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要旨 

【背景と⽬的】糖尿病網膜症(diabetic retinopathy, DR)は重篤な視機能障害を
きたすため、その病態解明は眼科学における重要な課題である。Müller 細胞は
網膜特異的なグリア細胞であり、網膜全層にわたって網膜の⽀柱をなす形状で
存在し、神経伝達物質の取り込みや網膜の栄養・代謝、⾎流調整などを担ってい
る。⼀⽅、Müller 細胞は DR 病態において活性化され、⾎管内⽪増殖因⼦(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)や種々のサイトカインおよびケモカインを分
泌し、その病態形成において重要な役割を演じることも知られている。また、活
性化された Müller 細胞は硝⼦体腔に遊⾛し、線維⾎管組織と呼ばれる網膜硝⼦
体界⾯の増殖組織形成に寄与すると考えられているが、その詳細な機序は現在
まで不明である。我々は過去に、増殖糖尿病網膜症(proliferative diabetic 
retinopathy, PDR)患者の線維⾎管組織に存在する網膜グリア細胞にアクロレイ
ンと呼ばれる物質の結合蛋⽩が蓄積すること、そしてアクロレインがMüller 細
胞の遊⾛を惹起することなどを報告してきた。アクロレインは反応性が⾼い不
飽和アルデヒドの⼀種であり、様々な蛋⽩と結合することでその機能異常を引
き起こすため、神経変性疾患や悪性腫瘍などの疾患病態でも注⽬されている分
⼦である。 
今回、アクロレインがMüller 細胞の活性化・遊⾛を促進するメカニズムについ

て、rho-associated coiled-coil-containing protein kinase 1（ROCK1）と monocyte 
chemoattractant protein-1（MCP-1）に着⽬して検討をおこなった。ROCK は細
胞⾻格のアクトミオシン束に作⽤して細胞遊⾛を促進する分⼦であり、ROCK1
と ROCK2 の 2つのアイソフォームが同定されている。DR 病態において ROCK
経路が活性化しているとする既報がある⼀⽅、MCP-1 は炎症細胞の遊⾛を促す
炎症メディエーターとして DR 眼内での増加および病態への関与が報告されて
いる。しかし、DR 病態における Müller 細胞の活性化とこれらの分⼦との関連
はこれまで明らかになっていない。本研究の⽬的は、DR 病態においてアクロレ
インが果たす病的意義について検討することであり、1)アクロレインは、
ROCK1 を介して Müller 細胞の遊⾛を惹起する、2)アクロレインは、Müller 細
胞からMCP-1 の放出を促進して炎症細胞の遊⾛を促す、という 2つの仮説を⽴
てて研究を⾏った。 
 

【材料と⽅法】 
1) アクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する検討 

PDR 患者から採取した線維⾎管組織を⽤いて、ROCK1/2 に対する免疫染⾊
を⾏った。培養ラットMüller 細胞 TR-MUL5 にアクロレイン（10-50µM）を負
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荷し、ROCK1/2 および活性型 ROCK1 (cleaved ROCK1) の発現変化を real-
time PCR および western blotting で解析した。さらに、アクロレインおよび
ROCK 阻害剤リパスジル添加による TR-MUL5 の遊⾛能変化を OrisTM cell 
migration assay を⽤いて検討した。 
2) アクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関する検討 
PDR 患者から採取した硝⼦体液における MCP-1 およびアクロレイン結合蛋
⽩ FDP-lys の濃度を ELISA によって測定し、両者の相関関係を解析した。また、
TR-MUL5 にアクロレイン（10-50 µM）を負荷し、MCP-1 の発現変化を real-
time PCR、ELISA および western blotting で解析した。さらに、TR-MUL5 に
アクロレインを添加し、Transwell® assay を⽤いて培養マクロファージ細胞株
RAW264.7 の遊⾛能変化を検討した。 
 
【結果】 
1) アクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する検討 
免疫染⾊法を⽤いて、PDR患者から採取した線維⾎管組織において Müller 細

胞の細胞質に ROCK1 が存在することを明らかとした。TR-MUL5 へのアクロ
レイン負荷によって ROCK1 mRNA 発現が有意に上昇し、western blotting にお
いても ROCK1 および活性型である cleaved ROCK1 が増加することを確認し
た。OrisTM migration assay を⽤いた実験では、アクロレイン負荷によって Müller
細胞の遊⾛能は有意に上昇し、ROCK 阻害剤リパスジルを添加することでその
遊⾛は有意に抑制された。 
2) アクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関する検討 
PDR 患者の硝⼦体液においてアクロレイン結合蛋⽩ FDP-lys および MCP-1

の濃度は有意に増加しており、両者には有意な正の相関が認められた。また、ア
クロレイン負荷によって TR-MUL5 における MCP-1 産⽣が有意に増加するこ
とが real-time PCR および ELISA で確認された。さらに、Transwell® assay にお
いてアクロレインを添加した TR-MUL5 から放出された MCP-1 はマクロファ
ージの遊⾛を亢進させたが、MCP-1受容体である C-C motif chemokine receptor 
type 2 (CCR2)に対する阻害剤 RS504393 でその遊⾛は抑制された。 
アクロレイン刺激による TR-MUL5からの MCP-1放出促進のメカニズムにつ
いては high mobility group box 1(HMGB1)に着⽬した。HMGB1 は核内で転写
制御などを担い、細胞へのストレスなどにより核外に放出されると damage-
associated molecular patterns(DAMPs)として機能する分⼦である。HMGB1 に
対する阻害剤グリチルリチンは、アクロレイン刺激によって亢進した TR-MUL5
における MCP-1 発現を有意に抑制した。また、免疫染⾊および細胞分画 western 
blotting によって、アクロレイン添加で HMGB1 の細胞内局在が変化すること



 4 

を明らかとした。 
 

【考察】 
 Müller 細胞において、アクロレインは ROCK1 を介してその遊⾛を亢進させ
ることが明らかとなった。また、DR 眼内においてアクロレインと MCP-1 の濃
度には正の相関があること、アクロレインは Müller 細胞において炎症性サイト
カイン MCP-1 の発現を増加させること、そのメカニズムには HMGB1 の細胞
内局在変化が関わっていること、なども明らかとした。 
 DR の病態形成に Müller 細胞を含む網膜グリア細胞が重要な役割を演じてい
ることはよく知られており、重篤な糖尿病網膜症患者の剖検眼における Müller
細胞の遊⾛も報告されているが、その機序はこれまで不明であった。本研究では、
DR の硝⼦体中で増加する不飽和アルデヒドアクロレインが Müller 細胞の遊⾛
を促進し、その機構に ROCK1が関与することを明らかとした。本検討結果は、
すでに緑内障点眼薬として製剤化されている ROCK 阻害剤リパスジルが、DR
進⾏抑制効果を有する可能性を⽰した。 
 また、DR の眼内で MCP-1が増加することは既に報告があり、MCP-1 は DR
組織へのマクロファージ遊⾛を促し、そのマクロファージから分泌される炎症
性サイトカインが DR の初期病態形成に寄与すると考えられている。⼀⽅、
MCP-1 は DR 病態下で活性化した Müller 細胞から分泌されることが知られて
いるが、その産⽣および分泌の制御機構については不明な点が多い。本研究では、
アクロレインが HMGB1 を介して、Müller 細胞からの MCP-1産⽣を増加させ
ることを明らかとした。アクロレインに対する阻害剤は悪性腫瘍治療製剤の副
作⽤である膀胱障害に対する薬剤としてすでに臨床使⽤されている。今後、同薬
剤を DR の進⾏予防に適⽤できるのか、さらなる研究を進めていきたい。 
【結論】 
DR 病態における Müller 細胞の遊⾛および MCP-1産⽣の亢進にはアクロレイ

ンが重要な役割を果たしており、アクロレインは DR に対する創薬研究におい
て新たな治療標的分⼦となり得ることが⽰唆された。 
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略語表 

本⽂中および図表で使⽤した略語は以下の通りである。 
 

【略語】 

CCR2：C-C motif chemokine receptor 2、MCP-1受容体の⼀種 

DME：diabetic macular edema 糖尿病⻩斑浮腫 

DR：diabetic retinopathy、糖尿病網膜症 

FDP-lys：FDP-lysine、アクロレイン結合蛋⽩ 

GFAP：glial fibrillary acidic protein 

HMGB1：high mobility group box 1 

MCP-1：monocyte chemoattractant protein-1 

MLC：myosin light chain 

NAC: N-acetylcysteine 

MYPT1：myosin phosphatase targeting subunit 1 

PDR：proliferative diabetic retinopathy、増殖糖尿病網膜症 

ROCK：Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase 

SMOX：spermine oxidase 

SSAO：semicarbazide-sensitive amine oxidase 

VAP-1：vascular adhesion protein-1 

VEGF：vascular endothelial growth factor 
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緒⾔ 

