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Diabetic patients exhibit increased blood plasma levels of methylglyoxal (MG), a metabolite of glucose. Since MG
generates advanced glycation end-products (AGEs) that disrupt the functions of such biomolecules as proteins, it is
responsible for the progression and complications of diabetes. A functional disorder of the vascular endothelium may
also contribute to the progression and complications of diabetes. In endothelial cells, MG is the major precursor for the
formation of AGEs. In this study, we examined the eŠects of MG on vascular endothelial cells and found that it induced
the apoptosis of bovine aortic endothelial cells (BAECs). MG induced the collapse of mitochondrial membrane poten-
tial, an index of apoptosis, and the elevation of caspase-3 activity, an apoptotic execution enzyme, leading to cell death.
Flow cytometric analyses with annexin-V and propidium iodide double staining revealed that cells exposed to a lethal
dose of MG displayed features characteristic of apoptosis. MG induced an increase in the level of intracellular reactive
oxygen species (ROS) prior to induction of apoptosis. Taken together, these ˆndings suggest that BAECs exposed to
MG die by apoptosis due to the increase of intracellular ROS level.
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序 論

血管内皮細胞は，血液と血管壁を隔てるバリアと

しての機能を有している．糖尿病などにより血管内

皮細胞が障害されると，動脈硬化の発症や進展を引

き起こす．したがって，これらの疾患を予防・治療

する上で血管内皮の細胞障害を十分に理解すること

は重要であると考えられる．

近年，糖尿病や動脈硬化性疾患に酸化ストレスが

関係していることが明らかになってきた．糖尿病の

病態では，抗酸化物質である還元型グルタチオン

（GSH）が減少し，抗酸化酵素活性が変動する．1,2)

アロキサンやストレプトゾトシン糖尿病モデル動物

では活性酸素種（ROS）産生が亢進され，3)抗酸化

物質や抗酸化酵素の投与により阻止軽減される．4)

また，高血糖状態では，抗酸化酵素であるスーパー

オキシドジスムターゼは糖化を受け失活する．4)一

方，細胞が ROS に曝されると，アポトーシスに至

ることがいくつかの実験で示されている．例えば，

膵 b 細胞に高濃度グルコースを添加すると，酸化

ストレスが亢進し，アポトーシスが誘導される．5)

糖尿病により血中グルコース濃度が上昇すると，

グルコースの自動酸化，タンパク質のアミノ基との

共有結合形成を介して，グリオキサール，メチルグ

リオキサール（MG），3デオキシグルコソンが生

成する．糖尿病患者では，これらジカルボニル化合

物の血中濃度の上昇が認められている．6,7)これらの

化合物は，グルコースと比較して反応性が高く，メ

イラード反応を介して終末糖化産物 AGEs（ad-

vanced glycation end-products ）の形成を促進す

る．8)このことが，糖尿病性の網膜症，神経症，腎

症などのいわゆる三大合併症に結び付くと考えられ

ている．9)

血管内皮細胞においては，AGEs の前駆体は主と

して MG であることが報告されている．10,11)すなわ

ち，大動脈内皮細胞に高濃度グルコースを添加した

場合，グリオキサールや 3デオキシグルコソンの

濃度は不変である一方で，MG 濃度は約 2 倍に上昇
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した．11)したがって，高血糖状態では MG が血管内

皮細胞に対して様々な影響を与えていると思われる

が，その詳細は明らかではない．ヒト臍帯静脈内皮

細胞では，MG は細胞の分化・増殖に関与する ex-

tracellular signal-regulated kinase や，ストレス応答

に関与する Jun-N-terminal protein kinase の活性化

を誘導することが報告されている．12,13)また，ラッ

トシュワン細胞などの培養細胞株において，MG が

アポトーシスを誘導することが示されている．1416)

このことから，MG は血管内皮の細胞傷害を惹起す

る可能性が考えられる．

本研究において筆者らは，血管内皮細胞を用い，

MG の影響について検討した．その結果，MG が血

管内皮細胞のアポトーシスを誘導し，この過程にお

いて ROS 生成の増大が認められたので報告する．

実 験 方 法

1. 試薬 MG は Sigma Chemical Co.（St. Lou-

is, MO）より購入した．MitoLight Apoptosis De-

tection Kit は Chemicon International Inc.（Temec-

ula, CA, USA）より，抗カスパーゼ3-phycoery-

thrin（PE）抗体は Santa Cruz Biotechnology Inc.

