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研究成果の概要（和文）：非アルコール性脂肪性肝疾患の病態において、尿酸合成酵素・キサンチン酸化還元酵
素（XOR）の血中濃度が著しく上昇し、血管内皮障害や動脈硬化症の進展に直接的に関与し得ることを明らかと
した。
また、T-cadherin依存的な血管内皮へのアディポネクチンの結合・集積が、網膜症に代表される糖尿病性の細小
血管障害に対して、保護的な役割を担うことを明らかとした。さらに、薬理学的な低酸素誘導因子（HIF）の活
性化は、T-cadherin発現の増加を介して、アディポネクチンによるエクソソーム産生を相乗的に増加させること
を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：We found that circulating xanthine oxidoreductase (XOR), a rate-limiting 
enzyme for uric acid production, was markedly elevated in the nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD) conditions. Moreover, increased XOR activity in the bloodstream was demonstrated to be 
directly involved in the development of vascular endothelial damage and atherosclerosis.
T-cadherin-dependent accumulation of adiponectin in the vascular endothelium plays a protective role
 against diabetic microvascular damage, represented by retinopathy. Furthermore, our findings 
indicate that the activation of pharmacological hypoxia-inducible factor (HIF) has the potential to 
enhance exosome production by adiponectin, through the upregulation of T-cadherin expression.

研究分野： 糖尿病・内分泌・代謝学

キーワード： キサンチン酸化還元酵素　アディポネクチン　T-cadherin　糖尿病　非アルコール性脂肪性肝疾患　動
脈硬化症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題により、「肝臓-血管の連関機構」における血中XORの動脈硬化症に対する役割について、新たな知見
が加わった。また、阻害薬による血中XORの抑制が、メタボリックシンドロームと強く関連する非アルコール性
脂肪性肝疾患患者の心血管疾患の進展を抑制する上での、重要な治療戦略となり得る可能性を提唱した。
また、T-cadherinを介して血管内皮に集積するアディポネクチンの結果保護作用が明らかとされ、薬剤による
HIF活性化がT-cadherin/アディポネクチン経路の増幅および、エクソソーム産生促進を介する新たな生活習慣病
治療につながる可能性を示した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
健康寿命延伸の観点から動脈硬化性心血管疾患の予防は重要な課題である。我々の研究グル

ープでは、メタボリックシンドロームの病態基盤として、内臓脂肪蓄積を上流とするアディポサ
イトカイン分泌異常が、全身の代謝異常を引き起こし、動脈硬化症を初めとする多臓器障害が生
じることを明らかとしてきた。中でも、メタボリックシンドロームを背景とした糖尿病や非アル
コール性脂肪性肝疾患（NAFLD）は、それぞれ血管病と強く関連することが知られているが、
このような病態における血管障害・動脈硬化症進展の分子メカニズムは完全には明らかとなっ
ておらず、有効な予防法や治療法は確立されていない。 
キサンチン酸化還元酵素（XOR）は、ヒポキサンチンおよびキサンチンから尿酸への変換を触

媒する律速酵素であり、ヒトでは主に肝臓や小腸に高発現している。また、その酸化型酵素であ
る XO は、その反応過程において活性酸素種（ROS）を産生し、血管内皮に結合することが示さ
れていることから、血管内皮障害や動脈硬化症に関与することが示唆されてきた。近年、ヒト血
漿中の XOR 活性の正確な測定が可能となったが、血中 XOR 活性上昇の病態学的意義は明らか
でない。 
また、アディポネクチン（APN）は、脂肪細胞から特異的に分泌される蛋白質であるにも関わ

らず、肥満・特に内臓脂肪蓄積に伴いその血中濃度が低下する。我々は、APN が GPI アンカ
ー型の細胞膜蛋白である T-cadherin（T-cad）への特異的かつ高親和性の結合により、大動脈の
血管内皮細胞や動脈硬化巣の増殖型平滑筋細胞、腎尿細管周囲の血管周皮細胞（pericyte）など
の心血管組織に集積して存在し、動脈硬化症や虚血再灌流障害による腎尿細管障害などに対し
て保護作用を示すことを報告してきた（Fujishima Y, et al. FASEB J 2007, Tsugawa-Shimizu 
Y, et al. Am J Physiol Endocrinol Metab 2021）。そして、その作用起点の一つとして、T-cad を
介した APN の細胞外小胞・エクソソームの産生促進作用を明らかとした（Obata Y, et al. JCI 
Insight. 2018）。しかし、網膜症を初めとした糖尿病細小血管合併の発症・進展に対する APN 
の生理的意義については明らかでない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）NAFLD 病態で著しく血中での活性が上昇する XOR と、（２）内臓脂肪蓄

