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研究成果の概要（和文）：Vascular adhesion protein (VAP)-1は血管内皮細胞の表面に発現する酵素機能を有する接
着分子である。VAP-1は可溶型フォーム（sVAP-1）も存在し、その酵素機能によって酸化ストレスに関与することが知
られている。本研究では、血管内皮細胞に糖負荷や炎症性サイトカイン刺激が加わると、sVAP-1産生が増加することが
明らかとなった。また、その機序にマトリックスメタロプロテアーゼ(MMP)ファミリーに属するMMP-2やMMP-9が関与す
ることも明らかとなった。本研究データは、糖尿病網膜症の病態におけるsVAP-1産生メカニズムに関する新しい知見を
示すものである。

研究成果の概要（英文）：Vascular adhesion protein (VAP)-1, a multifunctional molecule with adhesive and 
enzymatic properties, is expressed at the surface of vascular endothelial cells of mammals. It also 
exists as a soluble form (sVAP-1), which is implicated in oxidative stress via its enzymatic activity. 
This study explores a mechanistic components to form sVAP-1 in retinal endothelial cells. Retinal 
capillary endothelial cells released sVAP-1 when stimulated with high glucose or inflammatory cytokines 
such as tumor necrosis factor-α , interleukin-1β and vascular endothelial growth factor in vitro. 
Furthermore, matrix metalloproteinase -2 and -9, type IV collagenases, were the key molecules to mediate 
the protein cleavage of VAP-1 from retinal capillary endothelial cells. Our data for the first time 
provide the evidence on the sVAP-1 production mediated by inflammatory cytokines and type IV collagenases 
in the pathogenesis of diabetic retinopathy.

研究分野： 糖尿病網膜症
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病患者は全世界で急速に増加している。
International Diabetes Federation によれば、
2013 年における糖尿病患者数は約 3 億 8000
万人であり、2035 年にその数は実に 5 億 9200
万人に到達すると推定されている。また、糖尿
病の合併症の一つ、糖尿病網膜症 (diabetic 
retinopathy, DR)の有病率は糖尿病患者の約
1/3 とされ、患者の生活の質を著しく下げる要因
となっている。これまでの検討で、本疾患の病
態 に お い て は 血 管 内 皮 増 殖 因 子 （ vascular 
endothelial growth factor, VEGF）が主要な役割
を演じていることが明らかとなっており、同分子
に対する阻害剤が本疾患の治療オプションとし
て比較的良好な治療成績をあげている。しかし
ながら、同製剤の治療有効性が認められない
症例も存在するため、本疾患の病態に VEGF 以
外の分子が関与していることは明らかである。
世界的な高齢化にともなって DR 患者数は今後
増加すると推測されており、超高齢社会に突入
した我が国でも本疾患は中途失明原因の第２
位となっている。本疾患の病態メカニズムに関
与する VEGF 以外の病態責任分子の同定は、
今後の新規治療法探索につながるため、眼科
領域における重要な検討課題である。 
 申請者らは、これまで DR の病態メカニズムに
おける炎症と酸化ストレスの関与に着目して検
討を進め、この両者に関連する分子 vascular 
adhesion protein (VAP)-1 を主な研究対象として
きた。VAP-1 は血管内皮細胞に発現する白血
球接着分子であり、白血球の血管外遊走を担っ
ている。また、VAP-1 はその白血球接着分子と
し て の 機 能 に 加 え て 、 酵 素 semicarbazide- 
sensitive amine oxidase (SSAO)としての機能を
有することが知られている。VAP-1/ SSAO は生
体内に存在するアミンを基質としてアルデヒド、
アンモニアおよび過酸化水素を産生し、さまざま
な疾患病態に関与するとされる。例えば、メチル
アミンやアミノアセトンなどを基質として VAP-1/ 
SSAO は過酸化水素を産生するが、同反応は
DR 病態において重要な役割を演じる酸化ストレ
スの亢進につながることが知られている。 
 このように、VAP-1/SSAO は膜蛋白として炎
症細胞遊走を惹起するとともに可溶型 VAP-1 と
しての酵素機能を介して同疾患の病態に関わっ
ている可能性がある。しかしながら、DR の病態
メカニズムにおける可溶型 VAP-1 の関与につ
いては検討されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 以上の研究背景より、本研究の目的を DR に
おける可溶型 VAP-1 の産生機序を明らかにす
ることとした。 
 
３．研究の方法 
（１）網膜血管内皮細胞(TR-iBRB2)の培養
系確立と膜型 VAP-1 発現の検討 
 本 研 究 で 用 い た 網 膜 血 管 内 皮 細 胞
TR-iBRB2 は、株式会社ファクト社（仙台）が分
与をおこなっているラット網膜血管内皮細胞で

ある。同培養細胞における膜型 VAP-1 の発現
を PCR 法および免疫染色法によって確認した。 
 
（２）網膜血管内皮細胞に対する糖負荷によ
る膜型および可溶型 VAP-1 変化の検討 
 同細胞に対して DR の眼内環境に類似した刺
激をおこない、細胞分画における膜型 VAP-1 と
培養上清における可溶型 VAP-1 の量的変化を
real-time PCR、western blotting 法、ELISA 法な
どを用いて検討した。刺激条件は以下の通りで
ある。 
<刺激条件> 
①糖負荷刺激(5.5mM, 25mM)：一般に 5.5mM は
正常血糖と同等の、25mM 以上は高血糖状態と
同等の糖負荷と考えられている。 
②炎症性サイトカイン(tumor necrosis factor 
(TNF)-α, interleukin (IL)-1β, VEGF)刺激：これ
らの炎症性サイトカインは DR 眼内で増加するこ
とが知られている。 
 
