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学位論文の内容要旨

Endogenous SUp巴roxide dismutase Activation by Oral Administration of 

Riboflavin Reduces Abdominal Aortic Aneurysm Formation in Rats 

リボフラピンの経口投与によって内因性スーパーオキシドジスムターゼの

活性化はラットの腹部大動脈癒の形成を削減する
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(背景)

腹部大動脈癒は、大動脈壁の慢性変性疾患で大動脈径の拡大を特徴とし最終的

に破裂し死に至る可能性がある。現在、手術や血管内治療以外有効な治療法は

まだない。

腹部大動脈癌は多く因子がおり、完全には解明されてない。組織学的には炎症

細胞の浸潤とエラスチンの破壊、血管平滑筋細胞の減少を特徴とする。炎症と

酸化ストレスの関して多く報告されている。活性酸素種 (ROS)は炎症細胞

により産生され、過剰なROSにより酸化ストレスは大動脈壁の破壊と再生の

バランスを崩し炎症反応を大幅させると考えられている。

臨床における腹部大動脈癌に対して有効な薬治療方法は確立されていないが、

動物研究における遺伝子および薬物によるROSの産生阻害による腹部大動脈

癒形成効果は報告されている。リボフラピン(ビタミンB2)はSOD(スーパ

ーオキシドジスムターゼ)に作用され、糖尿病性心筋症と、心臓同種移植片血

管障害に対して有益な効果を有することが報告されている。動物実験において、

動脈を含む多くの組織で酸化ストレスに対する保護効果を有することも報告さ

れている。今回我々は、リボフラピンが腹部大動脈癌の形成および拡大を削減

するか検討した。

(方法)

以前我々が報告したラットの腹部大動脈癌モデル (N=36)を使用した。正中

切聞により腹部大動脈を露出した後、大腿動脈から挿入したカテーテルよりエ

ラスターゼ、を作用させると同時に塩化カルシウムを含ませたガーゼを外膜側よ

り作用させ動脈癒を作成した。

濃度 0.5%のCMC水溶液にリボフラピンを溶解させ、 25mglkg(Group R)をと

し、 CMCを経口投与するコントローノレ群 (Con仕01)の2群に無作為に分類し、

動脈癒作成3日前から 1日1回経口投与を開始した。動脈癒作成3S， 7 S， 

28日後に動脈癌形成抑制効果を検討した。 28日の動脈療は形成後経口投与

2つで行った。

最大短径で規定される大動脈癌径と中枢側の正常動脈径を顕微鏡下に測定し、

以下の式で求められる拡大率を算出した:(拡大率={大動脈癌径/正常動脈径+

1} xlOO)。動脈癌の操作前後、ラットの血圧(BP-98A;Softron Co. Lt札 Tokyo，

Japan)によって測定し、 3日目ラットの大動脈癌壁から lmgを氷の上でホモジ

ネートし、 KSD・005Wキット証明によって SODを測定した。病理組織学的検査

では、ヘマトクシリンエオジン染色に加えエラスチカファンギーソン染色およ

びタネノレ染色を用い比較検討した。内膜から最外層の中膜単性繊維までの距離

を大動脈壁厚とし、また大動脈壁に対するエラスチン染色部の割合をエラスチ



ン含有率として算出した。次に凍結切片を用い炎症細胞の平価にCD68およ

び酸化ストレスマーカーである。 8-0HDG免疫染色も施行した。ジヒドロ

エチジワム染色にて大動脈癌壁におけるROSの発現を検討し壁における値に

対する相対値を用いて半定量平価した。ウエスタンブロットは動脈癌の血管を

氷の上でホモジネートして濃度測って、 40問

濃度でP-ERKと下ERK測定し、 s-actin用いて定量平価した。また、 PCR法に

て炎症性サイトカイン η0・aおよび動脈療の病態に深く関与している

MMP-2，MMP-9の発現を調べた。

(結果)

手術関連死亡はなく、全てのラットはエンドポイントまで生存した。 28日 (3

日前から経口投与群)後、リボフラピンは投与依存性に腹部大動脈濯の形成を

有意に抑制した。 (194.9土 10.9% in'Control， 158.6士2.5% in Group R)。およびエ

ラスチン含有率 (16土0.9%in Normal， 7.9土0.5% in Control， 11.3土0.7% in Group 

R)も投与依存性に減少が抑制された。 28日(動脈癒作ってから投与)後、拡

大率 (181.5土 13.1%in Control， 154.2土4.1% in Group R)も投与依存性に抑制され

た。

7日後、動脈癌壁における ROSの発現は投与依存性に有意に抑制され(1.0:1:0.1

in Normal， 4.5土0.4in Control， 3.1土0.5in Group R)、DNAの酸化生成物である

8・OHDG陽性細胞数も同様に減少した (30:1:2cells in Normal， 148 :1:20 cells in 

Con甘01，109士15cell in Group R)酸化ストレスと密接な関係にある炎症細胞を検

討した。炎症細胞、特に CD68免疫陽性細胞の大動脈癒壁への浸潤も減少した。

(0.7土1.0cells in Normal， 73.2土8.6cells in Group C and 57.9士2.9cells in Group 

R)。慢性炎症と過剰なMMPの産生が動脈溶壁のリモデリングに関与している

ことから PCR法を用いたTNF-().とMMP-2とMMP・9のmRNA発現も抑制され

ていた。炎症性サイトカインである ERK経路投与依存性に有意に抑制された。

3日後、ROSと密接な関係がある SODも投与依存性に有意に増加した(370土204

U/mL in Normal， 334土86UJmL in Control， 546土 143U/mL in Group R)。
血圧を測った結果SBP(125.5土4.4inri1Hg in Normal， 125.9土6.6mmHg in Control， 

