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研究成果の概要（和文）：G-protein coupled receptor kinase 2 (GRK2)は、糖尿病時に加速的に増加・蓄積さ
れることから、本研究ではGRK2制御による血管内皮機能調節機構について検討した。糖尿病モデルマウスにおい
て、肝臓のGRK2を制御することで、血管内皮機能が改善される可能性が示された。さらに、培養血管内皮細胞に
おいて、GRK2発現が増加してくる条件下、内皮細胞由来細胞外小胞(EEVs)の産生増加とそのEEVsによる血管内皮
障害発症の関与が認められた。以上の結果から、GRK2制御が血管内皮やEEVsの機能調節に重要な役割を有するこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：We focused on vascular endothelial dysfunction to study the molecular 
preventative mechanism under GRK2 control in diabetes. We investigated vascular endothelial 
dysfunction in ob/ob mice and HUVECs treated high glucose and angiotensin II (Ang II). The present 
results clarified the relationship among hepatic GRK2, glucose homeostasis, and vascular endothelial
 function. Liver-targeting GRK2 siRNA delivery represents a novel therapeutic tool to restore 
glucose homeostasis and reduce endothelial dysfunction. Furthermore, the HUVECs data strongly 
indicate that high glucose and Ang II directly affect endothelial cells and the production of EEVs; 
the resultant EEVs aggravate endothelial dysfunction in mice aortas.

研究分野：薬学
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１．研究開始当初の背景 
現在、日本人糖尿病患者は 950万人と推定さ
れ、世界的にも 3億 8200万人と激増し続け
ている。さらに人は糖尿病に罹患すると、合
併症 (糖尿病性神経障害・腎症・網膜症・高
血圧・心筋梗塞・動脈硬化等) を誘発するこ
とが知られている。また、これら糖尿病性合
併症は遺伝的素因と環境素因が複雑に絡み
合いながら合併している場合が多く、実は
「血管障害」が原因であることが分かってき
た。しかしながら、血管で生じている複雑な
変化については未解決な部分が多い。GRK2
は申請者らが、世界に先駆けて糖尿病性血管
合併症との関連性を報告した酵素である。高
血圧を併発した糖尿病モデルマウス胸部大
動脈において、GRK2が Akt/eNOS経路に抑
制的な制御をかけることで、血管内皮障害を
引き起こしていることを発見した (Taguchi 
K et al. Diabetes 2012)。活発に研究が行わ
れている GRK2であるが、まだ病態時におけ
る基礎研究には未解決の部分が数多く残さ
れており、また創薬における標的分子として
も検討すべきことが多い。以上から新たな
GRK2 の病態生理作用や GRK2 の影響を受
ける様々な分子機構の解明が期待された。 
 
２．研究の目的 
本研究は糖尿病病態時に加速的に増加・蓄積
される酵素 GRK2 に焦点を当て、その制御
機構を明らかにすることで、糖尿病性血管合
併症に発症・進展の仕組みを解明し、糖尿病
性血管合併症克服の新しい治療方法をうち
立てることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) Streptozotocin および nicotinamide を
用いて作成した実験的 1型糖尿病マウスおよ
び 2型糖尿病マウスの血管機能を検討した。 
(2)1型糖尿病ラットより採取した血液より血
小板由来マイクロパーティクルを単離し、そ
のマイクロパーティクルを正常ラット胸部
大動脈に処置し、血管機能および関連タンパ
クの発現を検討した。 
(3) 培養血管内皮細胞(HUVECs)を用いて高
グルコース(30 mM)および Ang II (10-7 M)添
加培地で培養後、培地を回収し、EEVs の調製
をした。その後、正常マウスに処置し、血管
内皮機能やタンパク発現の検討を行った。 
(4)2型糖尿病モデルマウスである ob/obマウ
スに GRK2siRNAを投与し、全身的な GRK2
発現を検討し、グルコース代謝やインスリン
機能、血管内皮機能を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) STZ誘発糖尿病性血管障害モデルマウス
の胸部大動脈は、Morin(ポリフェノール)に
よって刺激することで GRK2 によって制御
をうける Akt/eNOS経路を活性化し、内皮機
能を活性化することが明らかとなった。さら
に、実験的 2型糖尿病モデルマウスの胸部大

動脈には、resveratrolと呼ばれるポリフェノ
ールが効果的であることが明らかとなった。 

Figure:1 Morin が糖尿病時、Akt/eNOS 経路を介し、
NO産生を増やし血管内皮機能を保持する。(Taguchi et 
al., Mol Nutr Food Res. 2016;60(3):580-8) 
 
(2) STZ誘発糖尿病ラットより採取した血小
板由来のマイクロパーティクルは、糖尿病時
に増加しており、血管弛緩因子である NOを
産生させる NO 合成酵素(eNOS)の発現を減
少させることを明らかにした。GRK2 は
eNOS活性によるNO産生を制御しているこ
とから、血小板由来マイクロパーティクルが
GRK2 を誘導しているのではないかと考え
ており、今後詳細な検討が必要である。 
(3) 自然発症 2型糖尿病モデルマウスである
ob/obマウスへ GRK2siRNAを投与し、全身
性に GRK2発現を検討したところ、肝臓や心
臓、胸部大動脈等血液が集積する箇所で
GRK2発現の増加・蓄積が確認された。その
中でも GRK2siRNA は肝臓において効果的
に GRK2を抑制し、脂質代謝や糖代謝を改善
させた。その結果、胸部大動脈の GRK2発現
を減らすことなく、血液環境を正常化させる
だけで、血管機能を改善させる可能性がみい
だされた。 
(4) 擬似的な糖尿病性血管障害を引き起こし
た状態の血管内皮細胞系を構築した。血管内
皮細胞へ高グルコース・アンギオテンシン II
を処置し GRK2発現の増加を確認した。この
内皮細胞から産生された細胞外小胞(EVs)を
正常マウスの胸部大動脈へ処置したところ、
血管内皮障害が確認された。この機序として、
ERK1/2 の活性上昇や血管弛緩因子である
NOを産生させるNO合成酵素(eNOS)の発現
減少が関与していることが明らかとなった。
GRK2は eNOS活性によるNO産生を制御し
ていることから、内皮細胞内の GRK2増加・
蓄積が EVs を誘導しているのではないかと
考えている。 
 
以上の結果から、GRK2は血管内皮機能やマ
イクロパーティクルを含む細胞外小胞に重
要な役割を有している可能性がしさされ、糖
尿病性血管合併症を制御するのは GRK2 の
制御が重要なファクターとなる可能性が示
唆された。 
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