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要

糖尿病網膜症の発症が細小血管症にあることから,血

管内皮増殖因子 (vascular endothehal growth factor,

VEGF)が発症要因の一つとして注目されている。また,
血液や網膜におけるグリケーションが糖尿病で進行する

ことも特徴 とされる。したがって,VEGFと advanced
glycatiOn end product(AGE)の 変動を追求する必要が

ある。硝子体中の VEGFと AGEの一つであるベン トシ
ジンとの関係について,糖尿病群(DM群 ,7眼 ),非糖尿
病群 (非 DM群 ,7眼 )で比較 し,さ らに,VEGFと ペン ト
シジンの相関係数を求め検討した。VEGF値 とベントシ
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約

ジン値は,と もにDM群で有意 (pく 0.01,p<0.05)に 高値
であった.VEGFと ベ ン トシジンでは,正 の相関 (r=
0。770,p<0.001)がみられた。硝子体中において,VEGF
とベントシジンは関連性のある変動をとることが明らか

となったことから,AGEは糖尿病網膜症におけるサイト
カインの分泌に関与し,病態の発症 。進展に影響すると

推察した。(日 眼会誌 102:442-446,1998)

キーワード:血管内皮増殖因子 (VEGF),ベ ン トシジン,

糖尿病網膜症,グ リケーション

係関のンいンンヽｋｌンペと子因古同一
■烈
増皮内管血るキ

′
お″
」体子

普
同
五
「
ｋ
‥

ヒ

橋本 浩隆1),新井 清美 |),筑田  真|),小原 喜隆2)
1'獨
脇医科大学越谷病院眼科,2)獨協医科大学眼科学教宝

Relationship between Vascular Endothelial Growth F actors and

Advanced Glycation End Products in the Human Vitreous

IIirOtaka IIashilnotol),Kiyonli Arain,卜 〔akoto Chikudal)and Yoshitaka Obara2)
1り
ορα″
“
eれιο′OpわιλαZれοZοgy,κοSttgαyα ″οSpιιαι,Dοたたyο び滋υa“ j″ SCんοοJ ο′MοαじCιれe
2)Depα

rιれ
`れ
ιο′OpんιんαJれοJοgy,Dοんたyο びれιυerSι″ SCλοοJ οfZθαたブれ

`

Abstract
The relation between vascular endothelial growth els of VEGF and pentosidine (r=0.770, p<0.001). Since

factor (YEGF) and advanced glycation end product it is clear that there is a relation between VEGF and

(AGE) is considered a primary factor in the develop- pentosidine in the vitreous body, we speculated that
ment of diabetic retinopathy. Regarding the relation AGE is related to the secretion of cytokines in pa-

between YEGF in the vitreous body and pentosidine, tients with diabetic retinopathy, and that it affects

an AGE, we compared a diabetic (DM) group (7 the development and progression of the disease.

eyes) with a nondiabetic (nonDM) group (7 eyes), and (J Jpn Ophthalmol Soc 102 :442-446,1998)
investigated the correlation between VEGF and pen-

tosidine by calculating the correlation coefficient. Key words: Yascular endothelial growth factors
Levels of both YEGF and pentosidine were signifi- (YEGF), Pentosidine, Diabetic retinopa-

cantly higher in the DM group (p<0.01, p<0.05), and thy, Glycation
a positive correlation was observed between the lev-

I緒  言

血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth fac―

tor,VEGF)は糖尿病網膜症 (diabetic retinopathy,DR)

などの血管新生に関与するサイトカインとして知られて

いる1)‐ ).非 酵素的糖化反応の最終代謝生成物質 (ad¨

vanced glycation end product,AGE)は ,マ クロファー

ジを介してサイトカインの合成・分泌を促進させると考

えられている
5)6)こ とから,DRの発症要因として VEGF

とAGEの 関連が注目されている7,8)。 今回我々は,硝子体

中の VEGFと AGEの一つであるペントシジンとの関係
について検討した。
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II 実験対象ならびに方法

1.対  象
硝子体は,当院で硝子体手術の際に得られたものを材

料とした.切除硝子体量を各試料で均一化するために,有

水晶体眼で水晶体切除術を行わない症例を選んで採取し

た。切除硝子体は,手術中に氷槽内に集め直ちに遠心分離

(2,260× g,4℃ ,30分)を行い,血球ならびに切除した増

殖組織を除去 した後に試料とした。硝子体の試料は,N2

ガスを充填して-40℃ で保存した。

硝子体の試料は,増殖糖尿病網膜症の手術で得た硝子

体をDM群 〔7眼 ,50.7± 9。 6(平均値±標準偏差)歳〕,全
身疾患のない眼外傷や特発性黄斑円孔の手術で得た硝子

体を非 DM群 (7眼 ,60.9± 11.9歳 )と 分類 し,腎症を併
発している者は除外した。DM群の病態は,進行性の牽引
性網膜剥離で手術適応となったものが 2眼 ,牽引性網膜

