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研究成果の概要（和文）：GKラット頸動脈にバルーン障害を加え、腹腔内に生食投与群(S群)、インスリン(15U/kg)投
与による反復低血糖群（S群）、インスリン(15U/kg)、ブドウ糖を同時投与による低血糖回避群(IG群)に分け検討した
所、I群ではS群およびIG群と比較し細胞増殖を伴う有意な頸動脈新生内膜形成増加を認め、興味深い事にα1受容体拮
抗薬の併用投与を行うと新生内膜形成の増加が有意に抑制された。
ラット平滑筋の検討ではアドレナリン刺激により濃度依存的に細胞増殖能が増加しており、α1受容体拮抗薬前投与に
より細胞の G0/G1 からS 期への移行を抑制することで平滑筋細胞増殖抑制に寄与することが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study,insulin was injected intraperitoneally into nonobese diabetic 
Goto-Kakizaki (GK) rats, once every3 days for 4 weeks after balloon injury of carotid artery to induce 
hypoglycemia. Then, we evaluated balloon injury-induced neointima formation. Insulin treatment enhanced 
neointima formation and increased the number of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-positive cells 
in the carotid artery. Injection of glucose with insulin prevented hypoglycemia and abrogated intimal 
thickening. Also, bunazosin, an α1 adrenergic receptor antagonist, prevented intimal thickening and 
accumulation of PCNA-positive cells induced by insulin treatment despite the presence of concomitant 
hypoglycemia and high adrenaline levels. Incubation of cultured smooth muscle cells with adrenaline 
resulted in a significant increase in their proliferation and G0/G1 to S phase progression These 
adrenaline-induced effects were abrogated by bunazosin.

研究分野：代謝内分泌学　（糖尿病学・内分泌学）
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１．研究開始当初の背景 
 

