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論文内容の要旨

【目的】

　　糖尿病は若年で発症するインスリン依存性糖尿病（1型糖尿病）と、中

高年で発症することの多いインスリン非依存性糖尿病（2型糖尿病）とに大

別され、日本人では2型糖尿病患者が約95％を占め現在も増加の一途をたど

っている。　2型糖尿病では、インスリン分泌不全とともに、大部分の患者でイ

ンスリン抵抗性が認められる。更に糖尿病のみならず、メタボリックシンドロ

ー ムにおいては、高インスリン血症やインスリン抵抗が中心的役割をしている

ことが明らかにされ、血管障害との因果関係が重要である。また、このインス

リン抵抗性状態では、血管弛緩機能、特に血管内皮機能障害が認められる。し

かし、その詳細な機序については明確にされていない。

　　そこで、今回私は、　1）器官培養法を用いた血管へのインスリンによる作

用機序の解明2）インスリン抵抗性を生じるnicotinamide＋streptozotocin誘

発2型糖尿病モデルマウスによる血管弛緩機能の解明、さらにその血管機能障

害に対する治療薬についても検討した。

【方法】

　　実験では1）器官培養法を用いた、糖尿病ラット摘出胸部大動脈への高イ

ンスリン処置及び2）nicotinamide＋streptozotocin誘発2型糖尿病モデル

マウス摘出胸部大動脈により、インスリンでの血管機能を検討した。

　　D実験には、　8週齢の雄性Wistar系ラットにstreptozotocin（STZ）

を尾静脈内投与し、10週経過した糖尿病ラットを用い胸部大動脈を摘出した。
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器官培養には、摘出した胸部大動脈をserum－free　Leibovitz’sL－15　medium

を用いて　16時間、インスリン処置培養し、その後らせん標本とし

Krebs－Henseleit　Solution（KHS）中にてnorepinephrine（NE）にて収縮させ

た後のacetylcholine（ACh）、　NOドナーによる累積弛緩反応、さらに、HPLC法

によるNOx測定、　NBT還元法による02一測定、　nitrotyrosineの免疫染色、

nitrotyrosine－SERCAのimmunoprecipitationによる測定を行った。

　　2）実験には、5週齢の雄性ICRマウスにnicotinamide処置後STZを

投与することにより発症させた2型糖尿病モデルマウスを用いた。投与後12

週の動物を用い糖尿病群とし、コントロール群としては同週齢のICR雄性マウ

スを用いた。Simvastatin慢性処置は粉末飼料中に混合し、nicotinamide＋STZ

投与後8週目から4週間給餌したものをsimvastatin慢性処置群とし3群間

で比較検討した。血管反応性の検討は摘出した胸部大動脈を長さ3mmのリング

標本とし、KHS中で等尺性に反応を記録した。　ProstaglandinF2。でtonusを

一 定に維持した後sodium　nitroprusside　dehydrate（SNP）、clonidine、

adrenomedu口inによる累積弛緩反応を測定した。なお、　NOS阻害薬である

L－NNA、　Akt　inhibitorの前処置は反応測定30分前に処置した。また、血中パ

ラメータは各種キットを用い、tota1Akt、　Aktのリン酸化及びPTENのリン酸

化はwestern　blotting法を用いて検討した。血中パラメータは各種キット、

タンパク発現はウェスタンブロット法を用いて行った。

　【結果】

　　1）器官培養を用いた糖尿病血管へのインスリン処置は、a）AChによる内

皮依存性弛緩反応、Angeli’ssalt（NO　ドナー）による平滑筋弛緩反応の減弱

を生じた。一方、コントロール血管では、インスリン処置による弛緩の減弱は

認められなかった。　b）ONOO『scavengerのuricacidもしくは02－scavenger

のSOD処置によって、これらの弛緩反応の減弱への効果は抑制された。　c）培

養中におけるNOx産生の増加が認められたが、培養後の血管へのACh刺激に

よるNO産生は低下した。　d）02『、　nitrotyrosine（ONOO－）産生の増加が認め

られた。　e）SERCAタンパクにおけるnitrotyrosine量の増加が認められ、

ONOO－scavengerにより抑制された。血管におけるSERCAの影響を検討するた

め、SERCA阻害薬処置下によるNOドナーによる弛緩反応を検討した。コント

ロール血管の弛緩反応は減弱するが、インスリン処置した糖尿病血管において

は、弛緩の減弱は認められなかった。

　　2）糖尿病群ではコントロール群に比べ血中グルコース値、コレステロー
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ル値及び血圧に有意な増加が見られたが、simvastatin慢性処置により糖尿病

