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研究成果の概要（和文）： 

今後の抗動脈硬化薬の開発や心血管イベント予防においてはより病態の本質をついたメカニ

ズムの解明や指標の同定が必要となる。我々は今回糖尿病患者のみならず耐糖能障害患者にお

いても血管内皮機能低下と選択的な血管平滑筋の NOへの感受性低下が認められ、これらはイン

スリン感受性と関連すること、そのメカニズムとして遊離脂肪酸負荷は白血球の活性化と共に

白血球内でのアンジオテンシン II産生を亢進させ、血管内皮機能障害、心筋微小血管における

血液レオロジーの障害、インスリン抵抗性を惹起すること、これらは RAS 系阻害薬やカルシウ

ム拮抗薬で抑制され、白血球の RASの関与とジヒドロピリジン感受性カルシウムチャネルの病

態への関与が示唆された。遊離脂肪酸負荷はこれらのメカニズムを模す実験系であり、今後抗

動脈硬化薬の評価に有用である。 

研究成果の概要（英文）： 
We need more specific, relevant and predictive biomarkers for not only daily practice 

but also development of new drugs for the prevention of cardiovascular events. Our 
research project firstly revealed that not only endothelial function but also smooth 
muscle responses to NO were impaired in not only diabetic but also IGT patients. These 
impaired vascular functions were significantly associated with insulin sensitivity. We 
also showed that elevation of FFA significantly impaired endothelial function, 
rheological function of myocardial microcirculation, insulin sensitivity and enhanced 
leukocyte function and angiotensin II forming activity. RAS inhibitors as well as 
dihydropyridine calcium antagonists significantly but not completely prevented these 
effects of FFA. We clarified mechanisms for FFA induced endothelial function and insulin 
resistance and established experimental system for the assessment antiatherosclerotic 
drugs in human.  
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１．研究開始当初の背景 
内臓肥満から糖尿病への進展、あるいは動脈
硬化の進展に関してのメカニズムは不明な
点が多い。我々はこれまで遊離脂肪酸がレニ
ンーアンジオテンシン系(RAS)を介して内皮
機能を低下させることを報告してきたがそ
の機序は不明であった。また以前から血管内
皮機能とインスリン感受性の関連について
のメカニズムも不明であった。 
 
２．研究の目的 
(1) 2 型糖尿病患者、耐糖能障害患者でのイ
ンスリン感受性と血管内皮機能、血管平滑筋
機能の関連を明らかにすること 
(2) 脂肪負荷による遊離脂肪酸上昇の白血
球機能、白血球の RAS系活性、血管内皮機能、
インスリン感受性への影響を測定し、薬剤に
よる阻害効果を評価すること 
 
３．研究の方法 
(1) 血管内皮機能の測定 
血管内皮機能はアセチルコリンを撓骨動脈
より動注し、前腕径の変化を前腕血流量の変
化とみなしプレシスモグラフを用いて測定
した。 
(2) 血管平滑筋機能の測定 
平滑筋機能はニトロプルシッドあるいはベ
ラパミルを撓骨動脈より動注し、前腕径の変
化を前腕血流量の変化とみなしプレシスモ
グラフを用いて測定した。 
(3) 白血球活性化の測定 
白血球活性化の指標として血中ミエロペル
オキシダーゼ(MPO)濃度、ex vivoの白血球接
着能、全血通過時間を毛細血管を模した微小
チャネルで測定した。 
(4) インスリン感受性の測定 
インスリン感受性は hyperinsulinaemic 
euglycaemic clamp 法で測定した。 
(5) 白血球アンジオテンシン II 産生能の測
定 
修飾したアンジオテンシン Iを基質として蛍
光法で測定した。アッセイの妥当性は HPLC
にて確認した。 
(6) 遊離脂肪酸負荷実験系 
遊離脂肪酸そのものの血管機能への影響を
検討するために、脂肪乳剤をヘパリンととも
に静注し、血中の遊離脂肪酸を上昇させる実
験系を用いた。この系では血中遊離脂肪酸濃
度が２倍程度となる。 
(7) 研究プロトコル 
①２型糖尿病患者、耐糖能低下患者、年齢の
適合した健常者においてインスリン感受性、
血管内皮機能、血管平滑筋機能を測定した。 
② 健常者において脂肪負荷を行い、白血球
の活性化（接着能）、白血球（単核球、多核
球）でのアンジオテンシン II 産生能を測定

