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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗や糖尿病は、様々な血管障害を誘発することが知られている。本研究により
、インスリン抵抗モデル動物において、内皮細胞のGRK2/eNOS、IRS/PTP1B/eNOS シグナル伝達異常により、血管弛緩反
応の低下が誘発され、これらの原因として、GRK2　活性の亢進や、血中の異常血小板の増加によって引き起こされてい
る可能性が示唆された。Up4A、 5-HT によって誘発される血管収縮反応の増加が認められた。この収縮増加の原因とし
て、SERT、Rho kinase 、COX/TP receptor シグナル異常が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Diabetes mellitus and insulin resistance are associated with a variety of adverse 
cardiovascular events, and to treat such vascular complication, it is important to improve insulin 
sensitivity and vascular dysfunction. I found: (i) that the GRK2/eNOS, and IRS/PTP1B/eNOS plays important 
roles in endothelium-derived relaxation and NO production in the artery, (ii) that the impaired NO 
production in endothelial cells that I detected in insulin-resistance model or type 2 diabetic models may 
be attributable to a reduced Akt/eNOS activity, which in turn may result from a enhanced GRK2 activity 
and an abnormal platelets. Moreover, AT1 receptor-antagonist, PTP1B inhibitor, and GRK2 inhibitor 
normalized endothelial function. I also found that the Up4A- and 5-HT -induced contraction is augmented 
in insulin-resistance models. This augmentation may be due to smooth muscle activation mediated by SERT, 
Rho kinase and COX/TP receptor signaling.

研究分野： 機能形態学
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１．研究開始当初の背景 
メタボリックシンドロームの現在考えられ
ている概略は、肥満などによって生じたイン
スリン抵抗により、糖尿病、高脂血症、高血
圧が生じ、この三者が動脈硬化の発症、進展
に大きな役割をしているとする考えである。
これらの合併症は医療費の莫大な増加の一
因ともなっていることから、糖尿病及びその
合併症の予防と治療の重要性が高まってお
り、具体的な対策を必要としている。しかし、
インスリン抵抗と血管障害や、それらの詳細
な作用機序に関しては、まだ未解決の分野が
多く、更に現在臨床にて使用されている治療
薬は重篤な副作用などを含むため、インスリ
ン抵抗における新規治療薬の開発、改善法の
確立が望まれる。	 
	 
２．研究の目的	 
糖尿病時において形成されるインスリン抵
抗と血管機能について、内皮細胞の Akt/NO	 
合成酵素	 (NOS)	 pathway	 を中心とし、イン
スリン抵抗形成における signal	 pathway や
新規生理機能の解明を行い、糖尿病時におけ
る細小血管機能障害と共に、それに起因する
インスリン抵抗についての新規治療予防方
法も提供する。更に、それに伴った糖尿病罹
患期間・程度とインスリンを含む様々な薬物
治療の効果、血糖コントロール、angiotensin、
脂質、インスリン値などの血液因子の影響に
ついても合わせて情報提供する。	 
	 
３．研究の方法	 
(1)各種パラメーターの検討：	 
1 型 2 型糖尿病、インスリン抵抗モデルラッ
ト、マウスであるストレプトゾトシン	 (STZ)
誘発モデルラット、GK ラット、ob/ob	 マウス、
db/db	 マウス、対照群及び各種慢性投与群に
ついて、血中グルコース、トリグリセリド、
コレステロール、糖負荷試験、血小板、アン
ギオテンシン量、トロンボキサン量の測定を
行った。	 
(2)血管反応の検討：	 
上記モデル動物と対照群、慢性投与群につい
て、腸間膜動脈、大動脈、頸動脈、腎動脈を
摘出し、内皮依存性弛緩反応、血管収縮反応
の検討を行い、各種阻害薬も用いてこれら血
管機能の検討を行った。更に、ob/ob マウス
に対する GRK2	 siRNA の投与実験：ob/obマウ
スに GRK2	 siRNA を尾静脈投与し、胸部大動
脈および肝臓における GRK2 発現量を検討す
ると共に血管反応を検討した。また、NO 測定
も合わせて行った。	 
(3)	 分子生物学的検討	 
上記モデル動物と対照群より血管を摘出し、
ウエスタンブロッテイング、免疫染色等を用
いて、タンパク発現、リン酸化タンパク質発
現の検討を行った。	 
	 
４．研究成果	 
1)糖尿病時におけるインスリン誘発内皮依

存 性 弛 緩 、 Akt/eNOS	 経 路 と GRK2/ β
-arrestin2	 経路の関係について検討した。
自然発症 2型糖尿病モデル ob/ob マウスの胸
部大動脈において、インスリン誘発 Akt/eNOS	 
経路依存性血管弛緩反応の減弱及び NO 産生
の減少が確認され、この弛緩反応の減弱及び
NO 産生の減少は、GRK2 を抑制する(GRK2	 
siRNA や GRK2-inhibitor 使用等)ことにより
改善された(Fig.	 1)。これらの反応はβ
-arrestin2	 siRNA の処置により消失した。以
上の結果から、インスリン抵抗を呈した胸部
大動脈において、膜移行を起こした GRK2 は

