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研究成果の概要（和文）： 

我々はこれまでの基礎的知見から、心拡張不全における血管 eNOS アンカップリングによる血管

内皮機能障害の関与メカニズムと臨床病態への関与の有無を検討した。結果、アンジオテンシ

ン II が ASK1 の活性化による BH4 産生酵素：GTPCH-I 産生低下を介して eNOS アンカップリング

の発症にかかわること、ヒト心拡張不全患者では有意に血管内皮機能障害が起こっており、こ

こにも BH4 低下が関わる可能性を見出した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We previously reported that eNOS uncoupling-induced vascular endothelial dysfunction is 
closely associated with diastolic heart failure (DHF) in salt-sensitive hypertensive rats. 
In this study, first, we found that angiotensin II induced eNOS uncoupling via ASK-1 
activation and downregulation of GTPCH-I (BH4 producing enzyme) in vitro. Second, in 
clinical study, we found that peripheral endothelial dysfunction assessed by digital 
peripheral arterial tonometry, was significantly impaired in human DHF patients. 
Furthermore, blood BH4 levels tended to be decreased in DHF patients, indicating the 
involvement of eNOS uncoupling by BH4 downregulation also in human DHF. 
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１．研究開始当初の背景 

eNOSの機能異常であるeNOSアンカップリング

は、eNOSの補酵素であるtetrahydrobiopterin 

(BH4)の欠乏により酸化ストレスが産生され

る現象で、血管内皮機能障害の一因として様々

な心血管疾患との関わりが注目されている。 

我々は高血圧性臓器障害モデルである Dahl ラ

ットを用い、アンジオテンシンⅡ（AngⅡ）が酸

化ストレス増加と、それによって誘導されるシグ

ナル分子 apoptosis signal-regulating kinase 

(ASK)1活性化、ならびにeNOS アンカップリン

グを介して血管内皮機能障害に関与し、心拡張

不全進展に関わること、、ASK1欠損マウスを用い

ASK1が直接的に血管eNOSアンカップリングを惹

起することを初めて証明した。また、心拡張不

全 Dahl ラットにおいて血中 BH4 の低下と、

その酸化物 BH2 の増加を認め、BH4 代謝経路

の異常(ビオプテリン代謝異常)がeNOSアンカ

ップリングを惹起することも確認している。 

血管内皮機能障害によって惹起される動脈硬

化は本邦の死因の上位を占める心筋梗塞の原因

病態であることから、その発症機序や病態への関

与を明らかにすることは我が国の医療費問題上

も重要である。したがって eNOS アンカップリン

グと血管内皮機能障害との関わりを明らかにす

ることは臨床上も極めて重要な課題であると考

えられる。 

本研究はこのような背景のもと、基礎研究なら

びに臨床研究の両側面から eNOS アンカップリン

グ発症機序を明らかにし、心不全病態への関与機

序を解明することを目的とする。 

 

２．研究の目的 

我々は、eNOS アンカップリングが、血管内皮

機能障害の発症に深く関与していることと、

高血圧性心拡張不全の一因となることを動

物実験で証明した。本研究は、eNOS アンカッ

プリングの発症機序を分子生物学的手法を

用い検討するとともに、実際の心拡張不全へ

の関与のメカニズムを明らかにすることを

目的とする。 

 

３． 研究の方法 

(1) 血管内皮細胞におけるASK1によるeNOSアン

カップリングの発症機序を、ASK1 欠損マウ

ス(ASK1-/-)から単離した血管内皮細胞を

用いて、in vitro実験を中心に検討する。 

具体的には、ヒト臍帯静脈血管内皮細胞

(HUVEC)にAngⅡを添加しビオプテリン代

謝に関わる種々の酵素の発現量を、real 

time RT-PCR や western blot 法を用いて

検討する。 

(2) ヒト臨床検体（血液）を用いて、心拡張不全

患者における eNOS アンカップリングの指標

としてビオプテリン代謝(BH4/BH2濃度)、お

よび血管内皮機能との相関を検討する。 

具体的には、HPLC 法を用い血中 BH4/BH2

の濃度を測定し、血管内皮機能検査に関

しては、当科で以前より行っている新し

い非侵襲的な生理的血管内皮障害測定装

置である Endo-PAT2000 を用いて客観

的・定量的に測定する。 

 

４．研究成果 

(1）AngⅡ注入による血圧の上昇は、野生型

マウス(WT)および ASK1-/-では 4 週間通

して、同程度で有意差はなかったが、ア

セチルコリン（ACh）に対する血管内皮

依存性弛緩反応は、WT に AngⅡ注入する

と血管内皮依存性弛緩反応が有意に低

下するのに対し(p<0.01)、ASK1-/-に AII

注入しても血管内皮依存性弛緩反応は

正常のまま保持されていることが分か

った。また、AngⅡ注入により WT では、

血管内皮細胞のアポトーシスが惹起さ

れるが(p<0.01)、ASK1-/-では血管内皮

アポトーシスは惹起されなかった。さら

に、AII 注入により WT では、血管 eNOS

のダイマー/モノマー比が有意に低下し、

eNOS アンカップリングが惹起されるが

(p<0.01)、ASK1-/-では AngⅡ注入によっ

てもダイマー/モノマー比に変化はみら

れなかった。 



さらに、in vitro 研究では、WT マウスと

ASK1-/-マウスの大動脈より初代培養し

た血管内皮細胞に AngⅡを添加したとこ

ろ、やはり AngⅡ添加により WT では、血

管eNOSのダイマー/モノマー比が有意に

低下し eNOS アンカップリングが惹起さ

れるが、ASK1-/-の内皮細胞では AII 添

加によってもダイマー/モノマー比に変

化はみられなかった。また、野生型の血

管内皮細胞では、ウェスタンブロッティ

ングで測定した DHFR タンパク量も減少

しており、この変化は ASK1-/-マウスか

らの内皮細胞ではみられなかった。 

 

(2) 心拡張不全患者（収縮機能は正常範囲）

においては、非侵襲的血管内皮障害測定

装置：Endo-PAT2000 を用いて測定した血

管内皮機能が有意に低下しており、血管

内皮機能が心拡張不全の重症度と有意に

相関しており、さらに高度内皮機能低下

患者は、その後の予後が有意にわるいこ

とが明らかになった。 

さらに、これら心不全患者に AngⅡ受容

体拮抗薬（ARB）を投与した効果を検討し

たところ、ARBは心拡張不全を改善させ、

Endo-PAT 値および PWV 値、ならびに以前

われわれが、血管内皮機能障害と有意に

相関することを証明した新しいマーカー

であるマイクロパーティクル（EMP）値も

改善させることを見出した。 

さらに、eNOS アンカップリングのマーカ

ーである血中 BH4 濃度は心拡張不全患者

において低下しており、Endo-PAT2000 に

より測定した血管内皮機能障害の程度と

も有意に相関していることを同時に見出

している。 
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