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研究成果の概要：AMP kinaseを恒常的に活性化すると低（無）酸素により誘導される血
管内皮細胞のアポトーシスが抑制されることが示された。AMP kinaseを活性化することが
知られている各種糖尿病薬の血管保護作用の基盤になる可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
最終的に動脈硬化を惹起せしめるメタ

ボリック症候群への対策は喫緊の検討課

題である。最近、一般国民にも認知度が高

くなってきた同症候群であるが、内臓脂肪

蓄積がなぜ最終的に動脈硬化を高率に引

き起こすのかを系統的に説明するには至

っていない。一方、いわゆる”善玉”アディ
ポサイトカインの代表格であるアディポ

ネクチンやレプチンの作用機序のうち、一

部が AMP kinase (AMPK)を介すると報告
されており、AMPKはメタボリック症候群
による動脈硬化形成の鍵分子である可能

性が指摘され、現在も注目されている。 
 
２．研究の目的 
研究に汎用される AMPK の chemical 

activatorであるAICARについては非特異
的な作用の存在が指摘されている。また従

来報告のあるα1 subunitのmutant体は
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βサブユニットとの結合部位が欠落して

おり、本来の AMPK 活性化による生理的
作用の大部分を観察できないため、近年γ

subunitの mutantなどが使用されている
が、薬剤で活性化されるキナーゼ活性と比

肩できるほど強い活性を実現できなかっ

た 。 そ こ で 我 々 は α 1 subunit の
Threonine (Thr) 172 を Aspartic acid 
(Asp)に置換し、キナーゼ活性抑制部位
(inhibitory domain)のみを欠損し、β
subunit への結合部位を残した新規の
AMPK constitutively active mutant 
(caAMPK)を作成した。この mutant 体を
用いて特異的 AMPK の作用の観察が可能
となった。  
本研究により、AMPKの活性化により血
管内皮保護作用を得られるか否かを明ら

かにする。これによってメタボリック症候

群のターゲット分子の一つが明らかにな

り、効果的な動脈硬化抑制のための新規薬

剤開発や、既存の薬剤（チアゾリジン誘導

体など）や適度な運動の抗動脈効果作用の

理論的解明が可能になると期待される。 
 
３．研究の方法 
主 と し て Human Umbilical Vein 

Endothelial Cells (HUVEC)を用いて検討
した。AMPKα1 の自己抑制部位のみ欠失
しThr172をAspで置換した変異体を過剰
発現する adenovirus vector(NcaAMPK)
を構築して過剰発現用のツールとした。対

照群として GFP を過剰発現できる

adenovirus vector を、また一部の検討で
は 従 来 使 わ れ て い た caAMPK 
(CcaAMPK)を用いて比較検討した。また
一部に dominant negative (dn)Aktを共発
現させて Akt のシグナルを抑制する実験
も実施した。通常酸素濃度で 40 時間おい
た 群 と Anaerobic Chamber(Coy 

Laboratory)で無酸素40時間処置した群を
比較し、生細胞率(WST-1 assay)、caspase
活性、アポトーシス関連蛋白について検討

し、AMPKの血管内皮細胞保護作用を調べ
た。 

 
４．研究成果 

無酸素群／通常酸素群で表した生細胞

率は、CcaAMPK過剰発現細胞では対照群と

まったく変わりなかったが、NcaAMPK過剰

発現細胞では有意に高かいことが確認さ

れた（p＜0.01：図１参照）。また無酸素に

より対照群(cont)ではカスパーゼ3/7活性

は171±20％上昇したが、NcaAMPKでは

120±9％に有意に抑制することが可能で

あった(図２参照)。 

 

図１ NcaAMPKは有意に生細胞率を改善 

 

 

図２ NcaAMPKは有意にcaspase活性を

抑制した。 

 

一方、NcaAMPKの過剰発現によりcaspase

によるPARPのcleavageは抑制されること



 

 

が示されたが、アポトーシス関連蛋白であ

るBcl-2ファミリーのBax, Bcl-xlに関し

て発現は不変であった。NcaAMPKはAkt リ

ン酸化を増加させ、さらにBad, FoxO1, 

FoxO3aのリン酸化を増加させたが（図３参

照）、dominant negative (dn) Aktの共発

現でそれらは抑制された。 

 

図３ NcaAMPKによるAktカスケード分

子のリン酸化の変化 

 

またdnAktの共発現によりNcaAMPKによ

る生細胞率の上昇（図４参照）やPARPの

cleavageの抑制は部分的に解除された（図

５参照）。 

 

図４ dnAktの共発現によりNcaAMPKの

細胞死抑制は解除される 

 

HUVECにおいてAMPKの活性化は無酸素

により誘導されるアポトーシスを抑制し

たが、それはAkt活性化を介した作用であ

る可能性が示された。 

 

 
図５ dnAktの共発現によりNcaAMPKの

capase活性抑制効果は部分的に解除され

る。 
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