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研究成果の概要： 

糖尿病時においては様々な因子により血管障害が誘発される。本研究の様々な糖尿病モデルか

ら、特に血管成長因子であるインスリンの過剰は、活性酸素である superoxide、peroxynitrite

の増加によって血管機能障害を生じることを明らかにした。この機序として、1).カルシウム筋

小胞体のニトロ化による機能不全は、血管弛緩機能を低下させ、内皮細胞からの NO 産生も低

下させる。2). Akt pathway の活性低下による NO 産生を低下する。3).MAP kinase の活性化

による血管収縮の増加を生じる。4).血中エンドセリンやアンギオテンシンの増加が、これらの

酸化ストレスの血管異常を増加させている。以上の研究結果から、糖尿病時において、成長因

子やエンドセリン、アンギオテンシンの増加を抑制することは、ニトロ化等の酸化ストレスを

抑制し、糖尿病性血管障害を予防・改善できるものと期待できる。 
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病に起因する合併症に共通した病理学
的特徴は血管障害（大血管障害と細小血管障
害）であり、血管の正常な機能が損なわれる
ことによって、合併症が誘発される。つまり、
糖尿病性合併症は血管の病変であると極論
しても間違いないであろう。しかし、その詳

細な作用機序に関しては、まだ未解決の分野
が多い。現在、培養細胞等による実験は盛ん
に行われているが、実際の糖尿病動物からの
遺伝子発現の変化や機能変化の報告は少な
い。更に、in vivo の内皮細胞に焦点を絞っ
た報告は皆無である。この糖尿病時における
血管合併症について、いくつかの原因を究明
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する事、及び、実際の糖尿病動物における血
管内皮細胞の機能変化について詳細を解明
する必要があると考える。糖尿病時のインス
リン抵抗における高インスリン血症は、臨床
的に高血圧や動脈硬化を誘発する事が知ら
れている。更に糖尿病時には、血糖値のコン
トロールだけでは完全に合併症を予防でき
ず、一つの原因として、インスリン抵抗によ
る血中のインスリン値の増加が問題とされ
ている。インスリンは自身が成長因子である
とともに、様々な血管成長因子を誘導する。
成長因子は、血管内皮細胞等の機能を劇的に
改善する事が知られている。最近では、
insulin-like growth factor (IGF-1) と 
vascular endothelial growth factor (VEGF) 
の作用の違う成長因子同士が密接に関わり、
血管形成に相互作用している事が解りつつ
ある (Smith et al., Nature Med 5:1390-1395, 
1999)。一方、この IGF-1 や VEGF における
研究は、糖尿病性網膜症の進行において重要
な役割をしている事が知られている。更に
VEGF の投与は、動脈硬化を悪化させるとの
報告もされ (Celletti et al., Nature Med 
7:425-9, 2001)注意が必要であることも知ら
れている。このように、血管成長因子は作用
が強く、使い方を誤ると非常に重大な悪影響
を及ぼす可能性がある。よって、この作用の
強力な血管成長因子について、血管への影響
を検討することは、血管合併症の予防、そし
てこの合併症への劇的な治療方法を確立で
きる可能性がある。糖尿病性合併症の主な原
因として、活性酸素の増加に伴う血管障害に
ついての報告は、我々を含め多くの研究者が
行っている。更に上述したように、VEGF 等の
血管成長因子は、転写因子の活性、内皮細胞
や平滑筋細胞を活性化すると共に、多くの活
性酸素を産生することが知られ、平滑筋細胞
におけるスーパーオキサイドアニオン（O2

- ）
産生亢進、内皮細胞における NO 産生亢進が
知られている(Fulton D et al.. Nature. 
399:597-601, 1999)。近年、この O2

- と NO に
よって産生されるパーオキシナイトライト
（ONOO-）による内皮細胞や平滑筋細胞への分
子メカニズム機能への影響が示唆された
（Adachi T et al., Nature Med 10:1200-1206, 
2004）。血管平滑筋において、ONOO-の作用の
１つとして、細胞内 Ca2+濃度を低下させる筋
小胞体の Ca2+-ポンプをニトロ化することで
ある。その結果、Ca2+-ポンプの機能障害を生
じ、血管平滑筋の細胞内 Ca2+低下障害、弛緩
機能不全が報告された（Adachi T et al., 
Nature Med 10:1200-1206, 2004）。更に最近
の報告で ONOO-は、グアニル酸シクラーゼを
酸化変性し、c-GMP 産生障害を生じ、弛緩機
能障害を生じることが示唆された(Stasch et 
al., J Clin Invest 116:2552-2561, 2006)。
しかし、この ONOO-は、糖尿病性合併症や動

