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わ が 国 は 世 界 に 類 を み な い ス ピ ー ド で 高 齢 化 が 進 行 し て お り 、 2005 年 に は

65 歳 以 上 の 高 齢 者 の 全 人 口 に 対 す る 比 率 は 21%に 達 し 、 世 界 で 最 初 の 超 高 齢

社 会 に 突 入 し た (1)。そ れ に 伴 い 、高 齢 者 の 独 居 率 も 増 加 し 、高 齢 者 の 心 身 を 支

え る キ ー パ ー ソ ン 的 な 存 在 と な る 人 と の 関 係 の 希 薄 化 も 進 ん で い る 。 そ の た め

健 全 な 生 活 環 境 を 維 持 す る こ と が 困 難 と な り 、 代 表 的 な 生 活 習 慣 病 で あ る 糖 尿

病 の 惹 起 あ る い は 悪 化 が 加 速 す る こ と が 危 惧 さ れ て い る (1)。糖 尿 病 は 、イ ン ス

リ ン の 分 泌 低 下 あ る い は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に よ っ て 生 じ る グ ル コ ー ス の 代 謝 障

害 を 特 徴 と し た 慢 性 疾 患 で あ る 。 糖 尿 病 患 者 数 は 発 展 途 上 国 で も 先 進 国 で も 増

加 の 一 途 に あ り 、 日 本 で は 約 830 万 人 と 推 定 さ れ る (2, 3)。  

日 常 生 活 を 送 る う え で 必 要 な 情 報 の 8 割 は 視 覚 情 報 と い わ れ て い る 。そ の た

め 健 康 で 長 生 き す る に は 、 高 齢 に な っ て も 良 い 視 力 を 維 持 す る こ と が 重 要 に な

っ て く る 。 し か し 自 覚 症 状 が 乏 し い 眼 疾 患 も 存 在 し 、 一 度 進 行 し て し ま う と 治

療 に よ る 視 力 回 復 が 困 難 と な る こ と も 多 い た め 、 視 力 低 下 の 原 因 と な る 病 気 を

知 る こ と で 、 そ の 病 気 を 対 象 と し た 予 防 や 治 療 を 重 点 的 に 行 う こ と が 重 要 に な

る 。  

2015 年 に 本 邦 で 行 わ れ た 疫 学 調 査 に よ る と 、新 規 に 視 覚 障 害 の 認 定 を 受 け た

対 象 者 の 年 齢 の 割 合 は 80 歳 代 が 29.6%で 最 も 多 く 、つ い で 70 歳 代（ 26.3%）、

60 歳 代（ 17.3%）と な り 、視 覚 障 害 の 認 定 を 受 け る 人 は 高 齢 者 に 多 い こ と が わ

か っ た (4)。2001 年 か ら 2004 年 に か け て 行 わ れ た 失 明 原 因 の 疫 学 調 査 で は 第 一

位 は 緑 内 障 (20.9.％ )、 以 下 糖 尿 病 網 膜 症 (19.0%)、 網 膜 色 素 変 性 症 (13.5％ )、

黄 斑 変 性 (9.3%)と 続 い て い た (5)。 2015 年 の 疫 学 調 査 に お い て も 第 一 位 は 緑 内

障 (28.6%)で 、 以 下 網 膜 色 素 変 性 (14.0%)、 糖 尿 病 網 膜 症 (12.8%)、 黄 斑 変 性

(8.0％ )(4)で あ り 、 糖 尿 病 治 療 薬 の 新 規 開 発 や 眼 科 診 療 技 術 の 進 歩 に よ っ て 糖
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尿 病 網 膜 症 に よ る 失 明 は 改 善 さ れ つ つ あ る が 、 依 然 と し て 糖 尿 病 網 膜 症 は 日 本

人 の 失 明 原 因 の 脅 威 で あ り 続 け て い る 。  

糖 尿 病 網 膜 症 は 進 行 性 の 網 膜 血 管 の 循 環 障 害 (6)お よ び 神 経 機 能 不 全 (7)か ら

生 じ 、 単 純 糖 尿 病 網 膜 症 、 増 殖 前 糖 尿 病 網 膜 症 、 増 殖 糖 尿 病 網 膜 症 へ と 段 階 的

に 病 期 が 進 行 す る (8, 9)（ 表  1） 。 ま た 、 糖 尿 病 網 膜 症 は 、 い ず れ の 病 期 に お

い て も 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 を 生 じ 得 る (10)。 糖 尿 病 網 膜 症 は 糖 尿 病 発 症 後 約 10 年

以 上 の 経 過 の の ち に 発 症 、 進 行 す る と 考 え ら れ 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 発 症 を 予 防 す

る こ と 、 も し く は 早 い 段 階 に お け る 治 療 が 有 効 で あ る 。 ま ず は 血 糖 コ ン ト ロ ー

ル の 改 善 (11-13)、 不 可 逆 性 の 無 灌 流 領 域 に 対 し て は 網 膜 光 凝 固 術 (14)を 施 行

し 、 増 殖 糖 尿 病 網 膜 症 に 進 行 し た 症 例 に 対 し て は 硝 子 体 手 術 が 適 用 さ れ る が 、

そ の 視 力 予 後 は 決 し て 良 好 と は 言 え な い (15-18)。さ ら に 、こ れ ら の 治 療 に よ り

失 明 を 防 ぐ こ と が で き た と し て も 、 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 に よ り 黄 斑 部 の 機 能 が 障 害

さ れ れ ば 視 力 は 不 良 で あ る 。 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 は 単 純 糖 尿 病 網 膜 症 の よ う な 軽 度

の 網 膜 症 に お い て も 発 生 し 、 患 者 の 生 活 の 質 （ Quality of Life） を 著 し く 低 下

さ せ る 。  

網 膜 に は 、 循 環 血 液 と 網 膜 神 経 組 織 を 隔 て る 血 液 網 膜 関 門 （ BRB; 

blood-retinal barrier） と 呼 ば れ る 関 門 機 構 が 存 在 す る 。 内 側 BRB は 網 膜 内 皮

細 胞 、 周 皮 細 胞 （ ペ リ サ イ ト ） お よ び ミ ュ ラ ー 細 胞 に よ っ て 形 成 さ れ た 血 管 バ

リ ア で あ り（ 図  1a）、そ の 破 綻 が 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 の 原 因 で あ る (19)。網 膜 内 皮

細 胞 は タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し て お り 、 血 液 網 膜 関 門 の 不 浸 透 性

に 寄 与 し て い る (20)。 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン は 細 胞 間 接 着 分 子 構 造 の 一 つ で あ

り 、 隣 り 合 う 細 胞 を 膜 状 に 密 着 さ せ て 、 透 過 性 バ リ ア と し て 膜 の 内 外 を 隔 て て

い る (21)（ 図  1b） 。 網 膜 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン を 構 成 す る 代 表 的 な 分 子 と

し て claudin-5、 occludin 、 ZO-1 が あ げ ら れ る 。 claudin は 哺 乳 類 動 物 に お い
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て 27 種 類 が 確 認 さ れ て お り 、 発 現 す る 組 み 合 わ せ は 臓 器 や 細 胞 に よ っ て 異 な

る が 、 血 管 内 皮 細 胞 に お い て は 主 に claudin-5 が 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ

て い る (22-33)。ま た 、occludin は リ ン 酸 化 に よ っ て バ リ ア 機 能 を 調 節 す る こ と

が 知 ら れ て い る (34)。 ZO-1 は claudin や occludin に 結 合 し て 細 胞 骨 格 ア ク チ

ン に 連 結 さ せ る こ と で 細 胞 質 側 を 裏 打 ち し て お り 、 様 々 な 分 子 と 相 互 作 用 す る

と 考 え ら れ て い る (35)。 網 膜 内 皮 細 胞 が 高 グ ル コ ー ス に 曝 さ れ る こ と で 、 タ イ

ト ジ ャ ン ク シ ョ ン タ ン パ ク の 発 現 に 変 化 を き た す こ と 、 お よ び 透 過 性 亢 進 が 生

じ る こ と が 報 告 さ れ て い る (36)。 こ の よ う な こ と か ら 、 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る

バ リ ア 機 能 の 低 下 は 血 管 透 過 性 の 亢 進 を き た し 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 初 期 変 化 の 一

つ と 考 え ら れ て い る (37)。  

Vascular endothelial growth factor (VEGF) は 、 血 管 新 生 の 重 要 な 調 節 因 子

で あ る だ け で な く 、 血 管 透 過 性 を 亢 進 す る 因 子 で も あ る (38, 39)。 糖 尿 病 網 膜

症 の 進 行 に は VEGF が 関 与 し て お り 、VEGF を 標 的 と し た 抗 体 治 療 の 有 効 性 が

示 さ れ て い る (40)。 し か し 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 合 併 症 で あ る 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 に 対

す る VEGF 阻 害 剤 を 用 い た 薬 物 療 法 に 不 応 性 の 患 者 も み ら れ 、治 療 効 果 が 得 ら

れ た 場 合 に お い て も 黄 斑 浮 腫 が 再 発 す る 症 例 も 少 な く な い (41, 42)。 そ の た め

糖 尿 病 網 膜 症 に 対 す る さ ら な る 病 態 メ カ ニ ズ ム の 解 明 お よ び 創 薬 開 発 が 待 望 さ

れ て い る 。  

オ ス テ オ ポ ン チ ン（ OPN; osteopontin）は 、Franzén と  Heinegård に よ り ウ

シ 骨 基 質 由 来 の シ ア ロ プ ロ テ イ ン （ BSP-1 or BNSP; bone sialoprotein I） と し

て 1985 年 に は じ め て 同 定 さ れ た 分 泌 型 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 で あ り 、44kDa

の 骨 の リ ン 酸 化 糖 タ ン パ ク 質 (44K BPP; bone phosphoprotein)と し て 分 泌 型 リ

ン 酸 タ ン パ ク 質 1（ SPP1; secreted phosphoprotein 1） あ る い は シ ア ロ プ ロ テ

イ ン 1、 さ ら に は T 細 胞 に 存 在 す る 分 子 と し て の 早 期 T リ ン パ 球 活 性 化 1
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（ ETA-1; early T lymphocyte activation-1） タ ン パ ク 質 と し て も 知 ら れ て い る

(43)。OPN は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 、炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 、細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達

