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慶應 医学 ・82(2):T127～T138,2005

学位 論 文

1型 糖尿病発症における抗酸化薬の効果

一1型 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 に お け るN -acetyl-cysteineの 影 響 一

慶應義塾大学医学部内科学教室

  (指導:猿 田享男教授)

  入 江 潤 一郎

(平成16年11月19日 受付)
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 1型 糖尿病 は膵 β細胞の破壊によるインス リン欠乏

を成因とする糖尿病である.最 終的にインスリンの絶対

的欠乏に陥ることが多 く,イ ンスリン依存状態にある典

型例では,イ ンスリン欠乏に対 して適切なインスリン治

療を行わないと,著 明な高血糖状態や代謝失調に至り致

命的となる1).1型 糖尿病 は,自 己免疫によるTリ ンパ

球を介 した膵ﾟ細 胞の破壊が原因の多 くとされ,生 後

6ヶ 月頃か ら発症を認めるよ うになり,12歳 から14

歳に発症率のピークをむかえる2).絶 対的なイ ンスリン

欠乏のたあ血糖管理が困難で,そ れに伴い合併症の出現

頻度が高 くなり,糖 尿病発症後30年 で約20%の 患者

が末期腎不全に至ると報告されている3).様 々なインス

リン製剤の開発により適切な血糖管理が可能 となってき

ており,糖 尿病性腎症や急性合併症による1型 糖尿病患

者の死亡は減少 してきているが,そ れでも今なお生命予

後 は悪 い4).日 常生活でのイ ンス リン注射が生活の質

(Quality of life)を 低下させ,ま た精神的苦痛を生 じ

ることも多い.若 年で発症 し罹病期間が長 くなり,合 併

症を併発 し社会的不都合を生 じることも多く,1型 糖尿

病の発症機転の解明およびそれに基づ く発症予防や治療

の開発は,き わめて重要な課題であると考えられる.

 1型 糖尿病の発症に関わる膵ﾟ細 胞の傷害には,酸

化ス トレスが関与 していると考えられている.自 己免疫

1型 糖尿病の優れた動物モデルであるNODマ ウスにお

いて,膵 β細胞傷害に酸化ストレスが重要な役割を担 っ

ていることが明 らかにされ5),各 種の抗酸化薬がNOD

マウスの膵 β細胞傷害を抑制す ることが報告されてい

る6-9).現在 ヒトにおいて,抗 酸化薬を利用 した1型 糖

尿病の予防が臨床試験されているlo).

 抗酸化薬 の一っ,シ ステ イ ン誘導体 のN-acetyl-

cysteine(以 下NACと 略す)は 広 く使用されているチ

オール含有薬であり'1),慢性腎不全の患者に造影剤を用

いた検査を行 う場合に,同 時にNACを 経口投与させる

ことで造影剤による腎障害を軽減することや12),血 液透

析を受けている患者にNACを 経口投与することで,そ

の後の心筋梗塞などの心血管事故が減じることなど,臨

床上有益な報告が多い13).自 己免疫糖尿病に関 しては,

NACを 若週令のNODマ ウスに投与すると糖尿病発症

が抑制 されるとの報告があるが14),NACは 免疫担当細

胞にも影響 し,T細 胞の増殖, IL-2産 生を促進するこ

と'5),リ ンパ球の活性酸素産生を促進することが報告 さ

れておりis), NACの 投与が逆に自己免疫疾患 を増悪 さ

せる可能性 も考えられる.特 にNODマ ウスにおいては,

若週令と糖尿病発症直前ではリンパ球の応答性が異なる

ことが報告 されており17),投 与す る時期 によって は

NACが 細胞傷害性の リンパ球を増殖させ,膵 β細胞破

壊を助長 させる可能性がある.NODマ ウスでは,4週

令頃か ら10週 令頃まで膵 ランゲルハ ンス島周囲に リン

パ球浸潤を認めるが,膵 島の破壊には至らない時期があ

り(良 性膵島炎期),そ の後18週 令頃か ら急激に膵島

が破壊され(破 壊性膵島炎期),最 終的に糖尿病にいた

る.Tヘ ルパーリンパ球の応答が良性膵島炎期と破壊性

膵島炎期で異なることが知られており'7),破壊性膵島炎

期にあるNODマ ウスへのNACの 投与 は糖尿病発症を

促進すると予想される.

 破壊性膵島炎期にあるNODマ ウスに対す るNACの

投与の影響を明 らかにするためには,確 実に糖尿病を発

症する均一な免疫学的背景を有するマウスを用いるのが
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望 ま しい.NODマ ウスは12週 令 頃か ら30週 令 頃 まで

の間 に雌性 で 1:1%,雄 性 で20-30%程 度 の個 体が

糖尿病 を発症す るが,ど の個体が実際 に糖尿病 を発症す

るかを予知す ることは不可能 である.そ こで本研究で は

細胞移 入の系を利用す る ことと した'8-20).す な わち,既

に糖尿 病を発症 して いるNODマ ウ スより リン/¥°球 を得

て,遺 伝的背 景 はNODマ ウ ス と同様であ りなが らリン

パ球 を欠 くNOD-scid/scid(severe combined immuno

deficiency,以 下NOD-scidと 略 す)マ ウスを レシ ピェ

ン トと して細胞移入 を行 い,糖 尿病 を移入 させ る系 を用

いた.本 実験系 ではNOD-scidレ シ ピエ ン トに ドナーの

NODマ ウスの免疫学 的状態 を再現 で きる ことが知 られ

てお り21),破 壊 性膵島炎期 にあ るNODマ ウス と同 じ免

疫学的状態 を レシ ピエ ン トに再構築 し,そ の レシピエ ン

トにNACを 投 与 し,糖 尿病発症 への影響を検討す るこ

とで,破 壊 性 膵 島炎 期 に あ るNODマ ウ ス に対 す る

NACの 影 響を明 らか にす ることと した22).

