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研究成果の概要（和文）：日本において糖尿病は急増している。糖尿病は動脈硬化を促進するため、心筋梗塞や脳梗塞
などの動脈硬化性疾患の原因となっており、主たる死因にもなっている。しかしながら、糖尿病による動脈硬化の初期
病変の検出は困難なため、動脈硬化をターゲットにした初期治療は現在不可能である。本研究では、動脈硬化の初期病
変である血管内皮細胞障害を放射光による微小血管造影法により検出し、その早期治療を行うことが可能であることを
示した。

研究成果の概要（英文）：The patients with diabetes increase rapidly in Japan. Diabetes causes 
arteriosclerotic disease such as myocardial infarction or cerebral infarction and becomes the main cause 
of death. However, the initial treatment that targeted arteriosclerosis is impossible because the 
detection of the arteriosclerotic early-stage disease due to diabetes is difficult.
In this study, we detected the vascular endothelial cells disorder that was arteriosclerotic early-stage 
disease by microangiography using the synchrotron radiation and showed that the early treatment could be 
provided.

研究分野： 生理学、総合内科学、活性酸素学、高齢医学、放射線医学、栄養学、病態生理学
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１．研究開始初の背景 
糖尿病患者は、全国で 2,210 万人いると推

定されており、毎年、1.4 万人前後がその合
併症により死亡する（平成 19 年国民健康・
栄養調査、人口動態統計）。合併症の中核を
なす心筋梗塞、脳梗塞や腎不全は血管の動脈
硬化により発症する。そのため、日本国内だ
けではなく世界中で動脈硬化の発症予測因
子や診断法について検討されてきた。動脈硬
化の独立した発症予測因子として、年齢、喫
煙、総コレステロール値、収縮期血圧、高血
圧やホモシステインなどが報告されている。
また、動脈硬化や動脈硬化の初期病変である
血管内皮細胞障害のバイオマーカーとして、
高感度 CRP、IL-6、オステオポンチンやトロ
ンボモジュリンなどが報告され、動脈硬化の
検出法として頚動脈超音波検査による内中
膜複合体の肥厚、狭窄やプラークの検出や脈
波を利用した CAVI（心臓足首血管指数）検査
や ABI（足関節上腕血圧比）検査などが報告
されている。これらの検査法は現在臨床応用
されているが、動脈硬化の初期病変である微
小細動脈における血管内皮細胞障害を検出
することはできず、そのため、早期治療は困
難となっている。 
動脈硬化の初期病変である血管内皮細胞

障害は、血管のずり応力により出現するが、
血管のずり応力は、血管の内径に対して、そ
の内径を調節する血管平滑筋の比率が高い
血管ほど多くかかることが知られている。し
たがって、生体内における血管内皮細胞障害
は、血管内腔に対して血管平滑筋比率の高い
血管、すなわち、抵抗血管である細動脈、中
でも、直径 300μm 以下の微小細動脈に出現
することが想定され、動脈硬化の早期病変を
診断するために微小細動脈における血管内
皮細胞障害を検討する必要性があるが、これ
まで微小細動脈における血管内皮細胞障害
を検出する方法は、確立されていない。 
正常な血管内皮細胞は、ずり応力やアセチ

ルコリン刺激に対して Nitric oxide (NO)を
産生し血管拡張する事が既に報告されてお
り、血管内皮細胞障害が生じた場合には、ア
セチルコリンにより血管内皮細胞から NO が
放出されず、アセチルコリンが血管平滑筋細
胞に直接作用し血管が収縮する奇異性血管
収縮反応が認められることが想定されてい
る。 
我々は、微量ヨードの検出能に優れた

