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研究成果の概要（和文）：マイクロパーティクル (MP) は、様々な種類の細胞から放出される粒子であり、本研
究から糖尿病時や血液中の高グルコース値、高Angiotensin時には、血液中のMPの増加、内皮細胞から遊離する
MPが増加することを明らかにした。糖尿病時に産生される血中MPs は、MP中に含むeNOS と ERK1/2 の増加とい
う質的変化が生じ、血管内eNOS 発現を低下させ、NO 産生の低下、血管内皮機能の低下を引き起こすことが示唆
された。血管障害時においては、糖尿病性の変性MPの抑制、ERK　活性の抑制、AngII産生阻害薬等による治療に
よって、内皮機能障害を抑制する事ができるかもしれない。

研究成果の概要（英文）：Microparticles (MPs) have been described as biological vectors of vascular 
diseases in other pathologies.  I investigated the role of MPs derived from diabetic states in 
vascular diseases. I found that circulating MPs isolated from diabetic rats impair the endothelial 
function in response to ACh by directly reducing eNOS expression in carotid arteries. The results 
strongly suggest that MPs affect endothelial NO vasorelaxation by regulating the protein expressions
 of eNOS and caveolin-1.  I found that high glucose and Ang II directly affect endothelial cells and
 the production of MPs and indicate involvement of a novel ERK1/2 pathway; the resultant MPs 
aggravate endothelial dysfunction by regulating eNOS protein levels and ERK1/2 signalling in mice 
aortas. Reducing numbers of circulating MPs or blocking their effects by inhibiting ERK1/2 
activation may offer effective therapeutic approaches for treating endothelial dysfunction in 
diabetes patients.

研究分野：血管機能障害の解明
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病は、動脈硬化、脳梗塞、心筋梗塞な
どのリスクファクターとなる重大な疾患で
あり、これらの合併症は、患者の quality of 
life (QOL) を著しく低下するばかりでなく、
医療費の増加の一因ともなっている。しかし、
これら血管合併症の治療についての詳細な
作用機序に関しては、明らかにされておらず、
現在臨床にて使用されている治療薬は、進行
した血管障害に対する治療効果は弱く、また
重篤な副作用などを含むため、糖尿病を含め
た血管障害における新規治療薬の開発、改善、
予防方法の確立、血管障害の重症度を把握す
るバイオマーカーの開発が望まれている。 
マイクロパーティクル (MP) は、様々な種類
の細胞から放出され、健常者では内皮細胞、
血小板、リンパ球等から放出された細胞膜の
断片からなる 0.1〜1.0 マイクロメートルサ
イズの循環粒子である。特に近年、循環 MP
と血管障害との相関関係が示され、様々な血
管障害のバイオマーカーとして期待されて
いる。また、MP の起源を考えると、由来細胞
の細胞膜、細胞質タンパク、転写因子、RNA、
microRNA、脂質及び細胞器官を含み、genetic 
exchange 等の重要な生理機能を有している
が（Nat Cell Biol, 9, 654-659,2007）、未
解決な分野が多く、特に糖尿病性血管障害と
の関係については、ほとんど明らかにされて
おらず、MP の機能的役割、トランスレーショ
ナルリサーチが必要とされている。 
 
２．研究の目的 
 マイクロパーティクル (MP) は、様々な種
類の細胞から放出される粒子であり、血液中
の遊離量と血管障害との正の相関関係が示
されている。MP は重要な生理機能を有してい
るが、未解決な分野が多く、特に糖尿病性血
管障害への役割については、ほとんど明らか
にされておらず、MP の機能的役割、トランス
レーショナルリサーチが必要とされている。
そこで、MP の生理機能について、糖尿病と
血管機能障害に焦点を絞り、① 血管機能障
害を誘発する MP 種及び由来細胞の同定、放
出機構、血管細胞との相互作用を検討し、② 
MP における血管機能メカニズムを解明し、得

られたデータをもとにした新規治療予防方
法について情報提供する。 
 
３．研究の方法 
(1) Streptozotocin を投与して作成した 1型
糖尿病ラットより採取した血液より血小板
由来マイクロパーティクルを単離し、そのマ
イクロパーティクルを正常ラット胸部大動
脈に処置し、血管機能および関連タンパクの
発現を検討した。 
(2) 培養血管内皮細胞(HUVECs)を用いて高
グルコース(30 mM)および Ang II (10-7 M)添
加培地で培養後、培地を回収し、MP の調製を
した。その後、正常マウスに処置し、血管内
皮機能やタンパク発現の検討を行った。 
(3) Streptozotocinを用いて作成した実験的
1 型糖尿病マウスより採取した血液よりマイ
クロパーティクルを単離し、そのマイクロパ
ーティクルを正常マウス胸部大動脈に処置
し、血管機能および関連タンパクの発現を検
討した。 
(4) ob/ob マウス、GK ラット、SHR、OLETF
ラットを用いて、各種動脈（頸動脈、胸部大
動脈、腎動脈、腸間膜動脈、大腿動脈等）を
摘出し、血管機能の比較検討を行った。また、
関連タンパクの発現を検討した。 
 
