
　近年，血液透析患者において，透析治療により酸
化ストレスが惹起されて，それには，血球細胞の透
析膜接触，細菌感染，腹膜透析液の生体適合性，残
存腎機能低下と体液過剰などの関与が考えられてい
る．また，抗酸化酵素である血中 Cu/Zn-SOD 増
加，白血球中 Cu/Zn-SOD mRNA の発現亢進1，2）や，
血球細胞の透析膜接触による酸化ストレス改善策と
して，vitaminE-coated dialyzer 使用3，4），vitaminC
の経口投与5）の報告がされており，透析治療による
酸化ストレスが問題視されている．また，血液透析
患者の合併症の進行において，酸化ストレスや糖化
最 終 生 成 物（advanced glycation end products：
AGEs）が重要な危険因子であること6）が報告され

ており，特に糖尿病患者の高血糖状態はフリーラジ
カルを産生し，アポトーシスを誘導する7，8）と考え
られている．高血糖はミトコンドリアのスーパーオ
キシドアニオン生成増加9）とブドウ糖自動酸化10）の
過程で ROS レベルを上昇させる．
　ミトコンドリアはストレス傷害細胞のアポトーシ
ス細胞死経路において重要な役割を果たし，ROS
のターゲットとさらなる ROS 生成の供給源である．
生成された ROS は引き続きミトコンドリアの膜電
位（mitochondorial membrane potential : MPT）に
よる膜透過性移行孔を開き細胞質にチトクローム C
を遊離する．チトクローム C は procaspase-9 の活
性化と共に apoptosome を形成し caspase-3 を活性
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要約：近年，血液透析患者における血球細胞の透析膜接触による酸化ストレスが報告され問題
視されている．また，酸化ストレスは血液透析患者の合併症の進行において重要な危険因子で
あり，特に糖尿病患者の高血糖状態はフリーラジカルを産生し，アポトーシスを誘導すると考
えられている．本研究では，糖尿病を合併した血液透析患者の酸化ストレスによるアポトーシ
スの実験モデルを確立し，その発生経路を解明することを目的とした．ヒト単球系 U937 細胞
を高グルコースで培養後，過酸化水素（H2O2）により酸化ストレスを誘発させた．高グルコー
スで培養した U937 細胞を H2O2 24 hr 処置（0.5 ～ 10 mM），および抗酸化剤である N-acethyl-
cysteine（NAC）を 1 時間前処置した．酸化ストレスに対して活性酸素種（ROS）生成量を測
定し，アポトーシス検出には single strand DNA，AnnexinV 染色，caspase-3 活性を測定，
さらにミトコンドリア膜電位差の変化（MPT），JNK のリン酸化能，glycation を測定した．
H2O2 により濃度依存的に ROS 生成増加，MPT 低下，アポトーシス誘発作用がみられたが，
H2O2 によるこれらの作用は高グルコース負荷によりさらに促進され，抗酸化剤である NAC
前処置にて抑制された．caspase-3 活性は，H2O2 負荷では濃度依存的に増加したが，高グル
コース負荷によるさらなる増加の助長は認められなかった．以上より，高グルコース負荷で酸
化ストレス誘発性アポトーシスは，さらに促進され，本実験モデルの結果から，臨床における
血液透析患者の糖尿病合併症は強い酸化ストレスを生じ，アポトーシス誘発を促進しているこ
とが裏づけられた．また，高グルコース負荷による酸化ストレス誘発性アポトーシスの経路
は，caspase 非依存性である可能性が考えられた．
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化しアポトーシスを誘導する11）．最近，高血糖が生
体内でミトコンドリアから細胞質に放出されたチト
クローム C と caspase-3 経路の活性化がブドウ糖の
高レベルに由来する ROS が引き金となり，高グル
コース下でのアポトーシスが caspase 依存性経路で
誘発されることが報告された12）．また，ミトコンド
リア内膜に存在しているアポトーシス誘発因子

