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研究成果の概要（和文）：ヒトの内皮細胞は全身に分布し、刺激に応じて様々な物質を放出することで生体の恒
常性を維持している。生活習慣病である糖尿病や高血圧は持続的な慢性炎症が病態形成に関与するが血管内皮細
胞や平滑筋細胞におけるシグナルは体系化されていない。本研究は慢性炎症病態における血管内皮細胞・平滑筋
細胞のクロストークに着目して検討を行い、セロトニン収縮における性差、情報伝達、糖尿病罹患期間における
収縮弛緩異常、細胞内イベントと血管反応、血管異常に対するポリフェノールの影響などについての最新の知見
を得た。

研究成果の概要（英文）：Endothelial dysfunction is a hallmark of the pathophysiology of diabetes and
 hypertension. Although there is a possibility to associate between endothelial dysfunction and 
chronic inflammation in these diseases, detailed mechanisms in difference among arteries, their 
disease stages, and sexes remain unclear. Major findings obtained in this study are as follows: 
increased 5-HT-induced contractions are seen in carotid arteries from type 2 diabetic GK rats, SHR 
and high insulin-treated arteries (vs. their corresponding controls) and such increased contractions
 were resulted in activated various kinase pathways; sex difference of 5-HT-induced carotid arterial
 contraction is seen in STZ-induced diabetic rats; time-course difference of vascular responses to 
ACh, Up4A, and PE in renal arteries from type 2 diabetic OLETF rats and associated with increased 
COX activities; and EDH-mediated relaxation is impaired in superior mesenteric arteries from female 
OLETF rats. 

研究分野： 病態生理学
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病は、世界的に社会問題にまで発展し
ている重大な疾患である。インスリン依存性
糖尿病 (1 型) と、インスリン抵抗性を主徴と
した (2 型) に大別され、いずれも合併症を誘
発し QOL を著しく損なう。全身に生じうる
合併症は、未だ発症・進展を完全に抑止でき
ないことから、合併症形成メカニズムの多角
的な解析が求められていた。糖尿病性合併症
の病理学的特徴は血管機能障害であり、特に、
血管内皮細胞の機能不全がその根底にあり、
この機能を健全に保つことが、合併症の発
症・進展の抑止に重要であるが、内皮機能障
害メカニズム及び血管平滑筋細胞とのクロ
ストークといった、内皮由来因子シグナルの
変調メカニズムに関しては、完全には明らか
でない。一方で、慢性炎症が糖尿病や高血圧
症を含め様々な疾患に関与するエビデンス
が構築されてきたが、糖尿病性血管機能障害
とどのように関わるのか、また、性差に関し
ては明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
 糖尿病を含む生活習慣病において、慢性炎
症が関与していることが近年注目されてい
るが、糖尿病性血管障害における血管内皮由
来因子シグナルとの直接的な関連性につい
ては未知なる部分が多いため、この分子基盤
を明らかにする。糖尿病及び、糖尿病と密接
に関連する高血圧モデル動物を用いて、慢性
炎症が引き起こすと考えられる内皮細胞、平
滑筋細胞内で起こる異常を動脈部位や、罹病
期間、雌雄間といった様々な状況下において
解析する。 
 
３．研究の方法 
(1)各種パラメータの検討: 
 糖尿病 (1 型、2 型) モデルである、ストレ
プトゾトシン (STZ) 誘発モデルラット・マウ
ス、nicotinamide/STZ マウス、Goto-Kakizaki 
(GK) ラット、Otsuka Long-Evans Tokushima 
Fatty (OLETF) ラット、対照群及び各種慢性
投与群に対して、血中グルコース、インスリ
ン、脂質 (総コレステロール、トリグリセリ
ド、遊離脂肪酸、HDL コレステロール)、収
縮期血圧の測定を行った。また、自然発症高
血圧ラット (SHR) 及び対照ラットに対して
収縮期血圧の測定を行った。 
(2) 血管収縮・弛緩反応の検討: 
 上記モデル動物と対照群、慢性投与群につ
いて、胸部大動脈、頸動脈、上腸間膜動脈、
腎動脈、大腿動脈を摘出し、内皮保持あるい
は内皮除去標本を作成し、各種薬物誘発弛緩
反応、収縮反応を検討した。血管機能に関わ
る細胞内情報伝達機構を明らかにするため、
様々な分子標的薬 (活性化薬、阻害薬) を処
置した条件下においても検討を行った。さら
に、器官培養法を用いて薬物暴露・非暴露動
脈標本を作成し、同様の検討を行った。 
(3) 生化学、分子生物学的検討 

