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研究成果の概要（和文）：　本研究は、ストレス負荷による血管新生低下や動脈硬化発症におけるDPP4の役割解
明を目指した。 その結果、慢性ストレス負荷による血中DPP-4活性亢進とともに、血管老化ならびに下肢血流回
復・毛細血管形成の低下が認められた。さらに、慢性ストレス負荷による高脂肪食性アテローム性動脈硬化プラ
ークの進行・不安定化が認められた。これらの変化がDPP4遺伝子欠損や薬理学的阻害剤により改善することを明
らかにした。
そこで、DPP4は、慢性ストレス性心血管病の新たな治療ターゲットになりうると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Exposure to psychosocial stress is a risk factor for cardiovascular disease.
 Here, we have used dipeptidyl peptidase-4 (DPP4)-deficient mice and its inhibitor as well as 
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonist to explore the role of DPP4/GLP-1 axis in 
ischemia-induced neovascularization and diet-induced atherosclerosis. We demonstrated that stress 
impaired the recovery of the ischemic/normal blood-flow ratio throughout the follow-up period and 
capillary formation; and these changes DPP4 inhibition and GLP-1R activation improved these changes;
 these benefits were abrogated by adiponectin blocking and genetic depletion. Similarly, chronic 
stress accelerated diet-induced atherosclerotic lesion formation; and this effect was reversed by 
DPP4 inhibition. Our findings suggest that CatK might be a new therapeutic target for the chronic 
psychological stress-related neovascularization and cardiovascular diseases. 

研究分野： 老年医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
現代社会では、社会環境の発展と変化に伴

い環境ストレスは増え続ける一方である。ストレス
はかつて「単純な社会問題」と認識されていたが、
近年では人体·器官、特に循環器系疾患の発症·
増悪に大きく影響することが知られている。とりわ
け、（１）ストレス増加に伴って、ストレスホルモン
の分泌亢進（ストレスが強い状態で多く産生され
るホルモン）を介して心血管系へ直接悪影響を
与える、（２）他の心血管病危険因子との相乗作
用を介して間接的に心血管系に働くといった環
境ストレスと血管老化·血管病の関連性が明らか
になってきている。しかし、ストレス·循環器系相
互作用に関する研究は、世界的にもまだ端緒に
ついたばかりであり、その機序はほとんど解明さ
れていない。 
  一方、ストレスによるインスリン様成長因子の
低下·代謝異常と血管老化及びそれに伴う血管
病の発症·増悪の関連性が報告されている。
GLP-1 は、1983 年に同定された消化管ホルモ
ンで、膵臓 β 細胞からのインスリン分泌を促進
する。最近、GLP-1 や GLP-1R 作動薬が NO を
介する抗炎症作用、心房性ナトリウム利尿ペプ
チドを介する降血圧作用ならびに心血管保護作
用などの多面的効果を有することが明らかにさ
れつつある。反面、DPP-4 は、GLP-1 など生理
活性物質分解酵素であり、細胞膜上や可溶性タ
ンパク質として血中にも存在している。さらに、
DPP-4 抑制剤（DPP4-I）も GLP-1R 作動薬と同
様な心血管保護効果を有する証拠が、基礎・臨
床の両研究で蓄積されつつある。しかし、慢性
心理的ストレス（chronic psychological stress, 
CPS）が GLP-1・DPP-4 軸にどんな影響を与える
かは全く不明である。 
  近年では、慢性ストレスによる骨髄異常が注
目されている。特に Heidt らは、慢性可変性スト
レスが β３-アドレナリン受容体を介して造血幹
細胞ニッチ（造血幹細胞を維持する特別な微小
環境）のケモカイン（CXCL12）レベルを低下させ、
骨髄幹細胞増殖を促進させるとともに、好中球と
単球の動員を促進することを解明した。2012 年
に研究代表者らは、糖尿病動物モデルにおける
DPP-4 活性亢進による組織内 GLP-1 低下と心
筋障害、血管新生低下も証明した。さらに、臨床
研究では GLP-1R 作動薬（エクセナチド）が KATP

チャンネルを介して再灌流傷害による内皮機能
障害を改善することを明らかした。以上のことか
ら、『ストレスは、骨髄·組織内マクロファージを過
剰な活性化し、GLP-1 ホルモンの合成·分解バラ
ンス破綻及びシグナル減弱をきたして血管老化
及び血管新生低下·血管病増悪を促進させるの
ではないか』という発想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ストレスによる過剰な炎症応答が、
生体内グルカゴン様ペプチド-１(GLP-1)ホルモ
ン の 分 解 亢 進 及 び GLP-1/GLP-1 受 容 体
（GLP-1R）シグナル減弱化を介して血管老化を
引き起こし、さらにそれに伴う血管再生の低下な
らびに血管病を発症·増悪させるのではないかと

