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要旨 

 

第 1章:増殖糖尿病網膜症患者における血漿可溶型（プロ）レニン受容体と炎症

関連分子の関連性解析 

【背景と目的】 糖尿病網膜症とは、高血糖により網膜微小血管障害を生じ、それに

よって網膜血流障害を起こす疾患である。網膜症が進行し、網膜に新生血管や線

維血管組織を形成する増殖糖尿病網膜症（PDR）まで至ると、血管新生緑内障や

牽引性網膜剥離を併発し、重篤な視力障害を起こす。 

一方、血圧や体液を調節する循環ホルモンシステムであるレニン・アンジオテ

ンシン系（RAS）が、臓器局所では、細胞の分化と増殖、炎症、線維化などに関

与して組織の修復など生理的な役割を担っており、組織 RAS と呼ばれている。

近年、我々はこの組織 RAS の上流に位置する（プロ）レニン受容体 [(P)RR]が、

眼内における血管内皮増殖因子（VEGF）などの炎症性サイトカインの発現を制御

し、PDR をはじめとした炎症・血管新生を特徴とする眼疾患の病態形成に関与し

ていることを示した。そこで本研究では、PDR 患者の血漿中における可溶型（プ

ロ）レニン受容体[s(P)RR]タンパク質濃度と糖尿病による全身的要因との関連

性について検討した。 

【対象と方法】 2型糖尿病に合併したPDR患者 20名と対照群として非糖尿病患者

（特発性黄斑上膜もしくは黄斑円孔）20 名の手術前に採取した血漿を用いて検

討した。血漿中における s(P)RR やプロレニン、様々な糖尿病誘発性炎症関連分

子のタンパク質濃度はマルチプレックス解析システムおよび酵素免疫測定法を

用いて測定・解析を行った。さらに、ヒト網膜血管内皮細胞を用いて種々の条件

下における遺伝子発現変化を定量的リアルタイム PCR にて解析した。 

【結果と考察】 PDR 群において血漿 s(P)RR、プロレニンおよび活性型プロレニン

が非糖尿病群に比べ高値であり、また炎症関連分子ではロイシンリッチα2グリ

コプロテイン（LRG）1、腫瘍壊死因子（TNF）-α、補体 D因子（CFD）が有意に

上昇していた。さらに、s(P)RR とそれら分子は有意な相関が認められたが、プ

ロレニンとは相関がなかった。また、臨床検査項目と s(P)RR との関連性につい

て調べたところ、腎機能障害のパラメーターである推算糸球体濾過値や血清ク

レアチニン値との相関が認められた。ヒト網膜血管内皮細胞を LRG1、TNF-α、

CFDで刺激したところ、TNF-αでのみ(P)RR/ATP6AP2遺伝子の発現が上昇したが、
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プロレニン/REN の発現は変化しなかった。また、高血糖条件下ではヒト網膜血

管内皮細胞における(P)RR/ATP6AP2とプロレニン/RENの両方の発現が上昇した。 

【結論】 慢性炎症、腎機能障害および高血糖など糖尿病誘導因子が血漿中 s(P)RR

濃度を上昇させ、さらには組織 RAS の活性化を誘導して PDR における網膜新生

血管を促進していることが示唆された。 

 

第 2 章:増殖糖尿病網膜症患者における血漿中のガレクチン−1 と炎症関連分子

との相関解析 

【背景と目的】 我々は血管新生因子ガレクチン−1がPDR患者の眼内においてVEGF

非依存的に増加していること、ガレクチン-1 の発現制御に低酸素以外に終末糖

化産物（AGEs）およびインターロイキン（IL）-1βが関与していることを明らか

にした。本研究では、血漿中ガレクチン-1 と低酸素誘導および炎症関連分子と

の相関について検討を行った。 

【対象と方法】 対象は、2型糖尿病（DM）による PDR 患者 20 例、DM の既往がない

特発性黄斑上膜および黄斑円孔患者 20 例から手術前に採取した血漿を用いて、

マルチプレックス解析システムと酵素免疫測定法で種々の血漿中タンパク質濃

度を測定した。 

【結果と考察】PDR 患者血漿中のガレクチン-1、AGEs、IL-1β濃度は、非 DM 群

に比べ有意に高値であった。さらに、PDR 群では血漿ガレクチン-1は AGEs や IL-

1β と正の相関を示したが、非 DM 群では相関はなかった。また、PDR 群と非 DM

群の両者ともに血漿中におけるガレクチン-1 は VEGF ならびに低酸素誘導分子

（IL-6、エリスロポエチンなど）との相関は認められなかった。 

【結論】 眼内と関与する細胞成分は異なるが、血漿中ガレクチン-1もAGEsとIL-

1β の経路を介した発現制御系が存在し、他の DM 合併症における様々な臓器で

の病態形成に関与していることが示唆された。 

 

第 3 章：マクロファージ様人工多能性幹細胞由来免疫抑制細胞を用いたマウス

実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎の軽症化 

【背景と目的】 ぶどう膜炎は、虹彩、毛様体、脈絡膜で構成される眼球の中間層

に生じる炎症である。これまでぶどう膜炎の治療には主としてステロイド薬、消

炎鎮痛薬、免疫抑制薬が用いられてきた。しかし、これらの治療は対症療法にす

ぎないため、減量とともに再発することが多いことや、長期投与による副作用も
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高頻度にみられることが問題となっている。そこで、疾患の根幹にあると考えら

れる過剰な自己免疫反応を抑え、対症療法に頼らない根治治療を目指すべく、免

疫抑制細胞を用いた免疫治療に着目した。本研究では、人工多能性幹細胞（iPS

細胞）から誘導したマクロファージ様 iPS 細胞由来免疫抑制細胞（iPS-SCs）を

用いて、マウス実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎（EAU）の抑制効果を検討した。 

【対象と方法】 C57BL/6J マウスに、ヒト網膜視細胞間レチノイド結合蛋白由来合

成ペプチド（hIRBPp1-20）と完全フロイントアジュバントのエマルジョンを皮下

注射して EAU を誘導した。一方、C57BL/6J マウス脾臓 B 細胞由来の iPS 細胞か

ら iPS-SCs を誘導した。治療群には iPS-SCs、対照群には溶媒のみをマウスに腹

腔内投与した。臨床的重症度を経時的に観察し、21 日目に眼球を摘出して組織

学的重症度を評価した。また、免疫後の所属リンパ節から抽出した CD4 陽性 T細

胞を抗原刺激する際に iPS-SCs を加えて、抗原特異的 T 細胞増殖反応と各種サ

イトカイン濃度を検討した。 

【結果と考察】 マウス EAU における臨床的重症度は、iPS-SCs 投与群では対照群

に比較して有意に炎症が軽症化しており、組織学的重症度においても有意な炎

症の軽症化が認められた。次に、in vitro 解析の結果、抗原特異的 T細胞の増

殖は iPS-SCs の細胞数に依存して有意に抑制されることが示された。また、こ

の T 細胞増殖抑制は iPS-SCs と他の細胞との接触がない状況下でも同様の結果

が得られたことから、iPS-SCs 由来の液性因子に T細胞増殖抑制能があると考え

られた。そして培養上清では、ぶどう膜炎の病態に関わる炎症性サイトカインで

ある TNF-αやインターフェロン（IFN）-γの産生は、iPS-SCs の細胞数依存的に

対照群と比べて有意に抑制されていた。また、iPS-SCs を含む培養上清では、免

疫抑制に関わる分子である一酸化窒素（NO）とトランスフォーミング増殖因子

（TGF）-β1濃度は有意に高値であった。 

【結論】 iPS-SCs が液性因子を分泌することで、抗原特異的 T 細胞の増殖を抑制

し、EAU における炎症病態を軽症化することが示唆された。 
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緒言 

眼球は前後径が約 24mm で外壁と内容物から構成される（図 1）。外壁は 3層

構造をなし、外膜は角膜と強膜からなり、中膜は虹彩、毛様体、脈絡膜からな

り、これら 3者を総称してぶどう膜という。内膜は、脈絡膜の内面に接する網

膜である。網膜の中心にはやや陥凹した黄斑があり、視力に最も重要な部位で

ある。内容物は、前房と後房を満たす房水と水晶体と硝子体からなる。視覚の

反応は、光が眼球の角膜から硝子体を通って網膜に達し、物理的な光エネルギ

ーが、生体エネルギーに変換され、視神経を通って視覚中枢に伝達され、感覚

として捉えられる。 

 

 

 

 

わが国はかつてない超高齢社会を迎えており、健康長寿という言葉に代表さ

れるように、眼をはじめとする感覚器（Quality of Vision）や循環器臓器の健

康を維持することは、Quality of Life の向上に直結する重要課題となってい

る。しかしながら、我々を取り巻く環境は大きく変わり、近年の生活環境や食習

慣の変化によって先進国における糖尿病の有病率は急速に増加しており、今後

も高齢化の影響で罹病期間の長い糖尿病患者が増加すると予想されている。我

�P

4�

6P

��

% �*�

$#�

	���

��

20P

�P

1P

:�9


�-

5H/�
1P
��2

�(.

1(.

����
)&�"8

5H/

���

�!),�� ���7'

図 1 ヒト眼球の構造 
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が国の視覚障害の原因疾患として、糖尿病網膜症が緑内障と網膜色素変性に次

いで多いことが知られている（白神, 2017）（図 2）。 

 

 

 

 

糖尿病網膜症の発症は、その罹病期間に依存することが知られており、近未来

において網膜症を有する糖尿病患者が増加することは、明らかである。そのた

め、今後その発症機転や病態生理の解明が一層重要であると考えられる。 

糖尿病網膜症は、糖尿病による高血糖が持続した結果、網膜の細小血管に障害

が生じて網膜の機能や形態に異常を生じ、視機能が低下する疾患である。網膜症

の病期は単純糖尿病網膜症・増殖前糖尿病網膜症・増殖糖尿病網膜症に分けられ

る（図 3）。 
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図 2 我が国の視覚障害の原因疾患 
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単純糖尿病網膜症では、視力に影響を及ぼすことは少ないが、網膜細小血管構

築の破壊が起こり、点状出血や、血管透過性亢進による網膜出血・硬性白斑（網

膜への脂肪の沈着）を生じる。その後、毛細血管壁の異常が進行し、毛細血管床

の閉塞を生じ、網膜が虚血状態になるのが、増殖前糖尿病網膜症である。この時

期には、網膜虚血による軟性白斑とともに、出血斑や網膜浮腫の増大が認められ

る。網膜の中心部である黄斑部に浮腫（黄斑浮腫）を生じると、視力低下や歪み

を惹起する。さらに、進行して網膜虚血が高度になると、それを代償するために、

新生血管が網膜や視神経乳頭に現れ、増殖糖尿病網膜症となる。新生血管は容易

に破綻して硝子体出血を生じたり、線維血管組織の形成により網膜を牽引して

網膜剥離を生じると、高度な視力低下となることがある。この新生血管の形成

は、虚血網膜から分泌される血管内皮増殖因子（VEGF）などの血管新生因子によ

って誘導される(Adamis et al., 1994)。近年、この VEGF に対する製剤が開発

され、臨床応用されたことにより、治療成績は著しく向上している。しかしなが

ら、現在でもなお臨床現場では治療抵抗性を示す症例も多く、抗 VEGF 製剤以外

の薬剤の開発や臨床応用が期待されている。 

一方、糖尿病の眼合併症として網膜症のほかに、ぶどう膜炎がある。ぶどう膜

炎は、40歳以上の中途失明原因の約 10％を占める難治性眼疾患である（図 4）。 
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図 3 糖尿病網膜症の重症度分類 
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これは、眼球の中間層である、虹彩、毛様体、脈絡膜から構成されるぶどう膜

の炎症疾患である。その多くがベーチェット病、サルコイドーシス、炎症性腸疾

患に起因するが、糖尿病、感染症、悪性腫瘍など多種多様な原因や背景をもとに

発症する。世界 25カ所を調査した研究では、現在なおベーチェット病のぶどう

膜炎患者の１／４が失明に至るという厳しい現実がある(Kitaichi et al., 

2007)。ぶどう膜炎の多くは再発する可能性のある慢性疾患で、姑息的に眼炎症

をコントロールするだけでなく、長期的観点から患者の視機能の維持を考える

必要がある。治療法は、ステロイド薬や免疫抑制薬を中心とした治療であるが、

副作用のために薬剤を使用できなかったり、治療に抵抗する症例も多い。また、

ぶどう膜炎は特に青壮年での発症が多く、患者本人はもちろん、社会的、経済的

にも極めて重要な問題といえる。 

近年、視機能予後の悪いぶどう膜炎の代表格であるベーチェット病に対して、

2007 年から生物学的製剤である抗腫瘍壊死因子（TNF）-α製剤であるインフリ

キシマブが導入され、眼炎症発作が激減し、大きな改革をもたらしている。ただ、

今のところインフリキシマブの使用はベーチェット病以外のぶどう膜炎では使

用は認められておらず、ぶどう膜炎治療には今後新たな治療戦略が必要である。 

糖尿病網膜症とぶどう膜炎は、いずれも難治性眼疾患であることから、これま

でにも数多くの研究が行われ、新たな生物学的製剤の開発が試みられている。し

11) 特徴的な眼合併症

角膜実質混濁(先天梅毒)，網膜色素変性症様の萎縮巣

や色素斑，視神経萎縮などがある．

12) 鑑別すべき疾患

サルコイドーシスや結核などが挙げられる．梅毒血清

反応より鑑別は可能である．

13) 治療

梅毒の治療は経口合成ペニシリン剤が用いられる．先

天梅毒や神経梅毒を合併した場合にはベンジルペニシリ

ンカリウムもしくはセフトリアキソンナトリウム点滴静

注が行われる92)
．本邦では梅毒性ぶどう膜炎の治療には

経口合成ペニシリン剤が用いられることが多いが，眼梅

毒の多くは神経梅毒を合併しているため，米国 CDC の

提唱するガイドラインでは神経梅毒に準じた治療を奨励

している93)
．

14) その他

HIV 感染者に合併すると重症化するが，早期治療が

開始されれば視力予後は比較的良好である94)
．本邦では

2010 年以降急激な患者数の増加がみられる．

15) 代表症例

31 歳，男性．HIV陽性者．初診時左眼視力は光覚弁，

強い毛様充血を伴い，前房内には 3＋cells の炎症がみら

れ，眼底はグレード 4＋の硝子体混濁のため透見困難で

あった．他眼には炎症所見なし．多剤併用療法は導入前

／であったが，CD4 陽性 T リンパ球数は 408／mL と比較

的良好で，RPR 256 倍，TPHA＞20,480 倍と高値を示

した．梅毒性ぶどう膜炎と診断し，ペニシリン G によ

り治療を開始したところ，前房内および硝子体内炎症細

胞は速やかに吸収し，3 か月後に矯正視力は 1.0 に改

善，RPR 64 倍，TPHA 5,120倍と低下した．

Ⅱ 非感染性ぶどう膜炎

!．HLA-B27 関連ぶどう膜炎95)〜98)

!) 原因

非感染性．

") 炎症の主な部位

前房．

#) 罹患眼

片眼性であるが，再発時には僚眼に発症することもあ

る．

$) 発症

急激．

%) 病期

再発寛解を繰り返すことがある．発作の間隔は数か

月〜数年である．

&) 疫学的特徴

性別：男性に多い．

年齢：若年者に多い．

人種：欧米人に多い．

HLA：HLA-B27，強直性脊髄炎と合併する場合，

ANTXR2遺伝子と相関．

地域：特になし．

') 診断基準

明確なものはない．

() 眼所見(図 19)

強い毛様充血，微細な角膜後面沈着物，角膜浮腫や

Descemet 膜皺襞を伴うことが多い．前房に多数の炎症

細胞やフレア，前房蓄膿(線維素が主体で粘性が高く，

中央部がやや盛り上がった不整形となることが多い)，

時に隅角蓄膿をみる．虹彩後癒着は高頻度にみられる．

硝子体混濁はあっても軽微で，視力低下となる混濁は

少ない．眼底病変は乏しいが，視神経乳頭発赤や黄斑浮

腫，網膜血管炎がみられることがある．一般に視力予後

は良好だが，線維素析出のために瞳孔領に線維素膜を形

成し，一過性に視力低下を来すことがある．また，前部

硝子体混濁残存により消炎後も数週間視力回復が遅れる

ことがある．

)) 全身所見

強直性脊椎炎，消化器病変(潰瘍性大腸炎や Crohn

病)，関節炎や尿道炎(Reiter 症候群)，鱗6を伴う紅斑

(乾癬)を合併することがある．

10) 重要な眼および全身検査所見

フルオレセイン蛍光眼底造影検査では視神経乳頭の過

蛍光がみられることがある．

強直性脊椎炎では X 線写真で竹節様脊椎(bamboo

spine)がみられる．

HLA-classⅠ検査で HLA-B 27 が陽性となる．

11) 特徴的な眼合併症

再発を繰り返すことにより，併発白内障や瞳孔ブロッ

クによる続発緑内障を来すことがある．

12) 鑑別すべき疾患

ⅰ) Behçet病(ベーチェット病)

