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総 説

糖尿病血管合併症における酸化ストレスの役割

九州大学大学院医学研究院 病態制御内科学

井 口 登與志，髙 栁 涼 一

はじめに

糖尿病患者数は，近年急速に増加しており，厚生労働省の試算では，1997 年の調査で 690 万人であった

本邦における糖尿病患者数は 2010 年には 1000 万人を超えることが推定されている．患者数の増加に伴う

その合併症の増加は，国民の健康はもちろん医療経済両面においても極めて重要な問題となっている．糖

尿病関連医療費は総医療費 32 兆円の約 10％と試算されている．しかしながら，その重要性にも関わらず，

糖尿病合併症の成因および治療法については未だ確立されていないのが現状である．糖尿病血管壁機能異

常の機序として，高血糖に起因する代謝異常すなわち非酵素的糖化亢進，ポリオール代謝亢進，細胞内調

節酵素であるプロテインキナーゼC（PKC）活性化が推定されている．さらに近年，これらの代謝異常に

密接に関連して生体内活性酸素種（ROS）産生が増加することが明らかとなり，酸化ストレスの血管合併

症への関与が注目される．本稿においては，糖尿病血管合併症の成因としての酸化ストレス亢進とその分

子機序について自験成績を中心に概説し，さらにこの機序をターゲットとした糖尿病血管合併症に対する

抗酸化療法の可能性について考察する．

１．糖尿病における酸化ストレス亢進

糖尿病患者や糖尿病動物において酸化ストレス亢進を示唆する多くの成績が報告されている．DNA 酸

化傷害の指標である 8-hydroxy-deoxyguanosine（8-OHdG）含量の単球での増加，血中濃度や尿中排泄量

の増加，糖尿病患者血清中の過酸化脂質，酸化 LDL やリポ蛋白中のリゾホスファチジルコリン含量の増

加，アラキドン酸の過酸化物質である 8-iso-prostaglandin F2αの血中濃度や尿中排泄量の増加などが報

告されている．著者らは，非侵襲的かつ特異的に生体内フリーラジカル産生を測定出来る in vivo electron

spin resonance（ESR)/スピンプローブ法を用い糖尿病動物におけるフリーラジカル産生亢進を確認した1)．

２．糖尿病における酸化ストレス亢進の機序

糖尿病における酸化ストレス亢進の機序として，高血糖を介した種々の代謝異常すなわち advanced

glycation end product (AGE)生成，グルコース自己酸化，ポリオール代謝異常，キサンチンオキシダーゼ

活性化，ヘキソサミン代謝亢進，ミトコンドリアよりのスーパーオキシド産生亢進および PKC活性化を

介した NAD（P）Hオキシダーゼ活性化などが報告されている2)．特にミトコンドリアは酸化的リン酸化

によって生体に必要な ATP の産生をおこなっており，定常状態においてもミトコンドリア内の電子伝達

系から逸脱した電子が酸素分子と反応しスーパーオキシドアニオンが生成される．高血糖状態においてこ

の経路が亢進し，酸化ストレスが亢進するという仮説が提唱されている3)．すなわち高グルコース下で培

養した血管内皮細胞内の ROS が増加し，ミトコンドリア電子伝達系における複合体 II 阻害薬および脱共

役剤にて抑制されることが示された．さらにこれらの阻害剤によりミトコンドリアからの ROS を抑制す

ることにより，PKC活性，NFκ-B活性，およびAGEs 産生がすべて低下することが示されている．一方，
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著者らは，高血糖により活性化された細胞内調節

