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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、糖尿病黄斑浮腫の病態におけるフィブリノーゲン（Fb）の関与を検
討することであった。我々は正常マウスの硝子体腔に高濃度Fbを投与し、網膜機能に与える影響を評価した。
Western blotおよび免疫染色の結果、グリア細胞マーカー（GFAP）の発現は有意に亢進し、神経節細胞マーカー
（TUBB3）の発現は有意に低下した。さらに網膜電図では各波形の振幅が低下し、網膜機能の低下が示唆され
た。これらの変化は抗ICAM-1抗体の投与で中和された。これらの結果から、高濃度Fbは網膜に傷害性を持ち、そ
の作用はFb/ICAM-1細胞内シグナル伝達によって調整される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to investigate the involvement of fibrinogen 
(Fb) in the pathophysiology of diabetic macular edema. We administered high concentrations of Fb 
into the vitreous cavity of normal mice and evaluated its impact on retinal function. The results of
 Western blot and immunostaining showed that the expression of the glial cell marker (GFAP) was 
significantly upregulated, while the expression of the ganglion cell marker (TUBB3) was 
significantly downregulated. Furthermore, electroretinography indicated that the amplitude of each 
waveform decreased, suggesting a decline in retinal function. These changes were neutralized by the 
administration of an anti-ICAM-1 antibody. These findings suggest that high concentrations of Fb are
 injurious to the retina and that this effect may be modulated by Fb/ICAM-1 intracellular signaling.

研究分野：糖尿病網膜症
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、糖尿病黄斑浮腫（DME）は既知の病態に対する各種治療を駆使した集学的治療によってある程度治療でき
るようになった。しかし、一定の割合で難治例が存在する。この結果は、未知の病態の存在を示唆する。本研究
の目的は、浮腫内に滲出するフィブリノーゲン（Fb）と未知の病態との関連を解明することであった。これまで
眼内Fb濃度に着目して病態解明を進める研究は国内外を通じて未だなく、独自性が高い。本研究結果は、DMEの
発症・進展機序に新たな知見を与え、創薬の観点からも、学術的・臨床的に意義が大きい。

※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 

糖尿病網膜症（DR）は慢性高血糖に伴う代謝異常が引き起こす網膜組織における
Neurovascular Unit（神経-血管-グリアのユニット）の障害である。糖尿病黄斑浮腫（DME）は、DR によ
る血管透過性亢進、血液網膜柵の破綻、毛細血管瘤の形成、そして網膜硝子体牽引の増悪の結果、
血漿成分を中心とした細胞外液が網膜内に滲出することで発生する。最終的には、DME が遷延する
ことで周囲網膜組織は徐々に萎縮し、視機能障害に至る。研究開始当初から現在も変わることなく、
DMEは、抗血管内皮増殖因子（VEGF）硝子体内注射、トリアムシノロン硝子体内もしくはテノン嚢下注
射、網膜光凝固、そして硝子体手術（PPV）などの、既知の DME の病態に対する各種治療を駆使した
集学的治療によってある程度治療できる。しかし、一定の割合でこれらの既存治療に抵抗する難治
DME が存在することにも変わりはない。この結果は、DME には未知の病態が未だ存在し、その解明
は喫緊の課題であることを示唆している。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、難治 DME をターゲットに、DME 内に滲出する血漿成分がどのように病
態に関与するのかを検討し、これまで未知であった DME の病態を解明することであった。特に DME
内フィブリノーゲン（Fb）が Neurovascular Unit全体に及ぼす影響を中心課題として検討した。 
 
３．研究の方法 

まず、Fb 高濃度負荷が、各種網膜細胞に与える影響について細胞実験を用いて検討した。
具体的には、rMC-1(ラットMüller細胞株)およびHMREC(ヒト網膜血管内皮細胞株)を培養し、Fb高濃
度負荷による細胞傷害性をMTT assayを用いて検討した。さらに、HMRECを用いた TransWell実験を
行い、下層への FITC 標識デキストランの漏出量を測定し、血管透過性についても検討した。次に、高
濃度 Fb の生体における影響を検討するために、正常マウス硝子体腔に高濃度 Fb 投与し、網膜内各
種蛋白発現変化（TUBB3:神経節細胞マーカー、GFAP：Müller 細胞マーカー、Iba-1：マイクログリアマ
ーカー）についてWestern blotおよび免疫染色を用いて検討した。最終的に、マウス網膜機能への影響
を網膜電図を測定し、検討した。 
 
４．研究成果 

In vitro実験において、MTT assayの結果、rMC-1および HMRECに対する Fb高濃度負荷
によって、いずれの細胞においても、活性低下を確認し、高濃度 Fb の細胞傷害性を確認した。また、
HMREC を用いた TransWell実験において、下層への FITC標識デキストランの漏出は、Fg高濃度負
荷によって有意に増加しており、高濃度 Fb投与によって血管透過性が亢進することを示唆する結果を
得た。 

In vivo 実験において、10 週齢の C57BL-6J マウス硝子体腔に高濃度 Fb を投与した場合、
Western blot および免疫染色の結果、GFAP、Iba-1 の発現は有意に亢進し、TUBB3 の発現は有意に
低下する結果を得た。さらに高濃度 Fb投与によって、網膜電図では各波形(a波、b波、op波、positive 
STR)の振幅が低下し、網膜機能の低下が示唆された。 

Fbは ICAM-1のリガンドでもあることから、上記の各実験において抗 ICAM-1抗体を同時投
与する群を設定しさらに詳細について検討した。その結果、In vtiro 実験において、MTT assay にて確
認された高濃度 Fb による rMC-1 および HMREC 活性低下は抗 ICAM-1抗体投与によって中和され
る結果を得た。さらに、HMRECを用いた TransWell実験において確認された下層への FITC標識デキ
ストランの漏出量増加も抗 ICAM-1抗体投与によって中和される結果を得た。In vivo実験においても、
Western blotおよび免疫染色にて確認されたGFAP（図 1）、Iba-1（図 2）の発現亢進、そして TUBB3（図
3）の発現低下も、抗 ICAM-1抗体投与によって中和された。 
 
図 1 Western blot: GFAP発現変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
図 2 Western blot: Iba-1発現変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Western blot: TUBB3発現変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、網膜電図において確認した各波形(a 波、b 波、op 波、positive STR)の振幅低下も、抗

ICAM-1抗体投与によって中和された（図 4）。 
 
図 4 網膜電図結果 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、本研究において、高濃度 Fb は網膜傷害性に作用することが示唆された。

さらに、Fb による網膜傷害は Fb/ICAM-1 細胞内シグナル伝達によって調整されている可能性も示唆
された。今後、この Fb/ICAM-1細胞内シグナル伝達について詳細をさらに検討していく予定である。 
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