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喫煙の血管作動性物質と甲状腺ホルモン代謝・作用に及ぼす影響 
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はじめに 

喫煙は心血管病や動脈硬化の重要な危険因子

である。また、喫煙習慣はバセドウ病眼症の頻

度や抗甲状腺薬による寛解率に影響する。更に、

甲状腺ホルモンは脳機能の維持に重要な役割を

果たすこと、また、甲状腺機能低下症の場合、

動脈硬化が進展しやすいことが知られている。 

そこで、まず、喫煙が血管作動性物質および

その受容体と血小板凝集に及ぼす影響について

検討した。次に、ラット培養脳グリア細胞と大

動脈中膜、および、培養ヒト甲状腺・血管平滑

筋・内皮細胞における、甲状腺ホルモン代謝に

及ぼすニコチンの影響について検討した。 

目 的 

動脈硬化は、血管内皮障害を契機とする一連

の炎症反応ととらえられている。その成因や危

険因子として種々のものが関与しているが、内

皮細胞障害に引き続いておこる血小板付着が非

常に重要である。また、喫煙は、高血圧、糖尿

病、高脂血症などとともに血管病変形成におい

て主要な危険因子の一つである。そこで、血管

作動性物質や血小板凝集と喫煙の関係を解明す

ることを最初の目的とした。 

甲 状 腺 よ り 分 泌 さ れ る サ イ ロ キ シ ン

thyroxine (T4) は、1 型および 2 型ヨードサ

イロニン脱ヨード酵素 type 1 および type 2 

iodothyronine deiodinase (D1 および D2) に

よる 5'脱ヨード反応により、活性型ホルモンで

あ る ト リ ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン 3,5,3'- 

triiodothyronine (T3) に変換されてその主要

な作用を発現する1)。D1 は、肝臓・腎臓など種々

の臓器に発現し、血漿中の T3 濃度を調節する。

一方、D2 は、脳・下垂体・褐色脂肪などの限ら

れた臓器に発現し、局所での T3 含量を調節する。

D2 発現には種差が存在し、ヒト D2 は、甲状

腺・心臓・骨格筋・血管平滑筋細胞などにも発

現する。 

甲状腺ホルモンは、脳機能の維持に重要な役

割を果たしており、成長時の甲状腺ホルモンの

欠乏は脳の不可逆的障害を引き起こす。また、

喫煙習慣のあるバセドウ病患者では、バセドウ

病眼症の頻度が高いことや抗甲状腺薬の寛解率

が低いことが報告されている。これらより、ニ

コチンが、脳機能やバセドウ病の発症や経過に

影響を及ぼしている可能性が考えられる。 

更に、最近の大規模調査2)により、明らかな

甲状腺機能低下症のみならず、潜在性の甲状腺

機能低下症も、動脈硬化の危険因子になること

が示された。甲状腺機能低下症の動脈硬化に対

するリスクは、脂質の変化を除外しても残るこ

とより、甲状腺ホルモンの欠乏が動脈硬化の進

展に大きく関与する可能性が示唆される。 

そこで、喫煙の甲状腺ホルモン代謝と血管平

滑筋・血管内皮に及ぼす作用、並びに、脳機能

と動脈硬化の進展に甲状腺ホルモンがどのよう

に関与するかを明らかにすることを今回の研究

の全体目的とした。 

方 法 

1) 喫煙・ニコチンの実験プロトコール 

喫煙者と非喫煙者にピース 1本を喫煙させ、

その前後に、血中ニコチン濃度とともに

arginine-vasopressin (AVP) と angiotensinⅡ 

★ 喫煙と内分泌・代謝 



(AⅡ) 濃度を測定した。同時に、ニコチンの血

小板機能に及ぼす影響を検討した。 

 

2) AVP-受容体の全遺伝子構造の決定 

AVP-受容体 (AVP-R) の発現調節を解明する

目的で、ラットおよびヒト AVP-R 全遺伝子を単

離し、全遺伝子構築や完全長の cDNA 配列を決定

した。 

 

