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なお、本文における図、表の一部はすでに International	Journal	of	Ophthalmology、Current	

Eye	Research および International	Journal	of	Molecular	Medicine に掲載されており、本論

文における使用にあたっては出版社より承諾を得ている。
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緒言	

	 重篤な視力低下を引き起こす眼科疾患は先天性から後天性のものまで幅広く

存在するが、中でも後天性に視力低下、ひいては中途失明を引き起こす疾患は

我が国における社会問題の一つとなっている。後天性に不可逆的な視力低下に

つながる疾患の多くにおいては、共通病態

の一つとして組織増生があり、実臨床でよ

く遭遇する疾患しては糖尿病網膜症や特

発性黄斑上膜、翼状片などがあげられる。	

	 糖尿病網膜症（図 1）の病態は微小血管

閉塞による網膜虚血に起因し、増殖期まで

進行すると、虚血に対する代償性変化とし

て線維血管組織が形成され、かつその破綻

により硝子体出血を引き起こす。さらに、

この網膜上に形成された線維血管組織は

失明を引き起こす牽引性網膜剥離の原因

ともなる。	

	 特発性黄斑上膜（図 2）は網膜の中心部

に存在する黄斑部前面にグリア細胞の増

生による新生血管を伴わない線維性膜状

組織（黄斑上膜）が形成される疾患であり、

その有病率は50歳以上で 7.7%ともされて

いる 1,2。黄斑上膜は網膜組織の形状を変化

させるため、視力低下を引き起こす。	

	 翼状片（図 3）は、血管新生やリンパ管

新生に起因した結膜組織が角膜へ異常増

殖した結果、角膜混濁や角膜乱視を生じさ

せ視力低下を引き起こす疾患であり、紫外

線が原因とも言われている。	

	 前述のごとく、これらの疾患に共通しているのは増殖組織により視力低下が

引き起こされているということである。これらの増殖組織（線維血管組織、黄

斑上膜、翼状片）は現在のところ外科的に切除する以外に治療法はなく、外科

的に切除したとしてもその視力低下は不可逆的である。唯一、糖尿病網膜症の

図 2	 特発性黄斑上膜	

 黄斑部にセロファン様の膜

形成がみられる。	

図 1	 増殖糖尿病網膜症	

 
網膜の前面に新生血管を伴

った線維血管組織増殖の形

成がみられる。		
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病態進展防止目的で下記に示す抗 vascular	endothelial	growth	factor-A	

(VEGF-A)療法が臨床応用されているが特発性黄斑上膜や翼状片の進展予防に有

用な薬物療法は確立されていない。そのため、増殖組織の形成機序を検討し、

進展を抑制する薬物療法の開発が求められている。	

	 増殖糖尿病網膜症の線維血管組織の進展

に VEGF-A が主要な役割を演じることが明

らかとされ 3-6、種々の抗 VEGF-A 製剤がす

でに臨床で用いられているが、反復投与に

よる感染や網膜萎縮などの眼局所の副作用

6-8、脳梗塞などの血管イベントを含む全身

的副作用 6,9-11などが問題となっている。こ

のため、抗 VEGF-A 製剤に代わる新たな薬剤

の開発が望まれるが、この 10 年余にわたり

抗 VEGF-A 製剤より優れた薬剤は臨床応用

に至っていない。	

	 本学位論文では、申請者が大学院在学中

に増殖組織形成を病態基盤とする眼疾患に

ついて臨床検体を用いた検討を主軸として、

検討した結果についてまとめた。	

図 3	 翼状片	

 
鼻側より血管を伴った結膜

組織が角膜内へ侵入してい

る。屋外作業に従事する者

に多く見られる。	
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略語表	

	

αBC			 	 alpha	B	crystallin	

ACE				 	 angiotensin-converting	enzyme	

AGT				 	 angiotensinogen	

α-SMA			 alpha-smooth	muscle	actin	

AngⅡ				 angiotensin	Ⅱ	

AT1R			 	 Ang	Ⅱ	type	1	receptor	

AT2R			 	 Ang	Ⅱ	type	2	receptor	

BrdU			 	 5-bromo-2’deoxyuridine	

CTGF			 	 connective	tissue	growth	factor		

CMA1			 	 chymase	1	

DAB				 	 3,3’-diaminobenzidine	etrahydrochloride	

DAPI			 	 4’,6-diamino-2-phenylindole	

ELISA				 enzyme-linked	immunosorbent	assay	

ERK				 	 extracellular	signal-regulated	kinase	

FDP-Lys		 Nε-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)	lysine	adduct	

FGF2			 	 fibroblast	growth	factor	2		

GAPDH				 glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase	

GFAP			 	 glial	fibrillary	acidc	protein	

GDNF			 	 glial	cell	line-derived	neurotrophic	factor	

GSH				 	 glutathione	

HRMECs			 human	retinal	microvascular	endothelial	cells	

iERM			 	 idiopathic	epiretinal	membrane	

IL-1β			 interleukin-1β	

MAPK			 	 mitogen-activated	protein	kinase	

MMPs			 	 matrix	metalloproteinases	

NGF				 	 nerve	growth	factor	

pαBC		 	 phosphorylated	αBC	

PBS				 	 phosphate	buffered	saline	

PCR				 	 polymerase	chain	reaction	
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(P)RR				 (pro)renin	receptor	

qPCR			 	 quantitative	real-time	polymerase	chain	reaction	

RAS				 	 renin-angiotensin	system	

RAPS			 	 receptor-associated	prorenin	system	

REN				 	 prorenin	

RT-PCR			 reverse	transcription	PCR	

STZ		 	 	 streptozotocin	

TGFB1				 transforming	growth	factor-β1	

TNF-α			 tumor	necrosis	factor-α	

TNFR1				 TNF	recpetor1	

TNFR2				 TNF	recpetor2	

TNFRSF1A		tumor	necrosis	factor	receptor	superfamily,	member	1A	

VEGF			 	 vascular	endothelial	growth	factor	
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第１章	

増殖糖尿病網膜症の病態形成におけるリン酸化 αB	crystallin の関与	

	

緒言	

	 糖尿病網膜症は単純、前増殖、増殖期に分類される。最も進行した状態であ

る増殖糖尿病網膜症の病態の主因は、網膜における血管新生とこれを伴った線

維血管組織の増殖・進展であり、結果的に牽引性網膜剥離を発症し不可逆的な

視力低下が生じる 12,13。これまで血管新生を介した線維血管組織の増殖・進展に

様々な分子が関与していることが示されてきたが、中でも VEGF-A が主要な役割

を演じることは先に述べた通りである 3-5。	

	 脊椎動物において、crystallin はα、β、γのファミリーに分類される。そ

のうちα	crystallin は small	heat	shock	protein に属し、αAとαBの異なる

ファミリーに分けられる。α	crystallin は水晶体の構成タンパクとして発見さ

れたが 14,15、近年その存在は眼球以外の組織においても局在することが報告され

ている 16-20。特に、αB	crystallin	(αBC)は水晶体構成タンパクのみならず分

子シャペロンとしても機能する。酸素誘発性網膜症モデルマウスではαBC が

VEGF-A と結合し、分子シャペロンとして VEGF-A の分解を抑制することにより、

血管新生を誘導することが明らかとなった 21。また、αBC は様々なストレスに

よってリン酸化されることにより、その活性が得られる事が知られている。具

体的には Ser59、Ser45、Ser19 の 3 つのセリン残基におけるリン酸化が重要で

あることが報告されている。Ser59 はりン酸化された p38-mitogen-activated	

protein	kinase（p-p38	MAPK）より、Ser45 は extracellular	signal-regulated	

kinase（ERK）を介してリン酸化されることが知られている。22,23 一方、Ser19

に関してはまだ詳細な機序が報告されておらず、これら 3 つのリン酸化部位の

中で Ser59 がリン酸化を受けたαBC が最も強い生理活性を示すと報告されてい

る 16,24-26。	

	 上述のように、低酸素条件下では αBC は VEGF-A の分子シャペロンとして血

管新生に働くことが知られており、糖尿病ラットモデルでは非糖尿病ラットに

比して Ser59、Ser45、Ser19 がリン酸化された αBC	(pαBC)が増加しているこ

とが知られている 27。また、αBC が増殖糖尿病網膜症の線維血管組織における
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新生血管形成に関与することが報告されている 28。しかしながら、pαBC の局在

の報告や p-p38	MAPK との関連の報告はない。	

	 本研究では、免疫学的手法を用いて線維血管組織における pαBC の局在やそ

の関連分子の局在を検討した。	

	

実験方法	

１．臨床検体	

	 2009 年から 2013 年にかけて、北海道大学病院眼科にて硝子体手術が施行され

た増殖糖尿病網膜症患者（11 例 11 眼、男性 7 例、女性 4 例、平均年齢 49.1±

15.0 歳）において術中に除去された線維血管組織を用いた。増殖糖尿病網膜症

網膜症患者の臨床像を表１に示した。対照群として悪性黒色腫により眼球摘出

を受けた患者（2例 2眼、男性 2例、平均年齢 63.5±7.8 歳）を用いた。線維血

管組織および摘出された眼球は直ちに 4%パラホルムアルデヒドにて固定した。	

	 本研究に使用した臨床検体は全て書面により同意を得た患者より採取してお

り、臨床検体の扱いは北海道大学病院自主臨床研究審査委員会に承認を受け

（IRB	#014-0294）、｢北海道大学病院における臨床研究の取り扱いに関する指

針｣に準じた。	

	

 

表 1	 増殖糖尿病網膜症患者の臨床像 
 

VH:	vitreous	hemorrhage,	TRD:	tractional	retinal	detachment	

DME:	diabetic	macular	edema,	DM:	diabetes	mellitus	

HbA1c:	hemoglobin	A1c	

No. Age (years) Sex TRD VH DME Type of DM HbA1c (%)
1 65 female - + - � 12.0
2 20 female + - - � 5.4
3 35 male - + - � 9.2
4 41 male + + - � 5.7
5 59 male + - - � 5.9
6 52 male + + - � 6.8
7 69 female - + + � 7.2
8 60 male + + - � 5.8
9 56 male + - + � 6.1