に 関 与 す る な ど 多 様 な 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る (44, 45)。OPN は 前 骨 芽

細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 骨 細 胞 (46)、 軟 骨 細 胞 (47)、 線 維 芽 細 胞 (48)、 樹 状 細 胞 、 マ

ク ロ フ ァ ー ジ お よ び  T 細 胞 (49)、 肝 細 胞 (50)、 平 滑 筋 細 胞 (51)、 骨 格 筋 (52)、

内 皮 細 胞 (53)、 内 耳 (54)、 脳 (55)、 胎 盤 お よ び 乳 腺 (56)、 十 二 指 腸 お よ び 腎 臓

(57, 58)な ど の 様 々 な 細 胞 お よ び 組 織 で 発 現 し て お り 、 多 発 性 硬 化 症 (59)お よ

び ク ロ ー ン 病 (60)な ど の 自 己 免 疫 疾 患 (61, 62)に 加 え 、 癌 (63-65)お よ び 心 血 管

系 疾 患 (66-69)な ど に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 さ ら に 、 OPN は 脂 肪 組

織 の 炎 症 と イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に 関 与 し て い る (70, 71)。  

眼 球 組 織 で は 網 膜 の ミ ク ロ グ リ ア (72)、 ミ ュ ラ ー グ リ ア (73)、 神 経 節 細 胞

(74)、色 素 上 皮 細 胞 (75)お よ び 内 皮 細 胞 (76, 77)に お け る OPN の 発 現 が 認 め ら

れ て い る 。OPN の 網 膜 内 皮 細 胞 へ の 作 用 に 関 し て は 、内 皮 細 胞 の 遊 走 を 促 進 す

る こ と (78)、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 誘 導 し て 血 管 基 底 膜 の 肥 厚 を き た す こ と

(76)が こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 。  

OPN と 糖 尿 病 網 膜 症 の 関 係 に つ い て は い く つ か の 報 告 が あ る 。糖 尿 病 網 膜 症

患 者 の 硝 子 体 液 中 に お け る OPN 濃 度 が 上 昇 し て い る こ と (79, 80)、 血 漿 中 の

OPN 濃 度 は 糖 尿 病 網 膜 症 の 有 無 お よ び 重 症 度 と 有 意 に 相 関 し て い る こ と が 報

告 さ れ て い る (81)。 こ の こ と か ら OPN は 糖 尿 病 網 膜 症 の 発 症 に 関 与 し て い る

可 能 性 が 示 唆 さ れ る が 、 OPN の 血 管 透 過 性 へ の 関 与 は 明 ら か に な っ て い な い 。

そ こ で 我 々 は 、 糖 尿 病 に お け る OPN の 上 昇 が 血 管 内 皮 細 胞 の タ イ ト ジ ャ ン ク

シ ョ ン 機 能 を 変 化 さ せ 、 網 膜 血 管 の 透 過 性 亢 進 を 引 き 起 こ し て い る と す る 仮 説

を 立 て た 。 こ の 仮 説 を 検 証 す る た め に 動 物 実 験 と 細 胞 実 験 を 行 っ た 。 動 物 実 験

で は 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン （ STZ; streptozotocin） 誘 発 糖 尿 病 マ ウ ス （ STZ マ
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ウ ス ） の 硝 子 体 内 に 抗 OPN 中 和 抗 体 （ OPN Ab; anti-osteopontin neutralizing 

antibody）を 投 与 し た 。細 胞 実 験 で は ヒ ト 網 膜 内 皮 細 胞（ HREC; human retinal 

endothelial cell） を OPN に 暴 露 し た 。 こ れ ら の 実 験 を 通 し て 、 糖 尿 病 状 態 に

お い て OPN が 透 過 性 機 能 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 構 造 お よ び VEGF の 発 現

に ど の よ う な 影 響 を 及 ぼ す か に つ い て 検 討 を 行 っ た 。  
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2.1 実験動物  

実 験 動 物 と し て 日 本 エ ス エ ル シ ー （ 静 岡 ） か ら 購 入 し た C57BL/6J 野 生 型

（ WT; wild type）マ ウ ス を 用 い た 。す べ て の 実 験 に お い て 雄 マ ウ ス の み を 使 用

し た 。マ ウ ス は 通 常 の 概 日 リ ズ ム（ 明 暗 各 12 時 間 サ イ ク ル ）の 下 で 飼 育 さ れ 、

自 由 に 食 事 と 水 を 与 え ら れ た 。 12 週 齢 に 達 し た 実 験 動 物 は 、 イ ソ フ ル ラ ン (富

士 フ イ ル ム 和 光 純 薬 , 大 阪 )の 吸 入 麻 酔 下 に お い て 、過 量 の ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル

（ ソ ム ノ ペ ン チ ル ® ; 共 立 製 薬 , 東 京 ） の 腹 腔 内 注 射 に よ り 安 楽 死 さ れ た 。 す べ

て の 動 物 実 験 は 防 衛 医 科 大 学 校 倫 理 に 関 す る ガ イ ド ラ イ ン お よ び ARVO 

Statement for Use Animals に 則 っ て 実 施 し た （ 承 認 番 号 ： 18073） 。  

 

2.2 STZ マウス の作成  

過 去 の 報 告 (82, 83)を も と に 糖 尿 病 網 膜 症 モ デ ル マ ウ ス と し て STZ マ ウ ス を

作 成 し た 。4 週 齢 の WT マ ウ ス に 1 日 あ た り 60 mg/kg の STZ を 、0.05 M の ク

エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 4.5） で 溶 解 さ せ て 、 5 日 間 連 続 で 腹 腔 内 に 投 与 し た 。

コ ン ト ロ ー ル（ Ctrl）マ ウ ス に は 同 量 の ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー の み を 投 与 し た 。4

週 齢 、 6 週 齢 、 8 週 齢 、 12 週 齢 に お け る Ctrl お よ び STZ マ ウ ス の 体 重 と 血 糖

値 の 測 定 を 4 時 間 絶 食 さ せ た 後 に 行 っ た 。 血 糖 値 は LAB Gluco®血 糖 測 定 器

（ biomedical science, 東 京 ） を 用 い て 測 定 し た 。 6 週 齢 に お け る 血 糖 値 が 300 

mg/dL 以 上 の マ ウ ス を STZ マ ウ ス と し て 実 験 に 使 用 し た 。  

 

2.3 試薬の硝子体内投与  

8 週 齢 の Ctrl お よ び STZ マ ウ ス に イ ソ フ ル ラ ン の 吸 入 麻 酔 下 で ペ ン ト バ ル ビ

タ ー ル （ 50 mg/kg） の 腹 腔 内 注 射 を 行 い 、 0.5%ト ロ ピ カ ミ ド 点 眼 ・ 0.5%フ ェ
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ニ レ フ リ ン 塩 酸 塩 点 眼（ ミ ド リ ン -P®; 参 天 製 薬 , 大 阪 ）を 用 い て 散 瞳 し た 。33 

G 針 を 接 続 し た マ イ ク ロ シ リ ン ジ （ Hamilton Company, Reno, NV, USA） を 用

い て anti-mouse OPN antibody （ polyclonal goat IgG, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, USA） あ る い は normal goat IgG（ R&D Systems） の い ず れ

か を 角 膜 輪 部 の 強 膜 か ら 硝 子 体 内 に 200 ng (1 μ L) 投 与 し た 。 投 与 量 は 既 報

(84, 85)を 参 考 に し て 決 め た 。  

 

2.4 ヘマトキシリン /エオジン染色  

12 週 齢 の Ctrl お よ び STZ マ ウ ス を 上 述 し た 麻 酔 後 、 眼 球 を 摘 出 し た 。 摘 出

し た 眼 球 を 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド  (PFA; paraformaldehyde)を 含 有 し た リ

ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS; phosphate buffered saline） 中 に 室 温 下 で 1 時 間 浸

漬 固 定 し た 後 に 、 角 膜 と 水 晶 体 を 除 去 し た 。 そ の 後 、 同 じ 固 定 液 に 4℃ で 一 晩

浸 漬 固 定 し た 。次 に 標 本 を パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 後 、5 μ m 厚 の 切 片 を 作 成 し た 。

切 片 を パ ラ フ ィ ン 除 去 し 、ヘ マ ト キ シ リ ン /エ オ ジ ン 染 色 し た 。染 色 し た 網 膜 切

片 を 顕 微 鏡（ Keyence BZ-X810 Microscope; Keyence, 大 阪 ）で 撮 影 し 、視 神 経

乳 頭 中 心 か ら 500 μ m 離 れ た 位 置 に お け る 網 膜 厚 を 計 測 し た 。  

 

2.5 網膜毛細血管網の 観察  

過 去 の 報 告 (86)を も と に 網 膜 組 織 か ら 網 膜 毛 細 血 管 網 を 分 離 し た 。 上 述 し た

通 り マ ウ ス の 眼 球 を 摘 出 し て 、 4% PFA で 1 時 間 固 定 後 、 眼 球 か ら 網 膜 を 摘 出

し た 。網 膜 を 蒸 留 水 中 で 室 温 の も と 一 晩 穏 や か に 振 盪 さ せ た 後 に 、3%ト リ プ シ

ン 中 で 37℃ の も と 90 分 間 穏 や か に 振 盪 さ せ た 。 ト リ プ シ ン 消 化 し た 網 膜 を 蒸

留 水 で 洗 浄 し て 網 膜 付 着 組 織 か ら 血 管 網 を 分 離 し た 。 血 管 分 離 後 、 血 管 を シ ラ
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ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に の せ て 完 全 に 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 ス ラ イ

ド を 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ /ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 し た 。 染 色 し た 網 膜 血 管 を 顕 微 鏡

(BZ-X810)で 観 察 し て 、無 細 胞 毛 細 血 管（ ア セ ル ラ ー キ ャ ピ ラ リ ー ）を 数 え た 。

主 幹 動 静 脈 を 避 け た 末 梢 部 3 か 所 を 無 作 為 に 選 び 解 析 し た 。1 か 所 一 視 野  (270 

μ m × 360 μ m) あ た り の ア セ ル ラ ー キ ャ ピ ラ リ ー を 数 え て 、 3 か 所 の 平 均 を

算 出 し た 値 を 1 サ ン プ ル の 値 と し て 採 用 し た 。  

 

