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研究成果の概要（和文）： 

1. 今後の観察研究や臨床研究での使用を念頭に、動脈硬化の指標として用いられているバイオ
マーカー、Flow mediated vasodilatation によるヒト血管内皮機能評価の方法の標準化、脈
波速度による大動脈 stiffness の測定法の比較など方法論的な視点から検討を行った。 

2. グルコースクランプ法で求めたインスリン感受性とアディポネクチンなどの血中代謝マー
カーの関連を検討した。 

3. 腹部肥満を想定した遊離脂肪酸負荷の白血球アンジオテンシン II 産生能、ヒト血管内皮機能、
インスリン感受性、酸化ストレス、白血球活性化を評価できるヒト実験系を確立した。これ
らの実験系においてアンジオテンシン II 受容体拮抗薬、ACE 阻害薬、Ca 拮抗薬、抗血小
板薬の薬効評価を実施した。遊離脂肪酸上昇は一部白血球アンジオテンシン II 産生増加を
介して血管内皮機能障害、インスリン抵抗性、酸化ストレス亢進、白血球活性化などの微小
循環障害を引きおこすことが明らかになり、これらを指標にした抗動脈硬化薬の評価に有用
である可能性が示唆された。白血球アンジオテンシン II の産生能も肥満などのバイオマー
カーとなり得る可能性がある。 

研究成果の概要（英文）： 
1. We assessed methods of the measurement of endothelial function by flow-mediated 

vasodilatation and of aortic stiffness by pulse wave velocity. We also standardized 
the method of flow-mediated vasodilatation, which had varied among researchers. 

2. We estimated the association of insulin sensitivity measured by glucose clamp 
technique and serum metabolic marker such as adiponectin. 

3. The methods of experiments in humans for the assessment of effects of elevated free 
fatty acids on angiotensin II forming activity in leukocytes, endothelial function, 
insulin sensitivity, and leukocyte activation was established. We tested effects of 
several cardiovascular drugs in this lipid loading experiment mimicking visceral fat 
obesity. We found that elevated FFA caused endothelial dysfunction, 
microcirculatory dysfunction (leukocyte activation), insulin resistance partly via 
leukocyte renin-angiotensin system. This experimental protocol may be useful for 
the assessment of anti-atherosclerotic drugs. Leukocyte angiotensin II forming 
activity could be a biomarker for visceral fat obesity linking to vascular dysfunction. 
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１．研究開始当初の背景 

近年日常診療に Evidence Based Medicine

の考え方が浸透し、さまざまな心血管薬の、
心血管イベント抑制に関するランダム化臨
床試験(RCT)の結果が注目されている。しか
し RCT は観察期間が比較的短期間であるこ
と、統計学的検出力が心血管イベント発生数
に依存するため、対象になる患者がおしなべ
て高リスクであることなどから、比較的リス
クの低い、日常診療で多く遭遇する患者の診
療に結果を適用できない難点が生じる。最近
発表になった ALLHAT 研究や VALUE 研究
は死亡率や心血管イベント発症率が高く、比
較的リスクの低い患者を対象とした MRC 研
究などに比べ 4〜5 倍となっている。このこ
とから、その薬剤の心血管イベント発生リス
ク減少効果を予測できる、心血管イベント以
外の指標が必要である。おそらく最も優れた
指標は血圧であり、心血管イベント抑制には
基本的に血圧の厳格な管理が必要であるが、
同等の降圧を達成してもなお予後の差が生
じることから、血糖や脂質など他のリスクを
含めて、患者個人のリスクを統合的に判定で
きる指標が必要である。このような視点から
我々は動脈硬化性疾患の指標としてヒト血
管機能の研究に取り組んできた。 