糖尿病は現代においても全世界⼈⼝の 10%に発症し、世界の主な死因の 9位
とされている(Zheng et al., 2018)。糖尿病の主な合併症は神経、腎、そして眼に
⽣じることが知られている。糖尿病眼合併症である糖尿病網膜症(diabetic 
retinopathy, DR)は、世界の主要な失明原因の⼀つである(Hammes, 2018)。以下、
DR について記載する。 

 
糖尿病網膜症について 

DR は糖尿病を背景として眼内に慢性的な炎症病態が惹起され、⾎管透過性亢
進や病的⾎管新⽣を⽣じる疾患である(Semeraro et al., 2019)。眼科臨床では、
DR 病期分類として改変 Davis分類が使われることが多く、同分類では軽症から
重症の順に、⾎管透過性亢進を特徴とし、硬性⽩斑や点状出⾎を呈する単純糖尿
病網膜症、⾎管閉塞を伴う増殖前糖尿病網膜症、線維⾎管組織が⽣じる増殖糖尿
病網膜症(proliferative diabetic retinopathy, PDR)の 3つの病期に分類されてい
る。DRが PDRまで進⾏した場合、線維⾎管組織形成や網膜剥離、硝⼦体出⾎
によって重篤な視⼒障害を引き起こす(Cheung et al., 2010)。現代における DR
および DR の⼀病型である糖尿病⻩斑浮腫(diabetic macular edema, DME)に対
する最も効果的な治療法として、抗⾎管内⽪増殖因⼦(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)抗体の硝⼦体注射がある。同薬剤は眼内で増加する炎症性
サイトカインである VEGF を抑制することによって DRやDMEを改善するが、
すでに進⾏した病態に対する治療法であることであり、同薬剤に対して治療抵
抗性の症例もあることから進⾏前の DR にも適⽤できる新規薬剤の開発が求め
られている。 

 
 
 
 

図 1 糖尿病網膜症の病期分類（Davis分類）(糖尿病眼学会ホームページより引⽤) 
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Müller 細胞について 
DR の病態基盤には慢性的な炎症病態が存在することが多くの検討で明らか

とされてきた。DR 眼内で炎症を惹起する細胞として、⽩⾎球や網膜⾎管内⽪細
胞、網膜グリア細胞などが知られている。Müller 細胞は網膜特異的なグリア細
胞であり、網膜全層に渡ってその⽀柱をなすような形状で存在し、神経伝達物質
の取り込みや網膜の栄養・代謝、⾎流調整などに重要な役割を果たしている
(Coughlin et al., 2017 ; García-Bermúdez et al., 2021)。Müller 細胞は DR 病態
下で活性化され、線維⾎管組織形成を助⻑することが知られている。DR 病態に
おいて Müller 細胞は VEGF を放出することに加え、複数の炎症性サイトカイン
やケモカインを放出することで⽩⾎球遊⾛を促進し、炎症の増悪を引き起こす
ことが報告されている(Amin et al., 1997 ; Coughlin et al., 2017)。また、活性化
した Müller 細胞は⽣理的な組織局在を離れて遊⾛することによって線維⾎管組
織形成を促進することも知られている(Nork et al., 1987)。 

 
 

 

図 2 Müller 細胞の模式図  
（(García-Bermúdez et al., 2021)より引⽤） 
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不飽和アルデヒド・アクロレインについて 
当研究室では以前から DR における炎症と酸化ストレスの関連について研究

を⾏っており、アクロレインという物質に着⽬してきた。アクロレインは反応性
が⾼く、タンパクなどに結合することでその機能異常を惹起する毒性の強いア
ルデヒドである。同物質は元来、タバコの煙や⾞の排気ガスなどに含まれる外因
性の環境汚染物質として認知されていたが、その後内因性にも⽣成されること
が明らかとなり、神経変性疾患や呼吸器疾患との関係が注⽬されるようになっ
た(Feng et al., 2006)。アクロレインがタンパク中の lysine残基に結合して⽣じ
る⽣成物は FDP-lysine(FDP-lys)とよばれ、体内に滞留して酸化ストレスを亢進
させることが知られている。 

眼内におけるアクロレインの産⽣機序にはこれまで 2 つの経路が報告されて
いる(Murata et al., 2020)。1つ⽬は、vascular adhesion protein-1 (VAP-1)と呼
ばれる分⼦が介在する経路である。VAP-1 は⾎管内⽪細胞において産⽣され、
⽩⾎球の⾎管外遊⾛に関与することで糖尿病を含む炎症性疾患において重要な
役割を果たすタンパクである(Noda et al., 2012)。我々はこれまで、DR におい
て VAP-1 は網膜と脈絡膜の⾎管内⽪細胞に局在し(Almulki et al., 2010)、糖尿病
動物モデルで VAP-1阻害によって網膜組織内への⽩⾎球遊⾛が抑制されること
(Noda et al., 2009)、VAP-1濃度が PDR の硝⼦体中で上昇していること(Murata 
et al., 2012)などを報告し、VAP-1が膜結合型の⽩⾎球接着因⼦として DR 病態
形成に関与することを明らかにしてきた。⼀⽅、VAP-1 は分泌型の形態も取る
ことが知られている(soluble VAP-1, s-VAP-1)。VAP-1 および sVAP-1 は
semicarbazide-sensitive amine oxidase(SSAO)と呼ばれる酵素機能も有する。
SSAO はアミン酸化酵素であり、⼀級アミンの酸化反応を仲介することによっ
て、アルデヒド、アンモニア、過酸化⽔素を⽣成する。SSAO の基質として、第
⼀級アミノ基を持つポリアミンが知られている。ポリアミンはあらゆる⽣体中
に存在し、細胞周期や細胞増殖の制御に関わる分⼦である。ヒトの体内にはプト
レッシン、スペルミジン、スペルミンの 3種類が主に存在する(Pegg, 2013)。そ
の中で、PDR の硝⼦体中ではスペルミンの濃度が上昇している(Nicoletti et al., 
2003)。過去に我々は、網膜⾎管内⽪細胞に存在する VAP-1 が SSAO 酵素活性
を介してスペルミンを基質としてアクロレインを産⽣することを報告している
(Murata et al., 2017)。 

2 つ⽬のアクロレイン産⽣経路は、網膜グリア細胞において spermine 
oxidase(SMOX)という酵素が介在するものである。SMOX はスペルミンを酸化
分解してスペルミジンに変化させ、その過程で過酸化⽔素とアクロレインの前
駆物質である 3-アミノプロパナールを⽣成することが知られている(Sharmin et 
al., 2001)。DR の初期病態では⽑細⾎管が脱落して網膜組織に低酸素状態が⽣
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じるが(Frank, 2004)、我々は低酸素状態の細胞内で活性化される hypoxia 
inducible factor-1(HIF-1)が、網膜グリア細胞において SMOXのプロモーター領
域に結合することによりグリア細胞からの SMOX産⽣を増加させ、スペルミン
をスペルミジンへ分解する過程でアクロレインを産⽣することを明らかにした
(Wu et al., 2020)。 
我々はこれまで DR とアクロレインの関連について、PDR患者の硝⼦体中で

FDP-lys濃度が上昇していること(Murata et al., 2017)、PDR患者の線維⾎管組
織において FDP-lys はグリア細胞に局在していること(Dong et al., 2017)、そし
てアクロレインがMüller 細胞の遊⾛を惹起すること(Murata et al., 2019)などを
報告してきたが、その具体的な機序については未解明であった。 
 
Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase(ROCK)について 

細胞遊⾛に関わる分⼦の⼀つとして、Rho-associated coiled-coil-containing 
protein kinase (ROCK)が知られている。ヒトの体内では ROCK1 と ROCK2 の
2つのアイソフォームが存在するが、これらは主にアクチン細胞⾻格に作⽤して
細胞収縮や遊⾛を制御している。ROCK の主要な基質はミオシン軽鎖ホスファ
ターゼに 存 在 す る ミオシンホスファターゼ標的サブユニット 1(myosin 
phosphatase target subunit 1, MYPT1)である。ROCK により MYPT1がリン酸
化されることによりミオシン軽鎖ホスファターゼの活性が阻害され、その結果、
ミオシン軽鎖(myosin light chain, MLC)のリン酸化が促進され、アクトミオシン
活性化を介し細胞の遊⾛・収縮を促すと考えられている(Loirand, 2015)。 
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アクロレインと ROCK の関連を調べた先⾏研究では、タバコの煙に含まれる

アクロレインが肺微⼩⾎管において ROCK 経路を介しバリア機能を障害するこ
とが報告されている(Schweitzer et al., 2015)。さらに、ROCK と DR の関連につ
いては⽩⾎球による糖尿病網膜⾎管内⽪障害(Arita et al., 2009)や炎症性微⼩⾎
管障害に ROCKが関与していること(Arita et al., 2013)が報告されている。これ
らのことから、ROCK は特に⾎管障害に関与し、DR の病態形成に関与している
ことが⽰唆される。しかしながら、ROCK と DR 病態下で遊⾛し線維⾎管組織
形成に関与するとされる Müller 細胞との関係はこれまで明らかになっていなか
った。本学位論⽂の前半では、アクロレインがMüller 細胞の遊⾛を促す機序に
ついて ROCK に着⽬して⾏った検討結果について述べる。 
 
