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緒 言

過酸化脂質が動脈壁に及ぼす影響は,尚 未知

の部分も多くこの問題は動脈硬化発生,進 展に

於いて興味ある課題である.

Rossの 障害説1)に 従えば,動 脈硬化発現に

は中膜平滑筋細胞の内膜層への遊走及び過増生

が主たる原因と考えられている.ま た,過 酸化

脂質はGlavind2,3)が 報告するごとくアテロー

マ巣に多く, LDLやfibrin等 と共 に中膜平滑

筋細胞に対し何 らかの影響を及ぼすものと推測

される.

脂溶性 ビタミンとして知 られるビタミンEは

膜燐脂質中の多価不飽和脂肪酸を安定化 し膜安

定化作用および,抗 酸化剤としての作用を有し

ている.そ れ故,動 脈硬化発症および進展に於

いて抗酸化作用を有するビタミンEが 脂質過酸

化反応 を介して動脈硬化発症および進展に関与

することが容易に推測される.事 実,ビ タミン

Eが 動脈硬化ないし動脈病変を予防することは

古 くより知られている.た とえば,ビ タミンE

欠乏食でウサギやモルモットを飼育すると中膜

壊死,石 灰化,繊 維化と内皮化の繊維化が見ら

れビタミンEの 投与によりこの変化が抑制 され

る4).

また,筆 者は,大 動脈平滑筋培養実験におい

て過酸化脂質の影響 を観察 し長期的立場では加

齢及び糖尿病のモデルにて検討 しまた,短 期的

立場ではア ドリアマイシン添加実験にて検討 し

た.そ の結果,細 胞内過酸化脂質と細胞増生が

負の相関関係にあることそして加齢では顕著で

ないが糖尿病ではその罹病期間の延長に伴って

細胞増生が低下することを認めた5).

今回,ビ タミンEを 大動脈平滑筋培養液中に

添加 し加齢および糖尿病或いはア ドリアマイシ

ン添加により増加 した過酸化脂質による細胞増

生や細胞内過酸化脂質の変化を動脈硬化症の一

現象としてとらえビタミンEの 平滑筋細胞に対

する影響を検討 した.

実験材料並びに方法

1.動 物並びに飼育法

第一編に述べた如 くである.

2.実 験方法

A)加 齢ラット及び糖尿病ラット由来平滑筋細

胞培養に対するビタミンE添 加の検討

正常ラットを自然に加齢 させた状態で5, 9, 17,

 25ヵ月齢のそれぞれのラットより大動脈を採取

しそれぞれの月齢ラットに由来する平滑筋培養

細胞系を4種 類作製 した.ま た, STZに より発

症させた糖尿病 ラットからも加齢 ラットと同様

に5, 9, 17月齢すなわち,糖 尿病罹病期間0,

 4, 12ヵ月ラットに由来する平滑筋培養細胞系

を3種 類作製 した.加 齢ラット及び糖尿病 ラッ
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ト由来の平滑筋培養細胞の計6種 類の系 に対 し

て10% FCS加RPMI培 養 液 とビタミンEを 添

加 した10% FCS加RPMI培 養 液 によ り培養 し

たそれぞれの平滑筋細胞の細胞倍 加時 間と培養

4日 目の細胞内過酸化脂質,培 養液過酸化脂質

を測定 した.尚,平 滑筋細胞内過酸化脂質及び

培養液過酸化脂質測定法,倍 加時 間 測 定法 は,

第1編 において詳述 した.

組 織培養 におけるビタ ミンEの 添加法: 95%

エ タ ノール100mlにdl-α-ト コフェロール(エ ー

ザ イ社製)500mgを 溶 解 して作製 した トコフェ

ロール液100μlを,マ イクロシリンジを使用 し

て37℃, 10%牛 胎 児血清加RPMI(Gibco社 製)

49.9mlに 攪 拌 しなが らゆっくりと添加 した.そ

の培養液0.22μlを ミリポアフィル ターに通 じた

後実験 に供 した.な お,エ タノールの最終濃度

は, 0.19%と し,ビ タ ミンE濃 度 は阿部法6)に

より測定 した.

