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研究成果の概要（和文）：血管内皮細胞特異的IRS1過剰発現マウス(EC-IRS1Tg)を確立した。in vitroにおけるインス
リンシグナルを確認したところリン酸化Akt、eNOSともにWTに比べインスリン無刺激で2倍程度上昇していた。インスリ
ン刺激はリン酸化Akt、eNOSをともに上昇させたが、WTに比してEC-IRS1Tgでは1.5～2倍上昇していた。EC-IRS1Tgの左
室、大動脈、大腿動脈、筋肉におけるリン酸化AktはWTに比べ1.5～4倍と著明に増加していた。EC-IRS1Tgは糖尿病によ
り増加する尿中8-OHdG排泄量、糸球体細胞外基質増加を減少させた。

研究成果の概要（英文）：Insulin-induced phosphorylation of Akt and eNOS were significantly increased in pr
imary lung endothelial cells from endothelial cells specific overexpression of IRS1 transgenic mice (EC-IR
S1 Tg). Further, in vivo study, increases in these phosphorylation were recognized in left ventricule, fem
oral artery and muscle. Diabetes-induced increases in urinary 8-OHdG and mesangial expansion were ameliora
ted in EC-IRS1 Tg.
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１．研究開始当初の背景 
全世界において糖尿病患者が急速に増加

