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研究成果の概要（和文）：増殖膜中の promyelocytic leukemia tumor suppressor (PML)遺伝子

や前房水・硝子体中の PML 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低値であ

った。また、前房水・硝子体中の PML 濃度は vascular endothelial growth factor 濃度と有意

に負の相関を示した。以上より、PML の増殖糖尿病網膜症の診断マーカーや治療薬としての可

能性が示唆される。 

 

研究成果の概要（英文）：Promyelocytic leukemia tumor suppressor (PML) mRNA expression 

levels in membrane samples, and the PML protein concentrations in aqueous humor and 

vitreous fluid samples were significantly lower in PDR patients than control patients. 

We observed a statistically significant inverse correlation between the concentrations 

of PML and vascular endothelial growth factor in the aqueous humor and vitreous fluid of 

PDR patients. Taken together, PML may be a good candidate as a diagnostic marker and a 

therapeutic agent for PDR. 
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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（PDR）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hypoxia-inducible factor 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HIF1α mRNA
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が有意に高頻度で発現していること、増殖膜
のグリア細胞においてHIFの活性化がみられ
ることを確認していた。 

前骨髄球性白血病腫瘍抑制因子（PML: 
promyelocytic leukemia tumor suppressor）
は急性前骨髄性白血病において腫瘍抑制機
能を有する因子として発見された。多くのヒ
トの癌組織では血管新生の亢進とともにPML
の発現が抑制されていることがわかってい
る。VEGFはHIF転写因子によって転写が促進
されること、さらにHIF発現はmTORによって
制御されていることが知られているが、近年、
Nature誌において、PMLがこのmTOR活性を阻
害して転写因子HIFおよびVEGFの発現低下、
血管新生の抑制を引き起こすことが初めて
報告された。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HIF、VEGFの増加とともにPMLの発現
低下が推定される。 

また、腫瘍の血管新生抑制剤として知られ
ているラパマイシンにおいては、ラパマイシ
ンmTOR抑制HIFの抑制VEGF抑制血管
新生抑制というシグナル経路がすでに明ら
かとなっている。同様に、このようなシグナ
ル経路を介して、PML を過剰に発現させるこ
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。 

さらに、我々はすでに網膜におけるPMLの発
現をRT-PCR法によって確認している。human 
testisではPML mRNAの強い発現が確認された
ので、これをポジティブコントロールとして
マウスwhole retinaでもRT-PCRを行ったとこ
ろ、PML mRNAの発現が確認できた。網膜にPML 
mRNAの発現が確認されたことから、PMLが眼内
において何らかの役割を担っている可能性が
推測される。 
＜プライマー配列＞ 
RT-PCRに使用したPMLプライマー配列を以下
に示す。 
nucleotide 449-468; 
5’-GTGCTTCGAGGCACACCAGT-3’ 
nucleotide 874-893; 
5’-AGCAGCTCGCGCTCCTGAGC-3’ 
これらのプライマーペアを用いたRT-PCRでは、
ヒトPML-1のnucleotide 449-893 (445bp)の領
域を検出し、humanとmouse両方のPPML mRNA
を検出することが可能である。 
 
２．研究の目的 
 前骨髄球性白血病腫瘍抑制因子（PML）は
白血病において腫瘍抑制機能を有する因子
として発見され、癌組織では血管新生の亢進
とともに PMLの発現が抑制されていることが
わかっている。近年、PML が mTOR 活性を阻害
して転写因子 HIF および VEGF の発現低下、
血管新生の抑制を引き起こすことが解明さ
れた。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 HIF、VEGF の増加とともに PML の発現低下
が推定される。今回、PML を過剰に発現させ
ることにより糖尿病網膜症における血管新
生を抑制できる可能性について探究するた
め本研究を立案した。 
 
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) 前房水・硝子体検体、増殖膜検体の採取、
保存 
 手術に先がけて前房穿刺を行い、前房水を
採取する。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。灌流液を流す前に硝子体
を 0.5-1.0cc硝子体カッターで切除吸引した
後、直ちに-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水平
剪刀にて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、硝子体手術時に得
られたサンプルを用いて解析をするに当た
っては、徳島大学倫理委員会での承認をすで
に得ており、対象患者からは倫理委員会で承
認された書式に則って充分なインフォーム
ドコンセントを得る。 
 