10 49 female + - + � 6.4
11 34 male - + - � 8.2
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２．免疫組織染色	

	 4%パラホルムアルデヒドにて固定された組織をパラフィンで包埋し、切片を

作製した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラフィンを行い、抗原賦活

化には 10mM クエン酸バッファー（pH6.0）を用いて電子レンジで行った。次に、

切片に 0.1%ウシ血清アルブミン（Wako,	Osaka,	Japan）含有 PBS を滴下し室温

で 30 分間ブロッキングを行った。その後、以下に述べる一次抗体を用いて 4℃

で一次抗体反応を行った：rabbit	anti-pSer19-αBC（100 倍希釈;	Novus	

Biologicals,	 Littleton,	 CO ）、 rabbit	 anti-pSer45αBC （ 100 倍希釈 ;	

Stressgen,Ann	Arbor,	MI）、	rabbit	anti-pSer59αBC（100倍希釈;	Abcam,	Tokyo,	

Japan）、mouse	anti-VEGF（50 倍希釈;	Abcam）、	mouse	anti-p-p38	MAPK（50

倍希釈;	Abcam）、	mouse	anti-CD31（100 希釈；Abcam）。その後、PBS で 5 分

3回洗浄したのちに、Alexa	Fluor	488 または 546（400倍希釈;	Life	Technologies,	

Carlsbad,	CA）を用いて室温で 30 分間二次抗体反応を行い、核染色は

4’,6-diamino-2-phenylindole（DAPI,	500 倍希釈;	Lonza,	Basel,	Switzerland）

を用いた。切片の観察は蛍光顕微鏡 Keyence	BZ-9000	series（BIOREVO,	Keyence,	

Osaka,	Japan）で行った。蛍光強度の判定は二重盲検法により行われ、各抗体

のグループ内で強陽性（++）弱陽性（+）、陰性（-）へ分類した。	

	

３．線維血管組織における血管密度の解析	

	 線維血管組織における血管密度は蛍光顕微鏡	Keyence	BZ-9000	series	

(BIOREVO)を用いて、対物レンズを 40 倍に設定したのち、1mm2あたりの CD31 陽

性血管数を算出した。	

	

４．統計解析	

	 結果は平均値±標準誤差で示した。また、各群間の比較にはStudent’s	t-test

を用いて解析し、p 値が 0.05 未満を呈した場合に統計学的に有意差があると評

価した。	
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実験結果	

１．線維血管組織における各種 pαBC の局在	

	 各 pαBC の線維血管組織における局在について検討した。線維血管組織では

Ser59、Ser45、Ser19 の各部位でリン酸化された pαBC は、CD31 陽性血管内皮

細胞に局在していた（図 4）。	

	

	

	

 

図 4	 線維血管組織における pαBC と CD31 の局在	

A,	Ser59 リン酸化 αBC	(pSer59-aBC)。E,	Ser19 リン酸化αBC	

(pSer19-aBC)。I,	Ser45 リン酸化αBC	(pSer45-aBC)。	

A,	E,	I：pαBC（赤）。B,	F,	J：CD31 陽性細胞（緑）。	

C,	G,	K：DAPI（青）。D,	H,	L：Merge 像。Scale	bar：25μm。	
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	 また、全 11 例中 8例において pSer59αBC および pSer45αBC の発現が強く認

められた（表 2）。	

	

 

表 2	 増殖糖尿病網膜症患者の免疫組織染色結果 
 

No.
Immunoreactivity
of pSer59-αBC

Immunoreactivity
of pSer19-αBC

Immunoreactivity
of pSer45-αBC

Intravitreal
injections of
bevacizumab

1 ++ ++ ++ -
2 + + + +
3 + + + +
4 ++ + + +
5 ++ ++ ++ +
6 + + ++ -
7 ++ ++ ++ -
8 ++ ++ ++ +
9 ++ + ++ -
10 ++ + ++ -
11 ++ + ++ +
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２．線維血管組織における pαBC と VEGF-A の共局在	

	 線維血管組織において pSer59αBCおよび pSer45 が強く発現していたが、αBC

は VEGF-A の分子シャペロンであるため、その共発現について調べたところ、線

維血管組織の血管において pSer59αBC が VEGF-A と最も共発現していることが

確認された（図 5）。	

	

図 5	 線維血管組織の血管における pαBC と VEGF-A の局在 

A,	pSer59αBC,	E,	pSer19-αBC,	I,	pSer45-αBC：pαBC（赤）。B,	

F,	J：VEGF-A（緑）。	C,	G,	K：DAPI（青）D,	H,	L：Merge 像。Scale	

bar:10	µm。	
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３．線維血管組織および正常網膜における pSer59αBC および p-p38MAPK

の局在	

	 過去に、αBC は Ser59 でのリン酸化に p-p38	MAPK が関与していると報告され

ているため、pSer59αBC と p-p	38	MAPK の局在について検討した。併せて、悪

性黒色腫による眼球摘出標本における、腫瘍の存在しない部位の正常網膜に着

目し、pSer59αBC と p-p38	MAPK の共局在についても比較検討した。その結果、

線維血管組織において pSer59αBCは p-p38	MAPK の共局在が確認された（図 6）。

pSer59αBC の発現は正常網膜ではみられず、正常網膜における p-p38MAPK の発

現は線維血管組織と比較してその発現強度は微弱であった（図 6）。	

	

A,B,C,D：線維血管組織。E,F,G,H：正常網膜。	

A,E：pSer59αBC（赤）。B,F：p-p38	MAPK（緑）。C,G:DAPI（青）。	

D,H：Merge 像。Scale	bar：50µm。	

図 6	 線維血管組織および正常網膜における pSer59αBC と

p-p38MAPK の局在 
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４．線維血管組織における pSer45αBC および pSer19αBC の局在	

	 Ser59以外のリン酸化部位であるpSer45αBCおよびpSer19αBCの発現の強弱

についても検討したところ、pSer45αBC では全 11 例中 8例において強い発現が

認められ	(表 2)、一方 3例では発現強度は微弱であった。また、pSer19αBC に

関しては全 11 例中 4例にのみ強い発現強度がみられたが、残りの 7例では弱い

発現強度しか認められなかった	(表 2)。症例 1、5、7 および 8 では全てのリン

酸化部位の強い発現がみられたが、症例 2、3では全てのリン酸化部位で弱い発

現しか認められなかった。	

	 また、線維血管組織の血管における pSer45αBC、pSer19αBC の局在は

pSer59αBC のそれと比べてより辺縁に局在していた（図 5	E-L）。一方、

pSer59αBC の発現と増殖糖尿病網膜症の線維血管組織における血管密度の関係

について検討したが、有意差は認められなかった。	

	 最後に、手術前に患者が受けた抗 VEGF-A 製剤の硝子体内注射が αBC のリン

酸化に与える影響について検討した。しかしながら、今回の検討では抗 VEGF-A

製剤は Ser59、Ser45、Ser19 のどのリン酸化部位にもその影響は認められなか

った（順に、p	=	0.66、p	=	0.84、p	=	0.07）。	

	

考察	

	 過去にαBCの線維血管組織の微小血管における局在についての報告があるが
28、本検討では線維血管組織における Ser59、Ser45、Ser19 の各種リン酸化部位

でリン酸化されたαBCの局在を確認した。pSer59αBCが正常網膜には存在せず、

線維血管組織においてのみ p-p38MAPK と共局在していたことより、線維血管組

織では p-p38	MAPK が αBC の Ser59 でのリン酸化に関与していることが示唆さ

れた。	

	 酸素誘発性網膜症モデルマウスでは αBC が VEGF-A と結合し新生血管を誘導

することが報告されている 21。また、糖尿病モデルラットでは非糖尿病ラットに

比して pSer59αBC が多く局在することが報告されており 27、p-p38	MAPK を介し

て pSer59αBC が VEGF-A の分子シャペロンとして最も重要な役割を果たすと報

告されている 21,24。これらの既報および本検討結果は、ヒトの糖尿病網膜症にお

いて p-p38MAPK を介して pSer59αBC が VEGF-A の分子シャペロンとして血管新

生に重要な役割を演じていることを示唆している。	

	 今回の検討では、正常網膜の血管組織においては微弱な発現を呈した
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pSer59αBC が線維血管組織では強発現しており、また蛍光二重染色で VEGF-A と

の局在が確認された。同様に、p-p38	MAPK も線維血管組織では発現が多く認め

られたのに対し、正常結膜ではほとんど確認されず、pSer59αBC の発現量も低

い結果となった。これらの結果より、糖尿病網膜症の血管新生では p-p38	MAPK

によるSer59αBCのリン酸化が線維血管組織の形成に重要であると考えられた。	

	 近年、αBC が眼球以外の多くの組織で血管新生に関与しているとの報告がな

され 16,29、また VEGF-Aの発現量と血管密度に相関があるとも報告されている 30。

また、動物実験モデルでは pSer59 の発現と血管新生に相関があると報告されて

いる 21。しかしながら、本検討結果では線維血管組織においては pSer59αBC と

血管密度に相関はなかった。この結果については、今回は症例数が限られてい

たため今後さらなる検討が必要と考えられる。	

	 線維血管組織の血管組織において pSer59αBC のみならず、pSer45αBC にも強

い発現が確認された。これに対して、pSer19αBC は微弱な発現しか認められな

かった。Ser45 でのリン酸化には ERK が関与しているとされているが、Ser19 に

おけるリン酸化機序についてはよく知られていない 22。今回の検討では、

pSer45αBC の線維血管組織内の血管組織での発現は、pSer59αBC と比較してよ

り辺縁に局在しており、両者の局在に乖離がみられた。pSer45αBC が糖尿病網

膜症の進展に関与するメカニズムに関してはさらなる詳細な検討が必要と考え

られる。	

	 現在、未承認ながらも増殖糖尿病網膜症手術前に抗 VEGF-A 製剤の硝子体注射

を併用することにより術中・術後の出血を減らし、術後の視力予後を向上させ

る術前療法が世界的に行われている 6。今回、術前の抗 VEGF 製剤硝子体注射に

よる pαBC の発現への影響は認められなかった。しかしながら、pSer45αBC に

関しては投与群の方がその発現が非投与群に比べて高い傾向にあった（p	=	

0.07）。この抗 VEGF-A 製剤と pαBC の発現の関係についても、今後さらに症例

数を増やし検討を進めていく必要があると考えている。	

	 以上の検討から、増殖糖尿病網膜症の血管新生に伴った線維血管組織の病態

進展に、p-p38MAPK によりリン酸化を受けた pSer59αBC が VEGF-A の分子シャペ

ロンとして関与している可能性が示唆された。	

	

