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研究成果の概要（和文）：本研究では、糖尿病において構造変化を生じると考えられるIL-18の機能変化を解析し、糖
尿病との関連を明らかにして、疾患マーカーとしての有用性を評価するものである。本研究において、糖尿病で生じる
パーオキシナイトライトがIL-18のチロシンをニトロ化し、IL-18の機能であるインスリンシグナル伝達やIFNγの産生
誘導活性を抑制することを見出した。さらに、ニトロ化IL-18は糖尿病モデルマウスにおいて検出されたことより、糖
尿病の病態との関与が示唆された。ニトロ化IL-18という特殊な構造が糖尿病で増加することから、糖尿病の疾患マー
カーとして利用できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：IL-18 promotes the production of IFN&#61543; and granulocyte-macrophage CSF and 
inhibits IL-10 production. In humans, IL-18 concentrations are reported to be increased in individuals 
with type 2 diabetes and in obese individuals. However, detailed functions of IL-18 in diabetes are still 
unclear.
 The purpose of this study was to investigate the effects of oxidative modification on the IL-18 
functions, and evaluate as a disease-specific marker. It was found that peroxynitrite nitrated IL-18 at 
tyrosine residues, resulting the dysfunction of IL-18 such as insulin signal transduction and IFN&#61543; 
inducing ability. Furthermore, nitrated IL-18 was found in db/db mice, animal model of diabetes mellitus. 
These results suggested that nitrated IL-18 maybe involved in the development of diabetes mellitus. 
Nitrated IL-18 has the possibility to be a diabetes-specific marker because of its unique structure.

研究分野： 生化学

キーワード： 糖尿病
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１．研究開始当初の背景 
 （1）糖尿病対策では前糖尿病状態での早
期診断が、その後の予防や治療などに影響す
ることから重要視されている。現在、診断法
として早朝空腹時血糖と糖化ヘモグロビン
が指標となっている。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、患者の
状態に影響されない正確な診断法が望まれ
ている。 
（2）糖尿病では酸化ストレスが亢進してお
り、これらが病態に関与していることが明ら
かとなっている。また、サイトカインも増加
しており、糖尿病性腎症などとの関与が示唆
されている。 
（3）申請者は糖尿病で増加する活性酸素と
サイトカインの関連性が示唆されるデータ
を得ており、その中でも IL-18 の機能変化に
注目していた。 
 
２．研究の目的 
 
（1）本研究は、糖尿病のインスリン抵抗性
を引き起こすと考えられる NO と IL-18 との
関連を解明し、サイトカインを主眼においた
マーカーの確立である。そのため、以下の項
目を解明することを目的とした。 
 
①糖尿病で過剰産生される NO は、種々のタ
ンパク質などを酸化修飾し、機能変化を引き
起こす。本研究では、インターロイキン 18
（IL-18）が NO によりどのような構造変化
を受けるかを解析した。 
 
②NO により IL-18 の機能がどのように変化
し、病態に関与しているかを解析した。 
 
③糖尿病のモデル動物において、酸化修飾さ
れた IL-18 の量が変化しているか解析した。 
 
（2）これらの解析結果から、酸化修飾され
た IL-18 が、糖尿病状態を反映するマーカー
になるかを検討した。 
 
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
併症に進展する危険性を予測できるマーカ
ーの開発が期待された。また、酸化修飾され
た IL-18 の機能評価により、糖尿病の症状を
確認するのみのマーカーに留まらず、積極的
な治療を早期に開始できる新規薬剤のター
ゲットとなる可能性が考えられた。 

 
３．研究の方法 
 
（1）NO による IL-18 の構造変化の解析 
 
①NO やペルオキシナイトライトなどによる、
IL-18 のニトロ化もしくはニトロソ化などの
構造変化を解析した。 
 

②変異を導入したIL-18プラスミドを構築し、
大腸菌にて発現させ、IL-18 の構造変化部位
の解析をした。 
 
（2）IL-18 のニトロ化による機能変化の解析 
 
①マウス肝プライマリー細胞を用いて、ニト
ロ化IL-18によるインスリンシグナルの変化
を解析した。 
 
②腎培養細胞を用いて、終末糖化産物受容体
（RAGE）の発現を解析した。AGE は糖尿病で
の機能障害に関与する因子として注目され
ている。 
 
（3）糖尿病モデルマウスでのニトロ化 IL-18
の増加の解析 
 
①糖尿病モデルマウスの腎臓よりIL-18を生
成し、ニトロ化の程度を解析した。 
 
②ニトロ化ペプチドを合成し、ウサギに免疫
してニトロ化IL-18抗体を作製し、検討した。 
 
４．研究成果 
 
（1）NO による IL-18 の構造変化の解析 
 
IL-18 は大腸菌に強制発現させ、精製した

ものを用いた。GSNO（NO 発生試薬）または
SIN-1（ONOO-発生試薬）により IL-18 を処理
したところ、ONOO-により IL-18 のチロシンが
ニトロ化されていることが認められた。（図
1） 
 
