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研究成果の概要（和文）：　糖尿病網膜症は重篤な視機能障害をきたすため、その病態の解明は眼科学における
重要な課題である。VAP-1/ SSAOは、生体内に存在する一級アミンを酸化してアルデヒドや過酸化水素などを産
生する酵素である。先行研究において、糖尿病網膜症患者の硝子体中でこのVAP-1/SSAOが増加していることが明
らかになっていた。
　本研究により、血管内皮増殖因子（VEGF）がマトリックスメタロプロテアーゼ（MMP）-2およびMMP-9の活性化
を介して網膜毛細血管内皮細胞からのVAP-1/SSAOの分泌を促進し、増加したVAP-1/SSAOが細胞の酸化ストレスを
亢進させることが示された。

研究成果の概要（英文）：Diabetic retinopathy (DR) is a leading cause of severe vision impairment; 
therefore, the elucidation of pathological mechanisms of DR is an important task in the field of 
ophthalmology.  VAP-1/ SSAO is an enzyme that generates aldehydes and hydrogen peroxide through 
oxidation of primary monoamines. In the previous studies, we found that levels of VAP-1/ SSAO are 
elevated in the vitreous fluid of patients with DR.
　In the current study, we showed that vascular endothelial growth factor (VEGF) increases 
VAP-1/SSAO secretion from retinal capillary endothelial cells via induction of MMP-2 and MMP-9 
enzymatic activity, and thereby accelerates oxidative stress in the cells.

研究分野： 眼細胞生物学、眼循環代謝学

キーワード： 糖尿病網膜症　血管内皮増殖因子　マトリックスメタロプロテアーゼ　VAP-1/ SSAO

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病網膜症は糖尿病罹病期間にともなってその発症率が急増する細小血管障害であり、世界的な高齢化にと
もなって糖尿病網膜症患者数も今後増加すると推測されている。我々は、これまで糖尿病網膜症の病態メカニズ
ムにおける炎症と酸化ストレスの関与に着目して検討を進め、この両者に関連する分子VAP-1/SSAOを主な研究対
象としてきた。本研究により、VEGFによる網膜血管内皮細胞からのVAP-1/SSAO分泌亢進の機序が明らかとなり、
糖尿病網膜症の病態形成に関わる重要な知見を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景	

	

	 糖尿病網膜症（図１）は糖尿病罹病期間にともな

ってその発症率が急増する細小血管障害であり、世

界的な高齢化にともなって糖尿病網膜症患者数も今

後増加すると推測されている。糖尿病網膜症は、網

膜毛細血管の構成成分である血管内皮細胞やペリサ

イトが高血糖による直接的な障害や二次的に惹起さ

れる炎症や酸化ストレスなどの間接的な障害を受け

ることによって生じる。	Vascular	adhesion	protein	

(VAP)-1 は血管内皮細胞に発現するタンパクであり、

白血球接着分子として白血球の血管外遊走を促進し

て炎症に関与する一方、アミン酸化酵素である

semicarbazide-sensitive	amine	oxidase	(SSAO)と

しての酵素活性を有する。VAP-1/SSAO（図２）は膜

結合型、および膜結合ドメインの切断を受けた可溶

型タンパクとして細胞外に局在し、生体内に存在す

る一級アミンを酸化してアルデヒド、アンモニアお

よび過酸化水素を産生する。糖尿病網膜症患者硝子

体においては、この可溶型 VAP-1/SSAO が増加してお

り[Murata	M,	Noda	K	et	al.	Invest	Ophthalmol	Vis	

Sci.	2012;	53:	4055-62]	、また酸化ストレス亢進

の原因となっていることが明らかとなっている。	

	 糖尿病網膜症の進行した病型である増殖糖尿病網

膜症の重症例に対して硝子体手術を施行する際、そ

の血管新生反応の活動性を抑制してから手術に臨む

目的で血管新生因子である vascular	endothelial	

growth	factor	(VEGF)に対する阻害剤を硝子体内に

投与し、その数日後に手術をおこなう場合がある。

その術中に得られた硝子体液中の可溶型 VAP-1 濃度

を測定したところ、抗 VEGF 製剤を投与した増殖糖尿

病網膜症患者の硝子体では可溶型 VAP-1（可溶型

VAP-1/	SSAO）濃度が著明に減少していることがわか

った（図３）。本結果は、VEGF が可溶型 VAP-1 産生経路の上流にあることを示唆していた。	

	

２．研究の目的	

 本研究の目的は、糖尿病網膜症眼内における可溶型 VAP-1/SSAO の産生メカニズムと同疾患の

病態責任分子 VEGF の関連を明らかにすることである。	

	 	

