlずつ 3本の試験管に分注し､2本に 2mlの 10mMDNPH/2.5N塩酸を､

残 りの 1本には盲検として 2mlの 2.5N塩酸を加え､室温で遮光した状態

で 1時間反応させた｡反応後､冷 20%TCAを 2ml加え､氷冷しながらさら
∫

に 30分反応させた｡その後､3,550×g､4℃ で 10分間遠心分離し上清を

取 り除いて沈殿を得た｡この沈殿を 2皿1の 50% (Ⅴ/v)酢酸エチル /エ

タノールを加えて撹拝 し､3,000×g､4℃ で 10分間遠心分離して遊離の DNPH

と脂質を取 り除いた｡この洗浄を 3回繰り返した後､沈殿に 6Mグアニジン

塩酸塩 /20血M リン酸二水素カリウム (pH2.3)を 2ml加え､37℃ で 10分

間のインキュベーションを行い､沈殿を溶解させた｡最後に､3,550×g､4℃ で

15分間遠心分離し､上清の 370nmにおける吸光度を分光吸光光度計 W -1200

(島津製作所 :京都)で 測定した｡カルボニル基含量は､DNPHの分子吸光係

数 22,000M-1cm-1を用いて計算し､組織タンパク質 1mg当たりで表した｡

(3)組織タンパク質中の過酸化脂質の測定

TBA法は､生体試料の脂質過酸化生成物の測定法として広く用いられている｡

これは､過酸化脂質の分解によって生成されるマロンジアルデヒド (Ⅶ)A)を､

チオバル ビツール酸 (TBA) と反応 させ､チオバルビツール酸反応生成物

(TBARS)として定量する方法である｡組織中の過酸化脂質の定量は TBA法
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で行った｡

(4)前期段階生成物 (NE-fructoselysine)の定量

組織 (俳腹筋､腎臓)約 100mg､血清 1mlを遠心管にとり､50% (W/v)TCAlml

を加え､19,800×g(10,000rpm)､4℃で 15分間遠心分離した｡遠心分離後､50%

(W/v)TCAを取り除き､ジェチルエーテル 2mlを加え､､19,800×g､4℃で 15

分間遠心分離した｡遠心分離後､上清を取 り除き､乾燥させたものをタンパク

質試料とした｡タンパク質試料約 5mgを加水分解用パイレックスガラス管 (16

×150､肉厚 2mm)に精秤 した｡7.75NHClを 2ml加えた後､真空ポンプにつな

げるようにガスバーナーの炎でガラス管の先を細工した｡メタノールバスで凍

結後､脱気して封管し､110℃のブロックバスで 24時間加水分解を行なった｡

放冷後開封し､水酸化ナ トリウムと酸化 リン存在下で減圧乾固した｡これを

MQlmlに溶解した後に､.エツペンドルフチューブに移 し､19,800×gで 10分間

遠心分離し､上清を 肝LCの分析試料としたcHPLCのポンプは LC-6A(島津製

作所)､検出器は SPD-6AV(島津製作所)を用い 280nmで検出した.カラムは

LiChorospherlOORP18e､4.6Ⅹ250皿 (Merck)を用いた｡移動相は 15dSDS-0.1M

リン酸ナトリウム緩衝液 (pH6.0)/アセ トニ トリル=80/20､流速 1.5ml/min､40℃㌔

で分離した｡

(5)抗AGEモノクローナル抗体を用いたウェスタンブロッティングによる

●AGEの検出法

近年､AGE構造に対する特異抗体が開発され､免疫学的手法で生体組織にお

けるAGEの同定 ･定量が可能になった｡特に､Horiuchiらが開発した抗AGEモ

ノクローナル抗体は､後期段階段階生成物 (AGE)全般を特異的に認識するこ

とができる｡そこで本実験では､抗 AGEモノクローナル抗体を用いたウェスタ

ンブロッティングによりAGEを検出した｡

10%のポリアクリルアミドゲルを用いて分離した後に､ニ トロセルロース膜

- (0.2Elm:Advantec:東京 )セミドライ式の電気泳動転写装置 AE6675型

(Atto:東京 )を用いて､通電条件を 1cm2につき 2mAで 40分間通電し､転

写した.転写終了後､ニ トロセルロース膜をブロッキング液に浸し､4℃で-
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晩ブロッキングした｡次いで抗 AGEモノクローナル抗体 ((樵)クマモ ト抗

体研究所)と反応させ､さらに二次抗体としてペルオキシダーゼ 仕訳P)標識 抗

マウス IgG (血ersham:England)と反応させ､ECL■試薬 (血ersham:England)

を用いて化学発光をⅩ線フイルムに感光させて検出した｡

2.3.結果

(1)体重､飼料摂取量および血糖値 -

1ケ月間の飼育で 4群とも体重は増加し､最終日の体重は C､DC､R､DR群

でそれぞれ 345.5±11.5(g)､206.3±13.5(g)､342.7±5.5(g)､215.2±13.0

(g) であった｡糖尿病態である∝ および DR群では､Cおよび R群と比較し

て低い値を示 した｡また､血糖値もそれぞれ 173.9±2.8(mg/dl)､463.7±26.5

(mg/dl)､179.2±5.5(mg/dl)､460.3±39.4(mg/dl)であり､糖尿病態であ

る DCおよび DR群では､Cおよび R群と比較して高い値を示した｡体重変化､

飼料摂取量および血糖値にG-ルチン添加の影響は認められなかった｡

･(2)俳腹筋､腎臓中のタンパク質カルボニル基量の変化

G-ルチン摂取が組織タンパク質カルボニル基量に及ぼす影響を図2-2に示す｡

タンパク質カルボニル基量は､タンパク質 1mg当たりのDNP量で表 した｡

俳腹筋では､20%カゼイン飼料を摂取させたラットに STZを投与し､糖尿病

態にすることにより､タンパク質カルボニル基量は約 30%増加 したが､G-ルチ

ンの摂取によりその増加が約 60%有意に抑制された｡

腎臓でも同様に､DC群では､C群に対してタンパク質カルボニル基量はわず

かではあるが有意に増加 した｡G-ルチンを摂取させた DR群では､その増加が

有意に抑制され､C群と同じレベルになった｡

(3)俳腹筋､腎臓中の過酸化脂質の変化

G-ルチン摂取が組織中の過酸化脂質の生成に及ぼす影響を図 2-3に示す｡俳

腹筋では､20%カゼイン飼料を摂取させたラットに STZを投与し､糖尿病態に

することにより､TBARSの生成は 15%増加したが､G-ルチンの摂取によりその

増加が約 60%有意に抑制された｡
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腎臓でも同様に､DC群ではDCおよび DR群､C群に対して TBARSの生成は約