急激に発症し前房蓄膿がみられる．前房蓄膿がニボー

を形成し，体位変換で容易に移動する点で異なる．ま

令和元年 6 月 10 日 第 2 章 各 論 665

図 19 HLA-B27 関連ぶどう膜炎の前眼部所見．

強い結膜充血，毛様充血，前房炎症とともに Descemet

膜の皺襞もみられる．粘稠で中央が隆起した前房蓄膿を

伴っている．
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図 4 急性前部ぶどう膜炎の前眼部写真 

強い結膜充血と前房炎症とともに前房下方に好中球の集簇

である白色の沈殿物（前房蓄膿）を認める。 
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かしながら、未だに現存の治療では病気の進行を抑えることができずに、失明に

至ってしまう患者も少なからず見受けられる。 

 そこで、我々は失明率の高い難治性眼疾患である糖尿病網膜症とぶどう膜炎

に対して、新たな分子を標的とした病態解明やバイオマーカーの探索、画期的な

治療法を開発することを目指し、研究を行った。第 1 章では糖尿病網膜症の標

的となりうる分子である（プロ）レニン受容体、第 2 章ではガレクチン-1 につ

いて糖尿病による全身的要因との関連性について検討を行った。第 3 章ではぶ

どう膜炎の新たな治療法の探索として、免疫抑制性細胞を用いたぶどう膜炎治

療の可能性について研究を行った。  
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略語表 

ACTB           β-actin 

AGEs           advanced glycation end products 

AngⅡ     angiotensin Ⅱ 

APC      antigen presenting cell 

ARVO           association for research in vision and ophthalmology 

AT1R           angiotensin Ⅱ receptor type 1 

bFGF           basic fibroblast growth factor 

BMP4           bone morphogenetic protein 4 

CCL2           C-C motif ligand 2 

CFA            complete Freund’s adjuvant 

CFD            complement factor D 

CRP            C-reactive protein 

DM             diabetes mellitus 

DME            diabetic macular edema 

DR             diabetic retinopathy 

EAU            experimental autoimmune uveoretinitis 

EB             embryoid body 

EDTA           ethylenediaminetetraacetic acid 

eGFR           estimated glomerular filtration rate 

ELISA          enzyme-linked immunosorbent assay 

EPO            erythropoietin 

FGF            fibroblast growth factor 

GAPDH          glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GM-CSF         granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

hIRBP          human interphotoreceptor retinoid-binding protein  

HPC            hematopoietic progenitor cell 

HRMECs         human retinal microvascular endothelial cells 

ICAM-1         intercellular adhesion molecule-1 

IFN-γ         interferon-γ 

IgG            immunoglobulin G 

IL             interleukin 
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iPS-SCs        induced pluripotent stem cell-derived suppressor cells 

IRB            institutional review board 

KD                       dissociation constant 

LDH            lactate dehydrogenase 

L-NMMA         NG-Monomethyl-L-arginine, acetate 

LPS            lipopolysaccharide 

LRG1           leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1  

MCP-1          monocyte chemoattractant protein-1 

M-CSF          macrophage colony-stimulating factor 

MHC            major histocompatibility complex 

mRNA           messenger ribonucleic acid 

MSH            melanocyte stimulating hormone 

NO             nitric oxide 

PBS            phosphate buffered salts 

PCC            pigeon cytochrome c 

PDR        proliferative diabetic retinopathy 

PlGF           placental growth factor 

(P)RR          (pro)renin receptor 

Psh            proline-modified short hairpin 

PTX            pertussis toxin 

qPCR           quantitative polymerase chain reaction 

RAS            renin-angiotensin system 

RAPS           receptor-associated prorenin system 

sCr            serum creatinine 

s(P)RR         soluble (pro)renin receptor 

TGF-β         transforming growth factor-β 

TLR4           toll-like receptor 4 

TNF-α         tumor necrosis factor-α 

VAP-1          vascular adhesion protein-1 

VCAM-1         vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF           vascular endothelial growth factor 

VEGFR2         vascular endothelial growth factor receptor 2 
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第１章 

増殖糖尿病網膜症患者における血漿可溶型（プロ）レニン受容体と

炎症関連分子の関連性解析 

 

緒言 

 糖尿病網膜症（DR）とは、糖尿病の三大合併症の一つで、高血糖により網膜微

小血管障害を生じ、それによって網膜血流障害を起こす疾患である。網膜症が進

行し、網膜に新生血管や線維血管組織を形成する増殖糖尿病網膜症（PDR）（図

1-1）まで至ると、血管新生緑内障や牽引性網膜剥離を併発し、重篤な視力障害

を起こす。糖尿病網膜症の病態に関しては、慢性炎症による網膜への白血球浸潤

が関与していることが知られている(Ishida et al., 2003; Miyamoto et al., 

1999)。近年の生活習慣病の増加により、この慢性炎症が眼球のみならず様々な

臓器で遷延化し、組織リモデリングから機能障害をきたすことが指摘されてい

る。 

 

 

 

 

 

 

 

レニン・アンジオテンシン系（RAS）は、肝臓で作られたアンジオテンシノーゲ

ンが、腎臓で産生・分泌されたレニンによりアンジオテンシンⅠとなり、さらに
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図 1-1 正常な眼底と増殖糖尿病網膜症の眼底写真 
（A）正常な眼底。 

（B）増殖糖尿病網膜症の眼底。網膜の前面に新生血管を伴った

線維血管組織が認められる。 
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アンジオテンシン変換酵素によってアンジオテンシンⅡ（AngⅡ）に変換される。

最終活性ペプチドであるこの AngⅡは、血管平滑筋や腎尿細管に存在する 1 型

AngⅡ受容体（AT1R）に作用し、血圧や体液を調節する循環ホルモンシステムで

ある。そして、その阻害剤は高血圧治療薬として広く使われている。しかし、近

年では臓器局所に RAS 関連分子が発現・局在しており、臓器局所では、細胞の分

化と増殖、炎症、線維化などに関与して組織の修復など生理的な役割を担ってい

る。そして、前者は循環 RAS、後者は組織 RAS と呼ばれている（図 1-2）。 

 

 

 

 

 

 

近年の研究で、糖尿病などの生活習慣病の発症や進行には組織 RAS の活性化

が関わっていることが明らかになった(Brenner et al., 2001; Takahashi et 

al., 2007)。また、正常血圧の糖尿病患者に RAS 抑制薬を投与すると網膜症の

進行が抑えられる(Chaturvedi et al., 1998)という報告があり、我々の先行研

究でもストレプトゾトシン誘導糖尿病モデルで、網膜における AngⅡや AT1R の

発現が上昇し、組織 RAS の活性化が認められた(Nagai et al., 2007)。このこ
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図 1-2 レニン・アンジオテンシン系 (RAS) 
血圧や体液を調整する循環 RAS と、臓器局所で細胞の分化や増殖など

に関与し組織の修復を行う組織 RAS がある。 
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とから、組織 RAS が糖尿病網膜症の発症や進行に関与していることが示唆され

ている。 

さらに、我々は組織 RAS の上流に位置する（プロ）レニン受容体 [(P)RR]が、

眼内における血管内皮増殖因子（VEGF）などの炎症性サイトカインの発現を制御

し、PDR をはじめとした炎症・血管新生を特徴とする眼疾患の病態形成に関与し

ていることを示した(Kanda et al., 2012, 2013)。この病態概念を我々は受容

体結合プロレニン系（receptor-associated prorenin system: RAPS）と呼ぶ（図

1-3）。これはレニンの不活性酵素前駆体であるプロレニンが、まず (P)RR と結

合し立体構造変化を起こし、活性型プロレニンとなる。続いて、活性型プロレニ

ンが RAS による経路と RAS 非依存的な経路の 2 つの経路によって、細胞内シグ

ナルを活性化し、炎症や血管新生を生じる。RAPS は、眼組織のみならず腎臓や

心臓などの病態モデルにおいても認められ、糖尿病患者の眼内だけではなく全

身でも糖尿病の病態に関与している可能性がある。そこで、本研究では PDR 患

者の血漿中の可溶型(P)RR [s(P)RR]、プロレニンといった RAS 関連分子と炎症

関連分子濃度を測定・解析することで、RAS 関連分子と慢性炎症などの糖尿病が

誘発する全身因子との因果関係について調べた。 
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図 1-3 受容体結合プロレニン系 (RAPS) 
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実験方法 

１．臨床検体 

 2012 年から 2014 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 2 型糖尿病による PDR 患者（20 例男性 7 例、女性 13 例、平均年齢 62.40±

1.95 歳）と対照群として非糖尿病（特発性黄斑上膜もしくは黄斑円孔）患者（20

例男性 10例、女性 10例、平均年齢 63.35±0.96）において術前に採取された血

漿を用いた。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 No.011-0172）、｢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。 

 

２．Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)   

 血漿中のプロレニン、s(P)RR、ロイシンリッチα2グリコプロテイン（LRG）1

濃度は、ヒトプロレニン（Abcam, Cambridge, UK）、s(P)RR（Immuno-Biological 

Laboratories, Gunma, Japan）、LRG1（Immuno-Biological Laboratories）の

ELISA キットを使用し、マイクロプレートリーダー（Sunrise, männedorf, 

Switzerland）で測定した。 

また、腫瘍壊死因子（TNF）-α、補体 D因子（CFD）、白血球接着分子（VAP）

-1、単球走化性促進因子（MCP）-1/CC モチーフリガンド（CCL）2、インターフ

ェロン（IFN）-γ、インターロイキン（IL）-6、血管細胞接着分子（VCAM）-1、

細胞内接着分子（ICAM）-1、線維芽細胞増殖因子（FGF）-1、FGF-2、胎盤成長因

子（PlGF）、エンドスタチン、VEGF 濃度は、MAGPIX（Millipore, Austin, TX, 

USA）と磁気マルチプレックスビーズアッセイ用の Luminex®アッセイキット（R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA)を使用して測定した。 

活性型プロレニンはプロレニンが s(P)RR と結合することで作られ、プロレニ

ンと s(P)RR の結合における解離定数（KD）は既報に従い以下のとおり計算した

(Biswas et al., 2011)。 

KD (4.0 nmol/l) = [プロレニン] x [s(P)RR] / [活性型プロレニン]  

 

３．細胞培養 

ヒト網膜血管内皮細胞（HRMEC）（Cell Systems Corporation, Kirkland, WA, 

USA）を定常状態の血値値と同等の 5mM グルコースを含有した CS-C 完全培地
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（Cell Systems Corporation）を用いて培養した。血清を除去した後、HRMEC を

リコンビナントヒト TNF-α（PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA）と CFD（Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）と LRG1 （R&D Systems）で 24 時間刺

激して mRNA 発現量を測定した。TNF-αを中和するために、リコンビナントヒト

TNF-αをウサギ抗 TNF-α中和抗体（Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA）で 37℃15 分前処理した後に、24 時間培養し、遺伝子発現を測定した。抗

TNF-α中和抗体のコントロールとして正常ウサギ IgG 抗体（R&D Systems）を使

用した。高血糖条件では、高グルコース負荷として 30mM グルコースを含有した

CS-C 完全培地（Cell Systems Corporation）を用いて培養した。 

 

４.リアルタイム定量 PCR（qPCR） 

細胞からの全 RNA の分離と逆転写は、SuperPrep® Cell Lysis & RT Kit for 

qPCR （TOYOBO, Tokyo, Japan）を使用し、末梢血からの全 RNA の分離と逆転写

は、PAXgene® Blood RNA Isolation Kit（QIAGEN, Venlo, The Netherlands）

と GoScrip ReverseTM Transcriptase（Promega, Madison, WI, USA）を使用して

行った。使用したプライマーは以下の通りである。ATP6AP2 [(P)RR; forward 5'-

AGG CAG TGT CAT TTC GTA CC-3', reverse 5'-GCC TTC CCT ACC ATA TAC ACT 

C-3'], TNFA（TNF-α; forward 5'- ACT TTG GAG TGA TCG GCC-3', reverse 5'-

GCT TGA GGG TTT GCT ACA AC-3'）, CFD（forward 5'-GAC ACC ATC GAC CAC GAC-

3', reverse 5'-GTT GAC TAT GCC CCA GCC-3'）, LRG1（forward 5'-GTT GGA 

GAC CTT GCC ACC T-3', reverse 5'-GCT TGT TGC CGT TCA GGA-3'）, ACTB（β-

actin; forward 5'-CTG GAA CGG TGA AGG TGA CA-3', reverse 5'-AAG GGA CTT 

CCT GTA ACA ATG CA-3'）, GAPDH（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 

forward 5'-AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3', reverse 5'-TGT AGA CCA TGT 

AGT TGA GGT CA-3'）。REN（プロレニン）は TaqMan プローブ（Thermo Fisher 

Scientific）を使用し、Real-time qPCR は GoTaq qPCR Master mix（Promega）、

THUNDERBIRD Probe qPCR Mix（TOYOBO）と StepOne plus Systems（Thermo Fisher 

Scientific）を使用して行った。 

 

５．統計解析 

すべての結果は平均値±標準誤差で示した。また、各群間の比較にはスチュー

デントの T 検定を用いて解析し、相関に関してはスピアマン順位相関係数を用
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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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実験結果 

１．患者の臨床的背景 

特発性黄斑疾患患者 20名（平均年齢 63.35 ± 0.96 歳）（Non-DM 患者群）と

PDR 合併 2型糖尿病患者 20名（平均年齢 62.40 ± 1.95 歳）（PDR 患者群）の

血漿を用いて解析を行った。両群での年齢の有意差は認められず（p = 0.665）、

さらに性別でも有意差は認められなかった（p = 0.5）。患者の臨床的な背景で

は、随時血糖値（Non-DM 群 = 105.90 ± 2.95 mg/dl、PDR 群 = 159.40 ± 12.02 

mg/dl、p ＜ 0.001）と血清クレアチニン値（Non-DM 群 = 0.71 ± 0.03 mg/dl、

PDR 群 = 1.00 ± 0.11 mg/dl、p ＜ 0.05）と視力（Log 最小視角）（Non-DM 群 

= 0.71 ± 0.09、PDR 群 = 1.28 ± 0.16 mg/dl、p ＜ 0.01）は両群で有意差を

認めたが、それ以外には有意差は認めなかった（表 1-1）。 
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表 1-1 Non-DM 患者と PDR 患者の臨床像 
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２．PDR 患者血漿中 s(P)RR、プロレニン、活性型プロレニン濃度の上昇 

血漿中のs(P)RR濃度とプロレニン濃度の上昇は妊娠高血圧腎症や心不全を合

併した腎不全などの様々な病態に関与することが知られている(Amari et al., 

2016; Fukushima et al., 2013; Hamada et al., 2013; Morimoto et al., 

2014; Ohashi et al., 2016; Tan et al., 2014; Thomason et al., 2015; 

Watanabe et al., 2012)。全身における RAS 関連分子の関与を調べるために、

Non-DM 群と PDR 群の血漿中の RAS 関連分子濃度を ELISA で測定した。Non-DM 群 

[s(P)RR = 16.60 ± 0.85 ng/ml、プロレニン = 0.77 ± 0.14 ng/ml] と比較

して、s(P)RR 濃度とプロレニン濃度が PDR 群 [s(P)RR = 24.34 ± 1.72 ng/ml、

プロレニン = 2.33 ± 0.40 ng/ml、p ＜ 0.01] で有意に上昇していた。さら

に、活性型プロレニン濃度は、Non-DM 群（2.48 ± 0.57 pmol/l）に比べて PDR

群（11.04± 2.40 pmol/l）では有意に上昇していた（p ＜ 0.01）。一方で、

PDR 群の血漿中 s(P)RR 濃度とプロレニン濃度の間には有意な相関は認められな

かった（図 1-4）。 

 

 

L
E
4
,
N
M
*
2
F
>

�
�
�
�
�
4
 

L
E
4
�
�
0
 
1
1
F
>

�
�
�
�
�
4
 

L
E
4
D
?
;
,
N
M
*
2
F
>

�
�
�
�
4
�
4
 

L
E
4
�
�
0
 
1
1
F
>

�
�
�
�
�
4
 

LE4,NM*2F> �����4 

:	�( /���-.@K 0-1@K!LE4M*2lN8<!CM
o
pLE4��0 11F>o�pLE4,NM*2F>o,pLE4D?;,NM*2F>

o-p0-1@KLE4��0 11F> ,NM*2F>!HloC+A-2!m6Hl8Ap
nG"T�!B2,/#I<�9g
�R�TT��)����	�CD.P(2)!2B=�
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（A）血漿中s(P)RR 濃度（B）血漿中プロレニン濃度（C）血漿中活性型プロレニン濃度 
（D）PDR 患者血漿中 s(P)RR 濃度とプロレニン濃度の相関（スピアマンの順位相関分析） 

黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。＊＊p < 0.01,スチューデントの T検定。 

p = 0.17 
r = 0.32 
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３．PDR 患者血漿中 s(P)RR 濃度と腎機能障害パラメーターとの相関 

血漿中の s(P)RR 濃度は、心不全や腎不全や本態性高血圧の患者では、腎機能

障害の指標である推算糸球体濾過値（eGFR）と負の相関があると報告されている

(Fukushima et al., 2013; Hamada et al., 2013; Morimoto et al., 2014)。

そこで、血漿中 s(P)RR 濃度と腎機能障害パラメーターである eGFR と血清クレ

アチニン値（sCr）との相関について調べた。結果、Non-DM 群では血漿中の s(P)RR

濃度と腎機能障害パラメーターとの間には有意な相関が認められなかったのに

対し、PDR 群では血漿中の s(P)RR 濃度と eGFR との間には有意な負の相関（p = 

0.006, r = -0.59）があり、sCr との間には有意な正の相関（p = 0.037, r = 

0.47）が認められた。一方で、血漿中のプロレニン濃度は、Non-DM 群と PDR 群

ともに、eGFR や sCr との間に有意な相関は認められなかった(図 1-5)。 

 

 

 

 

 

このことは、血漿中 s(P)RR 濃度は糖尿病における腎機能障害の指標となる可

能性を示している。 

Plasma protein levels of s(P)RR were not correlated with those of prorenin in the PDR group
(p = 0.17, r = 0.32; Fig 1D), suggesting a potential difference between s(P)RR and prorenin in
their upstream regulatory stimuli.

