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緒論 

 

 糖尿病はインスリンの生合成・分泌能力の低下や作用不足により高い血糖値

が維持される疾患であり、平成 24 年国民健康・栄養調査結果では国内で「糖尿

病が強く疑われる人」が 950 万人、「糖尿病の可能性が否定できない人」が 1,100

万人、合わせて 2,050 万人であると推定されている[1]。その総数は平成 19 年以

来減尐に転じたものの、「糖尿病が強く疑われている人」は増加傾向であり、今

後も増加の一途をたどることが懸念される。糖尿病時の慢性高血糖状態により

口渇、多飲、多尿、体重減尐など典型的な症状が現れるが、自覚症状としては

軽度であり見逃されやすい。それゆえ、高血糖とそれに伴う代謝異常が持続す

ることになり、徐々に合併症が進行する。糖尿病患者で認められる主要な合併

症は、糖尿病網膜症、糖尿病腎症、糖尿病神経障害である。特に、糖尿病網膜

症は不可逆的な病態の進行により失明に至る危険性のある疾患であり、国内に

おいて緑内障に次ぐ中途失明原因の第 2 位を占める。国内の糖尿病網膜症の患

者を対象とした疫学研究において[2, 3]、眼科治療技術などの向上により糖尿病

網膜症の重症化は抑えられているものの、その有病率に変化は無かったことか

ら、国内における糖尿病患者数の増加に伴い糖尿病網膜症患者数もさらに増加

すると推察される。これらのことから、糖尿病網膜症のさらなる詳細な病態解

明ならびに新たな予防手段や治療法の開発が望まれている。 

糖尿病網膜症はその重症度によって、単純網膜症、増殖前網膜症、増殖網膜

症に分類される。このように分類される網膜症はそれぞれ血管透過性亢進、血

管閉塞、血管新生の 3 つの主要病態に対応する。この糖尿病網膜症病態の進展

は以下のような過程をたどると考えられている。高血糖状態の持続によるポリ

オール代謝異常[4]や最終糖化生成物（advanced glycation end-products: AGEs）
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の蓄積[5]が起きる。AGEs の蓄積は網膜微小血管を傷害し、血管が狭窄するた

め、周辺の細胞では低酸素状態となり細胞内のエネルギー産生が低下する[6]。

細胞内の小胞体では ATP を利用しタンパク質の高次構造を形成するため、この

エネルギー産生低下により小胞体に異常なタンパク質が過度に蓄積することと

なり、小胞体ストレスが誘導される[7]。また、グルコースの過剰によってミト

コンドリア電子伝達系では活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）が産生

され、ポリオール経路活性化による NADPH/NADP+比の低下、AGEs の受容体

への結合によって生じるシグナリングの過程においても同様にROSが産生され

ることが知られている[8]。さらに、ROS の過剰産生は小胞体ストレスにより小

胞体内腔から放出されるカルシウムのミトコンドリアマトリックスへの取り込

みによっても惹起される[9]。このような機序により生じる小胞体ストレスや酸

化ストレスが網膜微小血管系において血管透過性亢進、血管閉塞、血管新生を

引き起こし、病態の悪化による網膜剥離、硝子体出血を経て最終的に失明に至

らしめると考えられている[10, 11]。 

  酸化ストレスとは細胞内外に多量に発生した superoxide（O2·-）、hydroxyl 

radical（·OH）、過酸化水素（H2O2）などの ROS を十分に消去できないことに

より組織や細胞が受けるストレスである[12-14]。ROS の多くは不対電子を持つ

フリーラジカルであり、DNA 切断、タンパク質変性、脂質過酸化など生体成分

の酸化修飾により、生理機能に影響を及ぼすことが知られている[15, 16]。O2·- は

酸素分子が一電子還元されたものであり、生体内ではミトコンドリア電子伝達

系の内膜複合体（Ⅰ、Ⅲ）、NAD(P)H oxidase（NOX）、xanthine oxidase、

cytochrome P450 などの反応過程で産生される [12, 17]。通常、O2·- は

superoxide dismutase（SOD）により H2O2と O2に不均化され、さらに H2O2

は catalase、glutathione peroxidase などにより速やかに H2O と O2に変換され
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ることで生体は ROS の蓄積を抑制している[18, 19]。しかし、過剰の O2·- は血

管内皮細胞で産生される血管拡張因子の一酸化窒素（NO）と反応して

peroxynitrite（ONOO-）を生成し[20]、その強力な酸化作用により細胞障害を

誘発する。また、H2O2 は遷移金属の存在下で反応性の高い ·OH に変換され細

胞障害を引き起こす。ROS が過剰になる原因の一つとして、SOD や catalase

などの ROS 消去系の破綻が考えられるが、この破綻により生じる酸化ストレス

は糖尿病網膜症だけでなく悪性新生物、心血管系疾患などの種々の疾患の発

症・増悪への関与が指摘されている。 

 生体内レドックス恒常性を維持するために、抗酸化酵素は ROS 消去機構の中

で中心的な役割を担っている。SOD は主要な抗酸化酵素であり、哺乳類では 3

種のSODアイソザイム、copper and zinc containing-SOD（Cu,Zn-SOD; SOD1）、

manganese containing-SOD（Mn-SOD; SOD2）、extracellular-SOD（EC-SOD; 

SOD3）が同定されている。Table 1 にそれぞれの SOD の特徴を示す。

Cu,Zn-SOD は細胞質に、Mn-SOD はミトコンドリアに局在する細胞内型酵素で

あるが、EC-SOD は細胞外に局在する分泌型の糖タンパク質として血管系の細

胞外マトリックスに広く分布している[21-23]。EC-SOD のアミノ酸配列の C 末

端側には塩基性アミノ酸であるアルギニン残基（R）およびリジン残基（K）が

連結しているヘパリン結合ドメイン（-210RKKRRR215-）が存在する。このヘパ

リン結合ドメインが細胞膜表面のヘパラン硫酸プロテオグリカンやコンドロイ

チン硫酸プロテオグリカンなどのグリコサミノグリカン類に結合することによ

り、EC-SOD は細胞外に局在すると考えられている。この局在により EC-SOD

は血管内皮細胞に対してゾーンディフェンスラインを形成し、内皮細胞膜周辺

において血管壁に接着した白血球由来の O2·- などを効率よく消去することが可

能となる。 
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 EC-SOD の生理学的な役割に関しては、EC-SOD の遺伝子改変動物を用いた

研究からその重要性が明らかにされている。EC-SOD ノックアウトマウスでは

野生型マウスと比較して高酸素分圧下での生存率が低下すること[24]、大動脈縮

窄症における左心室肥大、線維化が亢進すること[25]などが報告されている。一

方、EC-SOD のトランスジェニックマウスや EC-SOD を投与したマウスにおい

て、冠状動脈虚血後の梗塞部位の縮小[26]や、関節炎誘発モデルにおける関節腔

中の腫瘍壊死因子 α（TNFα）を含む炎症性サイトカインの減尐が報告されてお

り[27]、EC-SOD と特に循環器疾患や炎症性疾患などの病態との関連性に着目

した研究が精力的に進められてきた。また、EC-SOD の発現は platelet-derived 

growth factor（PDGF）、fibroblast growth factor（FGF）、epidermal growth 

factor（EGF）などの血管新生に関与する細胞増殖因子や TNFα などのサイト

カインにより低下することが知られており、その分子機構として

mitogen-activated protein kinase（MAPK）の一つである p38 MAPK の関与

が報告されている[28-30]。最近、EC-SOD の発現調節には p38 MAPK 以外に
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も、Sp1/Sp3 などの転写因子やエピジェネティクス（DNA メチル化機構、ヒス

トン修飾機構）の関与も報告されており[31-34]、EC-SOD の発現調節の詳細に

ついては未だ十分に解明されていないのが現状である。 

血漿中 EC-SOD レベルは各種疾患において変動することが知られており

[35-38]、当研究室においても、糖尿病患者ではヘパリン結合ドメインのリジン

残基（211KK212）がグリケーションを受けることにより細胞表面への結合性が低

下し、EC-SOD の血漿中レベルが上昇することを報告している[39, 40]。さらに、

増殖糖尿病網膜症患者において硝子体中の EC-SOD 並びに vascular 

endothelial growth factor（VEGF）濃度が対照である黄斑円孔患者に比べ高値

を示すこと、EC-SOD の投与により VEGF 誘導性の網膜微小血管新生が抑制さ

れることを明らかにしているが、硝子体中 EC-SOD 濃度が高値を示す詳細な機

序はまだ解明されていない[41]。そこで本研究では、EC-SOD が硝子体中へ漏

出する機序について血管透過性の亢進という観点から、ラット由来網膜血管内

皮細胞、ヒト網膜血管内皮細胞を用いて解析した。また、糖尿病治療薬である

glucagon like peptide-1（GLP-1）受容体作動薬は心保護作用や神経保護作用な

どを有するとの報告もあり[42-44]、この GLP-1 受容体作動薬の新規作用として

酸化ストレスから細胞を保護する作用を EC-SOD 発現調節の観点から検討した。

以下、本研究で得られた結果を示す。 
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第 1 章 培養ラット網膜血管内皮細胞層への小胞体ストレ

ス負荷による EC-SOD 透過性亢進 

 

第 1 節 緒言 

 

 糖尿病網膜症は糖尿病三大合併症の一つであり、その病態は網膜微小血管障

害を基盤として進行する。この網膜微小血管障害では、過剰に産生される ROS

による酸化ストレスが原因の一つに挙げられている[10]。また、糖尿病網膜症の

進展には小胞体ストレスの関与も示唆されている[45-47]。小胞体ストレスは酸

化ストレス[48-50]、虚血[51]、低酸素[52]、ウイルス感染[53]、飢餓[54]などに

より、折りたたみ不全による変性タンパク質が小胞体に蓄積することで誘導さ

れる。この細胞応答は unfolded protein response（UPR）とも呼ばれ、小胞体

に局在するタンパク質である PKR-like endoplasmic reticulum kinase（PERK）、

activating transcription factor 6（ATF6）、inositol requiring enzyme 1（IRE1）

などがストレスに対する応答の中心的な役割を担っている[55, 56]。これらはス

トレスセンサーとして機能し、定常状態では小胞体シャペロンである

BiP/GRP78 が結合して不活性型を維持しているが、小胞体ストレス応答が惹起

されると変性タンパク質の小胞体における過剰蓄積を回避するために、

BiP/GRP78 が外れ、これらの下流シグナルが誘導されることでタンパク質の翻

訳抑制、小胞体シャペロンの発現亢進、アポトーシス関連因子である C/EBP 

homologous protein（CHOP）などの発現亢進が誘導される。小胞体ストレス

は VEGF や TNFα などのサイトカインの発現を亢進させるという報告があり

[57, 58]、これらが血管透過性亢進や血管新生など病態の悪化に繋がると考えら
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れている[59, 60]。 