20%増加したが､G-ルチンを摂取させた DR群では､その増加が約 60%有意に

抑制された｡

(4)G-ルチン摂取が組織タンパク質のFL生成に及ぼす影響

㌻ルチン摂取が組織中の FLの生成に及ぼす影響を図 2-4に示す｡FLは､タ

ンパク質 1mg当たりのfurosine量で表した｡

俳腹筋では､20%カゼイン飼料を摂取させたラットに STZを投与し､糖尿病

態にすることにより､FLの生成は顕著に増加 したが (5.7倍)､G-ルチンの摂

取によりその増加が約 40%抑制された｡

腎臓でも同様に､DC群では､C群に対してFLの生成は顕著に増加したが (6.3

倍)､Grルチンを摂取させたDR群では､その増加が 20%抑制された｡

血清は､DC群では､C群に対して FLの生成は約 80%増加 した｡しかし､G-

ルチンを摂取させた DR群では､その増加が約 30%抑制される傾向が認められ

た｡

(5) G-ルチン摂取が組織タンパク質のAGE生成に及ぼす影響

各群の俳腹筋､腎臓および血清を SDS-PAGE (12%gel)で分離し､AGEの生

成を抗 AGEモノクロナール抗体を用いたウェスタンブロッティングで検出した

結果を図2-5に示す｡排腹筋では､アクチンと考えられる45kDaのバンドでは､

AGEの生成と㌻ルチンによる抑制作用は各群で認められなかった｡また､その

他のバンドにおいてもAGEの生成は認められなかった｡

腎臓では､C群に対してDCおよび DR群でバンド (40-45kDa)が濃く現れ､

AGEの生成が認められた00.2%G-ルチンを摂取させた DR群では､DC群に対し

てAGEの生成は抑制される傾向が認められた｡

血清では､C群に対して DCおよび DR群でバンド (31および 66.2kDa)が濃

く現れ､AGEの生成が認められた｡0.2%G-ルチンを摂取させた DR群では､DC

群に対して AGEの生成は抑制される傾向が認められた｡その他のバンドにおけ

るAGEの生成は､各群で認められなかった｡
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島は､平均偉±標準誤差 (n=5) 異なる起号同の有意差はpく0.05

図 2-4 G-ルチンを摂取した糖尿病ラットの骨格筋､腎臓および血清の Ne-フ

ルクトースリジン含量

2.4. 考察

酸化修飾の指標となるタンノiク質カルボニル基および脂質中のチオバルビツ

ール酸反応生成物 (T古ARS)の増加は､糖尿病ラットの俳腹筋と腎臓において､

0.2%G-ルチン飼料を摂取することにより有意に抑制された (Fig.3)｡特に､

俳腹筋におけるその抑制効果は非常に高く､0.2%G-ルチン摂取により､糖尿

病によるタンパク質カルボニル基および TBARSの増加をどちらも約 60%抑制し

た｡このように､㌻ルチンは invitroの抗酸化作用だけでなく､糖尿病ラッ

トにおいても､グリケ-ションによる酸化修飾タンパク質の生成にその作
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用を発揮することが示された｡

Casaら [42]は､エタノール投与による胃障害に対するルチンの抗酸化作用

を報告している｡エタノールを投与する2時間前に､ラットにルチンを体重 1kg

当たり200mg授与し､ルチン投与 1時間後のTBARSや様々な抗酸化酵素を測定

している｡その結果､ルチンは､エタノール投与により引き起こされる TBARS

の増加を有意に抑制し､さらに､抗酸化酵素の一種である GPx活性を顕著に増

加させる作用があることを報告 している｡Sajithlalら [43]は､糖尿病ラッ

トにウコンなどに含まれているクルクミン (curcumin)を体重 1kg当たり200mg

になるように経口投与し､クルクミン摂取が糖尿病においてどのような影響を

及ぼすのかについて検討 している｡その結果､クルクミンを摂取した糖尿病ラ

ットでは､過酸化脂質を顕著に抑制し､また､糖尿病により減少した生体内の

ビタミン Cおよびグルタチオン (GSH)もクルクミン摂取により回復すること

を報告している｡このことから､酸化ストレス状態において､ルチンや G-ルチ

ンは､それ自体の抗酸化作用だけでなく､生体内におけるグルタチオン (GSH)

関連酵素の活性および量にも影響を与えることが考えられる｡

活性酸素障害に対する生体防御機構において､抗酸化物質は抗酸化酵素とと

もに重要な役割を担っている｡抗酸化物質には､比較的低分子の活性酸素消去

剤 (quencber)や捕捉剤 (scavenger)以外にも高分子の金属結合タンパクな

どが含まれる｡生体内で作用する低分子の抗酸化物質には､尿酸やビリルビン

などのように生合成されるものと､ビタミン C､ビタミン Eおよびフラボノイ

ドのように生合成されず､食品として摂取に依存するものが存在する0

フラボノイ ドは､ 02-を挿捉消去することにより予防型抗酸化剤として作用

する可能性がある｡Jovanoicら [44]は､pHIOににおいて､フラボノイ ドと02

~との反応速度定数は 3×102から5.1×104M-ls-1であり､フラボノイ ドのな

かでもケルセチンやルチンの活性が高いことを報告している｡また､ケルセチ

ンやルチンなどのフラボノイ ドは金属キレー ト作用を示すことから､その作用

も予防型抗酸化剤としての機能に寄与することが考えられる｡さらに､フラボ

ノイ ドは､ベルオキシルラジカル (ROO･)と反応するため､連鎖切断型抗酸

化剤としても作用する可能性がある｡しかし､フラボノイ ドとベルオキシルラ

ジカルとの反応速度定数は､ビタミン Eの 10分の 1かそれ以下であること､
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また､フラボノイドは生体膜内部には取 り込まれず､むしろ水相の膜表面近傍

に存在することが明らかとなっている｡Teraoら [45]は､リポソーム膜を水

溶性ラジカル発生剤に曝露すると､ビタミンEより先にフラボノイ ドが消失し､

その後､脂質過酸化物が蓄積することを示している｡ したがって､G-ルチンな

どのフラボノイ ドの抗酸化活性が発揮されるのは､生体膜内部ではなく界面で

あり､フラボノイドはビタミン Eとは異なる位置においてラジカルを効果的に

浦捉することが考えられる｡

また､本実験では､組織タンパク質の酸化修飾を評価する際､カルボニル基

の増加を比色法で測定したが､この方法は､特異性が低く､核酸の影響を受け

るといわれている｡抗 DNP抗体を用いたカルボニル基の検出は､核酸の影響は

なく､タンパク質のカルボニル基を直接検出できる利点がある｡さらに､組織

を構成している個々のタンパク質の酸化に対する感受性を検討することができ､

酸化修飾による組織の機能の変化を解明する上で大きな手がかりになると考え

られる｡

次に､糖尿病のような高血糖状態において､G-ルチン摂取がグリケ-ション

によるマドリ転移化合物 (NE-fru9tOSelysine:FL)および AGEの生成に及ぼ

す影響について検討した｡20%カゼイン試料を摂取さ亘た糖尿病ラット群 (DC

群)では､各組織 (俳腹筋､腎臓､血清)においてFLの生成は増加し (Fig.3-)､

その生成量は､血清>腎臓>俳腹筋の順で高かった｡AGEの生成に関しては､

腎臓および血清でその増加が認められたが (Fig.3)､俳腹筋では､糖尿病に

よる AGEの生成は認められなかった (Fig.3)｡したがって､糖尿病による組

織中の FLおよび AGE生成の違いには､血液中では高血糖によりグリケ-ショ

ンが活性化していたが､俳腹筋では血液中と比較してグリケ-ションが進展 し

ていないことが考えられる｡

糖尿病ラットの腎臓では､腎臓タンパク質自体がグリケ-ションにより AGE

化されただけでなく､血液およびその他の組織中の AGE化タンパク質が除去 ･

排壮される過程において腎臓に蓄積したことが考えられる｡腎臓のメサンギク

ム細胞膜上には､AGE受容体が存在し､AGEの取り込みおよび分解機能をもつ

ことが明らかとなっている [46]｡AGE受容体には､マクロファージスカベンジ

ャー受容体 A (MSR-A)､galectin-3､RAGE (receptorforAGE)などがあり､
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メサンギクム細胞だけでなく血管内皮細胞､血管平滑筋細胞､肝類洞クッパー

