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《最終報告書概要》 

 

本研究の目的は糖尿病における血管障害とくに血管内皮機能障害について基礎的およ

び臨床的検討を加え、さらには糖尿病性血管障害の新たな治療法の評価をおこなうことで

あった。この目的に迫るために、生理学的手法（live cell imaging 法）、分子生物学的ア

プローチ、臨床的アプローチによる研究を行い多くの成果が得られたのでここに報告する。 
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A．Living cell image 法を用いた研究 

1）実施内容 

まず初年度は共焦点顕微鏡を用いて生きたままの組織における細胞の蛍光染色による

分類／同定および異なる細胞間の相互作用を観察する系を確立した（live cell imaging）。

既にマウスの脂肪組織の増殖が血管新生とそれに伴う間葉系の細胞の浸潤と密接に関係し

ていることを明らかにしたが（Nishimura et al．2006 AHA）、本研究においてはこの技法

を応用して血管内皮の形質変化と微小循環の血流動態との関係を検討した。糖尿病をはじ

めとする生活習慣病において内皮機能の異常が報告されているが、本研究によって従来転

写・タンパク発現レベルで認識されてきた異常と機能変化との直接の関係が確立されれば

病態の解明に役立つことが期待された。 

第 2 年度は脂肪組織内の炎症に注目して研究を行った。糖尿病を含むメタボリック症候

群の上流には内臓脂肪の蓄積があるが近年その病態形成、特に肥満における脂肪組織にお

いて炎症が深く関わっていることが注目されている。特に炎症に関わる微小循環（内皮細

胞）と炎症細胞（白血球、マクロファージ、単球）に注目しそれらの細胞間相互作用を可

視化することにより明らかにした。また肥満動物の内臓脂肪特異的に起こっている細胞相

互作用および微小循環の変化を明らかにするとともにそれらを支える接着分子の動態を解

析した。 

第 3 年度はこれらをさらに発展させ詳細なメカニズムを明らかにすることを行った。こ

の結果生活習慣病を引き起こす脂肪組織の炎症カスケードの上流には CD8+のエフェク

ターT 細胞の脂肪組織への浸潤がありこれに引き続いてマクロファージの浸潤が生じるこ

とが示唆された。さらに CD8 に対する抗体の投与は T 細胞およびマクロファージの浸潤を

抑え CD8+T 細胞の浸潤が脂肪組織における炎症の引きがねとなっていると考えられた。こ
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れと並行して心筋組織の観察を行い静止した状態での観察は成功したが冠循環の動態につ

いては拍動に伴う観察の障害を克服するまでにはいたらなかった。 

これに関しては今後さらなる取り組みを行ってゆきたい。 

 