酵素である PKC が血管壁細胞 NAD（P）Hオキ

シダーゼを活性化しスーパーオキシド産生を増加

させることを報告した4)．すなわち，３日間の高

グルコース（400mg/dl）培養により培養大動脈血

管内皮細胞と平滑筋細胞細胞よりのフリーラジカ

ルの産生は有意に増加し，この増加は NAD（P）

H オキシダーゼ阻害薬である diphenylene iodo-

nium 投与により完全に抑制された．一方，その

他のフラビン蛋白阻害薬であるキサンチンオキシ

ダーゼ阻害薬 oxypurinol，NO 合成酵素阻害薬

l-N-monomethyl arginine，ミトコンドリア呼吸

鎖の阻害薬 rotenone では抑制されなかった．さらに，PKC阻害薬である calphostin C および GF109203X

はこのフリーラジカル産生増加を有意に抑制した．以上の成績より，高グルコース培養により PKC活性

化を介し，血管壁細胞のNAD（P）Hオキシダーゼよりのスーパーオキシドの産生が増加することが推定

された．血管壁細胞NAD（P）Hオキシダーゼの酵素活性を担うのは細胞膜貫通型の蛋白質であるチトク

ローム b558p であり，p22phox と NOXファミリー蛋白の 2つのサブユニットより構成される．NAD（P）

Hオキシダーゼの活性化は，細胞質に存在する特異的蛋白質 p47phox と p67phox および低分子量GTP結

合蛋白である Rac が細胞膜に移行し，シトクローム b558 と複合体を形成することによって引き起こされ

る．著者らは，NAD（P）Hオキシダーゼの活性化の重要な調節因子であるRac に対する高グルコース培

養の効果を検討し，高グルコース培養により血管平滑筋細胞の活性化型 Rac が増加すること，またこの

Rac の活性化は PKC阻害薬により是正されることを示した5)．高グルコースによる血管壁細胞 NAD（P）

Hオキシダーゼ活性化の機序として，PKCによる低分子量GTP結合蛋白Rac の活性化が推定された．著

者らは，非侵襲的生体外計測法 in vivo ESR 法を用いて糖尿病モデル動物における酸化ストレス亢進の機

序についても検討した．糖尿病ラットで上昇したフリーラジカル産生亢進は staurosporine アナログであ

る CGP41251 の投与およびNAD（P）Hオキシダーゼ阻害薬である apocynin 投与により有意に抑制され

た6)．すなわち，糖尿病ラットを用いた検討においてもフリーラジカル産生亢進に PKC 活性化を介した

NAD（P）Hオキシダーゼよりのスーパーオキシド産生増加が重要な役割を果たしていることが示された

（図１)7)．

３．酸化ストレス亢進とmacroangiopathy

動脈硬化症進展の一成因として活性酸素（ROS）やそれに由来するフリーラジカル，過酸化脂質などの

酸化ストレスの関与が示唆されている．酸化ストレス亢進によって生成された LDL はマクロファージに

取り込まれて泡沫化し，不安定プラークを形成して急性心筋梗塞や不安定狭心症の発症誘因となる．また，

酸化 LDL やスーパーオキシドを含めたフリーラジカル自身が血管内皮細胞を傷害し，さらに NO産生低

下や血管壁での炎症を惹起し動脈硬化の進展に関与することが推定されている．

自然発症糖尿病モデルである OLETF ラットの大動脈において NAD（P）H オキシダーゼ膜構成蛋白

p22phox の発現が増加していること，また同時にNAD（P）Hオキシダーゼ活性も増加しており内皮依存

性血管弛緩反応の異常と関連していることが報告された8)．また近年，食後高血糖と心血管イベントの間

の密接な関係が明らかにされ，その機序として食後高血糖に起因する酸化ストレス亢進が注目されている．

Ceriello らは，高炭水化物食と低炭水化物食による食事負荷試験を行い，食後２時間において過酸化脂質

の指標である MDA（malondialdehyde）の増加，抗酸化能の指標である TRAP（total radical trapping

antioxidant parameter）の低下，LDL oxidation の増強を認め，特に高炭水化物食摂取後の高血糖状態で顕

著であったと報告し，食後高血糖は酸化ストレスを介して２型糖尿病における動脈硬化症促進に関与する
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図１ 血管壁細胞 NAD (P) オキシダーゼと糖尿病におけ

る活性化機序



可能性を示唆した9)．さらに，Ceriello らのグループは高グルコース培養によりヒト臍帯静脈内皮細胞の

PKCβ活性化とそれに続くNAD（P）Hオキシダーゼ構成蛋白の発現増加，酸化ストレス亢進およびアポ

トーシスの増加を示し，高グルコースと正常グルコース条件を交互に繰り返すと，これらの変化はさらに

顕著化することを明らかにした．変動する血糖状態は持続的高血糖よりも内皮細胞傷害性が強い可能性が

推定された10)．また，動脈硬化に関与する重要な接着分子である ICAM-1 が酸化ストレスを介して食後

増加することも報告されている．

４．酸化ストレス亢進とmicroangiopathy

糖尿病腎においても酸化ストレスの亢進を示唆する報告がなされている．Haらは STZラットの腎組織

における酸化ストレス指標である 8-OHdG 含量の増加を報告した11)．著者らも ELISA 法による検討にお

いて，尿中 8-OHdG 排泄量の増加とともに腎組織のミトコンドリア DNA の 8-OHdG 含量が有意に増加

する成績を認めた（図２)12)．そこで著者らは，腎臓における酸化ストレス亢進におけるNAD（P）Hオキ

シダーゼの役割を検討するため腎における主な構成蛋白である NOX4 と p22phox の発現についてストレ

プトゾトシン糖尿病ラットを用い検討した13)．糖尿病ラット腎における NOX4 と p22phox の mRNA量
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図２Ａ 糖尿病ラット尿における 8-OHdG 排泄