（Santa Cruz, CA, USA）より購入した．Annexin-

V-FLUOS Staining Kit は Roche（Indianapolis, IN,

USA）より，ジヒドロエチジウム（HE）は In-

vitrogen（Eugene, OR, USA）より購入した．その

他の試薬は，市販特級品を使用した．

2. 細胞培養と MG 処理 細胞は Cambrex

Co.（MD, USA）から購入した bovine artery endo-

thelial cells（BAECs）を使用した．培養には 10％

FBS 及び Lグルタミン，ペニシリン，ストレプト

マイシンを添加した DMEM を用いた．MG 処理

は，培地を 2％FBS を含む DMEM に交換したのち，

MG を添加して行った．インキュベーション後，細

胞層を DPBS で洗浄し，各種測定に用いた．

3. 細胞生存率の測定 細胞生存率は，血管内

皮細胞の生細胞数と相関性を示す酸性ホスファター

ゼ活性を指標として測定した．17)コントロール及び

MG 処理した BAECs（3×104 cells）に 10 mM pニ

トロフェニルリン酸及び 0.1％Triton-X 100 含有酢

酸ナトリウム溶液（pH 5.5）を 100 ml 添加し，20

分間インキュベーションした．ついで，1 M NaOH

溶液 10 ml を加えて反応を停止し，405 nm の吸光度

を測定した．

4. ミトコンドリア膜電位の測定 ミトコンド

リア膜電位は，特異的プローブ MitoLight を用いて

測定した．BAECs（ 106 cells）を MG 処理後，

MitoLight を含む緩衝液を添加し，室温で 15 分間

インキュベーションした．続いて，細胞をトリプシ

ンにより剥離遠心して洗浄し，得られた細胞懸濁液

をセルストレーナーチューブ（Becton Dickinson,

Franklin Lakes, NJ, USA）でろ過した．MitoLight

蛍光は Coulter ELITE cyto‰uorometer（Beckman

Coulter Inc., CA, USA）用い FL-1 チャネル（530

nm）により測定した．

5. カスパーゼ3 の測定 MG 処理 BAECs

（106 cells）をパラホルムアルデヒドで固定後，氷冷

メタノールを用いて細胞膜を透過性とした．ブロッ

キング処理したのち，抗カスパーゼ3-PE 抗体を添

加し，室温で 30 分間インキュベーションした．以

後の操作はミトコンドリア膜電位の測定と同様に行

った．抗カスパーゼ3-PE の蛍光はフローサイト

メーター（FL-2 チャネル：585 nm）により測定し

た．

6. 細 胞 死 様 式 の 判 定 Annexin-V-FLUOS

Staining Kit を用い，アポトーシス及びネクローシ

スの細胞死様式について検討した．MG 処理

BAECs（106 cells）をトリプシンにより剥離し，遠

心後，Annexin-V-FLUOS 溶液を加え，室温で 5 分

間インキュベーションした．以後の操作はミトコン

ドリア膜電位の測定と同様に行った．フローサイト

メーターを用い，アネキシンV（FL-1 チャネル：

530 nm）とヨウ化プロピジウム（PI）（FL-2 チャ

ネル：585 nm）の蛍光を測定した．FL-1 のみ蛍光

強度が上昇した細胞をアポトーシス，FL-1 及び

FL-2 の両蛍光強度が上昇した細胞をネクローシス

と判定した．

7. 活性酸素の測定 MG 処理 BAECs（106

cells）に 10 mM HE を添加し，20 分間インキュベー

ションした．続いて細胞をトリプシンにより剥離遠

心して洗浄し，フローサイトメーター用の試料を調

製した．HE の蛍光は，FL-2 チャネル（585 nm）

により検出した．

8. 統計処理 F 検定で分散分析後，Student

の t 検定を行い，p＜0.05 を有意とした．
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Fig. 1. Viability of BAECs Treated with MG
BAECs were treated with MG at concentrations of 1 and 5 mM for 0 to 8

