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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞でIRS-2が低下すると、本当に動脈硬化症を発症する のかどうかについ
て血管内皮細胞特異的IRS-2/ApoEダブル欠損マウスを作成し、高コレステロール食負荷を15週間行った。大動脈
弁輪部の粥状動脈硬化を検討したところ、血管内皮細胞特異的IRS-2/ApoEダブル欠損マウスでは有意に粥状動脈
硬化が亢進していた。また血管においてMCP-1やiNOSといった炎症性サイトカインやICAM1やVCAM1といった接着
因子が上昇していた。以上のことから血管内皮細胞でIRS-2が低下すると炎症性サイトカインが増加し、動脈硬
化が惹起されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To investigate the role of Irs2 of endothelial cells in atherosclerosis, we 
generated the endothelial-specific Irs2/ApoE double deficient (ETIrs2/ApoEDKO) mice. These mice were
 fed a high-cholesterol diet for 15 weeks. Metabolic profiles did not differ between the control and
 ETIrs2/ApoEDKO mice. The ETIrs2/ApoEDKO mice showed the exaggerated atherosclerosis in both the 
aortic valve and aorta. Moreover, the wild-type bone marrow transplanted ETIrs2/ApoEDKO mice showed 
the exaggerated atherosclerosis in the aorta. The expression levels of MCP-1 and VCAM1 were 
significantly increased in the ETIrs2/ApoEDKO mice. Consistent with these data, LPS-induced MCP-1 
and VCAM-1 expression levels were significantly enhanced in primary endothelial cells of the 
ETIrs2/ApoEDKO mice. These data indicate that Irs2 in the endothelial cells ameliorates 
atherosclerosis. 

研究分野：糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満や2型糖尿病は動脈硬化発症の重要なリスクファクターの一つであるが、なぜ肥満や2型糖尿病で動脈硬化が
促進するのかは十分に解明されていない。血管内皮細胞は、動脈硬化発症・進展にも重要な役割を果たしてお
り、「血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗性」に着目した研究は、上流にある肥満や2型糖尿病と下流にある
合併症としての動脈硬化症を包括的に解明しようとするものでありきわめて意義深い。本研究で血管内皮細胞の
インスリンシグナル、特に選択的インスリン抵抗性を介した動脈硬化症における役割が解明されることにより、
これまでにない新規の抗動脈硬化薬の発見という画期的な意義が予想される

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに全身の IRS-1欠損マウスや全身の IRS-2欠損マウスを用いた解析により、野
生型マウスに比して、IRS-1欠損マウスでは血管弛緩反応が減弱、IRS-2欠損マウスでは、IRS-
1欠損マウスよりも血管弛緩反応が減弱していることを明らかにしてきた。またそれに伴い、野
生型マウスに比して、IRS-1欠損マウスではカフ障害誘導性の内膜肥厚の増大を、IRS-2欠損マ
ウスでは、IRS-1 欠損マウスよりもカフ障害誘導性の内膜肥厚の増大を呈することを見出した
(Circulation 24;3073-3080,2003, 図 4)。このことから IRS、特に IRS-2を介した血管内皮機能
は動脈硬化形成に重要な役割をしていることが示唆された。また、血管内皮細胞や肝細胞では、
高インスリン血症により IRS-2の発現が低下することを見出しており(Cell Metab. 13: 294-307, 
2011, Cell Metab., 8:49-64, 2008)、本研究においても「血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗
性」を介した動脈硬化発症メカニズムにおいて IRS-2 が重要な役割をしているのではないかと
考えるに至った。 
 
 
２．研究の目的 
血管内皮細胞においてインスリンはインスリン受容体に結合した後、インスリン受容体基質
(IRS)-1,2、PI3キナーゼ、Aktを介して eNOSを活性化するとともに、MAPキナーゼを介して
ET-1の発現を調節している。従って肥満・2型糖尿病においては、この eNOS活性化シグナル
のどこかが障害され、「血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗性」が惹起されると考えられる。
以前我々は、食事誘導性肥満モデルマウスにおいて高インスリン血症が、血管内皮細胞の IRS-
1、特に IRS-2 の発現を早期から低下させることによって、「血管内皮細胞の選択的インスリン
抵抗性」を惹起し、eNOS活性化に伴う毛細血管の拡張能の低下を引き起こし、インスリンの血
中から間質の移行が障害され、インスリンの糖取り込みが障害されることを明らかにしている
(Cell Metab. 13: 294-307, 2011)。しかしながら、自然発症型動脈硬化症モデルである ApoE欠
損マウスを用いて検討すると、高コレステロール負荷にて確かに IRS-2 の発現は低下していた
が、野生型マウスと ApoE欠損マウスにおいて血中インスリン値は同等であった。一方血中コレ
ステロール値は ApoE欠損マウスで著明に上昇し、動脈硬化病変が形成されていた。このことか
ら動脈硬化病変における IRS-2 の発現低下は、高インスリン血症ではなく血中コレステロール
の増加、特に LDLが重要な役割をしていると考えられた。そこで動脈硬化病変形成に重要な役
割をしている LDLの構成成分であるリゾフォスファチジルコリン(16:0)を primaryのマウス血
管内皮細胞に添加したところ IRS-2の発現が濃度依存的に低下することを見出した 。そこで本
研究では、第一にリゾフォスファチジルコリン(16:0)がどのように血管内皮細胞の IRS-2の発現
を調節しているのか、またそれによって血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗性を発症するの
かどうか検討する。さらに、血管内皮細胞で IRS-2 が低下すると、本当に動脈硬化症を発症す
るのかどうかについて血管内皮細胞特異的 IRS-2 欠損マウスを作成し、粥状動脈硬化とそのメ
カニズムについて検討する。 
 
