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【研究の日的】

本邦における動脈硬化性疾患の増加が強調されてからすでに久しい.これは.

主として食生活 ･生活習慣の欧米化にともない.肥満 ･高血圧 ･梧屍病 .喫煙

などの危険因子が増大したことによるとされている｡この危険転子の-つとし

て 1960年代より高インスリン血症が議論されてきた.19Zl年のインスリン

の発見と臨床への応用は糖尿病の治療という点で人類に大きな福音をもたらし

た｡そして.これを境に糖尿病患者の死医‖ま大き<変化した｡すなわち､それ

まで50%以上を占めていた糖尿病性昏睡が致パーセント以Tに減少した｡変わ

って心､脳.腎症.その他の血管障害が急増し1950年以降は70-80バ-セ

ントを占めるに至った｡以来､多くの疫学的研究がインスリン.高インスリン

血症と動脈硬化性疾患についての因果関係を指帰し,独立した危険国子である

とする報告も示された (ト9)｡しかし､1980年代より.動脈硬化の危険因子

としてあらたにインスリン抵抗性という概念が提唱されるようになった｡これ

は.高血圧､肥満.高コレステロール血症などの危険因子の複数が一人の患者

に重複して発症し､そして､これらの患者に共通して高血糖と高インスリン血

症が見られるという病態である.1988年.Reavenは耐糖能異常.高VLDL-

トリグリセリド血症､低HDLコレステロール血症､高血圧､高インスリン血症

が重複しやすいことから.これをシンドローム Xと呼び虚血性心疾患の危険因

子として注目した (10)｡KapJanは1989年に耐糖能低下.高血圧.高トリ

グリセリド血症､上半身肥満の4着を危険国子として取り上げ.deadlyquartet

と呼んだ (ll).彼らはこれらの危険園子の共通の基盤に高インスリン血症な

いしインスリン抵抗性があると考えた.そしてこれらの概念は広<受け入れら

れるところとなった｡こうしてインスリン抵抗性と動脈硬化の間に密接な関係
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が示されたが,インスリン抵抗性がどのように動脈硬化を発症させるのかとい

うメカニズムは未だ明らかではない.特に､インスリン抵抗性を示す個体にお

いてはインスリンに対する反応性の低下に基づく ｢インスリンの作用不全｣と

代伎的に生じる高インスリン血症による TインスIJンの過剰作用Jという全く

相反する現象がみられる (1Z)｡すなわち､インスリン抵抗性が動脈硬化の危

険因子として重要になるほど.従来からの指摘通り高インスリン血症がインス

リンの過剰作用として動脈硬化を促進するのか.逆にインスリンの作用不足が

原囲となっているのかを改めて検証する必要が生じている｡

そこで我々は.以下の点を目的として.今回の研究を行った｡

1)インスリン抵抗性のない高インスリン血症動物モデルを作成すること｡

2)この動物モデルにおいて動脈硬化形成が促進されることを確認すること｡

3)この動物モデルにおいて動脈硬化形成に関与する請因子がどのように影響

を受けるかを調べること｡

目的1).2)を達することにより初めて.インスリンはその過剰作用

として動脈硬化を促進するという結論を得ることができる｡



【研究の方法】

実態動物

高脂肪食 による動脈硬化発生 モデル として既 に曜立 している

Gottlngen系のCSK-MinlatUreSwine(ミニブタ.瓜 7カ月齢.19-20

kg)を用いた (13.14)｡これらを個別の金属ケージ内で飼育した.ケージは

1日l国兼掃した｡飼料は通常ブタ飼料500g (ZOOOKcaI)を l日l回午

前8時から9時の間に給餌した｡水は自由飲水とした｡

インスリンの調整

インスリンはブタインスリン結晶 (LEfeTechnologles,Inc)を用い

た｡これを塩酸を加えpH=ZとしたPBSに溶解し80u/ml(結晶1mg-26U

で換算)に調整した後.渥過滅菌した.このインスリン液は用時調整とした｡

以下の冬美族において.必要に応じて随時採血し､血液生化学データを

測定した｡

血液採取

動物用iA静剤azaperon(三共)4mg/kgを箭注後‥ 右前胸部より前

大静脈に中心静脈カテ-テルを留置した｡カテーテルは同郡で縫合固定した後.

背部へ誘斗し.ミニブタの視界の外で操作が可能になるように固定した.予備

実験からカテーテルの長期留置は感染および血栓形成の危険があるため留置期

間は2週向を限度とし､必要に応じて刺入した.末瑞血はこのカテーテルよLJ
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採取し3000rpm15分間の遠心により血清を得た｡血清の保存は-80℃で行っ

氏.