127.9土8.0mmHg in Group R) and DBP (94.5土4.6mmHg in Normal， 96.1土5.9

mmHg in Control， 95.5五7.7mmHg in Group R)リボフラピン血圧に影響はなかっ

た。

(考察)

フリーラジカノレ損傷に対する重要な抗酸化防御システムの一つである SODは炎

症細胞及び他の加齢に関連する苦痛を阻害する。 ROSによる組織障害やサイト

カイン、 MMPとERKを減少させ、腹部大動脈癒形成を抑制した。また、形成

された動脈癌の更なる拡大も抑制した。我々の研究では、リボフラピン処置後

のSOD活性はE限の減少を介して、炎症反応およびマトリックスの変性を防

止すROSレベルを抑制した。リボフラピンは、 ERK経路がAAAの形成中の炎

症反応およびMMPの重要な調節因子であることを示唆し、t-E限およびp-E限

の両方を阻害した。

この研究は、確認応答に値するいくつかの制限があります。最初の制限は、実

験は、ラット AAAモデルを用いて行ったということである。このAAAモデノレ

はシンプノレで生成するととが容易で、高い信頼性と再現性があるが、それはア

テローム性動脈硬化症や管腔内血栓症のようなヒトの病変のいくつかの顕著な

特徴がないため、それは完全に模倣しない人間のAAAを行います。第二の制限

は、シグナル伝達にリボフラピンの効果の分析の欠如である。リボフラピンの

他の用量をテストするためにさらなる研究がシグ、ナノレ伝達に及ぼす影響を解明

し、 AAA形成の予防におけるその有効性と安全性のバランスを評価するために

必要とされる。

結論として、本研究では、リボフラピンが内因性SODを作成する抗酸化作用を

介して、 AAAのラットモデルにおいて動脈癌形成を減衰し、臨床診療において

AAAの治療のための有効な経口薬剤かもしれないことを実証した。

(結論)

本研究において、リボフラピンはROSを限害することにより腹部大動脈濯の形

成を抑制するだけではなく更なる拡大を抑制することが示された。リボフラピ

ンは、また確立されていない腹部大動脈嬉に対する治療薬としての可能が示さ

れる。
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【背景】

腹部大動脈癌は、大動脈壁の慢性変性疾患で大動脈径の拡大を特徴とし、組織学的には

炎症細胞の浸潤とエラスチンの破壊、血管平滑筋細胞の減少を特徴とする。活性酸素種

(ROS)は大動脈壁の破壊と再生のバランスを崩し、腹部大動脈癒を促進する。腹部大動脈

癌に対して有効な薬治療方法は確立されていないが、動物実験における遺伝子および薬物

による ROSの産生阻害による腹部大動脈癌形成効果は報告されている。申請者らは、リポ

プラピン(ピタミンB2)が腹部大動脈癌の形成および拡大を削減するか検討した。

【方法]

ラットの腹部大動脈癒モデルを使用した。大動脈モデ〉レは正中切開により腹部大動脈を

露出した後、大腿動脈から挿入したカテーテルよりエラスターゼを作用させると同時に塩

化カルシウムを含ませたガーゼを外膜側より作用させ動脈癒を作成した。

リボフラピン25mglkg(Group R)とコントロール群 (Control)に無作為に分類し、動

脈癌作成3目前から 1日1回経口投与し、動脈癌作成3S，7S， 28日後に動脈癌形成

抑制効果を検討した。病理組織学的検査では、ジヒドロエチジウム染色にて大動脈癌壁に

おける ROSの発現を検討した。また、ウエスタンプロット法でERKのリン酸化を評価し

た。さらに、 PCR法にて炎症性サイトカインTNF-αおよびMMP-2，MMP-gの発現を調
べた。

[結果]

手術関連死亡はなく、全てのラットはエンドポイントまで生存した。リボフラピン投与

は血圧に影響を与えなかったが、 28日後、リボフラピンは投与依存性に腹部大動脈癌の

形成を有意に抑制し、エラスチン含有率も有意に減少した。また、形成された動脈癌の更

なる拡大も抑制した。 7日後、動脈癌壁における ROSは投与依存性に有意に抑制され、

8・OHDG陽性細胞数も同様に減少した。さらに、炎症細胞、特に CD68免疫陽性細胞の大

動脈癌壁への浸潤も減少した。 TNF-αおよびMMP-2，MMP-gのmRNA発現も抑制され
ていた。さらに、炎症性サイトカインである ERK経路投与依存性に有意に抑制された。

[結論】

本研究において、リボフラピンはROSを阻害することにより腹部大動脈濯の形成を抑制

するだけではなく、拡大を抑制することを示し、リボフラピンが腹部大動脈癌の治療薬と

なる可能性を示す価値ある研究であると認める。よって、本研究者は、博士(医学)を得

る資格があると認める。