Correlations between plasma s(P)RR and renal dysfunction parameters

Previous studies showed that increased plasma s(P)RR levels were negatively correlated with
estimated glomerular filtration rate (eGFR) in patients with heart and kidney failure and
essential hypertension [13–15]. In the PDR group, plasma s(P)RR levels showed significant
negative and positive correlations with eGFR (p = 0.006, r = -0.59) and sCr (p = 0.037,
r = 0.47), respectively (Fig 2A and 2B), out of clinical parameters examined (Table 1). In con-
trast, there were no correlations between these renal dysfunction parameters and the plasma
levels of prorenin (eGFR, p = 0.160, r = -0.326; sCr, p = 0.164, r = 0.324) (Fig 2C and 2D) or
activated prorenin (eGFR, p = 0.088, r = -0.39; sCr, p = 0.066, r = 0.42) (data not shown), sug-
gesting a susceptibility of s(P)RR over prorenin and activated prorenin to the kidney changes
in diabetes.

Fig 2. Correlations between plasma s(P)RR and renal dysfunction parameters. Correlations between s
(P)RR and renal dysfunction parameters eGFR (A) and sCr (B) in the plasma of patients with PDR. (n = 20,
Spearman rank correlation). Correlations between prorenin and renal dysfunction parameters eGFR (C) and
sCr (D) were not detected in the plasma of patients with PDR (n = 20, Spearman rank correlation).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g002
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図 1-5 PDR 患者の血漿中 RAS 関連分子と腎機能障害パラメーターとの相関 
（A）血漿中 s(P)RR 濃度と eGFR（B）血漿中 s(P)RR 濃度と sCr 
（C）血漿中プロレニン濃度と eGFR 
（D）血漿中プロレニン濃度と sCr との相関（スピアマンの順位相関分析） 
黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。 
eGFR:推算糸球体濾過値、sCr:血清クレアチニン値。 

p = 0.006 
r = -0.59 

p = 0.037 
r = 0.47 

p = 0.160 
r = -0.326 

p = 0.164 
r = 0.324 
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４．PDR 患者血漿中における炎症や血管新生に関わる分子濃度  

糖尿病により長期間高血糖が続くと、ポリオール経路やプロテインキナーゼ C

活性化など、いくつかの経路が活性化する(Graves and Kayal, 2008)。これら

の経路の活性化が糖尿病患者の血漿中では、TNF-αや VAP-1 といった炎症関連

分子を上昇させ、臓器で慢性炎症を起こすことが知られている(Doganay et al., 

2002; Graves and Kayal, 2008; Guha et al., 2000; Shanmugam et al., 2003; 

Yoshikawa et al., 2013)。そこで、PDR 患者の血漿中で上昇する s(P)RR と関連

のある炎症関連分子を探索するために、炎症や血管新生に関連のある様々な分

子濃度を測定した。その中では、PDR 患者では、Non-DM 患者に比べて血漿中の

TNF-α、CFD、LRG-1、VAP-1 濃度が有意に上昇していた(TNF-α = 0.45 ± 0.04 

vs. 0.34 ± 0.02 pg/ml, p = 0.015; CFD = 542.81 ± 67.37 vs. 362.40 ± 

22.36 ng/ml, p = 0.018; LRG1 = 13.28 ± 1.33 vs. 7.68 ± 0.93 μg/ml, p 

= 0.001; VAP- 1 = 38.41 ± 1.69 vs. 22.25 ± 1.04 ng/ml, p < 0.001)（表

1-2）。 
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５．PDR 患者血漿中 RAS 関連分子濃度と炎症関連分子濃度との相関 

PDR 患者の血漿中で上昇していた TNF-α、CFD、LRG1、VAP-1 濃度と s(P)RR 濃

度との相関について解析した。TNF-α、CFD、LRG1 濃度は s(P)RR 濃度との間に

有意な正の相関が認められたが（TNF-α, p = 0.003, r = 0.64; CFD, p = 0.027, 

r = 0.49; LRG1, p = 0.0005, r = 0.71)、VAP-1 濃度との相関は認められなか

った（p = 0.532, r = -0.15）。なお、対照群である Non-DM 群ではすべての分

子において s(P)RR 濃度との間に有意な相関は認められなかった(図 1-6)。 

 

 

  

(P)RR in PDR patients (TNF-α, p = 0.003, r = 0.64; CFD, p = 0.027, r = 0.49; LRG1, p = 0.0005,
r = 0.71) (Fig 3A–3C). However, no correlation between plasma s(P)RR and VAP-1 was found
in PDR (p = 0.532, r = -0.15) (Fig 3D).

Next, we examined correlations between prorenin and these 4 molecules. Plasma CFD
levels showed a significant correlation with prorenin levels in PDR patients (p = 0.020,
r = 0.517), but not others (TNF-α, p = 0.07, r = 0.410; LRG1, p = 0.888, r = 0.034; VAP-1,
p = 0.152, r = 0.333) (Fig 4A–4D).

Finally, correlations between activated prorenin and these 4 molecules were evaluated.
Plasma protein levels of TNF-α and CFD, but not LRG1 or VAP-1, were significantly corre-
lated with activated prorenin levels in PDR patients (TNF-α, p = 0.017, r = 0.527; CFD,
p = 0.005, r = 0.603; LRG1, p = 0.185, r = 0.309; VAP-1, p = 0.311, r = 0.239) (Fig 5A–5D).
These results (Figs 3–5) showed that VAP-1 was the only protein having no correlation with
any of these RAS initiators, suggesting its RAS-independent regulatory mechanism.

To examine mRNA expression of the RAS-related inflammatory molecules (TNF-α, CFD
and LRG1), (P)RR (gene code: ATP6AP2) and prorenin (gene code: REN) in peripheral
whole blood samples, we carried out real-time qPCR analyses. Real-time qPCR analyses
showed that TNFA and CFD mRNA levels were significantly higher in the PDR group (CFD,
fold change = 1.65, p< 0.05; TNFA, fold change = 1.91, p< 0.01) than in the non-DM group

Fig 3. Correlations between s(P)RR and inflammatory mediators elevated in the plasma of PDR
patients. Correlations between s(P)RR and inflammatory mediators TNF-α (A), CFD (B), LRG1 (C) and VAP-
1 (D) in the plasma of patients with PDR (n = 20, Spearman rank correlation).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g003

Involvement of plasma (P)RR in the pathogenesis of PDR
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図 1-6 PDR 患者の血漿中 s(P)RR 濃度と炎症関連分子濃度との相関 
（A）血漿中 s(P)RR 濃度と TNF-α濃度との相関（B）血漿中 s(P)RR濃度と CFD 濃度との相関 
（C）血漿中 s(P)RR 濃度と LRG1 濃度との相関 （D）血漿中 s(P)RR 濃度と VAP-1 濃度との相関 

  黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 
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次に、プロレニンと炎症関連分子との相関を調べたところ、PDR 患者では CFD

のみ有意な相関が認められた（p = 0.020,r = 0.517）が、それ以外の TNF-α、

LRG1、VAP-1 では有意な相関が認められなかった（TNF-α, p = 0.07, r = 0.410; 

LRG1, p = 0.888, r = 0.034; VAP-1, p = 0.152, r = 0.333）（図 1-7）。 

 

 

  

(S1A and S1B Fig). There were no significant differences in LRG1 or ATP6AP2 gene expression
between the groups (LRG1, fold change = 1.37, p> 0.05; ATP6AP2, fold change = 1.07,
p> 0.05) (S1C and S1D Fig). REN mRNA levels were not detectable. The results suggested
that diabetes-induced upregulation of s(P)RR, prorenin and LRG-1 did not stem from circulat-
ing leukocytes.

TNF-α- and glucose-induced expression of RAS initiators in retinal
vascular endothelial cells

Previously, our surgical sample data on human PDR eyes demonstrated tissue co-localization
of both (P)RR and prorenin in neovascular endothelial cells harboring s(P)RR-shedding prote-
ases such as furin and ADAM19, suggesting that the major source of s(P)RR elevated in PDR
eyes was attributable, at least in part, to retinal vascular endothelial cells [4]. In agreement with
the present data showing that diabetes-associated plasma s(P)RR elevation did not depend on
leukocytes (S1D Fig), we used retinal vascular endothelial cells in the following experiments
(Fig 6, S2 and S3 Figs), in order to detect diabetes-related upstream stimuli for the RAS initia-
tors (P)RR and prorenin.

To study cause-effect relationships between the RAS initiators and the RAS-related inflam-
matory molecules (TNF-α, CFD and LRG1), we examined (P)RR/ATP6AP2 and prorenin/

Fig 4. Correlations between prorenin and inflammatory mediators elevated in the plasma of PDR
patients. Correlations between prorenin and inflammatory mediators TNF-α (A), CFD (B), LRG1 (C) and
VAP-1 (D) in the plasma of patients with PDR (n = 20, Spearman rank correlation).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g004

Involvement of plasma (P)RR in the pathogenesis of PDR
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図 1-7 PDR 患者の血漿中プロレニン濃度と炎症関連分子濃度との相関 
（A）血漿中プロレニン濃度と TNF-α濃度との相関 
（B）血漿中プロレニン濃度と CFD 濃度との相関 
（C）血漿中プロレニン濃度と LRG1 濃度との相関  
（D）血漿中プロレニン濃度と VAP-1 濃度との相関 
 黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 
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活性型プロレニン濃度と炎症関連分子濃度との相関を調べたところ、PDR 患者

では TNF-α濃度と CFD 濃度で有意な相関が認められたが、LRG1、VAP-1 濃度で

は有意な相関が認められなかった（TNF-α, p = 0.017, r = 0.527; CFD, p = 

0.005, r = 0.603; LRG1, p = 0.185, r = 0.309; VAP-1,  p = 0.311, r = 

0.239）（図 1-8）。 

 

  

 

 

 

 

 

以上の結果から、VAP-1 はどの RAS 関連分子とも相関は認められず、RAS 非依

存的な機構で制御されていると示唆される。  

REN mRNA expression levels treated with these molecules in HRMECs. Although neither
administration with CFD nor LRG1 to HRMECs affected ATP6AP2 or REN mRNA levels
(S2A–S2D Fig), we found that TNF-α stimulation to HRMECs significantly increased the
mRNA levels of ATP6AP2 (3 ng/ml, fold change = 1.36, p> 0.05; 10 ng/ml, fold change = 1.66,
p< 0.01; 30 ng/ml, fold change = 1.99, p< 0.01), but not REN (3 ng/ml, fold change = 1.23,
p> 0.05; 10 ng/ml, fold change = 1.03, p> 0.05; 30 ng/ml, fold change = 1.02, p> 0.05), com-
pared to those of controls in a dose-dependent manner (Fig 6A and 6B), in consistence with
the absent correlation between s(P)RR and prorenin in the plasma of PDR patient (Fig 1D).

To confirm TNF-α-induced ATP6AP2 mRNA expression in HRMECs, we used anti-TNF-
α neutralizing antibody to examine the expression levels of ATP6AP2. TNF-α-induced upregu-
lation of ATP6AP2 gene expression was significantly suppressed by pretreatment with anti-
TNF-α neutralizing antibody (fold change = 0.96, p< 0.01) compared to control normal IgG
treatment (fold change = 1.51) (Fig 6C). In addition, we investigated whether administration
of prorenin or angiotensin II with or without their receptor blockers to HRMECs changes
TNFA, CFD and LRG1 mRNA levels. However, there were no significant differences in gene
expression under any of the conditions (p> 0.05) (S3A–S3C Fig).

It has been reported that (P)RR and prorenin were upregulated in podocytes and mesangial
cells treated with high glucose [36, 37]. We examined whether ATP6AP2 and REN mRNA lev-
els change in HRMECs under high-glucose stimulation. Consequently, both ATP6AP2 and

Fig 5. Correlations between activated prorenin and inflammatory mediators elevated in the plasma of
PDR patients. Correlation between activated prorenin and inflammatory mediators TNF-α (A), CFD (B),
LRG1 (C) and VAP-1 (D) in the plasma of patients with PDR (n = 20, Spearman rank correlation).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g005

Involvement of plasma (P)RR in the pathogenesis of PDR
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図 1-8 PDR 患者の血漿中活性型プロレニン濃度と炎症関連分子濃度との相関 
（A）血漿中活性型プロレニン濃度と TNF-α濃度との相関 
（B）血漿中活性型プロレニン濃度と CFD 濃度との相関 
（C）血漿中活性型プロレニン濃度と LRG1 濃度との相関 
（D）血漿中活性型プロレニン濃度と VAP-1 濃度との相関 
 黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 

p = 0.017 
r = 0.527 
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6．PDR 患者白血球中の RAS 関連分子と炎症関連分子の mRNA 発現 

RAS に関連する炎症関連分子（TNF-α、CFD、LRG1）、(P)RR（ATP6AP2）、プロ

レニン（REN）の白血球における mRNA 遺伝子発現をリアルタイム定量 PCR で調

べた。その結果、TNFA と CFD の mRNA は PDR 群では Non-DM 群に比べて有意に上

昇していた(TNFA, fold change = 1.91, p < 0.01; CFD, fold change = 1.65, 

p < 0.05)。LRG1 と ATP6AP2 は PDR 群と Non-DM 群で有意差は認められなかった

（LRG1, fold change = 1.37, p > 0.05; ATP6AP2, fold change = 1.07, p > 

0.05）（図 1-9）。 

 

  

 

 

 

REN mRNA は検出されなかった。これらの結果は LRG1 や s(P)RR やプロレニン

は循環血液中の白血球由来ではないことを示唆している。  
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Hase et al., S1 Fig

S1 Fig. mRNA expression levels of inflammatory mediator and RAS initiators in peripheral 
whole blood samples. 
Relative RNA expression levels of TNFA (A), CFD (B), LRG1 (C) and ATP6AP2 (D) in peripheral 
whole blood from the non-DM and PDR subjects.  n = 20 in each group, *p < 0.05, and **p < 0.01.  
Statistical analysis was performed using the Student’s t test following the ANOVA.
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Hase et al., S1 Fig

S1 Fig. mRNA expression levels of inflammatory mediator and RAS initiators in peripheral 
whole blood samples. 
Relative RNA expression levels of TNFA (A), CFD (B), LRG1 (C) and ATP6AP2 (D) in peripheral 
whole blood from the non-DM and PDR subjects.  n = 20 in each group, *p < 0.05, and **p < 0.01.  
Statistical analysis was performed using the Student’s t test following the ANOVA.

R
el

at
iv

e 
LR
G
1 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

2.5

0

10

7.5

5

Non-DM PDR R
el

at
iv

e 
AT
P
6A
P
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

2

1

0

5

4

3

Non-DM PDR

R
el

at
iv

e 
C
FD

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

Non-DM PDR

2.5

0

10

7.5

5

*

A B

C D

R
el

at
iv

e 
TN
FA

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

2.5

0

10

7.5

5

Non-DM PDR

**

Hase et al., S1 Fig

S1 Fig. mRNA expression levels of inflammatory mediator and RAS initiators in peripheral 
whole blood samples. 
Relative RNA expression levels of TNFA (A), CFD (B), LRG1 (C) and ATP6AP2 (D) in peripheral 
whole blood from the non-DM and PDR subjects.  n = 20 in each group, *p < 0.05, and **p < 0.01.  
Statistical analysis was performed using the Student’s t test following the ANOVA.
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S1 Fig. mRNA expression levels of inflammatory mediator and RAS initiators in peripheral 
whole blood samples. 
Relative RNA expression levels of TNFA (A), CFD (B), LRG1 (C) and ATP6AP2 (D) in peripheral 
whole blood from the non-DM and PDR subjects.  n = 20 in each group, *p < 0.05, and **p < 0.01.  
Statistical analysis was performed using the Student’s t test following the ANOVA.
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図 1-9 患者末梢血における炎症関連分子と RAS 関連分子の遺伝子発現変化 
（A)TNFA (B)CFD (C)LRG1 (D)ATP6AP2 mRNA発現変化 
各群 n = 20, **p < 0.01, *p < 0.05, スチューデントの T検定。 
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7．網膜血管内皮細胞における TNF-αとグルコースによる RAS 関連分子の誘導  

これまでの我々の研究で、PDR 患者の線維血管組織において、(P)RR とプロレ

ニンが網膜新生血管の内皮細胞に共局在することを報告した(Kanda et al., 

2012)。さらに、上述 6 の解析で血漿中の s(P)RR の上昇は、白血球由来でない

ことがわかったので、in vitro では(P)RR やプロレニンを制御している上流の

分子を同定するために、培養ヒト網膜血管内皮細胞（HRMEC）を用いた解析を次

に行った。 

RAS関連分子と血漿中濃度の相関が認められた炎症関連分子TNF-α、CFD、LRG1

との因果関係を検証するために、HRMEC においてこれらの炎症関連分子で刺激し

た際の(P)RR/ATP6AP2 とプロレニン/REN の mRNA 発現量の変化について調べた。

結果、TNF-αで刺激した際には REN 発現量は変化がなかった（3 ng/ml, fold 

change = 1.23, p > 0.05; 10 ng/ml, fold change = 1.03, p > 0.05; 30 

ng/ml, fold change = 1.02, p > 0.05）（図 1-10B）のに対して、ATP6AP2 発

現量は濃度依存的に有意に上昇した（3 ng/ml, fold change = 1.36, p > 0.05; 

10 ng/ml, fold change = 1.66, p < 0.01; 30 ng/ml, fold change = 1.99, p 

< 0.01）（図 1-10A）。さらに、HRMEC において TNF-α刺激によって上昇した

ATP6AP2 発現が、対照となる正常 IgG 抗体では抑制されなかった（fold change 

= 1.51）のに対して、TNF-αの中和抗体の事前投与によって抑制された（fold 

change = 0.96, p < 0.01）（図 1-10C）。 

 

 

 

 

REN mRNA expression levels were higher in HRMECs applied with high glucose at 30 mM
than in those with osmolality-controlled 5-mM glucose (ATP6AP2, fold change = 1.41,
p< 0.05; REN, fold change = 1.65, p< 0.05) (Fig 6D and 6E), but no change was detected in
TNFA gene expression (Fig 6F).

