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研究成果の概要（和文）：申請者らは糖尿病血管合併症発症機序として「高血糖によるミトコンドリア由来活性酸素(R
OS)過剰産生」の意義を提唱している。今回の研究では低酸素誘導因子-1α (HIF-1α)の糖尿病合併症への関与を検討
し、高血糖によるミトコンドリア由来ROSと高血糖による細胞内低酸素誘導が相互作用の上で、糖尿病合併症を進展さ
せるという新たな可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that hyperglycemia-induced mitochondrial reactive oxygen sp
ecies (ROS) is the key event in the pathogenesis of diabetic complications. In this study, we examined the
 role of hypoxia-inducible factor-1-alpha (HIF-1alpha) induction in the pathogenesis of diabetic complicat
ions, and we clarify that hyperglycemia can progress diabetic complications by the interaction between hyp
erglycemia-induced mitochondrial ROS and hyperglycemia-induced intracellular hypoxia.
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病患者の著増、それに伴う糖尿病合
併症に苦しむ患者数の増加は、世界中で喫
緊の課題である。本邦でも未だ糖尿病網膜
症による失明者が年間 3,000 人以上、糖尿
病腎症による新規透析導入患者が年間
17,000人以上、糖尿病足病変による下肢切
断が年間 3,000人以上にのぼり、患者 QOL
の点のみならず、社会経済的にも問題とな
っている。糖尿病合併症の発症阻止こそが、
糖尿病治療の目的であると云っても過言で
はない。 
現在医療においても、糖尿病合併症の発
症阻止は不完全であることから、糖尿病合
併症に対する新たな治療戦略の構築が必要
と考えられる。そしてそのためには合併症
発症機構の解明し、機序に基づく新規治療
法を開発することが重要である。現在、合
併症発症の主因が高血糖であることは明ら
かであるが、高血糖がどのような機序で合
併症を発症させるのかはまだ一定の見解が
得られてはいない。しかし、申請者らはそ
の機序として「高血糖によるミトコンドリ
ア由来活性酸素(ROS)過剰産生」(Nature, 
404: 787, 2000)を世界に先駆けて提唱し、その
後も関連する多くの研究を行っており、不明な
点はまだあるが、申請者らの仮説が糖尿病合
併症発症の最も重要な因子であることが世
界中で認められつつある。 
一方、高血糖は、低酸素誘導因子 
(hypoxia-inducible factor-1α：  HIF-1α)や
VEGF（vascular endothelial growth factor: 
VEGF)の発現誘導、さらには細胞内
NAD/NADH 比の低下など、細胞内低酸素
状態と類似した細胞内代謝異常を起こして
いることが以前より報告されている。しか
し、この細胞内低酸素状態と類似した細胞
内代謝異常の発現メカニズムや糖尿病合併
症発症における意義についてはまだ十分に
検討されていない。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究を踏まえ、今回の研究では、
高血糖による HIF-1-α、VEGFの発現機序と
して、実際に、高血糖により細胞内低酸素
状態が発現していないかをまず検討した。
さらにその発現メカニズムにおける高血糖
によるミトコンドリア由来 ROS 過剰産生
の関連、高血糖による細胞内低酸素状態発
現誘導の糖尿病合併症発症・進展への関与
について、検討を加えた。 
 
３．研究の方法 
1) 高グルコース培養による HIF-1αおよび
VEGF発現誘導効果の検討 
培養血管内皮細胞を 5.5mMグルコース
及び 25mMグルコース濃度下で 3時間また
は 24時間培養した。その後、抗 HIF-1α抗
体を用いた蛍光免疫染色法および抗 VEGF
抗体を用いた蛍光免疫染色法及びVEGFに

対する定量 RT-PCR法により検討した。 
 
2) 高グルコース培養による細胞内低酸素
状態誘導効果の検討 
培養血管内皮細胞を 5.5mMグルコース
＋1%（または 2.5%）酸素、25mMグルコ
ース＋1%酸素、5.5mMグルコース＋21%酸
素、25mMグルコース＋21%酸素培養下で 3
時間、24時間、72時間、168時間培養した。
その後、低酸素プローブ Pimonidazole HCl
を用いた蛍光染色法及び Dot Blot 法、また
は低酸素プローブ LOX-1を用いたリン光
染色法により、細胞内低酸素状態を検討し
た。 
 