 われわれはこれまで薬理学的アプローチ、
すなわちアセチルコリンによる末梢抵抗血
管拡張作用、NO 合成阻害薬 L-NMMA によ
る血管収縮作用、ニトロプルシッドの血管拡
張作用などから血管内皮機能、平滑筋機能、
およびこれらにおける NO の関与を評価し、
インスリン抵抗性をはじめさまざまな危険
因子や薬物との関連を検討してきた。このよ
うな薬理学的な指標は、科学的正当性は強い
が、そのまま診療の現場で使用することはで
きない。そのためこれらの血管機能を可及的
正確に反映できる、簡便な指標が必要である。
この観点から我々はより侵襲が少ない方法
の、科学的な正当性、方法論的な妥当性を検
討してきた。 

 一般に心血管薬は開発の段階においては、
血圧、血糖値、コレステロール値などの代替
評価項目により薬効評価がなされる。しかし,

動脈硬化性疾患における薬物治療の目的は
リスクファクターへの介入による心血管リ
スクの減少であり、心血管イベントと血圧な
どの臨床的マーカーの間の中間的な指標で
評価できれば、用量設定や適応の拡大などに

応用できる。例えば HMGCoA reductase 阻
害薬は、コレステロール低下作用とは独立し
て、血管内皮機能を改善するが、この研究の
結果、コレステロール値にかかわらず冠動脈
疾患高リスク患者に広く使用されるように
なった。すなわち血管内皮機能測定はスタチ
ン系薬剤の臨床的薬効評価に適している。 

われわれはアセチルコリン、ニトロプルシッ
ドによる末梢抵抗血管の血管内皮機能、平滑
筋機能評価を行ってきた  (BJCP 2000, 

Hypertens Res 2003)。最近我々はこの系に
脂肪負荷を行い、その結果得られる遊離脂肪
酸の上昇がアセチルコリンの用量反応曲線
を右方へ偏位させること、すなわち血管内皮
機 能 を 低 下 さ せ る こ と を 報 告 し た
(Watanabe S et al ATVB 2005)。遊離脂肪酸
上昇は、2 型糖尿病、インスリン抵抗性を持
つ患者、メタボリック症候群を有する患者で
認められており、インスリン抵抗性の発生や、
血圧上昇、動脈硬化の進展に関与していると
される。その機序の少なくとも一つは、われ
われの研究からは内皮機能低下を介してい
ると考えられる。従ってこの実験系は、代謝
性疾患を想定した薬剤の、内皮機能に関する
薬効評価に適切である。これまでの実験で酸
化ストレスの関与と、RA 系抑制薬(ATVB 

2005) や Rho-kinase 阻 害 薬 (21th ISH 

meeting 2006)によるアセチルコリン用量反
応曲線の改善が認められている。 

 

２．研究の目的 

 (1)新たな薬剤の開発に資する、メタボリ
ック症候群、レニンーアンジオテンシン系
活性亢進などを想定した、安全かつ科学的
に正当なヒト実験系の確立とその系を用い
た薬効評価、そして(2)心血管イベント抑制
を目的にした、薬物療法の効果を判定可能
な、代替エンドポイント（サロゲートバイ
オマーカー）の開発および評価である。 
 

３．研究の方法 

(1) 薬物負荷Augmentation Index(AI)による
血管内皮機能測定 
β２アゴニスト吸入前後の AI を測定し、低
下した割合を血管内皮機能として測定した。
内皮非依存の血管拡張はニトログリセリン
舌下投与時の AI の変化で測定、用量反応も
検討した。撓骨動脈および頸動脈での測定を
比較した。 



