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l.研究 目的､研究背景

近年.輔屍病網膜症は先進国の後天性失明の原因疾患の第一位を占めるようになって

いる1･2.糖尿病による視力障害のうち恒常的な障害を呈するものとして.黄切痕.視

神経症.増殖網膜症にともなう硝子体出血及び網頗剥離などが挙げられる3~S｡増殖網

膜症は抱涙と内境界膜で接する硝子体との三次元的増殖を足がかUに網膜前出血や網膜

前増殖膜形成､ひいては網膜剥離を呈するとされる6｡従って増殖をいかに予防または

抑制するかが柏尾病眼科治療の主眼とされてきた7｡柏尾病網膜症に関する基礎研究に

於いても網膜由来の細胞増殖因子や内因性及び外因性増稚抑制物賓に関連する研究が散

見される｡Glaserらにより増殖糖尿病網膜症眼の硝子体中に血管内皮細胞の増柚を刺

激する物箕が確認され網膜由来増殖因子として注目されたが現在では塩基性線維芽iFl胞

増殖因子と同一の物であり血管内皮細胞に特異的な増確刺激活性を示す物ではないこと

がわかっている 8~10.最近の報告では腫癌細胞の産生する血管透過性元進因子として知

られていた物質が血管内皮細胞増殖を特異的に刺激する物実と同-で､血管内皮細胞の

低転乗負荷の後に産生が元進することや､ヒト培*網膜血管内皮細胞よリ産生されその

受容体tをダウンレギュレートするというオートクリンを示すことが証明されている｡

従って現時点で.この血管内皮細胞増殖因子 (VEGF/VEP)が網膜の血管新生の病態

を鋭明する最有力な候補である1ト13｡血管新生抑制因子に関しては.血管新生抑制性ス

テロイド.代謝持抗剤.抗生物巽､Transformlnggrowthfactorβ等が報告されて

いるが治療薬として有用なものは未だ確立していない 14-17｡一方.血管新生の生じる以

前の単純紙座症においても.黄斑部と視神経乳頭部に視也能上Z要な視細胞.神経操経

が集族しているという組挨学的.生理学的特異性により.局所の血管透過性元進や血管

閉塞が重篤な視力障害をひきおこすことが指摘されている 14-20.このような病態の形成

に関しては.多<の臨床的.基礎的研究がなされている｡楯屍病網膜症の粗描学的特徴

は､網膜血管ペリサイトの脱落､基底膜の肥FL 細小血管癌の形成､血管内皮細胞の増

殖であるとされ 2-･ZZ｡また､生埋学的には網膜細小血管や網膜色素上皮細胞の血液網膜

柵の破綻が知られている23.これらの変化は､臨床的に網膜症がとらえられる以前に生

じており.その障害が進行すると顔性化するものと推測される.

細小血管基底膜の肥FL ベリサイトの脱落は.血液の易凝固性や赤血球の変形能の低

下などと相まって.局所の血栓形成に関与する事が指摘されている24･ZS｡また､べリサ

イトは高い7ルド-ス還元静索活性を有するため.高グルコース環境でソルビトール蓄

棟が生じ細胞傷害に至ると推測されている ZGr27｡-丸 帯グルコ-ス環境が基底凍寒白

の非酵素的糖化を引き起こすことが血管内皮細胞の接暮.移動､坤相をはじめ基底膜と

内皮細胞の相互作用に影響して病態の形成に関与することも指摘されている28~31.また.

血液凝固横潜系.増稚因子.サイトカインが細胞間接暮分子を介して相互に影響し合っ

ていることが報告されて以来,血管内皮細胞が単なる血管の内壁を暮打ちする細胞では

なく棟棲的に局所の免疫や血管再構築に関係しており､その機能の多様性が注目されて

いる32.血管内皮抑胞の遊走､増殖.接暮及び物貿透過に基底膜蛋白が重要な役割を果
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たすことから､血管内皮細胞と基底膜が楯尻病状態に於いて相互に作用しあい網膜病変

の形成に寄与していると推測された汀37｡

このように網膜細小血管の傷害が親膜血管の透過性や局所凝EElの冗迄.血管閉塞､血

管新生といった一連の病態を形成すると考えられており､その主要構成要素である網膜

血管内皮細胞の生理.病理を研究する意義は大きい｡トリプシン消化伸展模本による網

膜血管の病理組織学的研究以来､おもにストレプトソトシンや高ガラクトース食による

実額的糖尿病動物を用いた組接学的研究と糖尿病網膜症眼の病理組織学的検討がなされ

てきた｡これらの方法では詳細な初期病変の検討や網膜血管内皮細胞.網膜血管べリサ

イト.細胞外基質など個々の病態や相互作用に関する検討に限界がある｡そこで､網膜

血管ペリサイト.網膜血管内皮細胞の分離墳兼が試みられている｡初めて網膜血管内皮

細胞の分離培兼に成功したのはBuzneyらでありウシ網膜からの分離を行っている38.

我々もこの方法に従ってわが国で初めて網膜血管内皮細胞の分軌培兼に成功している39｡

糖尿病網膜症はLl,網膜血管の透過性充進を基本病態とし.網膜浮腫､網膜出血.