3) 細胞培養法 

① ラット脳グリア細胞 

新生児 Wistar 系ラットの全脳を細切、ホモジ

ネートし、725 g で遠心分離した。混合グリア

細胞を 5% CO2、95% O2でインキュベートした。

ニューロン細胞を除去し、DMEM と 15% FBS で 9

日間培養して、実験に供した。 

② ヒト甲状腺細胞 

手術時に得られた、バセドウ病甲状腺組織を

細切後、コラゲナーゼとディスパーゼで酵素処

理した。ナイロンフィルターを通した後、10% ウ

シ胎児血清を含む Ham’s F-12 培地で培養した。 

③ ヒト大動脈血管平滑筋細胞 (HASMC)・ヒト

臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC)・ヒト大動脈血

管内皮細胞 (HAEC) 

これらは、クラボウから購入し、5% ウシ胎児

血清と種々の増殖因子を含む培地で培養した。 

 

4) 動物 

8週齢のSDラット雄を使用した。点灯時間は、

午前 8時より午後 8 時とした。ラットより大動

脈を摘出後、血管周囲の脂肪組織・外膜を剥離

し、中膜を採取した。ニコチンは、osmotic 

minipump (Alzet, model 2001) を皮下に植え込

んで、2 mg/kg bodyweight (BW)/日 の投与量で、

7 日間投与した。 

 

5) D1、D2 酵素活性測定 

5'脱ヨード酵素活性は、125I-T4または 125I-rT3

からの 125I の放出反応で測定した。即ち、細胞

のホモジネートを 2 nM 125I-T4、20 mM dithio- 

threitol (DTT)、1 mM propylthiouracil 存在

下でインキュベートし、遊離した 125I-を γ-カウ

ンターで測定して、D2 による 5'脱ヨード酵素活

性とした。また、細胞ホモジネートを、1 μM 
125I-rT3、10 mM DTT 存在下でインキュベートし

て、D1 による 5'脱ヨード酵素活性を測定した。

酵素活性は、遊離した 125I-をホモジネートの蛋

白量で補正して求めた。 

 

6) Northern blot 解析 

細胞より、TRIzol 試薬を用いて、total RNA

を抽出した。抽出した total RNA を agarose gel

に泳動後、ナイロン膜に転写した。ヒト D1 およ

び D2 cDNA probe またはラット D2 cRNA probe

を用いて hybridiation 後、FUJIX BAS 2000 

system を用いて D1、D2 mRNA signal を定量し

た。 

結 果 

1) 喫煙の影響3)-5) 

喫煙により、血中ニコチンは 5 分以内に頂値 

(25 ± 4 ng/ml) に達し、30 分で前値に復帰し

た。この時、血中 AVP 濃度、および AⅡ濃度は

有意に上昇した。血小板に結合した AVP・AⅡも

増加した。血中ニコチン濃度と血中および血小

板 AVP 濃度の間には正相関が認められた。一方、

血小板の受容体結合親和性や受容体数はニコチ

ンの影響を受けなかった。 

喫煙直後の血小板の高濃度 AVP による凝集能

は、対照に比較して、低下していた。これは

AVP-R の急性同種脱感作によるものと考えられ

た。一方、コラーゲンによる血小板凝集能は、

対照より有意に亢進しており、何らかの活性亢

進作用が考えられた。 

AVP-R 上流域には、cAMP 応答配列、AP1 配列、

糖質ステロイド応答配列、NFκB/EBP 配列が存在

し、多彩な転写調節が示唆された。 

 

2) ラット脳グリア細胞における D2 活性6) 

培養グリア細胞には、D2 活性が認められ、そ

の rT3に対する Km は 3.9 nM で、Vmax は 17 fmol 

of I release/mg protein/h であった。グリア 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図-1 ラット脳グリア細胞の D2 活性に及ぼすニコチンの影響 6) 