33.2KeV の単色 X 線を用い、生体における直
径 50μmの微小血管の可視化に成功し、冠動
脈穿通枝、大脳穿通枝動脈、腫瘍新生血管や
腎臓の糸球体などを可視化した（Ishii M, 
et.al. Eur Surg Res. 2009）。この技術を利
用することにより直径 300μm 以下の微小細
動脈の血管内皮細胞障害を検出できるスク
リーニング検査法を開発することができ、血
管内皮細胞障害時における早期治療の介入
効果を検討することができると考えた。 
 

２．研究の目的 
本研究の目的は、糖尿病性血管障害の初期

病変である微小細動脈の血管内皮細胞障害
を可視化し、そのスクリーニング検査法の開
発及び治療の介入効果を示すことである。そ
のため、１型および 2型糖尿病動物実験モデ
ルを用いて、（１）放射光微小血管造影法に
より、後肢における直径 100μm の微小細動
脈の可視化が可能であること、（２）微小細
動脈においてアセチルコリンによる正常な
血管反応と奇異性血管反応の描出が可能で
あること、（３）微小細動脈における奇異性
血管収縮反応が動脈硬化や血管内皮細胞障
害のバイオマーカーよりも鋭敏な指標であ
ること、（４）微小細動脈の血管内皮細胞障
害が中大脳動脈の狭窄や閉塞に先行して生
じること、などを明らかにすることである。 
 

３．研究の方法 
実験動物モデルを利用して研究を行った。 
 

（１）動物実験モデル 
1 型糖尿病モデルとして F344/Jcl（フィッシ
ャー）ラットにストレプトゾトシン（STZ）
を投与したモデルを利用した。2 型糖尿病モ
デルは OLETF（Otsuka Long-Evans Tokushima 
Fatty）ラットを利用し、コントロールラッ
トとして LETO（Otsuka Long-Evans Tokushima）
ラットを用いて比較検討を行った。OLETF ラ
ットはこれまで我々が用いてきた動物実験
モデルであり、16 週齢で血管内皮細胞障害に
よる奇異性血管収縮反応が、32 週齢で大腿動
脈、冠動脈や大脳穿通枝動脈の狭窄や閉塞が
認められるモデルである。 
 
（２）微小血管における奇異性血管収縮反応
の可視化と奇異性血管収縮反応が中大脳動
脈の閉塞や狭窄に先行して生じる事の証明 
微小血管における奇異性血管収縮反応の可
視化：微小血管造影は 16 週齢のラットを用
いて SPring-8 で行い、後肢の指尖部の血管
造影を行う。血管造影は 1匹のラットに対し
て 2 回行い、1 回目の造影はアセチルコリン
を負荷せず造影し、2 回目の造影はアセチル
コリン負荷（30pmol/kg/min）後に血管造影
を行う。アセチルコリン負荷により、奇異性
血管収縮反応を描出することができる。血管
造影後は採血及び後肢、大脳、心臓や腎臓を
採材し、血液検査に関しては後述する 3の項
目を測定し、諸臓器に関しては、病理組織学
的に、H.E 染色や ALP 染色だけではなく、血
管内皮細胞に対する CD 34 抗体を用いた免疫
染色を行い、血管内皮細胞障害や臓器障害の
有無を検討した。 
 
（３）血管収縮反応が中大脳動脈の閉塞や狭
窄に先行することの証明 
微小細動脈における血管内皮細胞障害が中
大脳動脈の閉塞や狭窄に先行して生じる事
を証明するために 16週齢及び 32週齢のラッ



トを用いて中大脳動脈の微小血管造影を行
った。微小細動脈における血管内皮細胞障害
は 16 週齢で認められるため、中大脳動脈の
狭窄や閉塞などが 16 週齢で認められず、32
週齢で認められた場合には、奇異性血管収縮
反応が中大脳動脈の閉塞や狭窄に先行する
ことの証明となる。血管造影後には採血を行
い、併せて大脳、心臓や腎臓などを摘出し、
病理学的にも臓器障害の検討を行う。 
 
