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研究成果の概要：糖尿病網膜症の発症に関与する網膜血管周皮細胞及び網膜血管

内皮細胞のアポトーシス過程において小胞体ストレスシグナル機構の関与を明

らかにした。網膜細胞の培養系を用い培養培地中のグルコース濃度の変化に伴

う小胞体ストレスの活性化を解析し小胞体ストレス特異的と考えられている

GRP78 等のタンパク質の活性上昇を確認した。小胞体ストレスシグナルは、他

のアポトーシスシグナルに比べ外部ストレスに対して非常に鋭敏な経路と考え

られており、この成果は新しい糖尿病網膜症の治療につながる可能性があると

考えている。  
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、細胞内アポトーシスシグナル伝達の
新たな発信地として注目されている小胞体
ストレスについて現在まで眼科領域での研
究はほとんどおこなわれていない。 

小胞体は分泌タンパク質ならびに膜貫通
タンパク質がその立体構造を整える場であ
るが、細胞に加わる様々な物理化学的ストレ
スがタンパク質の折り畳み異常という分子
変化へと変換されることを利用して、ストレ

スを感知するオルガネラとしてもきわめて
重要な働きをしている。また最近、小胞体が
認識するストレスは未知の部分が多い分子
機構を介して細胞内シグナル伝達へと受け
渡され、最終的に細胞の生死を制御している
ことも明らかになってきた。 
小胞体に特異的なアポトーシスシグナル

の発生機構は 2000 年ごろよりアルツハイマ
ー病やパーキンソン病など主に神経変性疾
患の分野で研究が始められた。つまり、疾患
の原因である異常タンパク質が小胞体内に
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蓄積することにより、Unfolded Protein 
Response(UPR)と呼ばれる一連のアポトーシ
スシグナル機構が誘導されることが明らか
にされた。 

さて、この様な小胞体ストレスの基礎的研
究により小胞体が非常に鋭敏なストレスセ
ンサーとしての役割を持つことが明らかに
されるに従い、異常タンパク質が小胞体内に
蓄積するような神経変性疾患のみでなく、糖
尿病などの一般的な代謝疾患等によっても
小胞体ストレスが誘導され、細胞のアポトー
シスに深く関与していることが最近になっ
て明らかにされた。（ Ozcan U. et al, 
Endoplasmic reticulum stress links 
obesity, insulin action, and type 2 
diabetes. Science. 2004.） 
このように糖尿病における小胞体ストレ

ス、及び、小胞体ストレスによる細胞死はま
さに注目され始めたばかりである。 

そこで、今回糖尿病網膜症の発症に
大 きく かか わっ てい ると 考え られる
網膜血管周皮細胞、網膜血管内皮細胞
のアポトーシスに注目し、糖尿病にお
け る網 膜血 管細 胞の アポ トー シスに
小 胞体 スト レス が大 きく 関わ ってい
るのではないかと推測した。網膜研究
分野では勿論のこと、眼科研究領域に
おいては、現在のところ小胞体ストレ
ス によ るア ポト ーシ ス機 構に ついて
は、まったく研究が進められておらず、
こ の新 たな オル ガネ ラ発 信の アポト
ーシスシグナル機構の解析は、非常に
興味深い分野であると考えている。 
 本研究代表者は、2003 年から 2005
年 まで 、米 国ネ ブラ スカ 大学 眼科学
Shinohara 研究室に留学し、眼科領域、
特 に白 内障 の病 因と して の小 胞体ス
トレスについて研究をおこない、いく
つかの実績をあげている。 

今 回 の 研 究 課 題 に て 網 膜 組 織 に お
け る小 胞体 スト レス 発症 のメ カニズ
ムが明らかにされれば、網膜細胞のア
ポトーシスの制御、さらには今後、全
く 新し い糖 尿病 網膜 症の 治療 につな
が る研 究成 果が 得ら れる もの と考え
たことが、研究開始当初の背景である。 
 
 
２．研究の目的 
 
（１）糖尿病網膜症の発症にかかわる
と され る網 膜血 管周 皮細 胞及 び網膜
血 管内 皮細 胞の アポ トー シス 過程に
お いて 小胞 体ス トレ スの シグ ナル機
構を明らかにする。網膜周皮細胞 (rat  
re t inal  per icyte ,  TR-rPCT)、網膜神経節
細胞 (mouse re t inal  gangl ion cel l)、網膜

