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緒 言

近年,動 脈硬化発症の機序に関して多くの報

告があるが,動 脈硬化の好発する状態には加齢

のみで他の疾患を認めない場合や糖尿病や高脂

血症等ある種の疾患に合併する場合が臨床にお

いて認められる.ま た,動 脈硬化症を有する症

例においては八木等1)に よって示 されたごとく

血清過酸化脂質が高値である事実やGlavind等2)

により認められた動脈硬化部位に過酸化脂質が

多く含まれる事実がある.

Rossの 障害説3)に 従えば動脈硬化の発症は

機械的4),高 血糖5),ウ イルス感染6)等 による内

膜細胞の障害に引き続く中膜平滑筋の内膜側へ

の遊走や過増殖が最初の反応と考えられている.

それゆえ,中 膜平滑筋細胞の性質を確認するこ

とは非常に重要なことであるが,特 に加齢のみ

に発症する動脈硬化症 と糖尿病に合併する動脈

硬化における平滑筋細胞の性質の差,更 に過酸

化脂質に対する平滑筋の反応性の差について検

討することは興味ある課題である.

また,中 膜平滑筋培養法7)は1970年 代に確立

した手法であるが平滑筋細胞そのものの性質を

検討するには有用な実験法である.そ こで今回,

平滑筋細胞の性質を加齢 と糖尿病について培養

法を用いて検討するとともに過酸化脂質の影響

について併せて検討 したので報告する.

実験材料並びに方法

1.動 物 及び飼育法

生後5ヵ 月200g Wistar系 雄 性 ラッ トを使用

し飼育条件 はオリエ ンタル飼料及び 水 を自由に

摂取可能,照 明時間は, 7時 より18時 室 温22℃,

湿 度55%と した.飼 育期 間は,正 常 ラッ トは20

ヵ月,ま たSTZ糖 尿病 ラットは12ヵ 月 とした.

糖尿病 ラ ット作製法:生 後5ヵ 月200g Wistar

系 ラットにクエン酸(PH 4.5)に て溶解 したSTZ

 65mg/kgを 大腿 静脈 より投与 し糖 尿病 ラ ッ ト

を作成 した.

2.実 験方法

A)加 齢ラット及び糖尿病ラット由来平滑筋

細胞についての検討

正常ラットを自然に加齢 させた状態で5, 6,

 7, 9, 17, 25月 齢 の それぞれの ラッ トよ り大

動脈 を採取 しそれぞれの月齢 ラ ットに由来す る

平滑筋培養細胞 系 を6種 類作製 した.ま た, STZ

に よ り発症 させた糖尿病 ラッ トか らも正常 ラッ

トと同様 に5, 6, 7, 9, 17月 齢 す な わ ち,

糖 尿病罹病期間0, 1, 2, 4, 12ヵ 月 ラ ッ ト

に由来する平滑筋培養細胞系 を5種 類作製 した.

加 齢 ラッ ト及び 糖尿病 ラッ ト由来の平滑筋培養

細胞の計10種 類の系に対 して細胞倍加時間,細

胞内過酸化脂質,培 養液過酸化脂質,培 養液 グ

リコシダーゼ活性 を測定 した.
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1)大 動 脈平滑筋細胞培養法

Rossの 方 法7)に 準 じ初代培養 を行 なった.す

なわち,ラ ッ トを開胸後,胸 部大動脈 を大動脈

弓部 と横隔膜部 をコ ッヘルにて挾みその両端 を

切断 して摘出 した.た だ ちに, 70%エ タノール

にて消毒 し4℃ のPBSに て洗浄後,次 に4℃

 PBS中 にてコッヘルを外 し外膜 を分離 した.そ

の後, 4℃ RPMI培 養 液 中にて外膜 を分離 し

た大動脈 を1mm2の 小 片 に切断 し, 1つ の小片

をP1シ ャー レに置 きその上にカバーグラスをのせ

20% FCS加RPMIを2ml加 え初代培養 を行な

った.培 養条件は37℃, 95% air, 5% CO2と

した.平 滑筋細胞の確認は, hill and valleyの

構 造 を以 て行 なった.継 代培養は0.25%ト リプ

シン. EDTA液 にて平滑筋細胞 を剥離後3×104

個/dishの 割 合でP-1シ ャ ーレに播 き,培 養液

は10% FCS加RPMIを2ml使 用 したが他の

条件 は初代培養 と同一 とした.尚,継 代培養 は

初代培養開始4週 後 に始 め,以 後1週 間隔 にて

行なった.実 験 には4-7継 代 を使用 した.

