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研究成果の概要：酸素や栄養を運搬する血液が流れている導管「動脈」のしなやかな動きは，

からだを正常に保つために重要です。このような動脈の動きは，動脈を構成する細胞である「内

皮細胞」が作り出す様々な物質によって調節されています。この研究では，そのような物質の

中から２種類（一酸化窒素 NOおよび内皮由来過分極因子 EDHF）に着目し，お互いどのよう

に調節しあっているのかについて調べました。その結果，NOが大量に存在する時には EDHF

を抑制する機構が存在することをみいだしました。 
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１．研究開始当初の背景 

 内皮由来過分極因子(EDHF)は，一酸化窒

素(NO)と同様に，血管内皮細胞より産生さ

れ平滑筋細胞を拡張させる因子として発見

された(Nagao & Vanhoutte, Am J Respir 

Cell Mol Biol, 1993, 8, 1-6)。現在まで

に以下の２点については大筋で賛同が得ら

れている。 

(1)細い動脈ほどNOよりもEDHFが血管拡張

機能に深く寄与している(Garland et al., 

Trends Pharmacol Sci, 1995, 16, 23-30) 

(2)EDHF は血管平滑筋細胞膜の過分極を起

こし血管を拡張させる，過分極の発生には
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Ca2+-activated K+チャネルの開口が関与す

る(Busse et al., Trends Pharmacol Sci, 

2002, 23, 374-80) 

 しかし，いまだ，EDHF の本体やその血管拡

張作用機序，EDHF の産生調節機構について

一定した見解は得られていない。従来，EDHF

を研究するために用いられてきた方法は，

EDHF による平滑筋細胞膜の電位変化と拡張

反応を個々に観察するものであった。しか

し我々は，共焦点蛍光顕微鏡を用いること

により，血管平滑筋細胞の膜電位変化をリ

アルタイムに検出・可視化することに成功

し，「膜電位変化を測定すると同時に血管平

滑筋の弛緩反応を測定する」という新しい

方法を確立している(平成16-17年度科学研

究補助金，基盤 C一般 16590210)。 

 

２．研究の目的 

 上記研究背景より，全体構想を「我々が

確立した新しい手法を用いて，EDHF の本体，

血管拡張作用機構の詳細，EDHF の産生調節

機構について明らかする」こととし，本研

究ではこのうち「EDHF 産生調節機構」を明

らかにすることを第一の目標とした。さら

に，近年，インスリン抵抗性を基盤とした

メタボリックシンドロームが注目されてお

り，この病態は動脈硬化性疾患を高頻度に

発症することから，有効な薬物治療の開発

が急務とされている。現在我々は，２種の

メタボリックシンドロームモデルラットを

保持しており，その血管拡張機能変化につ

いて検討を開始している。本研究において，

この貴重なモデル動物を用いて，EDHF 産生

の変化，それに対する薬物治療の効果を検

討することを第二の目標とした。細動脈の

緊張性調節における EDHF の役割は NO に比

べより重要であるとされていることから，

末梢循環機能障害を特徴とする動脈硬化性

疾患を知るうえで，EDHF の存在意義につい

ての研究は重要であると考える。 

 本研究の具体的な目的は以下の点である。 

(1)血管拡張機能が正常な状態では，，，，EDHF

産生は NO により negative regulation を受

けているのではないか？受けているのであ

ればその機構はどのようなものか？ 

(2)動脈硬化の発症率が著しく高いメタボ

リックシンドローム病態時には，血管拡張

機能障害が生じていることが予想される。

このような状態では，NO による EDHF 産生調

節機構は破綻しているか否か？どのような

薬物が血管拡張障害に対し有効であるか？ 

 

３．研究の方法 

(1)動脈標本の作成 

 Wistar 系雄性ラット，メタボリックシンド

ロームモデルラット（SHR.Cg-Leprcp/NDmcr

ラットおよび SHRSP.Z-Leprfa/IzmDmcr ラッ

ト）またはその正常対象動物(WKY/Izm)より，

腸間膜動脈を摘出し，周辺組織を取り除く。

各動脈より観察用窓を開けた輪切り標本を

作製し，各標本をチャンバーに固定する。 

(2)膜電位変化および血管弛緩反応の測定 

 標本を膜電位感受性色素 DiBAC4(3)でロー

ドする（温度による影響をうけやすいので注

意する）。標本を倒立顕微鏡にセットする。

標本をあらかじめフェニレフリンを添加す

ることにより収縮させた後，アセチルコリン

を添加し EDHF を産生させる。アセチルコリ

ン添加前後の平滑筋細胞の膜電位変化を共

焦点レーザー顕微鏡により検出し，画像解析

ソフトを用いて解析する。また，アセチルコ

リン添加前後の共焦点顕微鏡像または微分

干渉顕微鏡により標本像を検出し，画像解析

ソフトにより血管径を測定する。NO の EDHF

に対する効果を検討するため，NO の産生・作

用を抑制する目的で NO 産生酵素阻害薬や可

溶性グアニル酸シクラーゼ阻害薬を前処置，



 