（apoptosis inducing factor : AIF）がアポトーシス
誘発によりミトコンドリアより細胞質に放出し，核
にトランスロケーションする経路も認められてい
る13）．さらに，高グルコース誘発性アポトーシス
は，caspase 非依存的であり，ミトコンドリアから
核までの AIF トランスロケーションと相関してい
るという報告もみられている14）．このように高グル
コースによるアポトーシスは caspase 依存性または
caspase 非依存性経路と様々でありいまだ充分に解
明されていない．
　本実験において，糖尿病を合併した血液透析患者
の酸化ストレス誘発性アポトーシスの実験モデルを
in vitro で確立するため，血球細胞であるヒト単球
系 U937 細胞を使用し，高グルコース環境下で培養
し，過酸化水素（H2O2）で酸化ストレスを誘発し
た．さらに，高グルコース培養下での H2O2 誘発性
酸化ストレスによるアポトーシスの経路が caspase
依存的か非依存的かを明白にすることとした．

研 究 方 法

　1．研究材料と細胞培養
　ヒト単球系 U937 細胞（EC85011440）は，European 
Collection of Animal Cell Culture （ECACC, UK）より，
NAC（抗酸化剤）および H2O2 は，Wako Co. （Osaka，
Japan）より，Fetal bovine serum （FBS）は，Sigma-
Aldrich Co. （MO, USA）より購入した．また，peni-
cillin G sodium，streptomycin sulfate は，In vitro gen 
Corp. （CA, USA） より，5-（and-6）-chloro me thyl-2’, 7’
-di ch lor odihydrofluorescein diacetate;（CM-H2DCF-
DA） は，Molecular Probes （Eugene, OR, USA） よ
り購入した．高グルコース負荷のために，U937 細胞
は 28.9 mM glucose 含有 RPMI-1640 培養液で 1 日～
6 日間培養し，high glucose 群とした．また標準
RPMI-1640（D-glucose 11.1 mM 含有）培養液で培
養した U937 細胞を normal glucose 群とした．U937
細胞は 10％ FBS，penicillin G sodium 100 units/ml，

streptomycin sulfate 100μg/ml を含む各培養液で，
37℃，5％ CO2 下で常法に従って培養した．
　2．薬物処置
　1 日～ 5 日間培養した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞に H2O2 （0.5 ～ 10 mM） を
24 時間処置した．さらに，抗酸化剤である NAC 
10 mM 処置は，H2O2 処置の 1 時間前に処置し，そ
の後NAC 10 mM＋H2O2 5 mMを24時間処置した．
また，以上の操作はすべて無菌条件で行った．
　3．アポトーシスの評価
　1）single strand DNA（ssDNA）測定
　H2O2 （0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋H2O2 5 mMを24時間処置したnormal glucose群，
high glucose 群の U937 細胞を 80％メタノール/PBS
で固定後，アポトーシス細胞のみ特異的に変性させ
る formamide にて DNA を変性させた15）．変性した
DNA を ssDNA に対する一次モノクローナル抗体
および horseradish peroxidase 標識抗マウス IgM

（Chemion International, Inc., CA, USA） にて反応
後，2, 2’-azino-bis［3-ethylbenziazoline-6-sulfonic acid］
により発色させ，吸光度測定した．Negative control
として，S1 nuclease （Takara Bio, Inc., Shiga, Japan）
を処置した細胞を用いた．
　2）Hoechst33342 および AnnexinV-Cy3 染色
　U937 細胞の核形態を観察するために，H2O2 （0.5
～ 10 mM）， NAC 10 mM， NAC 10 mM＋H2O2 5 mM
で処置した normal glucose 群，high glucose 群の
U937 細胞を Hoechst33342 （Wako Co. Osaka, Japan） 
で染色した．Hoechst33342 で染色された U937 細胞
は，PBS で洗浄後，さらに AnnexinV-Cy3 染色を
行った．Apoptosis 誘発の初期段階において細胞は
細胞内膜に存在する phosphatidyl-serine（PS）が
細胞外膜に転移することが知られている．PS は
Anne xinV と親和性が高く，本実験では Cy3 標識
AnnexinV （AnnexinV-Cy3 apoptosis Detection Kit : 
Medical & Biological Laboratories, Co., Ltd, Nagoya, 
Japan） で染色された apoptosis 細胞を Meta Xpress 
Image Acquisition （Molecular Devices Co. Tokyo, 
Japan） で分析した．
　3）caspase-3 活性の測定
　H2O2 （0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋ H2O2 5 mM を処置した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞の caspase-3 活性は，fluoro-
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metric protease assay kit （Medical & Biological 
Laboratories, Co., Ltd., Nagoya, Japan） で測定され
た．Caspase-3 の基質として，DEVD （Asp- Glu- Val- 
Asp）-7-amino-4-trifluoro methyl coumarin（AFC） 
を用い，caspase-3 により切断・遊離した AFC は
励起波長 400 nm，測定波長 500 nm における蛍光強
度を蛍光プレートリーダー （Berthold Technologies 
GmbH & Co., KG, Bad Wildbad, Germany） により
測定された．
　4． 活性酸素種（ROS）測定による酸化ストレス