2)過 酸 化脂質測定法(培 養液及び 平滑筋細胞)

a)培 養 液

八木法 を一部変 えて行 なった.す なわち,培

養液100μlに1/12N硫 酸4.0ml, 10%リ ン タン

グステ ン酸0.5mlを 加 え攪拌後室温 に5分 放置

して3000rpmに て10分 間遠沈 した.そ の沈渣 に

再度1/12N硫 酸2.0ml, 10%リ ンタングステン

酸0.3mlを 加 え,攪 拌後遠沈を行なった.次 に,

沈 渣 を蒸溜水4.0mlに て,懸 濁 しTBA試 薬

(0.67% TBA-氷 酢 酸,等 量混液)を1ml添 加

し95℃, 1時 間 油浴 した.冷 却後N-ブ タノー

ル5mlに より抽出 し,励 起波長515nm ,蛍 光

波長553nmの 条 件 により蛍光測定 を行 なった.

単位 はnmol MDA/mlに 換 算 した.

b)平 滑筋細胞

真杉法 を一部変 えて行なった.即 ち,実 験 に

使用 した1 dishの 平 滑筋細胞 を0.25%ト リプ

シン-EDTAに よ り平滑 筋細胞 を一つずつ に分

離 したの ち一部 を トリパ ンブルー によ り染色 し

てBuerker-Tuerkに よ り細胞 数 を算 定 した.

算 定後の残 り総 ての細胞 をPBSに て洗 浄 した

後, 7% SDS 0.2mlを 加 え撹拌 し次 に1/10N

塩 酸2ml, 10%リ ンタングステン酸0.25ml TBA

試 薬1mlを 加 え95℃, 1時 間 油浴 した.以 下,

培 養液の過酸化脂質測定法 と同様 に測定 した.

また,単 位はnmol MDA/106個 と換算 した.

3)倍 加 時間測定法

P-1シ ャー レ1 dishあ た りに4-7継 代 の平

滑筋細胞 を3×104個 と種 々の培養液2mlを 入

れたdishを20 dish作 製 し, 37℃, 95% air,

 5% CO2の 条 件 にて培養 した. 24時 間 ごとに5

 dishの それぞれの細胞数 をトリパ ンプルー染色

によ り連 日4日 間算定 した.算 定 した細胞数 を

基に して2次 回帰直線 を想定 し,成 長曲線 と倍

加時 間を求めた.

4)グ リ コ シ ダ ー ゼ 活 性 測 定 法

Methoxyethanolに よ り 溶 解 した10mM 4-

Methylumbelliferyl-β-D-glucuronide(ま た

は, 10mM 4-Methylumbelliferyl-N-acetyl-

β-D-galactosaminideあ る い は10mM 4-

Methylumbelliferyl-N-acetyl-β-D-Glu

cosaminide)40μl, 0.2M Acetate buffer 1000

μl, 0.8% Triton X-100 500μl,蒸 溜 水500μl

によ り作 製 したBufferの 内100μlと 培 養 液100μl

を 攪 拌 して37℃ に て10分 間 温 浴 し,直 後 にPH

 10.4 0.05M Glycine buffer 3mlに て 反 応 を

停 止 した の ち,蛍 光 分 光 光 度 計 を励 起 波 長340

nm蛍 光 波 長450nmに 設 定 して 測 定 した.一

方,標 準 は4-Methyl-umbelliferoneを 使 用 し

て 行 な っ た.