Discussion

This study demonstrates, for the first time to our knowledge, the following important data on
several systemic factors related to s(P)RR in the blood circulation of patients with PDR. Plasma
levels of the RAS initiators s(P)RR, prorenin and activated prorenin increased in the PDR
group (Fig 1), which was characterized by hyperglycemia, renal dysfunction, and vision loss
(Table 1), when compared with the non-DM group. Renal dysfunction parameters were corre-
lated with plasma s(P)RR, but not prorenin or activated prorenin (Fig 2). Of various biochemi-
cal mediators examined, TNF-α, CFD, LRG1 and VAP-1 increased in the plasma of PDR
patients (Table 2). Importantly, some of these inflammation-related molecules were correlated
with the RAS initiators: s(P)RR with TNF-α, CFD and LRG1 (Fig 3); prorenin with CFD (Fig
4); activated prorenin with TNF-α and CFD (Fig 5). Among these RAS-related inflammatory

Fig 6. TNF-α- and glucose-induced expression of RAS initiators in retinal vascular endothelial cells. (A, B)
ATP6AP2 and REN mRNA expression levels in HRMECs stimulated by inflammatory mediators. After serum
starvation, HRMECs were treated with recombinant human TNF-α (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 hours and processed
for analysis to detect mRNA expression levels of ATP6AP2 (A) and REN (B). n = 6, **p < 0.01, Student’s t test. (C) For
TNF-α neutralization bioassay, recombinant human TNF-α at 10 ng/ml was pre-incubated with 200 ng/ml of rabbit anti-
TNF-α neutralizing antibody. n = 6, **p < 0.01, Student’s t test. (D-F) HRMECs were incubated with the medium
containing 30-mM glucose for 72 h, and ATP6AP2 (D), REN (E) and TNFA (F) gene expression levels were analyzed.
n = 6, *p < 0.05, Student’s t test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g006
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図 1-10 網膜血管内皮細胞における TNF-α刺激による RAS 関連分子の 

遺伝子発現変化 
（A）組換えヒト TNF-α(0,3,10,30 ng/ml）添加 24時間後の ATP6AP2 mRNA発現 
（B）組換えヒト TNF-α(0,3,10,30 ng/ml）添加 24時間後の REN mRNA発現 
（C）TNF-α中和試験。ウサギ抗 TNF-α抗体（200 ng/ml）前処理後、 

組換えヒト TNF-α（10 ng/ml）添加 24時間後の ATP6AP2 mRNA発現 
n = 6, **p < 0.01,スチューデントの T検定。 
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一方、CFD や LRG1 で刺激しても、対照群に比べて HRMEC の ATP6AP2 や REN の

発現量に変化は認められなかった（図 1-11）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

以上の結果から、TNF-αが(P)RR の上流に存在し、ATP6AP2 の発現を誘導して

いると考えられる。 

  

R
el

at
iv

e 
R
E
N

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30
LRG1 (ng/ml)LRG1 (ng/ml)

R
el

at
iv

e 
AT
P
6A
P
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30

0

1

2

3

R
el

at
iv

e 
R
E
N

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

CFD (ng/ml)
0 3 10 30

R
el

at
iv

e 
AT
P
6A
P
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30
CFD (ng/ml)

A B

C D

Hase et al., S2 Fig

S2 Fig. (P)RR/ATP6AP2 and Prorenin/REN mRNA in HRMECs treated with CFD or LRG1. 
(P)RR/ATP6AP2 (A, C) and Prorenin/REN (B, D) mRNA expression levels in HRMECs 
stimulated by inflammatory molecules.  After serum starvation, HRMECs were treated with 
recombinant human (A, B) CFD or (C, D) LRG1 (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 h and processed 
for analysis to detect mRNA expression levels of REN and ATP6AP2.  n = 6.  Statistical analysis 
was performed using the Student’s t test following the ANOVA.
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(P)RR/ATP6AP2 (A, C) and Prorenin/REN (B, D) mRNA expression levels in HRMECs 
stimulated by inflammatory molecules.  After serum starvation, HRMECs were treated with 
recombinant human (A, B) CFD or (C, D) LRG1 (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 h and processed 
for analysis to detect mRNA expression levels of REN and ATP6AP2.  n = 6.  Statistical analysis 
was performed using the Student’s t test following the ANOVA.
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stimulated by inflammatory molecules.  After serum starvation, HRMECs were treated with 
recombinant human (A, B) CFD or (C, D) LRG1 (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 h and processed 
for analysis to detect mRNA expression levels of REN and ATP6AP2.  n = 6.  Statistical analysis 
was performed using the Student’s t test following the ANOVA.

R
el

at
iv

e 
R
E
N

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30
LRG1 (ng/ml)LRG1 (ng/ml)

R
el

at
iv

e 
AT
P
6A
P
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30

0

1

2

3

R
el

at
iv

e 
R
E
N

 m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

CFD (ng/ml)
0 3 10 30

R
el

at
iv

e 
AT
P
6A
P
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

0

1

2

3

0 3 10 30
CFD (ng/ml)

A B

C D

Hase et al., S2 Fig

S2 Fig. (P)RR/ATP6AP2 and Prorenin/REN mRNA in HRMECs treated with CFD or LRG1. 
(P)RR/ATP6AP2 (A, C) and Prorenin/REN (B, D) mRNA expression levels in HRMECs 
stimulated by inflammatory molecules.  After serum starvation, HRMECs were treated with 
recombinant human (A, B) CFD or (C, D) LRG1 (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 h and processed 
for analysis to detect mRNA expression levels of REN and ATP6AP2.  n = 6.  Statistical analysis 
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図 1-11 網膜血管内皮細胞における CFD と LRG1 刺激による RAS 関連分子の 

遺伝子発現変化 

（A)(B）血清除去後、組換えヒト CFD 添加 24時間後 (0, 3, 10, 30 ng/ml)の 
ATP6AP2 と REN mRNA発現 

（C)(D) 血清除去後、組換えヒト LRG1 添加 24時間後 (0, 3, 10, 30 ng/ml)の 
ATP6AP2 と REN mRNA発現 

  n = 6, スチューデントの T検定。 
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(P)RR やプロレニンが腎臓の糸球体上皮細胞やメサンギウム細胞では高グル

コース条件下では発現が上昇する(Huang and Siragy, 2009; Li and Siragy, 

2014)ことが報告されているため、高グルコース濃度（30mM）で HRMEC を 24 時

間培養し、HRMEC 中の ATP6AP2 や REN の遺伝子発現を調べた。その結果、対照群

である通常のグルコース濃度（5mM）で培養したときよりも、ATP6AP2 や REN の

発現量は有意に上昇していた（ATP6AP2, fold change = 1.41, p < 0.05; REN, 

fold change = 1.65, p < 0.05）が、TNFA の発現量は変化が認められなかった

（図 1-12）。 

 

 

  

REN mRNA expression levels were higher in HRMECs applied with high glucose at 30 mM
than in those with osmolality-controlled 5-mM glucose (ATP6AP2, fold change = 1.41,
p< 0.05; REN, fold change = 1.65, p< 0.05) (Fig 6D and 6E), but no change was detected in
TNFA gene expression (Fig 6F).

Discussion

This study demonstrates, for the first time to our knowledge, the following important data on
several systemic factors related to s(P)RR in the blood circulation of patients with PDR. Plasma
levels of the RAS initiators s(P)RR, prorenin and activated prorenin increased in the PDR
group (Fig 1), which was characterized by hyperglycemia, renal dysfunction, and vision loss
(Table 1), when compared with the non-DM group. Renal dysfunction parameters were corre-
lated with plasma s(P)RR, but not prorenin or activated prorenin (Fig 2). Of various biochemi-
cal mediators examined, TNF-α, CFD, LRG1 and VAP-1 increased in the plasma of PDR
patients (Table 2). Importantly, some of these inflammation-related molecules were correlated
with the RAS initiators: s(P)RR with TNF-α, CFD and LRG1 (Fig 3); prorenin with CFD (Fig
4); activated prorenin with TNF-α and CFD (Fig 5). Among these RAS-related inflammatory

Fig 6. TNF-α- and glucose-induced expression of RAS initiators in retinal vascular endothelial cells. (A, B)
ATP6AP2 and REN mRNA expression levels in HRMECs stimulated by inflammatory mediators. After serum
starvation, HRMECs were treated with recombinant human TNF-α (0, 3, 10 and 30 ng/ml) for 24 hours and processed
for analysis to detect mRNA expression levels of ATP6AP2 (A) and REN (B). n = 6, **p < 0.01, Student’s t test. (C) For
TNF-α neutralization bioassay, recombinant human TNF-α at 10 ng/ml was pre-incubated with 200 ng/ml of rabbit anti-
TNF-α neutralizing antibody. n = 6, **p < 0.01, Student’s t test. (D-F) HRMECs were incubated with the medium
containing 30-mM glucose for 72 h, and ATP6AP2 (D), REN (E) and TNFA (F) gene expression levels were analyzed.
n = 6, *p < 0.05, Student’s t test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g006
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図 1-12 網膜血管内皮細胞におけるグルコース刺激による RAS 関連分子と 

TNFA の遺伝子発現変化 
（A）高グルコース含有培養液（30 mM）添加24時間後の ATP6AP2 mRNA発現 
（B）高グルコース含有培養液（30 mM）添加24時間後の REN mRNA発現 
（C）高グルコース含有培養液（30 mM）添加24時間後の TNFA mRNA発現 
  n = 6, *p < 0.05,スチューデントの T検定。 
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考察 

今回我々は、PDR 患者の血漿中 s(P)RR 濃度と全身的な因子について検討をし

て、s(P)RRを中心としたPDR患者血漿中の糖尿病病態との関連を明らかにした。

RAS 関連分子である、s(P)RR、プロレニン、活性型プロレニンは Non-DM 群に比

べて PDR 群では血漿中で全て上昇していた(図 1-4)。さらに、PDR 群では血漿中

s(P)RR は全身的な臨床データの中では腎機能障害パラメーターと相関していた

（図 1-5）。また、炎症関連分子の中では TNF-α、CFD、LRG1、VAP-1 が Non-DM

群に比べて PDR 群では血漿中で上昇していた（表 1-2）。さらにその相関に検討

を行ったところ、血漿中 s(P)RR は TNF-α、CFD および LRG1 と（図 1-6）、プロ

レニンは CFD と（図 1-7）、活性型プロレニンは TNF-αおよび CFD と相関して

いた（図 1-8）。RAS 関連分子と相関の認められたこれら炎症関連分子の中で、

TNF-αは HRMEC における(P)RR の mRNA 発現を上昇させたのに対して、プロレニ

ンの mRNA 発現を上昇させることはなかった（図 1-10）。高グルコース条件下で

は、HRMEC における(P)RR とプロレニンの両方の mRNA 発現を上昇させた（図 1-

12）。以上の結果から、糖尿病によって誘発される腎機能障害や慢性炎症に関わ

る TNF-αが s(P)RR を、さらに高血糖によって s(P)RR とプロレニンの発現が誘

導されるということ（因果関係）を明らかにした。また、RAS 関連分子と炎症関

連分子との血漿中における相関関係が認められたことから、s(P)RR の血漿中濃

度上昇が腎機能障害や慢性炎症や高血糖と密接に関わっていることが示唆され

た（図 1-13）。 

 

 

 

mediators, TNF-α stimulation to retinal vascular endothelial cells upregulated the mRNA
expression of (P)RR but not prorenin, while stimulation with high glucose enhanced both (P)
RR and prorenin expression (Fig 6). These findings suggested close relationships between the
RAS initiators, especially s(P)RR, and diabetes-induced factors including chronic inflamma-
tion, renal dysfunction, and hyperglycemia (Fig 7).

The pathogenesis of diabetes includes chronic inflammation due to hyperglycemia-induced
activation of monocytes, which produce various growth factors and cytokines [26, 27]. TNF-α
is one of the major cytokines responsible for chronic inflammation in diabetes, and plays a piv-
otal role in the development of renal and retinal microvascular complications [23, 26–28].
Importantly, systemic (i.e., intravenous) injections of the anti-TNF-α antibody infliximab to
patients with diabetic macular edema led to significant visual function gains [38, 39]; however,
little or no efficacious changes were achieved by local (i.e., intravitreal) application with either
of the two different TNF-α inhibitors infliximab or adalimumab [40]. These results suggested
that diabetes-induced TNF-α elevated in the systemic circulation, rather than that locally in
the eye, contributes to the pathogenesis of retinal microvascular complications. This is also
supported by our interpretation of the potential mechanism (Fig 7) whereby systemic TNF-α
causes the tissue RAS activation in the diabetic retina; therefore, blocking intraocular TNF-α
only topically [40] was likely to be insufficient in suppressing the activity of retinopathy. Nota-
bly, the present study is the first to suggest TNF-α as an upstream regulatory factor for the
induction of (P)RR, in accordance with the central role of TNF-α in diabetic chronic inflam-
mation [23, 26–28].

Activation of the complement system is well known to engage in chronic inflammation in
diabetes [28–30]. CFD, the rate-limiting protease triggering the alternative pathway, is also
identical to adipsin, one of the adipokines, which improves the pancreatic β cell function, thus
playing a protective role in diabetes [41]. Indeed, type 2 diabetic patients with β cell failure

Fig 7. Association of plasma s(P)RR with chronic inflammation, renal dysfunction, and
hyperglycemia in patients with PDR. A schema showing diabetes-induced factors such as chronic
inflammation, renal dysfunction, and hyperglycemia as the potential regulators of plasma s(P)RR and
prorenin levels, thus initiating the RAS activation to enhance retinal neovascularization (NV), the hallmark of
PDR. Retinal NV, in turn, functions as a cellular source of these RAS initiators under hyperglycemia,
generating the vicious cycle of RAS and PDR. Arrows indicate cause-effect relations, and lines represent
correlations.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0189696.g007
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図 1-13 PDR 患者の血漿中 s(P)RR と慢性炎症、腎機能障害、高血糖との関連 

矢印は因果関係を示し、線は相関関係を示す。 
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高血糖が単球を活性化し、様々な成長因子やサイトカインを産生することで

生じる慢性炎症が、糖尿病の病態に関与していることが知られている(Guha et 

al., 2000; Shanmugam et al., 2003)。そこで、RAS 関連分子と相関が認められ

た慢性炎症に関わる三つの分子（TNF-α、CFD、LRG1）について以下に考察する。 

TNF-αは糖尿病の慢性炎症に関与する主なサイトカインであり、腎臓や網膜

の微小血管障害を引き起こすことが知られている(Flyvbjerg, 2010; Graves 

and Kayal, 2008; Guha et al., 2000; Shanmugam et al., 2003)。実際に、最

近では抗 TNF-α抗体であるインフリキシマブの静脈内投与が糖尿病黄斑浮腫の

治療に効果があり、視力を改善させたとの報告がある(Sfikakis et al., 2010; 

Sfikakis et al., 2005)。しかしながら、硝子体内注射などの局所投与では効

果がなかったという報告がある(Wu et al., 2011)。このことは、糖尿病によっ

て誘導された全身的な血液中の TNF-α濃度の上昇が、眼内の TNF-α濃度の上昇

よりも網膜症で起こる網膜微小血管の異常に影響していることを示唆している。

我々の結果からも、TNF-αが(P)RR を誘導する上流の分子であることがわかり、

TNF-αが糖尿病によって生じる慢性炎症の中心的な役割を果たしているという

既報に矛盾しない結果であった。 

CFD は脂肪細胞から特異的に産生されるセリンプロテアーゼであり、補体系副

経路の分子の一つである。補体系の活性化は糖尿病における慢性炎症に関与し

ていることが知られている(Flyvbjerg, 2010; Fujita et al., 2013; 

