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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症の病態において、ミュラー細胞で誘発されるマトリックスメタロプロテアーゼ
（MMP）の過剰産生およびアポトーシス死のメカニズムを解析し、フラボノイド化合物のミュラー細胞に対する効果に
ついて検討した。その結果、ノビレチンはproMMP-9産生を抑制し、内因性のMMP阻害物質であるTIMPs産生を促進した。
また、ミュラー細胞のアポトーシス死は小胞体ストレスによって誘導されることを明らかにし、ノビレチンは抗アポト
ーシス効果を示した。構造活性相関研究を通して、ノビレチンによるミュラー細胞の生存および機能制御に関わる構造
特性を明らかにし、MMP阻害活性を有する新規フラボン誘導体を見出した。

研究成果の概要（英文）：Muller cells are a crucial component of the retinal tissue performing a wide 
range of functions including maintaining retinal structure. In diabetic retinopathy, hyperglycemia 
induces the dysfunction of Muller cells. We examined the mechanism of diabetes-induced overexpression of 
matrix metalloproteinases (MMP) and cell death in Muller cells. In addition, we examined the effect of 
nobiletin and the derivatives. Nobiletin could suppress proMMP-9 production and augment the production of 
TIMPs which are MMP endogenous inhibitors. Furthermore, we found that ER stress was one of key inducers 
involved in apoptotic cell death of Muller cells. Nobiletin was found to show anti-apoptotic action on 
the ER stress-induced Muller cell death. Through structure-activity relationship study, we clarified the 
structural feature related to the anti-MMP or apoptotic action by nobiletin. In addition, we found novel 
flavones with stronger inhibitory action on MMP production compared with nobiletin.

研究分野： 薬物治療学
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症（以下、網膜症）は我が国の

主要な後天的失明原因疾患である。今日、網
膜症の治療にはレーザー網膜光凝固や硝子
体手術といった外科的治療と合わせ、抗
VEGF 薬の硝子体内投与による内科的治療
が施行されている。近年、網膜細胞生物学的
な観点から網膜症の病態メカニズムの解明
が進み、網膜症の早期病態を標的とし、病態
の進行を抑止し得る新たな内科的治療戦略
の確立が期待されている。 
 
２．研究の目的 
網膜特異的グリア細胞であるミュラー細

胞は網膜の恒常性維持に関与し、その障害は
網膜症の発症および進展に関与することが
報告されている。例えば、網膜症の病態では、
ミュラー細胞のアポトーシスあるいはピロ
トーシスに起因する細胞死が観察されるほ
か、蛋白質分解酵素マトリックスメタロプロ
テアーゼ（MMP）の過剰産生は血液網膜関
門の破綻や血管新生に関与する。すなわち、
ミュラー細胞を標的とする薬物療法は新た
な網膜症予防あるいは治療薬として期待で
きる。本研究では、ミュラー細胞が産生する
MMP を制御し得る化合物の探索研究を柑橘
由来ポリメトキシフラボノイド化合物であ
るノビレチンとその生体内代謝体ならびに
ノビレチンをリード化合物として合成した
新規フラボン誘導体から成る化合物ライブ
ラリーを用いて行う。また、ミュラー細胞死
メカニズムの一端を解明することを研究目
的とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
（1）網膜ミュラー細胞由来 MMP 産生に対
するフラボン誘導体の効果と構造活性相関
研究 
実 験 に は ヒ ト 網 膜 ミ ュ ラ ー 細 胞 株

MIO-M1 を使用する。MIO-M1 細胞における
ノビレチンと新たに合成したフラボン誘導
体のMMP産生に対する効果をゼラチンザイ
モグラフィー法により調べる。また、MMP
遺伝子発現に対する効果をリアルタイム
PCR 法により検討する。MMP の内因性阻害
物質 TIMPs 産生に対する効果はウエスタン

ブロット法によって検討する。 
（2）網膜ミュラー細胞の MMP 産生メカニ
ズムの解析 

MIO-M1細胞由来MMPの産生メカニズム
について、各細胞内情報伝達因子に対する特
異的な阻害薬を用いてMMP産生に対する関
与をゼラチンザイモグラフィー法により調
べる。また、フラボン誘導体の細胞内情報伝
達因子の発現動態に対する効果をウエスタ
ンブロット法により検討する。 
（3）網膜ミュラー細胞の細胞死メカニズム
の解析 
網膜症病態で観察されるミュラー細胞の

メカニズムについて、変性蛋白質の小胞体蓄
積、小胞体ストレスが関与するか否かについ
て調べる。実験には小胞体ストレス誘導試薬
としてツニカマイシンおよびサプシガルジ
ンを使用する。薬物処理後、細胞核を染色し、
蛍光顕微鏡により生細胞数を定量解析する。
また、アポトーシスの指標となる DNA 断片
化の有無をアガロース電気泳動法、アポトー
シス関連蛋白質である CHOP および
Caspase-3 の発現動態をウエスタンブロット
法により解析する。 
（4）小胞体ストレス誘導性細胞死に対する
フラボン誘導体の効果と構造活性相関研究 
ノビレチンと新たに合成したフラボン誘

導体の小胞体ストレス誘導性細胞死に対す
る効果を DNA 断片化の有無、アポトーシス
関連蛋白質（CHOP および Caspase-3）の発
現動態を指標として調べる。 
 
