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研究成果の概要（和文）：糖尿病誘導モデルマウスより白血球を採取し、硫酸化グリコサミノグリカンの解析を行った
。しかしながら、コントロールマウスと比較して、顕著な差は認められなかった。そこで、糖尿病網膜症患者より手術
中に採取される臨床検体（硝子体）を用いて、眼内に含まれる糖鎖を網羅的に解析した。結果、硫酸化グリコサミノグ
リカンを含む糖鎖量が対照群の非糖尿病患者に比べ糖尿病網膜症患者群で有意に上昇していた。このことは、糖鎖量の
増加が病態形成に何かしら関与していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：The white blood cells were purified from diabetes-induced mouse model, and 
analyzed composition of sulfated glycosaminoglycan. However, compared to control mice, significant 
difference was not observed. Therefore, we comprehensively analyzed sugar chains in the vitreous fluids 
from diabetic retinopathy patients. As results, total glycan amount including sulfated glycosaminoglycan 
were significantly elevated in diabetic retinopathy patients than in non-diabetic patients (control 
group). This suggests that increased glycans may be involved in the pathogenesis of diabetic retinopathy.

研究分野：眼科学
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１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会を迎えた我が国では、国民の
健康を維持することは社会的に重要な課題
となっている。さらに、世界規模で肥満は
増加の一途をたどっており、そして生活習
慣病に伴う糖尿病の罹患率、死亡率の増加
はますます重要な課題となっている。糖尿
病の 3大合併症の一つ、糖尿病網膜症は我
が国における主要な失明原因であり、血管
新生の前駆段階である炎症病態に早期介入
する治療戦略の確立は、失明や重度の視力
障害を回避するための社会的急務である。 
 炎症は局所の組織傷害に対して生じる生
体の防御機構である反面、慢性化すると組
織傷害をかえって悪化させる場合がある。
申請者らのグループは、この慢性炎症、そ
してそれに附随する白血球浸潤が糖尿病網
膜症の病態に関与することが明らかとした
[Ishida et al. J Exp Med. 2003, Nat Med. 
2003, Invest Opththalmol Vis Sci. 2003]。
例えば、糖尿病網膜症では網脈絡膜におけ
る白血球接着分子の発現が増加し、網膜毛
細血管瘤の内部には白血球が集積している
ことがヒト剖検眼および自然発症糖尿病モ
デル動物（サル）を用いた検討で明らかと
されている。また、ヒト線維性血管組織で
も浸潤した白血球は血管内皮増殖因子
（VEGF）を分泌して同組織の形成に関わっ
ている。つまり、糖尿病網膜症の病態機序
には慢性炎症と白血球接着の関与がある。 
 高血糖は血漿タンパク質のみならず基底
膜などの細胞外マトリックスを糖化し、終
末 糖 化 産 物 (Advanced Glycation 
Endproducts, AGEs)の生成を促進する。そ
して AGEs 受容体である Receptor for 
Advanced Glycation Endproducts（ＲＡＧ
Ｅ）を介して認識され、細胞内酸化ストレ
スの亢進を引き起こし周皮細胞のアポトー
シスを惹起する。糖尿病血管障害の発生・
進展において AGEs-RAGE は重要な役割を担
っていることは明らかとされている。さら
に、AGEs-RAGE 系は血管内皮細胞にも直接
的に作用し酸化ストレスの産生を亢進させ、
血管炎症や血管新生を引き起こす。また、
AGEs-RAGE によってもたらされる血栓傾向
は網膜局所の虚血や低酸素を引き起こし、
VEGF165 の産生を亢進させて、さらなる血
管炎症・血管新生を誘導する。 
 細胞増殖・細胞分化・ウイルス感染・神
経再生や幹細胞の分化さらには細胞の癌化
や癌の悪性化に硫酸化グリコサミノグリカ
ン（ＧＡＧ）の構造変化、コンドロイチン
硫酸（ＣＳ）などの癌転移への関与は知ら
れていたが，それらの生物学的意義や分子
メカニズムは不明であった。最近、分担研
究者の菅原一幸らは、癌細胞の肺への転移
において、癌細胞表面の硫酸化グリコサミ
ノグリカン（ＧＡＧ）多糖鎖が肺に発現し
ているＲＡＧＥに結合することで引き起こ
されることを明らかにした[Mizumoto S et 

