
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告科学研究費補助金研究成果報告科学研究費補助金研究成果報告科学研究費補助金研究成果報告書書書書    

 

平成 23 年 4 月 1 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症の治療評価マーカーや新規治療薬の検討を行った。まず

バソヒビンに注目した。（１）血漿中のバゾヒビン濃度と網膜症は相関はないが、増殖性の変化

が強いほどバソヒビン濃度が低い傾向だった。（２）hypoxia-inducible factor(HIF)で GFP 誘

導される網膜色素上皮細胞を作成し培地中に眼内液を添加すると血管内皮細胞増殖因子

（VEGF）と GFP は発現が有意に相関することが判明した。糖尿病網膜症眼内には HIF を誘

発する因子が有意に多く含まれていた。 
 
研究成果の概要（英文）：I examined vasohibin whether or not it works as marker for 
treatment of diabetic retinopathy (DMR) or as the possibility of new drug. Vasohibin in 
plasma was not correlated with retinopathy, however it was lower as the stronger the 
retinopathy. Retinal pigment epithelial cell transduced with HRE-directed EGFP 
expression vector showed positive correlation between VEGF and EGFP expression 
when I added intra-ocular fluids of patients in the medium. Patients with DMR had 
some factors that induced HIF.  
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１．研究開始当初の背景 

失明原因の上位を占める疾患は、もっとも

発生頻度の高い糖尿病網膜症や加齢黄斑変

性などの新生血管が出現する網膜疾患であ

る。これらの疾患はともに手術やレーザー治

療、あるいは光線力学療法などの新しい治療

法が発達してきたが、いまだに難治性である。 

最近は生物学的製剤として抗新生血管内皮

細胞増殖因子（ＶＥＧＦ）などが臨床応用さ

れ始め、眼科領域でも各施設がそれぞれの倫

理委員会に申請をして、新生血管抑制に利用

されてきており、良好な結果が数多く報告さ

れるようになってきた。欧米で開発された薬

剤であるが、効果は一過性であることが多く、
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また頻回の眼内投与は合併症の問題のため

に難しい。 

一方、バゾヒビンは血管内皮細胞より産生

される血管新生抑制因子であるが、最近我々

の共同研究者により報告された因子でＶＥ

ＧＦと発現が直接相関する。我々は、試行錯

誤の結果、硝子体中のバソヒビンが western

で検知できるようになった。 

治療により変動するマーカーになる可能性

があり、光凝固などの治療を客観的に見るデ

ータになる可能性が推測される。また、内因

性の新生血管抑制因子として新しい抗新生

血管抑制薬としての可能性があり、しかも現

在世界中で積極的に使用されている抗ＶＥ

ＧＦ抗体とは作用機序が異なり相乗効果も

期待できる。 

 

２．研究の目的 
糖尿病網膜症に対する光凝固治療後など

の新しい治療評価マーカーとして、また、新

しい抗新生血管抑制薬になる可能性の検討

を目的とする。 
 

３．研究の方法 

（1）血漿の収集と保存および血漿中、眼内

液のバゾヒビン濃度測定 

方法：東北大学倫理委員会ですでに承認され

たのち、網膜症のない正常コントロール、活

動性の強い糖尿病網膜症患者、加療により活

動性が低下した糖尿病網膜症患者それぞれ

50-100 名、プロトコールに従って血球成分と

血漿を分離した。血漿中のバゾヒビンは、2

種類の抗体を利用して我々が独自に作成し

た ELISA プレートで、サンドイッチ法で測定

した。ELISA ではうまく測定できない場合は、

western で確認した。前房水は ELISA で測定

可能なので ELISA で検討した。一方、糖尿病

網膜症の硝子体手術では増殖膜が採取され

ることが多いために、我々が以前報告した方

法に従い、この増殖膜より RNA の抽出を行い

上記と同様に real-time PCR でバゾヒビン遺

伝子発現を半定量した。ELISA あるいは

real-time PCR の結果は血漿中のバゾヒビン

濃度と比較し相関の有無について検討した。

また、これらの結果は最終的に臨床像と比較

し新生血管の活動性の指標である蛍光眼底

撮影による色素の漏出や、視力、網膜電図な

どと比較した。 

結果①： 糖尿病網膜症患者血漿を２５０名

分収集し血漿中のバゾヒビン濃度の測定を

開始し、臨床データの収集も行い、血漿中の

バソヒビン量と臨床像の比較をおこなった。

これまでの検討では増殖性の変化が強いほ

ど血漿中のバソヒビン濃度が低い傾向にあ

ることが推測された。しかし有意差はなく、

網膜機能との相関についても有意に相関し

ているものは見られていない。硝子体液は

ELISA で測定できなかったためにウエスタン

で検討したがこちらは重症度と硝子体内バ

ソヒビン濃度は有意に相関すると考えられ

た。すなわち増殖性変化が強いほど硝子体液

のバソヒビン量は多かった。また増殖膜内に

もバソヒビンが存在し、免疫染色では必ずし

も血管内皮細胞のみに存在するものばかり

でないことが推測された。 

（2）新生血管促進因子とバゾヒビンの役割

の in vitro での検討 

Hypoxia-inducible factor  (HIF)が作用す

る element で あ る Hypoxia-responsive 

element (HRE)をリピートさせた塩基をEGFP

遺伝子と結合させたベクターを作成し、網膜

細胞株（RPEJ）に導入した。培養細胞への付

加はインキュベーター内の酸素分圧を正常

酸素濃度（20%酸素）か低酸素（2%酸素）に

し、さらに培地中のグルコース濃度を変動さ

せ、さまざまな付加を細胞に与える。また低

酸素状態を疑似するといわれるコバルト

（CoCl
2

）を用いて同様に負荷した。その後細



 