 上記動脈標本に対して、薬物刺激・非刺激
群を作製し、一酸化窒素 (NO) 代謝物につい
て NOx アナライザーを用いて測定した。また、
リン酸化・非リン酸化タンパク質発現につい
てウエスタンブロッティング法を用いて測
定した。 
 
４．研究成果 
(1) 糖尿病、高血圧モデル動物の頸動脈にお
けるセロトニン (5-HT) 誘発収縮反応性変化
とそのメカニズム解析 
 5-HT は、炎症応答にも関与する重要なメデ
ィエーターであり、血管に対して収縮を誘発
する。病態下における 5-HT 収縮反応性変化
ならびにそのメカニズムに関して研究を進
め、重要な知見を得た。 
① 慢性 2 型糖尿病 GK ラットにおいて (vs. 
Wistar)、5-HT による収縮は、内皮細胞の有無
にかかわらず増大していた。内皮除去標本に
おいて、SERT 阻害薬処置により、5-HT によ
る収縮は両群共に増大した。また、5-HT を代
謝する酵素 (MAO-A) の阻害薬処置による
影響は認められなかった。5-HT2A 受容体
agonist による収縮は GK 群にて増大していた。
MAO-A, SERT, 5-HT2A受容体発現は両群で変
化が認められなかった。GK ラット頸動脈に
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。更なる検討により平滑筋における p38 
MAPK、PI3K、Rho kinase、PDK1 が 5-HT 収
縮 増 強 に 関 与 す る こ と を 見 出 し た 
(Pharmacol Res. 2014; Can J Physiol Pharmacol. 
2017)。また、SHR の頸動脈においても 5-HT
収縮反応は亢進し (vs. WKY 群)、この亢進に
は MAPKs、PDK1、Rho kinase が一部関与す
ることを見出し (Pflugers Arch. 2016)、糖尿
病・高血圧時における頸動脈での 5-HT 反応
性異常のプロセスに共通のメカニズムが存
在することを示唆した知見である。さらに、
これまで、PDK1 が血管収縮に関与するかど
うかは不明であったが、5-HT 収縮に直接関与
することを明らかとした研究である。 

 

② ①により、慢性 2 型糖尿病にて頸動脈で
の 5-HT 収縮が増強したことから、原因を突
き止めるため、器官培養法を用いて検討を行
った。高濃度グルコースでは 5-HT 収縮に影



響を与えなかったが、高濃度インスリンは 
5-HT 誘発収縮反応を増強させ、インスリン
受容体 (IR)、PI3K、PDK1 の選択的阻害薬を
インスリンと共処置することにより、インス
リンによる 5-HT 誘発収縮の増強は抑制さ
れた。また、PDK1、MYPT1 のリン酸化量は
インスリン刺激により増加した。さらに、
PDK1活性化薬 (PS48) 刺激において 5-HT収
縮の増大、PDK1・ MYPT1 のリン酸化量の
増加が認められた。インスリン処置により
IRβ 発現は減少したが 5-HT2A 受容体発現
には変化は認められなかった。以上の結果か
ら、高濃度インスリンは 5-HT 誘発収縮を増
強し、 これには 5-HT2A 受容体の増加ではな
く IR/PI3K/PDK1 経路の活性化が関与するこ
とを明らかとした (Pflugers Arch. 2016)。  
③ 8 週齢の雌雄 Wistar ラットに対して STZ
を投与し、23 or 24 週経過した動物を長期罹
患糖尿病モデルとし、citrate buffer を投与した 
対照群と STZ 群の頸動脈における 5-HT 及び 
high-K+ 誘発収縮反応を測定した。5-HT 収縮
は、対照群において、雌の方が雄より増強し
ており、雌雄共に糖尿病群において減弱が認
められた。糖尿病群においては、雌のほうが
雄より収縮の増大が認められた。High-K+収縮
は、雄では糖尿病による影響は認められなか
ったが、雌では糖尿病で増強した。5-HT2A 受
容体発現は、糖尿病、雌雄で変化が認められ
なかった。雌雄いずれにおいても STZ 誘発糖
尿病で 5-HT 収縮は減弱し、その減弱程度に
雌雄差があることが明らかとなった。High-K+ 