B)ア ドリアマ イシン添加実験

5ヵ 月齢正常 ラ ット由来平滑筋細胞 を使用し

た.ア ドリアマ イシン添加 は,生 理食塩水に溶

解後,培 養液 に添加 し最終濃度 を10-8M, 10-9

M, 10-10Mの3種 類 とし,生 理食塩水 のみ を添

加 したものを対照 とした.前 述の ごとく40 dish

を作 製 し半数 を細胞増 生率(対 照例 に対す る倍

加時間の逆数比)に 使 用 し他の半数 を細胞内過

酸化脂質,培 養液過酸化脂 質の測定 に供 した.

成 績

1.加 齢 ラット及び糖尿病 ラット由来平滑筋細

胞における過酸化脂質について

大動脈を採取 した時のラットの月齢に対応し

て加齢ラット及び糖尿病 ラット由来中膜平滑筋

培養細胞の細胞増生を示した.左 側は平滑筋細
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Fig. 1　 加齢及び糖尿病 ラット由来大動脈平滑筋培

養細胞におけるラットの月齢(罹 病期間)

と細胞増生の関係 □:加 齢ラット由来細

胞 ■:糖 尿病ラット由来細胞

Fig. 2　 加齢及び糖尿病ラット由来大動脈平滑筋培

養細胞におけるラットの月齢(罹 病期間)と

細胞内過酸化脂質の関係 □:加 齢ラット

由来細胞 ■:糖 尿病 ラット由来細 胞

(** P<0.01 * P<0.05)

胞 の倍 加時 間を示 し右側は同 じ内容 を正常5ヵ

月ラット由来細胞 を100%と した細 胞増生率で示

した.加 齢 ラッ トより採取 し継代培養 を行 なっ

た平滑筋細胞 の倍加時間は生後5ヵ 月齢1.10日,

 6ヵ 月齢1.08日, 7ヵ 月 齢1.10日, 9ヵ 月 齢

1.057日, 17ヵ 月齢1.11日, 25ヵ 月齢1.21日

と加 齢 によ る影 響 を認 めな かった,一 方,糖

尿病 ラッ ト由来平滑筋細胞では6ヵ 月齢(罹 病

期間1ヵ 月)1.08日, 7ヵ 月齢(罹 病期間2ヵ

月)1.69日, 9ヵ 月齢(罹 病期間4ヵ 月)1.90日,

 17ヵ 月齢(罹 病期間12ヵ 月)2.40日 で あった.

糖 尿病 ラッ ト由来平滑筋細胞は,糖 尿病 発症2

ヵ月後 より倍加時間の増加即 ち右側 でみ る増生

率の低 下が認められ4-12ヵ 月 の増生率は さらに

低下 した(Fig. 1).

Fig. 3　 加齢及び糖尿病ラット由来大動脈平滑筋培

養細胞におけるラットの月齢(罹 病期間)

と培養液中過酸化脂質の関係 □:加 齢ラ

ット由来細胞 ■:糖 尿病ラット由来細胞

(** P<0.01 * P<0.05)

次 に,大 動脈 を採取 した時 のラッ トの月齢 に

対応 して,培 養第4日 目の加齢 ラッ ト及び 糖尿

病 ラッ ト由来中膜平滑筋培養細胞 内過酸化脂質

について検討 した.加 齢 ラ ッ トより採取 し継 代

培養 を行 なった平滑筋細胞の細胞 内過酸化脂質

は生後5ヵ 月齢1.26nmol MDA/1010, 6ヵ 月齢

1.25nmol MDA/1010, 7ヵ月齢0.97nmol MDA/

1010, 9ヵ 月齢0.73nmol MDA/1010, 17ヵ 月 齢

0.74nmol MDA/1010, 25ヵ月0.64nmol MDA/

1010と 加 齢 による影 響 を認め なかった.一 方,

糖 尿病 ラッ ト由来平滑筋細胞 では6ヵ 月齢(罹

病期間1ヵ 月)4.48nmol MDA/1010, 7ヵ 月齢

(罹病期間2ヵ 月)1.70nmol MDA/1010, 9ヵ

月齢(罹 病期間4ヵ 月)1.06nmol MDA/1010,

 17ヵ 月齢(罹 病 期間12ヵ 月)1.82nmol MDA/

1010で あ った.正 常ラ ット由来細胞は加齢 にも

かかわらず細胞内過酸化脂質 には有意 な変化 を

認め なかった.一 方,糖 尿病 ラッ ト由来細胞 で

は常 に加齢 ラッ ト由来細胞に比較 して,細 胞内

過酸化脂質は高値 であ り特に糖尿病発症1ヵ 月

では,著 明 に増加 し2-12ヵ 月 において も有意 に

増加 した(Fig. 2).

