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Macro- and microvascular disease states currently represent the principal causes of morbidity and mortality in
patients with type I or type II diabetes mellitus. Abnormal vasomotor responses and impaired endothelium-dependent
vasodilation have been demonstrated in various beds in diŠerent animal models of diabetes and in humans with type I or
type II diabetes. The principal mediators of diabetes-associated vascular dysfunction are increases in glucose, oxidized
low-density lipoprotein, endothelin-1, angiotensin II, insulin, or growth factors. An accumulating body of evidence in-
dicates that abnormal production of oxidative stress may be one of several factors contributing to vascular dysfunction
in diabetes. It is possible that in diabetic states, hyperinsulinemia initiates oxidant stress, leading to vascular dysfunction
at a later stage. We and others have demonstrated that in models of hyperinsulinemia and hyperglycemia, ･ NO produc-
tion and/or ･ NO responsiveness are impaired in aortic strips. Several recent studies have shown that the formation of
nitrotyrosine and/or peroxynitrite impairs vascular ･ NO responsiveness and ･ NO production. Our ˆndings suggest
that the coexistence of a high insulin level and an established diabetic state may lead to the excessive generation of perox-
ynitrite, and that this may in turn trigger an impairment of endothelium-dependent relaxation via a decrease in sar-
coendo plasmic reticulum Ca2＋ ATPase function. This review summarizes the results of our recent studies on the invol-
vement of insulin and oxidative stress in the blood vessels of diabetic animals.
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1. はじめに

糖尿病は種々の合併症を誘発し患者の QOL を著

しく損ない，かつ医療費の莫大な増加の一因ともな

っており，わが国においては，糖尿病になると寿命

が約 10 年短くなることが知られている．近年，日

本人のライフスタイルの変化（高脂肪食の摂取や運

動不足など）及び高齢化社会に伴い，糖尿病患者は

激増しており，もはや社会問題となりつつあり，マ

スコミ誌上にもしばしば取り上げられるほどであ

る．特に合併症は深刻な問題であり，中でも網膜

症，腎症，神経症は三大合併症と呼ばれ，細小血管

障害によると考えられている．また，大血管障害の

頻度も著しく高く，その主要な症状は，冠動脈，脳

動脈，下肢動脈のアテローム性動脈硬化である．こ

れら糖尿病状態における共通の合併症は，インスリ

ンの絶対的不足あるいは作用の低下による高血糖状

態を中心とした各種代謝異常や，血液学的異常から

生じた循環器障害が原因で誘発される．一方，糖尿

病時における治療効果を考える上で，インスリンに

よる血糖コントロールは重要である．最近の研究で

は，インスリンには血糖の低下作用のほかに様々な

作用があることが明らかになりつつある．一般的

に，糖尿病患者における正確なインスリン投与によ

る血糖のコントロールは，血管合併症の進行を防ぐ

が，一度発症した心血管イベントへの改善効果は少

ないと考えられている．さらに，2 型糖尿病初期や

インスリン投与によって増加する高値の血中インス

リン値は，血圧や動脈硬化の悪化にも関与している

ことは知られており，1)血中のグルコース値ととも
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Fig. 1. Concentration-response Curves for ACh-induced
relaxation of Aortic Strips Obtained from Age-matched
Controls, Diabetic Rats

The ordinate shows the relaxation of aortic strips as a percentage of the
contraction induced by an equieŠective concentration of noradrenaline (5×
10－83×10－7 M). Each data point represents the mean±S.E. of 68 experi-
ments; the S.E. is included only when it exceeds the dimension of the symbol
used. p＜0.01, diabetic vs. control.
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にインスリン値のコントロールも重要である．

