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Abstract: Advanced glycosylation endproducts (AGEs) accumulate on long-lived 

extracellular matrix proteins and have been implicated in the micro-and macrovascular 

complications of diabetes mellitus. Recently developed anti-AGE antibodies were used in 

an immunohistochemical analysis of coronary arteries obtained from non-insulin dependent 

diabetic and nondiabetic patients. In the case of diabetes， the incidence of AGEs reactivity 

is higher in the older group than in the younger group. In the case of nondiabetes， however， 

there is no difference in the incidence of AGEs reactivity between the two groups. Duration 

of diabetes mellitus is significantly longer in the AGEs positive group than in the negative 

group. On the other hand， there is no diffesence in HbAjc between the AGEs positive and 

negative groups. Incidence of coronary calcification and degree of coronary stenosis is 

higher in the AGEs positive group than in the negative group. These data support the role 

of advanced glycosylation in progressive coronary calcification and coronary stenosis 

associated with diabetes mellitus. 
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緒言

糖尿病患者では非糖尿病患者に比較して動脈硬化が早

期から発症し，また冠動脈疾患の発生率も高度であるこ

とが知られている山l.最近，糖化最終段階産物

(Advanced glycosylation巴ndproducts;AGEs)が糖尿

病血管合併症の発現に関与することが報告されるように

なった3)-5). 蛋白質は非酵素的に血中グノレコースと化学

反応し，糖化されることによって特有の蛍光を発し，互

いに架橋を形成して不可逆的になる. AGEsは長期間に

存在する細胞外基質蛋白に蓄積し，糖尿病の大血管およ

び小血管合併症に関与する可能性がある.これまで，z'n 

vivoにおいて AGEsの特異的な検出法がなかったため，

AGEsの病理組織学的特徴についての報告は未だ少ない.

構造的には

2-(2-furoyl)-4(5)一(2-furanyl)ー1H -imidazole(FFD， 

5-hydroxy -methyl-l-alkyl-pyrrole -2-carbaldehyde 

(pyrraline)， imidazo [4， 5-bJpyridinium(pentosidine) 

などがAGEsの本態ではないかと考えられてきたが，現

在では生体内において，これらの物質はAGEsの一部分

に過ぎないと考えられている 6)ー12) 最近，in vitroにおい

て生理的条件下で合成した AGEsを用いて， AGEsに特
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異的なモノグロ一ナノレおよびポリクロ一ナノレ抗体が作成

された13)-15).この抗体は，i叩 vivoで形成された AGEsに

ついても特異的に認識し，異なる蛋白質に形成される

AGEsの抗原決定基を共通に認識するという特徴を持つ.

このように，抗 AGEs抗体はコラーゲン，ヘモグロピ

ン，血清蛋白，脂質及び LDLのアポ蛋白 Bに形成される

AGEsを同定および測定するために用いられるようにな

った同，16)，17) 最近，糖尿病合併症および加齢に伴う変化

に対する AGEsの影響を評価するため，あるいは糖化阻

害剤である aminoguanidineの効果を判定するために

AGEイムノアッセイを用いた研究が行われている 16)，17)• 

今回，著者は糖尿病患者における冠動脈硬化に対する

AGEsの関与を解明するために，抗 AGEs抗体を用いて

インスリン非依存性糖病剖検例および非糖尿病剖検例か

ら得られた冠動脈標本に対して免疫組織学的検討を行い，

病理組織学的検討および臨床検査値との比較を行った.

材料及び方法

1)対象

対象は 1988年から 1993年の聞に当大学病理学教室に

おいて病理解剖を施行され，肉眼的に 25%以上の冠動脈

狭窄が認められた剖検心 134例であり，男性 82例，女性

52例，平均年齢が 64歳であった.生前にインスリン療法

あるいは経口糖尿病薬治療を受けていた例を糖尿病群と

し，それ以外を非糖尿病群とした.また，さらに症例を

65歳未満群と， 65歳以上群にわけ，対象を計 4群に分類

した.それぞれの群により得られた冠動脈の最狭窄部分

を切り出し，薄切標本を作製した.