血涙生化学データ測定

血中インスリン濃度(IRr)はシオノリアインスリンキット(壇野義製薬)

を使用しラジオイムノアッセイ法で測定した (16)｡インスリン抗体はRIA･

PEG(po一yethyleneglycol)法で測定した｡グルコース濃度 (17).血液生

化学価はDry-Chem浅 (FuJlDryChemautoanalyzer(富士メディカルシス

テムズ))で酵素法により測定した (18) (19)｡リポ蛋白の分画は超遠心法

で行った (ZO) (21)｡

リポ蛋白1Jパ-ゼ (LPL)活性価は基定法で測定した｡血中カテコラミン濃度は

HPLC法で､血中グルカゴン濃度はRIA法で測定した｡

(実額-l)インスリン投与法の検討 (ミニブタ3頭を用いた｡)

i)皮下注による投与

ミニブタの背部を剃毛､消毒し､23G計を用いて皮下注した.皮下注は

l日1回給餌直前に行い､皮下注後経時的に採血し血中インスリン濃度を測定

した.投与するインスIJンの王は0.0.5､1.0､l.5､2.0.3.Ou/kgと増歪し

ていったが.連続投与による影gを除外するため中2日おいて増tした｡

if)持続皮下注による投与 (fig.1)

皮下注による投与終了後.2週間の間絹を置いて持続皮下注を行った｡

持続注入には微王注入ポンプ(二プロ SP-3HQ)と専用のシリンジおよびチュ

ーブを用いた｡チューブの先端にlインチの23G針をセットし.剃毛､消毒し
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たミニブタの背部の皮下に刺入した｡感染予防のためイソジンゲル少Zを刺入

部に塗布し粘着テープで固定した｡注入ポンプ本体は衝撃や水分から保護する

ため防水性の緩衝剤で包み.医療用ネットで背部に固定した.インスリン投与

主は05.l･0.115､2.0､2.5U/kg/dayと増Jtしていった.各豊2日ずつ連

続して坤生した.

(美顔12)インスリン持続皮下注の動脈に与える形学の検討 (通常飼料

の場合)

ミニブタ6頭を使用した｡インスリン群 3頭と対照群 3頭に分けた｡

インスリン群にはブタインスリン2.0∪/kg/dayを.対照群にはPBSを24時

間持続注入した｡インスリンの補充は毎週 2臥 シリンジ､チュ-プ､穿刺計

の交換は毎週 1回行った.持続注入は実壌期間中 (6カ月間)継続した｡

インスリン抵抗性測定

SSPG(SteadyStatePlasmaGlucose)法により各ミニブタのインス

リン怒受性 (インスリン抵抗性)を測定した｡Somatostat.n(ペプチド研究

節)l25FLg静注後.somatostatln(250JL9/h)､glucose(6mg/kg/min).

lnSUIin(0.77mu/kg/mJn)を絵漉ポンプにて持続静注し､30.60.90､

120分後に採血し血中グルコース価を測定した. (22)

6カ月[=こPentbarubltalSodlUm 8mg/kg静注による全身麻酔下に放血屠

殺後解剖し､動脈および主要招器を採取した.病理祖推挙的検討は常法に従っ

て薄切篠本を作成し､HEおよびE.V.G.染色を施して観察した.
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(実態一3)インスリン持続皮下注の動脈に与える影響の検討 (動脈硬化

誘導飼料の場合)

ミニブタ12頚を用いた｡これをインスリン群6頭と対照群 6頭に分け

た.すべてのミニブタに15%牛脂と1.5%コレステロ-ルを添加した飼料500

g (約2OOOkcal)を l日1回拾印して食餌性の動脈硬化を誘発した｡インス

リン群にはブタインスリン20U/kg/dayを.対照群にはPBSを24時間持続

注入した (13) (15)｡持続注入は実境期間中 (6カ月間)継続した｡

(実額-3)では経過中以下の実額を行った｡

血圧測定 (flg.2)

血圧の測定は.早朝給餌前安静時にミニブタをスリング上に懸架した状

&.で､尾根部にマンシェットを巻き尾動脈の拍動を.ダイナマップTM1846SXP

で測定した.測定は1頭あたり1回につき5回以上行いその平均値を測定価と

した.

インスリン抵抗性測定

実境開始3カ月日と6か月日にSSPG法 (前述)により各ミニブタの

インスリン感受性 (インスリン抵抗性)を測定した｡

全身麻酔下における生検
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実演開始3カ月目に気管挿管による全身麻酔下に左外腸骨動脈を生検

した･Azaperon(三共)4mg/kgを鼠主後. PentbarubltalSodIUm(ダイ

ナポット)を静注し気管内挿管を行った.全身麻酔の維持には■soflurane(ダイ

ナポット)と笑気の混合ガスを使用した.左側腹部より腹膜外到達法で終末大動

脈にいたり左外腸骨動脈を確認し､これを約 2cm採取した｡術後慾染予防と

してcephplrOmSUlfate(中外製薬)0･5g/dayを3日間静注した｡外腸骨動

脈採取により同側の後肢に巌行や萎縮などの虚血症状は出現しなかった｡

やはL)6カ月目に全身麻酔下に放血屠殺後解剖し.動脈および主要臓器

を採取した｡採取した血管標本は10%パッフ7-ホルマリンで固定後オイルレ

ッドー0で染色し内腔表面を観察した.また病耶 且拝学的検討についても (実験

-2)と同様に行い､さらに冠状動脈を免疫組織学的に平,L*筋とマクロフ7-ジ･

モノサイト系細胞を染め分けるためHHF35.RAMllをそれぞれ使用した｡

実族デ-夕は1群 3頭よlJ得られた場合その平均値で.1群 6頭より

得られた場合mean±SD(standarddevlatl0n)で表した｡統計学的検定には.