同 様 な検討 を培養液過酸化脂質 についても行

なった.生 後5ヵ 月齢0.42nmol MDA/ml, 6ヵ

月齢0.35nmol MDA/ml, 7ヵ 月齢0.33nmol

 MDA/ml, 9ヵ 月齢0.20nmol MDA/ml, 17

ヵ月齢0.40nmol MDA/ml, 25ヵ 月齢0.19nmol

 MDA/1010と まった く有意差 がな く加齢 による

影響 を認めなかった.一 方,糖 尿病 ラッ ト由来
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Fig. 4　 糖尿病ラット由来細胞の倍加時間と細胞内

過酸化脂質の関係について ○:倍 加時間

●:細 胞内過酸化脂質

Fig. 5　 糖 尿 病 ラ ッ ト由 来細 胞 と細 胞 培 養 液 中N-

acetyl-glucosaminidaseに つ い て

Fig. 6　 大動脈平滑筋細胞培養の増生率に対するア

ドリアマイシンの影響 について

平滑筋細胞では6ヵ 月齢(罹 病期間1ヵ 月)0.48

nmol MDA/ml, 7ヵ 月齢(罹 病期 間2ヵ 月)0.55

nmol MDA/ml, 9ヵ 月齢(罹 病期 間4ヵ 月)

0.32nmol MDA/ml, 17ヵ 月齢(罹 病期 間12ヵ

月)0.52nmol MDA/mlで あり加齢 ラッ ト由来

細胞 と同様 に培養液過酸化脂 質は罹病期間 によ

Fig. 7　 大動脈平滑筋細胞内過酸化脂質に対するア

ドリアマイシンの影響について

る影響 を受 けなかったが,糖 尿病 ラット由来細

胞は その対照 にあ る加齢 ラッ ト由来細胞 に比較

して常に高値であった(Fig. 3).

細胞増生と細胞内過酸化脂質の時間的推移を

検討すると,罹 病期間1ヵ 月で細胞内過酸化脂

質は異常に高値を示 しその後より倍加時間が増

加する(Fig. 4).即 ち,細 胞内過酸化脂質の

上昇にひきつづいて明かに細胞増生が低下 して

いる.

最後 に,そ れぞれの平滑筋細胞培養液の グリ

コシダーゼ活性 を測定 した.加 齢 ラット由来平

滑筋では, 3種 の グリコシダーゼ活性がいずれ

も検出不能で あった.一 方,糖 尿病 由来平滑筋

細胞培養液 では3種 の グリコシダーゼ活性の う

ちGlucosaminidase活 性 のみ検出可能で あっ

た.す なわち, Glucosaminidase活 性 は6ヵ 月

齢(罹 病期 間1ヵ 月)1.0nmol/4MU, 7ヵ 月

齢(罹 病期間2ヵ 月)2.6nmol/4MU, 17ヵ 月

齢(罹 病 期 間12ヵ 月)3.8nmol/4MUで あ り

平滑筋細胞由来ラ ットの罹病期間 に比例 して増

加 した(Fig. 5).

2.ア ドリアマイ シン添加 の影響

細胞増生率はコ ン トロールに比較 して培養液

中アドリアマイシン濃度10-10Mで は71%, 10-9M

で は37%, 10-8Mで は25%で あった.細 胞内過

酸化脂質 は, 10-10Mで は1.96nmol MDA/1010

個, 10-9Mで は2.79nmol MDA/1010個, 10-8M

で は6.43nmol MDA/1010個 であった.即 ちア ド

リアマイ シン濃度の上 昇に比例 して細胞増生は

低下 し(Fig. 6)一 方,細 胞 内過酸化脂質は増加

した(Fig. 7).培 養 液過酸 化脂 質は,ア ドリ
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アマ イシ ンの影響 は認 めなかった.

