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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症の病態には炎症が大きく関与し、抗炎症因子の活性低下が関与する可能性があ
り、細胞のエネルギー状態により制御されるAMP activated protein kinase (AMPK)は糖尿病網膜症の病態に関与する
可能性がある。申請者らは糖尿病モデルマウスとしてストレプトゾトシン誘導1型モデルマウスを作製し、網膜組織内
のAMPKレベルが低下すること、および糖尿病モデルマウスでは白血球接着が亢進することを見出した。そして、AMPK活
性化剤であるレスベラトロールを投与した際の病態予防効果を見あることを見出した。

研究成果の概要（英文）：The streptozotocin-induced diabetes were treated with resveratrol orally at 50 
mg/kg for 7 days or with AICAR intraperitoneally at 100 mg/kg 24 hours before death. Induction of 
diabetes in mice led to retinal AMPK dephosphorylation, which was significantly reversed by either 
resveratrol or AICAR. Either resveratrol or AICAR significantly reversed SIRT1 deactivation and NF-κB 
phosphorylation, both of which were induced in the diabetic retina. Administration of resveratrol to 
diabetic mice significantly reduced diabetes-induced retinal leukocyte adhesion, together with retinal 
expression of ICAM-1 and VEGF. The present findings reveal that diabetes-induced retinal inflammation 
stems from downregulation of the AMPK pathway, leading subsequently to SIRT1 deactivation and NF-κB 
activation. The data also suggest the potential use of the AMPK activator resveratrol as a therapeutic 
agent for diabetic retinopathy.
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１．研究開始当初の背景 

炎症は様々な網膜疾患の基盤にある。生活習

慣病や加齢性疾患にはその関与が必至であ

るとされる。たとえば糖尿病網膜症には炎症

病態が関与し、早期から血管内皮増殖因子

（ Vascular endothelial growth factor; 

VEGF）産生が亢進していることが知られる

（Nagai et al. IOVS 2007）。その治療とし

て、従来は VEGF 産生源である神経網膜の光

凝固が行われ、また最近では VEGF 阻害剤

（Adamis et al. Ophthalmology 2006）が試

されている。しかし、VEGF は生理的に血管維

持・神経保護に働くことが知られ、VEGF 阻害

剤の継続的投与が副作用を生む可能性は否

めない。さらに、糖尿病網膜症ではそれ以外

にもレニン・アンジオテンシン系などの多く

の炎症起因性物質の発現亢進が関与するこ

とも知られ（ Nagai et al. IOVS 2007, 

Kurihara et al. Diabetes 2008）、VEGF だけ

を制御しても炎症病態を管理することはで

きないと考えられる。 

 

炎症反応の亢進には、炎症性起因物質の発現

亢進の他に、内因性の抗炎症分子の活性低下

が関与する可能性がある。細胞内の ATP が減

少すると活性化する細胞内酵素である AMP 

activated protein kinase (AMPK)は各臓器

で様々な作用をすることが知られ、脂肪蓄積

の抑制やミトコンドリア発生に重要な役割

を持つことが知られる（Lage et al. Trends 

Mol Med 2008）。最近、AMPK が糖尿病におけ

る脂質蓄積抑制に関与する可能性が報告さ

れ（Um et al. Diabetes 2010）、メタボリッ

クシンドロームにおける役割も明らかにさ

れつつある。このように AMPK はエネルギー

のホメオスタシスを調節する分子として知

られてきたが、メタボリックシンドロームに

慢性炎症が関与することから、AMPK の抗炎症

作用が研究され、細胞内炎症起因分子である

NF-kB の活性化を抑制することが明らかにさ

れた（Salminen et al. J Mol Med 2011 

Review）。 

 

糖尿病網膜症の病的炎症メカニズムとして

重要な役割を果たす分子にVEGFの他にNF-kB

があることは、申請者の研究室でも報告した

（Nagai et al. IOVS 2007）。その抑制は糖

尿病網膜症の病態抑制に働く。しかし、AMPK

の糖尿病網膜症における役割には未知の部

分が多い。 

 

