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第一章

炎症性サイトカインと動脈硬化
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1.動脈硬化症の成因

現在、日本人の死因の第一位は悪性腫蕩である。第二、三位は脳血

管障害と心疾患であり肥満、高血圧、糖尿病、高脂血症などの成人病がそ

の発症に深く関与している。指質、糖代謝異常の解明は成人病の病態を知

る上で不可欠である口

粥状動脈硬化の発症機序はRossらによる傷害反応仮説が一般的に

受け入れられている(1)。粥状動脈硬化症の初期段階の病理学的特徴は細

胞内に大量のコレステロールエステノレを蓄積した泡沫細胞である。泡沫細

胞の起源は単球由来のマクロファージおよび血管平滑筋細胞であり、特に

初期の病変で、はその大部分がマクロファージである。血管壁内に侵入した

マクロファージは酸化低比重リポ蛋白(oxidizedlow density lipoprotein 

LDL)などの変性LDLを細胞内に蓄積し、脂肪線条と言われる初期病変を形

成する。さらに車管平滑筋細胞が中膜から内膜へ遊走し収縮型から合成型

に形質転換する。そしてコラーゲ、ンやエラスチンといった細胞外マトリッ

クスを産生することにより、内膜肥厚を促進し動脈硬化症を進展させる。

この過程においては皐管内皮細胞および侵入したマクロファージが車管

平滑筋に対する種々の因子を産生、放出する。また、粥状動脈硬化の病変

部位にはT細胞の存在が知られ、これらの産生するサイトカインなどが病
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変の進展に関与すると考えられている。

2.プラークの破綻

心筋梗塞死亡例の病理所見から、責任病巣となった冠動脈病変の多

くは狭窄度が50%以下と軽度であることが知られている。このように心血

管イベント発症には冠動脈の狭窄の程度よりも、プラークの性質(安定性)

が重要である。つまりプラークの破綻とそれに続く血栓形成により、急性

冠動脈症候群が発症する。

プラーク形成の背景には二つの因子が関与する。第一に血管壁にお

けるコレステロールエステルの蓄積、第二に血管壁における細胞成分の反

応である。そして不安定プラークの形成はプラーク内での細胞成分の反応

と平滑筋細胞の減少、コラーゲン量の減少に起因するD プラーク内で活性

化されたマクロファージはマトリックスメタロプロテアーゼ (matrix

metalloproteinases ; 1仏1Ps)を産生しプラークの重要な構成成分である細胞

外マトリックスを分解し線維性被膜を脆弱化させる口また粥種の肩の部分

は血管新生に富みb仏在Psの発現のため脆弱で、あり、血管内腔にせり出して

いるので、流体学的なひずみの力を受けやすいD マクロファージは組織図

子を高発現し、プラーク破綻後の血栓形成に重要と考えられている。また
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線維性被膜を形成する平滑筋細胞のアポトーシスなどは粥種の破綻をき

たし、急J性冠動脈症候群の発症にいたると考えられている (2-4)。不安定

狭心症は安定型に比し、血管平滑筋のアボトーシスが増加している o In 

vitroの解析で、酸化ストレスにより血管平滑筋において、 p53、Bax、Fas、

Bcl-2などの遺伝子発現が調節されている。

3.糖尿病患者における動脈硬化の特徴

糖尿病では細小血管合併症だけでなく、大島管合併症も発症率が

高いことが知られている。さらにimpairedglucose tolerance (IGT)の

患者でもこれらの合併症が多いことが特徴的であり、この点が細小血管

合併症と異なり、その発症機序も十分に明らかになっていなし10さらに、

食後血糖の上昇が脳梗塞や冠動脈疾患と関連することが報告され、大血

管合併症には恒常的な血糖のレベノレよりも血糖の上下や他の因子の関連

も重要である。糖尿病性大血管合併症発症のメカニズムには高血糖、リ

ポ蛋白代謝異常、内臓脂肪蓄積を基盤とする脂肪細胞由来生理活性物質

(アデ、イポサイトカイン)など、多数の因子が複雑に関与しているD

インスリン抵抗性は高インスリン血症を招き、動脈硬化発症の危

険因子であるD 種々の炎症性サイトカインがインスリン抵抗性と動脈硬
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化症の両者に深く関与する。

4.糖尿病性大血管障害、粥状動脈硬化症と炎症反応との関連

近年、動脈硬化症を炎症性疾患であるとする考え方が確立し、病

変部位での種々のサイトカインや接着因子の発現充進が重要であること

が明らかとなった。粥状動脈硬化は血流による shearstressや酸化LDL、

糖化産物などさまざまな要因による血管内皮細胞の障害ではじまるD は

じめに酸化の程度が低いminimallymodified LDL (mmLDL)が車管内

皮細胞に直接作用してMCP剛1の発現を誘導し (5)、単球が血管壁に呼び

寄せられることがわかってきた。単球が血管壁に侵入するには活性化さ

れた内皮細胞に発現する VCAM-l、1CAM-LPECAM-lといった接着分

子が必要で、ある (6，7)。単球は、炎症局所で活性化された血管内皮細胞に

発現する P-セレクチンンやE-セレクチンと結合し、その後、車管内皮細

胞上のVCAM-lや1C品目と強国に接著する。血管内皮に接着した単球

は血管壁を乗り越えて内膜下に移行する。また活性化した血管内皮細胞

はMCP-l、1L-l、1L-6、1L-8などのサイトカインを産生したり、組織因

子(tissuefactor)、プラスミノーゲンアクチベーターインヒピタ-

l(plasminogen activator inhibitor-l; PAI-l)などの凝固系因子を発現し、
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凝固系の活性化を促す (8)。これらの炎症性因子の発現は、初期動脈硬化

病変部位に選択的に単球やリンパ球を動員することとなる口

組織内に移行した単球はマクロファージへと分化し特異的レセプ

ターを介して酸化LDLを取り込み泡沫化し、脂肪線条(fattystreak)と呼

ばれる初期病変を形成する。活性化された血管内皮細胞からは血小板由

来増殖因子(plateletderived growth factor ; PDGF)やへパリン結合上皮

増殖因子(heparin-bindingepidermal growth factor ; HB-EGF)といった

増殖因子が産生され、血管平滑筋細胞の中模から内膜への遊走と増殖を

惹起させる。活性化されたマクロファージや泡沫細胞は TNF-αや IL-1、

IL-6をはじめとするサイトカインを分泌し、これらのサイトカインが血

管内皮細胞をさらに活性化する (9)。またTNF-αやIL-1は血管内皮細胞

や血管平滑筋細胞に作用しマトリックスメタロプロテアーゼの発現を誘

導し、これらによる細胞外マトリックスの分解が也管内皮下へのマクロ

ファージの侵入や平滑筋細胞の内藤への遊走を容易にし、動脈硬化病変

の進展にかかわっていると考えられる (10)。このように動脈硬化症は炎

症反応、凝国尤進、マトリックス分解の過程を経て形成され急J性冠動脈

症候群にいたる。

一方インターフエロンy(IFN-y)は抗動脈硬化作用をもち、スカベ
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ンジャーレセプターの減少、コラーゲン合成の抑制、そして血管平滑筋