糖尿病時において誘発された危険因子は，生体の

酸化ストレス増加を介して，血管障害を生じるとす

る仮説は，古くから，そして現在においても多くの

研究者に指示されている．糖尿病時の酸化ストレス

として，スーパーオキサイドアニオン（O－
2 ）が古

くから報告されているが，これは，高血糖，脂質，

低比重リポタンパク（LDL），酸化 LDL，アンジオ

テンシン，エンドセリンなどによって増加すること

が報告されている．血管障害における酸化ストレス

の 1 つである O－
2 の増加は，血管内皮細胞から産生

される nitric oxide (NO）を不活化し，内皮細胞に

おける血管弛緩機能を直接低下させることが知られ

ている．そして，近年では，この O－
2 と NO が反応

して産生されたパーオキシナイトライト（ONOO－）

もまた，血管弛緩機能を低下させることが報告さ

れ，動脈硬化などの血管障害に強く係わっているこ

とが明らかにされている．このように，糖尿病性血

管障害における酸化ストレスは，古くからそして現

在においても主要な因子として研究が進められてい

る．本総説は，筆者らがこれまでに行ってきた研究

成果を中心に，糖尿病性血管合併症においてのイン

スリンと酸化ストレスの因果関係を中心に紹介する．

2. 糖尿病性血管内皮機能障害と酸化ストレス

一般的に多くの糖尿病動物において，血管弛緩反

応の低下が報告されているが，その作用機序は，様

々な条件によって異なる．糖尿病動物における減弱

した内皮依存性弛緩反応は，強力な弛緩因子である

NO の合成や，その活性によって影響を受けている

とは限らない．しかし，内皮依存性弛緩反応はほと

んどの血管において，NO が弛緩に強く関与してい

ることを考えると，やはり NO の合成や活性に焦

点が絞られる．事実，糖尿病ラット胸部大動脈にお

いては，この内皮由来弛緩因子（EDRF）としての

NO の機能低下，内皮依存性弛緩反応の減弱が報告

されている（Fig 1).2)筆者は，1 型，2 型糖尿病動

物における血管内皮細胞のアセチルコリン刺激によ

る弛緩反応は，様々な機序を介して糖尿病時におい

て低下していることを報告している．25)また，1 型

糖尿病ラット大動脈を用いてアセチルコリン刺激時

における NO の代謝産物である NO－
2 , NO－

3 の測定

を行った．6)その結果，糖尿病ラットの NO－
2 ＋

NO－
3 の産生量は，コントロールラットに比べ，有

意な差はみられなかった．このことは，内皮細胞に

おける NO の産生量には変化がないことが考えら

れる．さらに，構成型 NO 合成酵素である endo-

thelial NO synthase (eNOS）の mRNA を測定した．

その結果，糖尿病時においては，NO－
2 ＋NO－

3 の産

生量と同様に eNOS 発現も変化は認められなかっ

た．また本実験において，糖尿病血管においては，

NO－
2 産生は少なく，NO－

3 の増加が認められた．

NO は，自然酸化により NO－
2 を生じ，一方，O－

2

などの酸化ストレスにより NO－
3 を生じることが知

られているので，糖尿病時には O－
2 の増加により

NO が酸化されていると考えられる（Fig 2）．また

Hink らは，糖尿病ラットの大動脈において，電子

スピン共鳴法による NO の半減期の低下と，eNOS

発現の増加を報告した．7)さらに間接的ではある

が，多くの摘出血管を用いた実験において，NO は

活性酸素（O－
2 等）によって不活化されることが知

られているが，O－
2 の scavenger である superoxide

dismutase (SOD）の処置が，NO の不活化を遅延

し，糖尿病時の減弱した血管内皮機能を完全に改善

することを報告している．8)筆者はさらに，糖尿病

病態において，SOD の発現が低下していることを
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Fig. 2. ACh (10－7)-Stimulated Release of NO－
2 , NO－

3 and
NOx as Measured in the Perfusate from Aortic Strips

Each column represents the mean±S.E. of 68 experiments. p＜0.05
diabetic vs. control.
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報告し，9)また，糖尿病時において，O－
2 の産生増