硬性白斑を代表的な眼底病変とする単純網膜症 2,網膜細小血管閉塞を基本病態とす

る増殖前網膜症 3,血管新生や線維血管性増柏を基本病態とする増殖網膜症に分類す

ることが一般的である｡これらの基本病態の発症と進展の機序についてはいまだ明らか

でない点が多く.これらを研究するためには良い美顔モデルの作成が不可欠である｡

そこで､高グルコース環境による縞膜血管内皮細胞焦害の実廉モデルを作成すること

を目的として､網膜血管内皮細胞の増兼系を確立し.高グルコース環境およびインスリ

ンの短期間の暴露がどのような形智を及ぼすかについて､半透膜上に増兼した単層細胞

を介する分子暮4千および7万のフルオレセインイソチオシアネイトデキストラン透過

性.プラスチック噂兼皿上での基底棋蛋白 (lV型コラーゲン)新生および細胞増殖の3

点について実額を行った｡



ll.対象及び方法

牛およびブタ網膜血管内皮細胞の増毛

網膜血管内皮細胞の埴兼方法は､既発表の方法に一部変更を加えた38-10｡屠殺後6

時間以内に半切した眼球から網膜を採取しペニシリン100U/ml､ストレプトマイシ

ンOlmg/mI. 7ンフォテリシンBO･25′上g/ml (AntlbltlCantlmCtic

solutl0n:SIGMA)を添加したDulbecco改変Eagle培地 (DMEM SIGMA)で3回

洗浄の後 100∪/mlコラゲナ-ゼ (TypelV.SIGMA)添加培地で約10分間酵素処

理を行った｡酵素処理はシャ-レの中で行い位相差顕微鏡での観察像を指棟として酵素

kJL理を終了した｡網膜は高い透光性を持った膜であるが､酵素処理が進むとともに透光

性の苦い暗い部分が広がっていくのが観察される｡網膜全体の透光性が悪くなった時点

でピベッティングを行い､血管片および細腐断片の浮遊液を作成､52FLのナイロンメッ

シュで血管片を採取し.1%ゼラチンコーティングした堵兼皿 (FalconPrimarla)

で培兼を開始した｡増殖培地には､10%牛胎児血清､OZFLg/mlインスリン､50JL

g/mJ7スコルビン酸を前述の抗生物質添加DMEMに加えたものを用いた｡5%CO2.

95%湿度の環境でl週間培暮し培地は3日毎に交換した｡培書開始約1週で血管片に

捜して内皮細胞のコロニーが形成されるがそのままにすると容易に網膜血管べリサイト

の混入がみられる｡血管内皮細胞のコロニーが確認された時点で.培兼皿に付暮してい

る血管片を含めてラバーポリスマンで掻き落とすことで内皮細胞のコロニーを拡大させ

継代した く図1a)｡

血管内皮細胞であることの同定は､培兼中は敷石状の培兼形態を参考にし固定後は第

vll因子関連抗原に対する免疫粗描染色で行った -̀.梯胞の固定は4%パラホルムアルデ

ヒド燐蛍凄衝液で15分間行い一次抗体に抗託Vlu因子関連抗原ウサギ血清.二次抗体に

ビオチン化抗ウサギ血;I.発色にビオチン化ベルオキシダ-ゼ､ストレプト7ピジン.

ヂアミノベンチジンを用いて行った｡陰性コントロールとしては.非免疫ウサギ血汁を

用いた (図1b)｡



a :位相差顕徹鎌像 (200倍)｡ b :抗vonWIIlebrandfactor抗体

敷石状の配列をした細胞がみ による免疫染色 (1Oo恰)0

られ､-部重層した部も認め 細胞矧 こ頼粒状の陽性反応を

られる (I)｡ 認める｡挿図は陰性コント｡-

ル｡

形態戦痕

細胞形態は.位相差な微簸.光学顕議連.透過電子顎憩汝にて披察した.物質遠退

実験に用いる為に混合セルロースエステル伊上に噂暮させた細胞についても.同様に観

察した.光学軒徽決戦蕪のためには.2%パラホルムアルデヒド旋硬は衝液で30分間

固定の後にヘマトキシリンエオジン染色､脱水.キシロール透徹包埋を行った｡透過電

子額嶺鉄板蕪のためには.～5%グルタール7ルデヒド焼態様砺液固定.1%二酸化オ

スミウム後Eil定の後.型のごとく7ルコール系列で脱水を行ないエポンに包埋した｡Lt

切り切片を作成しトルイジンブルーにて染色して光顕槻察後.超薄切片を作成し､酢態

ウラン.硝酸鉛による二王で子染色を行い屯額にて槻奏した｡
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物巽透過に対する影V

有効透過面鰍)16cmZの混合セルロースエステル膜 (ミリセルHA.rVl■H■pore,

Japan)に､lX105個づつ細胞を堵暮し.約10日間増兼を継続した｡コンフルー

エントは.膜の内外の電気抵抗をミIJセルERS (ミリポ7社)で測定し約90E)