結論	

１．増殖糖尿病網膜症の線維血管組織では Ser59、Ser45、Ser19 の各部位でリ
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ン酸化されたαBC は、CD31 陽性血管内皮細胞と共発現していた。	

２．線維血管組織では pSer59αBC は CD31 陽性血管内皮細胞で VEGF と共局在し

ていた。	

３．線維血管組織では pSer59αBC と p-p38	MAPK が共発現していたが、正常網

膜ではその発現がほとんど確認できなかった。	

４．本研究の結果から、増殖糖尿病網膜症の病態に p-p38	MAPK を介してリン酸

化を受けた pSer59αBC が VEGF-A の分子シャペロンとして関与している可能性

が示された。	

	

	 以上の検討結果を、我々は学術誌 International	Journal	of	Ophthalmology に報告した。	
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第２章	

増殖糖尿病網膜症の病態形成におけるアクロレインの関与	

	

緒言	

	 増殖糖尿病網膜症の病態には、VEGF-Aを初めとした様々なサイトカインや炎

症関連分子が関与することが知られているが、その詳細は未だ不明な点も多い。

本研究では、増殖糖尿病網膜症における血管新生のメカニズムについてVEGF-A

以外の分子に着目して検討をおこなった。	

	 近年、糖尿病網膜症においては脂質過酸化が亢進しており31、活性酸素種によ

る酸化ストレスが関与している32と報告されてい

る。アクロレインは構造式（CH2=CHCHO）（図7）

で表記される不飽和アルデヒドで、メチル化によ

りタンパク質のLys,	Cys,	Hisなどのアミノ酸残

基に結合することで複合体を形成し、タンパク変

性をもたらす33,34。元来、アクロレインは煙草や

排気ガスなどの環境汚染物質に含まれ、また油脂

の加熱などによって生成されるため、外因性に体

内へ取り込まれるものと考えられており、主に肺

癌などの呼吸器疾患の領域で検討されてきた35。

しかしながら、近年不飽和脂肪酸の脂質過酸化36

やポリアミン代謝37を経て内因性にもアクロレインが産生されることが明らか

となり、アルツハイマー病38、脳梗塞39、心血管疾患40や糖尿病41-43など幅広い疾

患の病態に関与していることが分かってきた。	

	 様々なアクロレイン結合タンパクのうち、Lys と結合することによって生じる

生成物は Nε-(3-formyl-3,4-dehydropiperidino)	lysine	adduct	(FDP-Lys)と

呼ばれ 34、FDP-Lys には glutathione（GSH）などのチオールのカルボニル基に対

してアクロレインが結合した生成物も含まれる。抗酸化作用を持つ代表的な酵

素である GSH とアクロレインが結合することにより生体内での還元型 GSH が枯

渇し、その結果アクロレインは生体内での抗酸化作用を減弱させると言われて

いる 34。増殖糖尿病網膜症の病態進展には酸化ストレスが主因の一つであること

が知られており 44,45、糖尿病患者血漿中のアクロレインが高値であると報告され

図７	 アクロレイン	

の分子構造式	
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ている 43。これらのことより、アクロレインもしくはアクロレイン結合タンパク

が糖尿病網膜症の病態形成に関与していると推測されるが、増殖糖尿病網膜症

におけるアクロレイン結合タンパクに関する報告はない。	

	 本研究の目的は、増殖糖尿病網膜症の病態におけるアクロレインあるいはア

クロレイン結合タンパクの関与について検討することである。	

	

実験方法	

１．臨床検体	

	 北海道大学病院眼科にて硝子体手術が施行された 2 型糖尿病に起因した増殖

糖尿病網膜症患者（11 例 11 眼、男性 5例、女性 6例、平均年齢 44.3±3.7 歳）

から治療目的に切除された線維血管組織、およびその対照群として黄斑上膜患

者（3例 3眼、男性 3例、平均年齢 71.3±3.3 歳）から治療目的に除去された黄

斑上膜を用いた。増殖糖尿病網膜症患者の臨床像については表 3 に示した。線

維血管組織および黄斑上膜は直ちに 4%パラホルムアルデヒドによって固定した。	

	 本研究に使用した臨床検体は全て書面により同意を得た患者より採取してお

り、臨床検体の扱いは北海道大学病院自主臨床研究審査委員会に承認を受け

（IRB	#014-0293）、｢北海道大学病院における臨床研究の取り扱いに関する指

針｣に準じた。	

 

表 3	 増殖糖尿病網膜症患者の臨床像 
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２．免疫組織化学染色	

	 4%パラホルムアルデヒドにて固定された組織をパラフィンで包埋し、切片を

作製した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラフィンを行い、抗原賦活

化には10mMクエン酸バッファー(pH6.0)を用いて電子レンジで行った。次に0.3%

過酸化水素を用いて内因性ペルオキシダーゼをブロックしたのち、切片に 10%

正常ヤギ血清（Life	Technologies）含有 PBS を滴下し室温で 30 分間ブロッキ

ングを行った。その後、以下に述べる一次抗体を用いて 4℃で一晩一次抗体反応

を行った：	mouse	anti-FDP-Lys（50 倍希釈；	NOF	CORPORARION,	Tokyo,	Japan）、

rabbit	anti-glial	fibrillary	acidc	protein（GFAP、500 倍希釈;	DAKO,	Glostrup,	

Denmark）、rabbit	anti-CD34（50 倍希釈;	Leica	MICROSYSTEMS,	Newcastle,	UK）。

その後、切片を peroxidase-labeled	polymer（En	Vision;	DAKO）を用いて二次

抗体反応を行った。陰性コントロールとして、mouse	IgG1（2μg/ml;	DAKO）を

mouse	anti-FDP-Lys の代わりに使用した。また、事前に mouse	anti-FDP-Lys の

特異性を確かめるために抗体吸収試験を行った。FDP-Lys および CD34 の発色に

3,3’-diaminobenzidine	tetrahydrochloride（DAB,	DAKO）を、また GFAP の発

色に 3-amino-9-ethylcarbazole（AEC,	Sigma-Aldrich,	Saint	Louis,	MO）また

は DAB	(DAKO)を用い、対比染色として hematoxylin を用いた。組織における局

在の同定および FDP-Lys の染色強度については、二重盲検法で Keyence	BZ-9000	

series（BIOREVO）を用いて以下の様に 3 段階に分類した；-（細胞外基質と同

等）、+（中等度）、++（強度）。	

	

３．形態計測解析	

	 線維血管組織における血管新生の程度を測るため、既報に準じて 1mm2 あたり

の CD34 陽性血管数を計測し、血管密度を計測した 46。その上で、線維血管組織

を FDP-Lys の染色強度に準じて二群に分け、FDP-Lys の染色強度と血管密度との

関係を調べた。	

	

４．蛍光免疫染色	

	 線維血管組織における細胞内の FDP-Lys の局在を調べるため、免疫組織染色

を施行した。免疫組織化学染色の時と同様にブロッキングを行った後、下記一

次抗体を用いて4℃で一晩反応を行った；mouse	anti-FDP-Lys,	rabbit	anti-GFAP,	

rabbit	anti-CD34 および、rabbit	anti-alpha	smooth	muscle	actin（α-SMA,100
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倍希釈；Abcam,	Cambridge,	MA）。その後、Alexa	Fluor	488 および 546	(Life	

Technologies)にて二次抗体反応を施行し、核染色は DAPI	（500 倍希釈;	Lonza）

で行った後に、蛍光顕微鏡 Keyence	BZ-9000	series（Keyence）を用いて観察し

た。	

	

５．細胞培養、生細胞率および細胞増殖測定	

	 Human	retinal	microvascular	endothelial	cells	(HRMECs)を Cell	Systems	

Corporation	(Kirkland,	WA)より購入した。細胞は Collagen	Ⅰコート 96well	

plate に 6×103cells/well ずつ撒種し、培地には CS-C	complete	medium	(Cell	

Systems	Corporation）を用いた。生細胞率測定は RealTime-GloTM	MT	Cell	

Viability	Assay	(Promega,	Madison,	WI）を用いて、アクロレイン刺激 24 時

間後（10-200μM）に測定した。細胞増殖に関する検討では、アクロレインで

HRMECs を 24 時間刺激した後、細胞内に取り込まれた 5-bromo-2’deoxyuridine	

(BrdU)を BrdU	cell	proliferation	enzyme-linked	immunosorbent	assay	(ELISA)

キット	(Roche,	Mannheim,	Germany)を用いて計測した。	

	

６．Quantitative	Real-time	Polymerase	Chain	Reaction	(qPCR)	