反復測定の分散分析法､共分散分析法およびt一検定法を用いた.pく005をもっ

て有意差とした｡



【結果】

実額期間中いずれのミニブタも慈染症などの疾病や突然死を引き桂こ

すことなく経過した｡

(実額-1)インスリン投与法の検討

fi9 3にインスリン皮下注時のIRl値の変化を示す.0.5U/kg以上の

皮下注で注射後 IRl価の上昇が見られる.10∪/kg以上の投与ではピーク値に

差はなくなる｡注射後4時間以降は】Rl値は急速に低下し.6時間でほぼコン

トロールと等しくなる｡

インスリン持続皮下注時の場合2.5U/kg/day以上となると低血糖発作

で塵蟹.昏倒を起こした｡グルコース投与により速やかに回復したが､投与量

の限界はZ.0u/kg/dayであった｡fl94にZ.0u/k9/dayの持続皮下注時の

IRl値とグルコース値の変化を示す.給餌後 Z時間まではコントロ-ルの IRl

価の方が高価を示すが.それ以外ではインスリン群の方が安定して高インスリ

ン血症を示した｡逆にグルコース価はインスリン群の方が低値となる時間が長

時間挽いた｡

(美女-2)インスリン持続皮下注の動脈に与える形菅の検討 (通常飼約

の場合)

美妓 3カ月目に測定した SSPG値を flg.Sに示す.SSPG法では

somatostatlnにより内因性のインスリンおよびグルカゴン分泌を抑制し､体
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重あたリー定圭のインスリンとグルコースを注入する.検査開始90分以降に血

中グルコース植およびインスリン値が一定になるとされ.この時点での恒常血

托価 (SSPG)により糖代謝に対するインスリン感受性を評価するものである.

Somatostatln以外にはエピネフリンやプロプラノロールが用いられる｡本実

額では120分値でインスリン群 1160mg/dL､対照群 1003mg/dlとほぼ等

しい価を示した｡

fl9.6にインスリン群の.flg7に対照群の冠状動脈の姐接学的所見を

示す｡インスリン群の一部において初期のアテローム稜の変化と考えられる部

分が見られる｡

(実験-3)インスリン持続皮下注の動脈に与える影響の検討 (動脈硬化誘発飼

料の場合)

(1)体重の変化 (f198)

ミニブタの体重は.両群とも撞目的に均等に増加した｡実演開始時にイ

ンスリン群 19.5±0.5kg.対照群 19.4±0.4kgであったが6カ月後にはそれ

ぞれ43.4±2.5kg.41,0±2.0kgとなった.両群間に有意差を認めなかった｡

(2)空腹時インスリン値の変化 (flg9)

実境開始時の空腹時インスリン価はインスリン群で 54-8.0(6.8±

l.7)JIU/mI.対照群では60-18.3(98±44)であった.対照群ではその

後も8,4±45-lZ7±6.31▲U/mJのRI'1で推移したが､インスリン群はインス

リン投与開始と同時に高価を示し50.1±209-66,9±19.5L▲u/mlと対照群
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と比較して高価を示し実額期間中経持された.

(3)血中IRl値と血中グルコース価の日内変動 (fJg l0)

実態開始6週間Elの血中IRl価の日内変動は､給餌後のインスリン分泌

相で対照群がインスリン群より高値を示した (1137-125.3vs.93.5-99.1

FLU/ml)が.それ以外はイ群が対照群よリ常に高値を示し高インスリン血症を

維持した. (528-883vs.9.7-29,3/▲U/ml)

血中グルコース価は 】R】価に対応を示した｡すなわち.インスリン群では空腹

時グルコース値はと対照群の79.5±104mg/dlに比して低値を示したが給餌

後6時間までは逆に高値を示した.給餌後8時間以後は､高インスリン血症を

示すインスリン群では42･5-68･7mg/dlと､対照群の 81.7-902mg/dl

に比較して低値を示した｡この傾向は実験開始 12.18､20週間目でも同様に

概蕪された｡なお､実額期間中インスリン抗体の出現は両群において認めなか

った｡

(4)血清脂支

4-a)捻コレステロール値 (flg,ll)

捻コレステロール値は実装4日日より両群とも上昇し高価を示した.6

週r･･1日にイ群は996±725mg/dlに達し.対照群の734±463m9/dlに比

べて有意に高かった｡この有意差は実額後半には招小し有意差も消失したが､

インスリン群で高価である傾向は実壌期間中維持された.

4-b)トリグリセライド価 (flg.12)

12



トリグリセライド任は実境鞠始時インスリン群で 35.4±7.1mg/dl.

対照群で303±6.8mg/dJであった.実額開始後も両群ともこれと同棲の価で

推移し.両群間に差異を認めなかった.