締胞の増殖抑制作用を示す。アホ0・EとIFN-yのダブルノックアウトマウ

スはアポ Eのみのノックアウトマウスと比較して動脈硬化巣の形成が有

意に抑制されていることや、コラーゲンの合成が抑制されていること、

抗動脈硬化性リポ蛋白であるアポ A が増加していることが報告された

(11)。また、動脈硬化の促進作用として、マクロファージや卑管内皮細胞、

血管平滑筋細胞による炎症誘発性サイトカインの産生やクラス II主要組

織適合抗原(MHC)分子の発現を促進するD

最近、高感度 CRP測定の開発に伴い、微量の CRPの増加が冠動

脈疾患のリスクを高めることが明らかになり、スタチンに CRP低下作用

を持つことが報告された (12)0またスタチンが IFN-yのシグナルを抑制

することで血管内皮細胞の抗原提示能を抑制し、 T細胞の活性化を抑制

することが報告された(13)0 このようにスタチンが脂質代謝改善作用に

加え、 pleiotropiceffectと呼ばれる抗動脈硬化作用をもっていることが

明らかになった。

糖尿病における大血管障害のメカニズムは炎症性サイトカインや、

終末糖化産物(advancedglycation endproducts ; AGE)、酸化ストレスな

どが働き血管内皮障害が惹起され、さらにこれらの因子が平滑筋細胞、
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マクロファージ、内皮細胞、 T細胞にシグナルを伝え、 NF-KBを通じて

核内の遺伝子に働き炎症反応として、 TNF-α、IL-LM-CSFなど種々の

蛋自を合成することも明らかにされつつある(14)。またアディポネクチ

ンも肥満を伴った糖尿病では重要な脂肪細胞から産生される因子として

注自されている。

5.アディポサイトカインと動脈硬化

近年、過栄養に基づく内臓脂肪蓄積がインスリン抵抗性および 2

型糖尿病の発症と密接に関与していると言われている。脂肪細胞はアデ

イポサトカインと総称される多彩な生理活性物質を分泌する。アディポ

サイトカインはTNF-αやPAI-lなど内臓脂肪の蓄積に伴い血中濃度が増

加するものと、逆にアデ、ィポネクチンなど血中濃度が低下するものが存

在する。 TNF-α産生の増加はインスリン抵抗性を惹起し、 PAI-lの産生

増加は血栓形成を促進する(15)。アディポネクチンは冠動脈疾患、糖尿

病性大血管合併症で有意に低値であり、車中濃度はインスリン感受性の

指標と強い五相関を示す(16)。アディポネクチン欠損マウスは高脂肪高

煎糖食で著名なインスリン抵抗性を示し、アディポネクチンは過栄養状

態において、インスリン抵抗性の発症に重要な役割を果たしていると思
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われる。

アディポネクチンの血管に対する作用として障害血管に集積し、

血管内皮細胞における単球接着分子の発現(16，17)、マクロファージの

泡沫化(18)、血管平滑筋の増殖といった動脈硬化の進展因子をすべて抑

制することが報告されている (19)。

6.マクロファージ遊走組止包子の発現と機能

マクロファージ遊走阻止因子Cmacrophagemigration inhibitory factor; 

h但F)は遅延型アレルギー反応に関与する液性因子として30年以上も前に

発見されたが、その機能や病態における意義はいまだ不明な点が多い。

1989年、ヒトMIFcDNAがクローニングされて以来 (20)、恥但Fが炎症、免

疫応答のみならず生体の恒常性の維持など幅広い生理的役割を担う事が

次々に報告された (21)口民位FはTリンパ球のみならず種々の細胞で発現し

ていることが報告されている。免疫系ではTリンパ球、単球、マクロファ

ージ、好酸球などが主要な産生細胞である。特記すべきh但Fの機能として、

下垂体前葉から分泌されるエンドトキシンショックの致死率を高める主

要な因子であること (22)、グルココルチコイドの抗炎症作用を抑制し炎症

を惹起するユニークな作用を有すること (23)、またTリンパ球の活性化に
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必須な因子であることなどがあげられる (24)。一方、恥位Fが成長因子の刺

激により発現がうながされること (25)、レンズ細胞や脳の発生過程で時期

特異的に発現され、臓器形成に関与する可能性のあること (26，27)、また

皮膚や角膜などの増殖の盛んな基底細胞層や未分化な骨芽細胞で発現が

増加していることなどが報告されてきた (28)。このことからb位Fが炎症性

サイトカインのみならず、細胞の分化、増殖においても重要な役割を担っ

ていることが明らかになってきた口さらに恥宜Fの発現が腫蕩組織あるいは

癌転移巣で著しく上昇していることも報告され (29)、癌細胞の増殖や転移

における機能と役割についても関心が集まっている。

さらに恥位Fは、単球、マクロファージにおけるToll-likereceptor 4の

発現を誘導し、感染にたいする炎症反応を増強することが報告されている。

7.MIFとシグナノレ伝達系

線維芽細胞をMIFで刺激すると phospholipaseA2(PLA:uが活性化

され、引き続いて細胞増殖が誘導されることが報告された (30)0PLA2 

はアラキドン酸カスケードからの生理活性脂質の産生を誘導するが、

MIFはそのシグナノレ伝達系に p44/p42ERKの持続的な刺激を介して関

与する。
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またリウマチ患者由来の滑膜細胞を MIFで刺激すると、 matrix