	 Heme	oxygenase-1	(HO-1)の mRNA 発現は qPCR を用いて解析した。HRMECs は

CS-C	 complete	 medium 下にて Collagen	Ⅰコート 96well	 plate に 2×

105cells/well ずつ撒種した。細胞を無血清培地に交換し、その 16 時間後にア

クロレイン刺激を行った。刺激 6 時間に TRIzol	Reagent	(Life	Technologies)

を用いて RNA を回収し、GoScript	reverse	transcriptase	(Promega)を用いて

逆転写を行い、cDNA を作成した。遺伝子発現解析には下記に示したプライマー、

SYBR	Green および GoTaq	qPCR	Master	Mix	(Promega)を用い、反応条件を 95℃2

分、続いて 95℃15 秒、60℃60 秒を 40 サイクルとし、StepOne	Plus	Real-Time	PCR	

System	(Life	Technologies)のプログラムで自動測定した。HO-1 のプライマー

には 5′-	GCC	AGC	AAC	AAA	GTG	CAA	G	-3′	(forward)	and	5′-	GAG	TGT	AAG	GAC	

CCA	TCG	GA	-3′	(reverse)	(GenBank	number	NM_002133);	105	bp を用い、内

因性コントロールとして 5′-CGA	GCA	CAG	AGC	CTC	GCC	TT-3′	(forward)	and	

5′-AGC	GCG	GCG	ATA	TCA	TCA	TCC-3′	(reverse)	(NM_001101);	83	bp の ACTB

を用いた。全てのデーターは内因性コントロールである ACTBを各サンプル中の

遺伝子の相対発現量をΔΔCT 法で算出した。	
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7．統計解析	

	 結果は全て平均値±標準誤差で示した。各群間の比較検討には生細胞率およ

び細胞増殖測定には one-way	analysis	of	variance	(ANOVA)で行い、事後比較

は Dunnett’s	test を用いた。形態学的な検討については Student’s	t-test

を用いて解析した。p 値が 0.05 を下回った場合に統計学的に有意差があるとし

た。	

	

結果	

１．線維血管組織におけるアクロレインの局在	

	 11 例の増殖糖尿病網膜症患者より治療目的で切除された線維血管組織におい

て、アクロレイン結合タンパクである FDP-Lys の局在を免疫組織化学染色によ

って検討した。全ての線維血管組織において、CD34 陽性の血管組織が認められ

たが（100%、表 4）、その一方で GFAP 陽性である網膜グリア細胞は 11 例中 5例

でのみ認められた（45.5%、表 4）。	

	

表 4	 線維血管組織における FDP-Lys の局在と血管密度 

Vascular Density
Case GFAP Glial cell Endothelial cell CD34 (vessels/mm2)

1 - - ++ + 234.30
2 - - ++ + 520.85
3 + + + + 366.85
4 - - - + 131.04
5 - - + + 99.88
6 - - - + 22.67
7 + ++ ++ + 492.68
8 + ++ - + 161.33
9 + ++ - + 59.03

10 + - + + 393.49
11 - - ++ + 605.92

Positive Ratio 45.5% 80.0% 63.6% 100.0%

FDP-Lys Adduct
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	 また、11 例中 7例の検体で CD34 陽性血管に一致して FDP-Lys が局在していた

（63%、図 8および表 4）。	

	

	 一方、網膜グリア細胞を有する 5 例の線維血管組織のうち、4 例において

FDP-Lys の局在がみられた（80.0%、図 9、表 4）。	

線維血管組織における FDP-Lys と CD34 の局在。左上：H&E 染色、右上：

CD34、左下：FDP-Lys、右下：Isotype	control。Scale	bar：30µm。	

図 8	 線維血管組織における FDP-Lys の局在	

 

線維血管組織における FDP-Lys と GFAP の局在。左：GFAP、右：FDP-Lys。

Scale	bar：30µm。矢印は FDP-Lys 陽性グリア細胞を示す。	

図 9	 線維血管組織における FDP-Lys の局在	
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	 しかしながら、黄斑上膜では FDP-Lys の局在は確認できなかった（図 10）。	

	 	

	 次に、細胞内での FDP-Lys の細胞内局在を検討するために蛍光二重染色をお

こなったところ、FDP-Lys は GFAP 陽性グリア細胞の細胞質のみならず核にも局

在が認められた（図 11）。	

	

図 10	 線維血管組織および黄斑上膜における FDP-Lysの局在 
 

黄斑上膜における FDP-Lys と GFAP の局在。左上：H&E 染色、右上：GFAP、

左下：FDP-Lys、右下：Isotype	control。Scale	bar：30µm。 

図 11	 線維血管組織のグリア細胞における FDP-Lys の局在	

 
線維血管組織における FDP-Lys（赤）と GFAP（緑）の局在。細胞核（青）。

Scale	bar：30µm。	
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	 さらに、FDP-Lys は CD34 陽性の血管内皮細胞（図 12）およびα-SMA 陽性の周

皮細胞にも局在しており（図 13）、本結果から FDP-Lys は血管構造において血

管内皮細胞と周皮細胞の両者に存在することが明らかとなった。	

		

線維血管組織における FDP-Lys（赤）と CD34（緑）の局在。細胞核（青）。

Scale	bar：30µm。	

図 12	 線維血管組織の血管内皮細胞における FDP-Lys の局在 
 

線維血管組織における FDP-Lys（赤）とα-SMA（緑）の局在。細胞核（青）。

Scale	bar：30µm。	

図 13	 線維血管組織の血管内皮細胞における FDP-Lys の局在 
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２．細胞増殖における FDP-Lys の関与	

	 線維血管組織形成における FDP-Lys の関与を調べるため、FDP-Lys の局在と血

管密度の関係を検討した（表 4）。その結果、FDP-Lys 陽性の血管が存在した線

維血管組織は局在しないそれと比較して、血管密度が有意に高かった

（93.52±31.90	vessels/mm2	vs	387.71±66.04	vessels/mm2,	p	<	0.05,図 14）。	

	 本結果は、アクロレインまたはアクロレイン結合タンパク、もしくはその両

者が線維血管組織における血管新生に寄与していることを示唆していた。	

図 14	 線維血管組織の FDP-Lys の発現の有無と血管密度の関係 

FDP-Lys 陽性の血管を有する線維血管組織は有しない組織と比較し

て有意に血管密度が高値であった。n	=	4	to	7	*,p	<	0.05。	
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	 次に、アクロレインが血管内皮細胞に及ぼす影響を検討するため、アクロレ

イン刺激後における HRMECs の生細胞率および細胞増殖能を検討した。アクロレ

イン刺激 24 時間後では、高濃度刺激群では生細胞率は低下したが（100µM,	

64.1±3.8%,	p	<	0.01;	200µM,	29.4±0.8%,	p	<	0.001,図 15）、その一方で低

濃度刺激群（50μM）では生細胞率の増加が認められた（114.7±3.1%,	p	<	0.05,

図 15）。	

	

図 15	 アクロレイン刺激による HRMECs の生細胞率測定 
 高濃度のアクロレイン刺激（100 および 200µM）では生細胞率は低下

下したが、低濃度刺激（50µM）では生細胞率は増加した(n	=	4)。	

*,p	<	0.05	**,p	<	0.01。	
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	 また、アクロレイン低濃度刺激（50μM）24時間後ではBrdU	incorporation	rate

の増加が認められた（117±8,	p	<	0.01,図 16）。本検討結果は、低濃度のアク

ロレインは血管内皮細胞の増殖を誘導することを示していた。	

	

	

図 16	 アクロレイン刺激による HRMECs の細胞増殖能測定 
 

低濃度のアクロレイン刺激（50µM）では HRMECs の細胞増殖能は増加

した	(n	=	4)。**,p	<	0.01。	
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	 さらに、この低濃度アクロレイン刺激(50μM)は HO-1の遺伝子発現を増加さ

せることも明らかとなった（n	=	3,	p	<	0.01,図 17）。	

	

	

考察	

	 本研究により、１）FDP-Lys が増殖糖尿病網膜症患者から採取された線維血管

組織に局在し、２）その中でも網膜グリア細胞、血管内皮細胞および血管周皮

細胞に存在し、３）FDP-Lys の発現を強く認めた線維血管組織はその血管密度が

高いことが明らかとなった。さらに、培養網膜血管内皮細胞を低濃度のアクロ

レインで刺激すると、生細胞率、細胞増殖能および HO-1の遺伝子発現が増加す

ることが明らかとなった。上記より、アクロレイン結合タンパクは増殖糖尿病

網膜症の病態進展に血管新生を介して関与していることが示唆された。	

	 糖尿病患者は血漿中のアクロレインが高値であるのに加え 43、2 型糖尿病患者

の尿中の FDP-Lys 濃度は非糖尿病患者に比べて高値であると報告されている 41。

また、糖尿病腎症の組織ではアクロレイン結合タンパクが確認されており、そ

図 17	 アクロレイン刺激による HRMECs での HO-1 の発現変化	

 
低濃度のアクロレイン刺激（50µM）では HRMECs から HO-1 の遺伝子

遺伝子発現レベルの増加が確認された(n	=	3)。**,p	<	0.01。	
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のシグナル強度は組織学的な病期と相関するとされている 42。また、過去の報告