 網膜血管は内皮細胞、周皮細胞、基底膜から構成されており、隣り合う内皮

細胞同士はタイトジャンクションを介し結合して、透過性を非選択的に抑制し

ている。タイトジャンクションを構成するタンパク質として claudinや occludin

などが挙げられるが、これらタイトジャンクション構成タンパク質が細胞間で

結びつくことにより網膜血管は血液網膜関門（BRB）を形成し、バリア機能を

果たしている[61, 62]。BRB は眼血管床と網膜組織間の液体や分子の移動を制御

し、分子量の大きいものや有害な物質の網膜への移行を防いでいる。BRB には

内側 BRB（iBRB）と外側 BRB（oBRB）の 2 つが存在しており、iBRB は網膜

毛細血管内皮細胞間のタイトジャンクションから成り、oBRB は網膜色素上皮細

胞がその主体となっている。iBRB の破綻は糖尿病病態時の比較的早期の現象で

あり、血管透過性を亢進させることで結果的に血管性浮腫を誘発する[63, 64]。 

最近、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中の EC-SOD 濃度ならびに VEGF 濃度

が対照疾患である黄斑円孔患者に比べ高値を示すこと、EC-SOD の投与により

VEGF 誘導性の網膜微小血管新生が抑制されることが報告されたが[41]、硝子体

中 EC-SOD 濃度が高値を示す詳細な機序は十分には解明されていない。そこで

本研究では、糖尿病網膜症病態進行時に増大すると考えられる小胞体ストレス

をラット網膜血管内皮細胞に負荷することで、EC-SOD が硝子体中に漏出する

可能性とそのメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）は日

水製薬株式会社、penicillin、streptomycin は明治製菓株式会社、ウシ胎児血清

（fetal calf serum: FCS）、TRIzol 試薬、M-MLV 逆転写酵素、Taq DNA 

polymerase は Invitrogen 社、Ex-Taq polymerase、endothelial cell growth 

factor（ECGF）はタカラバイオ株式会社、RNase 阻害剤は東洋紡績株式会社、

tunicamycin（Tm）、FITC-dextran は Sigma Aldrich 社、thapsigargin（Tg）、

anti-claudin-5 rabbit polyclonal antibody、anti-GADD 153（CHOP）rabbit 

polyclonal antibody は Santa Cruz 社、VEGF は PeproTech 社から購入した。

その他の試薬は市販の特級品を用いた。 

 

第 2 項 細胞培養 

条件的不死化ラット網膜血管内皮細胞は、東北大学薬学部 寺崎哲也教授お

よび富山大学薬学部 細谷健一教授より供与を受けた。この内皮細胞を温度感

受性 SV40 ラージ T 抗原が活性化される温度である 33°C、5% CO2条件下で、

10%非動化 FCS、100 U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin、15 μg/mL 

ECGF を含む DMEM 中で培養した。 

 

第 3 項 内皮細胞層透過性 

 トランスウェルプレート（1.0 μm pore size、0.3 cm2 membrane surface area、

Millicell hanging cell culture inserts、Japan Millipore Co、Tokyo、Japan）

の各トランスウェルの内側にラット網膜血管内皮細胞（1×104 cells/well）を播
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種し、上記の培地を用いてコンフルエントになるまで培養した。その後、トラ

ンスウェルの内側と外側の培地を小胞体ストレス誘導剤もしくは VEGF を添加

した培地に交換し、さらに 24 時間培養した。内皮細胞層の電気抵抗値

（transendothelial electrical resistance: TEER）を Millicell ERS-2 volt-ohm 

meter を用いて測定した。内皮細胞が播種されていないウェルの膜抵抗値をブ

ランクとし、内皮細胞層の電気抵抗値を測定した結果を以下のように解析した。 

 TEER（∆Ωcm2）=（サンプルウェルの電気抵抗値－ブランクウェルの電気抵

抗値）×トランスウェルの膜面積 

TEER を測定した後、トランスウェルの内側と外側の培地を新鮮な培地に交

換し、100 μg/mL FITC-dextran（70 kDa）、100 μg/mL FITC-albumin または

50 ng/mL EC-SOD をトランスウェルの内側に添加して 33°C、5% CO2条件下

で 4 時間インキュベートした後、内側と外側の培地を別々に回収した。

FITC-dextran、FITC-albumin 濃度は 485 nm の励起波長、538 nm の蛍光波

長により蛍光強度を測定した。EC-SOD の濃度測定は ELISA 法（後述）により

測定した。トランスウェルの外側に漏れ出た FITC-dextran（FITC-albumin、

EC-SOD も同様）の解析を以下のように行った。 

 透過性（%）=（トランスウェルの外側の FITC-dextran 量）/（トランスウェ

ルの内側の FITC-dextran 量 +トランスウェルの 外側の FITC-dextran 量）×

100 

 

第 4 項 RT-PCR 

 ラット網膜血管内皮細胞を 60 mm dish に播種し、上記の培地で培養した。小

胞体ストレス誘導剤または VEGF で 24 時間処理した後、PBS で洗浄し、TRIzol

試薬を用いて RNA 抽出を行った。抽出した総 RNA 4 μg を用いて、200 units 
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M-MLV 逆転写酵素、5 units RNase インヒビター、0.01 M dithiothreitol（DTT）、

0.6 μg ランダムプライマー、0.5 mM dNTP を含む 20 μL の反応液中で、37°C、

1 時間インキュベートして cDNA を合成した。 

 EC-SOD遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 μLを用いて、0.2 mM dNTP、10 pmol

センスプライマー、10 pmol アンチセンスプライマー、5% dimethylsulfoxide

（DMSO）、2.5% glycerol、0.63 units Ex-Taq polymerase を含む 25 μL の反応

液中、94°C で 2 分間インキュベートした後、Table 2 に示す条件で PCR 反応を

行った。EC-SOD 以外の遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 μL を用いて、0.2 mM 

dNTP、10 pmol センスプライマー、10 pmol アンチセンスプライマー、0.63 

units Taq polymerase を含む 25 μL の反応液中、94°C で 2 分間インキュベート

した後、Table 2 に示す条件で PCR 反応を行った。 

 PCR 産物は、ethidium bromide を加えた 2%（w/v）アガロースゲルで電気

泳動した後、イメージスキャナー（FLA-5000、Fuji Film、Tokyo、Japan）で

撮影し、Multi Gauge V3.0（Fuji Film）を用いて解析を行った。 

 

 



11 

 

第 5 項 Western blotting 

 ラット網膜血管内皮細胞を 60 mm dish に播種し、上記の培地で培養した。小

胞体ストレス誘導剤で処理した後、PBS で洗浄し、細胞抽出液（1 mM EDTA、

1 mM EGTA、10 mM NaF、1 mM Na3VO4、20 mM β-glycerophosphate、5 

μg/mL leupeptin、1 mM DTT、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride（PMSF）、

1% Triton X-100 を含む 20 mM Tris-HCl, pH 7.4）を 300 μL 添加し細胞を回収

した後、氷上で 30 分間インキュベートして可溶化した。その後、17000×g で 5

分間遠心し、得られた上清を細胞抽出液とした。調製した細胞抽出液の総タン

パク質濃度は Bradford 法にて測定した。細胞抽出液（タンパク質量として 20 µg）

に、SDS sample buffer（2% sodium dodecylsulphate（SDS）、10% glycerol、

50 mM DTT、0.01% bromophenol blue を含む 62.5 mM Tris-HCl, pH 6.8）を

加えた後、5 分間熱処理し、電気泳動用のサンプルとした。 

 このサンプルを 12%（w/v）ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE に

より分離した後、PVDF メンブラン上に転写した。メンブランを 1% bovine 

serum albumin（BSA）を含むPBSでブロッキングした後、各種一次抗体（1:1000）

を加え 4°C で一晩インキュベートした。0.1% Tween 20 を含む PBS で 3 回洗浄

した後、biotin 標識した二次抗体（1:1000）を添加し、室温で 1 時間インキュ

ベートした。メンブランを 0.1% Tween 20 を含んだ PBS で 3 回洗浄し、ABC

試薬（1:5000）を添加し、室温で 30 分間インキュベートした。最後に発光試薬

である SuperSignal West Pico を添加し、LAS-3000 UV mini（Fuji Film、Tokyo、

Japan）を用いて観察した。 

 

第 6 項 ELISA 

 EC-SOD の内皮細胞層透過性を検討するためトランスウェルから回収した培
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地中の EC-SOD を ELISA 法により測定した[30]。イムノプレートへの抗体のコ

ーティングは、200 μg/mL NaN3 を含む 50 mM sodium carbonate buffer, pH 

9.5 に溶解した 50 μg/mL rabbit anti-human EC-SOD polyclonal antibody（80 

μL）を well に添加し、4°C 条件下で一晩インキュベートすることで行った。そ

の後、blocking buffer（150 mM NaCl、10 mg/mL BSA、500 µg/mL Tween 20、

200 μg/mL NaN3 を含む 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4）を添加し、】

使用時まで 4°C で保存した。Blocking buffer にて希釈したサンプルまたはスタ

ンダード（70 μL）をイムノプレートに添加し、4°C 条件下で一晩インキュベー

トした。インキュベート後、washing buffer（150 mM NaCl、500 μg/mL Tween 

20、200 µg/mL NaN3 を含む 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4）を用

いて洗浄した後、blocking buffer にて希釈した mouse anti-human EC-SOD 

monoclonal antibody（80 μL）を添加し、室温で 2 時間インキュベートした後

に washing buffer で洗浄した。次に、blocking buffer にて 1000 倍希釈した

alkaline phosphatase labeled rabbit anti-mouse IgG antibody を 80 µL を添加

し、室温で 3 時間インキュベートした。Washing buffer で洗浄した後、100 

µg/mL MgCl2、200 µg/mL NaN3、2 mg/mL p-nitrophenyl phosphate を含む

diethanolamine buffer, pH 9.8（150 μL）を添加し、30 分間反応させた。5N 

NaOH（50 μL）を添加し反応を停止させ、micro plate reader を用いて 415 nm 

の吸光度を測定した。 

 

第 7 項 動物実験 

 日本 SLC（Hamamatsu, Japan）から入手したオス成熟 ddY マウス（8-11

週齢）は日中夜間（明暗各 12 時間）を制御している部屋で飼育した。マウスを

3% isoflurane で麻酔した後、麻酔装置（Soft Lander, Sin-ei Industry Co. Ltd., 
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Saitama, Japan）を用いて、1.5% isoflurane を含む 70% N2O、30% O2混合