視細胞 (mouse photoreceptor  cel l ,  661W 
cel l)の細胞培養系を用い、培養培地中
の グル コー ス濃 度の 変化 に伴 う小胞
体ストレスの活性化を解析するため、
小 胞体 スト レス 特異 的と 考え られて
いる GRP78 や Caspase-12 等様々なタ
ンパク質の活性を in vitro で確認す
る。眼球以外の様々な臓器由来の細胞
については、細胞外グルコース濃度の
変 化に よる 小胞 体ス トレ スの 発生が
報告されているが、これと同じような
機 構が 網膜 の様 々な 細胞 によ って起
こるのかどうかに注目する。 
（２）糖尿病モデル動物（主に rat）を用い
小胞体ストレス及び unfolded protein 
response の糖尿病における分子生物学的メ
カニズムを明らかにする。in vivo の実験で
は、網膜細胞特異的なグルコース濃度変化に
伴う小胞体ストレス反応を糖尿病動物モデ
ルにて研究する。糖尿病モデルラット（ス
トレプトゾトシン誘発糖尿病ラットや
Goto-Kakizaki ラット）を使った実験は、
すでに当教室にて進行中であったため、
安定した糖尿病モデルの作成が可能で
ある。これらのモデルラットを用い、
糖尿病罹患期間別に、網膜組織に小胞
体ストレス特異的な enzyme に変化が
おきているかを検証する。 
 
 
３．研究の方法 
 
網 膜 周 皮 細 胞 ( ra t  re t inal  per icyte ,  
TR-rPCT) ・ 網 膜 神 経 節 細 胞 (mouse 
re t inal  gangl ion cel l) ・ 網 膜 視 細 胞
(mouse photoreceptor  cel l ,  661W cell )
の 細胞 培養 系を 利用 し細 胞培 養培地
中 の グ ル コ ー ス 濃 度 を 0mM か 25mM
（ 5.5mM が基準値）まで変化させ小胞
体ストレス特異的な enzyme 群の変化
を経時的に観察する。そのために、MTS 
assay 法 （ 細 胞 死 数 の 測 定 ）・ TUNEL 
assay 法（アポトーシス細胞の染色）・
Western blot 法等分子生物学的手法
を用いる。また、糖尿病動物モデル（主
にラット）を用いて、in vivo 実験系
で も同 様に 摘出 網膜 にお いて 糖尿病
網 膜症 に対 する 小胞 体ス トレ スの関
与について検討する。動物実験につい
ては、糖尿病罹患期間別にラット網膜
を 還 流 固 定 下 に 摘 出 し 、 網 膜 flat 
mount または、網膜の細胞層ごとに小
胞体ストレス特異的な enzyme の局在、
罹患期間別での変化、また、定量評価
をおこなう。 
 
 



４．研究成果 
 
小胞体ストレス特異的な enzyme の変化を経
時的に観察したところ、結果、低グルコース
濃度下における網膜周皮細胞において小胞
体ストレス特異的な enzyme（GRP78(Glucose 
regulated protein 78) 、 ATF4(Activating 
transcription factor 4) 、 CHOP(C/EBP 
homologous protein)、Caspase-12 など）の
活性を、Western blot 法により検証できた。
これらの実験結果は、in vitro ではあるが、
特に低グルコース濃度の状態において、小胞
体ストレス及び unfolded protein response
というメカニズムが、糖尿病網膜症の発症及
びその初期病変である網膜血管の変化に密
接に関連している可能性を示唆しており、そ
の病態を考える上で、非常に興味深い結果が
得られたと考えている。 
 

 
 
A. X 軸は、グルコース濃度を示す。標準的
な濃度の 5.5mM に比べ、0mM では、小胞体
ストレスマーカーである GRP78/Bip 及び
CHOP の活性化がみられた。網膜周皮細胞
において、低濃度グルコース状態で小胞体
ストレスの誘導がおこなわれたと考えら
れる。一方、25mM の高濃度のグルコース
下にては、小胞体ストレスの誘導は見られ
なかった。（GAPDH：コントロール。） 

 
B. 低濃度グルコース下における網膜周皮細

胞での小胞体シャペロン GRP78/Bipの誘導
は、時間依存的に増加した。（0 時間～24
時間までの結果。） 

 （GAPDH：コントロール。） 
 
また、In vivo での実験結果（糖尿病ラット
モデルでの小胞体ストレスの誘導）について
は、網膜展開切片、網膜断面切片の組織を作
成し、免疫染色法等をの手法を用い、現在解
析中であり、近い将来に国際雑誌等にそれら
の結果を公表できるものと考えている。 
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