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要約

糖尿病状態では，グルコース由来高反応性のメチル

グリオキサールの形成が克進し，糖尿病合併症進展へ

の関与が示唆されている。一方，糖尿病性末梢神経障

害にアポトーシス細胞死が関与していることが示唆さ

れており，今回，メチルグリオキサールがラット坐骨

神経由来シュワン細胞に対してアポトーシス誘導作用

を有しているか検討した。メチルグリオキサールは濃

度および時間依存性にシュワン細胞の生存率を減少さ

せ，アポトーシスに特徴的な変化を誘導した。また，

このメチルグリオキサール誘導性アポトーシスは，糖

化反応阻害剤アミノグアニジンやp38MAPK阻害剤

SB203580によって抑制されるとともに，抗酸化剤の

N -acetyl-L-cysteineでも抑制され， この現象に酸化

ストレスの関与が示唆された。実際に， STZ糖尿病

ラットの坐骨神経で酸化ストレスマーカーのふOHdG

の蓄積も確認された。これらの結果は，糖尿病状態下

での酸化ストレスを介する末梢神経シュワン細胞傷害

にメチルグリオキサールが関与している可能性を示唆

しており，今後の糖尿病性神経障害治療のターゲット

を考える上で興味深い知見と思われた。

緒言

糖尿病性神経障害は糖尿病の三大合併症の中でも比

較的早期から出現し，患者の qualityof lifeを著し

く損なうとともに生命予後にも影響を与えることがあ

る。従って，その成因を解明して，有効な治療法を確

立することは重要な課題である。いくつかの大規模臨

床研究によって，厳格な血糖コントロールが糖尿病性

細小血管症の発症進展を阻止し得ることが示され[13J

神経障害の成因に持続する高血糖が関与していること

は示唆されるが，その詳細な機序には不明な点が多い。

糖尿病では，高血糖によって蛋白質の糖化反応(グ

リケーション)が克進している。グリケーションは，

夕、、ルコースなどの還元糖が生体内の蛋白質と非酵素的

に反応しメチルグリオキサール (MG)や 3-デオキシ

グルコソン (3-DG)のような高反応性のジカルボニル

化合物の形成を経て，種々の糖化反応終末産物

(AGEs)の形成に至る反応の総称である。実際に，糖

尿病患者において，血清中の MGや3-DGの濃度が

上昇していることや [4， 5J これらから形成する種々の

AGEs[6Jが糖尿病患者の組織中に蓄積していることが

証明されている。近年， MGや3-DGのような反応性

の高いジカルボニル化合物は， AGEsの前駆体として

だけでなく，それ自体が細胞機能に影響を与える可能

性が指摘されている [7，8J。例えば， MGは，腎糸球

体構成細胞であるメサンギウム細胞に対して，アポトー

シスを誘導することが示され r9J 合併症進展に，

MGのような高反応性のジカルボニル化合物が関与

している可能性が示唆される。

一方，糖尿病性末梢神経障害にみられる代表的な病

理学的所見の一つで、ある節性脱髄の進展にシュワン細

胞のC)のアポトーシスが関与している可能性が示唆

されている O 今回，糖尿病状態で形成冗進している高

キーワード:糖尿病性神経障害，グリケーション，メチルグリオキサール，アポトーシス，シュワン細胞，酸化ストレス
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反応性ジカルボニル化合物の糖尿病性神経障害進展へ

の関与を明らかにする目的で， MGの培養シュワン

細胞に対するアポトーシス誘導作用について invitro 

で検討した。また，アポトーシス関連の細胞内分子メ

カニズムを解明する目的でMAPKスーパーファミリー

メンバーの p38MAPKの関与についても検討を加え

た。

方法

1.使用細胞

ラット坐骨神経シュワン細胞の初代培養は10適齢の

Sprague-Da w leyラットの坐骨神経を摘出し，

Morrisseyらの方法[10.11Jでシュワン細胞を単離し，

3-7継代目を実験に使用した。グルコース濃度 1gjl 

の Dulbecco'sModified Eagle Medium (DMEM， 

GIBCO BRL， Rockville， MD)に10%Fetal calf serum 

(FCS， JRH Biosciences CSL Company， Lenexa， KS)， 

forskolin (2μmo1j1)と牛下垂体抽出物 (10mgj1;

Upstate Biotechnology， Lake Placid， NY) を力日え

て継代し，すべての培養液にペントシリン (100ujml)

とストレプトマイシン (100μgjml)を添加した。

2. ラットシュワン細胞培養条件

10cm培養ディッシュでサブコンフルエントに達し

た培養シュワン細胞を DMEM培養液 [1%FCS，牛下

垂体抽出物 (lmgjl)含有]で24時間スタベーション

した後， MG (0-400μM)とインキュベーションし，

以下の項目を検討した。

3.細胞生存率 (MTTassay) 