気体下の状態を維持し、マウスの体温を 37.0～37.5℃に維持した。上述の麻酔

状態下で PBS に溶解した 50 μg/mL Tm を左目の硝子体中に 2 μL 投与した。12

時間後、80 mg/kg の pentobarbital sodium を腹腔内投与し安楽死させた後、す

ばやく眼球を摘出した。眼球から網膜を丁寧にはがし、ドライアイスで急速冷

凍した後、その網膜組織から総 RNA を抽出した。また、透過性実験においては、

同条件下で飼育されたマウスの左目に PBS に溶解した 500 μg/mL Tm を 2 μL

投与した。Tm または PBS（vehicle）を投与した 24 時間または 72 時間後、PBS

に溶解した 100 μg/mL Hoechst 33342（616 Da、Sigma-Aldrich, St. Louis, MO）

および 20 mg/mL FITC-dextran（2000 kDa、Sigma-Aldrich）を含む溶液 1 mL

を投与した。その後、網膜を分離し、平らにした後、CCD カメラ（DP30VW, 

Olympus, Tokyo, Japan）を附属させた落射蛍光顕微鏡（BX50, Olympus）と

共焦点顕微鏡（FluoView FV10, Olympus）を用いて撮影した。 

 

第 8 項 統計学的解析 

 データ解析は、ANOVA後 Bonferroni 検定にて行い、p<0.05 である場合に

統計学的に有意であると判断した。 

  



14 

 

第 3 節 結果 

 

第 1 項 マウス網膜における小胞体ストレスの影響 

 糖尿病網膜症の進行に伴い小胞体ストレスが誘導されることが知られている 

[65]。また、小胞体ストレスが誘導されると VEGF や TNFα などのサイトカイ

ンの発現が亢進するという報告があることから[57, 58]、マウス網膜において小

胞体ストレス負荷によるそれらサイトカインの発現の変動について検討した。

マウス硝子体中に Tm を 0.1 μg/eye で投与し、12 時間後に採取した網膜におけ

る各遺伝子の発現を RT-PCR 法により評価した結果、Fig. 1 に示すように、小

胞体ストレスマーカーであるBiP/GRP78のmRNAレベルが亢進したことから、

この条件下で網膜に小胞体ストレスが誘導されることが確認できた。また、糖

尿病網膜症の発症・進展に関与する VEGF の発現も亢進したが、TNFα に有意

な変化はなかった。さらに、各 SOD アイソザイム、タイトジャンクション構成

タンパク質の発現について測定した結果、EC-SOD、Cu,Zn-SOD、Mn-SOD、

claudin-5、occludin の発現には有意な変化は認められなかった（Fig. 1）。 
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Fig. 1 Effect of intravitreous injection of Tm on retinal mRNA levels of 

various protein. Mouse retina 12 h after the intravitreous injection of Tm 

(0.1 μg) was obtained by the method described in Materials and Methods, 

followed by RT-PCR analysis (grey columns). Open columns show values for 

the sham operation. Each mRNA level was normalized relative to the 

GAPDH mRNA level in each sample. Data are shown as mean ± SD (n=4). 

*p<0.05 vs sham operation. 
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第 2 項 小胞体ストレスのラット網膜血管内皮細胞層透過性に与える影響 

 次に、培養ラット網膜血管内皮細胞を用いて小胞体ストレス誘導の網膜血管

透過性に及ぼす影響を評価した。ラット網膜血管内皮細胞をトランスウェルの

上部に播種した後、3 日間培養しコンフルエントとした。その後、TEER を測定

し、抵抗値の増加が安定した後（5 日目）、Tm、Tg 添加の影響を検討した。Tm

は生合成されたタンパクの成熟過程に関わる糖鎖修飾を阻害する作用、Tg は小

胞体膜上のCa2+-ATPaseを阻害し小胞体へのCa2+の取り込みを阻害する作用に

より小胞体ストレスを誘導する[66]。Tm、Tg 処理により TEER は時間依存的

に低下した（Fig. 2A）。また、小胞体ストレス誘導時の血管内皮細胞層透過性に

ついて FITC-dextran と EC-SOD を指標に評価した結果、Tg、Tm 処理により

これらの透過性は時間依存的に亢進し（Fig. 2B）、24 時間後にはその透過量が

コントロール群に比べて有意に増加していた（Fig. 2C）。 
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Fig. 2 Effect of endoplasmic reticulum (ER) stress on permeability of rat 

retinal endothelial cells. Rat retinal endothelial cells were treated with 0.1 

μM Tg (closed circle) or 2 μg/mL Tm (grey circle) for the indicated hours, 

followed by the analysis of TEER of endothelial monolayer (A) and 

permeability of FITC-dextran and EC-SOD (B). Open circle shows the 

pre-treatment level. Data are shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 

vs pre-treatment. (C) Rat retinal endothelial cells were treated with 0.1 μM 

Tg or 2 μg/mL Tm for 24 h, followed by the analysis of permeability of 

FITC-dextran and EC-SOD. Data are shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, 

**p<0.01 vs vehicle-treatment. 
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第 3 項 小胞体ストレス負荷によるタイトジャンクション構成タンパク質と 

EC-SOD 発現変動 

小胞体ストレスが網膜血管内皮細胞層透過性を亢進させるメカニズムを明ら

かにするため、網膜血管内皮細胞層透過性を制御しているタイトジャンクショ

ン構成タンパク質の発現変動について評価した。主要なタイトジャンクション

構成タンパク質として claudin や occludin が挙げられるが、その内、claudin

には 27 種類のアイソザイムが存在し、網膜内皮細胞においては claudin-5 の発

現が確認されている[67, 68]。ラット網膜血管内皮細胞を Tg、Tm で 24 時間処

理した結果、小胞体ストレスマーカーである BiP/GRP78 mRNA の発現が亢進

した（Fig. 3A）。また、別の小胞体ストレスマーカーである CHOP のタンパク

レベルでの発現も Tg、Tm 処理により亢進した（Fig. 3B）。さらに、小胞体ス

トレス誘導剤の添加により VEGF や TNFα mRNA レベルは増大したが、

claudin-5 の発現は mRNA レベル、タンパクレベルともに有意に低下した（Fig. 

3）。一方、occludin や EC-SOD mRNA レベルに変化はなく（Fig. 3A）、

Cu,Zn-SOD、Mn-SOD mRNA についても変化は認められなかった（データ省

略）。 
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Fig. 3 Effect of ER stress on expression of pro-inflammatory proteins, tight 

junction proteins and EC-SOD. (A) Rat retinal endothelial cells were treated 

with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm for 24 h, followed by RT-PCR analysis. The 

mRNA levels were normalized with the GAPDH mRNA level in each sample. 

Data are shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle. (B) Rat 

retinal endothelial cells were treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm for 24 h, 

followed by Western blotting. The protein levels were normalized with the 

β-actin level in each sample. Values are fold change compared with that of 

vehicle. 
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第 4 項 ラット網膜血管内皮細胞層に与える VEGF の効果 

 第 1 項ならびに第 3 項に示したように、マウス網膜やラット網膜血管内皮細

胞を小胞体ストレス誘導剤で処理した場合、VEGF mRNA 発現が亢進した（Fig. 

1、Fig. 3A）。これらの結果から、小胞体ストレスが VEGF の発現亢進を介して

網膜血管内皮細胞層透過性を増加させている可能性について検討した。ラット

網膜血管内皮細胞を VEGF で 24 時間処理した後、内皮細胞層の透過性や各種

遺伝子発現の変化を評価したが、TEER、FITC-dextran や EC-SOD の透過性、

claudin-5、occludin、EC-SOD の mRNA レベルに有意な変化は認められなか

った（Fig. 4）。 
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Fig. 4 Effect of VEGF on function of rat retinal endothelial cell. Rat retinal 

endothelial cells were treated with 10 ng/mL rat VEGF (V) or vehicle (C) for 

24 h, followed by the analysis of TEER of endothelial monolayer (A), 

permeability of FITC-dextran and EC-SOD (B) and RT-PCR analyses of 

claudin-5, occludin and EC-SOD (C). The mRNA levels were normalized with 

the GAPDH mRNA level in each sample. Data are shown as mean ± SD 

(n=3). 
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第 5 項 小胞体ストレス負荷時の網膜血管内皮細胞層透過性亢進に対する 

ケミカルシャペロン添加への影響 

ケミカルシャペロンである 4-phenylbutyric acid（PBA）は小胞体におけるタ

ンパク質の折りたたみ異常を改善し、タンパク質の高次構造を安定化させる働

きがあることから、小胞体ストレス抑制剤として知られている[46, 69, 70]。そ

こで、PBA が小胞体ストレス負荷時の網膜血管内皮細胞層透過性亢進を抑制す

ることができるかどうかを検討した。5 mM PBA存在下で Tg、Tm処理を行い、

透過性や各種遺伝子の発現を測定したところ、Tg、Tm 処理による claudin-5 の

発現低下が有意に抑制された（Fig. 5A）。また、Tg、Tm 処理における TEER

の低下と FITC-albumin や EC-SOD の透過性亢進も PBA 前処理により抑制さ

れた（Fig. 5B および C）。 
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Fig. 5 Effect of pre-treatment with PBA on ER stress-induced endothelial 

permeability. (A) Rat retinal endothelial cells were pre-treated with or 

without 5 mM PBA for 1 h and then treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm 

for 24 h. Claudin-5 mRNA was determined by RT-PCR. The mRNA levels 

were normalized with the GAPDH mRNA level in each sample. Data are 

shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle, ##p<0.01 vs Tg or 

Tm only-treated cell.  The cells in transwell inserts were pre-treated with or 

without 5 mM PBA for 1 h and then treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm 

for 24 h, followed by analyses of TEER (B) and permeability of FITC-albumin 

and EC-SOD (C). Data are shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs 

vehicle, #p<0.05, ##p<0.01 vs Tg or Tm only-treated cell. 
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第 6 項 マウス網膜血管透過性に対する小胞体ストレスの影響 

 前項までの網膜血管内皮細胞を用いた in vitro 実験により、小胞体ストレスが

網膜血管透過性を亢進させることが明らかとなった。そこで、生体においても

同様の現象が認められるかどうか、マウスを用いた in vivo試験により検証した。

マウス網膜血管透過性の評価には FITC-dextran（2000 kDa）と Hoechst 33342

（616 Da）をトレーサーとして使用した。Tm を硝子体内に投与したマウスに

おける FITC-dextran の血管内からの漏出は僅かであったが、Hoechst 33342

の血管外漏出は Tm 投与 72 時間後において顕著に増加し（Fig. 6A）、血管外に

漏出した Hoechst 33342 は血管腔近傍の網膜細胞の核を染色した（Fig. 6B）。 
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Fig. 6 Effect of intravitreous injection of Tm on the permeability of mouse 

retinal blood vessels in vivo. (A) Hoechst 33342 stain (A-D) and 

FITC-dextran (2000 kDa) (E-H) were detected at 24 h or 72 h after the 

intravitreous injection of Tm (1 μg/eye) or vehicle by the methods described 

in Materials and Methods. Merged views (I-L) of the signals of Hoechst 

33342 and FITC-dextran are presented. The scale bar represents 200 μm. (B) 

Confocal fluorescence micrographs show higher-magnification versions of 

part of the vehicle or the Tm-treated mouse retinal blood vessels at 72 h after 

the intravitreous injection. The scale bar represents 50 μm. 
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第 4 節 考察 