2)実験試薬

ウシ血清蛋白および RNase(Sigma Chemical， St. 

Louis， USA)50 mg/mlを500mmol/lのグノレコースと

ともに sodiumphosphate buffer(pH 7.4)下で無菌的に

12週間，3TCで反応させ AGE-BSAおよび AGE

RNaseを作成した. Makitaらの方法13)により， AGE 

BSAおよびAGE-RNaseを家兎に免疫することにより，

抗 AGE-BSA抗体および抗 AGE-RNase抗体を作成し

Tこ.

3)免疫組織化学

標本を 10%ホノレマリン固定後，パラフィン包埋した後

に3-4mmに薄切した.これらの標本を脱パラフィン

後 0.05% Protease-K(E. Merck， Darmstadt， G巴r田

many)を加えた 10mmol/l Phosphat巴 butter saline 

(PBS: pH 7.4)中で 3TC，30分間 incubateした.次

に，標本を PBSで洗浄後， 0.3 %過酸化水素加メタノー

ノレで内因性ベノレオキシダーゼを阻害した.非特異的な結

合を阻害するために PBSで3回洗浄後 20%正常ヤギ

血清(VectorLabs.， Burlingame， USA)を加え，室温で

10分間反応させた.一次抗体として抗AGE-RNase家

兎抗体を PBSで100倍希釈し標本を 40C，over night 

で、反応させた.また，抗 RNas巴抗体を control抗体とし

て同様に標本を 40C，ov巴rnightで、反応させた.PBSで

3回洗浄後， 50倍希釈のベノレオキシダーゼ標識抗家兎

IgGヤギ抗体(Cappel，W巴stChester， USA)を2次抗体

として，室温 2時間反応させた.PBSで洗浄後， 0.02 % 

3， 3-diaminod巴nzidine tetrahydrochloride(Sigma 

Chemical)を加えた Tris-HCl buffer(pH 7.6)で発色さ

せた. counter stainingとして MeyerのH巴matoxylin

を用いた.対照実験として AGEs染色陽性標本で， AGE 

-BSAを用いて抗 AGEs抗体を吸収した後に同様の実

験を行い，陰性の結果を得た.

4) AGEs染色と臨床データおよび冠動脈病理形態像

との関係

糖尿病症例を AGEs染色陽性群と陰性群に分け，両群

聞の糖尿病擢患年数および HbA，cの平均値を比較した.

糖尿病擢患年数は経口糖尿病薬あるいはインスリン治療

を開始してから病理解剖するまでの年数を用い， HbA，c 

は病理解剖前 1週間以内の値を採用した.さらに冠動脈

の形態学的特徴を検討するため，全症例を抗 AGEs染色

陽性群と陰性群に分類し，両群間での冠動脈石灰化例数

の比較および冠動脈狭窄率の平均値の比較を行った.冠

動脈狭窄率は病理組織標本をカラーイメージプ戸セヅサ

ー(SPICCAII， Nippon Avionics， Tokyo， Japan).用

いて測定した.

5)統計方法

群聞の比率の検定にはx2検定を用い，平均値の差の

検定には対応のない Student'st-testを用いた.

結 果

① AGEs染色態度

インスリン非依存性糖尿病患者(72歳男性，糖尿病擢

患歴 13年〕から得られた冠動脈の粥状硬化巣を用いて

AGEs染色態度を検索した結果で、は， HE染色で，細胞基

質の沈着， リンパ球浸潤， コレステローノレ結品，石灰化

を特徴とする粥状硬化巣と内膜肥厚による血管の著明な

狭窄が認められる.冠動脈内膜は不整に肥厚し，断裂が

認められる (Fig.1).抗 AGEs抗体による免疫染色では，

粥状硬化巣内に AGEsの局在が認められ，粥状硬化巣全

体に AGEsが認められるが，特にコレステローノレ結晶周

囲および石灰化部周囲で染色性が高度であった(Fig.2). 