一方、申請者の研究室では、酸化ストレスが

糖尿病網膜症の病態に作用することを明ら

かにしてきた（Sasaki et al. Diabetologia 

2010）。糖尿病では網膜における活性酸素レ

ベルが上昇し、それを抗酸化剤投与で抑制す

ると、網膜神経機能障害、すなわち網膜電図

（ERG）で測定される視機能障害が予防され

るのである。 

こ れ に 対 し 、 AMPK は mitochondrial 

uncoupling protein 2 (UCP-2)の発現を抑制

して、酸化ストレス発生を抑制することが明

らかにされた（Xie et al. Dibaetes 2008）。

しかし、酸化ストレスの面からも、AMPK の糖

尿病網膜症における役割は、まだ解析されて

いない。 

 

このように、AMPK には抗炎症作用と抗酸化ス

トレス作用があり、糖尿病網膜症の病態形成

において重要な役割を果たすと考えられた。

そこで、その分子メカニズムを明らかにし、

糖尿病網膜症の新規治療法・予防法の開発に

つなげることを目的として研究する。 

 

従来、神経細胞にはミトコンドリアが多く含

まれることが知られ、特に網膜では、網膜神

経節細胞と視細胞内節に多く存在すること

が知られている。これらの細胞では、神経活
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動を行うためにエネルギーが必要であり、そ

のためにミトコンドリアは重要な働きをす

る。そこで、AMPK の重要な役割であるミトコ

ンドリア生合成にも注目して解析する。ミト

コンドリア生合成のマーカー分子としては、

PGC1-alpha、チトクロームｃ、Tfam 等が知ら

れており、最近、全身疾患等においても盛ん

に 解 析 さ れ て い る 分 野 で あ る

（Ventura-Clapier et al. Cardiovasc Res 

2008, Santos et al. Free Radical Biology 

and Medicine 2011）。 

 

２．研究の目的 

炎症は多くの網膜疾患の病態に含まれる。そ

の網膜視機能への影響のメカニズムは、視機

能保護治療の開発には欠かせない。炎症は加

齢性網膜疾患や糖尿病網膜症などの生活習

慣病などにおける視機能低下のメカニズム

として、重要な要素を持つことは疑う余地が

ない。糖尿病網膜症の病態には炎症が大きく

関与し、血管病変に加え網膜神経変性を生じ

ることが知られる。糖尿病網膜症は常に失明

原因の上位を占めており、その予後改善策を

開発することは社会的にも意義が大きい糖

尿病の病態には、VEGF を含む様々な炎症性サ

イトカインの発現亢進が関与することが知

られるが、それだけではなく、抗炎症因子の

活性低下も関与する可能性がある。細胞のエ

ネ ル ギ ー 状 態 に よ り 制 御 さ れ る AMP 

activated protein kinase (AMPK)は抗炎症

作用を持ち、糖尿病網膜症の病態に関与する

可能性があるが、そのメカニズムは明らかで

はない。そこで AMPK の糖尿病網膜症におけ

る役割を解析する。そして、その中でも特に、

AMPK の網膜炎症における役割を解析するこ

ととする。 

 

