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血管内皮細胞におけるメチルグリオキサールによるスーパーオキシドの産生
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Methylglyoxal (MG), a highly reactive dicarbonyl compound, is a metabolic by-product of glycolysis. MG is often
detected at high levels in the blood of diabetic patients. We examined whether MG was capable of inducing reactive oxy-
gen species (ROS) production in bovine aortic endothelial cells (BAECs). The viability of BAECs decreased with time
on treatment with 5 mM MG, and was almost completely lost at 24 h. In contrast, MG at 1 mM had little in‰uence on
BAEC viability up to 24 h, but induced the elevation of intracellular glutathione content at 24 h. Exposure of BAECs to
MG caused a dose-dependent increase in oxidized-hydroethidine ‰uorescence intensity, indicating ROS production. In
addition, aconitase inactivation, which is an indicator of intracellular superoxide, was observed in MG-treated cells. Fi-
nally, we found that MG at 5 mM increased the ‰uorescence intensity of BES-So, a speciˆc probe for superoxide.
Together, the results suggest that MG induces superoxide production in endothelial cells, and that the accumulation of
ROS may be linked to cytotoxic eŠects.
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序 論

高血糖が持続する状態では，血管が傷害を受け易

く，脳梗塞や心筋梗塞などの動脈硬化性疾患を引き

起こす．糖尿病の三大合併症である神経障害，網膜

症，腎症も微小血管の内皮細胞が傷害を受けて発症

する．高血糖が血管を傷害する機構は明らかではな

いが，血管内皮細胞傷害には糖化最終産物（ad-

vanced glycation end products; AGEs）形成が重要

視されている．1,2) AGEs は，グルコースなど還元糖

のアルデヒド基とタンパク質アミノ基の非酵素的反

応（糖化反応）が引き金となり，複雑な反応を経て

生成する．この反応過程ではグリオキサール，メチ

ルグリオキサール（MG），3デオキシグルコソン

のようなジカルボニル化合物が生じる．これらのジ

カルボニル化合物は AGEs より反応性が高く，血

管内皮の傷害に深く関係していることが考えられ

る．血管内皮細胞では特に MG が多く生成するこ

とが報告されている．3)しかし，MG をはじめとす

るジカルボニル化合物の血管内皮細胞への影響はい

まだ十分には理解されていない．

一方で糖尿病やその合併症の発症機序に酸化スト

レスの関与が示唆されている．糖尿病の病態では，

活性酸素種（ROS）の消去酵素であるスーパーオ

キシドジスムターゼ（SOD）やカタラーゼの活性

低下，抗酸化物質である還元型グルタチオン

（GSH）の減少，過酸化脂質の増加などが確認され

ている．高血糖状態では，SOD は糖化を受けて失

活する．4)さらに近年，MG が SOD を不活性化する

ことが明らかにされている．SOD のアイソザイム

の 1 つである Cu, Zn-SOD を MG とともにインキ

ュベーションすると，活性中心である Cu2＋ が遊離

し失活する．5) In vivo では，MG を投与したマウス

肝 SOD 活性の低下が報告されている．6)生体内で

生じる ROS のほとんどはスーパーオキシド（O －
2 ）

に起因することから，O －
2 の消去酵素である SOD

の不活性化は糖尿病患者の病態に大きな影響をもた

らすことが予測される．

Wu らは，MG により ROS 生成が増加すること

を報告している．7,8)すなわち，血管平滑筋を MG
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で処理すると，ROS の蛍光プローブである 2′,7′