対象と方法

1.動 物

 5-10週 令 の雌性NoDマ ウ ス, NOD-scidマ ウス を

日本 ク レア(東 京)よ り購入 し,慶 鷹義塾大学医学部動

物実 験 セ ンター内 にて特 定病原体 非感染(specific pat

hogen-free;SPF)環 境 下 にて飼育 した.飼 育及 び実験

処置 にあたって は,慶 慮義塾大学実験動物取扱 マニュア

ルに準拠 した.ま た,本 実験 は本学医学部動物実験委員

会 の承認 を得 た(承 認番号034002).糖 尿 病 の発 症の

診 断に は,隔 日にテ ステ ープ(Eli Lilly社,米 国)を

用 いて尿糖 を検 査 し,尿 糖 陽性 時 に グルテス トエ ース

(三 和化学,東 京)を 用 いて血糖値 を測定 した.血 糖値

が250mg/d1以 上 の時 に糖尿病 の発症 と判定 した.

2.脾 細 胞 の調整 と細胞移入 および腹腔浸 出細胞の採取

 各 マ ウスよ り脾臓 を無菌的 に摘 出 し,ナ イロ ン ・メ ッ

シュ(Becton Dickinson社,米 国)に て細胞分散 し,

エ チ レンジア ミンテ トラ酢酸 ナ トリウム(2Na-EDTA)

0.0459,塩 化 ア ンモニ ウム(NH、Cl)8.349,重 炭 酸

ナ トリウム(NaHCO3)1.O gを1000 mlの 蒸 留水 に溶

解 して作成 した液 を用 いて赤血球 を溶血 させ,そ の後 リ

ン酸緩衝 生理食 塩水(phosphate buffered saline;以

下PBSと 略 す)で3回 洗 浄 した.細 胞移入 には,糖 尿

病発症後の雌性NODマ ウ ス(16-32週 令,血 糖値250

mg/dl以 上)の 脾細 胞 を調 整 し,2×106個 ず つ雌性

NOD-scidマ ウ スの腹腔内へ注射 し移入 した.

 腹 腔 浸出細胞の採取 は屠殺直後 に脾臓や膵臓 の摘 出に

先ん じて5mlのPBSで 腹 腔内 を無菌 的に洗浄回収 し,

こ の洗 浄液 中 に含 まれ る細 胞 のすべ てを腹腔 浸 出細 胞

(peritoneal exudate cells(以 下PECと 略す))と した.

3.N-acetyl-cysteineの 投 与

 N-acetyl-cysteine(Sigma社,米 国)を 蒸留水 に溶

解 し1mg/m1の 濃 度 と して給水 瓶へ入 れ, NAC投 与

群のNOD-scidマ ウ スに経 口投与 した.コ ン トロール群

へ は蒸留水を単独 に与 えた.

4.組 織 学的検討

 脾 細胞移 入後14日 経 過 したNOD-scidマ ウ スよ り膵

臓を採取 し,10%ホ ル ムアルデ ヒ ドで固定 し,パ ラフィ

ンに包埋 した.150ｵmの 間 隔をあ けた非連続切片 にて

ヘ マ トキ シリン ・エオ ジン染色標本 を作成 し,個 々の膵

島炎の程度(膵 島へ の炎症細胞浸潤)を 以下 のよ うにス

コァ化 した.1膵 臓 あた り40個 以 上 の膵島 を観察 して,

平 均 スコアによ り膵島炎 の程度 を評価 した.

grade O:炎 症 細胞浸潤 を膵 島に認 あない.

grade 1:炎 症 細胞浸潤領域が膵 島面積 の25%未 満.

grade 2:炎 症 細 胞浸潤 領域 が膵 島面積 の25%以 上50

     %未 満.

grade 3:炎 症 細胞浸潤領域が膵 島面積 の50%以 上.

5.免 疫 組織学的検討

 脾 細胞移 入後14日 経 過 したNOD-scidマ ウ スよ り膵

臓 を採取 し,OCTコ ンパ ウン ド(サ クラフ ァイ ンテ ッ

ク,東 京)に 包埋 し液体 窒素で凍結 した.10ｵmの 厚

みで 薄切 して ス ライ ドガ ラス に添 付 し,冷 アセ トンで

10分 間 固定 した.PBSで2回 洗 浄後,1%ウ シ血清 ア

ル ブ ミン(bovine serum albumin;以 下BSAと 略 す)

(Sigma社,米 国)-PBS溶 液 で1時 間 処 理 し,

fluorescein isothiocyanate(以 下FITCと 略 す)標 識

抗 マウスCD8抗 体, phycoerythrin(以 下PE)標 識 抗

マ ウ スCD4抗 体(Pharmingen社,米 国)を1%

BSA-PBS溶 液 で溶解 し標本 に添加 した.1時 間 染色 し

PBSで 洗 浄 した後,封 入薬 を乗 せカバ ーグラスを乗 せ,

蛍 光顕微鏡で観察 した(オ リンパ ス,東 京).

6.細 胞 の純化 とポ リクローナルな リンパ球刺激 による

サ イ トカイ ン反応 の検討

 CD4陽 性 またはCD8陽 性 の脾細胞 を純化す るために,

磁 気細 胞 分 離 シス テムMiniMACS system(Miltenyi

Biotech社,ド イ ツ)を 用 いた.脾 細胞 浮遊液 に磁性 マ
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イク ロ ビーズ の付 着 した抗CD4抗 体 また は抗CD8抗

体 を加 え,15分 間静 置 し0.5%BSA-PBSで 洗 浄 した後,

磁 気 カ ラム(Miltenyi Biotech社,ド イ ッ)でCD4陽

性 またはCD8陽 性 細 胞 を分離 した.こ の細胞浮遊 液を

ペ ニ シ リン/ス トレプ トマ イ シン添加 した2%仔 牛 胎 児

血 清(Fetal Calf Serum;以 下FCSと 略 す)(JRH

Bioscience社,米 国)を 含 むRPMI1640(GibcoBRL

社,米 国)(以 下2%FCS-RPMI1640と 略 す)に 浮 遊

させ た.0.5×106個/250μ1に 調 整 し,96穴 マ イ クロ

プ レー ト(Cornig社,米 国)の 各 ウェル に加 えた.

