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研究成果の概要：増殖糖尿病網膜症の病因にはサイトカイン VEGF が主要な役割を担い、その
発現には転写因子 HIF が関与しているが、前骨髄球性白血病腫瘍抑制因子（PML）は HIF の発現
低下、血管新生の抑制を引き起こすとされている。今回、増殖糖尿病網膜症や血管新生を伴わ
ない疾患の増殖膜を採取し、HIF、PML の発現を mRNA レベル、蛋白レベルで検索し、増殖糖尿
病網膜症において HIF の発現亢進と PML の発現低下が起こっていることを示した。今回の研究
結果は、将来的に PML の増殖糖尿病網膜症の血管新生を抑制する治療薬としての可能性を模索
する第一歩となると思われる。 
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症は成人の失明原因の大多数
を占めており、現在の治療法は進行例には必
ずしも十分とはいえないのが現状である。近
年、増殖糖尿病網膜症の病因に種々のサイト
カインやサイトカインの発現を制御してい
る転写因子が関与していることをうかがわ
せる報告が多数なされている。そのなかでも
血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF:  vascular 

endothelial growth factor）はもっとも注
目されているサイトカインであり、VEGF の抗
体などは一部、臨床応用がなされている。ま
た、VEGFの発現を制御している転写因子とし
て activator protein-1 （ AP-1 ） や
hypoxia-induciblefactor 1α（HIF1-α）な
どが知られており、我々はこれまでに増殖糖
尿病網膜症の増殖膜において AP-1 mRNA が有
意に高頻度で発現していること、また増殖膜
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のグリア細胞において AP-1 の活性化がみら
れることを報告してきた。また、VEGF を介し
た血管新生の抑制という観点では、これまで
すでに VEGF の発現がラパマイシンによって
抑制されることや、腫瘍血管新生がラパマイ
シンによって影響を受けることなどの報告
がある。また VEGF は HIF 転写因子によって
転写が促進されること、さらに HIF 発現は
mTOR によって制御されていることが知られ
ており、ラパマイシンmTORHIF の抑制
VEGF 抑制血管新生抑制というシグナル
経路が明らかとなっている。いっぽう、前骨
髄 球 性 白 血 病 腫 瘍 抑 制 因 子 （ PML: 
promyelocytic leukemia tumor suppressor）
は急性前骨髄性白血病において腫瘍抑制機
能を有する因子として発見された。その機序
としては、遺伝子転座によって PML と
retinoic acid receptor の融合タンパクが合
成された結果、白血球の成熟分化作用を阻止
し急性前骨髄性白血病を発病するとされて
いる。ヒトPML には 14種類の splice variant
が知られているが、機能的な差異は明確にな
っていない。また、多くのヒトの癌組織では
血管新生の亢進とともにPMLの発現が抑制さ
れていることがわかっている。近年、PML が
mTOR活性を阻害して転写因子HIFの発現低下、
血管新生の抑制を引き起こすことが初めて
報告された。このことから、増殖糖尿病網膜
症の増殖膜など血管新生が促進されている
組織ではHIF の増加とともにPML の発現低下
が予想される。また、将来的には PML を過剰
に発現させることにより増殖糖尿病網膜症
における血管新生を抑制できる可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
 硝子体手術の技術の進歩により術中に眼
内の増殖膜、硝子体液などのサンプルを安全
に採取することが可能になってきた。我々は、
これまでにも術中に得られた硝子体サンプ
ルを用いて、マクロファージ遊走阻止因子
(Macrophage Migration Inhibitory Factor: 
MIF) や Monocyte Chemotactic 
Protein-1(MCP-1)などのケモカインと、肝細
胞増殖因子(Hepatocyte Growth Factor: HGF)、
血管内皮増殖因子(VEGF)、Placenta Growth 
Factor (PlGF)などの増殖因子が増殖糖尿病
網膜症などの眼内増殖性疾患の前房水、硝子
体液に高濃度で存在していることを報告し
てきた。今回、増殖糖尿病網膜症や特発性黄
斑上膜などの血管新生を伴わない疾患の増
殖膜を採取し、PML や HIF の発現を mRNA レベ
ル、蛋白レベルで検索し、増殖糖尿病網膜症
の増殖膜において PML発現の抑制やHIF の発
現亢進がないかを確認する。 
 