細胞などにも存在する｡しかし､組織におけるAGE受容体を介した AGE化タン

パク質の取り込みは､様々な細胞現象を誘発することが知られている｡例えば､

TGF-β (transforminggrowthfactor-β)は､細胞増殖 ･分化および細胞外

基質産生の促進作用を有するサイ トカインであり､腎臓においては細胞外基質

産生の調節に関与している｡Throckmortonら [47]は､メサンギクム細胞にお

いて､終末糖化産物が TGF-βの作用により収縮したコラーゲン (間質型Ⅲ型コ

ラーゲン)の生成を促進することや､invivoにおいて､アルブミン終末糖化

産物により糸球体肥大および糸球体のⅣ型コラーゲン､TGF-βの遺伝子発現が

増強していることを報告している｡本章では､グリケ-ションにおける血管壁

の損傷については検討していないが､高血糖が直接反映するであろう血管壁や

腎臓などの組織におけるAGE化タンパク質の蓄積は､サイ トカイン放出や細胞

の異常増殖を引き起こし､組織構成細胞の機能変異による糖尿病合併症の発

症 ･進展に関与していることが考えられる｡ つ

一方で､0.2%G-ルチン添加飼料を摂取させた糖尿病ラット群 (DR群)では､

DC群に対して､俳腹筋および腎臓で増加した FLの生成をわずかではあるが有

意に抑制した (Fig.3)｡Invitroにおいて､20血lグルコース存在下での骨

格筋タンパク質のグリケ-ションでは､G-ルチンの添加により FLの生成をイ

ンキュベーション 3日目では抑制する傾向が認められたが (Fig.2)､インキ

ュベーション5日目では､FLの生成を抑制する作用は認められなかった｡初期

段階のグリケ-ション過程における G-ルチンによる FL生成の抑制には､タン

パク質のアミノ基など修飾されやすい部分を保護する作用によるものと考えら

れる｡われわれは､鉄ニ トリロ三酢酸 (FeNTA)を投与 し､ラジカルを発生さ

せたラットの修飾タンパク質を抗 DNP抗体を用いて検出し､G-ルチン摂取によ

るその抑制作用を検討している｡その結果､FeNTAの投与によりアクチン､ミ

オシンおよび分子量30-40kDa付近のタンパク質が修飾されること示している｡

この結果は､タンパク質の種類により活性酸素に対する感受性が異なることを

意味し､筋原線維の主要な構成成分であるアクチンや ミオシンも活性酸素によ

って修飾されやすいことを示している｡また､FeNTAの投与により増加 したバ

ンドが､G-ルチンの摂取により抑制されることを示 している｡FeNTA投与によ
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るラジカルの発生と非酵素的なタンパク質糖化反応とは､タンパク質に対する

その修飾作用機序は異なるが､その反応により生成される DNP化タンパク質お

よび FLなどの修飾タンパク質が､G-ルチン摂取により抑制されることが明ら

かになっている｡ したがって､G-ルチンは､初期段階のグリケ-ション過程に

おいて､タンパク質のアミノ基など修飾されやすい部分を保護することにより､

FLの生成を抑制 し､それ以降のグリケ-ション反応を遅延する可能性が示唆さ

れる｡
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3. α-ジカルボニル化合物の蓄積に及ぼすフラボノイ ドの影響

糖尿病合併症の原因となる AGE生成には反応性の高いα-ジカルボニル化合物

である､glyoxal､methylglyoxal､3-deoxyglucoson (3-DG)といったグリケ

-ション反応中間体が生成することが知られているoInyitroでの生理的な

条件下で､グルコースとタンパク質を反応 させると､3-DGが生成する｡3-DG

は､タンパク質のリジンと反応 し､ビラリンやベントシジンといった AGEを生

成し､これ ら AGEが糖尿病性腎症患者の腎臓に蓄積していることが報告されて

いる｡また､freeの 3-DG 自体が直接血管壁構成細胞に作用する可能性も示唆

されてお り､3-DGと糖尿病血管合併症の係わりも注目されている｡

糖尿病合併症である､糖尿病性網膜症､糖尿病性網膜症および糖尿病性神経

障害が引き起こされる病因の一つに､ポリオール経路の活性化が挙げられる｡

ポリオール経路は､高血糖状態において活性化される､アル ドース還元酵素

(Aldosereductase:AR)を律速酵素とする経路である (図 3-1)｡ポリオール

経路では､グルコースは ARによりまずソルビトールに変換され､ソルビトー

ルはソル ビ トール脱水素酵素 (sorbitoldehydrogenase:SDH)により､フル

クトースに変換される｡

CI七qH

T- :j-

舶 巨 = 謀 る "

図 3-1 ポリオール経路と糖尿病合併症

ソルビトールは､細胞膜を通 じす ぐに拡散できないため､細胞内に蓄積され
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る.その結果､細胞内浸透圧の上昇や NADPH濃度の低下などが細胞の機能変異

や障害を招き､結果として糖尿病性網膜症､糖尿病性網膜症および糖尿病性神

経障害を引き起こす [32-35]｡

また､ソルビトールの蓄積だけでなく､ポリオール経路により生成する AGE

によっても糖尿病合併症が引き起こされる｡ソルビトールから変換されたフル

ク トースは､グリケ-ション反応中間体の 3-deoxyglucosone (3-DG)を生成す

る｡3-DGはタンパク質のリジン残基と容易に反応しビラリンやベン トシジンと

いったAGEを生成する｡

1980年以来､糖尿病合併症の予防におけるポリオール経路抑制の重要性から､

多くの AR阻害剤 (aldosereductaseinhibitors:ARIs)が研究開発され､実

験動物の糖尿病性合併症の進行を抑えることが報告されている[48]O-方､1970

年代の半ばより､いくつかの研究で 1'nyl'ytroにおいて､･フラボノイ ドによる

AR活性の抑制が報告されている [49]｡しかし､1'nvl'voにおけるフラボノイ

ド摂取とAR活性抑制作用については未解明の点が多い｡

一方､生体内にはα-ジカルボニル化合物を分解する経路も存在する｡グリオ

キザラーゼはグリオキザラーゼⅠとグリオキザラーゼⅡから成る酵素で､α-ジ

カルボニル化合物を分解する｡グリオキザラーゼ Ⅰはα-ジカルボニル化合物

と還元型のグルタチオンとを反応させ､㌻D-hydroxyacylglutathioneにする酵

素である｡また､グリオキザラーゼⅡは ㌻D-hy血oxyacylglutathioneを加水

分解しする (図3-2)｡したがって､グリオキザラーゼ活性が増加すればα-ジカ

ルボニル化合物量は減少し､結果的には AGEの生成を阻害することが可能にな

る｡

そこで本研究では､まず糖尿病ラットにおいて増加 した 3DGがフラボノイ ド

の摂取で減少できるかどうか確認し､その際のアル ドース還元酵素とグリオキ

ザラーゼ活性に及ぼす影響を検討した｡

3.2. 方法

(1)3DGの定量

3-DGは非常に不安定なジカルボニル化合物であり､3-DGそのものを定量す

ることは困難である｡そこで､3-DGが生体内においてAGEの生成にどのような
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影響を与えるかを検討するために､Yamadaら [50]の方法に従って､3-DGを

2,3-diaminorlaphthaleneと反応させ､安定な誘導体に変換し､高速液体クロマ

トグラフィー (肝LC)を用い､誘導体化された 2-(2,3,4-trihydroxybutyl)-

benzo[g]quinoxalineのピークを検出することで3-DGを定量した｡

肝臓約 100mgを試験管にとり､10血Ⅰリン酸緩衝液を 1ml加え､ホモジナイズ

した｡このホモジネー ト溶液をエツペンドルフチューブに移 し､14,000g､4℃

で15分間遠心分離した｡上清を試験管にとり､これに0.005% 2,3-pentanedione

を50plおよび 6%過塩素酸をlml加え､3,550g､4℃で20分間遠心分離した｡

上清をフタ付試験管にとり､これに飽和炭酸ナ トリウムを2ml加え中和した後､

0.1% 2,3-diaminonaphthaleneを 10叫1加え､4℃で 16時間静置し､3-DGと

2,3-diaminonaphthalenを反応させたるこれに酢酸エチルを 4ml加えてよく振

とうし､反応生成物を酢酸エチル相に抽出した｡酢酸エチル相をナシ型フラス

コに移 し､もう一度酢酸エチルを 4ml加えて反応生成物を抽出した｡この抽出

作業を3回行い､集めた酢酸エチル相をロータリーエバポレーターで蒸発乾固

した｡これにメタノール 200plを加え反応生成物を溶解し､肝LC分析試料とし

た｡肝LC のポンプは PU-2089 (日本分光､東京) を用 い､カ ラムは

LiChrospherlOORP18e(メルク､ドイツ)､50mMリン酸ナ トリウム緩衝液 (pH7.4)