 

胞活性（細胞増殖能）と細胞死のみを検討す

るのではなく、細胞周期、細胞移動能も検討

した。その後にVEGFなどの発現を確認し、ま

ずバゾヒビン遺伝子の発現を確認する。バゾ

ヒビンの有無でVEGF等の新生血管促進因子

がどのような変化を示すのか検討後、VEGFR

からの細胞内セカンドメッセンジャーを追

跡する。また、糖尿病網膜症患者の前房水、

硝子体液をバソヒビンの発現のみでなく、さ

らに虚血時に各種遺伝子発現のマスターコ

ントロール的役割を行うhypoxia-inducible 

factor(HIF)の発現に影響を与える因子の発

現を検討した。HIF発現はHIFのcis-element

であるhypoxia-responsive element (HRE)に

GFP遺伝子を融合させたベクターを網膜色素

上皮細胞内に導入し、細胞内のGFP発現を蛍

光顕微鏡か遺伝子発現をreal-time PCRで確

認しHIFの発現として検討し、さらにウエス

タンでも発現を確認した。 

結果②：ラット網膜色素上皮細胞株（ＲＰＥ

Ｊ）の培養系を用いてバゾヒビン遺伝子が発

現していることを確認したが、ウエスタンで

は完全長よりも少し短い３６kＤａが主に発

現していると推測された。興味深いことにこ

のバソヒビンを強制発現させるとその細胞

は血管内皮細胞増殖因子（VEGF）の発現が有

意に減少することが判明した。さらに虚血負

荷をかけると細胞は増殖が抑制されるが、

VEGF は細胞の増殖低下を抑制する。しかしバ

ソヒビンはこの機能を抑制することが推測

された。さらにバソヒビン強制発現細胞は非

発現細胞やコントロールベクター導入細胞

よりも虚血負荷条件下では細胞増殖能が低

いことが推測された。このことはこれまでの

ところ正常培養状態では見られていない。 

結果③：HIF 発現は HIF の cis-element であ

る hypoxia-responsive element (HRE)に GFP

遺伝子を融合させたベクターを網膜色素上

皮細胞内に導入し、細胞内の GFP 発現を蛍光

顕微鏡か遺伝子発現を real-time PCR で確認

し HIF の発現として検討し、さらにウエスタ

ンでも発現を確認した。その結果前房水、硝

子体液の培地中への添加で VEGF と GFP は発

現が有意に相関することが判明した。かなり

厳密に相関し、本システムが有効に使用でき

ることが確認された。また、これまでの検討

では糖尿病網膜症硝子体中には HIF（GFP）発

現を誘発する因子が有意に多く含まれてい

ることも判明した。今回のこれまでの検討で

は、サンプルは採取後一旦保存されるために

サンプル中の酸素濃度との関係で HIFの発現

が左右されるものではなく、さらに違う因子

が HIF 発現に影響を与えていると推測された。

実際にサンプル間の酸素濃度に差はなかっ

た。 

 

４．研究成果 

糖尿病網膜症に対する光凝固治療後など

の新しい治療評価マーカーとして、また、新

しい抗新生血管抑制薬になる可能性の検討

のために今回の研究を行った。標的因子とし

て我々はバソヒビンに注目した。バソヒビン

は VEGF に発現が刺激される血管内皮細胞特

異的に発現する内因性血管新生抑制因子で

ある。我々の共同研究者である東北大学の佐

藤らにより最近報告された。今回の検討で判

明した重要なことは、（１）糖尿病網膜症の

硝子体中には増殖性変化が強くなるほどバ

ソヒビン濃度が多くなることが判明した、

（２）糖尿病網膜症患者血漿約２５０名分は

血漿中のバゾヒビン濃度と網膜症の程度な

どの臨床データとは相関が見られなかった。

しかし増殖性の変化が強いほど血漿中のバ

ソヒビン濃度が低い傾向にあった。（３）糖

尿病網膜症患者の前房水、硝子体液内には

HIF 発現を誘発する因子が含まれている可能



 

 

性があり、HIF が発現を誘導する１つの因子

である VEGF 発現と強く相関した。サンプル

は採取後一旦保存されるためにサンプル中

の酸素濃度との関係で HIFの発現が左右され

るものではなく、さらに違う因子が HIF 発現

に影響を与えていると推測された。実際にサ

ンプル間の酸素濃度に差はなかった。したが

って今後は HIF発現に影響をあたえるものの

解析とバソヒビンとの相関を確認する価値

があると考えられた。これらの検討を行い、

バソヒビンの関与を検討できることで、バソ

ヒビンの糖尿病網膜症への関与をさらに詳

細に理解でき、また治療薬としての可能性を

検討できると考えた。 
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１．名称：持続性ドラックデリバリーシステ
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権利者：同上 
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○取得状況（計 0件） 
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〔その他〕 
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