2.6 網膜伸展標 本の免疫組織化学染色  

上 述 の 通 り 摘 出 し た 網 膜 を メ タ ノ ー ル で -20℃ の も と 20 分 間 固 定 し た 。網 膜

を PBS で 洗 浄 し た 後 、透 過 処 理 /ブ ロ ッ キ ン グ 試 液［ PBS + 0.3% Triton X-100 

+ 0.2% bovine serum albumin (BSA; Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA)］ と

5%正 常 ヤ ギ 血 清 の 混 合 液 中 で 室 温 の も と 1 時 間 穏 や か に 振 盪 さ せ た 。 そ の 後 、

Alexa Fluor 488-conjugated anti-claudin-5 antibody （ 352588; Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA）あ る い は rabbit anti-ZO-1 antibody（ 61-7300; Invitrogen）

の い ず れ か を 透 過 処 理 /ブ ロ ッ キ ン グ 試 液 で 200 倍 希 釈 し て 、網 膜 と と も に 4℃

の も と 遮 光 下 に て 一 晩 穏 や か に 振 盪 さ せ た 。 翌 日 、 網 膜 を 0.3% PBT（ PBS + 

0.3% Triton） で 遮 光 下 に て 6 時 間 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 claudin-5 抗 体 を 反 応 さ

せ た 網 膜 に 関 し て は 、 伸 展 さ せ て VECTASHIELD （ Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA）を 用 い て 封 入 し た 。ZO-1 抗 体 を 反 応 さ せ た 網 膜 に 関 し

て は 、 0.3% PBT で 200 倍 希 釈 し た Alexa Fluor 594-conjugated anti-rabbit 

antibody（ ab150080; Abcam, Cambridge, UK）と と も に 室 温 の も と 遮 光 下 に て

1 時 間 穏 や か に 振 盪 さ せ た 後 、0.3% PBT で 2 時 間 洗 浄 し 上 述 の 通 り 封 入 し た 。

網 膜 伸 展 標 本 の 観 察 は 蛍 光 顕 微 鏡 （ BZ-X810） を 用 い て 行 っ た 。  
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2.7 遺伝子の発現解析  

RNeasy Mini Kit（ Qiagen, Venlo, Netherlands）を 用 い て 網 膜 組 織 あ る い は

培 養 細 胞 の 全 RNA を 抽 出 し た 。 続 い て 、 RNA を SuperScript II Reverse 

Transcriptase（ Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を 用 い て cDNA

に 逆 転 写 し た 。 使 用 し た プ ロ ー ブ （ TaqMan; 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA） は 以 下 の 通 り で あ る 。 claudin-5

（ Mm00727012_s1）、ZO-1（ Mm00493699_m1）、VEGF（ Mm00437304_m1, 

Hs00900055_m1）、 VEGF receptor-2（ VEGFR-2; Hs00176676_m1）。ま た 、

18S RNA（ Mm03928990_g1, Hs99999901_s1） を 内 因 性 コ ン ト ロ ー ル と し て

用 い た 。  

7900HT Fast Real-Time PCR System（ Applied Biosystems） を 用 い て Δ Δ

CT 法 に よ り 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR; reverse transcription- 

polymerase chain reaction）解 析 を 行 っ た 。各 項 目 の mRNA レ ベ ル は 18S rRNA

を 基 準 と し た 相 対 発 現 量 で 示 し た 。  

 

2.8 OPN および VEGF のタンパク質濃度の定量  

血 清 お よ び 網 膜 の OPN タ ン パ ク 質 濃 度 を OPN ELISA kit（ Abcam） を 用 い

て 測 定 し た 。 ま た 、 網 膜 の VEGF タ ン パ ク 質 濃 度 を Bio-PlexPro™ mouse 

cytokine group II VEGF kit®（ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA） を 用

い て 測 定 し た 。  

上 述 の 通 り マ ウ ス を 麻 酔 し 、 左 心 室 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 続 い て 、

網 膜 を 摘 出 し た 後 、プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 添 加 し た 100 μ l の  放 射 性 免 疫 沈 降
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ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 溶 解 し た 。 溶 解 し た 網 膜 サ ン プ ル を 10,000g で 10 分 間

遠 心 し た 後 、 上 清 を 回 収 し た 。 上 清 の OPN お よ び VEGF の タ ン パ ク 質 濃 度 を

上 述 し た kit を 用 い て 測 定 し た 。 網 膜 の OPN お よ び VEGF 濃 度 は 、 網 膜 の 総

タ ン パ ク 質 濃 度 で 標 準 化 し 、ピ コ グ ラ ム /ミ リ グ ラ ム 単 位 で 表 示 し た 。総 タ ン パ

ク 質 濃 度 は  DC™ protein assay kit（ Bio-Rad Laboratories）を 用 い て 定 量 化 し

た 。一 方 、血 清 の OPN タ ン パ ク 質 濃 度 の 測 定 の た め に 、血 液 サ ン プ ル を 4,000g 

で 15 分 間 遠 心 分 離 し 、そ の 上 清 の OPN タ ン パ ク 質 濃 度 を 上 述 し た kit を 用 い

て 測 定 し た 。 血 清 中 の OPN 濃 度 は 、 血 清 1 ミ リ リ ッ ト ル 当 た り の ナ ノ グ ラ ム

単 位 で 表 示 し た 。  

 

2.9 網膜におけ るエバ ンスブルー色素 漏出の解析  

エ バ ン ス ブ ル ー 色 素 が 血 清 ア ル ブ ミ ン と 結 合 す る 性 質 を 利 用 し て (87)、 網 膜

の 血 管 か ら の 漏 出 量 を 、 既 報 (88)を 参 考 に 測 定 し た 。 マ ウ ス の 尾 静 脈 か ら エ バ

ン ス ブ ル ー（ 20 mg/kg; Sigma-Aldrich）を 投 与 し た 。エ バ ン ス ブ ル ー を 投 与 し

た 2 時 間 後 に 、イ ソ フ ル ラ ン の 吸 入 麻 酔 下 で 過 量 の ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル を 腹 腔

内 に 投 与 し て 、左 心 室 か ら 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。そ の 後 、左 心 室 か ら 37℃

の PBS を 灌 流 し た 後 に 網 膜 サ ン プ ル を 摘 出 し た 。網 膜 サ ン プ ル を 乾 燥 さ せ て 重

量 を 計 測 し 、 ジ メ チ ル フ ォ ル マ マ イ ド 中 で 70℃ の も と 18 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ

ョ ン し て エ バ ン ス ブ ル ー を 溶 出 し た 。18,800g で 15 分 間 の 遠 心 を 行 い 、上 清 の

吸 光 度 （ 740 nm-620 nm） を 測 定 し た 。 血 液 サ ン プ ル は 4,000g で 15 分 間 の 遠

心 を 行 い 、 抽 出 し た 血 清 を ジ メ チ ル フ ォ ル マ マ イ ド で 1000 倍 希 釈 し た 後 、 同

様 に 吸 光 度 を 測 定 し た 。 濃 度 は エ バ ン ス ブ ル ー の ス タ ン ダ ー ド 曲 線 を 元 に 算 出

し 、血 管 透 過 性 を 以 下 の 計 算 式 を 用 い て 定 量 し た 。透 過 性［ μ L/（ g・h）］＝
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［ 網 膜 の エ バ ン ス ブ ル ー （ μ g） /網 膜 の 重 量 （ g） ] /［ 血 液 の エ バ ン ス ブ ル ー

濃 度 （ μ g/μ L） ×循 環 時 間 （ h） ］  

さ ら に 定 性 的 観 察 と し て 、 上 述 の 通 り エ バ ン ス ブ ル ー を 投 与 し て PBS 灌 流

後 、眼 球 を 摘 出 し て 4% PFA で 固 定 し た 。そ の 後 、網 膜 を 摘 出 し て 伸 展 標 本 を

作 製 し 蛍 光 顕 微 鏡 （ BZ-X810） で 観 察 を 行 っ た 。  

 

2.10 細胞 培養  

 HREC、 endothelial cell medium、 endothelial cell growth supplement お よ び

ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 を INNOPROT（ Derio Bizkaia, Spain）か

ら 購 入 し た 。 5%ウ シ 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 溶 液 お よ び 1%  

endothelial cell growth supplement を 添 加 し た 培 地 で 内 皮 細 胞 を 培 養 し た 。 培

養 は 37℃ ・ 湿 潤 ・ 95%空 気 ・ 5%二 酸 化 炭 素 の 状 況 下 で 行 っ た 。 細 胞 が 培 養 面

積 の 90%コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 に 達 し た 段 階 で 、0.25%ト リ プ シ ン /EDTA を 用

い て 細 胞 を 剥 離 し て 継 代 し た 。 2 か ら 7 継 代 培 養 し た 細 胞 を 実 験 に 用 い た 。 す

べ て の 実 験 は 細 胞 が 90%以 上 の コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 で 開 始 し た 。実 験 開 始 時

に HREC を 標 準 グ ル コ ー ス（ NG; normal glucose, 5 mM）あ る い は 高 グ ル コ ー

ス (HG; high glucose, 40 mM)の 培 養 液 に 暴 露 し た 。  

 

2.11 バリア 機能の評価  

 0.4 μ m の 小 孔 を も つ カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜

（ Corning Inc., Corning, NY）上 で 培 養 さ れ た HREC 単 層 シ ー ト を 種 々 の 濃 度

の OPN（ 0, 100, 500 ng/mL）を 添 加 し た NG あ る い は HG の 培 養 液 に 48 時 間
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暴 露 し た 。過 去 の 報 告 (89)を も と に し て 、以 下 の 2 つ の 方 法 で HREC 単 層 シ ー

ト の バ リ ア 機 能 を 評 価 し た 。  

 

2.11.a 経 内皮 電気 抵抗 の 測 定  

 内 皮 細 胞 で は 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン に よ っ て 頂 上 側 と 基 底 側 と の 間 で イ オ