/アセ トニ トリル/メタノール=70/15/15から20/40/40の直線グラディェント溶

出させた｡検出は蛍光分光検出器 (FP-520､日本分光､東京)を用いて励起波

長 271mm､蛍光波長 503nmで検出した｡

(2)アル ドース還元酵素活性の測定

ロアル ドース還元酵素によりグルコースがソルビトールに変換される際､NADPH

が NADP+に酸化される0本実験では､グリセルアルデヒドを基質とし､アル ド

ース還元酵素により酸化されたNADPHを 340nm吸光度から測定し､活性を算出

した.調製したサンプル 20plに 180plの 0.065M リン酸ナ トリウムーカリウム

緩衝液加えて 10倍に希釈したoこの試料に0.8M硫酸リチウムを 200pl加えた

後､37℃で保温しておいたアッセイミックス溶液 (0.5nM リン酸ナ トリウム-

カリウム緩衝液 :0.5hMNADPH:50mMグリセルアルデヒド- 1:1:1)を600BA1

加え､直ちに 340mmでの吸光度を37℃で測定した｡吸光度の測定には､分光吸
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光光度計 (JASCOW/VISSpectrophotometerV-530､日本分光株式会社 :東京)

を用い､37℃､340mmにおける5分間の吸光度の減少から酸化された NADPH量

を測定して算出した｡

活性は､サンプルのタンパク質 1mgが､1分間に1nmolの NADPHを酸化す

る酵素量で表した｡

(3)グリオキザラーゼ活性の測定

ラットの肝臓約 100mgにPBS5mlを加え､ホモジナイズし､4℃､8,000gで15

分間遠心分離したものを試料としたO試料は Lowry法変法に基づき､タンパク

質を定量した｡

活性の測定は､石英セルに試料 100lllと0.1Mリン酸ナ トリウム緩衝液 900LLl､

MG50pl､GSH20plを入れ､直ちに240nmでの吸光度を30℃で 5分間経時的に測

定した｡活性は粗酵素溶液中タンパク質量 1mgの1分間あたりの 240nmの吸光

度の増加で表した｡

(4)動物実験

動物実験は 2回行い､1回目は第 2章と同一である02回目は以下のように

行った｡実験動物は､5適齢のWistar系雄ラット (90-110g:日本エスエルシ

ー株式会社､静岡)18匹を用いたOラットは個別のステンレスゲージに入れ､

室温 22℃±1℃､湿度 50%±10%に保ち､午前 6時から午後 6時までの 12時

間の明暗サイクルで飼育した｡予備飼育期間中､3 日間は固形飼料 (cE-2､日

本クレア株式会社､東京)､その後4日間は AIN-93Gに準じた 20%カゼイン飼

料を自由摂取させ､同時に水道水も自由摂取させた｡7 日間の予備飼育後､非

糖尿病態ラット群 (NC群)7匹を分け､それ以外には､ス トレプ トゾトシンを

体重 1kgあたり50mgとなるように尾静脈注射 し､糖尿病態にした｡注射して2

日後､体重と血糖値の平均が等しくなるように DC群 とDV群に群分けし､実験

飼料を与えた｡実験飼料には､NC群とDC群には AIN-93Gに準じた20%カゼイ

ン飼料､DV群には 20%カゼイン飼料にヤマブ ドウ低分子ポリフェノール抽出

物を 0.13%になるように加えた VL添加飼料を与えた｡添加量は Folin-Denis

法によって測定した総ポリフェノール量がカテキン当量で 0.1%となるように
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決めた｡28日間飼育した後､ラットをジェチルエーテル麻酔下で開腹し､下大

静脈から採血後心臓を切って屠殺 し､肝臓と腎臓を掃出した｡これらは液体窒

素で速やかに凍結し､-80℃で分析まで保存した｡

3.3 結果

(1) 糖尿病ラットにおける肝臓 3-DG濃度とG-ルチン摂取の影響

31DGを 2,3-diaminonaphthalene と反応させ､2-(2,3,4-trihydroxybutyl)-

benzo[g]quinoxaline誘導体化することで HPLC分析により3-DGを定量するこ

とができた｡ しか し､他 のジカル ボニル化 合物である glyoxalおよび

methylglyoxalは検出できなかった｡

20%カゼイン飼料を摂取 させた健常ラット (C群)の肝臓中 3-DG濃度は

1.97pol/ngであった (図 312)｡20%カゼイン飼料を摂取させた糖尿病ラット

(DC群)の肝臓中3-DG濃度は､C群に対し増加する傾向がみられ､C群の約3

倍以上になった00.2%G-ルチン添加飼料を摂取させた DR群では､糖尿病で増

加した肝臓中 3-DG生成を抑制する傾向がみられ､DC群の 65%になったが有意

差はなかった｡2.5%ヤマブ ドウ絞り粕抽出物添加飼料を摂取させたDV群でも､

ヤマブドウ絞 り粕抽出物摂取による肝臓中 3-DG生成を抑制する傾向がみられ

た｡
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図3-2 フラボノイ ド摂取糖尿病ラットの肝臓 3-DG濃度

(2)糖尿病ラットにおけるアル ドース還元酵素活性とG-ルチン摂取の影響
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G-ルチンおよびヤマブ ドウ絞り粕抽出物摂取が肝臓､腎臓､俳腹筋および眼

球中のアル ドース還元酵素活性に及ぼす影響を図 3-3に示す｡20%カゼイン飼

料を摂取させた正常ラット群 (C群)の肝臓アル ドース還元酵素活性は 46.7

mmol/mgprotein/minであった｡糖尿病ラット群 (DC群)肝臓では､C群に対

し 25%有意に増加した｡0.2%㌃ルチン添加飼料 (DR群)および 2.5%ヤマブ

ドウ絞 り粕抽出物添加飼料を摂取させた群 (DV群)では､糖尿病で増加したア

ル ドース還元酵素活性を有意に抑制し､C群と同レベルになった｡

G-ルチンおよびヤマブ ドウ絞り粕抽出物摂取が腎臓中のアル ドース還元酵素

活性に及ぼす影響をFig.3-6に示す｡20%カゼイン飼料を摂取させたC群のAR

活性は 138.2mmol/mgprotein/minであり､肝臓より有意に高かった｡20%カ

ゼイン飼料を摂取させた DC群のアル ドース還元酵素活性は､C群に対し 13%

有意に増加 した｡0.2%G-ルチン添加飼料を摂取させた DR群では､糖尿病で増

加 したアル ドース還元酵素活性を有意に抑制し､C群と同レベルになった｡2.5%

ヤマブ ドウ絞 り粕抽出物添加飼料を摂取させた DV群では､ヤマブ ドウ絞り粕

抽出物摂取によるアル ドース還元酵素活性抑制作用はみられなかった｡

骨格筋 (俳腹筋)では各群の差は認められなかった｡アル ドース還元酵素は

眼球の水晶体で活性が高い｡そこで眼球中の活性を測定したところ､わずかで

はあるが糖尿病ラットで増加した｡G-ルチンとヤマブ ドウ抽出物の摂取は有意

にこの増加を減少させた｡

(3)フラボノイ ドのアル ドース還元酵素活性の阻害

次に invitroにおけるアル ドース還元酵素の各種フラボノイ ドによる阻害

を検討した (図 3-4)oG-ルチン､ケルセチンおよびスルフレチンを添加 した群

において､100､200および 1000岬 のG-ルチン添加､200および 1000llMのケル

セチン添加､そして 1000pMのスルフレチン添加により活性の抑制作用が認め

られた.1000pMの G-ルチン､ケルセチンおよびスルフレチンを添加 した群で

は､対照群に対してスルフレチン>ケルセチン>G-ルチンの順で AR活性を有

意に抑制し､その AR活性はそれぞれ対照群の62%､65%および 68%にまで有

意に抑制された｡
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ルチンおよびイソラムネチンを添加した群では､1000pMのフラボノイ ド添加

