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研究成果の概要：インスリンを糖尿病患者に投与すると、細小血管障害に由来する合併症が悪

化する場合がある。そこで、インスリンの血管機能への影響について検討した。高インスリン

血症動物では、胸部大動脈にて活性酸素、peroxynitrite増大により内皮依存性弛緩反応が減弱
し、angiotensin II増加、ETA受容体増加、MEK/ERK pathway亢進により endothelin-1収
縮が増大していた。2 型糖尿病動物の腸間膜動脈にて内皮由来因子のバランス変化[収縮因子

(EDCF)増大、過分極因子(EDHF)減弱]が起こり、この状態から、PDE3 阻害薬、metformin、ozagrel、

EPA を慢性投与することで EDHF シグナルが改善することを見いだした。EDHF シグナルは、細小

血管にて重要なため、高インスリン血症、インスリン抵抗性等の 2 型糖尿病病態時の細小血管

障害に対する治療戦略の一端が本研究により見いだされた。  
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病性合併症の病理学的特徴は血管障害
であり、内皮細胞の機能不全から始まる。細
小血管機能において内皮由来過分極因子
(EDHF)が重要であるが、その本体、細胞内情
報伝達機構はほとんどわかっていない。一方、
インスリンを糖尿病患者に投与すると、しば
しば細小血管障害に由来する網膜症や他の
合併症が悪化する場合が報告されている。従
って、糖尿病性細小血管障害に、EDHF を介
した弛緩反応の障害が深く関与しているこ
とを考えると、このメカニズムならびに、イ

ンスリンとの関連性を解明することは非常
に重要である。 
 
２．研究の目的 
糖尿病モデル動物にインスリンを慢性投与
したモデル、インスリン抵抗性モデル、高脂
血症モデル、高血圧モデル動物における血管
反応性を EDHFシグナリング系に焦点を絞り
解析を行う。また、同時にこれらの動物にお
ける血管収縮性等を検討することによって、
EDHFとの関連性を薬理学・生理学・生化学・
分子生物学的手法を駆使して多角的に検討
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する。 
 
３．研究の方法 
高インスリン血症モデルラット、2 型糖尿
病モデルラット及びこれらの動物に対し、
様々な薬物[phosphodiesterase 3 (PDE3)阻害
薬である cilostazol、metformin、thromboxane 
A2 合成酵素阻害薬である ozagrel、
eicosapentaenoic acid (EPA)、angiotensin受容
体拮抗薬 losartan、インスリン抵抗性改善薬
pioglitazone]を慢性的に投与し、腸間膜動脈
リング標本において、血管収縮性・拡張性
について EDHF シグナリングを中心に、薬
理学的・生理学的手法を用いて検討した。
具体的には、アセチルコリン (ACh)等によ
る EDHF 様弛緩反応の検討、内皮依存性収
縮反応、endothelin-1 (ET-1)による反応など
について検討した。同様に、胸部大動脈螺
旋標本においても検討を行うことで、血管
部位による差違について明らかとした。血
管反応において特に重要な機能蛋白の蛋白
発現変化、リン酸化状態、およびその活性
について western blot法、免疫染色法、生化
学的手法を用いて検討した。全ての動物に
対して、各種血中パラメータ[血糖値、コレ
ステロール値、NO代謝物、アディポサイト
カイン量、ET-1量、angiotensin II (Ang II)量
など]も測定し、これらの変動との関連性に
ついても検討した。 
 
４．研究成果 

(1) 糖尿病モデルラット胸部大動脈に高濃度
のインスリンを暴露すると、過剰な活性酸素

、ならびにperoxynitriteが産生し、これらが、
sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 活
性を低下させその結果内皮依存性弛緩反応を

減弱させることを明らかとした。 
(2) ストレプトゾトシン(STZ)誘発糖尿病モデ
ルラットに対してインスリン抵抗性改善薬の

ピオグリタゾンを慢性投与することによる内

皮依存性弛緩反応への影響について検討した

ところ、ピオグリタゾン慢性投与によって、

アセチルコリンによる内皮依存性弛緩反応及

びNOシグナリングが改善すること、SOD活性
増加、NAD(P)H oxidase活性低下といった、血
管における酸化ストレスを軽減させること、

さらには、AP-1シグナリング抑制によるET-1
産生低下を引き起こすことを明らかとした。 
(3) 2型糖尿病モデルラット(OLETFラット)脳
底動脈において、内皮依存性弛緩反応が減弱