脈硬化への因果関係は報告されているが、血
管内皮細胞への詳細なメカニズムについて
は明らかではない。以上のことから私は、
ONOO-系による血管障害は、成長因子や転写因
子が強く関与し、様々な他の遺伝子発現にも
影響を及ぼしていると仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
糖尿病に起因する合併症に共通した病理学
的特徴は血管障害であり、血管の正常な機能
が損なわれることによって、合併症が誘発さ
れる。つまり、糖尿病性合併症は血管の病変
であると極論しても間違いないであろう。し
かし、その詳細な作用機序に関しては、まだ
未解決の分野が多い。特に、in vivo の内皮
細胞に焦点を絞った報告は皆無である。この
糖尿病時における血管合併症について、いく
つかの原因を究明する事、及び、実際の糖尿
病動物における血管内皮細胞の機能変化に
ついて詳細を解明する必要があると考える。
今回の研究は、成長因子と糖尿病性血管合併
症に重要な生理機能を持つ遺伝子の絞り込
みが進み次第、直ちに in vivo への適用、更
には薬理学的な血管内皮細胞機能への検討
を行う。更には、いくつかの新規及び既存（機
能未知）遺伝子と血管成長因子の関与とONOO-、
血管収縮弛緩機能への関与を、in vitro, in 
vivo の両局面から明らかにし、新規生理機
能の解明、新規治療法の確立と副作用の低減
を目的にする。 
３．研究の方法 
(1)実験動物;①実験には雄性 ICR マウス、
および nicotinamide (1.5 g/kg i.p.) 前処
置後 streptozotocin を投与することにより
発症した ２  型糖尿病マウスを用いた。ロ
サルタン、シンバスタチンを粉末飼料中に混
合した。②Wistar 系ラット、streptozotocin 
(STZ)誘発糖尿病ラット、高インスリン血症糖尿病
ラット、ピオグリタゾン、ロサルタン慢性投与ラ
ットを用いた。糖尿病動物は、STZ 65mg/kgを尾
静脈注射することにより作成し、STZ 投与後10週
間の動物を糖尿病動物として用いた。高インスリ
ン血症糖尿病動物は、STZ 投与後 8 週後の動物及
び同週齢のコントロール動物に insulin(10-40 
U/Kg)2週間皮下投与した動物を高インスリン血症
糖尿病動物として用いた。③32-38 週齢の
Goto-Kakizaki rat(自然発症２型糖尿病)と
同週齢の wistar 系ラットを用いた。④60-65
週齢の OLETF ラット(自然発症２型糖尿病)
と同週齢の LETO ラットを用いた。またこれ
らの動物の血中パラメーターである、インス
リン値、アンギオテンシン、エンドセリン、
グルコース、コレステロール、トリグリセリ
ド値は、ELISA kit 等を用いた。 
(2) 血管反応の測定;各動物を麻酔下、胸部
大動脈、腸間膜動脈を摘出した。胸部大動脈
は、らせん状標本にて、腸間膜動脈は、リン



グ状標本として、血管収縮機能、血管弛緩機
能を観察した。 
(3)糖尿病動物血管におけるタンパク発現と
リン酸化活性;eNOS, Akt, PTEN, SERCA, 
MEK1,MEK2,ERK1, ERK2, ET1A-R,ETB-R, 
nitrotyrosine, COX-1,COX-2, 
PI3-kinasep85, PI3-kinasep110delta, 
PI3-kinasep110 gamma, c-jun, NADPHoxidase 
p22phox,gp91phox, MnSOD, CuZnSOD, ECSOD
タンパク質は、ラットより摘出した血管を用
い、ウエスタンブロットによって測定した。
また、各タンパク質のリン酸化抗体を用いて、
薬物刺激における活性も同様に測定した。 
(4)免疫染色;eNOS, Akt, SERCA, ETA-R,ETB-R, 
nitrotyrosine,のタンパク質は、胸部大動脈
の凍結切片を作成し、免疫染色を行った。 
(5)免疫沈降;SERCA におけるニトロ化の検
討を行うため、SERCA タンパク質を免疫沈降
し、nitortyrosine 抗体を用いて、イムノブ
ロットを行った。 
(6)NFkB 転写活性;動物血管を用い、核タンパ
クを抽出した後、trans-Am 法を用いて、活
性を測定した。 
(7)NO の測定；摘出血管より産生されるNO 測
定には、酸化窒素分析システム(ジアゾ化反
応吸光度測定方式)にて NO2-,NO3-を測定した。 
(8)器官培養；摘出したラット大動脈は、イ
ンスリン、グルコース等を処置し、培養液に
て 16 時間培養後、血管反応、生化学的実験
を観察した。 
(9) 活性酸素の測定;摘出血管のNBT還元法、
DHE staining により測定した。 
(10) cGMP の測定; cGMP の測定は、各摘出
血管を刺激後、EIA にて測定した。VASP の 
ser239 のリン酸化はcGMP の増加に関与して
いるので、ウエスタンブロットによってこの
リン酸化を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病時における高インスリン血症は、
血管障害を誘発し、その一つとして血管内皮
機能障害を生じる事が知られているが、詳細
なメカニズムは明らかではない。活性酸素の
一つ superoxide は、NO を不活化することに
より内皮機能を傷害することが知られてい
るが、近年 superoxide と NO が反応して生
じる peroxynitrite も弛緩機能の障害など
が報告されている。器官培養を用いた糖尿病
血管へのインスリン処置は、 a) ACh による
内皮依存性弛緩反応、Angeli’s salt (NO ド
ナー) による平滑筋弛緩反応の減弱を生じ
る。一方、コントロール血管では、インスリ
ンによる弛緩の減弱は認められない。b) 
peroxynitrite も し く は  superoxide 
scavenger 処置によって、この弛緩反応の減
弱への効果は抑制される。c) ACh 刺激によ
る NO 産生は低下した。d) superoxide 、