考 察

大動脈平滑筋培養を行ない加齢ラット由来平

滑筋細胞と糖尿病ラット由来平滑筋細胞の性質

の差について検討 した.そ の結果,加 齢ラット

由来細胞においては細胞増生率についてほとん

ど加齢による影響を認めなかった.一 方,糖 尿

病ラット由来平滑筋細胞では細胞増生率が罹病

期間に比例 して明らかに低下 した.ま た,加 齢

および糖尿病由来平滑筋細胞の性質の差の一つ

として細胞内過酸化脂質の含量が異なることが

確認された.し かし,細 胞内過酸化脂質が細胞

増生に影響を及ぼすか否かについては,こ の点

を検討 した報告は少なく,こ こで改めて細胞増

生と細胞内過酸化脂質に関 して考察を行なう.

平滑筋の細胞増生 に影響 を与 える因子 として

は第一に遺伝子の変化を考える必要がある. STZ

糖 尿病マウス8)やAlloxan糖 尿 病 ラット9)を 数

世代選択交配 することによって遺伝す る糖尿病

マウスやラットが作製できた事実やSTZ, Alloxan

によ る膵島細胞のDNAの 断 裂やPoly(ADP-

ridose)synthetase活 性 の亢進 を認めた報告10)

より考 えて糖尿病 ラット作製 時に投与 したSTZ

の 影響 が継代 された平滑筋細胞 に受 け継 がれた

と考 えることは可能である.ま た,環 境条件 を

同 じくした培養系 において糖尿病 ラ ッ ト由来平

滑筋の細胞増生の低下に一致して培養液のGly

cosaminidase活 性 が増加 している事実 も,遺

伝子 による影響 を示唆す るものである.し か し

STZに よ る影響のみによって細胞増生 が低下 し

たと考 えるとすれば罹病期間の延長 に逆相関 し

て細胞増生が漸減 するのは考 えに くく,む しろ

回復す るはずで ある.

一 方
,遺 伝子の他 に細胞増生に影響 をおよぼ

す外因子 として, Cyclic AMP11),ブ ドウ糖 濃

度12), LDL-コ レステ ロール濃度13),血 小 板由

来成長因子14)等 の種 々の因子15,16)が 推 測 され

るが 今回は,動 脈硬化部位 に過酸化脂 質2,17)

が増加 していると言 う報告に着 目 して細胞増生

と過酸化脂質について検討 した.そ の結 果,糖

尿病 ラ ッ ト由来平滑筋細胞 において過酸化脂質

の増加 に引 き続 き細胞増生が低下す る事 実が得

られた.そ れゆえ,過 酸化脂質と細胞増生の関

係を確認する目的で抗癌剤の一種であるア ドリ

アマイシンを培養液に添加 した実験 を行なった.

ア ドリアマイシン添加濃度に比例 して細胞内

過酸化脂質は増加 し,一 方,細 胞内過酸化脂質

と細胞増生は負の関係を示 した.ア ドリアマイ

シンはDNA合 成阻害効果を有するとともにマ

イクロゾーム中のNADPH-Cytochrome P450

を介して細胞内過酸化脂質を高めることが知 ら

れている薬剤18)であるため今回の細胞増生抑制

効果がDNA合 成阻害によるものか過酸化脂質

の増加による2次 的な現象かは不明である.し

かし,今 回使用したア ドリアマイシンの濃度は

一般臨床に使用する濃度に対してかなり低く,ま

た平滑筋細胞が トリパンブルーにほとんど染色

されなかった事実,或 いは過酸化脂質と細胞増

生の相関がアドリアマイシン濃度と細胞増生の

相関より強い相関を有 している点より考えて細

胞内過酸化脂質が細胞増生に影響を及ぼ してい

ると推測 した.細 胞内過酸化脂質が細胞増生の

一部 を調節していると考えれば加齢ラット由来

細胞 において細胞増生率が低下 しなかった説明

は容易である.

