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研究成果の概要（和文）：ストレプトゾトシン誘発糖尿病マウス (STZ マウス) の血清および網膜OPN濃度は、
対照と比較して有意に高値であり、STZマウスの網膜における 血管透過性亢進は抗OPN中和抗体（抗OPN Ab）の
硝子体内投与（IVI）により抑制された．網膜血管バリアを形成しているclaudin-5およびZO-1の発現は、STZマ
ウスの網膜で減弱し、抗 OPN AbのIVIにより改善されたが、OPN AbのIVIは眼内における血管内皮増殖因子
（VEGF）の遺伝子発現およびタンパク濃度に影響を及ぼさなかったことから、OPNによる網膜血管の透過性亢進
はVEGF非依存性であることが示された． 

研究成果の概要（英文）：Serum and retinal OPN concentrations in streptozotocin-induced diabetic mice
 (STZ mice) were significantly higher than those in control mice, and increased vascular 
hyperpermeability in the retina of STZ mice was reduced by intravitreal injection of anti-OPN 
neutralizing antibodies (anti-OPN Abs). The expression of claudin-5 and ZO-1, which consist of the 
retinal vascular barrier, was attenuated in the retina of STZ mice and ameliorated by anti-OPN Ab 
IVI. On the other hand, OPN Ab IVI inhibited neither gene expression nor protein level of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) in the eye, indicating that retinal vascular permeability 
enhancement by OPN is VEGF-independent.

研究分野： 糖尿病網膜症

キーワード： 糖尿病網膜症　オステオポンチン　網膜血管透過性　ZO-1　Claudin-5

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Our results suggest that OPN induces tight junction disruption and vascular hyperpermeability under
diabetic conditions. Targeting OPN may be an effective approach to manage diabetic retinopathy.

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 糖尿病（DM）は世界的な健康上の重要な問題である。DM の発症は、障害されたぶどう糖
代謝によるインスリンの不足または抵抗に起因し、持続する高血糖により血管および神経病変
が生じる。発展途上国と先進国の両方で DM 患者数は増加し続けており、国際糖尿病連盟によ
ると、2019 年の世界の糖尿病有病率は約 9.3％（4 億 6300 万人）であり、2030 年には 10.2％
（5 億 7800 万人）、2045 年には 10.9％（7 億人）に増加すると予測されている。インスリン欠
乏による高血糖（1 型糖尿病、T1D）またはインスリン抵抗による高血糖（2 型糖尿病、
T2D）は、長期的にの臨床的合併症を引き起こす。 
獲得免疫は脊椎動物のみが有する機能であり、獲得免疫を主導する T 細胞の機能不全は DM を
含むさまざまな炎症性疾患に関与する。CD4+ T 細胞（Th 細胞）は異なる環境下でのサイトカ
イン刺激、および抗原認識により Th1、Th2、Th9、Th17、Th22、T-regsulatory（Treg）、ま
たは濾胞性ヘルパーT（Tfh）細胞に分化する。ヒトおよびマウスの Th17 細胞は転写因子であ
る ROR-t の発現によって特徴づけられ、主にインターロイキン（IL）-17（A-F）および IL-
21、IL-22 を産生し、先天免疫と後天免疫を橋渡しする。 
Th17 免疫の異常は、IL-17 レベルが膵組織の炎症とβ細胞の損傷と相関し、IL-17 の抑制が
T1D 発症の遅延につながるという結果から、T1D の発症に関与していると考えられている。
Chen らは、新たに診断された T2D 患者では末梢血中の IL-17 レベルが対照群と比較して上昇
し、IL-17 および ROR-γt の mRNA 発現が増加していたことから、近年では Th17 細胞の
T2D 発症への関与も指摘されている。一方、Catterall らは IL-17A がマウスおよびヒトの膵臓
β細胞における炎症性サイトカイン遺伝子発現および細胞死を増強させることを認め、Th17
細胞の機能不全は DM の発症だけでなく、合併症の一因にもなることを報告した。 
DM 関連の合併症の中で、糖尿病性網膜症（DR）は最も重篤な合併症の一つであり、網膜血管
および神経の損傷の進行によって視力喪失を引き起こす。我々は、進行性網膜症（PDR）の眼
内では IL-17A レベルが上昇していること認めた。また、DM を自然発症する Ins2Akita
（Akita）マウスと Th17 細胞優位の Th 細胞分化を示す GKO マウスとを交配させ、Akita-
GKO マウスを作成したところ、Akita マウスと比較して Akita-GKO マウスでは眼内の VEGF
産生と網膜血管内の白血球の停滞が著しく増加していた。 
実験的自己免疫性葡萄膜網膜炎（EAU）は、ヒトの内因性ぶどう膜炎の動物モデルであり、
Th1 および Th17 細胞は EAU の発症に関与し、CD4+CD25+Foxp3+ Treg 細胞は EAU の抑制
に働く。高血糖が Th17 細胞分化を誘導するのであれば、EAU は Akita マウスで悪化する可能
性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 
 実験的自己免疫性葡萄膜網膜炎（EAU）は、ヒトの内因性ぶどう膜炎の動物モデルであり、
Th1 および Th17 細胞は EAU の発症に関与し、CD4+CD25+Foxp3+ Treg 細胞は EAU の抑制
に働く。高血糖が Th17 細胞分化を誘導するのであれば、EAU は Akita マウスで悪化する可能
性がある。本研究では、糖尿病患者におけるぶどう膜炎の病態を理解するために、Akita マウ
スに EAU を発症させ、その重症度と根底にある高血糖の免疫機構に対する影響を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
EAU 誘導 
W8〜9 週齢の雄 C57BL/6N（WT）マウスおよび WTと同じ背景を持つ Akita マウスに 0.5 μgの百
日咳毒素の腹腔内注射とともに結核菌 H37Ra 株 1 mg を含む完全フロイントアジュバント 0.2 
mL に乳化させたヒト IRBP 1-20 (IRBP-p) 200 μg を頸部皮下に免疫し、EAU を惹起させた。 
 