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)について 
次に、我々はアクロレインがMüller 細胞の遊⾛能亢進だけではなく、Müller 細

胞の活性化を促進して炎症病態形成に関わっているのではないかと仮説を⽴て、
研究を進めた。DR 病態を増悪させる主な炎症性サイトカインの⼀つとして、
monocyte chemoattractant protein-1(MCP-1)が知られている。MCP-1 は CCケ
モカインの⼀つであり、C-C motif chemokine ligand 2 (CCL2)としても知られ
ている。硝⼦体術後の PDR 患者眼内では MCP-1 の濃度が上昇し、DME 発症
を惹起することが報告されている(Yoshida et al., 2015)。また、DR初期段階の

G蛋白共役受容体

Rho

ROCK
MLC

(ミオシン軽鎖)

MLC P
(リン酸化ミオシン軽鎖)

ミオシン軽鎖ホスファターゼ
(MYPT1)

活性化

活性化

アクトミオシン活性化

細胞の遊⾛

リン酸化

図 3 ROCK 経路の模式図  
（(Knipe et al., 2015)より⼀部改変引⽤） 
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ヒト前房⽔中で MCP-1が増加していること(Tashimo et al., 2004)、糖尿病動物
モデルである STZラットの網膜において MCP-1が DR 発症前から増加してい
ること(Dong et al., 2012)、なども報告されている。これら既報によって、DR に
おいて増加する MCP-1 は網膜組織へのマクロファージの遊⾛を促し、そのマク
ロファージから分泌される炎症性サイトカインが DR の初期病態形成に寄与す
ると考えられている。⼀⽅、MCP-1 は DR 病態下で活性化した Müller 細胞か
ら分泌されることが知られているが(Eastlake et al., 2016)、その産⽣および分泌
の制御機構については不明な点が多い。本学位論⽂の後半では、アクロレインが
Müller 細胞からの MCP-1 の放出を促進し、炎症細胞の遊⾛を惹起するという
仮説を⽴てて⾏なった検討結果について述べる。 
 
High mobility group box-1(HMGB1)について 
上記の仮説を検証する中で、介在分⼦候補としてhigh mobility group box-

1(HMGB1)に注⽬した。HMGB1は様々な細胞の核に存在する分⼦で、定常状態
では核内でDNAの転写やタンパク合成等の制御を担うが、細胞へのストレス等
の刺激により細胞質および細胞外へ放出され、MCP-1を含む炎症性サイトカイ
ンの誘導などを引き起こすことが知られている(Andersson et al., 2018 ; Biscetti 
et al., 2019)。糖尿病患者の⾎中ではHMGB1が増加していること(Yan et al., 
2009 ; Wang et al., 2015)、HMGB1はPDR患者硝⼦体中で増加してMCP-1の濃
度と相関していること(El-Asrar et al., 2011)が報告されている。さらに、HMGB1
は酸化ストレスによって核外へ放出されること(Lugrin et al., 2014)、そしてPDR
患者の硝⼦体中でアクロレイン産⽣に必要な酵素であるsVAP-1と、HMGB1の
濃度が相関していることも報告されている(Abu El-Asrar et al., 2017)。 
これらの既報から、DR眼内における酸化ストレスとMCP-1に関連する分⼦と

して、本仮説へのHMGB1の関与の有無を検討した。 
 

本論⽂では前半にアクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する
検討、そして後半にアクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関す
る検討について記す。本研究全体を通じての検討⽬的は、DR 病態においてアク
ロレインが果たす病的意義について検討することである。 
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⽅法 

1. アクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する検討 

1, 臨床検体 
 北海道⼤学病院眼科で PDR に対し硝⼦体切除術が施⾏された 2 型糖尿病患者
の線維⾎管組織を⽤いた。本研究に使⽤した臨床検体は全て書⾯により同意を
得た患者から採取しており、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。 
 
2, 細胞培養 
 ラット培養Müller 細胞株 TR-MUL5 を⽤いた(Fact Inc, Sendai, Japan)。TR-
MUL5 は、温度感受性 SV40 ラージ T抗原遺伝⼦を保有するトランスジェニッ
クラットから確⽴された細胞株であり、33℃で増殖する(Tomi et al., 2003)。TR-
MUL5 は 33℃で 10%ウシ胎児⾎清(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA)を含有した Dulbeccoʼs modified Eagleʼs medium（Fuji Film Wako Pure 
Chemicals, Osaka, Japan）中で培養された。 
 
3, 免疫染⾊ 
 組織染⾊においては、PDR を有する患者の眼から採取されホルマリン固定の
後パラフィン包埋された線維⾎管組織の切⽚を脱パラフィンし、10mM クエン
酸バッファー(pH6.0)中で電⼦レンジにて抗原賦活化を⾏ったのち、10% normal 
goat serum(Thermo Fisher Scientific)を載せて 30分ブロッキングを⾏った後、
4℃で⼀晩⼀次抗体反応を⾏った。使⽤した⼀次抗体は以下の通りである。抗
ROCK1 抗体(1:50, EP786Y, Abcam, Cambridge, MA, USA)と抗 glial fibrillary 
acidic protein(GFAP)抗体(1:50, NCL-L-GFAP-GA5, Leica Biosystems, Wetzlar, 
Germany)、あるいは抗 ROCK2抗体（1:100, #610623, BD, Franklin Lakes, NJ, 
USA）と抗 GFAP抗体(1:200, Z033429, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, 
CA, USA)を組み合わせて共染⾊を⾏った。⼆次抗体として Alexa Fluor 546 goat 
anti-rabbit IgG と Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG、あるいは Alexa flour 488 
goat anti-rabbit IgG と Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG (1:500, Thermo 
Fisher Scientific)を⽤い、1時間室温でインキュベートした後、観察を⾏った。 
 細胞免疫染⾊では、カバーグラスの⼊った 6ウェルプレートに TR-MUL5 を
播種し 24時間培養したのち、17時間の⾎清飢餓状態を経て、アクロレインを添
加した。23 時間後にリパスジル(2μM)を添加し、1 時間インキュベートした。
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4%パラホルムアルデヒドで 15分間固定を⾏い、0.1% Triton X-100 で 10分間
の透過処理を⾏った。10% normal goat serum を載せて 30分間ブロッキングし
た後、4℃で⼀晩、抗 p-MLC2抗体(1:100, #3675, Cell Signaling, Danvers, MA, 
USA) を⽤いて⼀次抗体反応を⾏った。Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG 
(1:400)及びファロイジン(1:143, Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, USA)を載せて
1時間室温でインキュベートし、観察を⾏った。全ての染⾊において、核は 4ʼ,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI; Roche Applied Science, Indianapolis, IN, 
USA)で共染⾊を⾏った。観察には BZ-9000顕微鏡（Keyence, Osaka, Japan）を
⽤いた。 
 
4, Real-time PCR 
Rock1, Rock2, Mypt1, Mlc2 の mRNA 発現量を real-time PCR で測定した。TR-
MUL5 を 6 ウェルプレートに 4x105個/ウェルずつ播種し、24 時間培養を⾏っ
た。17 時間の⾎清飢餓状態を経た後アクロレインを添加し、6 時間後にサンプ
ルを採取した。なお抗酸化物質である N-アセチルシステイン(N-acetylcysteine, 
NAC)を⽤いた実験では、アクロレイン添加の 30分前に NAC(5, 50, 500μM)を
添加した。ポジティブコントロールとして、前述と同様に細胞を播種し⾎清除去
を⾏った後、過酸化⽔素(H2O2)100μM を添加し、6時間後にサンプルを採取し
た。サンプル採取には TRI-reagent®（Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, 
OH, USA）を⽤い、逆転写反応には GoScript reverse transcriptase (Promega, 
Madison, WI, USA)を⽤いて cDNA を作製した。PCR に使⽤したプライマーは
下記の通りである（表 1）。解析には StepOnePlus Real-Time PCR システム
(Thermo Fisher Scientific)を⽤いた。PCR条件は 95℃ 2分、95℃ 15秒、60℃ 
1分を 40サイクル施⾏し、ΔΔCt 法を⽤いて算出した。 
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5, Western blotting 
TR-MUL5 を 8x105細胞/dish の濃度で 6cm dish に播種し、24時間培養を⾏っ

