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原 著

SpontaneouslyDiabeticTorii(SDT)ラッ1,における
セルレイン誘導急性浮腫性腸炎とReceptorforAdvancedGlycation

Endproducts(RAGE)の発現

佐 藤 江 里1) 田 村 彼 女1) 丹 藤 雄 介い

須 田 俊 宏1) 中 村 光 男2) 山 岸 昌 一3)

抄録 病歴の長い糖尿病患者において,アミラーゼ分泌の低下や障萎縮･線維化を呈する症例があることが報告されてい
る.しかしこのような病態の動物モデルは現在確立されていない.また,終末糖化産物AGE,その受容体であるRAGE
は糖尿病血管合併症に関与しているとされているが,陣-の影響は不明である.糖尿病における障外分泌障害とその機序

を明らかにするため,加齢により障ラ氏島の線維化を生じる自然発症2型糖尿病モデル,SpontaneouslyDiabeticTorii
(SDT)ラットにcaerulein急性輝炎を発症させ,糖尿病の発症および程度,降の線維化に変化を生じるか否か,同時に,
RAGEの発現をRT-PCRにより検討した.結果,障炎による糖尿病発症および降の線維化,糖尿病発症前後および輝炎
の有無によるRAGEの発現に変化は認めず,糖尿病ラットモデルにおける障障害とRAGEの関連は明らかではなかった.
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Abstract PatientswithchroniFpanCreatitisarenotonlysufferedfrompancreaticexocrinebutalsoendocr享ne
de丘ciency.Also,indiabeticpatlentSWithlongduration.therearesomepatientswithimpaireda血ylasesecretlOn
andpancreaticatrophyor丘brosis.Recently,advancedglycationendproducts(AGE)andreceptorforAGE(RAGE)
arereportedasoneofcausesofdiabeticvascularcomplicationssuchasneuropathy,retinopathy,nephropathyand
pacro.angiopathy･RelationshipofdiabeteswithpancreaticexocrinedeficiencyandAGE-RAGEisunknown･Sowe
lnVeStlgatedwhetherthereexist"diabeticpancreatopathy"andeffectsofRAGEonthediabeticpancreasusingan
animalmodel.SpontaneouslyDiabeticTorii(SDT)ratrevealsinsulinde丘ciencyand丘brosisofisletsofLangerhans.
WeinducedrecurrentacutepancreatitisintheSDTratwithrepeatedcaeruleininjectionandinvestigatedthe
severityofdiabetesandpancreaticfibrosis･AlsoweexaminedRAGE一mRNAexpressionbeforeandafterdiabetes
onsetandpancreatitisbyRTIPCR･Asresults･theonsetofdiabetesanditsseverlty.aSWellas･pancreaticfibrosis
werenotalteredwithorwithoutpancreatitis･ExpressionofRAGE一mRNAwaslowlnthepqncreas,andwasnot
alteredaftertheonsetofdiabetesandpancreatitis.Inconclusion.differentmechanismsforfibrosISmayOPerateinthe
isletsofLangerhansandinpancreaticlobules.
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SDTラットにおける急性浮腫性俸炎

緒 看

線維化の進行した非代償期の慢性豚炎では豚外

分泌,内分泌の双方が障害され,消化吸収障害だ

けでなく,インスリン分泌の低下による障性糖尿

病を合併する1).また,病歴の長い糖尿病患者に

おいて2',豚外分泌障害を合併 し,アミラーゼ分

泌の低下や豚萎縮,障線維化を呈する症例もある

ことが報告されている3,4).このような病態の動

物モデルは現在確立されておらず,この分野の研

究に支障をきたしている.

Cholecystokinin(CCK)のanalogueであるセ

ルレイン (caerulein)をラットに大量に投与する

と急性浮腫性輝炎が惹起される5,6)ことが知られて

いるが,その炎症反応は1週間程度で回復し,悼

性障炎に移行して線維化を呈することはないとさ

れている7･8)

今回われわれは,加齢とともに障ランゲルハンス

島が線維化する自然発症2型糖尿病モデルラット,

SpontaneouslyDiabeticTorii(SDT)ラッ ト9~11)

の腹腔内にcaeruleinを反復投与することにより

急性障炎を発症させ,糖尿病発症と降における線

維化に変化を認めるか否かについて血糖値,イン

スリン濃度および障病理組織の経時的変化を検討

した.同時に,糖尿病患者における血管合併症の

発症進展機序に関与するとされる終末糖化産物

(AdvancedGlycationEndproducts;AGE)12)の受

容体のひとつであるReceptorforAGE(RAGE)13)

の豚における発現が,糖尿病発症前後,豚炎の有無,

またはAGE刺激後培養豚で変化するか否かについ

ても検討した.

