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研究成果の概要： 
増殖糖尿病網膜症の硝子体液中には蛋白糖化最終産物の中でも pyrraline や imidazolone 濃度

が高値であった．さらに糖尿病患者の硝子体液における total antioxidant power が低値を示す

ことより，酸化ストレスの亢進が眼局所でも生じていることが明らかになった． 
実験的には，蛋白糖化最終産物と蛋白糖化最終産物受容体の相互作用の亢進によって，網膜血

管への白血球粘着や網膜血管透過性の亢進という，糖尿病網膜症の前段階の変化が in vivo で

生じていることが明らかになった．さらに蛋白糖化最終産物と蛋白糖化最終産物受容体の相互

作用を抑制する可溶化 RAGE の全身投与によって，糖尿病網膜症を予防することができた． 
上記の結果より，蛋白糖化最終産物と蛋白糖化最終産物受容体の相互作用や酸化ストレスの亢

進は VEGF などのサイトカインの発現を誘発し，糖尿病網膜症の発症に関わることが明らかに

なった．また，蛋白糖化最終産物受容体の作用を阻害することが，将来的には糖尿病網膜症を

はじめとする合併症の予防につながると考えられた． 
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１．研究開始当初の背景 
(1)糖尿病の有病率は増加傾向にあり，糖尿
病合併症の一つである網膜症の罹患率も増
加している．糖尿病網膜症に対する治療法は，

厳密な血糖値の管理，網膜光凝固術，硝子体
切除術，抗 VEGF 抗体投与を含めて様々なも
のがある．しかし，これらの治療手段を試み
ても，なお失明に至る患者は増加しつつある． 



 
(2)糖尿病合併症の発症には，蛋白糖化最終
産物が重要な役割を果たしていることが明
らかになりつつある．蛋白糖化最終産物は糖
尿病網膜症の発症にも関与するという動物
実験の結果があるものの，ヒトのデータは皆
無であった． 
 
(3)蛋白糖化最終産物が糖尿病合併症につな
がるとなれば，AGE と蛋白糖化最終産物受容
体の相互作用を抑制することが糖尿病合併
症の予防や治療につながる可能性がある．し
かしながら，現在のところ AGE と蛋白糖化最
終産物受容体の相互作用を抑制するような
治療薬は得られていない． 
 
２．研究の目的 
（1）ヒトの硝子体切除検体を収集し，蛋白
糖化最終産物の役割を検討する 
 
（2）糖尿病の動物において蛋白糖化最終産
物および蛋白糖化最終産物受容体の相互作
用の亢進が糖尿病網膜症に対してどのよう
な影響を及ぼすかについて検討する． 
 
（3）可溶化蛋白糖化最終産物受容体を全身
投与することにより，蛋白糖化最終産物と蛋
白糖化最終産物受容体の相互作用を抑制す
ることが，糖尿病網膜症にどのように得今日
を及ぼすかについて検討する． 
 
（4)加齢性変化や糖尿病合併症との関連が指
摘されている D 型アミノ酸について，分子レ
ベルで検討をする． 
 
 
３．研究の方法 
（1）糖尿病網膜症，糖尿病黄斑浮腫，網膜
剥離，増殖硝子体網膜症，黄斑円孔の患者に
対する硝子体切除検体を300症例以上あつめ，
-80℃で保存する．この硝子体切除検体におけ
る AGE，VEGF，total antioxidant power
の量を ELISA を用いて定量化し，病型・年
齢・性別・糖尿病歴・血中 HbA1c 濃度のパ
ラメーターと比較検討する． 
 
（2）AGE と蛋白糖化最終産物受容体の相互
作用を促進するため，コントロールマウス，
ストレプトゾトシンを用いて高血糖を誘発
したマウス，蛋白糖化最終産物受容体の一つ
である RAGE を強制的に発現させた RAGE
トランスジェニックマウス，さらに RAGE
トランスジェニックマウスを高血糖に誘発
したマウスにおける糖尿病網膜症の評価を
行った．評価項目は，網膜血管への白血球粘
着と網膜血管透過性の亢進を用いた． 
 