nitrotyrosine の増加が認められた。e) SERCA 
タンパクにおける nitrotyrosine 量の増加
が認められ、 peroxynitrite scavenger に
より抑制された。以上のことから、糖尿病状
態の血管と高濃度のインスリンが共存する
状態において、内皮依存性、非依存性弛緩反
応の減弱を生じる。その原因としては、
peroxynitrite 増加による内皮 NO 産生の低
下、SERCA のニトロ化による SERCA 機能不
全の可能性が考えられる。 

 

(2)糖尿病ラットにおいて活性酸素の増加は、
ET-1 が関与していることが知られているが、
今回、ET-1 の発現には、転写因子である AP-1
の増加が認められ、ピオグリタゾンは NO 産
生には影響なく、AP-1 構成サブユニットの
c-Jun 発現を低下してET-1 産生を抑制する。
更に superoxide 産生酵素である NAD(P)H 
oxidase 活性を抑制する一方で、そのスカベ
ンジャーである SOD 活性を増加させるとい
う二面性の機序により、酸化ストレスを軽減
し、NO のバイオアベイラビリティーを増加
することによって内皮依存性弛緩反応の減
弱を改善することを明らかとした。以上の実
験結果から、糖尿病時や高インスリン血症時
に は 、 活 性 酸 素 で あ る superoxide 、
peroxynitrite の増加によって血管障害を生
じる。また、ピオグリタゾンはこれらの産生
を低下させることによって、糖尿病性血管合
併症を予防できることを示唆する。 
(3) 糖尿病時においては、成長因子であるイ
ンスリン、アンジオテンシンなど様々な因子
により、血管障害を誘発する。アンギオテン
シン type1 受容体阻害薬であるロサルタン
は、２型糖尿病時において、Akt/Protein 
kinase B の活性化によって、減弱した血管
内皮細胞、NO 産生を改善する事を報告した。
更に、ロサルタンは、糖尿病時のインスリン
処置動物や２型糖尿病ラットにおいて、 エ
ンドセリンの収縮増加、高血圧を生じるが、
この機序として MAP kinase の活性化を抑制
することによって、これらの症状を回復する
ことも明らかにした。以上のことから、糖尿
病状態においては、アンジオテンシンとイン
スリン値などの複合的な異常によって、糖尿



病性血管障害が生じることを示した。(4)内
皮依存性過分極因子(EDHF)において、メトホ
ルミンは２型糖尿病ラットにおいて生じる 
EDHF の低下を改善する。その機序として、
メトホルミンが収縮性プロスタノイドの産
生を抑制し、その結果 EDHF を改善すること
が明らかになった。更に、トロンボキサン阻
害薬は、EDHF を改善することによって内皮
細胞機能を改善することを見いだした。これ
らのことは、糖尿病時においては収縮性プロ
スタノイド類の増加は、血管収縮だけでなく、
内皮依存性弛緩因子である EDHF を抑制して
いることを明らかにした。トロンボキサンの
増加は、酸化ストレスの増加を生じることは
古くから知られており、この増加により酸化
ストレスの増加と EDHF の減弱などの関与が
示唆された。以上のことから、これらの成長
因子は、糖尿病時において複合的に作用して
いることが明らかであるが、これらの因子に
共通するのは、酸化ストレスの増加であり、
実際、インスリンや、過去の我々の研究から、
トロンボキサンは、活性酸素を増加し、様々
なタンパク質をニトロ化する事を報告して
いる。よって今回の研究から、糖尿病時にお
いて、成長因子の増加を抑制することは、ニ
トロ化等の酸化ストレスを抑制し、糖尿病性
血管障害を予防・改善できるものと期待でき
る。  
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