(2) 脈波速度測定における方法論的な検討 
欧州を中心に使用され、心血管イベントなど
との関連が既に報告されている COMPLIAR に
より頸動脈鼠蹊動脈間の脈波速度を測定し、
本邦で既に広く用いられている FORM により
測定された頸動脈鼠蹊動脈間の脈波速度、撓
骨動脈足首間の脈波速度との関連、これらの
再現性も含めて検討した。 
(3) FMD の標準化 
FMD 測定時のカフおよび超音波プローブの位
置、カフ圧、ニトログリセリンの用量、測定
時間、解析法などについて検討した。 
(4) インスリン感受性と血清マーカー 
健常人のインスリン感受性を測定し、血中ア
ディポネクチンなどのマーカーとの相関を
検討した。 
(5) 白血球アンジオテンシン II 産生能の測
定と脂肪酸上昇が及ぼす影響 
健常人において脂肪乳剤をヘパリンととも
に静注し、血中遊離脂肪酸を上昇させ、単離
した単核球および多核球においてアンジオ
テンシン II 産生能を測定した。 
(6) 脂肪酸負荷による血管内皮機能障害と
白血球活性化のメカニズムに関する研究 
脂肪酸負荷前後で血管内皮機能をアセチル
コリン動注時の前腕血流量の増加として測
定した。また脂肪酸負荷前後で全血の通過時
間、白血球の接着を、毛細血管を模したマイ
クロチャネルアレイを用いて測定した。同時
に血中のミエロペルオキシダーゼをヘパリ
ン投与後に測定した。これらの実験をアンジ
オテンシン II 受容体拮抗薬の投与後に繰り
返した。 
(7)脂肪酸負荷によるインスリン抵抗性に関
する研究 
健常人において脂肪負荷時、生理食塩水（コ
ントロール）静注時にグルコースクランプ法
でインスリン感受性を測定した。次に二重盲
検法で ARB 高用量、低用量、プラセボを一週
間投与しその後インスリン感受性を測定し
た。 
４．研究成果 
(1) 薬物負荷Augmentation Index(AI)による
血管内皮機能測定 
Carotid AI はニトリグリセリン舌下後、サル
ブタモール吸入後に有意な減少を示し、評価
可能であったが、Brachial AI では反応が明
瞭ではなく、評価は困難であった。FORM を用
いた Carotid AI であれば本法による非侵襲
的血管内皮機能測定は可能かもしれない。  
 

 
 

 
 
 

 

(3) FMD の標準化 
今後の大規模、多施設共同研究の実施を念頭
に置き、方法の標準化を実施した。 
(4) インスリン感受性と血清マーカー 
インスリン感受性とアディポネクチンの有
意な相関がみられた。FOMA-IR をアディポネ
クチンで補正したものがより鋭敏なインス
リン感受性のマーカーとなり得ることが示
唆された。 
(5) 白血球アンジオテンシン II 産生能の測
定と脂肪酸上昇が及ぼす影響 
正常の 2-3 倍の脂肪酸上昇により単核球、多
核球のアンジオテンシン II 産生能が亢進し
た。遊離脂肪酸の全血への添加後の測定でも
同様の反応が認められた。遊離脂肪酸による
レニンーアンジオテンシン活性亢進が示唆
される。 
 

 
 
 

 
 
 

 
(6) 脂肪酸負荷による血管内皮機能障害と
白血球活性化のメカニズムに関する研究 
脂肪酸負荷は以前の報告と同様血管内皮機
能を低下させ、ARB 前投与はこれを予防した。
脂肪酸負荷は、白血球の活性化による白血球
接着の亢進、micro array channel における
全血通過時間の延長を来たし、ARB はこれを
改善した。白血球由来のミエロペルオキシダ
ーゼ(MPO)も脂肪酸負荷による白血球活性化
により上昇しておりこれも ARBで抑制された。
ヘパリンによる MPO の内皮細胞からの
liberation が内皮機能を改善させたことか
ら、遊離脂肪酸によるアンジオテンシン II
産生亢進に伴う白血球活性化が、MPO を介し
て直接内皮機能を障害する可能性が示唆さ
れた。 

 

 
 
 

れた。



 
 
(7)脂肪酸負荷によるインスリン抵抗性に関
する研究 
脂肪酸負荷により健常人においてもインス
リン感受性(M 値)は約 40%減少した。ARB は用
量依存性にインスリン感受性を改善したが、
完全にコントロール（脂肪非負荷時）までは
回復しなかった。脂肪酸上昇によるインスリ
ン抵抗性は少なくとも一部はレニンーアン
ジオテンシン系の活性亢進を介している可
能性が示唆された。 
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