た。17時間の⾎清飢餓状態を経た後アクロレインを添加し、その 24時間後にサ
ンプルを回収した。MYPT1 および MLC2 のリン酸化に関する western blotting
では、同様のプロトコルで細胞を⽤意し、サンプル回収の 1 時間前にリパスジ
ル(0.08, 0.4, 2μM)を添加した。サンプル回収には 1xSDSバッファーを⽤いた。
得られた細胞溶解物は 5 秒ずつ計 5 回、氷上で超⾳波破砕を⾏った後、4℃, 
15,000 x g で 10 分間の遠⼼を⾏った。タンパク定量は BCA アッセイキット
(Thermo Fisher Scientific)を⽤いて⾏い、サンプル濃度を揃えたのち、95℃で 3
分間ボイルした。SDS-PAGEを⾏い、蛋⽩を転写した PVDFメンブレンを 5%
スキムミルクで 1 時間ブロッキングした後、4℃で⼀晩⼀次抗体反応を⾏った。
使⽤した抗体と希釈倍率は以下の通りである。抗 ROCK1抗体(1:5000, EP786Y, 
Abcam)、抗MLC2抗体(1:1000, #8505, Cell Signaling)、抗 p-MLC2抗体(1:1000, 
#3675, Cell Signaling)、抗MYPT1抗体(1:1000, #2634, Cell Signaling)、抗 p-
MYPT1 抗体(1:1000, #5163, Cell Signaling)、抗 cleaved ROCK1 抗体(1:1000, 
154C1465, Novus biologicals, Centennial, CO, USA)。⼀次抗体反応後にメンブ
レンを TBS-T(0.1%Tween-20)で洗浄し、⼆次抗体で室温 1時間インキュベート
し た 。⼆次抗体に は 、 goat anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase 
conjugate(1:4000, Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, 
USA) も し く は goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase 

 

Gene Primer Sequence
Forward 5′-ATGAACTTCAAATGCAGTTGGCT-3′
Reverse 5′ -AATAAGGAATGCAGGCAGAACCA-3′
Forward 5′ -CTGCTGACTGA GCGAACACT-3′
Reverse 5′- ACCACGCTTGACAGG TTCTT-3′
Forward 5′-GTCAGCTCAACAGGCCAAAC- 3′
Reverse 5′-TCGCCGTCGTTCTCTGATTG-3′
Forward 5′-GCCTTGCCCTCAGAGGATCTA-3′
Reverse 5′-CAT TGGAGCTCCCTTCTGCTG-3′
Forward 5ʼ-GGGAAATCGTGCGTGACATT-3ʼ�
Reverse 5ʼ-GCGGCAGTGGCCATCTC-3ʼ�

rat Rock1

rat Rock2

rat Mypt1

rat Mlc2

rat Actb

表 1 本実験に⽤いたプライマー配列 
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conjugate(1:4000, Jackson Immunoresearch) を ⽤いた 。 化 学 発光基質に は
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate(Thermo Fisher Scientific)を
⽤いた。観察には iBright imaging system (Thermo Fisher Scientific)を⽤いた。 
 

6, GSHアッセイ 
TR-MUL5 を 24ウェルプレートに 1x105細胞/well の濃度で播種し、24時間培
養した。17時間の⾎清飢餓状態を経て、アクロレイン(10-50μM)を添加し 3時
間後に総グルタチオン(GSH)量を測定した。測定には total GSH アッセイキッ
ト(Nikken Seil Co., Ltd., Shizuoka, Japan)を⽤いた。 
 
7, 細胞遊⾛能の測定 
 OrisTM Cell Migration assayキット(Platypus Technologies, Madison, WI, USA)
を⽤いて細胞遊⾛能を測定した。TR-MUL5 を 1x105細胞/well の濃度で 96 ウ
ェルの OrisTMプレートに播種し、24 時間培養した後、17 時間⾎清飢餓状態と
した。各ウェルにアクロレイン(25μM)を添加し、その 23時間後にリパスジル
(0.08, 0.4, 2μM)と DNA合成阻害剤アフィジコリン(10μg/ml)を添加し、1時
間後に OrisTMプレートからストッパーを抜去し、細胞をウェルの中央に向かっ
て遊⾛可能な状態とした。24 時間後に各ウェルの写真を撮影し、遊⾛した⾯積
を計測した。観察には BZ-9000顕微鏡(Keyence)を⽤い、計測には BZ-Ⅱアナラ
イザー(Keyence)を使⽤した。 

 
 
8, 統計解析 
 全ての結果は平均値±標準誤差で⽰した。また、2 群間の⽐較は student の t
検定、多群の⽐較は one-way ANOVA と post hoc 解析として Tukey-Kramer 法
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。 

図 4 OrisTM cell migration assay の⽅法 

（https://www.platypustech.com/cell-based-assays/oris-cell-migration） 
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2. アクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関する検討 

1, DNAマイクロアレイ 
 ラット培養 Müller 細胞株 TR-MUL5 にアクロレイン 25μM を添加し、6 時
間後に NucleoSpin RNA Plus(MACHERY-NARGEL, Düren, Germany)を⽤いて
total RNA を抽出し、タカラバイオ社（Shiga, Japan）へ DNAマイクロアレイ解
析を委託した。解析に⽤いたアレイは Sure Print G3 Rat Gene Expression 8×
60K v2 Microarray (Agilent) で あ る 。 Total RNA の 品 質 は 2100 
Bioanalyzer(Agilent)で分析し、マイクロアレイ解析に⽤いた total RNA の RNA 
integrity number(RIN)値は 9.0 以上であった。 
 
2, 臨床検体 
 北海道⼤学病院眼科で PDR に対し硝⼦体切除術が施⾏された 2 型糖尿病患者
12名と、対照群として⾮糖尿病（特発性⻩斑上膜もしくは⻩斑円孔）患者 9名
において術中に採取された硝⼦体液を⽤いた。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から採取しており、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。 
 
3, 細胞培養 
 ラット培養 Müller 細胞株 TR-MUL5 を⽤いた(Fact Inc)。TR-MUL5 は、温
度感受性 SV40 ラージ T 抗原遺伝⼦を保有するトランスジェニックラットから
確⽴された細胞株であり、33℃で増殖する(Tomi et al., 2003)。TR-MUL5 は 33℃
で 10%ウシ胎児⾎清(Thermo Fisher Scientific)を含有した Dulbeccoʼs modified 
Eagleʼs medium（DMEM, Fuji Film Wako Pure Chemicals）中で培養された。
Transwell® assay で はマウス培養マク ロファージ株  RAW 264.7（ATCC, 
Manassas, VA, USA）も使⽤した。RAW264.7 は 37℃で 10%ウシ胎児⾎清を含
有した DMEM中で培養した。 
 
4, 硝⼦体中の MCP-1及び FDP-lysタンパク量の測定 
 硝⼦体中の MCP-1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)を⽤いて測定した。FDP-lys の濃度は ELISA キット
(Acrolein-Lysin adduct competitive EIA kit, Takara, Shiga, Japan)を⽤いて測定
した。 
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5, Real-time PCR 
Mcp1, Hmgb1 の mRNA 発現量を real-time PCR で測定した。TR-MUL5 を 6
ウェルプレートに 4x105個/ウェルずつ播種し、24時間培養を⾏った。17時間の
⾎清飢餓状態を経た後アクロレインを添加し、6 時間後にサンプルを採取した。 
なお、なお NAC を⽤いた実験では、アクロレイン(50μM)添加の 30 分前に
NAC(5, 50, 500μM)を添加した。HMGB1 の阻害剤であるグリチルリチンを⽤
いた実験では、アクロレイン(50μM)添加の 30 分前にグリチルリチン (1, 10, 
100μM)を添加した。HMGB1 受容体の阻害実験では、HMGB1 の主な受容体
で あ る receptor for advanced glycation end products(RAGE)阻害剤 FPS-
ZM(0.01, 0.1, 1.0μM)及び Toll-like receptor 4(TLR4)の阻害薬 TAK-242(0.1, 
1.0, 10μM)をアクロレイン(50μM)添加の 30分前に添加した。 
サンプル採取には TRI-reagent®（Molecular Research Center, Inc）を⽤い、逆
転写反応には GoScript reverse transcriptase (Promega)を⽤いて cDNA を作製
した。PCR に使⽤したプライマーは下記の通りである（表 2）。解析には
StepOnePlus Real-Time PCRシステム(Thermo Fisher Scientific)を⽤いた。PCR
条件は 95℃ 2分、95℃ 15秒、60℃ 1分を 40サイクル施⾏し、ΔΔCt 法を⽤
いて算出した。 
 

 
 
6, 細胞培養上清中の MCP-1及び HMGB1タンパク量の測定 
 MCP-1 の培養上清サンプルを取得するため、TR-MUL5 を 6ウェルプレート
に 5.4x105細胞/well の濃度で播種し、24時間培養した。17時間の⾎清飢餓状態
を経て、アクロレイン(10-50μM)を添加しさらに 24 時間インキュベートした
後、培地を回収し 500 x g で 10分間遠⼼を⾏い、上清を回収しサンプルとした。 
グリチルリチンを⽤いた HMGB1 阻害実験では同様に細胞の準備を進めたのち、
アクロレインを添加する 30分前にグリチルリチン (1, 10, 100μM)を添加した。

