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研究成果の概要（和文）：メタボリックシンドローム（MS）は代謝複合病であり、病因にインス

リン抵抗性が関わる。本研究はMSの代表的モデルZucker Ratの血管につき解析を行った。Ｍ

Ｓ血管では１）誘導型一酸化窒素合成酵素依存性の血管収縮能の低下２）チオール抗酸化能低

下、アルギニン代謝変化、メチオニン代謝変化（特にメチル化供与体の低下）３）メチル化蛋

白質の低下を認めた。また、インスリンシグナルに活性酸素種、窒素種, ガス分子が関与する

事が培養内皮細胞にて示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Metabolic syndrome is a complex diseases, which is closely 
associated with insulin resistance. In this study, we characterized aorta from Zucker rat, a 
typical animal model of MS. In aorta from MS, we found following results, 1) 
Hypo-vasoconstriction induced by iNOS, 2) A decrease in thiol-antioxidants, Changes in 
arginine, methionine metabolisms (including a decrease in SAM level, a methyl donor) 3) 
Decreases in the methyl-arginine modifications on vascular proteins. Moreover, we found 
the involvement of reactive oxygen/nitrogen species and gas molecules with insulin signal 
in cultured endothelial cells. 
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１． 研究開始当初の背景 

21 世紀の成人病医療において、メタボリッ

ク・シンドロームの病態解明、治療法の開発

は重要課題である。しかしメタボリック・シ

ンドロームは、肥満（内臓脂肪蓄積）、脂質

代謝異常、糖代謝異常の代謝複合病であり、

その多因子性から病因となる分子機構の解

明は困難である。それに加えてこの病態では、
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多数の高血圧関連ホルモン（アンジオテンシ

ンII）や炎症性サイトカイン、脂肪細胞から

放出されるアディポサイトカインが関与す

るために、一つの代謝経路やシグナル機構か

ら病因を探るのは困難である。近年の関連研

究によりインスリン抵抗性による糖代謝異

常が主原因の一つである事は判明した。しか

し実際の血管病理所見から考えると、高血糖

を主体とする1型糖尿病とメタボリック・シ

ンドロームにおける血管病変には大きな違

いが認められる。メタボリック・シンドロー

ムにおいては微少血管のみならず大・中動脈

にも動脈硬化性病変が散見され、頚動脈、冠

動脈、大動脈、大腿動脈硬化は予後と直結す

る問題点である。こういった背景を鑑みてメ

タボリック・シンドローム研究には A)脂肪

細胞、骨格筋を標的とした内分泌学的検討の

みならず、最終標的である心血管系の病理・

生化学的変化を詳細検討する必要がある。ま

た、メタボリック・シンドロームが複合代謝

病である原点に立ち戻り、B)代謝経路より放

出されるフリー・ラジカル（Reactive 

Oxygen/Nitrogen Species：ROS/RNS）やガス

分子（一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）、

硫化水素（H2S））等の反応性低分子による心

血管の病態生化学的解析が重要である 

２． 研究の目的 

本研究は、21世紀成人病医療の重要課題であ

る、メタボリック・シンドロームの最終標的

である心血管系病変の病因解明、新規治療法

の開発を最終目的とする。その為、メタボリ

ック・シンドロームの際に、代謝経路より放

出されるフリー・ラジカル（Reactive 

Oxygen/Nitrogen Species：ROS/RNS）やガス

分子（一酸化窒素（NO）、一酸化炭素（CO）、

硫化水素（H2S））等の反応性低分子に着目し

て、これらによる蛋白質翻訳後修飾生成機序

と、その標的蛋白質を検索し、心血管病進展

の病因と新たな治療分子標的の同定を行う。

この申請期間内での達成目標として、メタボ

リック・シンドロームの動物モデル Zucker 

rat の心血管と、培養血管内皮細胞のインス

リン抵抗性モデルを用いて、１）ROS/RNS に

よる 3`-nitrotyrosine, Thiol Oxidation, 

及びメチル化アルギニン標的蛋白質の同定 

2) ROS/RNS, COによる蛋白質methylationの

制御機序とその病態への関与、3)これらの修

飾の血管機能およびインスリンシグナルに

及ぼす影響の3点を明らかにする事である。 

３．研究の方法 

１)メタボリックシンドロームZucker Ratの

血管における内皮機能と血管収縮能：Zucker 

Fat Rat はオリエンタル酵母社から購入し雄

１６−２０週齢を用いた。Ratの管理は慶應義

塾大学医学部動物取り扱い規約に沿って行

なった。フェントバルビツール（50 mg/kg）

麻酔下下降大動脈を剥離し、Krebs Buffer内

で結合組織と血管周囲脂肪を取り除いた。

5mm長に切断した血管リングを5%オーガンチ

ェンバーに装着し（いわしや、京都）、一部

のリングはiNOS阻害剤L−Nil(10 mmol L-1, 15 

min)で処理した。リングをフェにレフリン

（PE: 10-9-10-5 mol L-1）で収縮させ、収縮能

を評価した。 

2）RT−PCR： RT-PCR は以下のPrimer を用い

て、Two-step RT-PCR kitを用いて行なった。 

eNOS (Forward GCCAGGAGGGACTGCAGT Reverse 

GCGGGGAAGTGATGTCCA) 