収縮で雌雄変化が認められたことから受容
体変化よりむしろ血管平滑筋における Ca2 +

動態の変化が 5-HT 収縮に対する雌雄差に関
与している可能性が示唆された (Biol Pharm 
Bull 2016)。糖尿病病態下においては、頸動脈
において、5-HT 収縮に性差が存在することを
明らかとした研究である。 

 
 
(2) 2 型糖尿病ラット血管に対する罹病期間
による機能変化の解析 
 2 型糖尿病は慢性炎症が病態基盤を形成し
ていると考えられるが、罹病期間における血
管反応に関してはエビデンスが少ないため、
罹患期間の違いに着目して検討した。 
① 雄性 OLETF ラット及び対照 LETO ラッ
トの 4 ヶ月齢を young、18 ヶ月齢を aged とし
検討を行った。Aging によりウリジンアデノ
シンテトラフォスフェート (Up4A)、PE 収縮
反 応 が OLETF 群 に て 増 加 し た が 
(young/OLETF vs. aged/OLETF)、LETO 群では
変化が無かった。Agedでの比較では、 OLETF
群が Up4A、 PE 収縮共に増加した  (vs. 
aged/LETO)。アセチルコリン (ACh) 誘発弛

緩反応は、aged ラットにて高濃度で収縮が認
め ら れ OLETF 群 で 顕 著 で あ っ た 。
Cyclooxygenase (COX)1 発現は OLETF ラット
において aging で増加し aged 群では LETO 群
より増加していた。COX2 発現も OLETF ラ
ットにおいて aging で増加傾向が認められ、
aged 群では LETO 群より増加していた。アポ
トーシスマーカーである Bax の発現は aged
群、young 群共に OLETF ラットにて増加して
いた。また、小胞体ストレスマーカーの PDI
は、young、aged 共に OLETF 群で増加し、
CHOP 発現は、OLETF 群において aging によ
って増加した。以上から, Up4A や PE 収縮が
OLETF ラットにて aging で増大し, これには
内皮機能障害や COX 由来の血管収縮プロス
タノイド増大、ER ストレスやアポトーシス
が 関 与 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 
(Rejuvenation Res. 2016)。新規内皮由来収縮因
子である Up4A とプロスタノイドの生活習慣
病時の血管機能に対する役割について総説
にまとめた (Br J Pharmacol. 2015)。 
② 50~59 週齢の雌性 OLETF ラット、対照の
LETO ラットの上腸間膜動脈における、NO
合成酵素阻害薬及び COX 阻害薬存在下にお
け る 1) ACh 、 2) NS309 (small- and 
intermediate-conductance Ca2+ activated K+ 
channel activator)、3) GSK1016790A [transient 
receptor potential vanilloid type 4 (TRPV4) 
agonist] 誘発弛緩について検討を行ったとこ
ろ、LETO 群と比較して OLETF 群において、
全ての弛緩に減弱が認められた。雌性 OLETF
ラットはこの週齢において、体重、血圧、血
中グルコース、インスリン、脂質類の上昇が
認められメタボリックシンドローム病態を
呈し、この動物における上腸間膜動脈の EDH 
シグナルを介する弛緩反応の減弱を初めて
明らかとした。これらの結果は、雌性糖尿病
時における糖尿病に関連した血管機能障害
に対する治療ターゲットとしての EDH シグ
ナルの重要性を示唆したデータである (Eur J 
Pharmacol. 2017)。 
③ Urotensin II (UII) は、様々な血管機能に影
響する peptide であるが、2 型糖尿病時におけ
るその反応に関しては、エビデンスに乏しい
た め 、 早 期 & 慢 性 期  2 型 糖 尿 病 
Goto-Kakizaki (GK) ラット及び対照 Wistar 
ラットの胸部大動脈 (thoracic aorta) を用い、
UII 誘発収縮反応の検討を行った。UII 収縮
は Wistar ラットでは加齢により減弱してい
くが、GK ラットでは維持されていることが
明らかとなった。UT 受容体の性質や Rho 
kinase 系、MAPK 系がこの収縮の維持に関与
している可能性が示唆された (Rejuvenation 
Res. 2017)。 
 