h. Cell viability was determined by acid phosphatase assay, as described in
``Experimental Procedure.'' Viability is expressed as percentage of surviving
cells with respect to control at the each time. Data are means±S.D. of six in-
dependent experiments. p＜0.05, compared with control at each time.

Fig. 2. Disruption of Mitochondrial Membrane Potential in
BAECs Treated with MG

Experiments were carried out as described in ``Experimental Proce-
dure.'' Cells were treated with 5 mM MG for 2 h. The status of the mitochon-
drial membrane potential was detected by ‰ow cytometry using MitoLight.
The FL-1 channel recorded cells that emitted the greenish-yellow ‰uorescence
of MitoLight monomers. Regions A and B contain cells with intact and dis-
rupted mitochondrial membrane potential, respectively. Relative ‰uores-
cence of untreated cells was set to 1.0. Data are means±S.D. of three in-
dependent experiments. p＜0.05, compared with control.

Fig. 3. Activation of Caspase-3 in BAECs Treated with MG
Cells were treated with 5 mM MG for 4 h and collected, ˆxed, and

processed for immuno‰uorescence-based ‰ow cytometry as described in
``Experimental Procedure.'' Relative ‰uorescence of untreated cells was set
to 1.0. Data are means±S.D. of three independent experiments. p＜0.05,
compared with control.
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結 果

1. 細胞生存率に対する MG の影響 BAECs

を MG 処理し，細胞生存率を経時的に測定した

（Fig. 1）．生存率は，内皮細胞の生細胞数と相関性

を示す酸性ホスファターゼ活性を指標とした．17)

MG 5 mM で処理すると，生存率はインキュベーシ

ョン 4 時間以降から著しく低下し，8 時間の生存率

はわずか 13％であった．これに対し，MG 1 mM で

処理した場合，8 時間後においても生存率の大きな

変動は認められなかった．以後の実験は，MG の影

響が顕著に観察された 5 mM 処理の条件で行った．

2. MG 処理 BAECs のミトコンドリア膜電位と

カスパーゼ3 活性の変動 MG（5 mM）による

BAECs 生存率の低下と，アポトーシスとの関連性

を検討した．アポトーシスが誘導される際，先行し

てミトコンドリア膜電位の崩壊が認められてい

る．18)そこで，ミトコンドリア膜電位の変化につい

て，蛍光色素を用いフローサイトメトリーにより測

定した．蛍光色素 MitoLight は，ミトコンドリア膜

電位の崩壊した細胞では単量体として細胞質に局在

し，強い緑色蛍光を放つ．コントロール細胞（MG

未処理）では，正常なミトコンドリア膜電位を示す

A 領域に 96％の細胞が分布した（Fig. 2）．一方，

BAECs を MG で 2 時間処理すると，A 領域の分布

割合は 43％に減少し，ミトコンドリア膜電位の崩

壊を示す B 領域の分布割合が 57％に増加した．こ

の場合の蛍光強度は，コントロールの 3.8 倍であっ

た．なお，MG による MitoLight の蛍光強度の増加

は，BAECs が存在しない条件下では認められなか

った（data not shown）．

次に，アポトーシスカスケードの下流に位置する

アポトーシス実行酵素のカスパーゼ318) の活性を

測定した．BAECs を MG で 4 時間処理すると，カ

スパーゼ3 活性の上昇を示す A 領域から B 領域へ

のシフトが観察された（Fig. 3）．活性化の程度は

コントロールの 1.8 倍であった．これらの結果から，

MG（5 mM）による BAECs 生存率の低下には，ア
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Fig. 4. Alteration of Phosphatidylserine Distribution in
BAECs Treated with MG

Cells were treated with 5 mM MG for 4 h and analyzed by ‰ow cytometry
using the annexin-V/PI double-staining method, as described in ``Ex-
perimental Procedure.'' Regions A, B, and C contain viable, apoptotic, and
necrotic cells, respectively. Control cells not treated with MG were annexin-
V-negative and PI-negative. Similar results were obtained in two additional
independent experiments using diŠerent cell preparations.

