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研究成果の概要（和文）：申請者らはミトコンドリア由来活性酸素(mtROS)が糖尿病血管合併症発症の主要因子である
ことを報告している。今回の研究では低血糖の糖尿病網膜症増悪へのmtROSの関与について、培養血管内皮細胞およびm
tROSの特異的除去酵素であるManganese superoxide dismutase(MnSOD)の血管内皮特異的発現トランスジェニックマウ
スを用い、in vitro、in vivoの両面から解析を行った。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that mitochondrial reactive oxygen species (mtROS) is one o
f the major factors in the pathogenesis of diabetic vascular complications. In this study, we examined the
 impact of mtROS in the pathogenesis of diabetic retinopathy by hypoglyvemia using endothelial cells and t
ransgenic mice, which specifically express manganese superoxide dismutase (MnSOD) in vascular endothelial 
cells.
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１．研究開始当初の背景 
わが国において、「糖尿病が強く疑われる
人」や「糖尿病の可能性が否定できない人」
が計 2210万人（H19年度）と増加一途を認
めており、同時に糖尿病合併症併発患者数の
増加も報告されている。申請者らのグループ
ではこれまでに、(1)高血糖が培養血管内皮細
胞においてmtROSの過剰産生を引き起こし、
さらにこのmtROSがこれまで糖尿病合併症
の成因と考えられていた細胞内代謝異常を
引き起こすこと(Nature, 404: 787, 2000)、(2)
尿中 8-OHdG(mtROS のマーカー)が 2 型糖
尿病患者で増加し、尿中 8-OHdGの増加が糖
尿病合併症の重症度と相関すること
(Diabetes Care, 26:1507, 2003)、(3)血管内皮
細胞に特異的にMnSOD（mtROS除去酵素）
を発現させたトランスジェニックマウス
(eMnSODTgマウス)の開発に成功し、in vivo
で mtROSの制御により、糖尿病網膜症の発
症抑制が認められたこと(Biochem Biophys 
Res Commun 366(3): 814-20, 2008)、等を報
告している。 
申請者自身も(4)糖尿病治療薬メトホルミン
がAMPK-PGC-1α-MnSOD経路の亢進によ
り、mtROS を抑制すること (Diabetes 
55:120-127, 2006)、(5) TNF-αによるインス
リン作用障害機序において mtROSの産生増
加およびASK1の活性化が関与していること
（Diabetes 55:1197-1204, 2006）、(6)  糖尿
病治療薬のチアゾリジン誘導体が PGC-1α
-MnSOD経路の亢進により、mtROSを抑制
すること(Biochem Biophys Res Commun 
379: 43-48, 2009)、など糖尿病およびその合
併症発症において mtROSの意義を研究して
きたが、まだ不明な点も多い。 
2 型糖尿病患者を対象とした Kumamoto 

Studyのサブ解析(糖尿病合併症 7:62, 1994)
および 1 型糖尿病を対象とした The 
Diabetes Control and Complications Trial 
(DCCT)(NEJM 329:977-986, 1993) の報告
では、血糖是正開始後 1年間以内の網膜症進
展症例が通常血糖コントロール群より厳格
血糖コントロール群に多いという結果が得
られている。さらに、長期罹病糖尿病患者に
おいて、急速な血糖是正を契機に、一過性に
網膜症が進展することが知られている。これ
らの結果は、網膜症を有する糖尿病患者にお
いては、血糖是正を緩徐に行った方が少なく
とも 1－2 年後の期間においては、網膜症の
進展予防に効果的であると考えられる。また
近年では、複数の心血管リスクを有する 2型
糖尿病患者を対象とした ACCORD study 
(NEJM 358: 2545, 2008)において、厳格血糖
コントロール群で死亡率が有意に上昇する
ことが報告され、重症低血糖の頻度が多いこ
とに関連性を有している可能性が示唆され
た。 
一方、申請者らが高血糖により産生される
ことを報告している mtROSが、低酸素状態
下 で も 産 生 さ れ 、 Hypoxia-Inducible 

Factor-1(HIF-1)の安定化を誘導するなど、低
酸素のセンサーとしても働いていることが
報告された(Cell Metab 1: 401, 2005)。糖尿
病合併症の標的組織で低酸素状態が生じて
いるのかは不明であるが、以前より
Williamson JRらは高血糖状態では低酸素状
態と類似した細胞内代謝異常が生じており、
この状態を”pseudohypoxia”と呼んでいる
(Diabetes 42: 801, 1993)。糖尿病では VEGF
の発現増加または組織的低酸素状態を誘導
する凝固線溶系因子の亢進や白血球の網膜
血管内皮への接着増加（retinal leukostasis）
が糖尿病網膜症の発現に関与していると報
告されている。 
申請者は、(1）高血糖状態において凝固線
溶系の亢進や白血球の網膜血管内皮への接
着増加などにより網膜の虚血、低酸素状態が
生じること。(2）それを代償するために増加
していた網膜循環血液量が、急速な血糖是正
で減少することで更に組織的低酸素状態に
なること。(3）この低酸素状態によりmtROS
産生が増加されることが、急速な血糖是正に
よる網膜症進展の主因と推測している。  
２．研究の目的 
申請者らは糖尿病細小血管合併症発症仮説
として「高血糖によるミトコンドリア由来活
性酸素(mtROS)過剰産生」説を提唱している。
一方、Kumamoto Studyや DCCTでは、通
常血糖コントロール群に比し厳格血糖コン
トロール群において血糖是正開始後 1年間以
内に網膜症が進展する症例が多いと報告さ
れているが、その機序は不明である。また、
低酸素状態下培養細胞では、mtROS が増加
すると報告されたが、その糖尿病合併症にお
ける意義は不明である。本研究では、急激な
血糖是正や低血糖で糖尿病合併症の標的組
織で低酸素状態が誘導され、この低酸素状態
から産生される mtROSが、さらに糖尿病合
併症を進展させるという仮説を検証する事
を目的とする。 
３．研究の方法 
本研究では(1）高血糖により増加した内皮
細胞のmtROSが内皮細胞における抗血栓性の
障害を生じ、網膜の虚血、低酸素状態を引き
起こす。(2)急速な血糖是正が更に低酸素状
態を誘導する。(3)そして悪化した組織的低
酸素状態が更なる mtROS を産生し、細胞内代
謝異常を引き起こす、という仮説を証明する
ことを目的に、下記の I. in vitro 研究、II. 
in vivo 研究を行う。 
Ⅰ：in vitro 研究：血管内皮細胞または
mtROS 除去酵素である MnSOD をアデノウイル
スで強制発現させた血管内皮細胞を低グル
コース（2.5mM）下または、低酸素状態（1% O2）
で培養し、(1)①細胞内 ROS を蛍光プローブ
H2DCF-DA にて定量し、また、②mtROS を還元
型 Mito Tracker Red を使用し共焦点レーザ
ー顕微鏡で検討、(2)HIF-1α蛋白、VEGF 蛋白
の発現を蛍光免疫染色法で、VEGF mRNA 量を
real time RT-PCR 法で検討、(3)細胞外フラ



