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研究成果の概要（和文）：ヒト臍血管内皮細胞の培養上清においてPeroxisome proliferator-activated receptor gam
ma (PPARγ)がエスソソーム分画に検出され、核内蛋白であるPPARγが細胞外液に分泌されうることを示した。増殖膜
中のPPARγ遺伝子や前房水・硝子体中のPPARγ蛋白濃度はコントロールと比べ増殖糖尿病網膜症で有意に高値であった
。また、前房水・硝子体中のPPARγ濃度はvascular endothelial growth factor濃度や糖尿病網膜症の病期と有意に正
の相関を示した。以上より、PPARγが糖尿病網膜症治療の標的となりうることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) was detected in the 
exosome fraction of the culture media of human umbilical vein endothelial cells, indicating that PPARγ, 
a nuclear protein, can be released into the extracellular fluid. PPARγ mRNA expression levels in 
membrane samples, and the PPARγprotein concentrations in aqueous humor and vitreous fluid samples were 
significantly higher in patients with proliferative diabetic retinopathy (PDR) than control patients. We 
observed a significant positive correlation between the PPARγlevels and vascular endothelial growth 
factor levels or clinical stage of retinopathy in the aqueous humor and vitreous fluid of PDR patients. 
Taken together, PPARγ may be a therapeutic target for diabetic retinopathy.

研究分野： 医歯薬学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症は成人の失明原因の大多数

を占めており、現在の治療法は進行例には必
ずしも十分とはいえないのが現状である。近
年、増殖糖尿病網膜症の病因に種々のサイト
カインやサイトカインの発現を制御してい
る転写因子が関与していることをうかがわ
せる報告が多数なされている。そのなかでも
血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ VEGF:  vascular 
endothelial growth factor）はもっとも注
目されているサイトカインであり、VEGFの抗
体などは一部、臨床応用がなされている。ま
た、VEGFの発現を制御している転写因子とし
て activator protein-1 （ AP-1 ） や
hypoxia-induciblefactor 1α（HIF1-α）な
どが知られており、我々はこれまでに増殖糖
尿病網膜症の増殖膜においてAP-1 mRNAが有
意に高頻度で発現していること、また増殖膜
のグリア細胞においてAP-1の活性化がみら
れることを報告してきた。さらに、HIF1-α
についても増殖膜における発現の亢進を確
認している。 

また、リガンド応答性の核内受容体型の転
写 因 子 で あ る PPARγ (peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma)は
同 じ く 核 内 受 容 体 型 転 写 因 子 で あ る
RXR(retionoid X receptor)とヘテロダイマ
ーを形成してDR-1(direct repeat-1)タイプ
の 認 識 配 列 で あ る PPRE(peroxisome 
proliferator response element)に結合する。
PPAR/RXRヘテロダイマーにPPARもしくはRXR
のアゴニストが結合すると、コリプレッサー
の解離とCBPなどのコアクチベーターの会合
が起こり、転写因子活性化能を有するように
なる。 

PPARγは脂肪細胞の分化に非常に重要な
役割を担っており、インスリン抵抗性改善薬
であるチアゾリジン誘導体の細胞内標的で
ある。PPARγヘテロ欠損マウスにおいては、
高脂肪食でみられる脂肪細胞の肥大化・イン
スリン抵抗性の程度が野生型に比べて抑制
されていたことからPPARγは脂肪細胞の肥
大化を媒介することが明らかとなった。また、
PPARγアンタゴニストを糖尿病モデルマウ
スに投与するとインスリン抵抗性が改善す
ることが示されている。 

近年の研究によってPPARγがインスリン
抵抗性という糖尿病の基礎的病態に重要な
役割を担っているのみならず、腫瘍の増殖な
どに伴う異常な血管新生に関わっているこ
とが明らかになってきた。 

また、眼内にPPARγの抑制剤であるチアゾ
リジンを投与すると脈絡膜新生血管が抑制
されることが報告されている。このことから、
増殖糖尿病網膜症の増殖膜など血管新生が
促進されている組織ではPPARγの増加が予
想される。また、PPARγの発現を抑制するこ
とにより増殖糖尿病網膜症における血管新
生を抑制できる可能性がある。 
 

２．研究の目的 
硝子体手術の技術の進歩により術中に眼

内の増殖膜、硝子体液などのサンプルを安全
に採取することが可能になってきた。我々は、
これまでにも術中に得られた硝子体サンプ
ルを用いて、マクロファージ遊走阻止因子
(Macrophage Migration Inhibitory Factor: 
MIF) や Monocyte Chemotactic 
Protein-1(MCP-1)などのケモカインと、肝細
胞増殖因子(Hepatocyte Growth Factor: HGF)、
VEGF、Placenta Growth Factor (PlGF)など
の増殖因子が増殖糖尿病網膜症などの眼内
増殖性疾患の前房水、硝子体液に高濃度で存
在していることを報告してきた。 
今回、増殖糖尿病網膜症や特発性黄斑上膜

