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研究成果の概要（和文）：　本研究では、心臓カテーテル検査の橈骨動脈シースを洗浄して血管内皮細胞を回収
する方法を、国内外において初めて開発した。この方法で糖尿病性血管障害と細胞内グルコサミン修飾
（O-GlcNAc）の関係を示した。実験1：上腕静脈から得た血管内皮細胞でO-GlcNAcが糖尿病患者で増加してい
た。実験2：インスリンによるeNOSリン酸化反応（peNOS Ser1177）を84人の患者で調査し、血管硬化指標
（CAVI）高値、インスリン治療中、および冠動脈疾患を合併している糖尿病患者でインスリン抵抗性が認められ
た。これらの結果から、糖尿病性血管内皮機能障害が過剰なO-GlcNAｃ修飾で起こりうることを示した。

研究成果の概要（英文）：We developed a new method to collect freshly isolated endothelial cells from
 radial catheter sheath used for coronary angiography. We sought to elucidate the relationship 
between diabetic angiopathy and intracellular O-GlcNAc modification using the method. Study 1: 
O-GlcNAc modification in the endothelial cells harvested from upper arm veins with J-wire was 
increased in patients with type-2 diabetes mellitus (T2DM) by fluorescence microscopy. Study 2: In a
 cross-sectional study of 84 patients, Percent increase of insulin-induced phosphorylation of 
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) at serine 1177 were evaluated in endothelial cells 
collected from radial artery. Endothelial insulin resistance defined as reduced eNOS response to 
insulin was seen in the T2DM with self-insulin injection, coronary artery disease, and severe 
arterial stiffness evaluated by cardio-ankle vascular index. These results suggested that T2DM 
causes endothelial dysfunction by excessive O-GlcNAc modification.

研究分野： 血管内皮機能障害

キーワード： 血管内皮機能障害　グルコサミン　糖尿病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血管は癌、血液、皮膚のように多くのヒト検体を採取して調べる事が難しい。そのため、血管内皮細胞の基礎研
究（細胞、動物）に比べて、実際の患者の細胞・組織を用いた研究は限られていた。今回開発した方法は、心臓
カテーテル器具に付着した細胞を回収するため、新たな侵襲を加えるものではない。この方法を用いて、我々は
糖尿病患者の血管内皮機能障害の原因の一つとして細胞内グルコサミン化（O-GlcNAｃ）の関与を明らかにし
た。心臓カテーテル検査は広く普及していることから、多くの被検者から細胞を集めることができるため、不明
であった患者の病態や血管生理と分子生物学的メカニズムとの関連の解明に役立つと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 

 

糖尿病性血管合併症は患者の生命予後に関わる重要な合併症である血管障害の進展には、様々
な因子が関わっていることが推察され、未だ有効な治療法が開発されていない。その中で、血管
内皮細胞のマイナーな糖代謝経路があたえる影響に着目した。 

糖尿病では、糖代謝の副経路が活性化する。通常では、ヘキソサミン経路は糖代謝全体の 2-

5%を占めている。最終産物である UDP-GlcNAc（Uridine diphosphate N-acetylglucosamine）はヒア
ルロン酸等のグリコサミノグリカンの生合成の基質として利用されている。しかし、一部のUDP-

GlcNAc は細胞内タンパク質のセリン基、スレオニン基に O-link を介して付着し、O-GlcNAc (O-

linked N-acetylglucosamine)修飾をおこす。この修飾は、O-GlcNAc transferase (OGT)、O-GlcNAcase 

(OGA)という酵素によって接着と分解がコントロールされている。単一グルコサミンによる修飾
であり、架橋形成や連鎖は起こらないことが特徴である。翻訳後修飾の一つであり、リン酸化部
位を競合阻害し、遺伝子発現や細胞活性に重要な役割を果たす。 

血管においては、一酸化窒素（NO）が血管拡張の維持など血管のホメオスタシスに重要な役
割を果たしている。インスリン等の刺激によって eNOS のリン酸化が起こり、血管内皮から NO