/cm～の高い抵抗が得られることで確認した｡さらに数個を任意抽出して､ヘマトキシ

リンエオシン染色で形態観察を行った (図2a)｡物質透過性実坂のトレーサ-は､分

子14,000と70.000のFIuorescelnlSOthiocyanatedextran(FD4およびFD

70)を用いた｡透過tの測定はフルオロトロンマスター (コヒレント社)付属の血凍

測定プログラムを用いており､測定精度はFITCデキストランで 5.0×10~aMであるこ

とを確認している｡チャンバー上側に50nmolのFD4またはFD70を添加し､下

側への透過Jtは経時的に下側チャンバーからサンプルを採取し前述の蛍光測光装置で計

測した (図2b)｡

グルコースおよびインスリンの形響を評価するために.コンフルーエントの確認後2

週間.5.6mMまたはZSmrvlのグルコース含有培兼液で培兼した後､それぞれについ

てさらに24時間､35nMインスリン添加群と非添加群とに分類して増兼を継続した｡

これらの4群に対して.FD4の透過実額を37℃及び4℃で行い透過1､単位面抹単

位時間当たリの透過tを比較検討した｡また細胞接書を可逆的に体育するサイトカラシ

ンBを101▲M添加した場合とセルロースエステル旗のみで細胞を培兼しない場合を透

過の陽性コントロールとした｡





IV型コラーゲン産性に及ぼす影V

放射性同位元素にて標識したアミノ酸を用いて新生蛋白を横言哉し分析する方法を用い

た4Z"45.6ウェル噂兼皿に3,0×105個毎の細胞を蒔きコンフJb-エン=こなるまで培暮を相続

した｡プロリン非含有墳書液で2回洗浄した後に､グルコース洗度を 5.6.または25

mMに調整したプロリン非含有.75F▲g/mIアスコルビン酸および50Ftg/mJフマル酸

β7ミノ7°叱 1̀=トリル含有DMEMで培兼した｡このとき.インスリンを35nMに添加したもの

と添加しない群に分けた｡同株の美顔を､増相抑制のために10mMヒトーE]キシウレ7を添加し

た状態でも行った.鳩暮液交換30分後に､L-1Uー14clγロリン(ZSOCl/mol,

AmershamAustralia,Sydney,Australla)を1.0FLCl/mlの'A度に添加して24

時間増兼を継続した｡以後の操作は､内因性コラゲナ-ゼの影辛を受けないように4℃

で行った｡埴書液と細胞の洗浄に用いた焼態様衝生理食塩水 (PaS)を採取し硫酸ア

ンモニウム45%飽和溶液で蛋白の超集を行い遠心分推した.細胞層は.2mMエデト

畷ナトリウムと8mM N-エチルメラマイド (蛋白分解酵素阻害剤)添加0.5M酢酸溶液

で24時間抽出を行った｡硫殻7ンモ二ウムで凝集した懸濁液を.同様の溶液で24時

間透析を行い.27,000G 30分遠心分轍で上清を採取した｡さらにこれを171M塩化

ナトリウムで沈殿させ再び蛋白分解酵素阻害剤を含む0.5M酢穀溶液で溶解したのち､

0.5M塩化ナトリウム含有 0.05Mトリス塩態様衝液(pH7.4)で48時間透析を行った｡

27,000G30分の遠心分離で同様に可溶性分画を採取し､さらに0.1M酢酸溶液で同様

に透析を行い最終の分離を行った｡それぞれの.精製ステップでの放射活性を液体シンチレ-

ションカウン9-で測定した (LS6800Beckman,Boston,MA,USA).新生rV型コラ-ケ

ンtは最終精製産物の放射活性を総放射活性で補正して得た値で比較し.統計処理は.

T検定を用いた｡

分離操作を行う前の蛋白溶液と抗IV型コラーゲン抗体による免疫沈降反応により得ら

れた沈降物.および分離絹製蛋白の定性分析にはフルオログラムを用いた.分軌ゲルの

7クリルアミドIJt度は10または7.5%､斗入ケルのA産は4%を用いた｡サンプルは､

2%SDS,5%2-メルカプトエタノール,6M尿素､0,002%ブロモフェノールブルーを

含有する0.0625MTrlS-塩畷緩衝液 (pH68)に溶解し､5分間煮沸温浴の後に電

気泳動を行った46｡放射性同位元素棟托サンプルでは､ゲルをアルコ-ル酢較固定と増

感処理 (Amp一ify,Bq:kmanヽ Boston,MA,USA)の後乾燥し.オートラジオグラフィー

用フイルム (X-Omat,Kodak,USA) に-70℃で2週間感光した47｡

放射性同位元素非卿栽サンプルは､銀染色にてバンドを検出した (SIlVerstainklt,

BioIRad,USA).また､一部は泳動の後に､ニトロセルロース朕に転写､抗IV型コラ-

ケン抗体 (SouthernB10teChnology,Blrmingham,AL,USA)､アビジンビオチン

l HRP(HorseradIShperoxldase)法を用いたWesternBlotを行った489



細胞増殖に対する形書

5-6担代の牛親戚血管内皮細胞を96ウェル噂兼プレートにlX10.個毎蒔き4時間

付*させた.0.5%FBS添加DMEMに5.6mMまたはZSmMグルコース含有培暮液

で.24時間 (対数細)または4日間 (定常榊)培*した後にそれぞれ5.6､ll.17､

25mMグルコース堵兼液に交換した｡最後に1J▲Ci】H-チミジン (5Ci/mM.

AmershamAustralla,Sydney,Australla)を添加し､24時間反応させた.

0.1%Na-EDTAで細胞を浮遊させたのち､セルハーベスタ-で抽胞を淫紙に捕捉し乾燥

した後にトルエン系シンチレーションカクテルに挿入して細胞への取リ込みを液体シン

チレーションカウンター (Beckman,Boston,MA,USA)で計測した.2次墳暮は35

nMインスリン添加と非添加の2群に分けて検附した.実態はすべて同一の個体から神

た細胞で行い棟本数は各群3個すっとした.同様の実戦を3産行うことで再現性を確認

し.それぞれのデータをプールするために.コントロールを100%としたチミジン取り

込み軍で示した.



l".結果

墳套細胞の微細形態

プラスチック上で増兼させた場合には､位相差顕微鏡顕微鏡で観察すると核の重層は

みられず単層の配列しているようであるが､透過型電子顕微鏡で観察するとま層L,た胞

体の間に基底膜種物実と思われる電子密度の高い無構造物多くがみられた｡一方､半透

膜上に培兼した場合には.細胞の配列はどこを槻察しても単層で細胞外基質の沈書はプ

ラスチック上堵兼と比して著明でなかったが､生害な粗面小胞体と半透膜側 (基底例)

に分泌胞がみられる｡ (図3)｡フルオレtインデキストランの透過性実験の際に陽性コントロール
とした10JLMサイトカラシンB負荷細胞の多<は剥離するが残存細胞も空胞変性が著しい (図

4)｡

ア ミ藩 .̀'rT

M

培妻網膜血管内皮細胞 (ミリセル上)の透過電顕像

JKJIの細胞がみられるが基底農練物7tの沈書は明かではない.