Gene Primer Sequence
Forward 5ʼ-ACTGTGTGGTTGACATGCACT-3ʼ
Reverse 5ʼ-GCAGCAGTGTGTCATTCCAAG-3ʼ
Forward 5'-AATGTTACAGAGCGGAGAGAGTG-3'
Reverse 5'-CATTTTGCCTCTCGGCTTCTTAG-3'
Forward 5ʼ-GGGAAATCGTGCGTGACATT-3ʼ 
Reverse 5ʼ-GCGGCAGTGGCCATCTC-3ʼ 

rat Mcp1

rat Hmgb1

rat Actb

表 2 本実験に⽤いたプライマー配列 
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測定には ELISAキット（MCP-1 rat instant ELISA kit, BMS631INST, Thermo 
Fisher Scientific）を⽤いた。 
 HMGB1 の培養上清サンプルを取得するため、TR-MUL5 を 6cmディッシュ
に 1x106細胞/well の濃度で播種し、24 時間培養した。17 時間の⾎清飢餓状態
を経たのち、アクロレイン(10-50μM)を添加し、3時間後に培地を回収し 500 x 
g で 10分間遠⼼を⾏い、上清を回収しサンプルとした。測定にはHMGB1 ELISA 
kit Exp（#326078738, シノテスト, Tokyo, Japan）を⽤いた。   
 
7, アクロレイン添加後Müller 細胞の存在下におけるマクロファージの遊⾛能 
Transwell® assay(3421, Corning, NY, USA)を⽤いてマクロファージの遊⾛能を
調べた。上段にはマクロファージ細胞株 RAW264.7、下段にはアクロレインを添
加した TR-MUL5 を蒔いた状態で実験を⾏った。まず、TR-MUL5 を 24ウェル
プレートに 1.1x105 細胞/well の濃度で播種し 24時間培養した。17時間の⾎清
飢餓状態を経て、アクロレイン(50μM)を添加した後、24 時間後に Transwell®
インサート内に RAW264.7 を 1.0x105細胞/well の濃度で播種し、MCP-1 の主
な受容体である C-C motif chemokine receptor 2 (CCR2)阻害薬 RS 504393(0.1, 
1.0μM)(Abcam)を添加し、6時間後に Transwell®のメンブレンの観察を⾏った。
メンブレンは 100%メタノールで 2 分間固定し、トルイジンブルー(Fuji Film 
Wako Pure Chemicals)で 2 分間染⾊を⾏った。観察には BZ-9000 顕微鏡
(Keyence)を⽤い、ランダムに 3 視野を観察し、遊⾛している細胞の数を平均し
た。 
さらにコントロール実験として、TR-MUL5 を播種せずに培地のみを⼊れたウ
ェルにアクロレイン(50μM)を加え、同様に Transwell®インサートに RAW264.7
を播種して 6時間後に観察を⾏った。 

 
 
 

図 5 Transwell® assay模式図 
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8, 細胞免疫染⾊ 
 カバーグラスの⼊った 6 ウェルプレートに TR-MUL5 を播種し 24 時間培養
したのち、17時間の⾎清飢餓状態を経て、アクロレインを添加した。23時間後
にグリチルリチン(100μM)を添加し、1時間インキュベートした。4%パラホル
ムアルデヒドで 15分間固定を⾏い、0.1% Triton X-100 で 10分間の透過処理を
⾏った。10% normal goat serum を載せて 30分間ブロッキングした後、4℃で⼀
晩、抗 HMGB1抗体(1μg/ml, EPR3507, Abcam)を⽤いて⼀次抗体反応を⾏っ
た。PBS で 5分間ずつ 3 回洗浄後、Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit IgG (1:400)
を載せて 1時間室温でインキュベートし、PBS で 5分間ずつ 3 回洗浄後封⼊し、
観察 を⾏っ た 。核は 4ʼ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Roche Applied 
Science)で共染⾊を⾏った。観察には BZ-9000顕微鏡（Keyence）を⽤いた。 
 
9, RT-PCR 
 TR-MUL5 を 6ウェルプレートに 4x105個/ウェルずつ播種し、24時間培養を
⾏った。17 時間の⾎清飢餓状態を経た後に細胞の RNA を回収して逆転写反応
により cDNA を作製した後、Rage と Tlr4 のプライマーを⽤いて先述の通り
PCR を⾏った。増幅後のサンプルを、2%アガロースゲルを⽤いて電気泳動し、
TR-MUL5 における RAGEと TLR4 の発現を確認した。 

 
 
10, 核分画及び細胞質分画 
 TR-MUL5 を 2.5 x 105細胞/ウェルの濃度で 10cmディッシュに播種し、24時
間培養を⾏った。17 時間の⾎清飢餓状態を経て、アクロレイン(50μM)を添加
し 3時間インキュベートした。なおグリチルリチン(100μM)添加は、アクロレ
イン添加の 30分前に⾏った。 
核分画及び細胞質分画の抽出は、既報(Schreiber et al., 1989)を参考に⾏った。
培地を除いて PBS で 2 回洗浄した後、トリプシン EDTA を⽤いて細胞を回収
し、4℃、200 x g で 2分間遠⼼した後、ペレットを PBS 1ml で懸濁し、4℃、
500 x g で 3分間遠⼼した。ペレットを 300μl のバッファーA（10mM HEPES, 

Gene Primer Sequence
Forward 5'-CCCCAATGGTTCACTCCTCC-3'
Reverse 5'-GAGCGACTGTTCCACCTTCA-3'
Forward 5'-AAATGCCAGGATGATGCCTCT-3'
Reverse 5'-ATCCAGCCACTGAAGTTGTGA-3'

rat Rage

rat Tlr4

表 3 本実験に⽤いたプライマー配列 
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10mM KCl, 0.1mM EGTA, 0.1mM EDTA, 1mM DTT）で懸濁し、氷上で 15分
間静置した。18.75μl の 10%NP-40 を加えてボルテックスで混合し、4℃、500 
x g で 3分間遠⼼した。この上清を細胞質分画として回収した。ペレットをバッ
ファーA 300μl で 2 回懸濁・洗浄した後、4℃、500 x g で 1分間遠⼼し、ペレ
ットをバッファーB（20mM HEPES, 400mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 
1mM DTT）で懸濁し、氷上で 15 分間静置した。ボルテックスで 10 秒間混合
したのち、4℃、15000 x bpm で 15分間遠⼼し、上清を核分画として回収した。
細胞質分画、核分画サンプルのタンパク定量は RC-DC assay（BIORAD, CA, 
USA）を⽤いて⾏った。SDSバッファー及び 2-メルカプトエタノールを⽤いて
サンプル濃度を揃えたのち、95℃で 3分間ボイルした。SDS-PAGEを⾏い、蛋
⽩を転写した PVDF メンブレンを 5%スキムミルクで 1 時間ブロッキングした
後、4℃で⼀晩⼀次抗体反応を⾏った。使⽤した抗体と希釈倍率は以下の通りで
ある。抗 HMGB1 抗体(1:10000, EPR3507, Abcam)、抗 PCNA 抗体(1:2000, 
#2586, Cell signaling)。⼀次抗体反応後にメンブレンを TBS-T(0.1%Tween-20)
で洗浄し、⼆次抗体に室温 1 時間でインキュベートした。⼆次抗体には、goat 
anti-mouse IgG (H+L) horseradish peroxidase conjugate(1:4000, Jackson 
Immunoresearch)及び goat anti-rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase 
conjugate(1:4000, Jackson Immunoresearch) を ⽤いた 。 化 学 発光基質に は
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate(Thermo Fisher Scientific)を
⽤いた。観察には iBright imaging system (Thermo Fisher Scientific)を⽤いた。 
 

11, 統計解析 
 全ての結果は平均値±標準誤差で⽰した。また、2 群間の⽐較は student の t
検定、多群の⽐較は one-way ANOVA と post hoc 解析として Tukey-Kramer 法
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. アクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する検討 

1, ヒト PDR線維⾎管組織における ROCK の局在 
PDR 患者から得られた線維⾎管組織検体に免疫染⾊を⾏ったところ、GFAP
（緑）陽性細胞において ROCK1（⾚）の局在が確認された（図 6A）。⼀⽅、ROCK
２（⾚）も GFAP（緑）陽性細胞でわずかに染⾊シグナルが認められたが、ROCK1
と⽐較するとその染⾊性は弱かった（図 6B）。 

 