B)ア ドリアマ イシン添加平滑筋細 胞 におけ

るビタミンE添 加 の検討

5ヵ 月齢正常 ラッ ト由来平滑筋細胞 を使 用 し

た.ア ドリアマイシン添加は,生 理食塩 水に溶

解後,培 養液 に添加 し最終濃度 を10-8M, 10-9

M, 10-10Mの3種 類 とし,生 理食塩水のみ を

添加 した ものを対照 とした.さ らに,ア ドリア

マイシンを添加 した3種 類の平滑筋細 胞群 に対

しそれぞれ ビタミンE添 加群 とビタミンE無 添

加群 を作製 した.そ の6種 類の平滑筋細胞 に対

し,そ れぞれ半数 を細胞増生率(対 照例 に対す

る倍加時 間の逆数比)に 使用 し他の半数 を細胞

内過酸化脂質,培 養液過酸化脂質の測定に供 し

Fig. 1　 加齢ラット由来平滑筋細胞の細胞増生と月

齢の関係に対するビタミンEの 影響　□:

対照群　■:ビ タミンE添 加(* P<0.01)

た.

成 績

1:加 齢 ラッ ト及び糖尿病 ラッ ト由来平滑筋

細胞培養 に対す るビタ ミンEの 影響

大動脈 を採取 した時 のラッ トの月齢 に対応 し

て加齢 ラ ッ ト由来中膜平滑筋培養細胞の細胞増

生 をFig. 1に 示 した.す なわち,ビ タミンE添

加群 およびそれぞれの対照群 の細胞増生 を5ヵ

月齢 のエタノール添加群 を対照(100%)と した増

生率 と して表現 し,加 齢 に対す るビタ ミンEの

影響 を観察 した.ビ タ ミンE添 加 による平滑筋

細胞増生の増加率 は, 5ヵ 月183%, 9ヵ 月157

%, 17ヵ 月140%, 25ヵ 月114%と 加 齢に比例 し

て低下 した.一 方,糖 尿病 ラッ ト由来平滑筋細

胞 についても同様 な検討 を行った.す なわ ち,

加齢 由来平滑 筋細胞 と同様 に糖尿病由来細胞 に

ついて罹病期 間に対す るビタ ミンEの 影響 を5

ヵ月齢由来エ タノール添加細胞 を対照(100%)

と した増生率 として表現 した.糖 尿病 由来 ビタ

ミンE添 加細胞 の細胞増生率 は, 9ヵ 月(罹 病

期 間4ヵ 月)114%, 17ヵ 月(罹 病期間12ヵ 月)

100%と 罹 病期間 に比例 して明 らかに低下 した.

 (Fig. 2)ビ タミンEの 細胞増生 に対する影響は

加齢群 に比較 して糖尿病群 に於 いて顕著であっ

たが,特 に糖尿病群の長期罹病例では,ビ タミ

ンEの 影響は まった く認め られなかった.

次 に,大 動脈 を採取 した時 のラ ットの月齢 に

対応 して,加 齢 ラッ トおよび糖尿病由来中膜平

滑筋の培養第4日 の細胞内過酸化脂質について

ビタミンEの 影響 を検討 した.尚,対 照は同月

Fig. 2　 糖尿病ラット由来平滑筋細胞の細胞増生と

罹病期間の関係に対するビタミンEの 影響

　□:対 照群　■:ビ タミンE添 加(* P<0.01)
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Fig. 3　加齢 ラット由来平滑筋細胞の細胞内過酸化

脂質と月齢の関係に対するビタミンEの 影響

　□:対 照群　■:ビ タミンE添 加(* P<0.01)

Fig. 4　糖尿病 ラット由来平滑筋細胞の細胞内過酸

化脂質と罹病期間の関係に対するビタミンE

の影響　□:対 照群　■:ビ タミンE添 加

(* P<0.01)

齢の エタノール添加培養細胞とした.加 齢ラットよ

り採取しビタミンEを 添 加 して培養 を行 なった平滑

筋細胞の細胞内過酸化脂質は生後5ヵ 月齢0.71nmol

 MDA/1010, 9ヵ 月齢0.48nmol MDA/1010, 17ヵ

月齢1.30nmol MDA/1010, 25ヵ 月0.96nmol MDA/

1010で あった.対 照は5ヵ 月1.63nmol MDA/1010,

 9ヵ 月齢1.10nmol MDA/1010, 17ヵ月齢1.44nmol

 MDA/1010, 25ヵ月齢1.30nmol MDA/1010と ビタ

ミンE群 の細胞内過酸化脂質は常 に対照群 に対

して低値であった(Fig. 3).一 方 糖尿病ラット由

来平滑筋細胞におけるビタミンE添 加群では9ヵ 月

齢(罹 病期間4ヵ 月)1.12nmol MDA/1010, 17ヵ 月

齢(罹 病期間12ヵ 月)1.80nmol MDA/1010で あっ

た.対 照群では9ヵ 月齢(罹 病期間4ヵ 月)1.36

nmol MDA/1010, 17ヵ 月齢(罹 病期間12ヵ 月)