（４）奇異性血管収縮反応がバイオマーカー
より鋭敏な指標となることの証明 
4週齢及び微小血管造影を施行する16週齢と
32 週齢に、CBC（全血球検査）と血糖値、ク
レアチニンや CK などの血液生化学的検査に
加え、動脈硬化のバイオマーカーである高感
度 CRP や IL-6 などや血管内皮細胞障害マー
カーとして報告されているカドヘリン陽性
血管内皮細胞由来微小粒子(CD144-EMP)、ト
ロンボモジュリン、フォン・ウィルブランド
因子(von Willebrand factor，vWF)、などを
測定し、奇異性血管収縮反応が各種バイオマ
ーカーより早期に動脈硬化性病変を検出で
きるか検討した。 
 
（５）早期治療の介入効果に対する検討 
16 週齢の OLETF ラット及び LETO ラットに対
して、アンジオテンシン変換酵素阻害薬、ア
ンジオテンシン II 受容体阻害薬や抗血小板
薬などの治療を行い、前年度までと同様の検
討を加えることにより、血管内皮細胞障害発
症時における早期治療の介入に治療効果が
あるのか検討した。 
 
４．研究成果  
（１）放射光を用いた微小血管造影法による
微小血管の可視化の検討 
本研究においてラット下肢、大脳、心臓、

腎臓において微小血管造影を施行した。ラッ
ト下肢、大脳及び腎臓では直径 30μm の微小
細動脈を動画にて可視化することが可能で
あったが、心臓においては直径 50μmの微小
細動脈を動画で可視化することが可能であ
った。 
 

（２）アセチルコリンに対する正常な血管収
縮反応と奇異性血管収縮反応の可視化の検
討 
コントロールラットであるフィッシャー

ラットおよび LETO ラットでは 16 週齢、32 週
齢いずれにおいても下肢動脈においてアセ
チルコリンによる血管拡張反応が確認され
た。しかし、糖尿病ラットでは、16 週齢、32
週齢ともに一見血管が拡張しているような
微小細動脈においても、奇異性血管収縮反応
が生じることを確認することができた。 
 

（３）奇異性血管収縮反応が中大脳動脈の閉
塞や狭窄に先行することの証明 
微小細動脈における血管内皮細胞障害が中

大脳動脈の閉塞や狭窄に先行して生じるこ
とを証明するために 16週齢及び 32週齢のラ
ットを用いて下肢動脈および大脳の微小血
管を描出し狭窄や閉塞の有無を確認した。ま
た、中大脳動脈の微小血管造影も行った。微
小細動脈における血管内皮細胞障害は糖尿
病モデルラットの 16週齢および 32週齢で認
められたが、中大脳動脈の狭窄や閉塞などは
32 週齢でのみ認められ、奇異性血管収縮反応
が冠動脈や中大脳動脈の閉塞や狭窄、腎臓の
糸球体障害に先行することが証明できた。 
 
（４）奇異性血管収縮反応が血中バイオマー
カーより鋭敏な指標となることの証明 
微小血管造影を施行する 16週齢と 32週齢以
降経時的に、CBC（全血球検査）と血糖値、
クレアチニンや CK などの血液生化学的検査
に加え、動脈硬化のバイオマーカーである高
感度 CRP や IL-6 などや血管内皮細胞障害マ
ーカーとして報告されているカドヘリン陽
性血管内皮細胞由来微小粒子（CD144-EMP）、
トロンボモジュリン、フォン・ウィルブラン
ド因子（von Willebrand factor, vWF）、な
どを測定した。その結果、糖尿病モデルにお
いて 16 週齢、32 週齢いずれも奇異性血管収
縮反応が確認されたが、各種バイオマーカー
においては 32 週齢の一部の糖尿病ラットで
IL-6 が上昇しているのみであり、奇異性血管
収縮反応が各種バイオマーカーより先行し
て出現することが確認された。また、各種バ
イオマーカーのなかでも IL-6 値が早く上昇
することが確認できた。 
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