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研究成果の概要（和文）： 
 
メタボリックシンドロームにおいて酸化ストレスはその病態の発症及び進展に深く関与してい
る。そのため，新規抗酸化剤の開発研究が活発になされているが，抗酸化剤の適応を的確に有
する薬剤はほとんどないのが現状である。加えて，新規抗酸化剤の処方追加は医療経済的に負
担が大きいため，既存の薬剤の中から抗酸化作用を有する薬物を活用する，いわゆる育薬が実
践的な対策として期待されている。 
そこで，現在，メタボリックシンドローム改善薬として臨床使用されている降圧薬のプレイオ
トロピックエフェクトとしての抗酸化作用を解析し，抗酸化作用を加味したメタボリックシン
ドローム治療に対する新たな治療戦略を提案することを目的とし， in vivo 及び in vitro の
両面から評価した。その結果，オルメサルタンが in vivo において抗酸化作用を有することを
初めて明らかにした。また，抗酸化作用が降圧効果よりも腎保護効果に関与している可能性が
強く示唆された。種々の in vitro 実験より，オルメサルタンの抗酸化作用の機序として，自身
の化学構造に基づくラジカルスカベンジャー様の直接的な機序と血管内皮における NADPH 
oxidase の活性化ルートを抑制する間接的な機序の少なくとも二つの経路の存在する可能性が
示唆された。従って，高血圧でない場合にも，メタボリックシンドロームの予備軍の段階から
の早期投与が有効である可能性を示す有益な知見であり，このような育薬による治療戦略の構
築が有用であることを実証でできたと考える。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Angiotensin II type 1 (AT1) receptor blockers (ARBs) inhibit the renin-angiotensin- 
aldosterone system (RAAS) and have been shown to be effective for treating hypertension. 
Recently, apart from their ability to lower blood pressure (BP), ARBs had also been 
reported to show protective effects in cardiovascular and renal diseases. Antioxidant 
activity is thought to be one of the most important protective effects and several 
mechanisms have been proposed in the in vitro studies. However, the antioxidant effect 
of olmesartan has not been extensively examined in the in vivo studies. Therefore, the 
aim of this study was to examine the antioxidant activity of olmesartan by utilizing 
oxidized albumin, a sensitive marker of oxidative stress, in the in vivo and in vitro 
evaluation systems. As a result, olmesartan effectively lowered the extent of oxidative 
damage to albumin in the in vitro and the in vivo studies. The antioxidant activity of 
olmesartan is greatly related to its renoprotective effects but not its antihypertensive 
effect. It is possible that the direct and indirect antioxidant effect of olmesartan is 
due to its common core structure through modulation of NADPH oxidase activity. Therefore, 
the potential indication of olmesartan as an antioxidant drug in addition to its 
antihypertensive effect should be explored. These results are important for developing 
a new ARB, which has a great protective effect in cardiovascular and renal 
diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドロームは，肥満，高血圧，
耐糖能異常，脂質異常症などの心血管系疾患
のリスクファクターを個人で併せ持つ病態
であり，本邦においても生活習慣の欧米化に
伴い急速に患者数が上昇している。事実，日
本内科学会のメタボリックシンドローム診
断基準を用いた厚生労働省の国民健康栄養
調査（平成 16 年）によると，メタボリック
シンドローム該当者は男女合わせて約 940万
人と推計され，その予備軍まで含めると 1020
万人にも上るという結果となっている。その
ため，厚労省は平成 20 年から新しい特定健
診・保健指導を導入し，平成 27 年までに生
活習慣病有病者とその予備軍を 25％削減す
るプログラムを実施することにしている。こ
のように，メタボリックシンドロームの予防
及び治療は急務であり，社会的問題となって
いる。 
この病態の特徴として，内臓脂肪や心・腎・
血管などの標的臓器及び血中で酸化ストレ
スが亢進していることが知られている。その
際，酸化ストレスはアディポサイトカイン異
常やインスリン抵抗性のトリガーとして関
与するだけでなく，臓器合併症の進展にも深
く関わっている。さらに最近，メタボリック
シンドロームにおいて酸化 LDL やレニン・ア
ンジオテンシン・アルドステロン系の亢進が
明らかにされ，これらによる酸化ストレスの
さらなる亢進が臓器合併症にも重要な役割
を果たしているのではいかと考えられてい
る。 
 