（３）網膜血管内皮細胞に対する糖負荷によ
る VAP-1 発現機構の検討 
 近年、可溶型 VAP-1 は膜型 VAP-1 が蛋白切
断を受けて生じる遊離型フォームであることが
構造解析によって明らかとなっている。そのた
め、糖負荷などで可溶型 VAP-1 が増加するメカ
ニズムとして、膜型 VAP-1 の切断(shedding)に
よる機序が想定された。しかしながら、可溶型
VAP-1 を遊離させる蛋白分解酵素は同定され
ていなかったため、DR 眼内で増加することが知
られている蛋白分解酵素、すなわち MMPs 
(matrix metalloproteinases) 、 ADAM (a 
disintegrin and metalloproteinase)などがその役
割を演じている可能性があるという仮説をたて
た。これらの蛋白分解酵素に対する阻害剤を用
いてその分解能を抑制し、可溶型 VAP-1 産生
を担う蛋白分解酵素の同定をおこなった。 
 
４．研究成果 
（１）TR-iBRB2 における膜型 VAP-1 発現 
 PCR 法および免疫染色法により、網膜血管
内皮細胞 TR-iBRB2 は膜型 VAP-1 を産生す
ることを確認した（図１）。 
 

（２ ）網 膜 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 糖 負 荷
刺激による可溶型 VAP-1 産生 
 DR 眼内では glucose 濃度が増加していること
が報告されており、その病態機序に糖負荷が関
与していることが知られている。そのため、糖負

図１： TR-iBRB2 における膜型 VAP-1  



荷が可溶型 VAP-1 産生に関与しているかにつ
いての検討をおこなった。 
 培養網膜血管内皮細胞 TR-iBRB2 を low 
glucose(5.5mM)および high glucose(25mM)条件
下に培養すると、TNF-αや IL-1βなどの炎症性
サイトカインの発現は増加するが，VAP-1 の発
現量は変化しないことが明らかとなった（図 2）。 

 一方で、培養上清中の可溶型 VAP-1 は増
加することが明らかになった（図 3）。 

 次に、糖負荷によって増加する TNF-αや IL-1
βなどの炎症性サイトカインによって培養網膜
血管内皮細胞を刺激すると、糖負荷刺激をおこ
な っ た 場 合 と 同 様 に 培 養 上 清 中 の 可 溶 型
VAP-1 は増加した（図 4）。一方、同刺激で細胞
側の膜型 VAP-1 は減少することがわかった。 

 これらの検討結果は、糖負荷刺激条件では膜
型 VAP-1 が 切 断 （shedding ）され て 可 溶 型
VAP-1 と な り 放 出 さ れ る こ と 、 そ の 可 溶 型
VAP-1 の増加には炎症性サイトカイン TNF-α
および IL-1βが介在していること、を示唆してい
た。 
 
（ ３ ） 網 膜 血 管 内 皮 細 胞 に お け る 膜 型
VAP-1 shedding 機構 
 次に、TNF-αや IL-1βはどのように可溶型

VAP-1 を産生しているのかについて検討した。
これらの分子は MMP の活性化を司る代表的な
サイトカインであり、その下流で MMP が作用し
て膜型 VAP-1 を血管内皮細胞膜表面から切断
しているという仮説を立て、検証をおこなった。 
 MMP ファミリーに対する非選択的阻害剤
BB94 を用いると、培養上清中への可溶型
VAP-1 の放出は低下するが、MMP と同様に
metallopriteinase ファミリーに属し、他の白
血球接着分子 E-selectin や L-selectin の切
断 酵 素 で あ る ADAM に 対 す る 阻 害 剤
KB-R7785を用いても可溶型VAP-1の増加
は抑制されなかった（図 5）。 

 また、MMP-2 および MMP-9 に対する
阻害剤を用いると、BB94 と同様の阻害効
果が得られることが分かった（図 6）。 

 これらの検討結果は、炎症性サイトカイン
TNF-αおよび IL-1βによる可溶型 VAP-1 の増
加には MMP-2 および MMP-9 などの蛋白分解
酵素が介在していることを示していた。 
 
（４）網膜血管内皮細胞に対する VEGF 刺激
による可溶型 VAP-1 産生 
 網 膜 血 管 内 皮 細 胞 TR-iBRB2 を low 
glucose(5.5mM)および high glucose(25mM)条件
下に培養した後に VEGF 刺激をおこなったところ、
膜型 VAP-1 発現量は、どちらの条件下におい
ても VEGF 刺激では増加しなかった（図 7）。 

図 2： TR-iBRB2 における VAP-1 発現 

図 4： 炎症性サイトカインによる可溶型

VAP-1 変化 

図 5： MMP 阻害剤による可溶型 VAP-1

産生の抑制 

図 7： VEGF による膜型 VAP-1 変化 

図 6： 選択的 MMP 阻害剤による可溶型

VAP-1 産生の抑制 

図 3： 糖負荷による可溶型 VAP-1 変化 



 一方で、培養上清中の可溶型 VAP-1 量は
high glucose 条件下では VEGF 刺激で増加し、
その効果は濃度依存性が認められた。しかしな
がら、low glucose 条件下では VEGF 刺激によっ
て増加しなかった（図 8）。 
 これらの検討結果は、VEGF には血管内皮細
胞から可溶型 VAP-1 を増加させる作用がある
こと、またそのメカニズムには細胞に対する糖
負荷が必要であることを示唆していた。その機

序が TNF-αや IL-1βと同様のものであるかは、
今後引き続き検討をおこなう予定である。 
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