CD4陽 性 また はCD8陽 性 脾 細 胞 の刺激 に は,抗CD3

抗 体(clone 145-2C11)(Pharmingen社,米 国)で

コー トしたマイ クロプ レー トに,抗CD28抗 体(clone

37.51)(Pharmingen社,米 国)の 最 終濃度 が1ｵg/ml

にな るよ うに添加 し刺激 を した.未 純化脾細胞 の刺激 に

は抗CD3抗 体(Pharmingen社,米 国)が 最 終濃度5

ｵg/mlに な るよ うに添加 した.コ ン トロールの ウェル

には培養液 の みを加 え た.5%CO、 ・37℃ の 条件下 で

72時 間 培養 した後上清 を回収 し,サ イ トカイ ン濃度 測

定 まで一800Cに て 凍結保存 した.

7.フ ローサイ トメーターによる リンパ球上発現 マーカー

お よび腹腔浸 出細胞 内 グル タチオ ンレベルの検討

 脾 細胞浮遊液を5mlポ リスチ レンチ ューブ(Becton

Dickinson社,米 国)に 移 し,サ ンプ ルを0.1%BSA-

PBSで2回 洗 浄 し, FITC標 識 抗 マ ウスT細 胞受 容体

抗体(clone H57-597)お よ びPE標 識 抗 マ ウスCD4

抗 体(clone GK1.5)ま た はCD8抗 体(clone 53-6.7)

を 加 え 冷 所 で20分 間 静 置 した.続 い て サ ンプ ル を

0.1%BSA-PBSで 洗 浄 して フ ロ ー サ イ トメ ー タ ー

(EPICS XL, Coulter社,米 国)で リンパ 球 ゲー ト内

の陽性細胞数 を分析 した.

 腹 腔 内を洗浄 し回 収 した腹腔 浸 出細 胞 は,PBSで 希

釈 したmonochlorobimane(以 下MBCIと 略 す)(Clo

ntech,ア メ リカ)と 混 じて最 終濃度40ｵmol/1と し,

室 温下で5分 間静置 した.そ の後直 ちにフローサイ トメー

ター(EPICS ALTRA, Coulter社,米 国)を 用 いて,

20mWの 紫外 線を照射下 での グル タチオ ン・MBCIに よ

る蛍光 を測定 した.

8.ELISA法 に よるサ イ トカイ ンの測定

 上 清 中 の サ イ トカ イ ンの計 測 に はenzyme-linked

immunosorbent assay(以 下ELISAと 略 す)法 を用

いた.す なわ ち,平 底 の96穴 プ レー トに各種抗 マウス

サイ トカイ ン抗体(抗 イ ンターフ ェロン(interferon;

以 下IFNと 略 す)一γ(clone R4-6A2),抗 イ ンター ロイ

キ ン(interleukin;以 下ILと 略 す)-2(JES6-1A12),

抗IL-4(BVD4-1D11)抗 体, Pharmingen社,米 国)

をPBSに 溶 解 し,4℃ で 一夜静 置 して コー ティ ング し,

翌 日,採 取 された上清 も しくは各 サイ トカイ ンの標準溶

液(組 換 えマウスIFN-y, IL-4, IL-2, Pharmingen社,

米 国)を 加 えて2時 間室温 で静 置 した.0.1%Tween 20

(BioRad社,米 国)を 加 え たPBS(以 下0.1%

Tween20-PBSと 略 す)で 洗浄 した後,ビ オ チ ン化 した

各種 抗 マウスサ イ トカイ ン抗体(抗IFN一 γ(XMG 1.2),

抗IL-2(JES6-5H4),抗IL-4(BVD6-24G)抗 体,

PharMingen社,米 国)を 加 え さ らに1時 間室温 で静

置 した.続 いて0.1%Tween20-PBSで 洗 浄 したの ち,

ア ビ ジ ンー ビオ チ ン標 識 ペル オ キ シダ ー ゼ(Vector

Laboratories社,米 国)を 加え30分 間 静置 した.最 後

に 発 色 試 薬3,3',5,5'tetramethylbenzidine

(Sigma社,米 国)お よび0.5Mの 硫 酸水溶液 を加 え,

ELISAリ ー ダ ー(BioRad社,米 国)に て 吸 光 度

(A45。)を 測 定 して各 サイ トカイ ンを検 出 した.本 研究

では検 体をすべて二重 に計測 し,ス タ ンダー ド検体 より

得 られたス タンダー ドカーブより各種サ イ トカイ ンの濃

度 を求めた.

9.膵 局 所 にお ける各種サ イ トカイ ンの半定量的 リアル

タイ ムPCR分 析

 マ ウ ス の 膵 臓 か ら のRNAの 抽 出 はAcid

Guanidinium-Phenol-Chloroform(AGPC)法 で 行 っ

た.す な わち,グ ア ニ ジ ンチ オ シアネー ト(guanidi-

nium thyocyanate(GTC))溶 液 中で組織 をホモ ジェ

ナ イズ し,RNaseを 失 活 させ,細 胞 の タ ンパ ク質 を可

溶化 した.続 いて液性 を酸性 に保 ちなが らフェノール/

ク ロロホル ム処理 を行 い,水 層(GTC層)に 分離 した

RNAを ア ル コ ールで塩析 し抽 出 した. DNaseI(キ ァ

ゲ ン,東 京)を 用 いてゲ ノムDNAの 分解処理 を行 った.

次 に,ア デ ニ ン(A)の 連 続配列 で あるポ リAシ グナ

ル を有 す るmRNAの 性 質 を利用 して,オ リゴdTプ ラ

イ マーを用 いた逆転写 反応 にてcDNAを 作 成 した.最

後 に,得 られたcDNAを 鋳 型 と してTaq polymerase

(Takara,大 津)に てPolymerase Chain Reaction

(PCR)を 行 った. IFN-y, IL-4, IL-1ﾟ, IL-2, Tumor

necrosis factor一α(以 下TNF一 α と略 す), FASお よ び

glyceraldehyde・3-phosphate dehydrogenase(以 下

GAPDHと 略 す)(内 部 標準 と して使用)の 各mRNA

発 現 レベ ル は,ABI Prism 7700 sequence detector

(PE Applied Biosystems社,米 国)を 利用 して リアル
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第1表 半定量的PCR解 析 に利用 したプライマー対およびTaqManプ ローブ

遺伝子 5'プ ラ イ マ ー 3'プ ラ イ マ ー TaqManプ ロー ブ

IFN-y

IL-4

IL-1β

IL-2

TNF一 α

FAS

GAPDH

5'-CAGCAACAGC

AAGGCGAAA-3'

