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要 約

1型糖尿病は，自己免疫反応により牌β細胞が破壊

され発症に至ると考えられているが，その正確なメカ

ニズムはいまだ不明である。現在 l型糖尿病の醇β細

胞傷害機構は(1 ) T細胞による perforin-granzyme

を介したネクローシスと Fas-FasL (Fas ligand)経

路を介したアポトーシス(2 )サイトカインによる

NOを介した細胞傷害機構の 2種類に大別される。特

に醇島炎における β細胞の破壊は種々の活性酸素によ

り引き起こされることが示唆されている。本研究は，

新しし、 iNOS阻害剤 (ONO-1714) を用いて， NO産

生を介した細胞傷害を抑制することにより自己免疫性

梓β細胞傷害を抑制できるかどうかについて検討したo

NODマウス由来にインスリノーマ細胞 M1N6N9aに

15mM STZを加え 20分間 ONO-1714の存在下で培

養を行なった。 STZ処置により NOの有意な増加を

誘発したが ONO-1714はNO産生を抑制できなかっ

た。一方， M1N6N9a細胞を ONO-1714存在下に 1L-1

βTNF-α と 1FN-γ で 培 養 す ると

NO産生は約 50%減少した。 1型糖尿病のモデル動物

である STZ少量頻回投与マウスへの ONO-1714の皮

下注射はコントロール群と比較して，高血糖を抑制し，

組織学的にも醇ラ島の破壊を抑制していた。これらの

結果は NO産生を介した細胞傷害が 1型糖尿病にお

ける騨β細胞傷害機構の一つで、あることを示唆し，こ

の経路の抑制が治療への可能性のひとつで、あることが

示された。

緒 宅呈「
E司

1型糖尿病は牌ラ島のインスリンを分泌する β細胞

の自己免疫性破壊の結果と考えられている。 (ls，5s， 6R， 

7R) -7 -chloro-3-imino-5-methy 1-2-azabicyclo-[4.1.0] 

heptane hydrochloride (ONO-1714) は新しい循環

アミジン類似体でもっとも強力な iNOS阻害剤である。

一酸化窒素 (NO)はー酸化窒素合成酸素 (iNOS)に

より産生され 1型糖尿病において免疫誘発された破

壊のメディエイターとして考えられており，種々の自

己免疫疾患の発症機構に NOの関与が報告されてい

る(1.2)。醇臓から単離したラ島，あるいは醇β細胞は

仇 uitroでサイトカイン存在下に iNOSmRNAが

発現される (3)。幾つかの研究では iNOS阻害剤がサイ

トカインによるヒト梓ラ島の機能的抑制を阻止するこ

とを示唆している (4.5.6)。しかし， これらの研究で用

いられたアミノグアニジンなどの間害剤はヒトに有害

であり，臨床応用することはできな ~\o さらに最近の

研究では iNOSノックアウトマウス(iNOS-/一 mice)

では STZ少量頻回投与 (MLDS) による糖尿病の発

症が阻止され，in uitroで OL)-lβ によるインスリ

ン分泌の抑制も閉止された(7)。一方，サイトカインに

よる β細胞傷害は NO非依存性メカニズムによるも

のであるとの報告もあり (8.9.1ペ実際，げっ歯類動物

モデルにおいても iNOS間害剤が糖尿病発症に対して

効果を示さなかったと報告されている(山九本実験で

我々はヒトに応用可能である新しい iNOS阻害剤

ONO-1714を用い， 1型糖尿病モデルである少量頻回

STZ投与マウスにおいてその効果を検討した。

キーワード 1型糖尿病， ONO-1714，ストレプトゾトシン， iNOS 
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られた(Fig3)。

[STZによる醇ラ島の破壊]

STZを少量頻回投与した C57BL/6マウスの35日後

の牌所見では梓ラ島は破壊縮小し，小さな牌ラ島のみ

が観察された (Fig4A)。一方， ONO-1714投与を行

[ONO-1714による NO産生の抑制]

ONO-1714による効果を確認するためにー酸化窒素

の産生量を Greiss反応で測定した。 M1N6N9a細胞

を STZ(15mM)とONO-1714共存下 20分培養した。

ONO-1714はSTZによる NOの産生を抑制できなかっ

た(Fig2A)。一方， ONO-1714はサイトカインによる

NO産生を濃度依存性に抑制し，その最大効果は1μg

/m1で認められた (Fig2B)。

[STZ誘発糖尿病におけるONO-1714の抑制効果]