（3）バキュロウイルスをベクターに用いて
SF9 昆虫細胞に感染させることにより，蛋白
糖化最終産物受容体の一つである RAGE の
細胞外ドメインを大量に作成する．次にスト
レプトゾトシンを用いて高血糖を誘発した
マウスに対して可溶化 RAGE を腹腔内投与
し，網膜血管への白血球粘着や網膜血管透過
性を検討する． 
 
（4）胎児から高齢者に至るまで，ヒトの眼
球摘出標本を用いて D 型アミノ酸含有蛋白
質の局在を免疫組織化学的に検討する．さら
に糖尿病患者の角膜標本においても D 型ア
ミノ酸含有蛋白質の局在を免疫組織化学的
に検討する．さらに角膜上皮基底膜の主要な
構成因子であるラミニンにグルコースを添
加することによって D 型アミノ酸形成が促
進されることを示す．最後に D 型アミノ酸を
含有したラミニンは角膜上皮との接着能が
低下していることを in vitro で証明する． 
 
 
４．研究成果 
（1） 
硝子体切除検体における AGE（pyrraline お
よび imidazolone）の量を ELISA を用いて検
討した．その結果，非糖尿病群に比較して糖
尿病群，特に糖尿病黄斑浮腫の患者において
硝子体中の pyrraline および imidazolone 濃
度が高い傾向にあった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
蛋白糖化最終産物は年齢とともに蓄積する
傾向があることが知られているが，硝子体中
の pyrraline および imidazolone 濃度は年齢
との相関を示さなかった． 
 
さらに，AGE が形成される中間段階におい
ては，HbA1c のようなアマドリ化合物が形成
されることが知られている．しかしながら，
硝子体中の pyrraline および imidazolone は
血中 HbA1c 濃度の相関を示さなかった． 



以上の結果より，硝子体中の蛋白糖化最終産
物濃度は，糖尿病網膜症という疾患によって
決まってくる可能性が高い． 
 
糖尿病網膜症の病勢を反映させるサイトカ
インとして VEGF が知られている．VEGF
は血管新生や血管透過性を亢進させること
により，糖尿病網膜症を増悪させる．我々の
検討した硝子体検体においては，糖尿病網膜
症，特に糖尿病黄斑浮腫において VEGF 濃度
が高い傾向にあった． 
 
さらに，糖尿病の発症には抗酸化能の低下が
重要な役割を果たしていることが知られて
い る た め ， 硝 子 体 液 に お け る total 
antioxidant power を定量した．その結果，
糖尿病黄斑浮腫は非糖尿病患者と有意差が
なかったものの，増殖糖尿病網膜症患者の硝
子体液における total antioxidant power は
非糖尿病眼に比較して有意に低い傾向にあ
った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
最後に，硝子体中の抗酸化物質量の視標であ
る total antioxidant power と，硝子体中の
VEGF 濃度との関連を検討した．その結果，
硝子体中の抗酸化物質量が減少するほど，硝
子体中の VEGF 濃度が高い傾向にあること
が明らかになった．すなわち，抗酸化物質の
減少によって生じる酸化ストレスの亢進に
よって，VEGF などのサイトカインの発現が
亢進し，糖尿病網膜症の症状が増悪する可能
性が示唆された． 
（2） 
コントロールマウスの腹腔内にストレプト
ゾトシンを投与し，血中グルコースが
300mg/dL 以上の動物を糖尿病群とした．さ
らに VEGF 受容体の一つである flt-1 プロモ
ーターの下流にヒト型 RAGE を挿入したベ
クターを用いて，全身の血管における RAGE
の発現が亢進したトランスジェニックマウ
スについても同様に検討を行った． 
 