2）成果 

糖尿病モデル動物（Zucker rat）よりも肥満マウスを対象とした実験での成果が大きかっ

た。肥満マウス（ob/ob）と対照群（ob/+）の精巣上体脂肪組織を比較したところ脂肪細胞

の大きさに明らかな差がありさらに肥満動物では血管新生と脂肪細胞とは明らかに異なる

細胞の浸潤が認められたこれらの細胞の由来を明らかにする目的で免疫染色を行ったとこ

ろマクロファージ由来、内皮細胞由来、小脂肪細胞などが同定された。さらに肥満マウス

に抗 VEGF 抗体を投与したところ明らかな血管新生像の消失とさらに晩期においては小脂

肪細胞の著明な減少が認められた。これらの結果は脂肪細胞の増生が血管新生と密接に関

係していることを示している。血管新生の抑制による脂肪組織の減少は既に報告されてい

るが、明らかな血管新生像の消退と細胞の種類および形態の変化を観察したのは本研究が

最初であった。 

第 2 年度には肥満マウス（ob/ob）を用い（ob/-）を対照とし生体内（生きた状態）にお

ける脂肪組織内の微小循環を観察した。麻酔下のマウスの腹膜を切開し精巣上体白色脂肪

組織を露出し倒立顕微鏡のステージにおいた後共焦点顕微鏡を用い以下の方法で微小循環

を蛍光観察した。血流は FITC デキストランを静脈内投与することによって描出し、白血球

はアクリジンオレンジによる核染色で、血小板は蛍光標識された抗 CD41 抗体により特異

的に可視化した。この結果肥満動物の脂肪組織においては細静脈において血管壁への白血

球の rolling（図 1）と adhesion（図 2）が増加し、これには活性化血小板の adhesion が

伴っていること、脂肪組織中では血流の低下があり低酸素状態が起こっていること、血管

内皮の透過性亢進（蛍光色素の流出 図 3）などが認められ肥満状態の内臓脂肪組織に炎

症反応が起こっていることが示唆された。また PCR 法、フローサイトメトリーによる表面

マーカーの解析では内皮細胞とマクロファージが形質転換を起こしており ICAM1、P-

selectin、L-selectin、PECAM1 などの接着分子の発現が亢進していた。また同様の所見が

高脂肪食を与えたマウスにおいても観察されたが皮下脂肪や骨格筋ではこのような所見は

得られず炎症性の細胞の変化は肥満動物の内臓脂肪特異的に起こっていることが示された。

これらの結果から ICAM-1 に注目しその中和抗体を投与したところ急性には炎症に伴う細

胞間相互作用を抑制し、慢性には脂肪組織のリモデリングを抑える効果が認められた。以

上、メタボリック症候群の病態には炎症反応に伴う細胞間の相互作用が関与しておりその

ネットワーク形成を支える接着分子が抗肥満治療の標的の一つとなる可能性が示唆された。 

さらに高脂肪食で飼育したマウスの内臓脂肪組織をフローサイトメトリーで解析した

ところマクロファージ分画および CD31+の内皮細胞の増加がみられ後者は血管新生を反映

するものと考えられた。また T 細胞については CD8+分画の増加と CD4+分画の減少が認め

られたが末梢血においてはこのような変化はなかった。次に免疫染色によって組織を観察

したところやはりマクロファージと CD8+T 細胞の増加と CD4+T 細胞の減少が見られ CD8+T

細胞は既に報告した冠様構造と呼ばれる壊死脂肪組織を取り巻くマクロファージなどの細

胞群の中に集積していた。さらにこの細胞は CD62L-、CD44+の性質を持っており活性化さ
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れたエフェクターT 細胞と考えられた。経時的な変化を調べたところ CD8+CD4-細胞の増加

が CD80CD4+細胞および CD4+CD25+FoxP3+regulatory T 細胞の減少に先行しておりエフェク

ターT 細胞の増加が一連の変化の引きがねとなっていることが強く示唆された。この点を

検証するために CD8 に対する中和抗体を腹腔内注射したマウスに高脂肪食を与え反応を観

察したところ体重や脂肪組織の重量に変化は見られなかったものの CD8+CD4-細胞の減少

およびマクロファージ浸潤の低下が認められ脂肪組織の炎症反応におけるエフェクターT

細胞の重要性が証明された。またこの際流血中の CD8+CD4-細胞には変化は認められておら

ずエフェクターT 細胞の活性化は脂肪組織に局在した現象であると考えられた。近年脂肪

組織は不活性なものではなく様々なサイトカインを分泌し生活習慣病の病態形成に大きく

関わっていることが明らかになっている。今回の結果は生活習慣病のメカニズム解明に貢

献するものと考える。 

一方冠循環の観察についてはこれまでに確立した方法を用いて静止した状態では心筋

組織内の微小血管を描出することが可能であった（図）。しかし血流を観察するために拍動

状態での観察を試みたが運動による効果を除外し生理的な循環を評価することは実現でき

なかった。 

 