ン の 透 過 が 制 限 さ れ て い る た め 、 経 内 皮 電 気 抵 抗 （ TEER; transendothelial 

electrical resistance） が 生 じ る 。 TEER は 測 定 法 も 簡 便 で あ る こ と か ら 、 透 過

性 の 指 標 と し て 広 く 用 い ら れ て い る (90)。  

 TEER は epithelial volt–ohm meter（ EVOM; LMS Co., 東 京 ） を 用 い て 計 測

し た 。 メ ー タ ー に 表 示 さ れ る 値 は イ ン サ ー ト し た 半 透 膜 の み の 抵 抗 値 も 含 ん で

い る た め 、 TEER は 測 定 値 か ら 細 胞 を 含 ま な い カ ル チ ャ ー イ ン サ ー ト 半 透 膜 の

み の 抵 抗 値 を 差 し 引 い て 算 出 し た 。  

 

2.11.b エ バン ス ブルー 色 素の 透 過 性  

 各 条 件 に 内 皮 細 胞 を 48 時 間 暴 露 し た 後 に 、 エ バ ン ス ブ ル ー （ 0.67 mg/mL）

を 膜 の 上 側 に 添 加 し た 。 添 加 2 時 間 後 に 膜 の 下 側 か ら 採 取 し た 培 養 液 を 10 倍

希 釈 し 、 620 nm に お け る 吸 光 度 を 測 定 す る こ と で 、 膜 を 透 過 し た エ バ ン ス ブ

ル ー の 量 を 評 価 し た 。  

 

2.12 LDH の測定  

 OPN の 細 胞 障 害 性 を 調 べ る た め に 、 培 養 細 胞 か ら 培 養 液 中 に 放 出 さ れ た

Lactate dehydrogenase（ LDH）を Cytotoxicity LDH Assay Kit-WST（ Dojindo, 

熊 本 ） を 用 い て 測 定 し た 。  
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2.13 免疫細胞化学染色  

HREC を  NG、 NG + OPN (500 ng/mL)、 HG、 ま た は  HG + OPN (500 

ng/mL) に  48 時 間 暴 露 し た 後 、claudin-5 お よ び ZO-1 の 免 疫 細 胞 化 学 染 色 を

行 っ た 。       

claudin-5 の 染 色 に つ い て は 、細 胞 を メ タ ノ ー ル で -20℃ の も と 20 分 間 固 定 し

た 後 、1% BSA で 室 温 の も と 1 時 間 反 応 さ せ て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。そ の 後 、

細 胞 を 200 倍 希 釈 し た Alexa Fluor 488-conjugated anti-claudin-5 antibody

（ 352588; Invitrogen） と と も に 4℃ の も と 遮 光 下 に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し

た 。  

ZO-1 の 染 色 に つ い て は 、細 胞 を 4% PFA で 室 温 の も と 20 分 間 固 定 し 、PBS

で 3 回 洗 浄 し た 。 固 定 し た 細 胞 を 0.1% PBT で 室 温 の も と 15 分 間 透 過 処 理 し

た 後 、 1% BSA で 室 温 の も と 1 時 間 反 応 さ せ て ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 次 に 、

細 胞 を 300 倍 希 釈 し た rabbit anti-ZO-1 antibody（ 61-7300; Invitrogen） と と

も に 4℃ の も と 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。洗 浄 後 、細 胞 を 300 倍 希 釈 し た Alexa 

Fluor 594-conjugated anti-rabbit antibody（ ab150080; Abcam） と 37℃ の も と

1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。  

染 色 し た サ ン プ ル の 核 を DAPI 入 り Vectashield（ Vector Laboratories）で 対

比 染 色 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ BZ-X810） を 用 い て 観 察 し た 。  

 

2.14 統計解析  

 統 計 解 析 は JMP Pro 14（ SAS Institute Inc., Cary, NC, USA） を 用 い て 行 っ

た 。デ ー タ は 平 均 ±標 準 偏 差 ま た は 平 均 ±標 準 誤 差 で 示 し た 。平 均 値 の 比 較 は 、
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2 群 比 較 に は Shapiro-Wilk 検 定 に よ り 正 規 性 を 確 認 し た の ち 、 Student の t 検

定 を 用 い 、 3 群 間 比 較 に は 対 応 の な い 一 元 配 置 分 散 分 析 に よ り 有 意 性 を 確 認 し

た の ち 、 Tukey-Kramer 検 定 を 用 い た 。 有 意 水 準 は 5%未 満 と し た 。  
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3.1 STZ マウスの 特徴  

糖 尿 病 網 膜 症 に お け る OPN の 病 態 関 与 を 調 べ る に あ た っ て 、 我 々 は 糖 尿 病

網 膜 症 モ デ ル マ ウ ス と し て STZ マ ウ ス を 作 製 し た 。は じ め に 、糖 尿 病 の 発 症 の

成 否 を 確 認 す る た め に 、血 糖 値 お よ び 体 重 を 測 定 し た 。そ の 結 果 、STZ マ ウ ス

の 血 糖 値 は Ctrl マ ウ ス と 比 較 し て 、STZ 投 与 後 の い ず れ の 時 期 に お い て も 有 意

に 高 か っ た （ 図  2-1） 。 体 重 は い ず れ の マ ウ ス も 成 長 と と も に 増 加 し て い っ た

が 、 STZ 投 与 後 の い ず れ の 時 期 に お い て も 、 STZ マ ウ ス の 体 重 は Ctrl マ ウ ス

よ り も 有 意 に 低 か っ た（ 図  2-2）。一 方 で 、STZ マ ウ ス は 網 膜 形 態 の 変 化 を 生

じ る こ と が 報 告 さ れ て い る (91)。そ こ で 我 々 が 今 回 作 成 し た STZ マ ウ ス の 網 膜

に お け る 形 態 変 化 を 確 認 す る た め に 、 網 膜 厚 と ア セ ル ラ ー キ ャ ピ ラ リ ー の 数 を

測 定 し た 。そ の 結 果 、STZ マ ウ ス の 網 膜 厚 は Ctrl マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 菲 薄

化 し て い た（ 図  2-3）。さ ら に 、STZ マ ウ ス の 一 視 野 あ た り の ア セ ル ラ ー キ ャ

ピ ラ リ ー の 数 は Ctrl マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 増 加 し て い た（ 図  2-4）。以 上 か

ら 本 実 験 で 作 成 し た STZ マ ウ ス は 、糖 尿 病 網 膜 症 モ デ ル マ ウ ス と し て 使 用 可 能

で あ る こ と が 示 さ れ た 。  

 

3.2 糖尿病状態における OPN の増加  

糖 尿 病 網 膜 症 患 者 に お け る 血 漿 (81)お よ び 硝 子 体 内 (79, 80)の OPN の 増 加 が

指 摘 さ れ て い る 。そ こ で 我 々 は 、Ctrl マ ウ ス と STZ マ ウ ス の 血 清 お よ び 網 膜 に

お け る OPN mRNA の 発 現 お よ び OPN タ ン パ ク 濃 度 を 比 較 し た 。 STZ マ ウ ス

の 血 清 の OPN 濃 度 は Ctrl マ ウ ス よ り も 有 意 に 高 値 で あ っ た （ 図  3-1） 。 STZ

マ ウ ス の 網 膜 に お け る OPN mRNA の 発 現 も Ctrl マ ウ ス と 比 較 し て 有 意 に 上 昇
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し て い た（ 図  3-2）。同 様 に 、STZ マ ウ ス の 網 膜 に お け る OPN 濃 度 も Ctrl マ

ウ ス よ り も 有 意 に 高 値 で あ っ た （ 図  3-3） 。  

 

3.3 網膜における エバンスブルー色素の血 管外漏出  

OPN の 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る 網 膜 血 管 透 過 性 へ の 関 与 を 調 べ る た め に 、Ctrl

お よ び STZ マ ウ ス の 硝 子 体 内 に 抗 OPN 中 和 抗 体 も し く は IgG を 投 与 し た 。網

膜 組 織 に 漏 出 し た エ バ ン ス ブ ル ー を 吸 光 度 法 に よ り 定 量 す る こ と で 網 膜 血 管 透

過 性 の 評 価 を 行 っ た 。図  4-1 で 示 さ れ た 通 り 、STZ 群 お よ び STZ- IgG 群 の エ

バ ン ス ブ ル ー の 漏 出 量 は 、 Ctrl 群 お よ び Ctrl- IgG 群 と 比 較 し て そ れ ぞ れ 有 意

に 高 値 で あ っ た 。 ま た 、 Ctrl-OPN Ab 群 で は 、 Ctrl 群 お よ び Ctrl-IgG 群 と 比

較 し て 、透 過 性 に 有 意 な 変 化 は 見 ら れ な か っ た が 、STZ-OPN Ab 群 で は 、STZ

群 お よ び STZ-IgG 群 に 比 べ 、 透 過 性 が 有 意 に 低 下 し て い た （ 図  4-1） 。  

エ バ ン ス ブ ル ー 注 入 後 の 網 膜 伸 展 標 本 の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 に お い て も 同 様 の 傾

向 が み ら れ 、 STZ 群 お よ び STZ-IgG 群 で は 網 膜 血 管 か ら の エ バ ン ス ブ ル ー の

漏 出 が 観 察 さ れ た が 、STZ-OPN Ab 群 で は 抑 制 さ れ て い た（ 図  4-2）。以 上 か

ら 、 STZ マ ウ ス で は 網 膜 血 管 の 透 過 性 が 亢 進 し て お り 、 抗 OPN 中 和 抗 体 の 硝

子 体 内 投 与 に よ り 透 過 性 亢 進 が 抑 制 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。  

 

3.4 抗 OPN 中和抗体 によるタイトジャンクション の変化  

タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 維 持 は 血 管 透 過 性 を 決 定 す る 重 要 な 因 子 で あ る

(92)。OPN を 阻 害 す る こ と で 網 膜 血 管 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン に ど の よ う な 変

化 が み ら れ る の か を 調 べ る た め に 、 抗 OPN 中 和 抗 体 を 硝 子 体 内 に 投 与 し た あ
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と の 網 膜 の claudin-5 と ZO-1 の 遺 伝 子 発 現 解 析 お よ び 免 疫 組 織 化 学 染 色 を 行

っ た 。  

 

3.4.a タイ トジ ャ ンクシ ョ ン の 遺 伝子 発 現の 変 化  

図  5-1 の 通 り 、 Ctrl 群 、 Ctrl-IgG 群 お よ び Ctrl-OPN Ab 群 間 に お い て は

claudin-5 と ZO-1 の 発 現 量 に 有 意 差 は な く 、 STZ 群 お よ び STZ-IgG 群 で は 、

claudin-5 と ZO-1 の 発 現 量 が Ctrl 群 お よ び Ctrl-IgG 群 と 比 較 し て そ れ ぞ れ 有

意 に 低 下 し て い た 。 一 方 、 STZ-OPN Ab 群 で は 、 STZ 群 お よ び STZ-IgG 群 と

比 較 し て 、 claudin-5 お よ び ZO-1 の 発 現 が 有 意 に 上 昇 し て い た （ 図  5-1） 。  

 