 

 増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中EC-SOD濃度ならびにVEGF濃度が対照疾

患である黄斑円孔患者に比べ高値を示すこと、EC-SOD の投与により VEGF 誘

導性の網膜微小血管新生が抑制されることが報告されているが[41]、その詳細な

メカニズムは不明である。そこで本研究では、その分子機構の解明に取り組ん

だ。EC-SOD の発現がサイトカインや VEGF により調節されていることや

[71-73]、血管系障害で重要となる低酸素環境下において EC-SOD の発現が減尐

することなどから[29, 74]、この病態下で網膜における EC-SOD 発現が変化して

いる可能性が考えられる。一方で、EC-SOD は細胞外に分泌され、内膜を含む

血管壁に広く分布する抗酸化酵素であり[75]、血管壁周辺に多く存在することで

O2·- から血管を防御し、抗炎症作用、抗動脈硬化作用を発揮する[76]。それゆえ、

増殖糖尿病網膜症の病態下で網膜血管内皮細胞層の透過性が亢進し、血管内腔

から硝子体中に EC-SOD が漏出している可能性も考えられる。そこで、網膜組

織や網膜血管内皮細胞におけるEC-SOD発現変動とEC-SODの網膜血管からの

漏出という 2 つの観点から、増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中 EC-SOD 濃度が

上昇する機序を検証した。 

小胞体ストレスは VEGF 産生を亢進させることで糖尿病網膜症の血管障害を

誘導することが知られている [45, 46, 77]。本研究でも、小胞体ストレス誘導剤

である Tm をマウス硝子体内に投与した in vivo 実験で、網膜において VEGF

の発現が亢進することが明らかになった。また、網膜血管内皮細胞を用いた in 

vitro 実験においても同様な結果が得られた。しかし、小胞体ストレス誘導剤は

EC-SOD 発現に影響を与えず、VEGF 添加もその発現に影響を与えなかった。

これらの結果から、小胞体ストレスは本細胞での EC-SOD の発現には影響を与
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えないことが明らかとなった。 

糖尿病の進行に伴い、網膜血管透過性が亢進するため、黄斑浮腫が生じ網膜

症に至る[78, 79]。2 型糖尿病マウスにおける研究においても、網膜での albumin

の血管漏出の亢進やタイトジャンクション構成タンパク質の発現減尐が確認さ

れている[80]。網膜血管内皮細胞は隣り合う細胞間でタイトジャンクション結合

し、BRB を形成している。それゆえ、網膜におけるタイトジャンクション機能

の破綻や、それに続く血管透過性の亢進は糖尿病網膜症の病態の進行と密接に

関連している。Claudin と occludin はともにタイトジャンクションを構成する

主要な分子であるが、claudin の方が occludin に比べ、バリア機能の維持に重

要であることが報告されている[81-83]。本実験では、小胞体ストレス誘導剤に

より claudin-5 の発現が有意に低下することが明らかになった（Fig. 3）。また、

小胞体ストレスにより網膜血管内皮細胞層透過性が亢進し、EC-SOD の透過も

増加した（Fig. 2）。さらに、小胞体ストレス阻害剤である PBA が claudin-5 の

発現低下や EC-SOD の血管透過性亢進を抑制することも確認した（Fig. 5）。以

上の結果から、小胞体ストレスの誘導により claudin-5 の発現が低下したために、

タイトジャンクションの破綻が生じ、網膜血管内皮細胞層透過性が亢進するの

ではないかと考えられた。in vivo 実験においても小胞体ストレス誘導性の網膜

血管内皮細胞層透過性亢進が認められたことから、生体においても in vitro 実験

により示された機序により網膜血管系の破綻は起きることが示唆された。 

以上の結果から、糖尿病網膜症の病態の進展に関与する小胞体ストレスは

EC-SOD の発現に影響を与えるのではなく、網膜血管内皮細胞層のタイトジャ

ンクション構成タンパクである claudin-5 の発現を低下させ、EC-SOD の網膜

血管内皮細胞層透過性を亢進させることが明らかとなった。本章の結果から、

増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中の EC-SOD レベルが高値を示す理由として、
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網膜血管内皮細胞層の透過性が亢進することにより、EC-SOD の血管腔からの

漏出が亢進したためと考えられた。EC-SOD が抗酸化作用を発揮するためには

血管内皮細胞表面に存在していることが重要であるため、今回のような網膜血

管系の破綻は EC-SOD の機能を低下させると考えられ、酸化ストレスの増加な

どによるさらなる網膜血管障害の進展につながる可能性が示唆された。 
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第 2 章 小胞体ストレス負荷時の培養ヒト網膜血管内皮細

胞層透過性亢進に関わるシグナル伝達経路 

 

第 1 節 緒言 

 

 糖尿病網膜症早期における BRB の破綻は、網膜血管のタイトジャンクション

構成タンパク質の発現変動を伴う血管透過性の亢進により生じ、その後の病態

進展にも関与することが報告されている[84]。血管内皮細胞層透過性を制御して

いるタイトジャンクションは claudin、occludin、JAM のような膜貫通型タン

パク質と、その裏打ちタンパク質である zonula occludens（ZO）の複合体によ

って構成されている。前章では、糖尿病網膜症病態の悪化に伴い増加する小胞

体ストレス下でタイトジャンクションタンパク質の発現が低下することにより

網膜血管内皮細胞層透過性が亢進することを示したが、そのシグナル伝達を含

む発生機序については未だ不明な部分が多い。そこで、本章ではその分子機構

の解明に取り組んだ。 

 インターロイキンなどの炎症に関わる因子や VEGF はタイトジャンクション

の構造や機能を変化させることで内皮細胞層透過性亢進を誘導する[85, 86]。こ

の現象には炎症反応において中心的な役割を担っている転写因子である

nuclear factor kappa B（NF-κB）の関与が示唆されている[87, 88]。NF-κB は

定常状態において inhibitory protein kappa B（IκB）と結合し、細胞質に局在

しており不活性化されている。しかし、細胞外からの刺激により IκB の分解が

促進され、IκB との複合体から解離した NF-κB は核内に移行し、遺伝子の転写

調節領域に存在する結合部位に結合する。NF-κB は多くの遺伝子の転写を誘導



30 

 

するが、炎症時の遺伝子の発現制御因子として NF-κB とともに MAPK も重要

である[89]。また、MAPK による NF-κB のリン酸化は、その DNA 結合能を増

強させることから、NF-κB 経路と MAPK 経路のクロストークも報告されてい

る[90]。最近、NF-κB や MAPK が糖尿病網膜症時に認められる BRB の破綻に

寄与していることが示唆された[62, 91]。慢性炎症性疾患の治療薬として用いら

れているグルココルチコイドはグルココルチコイド受容体（GR）に結合し、

NF-κB の抑制や IκB を誘導することで抗炎症作用を示す[92, 93]。糖尿病網膜

症は血管系炎症性疾患と位置付けられるため、NF-κB 抑制作用を有するグルコ

コルチコイドが糖尿病網膜症にも適応可能であると考えられることから、その

機序についてより詳細な理解が必要である。 

 小胞体ストレスの亢進が細胞内ホメオスタシスの破綻に繋がること、その過

程にNF-κBやMAPK経路の活性化が関与していることが報告されている[90]。

しかし、小胞体ストレス負荷がタイトジャンクション構成タンパク質の発現を

低下させる機序については不明な点が多い。そこで本研究では、糖尿病網膜症

の病態進展に伴い誘導される網膜血管内皮細胞層透過性亢進のメカニズムを解

明するため、小胞体ストレス負荷時に生じるタイトジャンクション構成タンパ

ク質の発現変動の分子機構を MAPK や NF-κB シグナルに着目し検討した。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 CS-C 培地は DS Pharma Biomedical 社、KOD Fx は東洋紡績株式会社、大

腸 菌 由 来 リ ポ 多 糖 （ E. coli lipopolysaccharide; LPS ）、

pyrrolidinedithiocarbamate（PDC）は Sigma Aldrich 社、human tumor 

necrosis factor α（TNFα）は和光純薬工業株式会社、RU486 は東京化学工業株

式会社、anti-claudin-5 rabbit polyclonal antibody、anti-GADD 153 (CHOP) 

rabbit polyclonal antibody、anti-histone H1 antibody は Santa Cruz 社、

anti-actin mouse monoclonal antibody は Millipore 社、biotin-conjugated goat 

anti-rabbit or -mouse IgG（H+L）は Zymed Laboratories から購入した。その

他の試薬は、第 1 章、第 2 節、第 1 項に示す試薬を用いた。 

 

第 2 項 細胞培養 

 ヒト網膜血管内皮細胞（HREC）は DS Pharma Biomedical 社から購入した。

HREC は 37°C、5% CO2 条件下で、100 U/mL penicillin、100 μg/mL 

streptomycin を含む CS-C 培地で培養した。 

 

第 3 項 内皮細胞層透過性 

 トランスウェルプレート（1.0 µm pore size、0.3 cm2 membrane surface area、

Millicell hanging cell culture inserts、Japan Millipore 社）のトランスウェル

の内側に HREC（1×104 cells/well）を播種し、上記の培地を用いて培養した。

内皮細胞層透過性の評価は第 1 章、第 2 節、第 3 項に示す方法にて行った。 
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第 4 項 RT-PCR 

 HREC を 60 mm dish に播種し、CS-C 培地で培養した。小胞体ストレス誘導

剤で 24 時間処理した後、第 1 章、第 2 節、第 4 項に示す方法にて cDNA を作

製した。 Claudin-5遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 μLを用いて、0.4 mM dNTP、

12 pmol センスプライマー、12 pmol アンチセンスプライマー、0.4 units KOD 

Fx を含む 20 μL の反応液中、94°C で 2 分間インキュベートした後、Table 3 に

示す条件で PCR 反応を行った。その他の遺伝子の増幅は上記の cDNA 1 μL を

用いて、0.2 mM dNTP、10 pmol センスプライマー、10 pmol アンチセンスプ

ライマー、0.63 units Taq polymerase を含む 25 μL の反応液中、94°C で 2 分

間インキュベートした後、Table 3 に示す条件で PCR 反応を行った。 

 

 

 

第 5 項 核画分の調製 

HREC を 90 mm dish に播種し、CS-C 培地で培養した。小胞体ストレス誘導
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剤で処理した後、PBS で洗浄し、buffer A（10 mM KCl、1 mM MgCl2、0.5 mM 

DTT、10 mM NaF、1 mM PMSF、10 μg/mL leupeptin を含む 20 mM 

HEPES-NaOH, pH 7.8）を 1.5 mL 添加し細胞を回収した。その後、800×g で

30 秒遠心分離し上清を除去した。ペレットに buffer B（0.5% Nonidet P-40 を

含む buffer A）を 400 μL 添加し、懸濁した。5 分間氷上に静置し、9000×g で

1 分間遠心分離後上清を除去し、buffer C（0.4 M NaCl、1 mM MgCl2、0.5 mM 

DTT、10 mM NaF、1 mM PMSF、10 μg/mL leupeptin を含む 20 mM 

HEPES-NaOH, pH 7.8）を 40 μL 添加し、ペレットを懸濁した。30 分間氷上

に静置後、17000×g で 10 分間遠心分離し、回収した上清を核画分とした。 

 