A: ●; 10-8 M ニコチンと共に培養した時の D2 活性と培養時間の関係、○; ニコチンなしのコント

ロール、B: 10-12-10-9 M のニコチンと培養した時の D2 活性（濃度の影響） 

 

細胞に、10-10 M のニコチンを添加して培養する

と、D2 活性は約 3.5 倍に増加した (図-1）。中

枢性のニコチン拮抗薬である mecamylamine を

ニコチンと同時添加すると、ニコチンによる D2

活性の上昇は完全に抑制された。 

 

3) ヒト甲状腺細胞における D1、D2 mRNA と活 

性7) 

TSH (1,000 mU/ℓ) 添加により、D2 mRNA レベ

ルは、8 時間後に頂値 (約 4.5 倍) を示した。

一方、D1 mRNA レベルは、24 時間後に約 2倍と

なった。1 mM dibutyryl cAMP (DBC) 添加によ

り、D2 mRNA レベルは、4時間後には約 20 倍に

増加し、また、D1 mRNA は 24 時間後に約 3倍に

増加した。TSH と DBC は、各々、mRNA レベルと

同程度に、D1 と D2 の酵素活性を増加させた。 

PKCのactivatorである12-0-tetradecanoyl- 

phorbor-13-acetate (TPA) を、単独で培地に添

加しても、D1、D2 mRNA レベルに変化は認めな

かった。しかし、TPA は、DBC との同時添加によ

り、上述の DBC による D1 および D2 mRNA レベル

の増加を容量依存的に抑制した。 

ニコチン (10-10-10-8 M) の単独、または、1 mM 

DBC との同時添加により、培養ヒト甲状腺細胞

D2 mRNA レベルと活性は、有意な変化を示さな

かった。 

 

4) ヒト大動脈血管平滑筋細胞における D2 mRNA

と活性8) 

HASMC において、platelet derived growth 

factor (PDGF) および basic fibroblast growth 

factor (bFGF) を培地に添加すると、D2 mRNA

レベルが増加し、6 時間後に頂値 (PDGF；約 8

倍、bFGF；約 4倍) を示した。これらは、mRNA

レベルと同程度に、D2 活性を増加させた。PDGF

と bFGF による D2 mRNA レベルの増加は、RNA 合

成阻害薬である actinomycin D や蛋白合成阻害

薬である cycloheximide の同時添加により抑制

された。PDGF や bFGF による D2 mRNA レベルの

増加は、PD98059、SB203580、SP600125 の同時

添加により、25-90% 減少した。ニコチン 

(10-10-10-6M) の培地への添加により、HASMC に

おける D2 mRNA レベル・活性は、有意の変化を

示さなかった。 
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図-2 ラット大動脈中膜の D2 mRNA と D2 活性の日内リズム9) 

A: 各時刻における D2 mRNA と GAPDH mRNA のノザーンブロッティング 

B: 各時刻における D2 mRNA 発現と D2 活性 (黒カラム; D2 mRNA、白カラム; D2 活性) 

 

5) ヒト臍帯静脈血管内皮細胞・ヒト大動脈血管

内皮細胞における D2 mRNA と活性 

HUVEC および HAEC に、D2 活性が発現し、

Northern blot にて D2 mRNA シグナルを確認し

た。HUVEC と HAEC における D2 活性と mRNA レベ

ルは HASMC の約 10% であった。1 mM DBC の添加

により、HUVEC と HAEC の D2 活性と mRNA レベル

は約 2倍に増加した。ニコチン (10-10-10-8M) の 

単独、または、1 mM DBC との同時添加により、

HUVECと HAECにおけるD2活性と mRNAレベルは

有意の変化を示さなかった。 

 

6) ラット大動脈中膜におけるD2 活性とmRNA9) 