対照実験として， AGEs染色陽性であった組織標本を用
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いて，抗 AGEs抗体を AGEs物質で完全に吸収し，遠沈 して有意に AGEs染色陽性例が多かった.65歳以上の糖

後の上清で同様の実験を行うと染色陰性であった.また， 尿病群では他の 3群に比して， AGEs染色陽性例が多か

もうひとつの対照実験として，抗 RNase抗体および った.糖尿病群では， 65歳未満群に比して， 65歳以上群

AGEsのキャリア蛋白に対する抗体を用いて再び同様の でAGEs染色陽性例が多かったが，非糖尿病群では，年

実験を行なったが，染色は陰性であった(Fig.3).以上か 齢による有意、差は認められなかったCTable1). 

ら，本研究で使用した抗 AGEs抗体の特異性が確認され ③糖尿病に関する臨床検査値と AGEs染色との関係

た. 糖尿病権患歴は， AGEs染色陽性群において平均 19.8

②糖尿病の有無および年齢と AGEs染色との関係 士12.2年， AGEs染色陰性群において平均 8.61:5.8年

対像の 134例の糖尿病患者から得た組織標本中 46例 であり，陽性群で有意に長期であった.一方， HbA，c値

で AGEs染色が陽性であった. AGEs染色陽性例は，糖 は， AGEs染色陽性群で 9.2士0.5%， AGEs染色陰性群

尿病群で 56例中 28例(50.0%)で，非糖尿病群で 78例 で9.0土0.6%であり，有意の差は認められなかった

中 18例(23.1%)であり，糖尿病群では非糖尿病群に比 (Fig. 4). 

，1"#' .. 

Fig. l. Transverse section of left anteriol 
descending coronary artery obtained from 
a 72-year-old non-insulin dependent dia 
b巴tic patient (duration of diabetes， l3 

years). Hematoxylin and eosin stain 
(x 10) 

p~ 

Fig. 2. Immunohistochemical staining of AGEs in 
a cons巴cutivesection (x 10). The speci-
men was stain巴d with rabbit antibody 
against AGEs (anti -AGEs-RN ase)， foll 
owed by peroxidase-conjugated anti-rab-
bit IgG， as described in Materials and 
Methods 

Fig. 3. A consecutive section stained with control 
rabbit antibody (anti-RNase). Sections 
stained with anti-AGE-RNase antibody 
that had been preincubated with the 
antigen AGE-BSA showed the sam巴 level
of background staining as in Fig. 3 

Table l. Comparison of AGEs reactivity on age 

betwぽ ndiabetic and non-diabetic patients. 

Age (yrs.) く65 き65 Tota! 

8/46 10/32 18/78 
Diabetes (~) 

(17.4%) (31.3%) (23.1%) 

¥* ** ** 
"'1 

8/24 20/32 28/56 
Diabetes (+) 一**ー

(33.3%) . (62.5%) (50.0%) 

** p<O.OI 

Table 2. Comparison of calcification frequency 

between AGEs positive and negative group 

AGE ( ~ ) group 

AGE (+) group 

Calcification 

7/88 ( 8.0%)1 

** 
36/46 (78. 3%)_j 

** p<O.OI 



(626) 中村義行

HbAIC 
r---NSー「

Duration ofDM 
「一**~

yrs. T ** p<O.Ol 

20 

10 

AGEs( +) AGEs(皿)
。

AGEs( +) AGEs(う
Fig. 4. Comparison of AGEs reactivity on HbAjc and duration of 

diabetes. (NS=not significant) 

qも
「一一一一**一一一一「

申*pく0.01

。
AGEs(十) AGEs(一)