第 6 項 Western blotting 

 HREC を 90 mm dish に播種し、CS-C 培地で培養した。小胞体ストレス誘導

剤で処理した後、第 1 章、第 2 節、第 5 項に示す方法にて調製した細胞抽出液

または、前項に示す方法にて調製した核画分を用いて、タンパク発現を検討し

た。 

 

第 7 項 統計学的解析 

データ解析は、ANOVA 後 Bonferroni 検定にて行い、p<0.05 である場合に

統計学的に有意であると判断した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 小胞体ストレス負荷による内皮細胞層透過性の変化とタイトジャンク

ション構成タンパク質の発現変動 

第 1 章では、ラット網膜血管内皮細胞を用いた in vitro 実験から、小胞体ス

トレス誘導時にタイトジャンクション構成タンパク質である claudin-5 の発現

が低下し、内皮細胞層透過性が亢進する知見を得た。本章では、このシグナル

伝達機構についてヒト網膜血管内皮細胞（HREC）を用いて検討した。初めに、

小胞体ストレス負荷時に透過性が亢進するという第 1 章と同様な結果が HREC

においても得られるか検討した。トランスウェルに HREC を播種し、タイトジ

ャンクションが形成されるまで培養した。その後、TEER を測定し、抵抗値が

安定したところで 0.1 μM Tg あるいは 2 μg/mL Tm を添加した。その結果、24

時間後に TEER はコントロールに比べ有意に低下し（Fig. 7A）、FITC-dextran

の内皮細胞層透過性は有意に亢進した（Fig. 7B）。また、HREC をディッシュ

に播種し、Tg あるいは Tm で 24 時間処理したところ、小胞体ストレスマーカ

ーである BiP/GRP78 と CHOP の発現亢進も確認できた（Fig. 7C および D）。

第 1 章より、小胞体ストレスによる内皮細胞層透過性亢進にはタイトジャンク

ション構成タンパク質の発現低下が関与していたことから、claudin-5、occludin、

ZO-1 の発現について検討した。Claudin-5 の発現は小胞体ストレス誘導剤の添

加により有意に低下したが（Fig. 7C および D）、occludin および ZO-1 の発現

に有意な変化は認められなかった（Fig. 7C）。 
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Fig. 7 Effect of ER stress on the cellular permeability and expression of ER 

stress markers and TJ proteins in HRECs. (A) HRECs were treated with 0.1 

μM Tg, 2 μg/mL Tm or vehicle for 24 h, followed by the analysis of TEER of 

endothelial monolayer. Data are shown as mean ± SD (n=5). *p<0.05, 

**p<0.01 vs vehicle. (B) The cells were treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm 

for the indicated times, followed by analysis of the permeability of 

FITC-dextran. Data are shown as mean ± SD (n=4). *p<0.05 vs pre-treatment. 

(C) The cells were treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm for 24 h, followed by 

RT-PCR analysis. All RT-PCR data were normalized using GAPDH levels. 

Data are shown as mean ± SD (n=4). **p<0.01 vs vehicle. (D) The cells were 

treated with 0.1 μM Tg or 2 μg/mL Tm for 24 h, followed by Western blotting 

analysis for CHOP and claudin-5. 
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第 2 項 小胞体ストレス阻害剤の影響 

 PBA のようなケミカルシャペロンはタンパク質構造を安定化し、折りたたみ

異常を改善するため、小胞体ストレス阻害剤として用いられる[46, 69, 70]。そ

こで、小胞体ストレスによる claudin-5 の発現低下や透過性の亢進が PBA によ

って改善されるかどうか HREC を用いて検討した。その結果、Tg 処理による

claudin-5 発現低下は PBA 存在下で有意に抑制された（Fig. 8A）。また、Tg 処

理によるTEER低下およびFITC-dextranの透過性亢進についてもPBAにより

有意に抑制された（Fig. 8B および C）。PBA は異なる小胞体ストレス誘導剤

である Tm による claudin-5 発現低下も抑制した（データ省略）。 

 

 

 

Fig. 8 Effect of pre-treatment with PBA on ER stress-induced endothelial 

permeability. HRECs were pre-treated with or without 5 mM PBA for 1 h 

and then treated with 0.1 μM Tg for 24 h. After that, claudin-5 mRNA level 

(A), TEER and permeability of FITC-dextran (B) were determined. The 

claudin-5 mRNA levels were normalized with the GAPDH level in each 

sample. Data are shown as mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle, 

#p<0.05, ##p<0.01 vs Tg only treated cell. 
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第3項 Tg誘導性claudin-5発現低下に対するMAPK阻害剤とdexamethasone

の影響 

 小胞体ストレスにより誘導されるBRBの破綻にはMAPKやNF-κBの関与が

示唆されている [73, 74]。そこで、Tg 処理による claudin-5 発現低下に対する

MAPK および NF-κB の阻害剤の影響を検討した。MAPK には extracellular 

signal-regulated kinase (ERK)、c-Jun N-terminal kinase (JNK)、p38 MAPK

があり、多くの哺乳類細胞においてこれらの発現が認められている。p38 MAPK

阻害剤 SB203580 により Tg 誘導性 claudin-5 発現低下は有意に抑制されたが、

JNK 阻害剤 SP600125 および MEK/ERK 阻害剤 U0126 はほとんど影響を及ぼ

さなかった（Fig. 9A）。合成グルココルチコイドである dexamethasone は

NF-κB シグナル経路を阻害することから[92, 93]、次に、NF-κB 経路の関与を

検討するために dexamethasone を NF-κB 阻害剤として使用した。Tg 誘導性

claudin-5発現低下は dexamethasone前処理により有意に抑制された（Fig. 9A）。

タンパク質レベルにおいても、Tg 誘導性 claudin-5 発現低下は dexamethasone

および SB203580 により抑制されたが、CHOP の発現には変化が認められなか

った（Fig. 9B）。さらに、dexamethasone および SB203580 は Tg 処理による

TEER の低下、FITC-dextran の透過性亢進を有意に抑制した（Fig. 9C）。 
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Fig. 9 Effect of MAPK inhibitors and dexamethasone on the expression of 

claudin-5 and endothelial permeability. (A) HRECs were pre-treated with or 

without 10 μM SB (SB203580), 20 μM SP (SP600125), 20 μM U (U0126) or 

0.5 μM Dex (dexamethasone) for 30 min, and then treated with (closed 

columns) or without (open columns) 0.1 μM Tg for 24 h. Claudin-5 mRNA 

was determined by RT-PCR and normalized with the GAPDH mRNA level in 

each sample. Data are shown as mean ± SD (n=4). *p<0.05, **p<0.01 vs 

vehicle, #p<0.05, ##p<0.01 vs Tg only treated cell. (B) The cells were 

pre-treated with or without Dex or SB for 30 min, and then treated with 0.1 

μM Tg for 24 h. CHOP and claudin-5 protein levels were determined by 

Western blotting. (C) The cells in transwell plates were pre-treated with or 

without Dex or SB for 30 min, and then treated with 0.1 μM Tg for 24 h, 

followed by analyses of TEER and permeability of FITC-dextran. Data are 

shown as mean ± SD (n=4). *p<0.05 vs vehicle, #p<0.05 vs Tg only treated 

cell. 
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第 4 項 グルココルチコイド受容体の関与 

Dexamethasone の作用は GR に結合することで発揮される。Claudin-5 遺伝

子の 5調節領域にグルココルチコイド応答エレメント（GRE）が存在している

ことが報告されているため[92, 94]、Tg 誘導性網膜血管内皮細胞層透過性亢進に

おける GR の関与を GR アンタゴニストである RU486 を用いて検討した。その

結果、Tg 処理による claudin-5 発現低下に対する dexamethasone による阻害

効果は RU486 の存在下で有意に抑制された（Fig. 10A）。また、Tg 処理による

TEER低下とFITC-dextranの透過性亢進に対する dexamethasoneによる阻害

効果も同様に、RU486 の存在下で抑制された（Fig. 10B）。 
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Fig. 10 Involvement of dexamethasone-GR complex in regulation of 

claudin-5 and endothelial permeability. HRECs were pre-treated with or 

without 1 μM RU (RU486) for 10 min, followed by the treatment with 0.5 μM 

Dex (dexamethasone) for 30 min. After that, the cells were treated with 0.1 

μM Tg for 24 h, and claudin-5 mRNA level (A), TEER and permeability of 

FITC-dextran (B) were determined. The claudin-5 mRNA level was 

normalized with the GAPDH level in each sample. Data are shown as mean ± 

SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle, #p<0.05 vs Tg only treated cell, 

$ p<0.05, $$ p<0.01 vs Tg-treated cell after the pre-treatment with Dex. 
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第 5 項 Claudin-5 発現調節における p38 MAPK 経路と NF-κB 経路の関与 

前項で示したように、小胞体ストレス誘導における claudin-5 の発現低下には

p38 MAPK と NF-κB シグナルが関与することが明らかになったため、次に、

実際に p38 MAPK と NF-κB の活性化が小胞体ストレス負荷により起きている

か検討した。Claudin-5 の発現低下は mRNA レベルおよびタンパクレベルにお

いて Tg 処理 6 時間後から認められた。一方、BiP/GRP78、CHOP の発現は 2

時間から認められ、その発現は時間依存的に増加した（Fig. 11A および B）。

次に、Tg が p38 MAPK 経路の活性化に及ぼす影響を p38 MAPK のリン酸化を

指標に評価した。p38 MAPK のリン酸化は Tg 処理 2 時間後に最大となり、6

時間後では消失した（Fig. 11C）。さらに、Tg の NF-κB シグナルへの関与を

NF-κB 経路の阻害剤である PDC を用いて検討した。PDC はリン酸化 IκB のユ

ビキチン化に関与するユビキチンリガーゼの活性化を阻害するNF-κB特異的阻

害剤である。PDC により Tg 誘導性 claudin-5 mRNA 発現低下は有意に抑制さ

れたが、その効果は dexamethasone ほどではなかった（Fig. 11D）。次に、Tg

が NF-κB 経路の活性化に及ぼす影響を NF-κB の核移行を指標に検討した。

NF-κB の核移行は Tg 処理 6 時間後に認められ、dexamethasone あるいは SB

存在下で部分的に抑制され、PDC により顕著に阻害された（Fig. 11E）。NF-κB

経路の活性化が claudin-5 の発現低下に重要であると考えられたことから、

NF-κB 活性化因子として知られている TNFα および LPS を用いて[95, 96]、

claudin-5 の発現に対する影響を検討した。その結果、ヒト組み換え TNFα およ

び LPS 処理により claudin-5 発現が抑制された（Fig. 11F）。 
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Fig.11 Contributions of p38 MAPK and NF-κB signaling pathway to 

regulation of claudin-5. (A) HRECs were treated with 0.1 μM Tg for the 

indicated hours. Claudin-5 and BiP/GRP78 mRNA levels were determined 

and normalized using GAPDH levels. Data are shown as means ± SD (n = 4). 

