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佃的】

タンパク質が非酵素的に糖化した終末糖化産物(AGES)は、糖尿病性合併症、血管障害、腎不全、お

よび神経変性疾患など様々な疾患および老化の過程で重要な役割を果たしている。周術期の血糖コント

ロール不良は術後感染症と関連しており、高血糖および糖尿病による術後合併症を誘発する因子のーつと

してAGESがある。 AGESの中でも toxic AGES と呼ばれるグリセルアルデヒド由来のAGE2およびグリ

コールアルデヒド由来のAGE3は、糖尿病合併症の病因に関与している。マクロファージは動脈壁の内

皮細胞下にある細胞外AGESを貪食し、動脈硬化を誘導する。しかし、マクロファージによる AGES貪

食の様子を観察した研究はない。今回、マクロファージのAGE2およびAGE3の取り込みの際に関与す

るさまざまな受容体を調査し、関与する受容体の局在や貪食時のマクロファージ形態を観察した。また、

この貪食はクラス Aスカベンジャー受容体、1(SR、A)を介することを確認した。

【方法】

AGE2、 AGE3はウシ血清アルブミンをグリセルアルデヒドまたはグリコールアルデヒドと共に02M

リン酸緩衝液(PH7.4)に入れ37でで7日問インキュベートし、 4でで2日間透析し作成した。マクロ

ファージによる AGE2、 AGE3の取り込みおよびマクロファージの細胞表面受容体はフローサイトメト

リー法によって分析し、マクロファージ貪食の受容体局在を共焦点蛍光顕微鏡でAGES局在を透過型電

子顕微鏡で観察した。

【結果】

マウスマクロファージ細胞である RAW264.7 による toxic AGESの取り込みは濃度依存的に増強する

ことを見出した。さらに、 AGES を貪食しているマクロファージの形態およびエンドサイトーシスでの

AGES の局在を示した。 toxic AGES は、 SR・Aである CD204の発現を誘導した。そして、抗CD204抗体

は toxic AGES の取り込みを有意に抑制した。さらに、 SR・A括抗物質であるフコイダンは、 toxic AGES

の取り込みを濃度依存的に減衰させた。

【老察】

フコイダンは、褐藻類に由来するフコース含有硫酸化多糖であり、炎症、血管病変、発癌、および酸化

ストレスを含むさまざまな病態生理に影響を及ぼす。フコイダンはアテローム性動脈硬化プラーク形成を

有意に減弱させ、血中脂質の減少とマクロファージ浸潤の阻害によりプラークの安定性を高める効果があ

リ、近年注目されている。本研究から糖尿病の合併症および老化過程においてSR、Aが標的となり、そし

て、フコイダンは動脈硬化治療が期待できる可能性を示唆している。

【結論】

SR・A刺激は、少なくとも部分的には、マクロファージによる AGES取り込みに関連している。

論文内容の要

-6-

旨



ノ『、

2018年4月12日公表

(D01:10.1038/S41598-018-24325、y)

表

E丘ects of scavenger receptors・1 Class A
Stimulation on macrophage morph010gy and
highly modined advanced glycation end product・
Protein phagocytosis

年 月 日

ノ、

出版物の種類及び名称

文

博士学位論文

Scienti五C Repor橋

2018年4月12日

ーフー

Online 掲載

博
士
論
文
の
印
刷
公
表



D 論文内容の要旨
【目的】

タンパク質が非酵素的に糖化した終末糖化産物(A儒S)は、糖尿病性合併症、血管障害、腎不全、
および神経変性疾患など様々な疾患および老化の過程で重要な役割を果たしている。周術期の血糖
コントロール不良は術後感染症と関連しており、高血糖および糖尿病による術後合併症を誘発する
因子のーつとしてAGESがある。 AGESの中でもtoxiC 鵤ESと呼ばれるグリセルアルデヒド由来のAGE2
およびグリコールアルデヒド由来のAGE3は、糖尿病合併症の病因に関与している。マクロファージ
は動脈壁の内皮細胞下にある細胞外AGESを貪食し、動脈硬化を誘導する。しかし、マクロファージ
によるAGES貪食の様子を観察した研究はない。今回、マクロファージによるAGE2およびAGE3の取り
込みの際に閧与するさまざまな受容体を調査し、それら受容体の局在や貪食時のマクロファージ形
態を観察した。また、この貪食はクラスAスカベンジャー受容体一1(SR-A;別名CD204)を介するこ
とを形態学的に確認しょうと試みた。
【方法】

