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研究成果の概要（和文）：本研究では糖尿病における新規のバイオマーカーの探索を目的として、

サイトカインと酸化ストレスとの関連性に着目して検討を行った。糖尿病で生じる活性酸素が、

サイトカインであるインターフェロンβの発現を亢進させ、このインターフェロンβにより一

酸化窒素合成酵素の遺伝子が活性化されて一酸化窒素の大量産生を導き、酸化ストレス状態を

引き起こすことを明らかにできた。この機序は糖尿病においてみられる酸化ストレスにも関与

しているものと考えられる。また酸化ストレスにより一部構造の変化した IL-18が認められた。

この構造変化した IL-18がマーカーになる可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the relationship 
between oxidative stress and cytokines in diabetes mellitus and find the 
disease-specific marker.  It was revealed that the reactive oxygen species (ROS), 
including hydrogen peroxide, nitric oxide and peroxynitrite, enhanced the nitric oxide 
production via the expression of interferon beta.  This mechanism may be involved in 
the development of diabetes.   
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１．研究開始当初の背景 
 
（1）糖尿病は年々増加し、糖尿病予備群を
含め約 1,870万人が糖尿病に罹患していると
言われている。糖尿病では早期発見および早
期治療の開始が重要であり、発症機序の解明
や早期診断法の開発は急務となっている。特
に前糖尿病状態での早期診断が重要であり、

現在では早朝空腹時血糖値と糖化ヘモグロ
ビンが診断の指標となっている。糖化ヘモグ
ロビンも早朝空腹時血糖に左右されること
から、これらの指標はどちらも空腹時血糖に
主軸が置かれており、空腹時血糖によらない
新たな診断法の開発はより正確な診断に有
用であると考えられる。 
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（2）糖尿病では活性酸素による酸化ストレ
ス状態になる。糖尿病での酸化ストレスの一
例としては、非酵素的にタンパク質が糖化さ
れる糖化反応が起こり、終末代謝産物（AGE）
が生じるが、この途中で生じる中間代謝物
（AGE 中間代謝産物）による酸化ストレスが
あげられる。これまでの予備研究により活性
酸素がサイトカインの発現に影響を与えて
いることを示唆するデータを得ていた。した
がって、糖尿病でのサイトカインの働きには
活性酸素が関与していることが考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
（1）本研究の目的は、以下の 2 つに大別さ
れる。 
 
①インターロイキン 18（IL-18）をはじめと
するサイトカインが糖尿病患者で増加して
いることなどから、サイトカインが糖尿病の
発症に関与している可能性が高い。そこで糖
尿病発症機序の解明のため、どのような因子
がサイトカインを誘導するかを同定し、その
機序を検討した。また、糖尿病では酸化スト
レスが亢進し、組織障害を引き起こしている
と考えられる。そこで、酸化ストレスとサイ
トカインとの関連も検討した。 
 
②疫学的研究から血清中の IL-18 の増加と
糖尿病性腎症の発症との相関が報告され、
IL-18 は糖尿病の合併症の発症にも関与して
いることが示唆された。つまり、IL-18 の量
が多いと合併症へ進展しやすい可能性があ
る。しかし、IL-18 を大量入手するのは困難
であったため、本研究では酸化ストレスにお
ける IL-18 の機能変化について解析するた
めにリコンビナント IL-18を合成し、酸化ス
トレスとの関連性を解析した。 
 
（2）本研究はサイトカインを主眼においた
マーカーの検索であり、本研究成果は疾患特
異的で食事による影響を受けにくく、かつ糖
尿病性腎症などの合併症に進展する可能性
を予知できるような、予後を予測できるマー
カーの開発が期待された。足掛かりとして酸
化ストレスとサイトカインに注目し、疾患特
異的マーカーの確立に繋げたい。 
 
３．研究の方法 
 
今回の課題では、主に培養細胞を用い、電気
泳動法や PCR法などの生化学的手法によって
解析を行った。 
 
（1）糖尿病で見られる酸化ストレスによる
サイトカイン発現と酸化ストレス状態の変
化の解析 

 
①培養細胞を用いて種々の活性酸素処理を
行い、どのようなサイトカインが発現誘導さ
れるかを検討した。また、活性酸素種として
は、過酸化水素、一酸化窒素（NO）などを用
いた。 
 