Fig. 5　加齢ラット由来平滑筋細胞の培養液中過酸

化脂質と月齢の関係に対するビタミンEの 影

響　□:対 照群　■:ビ タミンE添 加

Fig. 6　糖尿病ラット由来平滑筋細胞の培養液中過

酸化脂質 と罹病期間の関係に対するビタミ

ンEの 影響　□:対 照群　 ■:ビ タミンE

添加

1.30nmol MDA/1010で あった(Fig. 4).糖 尿病群に

於いても加齢群 と同様 にビタミンEに より細胞 内過

酸化 脂質は低下 したが加齢群 に比較 してその低下

は顕著であった.同 様 な検討 を培養液過酸化脂質

についても行なった.ラ ットの月齢に対応 して,加 齢

ラットおよび糖尿病由来中膜平滑筋の培 養第4日 の

培養液過酸化脂質についてビタミンEの 影響 を検討

した,加 齢 ラット群のビタミンE添 加培養液中過酸

化脂質は生後5ヵ 月齢0.25nmol MDA/ml, 9ヵ月

齢0.22nmol MDA/ml, 17ヵ 月 齢0.21nmol

 MDA/ml, 25ヵ 月0.16nmol MDA/mlで あ っ

た.対 照は5ヵ 月齢0.36nmol MDA/ml, 9ヵ

月齢0.21nmol MDA/ml, 17ヵ 月 齢0.21nmol

 MDA/ml 25ヵ 月齢0.19nmol MDA/mlで あ り

ビタミンE群 と対照群 には差 を認めなかった(Fig. 5).
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Fig. 7　 ア ドリアマイシン添加による大動脈平滑筋

細胞増生の変化に対するビタミンEの 影響

Fig. 8　 アドリアマイシン添加による大動脈平滑筋細

胞内過酸化肥質の変化に対するビタミンE

の影響　□:ア ドリアマイシン　■:ア ドリア

マイシン+ビ タミンE(* P<0.01)

一 方
,糖 尿病 ラッ ト由来平滑筋細胞 におけるビ

タミンE添 加群では9ヵ 月齢(罹 病 期 間4ヵ 月)

 0.23nmol MDA/ml, 17ヵ月齢(罹 病期間12ヵ

月)0.32nmol MDA/mlで あった.対 照群では

9ヵ 月齢(罹 病期間4ヵ 月)0.20nmol MDA/ml,

 17ヵ 月齢(罹 病期間12ヵ 月)0.25nmol MDA/ml

で あ った. (Fig. 6).加 齢 群 と同様 に糖尿病群

においても培養液中過酸 化脂質 に対 してビタ ミ

ンEの 影響は認めなかった.

2.ア ドリアマ イシン添加平滑筋細胞 におけ

る ビタ ミンEの 影響

ア ドリアマ イシン添加細胞の増生率 は生理食

塩水添加の対照群 に比較 して培養液中ア ドリア

マ イシン濃度10-10Mで は71%, 10-9Mで は37

%, 10-8Mで は25%で あった.さ らにビタミン

Eを 添加するとエ タノール添加の対照群 に対 し

て培養液中 ア ドリアマ イシン濃度10-10Mで は

Fig. 9　 大動脈平滑筋細胞培養における細胞内過酸

化脂質と細胞増生の関係　○:ア ドリアマ

イシン添加群　●:ビ タミンE添 加群

Fig. 10　 大動脈平滑筋細胞の細胞増生と培養液中ビ

タミンE濃 度の関係

93%, 10-9Mで は70%, 10-8Mで は52%で あ

った(Fig. 7).ビ タ ミンE添 加群は,常 にア

ドリアマ イシン単独添加群 よ りもア ドリアマイ

シンによる細胞増生の抑制 が少 なかった.

ビ タ ミンEを 添加 した群 の細胞内過酸化脂質

は,ア ドリアマイシン濃度10-10Mで は0.58nmol

 MDA/1010個, 10-9Mで は0.78nmol MDA/

1010個, 10-8Mで は1.56nmol MDA/1010個 で

あった.対 照群では,ア ドリアマイシン濃度10-10

Mで は1.96nmol MDA/1010個, 10-9Mで は

2.79nmol MDA/1010個, 10-8Mで は6.43nmol 

MDA/1010個 で あ りア ドリアマ イシン添加 によ

り増加 した細胞内過酸化脂質は ビタミンE添 加

により明かに低下 した(Fig. 8).

平 滑 筋培養液過酸化脂質 は,ア ドリアマイシ

ン,ビ タ ミンE併 用添加群 およびその対照群 と

もに約0.2nmol MDA/mlで あ りビタ ミンEに

よる影響は認 めなかった.