の評価
　細胞内 ROS 生成の測定には，CM-H2DCFDA を
用いた．CM-H2DCFDA は，細胞内に取り込まれた
後，エステラーゼによって 2’, 7’-Dichlorofluoresin
に変化し，細胞内 ROS により酸化されて蛍光性の
2’, 7’-Dichlorofluorescein を生じる16）．Normal glu-
cose 群および，high glucose 群の U937 細胞に H2O2

（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM ＋ H2O2 
5 mM を 30 分，1 時間処置し，生成された ROS の
量を測定した．CM-H2DCFDA は DMSO（dimethyl 
sulfoxide） で溶解後，U937 細胞 （3×106 cells/ml）
に 7μM CM-H2DCFDA を負荷し，37℃ 5％ CO2

下で 15 分間 incubation した．その後，暖めた PBS
で洗浄し，励起波長 488 nm，測定波長 525 nm に
おける蛍光強度を蛍光プレートリーダー （Berthold 
Tec h nologies GmbH & Co., KG, Bad Wildbad, Ger-
many）により測定した．
　5．ミトコンドリア膜電位差 （MPT） の変化の観察
　H2O2（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM
＋ H2O2 5 mM を処置した normal glucose 群，high 
glucose 群の U937 細胞のミトコンドリア膜電位変
化は，脂溶性カチオンプローブである azolcarbo-
cyanine iodide （JC-1） を 用 い，Mito Capture Apo-
pto sis Detection Kit （Medical & Bio-logical Labo-
ratories Co., Ltd., Nagoya, Japan）により行い，励
起波長 490 nm，測定波長 590 nm および，527 nm
における蛍光強度を蛍光プレートリーダー（Ber-
thold Technologies GmbH & Co., KG, Bad Wildbad, 
Germany） で測定し，タンパク質当たりの 590 nm/ 
527 nm の蛍光比を求めた．
　6．JNK のリン酸化能の評価
　H2O2 （0.5～10 mM），NAC 10 mM，NAC 10 mM ＋
H2O2 5 mM を 24 時間処置した normal glucose 群，

high glucose 群の U937 細胞（3×106 cells/well）は，
JNK （Thr 183/Tyr185） ELISA kit （Ray Biotech, 
Inc., USA） にて，anti-phospho-JNK（Thr183/Tyr185） 
とanti-JNK を用い，全 JNK 量当たりのリン酸化した
JNK 量を求めた．
　7．Glycation の評価
　Glycation はアミノ基とカルボニル基の間の非酵
素的な化学反応で，この反応で AGEs が生成され
る．AGEs は，蛋白や脂質，DNA に悪影響を与え
るとされている17）．H2O2（0.5 ～ 10 mM），NAC 10 
mM，NAC 10 mM ＋ H2O2 5 mM を 24 時間処置し
た normal glucose 群，high glucose 群の U937 細胞
の AGE タンパク質化合物を OxiSelect Advanced 
Glycation End Product （AGE） ELISA Kit （Cell 
Biolabs, Inc., CA, USA） にて測定した．
　8．統計処理
　実験結果は平均±標準誤差で示した．有意差検
定は Dunnetts 検定を用い，p ＜ 0.05 のものを有意
とした．

