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研究成果の概要（和文）：糖尿病性血管障害の新規メカニズムを解明するために、血管内皮細胞のグルタチオンレドッ
クスサイクルに焦点を絞り検討を行った。生きた状態の培養ヒト血管内皮細胞の糖尿病モデル細胞において、グルタチ
オン依存系による過酸化水素消去能が著しく低下していることを発見し、その原因物質の合成を行ってきた。合成化合
物は当初不安定であったが、最終的に安定な化合物を高純度で得ることができた。本化合物が過酸化水素消去酵素を阻
害することも見出だした。また防御因子として、ミリセチンが糖尿病モデル細胞におけるアポトーシスを抑制すること
も発見した。これらの物質は高血糖から血管障害発症に至る新規メカニズムに直接関わる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：To investigate the novel mechanism involved in oxidative stress-mediated diabetic 
angiopathy, we focused on function of the glutathione (GSH) redox cycle in endothelial cells. In diabetes 
model human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) of the living state, the H2O2 scavenging activity 
via the GSH cycle was significantly reduced. We have carried out the synthesis of the causative agent. 
Although the synthetic compound was initially unstable, it was possible to obtain a final stable compound 
at a high purity. We found that this compound inhibits the H2O2 scavenging enzyme. As a protective factor 
of diabetic angiopathy, we found that myricetin, a food ingredient, inhibits apoptosis in diabetes model 
HUVEC. These substances may, at least in part, be directly involved in a novel mechanism leading from 
hyperglycemia to develop vascular injury.

研究分野： 生化学、基礎栄養学、栄養機能学、病態生化学
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）「人は血管とともに老いる」といわれ
る通り、長寿社会の到来にともない、血管障
害にかかわる疾病の増加には注目すべきも
のがある。血管障害の基礎疾患の中でも特に
糖尿病は、食生活様式の変化にともない増加
の一途をたどっており、2,000 万人以上の日
本人が患者もしくはその予備軍といわれて
いる。糖尿病に合併しておこる血管障害は糖
尿病性血管障害とよばれ、その増加を食い止
めるための新たな発想に基づく対策は、社会
的な要請であるといっても過言ではない。な
ぜ糖尿病の高血糖状態になると血管障害が
起こるのであろうか。１つの有力な仮説は、
高血糖状態における血管組織での酸化スト
レスの亢進により、血管内皮細胞の障害が起
こるというものであった。 
 
（２）本研究の展開にあたり、研究代表者の
２つの先行研究が重要な技術的ブレークス
ルーをもたらした。従来、一般的に培養ヒト
臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）で高グルコース
障害を再現できず、培養系を用いた糖尿病性
血管障害の研究が困難な状況にあった。研究
代表者は鉄補充などの改良を加えることに
より、継代培養 HUVEC において高グルコース
による細胞障害を再現することに初めて成
功している（Sasaki K, Biochemi Biophys Res 
Commun 2001）。この成果により、様々な条件
をコントロールした in vitro の系で、糖尿
病性血管障害の発症機構にアプローチする
ことが可能になった。さらに研究代表者らは、
培養細胞を生きたまま用いて過酸化水素消
去速度を測定・解析することにより、抗酸化
酵素活性を同時に測定できる方法を開発し
た（Sasaki K, Biochim Biophys Acta 1998）。
これによって初めて生細胞における抗酸化
酵素の活性測定が可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、糖尿病性血管障害の発症
に関わる未知のメカニズムを解明し、防御に
役立てることである。高血糖状態において、
血管組織での酸化ストレス亢進が指摘され
ていたことから、本研究においては、酸化ス
トレス消去系に焦点を絞り、抑制されている
のか否かを明らかにし、抑制されていればそ
の原因に直結する機構を解明することを目
的として、研究を行った。具体的には、培養
ヒト血管内皮細胞を用いて、高グルコース状
態における過酸化水素消去系に焦点を絞り、
高血糖から血管障害に至るまでの新規原因
物質およびその防御因子を明らかにするこ
とを目的として、研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 

（１）ヒト臍帯静脈内皮細胞（HUVEC）を EBM-2
培地にて培養し、実験に用いた。 
以下、独自に開発した実験方法について示す。 
 
（２）生きた状態の HUVEC における過酸化水
素消去速度測定法：3 日間培養したディッシ
ュ内の HUVEC を洗浄後、4.95 mL の PBS(+)+
グルコースを加え、37℃恒温槽内で振盪しな
がら適当な濃度の過酸化水素溶液を 50 µL加
えた。1.5 分間隔で溶液を 50 µL ずつ抜き取
り、化学発光法にて過酸化水素濃度を定量し
た。定量後は、ディッシュ内 HUVEC を可溶化
してたんぱく質定量を行なった。過酸化水素
濃度の対数を時間に対してプロットし、直線
回帰によるプロットの傾きから一次速度定
数を得た。それに反応の中点の過酸化水素濃
度をかけることで、反応速度（nmol/min/mg 
protein）を求めた。 
 
（３）糖尿病モデル培養 HUVEC の作製：研究
代表者は継代培養HUVECにおいて鉄含量が継
代に伴い急激に減少していることが高グル
コース毒性耐性の原因となっていることを
つきとめ、生理的濃度以下の鉄補充により生
体内でみられる高グルコース障害を継代培
養 HUVEC で再現することに成功している。1 
mM FeCl3と 2 mM 8-ヒドロキシキノリン（8HQ）
を含む 50%エタノール溶液を水で希釈し、こ
の Fe/8HQ を 0.1 µM 含む HBSS で、ディッシ
ュ中 HUVEC を 37℃・30 分間インキュベート
することにより鉄補充を行なった。その後洗
浄し、高濃度グルコースを含む培地で培養し、
糖尿病モデル培養細胞とした。 
 