metalloproteinase (MMP)-1，3の発現が上昇する。 MMPmRNAの発現

の上昇は刺激後 6S寺聞からみられ、その発現に先行してc-junJc-fos

mRNAの上昇を認めた口その発現はtyrosinekinaseの阻害斉IJ(genistein、

herbimycin A)およびproteinkinase Cの阻害剤(staurosporin、H-7)に

より有意に抑制された。間様にAP-lの阻害剤である curcumlnによって

も組害された。したがってMIFはtyrosinekinase、proteinkinase C、

AP-lを介する経路を介してMMPの発現を上昇させると報告されている

(31)。

最近MIFがendocytosisにより細胞内に取り込まれ、細胞内蛋白

質である Jablと特異的に結合することが報告された。 JablはJNKを

活性化するので、 MIFはJablと細胞質中で結合し、 JNKの活性化を限

害することにより、 c-Junのリン酸化を抑制し、 AP-lの活性化を阻害す

ると示唆されている。また Jablは cyclin-dependentkinase inhibitor 

(CDKl)p27kip1の分解を促進するoMIFはJablと結合して CDKlp27kip1 

の分解を阻害することにより細胞周期を制御する (32)。

8.MIFと動脈硬化、糖代謝との関連

15 



前述のように乱但Fは炎症、免疫反応における重要な調節因子であり、

高脂血症、動脈硬化との関連を示唆する報告もされている。ラットにおけ

る高脂肪食誘因糸球体傷害モデルにおいてL位Fが腎臓に高発現しているこ

と (33)、ヒト動脈硬化巣に恥位Fが高発現し動脈硬化の進行に応じてb但Fの

発現が強くなることが報告されている (34)。また、恥位Fは2型糖尿病患者

での血中濃度が健常人に比較して高いこと (35)、棒保田胞に発現するイン

スリンの分泌促進因子であること、脂肪組織に発現しむ.JF-αやインスリン、

グルコースの刺激で分泌されることが明らかになっている。したがって

乱位Fは炎症性サイトカインとして糖尿病における大血管障害、とくにマク

ロファージの泡沫化や不安定プラークの形成に寄与する可能性がある。ま

たアデ、イポサイトカインとしてインスリン抵抗性や糖代謝とも密接に鑓

与する可能性がある。今回私は糖尿病患者における大畠管障害の成因に関

する乱位Fの役割に関して、酸化LDL刺激による品位Fの発現と分泌、マクロ

ファージにおける酸化LDLの取り込みと分解に関して検討した。

また第三章では、 b但Fの糖代謝における役割を解明するため、主要

な糖利用器官である骨格筋のストレス刺激における糖代謝充進における

MIFの役割をinvitro、mVIVOの両面から検討した。
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血
同
十第

マクロファージにおける酸化低比重リポ蛋白の取り込みに対するマクロ

ファージ遊走阻止因子 (MIF)の役割

22 



背景

高脂血症は動脈硬化の主要な危険因子である。高脂車症によって

誘導される血管壁の細胞浸潤と線維化は動脈硬化巣の病理学的特徴とし

てしばしば見受けられる。動脈硬化症では低比重リポ蛋白Clowdensity 

lipoprotein : LDL)の酸化的修舗が重要なステップである o LDL粒子が

動脈内膜に移行すると血管内皮細胞やマクロファージなどによってフリ

ーラジカルが放出され LDLが酸化されるD マクロファージは TNF-α、

IL-1などの炎症性サイトカインを産生し、血管壁を構成するマクロファ

ージや平滑筋細胞を活性化する。特に酸化LDLはこれらの生物活性の高

い分子の産生を刺激しマクロファージの増殖も誘導する(1、2)。また動脈

硬化巣には酸化 LDLのような変性LDLを、特異的レセプターを介して

取込んだ、マクロファージ(泡沫細胞)がしばしば存在する(3)。

マクロファージ遊走阻止因子 (macrophagemigration inhibitory 

factor : MIF)は遅延型過敏反応に関与する液性因子として発見されたが、

炎症、免疫反応のみならず幅広い生理的役割を担うことが次々と報告さ

れた。近年、 MIFが成長因子の刺激により発現が促されることや脳の発

生過程で時期特異的に発現されることも報告され、細胞の分化、増殖さ

らに血管新生にも関与することが知られている(4、5)。特に MIFは、マ
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クロファージのラテックスゼーズ貧食能の尤進にオートクライン、パラ

クラインで作用する(6)。またMIFはMMPsの産生を刺激することも明

らかになった口したがって、 MIFは酸化LDLの刺激で、マクロファージか

ら産生、分泌され泡沫細胞の形成や、続いて起こる細胞浸潤、増殖など

の動脈硬化巣の形成過程さらに不安定プラークの形成と急J性冠動脈症候

群に関与している可能性がある。最近MIFが動脈硬化巣で強く発現して

いることが報告され、動脈硬化症におけるMIFの役割が注目されている。

本研究では酸化LDL刺激によるMIFの発現および酸化LDLの取

り込みと分解に対するMIFの作用について解析し、MIFの動脈硬化発症

機構への関与について検討した。
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実験方法

1.実験材料

ポリクロ一ナノレ抗 MIF抗体はリコンビナントラット MIFを New

Zealand white rabbitに免疫して作成した口 IgG分画の採取はプロテイ

ンAセフアロースを用いた凸 LDL(d=1.019・1.063)は超遠心法によって

健常人空腹時血疑から分離した(7)。酸化LDLはLDLに5μMのCUS04

を添加し、無菌的に 370C、24時間インキュベーション後、 lmMEDTA 

を添加し反応を停止させ、 lmMEDTA含有PBSで透析後濃縮し調整し

た。アガロースゲ、ノレ電気泳動で、LDLの純度を確認した(8)0過酸化脂質は

malondialdehyde (MDA)を標準に使用した TBARS(Thiobarbituric 

acid -reactive substances)法およびアガロースゲ、ノレ電気泳動で、確認した。

AGE-BSAは50mg/mlBSAを0.5Mリン酸バッファー (pH7.4)中で

2.5 M D-glucoseと370Cで7逓間インキュベーションしPBSで透析し調

整した。

2.細胞培養

マウスマクロファージ様細胞株である RAW264.7はAmerican

Type Culture Collection (Rockville， Maryland， USA)から購入した。細
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胞は 10%FCS、2nM glutamine、100U/ml penicillin、100mg/ml 

streptomycin含有 Dulbecco'smodified Eagle's medium (DMEM)で

37
0
C、5%C02で培養した。

3. Northern Blot analysis 

ノーザンブロット法は既報の方法に準じて行った(9)0Isogen 

(Nippon Gene、富山)により RNAを抽出後、 totalRNA (10μg)を0.6

M フオノレムアルデヒド含有アガロースゲルで電気泳動し、ナイロンメン

ブレンにトランスファーした。ランダムプライマーラベリングキット

(Takara、京都)を用いて MIFcDNAを32P[dCTP]で標識し、 42
0
C、

16時間ハイブリダイゼーションを施行したD 洗浄は 0.2XSSCおよび

0.1% SDSを使用した o glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

mRNA発現量を対照にもちいたD

4. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

96ウェルフ。レートに抗MIF抗体を罰相化し、0.5%BSA含有PBS
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で、ブロッキングをした。培養上清を 10倍希釈し、ブロッキング済プレー