加の原因として，NADPH oxidase の活性，及び構

成サブユニットの発現の増加によることが報告され

ている．7)以上のことは，1 型糖尿病時における

EDRF 作用の減弱は，内皮細胞内での eNOS によ

る NO の産生から平滑筋細胞内でのグアニル酸シ

クラーゼまでの間に存在する，つまり NO の不活

化に焦点が絞られる．糖尿病時のこれら酸化は，生

体内における様々な細胞において認められ，血管細

胞においても例外ではなく，その 1 つとして，low

density lipoprotein (LDL）コレステロールは，生体

内の活性酸素等により酸化され，生じた酸化 LDL

は，血管内皮機能に強く作用し，NO 機能を抑制す

ることが古くから知られている．10) STZ 糖尿病モデ

ルにおいては，血中 LDL の増加，LDL 中の過酸化

脂質の増加，変性 LDL の酸化のし易さ，など報告

され，これらが血管内皮機能障害の原因であること

が示されている．11)さらに，われわれの経時的変化

の追跡実験では，ストレプトゾトシン（STZ）投与

後によって糖尿病の発症後 4 週間で LDL コレステ

ロールの増加が生じるが，内皮機能の変化は認めら

ない．しかし，10 週齡の STZ 糖尿病ラットでは，

過酸化脂質の増加と弛緩反応の減弱が生じることを

報告した．12)このことは，なんらかの活性酸素の増

加が LDL を酸化し，また酸化された LDL は，活

性酸素を増加するような悪循環を生じていることが

考えられる．そして，活性酸素も酸化 LDL も STZ

糖尿病ラットの血管内皮機能の減弱において，強い

影響を及ぼしていることが示されている．エンドセ

リン（ET）やアンジオテンシン（Ang）は，昇圧

ペプチドであり内皮細胞由来収縮因子（EDCF）の

1 つであるが，血管壁を含む様々な細胞にて産生さ

れる．現在多くの研究がされ，これら収縮物質が内

皮細胞の弛緩因子に影響することが示され，糖尿病

血管における内皮機能についても研究が進んでい

る．これら J-104132 (ETA/ETB 受容体阻害薬）や，

テモカプリル（Ang 変換酵素阻害薬）の慢性投与

は，STZ 糖尿病動物における血管内皮弛緩反応の

減弱を改善する．13)糖尿病ラットの血管では，

NAD(P)H oxidase が過剰に発現しており，また

O－
2 の産生も著明に増加している．このラットに

ET-1 の拮抗薬（J-104132）を慢性投与すると，O－
2

の産生が著明に低下し，内皮細胞の機能は著明に改

善する．つまり，糖尿病病態では，ET-1 が NAD

(P)H oxidase の発現を誘導し，O－
2 を過剰に産生

し，この O－
2 が NO を不活化することによって内皮

細胞の機能を低下することになる．糖尿病病態では，

PPARa, g の発現が著明に低下しているが，ベザフ

ィブラートを慢性投与すると，PPARa, g ともに増

加する．興味深いことに，ベザフィブラート慢性投

与は血中 ET-1 濃度を著明に減少するので，prepro

ET-1 の発現を測定したところ，著明に減少し，さ

らに NAD(P)H oxidase の過剰発現も抑制されてい

た．以上の事実から，糖尿病（1 型）では PPARa,

g の発現が低下し，これが ET-1 の発現を促進し，

ET-1 が NAD(P)H oxidase の発現を促進し，活性

酸素が過剰に産生されることによって内皮細胞の機

能が低下することが考えられる．14)

3. インスリンや成長因子による血管障害と活性

酸素

インスリンには血糖の低下作用のほかに様々な作

用があることが明らかになりつつある．さらにイン

スリンが作用する受容体として血管細胞には，イン

スリン受容体と，その他にインスリン様成長因子-1

（IGF-1）受容体が存在する．IGF-1 は，その名の通

りインスリンと似た性質を持ち，それぞれ受容体も

共有する．つまり血中に存在するインスリンは，

IGF-1 受容体にも結合し，その作用をする．Bor-

nfeldt らの報告では，インスリンによる動脈硬化誘
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Fig. 3. Concentration-response Curves for Norepinephrine-induced (A, C) and Isotonic-K＋-induced (B, D) Contractions in En-
dothelium-denuded Strips of Rat Aortas

