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研究成果の概要（和文）： 
 糖尿病網膜症は網膜細小血管障害であり，小胞体（ER）ストレスが細胞障害の一因になって
いる．ER ストレス誘導剤をマウス眼内投与した場合，トレーサー色素の網膜血管系からの漏
出が観察された．網膜血管内皮細胞に ER ストレス誘導剤を作用させた場合，内皮細胞層透過
性亢進とともにタイトジャンクションタンパクである claudin-5 の発現低下が認められ，この
反応には p38 MAP kinase と NF-kB シグナル系が関与していた．またステロイドは受容体依
存的にこの反応を抑制した． 
 
研究成果の概要（英文）： 

Diabetic retinopathy (DR) is characterized by the development of intraretinal 
microvascular abnormalities.  Endoplasmic reticulum (ER) stress is known to play a 
pathogenic role in vascular impairment in DR.  Intravitreous injection of an ER stress 
inducer in mice increased the permeability of tracer dye across retinal blood vessels.  The 
treatment of human retinal endothelial cells with ER stress inducers leads to the 
down-regulation of mainly claudin-5 among tight junction proteins, accompanied by 
elevation of retinal endothelial permeability.  Moreover, p38 MAP kinase and subsequent 
NF-kB signaling pathways should contribute to the regulation of claudin-5 expression.  
The effects of dexamethasone are thought to be due to the transrepression of the above 
signaling and direct regulation of claudin-5 gene.    
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病患者の著しい増加に伴い，その細小
血管合併症である糖尿病網膜症の患者は 200
万人以上に達し，日本における中途失明原因
疾患の第２位を占め社会的に大きな問題と
なっている．糖尿病網膜症などの加齢ととも
に増加する網膜変性疾患の発症にはレドク
ス恒常性の破綻がその引き金の一つになる
と考えられている．一方，網膜細小血管系を
構成する内皮細胞とそれを囲む周皮細胞
（peri 細胞と Müller 細胞）との間にはレド
クス恒常性を維持するためのストレス防御
機構が存在すると考えられるが，そのメカニ
ズムは全く明らかにされていない． 
糖尿病病態の長期化により陥る網膜細小

血管の動脈硬化や閉塞に起因するハイポキ
シアを介して誘導される小胞体(ER)ストレ
スが peri 細胞のアポトーシス（pericyte loss）
を誘導すること，さらに，tumor necrosis 
factor-a（TNF-a）などのサイトカイン類が
血管系障害に関わることも報告された． 

本課題の主マーカーである extracellular- 
superoxide dismutase（EC-SOD）について
は，近年，血管系を酸化ストレスから防御し
ている因子として注目を集め，病態との関連
性に着目した研究が増えている．応募者は
EC-SOD の発見者である Marklund 博士
（Sweden, Umeå 大学）との共同研究を発端
とし，本酵素が血管内皮細胞表面に局在して
ゾーンディフェンスラインを形成し血管系
を酸化ストレスから防御していること，
EC-SOD の発現誘導が血管系の酸化ストレ
ス防御能の亢進に寄与していることを明ら
かにしてきた．また，糖尿病・インスリン抵
抗性病態における血中 EC-SOD レベルの変
動や血管系細胞での発現制御についても明
らかにした．さらに，ハイポキシアに起因す
る EC-SOD 発現低下に対し抗酸化剤が抑制
作用を有することを見出すなど有用化合物
の探索に関わる研究も実施してきた． 
 
２．研究の目的 
(1) 糖尿病網膜症の進展過程においては組織
がハイポキシアに陥ること，それに起因する
酸化ストレスや ER ストレスが結果的に内皮
細胞での vascular endothelial growth factor
（VEGF）発現を亢進し，無秩序な血管新生
から失明を誘発することが報告されている．
一方，周皮細胞の生理的役割・機能について
は不明な点が多い．我々は，すでに血管にお
い て は 酸 化 ス ト レ ス 防 御 酵 素 で あ る
EC-SOD の発現が血管系の恒常性維持に重
要な役割を演じていることを明らかにして
きた．そこで，網膜血管系構成細胞のストレ
ス（酸化ストレス，ER ストレス）に対する

抵抗性を EC-SOD などの抗酸化酵素と向炎
症因子の発現量から解析する．また，その発
現調節機構を明らかにする． 
(2) 糖尿病網膜症は網膜血管の透過性が亢進
した炎症病態であると言われている．そこで，
ラットおよびヒト網膜血管内皮細胞を用い，
ER ストレスを負荷した場合の内皮細胞層透
過性とタイトジャンクション構成タンパク
質（TJP）発現の変動並びにその細胞内シグ
ナリングメカニズムについて明らかにする． 
(3) ストレス負荷時の細胞応答メカニズムを
解明するために，網膜血管系細胞のみならず，
他の細胞（例えば，神経系細胞，単球-マクロ
ファージ，腎尿細管細胞，脂肪細胞）などで
のストレスに対する細胞応答反応を明らか
にし，それらの情報を総合的に考察する． 
 
３．研究の方法 
(1) 各細胞は，それぞれの細胞に至適の培地
を用い，至適条件下で培養した． 
(2) SOD，TJP，ER ストレスマーカーおよび
他の因子の mRNA 発現量は RT-PCR 法また
は real-time PCR 法により測定した． 
(3) EC-SOD タンパク量は ELISA にて測定
した．また，各種因子のタンパク発現量は
western blotting にて解析した． 
(4) 網膜血管内皮細胞層透過性はトランスウ
エルを用い，電気抵抗値，FITC-dextran や
FITC-albumin の透過率にて解析した． 
 