ジクロロフルオレセインジアセテート（DCFH-

DA）の酸化が増大する．DCFH を用いた実験から

シュワン細胞，ヒト心筋細胞，ウシ網膜周皮細胞に

おいても MG が ROS 産生を亢進することが報告さ

れている．911)さらに，ヒト臍帯静脈内皮細胞

（HUVECs）では MG により GSH の枯渇とグルタ

チオンペルオキシダーゼ活性上昇が認められてい

る．12)これらの報告から，MG が培養細胞系におい

て酸化ストレスを与えている可能性が考えられる．

本研究では，血管内皮細胞を用い，MG の影響を

検討した．先ず細胞生存率に対する影響を追跡し，

次いで ROS の産生について蛍光プローブであるヒ

ドロエチジン（HE）や最近開発された BES-So を

用いて検討を行った．その結果，MG 処理により細

胞生存率が低下する過程で ROS の産生が認められ

たので報告する．

実 験 方 法

1. 試薬 MG（40％水溶液）は Sigma Chemi-

cal Co.（St. Louis, MO）より購入した．HE は In-

vitrogen（Eugen, OR）より，BES-So は和光純薬

工業株（大阪）より購入した．ウシ胎児血清（FBS）

は Cambrex Corporation（East Rutherford, NJ）よ

り購入したものを使用した．その他の試薬類は，市

販特級品を用いた．

2. 細胞培養と MG 処理 細胞は Cambrex

Corporation より購入した正常ウシ大動脈内皮細胞

（bovine aortic endothelial cells; BAECs）を使用し

た．培地は Dulbecco's modiˆed Eagle's medium

（DMEM）に 10％FBS，ペニシリン（200 U/ml），

ストレプトマイシン（200 mg/ml），Lグルタミン

（2 mM）を添加したものを用い，CO2 インキュベー

ター（37°C，5％CO2/95％air）で培養した．本研究

では 613 継代の BAECs をコンフルエント状態に

培養して実験に使用した．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，細胞を DPBS

で洗浄し，各種測定に用いた．

3. 細胞生存率 細胞生存率は，酸性ホスファ

ターゼ活性を指標として測定した．酸性ホスファ

ターゼ活性は，血管内皮の生細胞数と高い相関性を

示すことが知られている．13) BAECs（3×104 cells）

を MG 処理したのち，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. GSH 及び GSSG の定量 DTNB リサイク

リング法を使用した．14) BAECs（1.5×105 cells）を

MG 処理し，細胞を洗浄，凍結融解後に遠心分離し

た．得られた上清の一部を［GSH＋GSSG］定量の

試料として使用し，2ビニルピリジン処理でマスキ

ングしたものを GSSG 定量用の試料とした．0.1 M

リン酸緩衝液（pH 7.5，含 5 mM EDTA）に試料

（50100 ml），0.6 mM DTNB，0.2 mM NADPH を添

加して 30°C でプレインキュベーション後，1.3 U/ml

のグルタチオンレダクターゼ添加により反応開始し

た．生成した 2-ニトロ-5-チオ安息香酸の 412 nm に

おける吸光度変化を測定した．GSH は［GSH＋

GSSG］と GSSG の差から算出した．なお，タンパ

ク定量にはミクロ BCA 法を用いた．

5. ROS の生成 ROS に対する蛍光プローブ

HE 及び BES-So を用いた．また，アコニターゼ活

性の変動を指標とした．

HE の蛍光：MG 処理後，MG を含む培地を除去

した．10 mM HE 含有 DMEM 溶液を添加し，20 分

間インキュベーションした．続いて HE を含む溶

液を除去して DPBS で洗浄後，蛍光顕微鏡（オリ

ンパス，東京）により観察した．

BES-So の蛍光：MG 処理後，MG を含む培地を

除去した．10 mM BES-So 含有 DMEM 溶液を添加

して 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，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）でろ過してフ

ローサイトメーター用の試料を調製した．BES-So

の蛍光は，FL1 チャネル（530 nm）により検出し

た．

アコニターゼ活性：MG 処理細胞を洗浄後，0.2

％Triton-X 100，0.1 mM ジエチレントリアミン 5

酢酸，5 mM クエン酸を含む PBS で可溶化した．測

定はイソクエン酸を基質として生成するシスアコニ

チン酸の 240 nm の吸光度を測定した．15)

6. 統計処理 データは平均値±標準偏差で表

した．Figure 1 の検定には，一元配置分散分析後，
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Fig. 1. EŠect of MG on Viability of BAECs
BAECs were treated with 1 and 5 mM MG for the indicated times. Cell

viability was assessed by measuring acid phosphatase activity. Values are
means±S.D. of six experiments. p＜0.05 compared with control at each
time, ScheŠe test after analysis of variance.