により､対照群に対し活性が有意ではないが抑制される傾向がみられた｡

いずれのフラボノイ ドを添加した群においても､フラボノイ ドを 10pM添加

した群では､フラボノイ ド添加によるアル ドース還元酵素活性の抑制作用は認

められず､-スペリジンおよびカテキンを添加した群では 1000pMのフラボノ

イ ドを添加 しても､対照群に対し活性を抑制する作用は認められなかった｡

(5)フラボノイ ド摂取がグリオキザラーゼ活性に及ぼす影響

フラボノイ ド添加によるグリオキザレースⅠ活性に対する影響をまず in

vitroで検討した (図 3-5)oG-ルチン､EGCg､プロシアニジン Bl､は 10pMに

おいて活性には顕著な変化がなかったが､100岬 においては活性が顕著に上昇

した｡G--スペ リジン添加では活性が上昇しなかった｡ヤマブ ドウ搾 り粕抽出

物は 0.01mg/mlでは活性には顕著な変化がなかったが､0.l拍g/mlでは活性が顕

著に上昇した｡

次いで､糖尿病ラットに対するヤマブドウ抽出物摂取がグリオキザラーゼ活

性に及ぼす影響を検討した｡その結果､糖尿病の発症によりグリオキザラーゼ

活性は顕著に減少したが､ヤマブドウ抽出物摂取はそれを回復させることはで

きなかった (図3-6)0
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3.4 考察

Matsudaら [51]は､フラボノイ ドの構造上の違いによるラットレンズのア

ルドース還元酵素活性抑制効果の違いについて検討 している｡彼らは､フラボ

ンとフラボノールにおいて､7位に水酸基をもっこと､もしくはB環にcatechol

構造 (3'位および4'位に水酸基)をもつことで AR活性抑制効果が高まるこ

と､2位と3位の二重結合によりアル ドース還元酵素活性抑制効果が高まる､

ということを報告した｡今回､ケルセチンは肝臓と腎臓のどちらのアル ドース

還元酵素活性に対しても強い抑制効果を示したが､ケルセチンは上の2つの条

件に当てはまる構造をしている｡また､ルチンおよび G-ルチンも7位に水酸基

をもち､2位と3位に二重結合をもつことから､今回の実験で強いアル ドース

還元酵素活性抑制効果を示した結果と一致する｡また､Lee[52]は 1'nyl'tro

の実験で､ラットレンズのアル ドース還元酵素活性をケルセチンにより 100%

抑制したと報告しており､ケルセチンは強いアル ドース還元酵素活性抑制効果

が期待できる｡

反対に､今回の実験では､-スペ リジンとカテキンは肝臓および腎臓のどち

らのアル ドース還元酵素活性にも抑制効果はみられなかった｡Matsudaらは､

アル ドース還元酵素活性抑制効果の減少に関し､ 7位に ㌻glucosyl構造をも

つとAR活性抑制効果が減少すること､B環に pyrogallol構造 (3'位､4'位

および5'位に水酸基)をもつと､B環に catechol構造をもつよりもAR活性抑

制効果が減少することを報告した｡-スペ リジンは､ルチンによく似た構造を

もつフラボノイドであるが､7位に ㌻glucosyl構造をもつため､ルチンと比

較して AR活性抑制効果が低かった可能性が考えられる｡また､今回実験に用

いたカテキンはepigallocatechinである｡■これは B環にpyrogallol構造をも

つため､他のフラボノイ ドと比較し､アル ドース還元酵素活性抑制効果が低か

った可能性が考えられる｡

これらのことから､フラボノイ ドには高血糖により増加 したアル ドース還元

酵素活性を如制する効果があること､そして､その効果の違いはフラボノイド

の構造が深く関与している可能性が示唆されたOまた､1'nvl'troにおいて､フ

ラボノイドによるAR活性の抑制効果は 200および 1000tAMという高濃度でなけ

れば現れないことが示された｡
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糖尿病ラットにおけるラット組織 (肝臓､腎臓､俳腹筋および眼球)アル ド

ース還元酵素活性に対する G-ルチンおよびヤマブ ドウ抽出物摂取が及ぼす影響

について検討した｡肝臓､腎臓､俳腹筋および眼球において､20%カゼイン飼

料を摂取させた正常ラット群 (C群)のアル ドース還元酵素活性は各組織間で

有意に異なっており､特に腎臓では有意に高かった｡肝臓､腎臓および眼球に

おいて､C群のアル ドース還元酵素活性に対 し､20%カゼイン飼料を摂取させ

た糖尿病ラット群 (DC群)のアル ドース還元酵素活性は有意に増加 した｡図3-2

に見られるように 3-DG濃度も肝臓で増加 していることから､糖尿病でポリオ

ール経路が活性化され､ジカルボニル化合物が蓄積 したことが考えられる｡糖

尿病によりアル ドース還元酵素活性が増加する原因として､高血糖状態による

ポリオール経路の活性化があげられるが､この他に､グリケ-ションにより生

成したAGEがアルドース還元酵素活性の増加に関わっているという報告がある｡

Nakam∬aら [53]は､微小血管内皮細胞とAGE化 した BSAをインキュベーショ

ンすると､AGE化した BSAの濃度依存的に微小血管内皮細胞のアル ドース還元

酵素の mRNAが増加すること､またそれに付随してアル ドース還元酵素のタン

パク質量およびアル ドース還元酵素活性も増加することを報告 している｡この

とき､肝臓および眼球において､糖尿病により増加 したアル ドース還元酵素活

性は㌻ルチンおよびヤマブ ドウ絞り粕抽出物摂取によりC群と同程度まで抑え

られた｡腎臓においては､糖尿病により増加 したアル ドース還元酵素活性は G-

ルチン摂取によりC群と同程度まで抑えられたが､ヤマブ ドウ絞 り粕抽出物摂

取による抑制効果はみられなかった｡

Znvl'troでのアル ドース還元酵素活性抑制効果が確認できたフラボノイ ド濃

度を比較すると､1'nyl'voでのアル ドース還元酵素活性は 1'nv･1'troよりもかな

り少量のフラボノイ ドにより抑制されたことが考えられる｡ 2週間 0.2%G-ル

チン添加飼料を摂取させた時の肝臓中のケルセチン濃度が 0.1nmol/gであった

ので (未発表データ)､フラボノイ ドにより直接アル ドース還元酵素活性が抑

制されただけでなく､糖尿病ラットにフラボノイ ドを長期間摂取させたことに

より､AGE生成が抑制され､AGE生成に伴 うアル ドース還元酵素の mRNAの増加

が押さえられた結果､アル ドース還元酵素活性が抑制された可能性が考えられ

る｡
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一方､ジカルボニル化合物を分解するグリオキザラーゼは､糖尿病でその活