Ostergaard et al., 2005)。この分子は膵β細胞の機能を改善させ、糖尿病に

おいて保護的な役割を果たしている(Lo et al., 2014)。膵β細胞機能不全のあ

る患者は機能不全のない患者と比べて血中 CFD が減少している(Lo et al., 

2014)と報告されているが、肥満を伴う２型糖尿病患者では健常者よりも血中の

CFD が上昇している(Costantini et al., 2012)との報告もあり、CFD にはイン

スリン分泌を制御する良い働きと炎症メディエーターとしての悪い働きの二面

性があるといえる。今回の我々の結果では、PDR 群で血漿中の CFD は上昇してい

ることから、後者の炎症メディエーターとしての機能の方が大きいと考えられ

る。 

LRG1 はヒトの様々な組織の血管系に主に存在しており、関節リウマチや潰瘍

性大腸炎など様々な炎症性疾患のバイオマーカーとして知られている

(Fujimoto et al., 2015; Honda et al., 2016; Shinzaki et al., 2017)。そ

の他に血管新生因子としても知られており(Wang et al., 2013; Zhang et al., 
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2016)、虚血網膜から新生血管を生じるような酸素誘導網膜症モデルマウスの網

膜では LRG1 の発現が上昇している(Wang et al., 2013)という報告がある。糖

尿病に関する既報では、PDR 患者の硝子体中では LRG1 が上昇している(Wang et 

al., 2013)とされているが、糖尿病患者の血漿中の LRG1 が上昇するという報告

は、我々の報告が初めてである。 

次に、腎機能障害と(P)RR の関連について考察する。これまでに(P)RR 発現が

糖尿病腎症患者の腎臓で上昇している(Takahashi et al., 2010)という報告は

あるが、2 型糖尿病患者の血漿中の s(P)RR が、腎機能障害パラメーターである

eGFRやsCrと有意な相関が認められるというのは、我々の報告が初めてである。

今後もさらなる検討が必要と考えられるが、糖尿病患者血液中の s(P)RR 値は、

新たな糖尿病腎症の指標となり得るかもしれない。その他にも、ストレプトゾト

シン誘導糖尿病モデルマウスの腎臓において、(P)RR が上昇し、TNF-α、IL-1β

などの炎症性サイトカインを誘導することによって、腎症を進行させる

(Matavelli et al., 2010)という報告もある。すなわち、我々が明らかにした

血漿中の s(P)RR の上昇は、糖尿病腎症の病態そのものに関与している可能性が

ある。 

最後に、高血糖と(P)RR の関連について考察する。今回の我々の検討により、

高グルコース条件下では HRMEC における(P)RR/ATP6AP2 やプロレニン/REN の発

現が上昇することが示された。以前に我々は PDR 患者の増殖膜新生血管には

(P)RR やプロレニンの発現がある(Kanda et al., 2012)ことを報告しており、今

回の結果は既報と矛盾しない結果であった。さらに、腎臓のメサンギウム細胞や

糸球体上皮細胞でも高グルコースが(P)RR の発現を上昇させる(Huang and 

Siragy, 2009; Li and Siragy, 2014)という報告がある。すなわち、(P)RR は腎

臓でも網膜でも産生されるためどちらの臓器由来か区別するのが難しいが、眼

球と腎臓の臓器の大きさを考慮すると、PDR 患者血漿中の(P)RR の上昇は網膜か

らの産生よりも主に腎臓からの産生によるものであると推察される。 

ただし、今回の研究に用いた検体は手術症例に限っているため、対照群が健常

者ではなく特発性黄斑疾患患者で、患者群も増殖糖尿病網膜症に限定されてお

り、また解析に使用した検体数が 20例ずつであったことが本研究のリミテーシ

ョンである。今後、検体数を増やし、健常者を対照群に用い、さらに単純および

増殖前糖尿病網膜症など網膜症の重症度の異なる患者や網膜症のない糖尿病腎

症などの患者血液を用いた解析がさらに必要であると思われる。 
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第２章 

増殖糖尿病網膜症患者における血漿中のガレクチン−1 と炎症関連

分子との相関解析 

 

緒言 

  ガレクチンは、ガラクトース（β-ガラクトシド構造）を持った糖鎖を特異的

に認識するレクチンの総称である(Camby et al., 2006)。脊椎動物をはじめ、

線虫、昆虫などの無脊椎動物、キノコなどの真菌類にもガレクチンが存在する事

が確認されており、構造上の特長より３つのサブクループ、糖認識ドメインを１

つ持つプロト型、糖認識ドメイン１つと糖認識に関与しない短鎖反復配列から

なるキメラ型、２つの糖認識ドメインがリンカー配列で結合したタンデムリピ

ート型に分類される。そして、ガレクチンは糖鎖に親和性を示すレクチン活性の

ほか、発生、分化、形態形成、腫瘍転移、アポトーシス（細胞死）といった生命

現象に関与することが明らかになっている(Camby et al., 2006)。 

ガレクチンファミリーの一つであるガレクチン-1 は、腫瘍細胞や T 細胞など

のあらゆる細胞で、細胞接着や細胞増殖や免疫抑制に関わっている(Camby et 

al., 2006; Thijssen et al., 2007; Zhao et al., 2010)。これまでに我々は、

ガレクチン-1 が血管内皮増殖因子受容体 2（VEGFR2）に存在する N 型糖鎖に結

合して、細胞内シグナルを活性化することにより、DR において血管新生を惹起

することを明らかにした(Kanda et al., 2015)。また、手術検体を用いた検討

では、Non-DM 患者に比べて、PDR 患者の硝子体中のガレクチン−1 濃度は高値で

あり、硝子体中の VEGF 濃度とは相関せず(Kanda et al., 2015)、ガレクチン-1

が VEGF 非依存的に DR の病態に関与する血管新生因子であることを報告してき

た。 

これまでにガレクチン-1 の発現を制御する機構として、低酸素下で活性化す

る低酸素誘導因子（HIF）-1αが報告されている(Semeraro et al., 2015)。我々

も低酸素条件下において網膜血管内皮細胞におけるガレクチン-1 の発現が上昇

することを報告した(Kanda et al., 2015)。さらに、DR患者の前房水中におけ

るガレクチン-1濃度は、対照群（白内障）に比べ有意に増加しており、DRの病

期（糖尿病黄斑浮腫、PDR、血管新生緑内障）の進行に応じて上昇していた。一

方で、DRと同様に低酸素が原因で誘導される VEGF が病態形成に関与している網
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膜中心静脈分枝閉塞症や網膜中心静脈閉塞症ではガレクチン-1 タンパク質濃度

は増加していなかった。このことより DR選択的なガレクチン-1発現制御機構が

あると推察された。そこで我々は低酸素とは独立した DM病態選択的なガレクチ

ン−１の発現を制御する機構が存在すると考え、詳細な解析を行い、終末糖化産

物（AGEs）/ IL-1β経路が存在することも明らかにした(Kanda et al., 2017a)。

この経路は、持続的な高血糖により産生された AGEs がマクロファージなどの

Toll 様受容体（TLR）4 を介して炎症性サイトカインである IL-1β の発現を誘

導し、それがミュラー細胞でのガレクチン−１を上昇させる（図 2-1）。 

本研究では、眼内だけではなく、血漿中でもガレクチン-1 が病態へ関与して

いる可能性を考え、PDR 患者の血漿を用いて、血漿中ガレクチン−１と、AGEs、

IL-1β、低酸素誘導分子といった DRの病態形成への関連が報告されている分子

濃度を測定し、その相関関係について検討した。 

 

 

ミュラーグリア ERK1/2, PI3K

ガレクチン-1

VEGFR2

IL1受容体

血管新生

血管内皮細胞

TLR4

AGE

NF-κB, MAPK

高血糖

単球由来マクロファージ 
/ミクログリア 

IL-1β

VEGFR1

血管漏出

終末糖化産物

��� ���	��
��
�1� ��2���-��図 2-1 DR におけるガレクチン-1 発現制御メカニズム  
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実験方法 

１．臨床検体 

2012 年から 2014 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 PDR 患者（20例男性 7例、女性 13例、平均年齢 62.40±1.95 歳）と対照群と

して Non-DM（特発性黄斑上膜もしくは黄斑円孔）患者（20 例男性 10 例、女性

10例、平均年齢 63.35±0.96）において術前に採取された血漿を用いた。使用し

た患者の臨床像は表 1-1 に示した。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 No.011-0172）、｢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。 

 

２．ELISA 

血漿中のガレクチン-1、IL-1β、VEGF、C反応性蛋白（CRP）、IL-6 は Luminex®

アッセイキット（R&D Systems)と MAGPIX（Millipore）を使用して測定した。血

漿中の AGEs とエリスロポエチン（EPO）と血清乳酸脱水素酵素（LDH）活性は、

それぞれ OxiSelect AGE 競合 ELISA キット(Cell Biolabs, San Diego, CA, USA)

とヒトエリスロポエチン（Thermo Fisher Scientific）ELISA キットと LDH アッ

セイキット（Serotec, Hokkaido, Japan）で測定した。 

 

３．統計解析 

すべての結果は平均値±標準誤差で示した。また、各群間の比較にはスチュー

デントの T 検定を用いて解析し、相関に関してはスピアマン順位相関係数を用

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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実験結果 

1．Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 と他の関連分子濃度 

Non-DM 患者 20 例と PDR 患者 20 例の血液を用いて、DRの病態に関与するガレ

クチン-1 と、その発現を制御している AGEs/IL-1β 経路の分子や低酸素によっ

て誘導される分子との関連を調べるために、ELISA 法で血漿中の様々な分子濃度

を測定した。 

ガレクチン-1と AGEs/IL-1β経路の分子について、Non-DM 患者と PDR 患者で

比較したところ、Non-DM患者に比べて、PDR患者の血漿ではガレクチン-１、AGEs、

IL-１β濃度が有意に高値であった（図 2−2）。 
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同様に、低酸素によって誘導される分子について Non-DM 患者と PDR 患者で比

較したところ、血漿中 VEGF、CRP、IL-6、EPO、LDH 濃度は両群で有意差がなかっ

た（図 2-3）。 

 

 

 

 

 

 

血漿中ガレクチン-1と他の関連分子の測定結果のまとめを表 2-1 に示す。 
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図 2-3 Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中低酸素誘導分子濃度の比較 
（A）血漿中 VEGF 濃度（B）血漿中 CRP 濃度（C）血漿中 IL-6 濃度（D）血漿中 EPO 濃度 
（E）血漿中 LDH 濃度 
 黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。スチューデントの T検定。 

表 2-1 患者血漿中ガレクチン−１と他の関連分子濃度 
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2.Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 と関連分子との相関解析 

次に、ガレクチン-1 とそれに関連のある分子の相関について Non-DM 患者と

PDR 患者で比較した。 

 ガレクチン-1 と AGEs および IL-1βとの相関についてであるが、Non-DM 患者

では血漿中ガレクチン-１濃度は、血漿中 AGEs や IL-1β濃度との相関が認めら

れなかったのに対し、PDR 患者では血漿中ガレクチン-１濃度は血漿中 AGEs や

IL-1β濃度と正の相関が認められた（AGEs, r = 0.628, p = 0.003; IL-1β, r 

= 0.791, p < 0.001）（図 2-4）。 
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図 2-4 Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 濃度と 

AGEs, IL-1β濃度との相関 

（A）Non-DM 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と AGEs 濃度との相関 
（B）PDR 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と AGEs 濃度との相関 
（C）Non-DM 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と IL-1β濃度との相関 
（D）PDR 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と IL-1β濃度との相関 
黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。 
統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 

p = 0.730 
r = 0.082 

p = 0.086 
r = 0.393 

p = 0.003 
r = 0.628 

p < 0.001 
r = 0.791 
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さらに、AGEs と IL-1βとの相関について調べたところ、Non-DM 患者では血漿

中 AGEs 濃度と IL-1β濃度との間に相関は認められなかったのに対して、PDR 患

者では血漿中 AGEs 濃度と IL-1β濃度との間に相関が認められた（r = 0.495, p 

= 0.026）（図 2-5）。 
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図 2-5 Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中 AGEs 濃度と IL-1β濃度との相関 
（A）Non-DM 患者の血漿中 AGEs 濃度と IL-1β濃度との相関 
（B）PDR 患者の血漿中 AGEs 濃度と IL-1β濃度との相関 
黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 

p = 0.754 
r = -0.075 

p = 0.026 
r = 0.495 
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同様にガレクチン-1 と低酸素に関連する分子との相関について検討を行った

が、Non-DM 患者と同様に PDR 患者においても血漿中ガレクチン-１濃度と低酸素

によって誘導される血漿中 VEGF、CRP、IL-6、EPO、LDH 濃度との間に相関は認め

られなかった（図 2-6）。 
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図 2-6 PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 濃度と低酸素誘導分子濃度との相関 
（A）血漿中ガレクチン-1濃度と VEGF 濃度との相関  
（B）血漿中ガレクチン-1濃度と CRP濃度との相関 
（C）血漿中ガレクチン-1濃度と IL-6 濃度との相関   
（D）血漿中ガレクチン-1濃度と EPO濃度との相関  
（E）血漿中ガレクチン-1濃度と LDH濃度との相関 
 黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 

p = 0.503 
r = 0.159 

p = 0.696 
r = -0.093 

p = 0.719 
r = -0.086 

p = 0.876 
r = 0.037 

p = 0.078 
r = 0.403 
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血漿中ガレクチン-1と関連分子との相関解析のまとめの数値を表2-2に示す。 
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3.Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 と腎機能障害パラメーターと

の相関解析 

次に、ガレクチン-1と表 1-1 にある全身的な臨床データとの相関を調べたと

ころ、Non-DM 患者では血漿中のガレクチン-1 濃度と腎機能障害のパラメーター

との間に相関は認められなかったのに対して、PDR 患者では血漿中のガレクチン

-1濃度と eGFR との間に負の相関（p < 0.001, r = -0.820）が認められ、sCr と

は正の相関（p < 0.001, r = 0.741）が認められた（図 2-7）。 

 

  

Figure3

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4

sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

0

2

4

6

8

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4
sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

Figure3

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4

sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

0

2

4

6

8

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4
sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

Figure3

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4

sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

0

2

4

6

8

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4
sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

Figure3

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4

sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

0 40 80 120 160

eGFR (mL/min/1.73㎡）

0

2

4

6

8

0

2

4

6

8

0 0.6 1.2 1.8 2.4
sCr (mg/dl）

G
al

ec
tin

-1
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

in
 p

la
sm

a 
(n

g/
m

l)

F	�( 2���-1IZ(3-�IZF]N>-;.2<��le(\i[bd498=N=(FTa
e
f2���-1IZF]N>-;.2<��le(�/.�(FTae�f3-�IZF]N>-;.2<��le(�/.�(FTa

e�f2���-1IZF]N>-;.2<��le(!� (FTa e-f3-�IZF]N>-;.2<��le(!� (FTa
dnGBAFL<6:+rC#EY	�?#X_^KGMR,7<Fc@TaDK+SBD#
�/.�)�gsWoAm`C"!� )�]M.;,2P<C#

Non-DM PDR

]
N

>
-

;
.

2
<

�
�
l

e

�
�
7
�
:
�
 

]
N

>
-

;
.

2
<

�
�
l

e

�
�
7
�
:
�
 

]
N

>
-

;
.

2
<

�
�
l

e

�
�
7
�
:
�
 

�/.���:0�:�����(
:	 �/.���:0�:�����(
:	 

!� ��:7��� !� ��:7��� 

]
N

>
-

;
.