材料および方法

実験動物

すべての実験 には明暗 12時間サイクル,室

温22℃で調節 した部屋で通常食で飼育 した雄性

SDTラット (日本クレア社)を用いた.なお,

プラスチックケージで1ケージあたり2-3匹で

飼育した.なお,AGE刺激RAGE発現のため12

過齢のSDラットの陣を用いた.

本実験は弘前大学動物実験指針に沿って行われ

た.

illl

方 法

実験動物はcaerulein投与SDTラット群(n-7)

とコン トロール群 (caerulein非投与 SDTラッ

ト:n-7)の2群に無作為 に分けた.caerulein

投与群には飽食状態でcaerulein(CAERULEIN:

SIGMA社)を体重あたり20〟g/kgを1時間毎

に計4回腹腔内注射し14',第 1回目の注射から1,

3時間後に尾静脈より採血して血清アミラーゼ活

性を測定した.コントロール群には同量の生理

食塩水を同様に腹腔内注射した.ラット生後 10,

ll,12,13週齢にこの処置を計4回繰 り返し行っ

た.また,12週齢以降のcaerulein投与群,コン

トロール群の両群に,経口糖負荷試験 (OGTT)

を行い,すべてのラットが糖尿病を発症するまで

2週間毎に繰 り返し施行した (Fig.1).oGTTは

18時間の絶食後に行い,体重あたり2g/kgのブ

ドウ糖を胃ゾンデを用いて経口投与 し,0,60,

120分後に尾静脈より採血して血糖値とインスリ

ンを測定した.なお,糖尿病は糖負荷 120分後の

血糖値200mg/dl以上とした.

病理組織学的検討は,12,30週齢のcaerulein

投与群,コントロール群のラットで行った.な

お,12週齢のcaerulein投与群 ラッ トの豚 は,

caerulein投与24時間後のものとした.エーテ

ル深麻酔下で脱血死させ,牒臓を摘出し,10%中

性媛衝ホルマリン液で固定 し,骨法に従ってパ

ラフィン包埋 を行った.薄切後,Hematoxylin-

Eosin染色.Masson-Trichrome染色を行った.

OGTTHLjHH
Caemleinorsaline

⊂圭当±亜 去 .weeks
[ †

sacriflCeOh24h sacrifice

Fig.1Experimentalprotocol.
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アミラーゼ,血糖値,インスリンの測定

血清アミラーゼ活性はヨード澱粉法 (アミラー

ゼテストワコ- :和光純薬工業株式会社)で測定

した.血糖値は酵素電極法 (グルコカー ドTMG

メーター :アークレイ株式会社)で測定した.血

清インスリン濃度はラット標準インスリンを用い

た酵素抗体法 (RatlnsulinELISA:Mercodia)に

より測定した.

RAGEの発現は,今回使用したSDTラットの

糖尿病発症前 (10週齢),発症後 (20週齢)の豚

で検討し,また,コントロール群とcaerulein投

与群において発現に相違がないかを検討した.ま

た,RAGEのリガンドであるAGE刺激で培養障

細胞のRAGE発現が変化するか否かについても

検討した.なお,生理的な条件下で最も発現が強

いとされる肺組織13･15)を比較対照とした.

培養膵での RAGE-mRNA発現

SDTラットと同様にSDラットを脱血死させ

陣を摘出した.摘出した豚は細切し,AGE濃度

が 10mg/mlの培養液中で45分間 (37度)培養

した.AGEは久留米大学医学部 山岸昌一先生

のご好意により,分与して頂いた16).

