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デヒドロエピアンドロステロンの高血糖誘導酸化ストレスに対する腱細胞保護効果
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（指導教員：黒田 良祐教授）
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［目的】

整形外科領域において筋骨格系疾患は糖尿病患者に多く、糖尿病はアキレス腱炎・腱板炎等の腱

障害の危険因子と考えられている。これらの糖尿病性腱障害の発症メカニズムの一つに、酸化ス

トレスである活性酸素種 (ROS)が関与しており、高血糖条件下では二量体の膜タンパクである

NADPH oxidase (NOX)が活性化し、 ROS産生の中心的な役割を担っている。我々の研究室では

腱細胞においても、高血糖条件下でNOXの発現充進を介した ROS産生の増加が認められること

を確認しており、糖尿病性腱障害に NOXの発現が関与していることを報告してきた。しかし、糖

尿病性腱障害に対して有効な予防薬、治療薬に関しては十分に確立されていないのが現状である。

今回我々は、副腎皮質で産生される体内で最も多いステロイドホルモンであるデヒドロエピアン

ドロステロン (DHEA)に着目した。 DHEAは20代で血中濃度が最大となった後、加齢とともに

徐々に減少し、老化・加齢性疾患に関与していると報告されている。また、 DHEAの補充療法が

動脈硬化、骨粗慇症、脂質代謝異常症、パーキンソン病など様々な疾患に対して有効であると報告

されており、近年その抗酸化作用・抗老化作用が注目されている。しかし、腱細胞に対する有効性

については報告されていない。そこで、本研究の目的は高血糖条件下のラット腱細胞およびラッ

トアキレス腱に対する DHEAの効果を検討することとした。

【方法】

In vitro 

8週齢のSprague-Dawley(SD)ラットのアキレス腱を採取し、単離・培養した腱細胞を使用した。

細胞増殖能

腱細胞を異なる DHEA濃度 (0,1, 10, 20, 50μM)で48時間培養後、 water-solubletetrazolium 

salt (WST) assayを使用して細胞増殖能を評価した。 (n=l5)

Real-time polymerase chain reaction (PCR) • ROS • Apoptosis 

培地の糖濃度を LowGlucose (LG)群、 Highglucose (HG)群の 2群に分け、 DHEA(lOμM)投

与の有無で 4 群 (LGDHEA•群、 LGDHEA＋群、 HGDHEA•群、 HGDHEA＋群）作成して腱細

胞を培養した。 48間培養後、 real・time PCR法でNOXl、NOX4、IL-6のmRNA発現量を定量

評価し、細胞蛍光染色でROS産生とアポトーシスの発現を各々の陽性細胞率を評価し、 4群で比

較検討した。 (n=15)