2
<

�
�
l

e

�
�
7
�
:
�
 

A B

C D

図 2-7 Non-DM 患者と PDR 患者の血漿中ガレクチン-1 濃度と 

腎機能障害パラメーターとの相関 
（A）Non-DM 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と eGFR との相関 
（B）PDR 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と eGFR との相関 
（C）Non-DM 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と sCr との相関  
（D）PDR 患者の血漿中ガレクチン-1濃度と sCr との相関  
黒点は個々のサンプルを示す。各群 20人。 
統計解析はスピアマンの順位相関分析を用いた。 
eGFR: 推算糸球体濾過値、sCr: 血清クレアチニン値。 

p = 0.415 
r = -0.193 

p < 0.001 
r = -0.820 

p = 0.135 
r = 0.346 

p < 0.001 
r = 0.741 
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考察 

DR の病態に関わるガレクチン−１の発現を制御する機構として、我々はこれま

でに眼内では AGEs を起点とした AGEs/IL-1β経路と低酸素を起点とした経路の

2つの経路があることを明らかにした(Kanda et al., 2017a; Kanda et al., 

2015)。我々の報告以外にも、DMでは、AGEs の蓄積が炎症性サイトカインを産生

することによって、微小血管障害を生じ、DR の病態である網膜の低酸素状態を

引き起こすことが報告されている(Stitt et al., 2016)。さらに、低酸素下で

は HIF-1αが、炎症に関わる分子である CRP や IL-6 の産生を誘導し、血管新生

作用のVEGFや EPOが誘導されることが知られている(Semeraro et al., 2015)。

そこで、本研究では血漿中におけるガレクチン-1と、その制御に関わる AGEs や

IL-1βや低酸素によって誘導される分子との関連について検討した。その結果、

PDR 患者の血漿では、Non-DM 患者に比べて、ガレクチン-1、AGEs、IL-1βが全て

有意に上昇しており、かつ PDR 患者では各々の分子との間に全て有意な相関も

認められた（図 2-2、図 2-4、図 2-5）。 

一方で、低酸素によって誘導される分子である VEGF、CRP、IL-6、EPO、LDH は、

Non-DM 患者と PDR 患者との間で有意差は認められず、相関も認められなかった

（図 2-3、図 2-6）。しかしながら、本研究で解析に使用した検体数は対照群と

患者群併せて 40例であった。今後、検体数を増やし、さらに糖尿病網膜症の重

症度の異なる患者などの患者血液を用いたさらに詳細な解析が必要である。 

以上のことから、眼内とは異なる細胞成分が関わっていると考えられるが、血

漿中においても AGEs および IL-1β を介してガレクチンー１の発現上昇を誘導

していること、また上昇したガレクチン-１は低酸素よりも AGEs を介した炎症

が誘因となっていることが示唆された。 

次に、血漿中のガレクチン-1と全身的な臨床データとの相関を調べたところ、

PDR 患者では腎機能障害パラメーターである eGFR と sCr との相関が認められた

（図 2-7）。これまでの報告でも、DRの発症や重症度と eGFR の低下が関連して

いることが知られている(El-Asrar et al., 2001; Man et al., 2015)が、血漿

中のガレクチン-1 濃度が PDR 患者の腎機能障害パラメーターに相関していると

いう報告はこれまでになく、我々が初めての報告である。今回の我々の報告の他

にも、DMモデルマウスの腎皮質でガレクチン-1の発現が上昇したという報告や、

ガレクチン−１の阻害が線維化マーカーであるフィブロネクチンの腎臓での発
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現を抑制した(Al-Obaidi et al., 2019)という報告があることを踏まえると、

DM腎症の発症、線維化にはガレクチン-1が関連していることが示唆される。 

血漿中のAGEsやIL-1β濃度がDRの重症度に関係している(Koleva-Georgieva 

et al., 2011; Ono et al., 1998)という報告があることから、今後は血漿中の

ガレクチン-1濃度が DRの重症度に相関があるかどうかを検討していきたい。そ

れにより、血漿中のガレクチン-1が、DR患者を管理する上でバイオマーカーや

治療のターゲットとなりうる分子かどうかを判別していきたい。  
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第 3 章 

マクロファージ様人工多能性幹細胞由来免疫抑制細胞を用いたマウ

ス実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎の軽症化 

 

緒言 

ぶどう膜炎は、虹彩、毛様体、脈絡膜で構成される眼球の中間層に生じる炎症

であり、40歳以上の中途失明原因の約 10％を占める難治性眼疾患である。解剖

学的に、虹彩などの前眼部に限局した前部ぶどう膜炎、硝子体などの中間部に限

局した中間部ぶどう膜炎、網膜や脈絡膜などの後眼部に限局した後部ぶどう膜

炎に分類される（図 3-1）。 

 

 

 

 

 

ぶどう膜炎の多くはベーチェット病やサルコイドーシスなど全身性炎症性疾

患に伴うものである。糖尿病によるぶどう膜炎も増加している。北海道大学病院

を 1994-2003 年の 10 年間に初診したぶどう膜炎患者 1,240 名の平均発症年齢は

男性 41.7 歳、女性 45.7 歳であり(Kitamei et al., 2009)、ぶどう膜炎は青壮

年での発症が多く、このことは患者本人のみならず、社会的にも極めて重要な問

題である。 

これまでぶどう膜炎の治療には主としてステロイド薬、消炎鎮痛薬、免疫抑制

薬が用いられてきた。しかし、これらの治療は対症療法にすぎないため、減量と

ともに再発することが多い。そのため、長期投与が余儀なくされ、いずれも副作
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図 3-1 前部ぶどう膜炎と後部ぶどう膜炎 
（A）前部ぶどう膜炎。結膜充血と白色の前房蓄膿（好中球の集簇）を伴う。 
（B）後部ぶどう膜炎。網膜に血管炎や滲出斑や出血を伴う。 
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用が高頻度にみられることが問題となっている。糖尿病によるぶどう膜炎では

そもそもステロイド薬を全身投与することはできない。最近では、炎症性サイト

カインを標的とした治療法の開発が進んできている。例えば、難治性ベーチェッ

ト病に対する抗 TNF-α抗体が高い有効性を示している(Ohno et al., 2004)。

しかしこれも対症療法の域を出ることはなく、治療の継続が必要である点が問

題となっており、根治治療にはほど遠いのが現実である。 

対症療法に頼らない根治治療を目指すべく、これまでにいくつかの免疫抑制

性細胞を用いたぶどう膜炎制御に関する研究が行われてきた。疾患の根幹にあ

ると考えられている過剰な自己免疫反応を、免疫抑制性細胞を用いた免疫治療

を行うことにより制御するという理論である。これまでに免疫抑制性細胞とし

て制御性 T 細胞と制御性樹状細胞の 2 種類の細胞が用いられ、マウスにおいて

研究がなされてきた。我々は、眼房水に含まれているα-メラノサイト刺激ホル

モン（MSH）およびトランスフォーミング増殖因子(TGF)-β2 によって制御性 T

細胞が誘導されること、その制御性 T 細胞を移入することによりマウス実験的

自己免疫性ぶどう膜網膜炎（EAU）を抑制することを示した(Namba et al., 2002)。

制御性樹状細胞を用いた研究は Usui Y らにより行われ、in vitro で IL-10 とと

もに誘導された制御性樹状細胞はマウス EAU を抑制することが示された(Usui 

et al., 2009)。これらの手法は遺伝的背景が同一な同系マウスでは別個体間で

の移入が可能であるが、ヒトへの臨床応用を考える際には患者本人の免疫抑制

性細胞を用いることが必須条件となる。しかしながら、in vitro で免疫抑制性

細胞を誘導・増殖させるには、得られる細胞数に限界があること、逆に免疫を増

強させ、ぶどう膜炎を誘発・増悪させるような細胞が混入するリスクがあること

が問題であった。 

共同研究者の清野ら（北海道大学遺伝子病制御研究所免疫生物分野）は人工多

能性幹細胞（iPS 細胞）からマクロファージ様 iPS 細胞由来免疫抑制細胞（iPS-

SCs）を誘導することに成功した(Sasaki et al., 2015)。マウスにおいて同種

異系間の心筋様細胞の移植に際し、事前に iPS-SCs を投与しておくことにより

移植片の生着期間が延長することを報告している。この手法を用いることによ

り患者本人の iPS 細胞から誘導した充分量の免疫抑制性細胞を得ることが可能

となり、自己免疫疾患の治療に有効であることが期待される。 

本章では、この iPS-SCs の免疫抑制能に着目し、マウス EAU における iPS-SCs

の炎症抑制効果について検討した。  
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実験方法 

１．動物 

オスの６週齢 C57BL/6J（H-2b）（Ly5.2/Cd45.2）（Japan SLC, Hamamatsu, Japan）

マウスを免疫に使用した。脾臓細胞の抽出にはメスの C57BL/6J（H-2b）

（Ly5.1/Cd45.1）（Japan SLC）を使用した。本実験におけるマウスの扱いは「国

立大学法人北海道大学動物実験に関する規定」に準拠しておこなった（承認番

号：16−0079）。また、Association for Research in Vision and Ophthalmology

（ARVO）で定められたガイドラインに基づいて実施した。 

 

２．マウス実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎（EAU）の誘導 

ヒト視細胞間レチノイド結合蛋白質由来合成ペプチド（hIRBPp1-20）（塩基配

列：GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD）は Sigma-Aldrich Japan（Tokyo, Japan）に合成・

精製を依頼した。マウスの後頚部と背部に、200μg の hIRBPp1-20 と 500μg の

結核死菌（M. tuberculosis strain H37R）を含む強化完全フロイントアジュバ

ント（CFA）（Difco, Detroit, MI, USA）との懸濁液 200μlを皮下注射して、

マウスを免疫した。追加免疫として、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）で希釈した

百日咳菌毒素（PTX）（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）0.1μgを腹腔内

投与して EAU を惹起した。免疫から約 10 日後に EAU が発症し、約 21 日後に炎

症はピークに達する(Kitamura et al., 2007)。 

 

３．iPS 細胞の作製およびマクロファージ様人工多能性幹細胞由来免疫抑制細

胞（iPS-SCs）への分化誘導 

iPS 細胞の作製は、京都大学 iPS 細胞研究所のプロトコールと既報に準じ、

C57BL/6J（Ly5.1/Cd45.1）マウス（Japan SLC）の脾臓から抽出した B 細胞に、

レトロウイルスベクターを用いて Oct3/4・Sox2・Klf4・c-Myc の 4遺伝子を導入

し、17日間培養し iPS 細胞のコロニーを得た(Takahashi and Yamanaka, 2006; 

Wada et al., 2011)。この iPS 細胞を中胚葉誘導培地 [αMEM（Thermo Fisher 

Scientific）に 20％ウシ胎児血清（GE healthcare, Chicago, IL, USA）、0.1mM

非必須アミノ酸（NACALAI TESQUE, Kyoto, Japan）、 1mM ピルビン酸ナトリウ

ム（NACALAI TESQUE）、1％ペニシリン/ストレプトマイシン（NACALAI TESQUE）、

55μM 2-メルカプトエタノール（NACALAI TESQUE）を添加して作製]に 10μg/ml

骨形成蛋白質4（BMP4）（Peprotech）と5μg/ml塩基性線維芽細胞増殖因子（bFGF）



 

 48 

（Peprotech）を添加して作製した培養液とともに低付着精細胞培養皿で 3日間

培養した。3 日目に上記培養液を中胚葉誘導培地に 5μg/ml bFGF と 10μg/ml 

VEGF（Peprotech）を添加した培養液と交換して、6 日目まで浮遊培養し胚様体

（EB）を誘導した。6日目に EBを回収し、予め 10cm dish に播種した血液細胞

への分化を支持する OP9 細胞[マクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）遺伝

子を欠損した op/op マウスに由来する骨髄ストローマ細胞株(Nakano et al., 

1994)]上に播種した。培養液には、10 ng/ml 顆粒球マクロファージコロニー刺

激因子（GM-CSF）（Peprotech）、10 ng/ml M-CSF（Peprotech）を添加した。10

日目に血球系の細胞を回収し、低付着性培養皿に播種し、免疫抑制性細胞への分

化誘導を行った。培養液には、10 ng/ml GM-CSF を添加した。10日目以降は、培

養液として RPMI（Wako）に 10％ウシ胎児血清（GE healthcare）、0.1mM 非必須

アミノ酸、1mM ピルビン酸ナトリウム、1％ペニシリン/ストレプトマイシン、

55μM 2-メルカプトエタノールを添加して使用した。 

15 日目に弱付着性、浮遊性の細胞を回収し、新しい低付着性培養皿に播き直

した。その際、5 ng/ml GM-CSF と 10 ng/ml IL-4 を添加した。24日目に浮遊細

胞は回収し、再び培養皿に播種した。培養液には 10 ng/ml IL-4 と 1μg/ml リ

ポポリサッカライド（LPS）（Sigma-Aldrich）を添加した。25 日目にペプチド

を iPS-SCs の主要組織適合遺伝子複合体（MHC）へ結合させる（iPS-SCs にロー

ドする）ため、hIRBPp1-20 を 4μMになるよう培養液に添加した。26日目に培養

皿を PBS で 3回洗浄したのち、10mM エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を添加し

て 20分間 37℃でインキュベートし、セルスクレーパーで剥離させることにより

iPS-SCs を得た（図 3-2）。 
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4. EAU の評価 

免疫後 7 日目から３、4 日おきに 21 日目まで麻酔下で散瞳薬ミドリン P®

（Santen Pharmaceutical, Osaka, Japan）を点眼し、検眼鏡を用いて経瞳孔的

にマウスの眼底検査を行った。麻酔は PBS で希釈した 1mg ケタラール®（Daiichi 

Sankyo Propharma, Tokyo, Japan）と 0.2％セラクタール®（Bayer, Leverkusen, 

Germany）混合液 100μlを腹腔内投与した。その後、我々の既報(Namba et al., 

2000)に基づき、炎症の程度を 5 段階で評価した（臨床的重症度）（図 3-3）。
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FIGURE 1. Generation of iPS-SCs. A, A scheme describes the culture protocol used to obtain iPSC-derived precursor cells and iPS-SCs.
M-CSF indicates macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor. B, Morphology of cells
changed from EB-like spheres into iPS-SCs. Scale bars: 100 μm. C, Flow cytometric analysis of Flk-1 (mesoderm cell marker) and SSEA1 (plu-
ripotent stem cell marker) compared between day 5-EB (D5-EB) and iPSCs. D, Flow cytometric analysis of cell surfacemolecular expression on
hematopoietic cells. The single-cell suspension of embryoid body-like spheres was cultured on OP9 cells for another 5 days in the presence of
GM-CSF andM-CSF. E, Flow cytometric analysis of cell surface molecular expression on precursor cells. Hematopoietic cells were cultured for
5 days in the presence of GM-CSF, and floating cells were obtained as precursor cells as shown in Figure 2A. Histogram: gray—isotype control,
black line—specific antibody. Data are shown as representative of 3 independent experiments.

2304 Transplantation ■ November 2015 ■ Volume 99 ■ Number 11 www.transplantjournal.com

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

inoculated into the testes of non-obese diabetic-severe combined
immune deficiency mice, and 3 weeks later, macroscopic terato-
maswere observed in all injectedmice.Histological examination
showed that only 1 cell line-derived teratoma contained cell
types representing all three embryonic germ layers (Figure S1D,
SDC, http://links.lww.com/TP/B183). These data clearly dem-
onstrate a successful generation of iPSCs from adult BALB/c
mouse fibroblasts by forced expression of 4Yamanaka factors.

Generation of Immunosuppressive Cells From iPSCs
Next, to generate myeloid cells from iPSCs, we used a dif-

ferentiation protocol described in our previous report.23

Similarly, mouse iPSCs were differentiated into myeloid cells
by sequential stimulation with GM-CSF, M-CSF, IL-4, and
LPS (Figure 1A). In the first 5 days of culture, when iPSCs
were cultured in untreated dish without LIF, EB-sphere for-
mation was observed (Figure 1B). These spheres contained
mesoderm-like cells, as shown by increased expression of
Flk-1 and decreased expression of mouse pluripotent stem
cells marker, such as SSEA1 compared with iPSCs (Figure 1C).
These spheres were dissociated to single cells by trypsin,
and then transferred onto freshly prepared OP9 feeder layer,
and cultured in the presence of GM-CSF andM-CSF. On day
8, round small cells that resemble hematopoietic progenitor

FIGURE 1. Generation of iPS-SCs. A, A scheme describes the culture protocol used to obtain iPSC-derived precursor cells and iPS-SCs.
M-CSF indicates macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor. B, Morphology of cells
changed from EB-like spheres into iPS-SCs. Scale bars: 100 μm. C, Flow cytometric analysis of Flk-1 (mesoderm cell marker) and SSEA1 (plu-
ripotent stem cell marker) compared between day 5-EB (D5-EB) and iPSCs. D, Flow cytometric analysis of cell surfacemolecular expression on
hematopoietic cells. The single-cell suspension of embryoid body-like spheres was cultured on OP9 cells for another 5 days in the presence of
GM-CSF andM-CSF. E, Flow cytometric analysis of cell surface molecular expression on precursor cells. Hematopoietic cells were cultured for
5 days in the presence of GM-CSF, and floating cells were obtained as precursor cells as shown in Figure 2A. Histogram: gray—isotype control,
black line—specific antibody. Data are shown as representative of 3 independent experiments.

2304 Transplantation ■ November 2015 ■ Volume 99 ■ Number 11 www.transplantjournal.com

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

inoculated into the testes of non-obese diabetic-severe combined
immune deficiency mice, and 3 weeks later, macroscopic terato-
maswere observed in all injectedmice.Histological examination
showed that only 1 cell line-derived teratoma contained cell
types representing all three embryonic germ layers (Figure S1D,
SDC, http://links.lww.com/TP/B183). These data clearly dem-
onstrate a successful generation of iPSCs from adult BALB/c
mouse fibroblasts by forced expression of 4Yamanaka factors.

Generation of Immunosuppressive Cells From iPSCs
Next, to generate myeloid cells from iPSCs, we used a dif-

ferentiation protocol described in our previous report.23

Similarly, mouse iPSCs were differentiated into myeloid cells
by sequential stimulation with GM-CSF, M-CSF, IL-4, and
LPS (Figure 1A). In the first 5 days of culture, when iPSCs
were cultured in untreated dish without LIF, EB-sphere for-
mation was observed (Figure 1B). These spheres contained
mesoderm-like cells, as shown by increased expression of
Flk-1 and decreased expression of mouse pluripotent stem
cells marker, such as SSEA1 compared with iPSCs (Figure 1C).
These spheres were dissociated to single cells by trypsin,
and then transferred onto freshly prepared OP9 feeder layer,
and cultured in the presence of GM-CSF andM-CSF. On day
8, round small cells that resemble hematopoietic progenitor

FIGURE 1. Generation of iPS-SCs. A, A scheme describes the culture protocol used to obtain iPSC-derived precursor cells and iPS-SCs.
M-CSF indicates macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor. B, Morphology of cells
changed from EB-like spheres into iPS-SCs. Scale bars: 100 μm. C, Flow cytometric analysis of Flk-1 (mesoderm cell marker) and SSEA1 (plu-
ripotent stem cell marker) compared between day 5-EB (D5-EB) and iPSCs. D, Flow cytometric analysis of cell surfacemolecular expression on
hematopoietic cells. The single-cell suspension of embryoid body-like spheres was cultured on OP9 cells for another 5 days in the presence of
GM-CSF andM-CSF. E, Flow cytometric analysis of cell surface molecular expression on precursor cells. Hematopoietic cells were cultured for
5 days in the presence of GM-CSF, and floating cells were obtained as precursor cells as shown in Figure 2A. Histogram: gray—isotype control,
black line—specific antibody. Data are shown as representative of 3 independent experiments.