Fig. 5. Generation of ROS in BAECs Treated with MG
After treatment with 5 mM MG for 2 h, cells were incubated with 10 mM

HE for 20 min at 37°C. HE ‰uorescence was detected by ‰ow cytometry at
FL-2. Relative ‰uorescence of untreated cells was set to 1.0. Data are means
±S.D. of three independent experiments. p＜0.05, compared with control.
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ポトーシスが関与している可能性が示唆された．

3. MG 処理 BAECs における細胞死様式の判定

　 MG（5 mM）処理 BAECs における細胞死様式

の検討するため，アネキシンV 及び PI の二重染

色法を用い，フローサイトメトリー分析を行った．

細胞膜の完全性が保たれているアポトーシスの状態

では，ホスファチジルセリンは細胞膜の内側から外

側へ移行し，これにアネキシンV が結合して FL-1

蛍光強度の上昇を示す．一方，ネクローシスの状態

に至ると，細胞膜の構造が崩壊するため，アネキシ

ンV と PI の両蛍光強度が上昇し，FL-1 と FL-2

の両蛍光強度が増加する．Figure 4 に，コントロー

ル細胞及び MG 処理細胞のアネキシンV（横軸）

と PI（縦軸）の蛍光強度を示した．この場合，細

胞膜統合性が維持されている生存細胞は A 領域

に，アポトーシス細胞は B 領域に，ネクローシス

細胞は C 領域に位置すると考えられる．コント

ロール細胞では，アネキシンV と PI の蛍光強度

はいずれも小さく，A 領域に分布した．一方，MG

で 4 時間処理すると，約 87％の細胞がアポトーシ

スを示す B 領域へとシフトした．この場合，ネク

ローシスを示す C 領域への有意なシフトは認めら

れなかった．また，B 領域へのシフトは，MG で 2

時間処理した場合には認められなかった（data not

shown）．なお，MG がアネキシンV や PI の蛍光

に対して影響を与えないことは，BAECs が存在し

ない条件下で確認した（data not shown）．以上の

結果から，MG 処理 BAECs において，アポトーシ

スが誘導されていることが示唆された．

4. MG 処理 BAECs における ROS の生成 ホ

ルムアルデヒド，アクロレインなどのアルデヒド化

合物により誘導される細胞死には，ROS が関与す

ることが報告されている．19,20)そこで，ROS 産生を

検討するため，蛍光プローブである HE を用いフ

ローサイトメトリー分析を行った（Fig. 5）．コン

トロール細胞では，HE の蛍光は小さく，大部分が

A 領域に分布した．一方，MG（5 mM）により 2

時間処理すると，約 33％の BAECs が ROS の生成

を示す B 領域へとシフトした．蛍光強度はコント

ロールの 1.9 倍に上昇した．なお，MG 自身は HE

の蛍光に対し，有意な影響を与えなかった（data

not shown）．このことから，MG 処理細胞におい

て，ROS が産生していることが示唆された．

考 察

本研究では，MG が BAECs における細胞死を時

間依存的に誘導することが明らかとなった（Fig. 1）．

BAECs の細胞死誘導効果は，mM オーダーの高濃

度 MG 処理により認められた．MG はヒト中皮細

胞及びラット膵 b 細胞株 RINm5F において，それ

ぞれ 1.4 mM，1 mM で，細胞死を誘導する．21,22)こ

れらの知見から，MG に対する感受性は細胞の種類

によって異なり，BAECs の場合 MG に対する抵抗

性が比較的高いと考えられる．糖尿病患者の血清中
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で，MG 濃度は 2 mM 程度である．7)しかし，MG は