量の増加（文献 12 より）

図２Ｂ 糖尿病腎組織ミトコンドリア DNA における 8-OHdG

含量の増加（文献 12 より）

図３ 糖尿病ラット腎組織における 8-OHdG 染色と NOX4 染色

（文献 13 より改変）



は有意に増加しており，免疫染色法においてもNOX4 と p22phox 蛋白の発現は明らかに増加する所見を

認めた（図３）．興味あることに，免疫染色法によるNOX4 と p22phox の発現部位は 8-OHdG の染色部位

と極めて一致しており，糖尿病腎の酸化ストレス亢進におけるNAD（P）Hオキシダーゼの役割を支持す

る成績と考えられた．

一方，糖尿病腎症の発症進展へのAGEの関与を示唆する多くの報告がなされているが，AGEと酸化ス

トレスとの関連も推定されている．すなわちAGEは，細小血管内皮細胞のRAGE（receptor of AGE）を

介して作用し細胞内酸化ストレス産生を亢進させること14)，またこの分子機構としてNAD（P）Hオキシ

ダーゼを介した機序が報告されている．また腎近位尿細管上皮細胞に働き，細胞内酸化ストレス産生亢進

を介して TGFβ遺伝子の発現を誘導することも報告されており AGE の酸化ストレスを介した腎症の発

症進展への関与も推定される．

５．体質性黄疸ジルベール症候群併発糖尿病患者における血管合併症発症の抑制

上記のように，糖尿病性血管合併症の成因として酸化ストレス亢進が注目されているが，糖尿病患者を

対象とした臨床成績では，一部の肯定的成績を除き，糖尿病腎症やmacroangiopathy に対する抗酸化薬の

有効性を支持する成績は極めて少ない．そこで，著者らは血清ビリルビンの抗酸化作用15) に着目し，高ビ

リルビン血症を示す体質性黄疸ジルベール症候群を併発した糖尿病患者における血管合併症発症頻度を検

討した16)．ジルベール症候群併発糖尿病患者の網膜症，蛋白尿，虚血性心疾患の頻度は 12.5％，3.1％お

よび 2.1％と対照糖尿病患者の 38.2％，16.2％および 12.3％に比較し有意に低率であった（各々 P ＜

0.01，P＜ 0.01，P=0.006)．さらに年齢，性，血圧値，BMI，HbA1c，総コレステロール，LDLコレステ

ロール，中性脂肪，HDLコレステロールを含む多変量解析においてジルベール症候群併発は各合併症と有

意な負の相関を認め，これらの因子で調整されたオッズ比は網膜症で 0.22，（P＜ 0.01），蛋白尿で 0.20

(P ＜ 0.01)，虚血性心疾患で 0.21（P=0.04)と著明な低下を認めた（表１）．また，ジルベール症候群併発

群の酸化ストレス指標尿中 8-OHdG および炎症指標血清高感度 CRP 濃度は，ジルベール症候群非併発群

に比し有意に低値であった．これらの成績は，糖尿病血管合併症に対する抗酸化療法の有用性を示す有力

なエビデンスと考えられた．

６．糖尿病血管合併症に対する抗酸化療法

現在臨床応用可能な抗酸化薬としてビタミン E，αリポ酸，プロブコールなどラジカルスカベンジ作用

を有する薬剤があげられる．実験動物を用いた検討では，これらの抗酸化薬の有効性を支持する成績が報

告されている．Koya らは，ビタミン E 投与により糖尿病動物の糸球体濾過および尿中アルブミン排泄の

増加が改善されることを報告した17)．また，Melhemらは，αリポ酸投与により尿中アルブミン排泄の増

加，糸球体体積の増加，糸球体の TGF-β，タイプ VI コラーゲン含量の増加がすべて改善したと報告し

た18)．しかしながら，これらの抗酸化薬の有効性を支持するヒトでの臨床成績は極めて少ない．これまで

の臨床成績はビタミン E 投与の効果を検討したものがほとんどであるが，抗酸化薬としてのビタミン E

については１）ビタミン E とラジカルの反応速度から推定するとこれまで用いられたビタミン E の投与

量では臨床的効果をあげるには低容量過ぎる，２）ビタミンE がラジカルと反応するとトコフェロールラ

ジカルを形成しプロオキシダントとして働く結果となるなど，ビタミンE の長期投与は有効な抗酸化薬と
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0.048-0.8850.206虚血性心疾患