積に伴い血中濃度が減少する脂肪細胞特異的蛋白・APN に注目し、これらの因子が血管障害・
動脈硬化症に及ぼす影響を明らかとすることにより、心血管疾患に対する治療応用を目指すこ
とを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）NAFLD における血中 XOR 活性の上昇と、その血管障害・動脈硬化性疾患への関与 
大阪大学医学部附属病院で腹腔鏡下スリーブ状胃切除術を施行した高度肥満症患者 12 名を対

象に、術前・術後 1週間・術後 1年で採血を行い、血中 XOR 活性を測定した。XOR 活性および各
種プリン代謝物（ヒポキサンチン・キサンチン・尿酸）は、LC/TQMS 法により定量した。また、
XOR の 2 つの酵素型（XDH および XO）は、メチレンブルー添加の有無の条件下で、プテリンから
イソキサントプテリンへの変換を HPLC-FLD 法により定量し評価した。 
細胞実験にはヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）とヒト大動脈血管平滑筋細(HASMC)を使用し、

肝由来 XOR のソースとしてヒト肝臓より抽出したミクロソームとサイトゾルの混合物である S9
分画を用いた。 
食餌誘導性 NAFLD モデルマウスは、8週齢の野生型（WT）マウスにコリン欠乏性メチオニン減

量高脂肪食（CDAHFD）を負荷し作製した。負荷 4週後より XOR 阻害薬であるトピロキソスタット
（TPX）を 1 mg/kg/day で混餌投与した上で、頸動脈結紮 3週間後に新生内膜と中膜の面積を定
量し、新生内膜増殖の評価を行った。 
肝障害合併・高尿酸血症患者に対する XOR 阻害薬の、心血管リスク低下への寄与を確するた

め、共同研究により既存の介入臨床研究（BEYOND-UA study, Kario K et al. J Clin Hypertens 
2021）のサブ解析を行った 
 
（２）アディポネクチンの T-cadherin を介した糖尿病性細小血管障害への作用の解明 
 C57BL/6J・野生型（WT）マウス、APN 欠損マウス（APN-KO）および T-cad 欠損 マウス（Tcad-
KO）を用いた。糖尿病モデルマウスは、streptozotocin（STZ）を、8週齢のマウスに 60mg/kg で
5 日間腹腔内投与し作製した。ダパグリフロジンは 0.02 mg/mL に希釈し、高血糖確認後より飲
水投与した。網膜フラットマウントを用いた免疫染色より蛋白発現を評価し、血管内皮面積当た
りの発現量を定量した。網膜血管透過性は Hoechst 3325 を左心室内投与し、その血管外への漏
出を定量することで評価した。 
 細胞実験には、マウス血管内皮・UV-F2 細胞および HUVEC を用いた。培養上清中のエクソソー