４．研究成果 
(1) 網膜血管系構成細胞のストレス抵抗性 

Peri 細胞では VEGF や TNF-aなどの向炎
症性因子の発現が比較的高いにもかかわら
ず，EC-SOD の発現は低く，このことが peri
細胞が酸化ストレスに対し脆弱である一因
と考えられた．Peri 細胞から調製した
conditioned medium を別の peri 細胞培養系
に添加した場合，EC-SOD の発現は低下し，
一方で VEGF や TNF-a，ER ストレスマーカ
ーである GRP78 の発現は亢進していた．ま
た，EC-SOD 発現の変動は細胞総タンパク量
や MTT 活性の変動とよく一致した．ER ス
トレス誘導剤やケミカルシャペロン添加実
験から，EC-SOD や向炎症性因子の発現調節
機構として ER ストレスの関与が示唆された．
さらに，新鮮培地を連続供給する peri 細胞培
養系を用いた場合，GRP78の発現は低下し，
EC-SOD 発現は上昇した．以上の結果から，
ERストレスに起因するEC-SOD発現の低下
が糖尿病網膜症の進展・悪化に関与すると推
察された．さらに，TNF-a発現の変化には
TNF-aのオートクリン機構が関与している
ことが示唆された． 
 



Fig.2  Effect of pre-treatment with PBA on 
ER-stress-induced endothelial permeability. 
# p<0.05, ## p<0.01 vs Tg or Tm only treated 
cells. 
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(2) 網膜血管内皮細胞層透過性の亢進 
増殖性糖尿病網膜症患者では硝子体中の 

EC-SOD が高値を示すことを明らかにして
いるが，その原因について，血液-網膜関門の
本体である網膜血管内皮細胞層の透過性の
亢進によるという仮説を検証した．また，高
血糖というような病態下では細胞に ER スト
レスが曝露されることが知られているため，
以下の in vivo 実験，in vitro 実験においては
ER ストレス誘導剤であるツニカマイシン
（Tm），タプシガルギン（Tg）を負荷した． 

In vivo 実験として，Tm をマウスに眼内投
与した場合，網膜の VEGF や GRP78 の
mRNA レベルは上昇したが， EC-SOD 
mRNA には変動がみられなかった．また，in 
vivo トレーサー実験の結果，Tm 投与 72 時
間後の網膜では低分子色素（Hoechst 33342）
の血管外への漏出が観察された．（Fig.1） 

 
次に in vitro 実験として，培養ラット網膜

血管内皮細胞に Tg または Tm を負荷した場
合，EC-SOD 発現には変化が認められなかっ
たが，GRP78 や VEGF 発現は上昇していた．
一方，TJP の発現変動について検討した結果，
occludin，ZO-1 の発現には変化が認められな
かったものの claudin-5 の発現が有意に低下
していた．次に，トランスウエルを用いた内
皮細胞層透過性実験の結果，Tg または Tm に
て内皮細胞を処理した場合，細胞層電気抵抗
値 の 低 下 と と も に ， FITC-dextran や
FITC-albumin の透過性が有意に上昇し，さ
らに EC-SOD の透過性も有意に亢進してい
た．また，これらの結果は，ケミカルシャペ
ロンである 4-phenylbutric acid（PBA）にて
細胞を前処理することで有意に抑制された．
（Fig.2） 
 
 (3) 網膜血管内皮細胞層透過性亢進の細胞
内シグナリングメカニズムの解明 
培養ヒト網膜血管内皮細胞においても，Tg

または Tm にて処理した場合，claudin-5 の
発現が有意に低下することが血管透過性の
亢進につながることが判明した．そこで，ER
ストレス負荷時の claudin-5 発現低下のメカ
ニズムについて，MAP kinase と NF-kB の
関与の観点から検討した．その結果，p38 
MAPK 阻害剤 SB203580（SB）や NF-kB 阻

害剤である dexamethasone（DEX）または
pyrrolidine dithiocarbamate を添加した場
合，Tg 処理による claudin-5 の発現低下は有
意に抑制され，網膜血管内皮細胞層透過性亢
進も抑制された．また，この DEX の作用は
RU486 により阻害された結果より，ステロ
イド受容体依存性であることが判明した．さ
らに，NF-kB 活性化剤である TNF-aや LPS
によっても claudin-5 発現の抑制が確認され
た．Tg 処理による p38 MAPK のリン酸化や
NF-kB の核移行も観察された結果から，小胞
体ストレスに起因する claudin-5 の発現低下
には p38 MAPK，NF-kB シグナリングが関
与していることが明らかとなった．（Fig.3） 

 
(4) 種々細胞におけるストレス負荷時の細

胞応答 
 網膜血管内皮細胞でのストレスに対する
反応性を理解するために，それ以外の細胞と
して，COS7 腎尿細管細胞，SH-SY5Y 神経

Fig.3  Effects of MAPK inhibitors and DEX 
on the expression of claudin-5. (A) Effect of 
SB203580 (SB), SP600125 (SP), U0126 (U) 
or dexamethasone (DEX) on claudin-5 
mRNA expression. * p<0.05, ** p<0.01 vs 
vehicle, # p<0.05, ## p<0.01 vs Tg only treated 
cells. (B) Effect of SB or DEX on expressions 
of claudin-5 and CHOP protein levels. (C) 
Effect of DEX or SB on translocation of 
NF-kB p65 subunit to the nuclear fraction. 
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芽細胞腫，U937 単球系細胞，マウス 3T3-L1
由来脂肪細胞に対し，小胞体ストレス，酸化
ストレス（CdCl2, ZnSO4），低酸素ストレス
（CoCl2）などを負荷した場合の反応性につ
いて，特に EC-SOD 並びに向炎症性因子の
発現変動を中心に測定し、さらにその細胞応
答メカニズムを解明した． 
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