A 

B 

図 6  PDR患者の線維⾎管組織における GFAP陽性細胞での ROCK の局在 
(A) ROCK1、(B) ROCK2 
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2, アクロレイン刺激下での ROCK および下流分⼦の発現変化 
 アクロレイン刺激によって、Rock1 の mRNA 発現は有意に増加した（n=3, 
P<0.01, 図 7A）。⼀⽅で、Rock2 の mRNA 発現はわずかに減少した（図 7B）。
ROCK1 の下流分⼦である Mypt1 と Mlc2 の mRNA の発現には変化を認めなか
った（図 7C,D）。また、western blotting を⽤いた検討ではアクロレイン刺激下
の Müller 細胞において ROCK1 のタンパク量が増加していることが確認された
（図 8A,B）。さらに、アクロレイン刺激下では ROCK1が活性化した状態を⽰す
cleaved ROCK1 の産⽣が増加していた（図 8A,C）。その⼀⽅で、MYPT1 と MLC2
の産⽣には変化がなかった（図 8D）。 
 

A B 

C D 

図 7 アクロレイン刺激下 TR-MUL5 における ROCK 関連分⼦の mRNA 発現 
(A) Rock1 (B) Rock2 (C) Mypt1 (D) Mlc2 
各 n=3、*P<0.05、**P<0.01、N.S;有意差なし 
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3, アクロレイン刺激下における ROCK1産⽣増加への酸化ストレスの関与 
 ヒト線維⾎管組織の免疫染⾊結果および real-time PCR の結果から、我々は
Müller 細胞における ROCK1 の産⽣増加に着⽬して実験を進めた。アクロレイ
ン(10-50μM)を TR-MUL5 に負荷すると、抗酸化物質であるグルタチオンが濃
度依存性に減少することが確認できた（n=4, P<0.01, 図 9A）。また、TR-MUL5
に対するアクロレイン刺激によって Rock1 mRNA の発現は約 4倍上昇し、その
変化は抗酸化物質である NAC で有意に抑制された（n=3, P<0.01, 図 9B）。さ
らに、活性酸素種の⼀つである過酸化⽔素(H2O2)を TR-MUL5 に負荷すると、
Rock1 の mRNA 発現は上昇した（n=3, P<0.05, 図 9C）。 

A B 

C D 

図 8 アクロレイン刺激に伴う ROCK1 関連分⼦のタンパク量変化  
(A) アクロレイン(10-50μM) 刺激後の TR-MUL5 における ROCK1 と cleaved ROCK1 
の western blotting (B) (C) 各バンドのデンシトメトリー解析、各 n=3、*P<0.05  
(D) MYPT1 と MLC2 の western blotting 
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4, ROCK1-pMYPT1-pMLC 経路の活性化 
アクロレインと ROCK 阻害剤リパスジルが ROCK1 とその下流分⼦に与える
影響を調べるため、ROCK1 の活性の指標として⽤いられる MYPT1 と MLC2
のリン酸化について western blotting で検討した。アクロレイン(25μM)を TR-
MUL5 に負荷すると、MYPT1 と MLC2 のリン酸化は増加した⼀⽅で、MYPT1
と MLC2 の総量は変化しなかった。また、リパスジル(2μM)はアクロレイン刺
激による MYPT1 と MLC2 のリン酸化を抑制した（図 10）。免疫染⾊では、ア
クロレイン刺激によって TR-MUL5 のアクチンストレスファイバーの染⾊が増
強されているのに対し、リパスジル投与を⾏なった細胞ではアクチン細胞⾻格
が脱重合される様⼦が観察された。同様に、pMLC2 の染⾊もアクロレイン刺激
で増強されたが、リパスジルによって抑制された（図 11）。 

A B 

C 

図 9 アクロレイン刺激下の TR-MUL5 における酸化ストレスの関与  
(A) アクロレイン刺激時のグルタチオン発現量 (n=4) (B) NAC 添加時の Rock1 の
mRNA 発現変化 (n=3) (C) 過酸化⽔素(H2O2)添加時の Rock1 の mRNA 発現変化 
(n=3) *P<0.05、**P<0.01 



 25 

 

 
 
5, リパスジルによる Müller 細胞遊⾛の抑制 
 ROCK1 と Müller 細胞の遊⾛の関連について調べるため、アクロレイン刺激を
加えた TR-MUL5 において OrisTM migration assay を⾏った。アクロレインは
TR-MUL5 の遊⾛を有意に増加させ（n=4, P<0.01）、リパスジル(0.4μM, 2μ
M)がその変化を抑制することがわかった(n=4, P<0.05, 図 12A-F)。 
 

図 10 アクロレインおよびリパスジル添加による ROCK活性の変化 

図 11 アクロレインとリパスジル添加による細胞形態と p-MLC2 発現変化 
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F 

図 12 アクロレインおよびリパスジル添加による細胞遊⾛能の変化 
(A) コントロール (B) アクロレイン 25μM (C) アクロレイン+リパスジル 0.08μM 
(D) アクロレイン+リパスジル 0.4μM  (E) アクロレイン+リパスジル 2μM 
各 n=4、*P<0.05、**P<0.01 
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2. アクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関する検討 

1, アクロレイン添加 TR-MUL5 の DNAマイクロアレイ解析 
 アクロレイン添加によって発現変化する遺伝⼦を調べるため、アクロレイン
を添加した TR-MUL5 の遺伝⼦発現を DNA マイクロアレイ解析で評価したと
ころ、表 4 に⽰すように複数の遺伝⼦に発現増加が認められた。Mcp1 はコント
ロールと⽐較して約 12倍の発現増加がみられた。 

 
2, PDR患者硝⼦体における MCP-1 と FDP-lys濃度の上昇 
 PDR患者(PDR群 12名)の硝⼦体中で、MCP-1濃度は対照群(⻩斑前膜また
は⻩斑円孔 9名)と⽐較して有意に上昇していた(P<0.01）（図 13A）。また、PDR
群における MCP-1 の濃度はアクロレイン結合蛋⽩ FDP-lys の濃度と有意な正
の相関が認められた（r=0.60, P<0.05）(図 13B)。 

 
 
 

 
順位 遺伝⼦記号 Genbank Accession コントロール アクロレイン25μM添加 コントロール⽐(倍)

1 Cxcl1 NM_030845 8.5 364.3 43
2 Fosl1 NM_012953 46.8 1386.3 29.6
3 Hmox1 NM_012580 1354.8 36866.5 27.2
4 Osgin1 NM_138504 47.4 816 17.2
5 Srxn1 NM_001047858 1165.2 19266.5 16.5
6 Mcp1 NM_031530 98.1 1163.3 11.9
7 Gdf15 NM_019216 8.3 93.2 11.2
8 Atf3 NM_012912 242.4 1819.8 7.5
9 Dusp5 NM_133578 192 1409.8 7.3
10 Phlda1 NM_017180 39 265.6 6.8

図 13  PDR患者の硝⼦体における MCP-1濃度および FDP-lys との相関  
(A) 硝⼦体中の MCP-1 濃度 (B) FDP-lys 濃度との相関、**P<0.01 

A B 

表 4 アクロレイン刺激下 TR-MUL5 に対するマイクロアレイ解析結果 
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3, アクロレイン刺激下での Müller 細胞における MCP-1産⽣増加 
 TR-MUL5 にアクロレイン(10-50μM)を添加したところ、Mcp1 mRNA の発
現量は有意に増加した(P<0.01)(図 14A)。また、培養上清における MCP-1蛋⽩
濃度を ELISA で定量したところ、アクロレイン添加による MCP-1 産⽣の有意
な増加が認められた(P<0.01)(図 14B)。また、酸化ストレスとの関連を調べるた
めに NAC を添加したところ、アクロレイン刺激で増加した Mcp1 mRNA 発現
は抑制された(P<0.05)(図 14C)。 

 
 
4, アクロレイン添加Müller 細胞による MCP-1 を介したマクロファージの誘導 
 Müller 細胞から放出された MCP-1 の役割を調べるために Transwell® assay を
⾏ったところ、アクロレイン添加により有意に RAW264.7 の遊⾛が亢進し、
MCP-1 の主な受容体である CCR2 に対する阻害剤 RS504393 を RAW264.7 に
添加するとその遊⾛亢進は抑制された（P<0.05）（図 15AB）。 

A B 

C 

図 14 アクロレイン刺激後の TR-MUL5 における MCP-1 の産⽣増加 
(A) アクロレイン(10-50μM)添加に伴う mRNA の変化 (B) タンパク量の変化 
(C) NAC 添加時の mRNA の変化、各 n=3, *P<0.05, **P<0.01 
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 また、アクロレイン⾃体によるマクロファージ遊⾛亢進作⽤の有無について
検討するため、培地のみにアクロレインを添加した際の RAW264.7 における遊
⾛変化を観察したところ、TR-MUL5 ⾮存在下でアクロレインを培地に添加し
たのみでは RAW264.7 の遊⾛に変化は⽣じなかった（図 15C）。 

 
 
