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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症は、網膜血管細胞死に始まる疾患であり、オートファジーは細胞死を制
御する新たなるメカニズムとして注目されている。高血糖培養された網膜血管細胞の遺伝子変化を網羅的に解析
した。炎症、血栓促進に遺伝子調節が起こることが明らかとなり、特にTGFB2発現誘導が細胞死を仲介してい
た。高血糖動物においてオートファジーは促進され、TNFによるp62増加を抑制すること、この変化がオートファ
ジー阻害薬により解除されることが示された。オートファジー制御による治療応用への可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Vascular cell death causes diabetic retinopathy and autophagy has been paid 
attention as a novel cell death mechanism. We compared gene expression between low and high glucose 
- stimulated vascular endothelial cells. High glucose-stimulation induced inflammatory and 
thrombotic effects in gene expression profile in vascular cells. TGFB2 specially upregulated and 
mediated cell death. High glucose condition upregulated autophagy and inhibited TNF-induced P62 
increase, which are reversed by inhibition of autophagy reflux. These finding suggests that 
autophagy regulation could be applied to future treatment strategies.
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１．研究開始当初の背景 
（1）糖尿病網膜症、視神経症は、成人失明の
主要原因であるばかりでなく、網膜症初期よ
り発症する黄斑症などにより多くの患者を視
力障害に至らしめ、その影響は社会的・経済
的に重要な問題となっている。 
（2）従前の我々の研究成果より網膜症極前
期において血管細胞の恒常性を維持し血管を
強固にすることで網膜症の発症自体を阻止で
きることが示唆されている。糖尿病細胞死の
機序はアポトーシスが関与することが既知で
あるが、オートファジーならびにそのシグナ
ル機構の関与については明らかになっていな
い。オートファジーは自身細胞内含有量を消
化するリソソームを介した細胞内バルク分解
パスウェイであるが、低栄養状態、低酸素、
酸化ストレス、炎症、感染、などにより活性
化され、細胞内不要老廃物のクリアランスを
図り細胞の自己防御機構として働く上に、
Programmed cell death 機構に主要な役割を
担っている。糖尿病では高血糖はじめ多様な
ストレスにより細胞障害が惹起されるため、
その細胞死へのオートファジー関連機構の影
響が強く示唆され、その制御による細胞保護
治療が考慮される。 
 
２．研究の目的 
（1）高血糖負荷下の網膜細胞や動物モデル
における細胞死、その関連分子の同定 
（2）高血糖負荷動物におけるオートファジ
ー機構を検討することにより、糖尿病におけ
る細胞障害への関与を明らかにする。オート
ファジー機構への介入による網膜症発症予防
や治療応用可能となる新規細胞保護治療法の
開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）培養血管細胞への高血糖、低血糖負荷
による細胞死を検討。 
（2）培養血管細胞での高血糖、低血糖培養
における micro RNA array 解析。 
（3）遺伝子ノックアウトによる細胞死への
影響の検討。 
（4）ストレプトゾトシン（STZ）や組織壊死
因子（TNF）動物モデルにおけるオートファ
ジー関連物質の定量。 
（5）動物モデルで見出された経路の阻害効
果を siRNA を用いて検討し、網膜症に最もイ
ンパクトのある分子経路を探求する。 
 
４．研究成果 
（1）高血糖培養によりヒト網膜血管内皮細
胞の細胞数減少、および caspase 活性の増強
がみられた。 
（2）microRNA array 解析の結果、従来の
microDNA array 解析よりも、正確かつ詳細に
変異遺伝子の解析が可能であった。高グルコ

ースにより 20 の遺伝子が 1.5 倍以上に上昇
した（TGFB2, DKK1, COL1A2, CCL2, TNFSF15, 
F2RL1...）。また、高グルコースにより 40 の
遺伝子が 0.7 倍未満に減少した（LYVE1 など） 
(図 1)。 
 

 
（3）網膜血管内皮細胞における検討で高血糖
により最も顕著に増加した TGFB２（組織成長
因子）を siRNA を用いてノックアウトしたとこ
ろ、高血糖による caspase 活性の上昇、細胞死
の上昇が抑制され、同因子の関与が強く示唆さ
れた(図 2)。 

（4）STZ 誘 発 糖 尿 病 ラ ッ ト に お い て
immunoblot で LC-3 II の発現は正常血糖群と
比較し高血糖群、TNF 負荷群で有意に上昇して
いた。また、3-MA を併用するとその変化は抑
制された（図 3）。また、電子顕微鏡組織像に 
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おいてもオートファゴゾーム数の増加が確認
された(図 4)。 

 
また、高血糖群では TNF による P62 発現増加
を抑制した(図 5)。p62 低下はオートファジ

ーフラックスの上昇を示すとの報告もあり、
STZ 誘発高血糖がオートファジーフラックス
の増加につながっている可能性が考えられ
た。これにより STZ 糖尿病ラットにおいて高
血糖はオートファジーフラックスを促進す
る可能性が示唆された。 
（5）高血糖と同様に TNF は糖尿病網膜症に
おいて炎症を解して主要な病変進展メカニ
ズムを制御している。TNF 硝子体注射の影響
は P62 siRNA による遺伝子ノックアウトによ
り抑制された。これらの結果よりオートファ
ジーリフラックスの制御は網膜症病変を抑
制する可能性が示唆された。TGFB2 を介する
血管内皮細胞死のメカニズムにautophagyの
促進が関与しているか、その阻害効果を有す
る 3-MA や reflux を抑制する P62 siRNA を用
いた検討が明らかになることにより、今後よ
り有力な網膜症における血管細胞死抑制治
療が見いだされる。 
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