ムは段階的超遠心法により精製した。また、マウスへの HIF-PH 阻害薬(Roxadustat) の投与実験
においては、WT マウスおよび T-cad 欠損マウスに対して、200 mg/kg/日を 3日間連続で経口投
与し、最終投与から 24 時間後に解析を行った。エクソソーム表面膜上のホスファチジルセリン
との特異的結合性を有する Tim-4 の性質を利用した、MagCaptureTM Exosome Isolation kit に
より血漿中からのエクソソームの精製し、ナノトラッキング解析によってエクソソーム粒子数
と粒子径を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）NAFLD における血中 XOR 活性の上昇と、その血管障害・動脈硬化性疾患への関与 
 減量手術を施行した高度肥満症患者を対象に、血
漿 XOR 活性の変化を評価した。その結果、術後 1 年
の時点で血漿 XOR 活性は有意に低下し（図１A）、術
前・後での変化は血中 AST/ALT といった肝逸脱酵素
の変化と強い正相関を示した一方で（図１B）、BMI や
血中尿酸値の変化とは相関しなかった。また、高 XOR
血症を呈する患者（Patient）の血漿中に、XOR の基
質であるヒポキサンチン（100μM）を添加したとこ
ろ、血漿中でのキサンチン産生が観察され、XOR 阻
害薬（Topiroxostat, TPX）の添加（10μM）により
キャンセルされたが、このような反応は健常者
（Control）の血漿中では認められなかった（図１C, 
D）。これらの結果から、血中 XOR 活性は NAFLD に代
表される肝障害に伴い上昇し、少なくともヒポキサ
ンチンからキサンチンへのプリン異化代謝反応がヒト血中で惹起され得ることが示された。 
 次に、高XOR血症を呈する患者血漿と同程度となるように1％に希釈した肝S9分画を用いて、
肝由来 XOR の血管構成細胞に対する作用を in vitro で検討した。ヒト血管内皮細胞では XOR 活
性は検出されず、培養上清中への比較的高濃度のヒポキサンチン分泌が観察され、さらに肝由来
XOR の添加により、内皮細胞から分泌されたヒポキサンチンが上清中でキサンチンおよび尿酸に
代謝された。またこの反応に伴い、上清中で ROS が産生され、VCAM-1 を初めとした接着分子の
遺伝子発現が有意に上昇したが、これら変化は XOR 阻害薬（TPX）（10μM）によって有意に抑制
された。また、ヒト血管平滑筋細胞への肝由来
XOR の添加により、細胞増殖が亢進し SMC の脱分
化が誘導されたが、いずれも TPX により抑制され
た。 
 CDAHFD を負荷した食餌誘導性 NAFLD モデルマ
ウスでは、負荷 1週の早期より経時的な血中 ALT
の上昇が確認された（図２A）。マウスにおいても
このような NAFLD の病態進行に伴い、血中 XOR 活
性の顕著な上昇が観察され、血中では ROS 産生に
関与する XO の酵素型が大部分を占めていた（図
２B）。また、NAFLD 病態マウスでは、通常食群に
比して、左頸動脈結紮による新生内膜増殖の有意
な亢進を認めたが、XOR 阻害薬（TPX）の投与によ
り、通常食群と同程度まで抑制された(図２C)。 
 最後に、血中 XOR 活性高値
が予想される肝障害合併症
例における、XOR 阻害薬の血
管伸展性指標に対する効果
を確認する目的で、BEYOND-
UA study のサブ解析を行っ
た。この study では高血圧合
併・高尿酸血症患者を対象と
して 24 週間の XOR 阻害薬・
TPX の投与が行われたが、主
要アウトカムである血管進
展性指標・CAVI に有意な変化
は認められなかった。そこ
で、ベースラインの肝機能
（ALT 値）による層別解析を行った。その結果まず、ALT 値が高値な症例ほど血中 XOR 活性の強
い上昇を認めたが、TPX 投与後は顕著に抑制されていた（図６A-C）。さらに、このような血中 XOR
抑制に伴い、ベースライン時に ALT≧30U/L および≧40U/L の群では、有意な CAVI の改善がみら
れた（図３C-D）。 



 以上の一連の研究により、NAFLD 病態で上昇する血中 XOR が、血管新生内膜の増殖や血管内皮
障害に直接的に関与し得ることを明らかとした（Kawachi Y et al. JCI Insight. 2021, 
Fujishima Y, et al. Biomedicines. 2023, Fujishima Y, et al. Endocr J）。本研究の成果は、
「肝臓-血管の連関機構」における血中 XOR の動脈硬化症に対する役割について、新たな知見を
加えるものである。また、阻害薬による血中 XOR の抑制が、メタボリックシンドロームと強く関
連する NAFLD 患者の心血管疾患の進展を抑制する上での、重要な治療戦略となり得る可能性を
提唱した。 
 
（２）アディポネクチンの T-cadherin を介した糖尿病性細小血管障害への作用の解明 
 WT マウスの網膜における APN の
局在を、網膜フラットマウントを用
いた免疫蛍光染色によって評価し
た結果、主に網膜細動脈に沿って
APN シグナルが検出された（図４
A）。またこのような APN は、血管平
滑筋細胞マーカーであるαSMA とは
マージせず、毛細血管の移行部にか
けての血管内皮細胞マーカーであ
る CD31 と共局在していた。一方で、
APN-KO マウスと同様に、Tcad-KO マ
ウスでは網膜細動脈におけるAPNの
シグナルは完全に消失していたこ
とから（図４A）、APN の T-cad 依存的な網膜血管内皮への結合・集積が示された。また、STZ 誘
発糖尿病モデルマウスでは、このような網膜血管内皮に集積した APN は、STZ 負荷による糖尿病
発症後、経時的に減少した（図４B）。 
 糖尿病網膜症の初期段階において、網膜血
管透過性亢進が惹起され、網膜症進展に重要
な役割を果たすことが報告されている。そこ
で、分子量 534 Da の小分子である Hoechst
を予め心室内投与し、その網膜血管からの漏
出を評価した。その結果、糖尿病発症後 6 週
の時点で、主に細動脈の抹消の分岐部周辺で
血管外の Hoechst 陽性領域が認められ、糖尿
病発症後早期における血管透過性亢進が確認
さ れ た 。 一 方 で 、 SGLT2 阻 害 薬
（dapagliflozin）による糖尿病治療により、
血管内皮の APN 集積の低下は回復し、網膜血
管透過性の亢進も抑制された。 
続いて、APN-KO マウスを用いて網膜症の発