では、streptozotocin	(STZ)誘発糖尿病ラットモデルでは網膜の内境界膜から

内顆粒層にかけて FDP-Lys の免疫活性が増加しており、このことは糖尿病網膜

ではミュラー細胞（網膜グリア細胞）で FDP-Lys の蓄積もしくは産生が行われ

ていることを示唆している 47。しかしながら、これまで糖尿病患者の眼組織にお

けるアクロレインもしくはアクロレイン結合タンパクの局在に関する報告はな

かった。本研究において、我々は初めて増殖糖尿病網膜症患者の眼組織で網膜

グリア細胞のみならず、血管内皮細胞および血管周皮細胞にもアクロレイン結

合タンパクが存在することを確認した。過去には、内因性に産生されたアクロ

レインは血管収縮の調節を担っているとの報告があり 48、線維血管組織の血管内

皮細胞および周皮細胞でアクロレイン結合タンパクが存在したことから、網膜

血管内皮細胞でもアクロレインもしくはアクロレイン結合タンパクが産生され

る可能性が示される。一方で、糖尿病患者の血漿中の FDP-Lys が高値であるこ

とから 43、血中の FDP-Lys が血管内皮細胞に蓄積している可能性もある。この

FDP-Lys の由来、つまり血管内皮細胞、周皮細胞や網膜グリア細胞が産生するの

か、もしくは蓄積されているのかという点についてはさらなる研究が必要であ

る。	

	 今回の検討では、FDP-Lys は血管内皮細胞、周皮細胞および網膜グリア細胞の

細胞質のみならず核にも存在していた。アクロレインは不飽和アルデヒドであ

り、不安定な分子であるため様々なタンパクと結合し 49、近年の報告ではアクロ

レ イ ン は 核 内 へ 移 行 す る 分 子 群 、 例 え ば NF-kappa	 B150 や

glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase（GAPDH）51 にも結合することが知

られている。このことは、アクロレインが転写因子に結合し核内へ移行するこ

とによりその形質を変化させ、糖尿病網膜症の進展に関与していることも推測

された。	

	 また、本検討では、FDP-Lys が局在していた血管内皮細胞を有する線維血管組

織の血管密度が高値であった。これに加えて、培養網膜血管内皮細胞を用いた

アクロレイン刺激実験において、高濃度のアクロレイン刺激では細胞毒性が認

められたが、低濃度刺激下では逆に生細胞率および細胞増殖能の増加が認めら

れ、これに加えて HO-1の遺伝子発現の増加も確認された。HO-1 は元来ストレス

を誘因に増加する、抗酸化作用を有するタンパクとして知られていたが、近年

は血管新生を誘導するとの報告がある 52。過去の報告では、ウシの大動脈および
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ヒトの気管支内皮細胞でアクロレイン刺激により HO-1の遺伝子発現が増加する

とされ 53,54、近年では Wu ら 53が低濃度のアクロレイン刺激は HO-1の遺伝子発現

を誘導すると報告している。アクロレインにより HO-1の遺伝子発現が増加して

血管新生に関与するという報告は他にも存在し 55,56、本検討の結果であるアクロ

レインの低濃度刺激が血管新生を惹起しているという結果に矛盾しないが、糖

尿病網膜症の進展機序におけるHO-1の役割についてはさらなる検討が必要と考

えている。	

	 以上の結果より、増殖糖尿病網膜症網膜症の線維血管組織にアクロレイン結

合タンパクが存在し、血管内皮細胞の増殖を介してその病態形成に関与してい

ることが示唆された。	

	

結論	

１.	FDP-Lys は増殖糖尿病網膜症患者の線維血管組織に存在していた。	

２.	線維血管組織の中では、網膜グリア細胞、血管内皮細胞および血管周皮細

胞に局在していた。	

３.	FDP-Lys の発現を強く認めた線維血管組織はその血管密度が高値であった。	

４.	培養網膜血管内皮細胞を低濃度アクロレイン刺激で刺激すると、生細胞率、

細胞増殖および HO-1の遺伝子発現が増加した。	

５.	本研究の結果から、アクロレイン結合タンパクが細胞増殖や血管新生を介

して増殖糖尿病網膜症の病態に関与している可能性が示された。	

	

	 以上の検討結果を、我々は学術誌 Current	Eye	Research に報告した。	
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第３章	

	

特発性黄斑上膜の病態形成における受容体結合プロレニン系の関与	

	

緒言	

	 特発性黄斑上膜は単眼性複視、歪視などにより視力低下を生じさせ、その有

病率は 50 歳以上で 7.7%にものぼるとされている 1,2。特発性黄斑上膜の病態形成

には諸説あるが、その多くが不完全な後部硝子体剥離による後部硝子体膜の網

膜側への遺残に、遊走・増殖した網膜グリア細胞	(Müller 細胞)による修飾が加

わることが一因とされている 57-60。さらに、特発性黄斑上膜の病態形成には様々

な線維化に働くサイトカインが関与していると報告されているが 61、その詳細な

メカニズムは知られていない。	

	 レニン・アンジオテンシン系（renin-angiotensin	system:	RAS）は、循環 RAS

（circulatory	RAS）として血圧や体液を調整する循環ホルモンシステムとして

働くが、一方で網膜を含む臓器局所では細胞の分化・増殖など組織修復などの

役割を担い、組織 RAS（tissue	RAS）としても作用している 62。また、従来の RAS

の経路とは独立して、prorenin が(pro)renin 受容体[(P)RR]に結合し、renin と

同等の生理活性を獲得することで、組織 RAS の活性化を惹起することが明らか

となっており、この両者の経路は合わせて receptor-associated	prorenin	

system（受容体結合プロレニン系；RAPS）（図 18）と呼ばれ、網膜での炎症や

血管新生に深く関与していることが報告されてきた 63,64。これまでに我々は、増

殖糖尿病網膜症患者の硝子体液中では可溶性(P)RR タンパク質濃度が増加して

いることを報告している 65,66。また、Maruichi らによれば angiotensin	Ⅱ（Ang

Ⅱ）変換酵素である chymase および angiotensin-converting	enzyme（ACE）が

黄斑上膜や黄斑円孔、増殖糖尿病網膜症の硝子体中で活性化されていたと報告

している 67。これらの報告から、特発性黄斑上膜の病態形成に RAS が寄与してい

る可能性が考えられる。	

	 本研究の目的は、RAS および RAPS がどのように特発性黄斑上膜の病態形成に

関与しているのか、そのメカニズムについて検討することである。	
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実験方法	

１．臨床検体	

	 北海道大学病院眼科にて硝子体手術が施行された特発性黄斑上膜患者から治

療目的に切除された黄斑上膜組織を用いた。本研究に使用した臨床検体は全て

書面により同意を得た患者より採取しており、臨床検体の扱いは北海道大学病

院自主臨床研究審査委員会に承認を受け（IRB	#015-0226）、｢北海道大学病院

における臨床研究の取り扱いに関する指針｣に準じた。なお、正常ヒト網膜およ

び胎盤の cDNA は Dr.	Anand	Swaroop（National	Eye	Institute,	Bethesda,	MD）

より供与された。	

	

２．細胞と試薬	

	 培養ヒト Müller 細胞は 10%ウシ胎児血清（Life	Technologies）を添加した

Dulbecco’s	modified	Eagle’s	medium で、37℃、5%CO2 濃度で培養した。

GeneDesign 社（Osaka,	Japan）へ既報 65に準じてヒト(pro)renin 受容体阻害剤

（PRRB）の合成・精製を依頼した。培養ヒト Müller 細胞は無血清培地に置換後、

PRRB もしくは、AngⅡ	type	1	receptor	(AT1R)	blocker で前処置を施行した。

図 18	 受容体結合プロレニン系 
(receptor-associated prorenin systems: RAPS) 

Prorenin
Angiotensinogen (AGT)

Angiotensin (Ang)Ⅰ

AngⅡ

AngⅡ type１receptor (AT1R)

Angiotensin-converting 
enzyme (ACE)

Activated Prorenin
(P)RR

Cell membrane

Intracellular  space
Signal transduction Signal transduction
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その後proreninまたはAngⅡを添加後、細胞を回収し遺伝子発現解析を行った。	

	

３．RNA 抽出、Transcription-PCR（RT-PCR）およびｑPCR	

	 細胞から SuperPrep	Cell	Lysis（TOYOBO,	Tokyo,	Japan）を用いて RNA を回

収し、RT	Kit	for	qPCR（TOYOBO）で RNA の逆転写を施行した。同様に、組織に

おいては TRIzol（Life	Technologies）を用いて RNA を回収し、GoScrip	Reverse	

Transcriptase	(Promega)を使用し、RNA の逆転写を施行した。GoTaq	qPCR	Master	

mix	(Promega)を用い StepOne	plus	Systems	(Life	Technologies)を使用し

real-time	PCR を行った。	

	

４．免疫組織染色	

	 4%パラホルムアルデヒドにて固定された組織をパラフィンで包埋し、切片を

作製した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラフィンを行った。次に切

片をブロッキングした後、4℃で一晩一次抗体反応を行った。その後、AlexaFluor	

488	および 546	(Life	Technologies)にて二次抗体反応を行い、核染色には DAPI	

(Lonza）を用いた。切片は蛍光顕微鏡 Keyence	BZ-9000（BIOREVO）で観察した。	

	

５．統計解析	

	 結果は全て平均値±標準誤差で示した。各群間の比較検討は Student’s	

t-test を用いて解析した。p値が 0.05 を下回った場合に統計学的に有意差があ

るとした。	
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結果	

１．特発性黄斑上膜組織および培養ヒト Müller 細胞における RAS コンポ

ーネントの発現解析	

	 特発性黄斑上膜における RAPS の組織学的な解析のために、まず初めに RAPS

コンポーネント[(P)RR,	REN	(prorenin),	AGT,	ACE,	AT1R	and	AT2R]	および	CMA1

の遺伝子発現解析を特発性黄斑上膜組織および培養ヒト Müller 細胞で行った。

その結果、特発性黄斑上膜組織および培養ヒト Müller 細胞では RAPS コンポー

ネントの遺伝子発現が認められた。一方、CMA1 の発現はヒト網膜および胎盤で

はその発現が認められたが、今回の検討では特発性黄斑上膜組織での発現は確

認できなかった。	

	

２．特発性黄斑上膜組織における prorenin および(P)RR タンパクの局在	

	 次に、(P)RR の特発性黄斑上膜組織における局在を蛍光二重染色法により解析

を行った。既報によると、Müller 細胞および myofibroblasts が特発性黄斑上膜

を構成している主な細胞とされ、それぞれ GFAP およびα-SMA を発現していると

報告されている 61,68,69。本検討では、(P)RR は GFAP およびα-SMA との共局在が

確認された。さらに、特発性黄斑上膜組織の中の Müller 細胞では prorenin と

(P)RR の共局在が認められた。	

	