解糖を介して生成するため，2 型糖尿病患者の細胞

内 MG 濃度は血漿と比較して高くなると予測され

る．事実，ラット動脈組織の MG 濃度は，血漿濃

度より約 5 倍高い．23)チャイニーズハムスター卵巣

細胞において，MG 濃度は 310 mM 存在することが

報告されている．24)これらの知見を考慮しても，本

実験系で用いた MG 濃度は比較的高いと考えられ

る．Chan と Wu は，ヒト血管内皮細胞において，

高グルコース条件下では 5 mM の MG でも Ca2＋ と

ROS，NO 依存性のアポトーシスが誘導されること

を報告している．25)しかし，MG による BAECs 生

存率の低下に対し，グルコース及び NO ドナー添

加の影響は認められなかった（data not shown）．

一方，Denis らは，アルブミンと結合した MG は 3

mM で網膜周皮細胞のアポトーシスを誘導すること

を報告している．26)しかしながら，あらかじめ調製

した MG-BSA 混液を添加した場合も，MG 単独と

比較して BAECs の生存率に明らかな差は認められ

なかった（data not shown）．

細胞死は大別して，能動的細胞死であるアポトー

シスと受動的細胞死であるネクローシスに分類され

る．DNA 損傷などのストレスを受けると，細胞は

カスパーゼ群の活性化を介して DNA を断片化し，

プログラム化細胞死，いわゆるアポトーシスを生じ

る．27)一方，細胞機能が不能になるほどの強いスト

レスを受けた場合，細胞膜のイオン輸送系が崩壊

し，細胞内に水が流入することにより，細胞は膨化

破裂を引き起こし，ネクローシスへと至る．27)ミト

コンドリアは，細胞の生死を決定する細胞内小器官

であり，ミトコンドリア膜電位の崩壊は，ミトコン

ドリア関連アポトーシス誘導の不可逆的通過点とし

て認められている．18) BAECs において MG は，細

胞死の誘導に先行して，ミトコンドリア膜電位の崩

壊を惹起し（Fig. 2），さらに，アポトーシス実行

酵素とされるカスパーゼ3 の活性化を引き起こし

た（Fig. 3）．ミトコンドリア傷害は，ミトコンド

リア内膜から細胞質へシトクロム c 遊離を引き起こ

し，カスパーゼカスケードを活性化する．28,29)した

がって，MG は BAECs において，ミトコンドリア

を介したカスパーゼ依存機構によりアポトーシスを

誘導することが示唆される．MG 処理した BAECs

は，細胞膜の完全性が保たれている状態で，細胞内

膜から外膜へホスファチジルセリンが移行している

ことが確認され，（Fig. 4），このことはアポトーシ

スの形態学的特徴を示している．

近年，血管内皮細胞のアポトーシスに ROS の関

与が報告されている．30)また，ヒト臍帯静脈内皮細

胞や網膜周皮細胞では，MG 誘導アポトーシスに対

する ROS の関与が報告されている．25,26) MG は

BAECs の細胞死に先行して，ROS の産生を示す

HE 蛍光強度の上昇を誘導した（Fig. 5）．HE は

ROS の中でもスーパーオキシドに対する特異性が

高い蛍光プローブである．31)本研究の条件下では，

スーパーオキシドの産生が亢進している可能性が考

えられるが，MG 処理細胞にスーパーオキシドジス

ムターゼを添加しても，HE 蛍光強度に対する影響

は認められなかった（data not shown）．一方で，

一酸化窒素，過酸化亜硝酸などの活性窒素種が，血

管内皮細胞系のアポトーシスを誘導することが報告

されている．32,33)今後，MG 誘導血管内皮細胞死に

関与する活性酸素分子種について，詳細に検討する

必要がある．
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