考えた。そこで本研究では、（１）骨髄造血幹細
胞及び血中単球/好中球系細胞活性化とそのス
トレス性変化、（２） 組織内マクロファージ活性
化と DPP-4 活性亢進ならびに GLP-１活性低下
の時空間パターンとその関連性を明らかにし、
血管老化及再生不全を制御できることを実証し
たい。これにより、本研究は、GLP-1/DDP-4 系
に介入してストレス性血管老化-再生不全（血管
病）病態を改善するという新しい治療戦略の提
唱につながると思われる。 
 
３．研究の方法 

本研究では、図１のように群分けし、次の検討
を行う。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（１）マウス（C57BL）に確立された拘束ストレスモ
デルを使用してストレスが心血管系、交感神経
系と代謝系に与える影響を調べる。 
（２）拘束ストレスモデルを作成し、図１のプロトコ
ールにそって、骨髄、血液、筋肉と血管を採集し、
以下の検討を行う。 
FACS 解析: 骨髄及び全血を調整し、細胞マー
カー（CD11b+: 単球·マクロファージ系、CD11c+: 
樹上細胞、CD3+, CD4+/CD8+: T 細胞、B220+; B
細 胞 、 Gr+: 顆 粒 球 、 CD45+: 白 血 球 、
CD31+/CD34+, CD31+/c-kit+: 内皮前駆細胞、
その他）に対する蛍光抗体を用いて FACS 解析
を行う。 
免疫染色：抗体（細胞判定：CD45,  Mac-3, 
CD31）を用いて白血球とマクロファージの浸潤
解析を行う。また、TUNEL、 picrosirius red, van 
Giesonの組織染色により、血管細胞成分や細胞
増殖、アポトーシス、コラーゲン、エラスチン成分
の変化を評価する。 
ELISA： 各種 ELISA キット(GLP-1、DPP-4 活性、
とノルエピネフリン) を用いて定量解析を行う。 
ウェスタンブロット法： GLP-1/GLP-1R シグナリ
ング経路リン酸化：Akt1, p-AMPK, PPAR-γ, 
PGC-1α, AT1R, gp91phox, p16/p21 等につい
て行なう。 
β-gal染色：マウス大動脈を採取し、β-gal染色
を行い、内皮細胞老化を解析する。 
（３） ストレスによる血管新生に与える影響検討
するため、4 週間ストレス負荷群マウスに下肢虚
血モデルを作成し、次の検討を行う。 
レーザードップラー解析：術前と術後０, 1, 4, 7, 

 



14, 21 日目にレーザードップラー用いて血流回
復の解析を行う。 
毛細血管形成解析： CD31 抗体を用いた免疫
染色により毛細血管形成の解析を行う。 
（４） ４週間ストレス負荷群と非負荷群マウスの
骨髄細胞と血管細胞を採集し、細胞生存率、ア
ポトーシス、増殖能と運動·浸潤能を評価する。 
統計：スチューデントｔ検定（2 群間）、one-way 
ANOVA-Tukey post hoc tests（3 群以上）ならび
に必要に応じて two-way repeated measures 
ANOVA-Bonferroni post hoc tests（SPSS ソフト）
による解析を行う。 
 