3.4.b タイ ト ジャ ン クシ ョ ン の 免 疫組 織 化学 染 色の 変 化  

 Ctrl マ ウ ス で は 、claudin-5 と ZO-1 の 局 在 は 明 瞭 か つ 内 皮 細 胞 の 細 胞 境 界 に

一 致 し て い た 。STZ マ ウ ス で は 、claudin-5 の 局 在 は 点 状 に 分 布 し 、ZO-1 の 免

疫 染 色 は 減 弱 し て い た （ 図  5-2） 。 こ れ ら の 変 化 は 、 抗 OPN Ab を STZ マ ウ

ス の 硝 子 体 内 に 投 与 す る こ と で 抑 制 さ れ た （ 図  5-2） 。  

 

3.5 網膜にお ける VEGF の遺伝子およびタンパク質 の発現  

 VEGF は 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 主 要 な 悪 化 因 子 で あ り 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン を

変 化 さ せ て 血 管 透 過 性 を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (93)。 そ こ で 我 々 は 、

Ctrl 群 、 Ctrl-IgG 群 、 Ctrl-OPN Ab 群 、 STZ 群 、 STZ-IgG 群 、 STZ-OPN Ab

群 の 間 で 網 膜 の VEGF 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 を 比 較 し た 。 STZ 群 、

STZ-IgG 群 、 STZ-OPN Ab 群 に お け る 網 膜 の VEGF 遺 伝 子 発 現 は 、 Ctrl 群 、

Ctrl-IgG 群 、 Ctrl-OPN Ab 群 と 比 較 し て そ れ ぞ れ 有 意 に 上 昇 し 、 STZ 群 、
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STZ-IgG 群 、 STZ-OPN Ab 群 の 間 に も 有 意 差 は み ら れ な か っ た （ 図  6a） 。 同

様 に 、 STZ 群 、 STZ-IgG 群 、 STZ-OPN Ab 群 間 の 網 膜 に お け る VEGF タ ン パ

ク 濃 度 も 有 意 差 は み ら れ な か っ た （ 図  6b） 。  

 

3.6 HREC 単層細胞シート培養液への OPN 添加の影響  

OPN の 網 膜 内 皮 細 胞 の 血 管 透 過 性 に 対 す る 直 接 的 な 影 響 を 調 べ る た め に 、

NG あ る い は HG 培 地 に OPN を 添 加 し て 、 HREC 単 層 シ ー ト の バ リ ア 機 能 、

タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 構 造 、 VEGF の 発 現 を 評 価 し た 。  

 

3.6.a OPN 添 加 による バ リア 機 能の 変 化  

 HREC シ ー ト の バ リ ア 機 能 が OPN に よ っ て 変 化 す る か ど う か を 調 べ る た め

に 、OPN を 添 加 し た NG あ る い は HG 培 地 で 細 胞 シ ー ト を 培 養 し た 後 、TEER

と エ バ ン ス ブ ル ー の 透 過 性 を 測 定 し た 。TEER は  NG 培 地 下 に 比 べ て  HG 培

地 下 で は 経 時 的 に 有 意 に 減 少 し 、NG 培 地 、HG 培 地 の い ず れ に お い て も OPN

の 添 加 濃 度 が 500 ng/mL の 場 合 、 TEER を 有 意 に 減 少 し た （ 図  7-1） 。 一 方 、

48 時 間 培 養 後 の エ バ ン ス ブ ル ー 透 過 性 は 、NG 培 地 下 に 比 べ て HG 培 地 下 で は

有 意 に 増 加 し 、OPN の 添 加 濃 度 が 500 ng/mL の 場 合 、NG 培 地 、HG 培 地 の い

ず れ に お い て も 有 意 な 増 加 が み ら れ た（ 図  7-2）。細 胞 障 害 の 指 標 と な る LDH 

放 出 量 に 関 し て は 、NG あ る い は HG 培 地 下 、OPN の 添 加 に よ る 有 意 差 は 認 め

ら れ な か っ た （ 図  7-3） 。  

 

3.6.b OPN 添加 によ る タ イ ト ジ ャン ク ショ ン の 構 造 変 化  



 

22 

 

 HREC 単 層 細 胞 シ ー ト に お け る タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン 構 造 変 化 へ の OPN の

影 響 を 調 べ る た め に 、OPN（ 500 ng/mL）を NG あ る い は HG 培 地 に 添 加 し て

か ら 48 時 間 後 に claudin-5 抗 体 お よ び ZO-1 抗 体 を 用 い た 免 疫 細 胞 化 学 染 色 を

行 っ た 。 NG 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で は 線 状 の 連 続 し た 接 合 が 観 察 さ れ た が 、

NG+OPN 培 地 、HG 培 地 、HG+OPN 培 地 で 培 養 し た 細 胞 で は 不 連 続 な 接 合 に

よ る 点 状 分 布 を 呈 し て い た （ 図  7-4） 。  

 

3.6.c OPN 添 加に よ る VEGF 遺 伝 子発 現 へ の 影 響  

HREC 単 層 細 胞 シ ー ト に お け る VEGF へ の OPN の 影 響 を 調 べ る た め に 、OPN

（ 500 ng/mL） を NG あ る い は HG 培 地 に 添 加 し て か ら 48 時 間 後 に VEGF お

よ び そ の レ セ プ タ ー で あ る VEGFR-2 の 遺 伝 子 発 現 を 解 析 し た 。NG お よ び HG

の い ず れ の 培 地 に お い て も 、OPN 添 加 に よ る HREC の VEGF お よ び VEGFR-2

遺 伝 子 の 相 対 的 発 現 量 に 有 意 差 は み ら れ な か っ た （ 図  7-5） 。  
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糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 硝 子 体 中 で OPN の 発 現 が 上 昇 し て い る と い う 先 行 研 究

(79, 80)は あ る が 、糖 尿 病 網 膜 症 に お け る OPN の 病 態 生 理 学 的 役 割 は 十 分 に は

解 明 さ れ て い な い 。本 研 究 で は 、OPN が 糖 尿 病 網 膜 症 の 血 管 透 過 性 に 及 ぼ す 影

響 を 検 討 し た 。 そ し て 我 々 は 、 糖 尿 病 マ ウ ス の 硝 子 体 内 に 抗 OPN 中 和 抗 体 を

投 与 す る こ と で タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 発 現 や 機 能 が 維 持 さ れ 、 血 管 透 過 性 亢

進 が 抑 制 さ れ る こ と を 示 し た 。 加 え て 、 培 養 液 に OPN を 添 加 す る こ と で ヒ ト

網 膜 内 皮 細 胞 の バ リ ア 機 能 が 障 害 さ れ る こ と を 示 し た 。  

STZ マ ウ ス は 、最 も 汎 用 さ れ て い る 糖 尿 病 実 験 動 物 モ デ ル の 一 つ で あ る 。本

研 究 で は 、 網 膜 厚 の 減 少 、 網 膜 の ア セ ル ラ ー キ ャ ピ ラ リ ー の 増 加 を 確 認 し た 上

で 、 こ の 動 物 モ デ ル を 使 用 し た 。 こ れ ら の 網 膜 の 形 態 変 化 は 、 以 前 に 報 告 さ れ

た 変 化 と 同 じ で あ っ た (94)。ま た 、本 研 究 に お け る STZ マ ウ ス は 、以 前 の 報 告

(41)と 同 様 に 、 血 管 透 過 性 亢 進 と 血 管 バ リ ア 機 能 の 破 綻 が み ら れ た 。  

Katakam ら は STZ ラ ッ ト の 血 清 中 で OPN 濃 度 が 上 昇 し て い る こ と を 示 し た

(95)。 ま た 、 Duan ら は STZ マ ウ ス の 網 膜 に お い て OPN 遺 伝 子 の 発 現 が 上 昇

し て い る こ と を 報 告 し た (76)。 こ れ ら の 報 告 か ら 予 想 さ れ た 通 り 、 本 研 究 に お

い て も STZ マ ウ ス の 血 清 お よ び 網 膜 に お け る OPN 濃 度 の 上 昇 に 加 え 、網 膜 の

OPN 遺 伝 子 の 発 現 の 上 昇 が 示 さ れ た 。こ れ ら は 、糖 尿 病 網 膜 症 を 含 む 糖 尿 病 患

者 に お け る 血 中 お よ び 硝 子 体 中 の OPN 濃 度 が 上 昇 し て い た と い う 報 告 を 裏 付

け る 結 果 で あ る (79-81, 96)。  

抗 OPN 抗 体 を STZ マ ウ ス の 硝 子 体 内 に 投 与 し た こ と で 血 管 透 過 性 亢 進 が 抑

制 さ れ た 。 ま た 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 遺 伝 子 発 現 と 組 織 学 的 な 分 子 機 能 の

改 善 も み ら れ た 。 以 上 か ら 、 糖 尿 病 網 膜 症 に お い て OPN は 血 管 透 過 性 亢 進 に

関 与 し て い る こ と に 加 え 、 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン 機 能 お よ び 構 造 障 害 を 引 き 起

こ す こ と が 示 唆 さ れ た 。  
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OPN は 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ や T 細 胞 な ど の 全 身 を 循 環 す る 細 胞 か ら 分 泌

さ れ て い る が 、 ミ ュ ラ ー 細 胞 (97)お よ び 網 膜 色 素 上 皮 細 胞 (75)な ど の 網 膜 局 所

細 胞 か ら も 分 泌 さ れ て い る 。糖 尿 病 網 膜 症 患 者 (37)お よ び STZ マ ウ ス (41)の 網

膜 血 管 透 過 性 は 亢 進 し て い る が 、本 研 究 の in vivo 実 験 に よ り OPN を 阻 害 す る

こ と で 網 膜 血 管 透 過 性 亢 進 お よ び タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 構 造 変 化 が 抑 制 さ れ