C57BL/6マウスに ONO-1714と共に STZを投与し

た。 STZ誘発糖尿病発症系では ONO-1714の投与群

でコントロール比較して，著明な高血糖の抑制が認め

圃EH
Fig 1: ONO-1714によるサイトカイン誘導 M1N6N9a

細胞死の抑制:(A) 5 mMSTZとONO-1714(0.1-

10μg/ml)の共培養(B)100 ng/m1の 1L-1β+

TNFα 十1FN-rとONO-1714CO.1-10μg/ml)

[ONO-1714によるサイトカイン誘導インスリノー

マ細胞死の抑制]

サイトカインで誘導されたインスリノーマ細胞死に

対する ONO-1714の効果を調べるために， M1N6N9a 

細胞を TNF司 α(100ng/m1)，1L-1β(100ng/m1)と1FN-

r (100ng/ml)で培養して， MTT測定法を行なった。

ONO-1714により STZによる細胞死は抑制できなかっ

サイトカインによる細胞死は約 50%

実験結果は平均値±標準偏差で示し，群聞の有意差

検定は Mann-Whitney検定に従った。 P値<0.05を有

意差有りと判定した。

果
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た。

STZ少量頻回投与 1型糖原病モデルマウス

Streptozotocin (和光 chemica1sUSA， 1nc) 40mg/ 

kg体重を 8週齢の雄性 C57BL/6マウスに5日間連

続腹腔内注射した。 ONO-1714は 300μg/kg体重を

34日間連日皮下注射した。コントロールマウスには

Hanks' Ba1anced Sa1t Solulions(HBSS-)を 200μl

ずつ注射した。 35日までマウスの空腹時血糖を測定

した。 35日目にすべてのマウスの醇臓を採取し， 10% 

ホルマリン液で固定した。パラフィン包埋後， 5μm 

の組織片を作成し，へマトキシリンとエオジン(H&E)

で染色した。

統計処理

M1N6N9a細胞は 0.1μg/m1'""100μg/m1 ONO-

1714と共に 15mMSTZ存在下で 20分，あるいは上

記 3種類のサイトカインを加え 72時間培養した。 80

μl上清を採取し， 10μ1 Cofactorと硝酸還元酵素を

加え，室温で 3時間培養した。 3時間後， 50μlのグ

リース ReagentR1とR2を加え，室温で 10分放置

した。プレート readerを使用して 540nmで吸光度測

定し，標準曲線に基づきー酸化窒素の産生量を計算し

MTT assay 

NODマウス由来インスリノーマ細胞 (M1N6N9a)

は3TC，5% COz存在下で 10%feta1 bovine serumを

含む Du1becco'smodified Eag1e's medium (DMEM) 

で培養した。 MIN6N9a細胞は 96-穴培養プレート (5

X 104 /welDを用いて 5mMSTZを加え 18時間，ま

たは， tumor necrosis factor-α(TNF-α ，ENDOGEN 

MA USA)， interleukin-1 β(1L-1 s ， ENDOG EN MA 

USA) と interferon-r (1FN-r ， Minneapo1is MN 

USA)を各々 100ng/m1ずつ添加し， 0.1μg/m1'""10 

μg/m10NO司 1714の存在下で 72h培養を行った。そ

れぞれ 18時間 72時間後各々ウエルへ 5mg/m1

(3-[4， 5-dimethy1thiazol-2-y1] -2，-5-dipheny1 

bromide S1GMA-ALDR1CHCHEMIE 

Gmbh) 10μlを加え， 4h培養を行った。次に DMSO

(Dimethy1 Su1foxide) 150μlず、つ加え， ピペッティ

ングにて暗青色の結晶を完全に溶解させた。マイクロ

プレートリーダを用いて，レファレンスとして630nm

を用い， 570 nmの吸光度で測定した。

NO測定

動物

C57BL/6マウス(8週齢，雄性)は Char1es-Ri ver 

(Atsugi)から購入した。またすべての動物は神戸大

学医学部附属動物実験棟で飼育した。

法方

tetrazo1ium 

MTT 
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察考なったマウスでは比較的大きな牌ラ島が認められ，fl革