0.01020.061-0.6870.205マクロアルブミン尿

< 0.00010.104-0.4460.215網膜症

P値95%C.I.オッズ比

表１ 体質性黄疸ジルベール症候群併発糖尿病患者における血管合併症発症のオッズ比（多変量解析）

性別，年齢，BMI，収縮期血圧，拡張期血圧，HbA1c 値，LDL-コレステロール値，総コレステロール値，

中性脂肪値，HDL-コレステロール値による補正 （論文 16 より改変）

0.37880.200-1.8430.607脳血管障害

0.0336



して働いていなかった可能性も推定される19)．

そこで，酸化ストレス亢進の成因をターゲットとした抗酸化薬の可能性が考えられる．著者らは，血管

壁や腎NAD（P）Hオキシダーゼをターゲットとした糖尿病合併症治療薬としての抗酸化療法を提唱して

きた20)21)．まず，HMG-CoA還元酵素阻害薬であるスタチンの低分子量GTP結合蛋白抑制作用に着目し

検討した．スタチンはメバロン酸代謝を抑制し，コレステロール合成を抑制するとともにゲラニルゲラニ

ルピロリン酸の生成を抑制する．低分子量 GTP結合蛋白 Rac の活性化には，ゲラニルゲラニル化により

膜にアンカーされることが必要であることより，スタチンは Rac のゲラニルゲラニル化抑制作用により，

高グルコースによる血管壁NAD（P）Hオキシダーゼの活性化を抑制する可能性が推定される．そこで，

著者らは高グルコース培養および糖尿病動物におけるフリーラジカル産生に対するスタチンの効果を検討

した5)．高グルコース培養により増加したラジカル産生の増加はピタバスタチン添加により抑制され，メ

バロン酸の同時添加によりその効果は消失した（図４）．また同時に測定した Rac 活性は，ピタバスタチ

ン添加により抑制され，メバロン酸の同時添加によりその効果は消失することを確認した．さらに，糖尿

病ラットを用いた生体外非侵襲的計測法である in vivo ESR 法を用いた検討により，亢進したラジカル産

生はピタバスタチン投与により改善することを確認した．以上の成績より，スタチンは糖尿病における酸

化ストレス亢進を改善することが in vitro および in vivo において示された．さらに著者らは，db/db マウ

ス腎障害に対するピタバスタチンの効果を検討した．db/db マウスにおいて尿中アルブミン排泄量および

8-OHdG 排泄量は有意に増加したが，ピタバスタチン投与にて有意に改善した．また，腎組織の検討でも，
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図４ 高グルコース培養における血管壁細胞内酸化ストレス亢進と NAD

