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研究成果の概要（和文）：　Vascular adhesion protein (VAP)-1は血管内皮細胞に発現するタンパクであり、
白血球接着分子として炎症に関与する一方、アミン酸化酵素としての活性も有する。アクロレインは高反応性の
不飽和アルデヒドであり、外因性の毒性物質として煙草などに含まれる他、ポリアミンと呼ばれる生体内分子の
酸化などにより内因性にも産生されることが近年報告されている。我々は糖尿病網膜症患者の硝子体においてア
クロレイン結合蛋白とVAP-1が共に増加し、正の相関を示すことを見出した。本研究により、VAP-1がポリアミン
の一種であるスペルミンを酸化してアクロレインを生成することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Vascular adhesion protein-1 (VAP-1) expresses in vascular endothelial cells 
and involved in inflammation as a leukocyte adhesion molecule. In addition to its role as an 
adhesion molecule, VAP-1 also has enzymatic activity as an amine oxidase. Acrolein is a highly 
reactive unsaturated aldehyde and is included in cigarettes and so on as an exogenous pollutant. 
Recently it has been shown that acrolein is also produced endogenously as a consequence of polyamine
 oxidation. We found that the levels of the acrolein-conjugated protein are elevated in the vitreous
 fluid of patients with diabetic retinopathy (DR).  VAP-1 protein levels are also elevated in the 
vitreous fluid of DR patients and correlated with acrolein-conjugated protein levels. In this study,
 we showed that VAP-1 generates acrolein by oxidizing the spermine, a kind of polyamine.

研究分野： 眼細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病網膜症の病態形成には、炎症と酸化ストレスの亢進が重要な役割を果たす。本研究では、白血球接着分
子として炎症を促進する分子であるVAP-1が、糖尿病網膜症患者の硝子体中で増加するスペルミンを基質として
不飽和アルデヒドであるアクロレインを生成し、酸化ストレスの亢進にも関与することを明らかにした。本研究
により糖尿病網膜症の病態形成の新たなメカニズムが明らかになり、新規治療法の開発につながる重要な知見を
得ることができた。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

 糖尿病患者は全世界で急速に増加している。

International Diabetes Federation (IDF) によれ

ば、2017 年における糖尿病患者数は約 4 億 2500 万

人である。また、糖尿病の合併症の一つである糖尿

病網膜症（図 1）は糖尿病罹病期間にともなってそ

の発症率が急増する細小血管障害であり、世界的な

高齢化にともなって糖尿病網膜症を有する糖尿病患

者数も今後増加すると推測されている。 

 糖尿病網膜症は、網膜毛細血管の構成成分である

血管内皮細胞やペリサイトが高血糖による直接的な

障害や高血糖によって惹起される炎症や酸化ストレ

スなどの間接的な障害を受けることによって生じる。

我々は、これまで糖尿病網膜症の病態メカニズムに

おける炎症と酸化ストレスの関与に着目して検討を

進め、この両者に関連する分子 Vascular adhesion 

protein (VAP)-1 を主な研究対象としてきた。VAP-1

は血管内皮細胞に発現するタンパクであり、白血球

接着分子として白血球の血管外遊走を促進して炎症

に関与する一方、semicarbazide-sensitive amine 

oxidase (SSAO)として生体内に存在する一級アミン

を酸化してアルデヒド、アンモニアおよび過酸化水

素を産生する。先行研究（基盤研究(C) 24592615）で我々は、糖尿病網膜症患者の硝子体にお

いて VAP-1 が増加し酸化ストレス亢進の原因となっていることを示した（図 2）[Murata M, Noda 

K et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2012; 53: 4055-62]。しかしながら、酸化ストレス亢

進の詳細な機序を同検討で解明することはできなかった。 

 アクロレインは煙草などに含まれる高反応性の不飽和アルデヒドであり、抗酸化物質グルタチ

オンに結合し、細胞内グルタチオンを減少させることで酸化ストレスを亢進させる。これまで

外因性の毒性物質として知られていたが、近年内因性にも産生されることが明らかとなり、酸

化ストレスの関与する様々な疾患で注目されている。生体内でのアクロレインの産生経路の一

つとしてポリアミン酸化がある。ポリアミンとは分子中にアミノ基を 2つ以上含む低分子の塩

基性物質であり、ヒトの生体内にはプトレスシン、スペルミジンとスペルミンが主に存在する。

これらの中で、スペルミジンとスペルミンが糖尿病網膜症眼内で増加していることが報告され

ており[Nicoletti R et al. Br J Ophthalmol. 2003;87:1038–1042.]、その病態における意義

が注目されている。牛血清存在下で培養した細胞にスペルミンを添加すると細胞毒性が観察さ

れることが現象として古くから知られていた。これは牛血清中に存在する SSAO がスペルミンを

酸化してアクロレインや過酸化水素を産生するためであることがわかっている [Sharmin S et 

al. Biochem Biophys Res Commun., 2001; 282: 228-235.]。ヒトの SSAO である VAP-1 も同様

にポリアミン酸化に関与する可能性が示されている  [Tipnis UR et al. Toxicol In Vitro. 