2304 Transplantation ■ November 2015 ■ Volume 99 ■ Number 11 www.transplantjournal.com

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

inoculated into the testes of non-obese diabetic-severe combined
immune deficiency mice, and 3 weeks later, macroscopic terato-
maswere observed in all injectedmice.Histological examination
showed that only 1 cell line-derived teratoma contained cell
types representing all three embryonic germ layers (Figure S1D,
SDC, http://links.lww.com/TP/B183). These data clearly dem-
onstrate a successful generation of iPSCs from adult BALB/c
mouse fibroblasts by forced expression of 4Yamanaka factors.

Generation of Immunosuppressive Cells From iPSCs
Next, to generate myeloid cells from iPSCs, we used a dif-

ferentiation protocol described in our previous report.23

Similarly, mouse iPSCs were differentiated into myeloid cells
by sequential stimulation with GM-CSF, M-CSF, IL-4, and
LPS (Figure 1A). In the first 5 days of culture, when iPSCs
were cultured in untreated dish without LIF, EB-sphere for-
mation was observed (Figure 1B). These spheres contained
mesoderm-like cells, as shown by increased expression of
Flk-1 and decreased expression of mouse pluripotent stem
cells marker, such as SSEA1 compared with iPSCs (Figure 1C).
These spheres were dissociated to single cells by trypsin,
and then transferred onto freshly prepared OP9 feeder layer,
and cultured in the presence of GM-CSF andM-CSF. On day
8, round small cells that resemble hematopoietic progenitor

FIGURE 1. Generation of iPS-SCs. A, A scheme describes the culture protocol used to obtain iPSC-derived precursor cells and iPS-SCs.
M-CSF indicates macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, granulocyte macrophage colony-stimulating factor. B, Morphology of cells
changed from EB-like spheres into iPS-SCs. Scale bars: 100 μm. C, Flow cytometric analysis of Flk-1 (mesoderm cell marker) and SSEA1 (plu-
ripotent stem cell marker) compared between day 5-EB (D5-EB) and iPSCs. D, Flow cytometric analysis of cell surfacemolecular expression on
hematopoietic cells. The single-cell suspension of embryoid body-like spheres was cultured on OP9 cells for another 5 days in the presence of
GM-CSF andM-CSF. E, Flow cytometric analysis of cell surface molecular expression on precursor cells. Hematopoietic cells were cultured for
5 days in the presence of GM-CSF, and floating cells were obtained as precursor cells as shown in Figure 2A. Histogram: gray—isotype control,
black line—specific antibody. Data are shown as representative of 3 independent experiments.
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図 3-2 iPS-SCs の誘導 

C57BL/6J マウス（H-2
b
）（Ly5.1/Cd45.1）脾臓 B細胞由来の iPS 細胞に、BMP4、bFGF、VEGF、

M-CSF、GM-CSF、IL-4、LPS を順次添加することで、iPS-SCs が誘導される。 

EB: 胚様体、HPC: 造血前駆細胞、BMP4: 骨形成蛋白質 4、bFGF: 塩基性線維芽細胞増殖因子、 

VEGF: 血管内皮増殖因子、M-CSF: マクロファージコロニー刺激因子、GM-CSF: 顆粒球マクロ

ファージコロニー刺激因子、 LPS: リポポリサッカライド、hIRBPp: ヒト視細胞間レチノイド

結合蛋白質由来合成ペプチド。スケールバー：100μm。 

 



 

 50 

また、21日目にマウスを安楽死させ、眼球を摘出し、4％グルタルアルデヒドで

1時間固定後に、4％パラホルムアルデヒドで一晩固定した。固定後組織標本（パ

ラフィン切片）を作製し、脱パラフィンを行い、ヘマトキシリン・エオジン（HE）

染色後に炎症の程度を既報(Thurau et al., 1997)に基づき 5 段階で評価した

（組織学的重症度）（図 3-4）。 
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図 3-3 EAU 臨床的重症度評価基準 

図 3-4 EAU 組織学的重症度評価基準 
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5．hIRBPp1-20 特異的 CD4 陽性 T 細胞の抽出 

hIRBPp1-20抗原に特異的なCD4陽性 T細胞を抽出するために、hIRBPp1-20 200

μg と結核死菌 500μg を含む CFA の懸濁液 200μl をオスの６週齢 C57BL/6J

（Cd45.2）マウスの足底と背部に皮下注射した。免疫後 9 日目に腫大したリン

パ節を膝窩と腋下から摘出した。摘出したリンパ節を PBS が入ったシャーレ内

で注射筒の内筒でホモジナイズした。チューブの上部に 100μm孔径のセルスト

レイナー（Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria）を取り付けて、そこにホ

モジナイズした懸濁液を流し、余分な被膜などの組織を除去した。得られた懸濁

液とCD4陽性T細胞抗体が付着したMACS®磁気マイクロビーズ（Miltenyl Biotec, 

Bergisch Gladbach, German）を 4℃で 15分間反応させた。その懸濁液を LSカ

ラム（Miltenyl Biotec）の中を通すことによって、hIRBPp1-20 特異的 CD4 陽性

T細胞を抽出した。 

 

6． T 細胞増殖アッセイ 

hIRBPp1-20特異的CD4陽性T細胞にPBSで1000倍希釈したCell trace violet

（Thermo Fisher Scientific）を加え、water bath の中に 37℃で 20分間反応

させた。 

ナイーブ C57BL/6J（CD45.1）マウスより単離した脾臓細胞に、30Gy 放射線照

射を行って細胞増殖を停止させたものを抗原提示細胞（APC）として使用した。

96ウェルプレートに hIRBPp1-20 特異的 CD4 陽性 T細胞、APC および hIRBPp1-20

を加え、同時に iPS-SCs を添加し、4 日間 37℃で共培養した。培養 4 日目に細

胞を回収し、1.3 μg/ml allophycocyanin-抗マウス CD45.2 抗体（Biolegend, 

San Diego, CA, USA）と遮光の元で氷上 10分間反応させ、CD4 陽性 T細胞を標

識した。さらに、死細胞を染色するために 1 mg/ml の propidium iodide（PI）

（Sigma-Aldrich）と、遮光し氷上で 15 分間反応させた。同日、BD FACSCanto 

Ⅱ フローサイトメーター（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を用いて、

CD45.2 でゲートし、PI陽性細胞を除外した。CD4 陽性 T細胞について CellTrace 

Violet の蛍光強度を測定し、Flow JoTM（Tree Star, Ashland, OR, USA）で細胞

増殖について解析した。 

また、NO 合成酵素阻害剤 NG-Monomethyl-L-arginine, acetate（L-NMMA）

（Dojindo, Kumamoto, Japan）と、中和抗体としてマウス抗 TGF-β1, 2, 3 抗
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体（R&D Systems）を添加して４日間共培養した後に、T細胞の増殖率を測定し

た。 

 hIRBPp1-20 との抗原特異性を確認するため、hIRBPp1-20 の替わりに Pigeon 

cytochrome c（PCC）p43-58（塩基配列：AEGFSYTEANKAKGIT）（Sigma-Aldrich 

Japan）を用いた。 

 

7. サイトカイン濃度測定 

培養上清中のサイトカイン濃度については、一つのサンプルから多項目の可

溶性蛋白を同時に定量できるフローサイトメーター用ビーズアッセイキットで

ある LEGENDplexTM（Biolegend）を使用した。他に、抑制性サイトカインの一つ

である TGF-β1は Mouse TGF-β1 ELISA kit（R&D Systems）で測定した。ま

た、一酸化窒素（NO）濃度は Griess Reagent System といわれる NO-の分解生成

物である亜硝酸（NO2
-）を測定するシステムを利用した nitric oxide assay kit

（Promega）で測定した。 

 

8．セルカルチャーインサートプレートを用いた培養  

Millicell-96 Cell Culture Insert Plates（Millipore）を用い、上層ウェル

に iPS-SCs を播種し、下層ウェルには hIRBPp1-20 特異的 CD4 陽性 T 細胞と APC

を入れて、hIRBPp1-20 を含む培養液とともに 37℃で培養した。4日間培養後に、

同様の方法でフローサイトメーターを用いて T 細胞増殖率を測定し、Flow JoTM

で解析した。 

 

９．統計解析 

すべての結果は平均値±標準偏差で示した。2 群間の比較には Mann-Whitney 

U test を用いて解析した。また、多群間の比較には Tukey's 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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実験結果 

１．マウス EAU に対する iPS-SCs の炎症抑制効果 

マウス EAU 誘導のために行う免疫の 1日前と 6日後に、対照群には PBS を腹腔

内投与し、治療群には PBS に懸濁した iPS-SCs（5×105個/匹）を腹腔内投与し

た。免疫後 7 日目から３、4 日おきに 21 日目まで麻酔下で散瞳して眼底検査を

行い、臨床的重症度を評価した（図 3-5）。 

 

 
 

 

免疫の 1日前と 6日目に iPS-SCs を投与した結果、21日目の眼底は iPS-SCs 非

投与群では血管炎による血管周囲の白鞘化があり、炎症による網膜滲出斑も認

められたのに対し、iPS-SCs 投与群ではそのような炎症所見は目立たなかった

（図 3-6）。 

 

iPS-SCs 
�����

0-1Day 7 14 21

��

3~4����	��

(�����)

	
��
(�����) 

6

iPS-SCs 
�����

(5�105 ��) (5�105 ��)

���� 
����������-���	3���
5�

��� iPS-SCs ��

Score 3 Score 1


�

����
�	��

���� 
�����1	����
�	3-�2

図 3-5 iPS-SCs によるマウス EAU 抑制効果の検討 

図 3-6 免疫後 21 日目のマウス EAU の眼底写真 
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免疫後の臨床的重症度の推移について解析したところ、免疫後 11日目に iPS-

SCs 投与群では非投与群に比べて有意に炎症は軽症化していた（p < 0.05）（図

3-7）。 

 

 

 

 

21 日目に眼球を摘出し、固定後に HE 染色を行い、組織学的重症度を評価し

た。iPS-SCs 非投与マウスでは、血管周囲炎の他に硝子体中に白血球が多数認め

られたのに対して、iPS-SCs 投与マウスではこれらの炎症所見は認められなかっ

た（図 3-8）。 
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図 3-7 臨床的重症度の推移（免疫 1 日前と 6 日後に iPS-SCs を投与）  

図 3-8 免疫後 21 日目マウス EAU の HE 染色後の組織写真 
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組織学的重症度について、iPS-SCs 非投与群と投与群で比較してみたところ、

iPS-SCs 投与群では非投与群に比べて組織学的にも有意に炎症が軽症化してい

た（p < 0.05）（図 3-9）。 

 

 

 

 

 

iPS-SCs の投与時期を免疫の 1 日前に倍量投与に変更した場合の結果は、臨床

的重症度では免疫から 13 日目、17 日目、20 日目で iPS-SCs 投与群では非投与

群と比べて EAU の炎症が軽症化していた（13 日目, 20 日目： p < 0.01、17 日

目： p < 0.05）（図 3-10）。組織学的重症度では、両群間で有意差はなかった

（図 3-11）。 
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図 3-10 臨床的重症度の推移（免疫 1 日前に iPS-SCs を投与） 

図 3-11 組織学的重症度（免疫 1 日前に iPS-SCs を投与） 
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次に、iPS-SCs の投与時期を免疫から 10日目と 17日目に変更した場合の結果

は、臨床的重症度では免疫から 14日目、17日目で iPS-SCs 投与群では非投与群

と比べて EAU の炎症が有意に軽症化していた（14日目： p < 0.05、17 日目： 

p < 0.01）（図 3-12）。組織学的重症度では、両群間で有意差はなかった（図

3-13）。 
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図 3-12 臨床的重症度の推移（免疫 10 日後と 17 日後に iPS-SCs を投与） 

図 3-13 組織学的重症度（免疫 10 日後と 17 日後に iPS-SCs を投与） 
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２．iPS-SCs による抗原特異的な T 細胞増殖反応の抑制効果と培養上清中のサ

イトカイン、NO 濃度の検討 

次に、in vitro で iPS-SCs が抗原特異的な T 細胞の増殖を抑制するのか検討

した。hIRBPp1-20 を免疫したマウスから抽出した CD4 陽性 T 細胞（4×105個）

とナイーブなマウスの脾臓細胞由来の APC（1×105個）と hIRBPp1-20 と iPS-SCs

（1×104個もしくは 1×105個）を共培養し、4 日後にフローサイトメーターを用

いて T 細胞増殖反応を測定した。その結果、図 3-14 のように hIRBPp1-20 抗原

特異的 CD4 陽性 T 細胞は抗原ペプチドの存在下で APC と共培養することで強い

増殖反応を示した。一方、iPS-SCs 添加により細胞数依存的にその T細胞の増殖

が有意に抑制された（p < 0.05）。 
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上記検討時に培養上清を採取し、細胞性免疫を司り感染防御に関わる Th1 サ

イトカイン（TNF-α、IFN-γ、IL-2）、液性免疫を司りアレルギー反応に関わる

Th2 サイトカイン（IL-4, IL-5, IL-10, IL-13）、感染防御や自己免疫疾患に関

わる Th17 サイトカイン（IL-17A, IL-17F）濃度について測定した(Zhu and Paul, 

2008)。Th1 サイトカインでは、1×105個の iPS-SCs を加えた群で、対照群に比

べて TNF-αと IFN-γ濃度が有意に減少していた（TNF-α:p < 0.05, IFN-γ:p 

< 0.01）（図 3-15）。IL-2 濃度は検出限界以下であった。 

 

 

Th2 サイトカインでは、IL-13 濃度が 1×105個の iPS-SCs を加えた群では、対

照群に比べて有意に上昇していた（p < 0.05）（図 3-16）。IL-4、IL-5、IL-10

濃度は検出限界以下であった。 
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図 3-16 培養上清中の Th2 サイトカイン濃度 
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Th17 サイトカインでは、1×105 個の iPS-SCs を加えた群で、対照群に比べて

IL-17A と IL-17F 濃度が有意に上昇していた（p < 0.01）（図 3-17）。 

 

 
 

 

 

そのほか、抗炎症性サイトカインとして知られる TGF-β1 が、活性化 T 細胞

を抑制し、免疫抑制に関与することが報告されている(Kehrl et al., 1986)た

め、培養上清中の TGF-β1濃度についても測定を行った。結果、TGF-β1濃度は

1×105個のiPS-SCsを加えた群で対照群に比べて有意に上昇していた（p < 0.01）
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さらに、もう一つの免疫抑制に関わる分子として NOがある。NOは Th1 応答を

低下させ、感染防御免疫の抑制に関与することが報告されている(Akaike, 2001)。

NO 濃度についても測定した結果、1×104個と 1×105個の iPS-SCs を加えた群で

は、対照群に比べて iPS-SCs の細胞数依存的に有意に上昇していた（p < 0.01）

（図 3-19）。 
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図 3-18 培養上清中の TGF-β1濃度 

図 3-19 培養上清中の NO 濃度 
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３．iPS-SCs による細胞間接触の有無での抗原特異的な T 細胞増殖反応の抑制

効果の比較検討 

iPS-SCs が T細胞の増殖反応を抑制する機序として、iPS-SCs が他の細胞との

接触が関与するかについて検討した。セルカルチャーインサートプレートによ

って、iPS-SCs（1×105個/well）と T細胞（4×105個/well）および APC（1×105

個/well）を分離して培養した。結果、細胞同士の接触がない培養条件下でも、

iPS-SCs は抗原特異的 T 細胞増殖反応を抑制した（図 3-20）。このことから、

iPS-SCs は、他の細胞との接触に関係なく、何らかの液性因子を分泌して、T細

胞の増殖を抑制していることが示唆された。 
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４. NO 合成酵素阻害剤と抗 TGF-β抗体による iPS-SCs の T 細胞増殖反応抑制

効果への影響 

図 3-18 と 3-19 で示したが培養上清中のサイトカインの中で、iPS-SC を含む

well では NO と TGF-β1濃度が上昇しており、既報にて両分子に免疫抑制能があ

るとされている(Bingisser et al., 1998; Cottrez and Groux, 2001; Kehrl 

et al., 1986)ことから、iPS-SCs がこれらの分子を分泌して T細胞の増殖を抑

制している可能性が考えられた。そのため、T細胞と APC と hIRBPp1-20 と iPS-

SCs を共培養する際に、NO や TGF-β1の阻害剤を加え、iPS-SCs の T細胞増殖抑

制効果が消去されるかどうかについて検討した。 

まず、NOの産生を阻害することが知られる L-NMMA を用いて検討を行った。iPS-

SCs による T細胞増殖抑制効果は、L-NMMA（5000μM, 500μM, 50μM）を添加し

ても、全ての濃度で消去されることはなかった（図 3-21）。 
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次に、抗 TGF-β中和抗体を用いた TGF-β1 の阻害実験を行った結果、３段階