高血糖を誘導して 3 ヶ月後には，検眼鏡的に
は網膜出血や血管新生は観察されなかった
ものの，網膜血管への白血球粘着が亢進して
いた．さらに RAGE トランスジェニックマウ
スにおいては，血糖値が正常であるにもかか
わらず網膜血管への白血球粘着が亢進し，そ
れは高血糖を誘導することにより増強した． 
 
次にマウスの静脈内にエバンスブルーを投
与し，1 時間後に網膜血管外に漏出した色素
を定量することより，網膜血管の透過性を定
量的に測定した． 
 
その結果，高血糖を誘導して 3 ヶ月後には，
網膜血管の血管透過性が亢進していた．さら
に RAGE トランスジェニックマウスにおい
ては，血糖値が正常であるにもかかわらず網
膜血管の透過性が亢進し，それは高血糖を誘
導することにより増強した． 
 
（3） 
RAGE の細胞外ドメイン（可溶化 RAGE）を
精製し，コントロールマウス，RAGE トラン
スジェニックマウス，およびそれぞれを高血
糖にしたマウスに連続 14 日間腹腔内投与し
た．その結果，コントロール群をのぞいて，
可溶化 RAGE の全身投与は網膜血管への白
血球粘着を有意に抑制した． 
 
同様にエバンスブルーの網膜血管外への漏
出を検討することにより，可溶化 RAGE の全
身投与はコントロール群および糖尿病群を
のぞいて，有意に網膜血管透過性の亢進を抑
制することが明らかになった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4） 
 
我々は様々な年齢の眼球摘出標本においてD
型アミノ酸含有蛋白質の局在を検討した．そ
の結果，水晶体，強膜，毛様体無色素上皮基
底膜，網膜血管，網膜内境界膜，篩板といっ
た眼の様々な領域に D 型アミノ酸含有蛋白
質が沈着することを明らかにした．これらの



D 型アミノ酸含有蛋白質の沈着部位は，眼の
加齢性変化が最も進みやすい部位であるこ
とより，生体内における D 型アミノ酸形成は
眼の加齢性変化に密接な関連を有すること
が明らかになった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
加齢性変化が病的に進むと，失明につながり
うる様々な眼疾患が誘発される．我々は加齢
黄斑変性症，瞼裂斑，spheroid degeneration
において生じる異常な凝集蛋白質は，すべて
D型アミノ酸を豊富に含んでいることを明ら
かにすることができた．すなわち，生体内に
おける D型アミノ酸形成は上記のような眼疾
患の発症に重要な役割を果たしていること
が明らかになった． 
 
最後に，我々は糖尿病患者の角膜上皮基底膜
には，D型アミノ酸含有蛋白質が豊富に含ま
れていることを明らかにした． 
 
角膜上皮基底膜の中も最も細胞接着に重要
な役割を果たすラミニンについて，高血糖の
及ぼす影響を検討した．その結果，ラミニン
を 50℃で穏和に 1ヶ月加温することより，ア
スパラギン酸残基の D/L 比が 0.01 から 0.13
に上昇した．すなわち，加温は蛋白質中のア
スパラギン酸残基のラセミ化を促進させる
ことが明らかになった． 
 
さらに反応液にグルコースを 250mM添加する
ことによって，アスパラギン酸残基の D/L 比
は 0.16 にまで上昇した．すなわち，グルコ
ースの存在は，蛋白質中のアミノ酸残基のラ
セミ化を促進させることが明らかになった． 
 
最後に，ラセミ化されたラミニンの機能を，
培養角膜上皮細胞を用いて定量的に評価し
た． 
その結果，グルコースを加えずに加温するこ
とでラセミ化を促進させたラミニンの細胞
接着能は 50%程度減少することが明らかにな
った． 
さらにグルコースを加えながら加温するこ
とにより，細胞接着能は 80%以上低下した．

このように，ラミニン分子のラセミ化は，高
血糖により誘発され，ラミニンの機能障害に
つながることが明らかになった．このことは，
糖尿病患者の角膜上皮細胞が基底膜と接着
不良を生じている原因となっている可能性
が高い． 
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