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研究成果の概要（和文）：本研究は血管内皮機能不全分子としてのGRK2(G protein coupled receptor kinase 2)に着
目し、GRK2が血管内皮機能を制御するメカニズムを解明し糖尿病性合併症の治療薬開発に応用する目的で行った。その
結果、高グルコース処置下の内皮細胞において、インスリンやアンギオテンシンII刺激によりGRK2が誘導され、Akt/NO
S経路を介したNO産生を抑制させることを見出した。さらに、2型糖尿病モデルマウスにGRK2siRNAを投与することで、
減弱していた血管弛緩反応が改善されることを確認した。GRK2は糖尿病性血管障害を増悪させるタンパクであることが
明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Many various complications (cardiovascular disease and atherosclerosis etc.) are 
caused by affection of long-term diabetes. The vascular disorder is the characteristic in common. This 
leads to impaired endothelial function, which has become a serious public-health threat, and so we 
designed the present study to elucidate mechanism to control the vascular function, and to suggest that 
GRK2 (G protein coupled receptor kinase 2) uncovers new molecular targets for the treatment of diabetic 
complications. As a result, we found that in the endothelium under high glucose condition, GRK2 was 
up-regulated by the stimulation of insulin or angiotensin II, and let to a stronger inhibition of 
insulin-induced Akt/eNOS/NO production pathway. Furthermore, we confirmed that the endothelium-dependent 
vasorelaxation that attenuated in diabetes was improved by giving GRK2 siRNA to spontaneous type 2 
diabetes mice, suggesting that GRK2 is a precipitating factor on the development of diabetic 
complications.

研究分野： 薬学
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１．研究開始当初の背景 
長期的な糖尿病の罹患により多くの様々な
合併症が引き起こされ、糖尿性合併症に共通
した特徴は血管障害である。その原因の一つ
として血管内皮機能の低下が知られている
が、申請者らは、2004 年に血管内皮細胞に
おいて糖尿病時には Akt/eNOS 経路の活性
が減弱することで nitric oxide (NO) 産生の
減少・血管弛緩機能の低下を示すことを明ら
かにした。しかし、なぜ糖尿病時にこの経路
の活性が減弱するのかについては解明され
ていない。申請者らは、高血圧を併発した糖
尿病モデルマウス胸部大動脈において
GRK2 発現が増加し、血管内皮細胞において
GRK2 活性上昇が GRK2 の下流タンパクで
ある-arrestin2 の働きを抑制することによ
り Akt/eNOS 経路を阻害していることを発
見した。GRK2 は、様々な病態時に悪化因子
として働くことが報告されているが、詳細な
メカニズムは未解決の部分が数多く残され
ており、また創薬における標的分子としても
検討すべきことが多い。 
 
２．研究の目的 
申請者は、GRK2(G-protein coupled receptor 
kinase 2)が、糖尿病病態時には血管に集積し、
Akt/eNOS 経路を抑制することにより血管内
皮障害を引き起こしていることを見出した。
さらに、申請者は、雌の場合は糖尿病時に
GRK2 の働きが抑制されることで血管内皮
機能が保護されていることも明らかとした。
そこで、本研究は糖尿病時の血管における
GRK2 制御機構を明らかにし、GRK2 自身も
しくは GRK2 活性抑制分子を標的とした糖
尿病性合併症の治療薬開発へと展開するた
めの研究基盤を確立することを目的として
検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト血管内皮細胞における GRK2 発現量
と活性の評価：ヒト臍帯静脈内皮細胞
(HUVEC)を5-30 mM glucose培地で培養時、
糖尿病時に血管弛緩反応を減弱させること
が報告されている様々な物質を同時に処置
した。その後、細胞および培地を回収し、
western blot や NOx 測定を行った。 
(2)1 型糖尿病モデルラットを用いた血管弛
緩反応の検討：ストレプトゾトシン(STZ)誘
発糖尿病モデルラット、対照ラットについて、
頸動脈を摘出し、ACh 誘発血管内皮依存性弛
緩反応の検討を行い、さらに血管弛緩機序に
関与するタンパク発現を検討した。 
(3)2 型糖尿病モデルマウスに対する 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 発現量を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)ヒト血管内皮細胞における GRK2 発現量
と活性の評価：ヒト血管内皮細胞(HUVEC; 

ヒト臍帯静脈内皮細胞)を用いた培養細胞実
験系を立ち上げ、糖尿病性血管障害時の
GRK2 誘導原因物質の探索を行った。その結
果、高グルコース(30 mM)処置下、アンギオ
テンシン II(100 nM)を同時処置したことで
48 時間後、GRK2 の誘導が確認された。また、
高インスリン(100 nM)を同時処置したとこ
ろ、72 時間後に GRK2 誘導が確認された。
この時、GRK2 の活性も上昇していた。この
時、ERK1/2 のリン酸化も増加してくること
から、GRK2 の誘導経路として MAPK 経路が
関与している可能性が考えられた。 
(2) 1 型糖尿病モデルラットを用いた血管弛
緩反応の検討(Figure 1)：STZ 誘発糖尿病ラ
ットより採取した血小板が活性化した状態
で頸動脈に接着し、血管弛緩因子である NO
を産生させる NO 合成酵素(eNOS)の発現を
減少させることを明らかにした(Figure 2)。
GRK2は eNOS活性によるNO産生を制御し
ていることから、活性化血小板の血管内皮細
胞への接着が GRK2 を誘導しているのでは
ないかと考え、詳細な検討を開始した。 

 
(3) 2 型糖尿病モデルマウスに対する GRK2 
siRNA の投与実験：自然発症 2 型糖尿病モデ
ル ob/ob マウスに GRK2 siRNA 投与を試み
た。本実験において、ob/ob マウスでは、肝
臓における増加していたGRK2発現を抑制し、
Akt/eNOS 経路を ob/ob マウスの胸部大動脈
における血管内皮機能障害は劇的に改善さ
れた。さらに、今回全身投与を試みたことに
より、糖代謝や脂質代謝の改善もみられたこ
とから、現在、様々な臓器について検討中で
ある。 
本研究により、GRK2 が糖尿病性血管障害

において増悪因子であることが示唆され、
GRK2 が Akt 経路や MAPK 経路の制御に重
要な役割を果たしていることが解明された。



さらに、糖尿病において、GRK2 を抑制させ
ることで心血管機能を正常化させる可能性
が示唆された。本研究によって明らかとなっ
た分子機序は、今後、血糖コントロール作用
と心血管保護作用を併せ持った治療薬開発
に向けた臨床への利用可能な極めて重要な
発見である。 
 今後は、糖尿病モデル動物において、GRK2
阻害薬や GRK2 siRNA の全身投与や慢性投
与を試み、様々な臓器に対する作用を検討し
ていく。また、今回検討したタンパク以外に
も様々なタンパクとの相互作用を細かく検
討していく。このように in vitro 実験や in 
vivo 実験を重ねていくことで、臨床応用へつ
なげていきたいと考えている。 
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