の濃度（10μg/ml, 1μg/ml, 0.1μg/ml）すべてで T細胞増殖抑制効果は消去

されなかった（図 3-22）。 
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５. iPS-SCs の抗原特異性についての検証 

iPS-SCs に抗原特異性があれば、生体防御にとって大事な免疫反応を残し、疾

患の原因となる抗原に対する免疫反応のみを抑えることができ、その有用性は

高まる。そのため、iPS-SCs の抗原特異性について検討した。iPS-SCs の回収 24

時間前に、iPS-SCs の培養液に hIRBPp1-20 を添加することにより iPS-SCs に

hIRBPp1-20 をロードしたものと、hIRBPp1-20 と同様に C57BL/6J マウスの MHC

クラスⅡに結合する Pigeon cytochrome c（PCC）p43-58 を添加することによ

り PCC p43-58 をロードしたものの 2種類の iPS-SCs を準備した。hIRBPp1-20 を

免疫したマウスから抽出した CD4 陽性 T 細胞と APC と hIRBPp1-20 と iPS-SCs

（hIRBPp1-20 ロードもしくは PCC p43-58 ロード）を共培養し、4日後にフロー

サイトメーターを用いて T 細胞増殖反応を測定した。結果、hIRBPp1-20 抗原特

異的な T細胞増殖反応は、hIRBPp1-20 をロードした iPS-SCs でも、PCC p43-58

をロードした iPS-SCs でも同程度に抑制され、両群間に有意差は認められなか

った（図 3-23）。 
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考察 

iPS-SCs は、マウス脾臓 B 細胞由来の iPS 細胞から誘導され、CD11b、F4/80、

CD206、CD14 などのマクロファージマーカー分子を発現し、Arginase-1 や Nos2

などの免疫抑制性分子の mRNA を高発現している。このことから、得られた細胞

は免疫抑制能を有していることが推測され、マクロファージ様 iPS 細胞由来免

疫抑制細胞（iPS-SCs）と命名された(Sasaki et al., 2015)。in vitro で同種

異系間の樹状細胞と T 細胞を共培養する際に、この iPS-SCs を加えると、細胞

数に依存して同種異系反応性 T細胞の増殖が抑制された。また、in vivo では同

種異系間の移植片組織の生着期間について検討したところ、iPS-SCs を投与され

たマウスでは、非投与マウスと比べて、拒絶反応が抑制され、同種異系間の移植

片組織の生着が延長された(Sasaki et al., 2015)。以上のことから、iPS-SCs

には免疫抑制能があることが示唆されている。今回、我々はこの免疫抑制能に着

目し、ぶどう膜炎治療に応用できるのではないかと考え、本研究に至った。 

我々の検討により、iPS-SCs を免疫の 1 日前と 6 日後に投与した場合には、

iPS-SCs が EAU マウスの臨床的重症度(免疫後 11 日目)と組織学的重症度ともに

軽症化することがわかった（図 3-7、図 3-9）。また、iPS-SCs の投与時期を免

疫の 1 日前に１回投与にした場合は、臨床的重症度は免疫後 13 日目、17 日目、

20日目で有意に抑制され（図 3-10）、免疫の 10日後と 17日後に iPS-SCs を投

与した場合にも、免疫後 14 日目、17 日目で有意に臨床的重症度は抑制された

（図 3-12）。しかしながら、両者ともに組織学的重症度では有意な抑制がみら

れなかった（図 3-11、図 3-13）。獲得免疫機構における CD4 陽性 T細胞の分化

には、胸腺で作られたナイーブヘルパーT 細胞（Th0 細胞）が、リンパ節で APC

から外来抗原の刺激を受けて活性化されるプライミング期（抗原刺激から約7日

〜10日目以前）と、活性化された後に Th1, Th2, Th17 などのエフェクター細胞

に分化し外来抗原を攻撃するエフェクター期（抗原刺激から約 7 日〜10 日目以

降）がある(Usui, 2007)。今回の結果によると、プライミング期もしくはエフェ

クター期のいずれかの時期に iPS-SCs を投与しても、臨床的重症度を見る限り

では、炎症を軽症化する効果があった。臨床応用する観点から考えると、エフェ

クター期の投与で効果があるということは、ぶどう膜炎を発症した後でも iPS-

SCs を投与すると効果があることになり、有用性は高い。ただ、問題点としては

臨床的重症度では有意差がつくが、組織学的重症度では有意差がつかないとい

う、炎症所見の乖離が起きたことである。この原因として、組織学的重症度は組
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織切片の断面に肉芽種や血管炎の所見が含まれないと炎症スコアが低くなって

しまい、組織学的重症度は臨床的重症度に比べて、炎症スコアが低くなりやすい

ことが考えられる。これを解決するには、より重症度の高い炎症が得られる系統

のマウスを用いる、あるいは各実験でより多くのマウスを用いることが望まし

い。しかしながら、iPS-SCs 作製の技術的制約から一度にこれ以上の必要細胞を

準備することも、他の系のマウスを用いることも困難であった。将来、技術の進

歩によってこれらの問題点が解決してさらに本研究が進歩することを期待して

いる。 

iPS-SCs が in vitro でも抗原特異的な T細胞増殖反応を細胞数に依存して有

意に抑制し（図 3-14）、さらに培養上清中の Th1 サイトカインである TNF-αや

IFN-γを有意に減少させた（図 3-15）。EAU は Th1 サイトカインと Th17 サイト

カインが病態に関与していることが知られている(Kikly et al., 2006; Lohr 

et al., 2006; Xu et al., 1997; Yen et al., 2006)。そのことを踏まえると、

Th1 サイトカインの中でも、特に数値的に大きな IFN-γの産生を大幅に減少さ

せたことが EAU の軽症化につながったと考えられる。一方で、今回の結果では

培養上清中の IL-17A や IL-17F といった Th17サイトカインは逆に上昇している

（図 3-17）。これは、Th1 と Th17 は拮抗している(Harrington et al., 2005; 

Rangachari et al., 2006) ため、Th1 サイトカインである TNF-αや IFN-γが減

少したことに反応して相対的に Th17 サイトカインが上昇したと考えられる。同

様に、Th1、Th2 についても両者は Th1/Th2 パラダイムと呼ばれ、お互いに拮抗

している(Muraille and Leo, 1998)ことが知られている。すなわち、Th2 サイト

カインである IL-13 が上昇した（図 3-16）ことも、Th1 サイトカインの減少に

伴って上昇した可能性がある。 

次に、iPS-SCs が EAU を抑制するメカニズムについてであるが、iPS-SCs と T

細胞やAPCといった他の細胞を分離して、細胞間接触がない状態で培養しても、

iPS-SCs が抗原特異的な細胞増殖を抑制した（図 3-20）ことから、何らかの液性

因子が免疫抑制に関与していることが示唆された。その候補として iPS-SCs を

含む培養上清中で上昇している NO や TGF-β1（図 3-18、図 3-19）が考えられ、

両分子の阻害実験を行った。NO には活性化した T 細胞に対する抑制機能を持っ

ており、すなわち免疫抑制能があることが知られている(Bingisser et al., 

1998)。既報でも、iPS-SCs が同種異系間の移植片組織の生着を延長させるメカ

ニズムとして、iPS-SCs による免疫抑制に NO の介在が重要であるとされている



 

 68 

(Sasaki et al., 2015)。同様に、TGF-β1も免疫抑制能を持っており、T細胞

の増殖反応を抑制することが知られている(Cottrez and Groux, 2001; Kehrl 

et al., 1986)。しかしながら、L-NMMA および TGF-β中和抗体を加えても iPS-

SCs の T細胞増殖抑制効果を消去することはできなかった（図 3-21、図 3-22）。

すなわち、今回の結果からは EAU における iPS-SCs の免疫抑制効果に NO や TGF-

β1は関与していないことが示唆され、免疫抑制に関わる液性因子の同定には至

らなかった。NO や TGF-β1 以外の分子が iPS-SCs の T 細胞の増殖反応抑制に関

与している可能性がある。 

最後に、iPS-SCs の抗原特異性に関しては、hIRBPp1-20 と同様に C57BL/6J（H-

2b）のMHCクラスⅡ分子に結合することが知られているPCC p43-58(Itoh et al., 

1997)を使用して検討した。もし、iPS-SCs に抗原特異性があるとすれば、

hIRBPp1-20 をロードしたものは、PCC p43-58 をロードしたものより、hIRBPp1-

20 抗原特異的な T 細胞増殖反応を強く抑制することが予測された。しかしなが

ら、我々の実験の結果では、抗原特異的な iPS-SCs の T 細胞の増殖抑制効果に

有意差は認められなかった（図 3-23）。iPS-SCs がマクロファージ様であること

を踏まえると、iPS-SCs は well 内に存在するよりも、マウスの体内（血液中な

ど）に存在するほうが自然な環境であり、炎症局所へ遊走し、より選択的に機能

する可能性がある。 

今後の課題として、iPS-SCs の T細胞の増殖反応抑制に関わる液性因子の同定

や抗原特異性などのメカニズムの解明が挙げられる。抗原特異性に関しては、

iPS-SCs を直接 well 内に入れるのではなく、免疫したマウスに投与して、同様

に抗原特異性を検討する予定である。具体的には、hIRBPp1-20をロードしたiPS-

SCs を、hIRBPp1-20 と PCC p43-58 を免疫したマウスに腹腔内投与して、そこか

ら抽出した T細胞と APC とペプチド（hIRBPp1-20 もしくは PCC p43-58）を共培

養し、両ペプチドに対する T 細胞の増殖反応に差が出るかどうか検討する。も

し、hIRBPp1-20 をロードした iPS-SCs に抗原特異性があれば、hIRBPp1-20 と共

培養した際の T細胞増殖反応は、PCC p43-58 と共培養した際に比べて、より強

く抑制されることが予測される。抗原特異性があれば、疾患の原因となる抗原に

対する T 細胞の増殖のみを抑えることができ、生体防御に必要な免疫反応に影

響は与えないため、治療の安全性を考えた上で非常に有用である。 

今後さらに本研究が発展し、安全な再生医療実現の一助となることを期待する。  
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結論 

第 1 章 

糖尿病による慢性炎症や腎機能障害や高血糖は、全身の s(P)RR の発現を上昇

させ、それにより組織 RAS の活性化が起こり、PDR における網膜新生血管に関わ

っていることが示唆された。 

 

第 2 章 

眼内と関与する細胞は異なるが、血漿中ガレクチン-1 が AGEs と IL-1β の経

路を介した発現制御系が存在し、糖尿病合併症における様々な臓器での病態形

成に関与していることが示唆された。 

 

第 3 章 

iPS-SCs が分泌する液性因子が抗原特異的 T 細胞の増殖を抑制し、EAU におけ

る炎症病態を軽症化することが示唆された。 

 

総括 

近年の生活環境や食習慣の変化と高齢化に伴い、我が国には罹病期間の長い

DM 患者が急増したことにより、DR を伴った患者が増加している。DR の病態に

は、慢性炎症による網膜への白血球浸潤が関与していることが知られている

(Ishida et al., 2003; Miyamoto et al., 1999)。病態機序の解明により、近

年は抗 VEGF 製剤の臨床応用によって治療成績は著しく向上している。しかしな

がら、現在でもなお治療に抵抗する症例は数多く、DR は我が国における視覚障

害原因疾患第 3位の難治性眼疾患である（白神, 2017）。      

炎症が病態に関与するもう一つの疾患としてぶどう膜炎がある。ぶどう膜炎

も 40歳以上の中途失明原因の約 10%を占める難治性眼疾患である。DMの合併症

として生じることも知られている。治療は、ステロイド薬や免疫抑制薬の全身投

与が主体である。しかしながら、薬剤の副作用のために治療を行えないこともし

ばしば見受けられる。例えば、ステロイド薬全身投与の副作用で高血糖が生じる

ために、DM患者では使用できない。そのため、最近では抗 TNF-α製剤であるイ

ンフリキシマブが臨床応用され、ベーチェット病患者のぶどう膜炎治療に大き

な効果を上げている。ただ、この治療は高額であるため、経済的な理由で継続で

きない患者も多く、新たな画期的な治療が望まれている。そこで、本研究では難
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治性眼疾患である DRとぶどう膜炎に対して、(P)RR とガレクチン-1という新た

な分子を標的にした病態解明と、新規治療法の開発を目指して検討を行った。 

これまでに我々は、DM モデルマウスを用いて、組織 RAS の活性化が DR の発症

や進行に関与していることを明らかにした(Nagai et al., 2007)。さらに、RAS

の上流に位置する(P)RR が眼内における炎症性サイトカインの発現を上昇させ、

DR やぶどう膜炎などの炎症や血管新生を特徴とする炎症性眼疾患の病態形成に

関与していることも明らかにした(Kanda et al., 2012, 2013)。そして、これ

らの発見をきっかけに、我々は(P)RR を標的分子とした治療薬の開発に取り組ん

できた。RNA 干渉のメカニズムを応用した日本独自の核酸医薬に関する新規基盤

技術を用いて、新規(P)RR 阻害剤として一本鎖長鎖 RNA である(P)RR-proline-

modified short hairpin（Psh）RNA を開発することに成功した。さらに、ぶど

う膜炎や DR 疾患モデル動物において(P)RR-PshRNA の硝子体内投与により有害

事象なく、眼病態の抑制効果を認めることを示した(Kanda et al., 2017b)。ま

た近年、脈絡膜に新生血管を生じる病気の一つである加齢黄斑変性モデル動物

でも、この(P)RR-PshRNA 硝子体内投与によって、血管新生を抑制できることを

報告した(Liu et al., 2019)。以上のことから、(P)RR-PshRNA はぶどう膜炎や

DR や加齢黄斑変性などの幅広い炎症性眼疾患に用いることができるため、もし

臨床応用されれば非常に革命的な治療薬になると期待している。第 1 章では、

DM患者において慢性炎症や腎機能障害や高血糖が、血漿中の s(P)RR の発現を上

昇させ、組織 RAS を活性化し、PDR の病態に関与していることが示唆された。ま

た、血漿中の s(P)RR の上昇は、DM腎症の病態そのものにも関与している可能性

も示された。このことから、(P)RR-PshRNA などの(P)RR 阻害剤によって血漿中

の s(P)RR 濃度を減少させることができれば、網膜症のみならず腎機能障害など

の全身的な合併症を抑制することができる可能性も秘めている。 

血管新生因子ガレクチン-1は低酸素によって誘導されるほか、眼内では AGEs

によって産生された IL-1βによって発現誘導が起こり、DRに関与していること

を我々は以前に報告した(Kanda et al., 2017a; Kanda et al., 2015)。第 2章

の研究により、ガレクチン-1 が DM 患者の血漿中でも上昇し、AGEs や IL-1βと

相関していることから、(P)RR と同様に全身的な糖尿病合併症に関与しているこ

とが示唆された。最近、我々は糖尿病黄斑浮腫（DME）に対する眼局所注射薬と

して用いられるステロイド薬のグルココルチコイドが、眼内で IL-1βシグナル

伝達を介したガレクチン-1 発現を制御していることを我々は明らかにした
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(Hirose et al., 2019)。グルココルチコイドによる黄斑浮腫の抑制メカニズム

に、ガレクチン-1 の産生抑制が関連しているという報告は我々が世界で初めて

である。DR 患者の眼内で高値を示すガレクチン-1 は VEGF 非依存的に血管新生

を惹起することから、VEGF 阻害薬に抵抗する DME 症例は、ステロイド治療によ

るガレクチン-1 の産生抑制を考慮した治療法を開発できる可能性がある。今後

は、治療に抵抗する DME に対する新たな治療法の一つとして、ガレクチン-1 阻

害剤の開発に取り組みたいと考えている。 

ぶどう膜炎治療の根治療法を目指すべく、これまでにいくつかの免疫抑制性

細胞を用いた研究が行われてきた。我々も眼房水に含まれている α-MSH 及び

TGF-β2によって制御性 T細胞を誘導し、その制御性 T細胞を移入することによ

りマウス EAU を抑制することを報告した(Namba et al., 2002)。しかしながら、

これらの手法は遺伝的背景が同一な同系マウスでは別個体間での移入が可能で

あるが、ヒトへの臨床応用を考える際には患者本人の免疫抑制性細胞を用いる

ことが必須条件となる。また免疫抑制性細胞を in vitro で誘導・増殖させるに

は、得られる細胞数に限界があることや、逆にぶどう膜炎を誘発・増悪させるよ

うな細胞が混入するリスクがあることが問題であった。第 3 章の研究で用いた

iPS-SCs の利点は、iPS 細胞由来であるため同じ細胞を大量に生産することがで

き、細胞を移植する際に拒絶反応が起きにくいということである。すなわち、本

手法を用いることで、患者本人の iPS 細胞から誘導した充分量の免疫抑制性細

胞を得ることが可能となり、ぶどう膜炎のみならず自己免疫疾患の治療に有効

であることが期待される。しかしながら、iPS-SCs の抗原特異性や炎症抑制機序

の解明や、将来的にヒトに臨床応用するためには、従来のステロイド薬との効果

の比較、最良の投与時期や安全性などについて検討すべき課題は数多い。 

今後は、(P)RR やガレクチン-1などを標的とした DRの治療法開発や、免疫抑

制性細胞である iPS-SCs の臨床応用を目指した研究を今後も進めていきたい。

本研究の成果が今後の難治性眼疾患の治療の一助になる日が来れば幸いである。  
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