(M ミリセル) -は1I▲m

･ ∴ . ＼ ∴

ヽ叫

サイトカラシンB(10FLM)暴露後の培養網膜血管内皮細胞

の透過電顕像 (ミリセル上)
多くの細胞は判書するが､残存細胞も空胞変性が生じている.

(M ミリセル) -はILLm
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単層増兼細胞を介するデキス トランの透過性

上側から下側チャンバ-へのFDの透過性は､下側FD灘度を経時的に.,AJJ定すること

で評価した｡上側チャンバーのFD分子t及び反応温度と透過率の的係を図5に示す｡

70kDaデキストランでは反応温度と無関係に､005nmoVcmZhと著しく低い透過率

であった｡4kDaデキストランでは4℃で1.3土0.3.37℃で185±015nmol/cmlh

であLJ.温度による影響がわずかにみられたが有意の差ではなかった｡以後の実坂は4

kDaフルオレセインデキストランを用いFD4と略す｡上側チャンバ-のFD4洗度と培兼

ブタ網膜血管内皮細胞のシートを介するl時間の透過率の関係を図6に示す｡FD4戎度

が 6.2から50FLMまでは.透過率とほぼ正の相関を示すがそれ以上の沸度ではなだら

かな増加にとどまっている｡サイトカラシンB.インスリンの透過率への影響と反応温

度の関係を図7に示す｡サイトカラシンBにより透過率は.13,5nmoVcmZhと約8倍

に連しているが反応温度による形皆は有意ではなかった｡インスリンは.透過率を的 l

/2に減少させるがやはり.反応温度による影響は有意でなかった｡

予め56および25mMのグルコース漉度で2週間増書した後に上側から下側への透過

実額を行い下側のFD4洩廉を経時的に測定した (図8)｡細胞を培兼していない状態を

ブランクとして点線で記載してあるが.20分ですでに20nMが透通した｡56mMグ

ルコース堵兼では.60分以降の透過tの増加が少な<プラトーとなるが､ZSmM増兼

では60分以降も透過tの増加がみられた｡培兼グルコース沸度に関係なく､35nMイ

ンスリンは有意に透過tを減少させた｡

IV型コラーゲン産生に及ぼすグルコースおよびインスリンの影平

増井m虎及乙佃*演からの分腰

5.6mMグルコース培兼液で培兼した細胞と培蕉液から精製した14Cラベルコラーゲン
楼蛋白をIV型コラ-ケンに稚製する通事呈の放射活性を表1に示す｡l.71MNaClで沈澱

させた蛋白 (第一段階)は.フルオログラフイーの1列目に相当する (図9)｡0.5M

NaCl含有トリス緩衝液pH7.4で溶出する蛋白 (第二段階)をフルオログラフイーでみ

ると､220.ZOO,170,140,1ZOkDaの分子土のバンドを示した (図9､2列目)｡

第二段階精製物を.0IM酢酸で透析した時の上精は (第三段階).放射活性をほとん

ど示さなかったのでLその後は､第三段階の分軌操作を省略した.第二段階 のフルオ

ログラムは､前述のように5つのバンドを示し.これらはproalpha-1(1V)､および

proalpha12(lV)に相当する 4" 549｡免疫沈降反応で､培*液及び細胞抽出液から稚

製した1.C棟識蛋白のフルオログラフイーも､200､170.140､1ZOkDaのバンドを

示し.さらに60kDaのバンドも弱いながら認められた (図9.3列め)｡同位元素で

職 を行わなかったサンプルと.精製ヒト胎盤IV型コラ-ケン (Sigma) にたいする.

抗IV型コラーゲン抗体を用いたウェスタンブロッティングを 図10に示す｡網膜血管内

皮細胞のサンプル (右)では､120.60kDaのバンドが認められ.市販のLV型コラー
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ケンのバンド (左)と120kDaが一致している.

クルコース及びインスIJニ′のk'9

1-Cプロリンで棟托した新生コラーゲン蛋白の､フルオログラムを図11に示す｡l列
日は5.6mMグルコースで嘩兼したものであり120､140kDaが目だつがそのほかに

200､170kDaも見られる｡2列日は56mMグルコースに35nMインスリンを添加し

た場合である｡全体に放射活性が強く特に120,140kDaが明かであるが､ほかに

220,ZOO,170さらに90.80,20,16kDaの低分子バンドがみとめられる｡

3列めは25mMまでグルコース漉度を上昇させたときのものである｡弱い140kDa
のバンドかみとめられる｡4列めは､ZSmMグルコースに35nMインスリン添加した場