３．特発性黄斑上膜組織における AGT および AT1R 受容体タンパクの局在	

	 さらに、特発性黄斑上膜組織における AT1R の局在を確認すべく、先ほどと同

様に GFAP およびα-SMA で蛍光二重染色を施行した。その結果、Müller 細胞お

よび myofibroblasts に AT1R が共局在しているのが確認された。これに加えて

AGTとAT1Rが特発性黄斑上膜組織中のMüller細胞で共局在しているのが認めら

れた。	

	

４．Prorenin および AngⅡ刺激による線維化関連サイトカインの発現解

析	

	 Prorenin-(P)RR および AngⅡ-AT1R の伝達経路は in	vivoでも in	vitroの実

験でも多彩な遺伝子発現を誘導し、様々な眼疾患に関与していると報告されて

いる 62-65。特発性黄斑上膜の構成細胞としては Müller 細胞、網膜色素上皮細胞、

fibroblast や myofibroblast などが知られているが 70-72、中でも Müller 細胞は
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主たる構成細胞として知られており、様々なサイトカインや栄養因子が特発性

黄斑上膜の進展に関与しているとされている 58,61,69,71-75。また、AngⅡがラット心

臓線維芽細胞にてコラーゲン合成に関与することは知られているが 76、Müller

細胞における AngⅡの役割については余り知られていない。	

	 そこで、培養ヒト Müller 細胞を用いて prorenin および AngⅡ刺激を行い、線

維化を誘導するサイトカインの遺伝子解析を real-time	qPCR で検討した。

Prorenin 刺激によりコントロール群と比較して、FGF2 および GDNF は有意な遺

伝子発現レベルの上昇を認め、その阻害剤である PRRB を前投与したところその

発現レベルは有意に抑制された。	

	 上昇した GDNFの発現レベルは AT1R 阻害剤である losartan の前投与によりそ

の発現は有意に抑制され、この結果より GDNF の発現レベルの上昇は(P)RR によ

りその発現が誘導されたのではなく、RAS の経路を介してその発現が上昇してい

たことが分かった。	

	 一方、培養ヒト Müller 細胞を AngⅡ刺激で施行したところ、コントロールと

比較して GDNF、NGF および TGFB1 の遺伝子発現レベルの有意な上昇が認められ

た。さらにこれらの遺伝子は losartan の前投与によりその発現は有意に抑制さ

れた。NGF および TGFB1 については、さらに AngⅡ刺激 48 時間後の遺伝子発現

レベルの解析も行ったが、同様に losartan の前投与により遺伝子発現は抑制さ

れた。この結果より、prorenin は(P)RR に結合することによってその組織 RAS

としての生理活性を獲得し、AT1R を介して NGFおよび TGFB1の遺伝子発現レベ

ルの上昇が認められたと考えられた。	

	 対照的に、TGFB2 および TGF-βのシグナル伝達の下流のメディエーターとし

て線維化に関与するとされる CTGFの遺伝子発現はproreninやAngⅡ刺激では誘

導されなかった。	

	

５．特発性黄斑上膜における prorenin または AngⅡ刺激により誘導され

るサイトカインと(P)RR および AT1R の局在	

	 上記 in	vitroにおける遺伝子発現解析の結果を基に特発性黄斑上膜組織にお

ける FGF2、GDNF、NGF および TGF-β1 と(P)RR および AT1R の発現および局在に

ついて蛍光二重染色法を用いて検討した。その結果、FGF2 は(P)RR と共局在し

ており、GNDF、NGF および TGF-β1 は AT1R と共局在していた。	

	 以上より、(P)RR と AT1R の両者の経路により活性化した RAPS は、Müller 細
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胞において線維化を誘導するサイトカインの産生を誘導させ、特発性黄斑上膜

の病態形成に関与していることが示唆された。	

	

考察	

	 本研究により、RAPS コンポーネントが特発性黄斑上膜組織および培養 Müller

細胞に発現していることが明らかとなった。また、(P)RR と prorenin および AGT

と AT1R が特発性黄斑上膜組織上で共局在していた。さらに、prorenin 刺激によ

り Müller 細胞から(P)RR 活性を介して FGF2の遺伝子発現が増加し、また AngⅡ

刺激により Müller 細胞から AT1R の活性化を介して GDNF、NGF、TGFB1の遺伝子

発現が増加することが示された。最後に、蛍光免疫組織染色法により、上記の

線維化に関連する分子が特発性黄斑上膜組織に発現し、かつ(P)RRもしくはAT1R

と共局在していることを確認した。以上の結果から、RAPS が特発性黄斑上膜の

線維化に関与していると考えられる。	

	 既報によると、様々なサイトカインや栄養因子が特発性黄斑上膜患者から採

取された黄斑上膜組織や硝子体から検出され、それらの分子により Müller 細胞

が形質転換を起こし特発性黄斑上膜の病態進展に関与しているとされている
58,61,69,73,74。具体的には、FGF2 は神経栄養因子ファミリーに属し、Müller 細胞の

生存および成長に関与している 73,77。GDNF は TGF-β関連神経栄養因子に属し、

Müller細胞からのFGF2の産生を増加させる方向に働く 77。また、NGFおよび TGF-

β1 は Müller 細胞を myofibroblast へ誘導させることが知られている 69,74。今

回の検討結果より、これらの特発性黄斑上膜の線維化を介して病態進展へ働く

分子が、RAPS により制御されていることが示唆された。	

	 これまでに、動物モデルやヒトの臨床検体を用いた検討で特発性黄斑上膜以

外の眼疾患に RAPS が関与していると報告がなされている 62-66,78。なかでも増殖

糖尿病網膜症患者より摘出された線維血管組織においてRAPSのコンポーネント

の発現が確認され、(P)RR と AT1R の両者の経路から VEGF-A を介して血管新生が

誘導されていることが報告されている 62,65,66。特発性黄斑上膜の進展に新生血管

の発生は伴わないが、一方で増殖糖尿病網膜症における線維血管組織は血管新

生を伴った線維化により進展する。今回の検討結果において特発性黄斑上膜に

RAPS が関与していたことは、増殖糖尿病網膜症の進展を考えていく上でも、新

たな病態形成が関与している可能性を示唆するものと考える。実際に、心臓疾

患や腎疾患においてはRAPSを介した線維化がその病態に強く関与していると報
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告されており 79,80、他の眼疾患への RAPS の関与については、さらなる検討が必

要であると考えている。	

	 Chymase は肥満細胞から産生され、AngⅠを AngⅡへ変換する serine	protease

である。このため、硝子体中には chymase と ACE という二つの AngⅠを変換する

経路が存在しており、実際に特発性黄斑上膜や増殖糖尿病網膜症でその両者が

機能しているとされる 67。増殖糖尿病網膜症の線維血管組織では ACEの遺伝子発

現が報告されており 65、増殖糖尿病網膜症の硝子体中でも ACE 酵素活性が高いこ

とが知られている 67。一方で、特発性黄斑上膜患者の硝子体中には ACE 活性が低

いとされていたが 67、今回の検討では全ての特発性黄斑上膜組織で ACEの遺伝子

発現が確認された。しかしながら、本検討では特発性黄斑上膜組織からは CAM1

の遺伝子発現を確認することができなかった。哺乳類の眼内ではぶどう膜で

CAM1 の遺伝子発現が報告されており 81、今回の検討においては正常ヒト網膜で

はその発現が確認できた。このことより、増殖糖尿病網膜症における ACE とは

異なり、おそらく特発性黄斑上膜においては眼内の他組織（ぶどう膜、網膜な

ど）で産生された chymase が硝子体内に移行し、AngⅡの変換に関与しているも

のと考えられる。	

	 今回は RAPS の視点から特発性黄斑上膜の病態進展について検討したが、増殖

糖尿病網膜症に比べて特発性黄斑上膜などの黄斑部疾患では AngⅡの発現はき

わめて低値であったと報告されており、非糖尿病性の黄斑部疾患の硝子体中に

おける RAS の活性はあまり強くはないのではないかと考えられている 82。また、

実際にこれらの疾患の硝子体中の可溶性(P)RR65および renin 活性 66を測定した

ところ、増殖糖尿病網膜症より低かったと報告されている。これらの報告およ

び本研究結果から、増殖糖尿病網膜症と比較して特発性黄斑上膜では RAPS 活性

は低いが、低度で慢性的な活性化が線維化を誘導して特発性黄斑上膜の病態形

成や進展に関与している可能性が考えられる。本研究は RAPS が特発性黄斑上膜

のような非血管新生性線維組織の形成に関与していること、さらに特発性黄斑

上膜の新たな病態機序を提示したこと、そしてその病態の進行を予防できる薬

物療法の可能性を示した。	

	

結論	

１.	RAPSコンポーネントが特発性黄斑上膜組織および培養ヒトMüller細胞に発

現していた。	
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２.	特発性黄斑上膜組織では prorenin が(P)RR と、AGT が AT1R と共局在してい

た。	

３.	Prorenin 刺激により Müller 細胞から(P)RR 活性化を介して FGF2 の遺伝子

発現が増加し、また AngⅡ刺激により Müller 細胞から AT1R を介して GDNF、NGF、

TGFB1の遺伝子発現が増加した。	

４.	免疫組織染色により、上述の線維化関連分子が特発性黄斑上膜組織におい

てタンパクレベルで発現していることを確認し、さらにそれらは(P)RR もしくは

AT1R と共局在していた。	

５.	本研究の結果から、RAPS が特発性黄斑上膜の線維化を介した病態進展に関

与していることを示した。	

	

	 以上の検討結果は現在学術誌に投稿中である。	
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第４章	

	