結 果

　1． 高グルコース，H2O2 によるアポトーシスへの
影響 

　U937 細胞は慢性高血糖状態を模倣するために，6
日間 28.9 mM の glucose 含有培養液で培養された．
high glucose 群および normal glucose 群ともに，
培養 1 日および 5 日後に 24 時間 H2O2 を処置した
U937 細胞において，H2O2 濃度依存的に増加した．
両群とも特に，5 日間の培養後の細胞において，
ssDNA 値は H2O2 無処置細胞に比べ有意な ssDNA
の増加が見られた（Fig. 1）．また，10 mM NAC 前
処置細胞は 5 mM H2O2 処置細胞に比べ ssDNA 量は
有意に抑制された．さらに high glucose 群は normal 
glucose 群に比べ有意に ssDNA 量の有意な増加が認
められ，高グルコース処置，H2O2 処置により，アポ
トーシス誘発が促進されている事が確認された．
　アポトーシス誘発早期の細胞は細胞膜の外膜にホ
スファチジルセリン （PS） が覆われ，AnnexinV は
PS に結合し，生細胞とアポトーシス細胞との区別
ができる18）．normal glucose 群の H2O2 無処置群で
は Hoechst33342 染色にて青色蛍光を示す核のみが
観察されたが，high glucose 群では，核の変形と細
胞膜に赤色蛍光を示す AnnexinV 染色が見られた
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（Fig. 2）．また，5 mM H2O2 処置により AnnexinV
で染色された細胞が H2O2 無処置細胞に比べ増加し，
high glucose 群の H2O2 処置した細胞では，さらに
多くの細胞が AnnexinV 染色されており，アポトー
シス誘発促進が観察された．
　高グルコースと酸化ストレスにより誘発されるア
ポトーシスが caspase 活性化によって実行されるか
どうかを調べるために caspase-3 活性を測定した．
Caspase-3 活性は，normal glucose 群および high 
glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2 濃度
依存的に活性上昇を認めたが，10 mM NAC 前処置
細胞では caspase-3 活性が 5 mM H2O2 処置細胞に
比べ有意に抑制された（Fig. 3）．また，high glu-
cose 群は normal glucose 群に比べ caspase-3 活性
上昇が有意に低下しており，高グルコース処置によ
る caspase-3 活性の低下が認められた．caspase-3
は H2O2 で活性化されたが，高グルコース負荷でア
ポトーシス誘発が促進されたことより，高グルコー
ス負荷によるアポトーシス誘発は caspase 非依存的
な機構での可能性が考えられた．

　2．ROS 生成に対する高グルコース，H2O2 の影響
　ROS の生成は，H2O2 無処置細胞に比べ，H2O2 処
置により濃度依存的な増加が見られたが，10 mM 
NAC 前処置細胞では，5 mM H2O2 処置細胞に比べ
ROS 生成が有意に抑制された（Fig. 4）．さらに，
high glucose 群は normal glucose 群に比べ ROS 生
成が有意に増加し，長時間の高グルコース環境下に
おける，H2O2 処置による ROS の生成増強が確認さ
れた．
　3． ミトコンドリア膜電位差（MPT）に対する，

高グルコース，H2O2 の影響
　アポトーシスシステムにおいては，MPT 減少は
アポトーシス経路の因子と考えられている．過剰な
ROS 生成は MPT の減少を導き，アポトーシス細
胞死を誘発する．MPT は normal glucose 群および
high glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2

処置細胞は濃度依存的に低下したが，10 mM NAC
前 処 置 細 胞 で は，5 mM H2O2 処 置 細 胞 に 比 べ，
MPT の低下が抑制された（Fig. 5）．さらに high 
glucose 群は normal glucose 群に比べ MPT が有意