図 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
さらに、IL-18 には 3 つチロシンが含まれ

ており、どのチロシンがニトロ化修飾に関与
しているかを明らかとするため、それぞれの
チロシンをリジンに置換した変異型IL-18を
作製して解析した。その結果、すべてのチロ
シンがニトロ化修飾を受けるが、その中でも



特に 51 番目のチロシンがニトロ化を受けや
すいことが認められた。 
 
（2）IL-18 のニトロ化による機能変化の解析 
 
IL-18 はインスリンシグナルに関与してい

ることが報告されており、特に STAT3 のリン
酸化を引き起こす。そのため、IL-18 が存在
しないと STAT3 のリン酸化が起こらず、イン
スリンシグナルが伝達されなくなり、糖尿病
になると考えられる。そこで、本研究ではニ
トロ化が IL-18 による STAT3 のリン酸化に及
ぼす影響を検討した。その結果、ニトロ化し
た IL-18 では、STAT3 のリン酸化レベルが著
減していることが認められた。（図 2）この結
果から、IL-18 のニトロ化がインスリンシグ
ナル伝達を低下させることが示唆された。 
 
図 2 

 
また、IL-18 は感染防御機構として、サイ

トカインであるインターフェロンγ（IFNγ）
の産生を誘導する。そこで、ニトロ化により
IL-18 の IFNγの産生誘導能を解析したとこ
ろ、ニトロ化 IL-18 は IFNγ誘導活性が著し
く低下していることが認められた。（図 3） 
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糖尿病性腎傷害へのニトロ化IL-18の関与

について検討するため、腎培養細胞を用いて
RAGE の発現解析を行った。RAGE は糖尿病で
増加することが報告されており、病態の悪化
に関与すると考えられている。 
ニトロ化 IL-18 は腎培養細胞において、

RAGE の発現を促進させた。この RAGE 産生促
進は mRNA の発現増加を伴っていることが認
められた。（図 4） 
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（3）糖尿病モデルマウスでのニトロ化 IL-18 
の増加の解析 
 
糖尿病モデルマウスであるdb/dbマウスを

用いて、ニトロ化した IL-18 の検出を解析す
るため、ニトロ化 IL-18 ペプチドでウサギを
免疫し、抗体作成を行った。いくつかの抗体
が得られたが、特異的にニトロ化 IL-18 を認
識する抗体は得られなかった。これは、ニト
ロ化される配列の抗原性が弱く、修飾されて
いないIL-18に対する抗体が誘導されやすい
ためと考えられる。ペプチド配列の変更や動
物種の変更など、さらに検討を重ねたい。 
そこで、糖尿病マウスでのニトロ化 IL-18

を免疫沈降法にて検出する解析方法を用い
た。その結果、糖尿病マウスではコントロー
ルに比べニトロ化されているIL-18が多く検
出された。この結果は実際の生体内でも
IL-18 はニトロ化修飾を受けていることを示
唆するものである。 
 
（4）まとめ 
 
①本課題において、IL-18 はパーオキシナイ
トライトによる酸化修飾を受けることが明
らかとなった。さらに、その部位は 51 番目
のチロシンが特に受けやすいことも認めら
れた。 
 また、ニトロ化を受けることによって
IL-18 の本来の機能は大幅に影響を受け、イ
ンスリンシグナル伝達の低下や感染防御に
有効な IFNγの誘導活性などが低下していた。
これらは、糖尿病の病態悪化に関与するだけ
でなく、感染性の増加につながる原因になる
と考えられた。さらに、腎臓においてはニト
ロ化 IL-18 は RAGE の産生を誘導したことか
ら、腎症の原因になることも示唆された。 
 
②ニトロ化IL-18に対する特異抗体が得られ
なかったため、患者血清を用いた検討は行え
なかったが、糖尿病モデルマウスを用いた検
討では、腎臓でニトロ化IL-18が検出された。



このことは実際の病態でIL-18にニトロ化が
生じていることを示唆するものであり、大き
な発見であると考えられる。 
 糖尿病で産生される多くのサイトカイン
は非特異的なものであり、診断に用いること
は難しい。しかし、IL-18 は炎症以外では著
名な増加をしないことから、疾患特異的マー
カーとなることが期待される。今回の検討結
果では、IL-18 の構造変化を明らかとし、さ
らにその機能変化、病態での検出まで明らか
にでき、疾患マーカーになる可能性が示唆さ
れる結果を得た。今後抗体作成などを検討を
重ねて、疾患マーカーとしての検出系の確立
を行いたい。 
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