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研究成果の概要（和文）：8週齢のラットを食餌(コントロール食, CD; ウェスタン食, WTD)およびグルコースス
ハパイク(GS )の有無により4群に 分け，12週間給餌後，GS (-)群に生理食塩水をGS (+)群にブドウ糖 を1日2
回，1週間腹腔内投与した.上記の4群において19週齢でVehicleあるいはバロキソロンメチルを2週間経口投与
し，20週で検討を行った. WTD群はCD群に比し血管内皮機能についてGS (+)群においてのみ内皮機能の低下を認 
めた.この内皮機能低下は， バロキソロンメチル投与群ではWTD-GS (+)群の内皮機能障害を認めず，DHE染色で
も蛍光強度の低下を認めた.

研究成果の概要（英文）：Neither insulin resistance nor pure glucose spikes significantly 
deteriorated endothelial dysfunction. However, under high-glucose (20 mM) conditions, the 
endothelial dysfunction of thoracic aortas from insulin resistant rats subjected to glucose spikes 
was significantly impaired. We observed significantly enhanced DHE fluorescence as a marker of 
reactive oxygen species, upregulation of an oxidative stress-related gene (NOX2), and downregulation
 of an antioxidant gene (SOD2) in the aortas. As expected, treatment of the aorta of this group with
 antioxidant agents significantly improved endothelial function. We also noted that pretreatment of 
aortas from the same group with CDDO-Me attenuated endothelial dysfunction, accompanied by a 
correction of the redox imbalance, as observed in gene expression and DHE fluorescence studies.
Thus, we showed that insulin resistance and glucose spikes exert a synergistic effect on aortic 
endothelial dysfunction and the treatment with CDDO-Me prevent it.

研究分野： 糖尿病学

キーワード： 内皮機能

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はグルコーススパイクとインスリン抵抗性の血管内皮機能に及ぼす影響を個別に検討したものであり，グ
ルコーススパイクは食餌誘発性肥満によるインスリン抵抗性との相乗作用によるレドックス関連遺伝子発現の不
均衡化を介して，高濃度グルコースに対する血管内皮の脆弱性を増強させることを示した．さらに転写因子nrf2
の活性化薬であるCDDO-Meはこの遺伝子発現の不均衡を是正し，グルコーススパイクによる血管内皮機能障害に
対して保護効果を有することが明らかになった．この結果は糖尿病の大血管合併症を予防する戦略を考える上で
極めて重要な示唆となると考えられた．

※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。



１．研究開始当初の背景 
糖尿病は慢性の高血糖を呈する疾患であるが，患者の予後や QOL に関わるのは血管合併症の存

在である．高血糖が血管合併症を誘導するメカニズムについてはこれまで様々な検討がなされ
てきて，Protein kinase C の異常活性化，終末糖化産物の蓄積，へキソサミン経路の活性化，
ソルビトールの蓄積などその分子メカニズムが提唱されているが，コンセンサスの形成には至
っていない．しかしながら，大血管合併症についていえばその分子メカニズムはともかく血管内
皮の障害が重要であり，それによる単球や血小板といった血球成分や血管平滑筋とのインター
ラクションに異常が生じて炎症や，血管壁硬化といった病変が進行することが考えられている．
臨床的には高血糖，特にグルコーススパイクと呼ばれる一過性の高血糖が血管内皮細胞障害に
重要であること，グルコーススパイクは内皮細胞での酸化ストレスを高め障害を引き起こし，血
管壁での炎症反応や遺伝子発現異常を誘導すると考えられている．実際の糖尿病治療の場では
グルコーススパイクを生じさせない食事や血糖降下薬の使い方など様々な工夫がなされている
が，糖尿病状態で食後のグルコーススパイクをなくすことは本質的に困難である．したがって，
グルコーススパイクによる血管内皮障害を低減する方法を確立することは，糖尿病の血管合併
症の克服に直結する極めて重要な課題である． 
 