24ウェルプレートで培養したシュワン細胞を 0-200μ

MのMGとインキュベーションして8-48時間後の細胞生存

率をMTTassayの原理を利用したCELLPROLIFERA-

TION ASSAY KIT (CHEMICON International， 

Inc.， Temecula， CA)を用いて測定した。また， 200 

μMのMGに糖化反応阻害剤のアミノグアニジン

(AG)を100あるいは200μM加えた場合の細胞生存率

についても同様に検討した。

4. DNA断片化の検出

シュワン細胞を15cm培養ディッシュで培養しスタ

ベーションした後， 0-400μMのMGで24時間刺激し

た。 ApopLadderEX™ kit (TaKaRa Biomedicals) 

を用いて，断片化DNAを抽出し，エチジウムブロマ

イド含2%アガロースゲルにて電気泳動を行った。

5. TUNEL法

シュワン細胞を12ウェルプレートの poly-lysine-

coated coverslip上でサブコンフルエントに達するま

で培養しスタベーションした後， MG200μMと16時

間インキュベーションし，アポトーシス陽性細胞を

in situ Apoptosis Detection Kit (TaKaRa Biomedicals， 

Shiga， Japan)を用いてTUNEL法で検出した。また，

200μMのMGIこアミノグアニジン (AG:100，200μM)， 

抗酸化剤の N-acety 1-L-cysteine(N A C: 2mM)および

p38 MAPK選択的阻害剤のSB203580(1， 10μM)を

添加しMG誘導性アポトーシスに対する阻害効果を調

べた。それぞれ，無作為に 5視野の TNEL陽性細胞

を数え，一元配置分散分析をした後， Dunnett法で

多重比較検定を行った。

6.末梢神経組織の 8-0HdGに対する免疫染色

8週齢の Sprague-Da w leyラットにストレプトゾト

シン (STZ，65mgjml)を静注して糖尿病を誘発して

3ヶ月後の糖尿病ラットと対照ラットから坐骨神経を

摘出して作製したノfラフィン包埋切片に対してDAKO

ENVISION™ System， Peroxidase (AEC) (DAKO 

CORPORATION， Carpinteria， CA)を用いて免疫

染色を行くった。一次抗体として抗 8-Hydroxy-2'-

deoxyguanosineモノクローナル抗体(日本老化制御

研究所， Shizuoka， Japan)を使用した。

結果

1.培養シュワン細胞生存率に及ぼすMGの影響

(84 ) 

培養シュワン細胞はMGによって濃度依存性，時間

依存性に細胞生存率が減少し， MG200μMで48時間

後には29%の生存率となった (Figure1A)o AGを添

加すると， 100μMで52%，200μMで56%と濃度依存

性に生存率を回復させた(Figure1B)。

2. DNA断片化の検出

培養ラットシュワン細胞を種々の濃度のMGと24時

間インキュベーションした場合， 100μM以上のMG

で刺激された細胞においてアポトーシスに特異的であ

るDNAラダーが検出された (Figure2)。

3. TUNEL法

培養シュワン細胞は100μM以上のMGで刺激後， 1 

6時間で，縮小，クロマチン凝縮，アポトーシス小体

形成といったアポトーシスに特徴的な形態学的変化と

ともにTUNEL陽性所見を示した。 MGの濃度依存性

にTUNEL陽性細胞数が増加し， MG100μM以上で
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Fig.1.メチルグリオキサールによる培養ラットシュワン細胞の細胞生存率への影響
(A)培養ラットシュワン細胞を0・200μMのMGと48時間後まで培養し，細胞生存率をMTTassayで、測定した。
濃度依存性，時間依存性に細胞生存率の減少が認められた。*p<0.05 vs. medium alone， * *p<O.Ol vs. medium 
alone， * * *p<0.005 vs. medium alone (B) MG200μMIこ糖化反応阻害剤アミノグアニジン 100，200μMを添加
したところ， MGによる細胞生存率の減少を濃度依存性に回復させた。 *Pく0.05vs， MG200μM，** Pく0.005vs， 
MG200μM 

MG 0 50 100200400 (IJM) 

Fig.2. シュワン細胞のメチルグリオキサール誘導性

DNA断片化
培養ラットシュワン細胞を100μM以上のMGで刺激後

24時間で，アポ卜ーシスに特異的であるDNAラダーが検
出された。

Fig.3.シュワン細胞のメチルグ
リオキサール誘導性アポ

卜ーシスへの各種阻害剤

の効果 (TUNELi法)
培養ラットシュワン細胞は16
時間メチルグリオキサ-)レ200μ

Mのみ (A)と，それに200μM
アミノグアニジン (B)，2mM 

N-acety1-L-cysteine (C)， 10μ 
M SB203580 (D)を加えた条件
下で培養し，アポトーシス陽性

細胞をTUNEL法で検出した。

(85 ) 
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対照、に比較して有意差が認められた。 MG200μMに