した。同時にヘパリン静注下での血中ミエロ
ペルオキシダーゼ濃度を白血球活性化のマ
ーカーとして測定した。アセチルコリンによ
る血管内皮機能の測定を行った。酸化ストレ
スのマーカーとして dROMの測定を行った。
これらを Valsartan 投与前後で実施した。 
③ 健常者において脂肪負荷を行い、白血球
の活性化（接着能）を測定した。同時にヘパ
リン静注下での血中ミエロペルオキシダー
ゼ濃度を白血球活性化のマーカーとして測
定した。アセチルコリンによる血管内皮機能
の測定を行った。酸化ストレスのマーカーと
して dROMの測定を行った。これらを
Amlodipine 5mg, nifedipine40mg, diltiazem 
200mg 投与前後に行った。また血球系の培養
THP細胞においてこれらの Ca 拮抗薬を 24時
間インキュベートし、遊離脂肪酸をアプライ
して NFκB p65 リン酸化を評価した。 
④ 健常者において二重盲検交叉法により
Losartan50mg，100mg,プラセボを２週間の
washout period を設けて１週間投与し、その
後脂肪負荷を行い、インスリン感受性を測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) 
図に示すように IGTでも血管内皮機能は低下
し、特にアセチルコリンによる血管拡張反応
のうち NO に依存した部分の低下が認められ
た。 

 
血管平滑筋機能に関しては、興味深いことに
verapamil への反応は IGT において低下して
いなかったが、ニトロプルシッドへの反応は



低下しており、平滑筋の NO への反応が選択
的に減弱していることが示唆された。 
これらの NO の産生および感受性に関する血
管機能の低下は IGT患者においてインスリン
感受性と強く関連し、共通のメカニズムが存
在する可能性が示唆された。 

(2) 
正常の 2-3倍の脂肪酸上昇により単核球、多
核球のアンジオテンシン II 産生能が亢進し
た。遊離脂肪酸の全血への添加後の測定でも
同様の反応が認められた。遊離脂肪酸による
レニンーアンジオテンシン活性亢進が示唆
される。 
 
脂肪酸負荷は以前の報告と同様血管内皮機
能を低下させ、ARB前投与はこれを予防した。 

 

脂肪酸負荷は、白血球の活性化による白血球
接着の亢進、micro array channel における
全血通過時間の延長を来たし、ARB はこれを
改善した。白血球由来のミエロペルオキシダ
ーゼ(MPO)も脂肪酸負荷による白血球活性化
により上昇しておりこれも ARBで抑制された。
ヘパリンによる MPO の内皮細胞からの
liberation が内皮機能を改善させたことか
ら、遊離脂肪酸によるアンジオテンシン II
産生亢進に伴う白血球活性化が、MPO を介し
て直接内皮機能を障害する可能性が示唆さ
れた。 
 
(3) 
脂肪負荷による脂肪酸の上昇はインスリン
感受性を低下させた。 
また Losartan は用量依存性に脂肪酸による
インスリン感受性の低下を予防した。 
 

 
 

 
(4) 

ジヒドロピリジン系 Ca拮抗薬(c,d)は遊離脂

肪酸上昇による血管内皮機能低下(b)を予防

し た が 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 系 で あ る

diltiazem は予防しなかった(e)。  



同様にジヒドロピリジン系 Ca 拮抗薬は白血
球の活性化を抑制した。しかし diltiazem に
よる抑制は認められなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
nifedipineによるヘパリン静注下血中 MPO濃
度の抑制が認められた。これらはジヒドロピ
リジン系 Ca 拮抗薬による白血球活性化の抑
制を意味する 
 
元来、血球細胞はジヒドロピリジン感受性 Ca
チャネルを有さないとされていたが、最近の
報告では白血球の活性化に関与していると
されている。我々は血球系の培養細胞 THP1
細胞において遊離脂肪酸のアプライが」NFκ
B p65のリン酸化をおこすことそれを Ca拮抗
薬が抑制することを示した。このことは白血
球でのジヒドロピリジン感受性 Ca チャネル
の存在と活性化への関与を示唆するもので
ある。 
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