The strips were obtained from: (A, B) age-matched controls, and (C, D) untreated diabetic rats, and chronic insulin-treated (insulin), insulin＋losartan-treat-
ed (insulin＋losartan), or chronic insulin＋enalapril-treated (insulin＋enalapril) diabetic rats. Ordinate shows increase in tension (expressed in mg tension mg
tissue－1) measured at the peak of the response. Each data-point represents the mean±S.E. from 810 experiments; the S.E. is included only when it exceeds the
dimension of the symbol used. p＜0.05, insulin-treated vs. untreated diabetic. †p＜0.05, vs. insulin-treated diabetic.
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導には，IGF-1 受容体を介して作用していると考え

られ，15)近年の研究においても，その説を唱える論

文は多い．筆者の研究により，高濃度のインスリン

の慢性投与による高インスリン血症は，血圧増加，

血管収縮増強作用があることが示されたが，16) 1 つ

疑問が生じている．通常の正常動物によるインスリ

ン慢性投与では，糖尿病ラットに観察された収縮，

血圧の増加を生じない（Fig. 3）．このことは，血

中に存在するインスリンの増加のみが，一連の生理

作用を生じているとは考え難い．実際，高インスリ

ン血症を生じる insulinoma（インスリンを分泌す

る膵島細胞腺腫）の患者においては，高血圧や動脈

硬化を生じない．17)つまり，われわれの結果は，糖

尿病状態に特異的に生じる生理学的，及び血管への

作用であることが推察され，糖尿病血管において，

IGF-1 の感受性が変化していると考えた．RT-PCR

及び Western blotting 法における IGF-1 受容体，

IGF-binding protein (IGF-BP）発現を比較したと

ころ，糖尿病血管において，IGF-1 受容体の増加，

IGF-BP-4, -5 の低下が観察された．IGF-BP-4 は，

IGF の作用に拮抗することが報告されているの

で，以上の結果は，糖尿病血管においては，IGF-1，

インスリンの作用の感受性が増加していることを示

している．さらにこの発現は，インスリンを慢性投

与した糖尿病群においても改善しない．これらの結

果から，糖尿病状態，つまりインスリン欠乏や逆に

高インスリン血症状態は，血管における IGF-1 受

容体の増加，IGFBPs の低下を生じる．そしてこれ

が，インスリン投与における血管収縮の増加，血圧

の増加を生じる原因であるかもしれない．18,19)近年



hon p.5 [100%]

1017

Fig. 4. p110-associated PI3-K Activity Levels following
Norepinephrine (NE)-stimulation in Aortas from Control,
Diabetic, Insulin-treated Control (Control＋Chronic insu-
lin), Insulin-treated Diabetic (Diabetic＋Chronic insulin),
Insulin＋losartan-treated Diabetic (Diabetic＋Chronic insu-
lin＋Losartan), and Losartan-treated Control or Diabetic
(＋losartan) Rats

All aortic strips were stimulated with NE (10－8 mol/l) for 5 min. The
aortic lysate was immunoprecipitated with p110 antibody. Amount of PIP3
produced by PI3-K was detected using a competitive ELISA.. Values are
each the mean±S.E. from 8 determinations. p＜0.05, insulin-treated vs.
untreated diabetic.‡p＜0.05, insulin-treated diabetic vs. insulin-treated con-
trol. § p＜0.05, insulin-treated vs. insulin＋losartan-treated diabetic.
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のヒト内皮細胞の培養実験によって，インスリンに

は，NO の産生促進作用，NO 合成酵素（NOS）発

現の増加作用があることが明らかにされた．20)しか

し一方では，ラットへの外因的な高インスリン血症

は，胸部大動脈の O－
2 を増加することも報告され

た．21)さらに培養細胞においては，インスリンは，

NADPH oxidase を活性化し，O－
2 を増加すること

が報告された．22)また，この O－
2 の増加には，PI3-

kinase が関与していることが報告され，インスリン-

PI3-kinase-NADPH oxidase-O－
2 増加の一連の path-

way が存在することが考えられる．最近筆者は，高

インスリン血症ラットにおいて，PI3-kinase の

subunit である p110d タンパク発現の増加によって，

PI3-kinse 活性が増加していることを報告した．23)