３．研究の方法 
(A) リゾフォスファチジルコリン(16:0)がどのように血管内皮細胞の IRS-2 の発現を調節して
いるのか、またそれによって血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗性を発症するのかどうか検
討する 
1. リゾフォスファチジルコリン(16:0)による血管内皮細胞の IRS-2 発現調節因子を明らかにす
るために、リゾフォスファチジルコリン(16:0)添加前後において RNAseq を行い候補分子の絞り
込みを行う。2.候補分子について、siRNA や過剰発現ベクターを作成し、IRS-2 の発現変化を観
察し、リゾフォスファチジルコリン(16:0)による血管内皮細胞の IRS-2 発現調節因子を同定す
る。3.さらに IRS-2 の発現を直接調節しているかどうかを明らかにするために、IRS-2 のプロモ
ーターを作成し、プロモーター活性を検討するとともに、Chip-qPCR, Co-IP を行い、IRS-2 の発
現調節メカニズムの全貌を解明する。4.同定した IRS-2 発現調節因子の発現パターンなどにつ
いて、ApoE 欠損マウスを用いて in vivo での役割を検討する。5. リゾフォスファチジルコリン
(16:0)による血管内皮細胞の IRS-2 発現低下が、本当に選択的インスリン抵抗性を発症してい
るのかどうかを明らかにするために、リゾフォスファチジルコリン(16:0)添加後、インスリン刺
激を行い、Akt、eNOS, MAPK について検討するとともに、血管内皮依存性弛緩反応についても検
討する。6.血管内皮細胞特異的 IRS-2 過剰/ApoE 欠損マウスを作製し、リゾフォスファチジルコ
リン(16:0)投与による動脈硬化が抑制されるのかどうか検討する。 
(B) 血管内皮細胞の IRS-2 が動脈硬化症において果たす役割について検討する 
1.血管内皮細胞特異的 IRS-2/ApoE ダブル欠損マウスに高コレステロール食負荷を行い、粥状動
脈硬化症に与える影響について検討する。すでに血管内皮細胞特異的 IRS-2/ApoE ダブル欠損マ
ウスでは粥状動脈硬化が亢進していることを確認している。しかし血管内皮細胞特異的 IRS-2 欠
損マウスを作製する際に用いた Tie2-Cre マウスは血管内皮細胞のみならず、動脈硬化形成に重



要なマクロファージに分化誘導する骨髄細胞でも発現しているため、真に血管内皮細胞による
ものかは不明である。そこで血管内皮細胞特異的 IRS-2/ApoE ダブル欠損マウスに骨髄照射を行
い、GFP トランスジェニックマウスの骨髄を移植して、高コレステロール食負荷後の粥状動脈硬
化病変について検討する。2.粥状動脈硬化発症のメカニズムを明らかにするために、リスクファ
クター、血管内皮機能、マクロファージの接着、炎症性サイトカインなどを測定する。さらに粥
腫部分の MAC-2 免疫染色などにより構成細胞成分や構成脂質成分を検討する。3.もしマクロフ
ァージの増加を認めた場合、マクロファージの接着が増加しているかどうか、大動脈を直接染色
して検討するとともに、マクロファージのローリングが増加しているかどうかも確認する。
4.TaqmanPCR による遺伝子発現変化などにより、接着因子や炎症性サイトカインが増加している
場合は、primary の内皮細胞を用いてメカニズムを詳細に検討する。5.血管内皮細胞特異的 IRS-
2 欠損マウスの primary 内皮細胞とマクロファージの co-culture を行い、マクロファージに及
ぼす影響について検討する。 
 
 
４．研究成果 
高コレステロール食負荷した ApoE 欠損マウスの血管の Irs2 の発現レベルを検討したところ、
高コレステロール食負荷 4週目から有意に低下していた。そこで動脈 硬化病変形成に重要な役
割をしている LDL の構成成分であるリゾフォスファチジルコリン(16:0)を primary のマウス血
管内皮細胞に添加したところ IRS-2 の発現が 濃度依存的に低下することを見出した。次にリゾ
フォスファチジルコリン(16:0)がどのように血管内皮細胞の IRS-2 の発現を調節しているのか、
またそれによって血管内皮細胞の選択的インスリン抵抗性を発症するのかどうか検討するため
に、IRS-2 を負に制御することで知られている SREBP2 の発現を検討したところ、リ ゾフォスフ
ァチジルコリン(16:0)添加によって、有意に亢進していた。また、血管内皮細胞で IRS-2 が低下
すると、本当に動脈硬化症を発症するのかどうかについて血管内皮細胞特異的 IRS-2/ApoE ダブ
ル欠損マウスを作成し、高コレステロール食負荷を 15 週間行った。まずリスクファクターを検
討するために、体重、イン スリン値、中性脂肪値、HDL 値を測定したが、コントロールと差を認
めなかった。さらに、糖負荷試験とインスリン負荷試験を行ったが両群間で差を認めなかった。
この時に、大動脈弁輪部の粥状動脈硬化を検討したところ、血管内皮細胞特異的 IRS-2/ApoE ダ
ブル欠損マウスでは有意に粥状動脈硬化が亢進していた。 
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