４．研究成果 
 1.糖尿病時において血液中に存在する血
小板由来 MPの存在と糖尿病由来 MPは血管内
皮機能の低下を生じることを報告した。ラッ
ト血中には、血小板、単球、内皮細胞等から
の各種由来細胞 MP を含んでいるが、糖尿病
時においては、血小板由来 MP が、もっとも
血管内皮細胞機能への影響が強いことが示
唆された。MPの内皮機能への作用機序として、
NOS 活性、NOS タンパク質発現の低下が認め
られた。一般的に、糖尿病時における内皮機
能障害は、NO産生低下、プロスタグランジン
類の産生異常、内皮由来過分極因子の低下、
などが考えられるが、本成果から内皮細胞か
らの NO 合成に焦点が絞られる。さらに NO 合
成酵素のシグナル伝達として、NOS、Akt、GRK2、 
PI3-K、arrestin、PTEN caveolin などのタン
パク質活性が関与しているが、本研究から、
MP は、NOS タンパク発現の低下、caveolin-1 
発現異常によって内皮機能障害が生じてい
ることが解明され、MP の内皮機能への作用機
序は、NOS タンパク発現に焦点が絞られた。 
 2.内皮細胞膜から放出される細胞外小胞 
(EEVs) 中にマイクロパーテイクルは含まれ
ている。ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVECs) に
High glucose (HG)、Angiotensin II (Ang II) 
を処置することにより、２型糖尿病時に多く
見られる高血糖、高血圧状態を疑似的に作成
し、放出された EEVs の血管内皮への影響を
検討した。HUVECs の培養液内を Low glucose 
(LG) 、HG に調整し、さらに Ang II 処置を
それぞれ行い EEVs を作成した。Ang II 処
置をすることにより内皮細胞から放出され



る EEVs 量が増加した。LG + Ang II 処置群
EEVs においては、内皮機能への影響は認めら
れなかったが、HG + Ang II 処置群 EEVs に
おいて内皮依存性弛緩反応の減弱、NO 産生
の減少がみられた。さらに、HG + Ang II 処
置群 EEVs において ERK 1/2 の活性の増加、
eNOS の発現の減少がみられた。HG + Ang II 
に ERK 1/2 阻害剤を処置し作成した EEVs 
を胸部大動脈に処置したところ、HG + Ang II 
処置群と比較して内皮依存性弛緩反応、NO 
産生の低下は観察されなかった。今回の結果
から、Ang II が 内皮由来 EEVs 量を増加さ
せることが明らかとなった。しかし、HG + Ang 
II 処置群 EEVsでのみ血管内皮障害が認めら
れたことから、高血糖状態と Ang II の増加
によって EEVs の質が変化し、血管に付着す
ることで血管内皮障害を引き起こす可能性
が示唆された。さらに、EEVs の質の変化は 
ERK 1/2 の活性上昇が要因であると示唆され
た。よって糖尿病時において増加するグルコ
ース、Ang II の累積により、血管内皮機能障
害が引き起こされている事が強く示唆され
る。 
 3.マウスから MP の抽出の報告はほとんど
無いため、遺伝子改変動物への応用、種差、
費用の面から、マウス由来 MPs を抽出し、
実験を行った。マウスから動脈血を採血し 
MPs を作製したところ、ラットや培養細胞由
来と同様のMPsの抽出に成功し、糖尿病(STZ) 
MPs 量は、コントロール群 MPs 量より有意に
増加が認められた。この MPs を用いて内皮依
存性弛緩反応を観察したところ、STZ MPs 処
置群でのみ、wash out を行っても弛緩反応が
減弱したままであった。MPs 中に含まれるタ
ンパク質を解析したところ、STZ MPs には 
Cont MPs よりも eNOS と ERK1/2 が多く含
まれていることが観察され、これら MPs を
処置した胸部大動脈においては、血管内
ERK1/2 の活性増強ならびに eNOS 発現の減
少が認められた。以上の結果から、糖尿病マ
ウスの MPs は、質的変化を生じていると共に、
血管内皮細胞機能障害を引き起こしている
ことが示唆された。また、前年度の研究成果
においても、糖尿病ラット血小板由来 MP を
用いた実験、ヒト臍帯静脈内皮細胞に High 
glucose、Angiotensin II を処置により産生
される細胞外小胞においても、これらの MP
処置により血管内 eNOS 発現の低下、NO 産生
の低下を引き起こすことが同様に観察され
た。 
 4.糖尿病時や糖尿病性高血圧時における
血管機能障害時において、内皮由来過分極因
子の低下、収縮性プロスタサイクリンの増加、
内皮細胞 GRK 2 活性の増加、小胞体の機能低
下、ATP、ADP や UDP 機能異常、IR/PI3K/PDK1 
pathway 異常、NF-kappa B/iNOS pathway 異
常等の血管平滑筋、内皮細胞シグナルの異常
が原因であることを明らかにし、血中
Angiotensin II、Urotensin II の増加、イン
スリン値、グルコース値の変動がこれらのシ

グナル異常に関係していることが明らかに
なり、今後 MP との関係性について更なる検
討が期待される。 
以上より、糖尿病時には、血液中の MP が増
加し、更に糖尿病時に産生される血中 MPs は、
MP中に含むeNOS と ERK1/2 の増加という質
的変化が生じていることが明らかになった。
一方、この MPs は、血管内皮細胞に直接作用
すると、血管内 eNOS 発現を低下させ、NO 産
生の低下、血管内皮機能の低下、血管内皮障
害を引き起こすことが示唆された。更なる研
究によって、糖尿病性血管障害時においては、
糖尿病性の変性 MP の増加を抑制する AngII
産生阻害・AT1R 阻害薬等による治療や、ERK 
活性の抑制によって、内皮機能障害を抑制す
る事ができるかもしれない。また、内皮機能
障害と血漿中の MP 量の増加が相関すること
から、更なる MP の構造解析によって、血管
障害のバイオマーカーとしても、今後の展開
が期待できる。 
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