合である.2列めと同様に､多くのバンドが認められるが.全体的に漉度は低い. 1-C

プロリン棟托IV型コラ-ケン (第二段階精製サンプル)の放射活性を網膜血管内皮細胞

の総取り込みtで補正し､増兼グルコース.インスリンIL*度毎に示したのか表2である｡

グルコース漉度にかかわらず35nMインスリンは､標識蛋白の産生を有意に刺激した

(p<005)｡培兼グルコース漉度が.ZSmMの場合は5.6mMと比べて有意に網膜血管内

皮細胞のlV型コラーゲン新生Jtが増加していた(p<0.05)｡

1mMヒドロキシウレアで増殖を抑制した場合の.グルコ-ス､インスリンの影響を

同様に示す (表3).グルコース汲度にかかわらず､インスリンはlV型コラ-ケン産生

を刺激するが､噂兼グルコース凍度の違いによる影響は認められなかった｡また.フル

オログラムにより産生蛋白の定性分析を行ったが､増暮グルコ-ス漉度やインスリン刺

激による影響はみられす特異なバンドの検出はみられなかった (図12)｡

トリチウムチミジン取り込みに対する噂兼液グルコ-スー3度の影甘

対激増好期顔胞/=対するgJL'コ-スおよびインスIJンのk'響

インスリン沈床とチミジン取り込みの関係を図13に示す｡10nMから有意の刺激作用

を有した為に.グルコ-ス裁度を変化させたときのインスリン刺激群は35nMの浪度と

した.5.6mMグルコース含有増兼液で24時間培兼した後に.培兼液グルコ-ス濃度

を11.1 16.7.ZSmMに上昇させても.トリチウムチミジン取り込みに明かな変化は

見られなかった｡培書液に､35nMインスリンを添加した場合には､グルコ-ス漉度に

関わらず常に添加しなかった場合より.取り込みの増加がみられた｡しかしこの効果は.

2次培兼のグルコース漉度が16.7mrJl以上になると有意に抑制された｡また.各濃度

のグルコースと同じ浸透圧になるようにマンニトールを添加した場合は､グルコースで

みられたような漉度による影等が見られないことが確認された (図14)｡

ZSmMグルコースで24時間培養した後に.培兼液グルコ-ス漉度をそれぞれ､

16.7､il.1､5.6mMに低下させたとき､チミジン取り込みへの影響は見られなかった｡

35nMインスリンが添加された場合には,2次培養のグルコース洩度が､減少するとチ
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ミジン取tJ込みが増加する傾向がみられたが.5.6mMに低下させたときに限り統計学

的に有意な上昇となった (P<0.05;図15)｡

定常期櫛虎I=対{るgJLコースおよびインスIJンの影響

5.6mMグルコース含有増*液で4日間培*した後に､チミジンを添加すると対数増

殖期と比べ著しく取L)込みは減少しており､培兼グルコースI濃度を変化させてもほとん

ど変化はみられなかった｡インスリンを添加した場合.チミジン取LJ込みの倍加が見ら

れるがグルコース漉度の影響は見られなかった (図16)｡167mMグルコース含有堵

兼液で4日間噂暮した後に､グルコース漉度を低下させると.インスリンを添加しない

場合は､全く変化を認めないが､インスリンを添加した場合は.グルコ-ス流産を

5.6mMまで低下させたときに.有意のチミジン取り込み増加が見られた (P<001;

図17)｡



lV.考案

単層細胞を介する物質輸送をみた今回の実験は､血液網膜fRIの透過性をみているので

はないSO･Sl｡あくまでも､網膜血管内皮細胞の堵暮状態での物賃透過である｡今回用い

た測定系は.蛍光,Au光でありRlで棟托したものをトレーサーとした場合と比較すると

精度が低いが.それでもインスリンによる分子14000のFD透過の抑制が権田できた｡

透過性測定の際に.反応温度による影響が殆どみられす､基巽強度と透過濃度の関係に

プラトーがみられないことからおそらく細胞間隙を通る受動輸送であろうと考えられた

5㌔ インスリンが作用しない場合には､細胞同士の接合が疎になり細胞間隙を通る高分

子漏出が増加するのであろうと推測される｡埴兼グルコース漉度による物実透過への影

響は､透過tの経時変化をみた場合に2時間後の透過tがインスリンの有無に関わらず.

有意に高グルコース増兼 (25mM)で高かった.このことは､高グルコース培兼その

ものが.網膜血管内皮細胞の高分子透過性をIJt進させる可能性を示している.

半透膜上に培暮した単層培兼網膜血管内皮細胞を介する勧賞透過性を検附した報告は

な<今回が初めての報告である｡繰り返すが､この系は生理的な状態における内側血液

網膜柵の堪能を検討するためのものではなく網膜血管内皮細胞の物井透過に及ぼす種々

の影響をみるモデルとして有用である｡今後薬物の書性や､サイトカインの影響などの

検討に広く応用の可能性があると思われる｡

撫膜血管内皮細胞基底朕の層状肥耳は.糖尿病網膜症に比較的特異的な病理所見であ

る｡層状肥厚の原因は.おそらく内皮細胞の脱落と再被覆の繰り返しにより生じたもの

であろうと考えられている.今回の研究で.高グルコース環境が網膜血管内皮細胞の基

底膜構成蛋白 (lV型コラーゲン)産生を刺激するという結果を得た｡CagJlerOらも.
ヒト庶帯静脈血管内皮細胞を用いてIV型コラーゲンtラミニンのm-RNAtを半定iす

る方法で､高グルコース堵兼が基底膜構成蛋白の産生を刺激すると報告し本邦でも同様

の結果が報告されている53･51｡また､墳暮腎糸球体細胞でも高グルコース環境がlV型コ

ラーゲンやフィブロネクチンの産生を刺激することが知られている55｡このように､網

膜血管以外では高グルコース環境が血管内皮細胞の挿花外基笑の産生を刺激することが

報告されていたが､今回初めて親族血管においても確認された.以前､我々は全<逆の

報告すなわち高グルコ-ス墳兼がIV型コラーゲン産生を抑制すると報告した｡これは.