al. J. Biol. Chem. 2012]。Recombinant 
RAGE は CS 鎖（CS-Ｅ）だけでなくヘパラン
硫酸（ＨＳ）とも相互作用し、一方、ＣＳ
鎖（ＣＳ-Ｅ）やそのＣＳ鎖特異的抗体、そ
して抗ＲＡＧＥ抗体を予め投与することに
より、癌細胞の肺への転移が強く阻害され
た。これらの結果から、血管内皮細胞のＲ
ＡＧＥが癌細胞表面のＣＳ鎖やＨＳ鎖と相
互作用して、肺転移のレセプターとして機
能していることが示唆された。また興味深
いことに HS は、病的血管新生に重要な役割
を担う VEGF165 や FGF（線維芽細胞増殖因
子）を介し、血管形成を促進することが明
らかとなっている[Xu D et al. J. Biol. 
Chem. 2010]。 
 癌細胞の接着と白血球接着においては、
類似する点が多く存在する。例えば、白血
球が血管内皮細胞と接着し、血管外に浸潤
する際に、白血球表面の糖鎖（シアル酸が
結合したシアリルＬex 糖鎖抗原）と血管内
皮細胞表面に存在するセレクチンが関与す
る。同様に、シアリルＬex 糖鎖抗原やシア
リル Lea 糖鎖抗原を発現した癌細胞も、血
管内皮細胞へ接着し転移する際、セレクチ
ンを介して癌の血行転移に関連している。 
 以上のことから、白血球接着においても
GAG 糖鎖-RAGE 系が関与している可能性は
非常に高い。本研究の目的は、糖尿病網膜
症の病態形成に深く関与する白血球接着に
おける GAG 糖鎖の関与およびその詳細なメ
カニズムを明らかにすることにある。 
 
２．研究の目的 
 老化や生活習慣による慢性炎症が原因で
引き起こされる網膜疾患（糖尿病網膜症や
加齢黄斑変性など）の罹患者数が近年急増
している。申請者らのグループは、これま
でに慢性炎症に附随する白血球浸潤が糖尿
病網膜症の病態において重要な役割を担っ
ていることを明らかにした。我々は、近年
癌細胞の転移に深く関与することが報告さ
れた糖鎖修飾、なかでも硫酸化グリコサミ
ノグリカン多糖鎖に着目した。血管内皮へ
の白血球接着と癌細胞接着には類似する箇
所が多くあるため、白血球が硫酸化グリコ
サミノグリカン糖鎖を介して糖尿病網膜症
の病態に関わっている可能性が考えられる。 
 本研究では、糖尿病網膜症患者より採取
した臨床検体、さらに糖尿病網膜症モデル
マウスを用いて糖尿病網膜症における白血
球接着・浸潤への硫酸化グリコサミノグリ
カン糖鎖の関与について詳細な生物学的解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
 糖尿病網膜症における網膜血管への白血
球接着に硫酸化グリコサミノグリカン糖鎖
-RAGE 系が関与しているかを明らかにする
べく、以下に示す複数の異なるアプローチ
により詳細な解析を行う。 



（１） ストレプトゾトシン誘導糖尿病モ
デルマウス白血球における硫酸化グリ
コサミノグリカン糖鎖を主とする糖鎖
解析。 
（２） 硫酸化グリコサミノグリカン糖鎖
阻害剤（コンドロイチン硫酸鎖やコン
ドロイチン硫酸-E 特異的抗体など）の
投与による白血球接着抑制効果、病態
の抑制検討。 
（３） 糖尿病網膜症患者における硫酸化
グリコサミノグリカン糖鎖の解析。 

を中心に研究を行う。 
 
４．研究成果 
 成体マウスにストレプトゾトシンを腹腔
内注射すると、ストレプトゾトシンが膵臓に
取り込まれて膵β細胞を選択的に破壊する
ため、高度の高血糖が誘導される。高血糖に
より糖尿病網膜症でみられる網膜炎症が4週
間後から誘導され、網膜血管への白血球接着
などが生じる。まずこのモデル作成の手法を
確立した。そして、正常マウスの白血球や網
膜にコンドロイチン硫酸鎖合成に必須な酵
素や終末糖化産物(Advanced Glycation 
Endproducts, AGEs)受容体遺伝子の発現を
PCR 法にて確認した。 
 正常マウスから採取したリンパ球を用い
て硫酸化グリコサミノグリカンの二糖組成
分析および定量を行った。その結果、マウ
スのリンパ球からコンドロイチン硫酸由来
の二糖のピークが観察され、4-O-硫酸化構
造 で あ る A-unit [ Δ HexUA-GalNAc 
(4-O-sulfate)]（ΔHexUA および GalNAc は
それぞれ、4,5-不飽和ヘキスロン酸と N-ア
セチルガラクトサミンを表す）が主要な硫
酸化修飾構造として存在していることがわ
かった。そして、糖尿病による硫酸化グリ
コサミノグリカン糖鎖の変化を調べるため、
ストレプトゾトシン投与後 1 ヶ月、2 ヶ月
の糖尿病誘導モデルマウスより白血球を採
取し、同様の解析を行った。しかしながら、
コントロールマウスと比較して、顕著な差
は認められなかった（下図）。その原因と
して、糖尿病罹患期間が短く有意な差が認
められなかった可能性が考えられる。 

 
 そこで我々は、糖尿病網膜症患者より手
術中に採取される臨床検体（硝子体）を用
いて、眼内に含まれる糖鎖を網羅的に解析
した。結果、硫酸化グリコサミノグリカン
を含む糖鎖量が対照群の非糖尿病患者に比

べ糖尿病網膜症患者群で有意に上昇してい
た。このことは、糖鎖量の増加が糖尿病網
膜症の病態形成に関与していることを示唆
している。  
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