症・進展に対する APN の役割を検討した。STZ
負荷後血糖値の推移には WT と APN-KO マウス
で差はみられなかったが、APN-KO マウスで
は、糖尿病発症 4 週のより早期の時点で、網
膜血管内皮における VCAM-1 発現の有意な上昇と（図５A）、claudin-5 蛋白の減少が認められ（図
５B）、血管内皮の tight-junction 破綻が示唆された。さらに、APN-KO マウスでは血管外への
Hoechst 漏出の顕著な増加が認められ、血管透過性が著しく亢進していた（図５C）。以上の結果
より、網膜における APN は、糖尿病網膜症の病態進展に対して保護的に作用することが明らかと
なった（Sakaue TA, et al. Sci Rep 2022）。 
APN によるエクソソーム産生促進作用は、

細胞の T-cad 発現量に依存する一方で、上記
のように糖尿病病態マウスでは、血管内皮細
胞の T-cad 蛋白発現低下に伴う、APN 集積量
の減少が示唆された。このような病態におけ
る T-cad 発現低下は、血管障害進展に関与し
ている可能性がある。そこで、T-cad 発現制
御に関与し得る転写因子を検索した結果、ヒ
トとマウスのいずれにおいても、T-cad 遺伝
子の ORF 上流に 2 つの典型的な低酸素応答エ
レメント（HRE）部位を見出した。そこで、マ
ウスおよびヒトの血管内皮細胞に HIF-PH 阻
害薬である Roxadustat（ Roxa）および
Daprodustat（Dapro）や、鉄キレート剤である desferoxamine（DFO）といった HIF 活性化剤を
添加したところ、VEGF などの代表的な HIF 下流遺伝子とともに T-cad mRNA 発現の有意な上昇を



認めた（図６A）。さらに、マウス結果内皮細胞に Roxa
と APN の同時添加を行ったところ、T-cad 蛋白量の
増加に伴い、細胞へのAPN集積量の増加が増加し（図
６B）、培養上清中のエクソソーム産生・分泌は相乗
的に増加した（図６C）。 
最後に、野生型マウスに HIF-PH 阻害薬（Roxa）を

3 日間経口投与したところ、血漿中のエクソソーム
粒子数の有意な増加を認めたが（図７A）、T-cad 欠
損マウスではこのような Roxa 投与による血中エク
ソソームレベルの変化はみられなかった（図７B）。
これらの結果から、HIF 活性化は T-cad 遺伝子の転
写誘導および蛋発現の増加を介して、APN によるエ
クソソーム産生を相乗的に増加させることを明ら
かとした（Fujii K, et al. Sci Rep. 2024）。 
以上より、血管内皮細胞への T-cad 依存的な APN の結合は、糖尿病による血管障害に対して重

要な役割を担っていると考えられた。現在、T-cad flox マウスと血管内皮細胞特異的 Cre 発現
マウス（VE-cadherin-CreERT2）との交配により、血管内皮特異的・T-cad 欠損マウスを樹立して
おり、血管組織や全身臓器の APN 作用に対する血管内皮の T-cadherin の重要性について、より
詳細に検討する予定である。一方で、興味深いことに、HIF-PH 阻害薬は腎性貧血だけではなく、
抗動脈硬化や心血管保護などの APN とも共通するような臓器保護作用が実験医学的に報告され
ており、これら HIF-PH 阻害薬による臓器保護効果の一部は、組織の T-cad 発現の増加、エクソ
ソーム産生の促進で説明できる可能性がある。HIF 活性化は T-cad/APN 経路の増幅による新たな
生活習慣病治療につながることも期待され、今後病態モデルでの検討を進めている。 
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