トに添加後室温で一時間静置した。 0.05%Tween 20 含有PBSで三回

洗浄後ピオチン標識抗M1F抗体を添加した。室温で一時間静震後、洗浄

バッファーで三回洗浄した。アピジン標識ペルオキシダーゼを添加し、

室温で 15分静置した。三回洗浄後、基質を添加し 20分後 4N硫酸で反

応停止させ、 492nmの吸光度を測定した。

5.酸化LDLの分解活性と取込み活性の測定

LDLの1251標識は1odo・Gen(Pierce， Rockford， 1L， USA)を使用

した(specificactivity， 110 cpm / ngLDL protein)o RAW 264.7に

1251"oxLDLを添加後4時間静置し、培養上清を採取した(10)040%氷冷

トリクロロ酢酸を添加し、硝酸銀を加え、 2000rpm、10分潤遠心分離し

た。上清中放射活性を測定し分解活性とした。また細胞を 1%BSA含有

PBSで二度洗浄後、 O.lNNaOHで溶解し取込み活性を測定した。細胞

を含まないウェルを対照としたD また非特異的酸化LDLの分解、取込み

活性を、 50f音量の非標識酸化 LDLの存在下で測定し、測定値から非特

異的活性を引いて特異的分解、取込み酸化LDL活性とした(11)。また蛋
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出濃度をBCA試薬(Pierce，Rockford， IL， USA)で測定し各測定値を蛋白

量で補正した。

6.統計処理

統計学的分析はunpairedStudent's t-testを用いた。
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結果

1.酸化LDL刺激による RAW264.7における MIFmRNA発現誘導

RAW 264.7を駿化 LDL(10"'50μg/ml)で、 12時間刺激し、 MIF

mRNA発現量をノーザンブロット法で解析した口酸化LDLはRAW264.7 

のMIFmRNAの発現量を濃度依存性に増加させた。しかし nativeLDL 

はMIFmRNA発現量に変化を与えなかった (Figure1) 0 また酸化LDL

と同様に糖尿病性大血管障害の成因に関与すると考えられている AGE

についても同様の検討を行った。しかしAGE-BSAはBSAと同様にRAW

264.7における MIFmRNAの発現に影響を与えなかった (Figure2) 0 
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Figure 1. MIF mRNA expression of RAW 264.7 cells induced by native 

LDL and oxLDL 

Cells (8 X 105/mD were harvested and then resuspended in DMEM 

containing 10% FCS. Mter incubation for 3 h at 370C with 5% C02， the 
cells were stimulated for 12 h by oxLDL (A) or native LDL (B) in 

DMEM containing 1% FCS， and Northern blot analysis was carried 
out. The cells' expression level was normalized relative to that of 

GAPDH mRNA. The upper panel shows a representative pattern of 

three experiments， and the lower panel shows the mean土SDvalues 
after densitometric analysis of three blots with data expressed 

the % change compared with the control value.合P<0.05，付Pく0.01，

付 *Pく0.001in comparison with control using unpaired Student's 

as 
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Fifure 2. MIF mRNA expression of RAW 264.7 cells stimulated by 
AGE-BSA and BSA. 

Cells (8 X 105/mI) were harvested and then resuspended in DMEM 

containing 10% FCS. Mter incubation for 3 h at 370C with 5% C02， the 
cells were stimulated for 12 h by AGE-BSA (A) or BSA (B) in DMEM 

containing 1% FCS， and Northern blot analysis was carried out. The 
cells' expression level was normalized relative to that of GAPDH 

mRNA. The upper panel shows a representative pattern of three 
experiments， and the lower panel shows the mean :!: SD values after 
densitometric analysis of three blots with data expressed as the % 

change compared with the control value. 
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また酸化LDLによる MIFmRNAの発現は時間依存性に増加し、 12時

間で最高に達し、その後発現量は減少した (Figure3) 0 
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Figure 3. Time-course study on MIF mRNA expression of RAW 264.7 
cells， as induced by oxLDL 

Cell culture performed in the presence oxLD L (50μg/ml) ， and MIF 
mRNA levels were determined in the same manner as described in 
Figure 1. The upper panel shows a representative pattern of three 

experiments， and the lower panel the mean :t SD values after 
desitometric analysis of three blots with data expressed as the % 
change compared with the control value. 合Pく0.05，州P<O.Ol，in 

comparison with control. 
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2. RAW 264.7における酸化LDL刺激による MIF蛋白の分泌

酸化LDL刺激による RAW264.7のMIF分泌能を検討するため、

培養上清中MIF濃度を ELISA法で測定した。 MIFの培養上清中への分

泌は酸化LDLの濃度依存性(10・50μg/ml)に有為に増加し、 nativeLDL 

は培養上清中MIF濃度に影響を与えなかった(Figure4) 0また酸化LDL

は時間依存性に培養上清中 MIF濃度を増加させた。しかし nativeLDL 

では培養上清中 MIF濃度は変化しなかった (Figure5) 0 さらに

AGE-BSA刺激でも MIFの培養上清中への分泌は認められなかった

(Figure 6) 0 
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Figure 4. Dose-dependecies of MIF release 

oxLDL. 

RAW 264.7 cells (8 X 105/ml) were incubated with various 

concentration of native LDL or oxLDL for 24 h in DMEM containing 

1 % FCS. MIF content was determined by ELISA. Values represent 
mean :t SD of three independent experiments.安P<O.05，付P<O.Olin 

comparison with native LDL. 
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Figure 5. Time course analysis of oxLDL induced MIF release by 
RAW264.7 cells. 

RAW 264.7 cells (8 X 105/mI) were incubated with 50μg/ml of native 
LDL or oxLDL in DMEM containing 1% FCS. MIF content was 
determined by ELISA. Values represent mean 土 SD of three 
independent experiments.守く0.005，付P<0.0005，対*P<O.OOOl
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Figure 6. Effect of AGE-BSA on MIF release from RAW 264.7 cells. 

