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研究成果の概要（和文）：ヒートショックプロテインの一種であるαB-クリスタリンは, 分子シャペロン効果を
含む多面的な機能を有しているが, その一つとして炎症病態におけるアポトーシス抑制作用が知られている. 網
膜ミュラー細胞においてαB-クリスタリンがアポトーシス抵抗性に関与するか 検討を行なった. 炎症性サイト
カインであるIL-1βにより, ミュラー細胞でのαB-クリスタリンの新規合成が減少する一方, セリン59残基のリ
ン酸化に伴う細胞外分泌の抑制によって細胞内濃度が維持されていた. これら機序に伴うアポトーシス抑制作用
を介して, 糖尿病網膜症病態での線維血管膜形成におけるαB-クリスタリンの関与が示唆された.

研究成果の概要（英文）：AlphaB-crystallin, a small heat shock protein, plays a pleiotropic role as a
 molecular chaperone, one of which is escape from apoptotic stimuli. In this study, we examined 
alphaB-crystallin as an escape from apoptosis in retinal Muller cells. In fact, IL-1beta, one of   
inflammatory cytokines that is known to be upregulated in diabetic conditions, reduced 
alphaB-crystallin protein synthesis, while phosphorylation of alphaB-crystallin at Ser59 led to 
retention of the protein export, and maintained intracellular protein concentrations. These 
mechanisms might underlie escape from apoptosis of retinal Muller cells, which contributed to 
formation of fibrovascular membrane in diabetic retinopathy.   

研究分野：網膜
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では糖尿病網膜症病態で、IL-1betaによるαBークリスタリンリン酸化が網膜ミュラー細胞のアポトーシ
スを回避することに貢献し、失明に繋がる線維血管増殖膜の形成に関与することを明らかにした。今後、
IL-1betaが上昇する網膜症の病期において、αBークリスタリンの発現を抑制することが、増殖膜形成の抑制が
治療標的になる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症は眼部の高血糖負荷に伴う血管障害に起因し、結果的に線維血管性増殖組織が形

成され、成人の重大な視力障害の一因となる。病理組織学的には、血管内皮細胞とミュラー細胞

は増殖組織の重要な構成細胞である（加瀬 諭．日眼会誌 2011）。血管内皮増殖因子-A（VEGF-

A）の発現亢進が、糖尿病網膜症の病態に関与していることが明らかとなったが、VEGF-A 蛋白の

翻訳後修飾機構は不詳である。α—クリスタリンは水晶体構成蛋白の一つであり、αAとαBのサ

ブユニットよりなる。αB—クリスタリンは細胞増殖、細胞骨格、細胞生存に関与し、分子シャペ

ロンとして標的タンパクの保護にも貢献する。我々は過去にαB−クリスタリンが VEGF-A 蛋白に

結合する分子シャペロンであることを同定した（Kase S, et al. Blood 2010）。αB—クリスタ

リンの発現が低下すると VEGF-A タンパクが分解され、マウス眼内血管新生が抑制されることを

確認した。αB−クリスタリンは眼内血管新生の進展に寄与するだけでなく、線維化にも重要な役

割を果たす（Ishikawa K, et al. Am J Pathol 2016）。研究代表者はさらに、αB−クリスタリン

は PDR の増殖組織の新生血管にも発現しており、VEGF-A と共発現していることを確認した（Dong 

Z, Kase S, et al. Retina 2012）。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、糖尿病網膜症の病態に関してミュラー細胞におけるαB−クリスタリンの役割

を明らかにすることである。これを示すために、高血糖状態や糖尿病網膜症で上昇する炎症性サ

イトカインを培養網膜ミュラー細胞へ添加し、αB—クリスタリンの発現、リン酸化を in vitro、

in vivo の系を用いて検討する。加えて、αB—クリスタリンの遺伝子発現を抑制し、糖尿病網膜

症病態におけるミュラー細胞のアポトーシスの誘導について in vitro で検討する。 

 

３．研究の方法 

（１） 臨床検体：IRB での承認後、硝子体手術で得られた増殖糖尿病網膜症（PDR）患者の線維

血管増殖膜をホルマリン固定、パラフィン包埋し未染色切片を作製し、免疫組織化学的検討を行

った。 

（２） 細胞培養：培養ヒト網膜ミュラー細胞(MIO-M1)は UCL Business LTD より Material 

Transfer Agreement を締結の上、購入した。これを用いて RT-PCR, Western blot、免疫細胞化

学による検討を行った。 

 