などの血管新生を伴わない疾患の増殖膜を
採取し、PPARγ の発現を mRNA レベル、蛋白
レベルで検索し、増殖糖尿病網膜症の増殖膜
において PPARγ 発現の亢進がないかを確認
する。同時に硝子体手術にて採取可能な硝子
体液や前房水を採取し、ELISA 法を用いて
PPARγ の蛋白量を測定する。また、最近眼科
領域にて抗 VEGF 抗体による治療が盛んに行
われており、増殖糖尿病網膜症手術前には、
抗 VEGF 抗体を眼内に注射し、増殖糖尿病網
膜症の活動性を低下させている。この抗 VEGF
抗体加療後の眼内の PPARγ の活性の変化に
ついても解析を行う。 
これまで増殖糖尿病網膜症などの増殖性

疾患の眼内でのPPARγの発現は不明である。
また、我々は硝子体手術時に得られたサンプ
ルを用いてPPARγの眼内での発現を検索し、
将来的にPPARγのアンタゴニストを投与す
ることで増殖糖尿病網膜症の進行、血管新生
を抑制する治療薬としての可能性を模索し
たいと考え、本研究を立案した。 
 
３．研究の方法 
 対象として増殖糖尿病網膜症に対して硝
子体手術を行った症例、コントロールとして
新生血管を伴わない黄斑円孔・黄斑上膜に対
して硝子体手術を行った症例を選択した。 
 
(1)細胞外液への PPARγ分泌の検討 
本来、核内蛋白である PPARγ が細胞外液

に分泌されうるかどうかを確認するため、in 
vitro の実験系においてヒト臍血管内皮細胞
の培養上清に PPARγ がエスソソーム分画に
検出されるかどうかを検討する。 
 
(2)前房水・硝子体液検体と増殖膜検体の採取、
保存 
 手術は必要に応じて白内障手術を行った後、
型のごとくthree portを作成し硝子体切除を
行う。硝子体切除開始時に硝子体カッターに
て硝子体液を採取する。白内障手術併用時に
は白内障手術の前に前房水を採取する。採取
した前房水・硝子体液検体はすぐに-80℃にて
保存する。 
特発性黄斑上膜についてはILM鑷子などを



用いて網膜前膜をpeelする。増殖糖尿病網膜
症では、必要に応じて垂直剪刀による
segmentationを行った後、水平剪刀にて
delaminationを行い、増殖膜を網膜面から遊
離する。遊離した増殖膜、網膜前膜は硝子体
鑷子にて眼外に摘出し、免疫染色用検体につ
いては直ちにOCT compoundに包埋し液体窒素
にて凍結させた後、-80℃にて保存する。
RT-PCR用の検体については直ちにトリゾール
0.5ccにひたし4℃にて保存する。また、前房
水・硝子体の検体はELISA用としてスピッツに
入れたまま-80℃にて凍結保存する。 
 
(3)増殖糖尿病網膜症の前房水・硝子体液検体
と増殖膜におけるPPARγの発現変化の検討 
増殖糖尿病網膜症の前房水・硝子体液検体

についてはELISAキットを使用してPPARγ量
を測定する。同時に総蛋白量も分光光度計を
使用して測定し、総蛋白量におけるPPARγ量
を算出する。 
増殖膜（図１）および特発性黄斑上膜の網

膜前膜（新生血管を含まないコントロール）
のヒト手術検体からRNAを抽出した後cDNAを
合成する。PPARγに特異的なプライマーを用
いた定量的PCR法により、両群におけるPPARγ
遺伝子発現量を比較検討する。一方、両群の
ヒト手術検体から凍結切片を作成し、蛋白レ
ベルでの発現パターンについてPPARγ抗体を
用いた免疫染色法により比較する。さらに、
血管内皮細胞などの特異抗体との免疫二重染
色を行い、増殖糖尿病網膜症の増殖膜におけ
るPPARγの局在について検討する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 増殖膜検体の解析 
 
また近年眼科領域では抗VEGF抗体を用いた

治療が盛んに行われるようになってきており、
抗VEGF抗体の眼内注射後のPPARγ量の変化に
ついても解析を進めていく。 
 
４．研究成果 
(1)細胞外液への PPARγ 分泌 
in vitro の実験系において PPARγ を過剰

発現させると培養液中に本来は核内蛋白で
ある PPARγ 蛋白がエスソソーム分画に高濃
度で分泌されることを確認した。このことは
PPARγが前房水・硝子体液などの眼内液に分
泌されうることを示唆している。 
 