３．研究の方法 

 
（１）マウス網膜での PML 発現の確認 
 これまでPMLが実際に眼内での発現してい
るか否かについて報告がないため、human と
mouse 両種の PML mRNAを検出することが可能
な PML プライマーを用いてマウス whole 
retina で RT-PCR を行い、網膜において PML
が発現していることを確認する。 
 RT-PCRに使用するPMLプライマー配列を以
下に示す。 
nucleotide 449-468; 
5’-GTGCTTCGAGGCACACCAGT-3’ 
nucleotide 874-893; 
5’-AGCAGCTCGCGCTCCTGAGC-3’ 
これらのプライマーペアを用いた RT-PCR で
は、ヒトPML-1のnucleotide 449-893 (445bp)
の領域を検出することが可能である。また、
PML-1 だけではなく少なくとも PML variant
の 2,5,6,7,8,9,10,11 の検出が可能である。
さらに human と mouse 両方の PML に共通した
配列を有しているため、両種の PML mRNA を
検出することが可能となる。 
 
（２）増殖膜検体の採取、保存 
 特発性黄斑上膜および増殖糖尿病網膜症に
対して硝子体手術を行った。手術は必要に応
じて白内障手術を行った後、型のごとくthree 
portを作成し硝子体切除を行う。特発性黄斑
上膜についてはmicrohooked needle、ILM鑷子
などを用いて網膜前膜をpeelする。増殖糖尿
病網膜症では、必要に応じて垂直剪刀による
segmentationを行った後、水平剪刀にて
delaminationを行い増殖膜を網膜面から遊離
する。遊離した増殖膜、網膜前膜は硝子体鑷
子にて眼外に摘出し、免疫染色用検体につい
ては直ちにOCT compoundに包埋し液体窒素に
て凍結させた後、-80℃にて保存する。RT-PCR
用の検体については直ちにトリゾール0.5cc
にひたし4℃にて保存する。 
 
（３）増殖糖尿病網膜症の増殖膜におけるPML
およびHIFの発現変化の検討 
増殖糖尿病網膜症の増殖膜および特発性黄斑
上膜の網膜前膜（新生血管を含まないコント
ロール）のヒト手術検体からRNAを抽出した後
cDNAを合成する。PMLおよびHIFに特異的なプ
ライマーを用いた定量的PCR法により、両群に
おけるPMLおよびHIF遺伝子発現量を比較検討
する。一方、両群のヒト手術検体から凍結切
片を作成し、タンパクレベルでの発現パター
ンについてPMLおよびHIFの抗体を用いた免疫
染色法により比較する。さらに、グリア細胞
などの特異抗体との免疫二重染色を行う。こ
れらの結果から増殖糖尿病網膜症の増殖膜に
おいて、PMLおよびHIF1の動態について検討す
る。 
 



 

 

４．研究成果 
 
（１）マウス網膜での PML 発現の確認 

human testis では PML mRNA の強い発現が
確認されたので（図１：右レーン）、これを
ポジティブコントロールとしてマウス whole 
retina でも RT-PCR を行ったところ、PML の
発現が確認できた（図１：中央レーン）。網
膜に PML の発現が確認されたことから、PML
が眼内においてなんらかの役割を担ってい
る可能性が推測される。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ マウス網膜における RT-PCR の結果 
 
（２）増殖膜における RT-PCR の結果 

増殖糖尿病網膜症は 19 検体中 13 検体
（68%）と高率に HIF-1 mRNA が検出されたの
に対して、特発性黄斑上膜では 12 検体中 2
検体（17%）にしか検出されず、両群の検出
率には有意差が認められた（P=0.0050）。 
 
（３）増殖膜における免疫染色の結果 
ヒト増殖糖尿病網膜症症例の増殖膜3検体の
免疫染色を行ったところ、特発性黄斑上膜の
3 検体と比べて HIF の発現が明らかに亢進し
PML の発現が低下する傾向がみられた（図２）。
以上のことから増殖糖尿病網膜症において
は HIF の発現亢進と PML の発現低下が起こっ
ていると考えられる。 

 

図２ 特発性黄斑上膜（ERM）および増殖糖
尿病網膜症（PDR）の増殖膜における PML 蛋
白の発現（免疫染色：３重染色） 
青：核染色、緑：抗 PML 抗体、赤：GFAP（グ
リア細胞のマーカー） 
 
これまでPMLの眼内での発現は報告がなく、

我々の研究結果は、将来的に PML の増殖糖尿
病網膜症の血管新生を抑制する治療薬とし
ての可能性を模索する第一歩となると思わ
れる。 
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