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研究成果の概要： 
増殖糖尿病網膜症に伴う網膜前増殖組織やモデルマウス網膜に対し、初めて包括的遺伝子発現
解析を行った。増殖組織に発現する遺伝子群は、細胞生理反応、代謝、ストレス反応、細胞間
コミュニケーションなどに分類でき、新生血管のみに局在するtumor endothelial marker 7遺
伝子を含んでいた。網膜前増殖の前駆病変である虚血マウス網膜の包括遺伝子発現解析では、
虚血に伴い解糖系、免疫やアポトーシス関連遺伝子の発現レベルが変化していた。本研究によ
り、包括的遺伝子発現解析が、真に患者様に役立つ診断や治療の分子標的同定に有用である可
能性が示唆された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007年度  9,800,000 2,940,000 12,740,000 

  2008年度 4,900,000 1,470,000 6,370,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 14,700,000 4,410,000 19,110,000 

 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：外科系臨床医学・眼科学 
キーワード：(1) 網膜前増殖組織 (2) 糖尿病網膜症  (3)包括的遺伝子発現 
 
 
 
 
 
 
 

１． 研究開始当初の背景 
(1)日本人の生活様式の欧米化や高齢化社会
の進展により、近年糖尿病患者は増加の一途
をたどっている。それに伴い糖尿病三大合併
症の一つである糖尿病網膜症の患者数も増
加し、年間約 3000 人が失明している。今後
も糖尿病網膜症の患者数は増加するといわ
れており、よりよい予防や治療法の確立が社
会的急務である。 

 
(2)増殖糖尿病網膜症では網膜上に線維血管
増殖組織(以下増殖組織)を生じ、その収縮に
伴う牽引性網膜剥離が失明の原因となる。現
在のところ、増殖組織生成の分子機序は不明
で、治療には外科的硝子体手術が第一選択で
あるが、視機能を保持できない場合も多い。
そのうえ手術侵襲に伴う術後眼内細胞増殖
による増殖硝子体網膜症がしばしば病状を



悪化させるが、その分子機序も殆ど明らかで
ない。また現在まで網膜症に対する薬物で明
らかな有効性が確認されたものはない。 
 
(3)我が国を中心に“もう一つのゲノムプロ
ジェクト”と呼ばれる完全長 cDNA プロジェ
クトが行われており、ヒトやマウスの転写産
物の全長配列、構造と機能、スプライスバリ
アントの情報が加速度的に蓄積され、特定の
組織中に発現する各遺伝子の注釈付けが数
年前とは比較にならないほど容易になって
いる。この潮流に沿って、Expressed sequence 
tag (EST)解析やマイクロアレイ法によって、
特定の組織中での相対的な遺伝子発現レベ
ルの包括的な定量が行われている。これまで
眼科領域では、病的組織である増殖組織の 
EST 解析は行われていないため、ゲノム情報
を基盤とした増殖組織の包括的遺伝子発現
解析を行うことは時期を得ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、包括的遺伝子発現解析による糖
尿病網膜症に伴う増殖組織の発症進展の分
子病態の解明と、抽出した分子標的を利用し
た画期的な診断マーカーや治療法開発の基
盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)Expressed Sequence tag (EST)解析 
硝子体手術時に採取した増殖組織をただち
に RNA を抽出し、-80℃に保存した。 
Switching Mechanism At 5' end of RNA 
Transcript(SMART)法による cDNA増幅を用い
た cDNA ライブラリを作成し、5’末端からラ
ンダムシークエンスを行った。得られたシー
クエンスのうち低クオリティのクローンは
解析から除去し、Repeat Masker を用いて繰
り返し配列をマスク後に BLAST アルゴリズ
ム (National Center for Biotechnology 
Information (NCBI)を用いて公的データベー
ス上のシークエンスとの一致性を検索し、機
能の注釈づけを行った。 
 
(2)Illumina マイクロアレイ解析 
マウス虚血網膜、増殖組織および特発性網膜
前膜のサンプルから RNA を抽出し、各々ビオ
チンで標識した cRNA ターゲットを合成し、
この cRNA ターゲットを Illumina 社のマイク
ロアレイにハイブリダイズした。専用スキャ
ナーでスキャン後、各遺伝子発現を数値化し、
GeneSpring を用いて、データマイニングを行
った。 抽出遺伝子発現の再現性を Realtime 
RT-PCR により検証した。 
 
(3) 硝子体手術後の患者硝子体液中の血管
新生因子濃度の変化の検討 
対象は初回硝子体手術を行った増殖糖尿病

網膜症（PDR）27 眼、黄斑上膜あるいは黄斑
円孔 12 眼(対照群)、および PDR 術後 3.5～9
ヶ月（平均 4.9 ヶ月）に IOL 二次挿入を行っ
た 12 眼とした。インフォームドコンセント
を得て、手術の際に硝子体液を採取し、
angiopietin-2、bFGF、HGF、PDGF、TIMP-1、 
TIMP-2 濃度を multiplex ELISA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
増殖糖尿病網膜症および対照として特発性
網膜前膜患者の臨床所見（視力、眼圧、視野、
眼底所見、蛍光眼底造影、網膜断層像、増殖
組織の大きさ、活動性など）、年齢、性別、
糖尿病罹病期間、治療歴、治療の転帰、合併
症、生活歴、家族歴などを含んだデータベー
スを個人情報保護には細心の注意を払いつ
つ作成した。硝子体手術の際に網膜前増殖組
織、硝子体液、血清を各約 200 サンプル収集
した。 
 