B．動脈硬化、血管傷害の動物モデルを用いた分子生物学的検討 

1）実施内容 

初年度は多重蛍光染色と走査電子顕微鏡法用い、また動物実験モデルとしては ApoE 欠

損マウス（ApoE-/-）に、ストレプトゾトシンを注射して、高度に進行した糖尿病性進行動

脈硬化を作成した。これらによって血管の恒常性を維持するために重要であると注目され

ている血中血管前駆細胞の機能障害、血管前駆細胞の内皮様もしくは平滑筋様細胞への分

化調節における液性、力学的因子、さらには糖尿病による血管前駆細胞異常の分子基盤に

ついても検討を行った。 

第 2 年度には動脈硬化、血管傷害の動物モデルを活用して、糖尿病性大血管合併症の病

態を研究した。特に、血管外膜脂肪組織周囲と血管壁との物理的、機能的、生理的相互関

係に注目し、糖尿病がいかに病的血管リモデリングを助長するのかを検討した。また、糖

尿病モデルマウスと野生型マウスを用いて、血管周囲脂肪組織の形質を比較検討した。機

械的大腿動脈傷害後の内膜増殖、高脂血症にともなう粥状動脈硬化の質と量に対する糖尿

病の影響を検討した。次に、野生型ならびに糖尿病マウス間で血管外脂肪組織を相互置換

し、血管病変形成への影響を評価し、さらには、心臓手術時に心外膜脂肪組織を患者から

採取して、糖尿病患者における心外膜脂肪組織のアディポカイン発現、脂肪のサイズ、炎

症細胞浸潤の程度を比較検討した。また糖尿病患者における動脈硬化の進展と破綻におけ

る病変周囲脂肪組織の炎症細胞浸潤と遺伝子発現変化に注目し、糖尿病における動脈硬化

プラーク破綻の分子機序を動物モデル、急性冠症候群患者から採取した血清、手術標本な

どを用いて検討した。 

第 3 年度には脂質異常症による動脈硬化、血管傷害後による内膜増殖の動物モデルを活

用して、糖尿病性大血管合併症の病態を研究した。特に、従来の動脈硬化研究で注目され

てこなかった、血管外膜脂肪組織周囲と血管壁との物理的、機能的、生理的相互関係に注

目し、糖尿病が病的血管リモデリングを助長する機序について検討した。血管外膜におけ
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る毛細血管の発達を蛍光標識技術、走査型電子顕微鏡など先端画像診断技術で判断した。

血管外膜周囲に豊富に存在する脂肪組織の形質が、糖尿病によって変化するか、どのよう

な影響を血管病変形成に及ぼすかに着目して、遺伝子発現の検討と免疫染色を行った。血

管外膜周囲脂肪組織を残した場合と、除去した場合で、血管傷害を加えて病変の形成の程

度を比較検討した。 

心臓手術時に心外膜脂肪組織、皮下脂肪、内胸動脈周辺脂肪を患者から採取して、糖尿

病患者におけるアディポネクチン、炎症性サイトカインの発現、脂肪のサイズ、炎症細胞

浸潤の程度、マクロファージや T 細胞といった炎症細胞のサブセットを健常者と比較検討

した。 

 

2）成果 

初年度には whole mount 多重蛍光染色と走査電子顕微鏡法用い高度動脈硬化病変をもっ

た 100 週齢 ApoE 欠損マウスの血管走行様式を検討し血管外膜脂肪組織と血管壁、動脈硬

化プラークは微小毛細血管で直接交通していることが明らかとなった。また、血管拡張傷

害により外膜周囲脂肪組織で炎症性アディポサイトカインの発現が亢進していることも明

らかにした。 

次年度には血管のホメオスターシスの維持とリモデリングに対する血管外周囲脂肪組

織の意義を検討した。血管外膜周囲に豊富に存在する脂肪組織の形質を、皮下脂肪、内臓

脂肪と比較した。血管外脂肪組織は通常は皮下脂肪に近いものの、血管傷害を契機に内臓

脂肪型に形質を転換することが明らかとなった。特に、アディポネクチンの低下、IL-6、

TNFα、PAI-1 の増加が目立った。3T3L1 細胞を脂肪細胞に分化させたのち in vitro で進

展しても同様の変化は認められなかったことから、血管拡張による外部からの進展刺激が

アディポカインの発現変化を誘導するのではないことが明らかとなった。TNFαノックア

ウトマウスでは炎症性サイトカインの誘導が抑制された。また TNFαの外部からの投与で

は、炎症性サイトカインの発現が誘導された。以上より、血管傷害により血管壁で発現し

た TNFαが外膜周囲脂肪組織の遺伝子発現変化に重要であると考えられた。 

さらに、血管外膜周囲脂肪組織から遊離されるアディポサイトカインの血管リモデリン

グにおける生理的意義を、遺伝子改変マウスを用いて検討した。血管周囲脂肪組織を除去

してワイヤー傷害を施行すると、新生内膜形成が促進されたが、他の野生型マウスから皮

下脂肪組織を移植すると病変形成が抑制された。アディポネクチンノックアウトマウスか

ら皮下脂肪を移植しても抑制効果を認めなかったが、同量のアディポクチンを徐放製剤と

して外膜周囲に局所投与すると著明な抑制効果がみられた。 

これらの結果より、外膜周囲脂肪組織は、通常ホメオスターシスの維持と病的血管リモ

デリングに対して防御的に機能することが明らかとなった。また、糖尿病をはじめとする

代謝性疾患において、外膜周囲脂肪組織の形質が変化し、炎症が惹起され、病変形成が促

進される可能性が示唆された。 

第 3 年度には、糖尿病、肥満マウスの血管周囲脂肪を調べたところ、野生型マウスに比

較して、アディポネクティン発現は減少し、IL-6、TNFα、PAI-1 といった炎症性のサイト

カインの発現が増加していた。このような、血管周囲脂肪組織の形質の変化に引き続き、

外膜や血管周囲の炎症細胞浸潤が惹起された。糖尿病存在下では、この傾向は増悪し、ま
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た血管傷害後の内膜増殖が促進していた。高脂血症による粥状動脈硬化モデルである ApoE