5'-TCTCATGGAGC

TGCAGAGACTCT-3'

5'-CAACCAACAAGT

GATATTCTCCATG-3'

5'-CCTGAGCAGGAT

GGAGAATTACA-3'

5'-TCCAGGCGGTGC

CTATGT-3'

5'-GGAGGGCAAGAT

AGATGAGATCA-3'

5'-ACTGGCATGGCC

TTCCG-3'

5'-GCTTCCTGAG

GCTGGATTCC-3'

5'-GCTCTTTAGGC

TTTCCAGGAAGT-3'

5'-GATCCACACTCT

CCAGCTGCA-3'

5'-TCCAGAACATGC

CGCAGAG-3'

5'-GAGCGTGGTGG

CCCCT-3'

5'-ATGCATCACTCT

TCCCATGAGA-3'

5'-CAGGCGGCACG

TCAGATC-3'

5'-AGGTCAACAACC

CACAGGTCCAGCG-3'

5'-CTGCACCATGAATG

AGTCCAAGTCCACA-3'

5'-CTGTGTAATGAAAG

ACGGCACACCCACC-3'

5'-CCCAAGCAGGCCA

CAGAATTGAAAG-3'

5'-TCAGCCTCTTCTCA

TTCCTGCTTGTGG-3'

5'-AGTCCAGCTGCTCC

TGTGCTGGTA-3'

5'-TTCCTACCCCCCAA

TGTGTCCGTCGT-3'

タ イ ムPCR法 に て半 定量 的に測定 した23).利 用 したプ

ロ ー ブ の5'側 は 蛍 光 リ ポ ー タ ー の6-carboxyl-

fluorescein(FAM)で,3'側 は クエ ンチ ャー(消 光分

子)のcarboxytetramethylrhodamine(TAMRA)

で 修 飾 されて い る(TaqManプ ロ ー ブ). TaqManプ

ロ ーブ上 に結合 して い るFAMは3'側 の クエ ンチ ャー

TAMRAの 影 響 に よ り蛍 光 を発 しない.し か し,そ の

後DNAポ リメ ラー ゼ活性 と5'-3'エ キ ソヌ ク レアーゼ

活性 をあわせ もっTaqポ リメ ラー ゼによ ってプライマー

か らの伸長反応 が生 じ,TaqManプ ロ ーブが分解 され

ると,TaqManプ ロ ー ブか ら遊 離 した蛍光 リポー ター

FAMはTAMRAの 影 響 を受 けな くな り蛍光 を発す る

ようになる.リ アルタイ ムPCR法 は,こ の蛍光 を検 出

す ることによ って 目的遺伝子 の増 幅の程度 を リアル タイ

ムに定量 で きるシステムであ る.本 研究 で使用 したプ ラ

イマーとTaqManプ ロ ーブは第1表 に示 した.リ アル

タ イ ムPCR反 応 は,反 応 溶 液 と し てTaqMan

Universal MasterMix(PE Applied Biosystems社,

米 国)を 用 いて行 った.サ ンプルにおけ る各mRNA発

現 レベル は,同 一 サ ンプルか ら増 幅 されたGAPDH産

物 に対す る相対 的な量 として算 出 した.

10.統 計 処理

 結 果 はすべて平均値 ±標準誤 差で表示 した.糖 尿病累

積発症率 の比較 にはlo9-rank検 定 を行 った.膵 島炎 ス

コァ,サ イ トカイ ン産生 量,mRNA発 現 レベル の比較

は,Mann-Whitney U検 定 で解析 した. CD8陽 性 膵 島

の割合 の比較で はFisher検 定 を用 いた. p値 く0.05を

統計学的に有意差があると判定した.

結 果

1.NACの 投与が糖尿病発症に与える影響

 NACの 投与がNODマ ウスの糖尿病発症に与える影

響を評価するため,糖 尿病発症後のNODマ ウスの脾細

胞をNOD-scidレ シピエントに移入し,レ シピエントに

  100

  90

  80s

  70

型 60

塞 ・・
麟 40

  30

饗 20

  10

0

*

10 20 30   40 50

細胞移入後の期間(日)

60

第1図:糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の 脾 細 胞 を 移 入 後 の

 NOD-scidレ シ ピエ ン トに お け る累積 糖 尿 病 発 症 率

 糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の 脾 細 胞 を 移 入 後 のNOD-scid

 レ シ ピ エ ン トの うちNAC投 与 群(n=25,白 丸)に は

 NACを 経 口投 与 した.一 方 対 照 群(n=25,黒 丸)に は

 蒸 留 水 を 与 え た.(*p〈0.002,10g-rank検 定)(Irie J

 et al:Diabetologia 47:1803-1809,2004のFig.1を

 許 可 を 得 て転 載)

70
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第2図:8週 令糖尿病未発症NODマ ウスの脾細胞を移入

 後 のNOD-scidレ シピエントにおける累積糖尿病発症率

 糖尿病未発症NODマ ウス(8週 令)の 脾細胞を移入後

 のNOD-scidレ シピエントのうちNAC投 与群(n=5,

 白丸)に はNACを 経 口投与 した.対 照群(n=5,黒 丸)

 には蒸留水を与えた.

NACま た は蒸留水 を与 えた. NAC投 与 群 にはNACを

細 胞移入直後 よ り飲水 に溶解 して投与 し,対 照群 には蒸

留水 を与え た.NAC投 与 群のNOD-scidレ シ ピエ ン ト

の糖尿病発症 は対照群 に比 し有意 に促進された(各 群n=

25;p<0.002:log-rank検 定,第1図).一 方,ド ナー

と して8週 令 の糖尿病未発症NODマ ウスを用 いた場合

は,NACに よ る糖尿 病移入 の促 進 は認 め られなか った

(第2図).

2.NAcの 投与がNoD-scidレ シピエン トの膵R細 胞

に与える影響

 次にNACの 投与がNOD・scidレ シピエントの膵 β細

胞に直接的に影響するか否かを検討 した.レ シピエント

に細胞移入を行 う4週 前から直前まで,NAC投 与群に

はNACを 投与 し,そ の後糖尿病発症NODマ ウスの脾

細胞を移入 し,NACの 投与を中止 した.対 照群には本

期間蒸留水を与えた.細 胞移入前のNACの 投与では,

NACに よる糖尿病移入の促進や抑制は認められなか っ

た(第3図).