Fig. 2. EŠect of MG on Glutathione Levels in BAECs
BAECs were treated with MG (0.5, 1, 2 or 5 mM) for 4 and 24 h. GSH

levels in BAECs were measured by using enzymatic cycling method as
described in experimental section. Values are means±S.D. of 38 experi-
ments. p＜0.05 compared with GSH in control cells, Student's t-test after
analysis of variance or ScheŠe test after Kruskal-Wallis test.
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ScheŠe の検定を用いた．その他のデータは F 検定

で分散分析後，Student の t 検定を行った．等分散

性の棄却されたデータについては Kruskal-Wallis 検

定後，ScheŠe の検定を行った．それぞれ p＜0.05

を有意とした．

結 果

1. BAECs の生存率に対する MG の影響と GSH

量の変動 BAECs に MG（1 mM, 5 mM）を添加

し，経時的に細胞生存率を測定した（Fig. 1）．細

胞生存率は，血管内皮の生細胞数と高い相関性を示

す酸性ホスファターゼ活性を指標とした．13) 1 mM

MG 処理では，細胞生存率の低下が認められたもの

の，約 80％の細胞が生存を示した．これに対し，5

mM MG 処理では，インキュベーション 4 h から減

少し，24 h 後の細胞生存率はわずか 13％であった．

次に BAECs に MG（0.55 mM）を添加し，4 h

後と 24 h 後における GSH 量を測定した（Fig. 2）．

4 h 後の GSH 量は MG を添加しないコントロール

に比べて 1 mM，2 mM 及び 5 mM MG 処理で減少

し，特に 2 mM で顕著であった．これらの条件下，

酸化型 GSSG の変動は認められなかった（data not

shown）．一方，24 h の GSH 量は 0.5 mM 及び 1

mM の低濃度側で増加し，1 mM においてコント

ロールの 25 倍（平均 4 倍）を示した（Fig. 2）．

このような GSH の増加は 2 mM 及び 5 mM の高濃

度側では認められなかった．24 h の GSSG 量は 1

mM の条件でのみわずかではあるが増加した（コン

トロール , 0.3±0.3 nmol/mg protein, n＝8; 1 mM

MG, 2.2±1.8 nmol/mg protein, n＝6）．しかしなが

ら，他の MG 濃度では GSSG の変動は認められな

かった（data not shown）．

2. MG 処理 BAECs における ROS の産生 MG

処理 2 h で，ROS 生成について 3 種の測定法を用

いて検討した．HE は ROS と反応して赤色蛍光を

発する．特に O －
2 との反応性が高く，細胞内 O －

2

プローブとして広く用いられている．16)本研究では，

HE が MG と直接反応しないことをあらかじめ確認

してから実験に供した．MG 未処理のコントロール

細胞及び MG 処理 2 h 後の HE 蛍光写真を Fig. 3

に示す．HE の蛍光は，コントロール細胞ではほと

んどみられなかった．一方，1 mM の MG 処理細胞

では HE の赤色蛍光がわずかに観察された．また，

5 mM の MG 処理では赤色蛍光が顕著に増大し，
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Fig. 3. HE ‰uorescence in MG-treated BAECs
BAECs were treated with 1 and 5 mM MG for 2 h. Cells were incubated

with 10 mM HE for 20 min. The red ‰uorescence generated from HE was
monitored by ‰uorescence microscopy.

Fig. 4. Aconitase Activities in MG-treated BAECs
After BAECs were treated with 1 and 5 mM MG for 4 h, aconitase activi-

ty was measured spectrophotometrically. Values are means±S.D. of three
experiments. p＜0.05 compared with control, Student's t-test after analysis
of variance.

Fig. 5. BES-So Fluorescence in MG-treated BAECs
BAECs were treated with 5 mM MG for 2 h. Cells were incubated with

10 mM BES-So for 20 min. BES-So ‰uorescence was detected by ‰ow cyto-
metry (A). Fluorometric analysis of data. Values are means±S.D. of three
experiments. p＜0.05 compared with control, ScheŠe test after Kruskal-
Wallis test (B).
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MG 濃度依存的であることが明らかになった．

次に，MG 処理 BAECs のアコニターゼ活性を測

定した．アコニターゼは O －
2 の存在下で容易に失

活することが報告されている．17,18) Figure 4 に示す

ように，1 mM の MG 処理ではアコニターゼ活性の

変動は認められなかった．これに対して，5 mM の

MG 処理では著しく低下し，Fig. 3 で得られた HE

蛍光と同様な結果を示した．

最近，細胞内 O －
2 プローブとして BES-So が開

発された．BES-So は O －
2 に高特異的であり，か

つ感度も優れている．19)そこで，BES-So を用い，

フローサイトメトリー分析を行った．Figure 5(A)