一一Cプロリンの総取り込みtで精製lV型コラーゲンの放射活性を補正しなかったことか
ら生じた間違った結果の解釈であった.我々の方法は､新生蛋白をトレ-サーを用いて

棟托した後に､lV型コラーゲンを抽出し定tしている｡m-RNAの転写､蛋白合成など

の障害や.蛋白合成の著しい元進.細胞外基箕の分解が先進している場合には､総取LJ

込みプロリンtが増加しこのような異なった結果が起こり縛る｡楯尿病で循環血液中や

縞膜血管局所のIV型コラーゲンの増加がみられることと.培兼網膜血管内皮細胞が高グ

ルコース墳暮でIV型コラーゲンを多く産生する事の直接の因果関係を論ずることはでき

ない机 少なくともこれまでの報告と矛盾はない56-～9｡基底膜構成蛋白は.細胞の経書､

遊走.分化に関与することが知られておLJ.高グルコース増兼といった環境の悪化によっ

て､正常な基底膜の産生が増加するとは考えに<い一3･60.糖尿病腎症では正常腎と異なっ
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た基底膜蛋白が表出されることが報告されておLJ同様の現象が網膜症においても生じて

いる可能性は否定できない̀I｡今回は.基底膜物質の分解については検討していないが.

網膜血管内皮細胞基底膜物箕のturnoverに増暮グルコース漉度やインシュリンが影響

を与えていると推測される.

堵暮網膜血管内皮細胞の細胞増殖に及ぼすグルコ-スA度変動の影学は.対数増殖期

でも.定常朋でも有意ではなかった.しかし､対数増稚期の細胞で35nMインスリン存

在下では､生理的グルコース洗度 (5.6mM)から167mM以上に上昇させると有意に

チミジン取り込みが抑制された｡この現象は､グルコ-ス灘度を変化させずに.浸透圧

をマンニトールを用いてグルコース頚度上昇に見合うだけ変化させた場合にはみられな

かった｡従って､浸透圧ではなくグルコース強度の増加がインスリンの増殖刺激作用を

抑制したことが示唆される｡ヒトの生理的インスリン漉度は IRI(lmmune

reactlVeinsuIIn)測定では､01-0.5nMとされており.今回インスリン添加群に用

いた洩度は､およそ100倍の強度であった｡より低･A度でも､インスリンの増殖刺激

効果は確認しているが.培兼グルコ-ス沈床と有意の相関がみられたのは高漉度インス

リン添加時のみであった｡これまでの報告では.高グルコース環境は培兼ウシ網膜べリ

サイトの増殖を抑制するが､網膜及び大動脈血管内皮細胞に影書を及ぼさないとされて

いた 62･63.本研究でも､インスリンが作用していない状態では同様に､チミジン取L)込

みtとグルコース漉度に有意の的係はみられなかった｡しかし.ヒト庶帯静脈血管内皮

細胞を用いた実額では.高グルコース環境がDNA複製を抑制するとともに､DNAそ
のものに対する障害を引き起こすことが示されている 64-67｡この.異なった結果の背景

には､網膜血管内皮細胞の部位特殊性.桂の特異性も否定できないが.2-4週間に及

ぶ長期の噂書の後に有意差を毘めていることから､ホグルコース環境の長井期間の差も

大きいと考えられた.今回､高グルコース環境に4日間暴露した定常期の細胞に対して

も検討したが.暴露グルコース漉度や漉度変化は細胞のチミジン取り込みに影響を及ぼ

さなかった｡しかし.さらに長期にわたる!式額期間の雑事売と､チミジンとの接触時間の

延長により埠暮グルコース･&度そのものが培暮JRl戚血管内皮細胞のDNA複製に有意の
影書を及ぼすかもしれない｡というのも.臨床例の統計学的解析において､血液ケルコ-

ス漉度の長期の上昇が網膜症の発症と進展に大きく関与することが明らかとなり､その

原因として楯化反応が注目されているからである64.細胞に高い漉度のグルコースが長

期に作用すると基底膜や細胞膜の蛋白にaE酔素的糖化が生じ数時rplでシフ塩基,数日で

7マドlJ化合物.数週間で後期反応生成物 (AGEs)が生じるとされる｡AGEsの生物作
用としては.辞素や細胞外基質の機能障害のような直接的なものと.AGEs受容体を介
して血管内皮細胞の透過性の冗進やトロンホ■モンーユl))の表出減少.サイトカインの産生調節

等が知られている69｡従って.数週間にわたるの高グルコース噂書でAGEsが産生され
網膜血管内皮細胞の増殖能低下や物実透過性冗進が生じる可能性が高い｡そこで.培養

期間を2週間に延長して網膜血管内皮細胞のDNA複製への影響も調べたが.細胞の変形
や細胞の剥離などにより結果のばらつきが大き<再現性も乏しいためにデータは示して

いない｡今後､長期の高グルコ-ス増兼でも再現性のある結果が得られるような増井方

法やAGEsを直接作用させる方法を用いて網膜血管内皮細胞のDNA複製への影響を検討
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する必要がある｡インスリンの網膜血管内皮細胞増殖刺激作用は既に報告されているが､

gJレコ-ス強度変化とインスリン刺激作用を同時に調べた報告は1:1いCZ.長期コントロー

ル不良の糖尿病患者に.インスリンによる急激な血糖正常化がもたらされた場合に､増

相性変化が生じたり悪化したりすることが知られている70~7..この病態のモデルとして.