(P) H オキシダーゼ阻害薬（diphenylene iodonium ; DPI），PKC阻害

薬（calphostin C ; Cal），およびピタバスタチン（Statin）の抑制効果

（DCF-DA法），Low G ; 100mg/dl グルコース，High G ; 450 mg/dl

グルコース（文献５より改変）

図５Ａ ESR イメージング法による糖尿病腎のラジカル産

生亢進とオルメサルタンの改善効果．シグナル減

衰率は腎におけるラジカル産生量を反映する（文

献 23 より改変）

図５Ｂ ESR イメージング法によるプローブのシグナ

ル減衰率により評価した腎特異的ラジカル産生

量（文献 23 より改変）



ピタバスタチン投与にて，db/db マウス腎で増加した

8-OHdG 含量は，NOX4 蛋白量および NOX4mRNA 量の

改善と並行して改善し，メサンジウム基質増加などの組織

学的異常も改善した22)．ピタバスタチンは腎 NOX4 発現

を低下させ酸化ストレス亢進を抑制し腎症を改善する可能

性が示された．

一方，アンジオテンシン II 変換酵素阻害薬（ACEI）や

アンジオテンシン II 受容体拮抗薬（ARB）は糖尿病性腎症

の発展および進展抑制作用が多くの大規模臨床研究により

確立されており，降圧作用や腎血流改善作用とともに抗酸

化作用も重要な役割を果たしている可能性が推定される．

そこで，著者らは糖尿病モデル動物腎における酸化ストレ

ス亢進およびNAD（P）Hオキシダーゼ発現亢進に対する

ARB の効果を検討した．腎における酸化ストレス状態の

評価には前述した in vivo ESR の画像化法を用いた．糖尿

病ラット腎において亢進したフリーラジカルの産生亢進は

ARB であるオルメサルタンメドキソシルの投与により有意に抑制された（図５)23)．同時に検討した

NAD（P）Hオキシダーゼの発現もARB投与により確かに改善しており，糖尿病腎における酸化ストレス

亢進にはアンジオテンシン II を介したNAD（P）Hオキシダーゼ活性化の関与が示唆された．糖尿病腎に

おけるNAD（P）Hオキシダーゼ活性化には高血糖のみばかりでなく組織レニンアンジオテンシン（RA）

系の活性化の関与を示唆している．著者らは，糖尿病モデル動物腎において組織キマーゼ発現が著明に増

加する成績を認めており，糖尿病腎組織RA系活性化の重要な要因と考えられる．一方，糖尿病腎組織の

みならず２型糖尿病の膵β細胞障害においてもRA系活性化と酸化ストレスの関与が推定される．すなわ

ち，膵β細胞でも NAD（P）H オキシダーゼが存在し，高グルコースやスルフォニール尿素剤により，

PKC活性化を介して酸化ストレスが増大すること24)，また２型糖尿病モデル（OLETFラット，db/db マ

ウス）の膵島において gp91phox（NOX2）と p22phox の発現亢進と酸化ストレス亢進を認めた25)．ARB

投与はこのNAD（P）Hオキシダーゼ発現異常と酸化ストレス亢進を改善させ，同時に膵β細胞の保護効

果を認め，2 型糖尿病膵β細胞障害においても組織 RA 系の関与が推定された25)．糖尿病における

PKC-NAD（P）Hオキシダーゼ系の活性化は，膵β細胞，細小血管および大血管と広範な組織で認められ，

酸化ストレス亢進を介して糖尿病の進展増悪から糖尿病性細小血管症や大血管症の発症進展に至るすべて

の段階に深く関与し，その上流には高血糖と組織RA系の活性化が関わっている可能性が示唆された（図

６）．

糖尿病血管壁では種々ある PKC アイソフォームのなかでも PKCβ2 の優位の増加が推定されてお

り26)〜28)，欧米を中心に PKCβアイソフォーム特異的阻害薬 LY33531 の糖尿病性網膜症，神経症および

腎症に対する臨床試験が進行中である．LY33531 は実験糖尿病動物における腎機能異常29)30)および腎組

織変化を改善すること，また臨床治験の中間報告でもその有用性が示唆され PKCβアイソフォーム特異

的阻害薬の腎症改善効果が期待される31)．その機序の少なくとも一部に抗酸化作用の関与も推定され，こ

のような観点からの今後の検討が期待される．

さらに最近，NOX4 アンチセンス投与により糖尿病ラット腎における酸化ストレスの改善と腎糸球体の

肥大やフィブロネクチン発現増加の改善を認めたとの報告32)や，NAD（P）H オキシダーゼ阻害薬

apocynin の投与により糖尿病ラット腎における酸化ストレス亢進の改善とメサンジウム基質の増加や蛋

白尿の増加の改善を認めたとの報告33)がなされており，今後臨床応用可能な有効な腎NAD（P）Hオキシ

ダーゼ阻害薬の開発が期待される．
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図６ 糖尿病性腎症およびMacroangiopathy に

おける酸化ストレス亢進の機序（文献 21

より改変）



おわりに

糖尿病性合併症発症および進展阻止のためには，高血糖の是正を中心に，高血圧，高脂血症の是正が試

みられているが，未だ糖尿病性腎症の発症数は年々増加傾向にある．高齢社会を迎え，糖尿病を基盤とし

た動脈硬化性疾患の増加も社会問題となっている．このような背景の下で，糖尿病性合併症に対するその

成因に基づいた特異的治療法の確立が期待される．本稿において，糖尿病性血管合併症の成因としての酸

化ストレス亢進と，その機序として血管組織NAD（P）Hオキシダーゼ活性化を示した．また，この機序

をターゲットとした現在使用可能な薬剤としてスタチン，ARBや ACEI，および PKCβ阻害薬の抗酸化

作用を示した．さらには，これらの機序をターゲットとしたより有効な抗酸化薬の開発が期待される．
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