が産出される。eNOS の活性化にはセリン残基（Ser1177）のリン酸化が必要である。過剰な eNOS

の O-GlcNAc 修飾は同部位のリン酸化を競合阻害するため血管内皮障害を引き起こすのではな
いかといわれている。（文献①, ②）しかし、実際の糖尿病患者から得た血管細胞での報告は少
なく、本研究で検証することとした。 

以上の研究を進めるにあたり、多くの患者から血管内皮細胞をとるために、新たな非侵襲的な
方法を開発する必要がある。当初の研究方法は、J-ワイヤーを用いて血管内皮を擦掻する侵襲的
なもので静脈にしか適応できないことが弱点であった。よって、心臓カテーテル検査で使用する
動脈シースに付着した血管内皮細胞を回収する方法を試みた。この方法では、通常のカテーテル
検査に新たに侵襲や余分な操作を加えることがないため、幅広く多くの患者から細胞を採取す
ることが可能となった。 

 

２． 研究の目的 

 

(1) 実験 1：糖尿病患者の血管内皮細胞では、細胞内 O-GlcNAc 修飾が増加しているかどうかを
検証する。さらには、O-GlcNAc 修飾の度合いを変化させることによって、血管内皮一酸化
窒素産生酵素(eNOS)のリン酸化に変化を与えるかどうか明らかにする。 

 

(2) 実験 2：動脈シースを洗浄して得た血管内皮細胞を用いて、インスリン刺激による eNOS 活
性化（リン酸化）を測定する。この反応が乏しいことを血管内皮インスリン抵抗性と定義す
る。2 型糖尿病と血管機能に関する横断試験を実施し、患者のバックグラウンド、糖尿病の
程度や治療との関連を明らかにする。 

 

３． 研究の方法 

血管内皮細胞の採取、染色方法、標的分子の評価方法は以下のとおりである。 

 

(1) 上腕静脈にサーフロー針で外筒を留置後、J-ワイヤーを用いて血管内皮を擦掻し、洗浄液で
ワイヤーから血管内皮細胞を離す事によって血管内皮細胞を回収する。 

 

(2) 今回開発した動脈シースからの回収では、シース内筒の洗浄液から細胞を採取する。得られ
た細胞はコーティングしたチャンバースライド上で培養し、4%パラホルムアルデヒドで固
定する。洗浄、乾燥ののちに-80°冷凍庫の中で保管する。 

 

(3) 後日、凍結スライドを溶解し、ブロッキング後にフォンウィルブラント因子(vWF)と標的分
子に対する抗体をもちいて二重染色する。蛍光顕微鏡で血管内皮細胞を抗 vWF 抗体による
染色で識別し、標的分子に対する蛍光染色の度合いを定量化する。定量化にはソフトウェア
を用いて、細胞毎にバックグラウンドを引いた値を算出する。20 個以上の細胞の平均値を求
める。 

 

(4) 日による染色濃度の違いを補正するため、あらかじめ市販血管内皮細胞のコントロールスラ
イドを作成する。患者細胞と同時に染色を行い、コントロールから得られた値に対するパー
センテージを arbitral unit(au)と定義する。  

 

(5) 市販動脈血管内皮細胞（HAEC）を、D-グルコース濃度 5mM,30mM および OGA インヒビタ
ーである Thiamet G、OGT インヒビターである Alloxan を用いて培養を行った。ウェスタン
ブロットの結果から患者細胞に使用する至適薬物濃度を設定する。 

 

 



４． 研究成果 

 

(1) 実験 1: 

① 血管内皮細胞の O-GlcNAc 修飾の比較： 

2 型糖尿病患者 18 人、コントロール患者 10 人の比較試験を行った。上腕静脈から得られた
血管内皮細胞で抗 O-GlcNAc 抗体の染色強度を比較したところ、糖尿病患者のほうが 1.8 倍
高いことが明らかとなった。（図 1）O-GlcNAc 修飾の程度は、患者の朝空腹時の血糖値、
HbA1C と正相関を認めた。 