 

また，NO を過剰に作用させる目的でニトロプ

ルシドナトリウムを前処置した後，アセチル

コリン添加し，NO を増加または低下させたこ

とにより生じる影響を検討した。 

 

 

４．研究成果 

(1)血管拡張機能が正常な状態では，，，，EDHF

産生は NO により negative regulation を受

けているのではないか？ 受けているので

あればその機構はどのようなものか？（平

成２０年度） 

 実験には，Wistar 系雄性ラットを用い，

麻酔下に腸間膜動脈第３枝を摘出し，観察用

窓を開けたリング状標本を作製した。動脈に

過剰の NO を作用させる目的でニトロプルシ

ドナトリウム(SNP)を，また，NO の産生また

は作用を抑制する目的で，NO 合成酵素阻害薬

である L-ニトロアルギニンメチルエステル

(LNAME)または可溶性グアニル酸シクラーゼ

阻害薬である ODQ を，それぞれ標本に前処置

し，正常動脈における EDHF により生じる膜

電位変化に及ぼす NO の影響を検討した。そ

の結果，アセチルコリンにより生じる過分極

反応の程度は，SNP を前処置した標本におい

ては抑制されるが，LNAME および ODQ の前処

置によっては影響をされないことをみいだ

した。このことは，過剰の NO は EDHF の産生

または作用を抑制的に調節するが，その抑制

機構に cGMP は関与していないことを示唆す

るものである。一方，NO の産生やその作用が

低下した場合は，NO による EDHF の促進的調

節機構が存在する可能性は低いと思われる。 

(2)メタボリックシンドローム病態時には，

NO による EDHF 産生調節機構は破綻してい

るか否か？どのような薬物が血管拡張障害

に対し有効であるか？（平成１８年度およ

び１９年度） 

 実験には SHR.Cg-Leprcp/NDmcr (SHR-cp)お

よ び SHRSP.Z-Leprfa/IzmDmcr ラ ッ ト 

(SHRSPZF)を用いた。これらの動物は，自然

発症高血圧ラットに肥満遺伝子 cp または fa

が発現したラットで，高血圧と肥満を自然発

症するのに加え，高トリグリセリド血症，高

コレステロール血症，高インスリン血症など

を併発する，メタボリックシンドロームのモ

デルラットである。このような病態モデルを

用いて，メタボリックシンドローム発症時に

おける腸間膜動脈における内皮依存性弛緩

反応の変化，すなわち，NO および EDHF を介

した弛緩反応の変化を，マグヌス法および本

研究で新たに用いる膜電位感受性色素を用

いた EDHF 依存性過分極反応測定法により測

定し，正常動物のそれと比較検討した。その

結果，SHR-cp および SHRSPZF ともに，メタボ

リックシンドローム発症時には，腸間膜動脈

における内皮依存性弛緩反応が減弱するこ

と，その機序として，平滑筋における NO に

対する反応性の低下と，EDHF を介した弛緩反

応の減弱（弛緩反応性の低下および膜電位変

化の低下）が関与することが明らかとなった。

すなわち，メタボリックシンドロームのよう

な重篤な病態時には，NO および EDHF ともに

その機能が低下しており，お互いを補足しあ

うための調節機構が破綻していると考えら

れた（平成１８年度）。 

 そこで次に，薬物治療を行うことによりこ

のような調節機構の破綻が改善されるか否

かを検討した。治療薬として，臨床で汎用さ

れる治療効果の異なる３種の薬剤を選択し

た。すなわち，カルシウム拮抗薬，アンジオ

テンシンII受容体拮抗薬およびインスリン

抵抗性改善薬を，SHR-cpラットまたは

SHRSPZFラットに１日１回２ヶ月間経口投与

した。薬物処置後，各動物より腸間膜動脈を

摘出し，NOおよびEDHFを介する内皮依存性弛

緩反応性を検討した。その結果，SHR-cpラッ



 

 

トおよびSHRSPZFラットのいずれのメタボリ

ックシンドロームモデルラットを用いた場

合においても，アンギオテンシII受容体拮抗

薬の処置によってのみ，血管弛緩反応の減弱

が改善された。また，内皮依存性血管拡張反

応に寄与するNOおよびEDHFの割合において

は，アンギオテンシII受容体拮抗薬投与によ

り正常動物WKYに匹敵する程度にまで改善さ

れることが明らかとなり，補足調節機構の回

復が認められた。以上の結果，メタボリック

シンドローム発症時に生じる血管拡張機能

障害の予防・改善に対し，アンギオテンシン

II受容体拮抗薬の処置が効果的であること

が示された（平成１９年度）。 
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