(1) Expressed Sequence tag (EST)解析 
①増殖組織ライブラリのESTパイプラインを
構築した。抽出された遺伝子は細胞生理反応、
代謝、ストレス反応、細胞間コミュニケーシ
ョンなどに分類できた。 
 
②発現遺伝子の構造と機能を解析した結果、
腫瘍新生血管で特異的に発現が上昇してい
ると考えられている tumor endothelial 
marker 7 (TEM7)が増殖組織でも発現してい
ることを発見した。そこで増殖組織における
発現レベルと局在を検討した。TEM7mRNA の
発現は特発性網膜上膜ではほとんど認めら
れなかったのに対し、増殖組織10検体全てで
有意に発現レベルが上昇していた。TEM7PCR 
産物のダイレクトシークエンスでは、増殖組
織中に膜型、分泌型、細胞内停留型のアイソ
フォームが存在していた。蛍光免疫二重染色
では、増殖組織中でTEM7と血管内皮細胞のマ
ーカーであるCD34が共染色された。免疫電顕
では、TEM7 は管腔側の新生血管内皮細胞膜
に局在していた。したがって、TEM7 は増殖
組織において新生血管の機能維持に関与し
ていることが示唆され、新しい診断や治療の
分子マーカーになる可能性があると考えら
れた。 
 
(2)Illumina マイクロアレイ解析 
①マイクロアレイは一度に数万の遺伝子発
現レベルが検討できる有用な解析法である
が、データのノイズの原因となる実験ステッ
プも多く、注意深い使用が必要である。そこ
で、マウス網膜を用いて当施設でのマイクロ
アレイシステムの信頼性を検証した。効率的
なRNA抽出、ラベリング法、サンプルの繰り
かえし数、スキャニングのダイナミックレン
ジ、データ抽出の条件およびデータマイニン



グ法などを検証した結果、本マイクロアレイ
システムは同一標本での相関係数が0.99以
上であり、高い再現性があると結論できた。 
 
②この系を用いて、網膜前増殖の前駆病変で
ある虚血マウス網膜のマイクロアレイ解析
を行った。その結果、酸素変動に伴い、クロ
マチン関連遺伝子、解糖系、免疫やアポトー
シス関連遺伝子の発現レベルが変化するこ
とを確認した。 
 
③得られた抽出遺伝子のうち、炎症性サイト
カインや単球の誘導に関わるケモカインの
一つであるMacrophage inflammatory 
protein-1β（MIP-1β）の発現が虚血網膜で
最も優位に上昇していることを発見した。そ
こで、MIP-1βの発現レベル、局在、機能に
ついての検討したところ、MIP-1βのmRNA、
蛋白は、網膜の虚血に伴い発現が上昇し、免
疫染色でMIP-1βは虚血部位である網膜内層
に局在していた。さらに、MIP-1βの中和抗
体により虚血網膜への単球系細胞の浸潤が
抑制された。以上より、MIP-1βが網膜への
単球系細胞の浸潤を介して虚血後炎症の病
態形成に関与している可能性が示唆された。   
 
④今日まで増殖組織の マイクロアレイ解析
が行われていない理由の 1つとして、ヒト増
殖組織の採取組織量が少量であることが挙
げられる。我々はこの問題点を克服する目的
で、ホモジナイザーやビーズなどを用いた効
率的な組織破砕、AGPC 法やカラムによる RNA
抽出の条件を最適化した。 
 
⑤増殖組織と網膜組織由来の RNAを用いてマ
イクロアレイ解析を行い比較検討したとこ
ろ、網膜ではロドプシンなどの視細胞特異的
な遺伝子の発現レベルの上昇を認める一方
で、増殖組織では TEM7 や angiopietin-2 な
ど新生血管特異的な遺伝子発現の上昇を確
認できた。したがって、増殖組織で優位に発
現上昇している遺伝子は、組織の維持に必要
不可欠である可能性が示唆された。 
 
EST およびマイクロアレイ解析の結果により、
増殖組織の包括的遺伝子発現解析が真に患
者に役立つ分子標的同定に極めて有用であ
ることが示唆された。 

 
(3) 硝子体手術後の患者硝子体液中の血管
新生因子濃度の変化の検討 
 
増殖糖尿病網膜症に対する現在の標準治療
は硝子体手術であるが、その奏功機序は明ら
かでない。増殖組織の包括的遺伝子発現解析
を基盤にして新しい治療を模索していく上
で、併用療法となりうる硝子体手術の奏功機

序を把握しておくことは重要であると思わ
れる。そこで、網膜症に対する硝子体手術前
後での血管新生関連因子の変化について検
討した。増殖糖尿病網膜症の初回硝子体手術
において、硝子体液中の Angiopietin-2 (平
均 303 pg/ml)、HGF (3056 pg/ml)、TIMP-1 
(20.1 ng/ml)は対象群に比べて有意に増加し
ていた (p<0.01)。一方、IOL 二次挿入時の硝
子体液中の angiopietin-2 (平均 103 pg/ml)、
HGF (1091 pg/ml)は初回手術時に比し有意に
低下していた (p<0.01)。したがって、硝子
体手術後の硝子体腔内では血管新生因子群
の発現プロファイルが変化しており、硝子体
手術の奏功機序を部分的に説明しうると考
えられた。 
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