２．研究の目的 
酸化ストレスに対処するために細胞は様々な活性酸素処理システムを有しているが，内皮細胞
における活性酸素処理に重要なシステムは NADPH，還元型グルタチオンを利用するグルタチオン
ペルオキシダーゼによるシステムである．この活性酸素処理システムは転写因子 Nrf2 によって
発現が誘導されることより転写因子 Nrf2 の活性化がグルコーススパイクによる内皮傷害を予防
することができる可能性がある．本研究はラットを用いたグルコーススパイクによる血管傷害
モデルを用いて，Nrf２の活性化がグルコーススパイクによる血管内皮傷害を予防できるかどう
かを検討する． 
 
３．研究の方法 
8 週齢の雄性 Wistar ラットを食餌（コントロール食, CD; ウェスタン食, WTD）とグルコースス
パイク (GS)の有無により以下の 4 群（各群 7匹）に分けた: 1) CD-GS (-), 2) CD-GS (+), 3) 
WTD-GS (-), 4) WTD-GS (+). 給餌は 13 週間（8〜21 週齢）行い，20 週齢で GS (-)と GS (+)群
にそれぞれ生理食塩水および 20%ブドウ糖(1 g/kg)を 1 日 2 回，1週間腹腔内投与した．血糖変
動は 48時間持続的に間質液グルコース濃度で評価した．21週齢で血液および胸部大動脈を採取
し実験に用いた．摘出した大動脈をそれぞれ 5.5 mM および 20 mM グルコースに 2時間暴露し，
ワイヤミオグラフを用いてアセチルコリン(ACh)に対する血管弛緩反応を記録した．また，real-
time PCR で遺伝子発現を，DHE 染色でスーパーオキシドの放出量を評価した．さらに CDDO-Me の
血管保護効果を評価するため，この 4群をさらに Vehicle と CDDO-Me 投与群に分けた（計 8群，
各群 4匹）. それぞれセサミ油と CDDO-Me (3 mg/kg)を 19 週齢より 2週間，1日 1回経口投与
した．20週齢で同様に生理食塩水あるいはブドウ糖を 1週間腹腔内投与し 21 週齢で胸部大動脈
を採取した．統計解析は一元および二元配置分散分析を，相関はピアソンの相関係数を用いた． 
 
４．研究成果 
(1) 結果 4群間(CD-GS [-], CD-GS [+], WTD-GS [-], WTD-GS [+])の内皮機能の比較では，摘
出した動脈を 5 mM グルコースに 2時間暴露しても 4群とも内皮障害は認められなかったが，20 
mM グルコースに暴露すると WTD-GS (+)群でのみ内皮機能の低下が認められた．浸透圧対照の 20 
mM ラフィノースの暴露ではこの低下は認められなかった．20 mM グルコース下でも NO ドナーで
あるニトロプルシドに対する血管弛緩反応は 4 群間で差はなく，NO 合成酵素阻害薬である L-
NAME により 4群間の ACh に対する弛緩反応の差が消失したことから，WTD-GS (+)群から摘出し
た大動脈は，高グルコース条件下で NO 依存性弛緩反応が障害されていることが示唆された．こ
の機序を調べるため代謝指標を評価したが，WTD 群は CD 群に比し体重・内蔵脂肪量増加や高イ
ンスリン抵抗性を認めたものの，WTD 群の GS (-)と GS (+)群間で代謝指標に差は認められなか
った．しかし内皮機能の指標である pD2 (-log ACh EC 50)値とインスリン抵抗性指標および血
清遊離脂肪酸(FFA)値の間に負の相関を認めたことから，インスリン抵抗性，特にメタボリック
症候群に関連する因子である FFA が内皮機能の脆弱性と関連している可能性が示唆された．薬
理学的評価では，NOX2 阻害薬(GSK2795039)，SOD，ミトコンドリアスーパーオキシド特異的スカ
ベンジャー(Mito-TEMPO)により WTD-GS (+)群の内皮障害が改善した．遺伝子発現解析では，WTD-
GS (+)群の大動脈において NOX2 の mRNA 発現の増加と SOD2 の mRNA 発現の低下を認め，レドッ
クス関連酵素発現の不均衡化が示唆された．WTD-GS (+)群より摘出した大動脈を 20 mM グルコ
ースに 2 時間暴露し DHE 染色を行ったところ蛍光強度の増加を認めた．ラジカルソースを明ら
かにするため各試薬を用いて同様に DHE 染色をした結果，WTD-GS (+)群の動脈の蛍光強度の増
加は GSK2795039 および Mito-TEMPO の添加により消失した．この結果は高グルコース条件下で
放出が亢進したスーパーオキシドは NOX2 およびミトコンドリア由来であることを示している
（図１）．次にこの WTD-GS (+)群の内皮機能の障害が CDDO-Me の投与により改善するかどうかを
評価するため，上記の 4 群をさらに Vehicle 群と CDDO-Me 群に分け，それぞれ 2 週間経口投与
し同様の実験を行った．その結果，Vehicle を投与した WTD-GS (+)群では高グルコース条件下で