3) ミトコンドリア電子伝達系阻害薬によ
る高グルコース誘導性細胞内低酸素状態へ
の影響の検討 
培養血管内皮細胞を 5.5mMグルコース
＋1%酸素下、25mMグルコース＋1%酸素
下、5.5mMグルコース＋21%酸素下、25mM
グルコース＋21%酸素下、25mMグルコー
ス＋21%酸素＋5μMロテノン、25mMグル
コース＋21%酸素＋10μMアンチマイシン
Aで 3時間培養した。その後、低酸素プロ
ーブ Pimonidazole HClを用いた蛍光染色法
及により、ミトコンドリア呼吸鎖阻害によ
る細胞内低酸素状態への影響を検討した。 
 
4) MnSOD過剰発現による高グルコース誘
導性細胞内低酸素状態への影響の検討 
培養血管内皮細胞またはMnSOD過剰発
現培養血管内皮細胞を 5.5mMグルコース
＋1%酸素下、5.5mMグルコース＋21%酸素
下、25mMグルコース＋21%酸素下で 3時
間培養した。その後、低酸素プローブ
Pimonidazole HClを用いた蛍光染色法また
は低酸素プローブ LOX-1を用いたリン光
染色法により、細胞内低酸素状態を検討し
た。 
 
5) 野生マウス及び内皮細胞特異的 MnSOD
過剰発現トランスジェニックマウス
（eMnSOD-Tg マウス）における網膜での
糖尿病誘導性 HIF-1α および VEGF 蛋白発
現への影響の検討 

8～10週齢の雄の野生型マウスおよび
eMnSOD-Tgマウスに対し、bufferおよび
10μMクエン酸ナトリウム buffer (pH 4.5) 
に溶解したストレプトゾトシンを 150 
mg/kg・BW腹腔内注射し、非糖尿病野生マ
ウス、非糖尿病 eMnSOD-Tgマウス、糖尿
病野生マウス、および糖尿病 eMnSOD-Tg
マウスの 4群を作製した。その後、4週間
飼育の後、網膜を摘出しHIF-1α蛋白、VEGF
蛋白、細胞核マーカーである DAPIの発現
について免疫組織化学的染色を行った。 
 
6) 低酸素培養および高グルコース培養の
ミトコンドリア由来 ROS産生への影響の



検討 
培養血管内皮細胞を 5.5mM グルコース＋
1%酸素下、5.5mMグルコース＋21%酸素下、
25mM グルコース＋21%酸素下で 3 時間ま
たは 24時間培養した。その後、ミトコンド
リア由来 ROS産生増加について、蛍光プロ
ーブMitoTracker Red CM-H2XROSを使用し
た共焦点レーザースキャン顕微鏡により検
討した。 
 
４．研究成果 
1) 高グルコース培養による HIF-1α および
VEGF発現誘導効果の検討 
培養血管内皮細胞において、25mM グル
コース培養で 5.5mM グルコース培養に比
し、HIF-1α蛋白の核での染色増加が確認さ
れた（図 1A上段）。また同様に、25mMグ
ルコース培養で 5.5mM グルコース培養に
比し、VEGF の免疫染色増強並びに VEGF 
mRNA増加が確認された（図 1A下段、図
1B）。 