臨床スコアリング 
EAU の臨床スコアは、Micron IV 眼底カメラを使用して、免疫後 0、7、14、および 21 日目に
評価した。 臨床的重症度は 0 から 4 のスケールで等級付けした。 
 
組織学的スコアリング 
免疫後 21日目に組織学的検討を実施した。 マウスをペントバルビタールおよびイソフルラン
で麻酔し、固定のために 4％パラホルムアルデヒドリン酸緩衝液（和光）で灌流した。 眼球を
摘出し、同じ固定液中にて一晩 4℃で固定後、パラフィンに包埋した。 厚さ 5 μm の切片を
作成し、ヘマトキシリンおよびエオシンで染色しました。 眼炎症の重症度は、前述のように 0 



～ 4 のスケールでスコア化された。 
 
フローサイトメトリー 
無処置の WT マウス、Akita マウス、EAU を惹起させた WT マウスおよび Akita マウスの 4群から
脾臓を摘出し、細胞懸濁液を作成した。10%ウシ胎児血清、1mM ピルビン酸ナトリウム、1%非必
須アミノ酸、100U/mL ペニシリン、100μg/mL ストレプトマイシン、および 50μM 2-メルカプ
トエタノールを補充した RPMI1640 培地に細胞を再懸濁後、50ng/mL ホルボール 12-ミリスチン
酸 13-アセテートおよび 10μg/mL ブレフェルジン Aの存在下で 0.5 μg/mL イオノマイシンと
ともに 4 時間培養させた。 培養後、細胞を収集し、T 細胞マーカーである CD3-Pacific Blue
および CD4-PerCP/Cyanine5.5 抗体で染色した。 細胞内染色の場合、細胞を固定し、IFN-γ-
APC (クローン XMG1.2) または IL-17A-APC (クローン TC11-18H10.1) 抗体にて染色した。 
IRBP-p 特異的反応性細胞を検出するために、各マウスの脾臓細胞を 10μg/mL の IRBP-p ととも
に 48 時間培養後、上記の細胞内染色を行なった。 Foxp3 は、CD3-APC/Cyanine7 および CD4-
APC 抗体と培養した後、Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer Set を使用して Foxp3-
Brilliant Violet 421 (クローン MF-14) 抗体で染色した。染色後、 細胞は FACSCanto II フ
ローサイトメーター(BD)で分析され、データは CellQuest ソフトウェア(BD)で解析された。 
 
サイトカインの定量 
脾臓からの細胞懸濁液を 0または 10μg/mL の IRBP-p とともに上記の条件付き RPMI1640 で 72 
時間培養後、上清を収集し、Bio-Plex Multiplex Immunoassay System を使用してサイトカイ
ン (IL-6、IL-10、IL-17、IFN-γ、および TNFα) を測定した。 
 
統計分析 
統計分析には JMP pro 15 を使用した。 フィッシャーの直接確率検定は、EAU の発生率、ウィ
ルコクソンテストは、臨床スコア、組織学的スコア、活性化 T 細胞比率、および培養上清中の
サイトカインの統計分析に使用された。３群間以上のパラメトリックスコアの比較にはテュー
キー検定、ノンパラメトリックデータにはスティール・ドゥワス検定を用いた。P 値 0.05 未満
を有意とした。 
 