*p<0.05, **p<0.01 vs pre-treatment level. (B) The cells were treated with 0.1 

μM Tg for the indicated times, followed by Western blotting for CHOP and 

claudin-5. (C) The cells were treated with 0.1 μM Tg for the indicated times, 

followed by Western blotting for phosphorylated and total p38 MAPK. (D) 

The cells were pre-treated with or without 0.5 μM Dex or 10 μM PDC for 30 

min, and then treated with 0.1 μM Tg for 24 h. Claudin-5 mRNA levels were 

determined and normalized using GAPDH levels. Data are shown as means 

± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle, #p<0.05 vs Tg only treated cell. (E) 

The cells were pre-treated with or without Dex, SB or PDC for 30 min, and 

then treated with 0.1 μM Tg for 6 h. NF-κB and histone H1 in the nuclear 

fraction were determined by Western blotting. Values are fold change 

compared with that of Tg only treated cell. (F) The cells were treated with 20 

ng/mL TNFα or 1 μg/mL LPS for 24 h. Claudin-5 mRNA levels were 

determined and normalized using GAPDH levels. Data are shown as means 

± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle. 

 

  



45 

 

第 4 節 考察 

 

 慢性的な高血糖状態の持続が糖尿病網膜症の発症の原因となることはよく知

られている[45, 46, 97, 98]。高血糖状態は小胞体ストレスを誘導することから、

糖尿病網膜症の病態進展に小胞体ストレス関連因子が関与していることが報告

されている[65]。そこで本研究では、小胞体ストレス負荷時の HREC における

透過性亢進メカニズムについて、タイトジャンクション構成タンパク質の発現

変動に着目し、そのシグナル伝達機構について検討した。 

 タイトジャンクション構成タンパク質である claudin と occludin は 4 回膜貫

通型タンパク質であり、隣接する細胞同士がこれらの分子を介して結合しタイ

トジャンクションを形成している。また、ZO-1 などの細胞質に存在するタイト

ジャンクション裏打ちタンパク質によって claudin や occludin は細胞骨格と連

結している。Occludin は最初に同定されたタイトジャンクション構成タンパク

質であるが、遺伝子ノックダウンの実験などから、その後に発見された claudin

の方がタイトジャンクションの形成に重要であることが明らかとなった[81-83]。

現在、claudin には 24 種類のアイソザイムが同定されており、claudin-5 は内皮

細胞、特に BRB を構成する網膜血管内皮細胞や血液脳関門（blood-brain 

barrier; BBB）を構成する脳血管内皮細胞に多く発現していることが確認され

ている。Claudin-5 やその他のタイトジャンクション構成タンパク質の発現の変

化が BBB に影響を与えることも報告されている[99]。今回のヒトの網膜血管内

皮細胞を用いた検討においても、小胞体ストレスの負荷により網膜血管内皮細

胞層透過性が亢進すること、occludin や ZO-1 の発現に影響を与えることなく

claudin-5 の発現のみ有意に低下することが判明し（Fig. 7）、この結果は第 1 章

のラット網膜血管内皮細胞を用いた結果と一致した。 
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 転写因子は遺伝子の転写調節領域に結合することでその遺伝子発現を制御す

ることが知られており、NF-κB は小胞体と核の間のシグナル伝達経路において

重要な転写因子である。小胞体ストレス負荷により NF-κB 経路が活性化するこ

とが報告されており[90]、NF-κB は網膜症においても症状の悪化につながる因

子として考えられている[100]。HREC において、小胞体ストレス誘導剤である

Tg 処理により、NF-κB の核移行が認められたが、NF-κB 阻害剤である

dexamethasone や PDC 存在下で核移行は抑制された（Fig. 9 および 11）。この

とき Tg処理による claudin-5の発現低下もこれら阻害剤の存在下で抑制された

ことから、Tg 処理による claudin-5 の発現低下は NF-κB 経路を介して引き起こ

されることが示唆された。タイトジャンクション構成タンパク質は炎症性サイ

トカインによって発現が変化し、透過性が亢進するという報告がある[101, 102]。

本章での検討においても、NF-κB 活性化因子である TNFα や LPS が claudin-5 

mRNA 発現を低下させる結果が得られ（Fig. 11）、小胞体ストレスによる

claudin-5 の発現低下に NF-κB が関与することが強く支持された。 

 NF-κB 経路は MAPK 経路とクロストークしていることが知られている。本

章での検討において、p38 MAPK 阻害剤 SB203580 の存在下で Tg 処理による

claudin-5 の発現低下は抑制され、また、Tg による一過性の p38 MAPK リン酸

化の亢進も認められた（Fig. 9 および 11）。これらの結果から、Tg 処理による

claudin-5 の発現低下には p38 MAPK 経路も関与していることが示された。p38 

MAPK のリン酸化は IκB キナーゼを活性化、それに続く NF-κB の核移行を誘

導することが報告されている[103]。本章での実験の結果、SB203580 が Tg に

よるNF-κB核移行を部分的に抑制したことから（Fig. 11）、p38 MAPKはNF-κB

を介した claudin-5 の発現が低下に関与している可能性が考えられた。 

 Dexamethasone は GR に結合した後、その複合体が核に移行し GRE に結合
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することで遺伝子の発現を調節している。一方で、dexamethasone は NF-κB

シグナルを抑制することも知られている。本研究においても、dexamethasone

は PDC と同様に Tg による NF-κB の核移行を抑制したことから（Fig. 11）、透

過性亢進に対する dexamethasone の抑制に NF-κB 阻害作用が関与していると

考えられた。しかし、Tg による claudin-5 の発現低下に対する抑制作用は PDC

に比べ dexamethasone の方が強く、さらに、dexamethasone の単独処理の場

合、claudin-5 の発現が亢進した（Fig. 9 および 11）。また、Claudin-5 遺伝子

の 5調節領域に GRE が存在しており、dexamethasone 処理によりその転写が

亢進することが明らかにされている [92, 94]。今回の検討においても、

dexamethasone の抑制効果は GR アンタゴニストである RU486 で完全に阻害

されたことから（Fig. 10）、dexamethasone は GR への結合を介した機序によ

り、その保護作用を発揮していると考えられた。これらの結果から、

dexamethasoneは直接的に内皮細胞の claudin-5の発現を亢進させることでTg

により低下したタイトジャンクション機能を回復させている可能性も考えられ

た。 

 以上の結果から、小胞体ストレスにより p38 MAPK と NF-κB シグナルが活

性化されることでタイトジャンクションタンパク質 claudin-5 の発現が低下し、

網膜内皮細胞層透過性が亢進すると考えられた。また、dexamethasone は

HREC において NF-κB シグナルを介して、あるいは GR との複合体を形成し直

接的に claudin-5 の発現を制御することが明らかとなった。本章において、小胞

体ストレス誘導における糖尿病網膜症の分子メカニズムの一部を解明するとと

もに、グルココルチコイドによる糖尿病網膜症の保護作用についての知見を得

ることができた。 
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第 3 章 Exendin-4 によるエピジェネティクスを介した

EC-SOD 発現制御 

 

第 1 節 緒言 

 

 EC-SOD は主に細胞外に局在する分泌型抗酸化酵素であり[19-21]、細胞外に

放出された ROS を効率よく消去することにより、特に血管系においては酸化ス

トレスから血管を防御する働きをしている。このようなことから、EC-SOD 発

現の維持・亢進が糖尿病や動脈硬化症などの血管系疾患の進展抑制に対して重

要であると考えられているにもかかわらず[15, 104, 105]、その発現メカニズム

に関しては不明な点が多い。しかし、最近、EC-SOD の発現を調節する主要な

転写因子として Sp1/Sp3 が同定された[32-34]。また、EC-SOD 発現がエピジェ

ネティクスにより制御されていることが報告された[31-34]。エピジェネティク

スとは塩基配列によらない遺伝情報の発現制御機構のことであり、大きく DNA

メチル化とヒストン修飾に分けることができる[106]。DNA メチル化は DNA 上

のシトシン、グアニンの順で並んだ配列（CpG 配列）のシトシンの 5 位の炭素

で起きるメチル化修飾のことを指し、主にゲノム DNA と転写因子のような

DNA 結合タンパク質との結合を阻害もしくは促進する[107]。ヒト遺伝子の約

70%には、そのプロモーター領域にこの CpG 配列が多数存在する CpG アイラ

ンドが存在し、その多くがメチル化されていない状態にある[108]。一般的に、

CpG 配列がメチル化されることで遺伝子の発現は抑制されるが、一部、DNA メ

チル化が発生や分化、がん化に関与する遺伝子においてその遺伝子の発現を亢

進することも知られている[108-110]。DNA メチル化修飾は DNA メチル化転移



49 

 

酵 素 （ DNMTs ） の 触 媒 作 用 に よ っ て 、 メ チ ル 基 供 与 体 で あ る

S-adenosylmethionine（SAM）から DNA へメチル基が転移する反応である。

この DNMTs には哺乳類において DNMT1、DNMT3A、DNMT3B の 3 種類の

アイソザイムが同定されている[111, 112]。一方、ヒストン修飾はヌクレオソー

ムのコア領域からはみ出た N 末端側のヒストンテールと呼ばれる領域のリジン、

アルギニン、セリン残基におけるアセチル化、メチル化、リン酸化などの修飾

を指し、クロマチン構造の変化を伴った遺伝子発現の誘導や抑制に関与する

[113, 114]。 

 糖尿病治療薬として 2010 年より日本で上市されたエキセナチド（exendin-4）

はアメリカオオトカゲの唾液腺から抽出されたホルモンであり、glucagon like 

peptide-1（GLP-1）受容体に結合し、膵 β 細胞からのインスリン分泌の促進や

α 細胞からのグルカゴン分泌の抑制などの効果を示す[115-117]。生体内におい

て GLP-1 は小腸下部より分泌されるが、dipeptidyl peptidase 4（DPP-4）によ

って速やかに分解される。Exendin-4 は GLP-1 が DPP-4 により切断を受ける

部位のアミノ酸が置換されている GLP-1 アナログであることから DPP-4 に対

し抵抗性を示し、GLP-1 受容体作動薬として用いられている。また、GLP-1 受

容体は膵臓だけでなく、心臓、腎臓、脳や血管においても発現していることが

確認されたことから[118]、exendin-4 の膵外作用が期待され、exendin-4 の適応

拡大につながる報告も尐なくない。最近、exendin-4 がエピジェネティクスに影

響を与え、遺伝子の発現を変化させるということが報告されており [119]、

exendin-4にはDNAメチル化やヒストンアセチル化に影響を及ぼす可能性が考

えられる。 

 ヒト肺がん由来の A549 細胞はヒト肺由来の正常細胞である MRC5 細胞に比

べ、EC-SOD 発現が低く、脱メチル化剤である 5-azacytidine の添加によってそ
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の発現が亢進するという結果から、A549細胞におけるEC-SOD発現に関して、