る こ と が 示 さ れ た 。一 方 で 、OPN を 培 地 に 添 加 す る こ と に よ り ヒ ト 肺 微 小 血 管

内 皮 細 胞 の 単 層 シ ー ト を 透 過 す る ア ル ブ ミ ン の 量 が 増 加 す る こ と 、 お よ び 内 皮

細 胞 接 合 部 の 構 造 が 変 化 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (98)。 以 上 の 先 行 研 究 お よ

び 本 研 究 の in vivo 実 験 の 結 果 に 基 づ い て 、我 々 は 、糖 尿 病 網 膜 症 に お い て 増 加

し て い る 細 胞 外 OPN は 網 膜 内 皮 細 胞 に お け る タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 接 合 部

構 造 の 破 綻 を 招 い て 、 血 管 透 過 性 亢 進 を 直 接 引 き 起 こ し て い る の で は な い か と

考 え た 。こ の こ と を 検 証 す る た め に 、in vitro 実 験 で は HREC の 培 地 に OPN を

添 加 し た 。そ の 結 果 、高 グ ル コ ー ス の 培 養 下 で は HREC シ ー ト の バ リ ア 機 能 の

低 下 が み ら れ た が 、 OPN を 添 加 す る こ と で HREC シ ー ト の バ リ ア 機 能 は さ ら

に 低 下 す る こ と が 示 さ れ た 。さ ら に 、 HREC の 細 胞 境 界 に 連 続 的 に 分 布 し て い

る claudin-5 お よ び ZO-1 が 、OPN を 添 加 す る こ と で 点 状 の 不 連 続 な 分 布 に 変

化 す る こ と が わ か っ た 。 こ の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 点 状 の 不 連 続 な 分 布 は 、

バ リ ア 機 能 の 障 害 に 関 連 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り (99, 100)、 細 胞 外 の

OPN が 網 膜 内 皮 細 胞 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 接 合 部 構 造 の 変 化 お よ び 機 能

障 害 を 引 き 起 こ し て 血 管 透 過 性 を 亢 進 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

VEGF は 糖 尿 病 網 膜 症 の 主 要 な 血 管 透 過 性 因 子 で あ り 、抗 VEGF 療 法 は 糖 尿

病 黄 斑 浮 腫 の 主 要 な 治 療 法 で あ る (101)。そ の た め 、抗 OPN 中 和 抗 体 の 硝 子 体

内 へ の 投 与 に よ る 血 管 透 過 性 亢 進 の 抑 制 は 、 VEGF を 介 し た 抑 制 効 果 で は な い

か と 予 想 し た 。し か し 、抗 OPN 中 和 抗 体 を STZ マ ウ ス の 硝 子 体 内 に 投 与 し て
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も 網 膜 の VEGF の 遺 伝 子 発 現 や タ ン パ ク 濃 度 に 変 化 は み ら れ な か っ た 。 ま た 、

HREC の 培 地 に OPN を 添 加 し て も 細 胞 の VEGF や VEGFR-2 の 遺 伝 子 発 現 に

変 化 は み ら れ な か っ た 。 VEGFR-2 は 、 血 管 内 皮 細 胞 の 表 面 に 発 現 す る 主 要 な

VEGF 受 容 体 で あ る と と も に 、 内 皮 細 胞 の 透 過 性 を 促 進 す る 主 要 な シ グ ナ ル 受

容 体 で あ る (102)。こ れ ら の 結 果 は 、OPN が VEGF を 介 さ ず に タ イ ト ジ ャ ン ク

シ ョ ン に 作 用 し て い る 可 能 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。し か し 、OPN を ヒ ト 臍

帯 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC; human umbilical vein endothelial cell） の 培 地 に 添

加 す る と VEGF の 発 現 が 亢 進 す る と い う 報 告 も あ る (103)。 こ の 相 違 は 、 培 養

条 件 や 添 加 し た OPN 濃 度 が 異 な る こ と に 起 因 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

一 方 で 、 HUVEC の 培 地 に VEGF を 添 加 す る と OPN の 発 現 が 上 昇 す る と い う

報 告 が あ る (104)。し た が っ て 、OPN と VEGF の 相 互 作 用 を 検 討 す る た め に は 、

さ ら な る 調 査 が 必 要 で あ る 。  

い く つ か の 研 究 で 、OPN の 網 膜 へ の 影 響 が 検 討 さ れ て い る 。Hikita ら は 、マ

ウ ス に OPN を 静 脈 内 投 与 す る こ と で 、 網 膜 組 織 へ の マ ク ロ フ ァ ー ジ の 流 入 と

ミ ク ロ グ リ ア の 活 性 化 が 起 こ る こ と を 報 告 し た (105)。Del Río ら は 、マ ウ ス の

ミ ュ ラ ー 細 胞 か ら 分 泌 さ れ た OPN が 光 受 容 体 保 護 に 関 与 し て い る こ と を 示 し

た (73)。 Hollborn ら は 、 高 浸 透 圧 ま た は 低 酸 素 条 件 下 に お い て 培 養 RPE 細 胞

か ら 分 泌 さ れ た OPN が 網 膜 の 主 要 な 神 経 保 護 因 子 で あ る RPE 由 来 の 塩 基 性 線

維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF; basic fibroblast growth factor） の 分 泌 を 促 進 す る こ

と を 明 ら か に し た (75)。こ れ ら の 報 告 か ら 、OPN は 網 膜 の 炎 症 促 進 や 神 経 保 護

に 関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 本 研 究 は 新 た に 、 高 血 糖 下 に お い て 増 加

し た OPN が 網 膜 内 皮 細 胞 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 破 壊 や 血 管 透 過 性 亢 進 に

関 与 す る こ と を 示 し た 。 糖 尿 病 網 膜 症 の 網 膜 局 所 に お け る OPN 濃 度 の 上 昇 の
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原 因 、 お よ び OPN の 網 膜 血 管 内 皮 細 胞 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン に 対 す る 機 能 抑

制 の 作 用 機 序 に 関 し て は 今 後 さ ら な る 解 明 が 必 要 で あ る 。  

糖 尿 病 網 膜 症 の 診 療 に お い て 、 視 機 能 維 持 の た め に 血 管 透 過 性 亢 進 の コ ン ト

ロ ー ル が 重 要 で あ り 、現 在 VEGF が 主 な 治 療 標 的 と な っ て い る 。本 研 究 か ら 得

ら れ た 知 見 は 、 OPN が 糖 尿 病 網 膜 症 に 対 す る 抗 VEGF 抗 体 以 外 の 新 し い 治 療

の 開 発 に も つ な が る 可 能 性 を 秘 め て お り 、 今 後 の 研 究 の 発 展 が 期 待 さ れ る 。  
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5.1 研究成果のまとめ  

 高 血 糖 状 態 が 続 く こ と で 網 膜 組 織 の 血 管 バ リ ア 機 能 が 破 綻 す る こ と 、 お よ び

血 管 透 過 性 が 亢 進 す る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 近 年 、 糖 尿 病 網 膜 症 で は 主 に

VEGF が 血 管 バ リ ア 破 綻 や 血 管 透 過 性 亢 進 に 重 大 な 影 響 を 与 え て い る こ と が わ

か っ て お り 、糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 に 対 し て VEGF を 標 的 と し た 抗 体 治 療 が 行 わ れ る

よ う に な っ た 。し か し 抗 VEGF 抗 体 治 療 に 不 応 性 の 症 例 や 再 発 例 も み ら れ る こ

と か ら 、 新 た な 病 態 メ カ ニ ズ ム の 解 明 も 待 望 さ れ て い る 。 以 前 か ら 糖 尿 病 網 膜

症 患 者 の 全 身 や 眼 内 で OPN が 上 昇 し て い る こ と 、 お よ び 糖 尿 病 網 膜 症 の 重 症

度 に 相 関 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 我 々 は 、 こ れ ら の 報 告 を 参 考 に マ ウ

ス と 培 養 細 胞 を 用 い た 研 究 を 行 い 、 さ ら な る 知 見 を 得 る こ と が で き た 。  

 マ ウ ス を 用 い た 研 究 で は 、 高 血 糖 に よ っ て 生 じ た 網 膜 の 病 理 組 織 学 的 変 化 の

う ち 、 血 管 バ リ ア に つ い て 詳 細 な 観 察 を 行 っ た 。 高 血 糖 状 態 で は 血 管 透 過 性 が

亢 進 し て い る が 、 抗 OPN 中 和 抗 体 の 硝 子 体 内 投 与 に よ っ て 抑 制 さ れ る こ と を

発 見 し た 。 ま た 、 抗 OPN 中 和 抗 体 の 投 与 に よ っ て タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 発

現 が 改 善 さ れ る こ と を 認 め た 。  

 続 い て 、 in vivo で み ら れ た OPN の 網 膜 血 管 内 皮 細 胞 の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ

ン 抑 制 に よ る 血 管 透 過 性 亢 進 作 用 が 内 皮 細 胞 へ の 直 接 的 な 作 用 か に 焦 点 を 当

て 、 in vitro で の HREC を 用 い た 研 究 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 高 グ ル コ ー ス お よ

び 高 OPN 状 態 に よ り HREC の タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン の 局 在 が 変 化 し 、 高 グ ル

コ ー ス 状 態 の み で も バ リ ア 機 能 は 低 下 す る が 、 高 OPN 状 態 が 加 わ る と さ ら に

バ リ ア 機 能 の 低 下 が 進 む こ と を 明 ら か に し た 。  

 こ れ ら の 研 究 成 果 を 総 合 し た 結 果 、 糖 尿 病 網 膜 症 に よ る OPN の 血 管 透 過 性

へ の 影 響 と し て 、 高 血 糖 状 態 に よ り 全 身 お よ び 眼 局 所 で 増 加 し た OPN が 内 皮
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細 胞 に 発 現 す る タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン タ ン パ ク の 局 在 を 変 化 さ せ る こ と で 、 バ

リ ア 機 能 を 低 下 さ せ 、 血 管 透 過 性 を 亢 進 し て い る こ と が 示 さ れ た 。  

 

5.2 本研究による貢献  

 本 研 究 は 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る 血 管 透 過 性 亢 進 の 病 態 メ カ ニ ズ ム の 解 明 の 一