4-C)リポ蛋白分画 (fl9.13)

総コレステロールのリポ蛋白分画は実額開始後 10i司後に測定した｡イ

群では 対照群に比較して HDL(757vs860mg/dr)が低く､VLDL･カイロ

ミクロン (38･Ovs･156mg/dl)および LDL(629.1vs.4073mg/dりが

高い傾向がみられたが有意ではなかった｡また.LPL(l■poprote'nl'pase)活

性値についても両名引こ有意差を認めなかった｡

(5)血中カテコラミン濃度 ･グルカゴン漉度 (flg 14)

実境前.実験開始3カ月後､6カ月後に測定した結果を図に示す｡イン

スリン群においてアドレナリンとグルカゴンが美瑛堤通とともに上昇する傾向

が見られたが､対照群との間にはいずれも有票差を認めなかった.

(6)インスリン感受性 (インスリン抵抗性) (flg 15)

本実態においては.実験開始3カ月後と6カ月後にSSPGの測定を行

った.いずれの測定においても､90分までは血糖値の変動が見られたがそれ以

降は安定した価を示した｡変動はインスリン*に比べて対照群でより顕著であ

った･lZ0分後のSSPG値は.3カ月後のインスリン群で 117.7±20.3mg/dL

対照群で 134･7±1217mg/dl.6カ月後ではそれぞれ 96.7±12.5mg/dl.

100.3±165mg/dlといずれも有意差はなく､インスリン群の方がわずかに低

価を示した.この結果は.本実額系においてはインスリンを長期に投与しても
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少なくとも対照群以上のインスリン抵抗性が生じなかったことを意味した｡

(7)血圧 (flg.16)

収箱期血圧の変化を示す｡実額開始時にインスリン群 122.6±16.5

rnmHgに対し対照群 1210±111mrnHgであった｡しかし､以後いずれの測

定においてもインスIJン群は対照#に比べ低価を示した.美顔開始 5カ月後に

測定したデータはインスリン群 1218±4.2mmHg.対照群 140.5±7.3

mmHgであった.この一連の測定は群間に有意差を認めた｡疫学的には一般に

高インスリン血症群に高血圧が認められるとされているが､本実愚はこれと反

対の結果を示した｡

(8)生検模本 (flg 17)

3カ月後の生検で得られた外腸骨動脈の組織学的所見 (HE.染色)を示

す.インスリン群では泡沫細胞の集窪による著明な内膜肥厚と内弾性板に沿っ

た石灰化を認めたが.対照群では病理組技学的な変化を認めなかった.

(9)解剖模本

6カ月後の解剖模本で主要な動脈に以下に示す変化が肉眼的に認めら

れた.すなわち.インスリン書手の胸部大動脈でほぼ全面にわたる著明な脂肪線

条の形成を認めたが､対照群では肋間動脈の分岐部に弱い脂肪線条を形成する

のみであった (flg.18.上 インスリン群.下 対照群)｡また､オイルレッ

ド一〇染色ではインスリン書引こ強い脂肪沈着を認めた (fl9.19.剛 ｡インスリ

ン群の頗部大動脈～主事末大動脈では著明な粥漣の形成とこれによる内腔の狭窄
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を認めたが.対照群では粥漣の形成がなく､わずかに脂肪操条を認めたのみで

あった (flg.20､剛 ｡インスリン群の冠状動脈には古庄の狭窄を認めたが対

照群では狭窄がなかった｡

病理組拝学的には対.q群の各動脈は軽度の内膜肥厚を認めるのみであ

ったがインスリン群では石灰化を伴う強い内膜肥耳を認め､動脈硬化は生検時

の所見より著明に進行していた｡矧 こ.冠状動脈においてこの差は類書で､対

照群では中間型plaqueによる軽度の内座肥厚が中心であるのに対し.インスリ

ン群では極めて厚い接雄性plaqueを認めるものや.IIPId-rlChpLaqueを認め

るもの､またrupturedplaqueのようなcompllCatedplaqueも認められ.

内腔の狭窄をきたすものも見られた (flg.21 インスリン臥 flg.22 対照群)｡

両群においてこの血管断面におけるl/M比を比較したのがflg.23である机

対照群の 0,15±0.06に対し､インスリン群は l,56±1,11と明らかな有意差

を認めた.またこの冠状動脈の組織標本を免疫組織学的に平滑筋とマクロフ7

-ジ･モノサイト系細胞を染め分けた図を示す (flg24.HHF35にて平滑拓を､

RAMllにてマクロファージ･モノサイト系甜胞を染色した)｡今回発症した7

テロームはその大部分が脂肪を多丑に含むマクロファージ.モノサイト系細胞

により形成されていることが示唆された.この染色に用いた抗体は抗ブタ抗体

ではなくそれぞれ抗ヒト､抗ラット抗体であるため断定はできないが､本実額

で生じた動脈硬化巣の組成を示唆するには十分である.