1998;12:233-40.]。我々の検討により、糖尿病網膜症患者の硝子体においてアクロレインと

VAP-1 が共に増加し、両者が正の相関を示すことが明らかになっている。しかし、VAP-1 がアク

図１ 糖尿病網膜症 

0

5

10

15

20

25

0 5 10 15 20 25 30 35 40

酸
化

ス
ト

レ
ス

マ
ー

カ
ー

H
EL

 (
nm

ol
/L

)

VAP-1/ SSAO (ng/ml)

図２ 糖尿病網膜症患者の硝子体中

の VAP-1 と酸化ストレス 

相関係数 0.45, P<0.05 



ロレインを産生するかどうかは不明であった。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究の目的は糖尿病網膜症におけるアクロレイン産生の機序を解明することである。 

 

３．研究の方法 

 

  VAP-1 によるアクロレイン産生を調べるた

め、組換えヒト VAP-タンパク (recombinant 

human VAP-1, rhVAP-1)とポリアミンを各種

条件で反応させ、過酸化水素およびアクロレ

インが生成されるかを解析した。また、増殖

糖尿病網膜症（ proliferative diabetic 

retinopathy, PDR）患者の線維血管組織にお

いて免疫染色をおこない、アクロレイン結合タンパクと VAP-1 の組織内の局在を検討した。続

いて、培養ラット網膜血管内皮細胞 TR-iBRB2 を用い、スペルミンの添加および VAP-1 の発現亢

進によりアクロレイン産生が増加するかを調べた。また、先行研究（基盤研究(C) 24592615）

により、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor, TNF）-αやインターロイキン（interleukin, 

IL）-1βなどの炎症性サイトカインにより網膜血管内皮細胞からの VAP-1 の分泌が増加するこ

とが判明していることから(図３) [Murata M, Noda K et al. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2012; 

53: 4055-62]、TR-iBRB2 を TNF-αで刺激して VAP-1 分泌を亢進させた条件においてもアクロレ

イン産生が増加するか検討した。さらに、同条件での細胞の酸化ストレスマーカーを測定した。 

 

４．研究成果 

 

 試験管内で rhVAP-1をスペルミンと反応さ

せると、rhVAP-1 の濃度依存的に過酸化水素

が生成されるという結果を得た。また条件検

討により、反応バッファーの至適条件が判明

した。この条件において rhVAP-1 とスペルミ

ンを反応させ、血清アルブミンを加えアクロ

レ イ ン 結 合 タ ン パ ク を enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)で測定したと

ころ、rhVAP-1 の濃度依存的にアクロレイン

結合タンパクが増加した。この反応は、VAP-1

阻害剤により抑制された（図４）。これらの

結果は、rhVAP-1 がスペルミンを基質として

過酸化水素とアクロレインを生成することを示した。さらに、PDR 患者の線維血管組織におい

て、アクロレイン結合タンパクと VAP-1 が血管内皮細胞に共局在するという結果を免疫染色に

より得た（図５）。 

図３ TNF-αによる VAP-1 分泌の亢進 

 

図４ rhVAP-1 によるスペルミンを基質

としたアクロレイン生成 



 培養ラット網膜血管内皮細胞 TR-iBRB2 に

スペルミンを添加すると、アクロレイン結合

タンパクが増加した。VAP-1 を過剰発現させ

た TR-iBRB2 を TNF-αで刺激して VAP-1 分泌

を亢進させると、スペルミン添加による培養

上清中のアクロレイン生成が増加した（図

６）。さらに、TR-iBRB2 へのアクロレイン添

加により、抗酸化物質グルタチオンの減少と

活性酸素種（Reactive Oxygen Species, ROS）

の増加がみられた。rhVAP-1 とスペルミンの

反応物を添加した場合も、同様にグルタチオ

ンの減少と ROS の増加が認められた。 

 これらのことから、VAP-1 がスペルミンを

基質としてアクロレインを生成し、網膜血管

内皮細胞の酸化ストレスを亢進させること

が明らかになった。 

 

 

 

 

図５ PDR 患者の線維血管組織における 

アクロレイン結合蛋白（緑）とVAP-1(赤) 

 

図６ VAP-1 分泌の亢進による 

アクロレイン生成の増加 
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