端 を 担 う も の で あ る 。 糖 尿 病 網 膜 症 に お い て 血 管 透 過 性 亢 進 は 発 症 後 ま も な く

し て み ら れ 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 病 期 に 関 わ ら ず 網 膜 浮 腫 を 形 成 す る こ と で 視 力 の

低 下 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ま で に 臨 床 研 究 を 中 心 に 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る OPN

の 上 昇 が 指 摘 さ れ て い た が 、 そ れ が 血 管 透 過 性 亢 進 の 病 態 修 飾 に 関 与 し て い る

の か を 調 べ た 研 究 は な か っ た 。 さ ら に 、 OPN の 上 昇 は 網 膜 虚 血 (106)や 網 膜 光

障 害 (107)な ど の 糖 尿 病 網 膜 症 以 外 の 網 膜 疾 患 に お い て も 指 摘 さ れ て い る 。す な

わ ち 、本 研 究 で 確 認 さ れ た 通 り 、OPN が 網 膜 血 管 の バ リ ア 破 綻 お よ び 血 管 透 過

性 亢 進 の 病 態 に 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し て い く こ と は 、 糖 尿 病 網 膜 症 の

病 態 メ カ ニ ズ ム の 解 明 に 貢 献 す る だ け で な く 、 他 の 網 膜 疾 患 に 対 す る 基 礎 的 知

見 の 一 助 と な る 可 能 性 も 期 待 さ れ る 。  

 ま た 、 本 研 究 に よ っ て 抗 OPN 中 和 抗 体 の 硝 子 体 内 投 与 に よ っ て 血 管 透 過 性

亢 進 は 抑 制 さ れ た が 、VEGF の 発 現 に 変 化 は み ら れ な か っ た 。こ の 結 果 は OPN

が 新 た な 治 療 標 的 と な り 得 る こ と を 示 し て い る 。 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 の 治 療 薬 と し

て 用 い ら れ て い る 抗 VEGF 製 剤 に は 血 管 バ リ ア 破 綻 抑 制 効 果 が あ る が 、 VEGF

は 血 管 の 恒 常 性 維 持 に 不 可 欠 な 因 子 で あ り 、長 期 間 の 抗 VEGF 製 剤 の 全 身 投 与

に よ っ て 虚 血 性 心 疾 患 、 脳 梗 塞 、 創 傷 治 癒 遅 延 な ど 生 命 に 関 わ る 重 篤 な 合 併 症

の 発 生 が 懸 念 さ れ る (108)。 抗 VEGF 抗 体 の 局 所 投 与 に よ っ て も 全 身 の 副 作 用

を 呈 す る 可 能 性 が あ る こ と や 、抗 VEGF 抗 体 硝 子 体 内 投 与 に よ る 治 療 5 年 目 の
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患 者 の 3 割 に 網 膜 の 萎 縮 や 菲 薄 化 が み ら れ た こ と が 報 告 さ れ て い る (109)。 一

方 で 、抗 VEGF 抗 体 治 療 に 抵 抗 性 の 糖 尿 病 黄 斑 浮 腫 症 例 も 存 在 す る 。こ れ ら の

理 由 か ら 、 VEGF 以 外 の 血 管 バ リ ア 破 綻 に 関 わ る 治 療 が 模 索 さ れ て い る 。 本 研

究 に お い て 抗 OPN 中 和 抗 体 投 与 に よ る 血 管 透 過 性 亢 進 の 抑 制 が VEGF を 介 さ

な か っ た こ と は 、 今 後 OPN を 標 的 と し た 新 た な 治 療 戦 略 の 開 発 に つ な が る 可

能 性 が あ る こ と を 期 待 さ せ る も の で あ る 。  

 

5.3 研究の限界と今後の課題  

本 研 究 で は 糖 尿 病 網 膜 症 動 物 モ デ ル と し て STZ マ ウ ス を 用 い た 。こ の マ ウ ス

は 糖 尿 病 網 膜 症 の 動 物 モ デ ル と し て 最 も 汎 用 さ れ て い る モ デ ル の 1 つ で あ り 、

血 管 透 過 性 の 亢 進 (110, 111)、白 血 球 停 滞 の 増 加 (112)、神 経 節 細 胞 の 喪 失 を 示

す (113, 114)。 こ の よ う な ヒ ト に お け る 糖 尿 病 網 膜 症 の 初 期 と 類 似 の 病 態 を 示

す が 、 ヒ ト の 糖 尿 病 網 膜 症 に み ら れ る 繊 維 血 管 増 殖 、 新 生 血 管 な ら び に 硝 子 体

出 血 ま で 進 行 し た 増 殖 糖 尿 病 網 膜 症 の 段 階 に 至 る こ と は な い (115)。 STZ マ ウ

ス と 同 様 に 、 他 の 従 来 の 小 型 動 物 モ デ ル の 糖 尿 病 網 膜 症 も 軽 微 で あ る

(116-123)。 一 方 、 Ins2Aki ta マ ウ ス と VEGF を 過 剰 発 現 す る Kimba マ ウ ス を 掛

け 合 わ せ た Akimba マ ウ ス (124)は 網 膜 浮 腫 や 出 血 変 化 が み ら れ る が 、 Kimba

マ ウ ス は 出 生 時 か ら 全 身 に VEGF を 過 剰 発 現 し て い る た め 、VEGF 以 外 の 要 因

が 複 雑 に 絡 み 合 っ て 生 じ る 糖 尿 病 網 膜 症 に 適 合 し た 動 物 モ デ ル と は 言 い 難 い 。

こ れ ら の こ と か ら 、 実 際 に 薬 物 治 療 が 必 要 な 糖 尿 病 網 膜 症 患 者 の 状 態 と 動 物 モ

デ ル の 状 態 に 少 な か ら ず の 乖 離 が あ り 、 ヒ ト に 対 す る 抗 OPN 中 和 抗 体 投 与 の

効 果 が 病 期 に よ っ て 異 な る 可 能 性 が あ る こ と に 留 意 し な け れ ば な ら な い 。ま た 、

本 研 究 に お け る 細 胞 実 験 で は タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン を 発 現 し て い る 網 膜 内 皮 細
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胞 に 対 す る OPN の 影 響 を 検 討 し た 。 タ イ ト ジ ャ ン ク シ ョ ン は 血 管 バ リ ア 機 能

お よ び 血 管 透 過 性 を 規 定 す る 重 要 な 因 子 で は あ る が 、内 側 BRB は 内 皮 細 胞 の 他

に ペ リ サ イ ト や ミ ュ ラ ー 細 胞 で 構 成 さ れ て い る 。 本 研 究 で は ペ リ サ イ ト や ミ ュ

ラ ー 細 胞 を 用 い た 実 験 は 行 っ て い な い 。 よ り 多 く の 動 物 種 や 細 胞 腫 を 用 い た 実

験 を 行 い 、 糖 尿 病 網 膜 症 の 血 管 バ リ ア 破 綻 の メ カ ニ ズ ム を さ ら に 詳 細 に 検 討 す

る 必 要 が あ る 。  

さ ら に 本 研 究 で は 、 糖 尿 病 網 膜 症 に よ る バ リ ア 破 綻 の 原 因 と し て OPN に 注

目 し た が 、 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る 血 管 障 害 の 成 因 は 複 雑 で あ り 、 近 年 の 研 究 で

は さ ま ざ ま な 全 身 性 お よ び 局 所 性 炎 症 因 子 が 糖 尿 病 網 膜 症 の 病 態 に 関 与 し て い

る こ と が 知 ら れ て い る (125-128)。 OPN は 、 T ヘ ル パ ー タ イ プ 1 サ イ ト カ イ ン

と し て の 活 性 (129)、 お よ び イ ン テ グ リ ン 受 容 体 や CD44 を 介 し て 炎 症 部 位 に

お け る 白 血 球 の 動 員 あ る い は 活 性 化 を 媒 介 す る こ と が 報 告 さ れ て い る (130)。今

後 は 糖 尿 病 網 膜 症 に お け る 血 管 バ リ ア 破 綻 に 対 し て 作 用 す る 炎 症 性 サ イ ト カ イ

ン と OPN と の 関 連 を 探 る べ く 、抗 OPN 中 和 抗 体 を 投 与 し た 網 膜 サ ン プ ル に お

け る 各 種 サ イ ト カ イ ン の 解 析 を 含 め た 更 な る 研 究 が 望 ま れ る 。  

最 後 に 、 超 高 齢 社 会 の 突 入 と と も に 我 々 を 取 り 巻 く さ ま ざ ま な 生 活 シ ス テ ム

が 急 速 に 変 わ っ て い く 現 代 に お い て 、 我 々 自 身 が そ の 変 化 に 適 応 し て い く こ と

が 求 め ら れ て い る 。糖 尿 病 網 膜 症 に お い て は 、抗 VEGF 製 剤 の 硝 子 体 内 投 与 を

含 め た 内 科 的 外 科 的 治 療 の 進 歩 に よ り 視 力 の 維 持 や 改 善 が 得 ら れ る よ う に な っ

た が 、 近 年 で は 硝 子 体 内 投 与 を 継 続 す る こ と に よ る 患 者 へ の 負 担 だ け で な く 医

療 経 済 や 医 療 資 源 へ の 影 響 が 新 た な 問 題 と し て 提 起 さ れ て 、 解 決 策 が 模 索 さ れ

て い る 。 こ の よ う な 状 況 の 中 で 、 本 研 究 が 糖 尿 病 網 膜 症 の 新 た な 治 療 戦 略 と な

る こ と 、 さ ら に 現 代 社 会 に お け る 問 題 に 対 す る 解 決 の 一 端 に 寄 与 す る こ と が あ

れ ば 幸 い で あ る 。  
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BRB; blood-retinal barrier 

VEGF; vascular endothelial growth factor 

VEGFR-2; vascular endothelial growth factor receptor-2 

OPN; osteopontin 

BSP-1; bone sialoprotein I 

BNSP; bone sialoprotein I  

SPP1; secreted phosphoprotein 1 

BPP; bone phosphoprotein 

ETA-1; early T lymphocyte activation-1 

STZ; streptozotocin 

OPN Ab; anti-osteopontin neutralizing antibody 

HREC; human retinal endothelial cell 

WT; wild type 

Ctrl; control 

PFA; paraformaldehyde 

PBS; phosphate buffered saline 

RT-PCR; reverse transcription- polymerase chain reaction 

NG; normal glucose 

BSA; bovine serum albumin 

HG; high glucose 

TEER; transendothelial electrical resistance 

EVOM; epithelial volt–ohm meter 

LDH; lactate dehydrogenase 

HUVEC; human umbilical vein endothelial cell 
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bFGF; basic fibroblast growth factor  
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表 1 糖尿病網膜症病期分類（改変 Davis 分類）  