②発現されたサイトカインにより酸化スト
レス状態がどのように変化するかを解析し
た。 
 
③発現されたサイトカインのシグナル伝達
経路をウエスタンブロッティング法などに
より解析した。 
 
（2）リコンビナント IL-18 の合成 
 
①マウス IL-18を大腸菌発現用ベクターにク
ローニングし、リコンビナント IL-18を合成
した。ベクターにはヒスチジンタグを付加し、
ニッケルカラムに結合させ、イミダーゾール
により溶出して精製した。 
 
②精製した IL-18の活性は細胞からのインタ
ーフェロンγの産生により評価した。 
 
③活性酸素処理によるリコンビナント IL-18
の構造変化の解析を電気泳動法を用いて行
った。 
 
４．研究成果 
 
（1）酸化ストレスによるサイトカイン発現
と酸化ストレス状態の変化の解析 
 
マクロファージ様の特徴を持つ培養細胞
BV-2 を用いて検討した。BV-2 をリポ多糖
（LPS）で処理すると NOが産生されるが、そ
の産生作用は活性酸素である過酸化水素に
より増強された（図 1）。 
 

 
この増強作用の機序を検討したところ、図 2
に示すように過酸化水素によりサイトカイ
ンであるインターフェロンβの産生が増強



されたことによるものであることを明らか
にした。しかし、過酸化水素単独では NO の
産生は生じなかった。このシグナル伝達機序
として、STAT-1のリン酸化が過酸化水素のみ
ではおこらないことを明らかにした(図 3)。 
 

過酸化水素および NO はともに糖尿病で産生
が増加している活性酸素であり、これら活性
酸素によりサイトカインが誘導され、さらに
誘導されたサイトカインが酸化ストレスと
増強する機序を明らかにできた。この酸化ス
トレス状態が憎悪される機序は、糖尿病で認
められる酸化ストレス状態に関与している
ものであると考えられた。 
さらに他の活性酸素種でのサイトカインの
発現を検討したところ、過酸化水素だけでな
く NO（NOC12）やペルオシキ亜硝酸イオン
（SIN-1）でも誘導されることを見出した（図
4）。これらの結果は糖尿病で見られる酸化ス
トレス状態におけるサイトカインの誘導機
序を明らかにし、治療薬の開発などに結びつ
く解析結果と考えられた。 
 

 
 
（2）リコンビナント IL-18の合成および AGE
中間代謝物による IL-18の構造変化の解析 
 
マウス IL-18は特異的プライマーを用いてク

ローニングした。当初は高コピー数のベクタ
ーを用いていたが、発現した IL-18 はほぼ全
てインクルージョンボディと思われる不溶
性画分に存在しており、活性を保持したまま
精製するのは非常に困難であった。そこでベ
クターを低温誘導用のベクターに変更し、低
温化で緩やかに発現誘導したところ、可溶性
画分に発現させることができた（図 5） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

発現させたリコンビナント IL-18はインター
フェロンγを誘導したことから、活性を保持
していることが認められた。 
活性酸素で精製したリコンビナント IL-18を
処理すると、構造の一部分が変化した IL-18
と考えられるタンパク質が認められた。今後、
この構造を詳細に解析し、マーカーとなるか
検討を重ねたい。 
 
（3）まとめ 
 
①本課題において過酸化水素、NO およびペル
オキシ亜硝酸イオンがインターフェロンβ
を誘導することを明らかにし、さらに一酸化
窒素合成酵素の発現誘導を介して NO の過剰
産生を生じさせ、酸化ストレス状態を憎悪す
ることを明らかにし、論文として報告するこ
とができた。この機序は糖尿病においてみら
れる酸化ストレスにも関与しているものと
考えられる。当初はこのインターフェロンβ
がマーカーになると考えて検討したが、この
サイトカインは糖尿病での酸化ストレスの
憎悪因子としての役割はあるが、糖尿病特異
的なものではないため、疾患特異的マーカー
には不適と考えられた。 
 
②糖尿病で産生される多くのサイトカイン
は非特異的であるが、IL-18 は感染症以外で
は著明な増加をしないことから疾患特異的
なマーカーになることが期待できる。今回検
討中ではあるが、酸化ストレスにより一部構
造の変化した IL-18が認められた。この構造
変化した IL-18がマーカーになる可能性が考



えられ、現在詳細な検討を行っている。 
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