しかし, Goldstein19,20)は ヒト皮膚繊維芽細胞

培養において正常者由来細胞より糖尿病者由来

細胞の培養継代数の低下及び正常者由来細胞に

おいても老齢者由来細胞が若年者由来細胞に比

較して培養継代数が低下することを示 した.こ

の報告と今回の結果は一部矛盾するがラットは

ウサギやブタと異なり動脈硬化が発症 しにくい

性質を有する種21)である点,或 いは,今 回の実

験が25ヵ 月と短期間であった点を考慮すればこ

の矛盾点は理解できる.

Rossの 提唱する障害説に従えば中膜平滑筋

の内膜への遊走及び過増生が動脈硬化発症の初

期段階と考えられているが,今 回の糖尿病ラッ

ト由来平滑筋細胞では血管障害が進んだと考え

られ る罹病期間長期例において細胞増生の低下

と言う興味ある結果が得られた.

吉田22)は,平 滑筋培養法により中膜平滑筋と

内膜平滑筋の性質の差を示唆 し動脈硬化発症に

は内膜平滑筋が関与 している可能性 を示 した.

ただ,そ の内膜平滑筋がもともと内膜 に存在す
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るものか或いは内膜層へ遊走 した中膜平滑筋が

ある時期を境にして変化,変 質したものかは不

明である.今 回の実験で観察 した平滑筋が本来

の中膜平滑筋であるのか或いは内膜平滑筋の性

質を有しているのか現時点では判断が不可能で

ある.し かし,今 回の細胞増生率の低下が動脈

硬化発症よりむしろ血管障害部位の修復に働 く

能力が低下 したと考えれば意義深い.

今後平滑筋の細胞増生と過酸化脂質の関係に

おいて抗酸化剤を含めた検討を行なえば動脈硬

化の進展,治 療 という立場で,今 回の結果がよ

り意義深いものとなるであろう.

結 語

1)大 動脈平滑筋細胞培養において,加 齢ラッ

ト由来細胞の細胞増生率,細 胞内過酸化脂質は

ラットの加齢による影響 を認めなかった.

2)糖 尿病ラット由来平滑筋細胞では細胞増生

率が罹病期間に比例 して明らかに低下し,一 方,

細胞内過酸化脂質は罹病期間に比例 して増加 し

た.ま た,糖 尿病由来細胞では, Glycosami

nidaseが 加齢由来細胞では検出不能であったに

も拘 らず罹病期間に比例して増加 した.

3)正 常5ヵ 月ラット由来平滑筋細胞培養にお

いて,ア ドリアマイシン添加濃度に比例 して細

胞内過酸化脂質は増加 し,一 方,細 胞増生は低

下した.

稿を終 わるにあたり,ご 指導,ご 校閲を賜わりま

した恩師木村郁郎教授 に深謝いたします.さ らに直

接 ご指導,ご 教示いただいた木畑正義講師に深謝い

たします.

なお本論文の要旨は第26回 日本糖尿病学会総会に

て発表 した.
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Studies on aortic medial smooth muscle cell culture

Part 1. The effects of lipid peroxides on cell proliferation

 in cells derived from aged or diabetic rats

Tatsuji ISHIOKA

Second Department of Internal Medicine Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

The cultured smooth muscle cell offers several advantages to investigation of cell cha

racter. It can be utilized to make studies on aging and atherosclerosis. This work was 

carried out to investigate the effects of intracellular lipid peroxides and aging on the growth 

rate of cultured aortic medial smooth muscle cells obtained from normal rats and rats with 

streptozotosin-induced rats.

Cells from young and old rats showed similar growth and contained the same amount of 

intracellular lipid peroxides. However the rate of growth of cells from diabetic rats was 
inversely proportional to the period of illness and also to the quantity of lipid peroxides con

tained in the cells. When normal cells were cultured in an adriamycin-containing medium, 
their growth rate was inversely proportional to the adriamycin concentration of the medium 

and also the amount of intracellular lipid peroxides.