5, アクロレイン刺激による HMGB1 の局在変化 
 アクロレイン(50μM)刺激下の TR-MUL5 でHMGB1が核から細胞質へ移⾏
する様⼦が免疫染⾊法を⽤いて確認された。HMGB1 阻害剤であるグリチルリ
チンは HMGB1 に直接結合することにより、HMGB1 を核内に留める作⽤があ
ることが報告されている(Mollica et al., 2007 ; Li et al., 2019)。アクロレイン刺
激による HMGB1 の核から細胞質への移⾏はグリチルリチン(100μM)添加に
よって抑制された（図 16）。 

A 

B 

図 15 アクロレイン刺激後 TR-MUL5 によるマクロファージの遊⾛亢進 
(A) Transwell®顕微鏡写真 ⾚⽮印; 遊⾛した RAW264.7 (B) マクロファージ遊⾛率の
変化 (C) TR-MUL5 を播種しなかった場合の遊⾛率、各 n=3、*P<0.05、**P<0.01、
N.S.; 有差なし 

C 
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6, Müller 細胞からの MCP-1産⽣における HMGB1 の関与 
 アクロレイン(50μM)刺激を⾏った TR-MUL5 にグリチルリチン(1-100μM)
を加えて real-time PCR を⾏ったところ、アクロレインによって増加した Mcp1 
mRNA 発現はグリチルリチンによって有意に抑制された（P<0.01）(図 17A)。
また、ELISA でタンパク量を測定したところ、アクロレインで増加した MCP-1
の産⽣はグリチルリチンで同様に抑制された（P<0.01）（図 17B）。 

図 16 アクロレイン刺激及びグリチルリチン添加時の HMGB1 の局在変化 
⽩⽮印; 核外に放出した HMGB1(⾚) 
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7, TR-MUL5 における HMGB1受容体の発現 
 当初我々は、TR-MUL5から HMGB1が細胞外に放出され、オートクリンに
細胞膜表⾯の受容体に結合することで MCP-1 産⽣を誘導するのではないかと
考えていた。そこで、TR-MUL5 に HMGB1 の受容体が存在するか調べるため、
半定量 PCR を施⾏したところ、TR-MUL5 には HMGB1 の主な受容体である
RAGE や Toll-like Receptor 4 (TLR4)が発現していることが明らかとなった（図
18A）。そこで、アクロレインを負荷した TR-MUL5 に RAGE 阻害剤 FPS-ZM
および TLR4 阻害剤 TAK-242 を添加し Mcp1 mRNA 発現の変化を調べたが、
それらの受容体を阻害しても TR-MUL5 における Mcp1 mRNA 発現量は変化し

 

A 

B 

図 17 アクロレインおよびグリチルリチン添加に伴う MCP-1 の発現変化 
(A) Mcp1 mRNA 発現量の変化 (B) MCP-1 タンパク量の変化 
各 n=3、*P<0.05、**P<0.01 
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なかった（図 18B）。 
 

 
8, アクロレイン刺激下 Müller 細胞における HMGB1 の発現変化 
 7 と同様に、アクロレイン負荷により細胞外に放出された HMGB1 がオート
クリンに TR-MUL5 に作⽤するという仮説の下、アクロレイン刺激下 TR-MUL5
におけるHmgb1 の mRNA 発現の変化及び培養上清中のHMGB1蛋⽩濃度を調
べた。その結果、アクロレイン(10-50μM)刺激によって TR-MUL5 における
Hmgb1 の mRNA 発現量は変化しなかった（図 19A）。また、培養上清中の
HMGB1 タンパク量も変化しなかった（図 19B）。⼀⽅で、同様の条件で TR-
MUL5 における Mcp1 の mRNA 発現量は増加していた（図 19C）。 

A 

B 

図 18 TR-MUL5 における HMGB1受容体 
(A) HMGB1 の受容体である RAGE と TLR4 の半定量 PCR 結果 (B) HMGB1 受容体
阻害時の Mcp1 mRNA の発現、各 n=3、**P<0.01、N.S.; 有意差なし 
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9, アクロレイン刺激に伴うHMGB1 の細胞内局在変化 
 前述 7 および 8 の結果から、アクロレイン刺激によって細胞外に分泌された
HMGB1が RAGEやTLR4への結合を介して TR-MUL5へオートクリンに作⽤
するという仮説は否定された。そこで我々は、前述 1 の免疫染⾊の結果から、
HMGB1 が核から細胞質に移⾏することが MCP-1 の産⽣増加に寄与している
のではないかと考え、アクロレイン刺激下の TR-MUL5 を核成分と細胞質成分
に分け western blotting を⾏った。その結果、アクロレインを添加すると核成分
において HMGB1 が減少し、さらにグリチルリチンを添加するとその変化が抑
制されることが明らかとなった。⼀⽅、細胞質成分は核成分と逆の挙動を⽰し、
アクロレイン添加で HMGB1 が増加し、グリチルリチン添加でその変化が抑制
された（図 20）。 

図 19 アクロレイン刺激後の TR-MUL5 における HMGB1 の発現 
(A) Hmgb1 の mRNA 発現 (B) 培養上清中の HMGB1 タンパク量 (C) 同条件下での
Mcp1 の mRNA 発現 各 n=3、*P<0.05、**P<0.01、N.S.; 有意差なし 

A B 

C 
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図 20 アクロレインおよびグリチルリチン添加に伴う HMGB1 の各細胞分
画における発現 
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考察 

本研究では、DR 眼内で増加する不飽和アルデヒド・アクロレインが Müller
細胞に与える影響について検討した。その結果として、アクロレインが ROCK1
を介して Müller 細胞の遊⾛を促進すること、アクロレインが Müller 細胞から
の MCP-1放出を促進してマクロファージの遊⾛を誘導すること、その機序には
HMGB1 の細胞内局在変化が関与していること、などが明らかとなった。Müller
細胞におけるこれらの解析は、渉猟する限り本研究が初めてである。 

 
1. アクロレインと ROCK を介した Müller 細胞遊⾛に関する検討 
 本研究では、Müller 細胞が遊⾛する機序に着⽬して検討を⾏った。Müller 細
胞は通常、主に網膜の栄養・代謝や⾎流調整を担っているが、DR 病態では硝⼦
体腔内に遊⾛することが知られており(Nork et al., 1987)、その際に炎症性サイ
トカインを放出することによって線維⾎管組織の形成に寄与すると考えられて
いる(Taghavi et al., 2019)。本検討では初めに、ROCKが PDR患者の線維⾎管
組織において、GFAP 陽性細胞の細胞質に存在していることを明らかとした。
GFAP はグリア細胞のマーカーであり、Müller 細胞は定常状態においては GFAP
陰性であるが、DR 病態において活性化すると GFAP 陽性になることがわかっ
ている(Barber et al., 2000)。我々は過去に、アクロレイン結合蛋⽩である FDP-
lysが PDR患者の線維⾎管組織において GFAP陽性細胞に局在していることを
報告しており(Dong et al., 2017)、本研究結果は FDP-lys と ROCKが線維⾎管
組織中の Müller 細胞に共局在することを⽰唆していた。 
 本検討において PDR 患者の線維⾎管組織における GFAP 陽性細胞では
ROCK1 の染⾊シグナルが強く認められた⼀⽅、ROCK2 の染⾊シグナルは弱か
った。また、アクロレイン刺激によって培養Müller 細胞における ROCK1 の産
⽣は亢進した⼀⽅で、ROCK2 は増加しなかった。ROCK1 と ROCK2 は⾼い相
同性を有しているが、ROCK1 と ROCK2 のノックアウトマウスを⽤いた検討で
はこの 2 つの分⼦は厳密には別の役割を持つことが⽰されており(Shi et al., 
2013)、ROCK１は MLC2 のリン酸化を亢進することでアクトミオシン活性化
を介して細胞⾻格の収縮を引き起こす⼀⽅で、ROCK2 はむしろ細胞⾻格の安定
化に作⽤していることが報告されている。したがって、DR 病態下の Müller 細
胞においては ROCK1 のみが活性化され、細胞の遊⾛が促進されていると考え
た。 
 培養Müller 細胞を使った実験において、アクロレインは酸化ストレスを介し
ROCK1 を活性化させることによって下流分⼦である MYPT1 と MLC2 のリン
酸化を亢進させ、Müller 細胞の遊⾛を惹起することが⽰された。アクロレイン
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は⽣体内において、抗酸化物質であるグルタチオンと結合して枯渇させること
によって酸化ストレスを誘導することが知られている(Kehrer and Biswal, 
2000 ; Luo and Shi, 2005 ; Jia et al., 2007 ; Sun et al., 2015)。本研究においても、
アクロレイン添加によって Müller 細胞内のグルタチオンは減少し、アクロレイ
ン添加による Rock1 mRNA増加が抗酸化物質NAC の投与によって抑制された。
本結果から、アクロレイン添加後の Müller 細胞における ROCK1 の増加にはア
クロレインがグルタチオンに結合することによって⽣じる酸化ストレスが介在
していることが明らかとなった。また、アクロレイン添加によって ROCK1 の下
流分⼦である MYPT1 と MLC2 のリン酸化が促進し、ROCK阻害剤リパスジル
によってその変化が抑制された。さらに、アクロレインを添加した Müller 細胞
では ROCK1 の活性型である cleaved ROCK1 のタンパク量も増加していた。こ
れらの結果から、アクロレインは ROCK1 を増加させるだけでなく、その活性化
を促進することで下流分⼦のリン酸化を介してアクトミオシン活性化を惹起し、
Müller 細胞の遊⾛に寄与していることが⽰唆された。 
 最後に、ROCK阻害剤リパスジルは Müller 細胞のアクチン重合を抑制し、そ
の遊⾛を抑制する効果が認められた。リパスジルは、すでに緑内障に対する点眼
薬として広く臨床使⽤されている薬剤である。⼀連の検討結果は、リパスジルを
⽤いて Müller 細胞の遊⾛を抑制することで DR における線維⾎管組織形成を阻
⽌できる可能性を⽰していた。 
 