Fig. 1　 Effect of high glucose and H2O2 on ssDNA in U937 cells. The selective 
denatured DNA in apoptotic cells by formamide was detected. The ssDNA 
was stained with the primary antibody to the ssDNA and peroxidase-
labeled secondary antibody for color development. Each value represents 
the mean ± S.E.M. of three independent experi ments （n = 6 ～ 18）. 
Statistically significant changes are indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with 
non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 
cells of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 
compared with H2O2 5 mM; Dunnet's post hoc test.
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に低下しており，高グルコース環境下における，
H2O2 処置によるミトコンドリア障害が確認された．
　4． JNK のリン酸化能に対する高グルコース，

H2O2 の影響

　JNK のリン酸化能は，normal glucose 群および
high glucose 群共に，H2O2 無処置細胞に比べ H2O2

濃度依存的に増加を認めたが，10 mM NAC 前処置
細胞では，5 mM H2O2 処置細胞に比べ JNK のリン

Fig. 2　 Effect of high glucose and H2O2 on apoptosis in U937 cells. After U937 cells were 
incubated with normal medium or high glucose medium for 5 days, U937 cells treated 
for 24 hr with 5 mM H2O2 were processed for staining with Hoechst 33342 and 
AnnexinV and then analyzed by a Meta Xpress Image Acquisition.

Fig. 3　 Effect of high glucose and H2O2 on caspase-3 activity in U937 cells. The 
caspase-3 activity was determined by using the substrate Asp-Glu-Val-Asp-
AFC. Each value represents the mean ± S.E.M. of three independent 
experiments（n = 6 ～ 18）.  Statistically significant changes are indicated as 
＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 
compared with U937 cells of normal glucose group treated by various doses of 
H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc test.
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酸化能が抑制された（Fig. 6）．また，high glucose
群は normal glucose 群より有意な増加を認めず，高
グルコース処置による JNK リン酸化能に対する変
化は見られなかった．

　5．Glycation に対する高グルコース，H2O2 の影響
　Glycation は，高グルコースで，5 日間培養した
high glucose 群では，normal glucose 群より glyca-
tion が有意に増加していた．また，NAC 前処置に

Fig. 4　 Effect of high glucose and H2O2 on ROS generation in U937 cells. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of three independent experiments（n = 6 ～
18）. Statistically significant changes are indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with 
non-treated U937 cells at each time point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells 
of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared 
with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc test.

Fig. 5　 Effect of high glucose and H2O2 on alteration of mitochondorial membrane 
potential in U937 cells. Each value represents the mean ± S.E.M. of three 
independent experiments （n = 6 ～ 18）. Statistically significant changes are 
indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time point. 
♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells of normal glucose group treated by various 
doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc test.
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Fig. 6　 Effect of high glucose and H2O2 on phosphorylation of Jun NH2-terminal kinase 
（JNK） in U937 cells. Each value represents the mean ± S.E.M. of three 
independent experiments （n = 6 ～ 18）. Statistically significant changes are 
indicated as ＊p ＜ 0.05 compared with non-treated U937 cells at each time 
point. ♯p ＜ 0.05 compared with U937 cells of normal glucose group treated by 
various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 compared with H2O2 5 mM. ; Dunnet's post hoc 
test.

Fig. 7　 Effect of high glucose and H2O2 on glycation in U937 cells. Each value 
represents the mean ± S.E.M. of three independent experiments（n = 6 ～
18）. Statistically significant changes are indicated as ♯p ＜ 0.05 compared with 
U937 cells of normal glucose group treated by various doses of H2O2. ▼p ＜ 0.05 
compared with non-treated U937 cells of high glucose group. ; Dunnet's post 
hoc test.
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より glycation の低下が見られた（Fig. 7）．

