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研究成果の概要（和文）：ヒト大網動脈の血管内皮を除去し、長さ 2.5 mm のリング状標本を作

成した。この標本を高濃度ブドウ糖群（25.5 mmol/L）に 60 分間暴露すると、ATP 感受性カリ

ウムチャネル開口薬による拡張反応および過分極反応は抑制された。高濃度ブドウ糖暴露標本

では、血管平滑筋細胞内のスーパーオキシドレベルが増大しており、これには、細胞膜での

NADPH oxidase サブセット p47phox タンパク発現と F アクチン比率の増大を伴っていることが

明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：We prepared arterial rings with 2.5 mm length of human omental 
arteries without endothelium. Exposure toward a high concentration of D-glucose (22.5 
mmol/L) reduced both relaxation and hyperpolarization in response to an ATP-sensitive 
K+ channel opener. In human vascular smooth muscle cells exposed to high glucose, 
intracellular levels of superoxide in addition to expression of NADPH oxidase subunit 
p47phox on cellular membrane increased and they were accompanied by the enhanced F-actin 
ratio in the smooth muscle cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病、高血圧、高コレステロール血症、
高尿酸血症、喫煙などは、冠動脈危険因子と
して知られている。研究開始当初、これらの
個々の病態に加え、メタボリック症候群が、
新たな心血管疾患予測危険因子として世界的
にクローズアップされていた。すなわち、イ
ンスリン抵抗性、内臓脂肪の蓄積、脂質代謝
異常および高血圧を一つの症候群としてとら
え、心血管疾患の治療や予防の指標とする概

念である（Arterioscler Thromb Vasc Biol 
2008; 28: 629-636）。 
 それまでの研究により、個々の心血管疾患
危険因子を持つ動物モデルでは、ほぼ一様に
血管への酸化ストレスが増大することが明ら
かになりつつある。例えば、強力な血管収縮
物質であり、また、本態性高血圧の主因であ
るアンギオテンシン IIは、NADPH oxidaseと
いう細胞内の酸化還元酵素活性を介し動物血
管での酸化ストレスを増大させる（Am J 
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Physiol 2007; 292: C82-C97）。しかし、それ
ぞれの心血管疾患危険因子が、どのような細
胞内機序でこの酵素活性を増大させるかにつ
いては明らかでなかった。特に、メタボリッ
ク症候群は種々の病態を複合的に評価する概
念であることから、この症候群を忠実に反映
するモデル動物を作成することは困難であり、
そのため、メタボリック症候群が、個々の病
態以上に血管へストレスを与え、血管反応性
を抑制するか否かについては知見がえられて
いなかった。 
 一方、動物モデルで常に議論となる点とし
て、動物疾患モデルによる研究結果が、ヒト
血管にそのまま適合するかどうかという問題
がある。摘出可能なヒト血管を研究に使用で
きればよいが、ヒト血管を研究目的のみで採
取することは倫理上問題がある。そのため、
心血管疾患危険因子と実際のヒト血管反応性
の関係は、大部分明らかにされていなかった。
この問題を解決するために、申請者らは胃癌
手術で摘出される大網内の血管に着目した。
大網は、胃癌手術では胃病変部と共に摘出さ
れるが、胃標本およびリンパ節を病理組織診
断のため取り除いた後に廃棄される。したが
って、これら血管に富む廃棄部分を研究に使
用することは、倫理上の異論はなく患者の了
解を得やすいと考えた。 
 体内で発生した炎症反応は、サイトカイン
遊離を促し血管への酸化ストレスを増大さ
せ、また逆に、酸化ストレスは血管での炎症
反応を惹起することが、一部の動物モデルで
明らかになった（Am J Physiol 2007; 292: 
H2073-H2082）。しかし、炎症で発生するサイ
トカインがどのような細胞内機序で、ヒト血
管への酸化ストレスを増大させるかに関し
ては知見がない。さらに、サイトカインが、
メタボリック症候群患者の血管でより強く
酸化ストレスを増大させ、ヒト血管の反応性
を抑制するか否かは明らかでなかった。一方、
これまでの疫学的な研究により、糖尿病では
感染症罹患率が増大し、特に麻酔・集中治療
を受ける重症患者の予後を悪化させること
が明らかとなった（Diabetologia 2007; 50: 
549-554）。高血糖は、酸化ストレスを惹起し
血管反応性を抑制するとされているが、サイ
トカインと高濃度ブドウ糖が相乗的にヒト
血管酸化ストレスを増大させるか否かは検
討されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、胃癌手術患者より摘出したヒ
ト大網動脈を用いて以下の仮説を明らかにす
ることを目的とした。すなわち、1）摘出ヒト
血管で高濃度ブドウ糖およびサイトカイン暴
露による酸化ストレスが、血管平滑筋機能を
抑制しそれぞれが相乗的な抑制作用を発揮す
ること、2）この抑制の機序に NADPH oxidase