ラ島破壊が抑制されていることが確認された(Fig4B)。

STZはアルキル化剤として，また H202の産生を増

加させることにより， β細胞の DNAを陣脅し糖尿病

させると考えられている(ω。一方， STZは構

造中に NO碁を有しており， STZ による細胞傷害に

NOも関与している可能性が考えられている。

四STZ投与糖尿病 (MLDS)は直接騨β細胞を一部傷

し，続いて局所の炎症と単核細胞の浸潤をもたらし

ついには β細胞の破壊により糖尿病を発癒する l型糖

尿病のモデル動物と考えられている。我々の研究では

新しい iNOS阻害剤 ONO-1714は STZによる

M1N6N9a細胞毒性を抑制できなかったが，サイトカ

インによる細胞傷害は抑制し得た。これまで l型糖尿

病の騨島炎における β細胞の破壊機構に NOが関与

していることが示峻されている(は川口マクロファージ

などの浸潤細胞は牌島炎の局所で活性化され，マクロ

ブァージに誘導型 NOSが陸生されてレアルギニンか

らNOが合成される O また 1L-1sなどによって β細

胞内にも誘導型 NOSが産生されて NOが合成される。

生理的に存在している少量の NOはインスリン分泌

など重要な働きをしていると考えられているが，サイ

トカインなどによって誘導された iNOSは3細胞内に

して直接細胞傷害をもたらすこと

が知られている (!6，17)。本研究において用いた iNOS阻

害剤はインスリノーマ細胞からのサイトカインによる

NO 産生を約 50%抑制し細胞傷害性を抑制したこと

から，後者を ONO-1714は有効に抑制することが示唆

される o ONO閑 1714によるマクロファ…ジからの NO

産生の抑制は今回の研究では示していないが，

抑制していることが示唆される o C57BL/6マウスコ

ントロール群は MLDS投与後高血糖壱発生し，糖尿

ウスの牌ラ島破壊像が見られたが， ONO-1714を
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Fig 2: ONO-1714によるサイトカイン誘導 M1N6N9a

細胞由来 NO産生の抑制:(A) 15mM STZと
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Fig 3: STZ誘発糖尿病における ONO-17日の抑制効

果:*P<O.OlVSコントロール。
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Fig 4: ONO-1714投与による高血糖抑制効果の牌組織学的検討(日目染色): (A)HBSS投与群(コントロール)

(日)ONO叩 1714投与群
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投与したマウスではコントロール群と比較し

血糖上昇が抑制され，正常に泣い牌ラ島の残存が認め

られた o MLDS誘発糖尿病における NO抑制剤

はアミノグアニジン及びしNMMAによ

っても報告されている (18) さらに最近の研究は

iNos-/マウスから分離されたラ島は STZによる傷害

が，サイトカインによる傷害性を抑制し，少

STZ投与後のう島の 3細胞傷害を抑制するこ

とが報告されている側。また以前の研究でも少量頻凹

投与 STZ動物モデルを用い， iNOS b10cker投与に

て疾患の発症避延あるいは予防が報告されている(ヘ

しかしながら，アミノグアニジンや L-NMMAは生

体には毒性があり，人には応用できない。一方，今回

用いた ONO-1714のような安全な iNOS間容剤はヒ

トに対しでも安全であり， ヒトに応用可能である O

以上，本研究により iNOS阻害剤 ONO閉 1714はサイ

トカインによる NOを介した事故免疫性牌 β細胞傷

であり， ヒ卜 1型糖尿病発症予防にも

応用し得る可能性が示唆された。
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A study of prevention of Type 1 diabetes by inhibiting iNOS 

Zhen Zi Jin 

Division of Internal and Geriatric Medicine，Department of Development and Aging 

Kobe University Graduate School of Medicine， Kobe， Japan 

Abstract 

Type 1 diabetes is caused mostly by autoimmune destruction of pancreatic s勾cells，whose precise 

mechanism is still unknown. Two major effector mechanisms have been proposed ; direct cell-mediated 

and cytokine-mediated cytotoxicities. Cytokine引 lediateds -cell destruction is presumed to be caused 

mainly by nitric oxide (NO) production. This study intended to evaluate whether NO contributes to 

animal models of type 1 diabetes by using a newly developed iNOS inhibitor (ONO-1714). We exposed 

MIN6N9a cells to STZ for 20min in the presence of ONO-1714. STZ induced a significant increase of 

NO production，and ONO-1714 failed to inhibit it. When ONO-1714 was added to insulinoma cells with 

IL-Is ，TNF-α ，and IFN-r ，NO production was mostly inhibited and cytokine-mediated cytotoxicity was 

reduced by about 50% in vitro. Subcutaneous injection of ONO-1714 to multiple low-dose STZ-treated 

C57BL/6 mice reduced hyperglycemia and abrogated mononuclear cell infiltration to pancreatic islets. 

These results suggest that NO削 mediatedcytotoxicity is one mechanisnm of the destruction of pancreatic 

S網cellsin type 1 diabetes， which can be effectively inhibited by a new iNOS inhibitor. 
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