性が低下した｡これは糖尿病でアル ドース還元酵素活性が低下したことと合わ

せて考えると､糖尿病でジカルボニル化合物が顕著に蓄積することをよく説明

できる｡ しかし､フラボノイ ドは 1'nvl'troではグリオキザラーゼ Ⅰの活性を

増加させたが､ラットでは増加させることはできなかった｡グリオキザラーゼ

Ⅰはグルタチオンを補因子とする｡したがって､抗酸化物質は還元型グルタチ

オンの再生を容易にするので 1'nv･1'troではその活性を増加させることができ

たものと考えられる｡糖尿病では著しい酸化ストレス状態となっている｡この

ような状態では抗酸化物質は多くの活性酸素の消去に消費されると考えられ､

還元型グルタチオンの再生にまで効果が出るにはきわめて濃い濃度が必要であ

る｡今回の実験ではそれに達しなかったことが示唆された｡

グリケ-ションは本来非酵素的な反応であるが､極めて反応性の高いα-ジカ

ヤレポニル化合物の生成はポリオール経路を始め酵素的に行われる｡また､その

分解も酵素的な作用である｡これらに対して､フラボノイドがα-ジカルボニル

化合物蓄積の抑制方向に働くといくことは大変興味深い｡さらに､アル ド∵ス

還元酵素に見られるように､遺伝子レベルで作用する可能性も本研究で見出さ

れた｡以上のように､フラボノイ ドは単なる抗酸化的な働きだけではなく､細

胞の恒常性維持に対して総合的に作用することが強く示唆された｡
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4. AGEタンパク質の分解

4.1 日的

タンパク質は翻訳後､その機能を発現するた.めに､酵素的にメチル化､リン

酸化などの修飾を受けろものが多い｡一方､活性酸素種､過酸化脂質､カルボ

ニル化合物などの反応性の高い分子はタンパク質と非酵素的に反応し､予期せ

ぬ修飾を受けることによって本来の機能を失うタンパク質も存在する｡そうい

?たタンパク質は異常タンパク質と呼ばれる｡グリケ-ションを受け､AGEに

よって修飾を受けたタンパク質も異常タンパク質の一種である｡AGE修飾タン

パク質は､機能を失った不要なタンパク質であり､それは､その後どのような

経路で分解され､生体から除去されるのであろうか｡

細胞内の不要なタンパク質を分解するタンパク質分解経路として､ユビキチ

ンープロテアソームシステムが提唱されている [54]｡プロテアソームは損傷し

たタンパク質の分解や､総合的な代謝回転に応答するサイトゾルに遍在する巨

大タンパク質分子の複合体であり､20Sと26Sの 2つの型が存在する｡20Sプ

ロテアソーム (分子量 70万)は分子量 2-3万のα､βの2種類のサブユニッ

トが 7個ずつ 4層に積み重なり､中が空洞の構造をしている｡一方､26Sプロ

テアソーム (分子量 160万)は 20Sプロテアソームと19S制御サブユニット複

合体 (分子量 100万)からATP依存的に構築され､そのタンパク質分解活性の

発現にATPの分解が必須である (Fig.4-1)｡このうち､26Sプロテアソームが

ユビキチン依存的タンパク質分解をつかさどる [54]｡

ユビキチンープロテアソームシステムは二つのシステムから成り立っており､

1つはポリユビキチン化 というタンパク質の修飾を行うユビキチンシステム､

もう 1つは 20Sプロテアソーム､26Sプロテアソーム､19S制御サブユニット

からなるプロテアソームシステムである｡前者のユビキチンシステムによって

できるポリユビキチン鎖が分解のシグナルとして 26Sプロテアソームによって

認識され､ポリユビキチン化されたタンパク質が 26Sプロテアソームによって

ATP依存的に分解される｡

これまでに､軽度の酸化ス トレスを与えた細胞ではユビキチン-プロテアソ
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-ムシステムが誘導されること [55].や､酸化ス トレスを与えたラットミオシ

ーン重鎖のポリユビキチン化が克進すること [56]など､酸化修飾タンパク質の

分解にユビキチンシステムが関与することを示唆する報告が多数なされており､

酸化修飾タンパク質分解経琴の一つの有力な説として知られている｡他方で､

酸化修飾タンパク質の分解には､ユビキチンシステムを経ずに 20Sプロテアソ

ームが直接 ATP非依存的に酸化修飾タンパク質の選択的分解を担っているとす

る報告 [55]もあり､さらに､ヒトやラットの組織､細胞において 20S､26S

ともに加齢に伴ってペプチダーゼ活性が低下することが報告されている [55]｡

このように､酸化修飾タンパク質の分解機構については未だ多くの研究者に

よる議論が続いている｡一方､糖によって修飾を受けた AGE化タンパク質の分

解経路については､AGEが ATP依存性のプロテアソームによる分解を妨害する

ことで､糖尿病ラットの肝臓や腎臓のプロテアソームの活性が減損すること

[57]や､グリオキザール処理を施した細胞を用いた CML修飾タンパク質形成

下でのプロテアソームの動向 [58]などが報告されているが､現段階での研究

蓄積は､まだ発展途上にあるといえる｡しかし､糖尿病患者やラットなどの組

織タンパク質にAGEが ｢分解され難く蓄積する｣という特性をもつ背景や､蓄

積してしまった AGEの体外-の除去を視野に入れ､タンパク質の分解に対する

グリケ-ションの影響を考慮することは､タンパク質のグリケ-ション抑制や

AGE蓄積抑制を検討する上での一つの重要な観点であると考えられる｡

本研究では､AGE化されたタンパク質の分解におけるプロテアソームの役割

について､プロテアソーム活性とユビキチン化の両面から検討を行った｡

4.2 方法

(1)トリプシンによるAGE-BSAの加水分解産物の検出

AGE化タンパク質の分解を評価する手段の一つとして､ウェスタンブロット

法および ELISA法を用いて､BSAとフルクトースをインキュベーションして作

成したAGE-BSAをトリプシンで加水分解したときに生じるAGEのフラグメント

を抗AGE抗体を用いたウェスタンブロットとELISAで検出した0

ウェスタンブロットは先の実験と同様の手順で実施 したoELISAは､IMMUNO-

TEKELISAConstructionSystem(ZeptoqetrixCorporation;USA)を用いて､
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AGE-BSAを固相化して行った｡

(2)ELISA法によるAGE-BSAの トリプシン分解フラグメントの検出

トリプシンによるAGE-BSAの加水分解によって生じたウェスタンブロットで

は検出できない分子量 10,000以下の画分に含まれる分解フラグメントを､限

外涼過フィルターを用いて分画し､ペプチ ド画分中の AGE構造体を第 2章､第

2節､1-5と同様の方法で競合 ELISAによって検出した｡

(3)プロテアソームの部分精製

プロテアソームの部分精製は､Tanakaら [59]の方法で行なった｡この方法

は､プロテアソームが高分子量のプロテアーゼであることを利用し､遠心分離

によってプロテアソームを多く含む画分を得る方法である｡

5適齢のWistar系雄ラット (85-100g､ 日本エスエルシー株式会社 ;静岡)