次 に,ア ドリアマイシン添加実験 における細

胞 内過酸化脂質 と5ヵ 月齢平滑 筋培養細胞 を対
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照 とした細胞増生率 について検討 した. Fig. 9

に示 すごと く細胞内過酸化脂質 と細胞増生率は

負の相 関(r=0.84)を 示 した.

最後 に,ビ タ ミンE濃 度に対す る平滑筋細胞

の影響 を調べ るために正常5ヵ 月ラッ ト由来平

滑筋 を使用 し3種 類の ビタ ミンE濃 度における

細胞増生率 をエ タノー ル単独添加群 を対照(100

%)と して観察 した.培 養液 ビタミンE濃 度0.70

mg/dlで は160%, 1.22mg/dlで は243%で あ

った.尚,対 照群の培養液 ビタ ミンE濃 度 は,

 0.32mg/dlで あった(Fig. 10).

考 察

近年,動 脈硬 化発現 について多 くの検討 が行

なわれているが,過 酸化脂質の動脈硬化発現 お

よび進展 に関する意義は尚未知 な部 分 も多い.

今 回,過 酸化脂質の生成 を阻止する物質 とし

て知 られてい るビタ ミンEを 平滑筋培養液に添

加 し,ビ タ ミンEの 影響 を細胞増生 や細胞内過

酸化脂質の変化 と して捉 えた.そ の結果,加 齢

および糖尿病 由来平滑筋細胞 においてビタ ミン

Eは 何 れの時期 において も細胞内過酸化脂質 を

低下 しまた,細 胞増生 を亢進 させた.し かし,

ビタ ミンEに よる改善度 は加齢および糖尿病罹

病期間の延 長に比例 して低下 した.ま た,ビ タ

ミンEは ア ドリアマ イシンにより惹起 された平

滑筋細胞内過酸化脂質の増加,細 胞増生の低下

を抑制 した.そ して,ビ タミンEの 効果は,濃

度依存性であった.

Cornwellは 培 養 液 中 に ビタ ミンE, CoQ,

 Menadione等 を添加 し平 滑筋細胞の増生率 が

亢進 したことを報告7, 8, 9)し,ビ タミンE等 のスカ

ベ ンジャーが動脈硬 化発症予防に有益 な物質 と

推測 している.事 実, In vivoで は,ビ タミンE

が動脈硬 化ない し動脈病変 を予防することが知

られている.た とえば,ビ タ ミンE欠 乏食でウ

サギやモ ルモ ットを飼育す ると中膜壊死,石 灰

化,繊 維化 と内皮の繊維化が見 られ ビタ ミンE

の投与 によ りこの変化 が抑制 される4).ま た,

高 コレステロール食で飼育 したウサギの動脈硬

化 をビタ ミンEが 抑制10)す る.或 いは,ヒ トの

動脈硬化巣 において ビタミンEが 低下 している11).

しか しなが ら, Ross1)は,動 脈硬化発現 には

中膜平滑筋の内膜層への遊走及び過増生が主た

る原因と提唱 している.こ の障害説に従えば,

ビタミンEが 中膜平滑筋の細胞増生を亢進させ

ることは動脈硬化発症,進 展を促進 させるので

は という考えに連なりIn vitroの 報告と異なり

都合が悪い.
一方,吉 田12)は,内 膜平滑筋と中膜平滑筋の

性質の差を認め中膜平滑筋の増生は,む しろ修

復機転に作用する可能性を示 した.こ の報告に

よれば,今 回の加齢及び糖尿病由来の中膜平滑

筋の増生能がビタミンEに より亢進 している結

果は,修 復能の増加を意味 し,ひ いては動脈硬

化発現を遅延するとも考えられる.即 ち,ビ タ

ミンEは,中 膜平滑筋の細胞増生 を亢進させる

点に於いて動脈硬化の修復因子であることが推

測可能である.

ア ドリアマイシンはアントラサイクリン系の

抗癌剤であり,今 回は過酸化反応促進物質13と

して使用したが本来は, DNAの 合成抑制作用

を有 している.そ れゆえ,今 回の実験結果がア

ドリアマイシンのDNA抑 制作用 を表現 してい

るとも考えられるが使用 したアドリアマイシン

濃度がかなり低い点やビタミンEに よりその影

響が抑制された事実よりその危惧は否定的であ

る.そ して,癌 治療の臨床に於いてビタミンE

がアドリアマイシンの心毒性を低下させる報告14)

もあり興味深い.