RAW 264.7 cells (8 X l05/mn were incubated with various 
concentration of AG E-BSA or BSA for 24 h in DMEM containing 1 % 
FCS. MIF content was determined by ELISA. 
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3. RAW 264.7における酸化LDLの取込み、分解に対する M1Fの影響

M1Fの生物学的機能を解析するため、 M1FのRAW264.7におけ

る酸化LDLの取込み、分解に与える影響を測定した。細胞を無血清培地

(Cos medium : Cosmo Bio、東京)に変更後M1Fを添加し48時間370Cで

培養した。 1251標識oxLDLを添加後 370Cで4時間培養し放射活性を測定

した。 M1FはRAW264.7における酸化LDLの取込み、分解を有為に増

加させた (Figure7)。
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Figure 7. Effects of M1F on cellular association and degradation of 
1251帽oxLDL.

RAW 264.7 cells (4 X 105 per 16 mm dish) were preincubated with M1F 
(100 ng/ml or 500 ng/ml) in serum free Cosmedium (Cosmo・Bio，Tokyo， 
Japan) for 48 h at 370C. Then 20μg/ml of 1251-1abelled oxLDL was 

added to the cells which were further incubated for 4 h at 370C. (A) 
cellular association， (B) cellular degradation.Values represent mean土
SD of three experiments. 守 <0.05，付P<O.Ol，付*P<O.OOl in 

comparison with non-stimulated control. 
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考察

マクロファージは過酸化脂質の生成や炎症性サイトカインの産生

などの点で動脈硬化の形成に重要な役割を果たすD これらのサイトカイ

ンは血管壁に存在する平滑筋細胞、マクロファージなどを活性化する。

とくに駿化LDLは生理活性の高い分子の産生を刺激するとともに、細胞

増殖も誘導する(12)0MIFは炎症性サイトカインとして同定され、グル

ココルチコイドの作用を抑制する(13)。私の今回の研究で酸化LDLがマ

クロファージのMIFmRNAの発現を誘導しMIF蛋自の分泌を促すこと

が解明された。また最近MIFが線維芽細胞の増殖を刺激する作用を有す

ることも報告された(14)。したがって MIFは血管壁における炎症反応の

みならず、マクロファージや平滑筋細胞の増殖作用を有する可能性があ

る。さらにMIFはマクロファージを活性化しTNF-aのような他のサイト

カインの産生を調節することが報告されている(13)0TNF-αがヒト動脈硬

化巣で同定されていることは興味深い。そして TNF-αは細胞増殖、血管

新生、細胞壊死を引き起こす口したがって MIFとTNF-αは互いに関連し

て動脈硬化を形成していく可能性がある。

MIFはRAW264.7における酸化LDLの取込みを刺激することが

解明された。 MIFがマクロファージの異物食職能を刺激するという報告
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と考えあわせると、酸化LDLはMIFのオートクライン、パラクライン

作用を通して酸化LDL自身の取込みを刺激している可能性がある。そし

てMIFがMMPs産生刺激作用をもちことからも、 MIFは泡沫締胞の形

成を助長し、白色線条の形成、不安定プラークの形成可アテローム硬化

の進展に寄与すると考えられる。 MIFは血管内皮細胞、動脈中膜平滑筋

細胞にも発現し、マクロファージに発現するMIFとともに血管平滑筋の

増殖にも関係することが考えられる。

この研究で酸化LDLがMIFの発現を誘導し、またMIFがオート

クライン、パラクライン作用で酸化LDLの取込み、分解を助長している

ことが示された。そしてMIFは高脂血症、肥満、糖尿病などの成人病の

病態に関与している可能性が示唆された。
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車早第

骨格筋の糖代謝におけるマクロファージ遊走阻止因子の役割
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;::It::;主芸し
円万宅、

外傷、感染、組織浸潤などのストレスにはしばしば炭水化物、脂

質、蛋白質の動阪を伴うエネノレギ一代謝が起こる。この反応における初

期段階で組織における乳酸産生の増加、一過性高血糖およびインスリン

抵抗性が惹起される。続いて肝臓におけるグリコーゲンの減少と一過性

低血糖が起こるD もし炎症反応が十分に解決されなければ、過剰なエネ

ルギー消費を招き、悪液質、さらに死へといたる(1)。この異化作用の進

展には内分泌反応と炎症性サイトカインの働きが重要である口炎症反応

において高濃度で循環しているサイトカインの中で、 TNF-αはその代謝

作用が注gされている(1)0生体におけるブドウ糖利用の主要臓器である

骨格筋で、 TNF-α は解糖系の主要な活性化因子である

Fructose-2，6-bisphosphate (F2，6BP)の産生を誘導し乳酸産生を増加さ

せる。しかしながら TNF-αは直接骨格筋の糖代謝に影響するのではなく、

下流に存在する男Ijな因子を介して作用するとも考えられている (2，3)。一

方TNF-αは全身性炎症反応の結果起こるインスリン抵抗性に関与する口

そして肥満、糖尿病におけるインスリン抵抗性の形成に寄与していると

考えられている(1， 4，5)。

マクロファージ遊走阻止因子 (MIF)は、炎症、免疫反応におけ
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る重要な調節因子である (6，7)0 MIFはTリンパ球のみならず種々の細

胞で発現していることが報告されている (8-13)。免疫系ではTリンパ球、

単球、マクロブアージ、好駿球などが主要な産生細胞である。 MIFはT

リンパ球を活性化し B リンパ球による抗体産生に必要である (10・16)。

特記すべき MIFの機能として、下垂体前菜から分泌されるエンドトキシ

ンショックの致死率を高める主要な因子であること グルココルチコイ

ドの抗炎症作用を抑制し炎症を惹起するユニークな作用を有することな

どがあげられる (9，16， 17)。また MIFは醇臓のランゲルハンス島の8細

胞に発現し、インスリンの分泌に寄与している(18)。このようにMIFは

生理的、病的状態で広範囲に発現しており、糖代謝にも深く関与してい

る可能性がある。この研究では全身性炎症反応やストレス反応における

MIFと糖代謝との関連を invitroとlnVIVOの両面から検討した。
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実験方法

1.実験材料

2-Deoxy-[3H] glucose はNENLife Science Products Inc. (Boston， 

Massachusetts， USA)から購入した臼マウスリコンビナント TNF-αは

R&D system (Minneapolis， Minnesota， USA)から嬉入した o ヒト

TNF-αおよびマウスMIFはMetz博士から供与された。またchromogenic

Limulus amoebocyte assay (LAL-Test BioWhittaker Inc.， 

Walkersville， Maryland， USA)によって測定したリコンビナント MIF

中のエンドトキシンは 10pg/μg recombinant protein以下で、あった。マ

ウスモノクローナル抗MIF抗体はこれまでに、 lnVIVO、invitroでマウ

ス、ラット MIFの生物学的活性を中和すると報告されおり (11・13，19， 

20)、この研究に準備された抗体溶液中のエンドトキシンは 4pg/μg 

immunoglobulinであった。

2.細胞培養

ラット筋芽細胞株である L6はAmericanηpe Culture Collection 

(Rockville， Maryland， USA)から購入したD 細胞は 10%FCS含有

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)で37
0

C、5%C02、で培
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養した。筋管細胞の分化は 1%篤血清含有DMEMに0.3mMウシインス