欠損マウスでも同様の傾向を観察することができた。 

また、手術時に得られた心外膜脂肪組織の解析では、冠動脈疾患患者、特に糖尿病患者

では、非冠動脈疾患患者に比較して、心外膜脂肪細胞の大型化、マクロファージ、CD8 陽

性 T 細胞の浸潤、アディポネクチンの発現低下、IL-6、MCP-1、TNFαの発現亢進を認めた。

マクロファージにおいても炎症惹起型の M1 マクロファージが炎症抑制型の M2 マクロ

ファージに比して著明に増加していた。この傾向は、糖尿病患者で増悪しており、HbA1C と

心臓周囲脂肪組織の炎症マーカーの発現には相関関係が認められた。 

以上より、糖尿病において、血管壁自体のみならず、血管外膜ならびに周囲脂肪組織に

おいて、炎症と血管新生が惹起されて動脈硬化の病態が加速していることが明らかとなっ

た。 

 

C．臨床的検討 

1）実施内容 

臨床的検討としては初年度に糖尿病における血管障害の週末像の一つともいえる閉塞

性動脈硬化症に焦点をあてて臨床的検討と治療法の検討を行った。動脈硬化の進展や心血

管イベントの発症に血管内皮細胞の障害のみならず血液レオロジーの変化が重要な役割を

はたしていることが報告されており、また血液中の骨髄由来内皮前駆細胞（EPC）が血管内

皮機能と良い相関を占め動脈硬化の抑制や血管申請、血管修復に寄与することも報告され

ている。初年度は運動＋スタチンにより EPC の増加を介して新生血管が増加し、一方で血

管内皮機能、酸化ストレス、血液レオロジーも改善することにより心血管イベント抑制に

つながることを予想し糖尿病患者における末梢動脈疾患に対して運動療法＋スタチン併用

療法が運動耐容能と QOL、EPC と内皮機能、酸化ストレス、血液レオロジーにあたえる影響

についても検討した。 

実施内容および成果 

心血管疾患のリスクである II 型糖尿病患者では、脂肪細胞由来の遊離脂肪酸血中濃度

が上昇することが知られている。脂肪製剤とヘパリンの同時投与により血液中の遊離脂肪

酸濃度を上昇させると、健常者においても再現性高く 1 時間後から血管内皮機能障害、さ

らに 2 時間後からインスリン感受性の低下が出現する。第 2 年度にはこのヒト脂肪負荷実

験系と全身のレニン・アンジオテンシン系（RAS）の関連を検討した。またジヒドロピリジ

ン系カルシウム拮抗薬の白血球活性化や血液流動性と血管内皮機能に対する効果も検討し

た。糖尿病における血管障害の終末像の一つともいえる虚血性心血管疾患や閉塞性動脈硬

化症に焦点をあてて臨床的検討と治療法の検討も行った。 

第 3 年度には第 2 年度の研究をさらにすすめ、遊離脂肪酸上昇時（メタボリック症候群

擬似状態）におけるサロゲートマーカーでもある血管内皮機能と微小循環状態を把握し、

内皮機能や微小循環改善薬のスクリーニングの目的で、RAS 系阻害薬をはじめとする心血

管薬の薬効評価を実施した。血管内皮機能は、プレシスモグラフィーを用いアセチルコリ

ンによる前腕末梢抵抗血管拡張作用により測定した。経時的に採血を行い、ex vivo 毛細

血管モデルを用いての血液流動性試験、白血球（単核球成分と多核球成分）のアンジオテ

ンシン II 産生酵素活性、血液中の酸化ストレスの指標として dROMs test（ヒドロペルオ
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キシドを定量分析）を測定した。心筋微小循環評価法として薬剤を用いた反応性充血時の

心筋微小循環をコントラストエコー法を用いて評価した。 

また、遊離脂肪酸負荷によるインスリン抵抗性の機序の解明と抵抗性改善を目標とした

薬物療法確立のためにアンギオテンシン II 受容体拮抗薬（ARB）の薬効評価を二重盲検ク

ロスオーバー法にしたがって、最も信頼度の高いグルコースクランプ法を用いて実施した 

 