また,今 回の実験 において,ア ドリアマイシ

ン添加により生 じた細胞内過酸化脂質の増加や

細胞増生抑制が,ビ タミンEに よりほぼ完全に

除去 された.

しかし,高 度な加齢及び長期間糖尿病に罹患

した細胞ではビタミンE添 加によって,わ ずか

に正常域に近づ くか,ま ったく反応を示さなか

った.こ のことは,過 酸化脂質の増加が加齢に

ともなう動脈の変化15)あるいは,糖 尿病のMacro

angiopathyの 発生の一因であることを推察せ

しめるものであるとともに長期間過酸化脂質に

より生 じた中膜平滑筋の変化ない しは変質とい

ったものがビタミンEの 使用によっても不可逆

性のものであることを示唆 した,即 ち,加 齢に

伴い動脈硬化が進展 し,そ の上に糖尿病状態が

加わるとすれば,動 脈壁の障害は加速度的に進
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行することを推察 させた.一 方,過 酸化脂質に

よる平滑筋の変化 が初期段階であれば,ビ タ ミ

ンEに よ り改善する可能性 も示 された.し かも,

ビ タ ミンEに よる平滑筋に対す る改善効果は濃

度依存性で ある事実はIn vitroの みならず臨床

においても興味 がある.す なわち,近 年,血 清

ビタ ミンEや 組織中 ビタ ミンEは 無ベ ータリポ

タンパ ク血漿等 の特殊な疾患 に限 らず かなりの

疾患において低下 してい るという報告16, 17)も あ

り,ビ タミンEの 低下す る疾患では,過 酸化脂

質 を介 した血管障害 が進行 し,そ の状態が長期

間持続す ると不可逆的な血管障害 に移行す ると

推測 される.

今後,ビ タ ミンEが どのよ うに して細胞内に

取 り込 まれ細胞増生 に影響 をおよぼす かを明 ら

かにすれば ビタミンEの 動脈硬化症 に対す る評

価 もよ り明確 となるであろ う.

結 語

1)加 齢 および糖尿病由来大動脈平滑筋細胞培養

において,ビ タミンEは 何れの時期においても細胞

内過酸化脂質 を低下しまた,細 胞増生を亢進 させ

た.し かし,ビ タミンE添 加による改善効果は加齢お

よび糖尿病 期間の延長 に比例 して低下 した.

2)ビ タ ミンEは ア ドリアマイ シンにより惹起

された平滑筋細胞 内過酸化脂質の増加,細 胞増

生の低下 を抑 制 した.そ して,ビ タ ミンEの 効

果は,濃 度依 存性 であった.

稿 を終わるにあたり,ご 指導,ご 校閲を賜わりました

恩師木村郁郎教授に深謝します.さ らに,直 接ご指導,

ご教示をいただいた木畑正義講師に深謝いたします.

なお,本 論文の要旨は第24回 日本老年病学会にて

発表した.
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Studies on aortic medial smooth muscle cell culture

Part 2. The effects of vitamin E on the proliferation of 

cells derived from aged or diabetic rats

Tatsuji ISHIOKA

The Second Department of Internal Medicine Okayama University Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

We found in the segment of this study that lipid peroxides inhibit the proliferation of 
aortic medial smooth muscle cells derived from rats with streptozotocin-induced diabetes 

(STZ-rats) and normal cells cultured in an adriamycin-containing medium. It was then sup

posed that vitamin E, an antioxidant, may restore cell proliferation by its inhibitory effect 
on lipid peroxides. This led us to study the effect of vitamin E on the proliferation of cells 
derived from STZ-rats and normal cells cultured in an adriamycin-containing medium.

The growth rate of normal cells was increased by the addition of vitamin E. However, 

its effect was reduced with aging. on the other hand, the growth rate of cells derived from 

STZ-rats was hardly affected and intracellular synthesis of lipid peroxides was not attenu
ated by the addition of vitamin E. The effect of vitamin E on cell proliferation and the syn

thesis of intracellular lipid peroxides was not found in cells obtained 12 months after STZ 
injection.

Adriamycin inhibited normal cell proliferation concentration-dependently with an increase 

in intracellular lipid peroxides. However, when normal cells were planted in a medium con

taining adriamycin and vitamin E, the effect of adriamycin on cell proliferation was reduced. 
Namely, when lipid peroxides coexisted with adriamycin for a short period of time, vitamin E 

prevented the effect of lipid peroxides on cell proliferation. However, when they remained in 
the cells for a long period of time, vitamin E did not show any inhibitory effect on the lipid 

peroxides.
The results suggest that the effect of vitamin E on cell proliferation is dependent on the 

period of intracellular existence of lipid peroxides.