酵素活性が関与していること、 3）NADPH 
oxidase 活性化の機序に細胞骨格の変化が呼
応していること、4)メタボリック症候群患者
と健常人とで、以上の血管内酸化ストレス惹
起カスケードにどのような違いがあること、
5)細胞骨格と関連がある NADPH oxidase のコ
ンパートメントに対する siRNA の適用はヒト
血管を酸化ストレスの影響から保護すること、
6）麻酔薬もこれらの酵素機能を細胞骨格変化
により抑制するがその作用には麻酔薬間で相
違があること、という以上 6 つの仮説を検証
することを当初の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 手術患者より摘出された大網つきの胃標
本を直ちにクレブス液に入れ 9℃に冷却保存
する。本研究で使用する標準的クレブス液中
の D-ブドウ糖濃度は、5.5 mmol/L (99 mg/dl)
とする。病理組織標本を確保したのち、残り
の大網を摘出 2 時間以内に 9℃に冷却のまま
搬送する。現有の実体顕微鏡を用い、外径
0.8-1.2 mm のヒト大網動脈を摘出後、長さ
2.5 mmのリング状標本とする（ウエスタンブ
ロッティングには各 3 cmずつ用いる）。サン
ドペーパーで表面を粗にした 26 ゲージ針を
血管内に一度通し、内皮細胞を除去する
(Arterioscler Thromb Vasc Biol 2004; 24: 
2290-2295)。 
 静止張力 1.2g を付加した血管をトロンボ
キサンアナログ U46619 (310-8 mol/L)で収縮
させ、ATP 感受性カリウムチャネル開口薬レ
ブクロマカリム (10-8-10-5 mol/L)、電位依存
性カルシウムチャネル阻害薬ジルチアゼム 
(10-7-10-4 mol/L)あるいは一酸化窒素ドナー
NOC-7(10-9-10-6 mol/L)の累積適用を行い、用
量反応曲線を得る。ATP 感受性カリウムチャ
ネル阻害薬グリベンクラミド (10-6 mol/L)の
影響を観察する。 
 3 mol/L の KCl で満たしたガラス電極をマ
イクロマニュピュレータで保持し観察チャ
ンバーに入れた摘出血管に刺入する。現有の
アンプ、レコーダを用いて平滑筋膜電位を測
定する。レブクロマカリム(10-5 mol/L)によ
る過分極反応とそれに及ぼすグリベンクラ
ミド (10-6 mol/L)の影響を観察する。 
ヒト血管平滑筋内タンパク発現を検討する。

内皮細胞内での NADPH oxidase 各サブセット
のうち、特に細胞内スーパーオキシドの産生
の鍵を握ると考えられる p47phoxの細胞膜分
画レベルを検討する。これが有意に変化しな
い場合は、NOX1、NOX2、NOX4および Rac-1を
評価する。 
血管をコンパウンドで封埋後、-20℃に冷却

して凍結する。凍結後現有のスライサーで 20
μm の厚さのスライス標本を作製する。スラ
イドガラス上の標本にヒドロエチジン 
(210-6 mol/L)を 20 分間適用する。その後、



現有の共焦点顕微鏡で 585 nm の波長で赤色
蛍光を観察する。ヒドロエチジンは細胞内に
発生したスーパーオキシドと結合し酸化さ
れて臭化エチジンを産生する。 
スライス標本に、細胞骨格のうち F アクチ