負の制御因子として働き、β-arrestin2 を介
して Akt/eNOS シグナル伝達を抑制すること
により、糖尿病性血管内皮障害を増悪させて
いることが明らかとなり、GRK2 の抑制がイン
スリン抵抗糖尿病性血管障害の治療戦略と
なりえることが示唆された。２）糖尿病群に
おいては insulin-receptor	 substrate	 (IRS)
と eNOS リン酸化蛋白質発現の低下、NO 産生
およびインスリン弛緩反応の減弱が認めら
れた	 。アンギオテンシン 2	 の前処置により
インスリン弛緩反応の減弱、膜分画における	 
protein	 tyrosine	 phosphatase	 1B	 (PTP1B)	 
発現の増加が認められた。さらに	 PTP1B	 
inhibitor	 と	 アンギオテンシン 2	 を同時処
置したところ、両群共に	 インスリン弛緩反
応、NO	 産生、IRS1/eNOS 蛋白質発現が改善し
た。以上のことから内皮細胞インスリン抵抗
時における	 インスリン弛緩反応の減弱は、
IRS1/eNOS/NO	 pathway	 の障害に起因してお
り、アンジオテンシン 2/PTP1B	 pathway	 の恒
常的活性化により引き起こされていると考
えられる。以上の結果から、	 アンジオテン
シン阻害薬、PTP1B	 inhibitor	 は、インスリ
ン抵抗時における血管障害の新しい治療戦
略を提唱するものである。	 



更に、この様な病態時においての細小血管、
大血管における Akt/eNOS シグナル伝達異常
を誘発する原因物質の同定を試みた。糖尿病
群より抽出した血小板を正常頸動脈に処置
することによって、コントロール群由来の血
小板処置群と比較し、ACh	 誘発内皮依存性弛
緩反応の減弱、eNOS	 の Ser1177	 部位のリン
酸化タンパク発現低下が認められた。以上の
結果は、糖尿病時の血中における activated	 
血小板は、内皮細胞機能を低下させ、その機
序として、上述の Akt/eNOS	 の活性低下を誘
発していることを示唆し、血小板の正常化に
よるインスリン抵抗時の血管障害の新しい
治療戦略を提唱するものである。	 
2.	 インスリン抵抗モデルラットにおいて血
圧の増加や血管収縮増加が認められる。ウリ
ジンアデノシンテトラフォスフェート
(Up4A)	 は、その構造体にプリンとピリミジ
ンをもつ近年発見された新規内皮細胞由来
収縮因子であるが、血管に対する反応性や、
病態時における反応性に関する報告は少な
く、糖尿病病態時の反応性に関しては不明で
ある。そこで、インスリン抵抗型 2型糖尿病
モデルラット腎動脈における	 Up4A の収縮反
応性に関し、特に、一酸化窒素	 (NO)と、血
管収縮性 prostanoid シグナルとの関連性に
ついて検討を行った。インスリン抵抗群によ
る Up4A	 の収縮力の増大は、P2 受容体の活性
化による血管収縮性 prostanoids を介したシ
グナル亢進が関与していることが示唆され、
P2 受容体阻害薬の新規開発は、インスリン抵
抗を生じた血圧増加、血管収縮異常の治療方
法として、新規に提唱するものである。5-HT2A
受容体 agonist による収縮反応は、病態モデ
ルの頸動脈にて増大し、p38	 MAPK	 阻害薬、
Rho	 kinases	 阻害薬処置により、コントロー
ル群とほぼ同じ程度に回復した。また、5-HT	 
transporter	 (SERT)	 阻害薬処置は、5-HT に
よる収縮反応を両群共に増大した。以上の結
果から、インスリン抵抗時において、5-HT 収
縮が増大し、これには平滑筋における SERT
活性あるいは、5-HT2A 受容体活性化以降の機
構が関与している可能性が示唆された。	 
	 
以上の本研究から、肥満や糖尿病などのイン
スリン抵抗時において、血中のアンジオテン
シンや activated	 platelet	 の増加は、内皮
細胞内 GRK2	 活性の亢進、PTP1B 活性の亢進
による	 Akt	 活性の低下、NO 合成酵素活性の
低下を生じ、内皮細胞由来弛緩反応や内皮由
来 NO 産生の低下を誘発することが示唆され
た	 (Fig.	 2)。更に、内皮細胞インスリン抵
抗性形成においても、これらの分子メカニズ
ムが関与していることが示唆される。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
また、5-HT、Up4A	 誘発収縮反応の増加も認
められ、平滑筋内の SERT や Rho-kinase	 等の
活性亢進が関与していることが示唆された
(Fig.3)。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
今 後、アンギオテンシン阻害、 PTP1B	 
inhibitor、GRK2 の抑制や血小板異常の改善
薬の開発により、内皮インスリン抵抗性を改
善し、インスリン抵抗時における血管障害の
新規治療戦略となりえることが期待される。	 
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