 
② 血管内皮細胞内の O-GlcNAc 修飾の増減について： 

2 型糖尿病患者から採取した血管内皮細胞を低グルコース(5mM)、高グルコース(30mM)の
培養液で 24 時間培養し O-GlcNAc の増減をみたところ、低グルコースに比べて高グルコー
スのほうが抗 O-GlcNAc抗体の
染色強度が高かった。また、同
様に、低グルコース培養液中に
Thiamet G 1μM 追加の有無で比
較した場合、Thiamet G によっ
て明らかに O-GlcNAcが増加す
ることを認めた。逆に、高グル
コース培養液中に OGT インヒ
ビターである Alloxan 2.5μM を
投与した場合には、O-GlcNAc

の蛍光強度は減弱した。同様の
変化は、市販の HAEC を用いたウェスタンブロットでも確認された。このことから、血管
内皮細胞の細胞内タンパク質への O-GlcNAc 修飾の程度は、細胞外のグルコース濃度など
の環境によって容易に変化することがわかった。 

 

③ O-GlcNAc 修飾の増減に伴う eNOSリン酸化の変化について： 

2 型糖尿病患者の血管内皮細胞を低グルコース培地で培養したところ、高グルコース培地よ
りもインスリン刺激による eNOS リン酸化が回復することがわかった。しかし、Thiamet G 

1μM を追加した場合、eNOS リン酸化反応は減弱した。このことから、O-GlcNAc 修飾の増
加は、2 型糖尿病でみとめられる高血糖は血管内皮機能障害を引き起こすが、その一因とし
て O-GlcNAc 修飾の過剰が考えられた。 

 

 (2) 実験 2: 

 患者の血管内皮インスリン抵抗性を測定するため、動脈シースから血管内皮細胞を回収し、
インスリン刺激(100μM, 30min)による eNOSリン酸化反応（p-eNOS Ser1177）を 84 人の患者で
調査した。結果、血管硬化指標（CAVI: cardio-ankle vascular index）高値、インスリン自己注射
による治療中、および冠動脈疾患を合併している糖尿病患者で血管内皮インスリン抵抗性が
認められた。（図２） 

 

５． 今後の展望 

 

今回、糖尿病性血管内皮機能障害にO-GlcNAc

修飾が関与している可能性について、多くの 2

型糖尿病患者の血管内皮細胞を用いて示した。
以前より、糖尿病患者の白血球、赤血球などで
O-GlcNAc が蓄積されている報告があった。（文
献③～⑥）血管内皮は血液に常に接触している
ため、血球と同様に代謝の影響を鋭敏に受けや
すいと考えられる。本研究では、糖尿病患者の
血管内皮細胞であっても、低グルコース濃度下
であればインスリンへの反応はある程度回復す
るが、高濃度グルコース下、もしくは OGA イン
ヒビターによる O-GlcNAc が増加した状態では
改善しないことを示した。 

しかし、細胞全体の O-GlcNAc を軽減させた
場合、もしくは eNOS の O-GlcNAc 修飾のみを減少させた場合にインスリン刺激による eNOS リ
ン酸化反応が回復するかどうかについては、適切な薬剤などがなく本実験系では確認できてい
ない。 

過去の報告では、遺伝子導入により OGA を過剰発現させたⅠ型糖尿病マウスでは、アセチルコ
リン刺激による血管拡張機能が回復したとの報告がある。（文献⑦）特定のタンパク質に特異的
な抗 O-GlcNAc 抗体はまだ市販レベルでは開発されておらず、この点においては引き続き研究が

図 1. 血管内皮細胞内の O-GlcNAc 修飾 

糖尿病患者では O-GlcNAc 修飾が増加している。 

赤 O-GlcNAc, 青 DAPI, 緑 von Willebrand factor 

図２ . 血管内皮細胞のインスリン刺

激による eNOS リン酸化の増加(％)と

CAVIとの関係 

 

r = -0.317  

P = 0.041 

n = 42 



必要である。新しい非侵襲的な血管内皮細胞の回収については、他の血管機能に関わる標的分子
の調査にも応用可能であり、解析方法の改良が今後の課題である。 
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