４．研究成果 
（1）網膜ミュラー細胞におけるノビレチン
の MMP 阻害活性 

MIO-M1 細胞に対してホルボールエステ
ル（PMA）を処理すると、不活性型 MMP-9 
(proMMP-9)産生が誘導され、不活性型
MMP-2 (proMMP-2)が活性化する。ノビレチ
ンはPMAによって誘導されたproMMP-9産
生を濃度依存的に抑制した。また、ノビレチ
ンはPMA誘導性のMMP-9 mRNA発現を濃
度依存的に抑制した。一方、ノビレチンは
proMMP-2 活性化には影響を及ぼさなかっ
た。ノビレチンは PMA 処理下、MIO-M1 細
胞が産生する TIMP-1 および TIMP-2 産生を
抑制した。 
（2）網膜ミュラー細胞由来 proMMP-9 産生
への MAPK 経路の関与とノビレチンの効果 
MIO-M1 細胞に対してホルボールエステル
（PMA）を処理すると、MAPK に属する
ERK1/2、p38 および JNK のリン酸化が促進
された。また、proMMP-9 産生に対する
MAPK 阻害薬の効果について検討した結果、
ERK阻害薬PD98059、p38阻害薬SB203580
および JNK 阻害薬 SP600125 は PMA 誘導
性 proMMP-9 産生を濃度依存的に抑制した。
そこで、ノビレチンの MAPKs リン酸化に対
する効果について検討したが、いずれの
MAPKs リン酸化に対してもノビレチンは影
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響を及ぼさなかった。これらの結果より、ノ
ビレチンの proMMP-9 産生抑制効果は
MAPKs 非依存的な経路を介することが示唆
された。 
（3）網膜ミュラー細胞におけるノビレチン
生体内代謝体の proMMP-9 産生および
TIMPs 産生に対する効果 

Fig.1 に示す 3 種のノビレチンの生体内代
謝体の proMMP-9 産生に対する効果につい
て調べた結果、ノビレチンと同様にいずれの
代謝体もPMA誘導性proMMP-9産生に対し
て抑制効果を示し、特に、4´-デメチルノビレ
チンはノビレチンと比較しより強力な
proMMP-9 産生抑制効果を示した。 

MIO-M1 細胞が産生する TIMPs に対して、
ノビレチンと同様に 4´-デメチルノビレチン
が TIMP-1 産生を促進する一方、3´-デメチル
ノビレチンは影響を与えず、3´,4´-ジデメチル
ノビレチンはTIMP-1産生に対して抑制効果
を示した。TIMP-2 産生に対して、ノビレチ
ンと同様に 3’-デメチルノビレチンおよび
4´-デメチルノビレチンは促進効果を示した
が、3´,4´-デメチルノビレチンは影響を及ぼさ
なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）MMP 阻害活性に関わる構造活性相関 
ノビレチン構造 B 環の 4´位に位置するメ

トキシ基（-OCH3）を水酸基（-OH）とする
ことで、proMMP-9 産生抑制効果が増強する
ことが明らかとなった。そこで、フラボン骨
格 B 環 4´位に OH 基あるいは OCH3基を有
するフラボン誘導体（ 4´-OH 体および
4´-OCH3体）を合成し、proMMP-9 産生に対
する抑制強度を比較した結果、4´-OCH3 体
（Compound 1 および Compound 2）と比較
して対応する 4´-OH 体（Compound 3 および
Compound 4）でより強力な抑制効果が認め
られ、proMMP-9 産生抑制効果（抑制率%）
は以下の通りであった。 

Compound 1: 17.7±9.9% 
Compound 2: 78.2±7.1% 
Compound 3: not inhibition 
Compound 4: 51.0±9.5% 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）網膜ミュラー細胞死への小胞体ストレ
スの関与 

MIO-M1 細胞に対して小胞体ストレス試
薬であるツニカマイシンあるいはサプシガ
ルジンを処理した結果、アポトーシスの指標
となる DNA 断片化および活性型 Caspase-3
の発現が認められた。また、小胞体ストレス
誘導性アポトーシスに関わる CHOP 発現が
誘導された。これらの結果より、小胞体スト
レスが網膜症の病態で観察されるミュラー
細胞のアポトーシス死に関与する可能性が
示唆された。 
（6）ノビレチンによる小胞体ストレス誘導
性細胞死に対する抑制効果 
小胞体ストレス誘導性細胞死に対するノ

ビレチンの効果について検討した結果、ツニ
カマイシン誘導性の生細胞数の低下に対し
てノビレチンは抑制効果を示した。また、ノ
ビレチンはアポトーシスの指標となる DNA
断片化および活性型 Caspase-3 発現を抑制
した。一方、サプシガルギン誘導性の細胞死
に対して、ノビレチンは抑制効果を及ぼさな
かった。 
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（7）抗アポトーシス効果に関わる構造活性
相関 
ノビレチン生体内代謝体のツニカマシン

誘導性細胞死に対する効果をノビレチンと
比較した。その結果、いずれの生体内代謝体
もツニカマシン誘導性の細胞死に対して抑
制効果を示さなかった。これらの結果より、
ノビレチンによる抗アポトーシス効果には
フラボン骨格 B 環 3´位および 4´位に位置す
るメトキシ基（-OCH3）が必須であることが
示された。 
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