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研究成果の概要（和文）： 

重症下肢虚血は糖尿病患者の 10-15%に認められ、下肢切断原因の首位を占める病態であり、有

効な治療法の開発が社会的急務である。糖尿病では新たな血管を作り血流回復させるための能

力（血管新生能）が損なわれていることがその背景にあるが、その機序は従来不明であった。

本研究では、糖尿病により血管内皮細胞における遺伝子発現調節因子 PGC-1αの量が持続的に

上昇する結果、血管新生促進因子に対する内皮細胞の応答性が低下し、血管新生能の減弱に至

ることを解明した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Critical limb ischemia, the leading cause of limb amputation, affects 10-15% of diabetic population, thus 

calling for critical needs to develop effective therapeutic means. The high prevalence of limb ischemia in 

diabetes is in significant part caused by the inability of diabetics to elaborate new blood vessels (the 

process called angiogenesis) to resume blood supply in ischemic tissues. However, the underlying 

mechanism for this has been largely undefined. In the present study, we demonstrated that diabetes 

increases the abundance of transcriptional co-activator PGC-1 in endothelial cells, which then renders 

endothelial cells unresponsive to angiogenic factors, and causes diminished angiogenic capacity in 

diabetes.  
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１．研究開始当初の背景 

 

虚血性心疾患および末梢動脈閉塞性疾患は死
亡・後遺症の主原因である。従来の血管形成
術を代替補足する血管新生誘導療法

(Therapeutic angiogenesis)の開発に近年力
が注がれている。血管内皮細胞の遊走は、血
管新生および傷害血管再内皮化の鍵を握るス
テップである。血管内皮増殖因子(VEGF)をは
じめ数多くの内皮遊走制御物質がこれまで同
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定されたが、これらによる血管新生誘導療法
の臨床治験はほぼ全例が不成功に終わってい
る。機能的に成熟分化した血管を創り出すた
めには、単一の血管新生制御分子やシグナル
経路を標的とする従来法では不十分であり、
血管内皮遊走・血管新生を「多様な遺伝子群
による協調的制御プロセス」として捉え、そ
の分子機構を解明することの重要性が認識さ
れつつある。 
 転写因子コアクチベータは、転写因子にド
ッキングして転写装置機能を変化させること
により遺伝子発現を調節する。従来の遺伝子
発現研究は個々の転写因子に着目したものが
主であったが、最近では生理的刺激やホルモ
ン応答性遺伝子発現の制御標的としてコアク
チベータの役割が注目されている (Cell 
119:157–167, 2004)。PPAR-γ-coactivator 
(PGC)-1αは作用の解明が最も進んでいるコ
アクチベータであり、骨格筋や肝臓、褐色脂
肪等の様々な代謝臓器で核内受容体やその他 
の転写因子と結合して、ミトコンドリア生合
成・酸化的リン酸化・呼吸など一連のエネル
ギー代謝系転写プログラムを動員するマスタ
ー分子として知られている (Endocr Rev 
27:728–735, 2006)。 
 研究代表者が最近 (2008 年7 月－2009 年
2 月) 所属していたArany 博士（Harvard 
Medical School,研究協力者）の研究室では、
骨格筋PGC-1αが虚血により発現誘導され、
PGC-1α欠失マウスで虚血後血管新生が阻害
されること、骨格筋PGC-1αの強制発現により
血管密度が増加することを報告した (Nature 
451:1008–1012, 2008) 。骨格筋PGC-1αは、
VEGF、angiopoietin 2、PDGF-B を含 
む一群の血管増殖因子を協調的に発現させる
ことにより、成熟血管の新生を促して酸素や
栄養分の効率的供給を可能とする。これは、
VEGF 単独療法で誘導される透過性の高い病
的な蛇行血管と対照的である。PGC-1αは、さ
らに細胞エネルギー産生（代謝）と酸素・栄
養の血流を介した供給（血管新生）をカップ
リングさせるユニークな役割を担うと考えら
れる。以上の観点から、PGC-1αは新規血管新
生創薬の有力な分子標的である。一方PGC-1α
を全身で欠失したノックアウトマウスでは、
痩せ、多動性、グルコース・インスリン軸の
異常、行動日内リズムの異常など多様な表現
型が認められ、骨格筋での役割と全く異なる、
組織・細胞特異的でプライオトロピックな
PGC-1αの役割が想定される (Cell 
119:121–135, 2004; Nature 447:477–481, 
2007)。 
 血管増殖因子に対する内皮細胞の遊走反応
性は血管新生の重要な規定因子である。糖尿
病等の代謝疾患や高血圧などの病態で内皮細
胞の遊走性は減弱しているが、その機序は明
らかでない。内皮機能制御におけるPGC-1αの