高血糖そのものが血管障害を引き起こす

ことから、血糖管理を行えば心血管イベン

トの発症を抑制することが期待される。し

かしながら最近発表された大規模研究の結

果、厳格な血糖コントロールのみでは心血

管イベントの発症を抑制できないことが示

された。同時に、厳格な血糖コントロール

を行うことでむしろ死亡が増加しており、

この死亡に低血糖が影響していることを示

唆する報告もなされている。これまでの報

告では、低血糖が自律神経系を障害させ不

整脈などにより死亡を引き起こしていると

推測しているがその詳細なメカニズムは必

ずしも明らかになっていない。特に低血糖

が動脈硬化に与える影響に関しては不明で

ある。この点に関して我々は非肥満型糖尿

病モデルである GK ラットを用いてインス

リンを注射することで誘発した低血糖が血

管内皮細胞への単球の接着に与える影響を

世界で初めて検討した (Jin WL et al 

diabetologia 2011)。結果として、インスリ

ンで誘導される低血糖はラット大動脈の血

管内皮細胞への単球接着を亢進させた。ま

た、グルコースをインスリンと同時に投与

し低血糖を回避させることで単球接着の増

加は抑制された。低血糖の際に血中アドレ

ナリンが増加していたため、この作用を抑

制させる目的でα1β 受容体阻害剤を混餌

し同様の検討を行った。インスリンによる

低血糖を認めているのも関わらず、α1β 受

容体阻害剤によりアドレナリン作用を抑制

すると血管内皮細胞への単球接着の増加は

抑制された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、アドレナリンの血管に対する作用を

検討した。HUVEC にアドレナリンを負荷

したところ、転写因子の NF-kB や接着因

子の発現が増加した。この増加はアデニル

酸シクラーゼの阻害剤により消失したこと

から、アドレナリンが cAMP/NF-KB 経路

を活性化させ、接着因子の発現を増加させ

ていることが示唆された。これらの結果か

ら、低血糖を繰り返すことは血中アドレナ

リン増加による血管内皮細胞の接着因子の

発現を増加させ、血管内皮細胞への単球接

着を亢進させると考えられる。 

一方で、動脈硬化病変の形成は内皮の炎症、

単球（マクロファージ）の接着と遊走以外

にも、平滑筋細胞の増殖と遊走といった複

雑に絡み合ったメカニズムで構成されてい

るが、特に、進行した動脈硬化病変では内

膜下に増殖・遊走した平滑筋細胞が主な細

胞である事が知られている（Stary HC et 

al. Circulation 1995）。低血糖が心血管死

を増加させる可能性が示唆されているが、

これには低血糖が平滑筋細胞のアポトーシ

スを誘導し、プラーク破綻を引き起こして

いる可能性がある。また、糖尿病患者にお

いて平滑筋細胞増殖がプライマリーの動脈

硬化形成に重要であるのみならず（Dzau 

VJ et al. Nat Med 2002）、冠動脈病変拡張

後の再狭窄の重要なメカニズムである事が

言 わ れ て い る （ Kornowski R et al. 

Circulation 1997）。実際に、非糖尿病患者

に比較して糖尿病患者では冠動脈形成術後

の再狭窄が多いことが報告されており、高

血糖が平滑筋細胞の増殖などを促進させる

ことが原因の一つになっていることが示唆

されている(Berry C.JACC 2007)。他方、

低血糖も同様に冠動脈形成術後の再狭窄に

関連している可能性が示されている

(Nusca A et al. Catheter Cardiovasc 

Interv 2011)。そこで、本研究では低血糖

が動脈硬化に与える影響をさらに検討する



こととした。 

 

２．研究の目的 

 

低血糖が動脈硬化進展に関わっている可能

性が示唆されているが、その詳細は明らか

ではない。本研究では低血糖モデルラット

やマウスモデルを作成し、低血糖が血管障

害後の内膜新生に与える影響に与える影響

を検討する。また、in vitro で低血糖が平

滑筋細胞に与える影響及びそのメカニズム

を検討する。 

 

３．研究の方法 

1）低血糖が平滑筋細胞の増殖及びバルー

ンによる血管障害後の新生内膜形成亢進に

関与するか否かを、非肥満糖尿病モデルで

ある GK ラットを用いて検討する。 

10 週令の非肥満糖尿病モデルであるＧＫ

ラットの頚動脈にバル‐ンにて血管障害を

引き起こさせる(図 2)。次に、この GK ラ

ットの腹腔内に生理食塩水を投与した①コ

ントロール群(S 群)、インスリンを投与し

低血糖を引き起こさせた（I 群）②低血糖

群、インスリンと同時にグルコースを投与

し低血糖を回避させた(IG群)③低血糖回避

群を作成し、4 週間 3 日に１回注射を繰り

返す。注射後、血糖値の推移を測定するこ

とにより、低血糖の有無を確認した。また、

低血糖の際にカテコラミンなどの増加が認

められるかを採血にて確認した。4 週後に

各ラットから左右頸動脈を摘出しパラフィ

ン切片を作成する。バルーン挿入部から

0.5mm、1.0mm、1.5mm、2mm、2.5mm、

3mm 体 側 の 血 管 切 片 を elastic 

Verhoeff-Van Gieson 染色し、イメージ・

ア ナ ラ イ ザ ー に て Intima, Media, 

Intima/Media ratio を定量的に評価した。 

次に、低血糖の際のカテコラミン増加が内

膜新生形成に関与している可能性があるた

め以下の実験を行った。10 週令のＧＫラッ

トの頚動脈にバル‐ンにて血管障害を引き

起こさせた。次に、この GK ラットの腹腔

内に生理食塩水を投与したコントロール群

(SN 群)、インスリンを投与し低血糖を引き

起こさせた低血糖群(IN 群)、さらに、普通

食に α1 受容体拮抗薬(塩酸ブナゾシン)を

混餌させ、生理食塩水を投与したα1 ブロ

ッカー群(SB 群)、インスリンにより低血糖

を引き起こさせるが α1 受容体拮抗薬(塩酸

ブナゾシン)によりカテコラミン作用を阻

害した低血糖＋α1 受容体拮抗薬(塩酸ブナ

ゾシン)群を作成し(IB 群)、同様に 3 日 1

回注射を繰り返し、4 週後にラット頸動脈

を抽出し、血管障害後の新生内膜形成を評

価した。 

 