３．研究の方法 

糖尿病モデルマウスを作成し、その網膜にお

ける炎症・酸化ストレスの亢進について評価

し、そのときの AMPK の発現および活性を解

析する。さらに、AMPK 活性化剤として知られ

る 5-Aminoimidazole-4-carboxamide 

ribotide （AICAR）を投与して、その網膜に

おける効果を解析する。また、それらの効果

が、ミトコンドリア生合成のマーカーの動向

と関連しているかどうかも解析することで、

病態の分子メカニズムを明らかにする。 

(1)糖尿病モデルマウスを作成し、AICAR を投

与する。 

生後 6週の C57B/6 マウス（オス）を購入し、

3 日に渡りストレプトゾトシン（STZ） 60 

mg/kg BW を注射して、糖尿病網膜症モデルマ

ウスを作成する。血糖 250 mg/dl 以上をモデ

ルとする。注射の手法、血糖チェックの方法

などは、既に申請者の属する研究室で確立さ

れており、論文発表にも用いられており

（Kurihara, Ozawa et al. Diabetes 2007）、

申請者も習得した方法であって問題ない。 

AICAR の投与に関しては、脳炎モデルにおけ

る効果を検討した既報（Giri et al. J 

Neurosci 2004）を参考とし、20、50、100 mg/kg 

BW について検討する。 

 

(2)糖尿病モデルマウスの網膜における AMPK

レベルと活性化 AMPK レベルを測定する。 

糖尿病発症後の網膜内 AMPK タンパクレベル

と活性化（リン酸化）AMPK タンパクレベルを

イムノブロット法により解析する。AICAR 投

与後に、活性化 AMPK レベルが上昇している

ときのAICARの量を今後の解析に用いる条件

とする。イムノブロット法に関しては、当研

究室で確立された方法があり、申請者も既に

これまでの研究で経験・発表してきた方法で

ある。 

 

(3)本モデルマウスにConAレクチンを灌流し、

網膜炎症と AICAR の効果を解析する。 
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網膜血管炎症のために網膜血管に接着する

白血球数を Con A レクチンによる灌流ラベル

法で評価する。Con A レクチンは血管内皮細

胞および白血球の細胞膜表面の糖鎖に結合

するため、本法により血管系と血管内壁に接

着した白血球（右図矢印）の両者が同時に描

出できる。撮像は蛍光顕微鏡 IX71TM（オリン

パス）を用いる。本法はすでに当研究室、網

膜細胞生物学研究室において頻繁に行われ

ており（Ishida et al. IOVS 2003, Nagai et 

al. IOVS 2007）、確立された方法である。

AICAR 投与後の白血球接着も解析する。 

 

(4)本モデルマウスの網膜で炎症関連分子の

発現を測定し、AICAR の効果を解析する。 

糖尿病網膜症の病態に関連する分子として、

VEGF の 他 に intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-1)、tumor necrosis factor 

 (TNF-)、およびレニン・アンジオテンシ

ン系、NF-kB 等の分子がある。これらの発現

を RT-PCR とイムノブロット法、ELISA などを

用いて mRNA・蛋白質レベルで解析する。それ

らの手法は既に当研究室で確立されており、

プライマーや抗体等の試薬は既に入手済み

である。そのほとんどは申請者も論文発表し

たことのあるものである（Nagai et al. IOVS 

2007, Mochimaru et al. IOVS 2009）。NF-kB

に関しては、NF-κB p65 の核内移行分を

ELISA で定量する。 

 

４．研究成果 

本研究では、糖尿病網膜では活性化 AMPK

が低下することを示し、そのために網膜血管

に対する白血球接着が促進されて網膜炎症

を来すことを示した。そして、活性化 AMPK

を正常化するためにAICARを投与することで

この炎症病態が抑制されることを示した。酸

化ストレスとミトコンドリア生合成につい

ては引き続き研究している。 

本研究は、これまでの糖尿病研究で明らかに

されてきた、炎症・酸化ストレスの網膜症・

視機能に対する知見をふまえ、それを制御し

うる分子として、AMPK に着目して解析すると

ころが特色であった。これまでの多くの研究

は糖尿病による炎症起因性物質の発現亢進

を中心に行われてきたが、本研究は内因性炎

症抑制性因子(AMPK)に着目しているところ

が独創的であった。また、近年、全身疾患に

おいては糖尿病における AMPK に関する研究

が盛んに行われているが、網膜症における解

析をするところも特色といえた。その結果は、

現存の VEGF 抑制とは異なるメカニズムの新

規治療法・予防法の開発につながることにな

り、その意義は大きい。 
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