よるアポト…シスはアミノグアニジン， NAC， SB203 

580の各種阻害剤によって抑制された (Figure3)。

4.末梢神経組織の 8-0HdG形成

8-0HdG!こ対する免疫染色の結果，糖尿病誘発3ヶ

月後のSTZ糖尿病ラットにおいて対照ラットに比較し，

酸化ストレス冗進状態を示唆する 8-0HdGの蓄積の

増加が認められた (Figure4)。

考察

MGは，糖尿病状態で，種々の高血糖関連代謝経

路[日]を介して形成が克進する高反応性ジカルボニル化

合物であるO 今回， MGが，濃度依存性lこSCにアポ

卜ーシスを引き起こすことが示された。この現象が抗

酸化剤のNACによって岡容されたことから， MGの

アポトーシス誘導作用には酸化ストレスが介斑してい

ることが示唆されるO これに関連して， Cheら[7]は，

MGがラット大動脈平滑筋細胞に対して，細胞内活性

酸素の生成冗進を介してHB羽GF分泌を刺激すること

を報告している。酸化ストレス惹起の機序としては，

細胞内の抗酸化ストレス酵素がMGによって修飾され

て活性が低下するために，細胞内に生成した活性酸素

を消去できなくなることが考えられている。酸化スト

レスと細胞のアボトーシス死を介在する細胞内情報伝

として， MAPKスーノfーファミリ…のメン

ノfーである p38MAPKが着目されているが，今回の

SCに対するMGのアポトーシス誘導作用も p38MAP 

KI現害剤で抑制され， この経路の関与が示唆される。

この現象は，以前に報告された[9Jラットメサンギウム

細胞のMG刺激によるアポ卜ーシス誘導の結果に類似

しているので，糖尿病性細小血管症に共通した現象な

(86 ) 

Fig.4.ラット坐骨神経におけるι
OHdGの局在

週齢を一致させた対照ラット

(A)および STZ注射後 3ヶ月
の糖尿病ラット (B)の坐骨神経
において酸化ストレスマーカー

の8.心HdGに対する免疫染憶を
行ったところ， STZ糖尿病ラッ
トでふOHdGの蓄積が認められ

のかもしれない。しかし， SCに対する濃度依存性の

実験結果は，メサンギウム細胞の場合と比較して， M

Gのより低い濃度でアポトーシスによるDNA断片化

を引き起こすことを示しており， SCの方がMGに対

する感受性が高いことが示唆される。このことは，糖

尿病の自然経過において，一般的に神経障害が腎癒よ

り早期に現われるという事実を部分的に説明し得るか

もしれなL、。

この糖尿病性神経陣容の成悶への p38MAPK活性

化の関与は，ストレプトゾトシン誘導糖尿病ラットに

p38 MAPK阻害剤を与えると知覚神経伝導速度の遅

延安防いだという報告[川からも支持される。一方， A

GのMG誘導アポト…シスに対する抑制効果は， AG 

が化学的に容易にMGをトラップすることが知られて

いる [14Jので， この作用に起因すると思われるが， AG 

が有する抗酸化剤としての特性[凶も付加的にその抑制

的効果に寄与しているかもしれない。

糖尿病性神経障害の成悶へのアポトーシス細胞死の

してきている[16-20J。神経細胞と

シュワン細胞聞の相互作用は末梢神経系が正常な機能

を維持するために不可欠である。 従がって， シュワン

細胞の機能障害は， ミエリン鞘形成不全による脱髄現

るだけでなく， シュワン細胞からの軸索へ

の神経栄養因子の供給減少によって軸索の退化も促進

し，神経障害の病理像を確立すると思われる[へまた，

Tashiroら[泊予 23Jは， MGが皮質および替髄ニューロン

に対して細胞内酸化ストレスの増加を伴ってアボト

シス死を誘導することを示しており，末梢神経におい

てもMGが臨機，神経細胞を傷害する可能性も示唆さ

れるO このように，糖尿病状態で形成光進するMGは，

多様な機序で末梢神経障害の進展に寄与している可能

性があり，今後の詳細な解明が期待される。

MGがシュワン細胞に対してアボ卜…シスを引き起



こすことを見出しし，糖尿病性神経障害の進展における

ク

示唆されたO これらの結果は，今後の糖尿病性神経障

害治療のターゲットを考える上で興味深い知見と思わ

れた。
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Abstract 
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The formation of glucose-derived methy1g1yoxa1 (MG) is acce1erated under diabetic conditions. 

8ince MG is high1y reactive， it has been postu1ated that MG p1ays an important ro1e in the 

deve10pment of diabetic complications. In the present study， MG decreased the cellular viability of 

sciatic nerve-derived 8chwann cells (8Cs) in a dose-and time-dependent manner. Further examinations 

showed that this reduction of 8Cs by MG was due to apoptotic cell death， probably via oxidative 

stress-related mechanisms. In fact， a marked accumulation of 8-0HdG， a marker of oxidative stress， 

was found in the sciatic nerve of streptozotocin-induced diabetic rats. These results suggested that 

oxidative stress is involved in the development of diabetic neuropathy and that MG may in part 

contribute to this oxidative stress-mediated injury of a cellular component in the peripheral nerve such 

as 8Cs under diabetic conditions. 
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