2)ラット血管平滑筋細胞を用いて、カテコ

ラミンが平滑筋細胞を増殖させるメカニズ

ムを検討する。 

ラットの血管平滑筋細胞にアドレナリン

で刺激した際の細胞増殖の変化を Brd-U 

assay で検討した。次に、α1 受容体拮抗薬

(塩酸ブナゾシン)を前投与しアドレナリン

の作用を阻害した場合の細胞増殖の変化も

Brd-U assay で評価する。さらに、アドレ

ナリンの下流の細胞増殖に関わるシグナル

をウエスタンブロット法や細胞周期移行を

Flow Cytometry Analysis を用いて解析し

た。 

 

４．研究成果 

  

11週齢GKラットの頸動脈をバルーンで傷

害し、3 日毎に生食を腹腔内投与する群(S

群)、インスリン(15U/kg)を投与し繰り返し

低血糖を起こす群、インスリン(15U/kg)と

共にブドウ糖を投与し低血糖を回避する群

(IG 群)に分け、低血糖の新生内膜形成に与

える影響について検討した。血糖の推移に

関してはＳ群では変化がなかったが、I 群



では血糖は 2.5mmol/l 程度まで低下し、低

血糖が発症したと考えられた。一方で、IG

群では血糖は 4.6mmol/l 程度まで低下にと

どまり、低血糖は回避できた。 

頸動脈をバルーンで傷害後、4 週間の間、3

群間で、体重や脂質代謝に関しては差を認

めなかった。このような状況下で、I 群で

は S 群および IG 群と比較し、細胞増殖を

伴って、頸動脈の血管傷害後の新生内膜形

成は、有意に増加していた（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    S 群   I 群   IG 群 

 

低血糖によるアドレナリンの増加が新生内

膜形成に与える影響を与えていると考え、

生食投与＋普通食群(SN 群)、生食投与＋α1

受容体拮抗薬(塩酸ブナゾシン)混餌群(SB

群)、インスリン投与による低血糖＋普通食

群(IN 群)、インスリン投与による低血糖＋

α1受容体拮抗薬混餌群(IB群)の4群でその

影響を検討した。先ほどのプロトコールと

同様にバルーンによる頸動脈の血管傷害後、

3 日毎にこれらの注射を繰り返した。 

 SB 群と IB 群では低血糖を認め、血清の

アドレナリンおよびノルアドレナリンの値

が増加していた。頸動脈をバルーンで傷害

後、4 週間の間、4 群間で、体重や脂質代

謝に関しては差を認めなかった。このよう

な状況下で、I 群では S 群および IG 群と比

較し、細胞増殖を伴って、頸動脈の血管傷

害後の新生内膜形成は、有意に増加してい

た（下図）。一方で、低血糖によりアドレナ

リンの増加を認めたものの、α1 受容体拮抗

薬を投与している IB 群では、IN 群と比較

し、細胞増殖の抑制と伴に血管傷害後の新

生内膜形成の増加が有意に抑制されていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SN 群  SB 群  IN 群     IB 群 

  （縦軸：内膜/中膜比） 

 

以上、in vivo のデータから、低血糖の際の

アドレナリン作用によりバルーン障害後の

内膜新生が亢進されると考えられた。 

 

 

In vitro ではラット SMC はアドレナリン

刺激により濃度依存的(0.1-10µM)に BrdU

で評価した増殖能は、有意な増加した。こ

のアドレナリンによる平滑筋増殖能は、塩

酸ブナゾシンを前投与することにより抑制

できた（下図）。 
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また、アドレナリンは、細胞増殖シグナル

ERK のリン酸化を亢進させた。さらに、フ

ローサイトメトリーの検討から細胞の S 

期へ移行を促進させていることがわかっ

た。これらのアドレナリンによる作用は塩

酸ブナゾシンを同時に投与することにより

有意に抑制された。 

 

以上より、繰り返す低血糖によるアドレナリ

ン作用の増加は、平滑筋細胞の増殖を促進し、

バルーン傷害後の内膜の新生が増加する。こ

のデータから臨床の現場において、血管形成

術後の再狭窄に低血糖が関与する可能性が

あり、特にインスリン治療中の患者の低血糖

の合併に十分留意する必要がある。 
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