内皮障害が観察されたが CDDO-Me を投与した同群ではその内皮障害は観察されなかった(図２)．
この CDDO-Me の血管保護効果の機序を明らかにするため，代謝指標への影響を評価したが CDDO-
Me 投与による変化は認められなかった．一方，WTD-GS (+)群の遺伝子発現解析において Vehicle
群で観察された NOX2 の mRNA 発現の増加と SOD2 の mRNA 発現の低下は CDDO-Me 群では観察され
なかった．同様に WTD-GS (+)群の DHE 染色では Vehicle 群で認められた高グルコース条件下で
の蛍光強度の増加が CDDO-Me 群では消失していた(図 3)． 
（２）結論及び考察 WTD 誘発性肥満ラットにグルコーススパイクを反復した結果，高グ
ルコース暴露に対する胸部大動脈内皮機能の脆弱性が亢進した．この内皮機能の脆弱性は CDDO-
Me の前投与により改善した．インスリン抵抗性状態でグルコーススパイクを反復することによ
り高グルコースに対する内皮反応が変化した理由として，レドックス関連酵素発現の不均衡化
が考えられる．今回，既報と同様にグルコーススパイク単独 (CD-GS [+]群)では NOX2 発現の増
加傾向を，WTD 誘発性のインスリン抵抗性単独 (WTD-GS [-]群)では SOD2 発現の低下傾向を認め
たが有意差はなく，いずれも高グルコース条件において内皮機能障害を惹起するには不十分で
あった．一方，インスリン抵抗性とグルコーススパイクの組み合わせにより明らかな NOX2 発現
の増加と SOD2 発現の低下を認め，その結果高グルコース条件下の内皮障害を認めた．この相乗
効果の機序は不明であるが，pD2 と血清 FFA 値に負の相関があり肥満と関連した高 FFA 血症が関
連している可能性がある．FFA 自体に NOX 発現の増加や SOD 発現の低下作用があることが報告さ
れており，FFA とグルコーススパイクの相乗作用によりこれらのレドックス関連酵素発現の不均
衡化を惹起したのかもしれない．高グルコース条件でのみ内皮障害が観察された理由として，内
皮細胞は GLUT1 を介して濃度依存的にグルコースを細胞内に取り込むため，高濃度グルコース
暴露によりグルコースの細胞内流入が増加する．その結果ミトコンドリア由来のスーパーオキ
シド産生が増加することにより NO 依存性弛緩反応が減弱した可能性がある．今回の実験でも
Mito-TEMPO により高グルコース下の内皮機能が改善したことはこの仮説を支持する．特に WTD-
GS (+)群では SOD2 発現の低下によりミトコンドリア由来のスーパーオキシド除去能が低下して
いることに加え，NOX2 発現の増加が高グルコース条件下でミトコンドリアのスーパーオキシド
産生を亢進させることが報告されており，その結果 NO 利用能の低下を介して内皮依存性弛緩反
応の低下を認めたと考えられた．CDDO-Me の前投与により WTD-GS (+)群の NOX2 発現の増加と
SOD2 発現の低下が消失した結果，高グルコース条件でも内皮障害やスーパーオキシドの放出亢
進は認められなかった． 
 今回我々は，グルコーススパイクは食餌誘発性肥満によるインスリン抵抗性との相乗作用に
よるレドックス関連遺伝子発現の不均衡化を介して，高濃度グルコースに対する血管内皮の脆
弱性を増強させることを示した．さらに CDDO-Me はこの遺伝子発現の不均衡を是正し，グルコー
ススパイクに対する内皮機能の保護効果を有することを明らかにした． 
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