(3) 血管機能に対する細胞内イベントの影響 
 小胞体ストレスや、エクソソーム産生とい
った細胞でのイベントと慢性炎症との関わ
りが最近注目されている。そこで、これらに
着目して研究し、血管機能に関わる重要な知



見を得た。 
①器官培養法を用いて、tunicamycin (小胞体
ストレス誘導薬)をラット上腸間膜動脈に暴
露することによる弛緩反応について検討し
たところ、Vehicle 群と比較して、tunicamycin
群で ACh (内皮依存性弛緩薬)、イソプレナリ
ン (受容体 agonist)、フォルスコリン (アデ
ニル酸シクラーゼ活性化薬)、クロマカリム 
(KATP チャネル活性化薬) 誘発弛緩反応の減
弱が観察された。 小胞体ストレスマーカー
である Bip タンパク発現は、tunicamycin 群で
増加が認められた。Tunicamycin 群で NO 合成
酵素阻害薬誘発収縮反応および NO 代謝物産
生が低下していた。Tunicamycin 暴露によっ
て、内皮依存性弛緩反応や、cAMP あるいは
KATP チャネルを介する弛緩反応が減弱する
ことが明らかとなった。その原因の一つとし
て、tunicamycin による basal NO 産生の低下が
関与している可能性が示唆された  (Biol 
Pharm Bull. 2016)。 
② HUVEC に対して、高グルコース・アンギ
オテンシン II 刺激を施すことで細胞外小胞
が増加し、この小胞が直接 ACh 誘発弛緩反応
を減弱させることを明らかとした (Pflugers 
Arch. 2017)。 
③ STZ 誘発糖尿病及び対照ラットより血液
中のマイクロパーティクル (MPs) を調製し、
正常ラットの頸動脈にインキュベートした
ところ、糖尿病由来の MPs によって ACh 誘
発内皮依存性弛緩反応が減弱することを見
出し、これは、eNOS 発現低下と、caveolin-1
発現増加が関与している可能性を見出した
(Acta Physiol. 2016)。 
 これらの知見は、病態時における内皮機能
の是正に細胞内イベント調節が有用である
という血管障害への新しい治療戦略を提唱
するものである。 
 
(4) 糖尿病モデル動物における血管機能障害
に対するポリフェノールの影響 
 ポリフェノールは、抗炎症作用を有し生活
習慣病時における合併症の発症・進展抑止に
有用である可能性が示唆されている。そこで、
血管反応に対するポリフェノールの影響に
着目した。 
① エピガロカテキンガレートを慢性 2 型糖
尿病 OLETF ラットに慢性投与することによ
って、頸動脈における endothelin-1 収縮が抑
制されること、この抑制には内皮機能改善が
関与することを見出した (Life Sci. 2014)。 
② Nicotinamide/STZ 誘発糖尿病マウス胸部
大動脈において、レスベラトロールが
Akt/eNOS 活性化を介して clonidine 誘発内皮
依存性弛緩反応を改善することを見出した
(Biol Pharm Bull. 2015)。 
③ STZ 誘発糖尿病マウス胸部大動脈におい
て、モリンが Akt/eNOS 活性を上昇させるこ
とによって内皮機能障害を是正することを
見出した (Mol Nutr Food Res. 2016)。 
 これらの知見は、ポリフェノールが、糖尿