主に DNA メチル化によるエピジェネティックな発現調節機構が明らかにされ

た[34]。上述のように exendin-4 にはエピジェネティクスに影響を与える可能性

があることから、exendin-4がEC-SODの発現にも影響を及ぼすと考えられる。

そこで、exendin-4 の新規膵外作用としての抗酸化酵素 EC-SOD 発現に対する

効果を、モデル細胞として A549 細胞を用いて DNA メチル化制御という観点か

ら検討したので、以下に得られた知見を示す。 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 Exendin-4 は AnaSpec、exendin-(9-39)は GenScript、5-azacytidine は和光

純薬工業株式会社、ThunderbirdTM SYBR qPCR Mix は東洋紡績株式会社、

EC-SOD QuantiTect® Primer、Puregene Core kit は Qiagen、McrBC は New 

England BioLabs、EZ DNA Methylation-Gold kit は Zymo Research、pGEM-T 

Easy Vector System は Promega、EpiQuikTM Nuclear Extraction kit I、

EpiQuikTM DNMT Activity/Inhibition Assay Ultra kit (Colorimetric) は

Epigentek Group から購入した。その他の試薬は、第 1 章および第 2 章、第 2

節、第 1 項に示す試薬を用いた。 

 

第 2 項 細胞培養 

 ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞である A549 細胞は 37°C、5% CO2条件下で、100 

U/mL penicillin、100 μg/mL streptomycin を含む DMEM 培地で培養した。 

 

第 3 項 Real-time RT-PCR 

 A549 細胞を 60 mm dish に播種し、上記の条件で培養した。Exendin-4、

exendin-(9-39)、5-azacytidine で 24 時間処理した後、第 1 章、第 2 節、第 4

項に示す方法にて cDNA を作製した。EC-SOD 遺伝子は上記の cDNA 1 μg を用

いて、ヒト EC-SOD プライマー（QuantiTect® Primer Assay Hs_SOD3_2_SG）

を含む反応液（20 μL, ThunderbirdTM SYBR qPCR Mix を使用）を調製し、

Thermal Cycler Dice Real Time System TP800（Takara Bio Inc., Ootus, 

Japan）で増幅した。その他の遺伝子の増幅は 6 pmol の各遺伝子に特異的なセ
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ンスプライマー、アンチセンスプライマーを使用し、上記の方法と同様に行っ

た。Table 4 に各遺伝子のプライマーの塩基配列を示す。PCR は ThunderbirdTM 

SYBR qPCR Mix のプロトコール（95℃ 15 秒、60℃ 1 分の 2 ステップ）で行

った。 

 

 

 

第 4 項 McrBC-PCR 

 A549 細胞を 60 mm dish に播種し、DMEM 培地で培養した。Exendin-4、

5-azacytidine で 24 時間処理した後、PBS で洗浄し、Puregene Core kit を用

いてゲノムDNAを調製した。このゲノムDNA 5 μgを制限酵素EcoRI（25 units）

により、 37℃、2 時間消化した。その後、フェノール・クロロホルム抽出を行

い、エタノール沈澱により DNA を精製した。その後、さらに、精製した DNA

（500 μg）を DNA メチル化部位特異的制限酵素 McrBC（10 units）により、
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37℃、1 時間消化した。サンプルを 65℃で 20 分インキュベートし、酵素を失活

させた後、精製水を加え、DNA 濃度を 5 ng/μL に調製した。この調製したサン

プルを 2 μL を用いて Table 5 に示すプライマーで real-time PCR を行った。

Real-time PCR は本章、第 2 節、第 3 項に示す方法にて行った。 

 

 

 

第 5 項 Methylation-specific PCR（MSP）法 

 本章、第 2 節、第 4 項に示す方法にてゲノム DNA を調製し、EZ DNA 

Methylation-Gold kit を使用し、このゲノム DNA（500 ng）のバイサルファイ

ト処理を行った。MethPrimer software で Table 6 に示すバイサルファイト処

理 DNA のプライマーをデザインし、PCR を行った。PCR はバイサルファイト

処理 DNA 1 μL を用いて、0.2 mM dNTP、10 pmol センスプライマー、10 pmol

アンチセンスプライマー、0.63 units Ex-Taq polymerase を含む 25 μL の反応

液中、アニーリング温度 60℃で 35 サイクルの条件で行った。PCR 産物は、

ethidium bromide を加えた 2%（w/v）アガロースゲルで電気泳動した後、イメ

ージスキャナー（FLA-5000、Fuji Film）で撮影し、Multi Gauge V3.0（Fuji Film）

を用いて解析を行った。 
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第 6 項 バイサルファイトシーケンス 

本章、第 2 節、第 5 項で作製したバイサルファイト処理 DNA 500 ng を用い

て、Table 7 に示すプライマーにて PCR を行った。プライマーは MethPrimer 

software でデザインした。増幅した PCR 産物を pGEM-T Easy Vector System

にサブクローニングした後、CEQ8000（Beckman Coulter, Tokyo, Japan）に

て塩基配列を決定した。尐なくとも 10 個のプラスミドクローンを用いてメチル

化の有無を判断した。 

 

 

 

第 7 項 DNMT 活性測定 

 A549 細胞を 60 mm dish に播種し、DMEM 培地で培養した。Exendin-4、

5-azacytidine で 24 時間処理した後、PBS で洗浄し、EpiQuikTM Nuclear 
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Extraction kit I を用いて核抽出を行った。タンパク質濃度は Bradford 法にて

測定した。調製した核抽出液（タンパク量 10 μg）の DNMT 活性を EpiQuikTM 

DNMT Activity/Inhibition Assay Ultra kit（Colorimetric）を用いて測定した。 

 

第 8 項 統計学的解析 

 データ解析は、Mann-Whitney U test にて行い、p<0.05 である場合に統計

学的に有意であると判断した。 
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第 3 節 結果 

 

第 1 項 A549 細胞における EC-SOD 発現に対する exendin-4 の影響 

 Exendin-4 は糖尿病治療薬として、膵 β細胞からのインスリン分泌の促進や α

細胞からのグルカゴン分泌の抑制などの効果を示すことが知られているが

[115-117]、EC-SOD などの抗酸化酵素の発現に対する影響については明らかで

はない。そこで、exendin-4 の SODs 発現に対する影響について A549 細胞を用

いて検討した。A549 細胞をディッシュに播種し、exendin-4 にて 24 時間処理

したところ、Cu,Zn-SOD、Mn-SOD の発現には有意な変化が認められなかった

が、EC-SOD の発現は有意に亢進した（Fig. 12A）。また、exendin-4 の EC-SOD

発現亢進が GLP-1 受容体を介する反応かどうか GLP-1 受容体アンタゴニスト

である exendin-(9-39) を用いて検討した。その結果、exendin-(9-39) 存在下、

exendin-4 の EC-SOD 発現亢進は有意に抑制された（Fig. 12B）。また、A549

細胞における EC-SOD 発現は主に DNA メチル化により抑制されているため、

脱メチル化剤 5-azacytidine を用いてその影響を検討した結果、5-azacytidine

処理により、SODアイソザイムの内、EC-SODの発現のみが有意に亢進した（Fig. 

12A）。 
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Fig. 12 Effects of exendin-4 on EC-SOD expression in A549 cells. (A) A549 

cells were treated with the indicated concentrations of exendin-4 or 1 μM 

5-azacytidine (Aza) for 24 h, followed by the measurement of SODs mRNA 

levels. (B) A549 cells were pretreated with (+) or without (-) 200 nM 

exendin-(9-39) for 1 h, and then treated with (+) or without (-) 100 nM 

exendin-4 for 24 h. Real-time RT-PCR data were normalized using 18S rRNA 

levels. Data are shown as the mean ± SD (n=3). **p<0.01 vs vehicle, # p<0.05 

vs exendin-4-treated cells. 
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第 2 項 EC-SOD プロモーター領域での exendin-4 の DNA 脱メチル化作用 

 A549 細胞における EC-SOD の発現は、そのプロモーター領域における高度

なDNAメチル化により抑制されていることが知られている[34]。また、Fig. 12A

の 5-azacytidine 処理における結果から、exendin-4 による EC-SOD 発現亢進に

は DNA 脱メチル化反応が関与すると考え、EC-SOD プロモーター領域におけ

る DNA メチル化状態を評価した。まず初めに、McrBC-PCR 法を用いて解析し

た。DNA メチル化部位特異的制限酵素 McrBC は CpG 配列のメチル化部位を認

識して切断するため、メチル化されている DNA を含む領域は PCR によって増

幅されない。この反応を利用し解析した結果、exendin-4 の 24 時間処理により、

EC-SODプロモーターの Pair 2の領域において PCR産物が増加したことから、

Pair 2 の領域における脱メチル化の亢進が確認できた（Fig. 13A）。また、

5-azacytidineを用いた場合、Pair 1、Pair 2の領域で脱メチル化が亢進した（Fig. 

13A）。次に、バイサルファイト処理を行い、DNA メチル化状態を評価した。バ

イサルファイト処理を行うことでシトシンはウラシルに変換され、PCR により

チミンとなるが、シトシンがメチル化しているときは、ウラシルへの変換は起

こらない。この反応を利用し解析したところ、exendin-4 の 24 時間処理により、

非メチル化特異的プライマーによる EC-SOD プロモーター領域の PCR 産物が

増加したことから、EC-SOD プロモーターにおける脱メチル化の亢進が確認で

きた（Fig. 13B）。さらに、脱メチル化部位をより詳細に特定するために、バイ

サルファイト処理 DNA を用いて、EC-SOD プロモーター領域のシーケンスを

行った。その結果、-149、-93 の CpG 部位の脱メチル化が亢進することが明ら

かとなった（Fig. 13C）。5-azacytidine においても同様な結果を得た（Fig. 13C）。 
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Fig. 13 Involvement of DNA demethylation in exendin-4-inducible EC-SOD 

expression in A549 cells. A549 cells were treated with 100 nM exendin-4 or 1 

μM Aza for 24 h. (A) After these treatments, genomic DNA from A549 cells 

was purified, and followed by McrBC digestion-real-time PCR. Data are 

shown as the mean ± SD (n=3). *p<0.05, **p<0.01 vs vehicle. (B) The 

genomic DNA of A549 cells was purified and treated with bisulfite, followed 

by methylation-specific PCR (MSP) amplification with methylation (M) and 

non-methylation (U) site primers. Data are shown as the mean ± SD (n=3). 