から採取した肝臓約 2gに冷ホモジネー ト用緩衝液 (pH7.4)を 16mL加え､氷

冷しながらポリトロンホモジナイザーでホモジナイズした｡このホモジネー ト

懸濁液を20,000×g､4℃ で 20分間遠心分離 し､この上澄を 105,000×g､4℃

で 1時間遠心分離し､さらにこの上澄を 105,000×g､4℃で 5時間遠心分離し

た｡この時できた沈澱をプロテアソーム溶液用緩衝液 3血 で溶解 したものを部

分精製プロテアソーム溶液として以後の実験に使用した｡

(4)プロテアソーム活性の測定

部分精製プロテアソームにカテキン､EGCg､ヤマブ ドウポリフェノールを添

加したときのトリプシン様ペプチダーゼ活性､キモ トリプシン様ペプチダーゼ

活性､ペプチジルグルタミルペプチダーゼ活性を測定した｡プロテアソームは

基質特異性の非常に広い酵素であるが､4-メチルクマ リルー7-アミド (MCA)と

結合した高感度の合成基質を用いて酵素活性を測定した｡ペプチ ドと結合した

MCAは､ペプチ ド結合が切断されると蛍光物質である 7-アミノ14-メチルクマ

リン (AMC)を遊離するOそこで､遊離した AMCの蛍光強度を測定することに

より､酵素活性を評価することができる｡合成基質としてBoc-Leu-Arg-Arg-MCA

(トリプシン様ペプチダーゼ活性)､Sue-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA(キモ トリブシ
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ン様ペプチダーゼ活性)､zILeu-Leu-Glu-MCA(ペプチジルグルタミルペプチダ

ーゼ活性)を用いた｡

10倍に希釈した部分精製プロテアソーム40pLに､カテキン､EGCg溶液を10pL

ずつ添加 した｡また､ヤマブ ドウポリフェノールを反応用緩衝液に溶解し､総

フェノール量がそれぞれの濃度のカテキンと等しくなるように 1叫ずつ添加 し

たOこれに基質溶液 50LLLを加え､37℃で 20分間インキュベーションした.イ

ンキュベーション終了後､直ちに 10%sDSを 100pL加えて反応を停止させ､さ

らに 100血Iトリス塩酸緩衝液を 2mL加え､励起波長 380nm､蛍光波長 460mmに

おける蛍光強度を分光蛍光光度計 RF-5300･PC(島津製作所 :京都)を用いて測

定した｡なお､盲検は､部分精製プロテアソームの代わりに精製の際に用いた

プロテアソーム溶解用緩衝液を加えたもの､標準試料は基質溶液の代わりに

10pMAMC､部分精製プロテアソームの代わりにプロテアソーム溶解用緩衝液を

加えたものを用いた｡また､部分精製プロテアソームのタンパク質濃度をLowry

法変法により測定した｡各種ペプチダーゼ活性は､タンパク質 1mgが 1分間当

たりに放出する AMC量として計算し､フラボノイド無添加のコントロールサン

プルに対する相対値で表した｡

(5)部分精製プロテアソームのグリケ-ションが清性に及ぼす影響

部分精製プロテアソームをフルクトースとともにインキュべ-トし､プロテ

アソームをグリケ-ションさせたときの活性に与える影響を検討した｡部分精

製プロテアソーム溶液をタンパク量が 2mg/mLになるように調整し､プロテア

ソーム溶解用緩衝液に溶解した D-フルクトースを0､100､200､300､400､500mM

となるように添加 した｡これを 37℃で 24時間インキュべ-トし､以下の実験

に使用した｡プロテアソームがフルクトースとの 24時間のインキュベーショ

ンによってグリケ-ションを起こしたかどうかを確認するために､ウェスタン

ブロット法によってAGE化プロテアソームを検出し､活性も測定した｡

(5) 抗AGE抗体と抗ユビキチン抗体を用いた糖尿病ラット肝臓の免疫沈降

STZ誘導糖尿病ラット肝臓を用いて､抗ユビキチン抗体を用いて免疫沈降さ

せ､さらにこれを抗AGE抗体でウェスタンブロットした｡
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4.3. 結果

(1)ウェスタンブロット法によるAGE-BSAの加水分解フラグメントの検出

AGE-BSA を トリプシンによって加水分解し､生じたフラグメントを､抗 AGE

モノクローナル抗体を用いてウェスタンブロットで検出した結果を Fig.4-3

に示す｡CBB染色では約 69kDaの BSAのバンドの下にトリプシン分解によって

生成 したフラグメントを観察することができた (図 4-2､CBB点線枠内)｡しか

し､抗 AGE抗体によるウェスタンブロッティングではこのフラグメントは検出

されず､これらのフラグメントは AGE抗体の抗原決定基が失われることが示さ

れた｡また､ トリプシンによる加水分解により､AGE-BSAに特徴的なアグリグ

ーシ畠ンを起こして生成したと考えられる高分子域のバンドが反応時間に応 じ

て減少していく様子が確認された (図 4-2､i)｡さらに､AGE抗体によるウェ

スタンブロッティングで､約 86kDaと約 50kDaにCBB染色では観察されなかっ

･たバンドが確認された (図 4-2､五､in)O約 86kDaのバンドはトリプシン無添

加のサンプル (G))には確認できないが､トリプシンとAGE-BSAを混和した後

直ちにサンプリング処理をした分解時間 0時間 (②)のサンプルでは確認する

ことができた (図 4-2､五)｡これらの分解によって生じたバンドは､トリプシ

ンによる分解が進むに従って減少し､分解開始から 24時間後にはほぼ全てが

分解されたことが示された｡
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図 4-2AGE-BSAのトリプシンによる加水分解産物の検出 (ウェスタンブロッ

ト)

① トリプシン無添加 ② トリプシン分解時間 0時間 ③ トリプシン分解時間 1時間 ④ トリプ
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トリプシンによる加水分解時間 (h)

図4-3AGE-BSAのトリプシンによる加水分解産物の検出 (ELISA)
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(2)ELISA法によるAGETBSAの加水分解フラグメントの検出

トリプシンによる AGE-BSAの加水分解によって生じた分子量 10,000以下の

ペプチド中のAGE構造体を競合 ELISA法によって検出した結果を Fig･4-4に

示す｡競合 ELISAは試料中の遊離抗原量と酵素標識体検出試薬の発色が逆比例

するため､試料中の AGE量が多いほど吸光度は小さく､AGE量が少ないほど吸

光度は大きくなる｡そのため､この実験の結果はトリプシン無添加サンプルの

吸光度を 100としたときの､ トリプシン処理による吸光度の減少率を分子量

10,000以下の画分中に遊離したAGE量の相対値として表した｡ トリプシンの分

解時間に伴って､分子量 10,000以下の画分に現れる抗 AGE抗体に認識される

遊離ペプチド量が上昇した｡このことによって AGE-BSAの分解産物中に含まれ

るAGE構造体を､抗AGE抗体によって検出できることが示された0

(3)フラボノイドが部分精製プロテアソームの活性に及ぼす影響

部分精製プロテアソームにカテキン､EGCg､ヤマブ ドウポリフェノールを添

加 したときの､各種ペプチダーゼ活性に与える影響を示した結果を､図 4-4に

示す｡カテキンの添加は､三種類のペプチダーゼ活性には影響を与えなかった9

-方､1000pMの EGCg添加によって､3種のペプチダーゼ全ての活性が阻害さ

れ､特にキモトリプシン様活性はコントロールの 40%程度まで低下した｡ヤマ

ブ ドウポリフェノ｣ルを総フェノール量が 1000BLMのカテキンと当量となるよ

うに加えると､3種のペプチダーゼ全ての活性が阻害され､特にキモ トリプシ

ン様活性はコントロールの50%程度まで低下した｡

(4)ウェスタンブロット法によるAGE化部分精製プロテアソームの検出

0-500mMのフルクトースとともに 24時間インキュべ- トした部分精製プロ

テアソーム中に生じたAGEを､抗 AGE抗体を用いたウェスタンブロッティング

によって検出した結果を図4-5に示す｡CBB染色では､24時間のインキュベー

ションによる影響は認められなかった｡抗 AGE抗体によるウェスタンブロッテ

ィングにより､約 150kDaのバンドがフルクトースの濃度依存的に AGE化を受

けていることが示された (図 4-5､i)050kDaのバンドは､フルクトースの有

無に関わらず､37℃､24時間のインキュンべ-ションによってAGEが生成した｡
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図 4-4 部分精製プロテアソームのペプチダーゼ活性に対するフラボノイドの