考 察

　近年，酸化ストレスは慢性腎不全により惹起さ
れ，高血圧，心血管病，神経障害，貧血，腎臓の炎
症，線維化，アポトーシスの原因として重要な危険
因子とされており，透析治療における酸化ストレス
の亢進が問題視されている．血液透析を受けている
末期腎疾患患者における体外回路の非生物学的透析
膜と血球との接触は，多形核白血球を活性化し，
ROS を増加する19）．臨床的には長期血液透析患者
で約 14 倍の ROS 増加が報告され20），増加した
ROS が隣接した組織や細胞に損傷を与える21）．Raj
らは血液透析患者のリンパ球において，ROS 生成
増加と MPT 低下によりアポトーシスが誘発される
ことを報告した22）．本実験で用いた U937 細胞にお
い て も H2O2 処 理 で ROS 生 成 増 加，MPT 低 下，
caspase-3 活性増加がみられ，アポトーシスが誘発さ
れた．MPT 低下はミトコンドリアから細胞質にチト
クローム C を放出させ，ATP 存在下，pro cas pase-9
と Apaf-1 の結合により apoptosome を形成する23）．
Apoptosome の形成は procaspase-9 の開裂を引き起
こし caspase-3 を活性化し，polyadenosine dipho s-
phate ribose polymerase （PARP） に作用し，apo-
pto sis を引き起こす24）．生理的条件下での細胞にお
いては，ROS レベルは多数の酵素（superoxide dis-
mutase，カタラーゼ，グルタチオンペルオキシダー
ゼなど）によって調整されている．本実験において
NAC 前処理が，ROS 生成を減少させ，MPT を維
持し，NAC の抗酸化作用による細胞保護作用が見
られ，酸化ストレスがアポトーシス細胞死に大きく
関わっていることが認められた．
　また，糖尿病による高血糖状態は，フリーラジカ
ルを産生し酸化ストレス誘発性アポトーシスを誘導
すると考えられている7，8）．本実験では，糖尿病を
合併した血液透析患者の酸化ストレスにより生じる
アポトーシスの実験モデルを in vitro で確立し，そ
の機序を解明するために血球細胞であるヒト単球系
U937 細胞を使用し，高グルコース環境下で培養し，
H2O2 で酸化ストレスを誘発した．高グルコース負
荷により浸透圧を増加させるが，以前マンニトール
を用い 30 mM 高グルコース処理と同等の浸透圧に
調整した実験において，高浸透圧調整をしたマンニ

トール処置では，アポトーシス細胞数には，影響を
及ぼさず無処置 control と同程度であり，30 mM グ
ルコース負荷による浸透圧の増加ではアポトーシス
細胞死は認められなかった14）．本実験において高グ
ルコース負荷により H2O2 による ROS 生成増加，
MPT 低下，アポトーシス誘発作用は明らかに促進
された．糖尿病による高血糖状態において AGEs
は，ミトコンドリア細胞膜に存在する NADPH オ
キシダーゼ活性を介し ROS 生成を促進し，酸化ス
トレスを亢進させると報告されている25）．本実験に
おいても，高グルコース負荷で AGEs 生成を示す
glycation の増加が認められた．
　しかし，caspase-3 活性は，H2O2 処置では濃度依
存 的 に 増 加 し た が， 高 グ ル コ ー ス 負 荷 に よ る
caspase-3 活性にさらなる増加は認められなかった．
この結果は，高グルコース負荷または糖尿病が
caspase 依存的にアポトーシスを誘発するという以
前の報告26，27）と異なっていた．この矛盾は，異なる
in vitro モデル，動物種や細胞種によるものかもし
れない．しかしながら，網膜内皮細胞を用いた実験
において，H2O2 処理により caspase-3 活性は増加
したが，高グルコース負荷による caspase-3 活性増
加は認められず，高グルコース負荷によるアポトー
シス経路は，caspase 非依存性経路であり，AIF の
ミトコンドリアから核へのトランスロケーションの
増加を示した報告がある14）．AIF は通常ミトコンド
リア内膜に局在しているが，アポトーシス誘発によ
りミトコンドリア膜間腔で切断され細胞質に放出さ
れ，その後，核にトランスロケーションする．AIF
を介するアポトーシスには炎症性や虚血⊖再潅流後
に誘発されることが知られている28）．本実験におい
ても高グルコース下での酸化ストレス誘発性アポ
トーシスは AIF を介した caspase 非依存的経路が
関わっている可能性が考えられた．またグルコース
はタンパク質と非酵素的に反応し，一部が Amadori
転位により安定なケトアミンである Amadori 産物
を生成する．前期糖化産物はさらに酸化的開裂や架
橋形成反応により AGEs を生成し，タンパク質機
能が失われる29）．本実験における長期間の高グル
コース負荷では glycation が増加していたことより，
caspase 活性が低下した可能性が考えられた．高グ
ルコース負荷によるアポトーシス経路に関して，細
胞で高グルコース負荷により c-Jun NH2-terminal 