２．研究の目的 
メタボリックシンドロームにおいて酸化ス
トレスはその病態の発症及び進展に深く関
与している。そのため，新規抗酸化剤の開発
研究が活発になされているが，抗酸化剤の適
応を的確に有する薬剤はほとんどないのが
現状である。加えて，新規抗酸化剤の処方追

加は医療経済的に負担が大きいため，既存の
薬剤の中から抗酸化作用を有する薬物を活
用する，いわゆる育薬が実践的な対策として
期待されている。 
そこで，現在，メタボリックシンドローム改
善薬として臨床使用されている降圧薬のプ
レイオトロピックエフェクトとしての抗酸
化作用を解析し，抗酸化作用を加味したメタ
ボリックシンドローム治療に対する新たな
治療戦略を提案する。(図 1) 

 
３．研究の方法 
In vivo（病態モデル動物）および in vitro
におけるメタボリックシンドローム治療薬
の抗酸化作用を評価し，抗酸化作用が示唆さ
れる薬物については患者を対象とした臨床
試験を行う。 
 
（１）メタボリックシンドローム治療薬の in 
vitro における抗酸化作用のスクリーニング 
 
①酸化アルブミンによる抗酸化能評価 
 
健常人血清および各種病態患者の血清に各
種薬物を添加し，37℃，1週間インキュベー
ションする。その後血清を，アルブミンの酸
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化型・還元型を特異的に分離するカラムを用
いた HPLC 解析により，酸化アルブミンを指
標とした抗酸化能評価を行う。また，精製し
たヒト血清アルブミンを用いて，クロラミン
Tや過酸化水素を添加した場合のHPLC解析も
行う。 
 
②電子スピン共鳴（Electron spin resonance, 
ESR）による抗酸化能評価 
 
フリーラジカルは生体内半減期が短いため
測定が非常に困難であるため，フリーラジカ
ルを特異的に捕捉する DMPO を代表とするス
ピントラップ剤を用い評価する。ESR 測定は
ラジカル産生系の種類を変えることにより
フリーラジカル種が特定できるため，スーパ
ーオキシドやヒドロキシルラジカル，メチル
ラジカルの消去活性を評価可能となり，薬物
が消去可能なラジカル種を特定できる。具体
的にはキサンチンオキシダーゼによりスー
パーオキシドを，フェントン反応によりヒド
ロキシルラジカルを産生させ，スペクトルを
解析する。 
 
③血管内皮細胞を用いた抗酸化能評価 
 
血管内皮細胞のモデルとして汎用されてい
る人臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を用い，酸
化ストレスを誘発する刺激剤添加により ROS
を産生させる。細胞内で産生された ROS に特
異的に反応する蛍光試薬である CMH2-DCFDA
の蛍光強度を測定することで，各種薬物添加
による細胞内 ROS産生の抑制効果を評価する。
酸化ストレス誘発物質としては，一般的に用
いられる PMA や LPS などを用い，病態モデル
としてはアンジオテンシンⅡや H2O2，尿毒症
物質，高濃度グルコースなどを計画している。
この際，蛍光顕微鏡による細胞の形態変化や
蛍光の局在についても観察する。さらに，細
胞傷害性を WST-8やトリパンブルーによる生
細胞計測により評価する。 
 
④抗酸化作用と炎症マーカーとの相関性の
検討 
 
抗酸化作用により細胞傷害性が抑制された
薬物については，炎症マーカー（IL-6，TNF-
αなど）やアポトーシスマーカーの遺伝子及
びタンパク質レベルでの発現変動について
検討する。 
 
（２）病態モデル動物を用いた薬物の抗酸化
作用の有効性評価 
 
in vitro スクリーニングより抗酸化作用を
有する可能性が認められた薬物に対して，病
態モデル動物を用いた in vivo での検討を行

う。病態モデルとして，糖尿病，肥満（高脂
血症），高血圧を設定し，表 1に示す項目に
ついて検討を行う。また，免疫染色法などの
手法を用いて組織を評価する。 
 
４．研究成果 
 （１）メタボリックシンドローム治療薬の
in vitroにおける抗酸化作用のスクリーニン
グ 
メタボリックシンドローム治療薬として，

アンジオテンシン受容体拮抗薬（ARB）であ
るオルメサルタン，カンデサルタン，カルシ
ウム拮抗薬（CCB）としてアムロジピン，シ
ルニジピン，スタチン系薬としてプラバスタ
チン，アンジオテンシン変換酵素阻害薬
（ACEI）としてテモカプリルを選択した。ま
た，in vitro の検討において薬物濃度は健常
人に単回投与した際の最高血中濃度（Cmax）
を用いた。 
 