４．研究成果 

5mM グルコースを含有した低グルコース培地で網膜ミュラー細胞を培養し、そこに最終濃度が

15mMおよび 50mMとなるように D(+)グルコースを添加の上で 24 時間培養し RT-qPCR を行なっ

た。なお浸透圧による影響を考慮し、解糖系で利用されない糖類である D(-)マンニトールを最

終濃度が 45mMとなるよう添加して、添加した糖類による浸透圧が 50mM グルコース群と同様に

なるような群を作成した。グルコース添加群ではマニトール添加群に比して有意にαB-クリス

タリン mRNA の発現が少ないものの差はわずかであり、加えてグルコース添加群間では差が見

られなかった。網膜ミュラー細胞を記載の濃度となるようにグルコースおよびマンニトール添

加して 24 時間培養し、ELISA を行なったところ、細胞溶解液では全群間で有意差を認めず同程



度の濃度であり、培養上清では有意差を認めないものの 50mM グルコース添加群においてαB-ク

リスタリンタンパクが減少する傾向が見られた。グルコース添加では mRNA, タンパクとも十分

な変化が見られなかったため、PDR 病態におけるαB-クリスタリンの変化をより選択的に検証

できる条件として、既報から PDR において眼内での上昇が示されている炎症性サイトカインに

着目した。PDR の硝子体おいて増加している代表的な炎症性サイトカインとして、IL-1β, IL-

6, TNF-αを添加して 24 時間培養し RT-qPCR を行なったところ、IL-1β 10ng/ml および高濃度

の TNF-α(100ng/ml)にてαB-クリスタリン mRNA の発現減少が示された。 

本研究では IL-1β添加でのαB-クリスタリン発現について詳細を調べることとした。 

網膜ミュラー細胞に IL-1β 10ng/ml を添加し、様々な時間で培養してαB-クリスタリン 

mRNA 発現を RT-qPCR にて測定したところ、IL-1βによるαB-クリスタリン mRNA 発現減少が時

間依存的に生じることが明らかとなった。同様に、IL-1β添加によるαB-クリスタリンタンパ

クの発現変化を細胞溶解液および培養上清にて計測した。網膜ミュラー細胞に IL-1β 10ng/ml

を添加し、様々な時間で培養してαB-クリスタリンタンパク量を ELISA で測定したところ、細

胞溶解液では全群間で有意差を認めず同程度の濃度である一方、培養上清では IL-1β添加にて

有意な濃度減少を認めた。 

 次にαB—クリスタリンのリン酸化の検討を行った。上述の実験系で用いた炎症性サイトカ

インである IL-1β, IL-6, TNF-αを添加して 24 時間培養しウエスタンブロットを行なったと

ころ、IL-1β添加のみにてαB-クリスタリンのセリン 59 残基のリン酸化亢進が示された。網

膜ミュラー細胞に IL-1βを様々な濃度で添加し、24 時間培養の後にウエスタンブロットを行

なったところ、IL-1βによるαB-クリスタリンのセリン 59 残基のリン酸化が濃度依存的に生

じることが明らかとなった。次に、IL-1受容体(IL-1 receptor; IL-1R)の特異的な中和抗体を

用いて、これらの作用が IL-1R を介していることを確認した。網膜ミュラー細胞に IL-1R の中

和抗体を添加した後、IL-1β 10ng/ml を添加して 24 時間培養の後にウエスタンブロットを行

ない、IL-1βによるαB-クリスタリンのセリン 59 残基のリン酸化が IL-1R を介していること

を示した。最後に、IL-1β添加下におけるセリン 59 残基リン酸化αB-クリスタリンが、αB-

クリスタリンのノックダウンによって同様に減少することをウエスタンブロットで確認した。 

網膜ミュラー細胞において CRYAB siRNA を導入した後、翌日に 1%FBS含有培地へと交換の上

で 48 時間後に IL-1β 10ng/ml を添加し、さらに 24 時間培養の後にカスパーゼ 3/7 活性を測定

したところ、ノックダウン作用を持たない siRNA においてはコントロール群に比してカスパー

ゼ 3/7 活性が低下しており、αB-クリスタリンノックダウン群ではそのカスパーゼ 3/7 活性低

下が減弱されていた。続いて、αB-クリスタリンによるアポトーシス抑制作用について TUNEL

染色を行い検討した。4ウェルチャンバースライドにて網膜ミュラー細胞を培養し、CRYAB 

siRNA を導入した後、翌日に 1%FBS含有培地へと交換の上で 48 時間後に IL-1β 10ng/ml を添

加し、さらに 24 時間培養の後に TUNEL 染色を行った。なお、陽性細胞率は各ウェルにおいて独

立した 2箇所で計測し、それを平均したものを用いた。コントロール群およびノックダウン作

用を持たない siRNA群に比して、αB-クリスタリンノックダウン群では TUNEL 陽性細胞率の増

加が認められた。PDR患者の線維血管膜組織検体切片を用いて、ヒト生体由来の PDR 組織検体

において網膜ミュラー細胞にαB-クリスタリンが局在しているかを、蛍光免疫組織化学染色に

よる二重染色で調べた。 

Glial fibrillary acidic protein(GFAP)は中間径フィラメントタンパク質の 1つであり、グ

リア細胞マーカーとして用いられるが、PDR を含む病的状態での網膜ミュラー細胞で発現して

いることが知られている(Eastlake et al., 2018)。PDR患者由来の線維血管膜組織において、



網膜ミュラー細胞のマーカーの一つである GFAP とαB-クリスタリンおよびがセリン 59 残基リ

ン酸化αB-クリスタリンが共局在していることを示した。 
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