する昨今、糖尿病性腎症をはじめ、糖尿病に

よる種々の合併症の正確な診断と予防の確

立は国民の健康障害にとって最も重要な国

家的な問題である。増大する医療費の抑制に

とっても重要な実現すべき社会的課題であ

る。現在、年間 1 兆円を超える透析患者の治

療は単純な薬剤による予防では発症時期を

送らせることは可能であるが、治療としては

不十分であり、末期腎不全患者を減少させる

ことは不可能である。従って糖尿病性腎症の

病態を解明し、その確かな診断法、予防法、

治療法開発は今日の国民健康障害の対策と

しては国家が取り組むべき最重要命題であ

る。 
 
２．研究の目的 
糖尿病性腎症の病理学的変化は主に糸球

体に現れるが従来の研究は主にメサンギウ

ム細胞、ポドサイトからのアプローチが大半

を占める。本研究では今まで明らかにされて

こなかった糖尿病性腎症における腎糸球体

内皮細胞機能不全を中心に、責任分子の同定

と病態形成におけるシグナル伝達機構の全

貌を解明し、適切な手段を用いた新たな診断

法、予防・治療法を開発するものである。 

本研究の目的は糖尿病性腎症の進展におけ

る腎糸球体内皮細胞機能不全に焦点を絞り、

他の糸球体構成細胞（メサンギウム細胞、ポ

ドサイト）との細胞間クロストークの解析を

行い、得られた知見を腎臓病学の病態生理に

応用し、将来的に新たな治療法を開発するこ

とである。 
 
３．研究の方法 
血管内皮特異的 IRS1 発現トランスジェニッ

クマウス(EC-IRS1Tg)の確立 

血管内皮特異的プロモーターには従来か

ら知られている Tie-1, Tie-2, eNOS, PECAM-1, 

P-selectin などがあげられるがこれらのプロ

モーターは血球系細胞や平滑筋細胞にも発

現することが明らかになっている。そこで申

請者は血管内皮発現特異性が非常に高い

VE-cadherin プロモーターを使用し、ヒト

IRS1cDNAを組み込むことで transgeneを作成

する。確立した EC-IRS1 Tg をストレプトゾ

トシンで糖尿病に誘導、あるいは高脂肪食を

与え、その後アルブミン尿の計測、腎病変の

検討を行う。これらの実験で腎糸球体内皮細

胞における IRS1 の腎保護作用を示す。さら

に培養糸球体内皮細胞、ポドサイト、メサン

ギウム細胞を用い、細胞間クロストークの検

討を行う。既に糸球体内皮細胞にアデノベク

ターを用いて IRS1 を過剰発現するとインス

リンシグナルが増強し、一酸化窒素(NO)が増

加することを示している。予備実験では高血

糖、あるいはアンギオテンシン II によるポド

サイトアポトーシスは NO ドナーによって抑

制されることを確認している。高血糖による

メサンギウム細胞における細胞外基質増加

が NO ドナーにより減少するかどうか変化を

検討する。 

糖尿病性心血管合併症への応用 

糖尿病を合併した透析患者が閉塞性動脈

硬化症、足壊疽を来しやすいことが知られて

いる。糖尿病性心血管合併症に対する効果的

な治療方法を確立する必要が急務である。

EC-IRS1 Tg による下肢虚血モデルを作成、虚

血からの回復過程メカニズムを分子レベル

で検討する。共同研究者らのグループ（科研

費研究分担者、連携研究者にはなっていな

い）は下肢虚血部位にインスリンを局所的、

且つ持続的に投与すると新生血管数の著明

な増加、下肢血流の著明な改善を示すことを

明らかにしている。このことは局所インスリ

ンシグナルの増加が下肢虚血の回復に重要

であることを示しており、申請者が作成する

EC-IRS1 Tg による血管内皮特異的インスリ

ンシグナル増強が下肢虚血の回復に対して

効果的であることが期待される。さらに、冠

動脈結紮モデルや腎動脈結紮モデルを検討



することで、血管内皮インスリンシグナル増

強による様々な虚血性心血管合併症の治療

方法を確立することを目指す。 

共同研究者のグループは血管内皮細胞特

異的インスリンレセプターノックアウトマ

ウス、Apo e ノックアウトマウスとの交配に

よるダブルノックアウトマウスが通常の Apo 

e ノックアウトマウスに比べ著明な動脈硬化

を呈することを示している。このことは血管

内皮局所におけるインスリンシグナル異常

が動脈硬化進展に寄与することを意味し、申

請者の EC-IRS1 Tg が動脈硬化を軽減する可

能性を示唆する。 

 
４．研究成果 

血管内皮細胞特異的 IRS1 過剰発現マウス

(EC-IRS1Tg)を確立した。EC-IRS1Tg から血

管内皮細胞 primary culture を行い、western 

blotting を行うことでタンパクレベルでの

IRS1 の発現確認を行った。その結果、

EC-IRS1 Tg における IRS1 の発現は野生型

(WT)に比べ、2 倍程度増加していた（図 1）。

次にインスリンシグナルを確認したところ

リン酸化 Akt、eNOS ともに WT における血

管内皮細胞に比べインスリン無刺激で 2倍程

度上昇していた。インスリン刺激はリン酸化

Akt、eNOS をともに上昇させたが、WT に比

して EC-IRS1Tg では 1.5～2 倍上昇していた

（図 2）。各組織におけるインスリンに対する

反応を検討したところ EC-IRS1Tg の左室、大

動脈、大腿動脈、筋肉におけるリン酸化 Akt

は WT に比べ 1.5～4 倍と著明に増加してい

た。しかしながら脂肪組織では両者間で差は

認めなかった（図 3）。高脂肪食によるインス

リン抵抗性状態で EC-IRS1Tg が腎保護作用

を示すかどうか現在検討中である。WT、

EC-IRS1Tg に高脂肪食を与え、インスリン抵

抗性を誘発した。腹腔内ブドウ糖負荷試験、

腹腔内インスリン負荷試験いずれにおいて

も両者間で有意差は認められなかった。下大

静脈よりインスリン(10mU/g)を投与し、腎皮

質におけるインスリンシグナルを確認した

ところ EC-IRS1Tg におけるリン酸化 Akt、

eNOS は共に WT に比べ 1.2～1.3 倍増加して

いた。ストレプトゾトシンにより糖尿病を誘

発し、酸化ストレスマーカーとして尿中

8-OHdG を計測したところ EC-IRS1Tg では

WT に比べ尿中 8-OHdG 排泄量は 50％近く減

少していた。さらに、糖尿病誘発後 6 か月の

腎皮質を用いた western blotting において

fibronectin 、 IV 型コラーゲンの増加は

EC-IRS1Tg では WT に比べ 30～40％抑制さ

れていた。これらのことから糖尿病状態、イ

ンスリン抵抗性状態がもたらす糸球体内皮

細胞内インスリンシグナルの阻害は糸球体

内皮細胞特異的に IRS1 を過剰発現すること

で回復し、さらに腎保護作用をもたらす可能

性が示唆された。 

 また、前述の共同研究者のグループは本マ

ウスと Apo e ノックアウトマウスを交配する

ことで動脈硬化病変に対する影響を検討し

た。その結果、EC-IRS1 Tg は動脈硬化を抑制

することが明らかになった。血管内皮細胞内

のインスリンシグナルを回復するとともに、

各種炎症マーカーを低下させることがその

メカニズムと考えられた（学会発表 5）。今後、

あまねく糖尿病性血管合併症に本研究から

得られた知見、すなわち血管内皮細胞内イン

スリンシグナルを応用することを考えてい

る。 
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