①酸化アルブミンによる抗酸化能評価 

薬物スクリーニングとして酸化アルブミン
による抗酸化能評価を行った。透析患者の血
清に各種薬物を添加し，37℃，1 週間インキ
ュベーション後，アルブミン酸化度を測定し
た結果を図 2 に示す。この結果から，ARB お
よび CCBにおいては抗酸化作用を有すること
が示唆された。そこで次に精製したヒト血清
アルブミンを用いて，クロラミン T や過酸化
水素を添加した際のアルブミン酸化度を評
価した。その結果，CCB においては抗酸化作
用を示さず，オルメサルタンのみがどちらの
反応系においても良好な抗酸化能を有して
いることが示された。（図 3）そこで以降の検
討はオルメサルタンを中心に行うこととし
た。 

 
②血管内皮細胞を用いた抗酸化能評価 
 
近年，酸化ストレスによる臓器障害では，血
管内皮細胞の障害が引き金となることが明
らかになってきている。そこで，血管内皮細
胞のモデルとして汎用されている人臍帯静
脈内皮細胞（HUVEC）を用い，酸化ストレス



を誘発する刺激剤添加により ROS を産生させ，
その ROS産生をオルメサルタンが抑制するか
否かを検討した。その結果，その程度は異な
るものの，PMA，LPS，アンジオテンシンⅡ，
H2O2，および尿毒症物質であるインドキシル
硫酸による ROS産生をオルメサルタン添加に
より抑制した。（図 4）また，このメカニズム
としてシグナル伝達物質である PKC および
PI3K の機能を抑制することが示唆された。さ
らに，リアルタイム PCR による検討により，
NADPH oxidase の発現抑制も認められた。ま
た，ROS 産生を抑制することにより細胞障害
性を軽減することが WST-8により明らかとな
った。 

 
③抗酸化作用と炎症マーカーとの相関性の
検討 
 
HUVECs において、AII 刺激による ROS 産生の
亢進は、一酸化窒素 (NO) 産生能の低下及び
炎症性サイトカインである単球遊走因子 
(MCP-1) の発現亢進、さらには細胞生存率の
低下を誘引した。オルメサルタンはそれらに
対して抑制効果を示した。またヒト不死化近
位尿細管細胞 (HK-2 細胞) において、AII 刺
激による ROS 産生の亢進は、腎線維化の指標
となる TGF-1 の産生を誘引し，オルメサル
タンはその産生を抑制した。 
 
（２）病態モデル動物を用いた薬物の抗酸化
作用の有効性評価 

 
（１）の検討により，オルメサルタンが抗酸
化作用を有することが示されたため，メタボ
リックシンドロームの特徴の１つである腎
における酸化ストレス亢進に着目し，5/6 腎
臓摘出モデルラットに対するオルメサルタ
ンの抗酸化作用を評価した。常法により 5/6
腎臓摘出モデルラットを作成後，オルメサル
タンを 10mg/kg/日で 8 週間投与を行った。そ
の結果，酸化アルブミンを指標とした酸化ス
トレスマーカーは 4 週間後に有意に低下し，
その効果は 8週間後まで持続しており，オル

メサルタンの薬理作用である降圧効果も 8週
目において十分発揮されていた。（図 5） 
 
また，血液中の抗酸化力に関しても，銅の還
元能を指標とした PAO活性の有意な上昇が認
められた。これらのことから，オルメサルタ
ンの抗酸化作用が in vivo においても確認さ
れた。さらに，この効果は血圧低下作用とは
独立していること，またオルメサルタンの抗
酸化効果は腎保護効果に関連することを見
出した。（図 6） 

 
これらの知見を総括すると，代表的なメタボ
リックシンドローム治療薬の中でオルメサ
ルタンは優れた抗酸化作用を有する降圧薬
であることが示唆された。高血圧でない場合
にも，メタボリックシンドロームの予備軍の
段階からの早期投与が有効である可能性を



示す有益な知見であり，このような育薬によ
る治療戦略の構築が有用であることを実証
できたと考える。 
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