増暮グルコース漉度を変化させると同時に.インスリンを作用させて網膜血管内皮細胞

のトリチウム取り込みを測定した｡増殖期にある細胞では､グルコース流産の上昇にと

もないDNA複製が抑制され.グルコース洗度の正常化にともなって複製が増強される

ことが確認された｡また､定常期の細胞においてもわずかではあるが.同様の効果が確

認された｡とはいえ.この結果を.直ちに臨床的にみられる病態と結びつけることはで

きない｡なぜならば､高グルコース暴花の期rEllが実際の柏尾病網膜症の場合捕比して著

し<短期間であること.チミジン取り込みの暴拓期間が24時間と短いこと､ウシ網膜

由来増暮細胞で検肘していること､インスリン刺激iA度が生理的漉度の約100倍であ
りインスリンの作用でなくインスリン様成長因子の受容体を介する反応をみているかも

しれないなど生体内で生じている病態とかけ離れている部分が多いからである｡Klng

らは培暮グルコース流産の上昇によL)細胞内に流入するグルコースが増加すると同時に

網膜血管内皮細胞のProtelnklnaSeCの局在を細胞質から細胞膜に移動させ活性化が

起こることを報告している 75,76｡protelnklnaSeCの活性化により細胞の分化や増姑.

ホルモンに対する応答に変化が生じることが糖尿病の細小血管障害に関係があるかもし

れない.比較的短期間の高グルコース増兼とインスリン刺激の組み合わせで網膜血管内

皮細胞への形gを検討した今回の実検では,この系を介する細胞の応答をとらえている

可能性が考えられる｡ 本絹文で締られた結果が直ちに糖尿病網膜症の病態解明につな

がるものではないが.今後この実験モデルを用いる上での基礎データとしての価値は十

分にある｡この実験モデルをさらに発展させ.長期のグルコース暴露.AGEs､糖化コ

ラーゲン､サイトカイン等による影響を調べることで.グルコースによる網膜血管内皮

細胞増殖能への形¥がよL)明らかになることが某月持されるI

V.まとめ

楯尿病網膜症の基本病態である.基底膜肥厚.透過性元進.細胞増柏を網膜血管内皮

細胞の培暮系を用いて検討するためのモデルの作成を試みた｡ウシ培兼網膜血管内皮細

胞の増殖と基底膜蛋白 (rV型コラーゲン)産生を定JEするモデルを作成し､高流産イン

スリン刺激で有意に刺激されることが確認された｡従来の報告どうtJ高グルコース堵兼

で増暮網膜血管内皮細胞のN型コラ-ケン産生が冗進した｡ブタ培暮網膜血管内皮細胞

を半透膜に墳暮しFITCデキストランの透過tを測定した｡網膜血管内皮細胞を用いた

物質透過性実俵の系はこれまで報告がなく今後有用なモデルとなL)得る.インスリン刺

激はFITCデキストラン透過を抑制し.高グルコース環境がインスリンの作用に対して

抑制的に働いた｡グルコース漉度の網膜血管細胞増殖に対する影響は.24時間のチミ

ジン取り込みで検討した｡非生理的な高裁度インスリンによる増殖刺激状態においては
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グルコース沸度が高いとDNA複製JEが低下した.増殖が刺激されていない場合にはグ

ルコース沈床とDNA複製tに有意の関係はみられなかった.

本実験の結果を直引こ臨床に還元することはできないが.培兼網併血管内皮細胞を用

いた網膜血管病変の検討を行う際の基礎デ-夕としての価値は十分にある｡今後､グリ

ケ-ション･サイトカインに関する研究.薬剤の毒性の検討などに.今回作成した実族
系が役立つことを期待する｡
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図5
混合セルロース膜 (ミリセル)上の網膜血管内皮細胞を介する物質透過

分子土及び反応温度と透過率の関係

(平均±棟準偏差 .n-9)

70kDaでは反応温度に無関係に透過率は著しく低い｡4kDaでは反応温度による影響は認め
られたが統計学的に有意ではなかった｡
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図6
FD4濃度と透過率の関係

6･2-50uMまでは濃度と透過率は直線関係を示すが､100UMで

は透過率1･2nmol/cm2hであり増加はなだらかであった.
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図7 35nM IO〝M

網膜血管内皮細胞のFD4透過に及ぼすサイ トカラシンB､

インスリンと反応温度の影響

(平均±標準偏差 ,∩-9)

サイトカラシンBは､約8倍に透過率を上昇させるが､反応温度による影響は見
られない｡インスリンは逆に透過率を約半分に減少するがやはり反応温度による
影響は有意でなかった｡
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図9
'4Cプロリンラベル新生蛋白の精製物のフルオロクラム

(10% sDSポリアクリルアミドゲル電気泳動)

Lane1 05M酢酸溶解後171MNaClでの析出蛋白

Lane2 005M トリスバッフ77-(PH74705MNaCl析出蛋白

220､200､170､140､120kDaのバンドが認められる｡

Lane3 Lanel蛋白を抗Ⅳ型コラーゲン抗体で沈降反応された蛋白｡

140､200kDaのバンドが吉忍められ､Lane2の精製物とよく一致するO
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図10

Ⅳ型コラーゲンに対するウェスタンブロッ ト

Lanel シクマ社精製Ⅳ型コラ-ゲン

140､120､100､90kDaの陽性バンドが詰められるo

Lane2 ブタ網膜血管内皮細胞よりの抽出蛋白

120.60kDa がみられる｡
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図11

1°Cプロリンラベル新生蛋白

Lane1 56mMolグルコース培養

120､140kDa､と弱い200､170kDaのバンドがみられる,

Lane2 56mMolグルコース+35nMdインシュリン

120､140kDaの他に90､80､20､16kDa､の低分子Jでンドがみられるc

Lane3 25mMolグルコース

主に140kDaのバンドが弱くみられる

Lane4 25mMolグルコース+35nMolインシュリン

Lane2と同様のバンドがみられるが全体に弓凱 ､｡
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図12