ックスアナライザーを用いて低血糖時のエ
ネルギー代謝経路（解糖・TCA サイクル・ミ
トコンドリアにおける好気呼吸）および脂肪
酸酸化、ミトコンドリア機能を検討し、評価
する。 
Ⅱ：in vivo 研究 (eMnSODTg マウスを用い
た研究)：WT マウス、eMnSODTg マウスにスト
レプトゾトシン投与により糖尿病を導入す
る。その後、生食投与群、インスリン投与群
とインスリン＋グルコース投与群に分ける
(1)適度な低血糖刺激が得られるインスリン
投与量の条件を検討、(2)網膜組織切片を用
い免疫組織法で HIF-1α発現、VEGF 発現を検
討し評価する。 
４．研究成果 
Ⅰ：in vitro 研究 
(1) 低血糖による活性酸素への影響 
①低糖濃度培養による細胞内活性酸素の検
討 
 これまでの報告のように 25mM 糖濃度培養
下では細胞内 ROS産生が 5mM糖濃度培養下と
比較して 218±3.6%と著明に増加を認めた。
一方、2.5mM 糖濃度培養下では 69.7±2.6％
と低下を認めた。 
  
②低糖濃度培養によるミトコンドリア由来
活性酸素(mtROS)の検討 
 2.5mM 糖濃度培養下では、mtROS は 5mM 糖
濃度培養下と比較して 177.6±27.8%と著明
に増加を認めた(図 1)。この結果は、①にお
ける細胞内 ROS 産生低下と反しており、その
機序については今後も検討が必要である。 

 
 一方、MnSOD 過剰発現細胞では、低糖濃度
培養による mtROS 産生増加抑制を認めた（図
2）。 

 

 
 
(2)低血糖による細胞内低酸素状態への影響 
低糖濃度培養による細胞内低酸素状態を
pimonidazole、HIF-1α抗体、VEGF 抗体を用
いて免疫染色で評価した。2.5mM 糖濃度培養
細胞は、 5mM 糖 濃度培養細胞に比し
pimonidazole、HIF-1α、VEGF の高発現を認

め、細胞内低酸素状態であることを認めた
（図 3）。 
 
また、VEGF mRNA に関しても 2.5mM 糖濃度
培養細胞で 5mM 糖濃度培養細胞に比し 1.34 
倍の増加を認めた。 
一方、MnSOD 過剰発現細胞では、低糖濃度
培養による VEGF mRNA 増加抑制を認めた。 
 
(3)低血糖時のミトコンドリア機能評価 
 細胞外フラックスアナライザーを用いて
低血糖時の酸素消費速度（OCR）測定でのミ
トコンドリア機能評価を検討した。2.5mM 糖
濃度培養下でも著名な変化は認めなかった。
今後、脂肪酸酸化やグルタミン代謝に関して
も検討する必要がある。 
 
Ⅱ：in vivo 研究(eMnSODTg マウスを用いた
研究) 
(1) 低血糖刺激条件の確立 
ストレプトゾトシン(STZ)誘導糖尿病マウ
スと非糖尿病マウスに対しインスリン腹腔
内投与(i.p.)により、低血糖誘発実験を行っ
た。また、インスリンと glucose(50%ブドウ
糖液)を併用することで低血糖誘発を回避さ
せ、非低血糖誘発群とした。とし、STZ 誘導
糖尿病マウス：低血糖刺激群は、インスリン
(IR) 7 単位/kgBW i.p.、非低血糖刺激群は、
IR 7 単位/kgBW + Glu7.0g/kgBW i.p. 非糖
尿病マウス：低血糖刺激群は、IR 2 単位/kgBW 
i.p.非低血糖刺激群は、IR 2 単位/kgBW + 
Glu3.5 g/kgBW i.p. +60 分後に Glu1 g/kgBW
で目標血糖値 45 mg/dL 程度が得られること
を確認できた。 
 
(2)高血糖による組織低酸素状態への影響 
 STZ 誘導糖尿病 WT マウスでは、網膜組織で
HIF-1α発現、VEGF 発現増加を認めたが、STZ
誘導糖尿病 eMnSODTg マウスにおいて HIF-1



α発現、VEGF 発現増加抑制を認めた（図 4）。 
  
今後、低血糖刺激による組織低酸素状態へ
の影響も合わせて検討する必要がある。 
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