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研究成果の概要（和文）：EVsの遊離促進因子として報告されているインドキシル硫酸や、EV中に含むヌクレオ
チド、AGEによる血管障害の新しい機序を明らかにした。糖尿病性血管障害において、GLP-1は、直接内皮細胞に
作用することにより、β-arrestin2 を細胞膜上に移行させ、Akt/eNOS経路を活性化することを明らかにした。
糖尿病時の EVs に含まれる ERK1/2 がAkt/eNOS活性低下による血管内皮障害を惹起させることが示唆され、更
にERK 阻害薬の投与は、糖尿病性血管内皮障害、EVｓの含有量、質的変化を改善し、糖尿病性血管障害の治療タ
ーゲットとなることを報告した。

研究成果の概要（英文）：Extracellular vesicles(EVs) have been described as biological vectors of 
vascular diseases in other pathologies. I found that 1) indoxyl sulfate, Advanced Glycation End 
Products, and UTP directly affects vascular function, especially, endothelium-dependent 
vasorelaxation ;2) GLP-1 causes vascular relaxation in diabetic aorta through GLP-1-dependent 
beta-arrestin2 recruitment ;3)extracellular signal-regulated kinases (ERK)1/2 accumulated more in 
diabetic EVs than in control mice-derived EVs;4) diabetic EVs induced ERK1/2 activation in mice 
aortas;5) in vivo  treatment with ERK-inhibitor ameliorates vascular endothelial dysfunction in 
diabetic mice. I propose that ERK-inhibitor may be a promising therapeutic agent for EV 
derived-cardiovascular complications in metabolic disorder.

研究分野： 薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動脈硬化、脳梗塞、心筋梗塞等の血管障害は、様々な代謝性機能不全の重積による合併症であり、患者の 
quality of life (QOL) を著しく低下する。近年、細胞外小胞 (Extracellular vesicles: EVs) は、その血液
を循環する特性や、重要な生理機能が注目されており、この機能解明と血管障害との関係を明らかにすること
は、革新的な新規治療薬開発につながる。本研究により、代謝性疾患時における血管障害において、EVの阻害、
EVに関するシグナル伝達の阻害は、新たな血管障害の改善アプローチに繋がることを明らかにした。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
動脈硬化、脳梗塞、心筋梗塞等の血管障害は、糖尿病や脂質異常症等の様々な代謝性機能不全

の重積による合併症であり、患者の quality of life (QOL) を著しく低下するばかりか、医療費
の増加の一因ともなっている。そこで、糖尿病や脂質異常症を中心とした代謝性疾患によって生
じる血管障害時の適切な病期病態における新規治療薬の開発、予防方法の確立、血管障害の状態、
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。 
 近年、細胞外小胞 (Extracellular vesicles: EVs) は、様々な種類の細胞から放出される細胞膜
の断片からなる循環粒子であり、特にその血液を循
環する特性や、放出由来細胞の細胞膜、細胞質タン
パク、転写因子、RNA、microRNA、脂質及び細胞
器官を含んでいることから、genetic exchange 等
の重要な生理機能が注目されている。それゆえ、
EVs は、代謝性疾患時において、ホルモン的に臓
器間、内皮細胞間で、オートクライン・パラクライ
ン的にコミュニケーションを行っていると推測で
きる。申請者は、世界で初めて糖尿病時の血液に 
EVs の一つである、マイクロパーティクル（MP）
が増加し、直接血管内皮弛緩機能 (NO 産生等)を
障害することを報告した。しかし、in vivo 研究や
病態時における薬物治療の観点については、ほとん
ど明らかにされておらず、革新的な治療薬・予防法
の開発には EVs の生体内、臓器間、疾患について
の役割のさらなる解明は急務である(図 1)。  
そこで、本研究では、代謝性疾患、特に糖尿病等における EVs の放出機構と血管機能障害発

症メカニズムを明らかにし、EVs の新規作用機序および革新的な血管障害治療（薬）・予防法を
提案する。 
本研究の核心的な問い： 
(1) 代謝性疾患において血管機能障害を誘発する未知の EVs 種および由来細胞とその放出機構

因子は何か。 
(2) 放出された EVs の血管内皮・平滑筋細胞等への機能分子シグナルは何か。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は代謝性疾患時における合併症である血管機能障害発症メカニズムに焦点をあ

て、代謝性疾患臓器細胞から分泌される EVs のシグナル伝達の視点からその解明を行うもので
ある。研究遂行に必須の、マウスを用いた血管収縮弛緩機能測定、モデル動物血液中の EVs 抽
出・解析については、特殊な技術が必要なため世界的に研究が進んでいないが、申請者はこれら
の技術、研究を一貫して進めてきた。また、糖尿病、脂質異常症、高血圧等によって誘発される
血管障害因子については、各々の病期病態期において全く異なる増悪因子が存在する一方、共通
した因子も存在するため、その中心的因子の特定も治療の効率化を進める上で重要である。更に、
全身の血管収縮・弛緩機能、特に大血管と細小血管では性質が大きく異なる事が申請者を含め多
くの研究者が報告しているので、マウスやラット大動脈、頸動、大腿動脈、腸管膜動脈やラット
腸管膜動脈第 3 分岐についても独自の比較検討を行い、EVs の生体内における詳細かつ統合的
な標的血管と機能も明らかにする独自性を有する。本研究により、EVs をターゲットとした新
規治療薬、治療用人工ナノ粒子、血管障害の進行度を把握するバイオマーカーの開発についても
応用展開できる創造性がもたらされる。 
 