高グルコース誘発アポトーシス経路の検討

323

kinase（JNK）が，caspase-3 活性を増加すること
が報告された30）．しかし，本実験では JNK のリン
酸化能は，酸化ストレスにより増加が認められた
が，高グルコース負荷による JNK のリン酸化能の
さらなる増加は認められなかった．H2O2 のみの処
置に比べ高グルコース負荷では，caspase-3 活性の
さらなる増加が認められなかったことより，JNK
による caspase-3 活性増加を誘発する経路は確認で
きなかった．この矛盾は細胞種によるものかは不明
のままである．
　以上の結果より，高グルコース負荷で酸化ストレ
ス誘発性アポトーシスは，さらに促進され，本モデ
ルで血液透析患者の糖尿病合併症は強い酸化ストレ
スを生じ，アポトーシス誘発を助長していることが
裏付けられた．さらに，高グルコース負荷による酸
化ストレス誘発性アポトーシスは ROS 生成増加に
よるミトコンドリア障害は認めたが，それ以降の経
路に関しては caspase 非依存性の経路である可能性
が考えられた．
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HIGH GLUCOSE PROMOTES OXIDATIVE STRESS-INDUCED 
APOPTOSIS VIA A CASPASE- INDEPENDENT PATHWAY  

IN HUMAN MONOCYTIC U937 CELLS

Shuji OISHI, Mayumi TSUJI, Hitomi HASEGAWA,  
Makiko TAJIKA, Yuko IRIE and Katsuji OGUCHI

Department of Pharmacology, Showa University School of Medicine

　Abstract 　　 Recently, oxidative stress caused by direct contact of blood with dialyzer membrane 
surfaces in hemodialysis patients has been reported.  It is well known that oxidative stress serves as an 
important risk factor for the development and progression of several complications in hemodialysis pa-
tients.  In particular, patients with diabetes mellitus are associated with increased oxidative stress.  High 
blood glucose may generate free radicals to induce apoptosis in cells.  The purpose of this study was to 
elucidate the mechanisms of cell apoptosis induced by high glucose and hydrogen peroxide（H2O2）.  To 
induce oxidative stress, human monocytic（U937） cells were exposed to high glucose for 2 or 6 days ; 
H2O2 was added to the cells on the last day.  Exposure of U937 cells to H2O2 resulted in a significant in-
crease in cellular apoptosis and the generation of ROS, and a decrease in mitochondorial membrane po-
tential.  Under high glucose conditions, treatment with H2O2 significantly promoted these actions ; howev-
er, pretreatment with antioxigen agent N-acethyl-cysteine （NAC） in H2O2-induced apoptotic cells 
significantly suppressed the induction of apoptosis and oxidative stress.  After incubation with H2O2 or 
high glucose and H2O2, caspase-3 activity also significantly increased in U937 cells ; however, pretreatment 
with NAC significantly reduced the increases, as compared with H2O2 or high glucose and H2O2.  Treat-
ment with high glucose and H2O2 did not promote caspase-3 activity, compared with treatment with H2O2 
alone.  In conclusion, these results showing that high glucose promoted and amplified apoptosis by oxida-
tive stress in this model demonstrated that patients with diabetes mellitus undergoing hemodialysis 
treatment accelerate apoptosis induction.  Oxidative stress by high glucose may induce the caspase-inde-
pendent apoptotic pathway.
Key words :  apoptosis, high glucose, oxidative stress, hemodialysis, caspase
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