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研究成果の概要（和文）：細胞実験および動物実験によって、高糖状態によりROCK活性が亢進、活性酸素種が増
幅、血管内皮機能は低下するが、ROCK阻害薬によって、それらは改善することを確認した。臨床研究では、糖尿
病においてROCK活性が亢進傾向を認めた。これらトランスレーショナル研究により、糖尿病患者においてROCKは
治療ターゲットとなり得る可能性、また糖尿病により惹起される心血管疾患において有用なバイオマーカーとな
り得る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：From the rsults in endothelial cell and animal studies, we have found that 
high glucose inhibited endothelial function, and activated ROCK activity and ROS generation, all of 
which were reversed by adminstration of ROCK inhibitor. From the result in clinical study, ROCK 
activity was increased in diabetes patients compared to non-diabetes subjects. These results 
indicate not only that ROCK could be a therapeutic target in diabets-evoked cardiovascular disease, 
but also that ROCK activity could be an useful biomarker of cardiovascular outcome in such patients.
 

研究分野：医歯薬学　循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
内皮型一酸化窒素合成酵素 (eNOS) は

健常状態の内皮では二量体  (coupling) 

で存在し、一酸化窒素 (NO) の産生を介

して心血管に保護的に作用する。一方で、

eNOS は両刃の剣でもあり、生活習慣病

下では eNOS が一量体 (uncoupling) で

存在することで、NO を産生せずに活性

酸素種 (ROS) を産生する。最近、平滑

筋・内皮・心筋における Rho-associated 

kinase (ROCK) 活性の亢進が、炎症・動

脈硬化・心肥大といった様々な心血管障

害の発症や進展に重要な役割を担うこ

とが報告されている。ROCKには 2つの

相同体があり、キナーゼドメインで 92%

と高い相同性を持つために似た役割を

果たすと考えられていたが、最近では

ROCK1 と ROCK2 の機能的相違点が重

要視されつつある。しかしながら、高血

糖惹起による心血管障害における

ROCK1および ROCK2の役割、また特に

eNOSの uncoupling を介した酸化ストレ

スの増加にどのような機序で作用する

のかは未だ明らかではない。 
 
２．研究の目的 

ROCK1および ROCK2 KOマウスより培養

した内皮細胞を用いた in vitro実験により、

ROCK1 もしくは ROCK2 がどのような機

序を介して高血糖による eNOS の

uncouplingによる ROS産生を制御し、内皮

機能障害と心血管障害に影響を及ぼすの

かを検討する。また、ROCK阻害剤投与前

後の一型糖尿病モデルであるストレプト

ゾトシン  (STZ) 注入マウス、そして

ROCK1 KO および ROCK2 KO マウスに

STZ を注入したマウスにおける血糖、NO

や ROS の産生、大動脈の eNOS の発現や

ROCK活性を評価することで、各 ROCK相

同体の eNOSの uncouplingに対する in vivo

の役割を評価する。臨床研究では、内皮機

能や心血管疾患の予後を評価し、海外共同

協力者・シカゴ大学の James K. Liaoらと共

同開発した新規抗体を用いて測定される

白血球 ROCK活性、そして静脈閉塞プレチ

スモグラフにより測定される血管 ROCK

活性が、糖尿病における心血管障害の治療

マーカーとして有用であるかを検討する。 
 
３．研究の方法 

1) ROCK1 および ROCK2 ノックアウトマ

ウスより培養した内皮細胞を用いた in 

vitro検討 

A. 対象  

遺伝子改変マウスであるシステミ

ッ ク ROCK1 ノ ッ ク ア ウ ト 

(ROCK1+/-)、ROCK2ノックアウト 

(ROCK2+/-)、およびコントロール

マウス (WT)。 

B. 方法 

WT、ROCK1+/-、ROCK2+/-

マウスより培養した内皮細胞

を用いて、72時間の高糖培養

液に変更し、正常糖培養液と

比して eNOS の発現、eNOS

の uncoupling (BH2、BH4)、

ROCK 活性(Western blot 法に

て ROCK の下流蛋白である

MBS のリン酸化の程度を評

価  = phosphor-MBS / 

total-MBS)、NO と ROS の産

生を ROCK阻害剤投与の有無

において評価し、培養液の高

糖負荷による細胞障害におけ

るROCK1およびROCK2の役

割を検討する。 

 