群に比べグルコース値、コレステロール値には変化が見られなかったが血圧の

低下が認められた。また、血中インスリン値は3群間で変化が見られなかった。

Pl3－K／Akt経路を介した弛緩であるclonidine及びadrenomedullinによる

弛緩反応は糖尿病群で減弱が見られたがsimvastatin慢性処置により改善し

た。血管におけるAkt／eNOS　pathwayの影響を検討するため、　NOS阻害薬であ

るL－NNA及びAkt阻害薬処置下でのclonidineによる弛緩を検討したとこ

ろ、すべての群においてほぼ弛緩反応が消失した。また、Akt阻害薬処置下で

のadrenomedullinによる弛緩反応は、コントロール及び糖尿病動物に

simvastatinを慢性処置した群での血管の弛緩反応は減弱するが、糖尿病血管

においては、弛緩の減弱は認められなかった。　Total　Aktタンパク発現量、

clonidine束1】激によるNOx産生量及びAktのリン酸化は糖尿病群で減少が見

られたがsimvastatin慢性処置によりコントロールレベルとなった。

Pl3－K／Akt経路を抑制する因子であるPTENのリン酸化タンパクは糖尿病群で

増加が見られたがsimvastatin慢性処置によっても影響が見られなかった。

【考察】

　　インスリン抵抗性での血管機能を検討するため、1）器官培養を用いた糖

尿病血管への高インスリン処置、つまり糖尿病でのインスリン抵抗で見られる

高インスリン血症時における血管機能変化、及び2）インスリン抵抗性を伴っ

た2型糖尿病モデルマウス摘出胸部大動脈での血管機能変化及び治療につい

て検討を行った。　1）の実験より糖尿病状態の血管と高濃度のインスリンが共

存する状態において、内皮依存性、非依存性弛緩反応の減弱を生じる。その原

因としては、02一とNOによって産生するONOO一増加によって内皮NO産生の

低下、SERCAのニトロ化によるSERCA機能不全の可能性が考えられる。2）の

実験より2型糖尿病では血管内皮細胞による弛緩、特にAktを介した経路に

障害を生じることが示唆された。simvastatinは、血中コレステロールに影響

の無い濃度において、血管弛緩反応を回復させることが示唆された。その機序

として、simvastatinはAktタンパク及びAktのリン酸化を増加させることに

よりAktの機能を回復させるが、糖尿病により増加したPTENのリン酸化を抑

制させる結果ではないことが示唆された。

　以上の結果より、インスリン抵抗性によって血管弛緩機能不全、特に

Pl3－K／Akt　pathwayを介した内皮依存性弛緩反応及びNOドナーによる平滑筋

弛緩反応にも障害を引き起こすことが明らかとなった。原因としてはそれぞれ
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ONOO一増加、　Aktタンパクの低下、　SERCA機能不全の可能性が示唆され、こ

れらがインスリン抵抗性による血管機能障害に対する治療のターゲットとなる

ことが考えられる。その治療薬の一つとしてsimvastatinがあることが明らか

となった。
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論文審査の結果の要旨

　インスリン抵抗性や高インスリン血症は、メタボリックシンドロームにおい

て中心的役割をしていることが明らかにされ、血管障害との因果関係にリンク

している。また、このインスリン抵抗性状態では、血管弛緩機能、特に血管内

皮機能障害が認められる。しかし、その詳細な機序については明確にされてい

ない。そこで、今回竹之内君は、1）器官培養法を用いて、血管に対するインス

リンの作用機序に関する検討、2）インスリン抵抗性を生じるnicotinamide＋

streptozotocin誘発2型糖尿病モデルマウスにおける血管弛緩機能の解明、さら

にその血管機能障害に対する治療薬について検討した。

　1）器官培養を用いた糖尿病血管へのインスリン処置は、a）AChによる内皮依

存性弛緩反応、Angeli’s　salt（NOドナー）による平滑筋弛緩反応の減弱を生じた。

b）ONOO－scavengerのuric　acidもしくは02－scavengerのSOD処置によって、こ

れらの弛緩反応の減弱への効果は抑制された。c）培養中におけるNOx産生の増

加が認められたが、培養後の血管へのACh刺激によるNO産生は低下した。　d）

02、nitrotyrosine（ONOO－）産生の増加が認められた。　e）SERCAタンパクにおけ

るnitrotyrosine量の増加が認められ、　ONOO－scavengerにより抑制された。血管

におけるSERCAの影響を検討するため、SERCA阻害薬処置下によるNOドナー

による弛緩反応を検討した。コントロール血管の弛緩反応は減弱するが、イン

スリン処置した糖尿病血管においては、弛緩の減弱は認められなかった。

　2）2型糖尿病モデルマウスにおいては、PI3－K／Akt経路を介した弛緩である

clonidine及びadrenomedullinによる弛緩反応の減弱が見られたがsimvastatin慢

性処置により改善した。血管におけるAkt／eNOS　pathwayの影響を検討するため、

NOS阻害薬であるLNNA及びAkt阻害薬処置下でのclonidineによる弛緩を検

討したところ、すべての群においてほぼ弛緩反応が消失した。また、Akt阻害薬

処置下でのadrenomedullinによる弛緩反応は、コントロール及び糖尿病動物に

simvastatinを慢性処置した群での血管の弛緩反応は減弱するが、糖尿病血管にお

いては、弛緩の減弱は認められなかった。Total　Aktタンパク発現量、clonidine刺

激によるNOx産生量及びAktのリン酸化は糖尿病群で減少が見られたが

simvastatin慢性処置によりコントロールレベルとなった。　PI3－K／Akt経路を抑制

する因子であるPTENのリン酸化タンパクは糖尿病群で増加が見られたが
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simvastatin慢性処置によっても影響が見られなかった。

　以上の結果より、インスリン抵抗性によって血管弛緩機i能不全、特にPI3－K／

Akt　pathwayを介した内皮依存性弛緩反応及びNOドナーによる平滑筋弛緩反応

にも障害を引き起こすことが明らかとなった。原因としてはそれぞれONOO一増

加、Aktタンパクの低下、　SERCA機能不全の可能性が示唆され、これらがイン

スリン抵抗性による血管機能障害に対する治療のターゲットとなることが考え

られる。その治療薬の一つとしてsimvastatinがあることが明らかとなった。

　以上の結果より、本論文は、博士（薬学）の学位を授与するに適当であると

判断する。
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