肝島 ･挿臆 .腎鳥 .輯嬢などの主要な臓器も地建学的に検索したが､両

群ともに microangl0Pathyなどの梧屍病性変化をはじめとして.病的な変化

を艶めなかった.
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lea蕪h

(1)麦類モデルについての考察

l-a)美境動物の選択

ブタは解剖学的にも生理学的にもヒトによ<類似した面を持つ美果動

物として古くから種々の研究分野で利用されてきた.しかし.その大きな体型

と性質から各種の美妓を行う上で困岩を伴うことが多かった.ミニブタはこの

ような問題点を解決するため,ブタ本来の性質を失わずに小型化された実壌動

物として多くの系統が開発された｡今回使用したGottlngen系のミニブタはそ

の中でも愚も小さい部類に属する｡

血管系.矧 こ動脈についてもミニブタでは､走行､分岐､組接学的構築

(弾性型動脈と尻型動脈)の分布状態などにおいてヒトに比較的近いとされて

いる｡また.加齢により動脈硬化が自然発症し.コレステロール負荷によLJこ

れが加速されること､また弾性型動脈にFattystreakが好発し.高石型動脈には

Flbrousplaqueが生じやすい点などもヒトに輯似している.

このような点から.動脈硬化の発生実巌に用いる実額動物としての利点

は大きいと考えられるが､大動物であることに変わりはなく実額スペース.飼

料などの維持隻の点で大きな負担を強いられる｡

ところが､今回の実類ではこのミニブタの大きさが以下の点で非常に大

きな利点になった｡すなわち.

1)嶺t注入ポンプを使用するのに適切な体格であったこと.

2)中心静脈にカテーテルを留置することが可能で､これを採血や抗生剤の静脈

内投与.SSPG法におけるインスリン等の静脈内注入などに利用できたこと｡特

に採血は無侵製下に実施できたため､カテコラミン測定などでは非常に有効で
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あった.

3)多iの採血が可能で.各種デ-夕の測定が可能であったこと.

これに加えて投与するインスリンに関して.現在では精製されたブタイ

ンスリンが入手可能であり.これを使用することで抗インスリン抗体を生成さ

せることなく長期的な美果が可能であった.

以上のように､ミニブタを実額動物として選択したことは今回の実額に

おいて不可欠な要素であった｡

トb)高インスリン血症モデルとしての妥当性

これまでに行われてきたインスリンを動物に授与する実額の多くは以

下の問題点を持つ｡

(l)異種インスリン投与の問題

(lI)投与方法の問題

今回の美妓のように長期にわたり安定した高インスリン血症状態を維持するた

めにはこれらの問題点を解決する必要があった｡

(l)に関しては前述のごとくブタインスリンを使用することで解決可能であった｡

(ll)については多くの実額がインスリンを筋注､または皮下注している (23)｡

我々も (実額Il)においてこれを試み経時的にインスリン濃度を測定した｡そ

の結果､20∪/kgを皮下′主した場合.1時間後に214.5J⊥∪/mlまで上昇する

が.その後急速に下降した.50JLU/ml以上の帯インスリン讃度を維持できる

のは4時間が限度であり､6時間後には皮下注前値に復していた｡そこで.拷

続注入ポンプを使用する方法を採用し､f-g.4.flg.10に見られるようなより

持続的で安定した高インスリン血症状態を実現することができた｡給餌後のイ
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ンスリン分泌相において対照群の方が高インスリン血症を示したが､これは持

続的な外因性インスリンの投与が内因性インスリンの分泌を抑制したためと考

えられた｡持続注入ポンプのかわUに､浸透圧ポンプを使用した報告も見られ

たが､持続的Tj:使用は10日から2週間が限度で､我々の方法のように6カ月

(あるいはそれ以上)もの長期間安定した高いレベルの高インスリン血症状態

を維持させる方法は見あたらない｡この (実験-1)によって.インスリンの投

与方法が確立したおかげで､これに続く (実験-2) (実額-3)が可能となった｡

(実額一Z)ではインスリンを長期的に投与し､ブタ個体のインスリン感受性に

差が生じるかどうかを検討した｡ (実額-i)ではインスリンの高値に対応して

血糖値が低下した｡インスリンに対する感受性が低下していないことを示唆し

ていたが､これを (実額-2)のSSPG法で確認できた.すなわち今回のモデル

はインスリン抵抗性のない高インスリン血症モデルということができ､本研究

の第-の目的を達成したことになる｡このモデルは.高インスIJン血症におけ

るインスリンの過剰作用の再現に適当であると考えられる｡

(2)インスリン持続皮下注が全身の様々な因子に与える影響について

2-a)内分泌作用に与える影響

外fEF性のインスリンを投与することで生体内の様々な国子に影響を及

ぼすことが考えられた｡まず､インスリンの grOWthfactor棟の作用に注目

して体重の変化を追跡したが､両群に差は生じなかった.また､インスリン桔

抗ホルモンとしてグルカゴンとカテコラミン3種を測定した｡その結果､グル

カゴンとアドレナリンがインスリン投与によって上昇する傾向を示したが､や

はL)両群に有意差は生じなかった｡長期にわたる御玉注入がこれらに与える影
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菅を最小限にとどめたと考えられるが､検討症例数が各群 6例と少数であるた

めなお検討を要すると考えられた｡

2-b)血圧に与える影響

動脈硬化の危険因子という点で高インスリン血症と高血圧は同一の個

体に存在することがしばしばであり.高インスリン血症による血圧上昇の仮説

がいくつも提唱された｡すなわち､インスリンによる尿中Naの再吸収元進､血

中カテコラミンの増加､陽イオン交換ポンプの活性化による細胞内Na.Ca売

度の上昇が血管収縮反応を増強させる.などであるがいずれも決定fTに欠けた.