ンフィラメント、アクチン結合タンパクであ
るコルタクチンおよび NADPH oxidaseサブセ
ット p47phoxを免疫組織学的に評価する。二
次 抗 体 に 標 識 す る 蛍 光 色 素 を 赤 色 
(Alexa-594) と緑色 (Alexa-488) を適宜組
み合わせ、共焦点顕微鏡によるライブセルイ
メージングで、コルタクチンや p47phoxの動
態と Fアクチンの構造変化との連関を評価す
る。 
 さらに、当初は p47phoxに対する siRNA
および scrambled siRNA (ネガティブコント
ロール)を 1標本あたり 0.1μmol/L使用す
る計画をしていた。 
 これらの実験を正常ブドウ糖群あるいは
高濃度ブドウ糖群（2種類）、正常 IL-6 群、
低濃度 IL-6群あるいは高濃度 IL-6群（3種
類）、高濃度ブドウ糖と低濃度 IL-6群ある
いは高濃度 IL-6群の組み合わせ（2種類）
について繰り返す計画であった。 
 
４．研究成果 
 メタボリック症候群のない患者手術患者
より摘出された大網つきの胃標本を直ちに
クレブス液に入れ 9℃に冷却保存した。 
 外径0.8-1.2 mmのヒト大網動脈を摘出後、
長さ 2.5 mmのリング状標本とした。正常ブ
ドウ糖群（5.5 mmol/L）あるいは高濃度ブ
ドウ糖群（25.5 mmol/L）に 60分間暴露し
た後、U46619(3×10-8 mol/L)で血管を収縮
させ、ATP 感受性カリウムチャネル開口薬
レブクロマカリム (10-8-10-5 mol/L)の用量
反応曲線を得た。高濃度ブドウ糖暴露は、
この開口薬による拡張反応を有意に抑制し
た。さらにこれら処置血管に対して、3 
mol/L の KCl で満たしたガラス電極をマイ
クロマニュピュレータで保持し観察チャン
バーに入れた摘出血管に刺入し、血管平滑
筋膜電位を測定した。等尺性張力変化測定
の結果に一致し、高濃度ブドウ糖暴露血管
ではレブクロマカリムによる過分極反応は
有意に抑制された。 
 正常ブドウ糖群（5.5 mmol/L）あるいは高
濃度ブドウ糖群（25.5 mmol/L）に 60分間暴
露した後、-80℃で保存した。保存した標本
を用いて、後日ヒト血管平滑筋内での NADPH 
oxidase 各サブセットのタンパク発現レベ
ルを検討した。その結果、高濃度ブドウ糖暴
露により、特に細胞内スーパーオキシドの産
生の鍵を握ると考えられる p47phoxの細胞膜
分画レベルが増大していることが明らかに
なった。さらに、高濃度ブドウ糖へ 60 分間
暴露した直後の血管をコンパウンドで封埋

後、-20℃に冷却し作成した 20μm の厚さの
スライス標本では、ヒドロエチジン (210-6 
mol/L)20 分間適用後にえられる 585 nm 波長
での赤色蛍光が増強しており、これらの血管
平滑筋でのスーパーオキシドの産生増大も
証明できた。 
 次いで、4％パラホルムアルデヒドで固定
した血管スライス標本で、細胞膜構成物質ア
ダプチンおよび NADPH oxidase サブセット
p47phox を免疫組織学的に評価したところ、
細胞膜での p47phoxタンパク発現を裏付ける
画像所見をえた。次いで、同様に作製したス
ライス標本に、細胞骨格のうち Fアクチンフ
ィラメントおよび Gアクチンフィラメントを
免疫組織学的に評価した。二次抗体に標識す
る蛍光色素を赤色  (Alexa-594) と緑色 
(Alexa-488) を適宜組み合わせ、共焦点顕微
鏡によるライブセルイメージングで、F およ
び Gアクチンの比率を評価したところ、高濃
度ブドウ糖暴露により、F アクチン比率が高
まることが明らかになった。      
 現在までに、IL-6と高濃度ブドウ糖の相乗
作用を繰り返し検討したが、IL-6追加による
影響は認められなかった。本研究期間を通じ、
免疫染色時の各種薬剤の使用量や暴露時間
の最適化までに時間を要したこと、胃がん手
術が内視鏡手術主体となり、大網が得られる
頻度が激減したことで、結果としてメタボリ
ック症候群患者からの標本での検討は行え
ないままであること、さらに、以上の時間的、
物質的理由により siRNA投与実験に至ってい
ないことが当初の計画とは異なることとな
った。siRNA 実験については、今後、所属機
関の資金を使用して考慮する予定である。 
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