In vivo 

8週齢の SDラット (n=18)にストレプトゾトシンを腹腔内投与して作製した I型糖尿病ラット

を使用した。

Real-time PCR ・病理組織学的評価•免疫組織学的評価



作製した 1型糖尿病ラットをストレプトゾシン投与後 2週から DHEA投与群 (n=9)とcontrol

群 (n=9)に分けて実験を開始した。 DHEA投与群は 50mg/kgを腹腔内に隔日投与し、 control群

は溶媒である DMSOのみを投与した。投与開始後 4週でアキレス腱を採取し、評価を行った。病

理学的評価としてアキレス腱の HE染色を行い、 tendonpathological scoresを用いて評価を行っ

た。免疫組織学的評価としてアキレス腱における NOXl、NOX4の染色を行い、各々の陽性細胞

率を評価し比較検討した。 Real・time PCR法ではアキレス腱における NOXl、NOX4、IL-6、MMP-

2、TIMP-2、 I型collagen(coll)、m型collagenfool3)のmRNA発現量の定量評価を行った。

統計解析

多群間の比較はtwo・wayanalysis of variance(ANOVA)検定およびTukey'spost hoc testを行い、

2群間の比較は Student'st testで統計学的に解析した。

【結果］

〈Invitro〉

細胞増殖能

細胞増殖能は control群である DHEAOμMと比較し、 DHEAlμM、lOμM、20μMで有意に高値

であった。

Real ・time polymerase chain reaction(PCR) • ROS • Apoptos誌

HGDHEA•群では、 LGDHEA•群と比較し、有意に NOXI 、 IL-6 の mRNA 発現量が増加し、 ROS

陽性細胞率、アポトーシス陽性細胞率も有意に高かった。また、 HGDHEA＋群では、 HGDHEA・

群と比較し、有意に NOXI,IL-6のmRNA発現量が低下し、 ROS陽性細胞率、アポトーシス陽

性細胞率も有意に低下した。

〈Invivo〉

病理組織学的評価•免疫組織学的評価 •Real-time PCR 

HE染色では 2群間に有意な構造学的変化は認めなかった。免疫組織学的評価では DHEA非投与

群で NOXl発現が増加し、 DHEA投与により有意に減少した。また、 DHEA投与群で NOXl、

IL-6、MMP-2、TIMP-2、col3の発現が有意に減少し、 collの発現量が有意に増加した。

【考察】

今回の invitroの実験において、高血糖条件下でラット腱細胞に生じる NOXl発現の充進とそ

れに伴う ROS産生の増加、 Apoptosisの増加を DHEAが抑制することが確認できた。また、我々

の過去の研究において、糖尿病ラットアキレス腱においても NOXlの発現が増加していることを

報告しているが、今回の invivoの実験では、 DH恥＼が糖尿病ラットアキレス腱における NOXl

発現の増加を抑制することが確認でき、 DHEAが糖尿病性腱障害に有効である可能性が示唆され

た。さらに DHEAはinvitro、invivoの実験においても IL-6の抑制効果を認めており、抗酸化

作用だけでなく抗炎症作用を有することが示唆された。また、正常腱の 90％は I型collagenで構

成されており、炎症下・高血糖条件下では 1型collagenが低下し、 11I型collagenが増加すると報

告されているが、 DHEA投与により糖尿病ラットアキレス腱における I型collagenの低下、 11I型

collagenの増加が抑制されることが確認された。過去の報告において、糖尿病ラットアキレス腱

ではMMP-2、TIMP-2の発現が増加し、腱のマトリックス合成と代謝回転が充進されていると報

告されているが、 DHEAはこれらの抑制効果も認め、糖尿病ラットアキレス腱における腱のマト

リックス合成と代謝回転も是正していることが示唆された。

【結語】

本研究の結果より、 DHEAは高血糖条件下で腱細胞において誘発される NOXlの発現充進とそ

れに伴う ROS産生の増加、 Apoptosisの増加を抑制し、腱細胞においても抗酸化作用を示した。

また、 DHEAは抗炎症作用も有しており、高血糖により誘発される腱のマトリックス合成と代謝

回転の充進も改善していることから、糖尿病性腱障害に有効な薬剤となる可能性が示唆された。
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糖尿病はアキレス腱炎・腱板炎等の腱障害の危険因子である。研究者らのグループは、高血糖条件下

で膜タンパクである NADPHoxidase(NOX)が活性化し、酸化ストレスである活性酸素種(ROS)が増加す

ることが糖尿病性腱障害の発症機序の一つであると過去に報告してきた。しかし、その治療薬、予防薬

に関しては十分に確立していないのが現状である。今回研究者らは、抗酸化作用を有する体内で最も多

いステロイドホルモンであるデヒドロエピアンドロステロン(DHEA)に着目し、ラットによる動物実験

モデルを用いて、 DHEAの高血糖条件下の腱細胞に対する効果を検討した。

方法として、 invitroでは、 8週齢の Sprague-Dawley(SD)ラットのアキレス腱を採取し、単離・培養し

た腱細胞を使用した。培地の糖濃度を LowGlucose(LG)群、 Highglucose(HG)群の 2群に分け、

DHEA(lOμM)投与の有無で 4群作成して腱細胞を培養した。 48間培養後、 real-timePCR法で NOXl、

NOX4、IL-6のmRNA発現量を定量評価し、細胞蛍光染色で ROS産生と Apoptosisの発現を各々の陽性

細胞率を評価した。 Invivoでは、 8週齢の SDラットにストレプトゾトシン(STZ)を腹腔内投与して作製

したI型糖尿病ラットを使用した。 STZ投与後 2週から DHEA投与群 (n=9)とcontrol群(n=9)の2群に分

け、 DHEA投与群はDHEA50mg/kgを腹腔内に隔日投与し、 control群は溶媒である DMSOのみを投与

した。投与開始後 4週でアキレス腱を採取し、評価を行った。病理学的評価としてアキレス腱の HE染

色を行い、 tendonpathological scoresを用いて評価を行った。免疫組織学的評価としてアキじス腱におけ

るNOXl、NOX4の染色を行い、各々の陽性細胞率を評価し比較検討した。 Real-timePCR法ではNOXl、

NOX4、IL-6、MMP-2、TIMP-2、I型collagen(coll)、m型 collagen(col3)のmRNA発現量の定量評価を行

った。 Real-timePCR • ROS • Apoptosis (in vitro)の検討では、 HG-DHEA非投与群では、 LG-DHEA非投

与群と比較し、有意に NOXl、IL-6のmRNA発現量が増加し、 ROS陽性細胞率、 Apoptosis陽性細胞率

も有意に高かったが、 HG-DHEA 投与群ではそれらは有意に低下した。病理組織学的評価•免疫組織学

的評価•Real-time PCR (in vivo)の検討では、HE染色では 2群間に有意な構造学的変化は認めなかったが、

免疫組織学的評価において、DHEA投与群でNOXl発現が有意に低下した。また、DHEA投与群でNOXl、

IL-6、MMP-2、TIMP-2、col3のmRNA発現量が有意に減少し、 collは有意に増加した。

今回の invitroの実験では、 DHEAが高血糖条件下でラット腱細胞に生じる NOXI発現の充進とそれ

に伴う ROS産生の増加、 Apoptosisの増加を抑制することが確認できた。また、研究者らの過去の研究

では、 1型糖尿病ラットアキレス腱においても NOX1の発現が増加していることを報告しているが、今

回の invivoの実験では、 DHEAによる NOX1発現の抑制効果を認め、 DHEAが糖尿病性腱障害に有効

である可能性が示唆された。さらに、 DHEAは抗炎症作用を有し、腱のマトリックス合成と代謝回転も

是正していることが示唆された。今回の研究により、 DHEAは高血糖条件下の腱細胞で生じる NOX1発

現の増加を抑制することで、抗酸化作用を示すことが明らかとなった。このことから DHEAが糖尿病性

腱障害に有効な薬剤となる可能性が示唆された。

本研究は、糖尿病性腱障害に対する治療薬・予防薬について、ステロイドホルモンである DHEAの効

果を研究したものであるが、従来ほとんど行われていない糖尿病性腱障害の治療薬について、重要な知

見を得たものとして価値ある業績であると認める。よって本研究者は、博士（医学）の学位を得る資格があ

るものと認める。