2. アクロレインによる Müller 細胞の MCP-1 発現誘導に関する検討 
本研究では、Müller 細胞における MCP-1 の産⽣およびマクロファージの誘

導に着⽬して検討を⾏った。まず、アクロレイン刺激下 Müller 細胞を DNAマ
イクロアレイ解析にかけた結果、MCP-1 の遺伝⼦発現が約 12 倍に上昇してい
た。同スクリーニングデータからアクロレインと MCP-1 の関連に着⽬し、PDR
患者硝⼦体中における MCP-1濃度増加、そして MCP-1濃度とアクロレイン結
合蛋⽩ FDP-lys濃度との相関を⾒出した。 

Müller 細胞が DR 病態において活性化されることは前述の通りだが、その際
に MCP-1産⽣も増加することも報告がある(Eastlake et al., 2016)。また、PDR
の硝⼦体中で MCP-1が増加していること(Matsumoto et al., 2002 ; Mitamura et 
al., 2001)や、硝⼦体中の MCP-1 濃度は PDR の重篤度と相関していること
(Hernández et al., 2005)も報告されている。本研究でも既報と同様に PDR患者
硝⼦体における MCP-1増加が確認された。さらに我々は MCP-1濃度と FDP-
lys 濃度との有意な相関を認めており、これは DNA マイクロアレイ解析の結果
と⽭盾しないものと考えられた。 
 培養Müller 細胞にアクロレインを負荷すると Mcp1 mRNA 発現が上昇し、培
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養上清中の MCP-1 タンパク量が増加した。さらに、NAC を投与することによ
って同変化は抑制された。前述の如く、アクロレインは細胞内のグルタチオンに
結合することで酸化ストレスを惹起することが知られており、これらの結果か
らアクロレインは酸化ストレスを介して MCP-1 の発現誘導を⾏なっていると
考えられた。酸化ストレスが Müller 細胞からの MCP-1 産⽣を誘導するという
報告はこれまでになく、本研究が初めてである。 
 さらに我々は Transwell® assay を⽤いて、TR-MUL5から分泌された MCP-1
がマクロファージの遊⾛を惹起することを⾒出した。⽩⾎球の遊⾛は DR にお
ける重要な病態促進機構として知られる(Noda et al., 2012)。DR の背景には慢
性的な炎症病態が存在することが知られており(Antonetti et al., 2006 ; Gardner 
et al., 2002)、炎症状態において⾎管外へ遊⾛した⽩⾎球が⾎管内⽪細胞に接着
して⾎管障害を引き起こすこと(Miyamoto et al., 1999)や、線維⾎管組織の構成
細胞となっていること(Yanoff M, 2015)が報告されている。 

背景で述べたように、アクロレインは眼内で⾎管内⽪細胞では VAP-1、網膜
グリア細胞では SMOX を介して産⽣されることがわかっている(Murata et al., 
2020)。また、DR 眼内において VAP-1⾃体も⽩⾎球遊⾛を惹起する分⼦である
ことが知られている(Noda et al., 2012)。アクロレインはその産⽣経路の上流に
ある VAP-1、そして下流分⼦である MCP-1 の双⽅ともに眼内炎症を惹起する
⽩⾎球の遊⾛に関わっており、本検討結果によってアクロレインが DR の病態
形成に重要な役割を演じていることが⽰唆された。 
 また、本検討ではアクロレインによる Müller 細胞における MCP-1 発現誘導
を仲介する分⼦として HMGB1 に着⽬した。HMGB1 は通常核内で転写制御な
どクロマチン構造の安定化などを担っているが、細胞へのストレスなどが⽣じ
ると受動的もしくは能動的に細胞外へ分泌され、RAGE や TLR4 などの分⼦を
介して炎症サイトカイン産⽣を促進することが様々な細胞を⽤いた検討で報告
されてきた(Kang et al., 2014 ; Faraco et al., 2007)。そのため、本研究でも当初
は HMGB1 の細胞外への分泌が⾏われることが MCP-1 発現誘導に関与してい
ると仮説を⽴てて検証したが、アクロレイン刺激による Müller 細胞から細胞外
への HMGB1 の分泌は確認されず、RAGE や TLR4 に対する阻害剤を⽤いた実
験でもMcp1 mRNA 発現は変化しなかった。⼀⽅、HMGB1 の特異的な阻害剤
グリチルリチンはアクロレイン刺激に伴うMCP-1 の産⽣増加を、遺伝⼦レベル
および蛋⽩レベルにおいて著明に抑制した。そこで我々は、Müller 細胞におい
ては HMGB1 の細胞外分泌でなく、同分⼦の細胞内における局在変化が MCP-
1 の産⽣増加に関わっているのではないかという 2 つ⽬の仮説を⽴てて検証を
⾏なった。   
HMGB1 の細胞内局在変化に関する既報は複数存在し、過酸化⽔素による酸
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化ストレスを負荷したマクロファージにおいて、核から細胞質への HMGB1 の
局在変化が⽣じたこと(Tang et al., 2007)、タバコ抽出物を添加した肺胞マクロ
ファージにおいて HMGB1 が核内から細胞質にその局在を変化させ、マクロフ
ァージの遊⾛や炎症性サイトカインの産⽣を惹起したこと(Le et al., 2020)など
が報告されている。核内において HMGB1 は多数の遺伝⼦の転写調節領域や
RNA に結合することで転写やスプライシングなどを制御しており(Sofiadis et 
al., 2021)、核内の HMGB1 に対する選択的ノックダウンは炎症病態を惹起する
ことが報告されている(De Toma et al., 2014)。さらに興味深いことに、近年発表
された⾓化細胞を⽤いた接触性⽪膚炎に関する研究では、HMGB1 は核内に存
在することで炎症に対して保護的に作⽤することが報告されている(Senda et al., 
2021)。 

本研究においても、Müller 細胞においてアクロレイン刺激によって誘導され
る MCP-1産⽣は、細胞外に放出されるHMGB1 による炎症促進作⽤ではなく、
HMGB1 の核外移⾏が寄与していることを強く⽰唆している。Müller 細胞にお
ける同様の報告はなく、もしこの仮説が証明された場合は新たな知⾒になると
考える。現在、TR-MUL5 における HMGB1 のノックダウンを⾏い、MCP-1 の
発現が変化するかについて検討を⾏なっている。 
 最後に、本研究で⽤いた臨床検体は PDR患者の硝⼦体であるものの、MCP-
1 は PDRだけに留まらず、DR早期の病態にも関連していると考えられている。
(Tashimo et al., 2004 ; Dong et al., 2012)。本研究結果は、アクロレインがMCP-
1産⽣の上流分⼦の⼀つであることを⽰し、アクロレイン阻害は DR早期からの
治療介⼊となり得ることを⽰唆している。アクロレインに対する阻害剤はすで
に癌治療中の膀胱障害に対する薬剤として臨床応⽤されており、同薬剤がDR に
適⽤できるのかについて今後さらなる研究を進めていきたい。 
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結論 

本研究全体から得られた新知⾒は以下の通りである。 
1) アクロレインが ROCK1 を介して Müller 細胞の遊⾛を誘導すること 
2) アクロレインがHMGB1 の細胞内における局在変化を介して Müller 細胞か 
らの MCP-1分泌を促進し、マクロファージの遊⾛を誘導すること 

 
これらの知⾒から、アクロレイン、ROCK1 および HMGB1がMüller 細胞に

よる DR 病態形成に寄与しており、これらの分⼦が新たな治療標的となる可能
性が明らかとなった。しかし、本研究では HMGB1 の細胞内局在変化がどのよ
うにして MCP-1 の発現変化につながるかを検討しきれていない。現在、HMGB1
のノックダウンを⾏い、核内から HMGB1 が除去されることによって MCP-1
の発現がどのように変化するのかを解析中である。また、⽣体内におけるアクロ
レインやROCK、HMGB1 に対する阻害がDR に及ぼす影響を検討するために、
今後は糖尿病モデルを使った動物実験も⾏っていきたいと考えている。 
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