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研究成果の概要（和文）：培養網膜色素上皮(RPE）細胞を用いて、高血糖負荷を行なったところ、αBークリス
タリンの発現は予想に反し、低下した。一方、αA-クリスタリンの発現に変化はなかった。血糖下降薬であるメ
トフォルミンを投与すると、高血糖負荷によるαBークリスタリンの発現はさらに低下した。加えて、高血糖負
荷により、培養RPE細胞におけるαBークリスタリンの上清中の分布を検討したが、有意な分泌上昇はみられなか
った。以上より、RPE細胞における高血糖負荷後のαBークリスタリンは、細胞の保護的な機能よりも高血糖によ
る細胞障害を反映する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed in vitro assays in human RPE cells treated with high glucose.  
αB-crystallin mRNA levels were significantly decreased during culture with 50mM glucose to 24 hours
 in comparison to mannitol control.  While the αB-crystallin mRNA levels unaltered during culture 
with H2O2 with/without high-glucose condition and hypoxic conditions.  On the other hand, α
B-crystallin protein concentrations remained undetectable throughout the time-course, which did not 
increase in the supernatants of RPE cells in high glucose stimulation.

研究分野：眼病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
αBークリスタリンは様々な機能を有し、VEGFの分子シャペロンであるも筆者らは報告してきた。しかしなが
ら、糖尿病網膜症病態における網膜色素上皮(RPE)のαBークリスタリンの機能は全くわかっていない。本研究に
より、当初我々はαBークリスタリンは高血糖負荷に対するRPEに対する細胞保護的な作用を有するのではないか
と想像し研究を行った。しかし、予想に反し、高血糖下で容易に分解される可能性を示した。今後はαBークリ
スタリンの発現を増加させる研究を行い、糖尿病網膜症におけるRPEの細胞障害を可能な限り軽減するよう努め
たいと考えている。

※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 
 VEGF の発現亢進が、糖尿病網膜症を始めとする様々な眼内血管新生疾患の病態に関与してい
ることが明らかとなった。他方、VEGF 蛋白の分解経路の詳細は不明であった。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。我々は過去にαB−クリス
タリンが VEGF 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を低下させると VEGF 蛋白が分解され、マウス網膜血管新生、脈
絡膜血管新生が抑制されることを確認した（下図）。 

 
 実際、αB−クリスタリンの発現を低下させると、新生血管の発達過程において、病理学的に多
数の毛細血管がアポトーシスを生じた。我々はさらに、αB−クリスタリンは増殖糖尿病網膜症
（PDR）の増殖組織の新生血管にも発現されており、VEGF と共発現していることを確認した（Dong 
Z, Kase S, et al. Retina 2012）。一方、マウスの硝子体内に終末糖化産物（AGE）蛋白を注射
すると、網膜ではαA-クリスタリンの発現が誘導された（Kase S, et al. Int J Mol Med 2009）。
ヒト剖検眼における AGE の免疫組織化学的検討では、糖尿病の既往のある症例において網膜よ
り脈絡膜に AGE が蓄積していた（Kase S, et al. JDM 2011）。α-クリスタリンは糖尿病網膜症
のみならず、眼腫瘍など様々な眼部増殖性疾患の病態にも関与していることを示した（Kase S, 
et al. Arch Ophthalmol 2009; Kase S, et al. Br J Ophthalmol 2009）。網膜の視細胞を含む
外層機能の維持には、適切な脈絡膜血流が必須である。我々は近年、全身の糖尿病治療歴が中心
窩下脈絡膜厚に影響を及ぼすことを明らかにした（Kase S, et al. Eur J Ophthalmol 2016）。
実際、糖尿病無治療群では、初期の糖尿病網膜症において脈絡膜厚が菲薄化し、PDR ではむしろ
肥厚する結果を得た。一方、糖尿病眼における脈絡膜厚は網膜光凝固や抗 VEGF 薬投与などによ
り変化することも報告された（Melancia et al. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 2016）。
しかしながら、糖尿病における脈絡膜厚変化がどのような分子メカニズムで制御が行われてい
るか不明である。 
 本研究により、当初我々はαBークリスタリンは高血糖負荷に対する RPE に対する細胞保護的
な作用を有するのではないかと想像し研究を行った。加えて、RPE におけるαB—クリスタリンの
発現が、脈絡膜厚調節に関与しているのではないかと推測した。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、糖尿病網膜症における脈絡膜厚調節におけるαB−クリスタリンの関与を明
らかにすることである。これを示すために、αB—クリスタリンと VEGF および AGE との関連を検
討する。 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、同意の得られた全身的に無治療の糖尿病患者より血清を採取し、αB—クリスタリ
ン・AGE の濃度を測定する。ストレプトゾトシン（STZ）の容量を 60 mg/kg に調整し、8週令の
C57BL6 マウスの腹腔内に注入し、STZ 誘導糖尿病モデルを作製する。当研究室で使用可能である
マウス OCT 画像を用いて、糖尿病モデルマウスにおける脈絡膜厚を定量的に経時的に測定しマ
ウスの体重、および血中グルコース濃度と比較する。VEGF の発現変化と網脈絡膜厚が関連する
か、RPE/脈絡膜組織を分けて蛋白、mRNA を抽出し、定量的に評価する。培養網膜色素上皮細胞
を用いて高血糖負荷を行い、細胞及び培養上清中のαA, αB—クリスタリンの発現を ELISA 法で
検討する。 
 
 
４．研究成果 
 糖尿病患者の血清を検討したところ、非糖尿病と比較し、AGE のみが有意な上昇が見られた。
αB—クリスタリンの変化はなく、AGE との相関も見られなかった。STZ 誘導糖尿病モデルマウス
では、誘導 2ヶ月をピークに血中グルコース値、体重の上昇と脈絡膜厚の肥厚が見られた。網膜



色素上皮(RPE)と脈絡膜の複合を摘出して、αB—クリスタリン、VEGF の発現を検討したところ、
STZ 誘導 2ヶ月で両者が有意に低下していることが示唆された。培養 RPE 細胞を用いて、高血糖
負荷を行なったところ、αB—クリスタリンの発現は予想に反し、低下した（下図上段 A）。 
 一方、αA-クリスタリンの発現に変化はなかった。血糖下降薬であるメトフォルミンを投与す
ると、高血糖負荷によるαB—クリスタリンの発現はさらに低下した（下図下段 B）。加えて、高
血糖負荷により、培養 RPE 細胞におけるαB—クリスタリンの上清中の分布を検討したが、有意な
分泌上昇はみられなかった。 
 以上より、RPE 細胞における高血糖負荷後のαB—クリスタリンは、細胞の保護的な機能よりも
高血糖による細胞障害を反映する可能性が示唆された。 
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