さらに，この高インスリン血症動物において，血中

の AngⅡ増加が認められ，Ang typeⅠ受容体阻害

薬である losartan 慢性投与によって，PI3-kinase の

活性増加の低下が認められた（Fig. 4）．つまり，

生体内においては，高インスリン血症は，直接作用

だけではなく，AngⅡなどの他の因子を介して，酸

化ストレスを増加している可能性は高い．

4. インスリンによる血管内皮機能障害と ONOO－

の関与

2 型糖尿病時の初期や，糖尿病時のインスリン処

置時には，高インスリン血症が生じ，その結果酸化

ストレスによる血管障害を生じる可能性がある．一

般的に血管内皮細胞におけるインスリンの効果は，

インスリン受容体，PI3-K/Akt などを介し NO 合

成酵素を活性化し，NO 産生をすることによって血

管弛緩作用を有する．フルクトースを慢性的に負荷

することによって作成するフルクトース負荷モデル

は，高インスリン血症，インスリン抵抗を生じ，比

較的安易に作成できる動物モデルとして報告されて

いる．24)このフルクトース負荷マウスを用いた胸部

大動脈において，アセチルコリンの弛緩反応の減弱

が報告され，またアセチルコリン刺激によって産生

される NOx 量も低下が認められた．しかし，クロ

ニジンによる a2作動薬による内皮依存性弛緩反応

と NO 産生は，アセチルコリン刺激と異なり，フ

ルクトース負荷マウスにおいて増加している．25)こ

の実験と同様に，自然発症 2 型糖尿病モデルの GK

ラットにおいて，初期時の 12 週齡では，胸部大動

脈 a2D受容体の mRNA 発現増加と作動薬刺激によ

る NOx 産生の増加が認められたが，36 週齢では

NO 産生，弛緩反応の減弱が認められる．26)このこ

とから，糖尿病初期に認められるインスリンによる

過剰な NO 産生は，血管障害の重要な因子である

と考えられる．また，Pieper らは，初期の糖尿病

状態において，NO scavenger である NOX101 を慢

性投与することによって，終期の血管弛緩反応の減

弱を予防できることを報告している．27)先の記述の

ように，糖尿病には多くの因子によって O－
2 は増加

する．つまり，糖尿病時には，過剰な O－
2 と NO が

反応し，ONOO－ を生じることによって，血管障

害を生じている仮説が考えられる．最近の研究では，

ONOO－ は直接の作用により，NO 産生，NO の平

滑筋への弛緩機能の障害をすることによって，血管

内皮細胞依存性の弛緩反応を減弱することが報告さ

れた．特に興味深い研究として，高脂血症動物にお

いて，ONOO－ の増加によって，血管平滑筋細胞

における筋小胞体 Ca-ATPase (SERCA）を阻害す

ることによって，細胞内カルシウムの低下が抑制さ

れ，弛緩反応が減弱することが報告されている．28)
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Fig. 5. Expression of Nitrotyrosine (A, B) or Nitrotyrosine in SERCA2 Protein (C, D) in Aortic Strips Cultured either in Serum-free
Medium or in the Presence of Insulin with or without Uric Acid

Strips obtained from controls and diabetic rats were cultured in one of three ways: in serum-free medium, in the presence of insulin alone (＋insulin) (50 ng/
ml), or in the presence of insulin plus uric acid (0.5 mM) (＋insulin＋uric acid). (A, B), Expression of nitrotyrosine assayed by immunoblotting (IB). (C, D), For
detection of nitrotyrosine in SERCA protein (C, top), an immunoprecipitate (IP) was obtained using anti-SERCA2 antibody, then immunoblotted with anti-SER-
CA2 antibody. (C, bottom), an IP was obtained using anti-SERCA2 antibody, then immunoblotted with anti-nitrotyrosine antibody. (B, D), Quantitative analysis
of nitrotyrosine by scanning densitometry. Control or diabetic aortas in serum-free medium (open columns), with insulin (closed columns), or with insulin plus
uric acid (hatched columns). Each value is mean＋S.E. from 68 experiments. p＜0.05 vs. control aortas cultured in presence of insulin. #p＜0.05 vs diabetic aor-
tas cultured in serum-free medium. †p＜0.05 vs. diabetic aortas cultured in presence of insulin.
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さらに，筆者は糖尿病ラット胸部大動脈の器官培養