AGE2、 AGE3はウシ血清アルブミンをグリセルアルデヒドまたはグリコールアルデヒドと共に0.2Mリ
ン酸緩衝液(PH7.4)に入れ37でで7日間インキュベートし、 4でで2日問透析して作製した。マクロ
ファージによるAGE2、 AGE3の取り込みおよびマクロファージの細胞表面受容体は、フローサイトメ
トリー法によって分析し、マクロファージの受容体局在を共焦点蛍光顕微鏡で船ES局在を透過型電
子顕微鏡で観察した。
酢吉果】

マウスマクロファージ細胞株である磁W264.7によるtoxic AGESの取り込みは、 AGEI、船E2ともに濃
度依存的に増強することを見出し、その際SR-Aの発現も濃度依存性に増加した。さらに、 AGESを貪
食しているマクロファージの形態およびエンドサイトーシスでの船ESの局在を電子顕微鏡像として
示し、細胞内にて鵤ESとSR-Aとの共局在が見出されることも示した。抗SR-A (CD204)機能中和抗
体はMW264.絲田胞によるtoxiC 船ESの取り込みを有意に抑制した。さらに、 SR-A捨抗物質であるフ
ニイダンは、toxicAGESの取り込みを濃度依存的に減弱させた。SR-A以外のスカベンジャー受容体
(ιO×-1やCD36等)がAGESの取り込みに関与しているかそれぞれの中和抗体を用いて検討したが、
関与の可能性は示されなかった。
【考察】

フコイダンは、褐藻類に由来するフコース含有硫酸化多糖であり、炎症、血管病変、発癌、および
酸化ストレスを含むさまざまな病態生理に影響を及ぼす。フコイダンはアテローム性動脈硬化プ
ラーク形成を有意に減弱させ、血中脂質の減少とマクロファージ浸潤の阻害にょりプラークの安定
性を高める効果があり、近年注目されている。本研究から糖尿病の合併症および老化過程において
マクロファージ上のSR-Aが治療標的となりうることが示され、これは、フニイダンによる動脈硬化
治療が期待できる可能性を示唆している。
珠吉論】

マクロファージによるAGE2および船那の取り込みに関与しうるさまざまな受容体を調ベ、SR-Aが、
少なくとも部分的には、マクロファージによるAGES取り込みに関連していることがわかった。貪食
時のマクロファージの微細構造を明らかにするとともに、貪食されたAGESの細胞内局在を示した。
Toxic AGESは、 SR-AであるCD204の発現を誘導し、そして、抗CD204抗体はtoxic AGESの取り込みを
有意に抑制した。さらに、 SR-A捨抗物質であるフコイダンは、 toxlC 船ESの取り込みを濃度依存的
に減弱させた。本研究から、糖尿病の合併症および老化過程においてSR-Aが標的となり、フコイダ
ンにょり動脈硬化治療が期待できることが示唆された。

2)審査結果の要旨
濱崎真一氏の博士学位論文に対する最終試験は、平成30年10月29日の午後4時から専門棟1階第6講
義室で実施された。

まず、濱崎真一氏が本研究を行うに至った背景、方法、結果及び考察を発表し、それに対して主査
である伊藤彰彦、副主査である池上博司、梶博史両教授がいくつかの疑問点を質した。
梶博史教授からは、1.マクロファージによる貪食の意義として不要なものの処理や糖尿病合併症の
制御に寄与する働きなどあるがどぅ考えるか、2.貪食能の評価方法にっいて、3.AGE2と船郡を作成
して安定性はどぅだったか、4.貪食したマクロファージと貪食していないマクロファージの違いに
ついて、5.中和抗体の作用機序についてなどを問うた。
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池上博司教授からは、1. AGE2とA舘3はともに生体内で存在するか、 2. AGEの作成にはどれくらい
かかったか、 3.実験でAGEを200μg/m1の濃度で使用しているが、人体での濃度はどぅか、 4.今回ア
ルブミンを糖化させたものを使用しているが、ほかの蛋白などとの違いはあるか、5.フコイダンに
ついてどぅ考えるかなどを問うた。伊藤彰彦からは、1.フコイダンはCD204にどのように作用する
のか、2. AGESの貪食によるマクロファージの変化について解析したか、3.他のスカベンジャー受
容体の変化の意味合いはどぅ考えるか、4.モノサイトからマクロファージへの分化がAGESによっ
て生じたのか、などを問うた。

上記の質問に対し著者は具体的な例を上げながら的確に応答した。本研究から、糖尿病の合併症お
よび老化過程においてSR-Aが標的となり、フコイダンにより動脈硬化治療が期待できることが示唆
され、科学的に興味深い結果であるとともに臨床にも応用できる重要な研究であると分かった。
したがって、主査、副主査は合議の上、提出された学位論文が確かに濱岫真一氏の研究成果である
こと、学位授与にふさわしい内容であることを確認し、最終試験を合格と判定した。

3)最終試験の結果:合格

4)学位授与の可否:可
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