RT-PCR

QIAshredder,RNeasyMidiKit(QIAGEN)

を使 っ て 肺 お よ び 豚 の TotalRNAを抽 出

し た.RT-PCR は OnestepRT-PCR Kit

(QIAGEN) を 用 い,RAGEの プ ラ イ マ ー

は 5̀-CAACCCAGACTCGAGGAGAG-3̀,

5'-AGAAAGTGGCTCGAGGTTGA-3̀,

GAPDH の プ ラ イ マ ー は 5'

-GGTGAAGGTCGGTGTGAACGGA-3-,5'

-TGTTAGTGGGGTCTCGCTCCTG-3̀ と し

た.TaKaRaThermalCyclerMP (TaKaRa

BIOMEDICALS)を用いて,アニー リングは

67℃,30サイクルのRT-PCRを行い,電気泳動

にてmRNAの発現を確認した.mRNA発現は,

CSAnalyzer(アト-株式会社)を用いて,それぞ

れGAPDHとの蛍光強度の比によって検討した.

統計学的解析

測定値は平均値±標準誤差 (SE)で表記し,本

実験で得られた結果の有意差検定にはStudent̀s

non-parametrict-testを用いて行い,危険率5%

未満または1%未満を有意差ありとした.

結 果

血清アミラーゼ活性

10,ll,13週齢において,血清アミラーゼ活

性はcaerulein投与直後より有意 (p<0.01)に上

昇し,最初のcaerulein投与から3時間後には約

3倍程度まで増加した (Fig.2).

体重変化

caerulein投与群,コントロール群で体重は24

過齢ころまで増加し,それ以降は徐々に減少した.

両群の体重増加率,減少率に有意差は認められな

かった (Fig.3).

糖尿病発症

コントロール群では14週齢から,caerulein投

与群では18週齢から糖尿病の発症が確認された.

20週齢では両群ともに半数以上が糖尿病を発症

し,28過齢では両群すべてのラットが糖尿病と

なった (Fig.4).
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Fig.4 CumulativeincidenceofdiabetesinSDTrat.A
dottedline:caeruleingroup,asolidline:control
grOup.
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Fig.5 Changesinbloodglucoseandinsulinconcentrationsduringoralglucosetolerancetests(2ど/kgbodyweight)in
SDTrats.
(●)caeruleingroup;(○)controlgroup.Valuesareexpressedasmeans±SE.

経口糖負荷試験 (OGTT)
12週齢,18週齢,28週齢におけるcaerulein

投与群,コントロール群の血糖値と血清インスリ

ン濃度を比較した,空腹時血糖値は12週齢.18

週齢,28週齢においてcaerulein投与群とコント

ロール群で有意差は認められなかった.18週齢か

ら60分後,120分後の血糖値が高値となり,過

大遅延反応を示したが,18週齢,28週齢のいず

れでもcaerulein投与群とコントロール群におい

て有意差は認められなかった.血清インスリン濃

度は週齢を追うごとに減少する傾向にあったが,

いずれの週齢でもcaerulein投与群とコントロー

ル群において有意差は認められなかった (Fig.5).

組織学的変化

12週齢のコントロールラットにおいて,ラ
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ンゲルハ ンス島の構造に異常を認めなかった

(Fig.6A).12週齢の caerulein投与24時間後の

ラットでは.牒小葉での壊死や空胞化は認めな

いものの.間質の浮腫 と炎症性細胞の浸潤を認

めた (Fig.6B).30週齢のコントロールラットで

は.ランゲルハンス島内部および周辺の炎症性細

胞の浸潤と線維化,ヘモジデリンの沈着を認めた

(Fig.6C,6E). この変化は30週齢の caerulein投

与ラットでも同様で.コントロールラットに比し

てランゲルハンス島周辺の線維化はわずかに強い

傾向にあった (Fig.6D,6F).

RT-PCRにおけるRAGE-mRNAの発現

RAGE-mRNA は肺において強 く発現 してい

た (Fig.7,8).降におけるRAGEの発現は弱 く,

AGE添加培養後の膝でも発現の増強は認めら

れず (Fig.7),糖尿病の発症前後,caerulein障
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炎の有無によっての変化も明らかではなかった

(Fig.8).

考 察

SpontaneouslyDiabeticTorii(SDT)ラットは,

1997年に確立された自然発症2型糖尿病モデル

ラットで,雄性では生後20週齢頃から糖尿病を

発症するラットである9-ll).sDTラットは肥満

を呈さず,高血糖の機序はインスリン抵抗性では

なくインスリン分泌の減少にあり,加齢とともに

インスリン分泌が減少するとされている.