法を用いて，インスリンによる ONOO－ の増加に

よって弛緩反応が減弱することを報告した．29)これ

は，糖尿病血管においては，インスリンによって過

剰な O－
2 と NO が産生し，その結果生じる ONOO－

が増加する．この ONOO－ は SERCA をニトロ化

し，平滑筋のカルシウム取り込みを阻害することに

よって，内皮細胞依存性の弛緩機能障害を生じるこ

とを報告した（Fig. 5）．この実験の興味深い点と

して，正常動物より摘出した血管においては，イン

スリンは，弛緩反応，ONOO－ の増加に関与して

いないことである（Fig. 6）．このことは，糖尿病

時においてのみ，インスリンの高濃度の状態が続く

と血管障害を誘発する可能性を裏付けている．さら

に，糖尿病ラットに，Ang 変換酵素阻害薬である

enalapril を慢性投与すると，糖尿病時における弛

緩反応の減弱は改善し，SERCA 機能の改善，

ONOO－ の産生が低下することを報告した．30)この

ことから，糖尿病時には，AngⅡもまた，ONOO－

の増加を生じ血管機能を傷害する可能性を示してい

る．

5. おわりに

インスリンは，生理的条件下で血糖値を下げるほ

とんど唯一のホルモンである．糖尿病は，インスリ

ンの作用不足により高血糖を来たす症候群であり，

同時に糖尿病合併症の予防においても，血糖値を低

下させることが主要である．しかし，この血糖値の

コントロールは非常に難しく，さらに，血糖値だけ

では，血管合併症を予防することはできないとされ

ている．この血糖値以外の因子についても，われわ
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Fig. 6. Concentration-response Curves for the ACh (A, B)- and Angeli's Salt (C, D)-induced Relaxations of Aortic Strips after Or-
gan Culture

Strips obtained from control rats (A, C) and diabetic rats (B, D) were cultured in serum-free medium or in the presence of insulin (50 ng/ml) In C and D, the
endothelium was removed after culture. Ordinates show relaxation as a percentage of the contraction induced by an equieŠective concentration of NE (10－8－5×
10－8 M). Each data-point represents the mean＋S.E. from 810 experiments (S.E. is included only when it exceeds the dimension of the symbol used). p＜0.05 vs.
diabetic aortas cultured in serum-free medium.

Fig. 7. Scheme Showing the Sequence Described in the Text
between Insulin and Oxidative Stress Production (leading to
vascular dysfunction) in Diabetes
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れを含め多くの研究者が検討を行っている．中で

も，本総説のインスリンによる血管への影響は，他

の因子に比べ作用が強いのではないだろうか．イン

スリンは，自身が成長因子であるとともに，様々な

成長因子を誘導する．特に，血中インスリン値，及

びインスリン動態が正常値ではない状態，つまり糖

尿病時において，明らかに異常が認められた．糖尿

病時の血管においてのみ，血圧，血管収縮力の増加，

a1受容体の増加，ONOO－ の増加，SERCA のニ

トロ化の増加，弛緩機能の低下が認められた（Fig.

7）．また注意しなくてはならないのは，血管を 1 つ

の器官として捉えたとき，インスリンによる血管に

“よい”“悪い”作用が，それぞれにおいて相反する

作用をし，強い作用がトータルの血管の作用として

現れていることである．このバランスの乱れがどの
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ように血管合併症において作用するのかいまだ明ら

かではないが，このことが最も重要であるのかもし

れない．その 1 つとして古くから研究が盛んな酸化

ストレスが原因であり，この酸化ストレスを増加さ

せる因子も Ang，高血糖，LDL など古くから報告

がある因子がメインになり，連鎖することによって

糖尿病性血管障害を生じていると考えられる．今

後，これらの不明な点を明らかにしていくことで，

糖尿病性血管合併症の発症機序，予防薬の開発が進

んでいくことを期待する．
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