 
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 EV を単離し

た。培養血管内皮細胞(HUVECs)を用いて高グルコースおよび Ang II 添加培地で培養後、培
地を回収し、EV の調製をした。 

(2) 糖尿病マウスより採取した血液や、培養血管内皮細胞(HUVECs)を用いて EV を単離し、その
EV 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。 

(3) 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、EVs 関連物質における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).代謝性疾患における血管機能障害を誘発する EVs 種の特定、放出及び性質の検討 
糖尿病マウスから抽出した血液中 EVs 量は 正常動物 EVs 量と比較して増加が認められた。

これら EVs をマウス摘出胸部大動脈に処置し血管反応を検討したところ、糖尿病 EVs 処置によ
って、強い内皮依存性弛緩反応の減弱が認められた。 マウスから抽出した EVs を、CD42b にて
標識し、摘出血管にて吸着実験を行ったところ、糖尿病 EVs において、より多くの血管への吸着
が認められた。EVs 中のタンパク質スクリーニングを行ったところ、特に ERK1/2 が多く含有さ
れており、加えて糖尿病 EVs は正常動物 EVs と比較して ERK1/2 を多く含有していた。さら
に、EVs 中の ERK1/2 活性を阻害すると血管への作用は消失した。この EVを用いて、培養内皮
細胞に処置を行った結果、培養液中における EVの増加が観察された。培養液中の EV のタンパク
質スクリーニングを行ったところ、NOS が含有されていることが明らかとなった。この EV処置
を行った内皮細胞は、NOS 発現の低下、NO 合成の低下が認められた。また、培養内皮細胞におい
て、高グルコースとアンギオテンシンの同時処置により、内皮細胞から EV 放出が促されること
が明らかとなった。 
以上のことから、糖尿病時には血液中の EVが増加しており､その EV は内皮細胞に吸着しやす

く、EKR や NOS を含有していることが明らかとなった。内皮細胞に吸着した EVは、ERK 活性増加
を誘発し、NOS を含む EVs を放出し、内皮細胞内の NOS タンパク質の低下、内皮機能低下を引
き起こしていることを示唆する。 
 
(2).代謝性疾患、特に糖尿病モデルにおける EVs 作用機序および血管障害治療薬の検討 
糖尿病時の EV 放出増加、質的変化、ERK1/2 活性が内皮機能障害に関係していることが明らか

となったので、その阻害薬を糖尿病マウスに慢性投与し、血管障害治療効果の検討を行った。
ERK1/2 阻害剤である PD98059 (PD) を in vivo 処置した糖尿病動物においては、血管障害が改
善された。更にその動物から抽出した EVs 中のタンパクを測定したところ、正常動物の EVs と
同程度の ERK1/2 活性および eNOS 発現を示すと共に、その EVにおいては、内皮機能障害は認
められなかった。以上のことから糖尿病時、EVs に含まれる ERK1/2 が血管内皮障害を惹起さ
せることが示唆され、更に ERK 阻害薬の投与は、糖尿病性血管内皮障害、EVｓの含有量、質的
変化を改善し、糖尿病性血管障害の治療ターゲットとなることを提案した。 
 
(3).EVs 関連物質における血管機能障害作用機序の検討 
EVs の遊離促進因子として報告されているインドキシル硫酸 (indoxyl sulfate; IS)は、作用

が明らかではないため、まず血管への直接的影響を検討した。 ラット胸部大動脈や腸間膜動脈
において、IS 処置は、内皮依存性弛緩反応の減弱が認められた。その機序として、ISは、organic 
anion transporter を介して細胞内へ移行し、superoxide を産生することでこれらの弛緩反応
を減弱させていることが明らかとなった。 EV 中には、ATP、 UTP 等のヌクレオチドを含有して
いることが知られている。そこで、糖尿病時に増加する advanced glycation end products(AGEs) 
とウリジンによるラット胸部大動脈、大腿動脈および頸動脈の機能について検討を行った。その
結果、胸部大動脈、および頸動脈においては、糖尿病時に増加する AGE によって、ウリジンによ
る血管収縮の増加を生じることが認められた。 
また、糖尿病性血管内皮機能の減弱において、GLP-1 は、直接内皮細胞に作用することにより、

β-arrestin2 を細胞膜上に移行させ、GRK2 活性を抑制し、Akt/eNOS 経路を活性化することが
認められた。ポリフェノールの一種であるモリンの投与は、Akt/eNOS 経路を活性化し、糖尿病
性血管内皮機能障害を改善した。 
以上のことから、IS、AGE、ヌクレオチドのような EV 誘発因子の阻害、GLP-1 アナログなど

の内皮細胞内 NOS 活性の増加は、新たな糖尿病性血管内皮障害の改善アプローチに繋がること
を明らかにした。 
 
(総括） 
糖尿病時において、EVの増加が血管障害を引き起こしていることを明らかにした。更に、EVs 

は ERK1/2 を内在し、特に糖尿病時の EVs 中には、正常時の EVs と比較して ERK1/2 が増加す
ることによって内皮機能障害を引き起こしている事が明らかになった。内皮細胞内や EVs 中の
ERK1/2 活性の阻害や、IS のような EV 誘発因子の阻害は、新たな糖尿病性血管内皮障害の改善
アプローチに繋がると考えられる。 
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