関与を示唆する所見として、最近Monsalve、
Keany らの２つのグループにより、内皮
PGC-1αによるミトコンドリア解毒遺伝子 
(Mn-SOD, thioredoxin)の発現、活性酸素抑制、
抗アポトーシス作用が報告された (FASEB J 
20:1889-1891, 2006; Circulation 
118:1347–1357, 2008)。しかしながらPGC-1α
の内皮遊走における役割に関しては全く報告
がない。さらに、抗酸化作用以外の機序によ
りPGC-1αが内皮機能を制御する可能性も十
分想定される。 
 

２．研究の目的 

 

糖尿病には高率に血管内皮機能障害が合併
し、そのために一般の集団に比べ心血管病を
高頻度に発症する。重症下肢虚血は糖尿病患
者の 10-15%に認められ、下肢切断原因の首位
を占める病態であり、予後が極めて不良であ
るため有効な治療法の開発が社会的急務で
ある。糖尿病患者で下肢の虚血をきたし重症
化しやすい背景には、虚血に反応して新たな
血管を作り血流回復させるための能力（血管
新生能）が大きく減弱していることが関与し
ているが、その主要な機序は明らかにされて
いない。虚血に陥った組織では、VEGF を中心
とする血管新生促進因子が産生される。２型
糖尿病患者の虚血組織では VEGF の産生は認
められるものの、何らかの原因で血管が VEGF
に反応しなくなっているために正常な血管
新生が起こらない（VEGF 抵抗性の獲得）。従
って、糖尿病における血管内皮がどのように
して VEGF 抵抗性を獲得するのかを明らかに
することが、減弱した血管新生能を回復させ
る有効な治療法開発への鍵であると言える。 
 近年、糖尿病において肝臓の PGC-1α発現
が持続的に上昇して糖新生が促進され、高血
糖の持続に繫がること、骨格筋で PGC-1α発
現が減少することが、インスリン抵抗性を惹
起する原因となることが報告されており、糖
尿病の病態形成に全身各臓器の PGC-1αが重
要な役割を担う可能性が示唆される。今回
我々は、内皮 PGC-1αが糖尿病における血管
新生障害をきたす主要な原因分子であると
仮説し、検討を行った。 

 

３．研究の方法 

 

（１）ストレプトゾシン（STZ）負荷による
１型糖尿病モデルマウス、高脂肪食負荷によ
る２型糖尿病モデルマウス、遺伝的な２型糖
尿病モデルマウス（db/db マウス、ob/ob マ
ウス）からそれぞれ内皮細胞を採取した。ま
た、２型糖尿病患者の末梢血から CD34 陽性
細胞（内皮前駆細胞を多く含む）を分離した。
さらに糖尿病患者の末梢血単核球を培養し
て内皮前駆細胞に分化させた。これらの細胞
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における PGC-1αmRNA の発現を定量した。 
 
（２）糖尿病マウス（STZ マウス、db/db マ
ウス）由来の培養内皮細胞、糖尿病患者由来
の培養内皮前駆細胞を用いてトランスウエ
ルによる細胞遊走アッセイを行った。ヒト臍
帯静脈内皮細胞(HUVEC)にレトロウイルスを
用いて PGC-1α遺伝子を強制発現させ、VEGF, 
スフィンゴシン１リン酸（S1P）刺激後の細
胞遊走、細胞形態（アクチン骨格）、細胞内
Akt/eNOS 経路活性を検討した。 
 
（３）PGC-1α遺伝子を強制発現させた HUVEC
における Notch 経路活性を検討した。内皮細
胞遊走および ex vivo３次元毛細管形成に対
する PGC-1α強制発現および Notch 阻害薬の
効果を検討した。 
 
（４）正常内皮細胞を VEGF など内皮遊走促
進因子で刺激し、PGC-1αmRNA の発現を定量
した。さらに PGC-1αノックアウトマウスか
ら分離した内皮細胞を用い、細胞遊走を検討
した。 
 
（５）血管内皮特異的に PGC-1αを強制発現
させるトランスジェニックマウスを作成し
た。このマウスを用いて、頸動脈内皮をワイ
ヤーで機械的に擦過傷害した後の内皮再生、
背部に小さな皮膚欠損を作成した後の創傷
治癒、および下肢虚血術（左大腿動脈摘出）
後の血流回復能力を検討した。 
 
（６）血管内皮で PGC-1αを特異的に欠失し
たマウス（内皮 PGC-1αノックアウトマウス）
を作成した。ノックアウトマウスおよび対照
野生型マウスに対して STZによる糖尿病を誘
発する群・誘発しない群の計４群を用意し、
上記（５）で記した皮膚創傷モデル実験、お
よび下肢虚血モデル実験を施行した。 
 