リンを添加し、 3日間培養した。 TNF-α、MIFによる刺激は24から 72

時間行った。

3. F2，6BPの測定

十分に分化した L6細胞をモノクローナル抗MIF抗体あるいは対

照アイソタイプIgG(10・100μg/ml)で2時間前処置し、 TNF-α(10・100

ng/ml)で、さらに 24から 72持問刺激した。細胞を無血清培地で洗浄後、

50mMNaOHを添加し破壊後VanSchaftingenの方法でF2，6BP量を測

定した (21)。

4.グルコース取込み量の測定

十分に分化した L6細胞をそノクロ一ナノレ抗MIF抗体あるいは対

照アイソタイプIgGで前処置し、さらにTNF-α(10ng/ml)の存在下、あ

るいは非存在下で24時間培養した。細胞をトランスポート溶液(140mM  

NaCl， 20 mM  HEPES/Na， 5 mM  KCl， 2.5 mM  MgS04 and 1 mM  

CaClz)で2回洗浄後、 0.3μCilml2-deoxy-[3H] glucose含有 10mM  

2 -deoxygl ucoseで10分間培養し、トランスポート溶液で3回洗浄し、 50
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mMNaOHで細胞を溶解後、シンチレーションカウンターで放射活性を

測定した口サンプノレ中総蛋白量はBio-Rad Reagent (Bio-Rad Laboratory 

Inc， Richmond， California， USA)を用い、非特異的ブドウ糖取り込みは

Cytocalasin B (10μM)存在下で測定し補正した (22)。

5.肝臓内グリコーゲン量の測定と生化学的検査

肝臓を液体窒素存在下で破砕し、 5倍量(質量)の氷冷perchloric

acid (10 %)でホモジナイズした。アミノグルコシダーゼ、法を用いグリコ

ーゲン量を測定した (23)。車中乳酸、ブドウ糖、中性脂肪はSigma社の

キットを用いて測定した。

6. mRNA発現量の解析

total RNAは分化した L6細胞から RNAzolB(Tel-Test Inc， 

Friendswoo， Texas， USA)で抽出した。プライマーは以下のようにデザ

インした o GAPDH (360bp)， 5'-ACCCCCAATGTATCCGTTGT-3'， 

5'・CCCTGTTGCTGTAGCCATAT-3'，MIF (430bp)，5'・CCTATGTTGATC

GTGAACAC-3'， 5'-AGTTGATGTAGACCCGGTC-3'， rat muscle isoform 

PFK-2 (780bp)， 5'-CAGTATGCAGAGGACACTTG-3'， 5'-CACACCTCG 

ATCTATCTACC-3' (14， 24)0 3μg total RNAを用い、 400UのMMLV
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Reverse Transcriptase， 0.25 ngのoligo-(dT)を含む0.1mlの反応混合

液でcDNAを合成した。 3μlのcDNAから上記のプライマーを用いPCR

を行った。条件は950C30秒、 530C30秒、 720C30秒で27サイクル行

った。

7.MIFのELISAとウエスタンブッロト法

L6細胞の培養上清と細胞抽出液中の MIF量はサンドイツチ

ELISA法で測定した(10)。モノクロ一ナノレ抗MIF抗体を投与したマウ

スの血中 MIF濃度はサンドイツチ ELISAを有為に干渉するので、以下

のようにウエスタンブロット法で解析した。 10μlの血清を脱イオン水で、

2倍に希釈し当量の Laemmliローディングバッファーを混合した。サン

プルを 5分間煮沸し SDS-PAGEで分離した。 Immobilon-P (Millipore 

Corp， Bedford， Massachusetts， USA)にトランスファー後ポリクローナ

ル抗MIF抗体を反応させ、結合抗体は HRP標識ヤギ抗ウサギ抗体を反

応させECLキットを用いて発色させた。MIFに相当する一本のバンドを

デンシトメトリーで解析し、一緒に電気泳動した rMIFを標準に血清中

MIF濃度を計算した。

8.動物実験
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マウス CBalb/c、18・20g、雄)は5日間の予備飼育後実験に用い

た。モノクローナル抗MIF抗体あるいは対照IgG1ClOOμg/mouse)を腹

腔内に投与し、 2時間後リコンビナント TNF-α(160μg/kg，静脈内)を投

与した口 TNF-αノックアウトマウスと対照マウスは 16.6-mg/kgのLPS

を腹腔内に投与し眼寵後静脈から麻酔下で採血した。そして肝臓と骨格

筋を採取し、液体窒素で凍結した。
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結果

1.筋管細胞内 F2，6BP量、乳酸産生量に対する MIFの影響

F2，6BPは解糖系の強力な刺激因子であり、その濃度の測定は糖代

謝を知るよで非常に有用である(25)0F2，6BPはPhosphofructokinase-1

(PFK-1)の Fructose6-phosphate (F-6-p)に対する親和性を増加させる

ことにより PFK-1の活性を刺激し、ATPによる負のアロステリック効果

を消去する (26)。過去の報告のように (27)、TNF-αはL6筋管締胞内の

F2，6BPの産生量を増加させたo MIFも濃度依存性 (5・100ng/ml)に

F2，6BP量を増加させた(Figure1 a) 0細胞内 F2，6BP濃度はMIF、TNF-α

投与後 24時間で頂値が認められた。 F2，6BPの合成を触媒するのは

6-phosphofructo・2・kinase(PFK -2)である (26)0PFK-2は組織特異的ア

イソフォームが幾っか報告されている。例えばヒト単球に炎症性刺激を

与えると、3'UTRにAUUUA配列を含むPFK-2アイソフォームのmRNA

が増加する (28)0TNF-αあるいは MIF刺激による F2，6BP量の増加は

muscle PFK-2遺伝子の発現に平行して増加した (Figure1b) 0さらに

TNF-αの刺激に伴う乳酸産生量の増加は多種の細胞で知られているが

(29， 30)、この実験でTNF-αと同様にMIFにも L6筋管細胞における乳

酸産生の増加作用があることが確認された(Figure1 c) 0 
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Figure 1 (a) lntracellular F2，6BP levels in L6 myotubes. Fully 
differentiated L6 muscle cells were stimulated with TNF-α (100 
ng/mU or MIF (1-100 ng/mU for 72 hours at 370C. Lysates were 
prepared and analyzed for F2，6BP content as described in Methods. 
Data are expressed as mean土SD(*Pく0.05versus control medium) of 

triplicate wells and are representative of three independently 
performed experiments. (b) lnduction of rat muscle PFK-2 expression 
by TNF-αor MIF in L6 muscle cells， as detected by RT-PCR analysis 
using gene-specific primers. (c) Lactate production by L6 myotubes. 