nNOS (Forward GCAGTGTACAGCTCTGAAGA 

Reverse CTGGTCAACAGAATACAGGCT) 

iNOS (Forward TGCTTTGTGCGCAGTGTCAGT 

Reverse CGGACCATCTCCTGCATTTCT) 

3) Zucker Rat 蛋白質翻訳後修飾の特異的標

識法・抗体を用いた検出、プロテオミクス：

Zucker ラットの大動脈を用いて反応性低分

子による翻訳後修飾解析を行なった。 

Ettan Dige を用いた二次元電気泳動法を応

用し、血管内のメチル化アルギニン修飾蛋白

質の検出法を確立し、プロテオーム解析を行

った。蛋白質を Cy5-Dye（赤）で標識後、IP 

Gopher (GE ヘルスケア社)を用いて 13cm ゲ

ルにより二次元電気泳動を行なった。PVDF膜

に transfer 後、メチル化アルギニン

(ADMA:Asymmetrical Dimethyl-Arginine)に

対する特異的抗体による二次元ウエスタ

ン・ブロットをECL-PLUS(Cy2:緑)で蛍光染色



した。蛍光イメージャー（Ettan DIGE Imager）

により、二重染色画像を取り込み解析し、修

飾蛋白質のマッピングを行なった。メチル化

を受けた蛋白質は同時に用意したゲルから

切り出し、LC/MS/MSで解析し、Masscot解析

ソフトを用いて同定した。 

4）血管メタボローム解析術:大動脈をオーガ

ンチェンバー内で 30 分安定化後、素早く取

り出し、液体窒素で急速凍結した。凍結血管

内の代謝産物はメタノール／クロロホルム

バッファーで抽出を行なった。メタボローム

解析は慶大鶴岡キャンパスの CE/MS/MS を用

いて行なった。より、高精度の測定を行なう

ためにSAM/SAH測定はLC/MS/MS、を用いた。 

5）豚血管内皮細胞におけるインスリンシグ

ナル：豚血管内皮細胞を用いて、インスリン

シグナルと SAM 濃度について検討を行った。

まず、インスリンシグナルに対する ROS/RNS

の 関 与 に つ い て 、 PTEN/PP2A の

S-glutathiolation 修飾について検討を行っ

た。また、CO donor RtCO を 6 時間投与し、

COのインスリンシグナル、及び血管内皮細胞

内の代謝作用について検討を行った。 

４．研究成果 

大動脈リングを用いて PE による血管収縮を

検討した。MS では血管収縮の低下を認めた。

iNOS 阻害剤 L-Nil 投与後その差は消失した。

RT-PCR 法で iNOS 発現を検討した所、上昇す

る傾向にあり iNOS からの ROS/RNS が病態に

関わった可能性が示唆された。 

 二次元ウエスタンブロットでは MS 血管で

ADMA修飾が低下する事が示唆された。プロテ

オミクス解析で特に14−3−3、HSP60/70/90で

メチル化修飾低下を認めた。 

メタボローム解析術では MS ラットの血管に

ついてアルギニン代謝とメチオニン代謝に

変化が認められた。メチオニン代謝ではメチ

ル化供与体SAMの低下が認められた。これが、

蛋白質 ADMA 修飾の低下を招いた原因である

可能性が示唆された。次に血管内皮細胞でイ

ンスリンシグナルに付き検討を行った。 



    現在、血管内皮細胞の系で高血糖や脂肪

酸負荷に付き検討を重ねている。一方、近年

ヘムオキシゲナーゼ（HO）から生成される一

酸化炭素(CO)の生体内作用が着目されてい

る。そこで、内皮細胞に CO 負荷を行い、イ

ンスリンの主要シグナルAktのリン酸化につ

いて検討を加えたところ CO は容量依存性に

Akt 及びその下流のeNOS, GSK-3 のリン酸化

を増強した。また、COは細胞内SAM/SAHを増

加させ、メチル化蛋白質を増加させた。この

事からCOがMSの血管に対してメチル化増強

によりインスリンシグナルを改善する可能

性が示唆された。 
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