に示すように，コントロールでは BES-So の蛍光は

小さく，ほとんどの細胞が領域 A に分布した．一

方，MG（5 mM）処理では，領域 A の分布割合は

減少し，O －
2 の生成を示す領域 B へシフトした．

この際，蛍光強度はコントロールの約 2 倍に上昇し

た［Fig. 5(B)］．なお，BES-So の蛍光は，BAECs

が存在しない条件下では MG の有無に係わらず認

められなかった（data not shown）．

考 察

本研究では，MG により BAECs の生存率が低下

し，この過程で ROS 産生が亢進されていることを

示した．糖尿病の病態では，血清中の MG 濃度は

正常な状態（0.1 mM）と比べて高く，0.152 mM 程

度に増加する．20,21)しかし，MG が解糖系やポリ

オール経路から生成することを考慮すると，細胞内

MG 濃度は血清中よりさらに高いと予測される．実

際，ラット動脈組織の MG 濃度は血漿中より約 5

倍高く，22) CHO 細胞内の MG 濃度は 310 mM であ

ると報告されている．23)しかしながら，本研究で認

められた BAECs 生存率の低下及び ROS 産生の増
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大は，mM オーダーという高濃度 MG を要した．

DCFH-DA を用いた実験では，ヒト心筋細胞で 200

mM の MG 処理により，ウシ網膜周皮細胞で 200

800 mM の MG 処理により ROS 産生の増大が認め

られている．10,11)また，ヒト単球性白血病細胞株

U937 では 10300 mM の MG により ROS 産生が増

加するが，HL60 や K562 など他の細胞株では ROS

産生の増加が起こらないことが報告されている．24)

これらの知見から，MG に対する感受性は細胞の種

類によってかなり異なると考えられる．一方，培養

細胞に MG を添加した場合，細胞内に取り込まれ

る MG はわずか数％であることが報告されてい

る．25)このことから，本実験において mM オーダー

の MG を添加した場合，BAECs 内に取り込まれて

いる MG 濃度は数十 mM オーダーと換算される．臨

床的に細胞内，特に血管内皮細胞の MG 濃度が数

十 mM オーダーまで増加するかどうかは不明である

が，高血糖が持続し糖尿病が悪化する病態ではその

可能性は否定できないものと思われる．

DCFH-DA は細胞内で DCFH へ加水分解され，

続いて ROS と反応するため，酸化ストレスの測定

に広く用いられている．これまで，HUVECs，シ

ュワン細胞，血管平滑筋細胞，ヒト心筋細胞やウシ

網膜周皮細胞を MG 処理すると，DCFH-DA 由来

の蛍光が増大することが報告されている．712)