Differentiated L6 muscle cells (1.4 X 106 cells per well) were 
stimulated with either TNF-αor MIF (each at 100 ng/mU. 
Supernatants were collected at 24 and 72 hours after stimulation， and 
the lactate levels were measured. Data are expressed as mean土SD
(*Pく0.05 versus control medium) of triplicate wells and are 

representative of three independently performed experiments. 
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2.筋管細胞における MIF分泌に対する TNF-αの影響

MIFは種々の細胞に発現し、内在性MIFの分泌がマクロファージ、

T細胞、線維芽細胞の反応を活性化する (10，11， 20)0 TNF-αがマクロフ

ァージから MIFの分泌を刺激することが示されているので (10)、L6細

胞における TNF-αによる PFK-2の発現と解糖系の允進が、 TNF-α刺激

による内在性MIFの分泌を介する可能性がある。 L6筋管細胞をTNF-α

で処理すると培養上清中 MIF濃度が増加した。同時に細胞内の MIF量

は減少し、細胞内のMIFプーノレがTNF-αの刺激で、細胞外に分泌されるこ

とが示唆された口また TNF-αによる刺激はMIFのmRNAを時間依存性

に増加させた (Figure2)。
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Figure 2. (a) MIF levels in L6 muscle myotube cultures. MIF was 
measured by ELI8A in culture supernatants (solid lines) and cell 
lysates (dashed lines) after treatment with 10 ng/ml TNF-α(filled 
circles) versus medium alone (open circles). There were no detectable 
differences in cell death as assessed by viability testing with MTT 
(data not shown). Data are the mean (:!::8D) of three different 

experiments， each performed with triplicate cultures. For culture 
supernatants， Pく0.05for all TNF-α-treated pointsと24hours versus 

medium alone. Error bars are absent for those points in which the 
width of the error bar is less than the plotted symbol. (b) 

Time-dependent increase in steady'state MIF mRNA levels in L6 cells 
after treatment with TNF-α (10 ng/ml) as detected by RT-PCR. 
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3. TNF-aによる F2，6BP産生の増加、ブドウ糖取込み充進に対する抗

MIF抗体の影響

次にTNF-αによって L6筋管細胞から分泌されたMIFのF2，6BP

産生に対する影響について検討した。分化した L6筋管細胞を抗MIF抗

体あるいは対照アイソタイプIgGの存在下でTNF-α (1・100ng/ml)で、処

置した。F2，6BP産生量は抗MIF抗体投与群で 70%に阻害された(Figure

3)。これらの結果は内因性のTNF-αがMIFを介して F2，6BPの産生を増

加させるとし1う仮説を裏付ける。TNF-αはL6筋管細胞のブドウ糖の取り

込みを増加させることが知られている (27，29， 31・33)0 しかしこの効果

は実験モデ、ルによっては認められないとする報告もある (34・37)。そこで

TNF-αによって分泌されるMIFのブトウ糖取り込みへの影響を検討した。

細胞をTNF-α(10ng/mlで24待問)処理し 2-deoxy-[3H] gl ucoseの取り

込みを抗MIF抗体あるいは対照アイソタイプIgGの存在下で検討した。

TNF-αは2・deoxy-[3H] glucoseの取り込みを有為に増加させ、抗MIF抗

体はほぼ完全にこの効果を阻害した。抗 MIF抗体のみの投与では

2・deoxy-[3H] glucoseの取り込みに影響しなかった。
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Figure 3. (a) F2，6BP levels in cu1tured L6 muscle cells (1.4 X 106 cells 
per well). Cells in triplicate wells were pretreated with medium alone， 
anti-MIF mAb， or control mAb， and then stimulated with TNF-α. 
Mter 72 hours of incubation， the cells were lysed and the intracellular 
F2，6BP concentrations measured as described in Methods. Data are 
mean (土SD) of three separate experiments. 合Pく0.05 versus 

corresponding control (τ'NF-αversus no TNF-α， or anti -MIF versus 
control mAb). (b) Deoxyglucose uptake by L6 cells 24 hours after 
TNF-α (10 ng/ml) stimulation. Neither anti-MIF or control mAb (100 
μg/ml) alone was found to a1ter basal or insulin-stimulated glucose 
uptake. Measured values were obtained in triplicate wells and are 
expressed as total uptake rate. The data shown (mean土 SD)are 
representative of four independently performed experiments.守 <0.05

versus each corresponding control. 
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4. In vivoでの TNF-αの解糖系への効果に対する抗MIF抗体の影響

次にlnVIVOでの糖代謝における TNF-αの効果に対する MIFの役

割を検討した。実験動物でTNF-αは骨格筋で、のブドウ糖取り込みのため

急性の低血糖を起こす (23，38・41)。またTNF-αは骨格筋の F2，6BP産生

の増加と乳酸の放出、肝臓でのグリコーゲン減少を引き起こす (29)。

BALB/cマウスに抗MIF抗体あるいは対照アイソタイプIgGを投与し、

2時間後TNF-αを静脈内投与した口以前の報告と同じようにTNF-αは低

血糖を起こし (42)、骨格筋の F2，6BP量を増加させた。抗MIF抗体はこ

のTNF-αの効果を阻害した(Figure4)。
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Figure 4 (a) Serum glucose， (b) muscle F2，6BP， and (c) liver glycogen 
levels in mice 6 hours after TNF-αtreatment. Mice (匂nご5per group) 

were injected int廿raperr抗toneousllywith 100μg 0ぱfanti 

isotype control antibody 2 hours before an intravenous injection of 

TNF-α. Data are mean土SDand are representative of one experiment 
that was repeated twice.守く0.05versus control mAb. 
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Figure 5に示すように、TNF-αの投与は循環している血清MIFを