(2)前房水・硝子体中の PPARγ 濃度 
 徳島大学病院倫理委員会の承認ならびに患

者さんの承諾を得たうえで、増殖糖尿病網膜
症ならびにコントロールとして黄斑円孔・黄
斑上膜症例の硝子体ならびに前房水検体、そ
れぞれ８８検体を硝子体手術時に眼内還流液
の還流を始める前に採取し、ELISA法による硝
子体・前房水PPARγ濃度の測定を行った（図
２、図３）。測定値は糖尿病網膜症で見られる
血液－網膜関門の破綻に伴う血漿成分の漏出
による影響を排除するため、総蛋白濃度で割
ることにより補正した値を用いた。前房水に
ついては、増殖糖尿病網膜症では0.375±
0.466 nmol/mgであったのに対してコントロ
ールでは0.072±0.078 nmol/mgと増殖糖尿病
網膜症において有意に前房水PPARγ濃度が高
かった。また、硝子体についても増殖糖尿病
網膜症では0.581±0.683 nmol/mgであったの
に対してコントロールでは0.077±0.090 
nmol/mgと増殖糖尿病網膜症において有意に
硝子体PPARγ濃度が高かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 前房水の PPARγ 濃度（*P<0.001） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 硝子体の PPARγ 濃度（*P<0.001） 
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(3)前房水・硝子体中のPPARγ・VEGF濃度の相
関 

PPARγとVEGFの発現レベルの相関を調べる
目的で前房水・硝子体のVEGF濃度を測定した。
PPARγ測定値と同様に血液－網膜関門の破綻
に伴う血漿成分の漏出による影響を排除する
ため、総蛋白濃度で割ることにより補正した
値を用いた。VEGF濃度は増殖糖尿病網膜症で
は前房水49.2±9.33 pg/mg、硝子体84.6±
16.1 pg/mgであったのに対してコントロール
では前房水7.32±3.09 pg/mg、硝子体3.06±
1.00 pg/mgと増殖糖尿病網膜症において有意
にVEGF濃度が高く、この結果はこれまでの報
告と一致していた。また、前房水・硝子体
PPARγ濃度は有意に前房水・硝子体VEGF濃度
と正の相関を示すことがわかった。 
 
(4)前房水・硝子体中のPPARγ濃度と糖尿病網
膜症の病期・抗VEGF療法との相関 
 増殖糖尿病網膜症症例において病期が進
行し増殖膜が広範囲に存在する症例ほど硝
子体・前房水PPARγ濃度は有意に高かった。
また、手術前に前治療として抗 VEGF 抗体の
眼内注射を行った増殖糖尿病網膜症症例で
は行わなかった症例と比較して、硝子体 VEGF
濃度は抗 VEGF 抗体の作用により有意に低下
していたが、硝子体 PPARγ 濃度は有意に高
かった。 
 
(5)増殖膜検体における PPARγ 蛋白の発現 
 増殖糖尿病網膜症症例 12 例ならびにコン
トロールとして黄斑上膜症例5例の増殖膜サ
ンプルについて PPARγ 蛋白の発現をみるた
め免疫染色を行った。その結果、黄斑上膜と
比較して増殖糖尿病網膜症の増殖膜におい
て PPARγ 蛋白の発現が亢進し、主に血管内
皮細胞に局在することを見出した。 
 
(6)増殖膜検体における PPARγ mRNA の発現 
 増殖糖尿病網膜症症例の硝子体手術に得
られた増殖膜サンプル 12 検体とコントロー
ルとして新生血管を伴わない特発性黄斑上
膜 5検体について PPARγ mRNA の発現を調べ
るため定量的 RT-PCR を行った。増殖糖尿病
網膜症では PPARγ mRNA の発現が相対値で
104.8 ± 80.9 %であったのに対してコント
ロールでは 17.3 ± 12.5 %と、増殖糖尿病網
膜症において PPARγ mRNA の発現が統計学的
に有意に増加していることが示された。 
 
以上の結果はPPARγが糖尿病網膜症の眼内

で発現が亢進していること、糖尿病網膜症の
主要な病因と考えられているVEGFと正の相関
をする形で発現が亢進していることを示し、
PPARγが糖尿病網膜症治療の標的になる可能
性を支持する結果と思われる。また、現在普
及している抗VEGF療法を施行してもPPARγの
発現が低下しないことからPPARγを標的とし
た糖尿病網膜症治療が抗VEGF療法を補完する
治療法になる可能性が示された。 
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