① ラット大動脈中膜のホモジネートを
125I-T4 とインキュベートすると、125I- の有意の

遊離を認め、その Km 値などからラット大動脈中

膜に D2 活性が発現することが明らかにされた。 

② D2 酵素活性及び D2 mRNA の日内リズムを

検討した。D2 活性は、午後 3時より午前 3 時ま

では低値を示し、正午に頂値を示した。正午の

D2 活性は、午後 6 時の D2 活性の約 6 倍高値を

示した。一方、D2 mRNA は、午後 3 時より深夜

午前 0時までは低値を示し、午前 9 時に頂値を

示した。午前 9時の D2 mRNA は、午後 6時の D2 

mRNA の約 6倍高値を示した (図-2）。 

③ ニコチン (2 mg/kg BW) を単回皮下投与し、

大動脈中膜の D2 活性を測定した。ニコチンの単

回投与により、D2 活性は、有意な差を示さなか

った。 

④ AⅡ (100 μg/300 g BW) 又は、生理食塩

水を午後 3時に単回皮下投与後、大動脈を摘出

し、中膜 D2 活性を測定した。大動脈中膜 D2 活

性は、8 時間後に約 2倍に増加した。 

⑤ AⅡ (100 μg/300 g BW/24 h) 又は、生理
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食塩水をosmotic pumpを用いて持続皮下投与後、