(2)増殖膜における PML の発現変化の検討 
増殖膜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。PML 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 PML 遺伝子
発現量を比較検討する。PML 蛋白質の発現量
についても免疫染色法により確認する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 増殖膜検体の解析 
 
(3)前房水・硝子体中の PML 濃度の測定 
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 統計解析に必要な症例数を確保するため
に前房水・硝子体検体の解析を進める。手術
時に採取した前房水・硝子体について、特発
性黄斑円孔、特発性黄斑上膜をコントロール
として増殖糖尿病網膜症症例の PMLの濃度を
ELISA 法にて測定する。測定に先立ち、硝子
体サンプルを希釈液でサンプル量を考慮し
て適宜希釈する。希釈した硝子体サンプル
100 μlと PML 標準溶液（PML 濃度：0、31.2、
62.5、125、250、500、1000 pg/ml）を PML
抗体で固相化したウェル２カ所に加える。ビ
オチン化抗 PML 抗体 50μl を加え、25℃、 2
時間でインキュベイトし、サンプルを洗浄し
た後、アビジン化ホースラディシュペルオキ
シダーゼ溶液 100 μl を各ウェルに加える。
30 分間のインキュベイションの後、酵素反応
基質液を加え暗所で 30 分間インキュベイト
して発色させる。反応はキットの反応停止液
で終息させ 450 nm と 630 nm の吸光度を測定
し、各サンプルについて２つの測定値の平均
を算出する。PML 値は、PML 標準溶液の吸光
度による標準曲線から計算する。また同検体
で VEGF の濃度測定を行い、PML 値と逆相関が
見られるかどうか、統計学的に解析する。 
 
４．研究成果 
(1)増殖膜検体における PML 蛋白の発現 
 ヒト増殖糖尿病網膜症症例ならびにコン
トロールとして黄斑上膜症例の増殖膜サン
プル各２例ずつについて PML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 PML蛋白の発現が低下していることを
確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 増殖膜検体の免疫染色 
上段はコントロール（黄斑上膜） 
下段は増殖糖尿病網膜症 
左は PML 蛋白の発現、右は核染色 
増殖糖尿病網膜症で PML蛋白の発現が低下し
ているのがわかる。 
 
(2)増殖膜検体における PML mRNA の発現 
 ヒト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３４検体とコン
トロールとして新生血管を伴わないヒト特
発性黄斑上膜３８検体について PML 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 PML mRNA の発現が相
対値で9.03±5.86 %であったのに対してコン
トロールでは 100.0±29.6 %と、増殖糖尿病
網膜症において PML mRNA の発現が有意に低
下していることが示された。 
 
(3)前房水・硝子体中の PML 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７２
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PML濃度の測定を行った。前房水については、
増殖糖尿病網膜症では0.032±0.007 ng/mlで
あったのに対してコントロールでは0.049±
0.004 ng/mlと増殖糖尿病網膜症において有
意に前房水PML濃度が低かった。また、硝子体
についても増殖糖尿病網膜症では0.026±
0.005 ng/mlであったのに対してコントロー
ルでは0.050±0.007 ng/mlと増殖糖尿病網膜
症において有意に硝子体PML濃度が低かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 前房水の PML 濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 硝子体の PML 濃度 
 
(4)前房水・硝子体中のPML・VEGF濃度の相関 
PML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。
VEGF濃度は増殖糖尿病網膜症では前房水49.2
±9.33、硝子体84.6±16.1であったのに対し
てコントロールでは前房水7.32±3.09、硝子
体3.06±1.00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PML濃度は有意に前房水・硝子体VEGF濃度と
負の相関を示すことがわかった。 

図５ 前房水における PML・VEGF 濃度の相関 
 

図６ 硝子体における PML・VEGF 濃度の相関 
 

以上の結果はPMLが糖尿病網膜症の眼内で
発現が低下していること、糖尿病網膜症の主
要な病因と考えられているVEGFと逆相関する
形で発現が低下していることを示し、PMLが糖
尿病網膜症の治療に有用である可能性を支持
する結果と思われる。 
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