翼状片の病態形成における VEGF-C の関与	

	

緒言	

	 翼状片は角膜へ結膜上皮が異所性に増殖したものであり、増殖した翼状片は

角膜に不可逆的な混濁を生じさせ視力低下をきたすが、現在のところ有効な薬

物療法はない。組織学的には翼状片は血管組織が豊富な増殖性組織として認識

されている 83。過去の報告によると、結膜上皮細胞に比べて翼状片上皮細胞の増

殖能は高く 84,85、また VEGF-A84、FGF286、erythropoietin 受容体 87が高発現して

おり、血管新生を介して病態が進展することが示されてきた。近年、翼状片組

織には血管組織のみならずリンパ管組織も存在することが明らかになり、結膜

上皮に比べて翼状片上皮ではリンパ管密度が有意に高いと報告されている 88,89。

また、Lin らは翼状片の再発にリンパ管密度が有意に相関していると報告してい

る 90。これらに加えて、培養結膜上皮細胞から発現される VEGF-C と VEGF 受容体

3型の経路に起因したリンパ管形成が、翼状片の進展に関与すると報告された89。

しかしながら、どのようなメカニズムを経て結膜上皮細胞からの VEGF-C の分泌

が誘導されるかは知られていない。	

	 既報によると、培養翼状片線維芽細胞に tumor	necrosis	factor-α(TNF-α)

やinterleukin-1β(IL-1β)刺激を与えると、matrix	metalloproteinases（MMPs）

の発現が上昇するとされ、翼状片の進展および不完全な切除による再発には眼

表面で生じる慢性炎症が関与していることが知られている 91。また、悪性リウマ

チ患者の滑液中の TNF-αや IL-1βといった炎症性サイトカインと VEGF-C の発

現量が相関しており、その結果により生じるリンパ管形成が滑膜の炎症および

過形成を惹起し、悪性リウマチの病態進展に関与している 92。加えて、TNF-αを

介した VEGF-C の上昇が慢性進行性腎疾患 93、膀胱癌 94、メラノーマや乳癌のリ

ンパ管転移 95,96の原因の一つと報告されている。これらの報告より、翼状片にお

いてもTNF-αなどの炎症性サイトカインが翼状片上皮細胞におけるVEGF-Cの発

現上昇に影響を及ぼし、その結果リンパ管新生を介し翼状片の病態に関与して

いると推測される。	

	 今回の研究の目的は、結膜や翼状片における VEGF-C の発現制御機構を明らか
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にすることである。	

	

実験方法	

１．細胞と試薬	

	 培養ヒト結膜上皮細胞（Clone	1-5c-4）は European	Collection	of	Cell	

Cultures	(Salisbury,	UK)より購入した。細胞は 10%ウシ胎児血清（Life	

Technologies）を添加した medium	199	(Sigma-Aldrich)で 37℃、5%CO2 濃度で

培養した。	

	 培養ヒト結膜上皮細胞は無血清培地へ置換後、recombinant	human	TNF-α	(0,	

4,	20ng/ml;	R&D	Systems)または recombinant	human	IL-1β	(0,	0.2,	2.0,	20	

ng/ml;	Thermo	Scientific	Biomarkers,	Hennigsdorf,	Germany)で刺激し、刺

激 24 時間もしくは 48 時間後に細胞を回収し遺伝子発現を解析した。コントロ

ール群には phosphate-buffered	saline	(PBS)を投与した。	

	 Recombinant	 human	 TNF-α の中和抗体試験には 200ng/ml の rabbit	

anti-TNF-α	 neutralizing	 antibody	 (D1B4;	 Cell	 Signaling	 TECHNOLOGY,	

Danvers,	 MA)で前処置した後に recombinant	 human	 TNF-α	 20ng/ml	 (R&D	

Systems)で刺激し、48 時間後に細胞を回収し遺伝子発現解析を行った。中和抗

体のコントロールには normal	rabbit	IgG	(R&D	Systems)を使用した。	

	

２．RNA 抽出、qPCR および RT-PCR	

	 細胞から TRIzol（Life	Technologies）を用いて RNA を回収し、GoScrip	Reverse	

Transcriptase	(Promega)を使用し、RNAの逆転写を施行した。VEGFC	TaqMan	probe

は Life	Technologies より購入し、内因性コントロールには GAPDH	;	forward	

5′-CCT	GGC	CAA	GGT	CAT	CCA	TG-3’,	reverse	5′-GGA	AGG	CCA	TGC	CAG	TGA	

GC-3'を使用した。GoTaq	qPCR	Master	mix	(Promega)および THUNDERBIRD	Proge	

qPCR	Mix（TOYOBO）を使用し、StepOne	plus	Systems	(Life	Technologies)を

使用し real-time	PCR を行った。反応条件は 95℃	 2 分、95℃	 15 秒、60 秒	 60

秒を 1 サイクルとし、40 サイクル施行した。Threshold	cycle（CT）値は

StepOnePlus	Real-Time	PCR	System により自動的に測定され、内因性コントロ

ール GAPDH を用いて各サンプル中の遺伝子の相対的発現量をΔΔCq 法で算出し

た 97。	

	 RT-PCR は、プライマー（tumor	necrosis	factor	receptor	superfamily,	member	
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1A（TNFRSF1A）;	forward	5′-	CTG	CCA	GGA	GA	AAC	AGA	ACA	C	-3′,	reverse	

5′-	CTC	AAT	CTG	GGG	TAG	GCA	CAA-	3′）と GoTaq	DNA	polymerase	(Promega)

を使用し、95℃	 30 秒、60℃	 30 秒、72℃	 15 秒を 1 サイクルとし、35 サイ

クル施行した。その後に 2%	agarose	gel を用い電気泳動を行い、SYBR	safe	

(Invitrogen,	Carlsbad,	CA)で染色し、RAS-4000	(FUJIFILM,	Tokyo,	Japan)で

遺伝子発現を検出した。	

	

３．ELISA 法	

	 培養ヒト結膜上皮細胞より培地へ分泌されたVEGF-Cの濃度は細胞培養上清を

回収後、4℃、1000g、15 分間遠心した後、その上清を VEGF-C	ELISA	kit（R&D	

Systems）を用いて測定した。	

	

４．臨床検体	

	 翼状片患者（10 例 10 眼、平均年齢：73.6±5.6 歳）の手術時に切除された翼

状片組織、および緑内障患者（3例 3眼、平均年齢：62.3±4.2 歳）の手術中に

採取された正常結膜を用いた。摘出された組織は直ちに 4%パラホルムアルデヒ

ドにて固定した。	

	 本研究に使用した臨床検体は全て書面により同意を得た患者より採取してお

り、臨床検体の扱いは北海道大学病院自主臨床研究審査委員会に承認を受け

（IRB	#014-0295）、｢北海道大学病院における臨床研究の取り扱いに関する指

針｣に準じた。	

	

５．蛍光免疫染色	

	 4%パラホルムアルデヒドにて固定された組織をパラフィンで包埋し、切片を

作成した。キシレンおよびエタノールを用いて脱パラフィンを行い、抗原賦活

化には 10mM クエン酸バッファー(pH6.0)を用いて電子レンジを用いて行った。

次に切片に 0.1%ウシ血清アルブミン（Wako）を含む PBS を滴下し、室温で 30 分

間ブロッキングを行った。その後、以下に述べる一次抗体を用いて 4℃で一晩一

次抗体反応を行った：rabbit	polyclonal	anti-TNF	receptor	1	(TNFR1)	(100

倍希釈;	Abcam)	、goat	polyclonal	anti-VEGF-C	(10 倍希釈;	R&D	Systems)。

その後、Alexa	Fluor	488 および 546	(Life	Technologies)にて二次抗体反応を

行った後、核染色は DAPI	(500 倍希釈;	Lonza）を用いた。最後に、蛍光顕微鏡
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Keyence	BZ-9000	series（BIOREVO）で観察した。	

６．免疫組織化学染色	

	 免疫組織染色と同様に、抗原賦活化を行った後に 0.3%過酸化水素を用いて内

因性ペルオキシダーゼをブロックした。その後、切片に 10%正常ヤギ血清（Life	

Technologies）含有 PBS を滴下し、室温で 30 分間ブロッキングを行った。その

後、以下に述べる一次抗体を用いて 4℃で一次抗体反応を行った：rabbit	

polyclonal	anti-TNFR1	antibody	(100 倍希釈;	Abcam)。anti-TNFR1	antibody

のコントロールには PBS を使用した。発色には DAB	(DAKO）を、対比染色には

hematoxylin を用いた。最後に、Keyence	BZ-9000	series（BIOREVO）を用いて

観察した。	

	

６．統計解析	

	 結果は全て平均値±標準誤差で示した。各群間の比較検討は Student’s	

t-test を用いて解析した。p値が 0.05 未満を呈した場合に統計学的に有意差が

あると評価した。	
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結果	

１．培養ヒト結膜上皮細胞における TNF-α刺激後の VEGF-C 発現変化	

	 翼状片の進展に関与する代表的な炎症性サイトカインである TNF-αおよび

IL-1βで培養ヒト結膜上皮細胞を刺激し、24 時間後の VEGFC の遺伝子発現変化

について検討した。その結果、TNF-α	(20ng/ml)で刺激を行ったところ、VEGFC

の遺伝子発現が有意に増加した（fold	change	=	1.60±0.35,	n	=	6,	p	<	0.01）

（図 19）。	

	

	

	

	

図 19	 培養ヒト結膜上皮細胞における VEGFC 発現解析 

培養ヒト結膜上皮細胞を TNF-αで刺激し、その 24 時間後の VEGFC

の遺伝子発現を qPCR 法で解析した。n	=	6	per	group	**,p	<	0.01。	
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	 また、IL-1β刺激では 0.2ng/ml で刺激した時に VEGFCの遺伝子発現レベルの