増加させた。そしてそれは抗 MIF抗体の投与で減少した。最大の循環

MIFの減少は6時間後にみられ、この時間は腹腔内に投与された抗MIF

抗体が血中の濃度で最大になる時間である(13)。

これらの結果は、 lnVIVOで骨格筋における TNF-αの解糖系活性化

作用がMIFを介しているとしづ仮説と矛盾しない。またMIFは棒臓のp

細胞に発現し分泌され、抗MIF抗体がブドウ糖によるインスリン分泌を

阻害することが知られている (18)。この実験でTNF-α投与後の血中イン

スリン濃度を測定したが、過去の報告と向様に (34)、変化は認めなかっ

た。これらの結果はTNF-αによって増加した血中MIFはインスリンの分

泌に関与する低血糖は起こさないことを示しているD またTNF-αは肝臓

のグリコーゲン量を減少させ抗 MIF抗体はこの TNF-αの効果を阻害し

た。
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Figure 5. Plasma concentrations of MIF in mice pretreated 
intraperitoneally with anti -MIF or control mAb 2 hours before the 
intravenous injection of TNF-a・Plasmafrom each animal (n=5 per 
group) was collected at 2， 6， and 12 hours after TNF-αinjection， 
pooled and subjected to Western blotting analysis as described in 
Methods. Note that the presence of anti-MIF mAb in the serum of 
treated animals prevented us from quantifying these samples by 
sandwich ELISA. A representative Western blot result for the 6-hour 
time point analysis is displayed in the inset. Immunoreactive bands 

were quantified by laser densitometry and compared with a standard 
curve of rMIF c1・20ng). In a separate group of mice， we established 
base-line (time 0 hours) plasma MIF levels to be 2・4ng/ml， in 

agreement with ref. 13. 
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さらにTNF-αの効果として血中中性脂肪の増加があげられる。こ

れはリポ蛋白リバーゼ、の組審と血清グルココルチコイドの増加による

(39，42-44)。グルココノレチコイドの増加はストレス反応により、その一部

は急性の低血糖反応に措抗する口しかし抗 MIF抗体の投与はこれらの

TNF-αによる効果を阻害せずMIFはこれらの効果には有為に関連してい

ないと思われる。

さらなる TNF-αの効果における MIFの役割を明らかにするため

TNF-αノックアウトマウスをもちいて同様の実験を行った。 LPSないし

はグラム絵性菌の投与後6から 12待問後にMIF濃度がピークを示した口

抗MIF抗体ないしは MIF遺伝子のノックアウトマウスはエンドトキシ

ンショックを予防をする効果があることが報告されている (13，14， 45)。

抗MIF抗体はTNF-αノックアウトマウスにおける LPSによる血糖と骨

格筋のF2，6BPの変化を限害した口これらの結果は、MIFの効果はTNF-α

に依存しないことを示す (Figure6)。
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Figure 6. (a) Serum glucose， (b) muscle F2，6BP， and (c) liver glycogen 
levels in TNF-α-KO mice 8 hours after LPS treatment. Mice (匂nコ5per 

group) were injected int廿raperr抗toneallywith 100μgoぱfant註i

isotype control antibody 2 hours before an intraperitoneal injection of 

16.6μg LPS/勾gbody weight. Data are expressed mean土SD.*Pく0.05
versus control mAb. 
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考察

微生物の感染や組織の浸襲は宿主の炎症反応を惹起し、糖代謝の

増加を伴う。最初に一過性の高血糖とインスリン抵抗性が起こり続いて

乳酸産生、代謝性アシドーシス、グリコーゲン減少、低血糖が起こる。

HIV、結核、寄生虫などの感染症と詞様に進行痕、全身性炎症反応はし

ばしば組織障害や悪液質につながる(1)。

IL-1、TNF-cx、IL-6、IFN-yなどの炎症性サイトカインはこれらの

代謝反応に寄与し、なかでも TNF-αは重要な役割をもっと考えられてい

る (1-3，28， 29)0 TNF-αの糖代謝における効果は実験モデ、ルによって異

なる結果が報告されている (2，3， 27， 31・33)0TNF-αは幾つかのinvitro 

の系で F2，6BPの合成増加、糖輸送、グリコーゲン分解、乳酸産生を誘

導するが、動物実験ではTNF-αの効果は二次的な因子が関与しているこ

とが報告されている(1・3)。

この研究で MIFが TNF-αの糖代謝における効果に関与すること

が示された。 L6筋管細胞において TNF-αはMIFmRNAの発現、 MIF

蛋白の分泌を誘導する。 MIFはTNF-αによる PFK-2の発現にオートク

ライン、パラクラインに作用する (10，16)。この機構はマクロファージ

における TNF-α、Tリンパ球における IL-2(11)、ランゲ、ルハンス島にお
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けるインスリン (18)、線維芽細胞における MAPK(20)と間様である。筋

管細胞における PFK-2発現増加と F2，6BP産生の増加は糖の取り込み、

乳酸産生と平行しており、解糖系が72進していることを示す。また lnVIVO 

における TNF-αの投与は F2，6BPの増加、血糖低下、肝臓のグリコーゲ

ン減少を惹起し、抗MIF抗体による MIFの中和がこれらの TNF-αの効

果を阻害した。

MIFは他の解糖系に関与する蛋白にも影響するように思われるo

TNF-αは骨格筋や脂肪細胞などで糖輸送の充進と GLUT1の発現増加を

誘導する (33，46)。この研究でTNF-αによる糖の取り込みを抗MIF抗体

が阻害した。この効果が GLUT1の発現や活性の変化によるものかはま

だ不明である。

過去の報告のように (38)、TNF-αによる血中インスリンの変化は

この研究でも確認されなかった口 MIFは保留胞から分泌され、インスリン

の分泌を刺激することが知られているが (18)、TNF-α投与マウスにおい

て抗 MIF抗体はインスリン値に影響しなかった。これは抗 MIF抗体の

作用の大部分は筋肉における糖取り込みによることを示している。

TNF-αの投与によってグルココルチコイドや脂肪酸が増加する

(39，43，44)。抗MIF抗体はこれらの因子には影響しなかった。したがつ
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てTNF-αはMIFとは無関係にこれらの因子に働くと思われるD

血中MIFは敗血症性ショックの患者で高い臼ここに示した結果は

MIFが感染や組織浸襲における代謝反応において中心的な役割を担うこ

とを示唆している。そして代謝が尤進している組織でMIFがブドウ糖消

費、低血糖、グリコーゲン消費に中心的な役割を果たすことは、 MIF作

用の阻害が高エネノレギ一代謝を伴うストレス反応を軽減する可能性があ

る。
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