 
４．研究成果 
（１）生きた状態の糖尿病モデル培養 HUVEC
では、正常 HUVEC に比べて著しく過酸化水素
消去能力が低下していた。 
 
（２）生きた状態の糖尿病モデル培養 HUVEC
と正常 HUVECの過酸化水素消去反応における
パラメータ分析結果より、一次反応には差が
なかったにもかかわらず、ミカエリス・メン
テン反応の最大速度が糖尿病モデルHUVECで
は正常 HUVEC の 1/3 以下になっていた。グル
タチオンを枯渇させる薬剤であるDEMで処理
した細胞では、ミカエリス・メンテン反応に
基づく曲線が消失することより、ミカエリ
ス・メンテン反応は、グルタチオンレドック
スサイクルに基づく反応を示す。したがって、
糖尿病モデル HUVEC では、グルタチオンレド
ックスサイクルに基づく過酸化水素消去系
が著しく低下していることが分かった。 
 
（３）すでに予備実験結果より、予めグルコ
ースとグルタチオンを緩衝液中でインキュ
ベートすることにより新しい生成物が生じ
ることを確認し、グルコースとグルタチオン
の N 位化合物は合成していたが、S 位化合物



はこれまで合成が非常に困難であり、合成し
た場合でも変性が激しく実験に用いること
ができなかった。今回、安定な合成経路を探
索し、受託合成企業と共同で考案することで、
初めて安定なS位糖化グルタチオンを合成す
ることに成功し、その後、高純度に精製を行
なうことができた。 
 
（４）研究代表者が合成した N位糖化グルタ
チ オ ン で あ る N-1-deoxy-fructos-1-yl- 
glutathione と S 位糖化グルタチオンである
S-fructos-linked-glutathione を用いて、グ
ルタチオンレドックスサイクルの抗酸化酵
素であるグルタチオンペルオキシダーゼお
よびその抗酸化作用の際に必要となる還元
型グルタチオンを供給するためのグルタチ
オン還元酵素に対する作用を検討したとこ
ろ、どちらの化合物も、両方の酵素を阻害す
ることが明らかとなった。 
 
（５）研究代表者が開発した方法により条件
設定された糖尿病モデル HUVEC においては、
正常 HUVEC に比較して 48 時間培養の生存率
が 53.9%であった。また、増殖速度は変わら
ないにもかかわらず、アポトーシスによる細
胞死が増加していた。 
 
（６） 
①防御因子として、食品成分であるミリセチ
ンを上記糖尿病モデル培養HUVECに様々な濃
度（0.005-2.0 mM）で添加して培養したとこ
ろ、0.025 mM（25 µM）添加した時に最も生
存率を回復させることが明らかとなった。 
 
②25 µMのミリセチン添加 48 時間培養で、糖
尿病モデル HUVEC の生存率を上記 53.9%から
90%以上まで（現在、別ロットの HUVEC にお
いても再現性確認実験中）回復させることが
できた。 
 
③ミリセチンは、ブルーベリー、クランベリ
ー、カシス、ビルベリー等に最大 142 mg/kg
程度含まれたため、体内で 100%吸収されたと
仮定した場合、それらの果実を 280 g 摂取す
ることで一時的に有効な血中ミリセチン濃
度を得ることができると計算された。 
 
（７） 
①本研究において新規に合成した原因候補
物質との比較実験を行なうため、すでに糖尿
病患者の血管内で増加の認められているメ
チルグリオキサールを用いて、正常培養
HUVEC に様々な濃度（0.2-1.0 mM）で添加培
養を行なった。メチルグリオキサール添加で
は、糖尿病モデル HUVEC と同様な形態を示し
てアポトーシスに至った。 
 
②これまでの報告では 1.0 mM メチルグリオ
キサールの添加で細胞死が起こらないとさ
れていたが、それよりも低濃度である 0.5 mM

のメチルグリオキサール添加で明らかな細
胞死が起こることを見出だした（生存率
13.5%）。 
 
③0.2 mMメチルグリオキサール添加培養では、
添加後 24 時間では生存率が著しく低下して
いたが、添加後 48 時間後で著しく増加回復
することが明らかとなり、メチルグリオキサ
ールに対する HUVEC の耐性が、濃度 0.2 mM
において生じることを初めて明らかにした。
この耐性は、細胞内グルタチオン含量の増加
による可能性が考えられた。 
 
（８）研究代表者が合成した、糖尿病性血管
障 害 の 新 規 原 因 候 補 物 質 、 N-1-deoxy 
-fructos-1-yl-glutathione と S-fructos 
-linked-glutathione は、様々な濃度におい
て培養 HUVEC に添加したところ、細胞に取り
込まれず、培養 HUVEC を変化させることはな
かった。このため、ペプチドのトランスフェ
クション試薬を用いて作用させ、（さらなる
再現実験が必要であるが）培養 HUVEC の生存
率を低下させることを見出だした。今後、メ
カニズムの詳細について確認する予定であ
る。 
 
（９）研究代表者が糖尿病性血管障害の新し
い原因候補物質と考える N-1-deoxy-fructos 
-1-yl-glutathione お よ び S-fructos- 
linked-glutathione、また新しい防御候補物
質と考えるミリセチンは、高血糖状態から血
管障害の発症にいたるまでの新規メカニズ
ムに直接関わる可能性があると考えられる。 
（論文投稿準備中） 
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