2) ROCK1 および ROCK2 ノックアウトマ

ウスに STZ を注入した一型糖尿病モデ

ル、そして二型糖尿病モデル(db/dbマウ

ス)を用いた in vivo検討 

A. 対象  



WT、ROCK1+/-、ROCK2+/-に対し

て STZ (1000mg、2回腹腔内投与の

2 週間後) を注入した一型糖尿病

モデル、および二型糖尿病モデル 

(db/dbマウス)。 

B. 方法 

STZマウス、db/dbマウスに対して

ROCK 阻 害 剤 フ ァ ス ジ ル を

20mg/kg/dayにて投与し、2週間後

に eNOSのuncoupling、ROCK活性、

NOと ROS産生を評価。またマウ

ス大動脈における血管内皮機能、

および総頚動脈結紮 2 週間後の新

生内膜の増殖を検討する。 

 

3) 臨床研究において、血管内皮機能・

ROCK活性・心血管疾患の予後における

検討 

A. 対象  
健常人群 50 例、明らかな合併症を有
さない糖尿病群 100例。 

B.方法 
a) 静脈閉塞プレチスモグラフ 

ROCK 阻害剤ファスジルの前腕

動脈内直接投与による前腕血流

量 (FBF) の増加率 (%) をもっ

て血管 ROCK 活性を評価する。

また、アセチルコリン (ACh) の

前腕動脈内直接投与の反応の程

度をもって血管内皮機能を評価

する。 

b) 白血球 ROCK活性（Western blot

法：現有設備） 

海外共同協力者の James K. Liao

と 共 同 開 発 し た 抗 体

（ myosin-binding subunit of 

myosin light chain phosphatase；リ

ン酸化抗体）を用いて末梢単核

球における ROCK 活性を

Western blot法によって測定。こ

の抗体の特異性が高いことは既

に確認している。また、血管と

白血球におけるROCK活性が強

い相関関係にあることも確認し

ている。 

c) Flow-mediated dilation (FMD) 

5 分間の前腕駆血前後の血管拡

張反応径を超音波にて観察して

血管内皮機能を評価。 
 
４．研究成果 
    In vitro研究では、高糖メディウム下
において、内皮細胞における ROS産生の
亢進、NO 産生の低下、ROCK 活性の亢
進、eNOS uncouplingの亢進を認めたが、
ROCK阻害剤ファスジルの投与によって、
それらの改善を認めた。ROCK1+/-および
ROCK2+/-マウスより培養した in vitro研
究は現在も進行中である。 
    In vivo研究でも同様に、糖尿病モデ
ルマウスにおいて ROS産生の亢進、NO
産生の低下、ROCK活性の亢進を認めた
が、ROCK阻害剤ファスジルの投与によ
って、それらの改善を認めた。 
    臨床研究では、非糖尿病患者と比し
て、糖尿病患者にて血管内皮機能の低下、
血管 ROCK 活性の亢進、白血球 ROCK
活性の亢進を認めたが、現在も検討が進
行中である。  
また、in vitro研究では外的 NO製剤
の投与によって血管平滑筋の ROCK 活
性の亢進が抑制されること（ PLoS 
One.2014）、臨床研究では安定狭心症患
者における白血球 ROCK 活性の亢進を
抑制させることをそれぞれ明らかにし
た（Hypertens Res.2015）。さらに原発性
アルドステロン症患者における白血球
ROCK活性が亢進しており、副腎腺腫摘
出によって亢進した ROCK 活性が改善
することも報告した（Hypertension.2015）。
また急性心筋梗塞患者において、入院時
の亢進した白血球 ROCK活性が、心血管
イベント、生命予後を予測しうる有用な
バイオマーカーであることも明らかに
した（Hypertension.2015）。 
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