上昇（fold	change	=	1.23±0.17,	n	=	6,	p	<	0.05）が認められた（図 20）。	

	

	

図 20	 培養ヒト結膜上皮細胞における VEGFC 発現解析 

培養ヒト結膜上皮細胞を IL-1βで刺激し、その 24 時間後の VEGFC

の遺伝子発現を qPCR 法で解析した。n	=	6	per	group	*,p	<	0.05。	
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	 次に、培養ヒト結膜上皮細胞に対する TNF-αおよび IL-1β刺激後の培養上清

中 VEGF-C タンパク濃度について検討した。その結果、20ng/ml の TNF-α刺激 48

時間後に VEGF-C タンパクの分泌が有意に増加していた（195.92±33.41pg/mg,	n	

=	6,	p	<	0.05）（図 21）。一方、IL-1β刺激では VEGF-C タンパク濃度に変化

はなかった	(data	not	shown)。	

	

	

図 21	 培養ヒト結膜上皮細胞における TNF-α刺激による

VEGF-C タンパク発現変化	

培養ヒト結膜上皮細胞を TNF-αで刺激し、その 24 時間および 48 時

間後のVEGF-Cのタンパク発現をELISA法で解析した。n	=	6	per	group		

*,p	<	0.05。黒：24 時間、白：48 時間	
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２．培養ヒト結膜上皮細胞における抗 TNF-α中和抗体の抑制効果に対す

る VEGF-C 発現変化	

	 以上の結果から、我々は TNF-αがより VEGF-C の発現誘導に重要な役割を果た

していると考え、次に TNF-α中和抗体を前投与した後の TNF-α刺激後の培養ヒ

ト結膜上皮細胞から分泌されたVEGF-Cタンパク発現変化を確認した。結果、TNF-

α刺激により上昇した VEGF-C の分泌は、抗 TNF-α中和抗体投与により有意にそ

の分泌は抑制されたが（140.44±1.92	to	119.33±4.41pg/ml,	n	=	3,	p	<	0.05）、

コントロールとして用いた normal	rabbit	IgG（200ng/ml）では分泌は抑制され

なかった（図 22）。	

培養ヒト結膜上皮細胞を TNF-αで刺激し、その 48 時間後の VEGF-C

のタンパク発現を ELISA 法で解析した。抗 TNF-α中和抗体の前処置

群では VEGF-C のタンパク発現が有意に抑制された。	

n	=	3	per	group		*,	p	<	0.05。n.s.:	not	significant	

図 22	 培養ヒト結膜上皮細胞における抗 TNF-α中和抗体

の VEGF-C タンパク発現抑制効果	
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３．培養ヒト結膜上皮細胞および翼状片組織における TNFR1 の発現	

	 TNF-αは TNF1 型受容体（TNFR1）および TNF2 型受容体（TNFR2）を介して細

胞内へシグナルを伝達する。TNFR1 はほぼ全ての哺乳類の細胞に発現しているの

に対して、TNFR2 は主に免疫細胞でのみ発現している。このことからリンパ系細

胞以外の様々な細胞においては TNFR1 が TNF-αのシグナル伝達の鍵を握ってい

るとされている 98-100。そこで、培養ヒト結膜上皮細胞における TNFR1（遺伝子名：	

TNFRSF1A）発現を確認した。その結果、TNFRSF1A は培養ヒト結膜上皮細胞でそ

の遺伝子発現がみられた（図 23）。	

	

	

	 	

図 23	 培養ヒト結膜上皮細胞における TNFR1 の遺伝子発現	

培養ヒト結膜上皮細胞において TNFR1の遺伝子発現を認めた。陰性

コントロール（negative	control:	nCTR）として H20 を用いた。	
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また、TNFR1 は免疫組織染色でも培養ヒト結膜上皮細胞にその局在が認められ

（図 24）。	

	 次に、ヒト翼状片組織の上皮細胞および正常結膜組織の上皮細胞における

TNFR1 タンパク発現を免疫組織染色で確認したところ、両者の細胞膜でその発現

がみられたが（図 25B、E）、翼状片組織の方がより多く発現していた（図 25B）。	

	

図 25	 翼状片組織の上皮細胞および正常結膜組織の上皮細

胞における TNFR1 のタンパク発現	

A-C：翼状片組織の上皮細胞。D-F：正常結膜組織の上皮細胞。A,D:	H&E

染色、B,E：TNFR1、C,E：PBS	control。Scale	bar：50µm。	

図 24	 培養ヒト結膜上皮細胞における TNFR1 のタンパク発現	

A:	TNFR1,	B:	DAPI,	C:	Merge 像。Scale	bar：10µm。	
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	 さらに、翼状片組織の上皮細胞においては、TNFR1 は VEGF-C 陽性細胞に発現

していた（図 26）	

	

考察	

	 本研究では、培養ヒト結膜上皮細胞は TNF-α刺激により VEGF-C の遺伝子発現

およびタンパク分泌が亢進することが明らかとなった。これまでの報告による

と、TNF-αは翼状片線維芽細胞からの MMPs の発現を上昇させることで、翼状片

の病態に関与しているとされている 91。さらに近年、結膜上皮細胞より分泌され

たVEGF-Cがリンパ管形成を促進させることにより翼状片の進展に関与している

と報告され 89、また免疫組織染色では翼状片組織では TNF-α発現が亢進してい

ることが示されている 102。TNF-α刺激に起因した VEGF-C の上昇が翼状片の進展

に寄与しているという本検討結果は、これらの報告と矛盾しない。	

	 TNFR1 は様々な細胞に発現していると報告されている 99,101,103。今回の検討で

は、培養ヒト結膜上皮細胞において TNFR1 は遺伝子レベルでもタンパクレベル

でもその発現が確認された。これに加えて、その局在は翼状片組織に確認され、

図 26	 翼状片組織の上皮細胞における VEGF-C および TNFR1

のタンパク発現	

A-C：翼状片組織の上皮細胞。D-F：正常結膜組織の上皮細胞。A：VEGF-C	

(赤)、B,E：DAPI（青）、D：TNFR1（緑）、C,E：merge 像。	Scale	bar：10µm。	
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特に VEGF-C 産生細胞である上皮細胞に局在することが判明した。これらの免疫

組織学的検討より、VEGF-C は TNFR1 を有する翼状片の上皮細胞から分泌される

ことが示唆された。	

	 今回、TNFR1 は翼状片の上皮細胞のみならず、正常結膜の上皮細胞にもその局

在が認められたことは、恒常的な TNFR1 の発現量というよりむしろ、

ligand-receptor	system においては TNF-αの発現量によりリンパ管新生が調節

され、その結果、正常結膜ではなく翼状片でリンパ管新生が亢進した結果なの

ではないかと考えている。翼状片の原因の一つに紫外線への曝露が挙げられる

が、既報では紫外線曝露により角膜幹細胞から IL-1、IL-6、IL-8、そして TNF-

αといった炎症性サイトカインが分泌されることが示されている 104。以上より、

眼表面における TNF-α発現の調整因子の一つとして紫外線が推測されるが、こ

れを証明するためにはさらなる研究が必要である。	

	 現在のところ、翼状片治療においては外科的な切除しか有効な治療法はない。

しかしながら、術後の再発率は半数以上とする報告も存在する 105。それ故、翼

状片の進展予防および術後の再発の病態を検討することは重要であると考える。

今回の検討により、TNF-αを介した VEGF-C の発現上昇が確認され、TNF-αを阻

害することが新たな翼状片の治療標的となり得ることが示唆された。	

	

結論	

１.	培養ヒト結膜上皮細胞では、TNF-α刺激により VEGF-C の発現が増加した。	

２.	培養ヒト結膜上皮細胞で TNF-α刺激により上昇した VEGF-C の発現は、抗	

TNF-α中和抗体の投与によってその発現が有意に抑制された。	

３.	培養ヒト結膜上皮細胞、正常結膜組織および翼状片組織における TNFR1 の

発現を確認した。また、翼状片組織の上皮細胞では VEGF-C と TNFR1 は共局在し

ていた。	

４.	本研究の結果から、TNF-α抑制により VEGF-C によるリンパ管形成を介した

翼状片の進展を制御できる可能性が示された。	

	

	 以上の検討結果を、我々は学術誌 International	Journal	of	Molecular	Medicine に報告し

た。	
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総括	

・	第１章	

増殖糖尿病網膜症の病態形成におけるリン酸化αBC の関与	

増殖糖尿病網膜症の血管新生に伴った線維血管組織の病態進展に、p-p38	

MAPKを介してリン酸化を受けたpSer59αBCがVEGF-Aの分子シャペロンとし

て関与している可能性が示された。	

	

・	第２章	

増殖糖尿病網膜症の病態形成におけるアクロレインの関与	

アクロレイン結合タンパクが細胞増殖や血管新生を介して増殖糖尿病網膜

症の病態進展に関与している可能性が示された。	

	

・	第３章	

特発性黄斑上膜の病態形成における受容体結合プロレニン系の関与	

Müller 細胞における RAPS の活性化が線維化を誘導するサイトカインや栄養

因子の発現を亢進し、特発性黄斑上膜の病態に関与している可能性が示され

た。	

	

・	第４章	

翼状片の病態形成における VEGF-C の関与	

TNF-α刺激により結膜上皮細胞からVEGF-Cの分泌が亢進し、その結果VEGF-C

を介したリンパ管形成が促進され、翼状片の病態の進展に関与している可能

性が示された。	

	

	 現在これらの増殖を病態基盤に有する眼疾患の治療は外科的加療しかなく、

治療を経ても増殖組織により生じた変化は不可逆的であり、視力低下は免れな

いことも多い。このため、薬剤を用いた侵襲の少ない早期の治療介入が求めら

れており、その開発は急務である。今後これらの研究を基に更なる病態解明と

治療薬の開発に結びつけていきたいと考えている。	
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