４．研究成果 
（１）本研究は、チューブ型拘束ストレスモデルを
用い、マウス（C57BL6Ｊ）に 4 時間のストレス負荷
（禁摂水と摂食）を週 7 回、4 週間実施した後、
下肢虚血モデルを作成し（ストレス群）、非ストレ
ス群（マウスケージ内自由摂水と摂食）と経時的
にサンプルを採集し比較を行った。その結果、
ストレス群では非ストレス群に比べて、体重、皮
下脂肪ならびに内蔵脂肪が有意に低下するとと
もに、血中と組織内 DPP-4 活性が増加する反面、
血中 GLP-1 レベルと脂肪組織における APN 発
現および分泌が有意な低下をきたし、虚血下肢
血流回復と毛細血管形成が著明に低下すること
が認められた。組織学的な解析では、虚血組織
における炎症性マクロファージ※６浸潤亢進、大
動脈老化ならびに動脈リング由来血管新生低
下が認められた。生化学による解析では、虚血
骨格筋ならびに血管組織において p-AMPK、
PPRA- γ 、 PGC-1 α 、 血 管 内 皮 成 長 因 子
（VEGF）※７、サーチュイン(Sirtuin1)※８、インスリン
受容体基質 1（IRS-1）※９ならびにグルコーストラ
ンスポーター（GLUT-4）※10 の蛋白/遺伝子発現
が、CPS 群で有意に減少することが明らかにな
った。また、CD31 抗体（内皮細胞の表面マーカ
ーとして知られている）と c-Kit 抗体（様々な体性
幹細胞の表面マーカー）を用いたフローサイトメ
トリー解析※11 を行ったところ、CD31+/c-Kit+内
皮前駆細胞数が骨髄と末梢血において低下し
ていることが明らかになった。さらに、内皮前駆
細胞を解析したところ、細胞機能（運動能、浸潤
能、増殖能および管腔形成能）低下とアポトー
シス亢進が認められた。そこで、「ストレスが生体
内 GLP-1 ホルモンの合成·分解バランス破綻お
よびシグナル活性化の減弱をきたして、血管老
化および血管病発症·増悪を促進させるのでは
ないか」という仮説をたてて、次の介入実験を行
った。 
（２）実験ではまず、上記のストレス負荷 4 週間と
下肢虚血モデルを作成した後、ストレス＋溶媒
群（Stress 群、蒸留水 200μL/回）、ストレス＋
DPP4 阻害剤（anagliptin）低用量群（S-DL 群, 
30mg/kg/d 経口投与）とストレス＋DPP4 阻害剤
高用量群（S-DH 群, 60mg/kg/d 経口投与）の 3
群に分けて、下肢血流変化を測定するとともに、
骨格筋、血液と骨髄を採集して生化学ならびに
組織学検討を行った。その結果、S-DL 群と
S-DH 群ではマウス血漿 GLP-1 レベルと脂肪組

織における APN 発現および分泌が有意に改善
した。これに伴い、両治療群虚血骨格筋組織と
大動脈組織において、炎症性細胞浸潤と上記
の蛋白・遺伝子発現低下が有意な改善を示した。
骨髄ならびに末梢血の CD31+/c-Kit+内皮前駆
細胞数と機能不全についても改善が確認された。
その結果、血管老化および血管新生に著明な
改善が認められた。 
（３）次に、DPP4 遺伝子欠損ラット（F344/DuCrj）
と野生型ラット（F344/Jcl）に拘束ストレス負荷 4
週間と下肢虚血モデルを作成し両群を比較した
ところ、DPP4遺伝子欠損ラットにおいてDPP4阻
害剤治療と同様な血管保護効果が示された。 
(４) さらに、ストレス負荷と下肢虚血モデルを作
成したマウスに、GLP-1 受容体作動薬であるエ
クセナチド（5μg/kg/d, 2 回/日）を投与したとこ
ろ、脂肪組織における APN 発現および分泌が
有意な改善を示した。その結果、虚血骨格筋と
大血管においても上記の蛋白・遺伝子発現低
下の回復に伴い、悪化した血管老化と血管新生
における改善が認められた。 
（５）最後に、DPP4 阻害剤介入による血管保護
効果の分子メカニズムを探るため、APN 遺伝子
欠損マウス（APN−/−）を用いた実験を行った。
APN−/−においては、非治療群と比較して、
anagliptin 投与群で慢性ストレスによって低下し
た p-AMPK、PPRA-γ ならびに PGC-1α 蛋白
レベルと骨髄 CD31+/c-Kit+胞動員、機能不全
における改善がみられなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 従って、本研究結果により、慢性心理的ストレ
スによる血管老化と血管新生低下は、DPP-4 
活性亢進による GLP-1 分解と APN 発現低下、
またそれによる AMPK-PPRA-γ／PGC-1αシ
グナル経路活性化の低下と深く関係することが
証明された（図２）。また、DPP4 阻害薬あるいは
GLP-1受容体作動薬は、ストレスによって低下し
た APN 発現低下を改善させ、AMPK-PPRA-γ
／PGC-1αシグナル経路が活性化し、血管老
化と血管新再生不全を著明に改善させた（図２）。
ストレス未然防止や解消療法に加え、上記の薬
物療法もストレス性血管病の治療法となりうると
いう、新たな道筋が示唆された。研究成果を臨
床実践にフィードバックし、ストレス現代社会に

 



おける健康増進に貢献したい。 
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