(
承
)
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80

60

40

20

0 10 ao 30 40

細胞移入後の期間(日)

50

第3図:細 胞移入前にNACを 投与され,そ の後脾細胞を

 移 入されたNOD-scidレ シ ピエントにおける累積糖尿病

 発症率

 NOD-scidレ シ ピエン トに細胞移入4週 前か ら細胞移入

 直前までNACを 投与 し(NAC投 与 群;n=10,白 丸),

 その後糖尿病発症NODマ ウスの脾細胞を移入 した.対

 照群(n=10,黒 丸)に は同時期に蒸留水を与えた.(Irie

 Jet al:Diabetologia 47:1803-1809,2004のFig.2

 を許可を得て転載)

60

3.NAC投 与 が リンパ球 によ る膵 β細胞 破壊 に与 え る

影響

 NAC投 与 による糖 尿病移入促進 の機序 を明 らか にす

るため,脾 細 胞を移入 しその後NACを 与 え たNAC投

与 群 および対照群 のNOD-scidレ シ ピエ ン トの膵臓を,

細 胞移入 後14日 目 に検討 した.両 群 の ラ ンゲルハ ンス

島 には ともに リンパ球浸潤 が認 あ られたが,膵 島炎 ス コ

ア はNAC投 与 群 で対 照群 に比 し有意 に高値 で あ った

(膵 島炎平 均値:NAC投 与 群2.56;対 照 群1.69, p=

0.025,Mann-Whitney U検 定,第4図).免 疫 組織学

的 な検討 で は,NAC投 与 群 の浸潤 リンパ球 はCD8陽

性 細胞 が多 く(第5図),CD8陽 性 細胞が各 ランゲルハ

ンス島の50%以 上 を占め るものをCD8陽 性 膵 島 と定義

す ると,NAC投 与 群 で は60.1%がCD8陽 性 膵 島 であ

るが,対 照群 で は4.8%がCD8陽 性 膵島 であ り, CD8

陽 性 膵 島の割合 はNAC群 で対 照群 に比 し有意 に高値 で

あ った(p<0.001,Fisher検 定).

4.NACの 投 与 が膵ﾟ細 胞 にお けるサイ トカイ ン産生

に与 える影響

 NAC投 与 による膵R細 胞破 壊促進 の機序 を明 らか に

す るた め,NAC投 与 群 お よび対 照群 のNOD-scidレ シ

ピエ ン トの膵臓の サイ トカイ ンメ ッセ ンジャーRNA量

を,細 胞移入後14日 目お よび レシピエ ン トの糖尿病発

症 時 に検 討 した.IFN-yの 産 生量 は,細 胞移入 後14日
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第4図:糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の脾 細 胞 移 入 後14日 目の

 NOD-scidレ シ ピエ ン トにお け る膵 島 炎 ス コ ア

 糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の 脾 細 胞 を 移 入 後 のNOD-scid

 レ シ ピエ ン トの う ちNAC投 与 群 に はNACを 経 口投 与

 し,対 照 群 に は蒸 留 水 を 与 え た.移 入 後14日 目 に 膵 臓

 を摘 出 しヘ マ トキ シ リ ンー エ オ ジ ン染 色 し,膵 島 へ の リ

 ンパ 球 浸 潤 の 程 度 を膵 島 炎 ス コ アで 評 価 した.グ レー ド

 0(白),グ レー ド1(ダ イ ア モ ン ド),グ レ ー ド2(実

 線),グ レー ド3(黒).(p=0.025,Mann-Whitney U

 検 定)(Irie J et al:Diabetologia 47:1803-1809,2004

 のFig.3を 許 可 を得 て 転 載)

対照群 NAC投 与群

CD4

一購 繋

CD8

CD4

越

CD8

第5図:糖 尿 病 発 症NoDマ ウ ス の脾 細 胞 移 入 後14日 目 のNoD-scidレ シ ピエ ン トの膵 島 に お け

 る免 疫 組 織 染 色 像

 糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の脾 細 胞 移 入 後14日 目 のNAC投 与 群 お よ び対 照 群 の 膵 臓 をCD4陽 性

 細 胞(赤 色),も し くはCD8陽 性 細 胞(緑 色)に て染 色 した.各 群 と も連 続 切 片 に お け る染 色 像

 を 示 す.(Irie J et al:Diabetologia 47:1803-1809,2004のFig.4を 許 可 を得 て転 載)
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第6図:糖 尿 病 発 症NoDマ ウス の 脾 細 胞 移 入 後14日 目 お よ び 糖 尿 病 発 症 時 のNoD-scidレ シ ピ

 エ ン トの 膵 臓 にお け るIFNッmRNA発 現 量

 糖 尿 病 発 症NoDマ ウ ス の脾 細 胞 移 入 後14日 目お よ び糖 尿 病 発 症 時 のNoD-scidレ シ ピエ ン ト

 の膵 臓 に お け るIFNガmRNA発 現 量 を半 定 量PCR法 に て測 定 した.発 現 量 はGAPDHに 対 す る

 相 対 比 で 示 す(*p=0.004,Mann-Whitney U検 定).(Irie J et al:Diabetologia 47:1803-

 1809,2004のFig.5を 許可 を 得 て 転 載)
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第7図:糖 尿病発症時のNOD-scidレ シ ピエントの膵臓 に

 おけるFASお よびTNF-amRNA発 現量

 糖尿病発症時のNOD-scidレ シ ピエントの膵臓における

 FASお よびTNF・ αmRNA発 現量を半定量PCR法 にて

 測定 した.発 現量はGAPDHに 対する相対比で示す.

第8図:糖 尿病発症時のNOD-scidレ シ ピエ ントの膵臓に

 おけるIL-4, IL-2お よびIL-1ﾟmRNA発 現量

 糖 尿病発症時のNOD-scidレ シピエ ントの膵臓における

 1レ4,IL-2お よびIL-1ﾟmRNA発 現量を半定量PCR法

 にて測定 した.発 現量はGAPDHに 対する相対比で示す.