病理組織像では.10週齢頃から障ランゲルハ

ンス島における毛細血管からの出血.炎症性細胞

の浸潤と線維化,25週齢からランゲルハンス島

内部および周辺における線維化の進行とヘモジデ

リン沈着が見られ,40週齢以降からランゲルハ

ンス島の萎縮性変化と数の減少,結合組織による

置換が見られるとされている.

最近では,9週齢のSDTラットで一過性の高

IL-18血症があり,それによって10週齢以降に

出現する謄障害が引き起こされている可能性が

あることも報告されている (浜口朋也,兵庫医

大,私信).また,caeruleinによる急性輝炎誘導

はこれまで多数の報告があり,1回のcaerulein

腹腔内投与で急性輝炎が発症することが知られ

ている.caeruleinの反復投与のみで降の線維化

を誘導した報告はないが,4週間にわたるsuper

oxidedismutase(SOD)やエタノールの併用に

より降の線維化を観察している報告がある.そ

のため,今回われわれはcaeruleinの投与を10

週齢から13週齢まで4週間にわたって行い,ま

た,caeruleinによってSDTラットにおける豚の

線維化がより重症化し,早期から出現するか否か

を検討するため,組織学的観察を30週齢の時点

で行った.結果は,18過齢ころから高血糖と体

重減少,インスリン分泌の低下を認め,これまで

の報告と同様であった.caerulein投与群のラッ

トも同様の経過を示し,コントロール群と比し

て有意な差は認められなかった.病理組織像は,

30過齢でコントロール群,caerulein投与群の両

群でランゲルハンス島内部と周辺の線維化を認め

たものの,両群間の相違はなく,慢性輝炎に特
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徴的な腺房細胞間の線維化は認められなかった.

caerulein投与24時間後の12週齢のラットの豚

では間質の浮腫を認め,急性浮腫性謄炎の発症を

確認できたが,caeruleinによる急性謄炎を4回

繰 り返し発症させた30過齢のラットの陣でも小

葉間の線維化は見られず,慢性勝炎の所見17･18)は

認められなかった.

本実験では,10週齢から13過齢にかけて計4

回のcaerulein投与を行ったが,13週齢における

アミラーゼの上昇率は10過齢,11週齢と比べる

と有意ではないが平均 16%低下していた.糖尿病

発症以前ではあるものの,これまでの報告19'に

あるように,糖尿病に伴うcaerulein刺激に対す

るアミラーゼ分泌の低下である可能性が示唆され

た.糖尿病患者の組織 ･病変部に蓄積される終末

糖化産物AGE20', AGEの受容体であるRAGE15)

が,糖尿病血管合併症である網膜症21)･腎症22)･

神経障害23)ぉよび動脈硬化24･25)に関与しているこ

とはこれまでに報告されているが,AGE,RAGE

を介した糖尿病の豚に対する関与については不明

である.今回のわれわれの実験では,RAGEの

降における発現は弱く,それは糖尿病発症前後で

も変化が認められなかった.SDTラットの障組

織像およびRT-PCRの結果からは,糖尿病にお

ける降の障害はランゲルハンス島中心のものであ

り,外分泌腺には及ばず.またそれはRAGEを

介するものではないと考えられた.

結 語

自然発症2型糖尿病モデルラット,SDTラッ

トにcaerulein急性浮腫性障炎を発症させ,糖尿

病発症時期,糖尿病の程度に相違はあるか,また,

障線維化に変化はあるかどうか検討した.コント

ロールラットとcaerulein障炎ラットの糖尿病発

症に相違はなく,血糖値,インスリン濃度にも明

らかな相違は認められなかった.病理組織学的検

討では,両者ともランゲルハンス島の線維化を呈

したものの,慢性障炎の診断基準とされる小葉

間における線維化は認めることができなかった.

RT-PCRにより陣におけるRAGE-mRNAの発現

を確認したが,発現は非常に弱く,糖尿病発症後

も変化が認められなかったことより,糖尿病患者

における障障害へのRAGEの関与は否定的と考

えられた.
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