病時における内皮機能障害の改善に有用で
あることを示した知見である。 
 
(5) 自然発症高血圧ラットにおける血管反応
の検討 
 高血圧は、糖尿病に併発する重要な疾病で
あり、またこれら疾患の共通基盤として慢性
炎症がある。そこで、SHR を用いて血管反応
を検討し、重要な知見を得た。 
① 上腸間膜動脈において、adenosine 弛緩は
内皮除去で影響を及ぼさなかったが、ADP お
よび ATP 弛緩は完全に消失した。SHR 群に
おいて、WKY 群と比較して、adenosine 弛緩
は変化が認められなかったが、ATP と ADP
弛緩は減弱が認められた。NO 合成酵素阻害
薬 (L-NNA)は、ATP 弛緩を大きく減弱し、
ADP 弛緩を部分的に減弱した一方で、COX
阻害薬 (indomethacin) はこれらの弛緩反応
を増強させた。L-NNA/indomethacin 存在下に
おける ADP 弛緩は SHR で減弱していた。
Adenosine 弛緩は、L-NNA や、indomethacin
処置で変化が認められなかった。これらプリ
ノセプターリガンドは上腸間膜動脈におい
て、異なる弛緩メカニズム (内皮依存・非依
存)を介することや高血圧時で異なる反応性
を示すことが明らかとなった  (Biol Pharm 
Bull 2016)。 
② 心房性ナトリウム利尿ペプチド (ANP) 
誘発弛緩反応は、腎動脈や大腿動脈では変化
が認められなかったが、頸動脈において SHR
群で WKY 群と比較し減弱した。SNP 及び
sildenafil 誘発弛緩は両群で同程度であった。
ANP 誘発弛緩反応は、内皮除去、NO 合成酵
素阻害薬、電位依存性 K+ channel 阻害薬、
ATP-sensitive K+ channel 阻害薬処置いずれの
条件下においても影響を及ぼさなかったが
BKCa 阻害薬処置にて WKY 群のみ ANP 弛緩
反応が減弱した。 また、BKCa 活性化薬誘発
弛緩反応が SHR 群で減弱していた。PKG-1
及び BKCa subunits ( subunit、1 subunit) 発現
は両群で同程度であった。以上のことから、
SHR 頸動脈の ANP 誘発弛緩反応減弱には内
皮や NO、cGMP 経路の障害ではなく BKCaシ
グナル異常が寄与する可能性が示唆された
(Biol Pharm Bull 2015)。 
③ 大腿動脈において noradrenaline (NA) 収
縮は WKY 群と比較して SHR 群で増大した。 
内皮除去においては両群共に NA 収縮が増大
し同程度の収縮が得られた. NO 抑制 [NO 合
成酵素阻害薬 (L-NNA)]、NO 及び EDHF 抑制
[L-NNA+IKCa(TRAM34)+SKCa(apamin)阻害薬]
処置によって NA 収縮が両群共に増加し、 
EDHF を抑制することにより WKY 群にて更
なる増大が認められた。 COX 阻害薬
(indomethacin) 存在下において NA 収縮の抑
制が認められ、両群で同程度の収縮が認めら
れた。SHR 群において、COX1 選択的阻害薬
(VAS)、COX2 選択的阻害薬 (NS398) 処置に
て NA 収縮は抑制し特に COX2 阻害で大きく
抑制した。SHR の大腿動脈において COX2 発



現の増大が認められた (vs. WKY)。これらの
結果より、SHR の大腿動脈における NA 収縮
増大には、内皮機能障害が関与し、NO、EDHF
が収縮抑制に、COX 由来物質が収縮増強に関
与していることが示唆された。 
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