2）成果 

初年度の臨床的検討ではアセチルコリンによる末梢抵抗血管の血管内皮機能や平滑筋

機能評価の系に脂肪負荷（＋ヘパリン）を行いその結果得られる血中遊離脂肪酸の上昇が

アセチルコリンの用量反応曲線を右方偏位させること、すなわち血管内皮機能が低下する

こと、さらに末梢血レニン活性の上昇を伴わないにもかかわらずアンジオテンシン転換酵

素阻害薬やアンジオテンシン II 受容体拮抗薬などのレニン・アンジオテンシン系抑制薬

によってこの脂肪負荷惹起血管内皮機能低下が改善する現象を観察しえた。最近の安らの

研究では（未発表）遊離脂肪酸上昇時に末梢血レニン活性や ACE 活性とは解離して単核球

でのアンジオテンシン産生系が亢進するデータを得ている。またこの遊離脂肪酸上昇は、

インスリン感受性を 40-50％減少させ、血漿ミエロペルオキシダーゼ濃度の著明な増加に

示される白血球活性化（30-70％）や毛細血管 ex vivo モデルである Microchannel Flow 

Analyzer での全血通過時間（血液レオロジー）の延長をもたらすという知見を得ている。 

第 2 年度はヒト脂肪負荷実験系において全身のレニン・アンジオテンシン系（RAS）とは

解離して単核球 RAS 活性が亢進し、白血球を活性化させるデータを得、これらの反応はア

ンジオテンシン II 受容体拮抗薬により予防可能であることを我々は報告した。またジヒ

ドロピリジン系カルシウム拮抗薬も、有意にこの系での白血球活性化を抑え、血液流動性

と血管内皮機能を改善したが、その主たる機序として抗酸化作用が有力と考えられた。 

虚血性心血管疾患や閉塞性動脈硬化症に焦点をあてて臨床的検討と治療法の検討では

心血管イベントのサロゲートマーカーである血管内皮機能が、虚血性心血管疾患患者にお

いて食前後とも健常者と比較して有意に低下していること、この血管内皮機能の低下をス

タチン療法が主に抗酸化ストレス作用を介して改善させることを報告した。血液中の骨髄

由来内皮前駆細胞（EPC）は血管修復に寄与するが、急性心筋梗塞後に積極的運動リハビリ

テーションを施行した群では施行していない群と比較して EPC が増加し運動耐容能が改善

することも報告した。 

第 3 年度には、前年の研究をさらに推進した。脂肪製剤とヘパリンの同時投与により血

液中の遊離脂肪酸濃度を上昇させると、健常者においても再現性高く 1 時間後から血管内

皮機能障害、さらに 2 時間後からインスリン感受性の低下が出現し、擬似メタボリックシ

ンドローム状態に一過性になる。このヒト脂肪負荷実験系では、全身のレニン・アンジオ

テンシン系（RAS）とは解離して単核球と多核球 RAS 活性が亢進し、かつ白血球を活性化さ

せるデータを得、これらの血管内皮機能障害と白血球活性化反応はアンジオテンシン II 受

容体拮抗薬により予防可能であることを我々は報告した。またこの血液中の遊離脂肪酸濃

度上昇モデルでは反応性充血時の心筋微小血管抵抗を上げ速度を減少させ、微小循環を悪

化させることを心筋コントラストエコー法を用いて示した。この微小循環の悪化は RAS 阻

害薬により予防することができ、さらにジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬も、有意に
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この系での白血球活性化を抑え、血液動性と血管内皮機能を改善したが、その主たる機序

として抗酸化作用が有力と考えられた。 

血中の遊離脂肪酸濃度を上昇させるとインスリン感受性の指標である M 値は有意に低下

した。（生食＋ヘパリン：10.7±2.8mg/kg/min、脂肪製剤／ヘパリン＋プラセボ：6.2±

2.1mg/kg/min）これに対して、ロサルタン 7 日間内服投与は、用量依存性に遊離脂肪酸上

昇時のインスリン感受性低下を予防した。本研究では、質の高い研究デザイン（二重盲検

クロスオーバー法）かつもっとも信頼度が高いグルコースクランプ法でインスリン感受性

を評価しその結果、脂肪毒性によるインスリン感受性低下病態におけるレニン－アンギオ

テンシン系の役割が明らかとなり、アンギオテンシンⅡ受容体ブロッカーであるロサルタ

ンのインスリン抵抗性改善薬、抗動脈硬化薬としての有用性が示された。 
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