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緒言

糖尿病患者 では動脈 中膜 の石 灰化(Monckeberg型 石灰化)が 高率 に発生す

るが、 この機序 として血管 中膜構成 タ ンパ クへ のpentosidineな どのadvanced

glycationendproduct(AGE)の 沈着が 注 目されて いる。AGEは 生体 内タンパ ク

のアミノ基 と糖 との問 のメイ ラー ド反応 によ り生成 され る糖 化 タ ンパ クで、

老化 、動脈硬化 発生機序 にかかわ る重 要な 因子 として注 目されて いる。AGE

の候 補物質 と してpentosidine,carboxymethyllysine(CML),pyrraline,crossline,

imidazolone,carboxyethyllysineな どが考 え られ ている。

㌧ 動脈再建 に使用 され る代用血管 の うち、 ヒ ト自家静脈 グラフ トは移植後5

年以降 に高率 にグ ラフ ト硬化 を発 生す る。静脈 グ ラフ トにお ける硬化 の前段

階では必ず弾性板 の消失、内膜肥厚 、 中膜平滑 筋細胞 の消失が起 こ り、内胸

動脈 において も中膜 弾性線維層 が加 齢 と共 に変性 、減 少 し、弾性板周辺 筋層

が線維化 に向か う。 しか し内胸動脈 にみ られ るこれ ら変 性 の進展 は 自家 静脈

に比べて極 めて緩徐 であ り、弾性 動脈 としての防御機構 、 とりわ け内弾性板

と数層 の中膜 弾性板 が91ycationか らの 防御作用 を発揮 して いる と考 え られ

る。

本研 究の 目的 は正 常 ヒ ト血管 を用 い、中膜 へ のAGE沈 着 、 中膜 弾性線維層

の構造変化 、特 にそ のglycationに よ る変性 によ り中膜 平滑 筋細胞 が アポ トー

シスへ と向 う一連 の変性過程 を解 析 し、動脈硬化 発生機序 にお けるAGEの 関

与 とその対策 を明か にす る ことで あ る。

材料と方法

1.材 料

1)NorthwestTissueCenter(Seattle,WA)よ り事故 、頭部銃創 、肺 炎で死亡

した動脈硬化病変 のない16人 の内胸動脈血管標本 を提 供 された。年齢 は15
～79歳(41.8±20.6歳)(40歳 未満8例 、40歳 以 上8例)、 男性13例 、女性3

例。

2)旭 川医科 大学付属病 院での剖検 で得 られた0歳 および4歳 児 の内胸動脈

標本。

2.方 法

1)3μmパ ラ フ ィ ン切 片 を 作 成 、 蛍 光 顕 微 鏡 シス テ ムOlympusSystem

MicroscopeBX60を 用 い 、370nmの 波 長 で 励 起 し、AGEの 発 す る440nmの 青 色

自家 蛍 光 を 観 察 した(図1)。 内 胸 動 脈AGE沈 着 を 蛍 光 強 度 か ら(一)、

(+)、(2+)、(3+)、(4+)の5段 階 に 分 類 した(図2)。

2)3μmパ ラ フ ィ ン切 片 を 作 成 、 蛍 光 顕 微 鏡 シス テ ムOlympusSystem

MicroscopeBX60を 用 い 、370nmの 波 長 で 励 起 し、AGEの 発 す る440㎜ の 青 色



自家蛍光画像 をPolaroidDigitalCameraPDMCIe/OLに て取 り込 み、 内蔵 された

画像解析 ソ フ トを用 いAGE蛍 光強 度 を半定量 し、Unit/areaで 表示 した。

3)3μmパ ラフィ ン切片 を、熊本大 学堀 内正公教 授よ り供与 された、3種

類 の抗AGE抗 体:6D12(抗CML抗 体),CMS-10(抗CML抗 体),H-12(抗

Pynaline抗 体)を1次 抗体 として用 い、SAB法 で免疫 組織染 色 を行 った(図

3)o

結果

1.内 胸動脈へのAGE沈 着(自 家蛍光定性)

0歳 児および4歳 児の内胸動脈では 自家蛍光は発 してお らず、AGE沈 着は認

めなかった。成人内胸動脈では全て 自家蛍光 を認め、蛍光強度 は年齢 と共に

増加 してお り、年齢 と共にAGE沈 着が増加 していると考え られた(図4)。
2.内 胸動脈へのAGE沈 着(自 家蛍光半定量)

画像解析 による蛍光強度の半定量においても、 自家蛍光強度は年齢の増加

と共に増加す る傾向を認めた(図5)。

3.抗AGE抗 体 を用いた検討(表1)
0歳 児および4歳 児の内胸動脈では6D12,CMS-10,H・12い ずれでも染色され

なかった。成人内胸動脈では6D12,CMS-10,H-12の いずれで も染色陽性で

あったが、年齢 との相関は認めなかった。

考察

AGEは 生体 内タ ンパ クのア ミノ基 と糖 との問の メイ ラー ド反応 によ り生成

され る糖 化 タ ンパ クで 、近年、老化 、動脈硬化 との関連 で注 目されて きて い

る。水晶体で は加齢 とともにAGEが 沈 着す る ことが報 告 されて い る。血管 で

はコ ラーゲ ン、エ ラスチ ンな どの中膜構 成タ ンパ クに沈着 す る ことが報告 さ

れて いるが、本研究 において も、成 人内胸 動脈 で は中膜 弾性線維層へ のAGE

の沈着 を認 め、加齢が進 む と内膜 において もAGE沈 着 を認 めた。 自家蛍光 を

用 いたAGE検 出法では、加齢 とともに内胸動脈へ のAGE沈 着が 増加 している

ことが明 らか とな った。現在、AGEの 候補物 質 と してpentosidine,CML,

pynaline,crossline,imidazolone,carboxyethyllysineな どが考 え られ て いるが、

今 回用 いた6D12,CMS・10,H-12の 抗体 が検 出す る、CML,pyrralineに 関 しては

加齢 との相 関 を認 めなかった。今後 、pentosidine,imidazolone,

carboxyethyllysineに 対 する抗体 を用 いた検 討が必要 で ある と考 え られ た。成

人では 自家蛍光、抗AGE抗 体 いずれ の方法 で も、内胸動脈へ のAGE沈 着が検

出 されたが、0歳 児お よび4歳 児の内胸動脈で はいずれ の方法で もAGE沈 着は

認めなか った。加齢 とともにAGE沈 着 は増加 す るが、少 な くとも幼児期 まで



はAGE沈 着は起きていないと考え られる。

弾性動脈である内胸動脈では、内弾性板 と数層の中膜弾性線維層 により中

膜平滑筋細胞がglyacationから保護 されていると考え られている・加齢 ととも

にAGE沈 着は増加 し、中膜弾性線維層も減少 し、中膜弾性線維層防御機構の

減弱を認めるものの、内胸動脈 に関する限 り、高齢でも十分に動脈硬化防御

機構は機能 していることが示唆された。
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