*p<0.05, **p<0.01 vs control (U). ##p<0.01 vs control (M). (C) Amplified 

sequences were subjected to a DNA sequence analysis. At least 10 individual 

clones were sequenced for both cell types. 
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第 3 項 Exendin-4のDNMTに対する影響 

 DNAメチル化はDNMTにより触媒される反応である[111, 112]。そこで、

exendin-4の脱メチル化作用がDNMTへの作用であるかどうか検討した。

DNMTには3種のアイソザイムが存在するが、exendin-4はそれらのmRNA発現

に影響を及ぼさなかった（Fig. 14A）。次に、exendin-4のDNMT活性に及ぼす

影響を検討した結果、exendin-4にて24時間処理した細胞ではDNMT活性は有意

に低下していた（Fig. 14B）。対照として用いた5-azacytidineによる処理によ

ってもDNMT活性の低下が認められた（Fig. 14B）。 
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Fig. 14 Effects of exendin-4 on DNMTs in A549 cells. A549 cells were treated 

with 100 nM exendin-4 or 1 μM Aza for 24 h. mRNA expression levels of 

DNMTs (A) and DNMT activity (B) were then assayed. (A) Real-time 

RT-PCR data were normalized using 18S rRNA levels. (B) The activity of 

DNMT in nuclear extracts was determined by the method described in the 

“Materials and methods.” Data are shown as the mean ± SD (n=3). **p<0.01 

vs vehicle. 
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第 4 節 考察 

 Exendin-4はGLP-1受容体アゴニストであり、糖尿病治療薬として臨床現場で

用いられている。膵β細胞において、exendin-4はGLP-1受容体への結合を介し

てインスリン分泌や膵β細胞の増殖を促進する[115-117]。GLP-1受容体は、膵臓

以外に心臓、腎臓、脳や血管においても発現しており[118]、GLP-1やexendin-4

の膵外作用として心保護作用や神経保護作用などが報告されている[42-44]。そ

れゆえ、exendin-4の血管系に対する直接的な作用にも興味がもたれている。近

年、exendin-4はDNAメチル化などに影響を及ぼすことが報告されている[119]。

また、EC-SODの発現がエピジェネティクスの制御を受けることも報告されて

おり[31-34]、特に、A549細胞ではEC-SODプロモーター領域が高度にメチル化

されているため、遺伝子発現に関わる転写因子Sp1/3などが転写活性化領域に結

合できず、その発現が抑制されている[34]。そこで本研究では、exendin-4の新

規作用としてEC-SOD発現への影響についてA549細胞を用いてエピジェネティ

クスの観点から検討を行った。 

 DNAメチル化修飾はDNMTsによってSAMから二重鎖DNAへメチル基が転

移することで起きる。DNMTsには維持メチル化を誘導するDNMT1と初期胚発

生や生殖細胞形成などに関与するde novo メチル化を誘導するDNMT3A、

DNMT3Bが存在する[107, 111, 112]。今回の検討ではexendin-4はDNMTs 

mRNAの発現に影響を与えなかったが、DNMTs活性を有意に低下させた（Fig. 

14）。この結果は、Fig. 13の結果であるEC-SODプロモーター領域におけるDNA

脱メチル化の亢進につながることを示している。以上の結果から、exendin-4は

GLP-1受容体を介し、DNMTs活性を阻害することでEC-SODプロモーター領域

のメチル化を解除しEC-SODの発現を誘導すると推察された。 

以前の報告から、exendin-4やGLP-1にはhistone deacetylase（HDAC）や



64 

 

histone acetyltransferase（HAT）の発現や活性を変化させ、ヒストンアセチル

化、または脱アセチル化を制御することが報告されている[119, 120]。そこで、

今回A549細胞におけるEC-SODの発現に及ぼすHDAC阻害剤トリコスタチンA

（TSA）の影響を検討したが、EC-SOD発現はTSA添加によりほとんど変化し

なかった（データ省略）。したがって、A549細胞におけるexendin-4のEC-SOD

発現制御はDNAメチル化に依存していると考えられる。 

 本章の結果から、exendin-4はGLP-1受容体を介するDNA脱メチル化作用によ

りEC-SODの発現を誘導することが明らかとなった。EC-SODは血管壁に広く分

布しているため、この結果から、exendin-4によるEC-SOD発現の亢進は酸化ス

トレス誘導性血管障害に対する抑制効果としても期待できると考える。 
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総括 

 

 糖尿病網膜症は不可逆的な病態の進行により失明に至る危険性をもつ疾患

であり、患者の activities of daily living（ADL）を大きく損なう重篤な糖尿病

合併症の一つである。現在、糖尿病網膜症の重症化は診断、治療技術の向上に

より減尐傾向にあるものの、糖尿病患者数は増加しており、さらなる網膜症の

病態解明・治療薬の開発が望まれている。ROS の異常産生、ROS の除去システ

ムの破綻により生じる酸化ストレスは糖尿病網膜症の発症原因の一つであると

考えられている。ROS であるスーパーオキシドを不均化する SODs の中で、

EC-SOD は細胞外に分泌された後、血管壁に広く局在することから、糖尿病網

膜症のような酸化ストレスが誘因となる血管系疾患において防御システムとし

て病態の進展抑制に重要な役割を担っていると推察される。本研究では糖尿病

網膜症の病態と治療薬の新規薬効の解明を目指し、本病態時での EC-SOD なら

びにBRBを形成するタイトジャンクション構成タンパク質の発現変動とその調

節機構を明らかにした。以下に本研究で得られた知見をまとめる。 

 

（1）増殖糖尿病網膜症患者の硝子体中において EC-SOD レベルが高値を示す

理由を明らかにするために、ラット網膜血管内皮細胞を用いて糖尿病網膜症の

病態進展に関与する小胞体ストレスが血管透過性に及ぼす影響ついて検討した。

その結果、小胞体ストレスは網膜血管内皮細胞層のタイトジャンクション構成

タンパク質である claudin-5 の発現を低下させ、EC-SOD の網膜血管内皮細胞

層透過性を亢進させることが明らかになった。したがって、糖尿病網膜症にお

いて EC-SOD は網膜血管から硝子体に漏出し、それが血管系の恒常性維持機構

の破綻につながると考えられた。 
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（2）小胞体ストレス誘導性のタイトジャンクション破綻の分子機構を明らかに

するために、HREC を用いて小胞体ストレス負荷時の細胞内シグナル経路を中

心に検討した。その結果、小胞体ストレスにより p38 MAPK と NF-κB シグナ

ルが活性化されること、これらのシグナルの活性化によりタイトジャンクショ

ン構成タンパク質 claudin-5 の発現が低下し、網膜血管内皮細胞層透過性が亢進

することが明らかとなった。さらに、dexamethasone は claudin-5 の発現を亢

進させ、小胞体ストレスによる透過性亢進を抑制する作用があることが明らか

になった。 

 

（3）糖尿病治療薬である exendin-4 が EC-SOD 発現に与える影響についてエ

ピジェネティクスの観点から明らかにするために、A549 細胞を用いて、特に

DNAメチル化を中心に検討した。その結果、exendin-4はGLP-1受容体を介し、

DNMT活性を阻害することでDNA脱メチル化を促進させEC-SODの発現を亢

進することが明らかになった。 

 

 第 1 章、第 2 章では小胞体ストレス誘導時における網膜血管内皮細胞層透過

性亢進のメカニズムを明らかにした。小胞体ストレスは酸化ストレスなど様々

な原因により誘導され糖尿病病態を進展させることが知られている。小胞体ス

トレスが p38 MAPK と NF-κB シグナルを活性化することにより claudin-5 発

現の低下をもたらすことが判明した。また、糖尿病によって増加する AGEs が

その受容体に結合することでNF-κBシグナルを活性化することも報告されてい

ることから、小胞体ストレスだけでなく、他の因子によっても claudin-5 の発現

が低下することも考えられる。それゆえ、NF-κB 阻害作用に加え、直接的な
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claudin-5 誘導作用を有する dexamethasone のような医薬品は糖尿病網膜症の

治療に有用であると考えられる。第 3 章では A549 細胞を用いて糖尿病治療薬

である exendin-4 の抗酸化酵素 EC-SOD発現誘導という新規作用を明らかにし

た。GLP-1 受容体の発現は様々な培養細胞や臓器で確認されており、膵臓以外

の組織においても GLP-1 受容体アゴニストとしての効果が期待されている。糖

尿病網膜症において血管内腔から EC-SODが漏出しやすくなることを考慮する

と、exendin-4 の DNA 脱メチル化を介した EC-SOD 発現亢進作用は、糖尿病

網膜症の進展抑制にもつながる重要な知見であると考える。 

以上、本研究では糖尿病網膜症の病態解明と糖尿病治療薬である exendin-4

の網膜症への適用拡大や糖尿病網膜症治療薬としての exendin-4 誘導体の開発

といった創薬の可能性に対し、有益な情報を提供することができた。 
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略語表 

ADL  activities of daily living 

AGEs  advanced glycation end-products 

ATF6  activating transcription factor 6 

ATP  adenosine triphosphate 

BBB  blood-brain barrier 

BRB  blood-retina barrier 

BSA  bovine serum albumin 

CHOP  C/EBP homologous protein 

Cu,Zn-SOD copper and zinc containing-SOD 

Dex  dexamethasone 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's medium 

DMSO  dimethylsulfoxide 

DNMTs DNA methyltransferases 

DPP-4  dipeptidyl peptidase 4 

DTT  dithiothreitol 

ECGF  endothelial cell growth factor 

EC-SOD extracellular-SOD 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF  epidermal growth factor 

EGTA  ethylene glycol tetraacetic acid 

ERK  extracellular signal-regulated kinase 

FCS  fetal calf serum 

FGF  fibroblast growth factors 
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GLP-1  glucagon like peptide-1 

GR  glucocorticoid receptor 

GRE  glucocorticoid responsive element 

HAT  histone acetyltransferase 

HDAC  histone deacetylase 

HREC  human retina endothelial cell 

IκB  inhibitory protein kappa B 

IRE1  inositol requiring enzyme 1 

JAM  junctional adhesion molecule 

JNK  c-Jun N-terminal kinase 

LPS  lipopolysaccharide 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

Mn-SOD manganese containing-SOD 

MSP  methylation-specific PCR 

NaF  sodium fluoride 

Na3VO4 sodium orthovanadate 

NF-κB  nuclear factor kappa B 

NO  nitric oxide 

NOX  NAD(P)H oxidase 

PBA  4-phenylbutyric acid 

PBS  phosphate buffered saline 

PDC  pyrrolidinedithiocarbamate 

PDGF  platelet-derived growth factor 

PERK  PKR-like endoplasmic reticulum kinase 
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PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 

ROS  reactive oxygen species 

SAM  S-adenosylmethionine 

SDS  sodium dodecylsulphate 

SOD  superoxide dismutase 

TEER  transendothelial electrical resistance 

Tg  thapsigargin 

Tm  tunicamycin 

TNFα  tumor necrosis factor α 

TSA  trichostatin A 

UPR  unfolded protein response 

VEGF  vascular endothelial growth factor 

ZO  zonula occludens 

 