眼底所見網膜症病期

毛細血管瘤
網膜点状・斑状・線状出血
硬性白斑・網膜浮腫
（少数の軟性白斑）

単純網膜症

軟性白斑
静脈異常
網膜内細小血管異常
（網膜無血管野：蛍光眼底撮影）

増殖前網膜症

新生血管（網膜・乳頭上）
網膜前出血
硝子体出血
繊維血管性増殖膜
牽引性網膜剥離

増殖網膜症
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血管腔

ミュラー細胞

ペリサイト

血管内皮細胞

基底膜

タイトジャンクション

a

ZO-1
claudin

occludinZO-1

F-actin

基底膜

血管内皮細胞

b

 

図 1 網膜における血管バリア構造  

a. 内側血液網膜関門の模式図。内側血液網膜関門は血管内皮細胞（橙色）のタイ

トジャンクション（赤色）を中心に、ペリサイト（青色）、ミュラー細胞（黄色）から構成

される。血管内皮細胞とペリサイトは直接接触しており基底膜を共有している。基

底膜の外側はミュラー細胞の足突起で覆われている。 

b.  タイトジャンクションの細胞間接着分子構造の模式図。タイトジャンクションは透過

性バリアとして膜の内側と外側を隔てる機能を有する。タイトジャンクションを構成す

るもっとも代表的な分子が claudin と occludin である。さらに、ZO-1 が claudin およ

び occludin に結合し細胞骨格アクチンに連結させることで細胞質側を裏打ちしてい

る。 



 

55 

 

 

図 2-1 Ctrl マウスと STZ マウスの血糖値の推移  

STZ マウスの血糖値は Ctrl マウスと比較して、STZ 投与後のいずれの時期においても

有意に高値であった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 15. ****P < 0.0001 (Student t-test). 

 

 

図 2-2 Ctrl マウスと STZ マウスの体重の推移  

STZ マウスの体重は Ctrl マウスと比較して、STZ 投与後のいずれの時期においても有

意に低値であった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 15. ****P < 0.0001 (Student t-test). 
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a b

 

 

図 2-3 Ctrl マウスと STZ マウスの網膜厚  

a. マウス網膜の病理切片画像。 

b. 網膜全層の厚さの比較。STZ マウスの網膜厚は Ctrl マウスと比較して有意に低値

であった。 

Scale bar, 50 μm. 各値は平均±標準偏差で表示 . n = 5. *P < 0.05 (Student t-test). 



 

57 

 

a

b

 

図 2-4 Ctrl マウスと STZ マウスのアセルラーキャピラリーの数  

a. マウス網膜のトリプシン消化標本画像。矢頭はアセルラーキャピラリー 

b. STZマウスのアセルラーキャピラリーの数は Ctrlマウスと比較して有意に高値であっ

た。 

Scale bar, 50 μm. 各値は平均±標準偏差で表示 . n = 5. **P < 0.01 (Student 

t-test). FOV, 視野 .  
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図 3-1 Ctrl マウスと STZ マウスの血清 OPN 濃度  

STZ マウスの血清 OPN 濃度は Ctrl マウスと比較して有意に高かった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 7. *P < 0.05 (Student t-test). 

 

 

図 3-2 Ctrl マウスと STZ マウスの網膜における OPN 遺伝子の発現  

網膜における OPN 遺伝子の発現。STZ マウスの網膜における OPN 遺伝子の発現は

Ctrl マウスと比較して有意に高かった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 5. *P < 0.05 (Student t-test). 
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図 3-3 Ctrl マウスと STZ マウスの網膜における OPN 濃度  

網膜における OPN 濃度。STZ マウスの網膜における OPN 濃度は Ctrl マウスと比較し

て有意に高かった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 5 (Ctrl), 8 (STZ). **P < 0.01 (Student t-test) . 
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図 4-1 抗 OPN 中和抗体による網膜血管透過性亢進の抑制効果  

網膜におけるエバンスブルー漏出量の比較。STZ 群および STZ-IgG 群のエバンスブル

ー漏出量は、Ctrl 群および Ctrl-IgG 群とそれぞれ比較して有意に高かった。STZ-OPN 

Ab 群のエバンスブルー漏出量は、STZ 群および STZ-IgG 群と比較して有意に低かっ

た。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 5. **P < 0.01, ***P < 0.001 (Tukey-Kramer test) . 

†P < 0.0001 (vs. Ctrl), ‡P < 0.001 (vs. Ctrl-IgG) (Student t-test). 
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図 4-2 抗 OPN 中和抗体による網膜血管透過性亢進の抑制効果  

網膜におけるエバンスブルー漏出の様子。Ctrl 群、Ctrl-IgG 群、Ctrl-OPN Ab 群では

エバンスブルーは血管内に留まっていた。STZ 群および STZ-IgG 群では局所的な血管

からの漏出がみられたが、STZ-OPN Ab 群では漏出は抑えられていた。 

Scale bar, 100 μm. 
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図 5-1 抗 OPN 中和抗体によるタイトジャンクション遺伝子発現の変化  

網膜におけるタイトジャンクションの遺伝子発現 。STZ 群および STZ-IgG 群の

claudin-5 および ZO-1 の遺伝子発現量は、Ctrl 群および Ctrl-IgG 群とそれぞれ比較

して有意に低かった。STZ-OPN Ab 群の claudin-5 および ZO-1 の遺伝子発現量は、

STZ 群および STZ-IgG 群と比較して有意に高かった。 

各値は平均±標準偏差で表示 . n = 5. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.0001 

(Tukey-Kramer test). †P < 0.05 (vs. Ctrl), ‡P < 0.05 (vs. Ctrl-IgG) (Student t-test). 
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図 5-2 抗 OPN 中和抗体によるタイトジャンクションの構造変化  

網膜伸展標本に対する claudin-5 抗体および ZO-1 抗体を用いた免疫組織化学染

色。 

（左段）claudin-5 の染色画像。STZ マウスでは局在が点状化していたが、抗 OPN 中

和抗体投与例では点状化はみられなかった。 

（中段）左段の四角の領域を拡大した画像。STZ マウスでは細胞境界における免疫染

色の途絶（矢頭）がみられたが、抗 OPN 中和抗体投与により細胞境界に一致

した免疫染色が得られた。 

（右段）ZO-1 の染色画像。STZ マウスでは全体的な免疫染色が減弱していたが、抗

OPN 中和抗体投与により免疫染色の回復が得られた。 

Scale bar, 30 μm. 
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図 6 抗 OPN 中和抗体による VEGF の発現の変化  

a. 網膜における VEGFの遺伝子発現。STZ群、STZ-IgG群、STZ-OPN Ab群の VEGF

の発現量は Ctrl 群、Ctrl-IgG 群、Ctrl-OPN Ab 群とそれぞれ比較して有意に高か

った。STZ 群、STZ-IgG 群、STZ-OPN Ab 群の群間における発現量の有意差はみ

られなかった。 

b. 網膜の VEGF 濃度。STZ 群、STZ-IgG 群、STZ-OPN Ab 群の群間における濃度の

有意差はみられなかった。 

各値は平均±標準偏差で表示 . n = 5. †P < 0.0001 (vs. Ctrl), ‡P < 0.05 (vs. Ctrl-IgG),  

#P < 0.05 (vs. Ctrl-OPN Ab) (Student t-test). ns, P > 0.05 (Tukey-Kramer test). 
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図 7-1 培養液への OPN 添加による HREC 単層細胞シートのバリア機能の

変化  

HREC 単層細胞シートにおける TEER。OPN の添加濃度に関わらず、HG 培地下の

TEER は NG 培地下よりも有意に低下していた。OPN 添加濃度が 500 ng/mL の場合、

NG 培地、HG 培地のいずれにおいても添加 48 時間後の TEER は OPN 添加なしの例と

比較して有意に低下していた。 

各値は平均±標準誤差で表示 .  n = 5. *P < 0.05, ***P < 0.001 (Tukey-Kramer test). 

†P < 0.01 (vs. NG), ‡P < 0.01 (vs. NG+OPN 100 ng/mL), #P < 0.0001 (vs. NG+OPN 500 

ng/mL) (Student t-test). 
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図 7-2 培養液への OPN 添加による HREC 単層細胞シートのバリア機能の

変化  

HREC 単層細胞シートにおけるエバンスブルーの透過性。OPN の添加濃度に関わら

ず、HG 培地下の透過性は NG 培地下よりも有意に上昇していた。OPN 添加濃度が

500 ng/mL の場合、NG 培地、HG 培地のいずれにおいても添加 48 時間後の透過性は

添加なしの例と比較して有意に上昇していた。 

各値は平均±標準偏差で表示 . n = 4. ****P < 0.0001 (Tukey-Kramer test). †P < 

0.0001 (vs. NG), ‡P < 0.0001 (vs. NG+OPN 100 ng/mL), #P < 0.0001 (vs. NG+OPN 500 

ng/mL) (Student t-test). 
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図 7-3 培養液への OPN 添加による細胞毒性  

HREC における LDH 放出量の相対変化。OPN 添加による LDH 放出量（細胞障害の

指標）に有意な変化は認めなかった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 4. ns, P > 0.05 (Tukey-Kramer test).  
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図 7-4 培養液への OPN 添加によるタイトジャンクションの変化  

HREC 単層細胞シートに対する claudin-5 抗体および ZO-1 抗体を用いた免疫細胞化

学染色。NG培地では線状の連続した接合が観察されたが、NG+OPN培地、HG培地、

HG+OPN 培地では不連続な接合による点状分布を呈していた。 

Scale bar, 30 μm. 
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図 7-5 培養液への OPN 添加による VEGF および VEGFR-2 の発現の変化  

HREC における VEGF および VEGFR-2 遺伝子の発現。OPN 添加による発現の有意な 

変化は認めなかった。 

各値は平均±標準偏差で表示 .  n = 4. †P < 0.01 (vs. NG), ‡P < 0.05 (vs. HG), 

ns, P > 0.05 (Student t-test). 