 
４．研究結果 
 
IRBP-p 免疫による Akita マウスにおける EAU  
EAU は WT マウス、Akita マウスとも IRBP-p 免疫後 14日目から発症したが、その発生率は
Akita マウスの方が WT マウスよりも有意に低かった。WT マウスは免疫後 14日目に 20 眼中 11
眼(55%)、21 日目に 20 眼中 17 眼(85%)に EAU を発症したが、Akita マウスでは 14 日目は 20 眼
中 1眼(5%)、21 日目は 20眼中 4眼（20%）であった。臨床像も WTマウスでは、免疫後 14 日目
に複数の網膜滲出液と広範な網膜血管炎、21日目には網膜滲出液の増加がみられたが、Akita
マウスでは多発性網膜滲出液、網膜血管炎ともに軽度であり、EAU の平均臨床スコアは WTマウ
スと比較して Akita マウスで有意に低かった。IRBP-p 免疫後 21日目の組織学的所見では、EAU
は WT マウスの 10 眼すべてで観察されたが、Akita マウスでは 10 眼中 2眼（20%）であっ
た。WTマウスでは、網膜の全層に浸潤している細胞、重度の網膜血管炎、網膜層構造の破壊、
および網膜外層の部分的喪失がみられたが、Akita マウスでは硝子体と網膜の軽度な細胞浸潤
に留まり、平均病理組織学的スコアも Akita マウス（0.10±0.21）の方が WTマウス（1.11±
0.52）よりも有意に低かった。  
 
IRBP-p 免疫後の Akita マウスにおける T細胞の活性化 
IRBP-p で免疫した Akita マウスでは EAU の発生が臨床的および組織学的に抑制されていたた
め、Akita マウスにおいて、IRBP-p での免疫により IRBP 特異的 T細胞の活性化が誘導されてい
たどうかについて検討した。 抗原刺激を受けたいないナイーブ T細胞 CD62L 分子を発現し、
CD44 の発現はみられないため、CD44-CD62L+となり、抗原刺激を受けた活性化 T細胞は
CD44+CD62L-となる。無処置の WT マウスおよび Akita マウスの脾臓 T細胞中の CD44-CD62L+ T 細
胞、CD44+CD62L- T 細胞の割合は、79.7 ± 2.0%と 76.3 ± 2.2%、13.6 ± 1.6%と 15.8 ± 
1.6%で同様であったが、IRBP-p による免疫後の WTマウスでは CD44-CD62L+ T 細胞は 57.6 ± 
4.7%、CD44+CD62L- T 細胞は 31.0 ± 5.5%であったが、Akita マウスでは CD44-CD62L+ T 細胞は 
46.3 ± 6.9%、CD44+CD62L- T 細胞は 42.3 ± 4.6%であり、 興味深いことに、IRBP-p の免疫
により Akita マウスにおける CDD44+CD62L- T 細胞の割合は WTマウスよりも有意に増加してい
た。 
 
IRBP-p 免疫後の Akita マウスにおける Th1 細胞および Th17 細胞のプロファイル 
Th1 および Th17 サブセットは、EAU の発症に関与するため、IRBP-p 免疫後の WT マウスおよ
び Akita マウスの脾臓における Th1 細胞と Th17 細胞の割合を解析したところ、CD4+IFN-g+ T
細胞の割合は、WTマウスの 13.1±3.6%と比較して Akita マウスでは 7.6±1.4%と有意に減少し



ていたが、CD4+IL-17+ T 細胞は WTマウスでは 4.5 ±0.9%、Akita マウスでは 6.5 ± 0.4%であ
り、減少はみられず、有意ではなかったが軽度増加していた。続いて、IRBP-p 反応性 T 細胞
による抗原刺激後の IL-6、IL-10、IL-17、IFN-γ、および TNFα産生を測定したところ、IL-17 
産生は、WTマウス (4.4 ± 1.2 ng/ml) と比較して、Akita マウス (6.0 ± 0.9 ng/ml) で軽
度増加していたが、IL-6、IFN-γ および TNFα 産生は、WTマウスよりも Akita マウスで有意
に低下していた(IL-6: 0.43 ± 0.16 ng/ml vs. 0.14 ± 0.06 ng/ml, IFN-γ: 4.73 ± 2.21 
ng/ml vs. 1.94 ± 0.71 ng/ml, TNFα: 36.3 ± 14.6 pg/ml vs. 13.2 ± 2.2 pg/ml)。 IL-
10 産生は、WTマウス(12.3±6.3 pg/ml)よりも Akita マウス(19.8±8.8 pg/ml)で上昇していた
が、有意差はみられなかった。 
 
Akita マウスにおける制御性 T 細胞 

最後に、脾臓における Treg 細胞の割合について検討したところ、CD4+Foxp3+細胞の割合は、無

処置群では WTマウス（6.0±0.4%）よりも Akita マウス（7.3±1.3%）で軽度高く、 IRBP-p の

免疫により WTマウスにおける CD4+Foxp3+細胞は減少したが（4.5±0.9%）、Akita マウスでは増

加がみられ (9.0±1.2%)、WT マウスとの間に有意差が認められた。 

 

５．結論 

Akita マウスにおいても IRBP-p の免疫により EAU は惹起されたが、WT マウスと比較して EAU の

発生率および重症度は有意に低下していた。IRBP 反応性 T細胞は Akita マウスにおいても WT

マウスと同様に活性化され、IL-17 産生 Th17 細胞の活性化は Akita マウスにおける高血糖の

影響もあり維持されていたが、IFN-γ 産生 Th1 細胞の分化と増殖、および炎症性サイトカイ

ン産生が抑制され、その原因としては Treg 細胞の増加が示唆された。 
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