影響

ヤマブドウポリフェノールはFolin-Denis法によって測定した総フェノール量が

それぞれの濃度のカテキンと等しくなるように添加した｡値はコントロールを

1(泊としたときの相対値.
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図4-5 ウェスタンブロッ ト法によるAGE化プロテアソームの検出

①:インキュべ-ト前の部分精製プロテアソーム ② :フルクトース無添加で37℃､24時間イ

ンキュべ-ト ③ :100mMフルクトースとともに 37℃､24時間インキュべ-ト ④ :200血Mフ

ルクトースとともに37℃､24時間インキュべ-ト ⑤ :300mMフルクトースとともに37℃､24

時間インキュべ-ト ⑥:400mMフルクトースとともに37℃､24時間インキュベ-ト ⑦:500mM

フルクトースとともに37℃､24時間インキュべ-ト

(5)部分精製プロテアソームのグリケ-シ ョンがペプチダーゼ活性に及ぼす

影響

0-500mMのフルク トースとともに 24時間インキュべ- トした部分精製プロ

テアソームの トリプシン様活性､キモ トリプシン様ペプチダーゼ活性､ペプチ

ジルグルタミルペプチダーゼ活性を測定 した結果を Fig.4-7に示す｡フルク

トースの有無に関わらず､37℃､24時間のインキュベーションによって 3種の

ペプチダーゼ活性全てが著 しく低下 した｡ しか し､フルク トースを加えてイン

キュベーションしたものは､添加 したフルフルク トースの濃度依存的に活性低

下が抑えられた｡
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(6) 免疫沈降法によるユビキチン化AGEの検出

4.4 考察

本章では､ トリプシン分解によるAGE-BSAの分解産物の検出.と､フラボノイ

ドおよびグリケ-ションが部分精製プロテアソームのペプチダーゼ活性に与え

る影響を検討した｡

まず､試験的に作成した AGE-BSAをトリプシンによって加水分解し､分解時

間推移によるフラグメントの動向を検出した.分解物の SDS-PAGEの後､ゲル

を CBB染色して観察した結果､BSAのバンドの下､40-55kDa付近に 3種類の

フラグメントを確認した｡これらのフラグメントは､ トリプシン溶液を添加 し

た直後に最も高分子のもの､インキュベーション開始から 1時間後に中程度の

分子量のもの､3-6時間後に最も低分子のものが出現し､12､24時間後には

ほぼ視認できないほどに分解されたことを示し､CBB染色によるトリプシン分

解産物の検出は 40-50kDaで有効であることが確認された｡ウェスタンブロッ

ト法による AGE断片の検出を行ったところ､CBB染色で視認されたフラグメン

トが､ウェスタンブロッティングでは検出できなかった｡このウェスタンブロ

ッティングに用いた抗 AGEモノクローナル抗体のエピトープは､NE-カルボキ

シメチルリジン (CML)であり､CBBで視認された分解産物には CMLが含まれな

いか､あるいはその認識部位がすでに分解されたことが示唆された｡また､CBB

では確認できない分解物を確認した｡これは､CMLを含む分解産物が､分解時

間が進むにつれて分解によって消失したことを示した｡ トリプシンだけでなく､

生体内から採取したプロテアーゼを用いるなど､応用法が考えられる.

次に､抗 AGEモノクローナル抗体を用いた競合的 ELISAによってウェスタン

ブロットでは確認できない分子量 10,000以下のペプチ ド画分に含まれる AGE

の検出を試みた｡分子量 10,000以下の画分に存在するCMLは､ELISA法によっ

て認識することができ､また､それはトリプシンの分解時間に応 じて量が増加

し､分解が進むにつれてペプチド化する AGEが増加したことを示した｡分子量

10,000以下の画分中に存在するAGEをELISAkよって検出できたことは､今後､

例えば糖尿病ラット組織ホモジネート中に含まれるペプチ ド画分中に含まれる

AGEを検出することで､AGEの分解の動向を知る一つの手段になる可能性が考
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えられる｡

次に､超遠心によるプロテアソームの部分精製を行った｡最初の 10,000×g

の遠心でミトコンドリアなどの細胞内小器官を除き､次の 105,000×gの超遠

心で､上清に細胞質画分のみが残る｡さらにこの上清を 105,000×g､5時間と

いう強い条件で超遠心することによって､細胞質中でもっとも高分子量である

プロテアソームを多く含む画分を得た｡この操作により､超遠心前と比較して､

比活性が 3-5倍に上がった (データは掲載していない)｡この部分精製プロテ

アソームにカテキン､EGCg､ヤマブ ドウポリフェノ1-ルを添加したときのペプ

チダーゼ活性を測定した結果､1mMという比較的高濃度のフラボノイ ドを添加

したときに 3ー種類のペプチダーゼ活性の阻害が認められた｡この阻害形式につ

いては､不明であるが､生体内ではフラボノイ ドが 1血Ⅰの濃度で存在する可能

性はないため､例えばフラボノイ ドを摂取し体内に吸収された場合､フラボノ

イ ドの存在による直接的なプロテアソーム活性-の影響を与えることは考え難

く､また､逆に活性を促進 し､タンパク質の分解を促進するような結果も起こ

らないと推察される｡しかし､体内の弱い酸化ス トレスに応答して､プロテア

ソーヰ活性が克進することが報告されてお り [55]､フラボノイ ドのような体

内で抗酸化活性を発揮する抗酸化剤がプロテアソームシステムに二次的に影響

することは充分に考えられる｡Ikemotoら [56]は､ラットの尾部を懸垂する

ことによって無重力状態下におくと､酸化ス トレスによって筋タンパク中ミオ

シン重鎖のユビキチン化が有意に増加 したが､このユビキチン化は抗酸化物と

して知られるビタミン Eの大草投与によっては抑制されないことを示した｡し

かし､酸化ス トレスに応答するタンパク質の分解には必ずしもユビキチンを必

要としないとする報告 [60]もなされており､今後､フラボノイ ドを摂取させ

たラット組織のプロテアソーム活性測定など､lenv･1'voでの検討の余地がある

と思われる｡

次に､部分精製プロテアソームをフルク トースとともにインキュべ- トした

時のペプチダーゼ活性を測定した｡各濃度のフルクトース存在下での 24時間

のインキュベーションにより､部分精製プロテアソームはごく弱いグリケ-シ

ョンが確認された｡また､フルク十一スの有無に関わらず､24時間､37℃のイ

ンキュベ- トにより SDS-PAGEの泳動パターンに変化が認められ､さらにその
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比活性は 5分の 1程度まで低下した･oこれはインキュベーション中の部分精製

プロテアソームの自己消化を示しており､･精製した後のプロテアソームの活性

を維持したまま､グリケ-ションを起こすのは難しいと言える｡しかし､この

活性の低下は､フルクトースを添加することにより､フルクトースの添加濃度

依存的に抑制された｡抑制の度合いは僅かであり､原因も不明であるが､フル

クトースの添加により自己消化を抑えられた可能性が推察される｡また､この

実験の結果から､プロテアソームのペプチダーゼ活性は､グリケ-ションによ

る低下は起こらないことが示された｡我々は過酸化水素添加による酸化ス トレ

ス条件下でもプロテアソームの活性が維持されることを示しており､プロテア

ソームは酸化ス トレスに対する耐性が強いことを示している｡糖やカルボニル

によるス トレスでも同じ結果が得られることは考えやすい｡今後の課題として､

活性を維持したままプロテアソームをグリケ-ションさせる手蔭を検討するこ

とで､さらに詳細な知見を得ることができると考えられる｡＼
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