し、これはNAD(P)H oxidase活性増大に伴った
活性酸素増大によりNOバイオアベイラビリ
ティーが低下することによることを明らかと

した。 

 
図1 2型糖尿病ラット脳底動脈におけるA.内
皮依存性弛緩反応、B.活性酸素産生、C. 
gp91phox [NAD(P)H oxidase component]発現の
検討。 
 
(4) 2型糖尿病モデルラット(OLETFラット)腸
間膜動脈において、内皮由来因子のバランス

の変化[収縮因子(EDCF, 血管収縮性
prostanoids)増大、弛緩因子(EDHF)減弱]を明ら
かとした。血管収縮性prostanoid産生増大は、
cyclooxygenase (COX)-1, -2レベルの増大に起
因し、この不均衡性は酸化ストレスの増大に

起因している可能性を明らかとした。 

 
図2 2型糖尿病ラット腸間膜動脈における
ACh誘発内皮依存性弛緩反応。A. OLETF群で
減弱。ACh高濃度側での収縮は、Bで見られる
様にindomethacin (COX阻害薬)で消失。C. NO
による弛緩反応。D. EDHF弛緩反応。OLETF
群で著明に減弱。 
   



 

 

 
図3 腸間膜動脈におけるCOX発現の検討。
OLETF群にてCOX発現の増大が認められた。 
 
(5) STZラットに対し、インスリンを慢性投与
して高インスリン血症糖尿病モデルを作成
し、胸部大動脈の ET-1収縮の検討を行った。
本モデルにて、ET-1反応性が増大し、これは、
Ang II 増加による、ETA receptor 増加、
MEK/ERK pathway 亢進が原因であることを
明らかとした。 
(6) 2型糖尿病モデルの GKラット腸間膜動脈
において、ET-1収縮反応性が増大し、これに
は 、 endothelin 受 容 体 の upregulation, 
MEK/ERK pathway の亢進が関与しているこ
とを明らかとした。 
(7) 2型糖尿病モデルの OLETFラット腸間膜
動脈にて、内皮由来因子バランス変化(EDHF
低下、EDCF増大)を(4)より見いだしていたが、
この異常が起こっている動物に対して、薬物
を慢性投与して改善効果を検討した。①
Cilostazol (EDCF 変 化 な し 。 cAMP/PKA 
pathway 改善によって EDHF 改善 )。②
Metformin [EDCF 産 生 ( 血 管 収 縮 性
prostanoids)抑制。EDHF 改善、血管における
活性酸素産生減少]。③EDCFの成分であるト
ロンボキサン A2 合成酵素阻害薬(ozagrel)で
EDHF改善。④EPA [EDCF産生抑制、EDHF
改善。ERK活性抑制、NF-kappaB活性抑制に
より COX2発現低下]。これらの薬物投与によ
って EDHFシグナルが改善することが明らか
となった。 

 
図 4 2 型糖尿病ラット(OLETF)腸間膜動脈に
おける metformin 慢性投与の影響。A.内皮依
存性弛緩反応。B. EDHF弛緩反応。C. NOに
よる弛緩反応。D. COXによる反応。E. EDCF
による反応。Metformin 慢性投与によって
EDHFの改善、EDCFの抑制が認められた。 
 
以上の研究結果より、高インスリン血症病態
あるいはインスリン抵抗性病態をはじめと
する、糖尿病性血管障害に対して、酸化スト
レスが主要な機能障害の原因であることを
明らかとし、これらのターゲットの幾つかを
分子レベルで明らかとした。(4)の研究と合わ
せて考えると、細小血管障害においても酸化
ストレスが深く関与していることが考えら
れ、酸化ストレス産生源となる因子、及びこ
れらのターゲット因子を調節することによ
って、細小血管障害を改善することが出来る
可能性を見いだした。さらに、高インスリン
血症あるいはインスリン抵抗性病態を基盤
とする血管障害に対して、Ang IIや、ET-1が
異常を引き起こす原因であることを明らか
とし、それに関連する情報伝達因子について
も明らかとした。また、2 型糖尿病ラット腸
間膜動脈にて EDHF障害が起こっている状態
から、PDE3阻害薬、metformin、ozagrel、EPA
を慢性投与することで EDHFシグナルが改善
することが明らかとなり、EDCFが EDHFシ
グナルを抑制していることを見いだした。 
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