実験的には.ラットに対するインスリンの投与は血圧を上昇させるとした報告

をいくつか認めるが犬に授与した場合は認めないと言う報告がある｡ところが､

最近になってインスリン抵抗性の概念が確立されるに従い､逆の解釈も試みら

れるようになった｡インスリンそのものの血管拡張作用や交感神経抑制作用に

注目し.インスリンの作用不全こそが高血圧をもたらすとする解釈である｡わ

れわれの集塵結果はこの種に解釈すれば一応説明はできる.インスリンのよう

にmult卜functl0nalなホルモンの作用は様々な解釈が可能であり､時として

全く逆の仮説が定着することもあり得る｡これは.インスリン抵抗性という概

念を導入した以上､これと因果関係のある現象一つ一つについてその原因がイ

ンスリンの作用不足にあるのか.それとも代慣性に増加したインスリンの過剰

作用によるものなのかを再検証する必要があるということを意味する｡今回の

高インスリン血症状態で血圧が低下するという結果については､この美顔はイ

ンスリンの持続投与方法に新しい試みを行ったため.比較検討の材料に乏しい｡

今後同様な追試が行われ､いかなる評価を受けるのかを待ちたい｡
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2-C)脂質代謝に与える影響

インスリン抵抗性症候群における脂質代謝異常については以下のよう

に､多くの現象が観察されている｡

高インスIJン血症が肝臓でのVLDL-TGの合成を促進し､高TG血症を惹起する

といわれる｡また.末梢組織では.LPL活性が抑制されておLJ,VLDLの除去が

低下することもVLDL上昇の一国と考えられている｡さらに.肝臓のHMG-CoA

reductase活性の冗進を介してのコレステロール生合成の増加および∨LDLか

らLDLへの代謝元進などが総コレステロール価､LDL-コレステロール値の増加

をもたらすとされている｡一方､インスリン作用不全の点からは､小腸7シル

-CoAコレステロールアシルトランスフェラーセ(ACAT)活性が元進し食餌性

脂肪.コレステロールの吸収が増加し､血鼓カイロミクロン濃度が上昇すると

されている｡LDLレセプター活性低下によるLDLの上昇も考えられている.こ

れらの高脂血症は､逆にインスリン抵抗性を増悪させ悪循環を形成するという｡

家族性高コレステロール血按のモデル動物であるWHHL豪兎では空腹時インス

リン価が高くグルコース静脈投与に対するインスリン反応は高反応であった.

しかし､いずれの報告も高コレステロール血症よりも高TG血症が強調されてお

り､高コレステEj-ル血症が進行LTGに有意差を認めなかった我々の美顔結果

とは一致しない (24-26).この点については.インスリンの投与方′去､高イ

ンスリン血症の持続時間､食餌性のコレステロール負荷など多くの因子が関与

することで結果に相違が生じたものと考える｡我々としても引き続き,本モデ

ルにおいて脂笈代謝異常 (高コレステロール血症)の原因を究明していく必要

があると考えている (27-29)｡
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(3)インスリンの動脈硬化に与える影響について

(実験-2)においてインスリン群の冠状動脈にわずかではあるが初期の

アテローム様変化を認めた｡これにより.インスリンの直接作用として.動脈

硬化が発生した可能性が高くなった｡今回使用したミニブタは､高脂肪.高コ

レステロール食により動脈硬化を誘発することが知られている｡そこで.これ

を利用してインスリンの動脈硬化惹起性を一層明らかにする目的で (美顔-3)

を行った｡貴喜黒は予測通LJとなった｡インスリン群では実額開始 3カ月目の外

腸骨動脈生検においてすでに.肉眼的には脂肪操条を､組織学的には内膜肥厚

と石灰化を認めている｡この外腸骨動脈の変化は更に3カ月後の解剖時には著

明に進行し.粥腫を形成し内腔の狭窄をきたすに至った｡ところが胸部大動脈

では強いコレステロール沈着と内腔-面の脂肪線条は認めたが粥腫の形成はな

く部位によって動脈硬化巣の形成され易さに通いがある可能性が示唆された｡

この差異の原因としては今後動脈の組織学的構築 (弾性型動脈と前型動脈)の

違いを検討する必要があると考えている｡中でも笛型動脈である冠状動脈にお

ける動脈硬化巣の形成は著明で､強い内腔の狭窄をきたすもの.内弾性板など

の血管構築を破壊するものまで見られた｡冠状動脈であるだけに虚血性心疾患

発症のの危険性が高かったと思われた (30133)｡このように､今回の実験モ

デルはインスリン抵抗性のない高インスリン血症の再現という点では成功した｡

そしてこのモデルにおいて動脈硬化進行したことより.インスリンがその過剰

作用として動脈硬化巣の形成を促進することが強く示唆された (34-35)｡し

かし､インスリンは multJfunctl0nalなホルモンであるがために間接的な影

響も多く.これらをすべてを除外することは非常に困難である｡今回の実額で
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言えばまず.血糖の低下があげられる｡そして.先に述べたように血中カテコ

ラミン濃度についてもまだ結論が得られていない.これらが.動脈硬化の形成

に影学を与えていることも否定できない｡この点については今後の研究に持た

ねばならず､今回はインスリンの直接作用が動脈硬化を促進する可能性を強く

示唆するにとどまらざるを得ない.