３．研究の方法	

	 北海道大学病院眼科で硝子体手術を施行される増殖糖尿病網膜症患者より硝子体液採取を

図１	 糖尿病網膜症	

図２	 VAP-1/SSAO	

図３		VEGF 阻害剤による可溶型

VAP-1 の減少	



おこない、硝子体中の可溶型 VAP-1/SSAO 濃度、および酸化ストレスマーカーであるヘキサノイ

ルリジン（N	epsilon-(hexanoyl)	lysine、HEL）濃度を ELISA 法で測定し、術前に抗 VEGF 製剤

であるベバシズマブを硝子体内に投与した群と投与しない群で比較検討をおこなった。本研究

は、「ヘルシンキ宣言（2013 年 10 月修正）」及び「人を対象とする医学系研究に関する倫理指

針」（平成 26 年文部科学省・厚生労働省告示第 3号、平成 29 年 2 月一部改正）を遵守して、北

海道大学病院自主臨床研究審査委員会の諮問を経て実施した。	

		さらに、ラット網膜毛細血管内皮細胞TR-iBRB2を用いてin	vitro解析をおこない、VEGF(1-100	

ng/ml)刺激によるVap-1	mRNA発現量、培養上清中のVAP-1/SSAO蛋白濃度およびSSAO酵素活性の変

化をreal-time	PCR法、ウェスタンブロット法、およびfluoro	SSAO	assayにより検討した。網膜

血管内皮細胞において腫瘍壊死因子TNF-αやインターロイキン	1β（IL-1β）などの炎症性サイ

トカインがマトリックスメタロプロテアーゼ（MMPs）を誘導し、膜型VAP-1切断によって可溶型

VAP-1/SSAOを同細胞から遊離させることを我々は先行研究で明らかとしている。そのため、MMPs

がVAP-1/SSAO分泌に関与しているとの仮説を立て、その検証をおこなった。ゼラチンザイモグラ

フィー法を用いて、MMP-2とMMP-9活性化率を測定し、それらがVEGF刺激により変化するかを検討

した。続いて、MMP阻害剤によりVAP-1/SSAOの分泌が抑制されるかについての検討をおこなった。

可溶型VAP-1/SSAOは生体内に存在する一級アミンを酸化してアルデヒド、アンモニアおよび過酸

化水素を産生する酵素である。TR-iBRB2にVEGF刺激をおこない、ポリアミンの一種であるスペル

ミンを添加した際の過酸化水素および活性酸素種（Reactive	Oxygen	Species,	ROS）の生成量に

変化がみられるかについても解析した。	

	

４．研究成果	

	 抗 VEGF 製剤ベバシズマブを投与した増殖糖尿

病網膜症患者の硝子体中の可溶型 VAP-1/SSAO 濃

度、および酸化ストレスマーカーの濃度は投与し

ていない群に比べ有意に低下していた(図４)。抗

VEGF 製剤を投与しない増殖糖尿病網膜症患者の

硝子体中では可溶型VAP-1/SSAO濃度とHEL濃度に

正の相関がみられたが、抗 VEGF 製剤を投与した群

では両者の相関は失われていた。	

	 	ラット網膜毛細血管内皮細胞 TR-iBRB2 を糖尿

病を模した 25	mM の糖負荷条件で培養し、同条件

下で VEGF(1-100	ng/ml)刺激をすると、培養上清

中の VAP-1/SSAO 蛋白（図５）、および SSAO 酵素

活性が有意に増加するという結果を得た。Vap-1	

mRNAの発現量はVEGF刺激により変化しなかった。

これらの結果から、VEGF が糖負荷条件下において

網膜血管内皮細胞からの VAP-1/SSAO 分泌を亢進

させることが示された。続いて、VEGF による網膜

血管内皮細胞からの VAP-1/SSAO 分泌亢進の機序

について検討をおこない、TR-iBRB2 において

MMP-2 と MMP-9 活性が VEGF 刺激によって亢進すること、MMP 阻害剤 batimastat によって VEGF

刺激による培養上清中の SSAO 活性の亢進が抑制されることが明らかになった（図６）。最後に、

 

図５		VEGF 刺激による培養上清中の	

VAP-1/SSAO の増加	

図４		VEGF 阻害剤による	

酸化ストレスマーカーの減少	

 



VEGF による可溶型 VAP-1/SSAO の増加がどのよう

な影響を網膜血管内皮細胞に及ぼすかに関する検

討を行い、TR-iBRB2 に対する VEGF 刺激は過酸化

水素の産生を亢進させること、VEGF 刺激はポリア

ミンの一種であるスペルミンを添加した場合に

ROS を増加させるが、VAP-1/SSAO に対する阻害剤

であるセミカルバジドを加えると同変化は抑制さ

れることがわかった（図７）。	

	 これらのことから、VEGFはMMP-2およびMMP-9の活

性化を介して網膜血管内皮細胞からのVAP-1/SSAO

の分泌を促進し、増加したVAP-1/SSAOが網膜血管内

皮細胞の酸化ストレスを亢進させることが明らか

になった。酸化ストレスは糖尿病における代表的な

病態変化であり、本研究課題における一連の検討結

果はVEGFにより増加する可溶型VAP-1/SSAOが糖尿

病網膜症の病態形成に寄与していることを示唆し

ていた。	

	

	

	

 

図６		MMP阻害剤による培養上清中

の SSAO 活性の抑制	

 

図７		VEGF による ROS 産生増加の

VAP-1/SSAO 阻害による抑制	
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