Fig. 5. Stenotic proportion of the coronary 
arteries 

④冠動脈狭窄率および石灰化と AGEs染色との関係

AGEs染色陽性群における冠動脈狭窄率は平均 63.1
考 察

土21.7 %，石灰化例は46例中 36例(78.3%)であった. 糖尿病による慢性的な高血糖状態では，蛋白の AGE

一方， AGEs染色陰性群における冠動脈狭窄率は平均 化が進行しやすい3)ー5).蛋白はAGE化されると新たな構

33.1土14.7%，石灰化例は88例中 7例(8.0%)であり， 造的，機能的特徴を持つようになる.AGEsが徐々に結合

AGEs染色陽性群では陰性群に比して，冠動脈狭窄率が 織のコラーゲンと架橋を形成するため，高齢になるに従

高率であり，また冠動脈石灰化例が有意に多かった って動脈や結合織の弾性が低下するが，この変化は糖尿

(Table 2， Fig. 5). 病例では，非糖尿病例に比して早期から発症する日).

AGEsの受容体はマグロファージ，腎糸球体メサンギウ

ム細胞および血管内皮細胞表面に存在するが， AGEsは
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マグロファージの遊走を惹起し， AGEsは受容体を介し

てマクロファージに食食されると，ある種のサイトカイ

ンが放出されて組織の再構築が起こると考えられてい

る川， AGEsが血管内皮細胞の受容体に結合すると，血管

透過性が充進し，抗凝固因子thrombomodulin発現の

down regulationが起こり， procoagulant tissue factor 

の細胞膜発現が光進される20)，AGE化された蛋白は，直

接 EDRFCendothelial-d巴rivedrelaxing factor)を不活

化することによって糖尿病性の血管障害を引き起こす21).

最近， Advanced glycosylationの阻害剤である.

aminoguanidineが長期の高血糖状態による様々な糖尿

病合併症を予防することが報告されている22)-25). 従っ

て， AGEsは糖尿病の合併症である大血管および小血管

の障害形成の中心的役割を果たし，糖尿病性網膜症・神

経症あるいは動脈硬化症の重要な原因のひとつで、あると

考えられる.

動脈壁において， AGEsは血管透過性を充進させ，ま

た，窒素酸化物活性を不活化させてサイトカインの分泌

を促進させる 19)，20). 糖尿病患者において早期に起こる血

管病変には，血管壁透過性の異常，プロコアグラント活

性の克進および内皮依存性血管拡張などが挙げられ

る山山6)-28) 血清蛋白やリポ蛋白は動脈基底膜および中

膜の肥厚を促進するが，高齢になるに従って，脂肪斑や

内皮の破綻が出現する.これらの変化は内膜肥厚および

粥状硬化巣の形成に引き続き発生する.

AGEsはまず，細胞外で蛋白と結合し，次に基底膜や基

質蛋白に蓄積する.血管壁においても，コラーゲンと結

合した AGEsは血竣蛋白と架橋を形成するか，あるいは

血竣蛋白を捕捉して窒素酸化物を不活化し，また特定の

細胞膜受容体と反応してサイトカインや成長因子の分泌

を促進する 18)，19)，21)，29).

血疑LDLも蛋白と同様に糖化を受け，糖尿病患者に

おいてその増加が認められる， AGEsがLDLに結合す

ると， LDLは酸化を受ける 16)，この修飾された LDLは組

織中のマクロファージに食食され，さらにそのマグロフ

ァージは脂質を含んだ泡沫細胞となって動脈硬化血管に

蓄積する2)，このように，蛋白質および脂質の糖化が糖尿

病患者における動脈硬化に影響を与えていることが知ら

れるようになった.最近の研究で， LDLの成分であるリ

ン脂質とアポ蛋白の両方ともにAGE化されることが報

告され15)，このことから， AGEsは動脈硬化の発現および

進展に影響を与えていると思われる.血清 LDLの解析

で，糖尿病患者の AGE化リン脂質は非糖尿病患者の 4

倍， AGE化アポ蛋白は同様に 2倍と高値である 16)，AGE 

化リン脂質は LDLを酸化し，マクロファージのスカベ

ンジャー受容体により除去されることによって動脈硬化

を促進する 2)，糖尿病患者において，酸化 LDLの増加が

認められることから， AGEsがLDLの酸化を充進して

いる可能性があると考えられる 16).

