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研究成果の概要（和文）：ヒトの糖尿病黄斑浮腫のサンプルの検討からAngptl2が増殖糖尿病網膜症だけではなく、糖
尿病黄斑浮腫の病態形成にも関与している事が示唆された。またマウスを用いた実験結果よりAngptl2が網膜において
血管内皮細胞やマクロファージなどに発現しており、Angptl2ノックアウトマウスを用いた糖尿病モデルマウスの検討
によりAngptl2が炎症性サイトカインや接着因子などの発現を介して糖尿病網膜症の病態形成に関与している可能性が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Concentration of Angptl2 in vitreous of patients with diabetic macular edema was 
increased compared to the control, and Angptl2 expression was found in inner limiting membrane of those 
patients. Moreover, IL-6, MCP-1 and ICAM-1 expression was decreased in streptozotocin-induced diabetic 
Angptl2 knockout mice compared to the control, and leukocyte adhesion to endothelial cells was suppressed 
in diabetic Angptl2 knockout mice. Those findings suggest that Angptl2 may play a role in pathological 
condition of diabetic retinopathy.　

研究分野：医歯薬学

キーワード： 糖尿病網膜症
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１．研究開始当初の背景 
私は大学院以来これまでに Angptlファミリ
ーのクローニングを行い、その機能解析を
行ってきた。そのなかで、Angptlファミリー
がアンジオポエチンファミリーに構造的に
類似しており、血管内皮細胞に作用が確認
されたため、これまでに血管に対する機能
を解析し報告してきた(Am J Pathol. 2010, 
Cell Metab. 2009, Arterioscler Thromb 
Vasc Biol. 2008, Nat Med. 2005, Proc Natl 
Acad Sci U S A. 2005, Blood, 2004、Cancer 
Res., 2003)。Angptl2は、これまでの我々の
研究で糖尿病や関節リウマチなどの病態に
深く関わっていることが明らかにされてい
る(Cell Metab., 2009, Am J Pathol., 
2010)。そのなかで、アンジオポエチン様蛋
白 2(Angiopoietin-like protein 2:Angptl2)が
血管内皮細胞から低酸素によって誘導され
たり炎症を惹起したり、さらにそれが血管
新生や血管透過性亢進といった病態に関与
していることを報告してきた。我々のこれ
までの研究では、糖尿病の患者から採取した
血清中におけるAngptl2の濃度は健常人と比
較して上昇していることを報告している
(Cell Metab., 2009)。また糖尿病網膜症の患
者の手術中に得られた硝子体サンプル中の
Angptl2の濃度がコントロール(黄斑状膜や
黄斑円孔などの黄斑疾患)の患者より上昇し
ていることや、手術中に得られ た増殖糖尿
病網膜症の増殖膜において血管内皮細胞や
浸潤してきているマクロファージなどにお
いてAngptl2が強く発現していることを認め
ている。また我々のグループでは MCP−1や
炎症性サイトカインが内眼手術既往眼の緑
内障術後濾過胞維持にネガティブに作用し
ていることも報告している(IOVS. 2012)。
これらの知見をもとに、本研究ではこれま
での成果をさらに発展させ血管新生、血管
透過性亢進や炎症がその病態に関与してい
る糖尿病黄斑浮腫など糖尿病眼合併症にお
けるAngptl2の役割について、患者サンプル
を採取、解析し、また動物モデルを作成し
解析を行うことにより、病態の新たなメカ
ニズム、またその病態に基づいた新たな治療
法につながる可能性があるか検討を行う。 
 
２．研究の目的 
糖尿病により引き起こされる糖尿病網膜症
(増殖性および糖尿病黄斑症)や血管新生緑内
障は我が国における中途失明原因の上位を
占めている。これまでの研究結果より
Angptl2が糖尿病や関節リウマチなど慢性炎
症が関与する病態において重要な働きをし
ていることが明らかにされている。本研究
では手術中に得られる硝子体や内境界膜サ
ンプルなどをもとに Angptl2 の発現解析を
行い、また Angptl2のノックアウトマウスを
用いてストレプトゾトシンによる糖尿病モ
デルを作成しワイルドタイプのマウスと比
較検討を行う。さらに、血管内皮細胞株を用