ヒドロキシウレアでの増殖抑制下の'4Cプロリンラベル新生蛋白

Lane1 56mMolグルコース培狂

Lane2 56mMoIグルコース+35nMolインシュリン

Lane3 25mMolクルコース

Lane4 25mMoけ ルコース+35nMolインシュリン

増殖抑制を行わない場合と同様に120､140kDa､と弱い200､170kDa

のバンドがみられる｡

グルコース濃度やインシュリンにより新生コラーゲン様蛋白の質的変

化は明らかでない｡
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図13
インスリン濃度と網膜血管内皮細胞チミジン取 り込み

インスリン濃度が10nMよりチミジン取り込みが有意に増加した｡以後

のインスリン刺激実巌には､35nMを用いた｡

(平均±標準偏差 .n-6) t p<005, - p<0.Ol



チ
ミ

ジ
ン

取

り

込

み

率

0 5 10 15 20 25

グルコース濃度 (mM)

図14
対数増殖期細胞のチミジン取 り込みへの影響

(グルコース濃度変化による)

△ 35nMoIインスリン刺激 ,マ二トールの浸透圧変化をグルコース濃度で換算

0 35nMoIインスリン刺激 ,グルコース濃度変化
▲ .インスリンなし;マ二トールの浸透圧変化をケル⊃-ス濃度で換算

● インスリンなし.グルコース濃度変化

(平均±標準偏差 :∩-9)

インスリン刺激で約3倍のチミジン取り込み増加がみられ､グルコース濃度の増加でこの
効果は抑制される｡マ二トールを用いてグルコースと同等の浸透圧上昇を作成した場合はイ
ンスリンの効果は抑制されないOインスリンの刺激がない場合でもグルコースを生理的濃度

から上昇させるとチミジン取り込みは有意に減少した｡ (*･p<0･05､** p<001)
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図15
対数増殖期細胞のチミジン取り込みへの影響

(25mMolで24時間培養後グルコース濃度を下降)

● 35nMolインスリン刺激

○ インスリン刺激なし

(平均±標準偏差 .∩-9)

25mMグルコースで培養後インスリン刺激をおこなうと､チミジン取り込みは約2倍
となる｡この効果は､グルコース濃度の正常化により明かとなるが111mMまでの低下
では有意でない｡インスリン刺,.hのない場合は､グルコース濃度の低下とチミジン取り
込みに相関はみられない｡ (* P<005)
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図16
定常期細胞のチミジン取 り込みへの影響

(4日間5.6mMで培養後グルコース濃度を上昇)
0 35nMolインスリン刺激

● インスリン刺激なし

(平均±標準偏差 :∩-9)

定常期細胞はチミジン取り込みが少なく､グルコース濃度による影響も明かでな
い｡35nMインスリンでチミジン取り込みの2倍化がみられるが､グルコース
濃度上昇による影響は有意でない｡
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図17
定常期細胞のチミジン取 り込みへの影響

(4日間 25mMで培養後グルコース濃度を下降)

0 35nMolインスリン刺激

● インスリン刺激なし

(平均±標準偏差 .∩-9)

インスリン刺激がない場合は､ケルコ-スi*度の変化はチミジン取り込みに影苧しな
い｡25mMグルコースで4日間培養の後に､グルコース濃度を111mMまで低下させても

インスリン刺激に反応しないが､56mMまで低下させるとチミジン取り込みの有意の増
加がみられる ({ p<0.01)｡



第一段階 El'二段階 第三段階 コントロール

14C 27490 57UO 25O 210 平均

1230 640 20 40 標準危険率

n-6

表1 桁製過程の放射析性 (14Cプロリン雌識)

節-段肝 1.71MNaCLで析Luしたものを03M酢酸溶液で溶出
第二段階 第一段階を005Mトリス親衛液 (pH74)で透析後

の退出二｣二泊
第三段階 . 第二段階を01M酢慨で透析後の辿沈 ヒ描

OIM酢酸をコントロールとした tii位は 核肋壊/分



インスリンなし インスリン(35nMoり

低クルコース 1399 1604

(56mM) (878) (130)

Pく005

高グルコース 1537 1744 P'005

(25mM) (877) (160)

P(005 ns

(最終和則物の放射活性を総取り込み′吉性で補正)
平 均
(標準危険率)

n=6

表2:新生JV型 コラーゲン量 (14Cプロ リン標識)への

培秦 グル コース濃度 とインス リン刺激の影響

インスリン刺激を行わない場合には25mMグルコース培茸で有意に新生Ⅳ型

コラーゲンの増加がみられる グルコース濃度に関わらず35nMインスリン

により新生Ⅳ型コラ-ゲンの増加がみられる`



インスリンなし インスリン (35nM｡l)

低グルコース
(56mMol)

苗グルコース
(25mMol)

386 791
(57) (52)

486 689
(23) (46)

NS NS

n-6 平 均

(最終精製物の放射活性 をign･)込相 性で縦 ) (脚 危険率)

表3:釈/JiTV型コラーゲン1.i(14Cプロリン標識)への
培塵グルコース氾皮とインスリン刺激の影響
10mMolヒドロキシウレアにより増机抑制

ヒト̀T)1シル了による増地抑制を行っても35nMインスリンは新生Ⅳ型コラー
ゲン最をィld窓に増加させた｡応グルコース培養の方が新/1Ⅳ型コラー
ゲン故が多い傾向があったか有意差は認めなかった｡
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