 

 
４．研究成果（図１に要約） 
 
（１）１型糖尿病モデルマウス、２型糖尿病
モデルマウスから採取した内皮細胞全てに
おいて、PGC-1αmRNA 発現は非糖尿病対照マ
ウスに比較して 1.5-3 倍に上昇していた。２
型糖尿病患者由来の末梢血 CD34 陽性細胞お
よび培養内皮前駆細胞においても同様に、健
常者に比べ PGC-1αmRNA 量が増加していた。
正常マウス内皮細胞に高濃度グルコースを
負荷すると PGC-1αmRNA量の上昇が認められ
ることから、糖尿病においては主として高血
糖が原因となって、内皮における PGC-1α発
現が上昇すると考えられた。 
 
（２）糖尿病マウス由来の培養内皮細胞およ
び糖尿病患者由来の培養内皮前駆細胞では、
PGC-1αの上昇とともに、細胞の遊走能低下
を認めた。一方、（非糖尿病）正常内皮細胞
に遺伝子導入して PGC-1αを強制的に増加さ
せると、内皮の遊走能が低下し、VEGF、S1P
など内皮遊走促進因子により通常誘導され
る細胞内シグナル（Akt キナーゼおよび内皮
型一酸化窒素合成酵素 eNOS）の活性化や細胞
の形態変化が認められず、糖尿病における
VEGF 抵抗性と類似する病態を認めた。 
 
（３）PGC-1αを強制発現させた内皮では、
遊走阻害作用を持つ細胞膜分子 Notchが活性
化されることにより血管新生が抑制される
ことを明らかにした（図２，３次元培養血管
片からの毛細血管形成モデル）。PGC-1αは細
胞外マトリックスメタロプロテアーゼ
ADAMTS10の発現上昇を介してNotch経路を活
性化させることを明らかにした。 
 

 
 

（４）（非糖尿病）正常内皮細胞を VEGF、S1P、
NO など内皮遊走促進因子で刺激すると、数時
間のうちに細胞内の PGC-1αmRNAが著明に減
少した。この所見から、内皮遊走促進因子に
反応して内皮細胞が遊走する際に、細胞内
PGC-1αの量が減少することが重要な役割を
果たす可能性が示唆された。実際、PGC-1α
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を欠損するマウスの内皮は、内皮遊走促進因
子による刺激がない状態でも著明な遊走を
呈し、PGC-1αノックアウトマウス血管片か
らの３次元毛細血管形成能も上昇していた。 
 
（５）血管機能制御における内皮 PGC-1αの
役割を生体内で検討するために、血管内皮に
おける PGC-1αを強制発現させるトランスジ
ェニックマウスを作成した。内皮 PGC-1αト
ランスジェニックマウスでは、頸動脈内皮ワ
イヤー傷害後の内皮再生の減弱、背部皮膚欠
損作成後の創傷治癒の抑制、および下肢虚血
術後の血流回復能力の減少を認めた。糖尿病
モデルマウスおよび糖尿病患者においても
これらと同様の病態が認められることから、
内皮 PGC-1αの発現上昇が糖尿病性血管障害
の原因である可能性が示唆された。 
 
（６）糖尿病性血管障害における内皮 PGC-1
αの役割を直接検討するために、血管内皮特
異的 PGC-1αノックアウトマウスを作成した。
ノックアウトマウスの血管内皮では PGC-1α
mRNA 発現が対照野生型マウスの３割程度に
減少していた。ノックアウトマウスおよび対
照野生型マウスに対して STZ による糖尿病を
誘発する群・誘発しない群の計４群を用意し、
皮膚創傷モデル実験、および下肢虚血モデル
実験を施行した（図３）。糖尿病を発症した
野生型マウスでは、非糖尿病マウスに比べ皮
膚の創傷治癒力の低下を認めたが、ノックア
ウトマウスでは糖尿病を発症しても非糖尿
病マウスと同様に健常な速度で創傷が治癒
した。同様に、下肢虚血後の血流回復は糖尿
病の野生型マウスで顕著に低下していたが、
内皮 PGC-1αの働きが抑えられたノックアウ
トマウスでは、糖尿病の有無にかかわらず正
常に血流が回復した。 
 
本研究結果から、糖尿病・高血糖によりもた
らされる血管内皮 PGC-1αの活性亢進が原因
となって、血管の VEGF に対する反応性が低
下し、新しく血管を作り出す力が損なわれる
ことが解明された。内皮 PGC-1αを標的とし
た糖尿病血管合併症の新たな治療法開発に
道を拓く成果であると考える。 
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