目でNAC投 与 群 で は対照群 に比 し高 い傾 向を認め,糖

尿病発症 時 にはNAC投 与 群 で対照群 に比 し有意 に高値

で あ った(NAC投 与 群7.7±1.4×10";対 照 群3。4±

0.7×10P4対GAPDH比, p=0.004, Mann-Whitney U

検 定,第6図).FASお よ びTNF-aはNAC投 与 群 に

おいて高 い傾 向を認 めたが(第7図),IL-4, IL-2, IL・1

βで は差 を認 めなか った(第8図).

5.NAcの 投与がNoD-scidレ シピエ ントでの リンパ

球の構築,サ イ トカイン産生に与える影響

 NOD-scidレ シピエントでの移入されたリンパ球の構

築,サ イ トカイ ン産生に対す るNAC投 与の影響を評価

するため,NAC投 与群および対照群のNOD-scidレ シ

ピエントの脾臓を,細 胞移入後14日 目ならびにレシピ

エントの糖尿病発症時に検討 した.細 胞移入後14日 目

ではCD4陽 性T細 胞受容体陽性細胞数, CD8陽 性T
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第9図:糖 尿 病 発 症NoDマ ウ スの 脾 細 胞 移 入 後14日 目 お よ び糖 尿 病 発 症 時 のNoD・scidレ シ ピ

 エ ン トの脾 細 胞 のIFN-y, IL-2産 生 量

 レ シ ピエ ン トの脾 細 胞 を抗CD3抗 体 で 刺 激 し上 清 中 の サ イ トカ イ ン量 をELISA法 に て 定 量 した

 (*p=0.033,#p=0.015,Mann-Whitney U検 定).(Irie J et al:Diabetologia 47:1803-1809,

 2004のFig.6を 許 可 を 得 て転 載)
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第10図:糖 尿 病 発 症NODマ ウス のCD4陽 性 お よ びCD8陽 性 脾 細 胞 に対 す るNACの 影 響

 糖 尿 病 発 症NODマ ウ ス の脾CD4お よ びCD8陽 性 細 胞0.5×106個 を抗CD3抗 体 お よ び 抗CD28

 抗 体 と と も に72時 間 培 養 した.一 部 の ウ ェ ル に はNACを 最 終 濃 度1mmol/1で 添 加 した

 (NAC(+)).対 照 の ウ ェ ル に は メ デ ィウ ム の み を 添加 した(NAC(一)). IFN一 γ, IL-4, IL-2の

 濃 度 をELISA法 に て 測 定 した.3っ の独 立 した 実 験 の 代 表 例 を 示 す.(Irie J'et al:Diabeto-

 10gia 47:1803-1809,2004のFig.7を 許 可 を 得 て 転 載)
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細胞受容体 陽性細胞 数に両群間で有意な差を認めなか っ

た(NAC投 与 群;CD4:1.16×106, CD8:0.23×106

個,対 照群;CD4:1.18×1.06, CD8:0.31×106個).

ま た 抗CD3抗 体 を用 いた リンパ球刺激 によ るサイ トカ

イ ン産生量 の比較で も,両 群 間 に有意 な差を認 あなか っ

た(第9図).し か し糖 尿病 発症 時 には抗CD3抗 体 刺

激 に よるIFN一 γ産生量 はNAC投 与 群 で対 照群 に比 し有

意 に増 加 して いた(NAC投 与 群;40817±5822 pg/

ml,対 照群;27213±3447 pg/ml, p=0.033, Mann-

Whitney U検 定,第9図).ま た抗CD3抗 体 刺激 によ

るIL-2産 生 量 もNAC投 与 群で対 照群 に比 し有 意 に増

加 していた(NAC投 与 群;6459±821pg/ml,対 照 群;

4214±1328pg/ml, p=0.015, Mann-Whitney U検

定,第9図).IL-4産 生 量 には両 群間で有意 な差 を認 め

なか った(NAC投 与 群;322±50 pg/ml,対 照 群;

350±77pgjml).

6.NACがin vitroで の リンパ球 のサ イ トカイ ン産生

に与 え る影響

 NACのin vitroで の リンパ 球 のサイ トカイ ン産生 に

与 え る影響を評価す るため,CD4陽 性 また はCD8陽 性

リンパ 球を,糖 尿病 を発症 したNODマ ウ スの脾臓 よ り

得 て,抗CD3抗 体 と抗CD28抗 体 にて刺 激 し同時 に

NACを 最 終濃 度1mmol/1で 添 加 した. IFN-y, IL-2

産 生 量 はNACの 添 加 にて増加 したがIL-4産 生 量 は両

群 間 で 同 程 度 で あ った(IFN-y;対 照0.31 ng/ml,

NAC添 加0.62 ng/ml, IL-2;対 照0.04 ng/ml, NAC

添 加0.81ng/ml, IL-4;対 照0.13 ng/ml, NAC添 加

0.23ng/ml,第10図). CD8陽 性 細 胞によ るIFN一 γ産

生量 も同様 にNACの 添 加 で増加 した(対 照0.29 ng/

ml, NAC添 加1.21 ng/ml,第10図).

7.NACの 投与が腹腔浸出細胞の細胞内グルタチオン

量に与える影響

 免疫担当細胞の細胞内グルタチオン量に対するNAC

投与の影響を検討するたあ,細 胞移入後14日 目に腹腔

浸出細胞の細胞内グルタチオ ン量を検討 した.NAC投

与群では対照群 に比 し細胞内グルタチオン含有量が多い

細胞が増加 していた(第11図).

NAC群 量    山

対照群 登
    山

65%

PMT5 Lo9

PMTS Log

b モノクロロバイマン蛍光強度

第11図:細 胞移入後14日 目のNoD-scidレ シ ピエントの

 腹腔浸出細胞のグルタチオン含有量の比較

 腹腔より無菌的に洗浄回収 した腹腔浸出細胞をモノクロ

 ロバイマンで染色 し,細 胞内グルタチオン濃度を蛍光強

 度で評価 した.

考  察

 NACは 古 くか ら臨床で去疾薬として広 く使用されて

いるチオール含有抗酸化薬であり,ま たアセ トアミノフェ

ン中毒 に対す る治療薬 として も推奨 されている").