いて Angptl2のシグナル解析を行い
Angptl2の糖尿病合併症における機能解析を
網羅的に行いたい。 
 
３．研究の方法 
(1) 増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中の
Angptl2の濃度が高く、増殖膜中にもAngptl2
の発現が認められたため、今度は糖尿病黄斑
浮腫の患者の硝子体中のAngptl2の濃度測定
を行うために、硝子体手術施行時に硝子体サ
ンプルを採取し enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA)を行った。ま
た、手術時に採取した網膜前膜や網膜内境界
膜サンプルを用いて Angptl2、マクロファー
ジのマーカーである CD68 などの発現を検討
するため免疫染色を行った。 
 
(2) Angptl2 ノックアウトマウスと野生型マ
ウスを用いてストレプトゾトシンの腹腔内
注射にて誘発した糖尿病モデルマウスを作
成し、網膜における MCP-1、IL-6 などの炎症
性サイトカインや intercellular adhesion 
molecule-1(ICAM-1)などの接着因子の発現
を検討した。また、コンカナバリン Aを用い
た白血球と血管内皮細胞の接着を検討を行
った。 
 
(3) ヒト網膜血管内皮細胞株である Human 
retinal endothelial cell (HREC)を用いて腫瘍壊
死因子（Tumor Necrosis Factor α；TNF-α）
刺激によりAngptl2の発現が誘導されるか検
討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 手術中に採取した硝子体における
Angptl２の濃度は糖尿病黄斑浮腫の患者に
おいて、対照群と比較して有意に高かった。
また、手術時に採取した網膜前膜や網膜内境
界膜の免疫染色において、膜に接着している
マクロファージなどの細胞にAngptl2の発現
が認められた。 
 

 
手術中に採取した内境界膜上に Angptl2（緑）
とマクロファージ（CD68；赤）の共発現が認
められた（DAPI；青）。 
 
(2)①まず野生型マウスにおける Angptl2の
網膜における発現を検討した。下図に示すよ



うに、Angptl2（緑）とマクロファージ（CD68；
赤）の共発現が認められ（DAPI；青）、また
Angptl2は血管内皮のマーカーである CD31
とも共発現を認め、以上の結果より Angptl2
は網膜において血管内皮細胞やマクロファ
ージ、網膜色素上皮などに発現している事が
示唆された。 

 
 
②ストレプトゾトシンを腹腔内投与し２ヶ
月間高血糖状態を維持した野生型マウス（糖
尿病モデルマウス）における血清中の
Angptl2濃度をwestern blottingにより検討
したところ、野生型マウスに比べ糖尿病モデ
ルマウスにおける血清中のAngptl2濃度は上
昇していた。 
 
③Angptl2ノックアウトマウスと野生型マウ
スを用いてストレプトゾトシンを投与し糖
尿病モデルマウスを作成し、２ヶ月後に網膜
における IL-6、MCP-1などの炎症性サイト
カインや ICAM-1などの接着因子の発現を
ELISAにて検討したところ、Angptl2ノック
アウトマウスにおいてそれらの炎症性サイ
トカインや接着因子などの発現がコントロ
ールの野生型マウスと比較して抑制されて
いることが明らかとなった。 
 
③コンカナバリン Aレクチンを用いて白血
球の血管内皮細胞への接着を検討したとこ
ろ、Angptl2ノックアウトマウスにおいてコ
ントロールの野生型マウスと比較して白血
球の血管内皮細胞への接着が抑制されるこ
とが明らかとなった。 
 
(3) HREC を用いて TNF-α刺激にて、
Angptl2の発現が誘導されるか western 
blottingにて検討したところ、HRECにおい
ては TNF-α刺激にて Angptl2の発現が誘導
されることを認めた。 
 
(4)以上の結果より、ヒトの糖尿病黄斑浮腫
のサンプルの検討からAngptl2が増殖糖尿病
網膜症だけではなく、糖尿病黄斑浮腫の病態
形成にも関与している事が、またマウスを用
いた実験結果よりAngptl2が網膜において血
管内皮細胞やマクロファージなどに発現し
ており、Angptl2 ノックアウトマウスを用い
た糖尿病モデルマウスの検討により Angptl2

が炎症性サイトカインや接着因子などの発
現を介して糖尿病網膜症の病態形成に関与
している可能性が示唆された。 
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