(4)本美顔の問題点

4-a)高脂肪､高コレステロール飼料の投与

(実態-3)は動脈硬化誘発のため高脂肪.高コレステロール飼料を投与

しており､高コレステロール血症状態をを意図的に作成した上で行われた｡そ

のため今回観察された結果が. (極端な)高コレステロール血症状態において

のみ発現されうる可能性は当然考慮せねばならない｡しかし. (実験-2)で示

された結果と合わせることでインスリンが高コレステロール血症状修に依存せ

ず単独で動脈硬化を促進させるという今回の結論は十分尊くことが可能である.

4-b)外因性インスリンと内因性インスリンの問題

前述のように本美妓では外因性インスリンの影gLか評価できない｡内

因性インスリンの分泌能は逆に抑制されていると考えられる｡インスリン抵抗

性を示す個体における高インスリン血症は内因性インスリンによるものである

から､今回の実廉がこの状態を正確に再現していないと言う反潜は当然起こり

得る.内因性インスリンによる高インスリン血症については阿部らのラットに

おける#移植モデルが知られている｡内因性インスリンと外因性インスリンの

違いがどのような影gを及ぼすかにっては今回は検討していない.
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(5)総括

本実境は動脈硬化におけるインスリン仮説､すなわちインスリンに直接

的な動脈硬化惹起性があるとする仮定に基づき実施された.このインスリン仮

説はHelslnkistudy, ParlSStUdy, Busseltonstudyなどの疫学的研究を
もとに掛 昌されている.さらに.7ロキサンによって作成された糖尿病動物モ

デルをインスリンで治療した場合に動脈硬化が発症したという実境結果この仮

説を支持した｡しかし.これらの説はインスリン抵抗性という概念が導入され

る以前に生まれている.一方､インスリノーマ患者で動脈硬化の進展がなかっ

たとする報告がインスリン仮説を否定するデータとして取り上げられており､

状況は混沌としている｡この間題を解決するキーワードとして ｢インスリン抵

抗性の組織選択性｣を考えたい｡すなわち､粗描別,臓器別にインスリンの感

受性が異なり.感受性を示す組織､臓器と抵抗性を示す粗描､臓器が-個体に

共存するという状態である｡前述した脂質代謝に及ぼすインスリンの影響の看

察において.肝での VLDL-TG合成はインスリン感受性が高くなることで､小

腸でのh旨箕吸収はインスリン抵抗性が強くなることで促進されるという両面か

らの解釈を必要とした｡今後このような両面からの評価はインスリン抵抗性に

関わるあらゆる現象について検討されねばならない.その結果.本実額で示し

たインスリンの直接作用による血圧低下というような現象を矛盾なく説明でき

るようになる｡

本実額においてはインスリンが動脈硬化を促進する捷序は高コレステ

ロ-ルを介する可能性が示唆されたのみであり､今後の研究の課題となる｡一

つの手がかUとして､冠状動脈のアテロームはその大部分が脂肪を多王に含む
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マクロフ71ジ ･モノサイト系細胞によリ形成されていることが示唆された.

今後このリンパ球 ･マクロフ7-ジ系細胞の捷能という点からも研究を進める

必要を認めている｡

インスリンはインスリン受容体後その分岐した細胞内情報伝達経路を

経て糖代謝以外にも多くの作用を持つため､いずれの細胞内ff報伝達経路が動

脈硬化促進と関連するかを解明することが必要である.同時に.糖屍病のイン

スリン治療に関しては.塘代謝異常補正のためのインスリン注射肌 他方では

動脈硬化のリスクを増大している可能性もあるため､インスリン投与皇をより

厳密にコントE]-ルする必要性も検討されねばならない｡



【結語】

l)ミニブタにインスリンを持続皮下注することによリインスリン抵抗

性を有しない高インスリン血症動物モデルを作成した｡

2)インスリン抵抗性における動脈硬化は､インスリンの作用不全では

なく･インスリンの直接的な作用で引き起こされることが示唆された｡

3)インスリン抵抗性に関与するその他の請病態についてもインスリン

作用の両面から検討しなければならない｡

4)本モデルはインスリン抵抗性に関連する病態の解明に有用である｡
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【図の説明】

(flg.1) 持抜皮下注によるインスリンの投与方法

(fig 2) 血圧測定方法

(flg･3) インスリン皮下注時の血中インスリン浪度

(fig4) インスリン持続皮下注時の血中インスリン点度とグルコース濃

度 (普通飼料の場合)