NACの 詳細な代謝経路は明らか となっていないが, in

vitroで は細胞内に取 り込 まれ分解され,シ ステインを

細胞に供給することで,グ ルタチオ ン合成を促進すると

考えられてお り,ま たin vivoで は経口投与 された後は

小腸より吸収され,シ ステイ ンとなることが知 られてい

るli).慢 性腎不全の患者の造影剤 による腎障害の軽減

や12),透析患者の心血管事故の予防など有益な報告が多

く'3),抗酸化作用によるものと考えられている.

 糖尿病治療に関 して,2型 糖尿病モデルマウスにおい

てNACの 経口投与によるインスリン分泌機能の保護効

果が報告されており,糖 尿病状態での酸化ス トレスによ

る膵 β細胞のアポ トーシスをNACが 防ぐという機序が

考えられている24).またアロキサン投与により膵ﾟ細 胞

破壊を誘導 し糖尿病を誘発するモデルマウスの検討でも,

NACの 経口投与で膵ﾟ細 胞破壊が予防できるとされて

いる25).自己免疫1型 糖尿病に対する影響に関 しては,

NACを 若週令のNODマ ウスに投与すると糖尿病発症

が抑制 されるとの報告があるが'4),NACは 免疫担当細

胞にも影響 し,T細 胞の増殖, IL-2産 生を促進するこ

ど5),リ ンパ球の活性酸素産生を促進することが知 られ
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てお り'6),NACの 投与が逆に自己免疫疾患を増悪 させ

る可能性も予想された.

 本研究で著者は,糖 尿病を発症 し細胞傷害性の リンパ

球を有 しているNODマ ウスの脾細胞をNOD-scidレ シ

ピエン トへ移入 し,糖 尿病を移入 させ る系を用いて,

NACが 自己免疫糖尿病を促進す ることを明らかに し

た22).細胞移入にて病態を移入する系は,免 疫担当細胞

のin vivoに おけ る役割 を検 討す る時 に用い られ る

が18)-20),NODマ ウスの糖尿病移入の系においては移入

する細胞数,移 入する細胞を採取する ドナーの週令に糖

尿病移入の可否は影響される.実 際本研究においても,

8週 令のNODマ ウスか ら得 た脾細胞 を移入 された

NOD-scidレ シピエン トにおいては,糖 尿病移入に要 し

た期間は糖尿病発症後のマウスを ドナーに用いた場合に

比 し長 くなり,ま た レシピエントの糖尿病累積発症率は

低 くなった(第2図).こ れは著者の以前の報告 とも一

致 した26).本研究では ドナー側のNODマ ウスの条件を

均一化するため,明 らかに細胞傷害性の リンパ球が存在

し活性化されていると考えられる糖尿病発症後のNOD

マウスを ドナーに用いた.実 際にこの ドナーを用いた場

合の対照群のNOD-scidレ シピエントへの糖尿病移入に

要 した時間,移 入率は同じ細胞数を移入 した他者の報告

と一致 してお り27),よ ってNACが 糖尿病移入を促進す

るとする本研究の結果を支持するものと考えられた.

 著者はNACが 糖尿病移入を促進する機序を解明すべ

く,免 疫応答の目標 となる膵局所,な らびに末梢 として

脾細胞を検討 した.NACの 投与 によりレシピエントの

糖尿病発症時には,膵 局所 と末梢の両所の リンパ球のサ

イ トカインプロファイルにIFN-y産 生の増強が認めら

れた.し か し細胞移入後14日 目では末梢でのリンパ球

の構築,サ イ トカインプロファイルには差を認めないに

も関わらず膵島の リンパ球浸潤は増悪 しており,こ れは

特異的に膵局所で リンパ球の集積,増 殖をNACが 促進

したことを示唆 していると考え られた.NACの 投与が

in vivoに おいて膵島自己反応性T細 胞の増殖を膵局所

で促 し,膵 島の破壊を増悪させたと解釈 しうる所見であ

る.糖 尿病発症後のNODマ ウスよ り得た脾CD4陽 性

細胞のin vitroで の刺激によるIL・2産 生がNACの 添

加 にて増強されたことや,NAC群 の膵島にCD8陽 性

細胞浸潤が有意に多く見られたことは,こ の可能性を支

持するものと考え られた.ま たCD8陽 性 リンパ球に対

してNACが 腫瘍細胞やウイルスに対する傷害性を増強

するとする他者の報告とも一致 した28)・29).

 Tヘ ルパー リンパ球の機能,特 にT-helper cell type

1/T-helper cell type 2(以 下Th1/Th2と 略す)バ ラ

ンスにつ いて は,NACが 抗 原提 示細胞 の細胞 内 グルタ

チオ ン量 を増加 し,Th1タ イ プの応答 を誘導す る,と

の報 告がin vivoお よ びin vitroで な されてい る30).一

方 でin vitroでBALB/cマ ウ スの脾 細胞 の サイ トカイ

ンプ ロ ファイルがNACの 添 加 でTh2タ イ プ とな る と

の報告 もあ り,一 致 した意見 を見 ていない31).本 研 究 で

は,in uivoとin vitroの 両 者 でNACの 投 与 がNODマ

ウスで はTh 1タ イ プの応 答 を誘導 す る ことを示 した.

糖 尿病発 症後 のNODマ ウ ス はTh1タ イ プの応答 を示

し,BALB/cマ ウ スはTh2タ イ プの応 答 を示 す傾 向 に

あ る ことが報 告 されてお り'7),NACのTh1/Th2バ ラ

ンスに対 す る影響 は,遺 伝的背景 に規定 されてい るサイ

トカイ ン応答 パ ター ンを増 強 して いる可能性が考え られ

る。NODマ ウ スでは,良 性膵 島炎期 にはTヘ ル/¥°一 リ

ンパ球 はTh2タ イ プの応答 を示 し,そ の後 の破壊 性膵

島炎期 に はTh 1タ イ プ応答期 が誘導 され るとされて い

る17).そ れ ゆえ,NAC投 与 の効 果 は投与す る時期に依

存す る と予 測 され,著 者 の検討 で は,NACに よ る糖尿

病移入の促進 は糖尿病 未発症NODマ ウ スの脾細胞 を移

入 した際 に は認 め られ なか った.こ れ は その 時期 の

NODマ ウ スが良 性膵島炎 期 にあ り, Tリ ンパ球 応答が

Th 1タ イ プに偏移 していなか ったためと考 え られ た.