大動脈を摘出し、中膜 D2 活性を測定した。中膜

D2 活性は、AⅡの持続投与 4～8日後、約 2倍に

増加した。 

⑥  A Ⅱ  type 1 受 容 体 拮 抗 薬 で あ る

olmesartan (10 mg/kg BW/日) 又は、CMC を 7

日間経口投与後、大動脈を摘出し、中膜 D2 活性

を測定した。中膜 D2 活性は、olmesartan 投与

により 50% 以下に低下した。 

⑦ ニコチン (2 mg/kg BW/日×7 日間) 又は、

生理食塩水をosmotic pumpを用いて持続投与後、

AⅡ (100 μg/300 g BW) 又は、生理食塩水を午

後 3時に単回皮下投与し、8h 後に大動脈を摘出

し、中膜 D2 活性を測定した。ラット大動脈中膜

D2 活性は、ニコチンの持続投与の有無に関係無

く、8時間後、約 2 倍に増加した。 

考 察 

喫煙による血中ニコチン上昇時に、血中の

AVP、AⅡとともに血小板の AVP と AⅡ結合も上

昇することが明らかにされた。また、AVP-R の

上流域には、多彩な転写調節のあることも示し

た。これらより、喫煙により増加した血中 AVP・

AⅡは、血小板でもこれらの受容体結合をも増加

させ、コラーゲンによる血小板凝集能を亢進さ

せると考えられた。また、これらの受容体発現

は糖質ステロイドをはじめ、多彩な調節を受け

ることが明らかになった3)-5)。 

我々は、これまでに、D1 と D2 の発現調節機

構およびこれらの生理的意義の解明の研究に従

事してきた。そして、今回、ラット脳グリア細

胞に D2 活性が存在し、ニコチンが、この D2 活

性を増加させ、ニコチン性受容体の阻害薬で抑

制されることを示した6)。このことは、ニコチ

ンが中枢性ニコチン性受容体を介して D2 活性

を上昇させることで脳機能に影響しうることを

示している。 

また、ヒト甲状腺に D1 と D2 が発現し、TSH

や DBC の添加により、D1 と D2 の mRNA 発現と

活性が増加することを明らかにした7)。TSH と

DBC の添加による、D1・D2 活性の増加は、各々

の mRNA の増加と、ほぼ同じであったことより、

TSH および DBC は、主に、cAMP を介して、翻訳

前のレベルで、D1・D2 活性を増加させると考え

られた。TSH と DBC の、D2 mRNA の発現に及ぼす

効果は、D1 よりも速く、また、より大であった。

これは、ヒト D2 遺伝子のプロモーター上に存

在する cAMP 応答領域による可能性が考えられ

た。また、抑制実験結果より、phospholipase C

からの PKC 経路が、TSH による PKA 経路による

D1 および D2 遺伝子発現増加を抑制する可能

性が考えられた7)。 

ヒト大動脈平滑筋細胞に D2 が発現し、PDGF

と bFGF により、D2 の活性と mRNA が増加するこ

とも明らかにした8)。この増加反応は、de novo

の蛋白合成を介して、D2 mRNA を増加させると

考えられた。更に、これらは、主に、MAP kinase

の ERK経路を介してD2 mRNAを増加させること、

また、p38 および JNK の経路も関与している可

能性が示された。これらより、D2 活性増加によ

る細胞内 T3 濃度の増加が、PDGF と bFBF の血管

平滑筋に対する作用に、関与している可能性が

考えられた8)。 

ヒト臍帯静脈血管内皮細胞、および、ヒト大

動脈内皮細胞にも D2 が発現し、DBC によって D2

の活性と mRNA が増加することが明らかにされ

た。DBC は、主に、cAMP を介して、翻訳前のレ

ベルで、D2 活性を増加させると考えられた。カ

テコラミンなど、内皮細胞内の cAMP 含量を増加

させる因子は、内皮細胞の D2 活性増加を介し、

血管におけるT3作用を増強している可能性が考

えられた。 

ラット大動脈中膜に D2 活性が発現すること

をはじめて明らかにし、この D2 活性に日内リ

ズムが存在することを明らかにした9)。D2 活性

の日内リズムは、ラット松果体・ハーダー腺に

存在する事が報告されている。松果体・ハーダ

ー腺に発現する D2 活性及び D2 mRNA について

は、消灯の signal が、β-アドレナリン受容体

を刺激して、D2 の転写亢進を介して、酵素活性

を増加すると考えられている。一方、ラット大

動脈中膜の D2 活性の日内リズムは、正午に頂



値を示していることより、消灯による影響とは

考え難い。中膜 D2 活性の日内リズムに約 3 時

間先行して、D2 mRNA レベルの増加が認められ

たことより、D2 活性の日内リズムは、主として、

転写レベルで調節されている可能性が考えられ

た。ラット大動脈中膜の D2 活性の日内リズム

を惹起する因子の解明は、更に、検討を要する

課題である。 

AⅡは、強い血管収縮作用を有するとともに、

血圧及び血管生理作用に重要な役割を果たして

いる。AⅡは、大動脈中膜 D2 活性の発現を増加

することが明らかにされた。AⅡは、血管中膜の

D2 活性の増加を介し、局所の T3濃度を増加させ、

血管におけるT3作用を増強させる可能性が示唆

された。 

ラットにニコチンを持続皮下投与したモデル

を用いて、ニコチンが AⅡの作用に及ぼす影響

を検討した。このモデルにおいて、ニコチンは、

AⅡの大動脈中膜の D2 活性の増加に対し、有意

な変化を示さなかった。 

ニコチンは、培養ラット脳グリア細胞の D2 

活性を増加させた6)。しかし、ヒト甲状腺細胞、

血管平滑筋細胞、および内皮細胞の D2 活性や

mRNA レベルには影響を及ぼさなかった。また、

in vivo 投与も、ラット大動脈中膜 D2 活性には

影響を及ぼさなかった。ニコチンのこの作用の

違いは、ヒトとラットの種族差によるものか、

あるいは、脳グリア細胞と甲状腺、血管平滑筋

や内皮細胞の臓器・部位の違いによる可能性が

ある。いずれにせよ、ニコチンは、臓器および

ある種の条件によっては、D2 発現に影響するこ

とが明らかで、喫煙が、甲状腺ホルモン代謝の

変動を介して、生体に影響する可能性があり、

今後、更なる検討を要すると考えられた。 
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