DCFH は H2O2 とは反応しないが，ヒドロキシルラ

ジカルや NO2 ラジカルと反応し，蛍光物質である

DCF へ酸化される．26)しかし，自動酸化を受け易

いことや，DCFH が酸化される過程で O －
2 及び

H2O2 を生成することが指摘されている．27)したが

って，DCFH-DA を用いた蛍光強度から ROS の定

量化や反応種を推定することは困難であると思われ

る．本研究では，蛍光プローブとして HE を用い，

ROS 生成について検討した．HE は従来 O －
2 によ

って蛍光性のエチジウムに酸化されると考えられて

いたが，近年，生成する蛍光物質はエチジウムと異

なることが明らかにされている．16)蛍光物質の構造

等は不明であるが，O －
2 との反応で特異的に生じ

ることが証明されている．BAECs を 1 mM の MG

で処理した場合，HE 蛍光に対する影響はみられな

かったが，BAECs の生存率が低下する 5 mM の

MG で処理した場合は HE 蛍光の増大が認められた

（Fig. 3)．このことから，細胞生存率が低下する条

件では，細胞死に先行して O －
2 のような ROS が

増加していることが示唆される．

アコ ニ ター ゼは 一般 に鉄 硫黄 クラ ス ター

［4Fe－4S]2＋を有する酵素で，O －
2 によって容易に

酸化され［3Fe－4S]1＋となり失活する．18) BAECs

のアコニターゼ活性は 1 mM MG 処理で影響はみら

れなかったが，5 mM MG 処理では著しく低下し

（Fig. 4），HE 蛍光測定の結果（Fig. 3）と一致した．

しかしながら一方で，MG（5 mM）処理 BAECs に

よるアコニターゼ活性低下は，Cu,Zn-SOD，膜透

過型のポリエチレングリコール修飾 SOD を添加し

ても回復しなかった（data not shown）．SOD を

MG とともに添加した場合，SOD の活性中心であ

る Cu2＋ が遊離し，失活していることが考えられ

る．5)

BES-So は最近開発された蛍光プローブで，O －
2

に対して極めて高い特異性を有する．BES-So の蛍

光は MG（5 mM, 2 h）処理によって増加すること

が確認された（ Fig. 5）．以上より，MG 処理

BAECs において，その細胞生存率の低下に先行し

て，O －
2 に起因する酸化ストレスが誘導されてい

ることが示唆される．

HUVECs やシュワン細胞では MG 処理により

GSH レベルが減少することが報告されてい

る．12,28,29) BAECs を MG で 24 h 処理した場合，2

mM 及び 5 mM の高濃度側で GSH 量の減少が認め

られた（Fig. 2）．これに対して 0.5 mM と 1 mM の

低濃度側では GSH 量の増加が認められた．この

GSH の増減に連動して，細胞生存率は 1 mM MG

で保たれ，5 mM MG では著しく減少した（Fig.

1）．したがって，MG による細胞死に対して GSH

が防御作用を有していることが示唆される．GSH

は g- グルタミルシステイン合成酵素（gGCS）とグ

ルタチオン合成酵素の 2 段階の反応により生合成さ

れる．MG は GSH 生合成の律速である gGCS 活性

を増強することが報告されている．30)この gGCS の

活性増強が 0.5 mM 及び 1 mM MG 処理（24 h）で

認められた GSH の増加に関与していることが考え

られる．

4 h における GSH 量の変動は 24 h とは異なった

挙動を示した（Fig. 2）．すなわち，15 mM MG 処

理により GSH は減少した．一般に酸化ストレスの

過程では，GSH はグルタチオンペルオキシダーゼ
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を介して O －
2 から派生する H2O2 を還元分解す

る．この過程で GSH は減少し，GSSG は増加す

る．しかしながら，GSSG の増加はほとんど認めら

れなかった（data not shown）．グルタチオンペル

オキシダーゼ活性は MG 存在下で上昇する，12)ある

いは不活性化する31)という報告がなされている．今

回 GSSG が増加を示さなかった要因として，グル

タチオンペルオキシダーゼが不活性化されているこ

とが挙げられるが，詳細は不明である．MG は細胞

内で GSH を基質としてグリオキサラーゼ系による

分解を受ける．まずグリオキサラーゼⅠの介在によ

り S-D-lactoylglutathione へ代謝され，ついでグリ

オキサラーゼⅡにより D-lactate へ変換される．

Amicarelli らは，メラノーマ細胞を 200400 mM の

MG で処理すると，グリオキサラーゼⅠ及びⅡの活

性が増強することを明らかにしている．32) Figure 2

に示したように 0.52 mM MG 処理（4 h）では濃

度依存的に GSH の減少が認められた．グリオキサ

ラーゼの活性増強を介して MG の代謝が促進さ

れ，これに伴い GSH の消費も亢進した可能性が考

えられる．なお GSH の減少は 5 mM より 2 mM で

顕著であり，高濃度 MG 処理条件ではグリオキサ

ラーゼが失活を受けていることが考えられる．

本研究では，O －
2 プローブとして用いられてい

る HE 及び BES-So を用い，MG 処理 BAECs にお

いてその蛍光が増大することを明らかにした．さら

に，O －
2 のセンサーとされるアコニターゼの活性

低下も認められ，MG による BAECs 生存率の低下

に GSH レベルの変動が関与することが示唆され

た．しかし，ROS が増大するメカニズムや GSH レ

ベルの変動，あるいはグリオキサラーゼ系との関連

性は不明であり，今後，詳細な検討が必要であると

考えられる．
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