 ま た 以前 著者 は本 研究 と同様 の移 入 の系 を用 いて,

NODマ ウ スの腹腔浸 出細胞 の細胞 内 グル タチオ ン量 が

NODマ ウ スの膵 β細胞 への 自己免疫 応答 の程度 を反映

す る ことを報告 した26).本 研 究 で も同様 に腹腔浸出細胞

の細胞 内 グル タチオ ン量 を検討 した ところ,NAC投 与

群 では対照群 に比 し細胞 内 グル タチオ ン含有量が多い細

胞が増加 している ことを見出 した.こ れ はグル タチオ ン

含有量 が多 いマ クロ ファー ジがTh1タ イ プの応答 を誘

導 す るとす る報告 と一 致す る'4)・30).また グル タチオ ン

含有 量が多 いマ クロ フ ァー ジにお いて は一 酸化 窒素 や

IFN・γの産生量 が多 い,と の報告 と併せて考 え ると14),

NACの 投 与 が膵局所 で マク ロファー ジへの システイ ン

の供与 となり,細 胞傷害性 を増 強 した可能性 も考 え られ

る.そ の他 にもシステイ ンの供給 がメチオニ ンの合成 を

促 進 し,Sア デ ノ シル メチオ ニ ン経 路を活性化 しDNA

の メ チル化 に影響 し細胞機能 の変化 を もた らした可能性

もあ る32).

 結 論 として,著 者 は1型 糖尿病 モデルマウスにお いて

NACの 投 与 が疾患 を悪化 させ る可 能性を示 した. NAC

の投 与 は非特異 的に シスチ ンや システイ ンを活性化 され

た リンパ 球 やマ ク ロフ ァー ジに供給 し,膵R細 胞 に対

す る細胞性免疫応答 を増悪 させ ると考 え られ る.近 年 ヒ

トの2型 糖尿病 と思 われ る患者 の中に も,1型 糖 尿病患
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者 に認め られる自己抗体抗 グル タミン酸脱炭酸酵素

glutamic acid decarboxylase抗 体を有 し,膵 β細胞に

リンパ球浸潤を認め33),徐 々に膵ﾟ細 胞機能が低下する

緩徐進行1型 糖尿病が存在することが報告されており34),

通常の典型的1型 糖尿病患者のみならず,こ れ らの緩徐

進行1型 糖尿病患者へのNACの 投与 は病態を悪化させ

る可能性がある.NACは 広 く使用されている薬剤で有

益 な効果 も多 く報告されているが,NACの 投与時には

自己免疫疾患患者の病態を悪化させる可能性 も念頭に置

く必要があると考え られた.

総 括

校閲をいただきました慶'= 塾大学医学部内科学教室

島田朗博士に深謝いたします.最 後に本研究に御助言,

御協力いただきました埼玉社会保険病院内科丸山太郎博

士,な らびに慶慮義塾大学医学部内科腎臓内分泌代謝科

内分泌代謝研究室の諸先生方に感謝いたします.本 研究

の一部 は第46回 日本糖尿病学会年次学術集会(2003

年,富 山)に て発表 した.

 本 論 文 はIrie J, Shimada A, Oikawa Y, Shigihara T,

Saruta T:N-acetyl-cysteine accelerates transfer of

diabetes into non-obese diabetic scid mice. Diabeto-

logia 47:1803-1809,2004の 一 部 を 含 む.

 1型 糖 尿 病 に お い て 抗 酸 化 薬N-acetyl-cysteine

(NAC)の 影 響 を検討 す る目的 で,糖 尿 病 を発症 した

NODマ ウ ス(1型 糖 尿 病 モ デ ル 動 物)の 脾 細 胞 を

NOD-scidマ ウ ス(レ シピエ ン ト)へ 移入 し,さ らに レ

シ ピエ ン トへNACを 投 与 して その影響 を検討 した.

 1.NACの 投 与 は レシピエ ン トへの糖尿病移 入 を有

意 に促進 した.し か し細 胞移入前 のNACの 投 与 のみで

は同様の効果 は認 めなか った.

 2.細 胞 移入 後14日 目 の時点 で,NACの 投 与 は リ

ンパ球 の膵ﾟ細 胞浸潤 を増悪 させた.特 にCD8陽 性 細

胞の浸潤が増 強 されていた.

 3.細 胞 移入 後14日 目 の時点 で,NACの 投 与 は膵

臓で のIFN-yのmRNA発 現 量 を増加 させ た.さ らに レ

シ ピエ ン トの糖尿病発症 時 には,NACの 投 与 は膵 臓 で

のIFN一 γのmRNA発 現 量 を有意 に増加 させ た.

 4.細 胞 移入後14日 目 の時点で,NACの 投 与 は レ

シピエ ン トの脾 臓で のCD4, CD8陽 性 細 胞数 に影響 を

与 え なか った.ま た レシピエ ン トの脾細胞 の抗CD3抗

体 刺激 によるサイ トカイ ン産生 にも影響 を与えなか った.

 5.レ シ ピエ ン トの糖尿病 発症時 には,NACの 投 与

は レシピエ ン トの脾細胞 の抗CD3抗 体 刺激 によるIFN一

γ,IL-2産 生 量 を有意 に増加 させた.

 6.糖 尿 病発症NODマ ウ スの脾細胞 よ り得 たCD4,

CD8陽 性 リンパ球 を抗CD3抗 体 お よび抗CD28抗 体 で

刺激 し,NACを 添 加 した ところ, IFN-y, IL-2産 生 量

が有意 に増加 した.

 以 上 よ り,NACは リンパ球機能 に影響す ることによ

り1型 糖尿病 の病期を進行 させ る可能性が示唆 された.

 本稿を終えるにあたり,ご 指導,ご 校閲を賜 りました

慶YL`n義塾大学医学部内科学教室猿田享男教授に深甚なる

謝意を表 します.ま た,本 研究に関 して直接 ご指導,ご
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