本研究において，インスリン非依存性糖尿病患者，お

よび非糖尿病患者から得た冠動脈を材料とし，抗 AGEs

抗体を用いて免疫組織化学染色を行った.予備実験から，

プロテアーゼ Kで前処理した標本において，染色性が最

も良好であった.これは，高齢者や糖尿病患者において，

結合織の架橋に蛋白と結合した AGEsが関与している

とし、う報告があり 5)，1仰 0>，プロテアーゼを用いて結合蛋

白を分解することによって， AGEsと抗 AGEs抗体との

結合性が充進するためと考えられる， AGEsは冠動脈の

粥状硬化巣部分全体で陽性であり，特に細胞外蛋白質沈

着の部分および石灰化部周囲でで、染色性が高度であつた.

動脈粥状硬化で、は動脈壁に蛋白および硝子化物質が沈着

することが特徴的であり 1刊>，粥状硬化部における AGEs

の局在様式はAGEsが緩徐に形成されて細胞外基蛋白

の機能を変化させるという説と一致する叩川)，13日叫3

の組織への集積には二つの可能性があり，ひとつは局所

で糖化が起きて AGEsが形成されるという可能性で，も

う一つはAGE化された血清蛋白が捕捉されるという可

能性であるが5)訓，おそらくは両方の過程ともに存在す

ると思われる.蛋白質よりもリン脂質のほうが AGE化

されやすいことが知られており，このことから動脈粥状

硬化内で存在する AGEsはAGE化脂質によるものであ

る可能性が高い16). 内膜下にAGE化された脂質が増加

すると，蛋白の沈着と架橋形成が允進し，マグロファー

ジおよび単球走化性が刺激され， EDRFの血管拡張作用

が非活性化される叫，21)，29)，30)，31). また， AGE化された脂質

はマクロブアージや内皮細胞に存在する AGEs特異的

受容体系を刺激する作用を持ち円それに続いて血管透

過性の允進や局所のサイトカインおよび成長因子の刺激

を引き起こす19)，20).

AGEsの多様な病理学的作用を考えると， AGEsが動

脈粥状硬化巣内に存在することを確設認し得たことによ

り，糖尿病性血管症に advancedglycosylationが重要な

役割を果たすと考えられ，また，血管壁AGEsを免疫組

織化学的に解析することにより糖尿病および非糖尿病患

者の血管病変の進行を予防する上で aminoguanidineな

どの advanc巴dglycosylation阻害薬の効果を判定でき

ると考えられる.
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糖尿病患者における冠動脈硬化に対する AGEsの関
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与を解明するために，抗AGEs抗体を用いてインスリン

非依存性糖尿病剖検例および非糖尿病剖検例から得られ

た冠動脈に対して免疫組織学的検討を行い，さらに臨床

検査成績との関連を検討し以下の結果を得た.

1.冠動脈粥状硬化巣にAGEsの局在が認められ，特に

細胞外蛋白質沈着の部分および石灰化部周聞に高度の染

色性が認められた.

2. AGEsの冠動脈における局在は非糖尿病群に比して

糖尿病群で高率に認められた.

3.糖尿病群における AGEs染色陽性率は， 65歳未満群

に比して 65歳以上群で高率であった.しかし，非糖尿病

群では両群聞で、差がなかった.

4.糖尿病擢病期間は， AGEs陰性群に比して陽性群で

長期であった.一方， HbArc値は両群問で差がなかっ

た.

5.冠動脈石灰化率および狭窄率は， AGEs染色陰性群

に比して陽性群で高かった.

以上の成績から冠動脈において， AGEsと糖尿病擢病

期間には密接な関係があり，粥状硬化の発生と進展に

AGEsが関与することが示唆された.
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