 
2) 高グルコース培養による細胞内低酸素
状態誘導効果の検討 

5.5mMグルコース培養＋1%酸素培養に
おいて、5.5mMグルコース＋21%酸素培養
に比し、低酸素プローブ Pimonidazole HCl
を用いた蛍光染色では染色増強が確認され
た。また 25mMグルコース培養においては
いずれの酸素濃度下での培養においても、
5.5mMグルコース培養に比し、
Pimonidazole HCl蛍光染色で染色増強が確
認された（図 2A）。Dot Blot法を用いた解
析では、24時間培養では有意差を示し得な
かったが、72時間、168時間培養において、
25mMグルコース＋21%酸素培養は、
5.5mMグルコース＋21%酸素に比し、染色
増強を認めた（図 2B）。 
さらに低酸素プローブ LOX-1を用いた
リン光染色法による検討も行い、同様に、
5.5mMグルコース培養＋2.5%酸素及び
25mM グルコース＋21%酸素培養において、
5.5mMグルコース＋21%酸素培養に比し、
染色増強することを確認した（図 3）。 
即ち、高グルコース培養による細胞内低
酸素状態発現誘導の可能性が示唆された。 

 

 
3) ミトコンドリア電子伝達系阻害薬によ
る高グルコース誘導性細胞内低酸素状態へ
の影響の検討 
図 2で確認したように、25mMグルコー
ス培養において 21%酸素下にもかかわらず、
Pimonidazole HCl蛍光染色での染色増強が
確認された。さらにミトコンドリア呼吸鎖
阻害薬であるロテノン、またはアンチマイ
シンAの投与は25mMグルコース培養で認
められた Pimonidazole HCl蛍光染色での染
色増強が減弱することが確認された（図 4）。 

 
4) MnSOD過剰発現による高グルコース誘
導性細胞内低酸素状態への影響の検討 
図 2で確認したように、25mMグルコー
ス培養において 21%酸素下にもかかわらず、
Pimonidazole HCl蛍光染色での染色増強が
確認された。さらにミトコンドリア由来
ROSを抑制するMnSODの過剰発現により、
25mMグルコース培養で認められた
Pimonidazole HCl蛍光染色での染色増強が
減弱することが確認された（図 5）。 
即ち、高グルコース培養により認められ
た細胞内低酸素状態誘導はミトコンドリア
呼吸鎖の阻害やミトコンドリア由来 ROS
の抑制により減弱することが示唆された。 



 
5) 野生マウス及び eMnSOD-Tgマウスにお
ける網膜での糖尿病誘導性 HIF-1α および
VEGF蛋白発現への影響の検討 
糖尿病野生マウスでは、非糖尿病野生マ
ウスに比し、HIF-1α蛋白、VEGF蛋白の発
現増加を認めた。さらに糖尿病マウスで誘
導された HIF-1α蛋白、VEGF蛋白の発現増
加は糖尿病 eMnSOD-Tgマウスにおいては
抑制されていることが確認された（図 6、
図 7）。 

 
6) 低酸素培養および高グルコース培養の
ミトコンドリア由来 ROS産生への影響の
検討 
これまでの我々の報告と同様に、培養血
管内皮細胞を 25mMグルコース＋21%酸素
下で培養すると、著明なミトコンドリア由
来 ROS の産生増加を認めた。さらに 1%酸
素下培養では、5.5mMグルコース培養にお
いても、著明なミトコンドリア由来 ROS 
の産生増加を認めることが確認された（図
8）。 
 
 
 

 
以上の研究より、高グルコース培養によ
り細胞内低酸素状態誘導の可能性が高いこ
と、その機序として、高グルコースにより
ミトコンドリア呼吸鎖での酸素消費が亢進
する可能性と、詳細の機序はまだ不明だが、
高グルコースによるミトコンドリア由来
ROS 産生過剰が関与する可能性が示唆さ
れた。またその一方で、細胞内低酸素状態
がミトコンドリア由来 ROS の産生増加を
きたすことも明らかにした。申請者らは糖
尿病合併症発症の新たな仮説として、高グ
ルコースによるミトコンドリア由来 ROS
の産生増加と高グルコースによる細胞内低
酸素状態誘導が相互作用の上で、合併症の
進展を促進するという仮説を考えている。
今後、このメカニズムの詳細をさらに検討
していくことで、糖尿病性合併症の発症・
進展を制御しうる新規治療法および新規治
療薬開発につながる可能性が示されたもの
と思われる。 
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