(flg･5) 通常飼料を投与した場合のSSPG(SteadyStatePIasma

Glucose)価

(flg･6) 冠状動脈の組柊学的所見 (通常飼料 ･インスリン群)

(flg 7) 冠状動脈の組織学的所見 (通常飼料 ･対照群)

(flg.8) 体重の変化

(fl9.9) 空腹時インスリン値の変化｡

(千-9110) インスリン持続皮下注時の血中インスリン濃度とグルコース浪

度 (動脈硬化誘発飼料の場合)

(flg.ll) 空腹時総コレステロール価の変化

(flg 12) 空腹時 トリグリセライド価の変化

(flg.13) 稔コレステロールのリポ蛋白分画

(fig.14) 血中カテコラミン･A度 ･グルカゴン濃度

(flg.15) 動脈硬化誘発飼料を投与した場合のSSPG値

(flg.16) 収招期血圧の変化

(fig.17) 外腸骨動脈の粗描学的所見 (動脈硬化誘発食 ･生検模本 ･H.E.

染色)｡
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(f'9 18) 胸部大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 ･解剖模本)

(f■g･19) 胸部大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 ･解剖模本 .オイル

レット0染色)

(figl20) 腹部大動脈～終末大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 .解剖

標本)

(flgl21) 冠状動脈の組持学的所見 (動脈硬化誘発食 ･インスリン群 ･解

剖模本 ･EVG.染色)

(flg ZZ) 冠状動脈の絶技学的所見 (動脈硬化誘発食 ･対照群 .解剖標本 ･

EVG.染色)

(flg Z3) r/M比の比較｡両群に有意差を認めた

(flg 24) 冠状動脈の免疫組織学的染色
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fig,1 持続皮下注によるインスリンの投与方法
微温注入ポンプ (二プロ SP-3HQ)と専用のシリンジおよびチューブを用いた｡チュ-プの先端に23G針をセットし､背部の皮下に刺入した｡
注入ポンプ本体は衝撃や水分から保護するため防水性の績衝剤で包み､医療用ネットで背部に固定した｡



fig.2 血圧測定方法
ミニブタをスリング上に懸架した状態で､尾根郡にマンシェットを巻き尾動脈の拍動を.ダイナマップTMl846SXPで測定した｡
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fig.3 インスリン皮下注時の血中インスリン濃度
インスリンを皮下注 (oneshot)した場合の血中インスリン濃度の経時的変化を示す｡0.5u/kg以上の皮下注で注射後IRI値の上昇が見
られる｡注射後4時間以降はIRl値は急速に低下し､6時間でほぼコントロールと等しくなる｡(∩=3)
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fig.4 インスリン持続皮下注時の血中インスリン濃度とグルコ-ス濃度
(普通飼料の場合)

2･Ou/kg/dayの持続皮下注時のIRJl止とグルコース価の変化を示す｡ (各群n=3による検肘のため.平均価のみで表示した｡)
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fig15 通常飼料を投与した場合のSSPG(SteadyStatePlasmaGJucose)値
各群 n=3. 120分†止(SSPGは)では有意差を認めなかった｡



fig.6 冠状動脈の組織学的所見 (通常飼料 ･インスリン群)
一郎に初期の7テローム横の変化と考えられる部分が見られる｡
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Fig.12 空腹時トリグリセライド値の変化
各群n=6.両群間に有意差を陀めなかった｡
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fig.14 血中カテコラミン濃度 ･グルカゴン濃度
実験臥 実験開始3カ月後･6カ月後に測定した結果を示す｡インスリン群において7ドレナリンとグルカゴンが実験経過とともに上昇する
傾向が見られたが.いずれも有意差を.Aめなかった｡
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fig.15 動脈硬化誘発飼料を投与した場合のSSPG値
各群 n-6.両群に有意差を認めなかった｡この結果は.本実験系においてはインスリンを長期
に投与しても少な<とも対照群以上のインスリン抵抗性が生じなかったことを意味した｡
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fig.18 胸部大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 ･解剖標本)
6カ月後の解剖横木｡インスリン群の胸部大動脈でほぼ全面にわたる著明な脂肪線条の形成を許めたが.対照群では肋間動脈の分岐部に弱い脂肪

繰条を形成するのみであった (上 インスリン群､下 対照群)A



fig.19 胸部大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 .解剖標本 ･オイルレッドー0染色)
6カ月後の解剖標本｡インスリン群に強い脂肪沈着を辞めた｡ (上 インスリン群､下 対照群)



fig.20 腹部大動脈～終末大動脈の肉眼的所見 (動脈硬化誘発食 ･解剖標本)
インスリン群では著明な粥雅の形成とこれによる内腔の狭窄を辞めたが､対照群では粥涯の形成がな(､わずかに脂肪線条を吉忍めたのみで

あった｡ (上 インスリン群.下 対照群)



fig･21 冠状動脈の組織学的所見 (動脈硬化誘発食 ･インスリン群 ･解剖標本 ･EVG.染色)
極めてnFい繊維性plaqueを認めるものや､l.p.d-rrchplaqueを認めるもの､またrupturedpJaqueのようなcompl■catedplaqueも認められ
内腔の狭窄をきたすものも見られた｡
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