剥離に硝子体出血を伴ったものが 5眼であった。DM群
の血糖コントロール状態は HbAlc値 8.64± 3.11(平均

値±標準偏差)%で ,罹病期間は 11.4± 6.32(平均値±標

準偏差)年であり,2群間の年齢に有意差はなかった。

すべての材料採取に際しては,本研究の主旨を説明の

うえ患者の同意を得て行った。

2.実 験 方 法

1)VEGF定量
VEGFの浪1定は,QuantikineO(R&D SYSTEiVISネ 土,
最小測定限界値 5.Opノml)を 用いて固相酵素免疫測定

法(ELISA法 )で 行った。抗 ヒ トVEGF murineモ ノク
ローナル抗体を固相化したマイクロプレートに protein

base緩衝液を 50 μlずつ注入し,さ らに,試料を 200 μlず

つ注入した。4℃ で 24時間静置して抗原抗体反応を行っ

た後に,洗 浄用バ ッフアーで 3度 洗浄 した。抗 ヒ ト

VEGFモ ノクローナル抗体と反応してプレー トに残存
した試料中の VEGFに対し,わ さびペルオキシダーゼを
標識した抗 VEGFポ リクローナル抗体 200 μlを 注入し
て,4℃ で 12時間静置し抗原抗体反応を行った。再びプ

レー トを洗浄用バツフアーで 3度洗浄し,ペ ルオキシ

ダーゼ反応基質液 200 μlで発色させた。反応停止液であ

る2N硫酸 50 μlを注入 し,25分間反応させた後,波長
450 nmで 吸光度を測定した.同 時に標品の測定も行っ

た。

2)ペ ントシジン定量。)

切除硝子体と同量の 12N塩酸を混合し,シールドグラ
スチュープを用いて脱気後,N2ガス充填による無酸素状

態下で 110℃ ,20時間の加水分解を行った.加水分解物を

pore size O.45 μmの膜フィルター (DIS― MIC-25 cs,東

洋濾紙)で濾過し,濾液から200口 を取り20 mlの イオン

交換水で希釈 して 0.8× 1.Ocm SP‐ Sephadex C-25カ

ラム(Pharmacia LKB,Uppsala,ス エーデン)に 添加 し

た。カラムを0.lN塩酸 20 mlで洗浄した後,1.ON塩酸

↓

硝子体加水分解物 ベン トシジン標準物質
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図 1 硝子体加水分解液の high performance liquid
chromatogη phy(HPLC)に よるクロマ トグラム.
矢印はペントシジンのピークを示す。

5 mlで 溶 出 した。溶 出液 を TC-8 concentrator(タ イ

テ ック社製)を 用いて減圧下で蒸発 させた。残留物 を

1.0%heptanuorobutyric acid 200 μlで溶解し,その溶解

液 100 μlを用いて high perおrmance liquid chrOmatOg_

raphy(HPLC)に 注入してペントシジンを測定した。

HPLCで の測 定 は,島 津 HPLCシ ステム(SCL-6A
system controller,LC-6 A pump,SIL-10 auto iniector,

RF-535■ uorescence HPLC monitor)を 用いて行った。

HPLCの 条件は■ow rate l m1/min,移 動層には 100%
アセ トニ トリルと40 mM heptanuOrObutyric acidの 混

合液 (27:73 by vol)を 使用し,反応温度を室温として 8

1nI11× 10 clin colurnn prepacked with Radial― Pack C]8

(10 μl■l particle size,type 8 C 1810出 Waters Associ―

ates,MA,米 国)を 用いて螢光検 出器 (Excitation:335

nm,Emission:385 nm)で 測定した (図 1).

3)統計学的検討

測定したペントシジンとVGEFをそれぞれDM群 と
非 DM群で比較し,さ らに,両者の相関係数を求め,検討
を行った。

統計解析は,Mann― Whitney U testを 用いて行った。

相関関係は Pearsonの相関係数から求めた。統計処理結

果の記載は平均値±標準偏差とした。

III 結  果

1.硝子体中 VEGF値 (図 2)
硝子体 VEGF値 は,DM群 9.00± 7.64 ng/vit,非 DM
群は 1.34± 0。 71であ り,DM群 で有意(p<0.01)に 高値
であった。

2.硝子体中ベントシジン値 (図 3)

硝子体ペントシジン値は,DM群 105.6± 56.l pmo1/
vit,非DM群 40.4± 23.8で あり,DM群 で有意(p<0.05)
に高値であった。

3.硝子体 VEGFと硝子体ベントシジンの相関 (図 4)
硝子体 VEGFと 硝子体ペントシジンでは,正の相関 (r
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図 2 硝 :子体におけるvascular endotheual growth fac‐
tor(VEGF)の定量。
DM群 :糖尿病群,非 DM群 :非糖尿病群
**:p<0.01,卜′Iann― Vヽhitney U test

ベントシジン値(pm。 1/Vit)

図 4 硝子体における VEGFと ベン トシジンの相関 .
Y=-1,714+0.094X(r=0.770,pく 0.001)

初期段階生成物 後期段階生成物

(ケ トアミン) (AGE)
*

DM群 非DM群

図 3 硝子体におけるベントシジンの定量 .
*:pく
0.05,ヽ4ann― Whitney tl test

=0.770,p<0.001)がみられた

IV 考  按

VEGFは 1983年 に腫瘍の分泌する血管透過性充進因

子 (vascular permeabilityね ctor,VPF)と して単離され

た10).一方,1989年 Ferraraら により下垂体濾胞細胞から

血管内皮を特異的に増殖させる因子が発見され VEGF

と名付けられたが,VPFと VEGFは 1989年 にそれらの

cOmplementary deOxyribonucleic acid(cDNA)が クロー

ニングされ
H),全
く同一の遺伝子に由来する同一の蛋自

質であることが明らかとなった。分子量は約 4万で,分子

量約 2万のサブユニットのホモニ量体として形成され

る。ヒ トの場合,ス プライ シングの差 に よ り4種 類

(VEGF21,VEGFl“ ,VEGF叫 VEGF2“ )のサブタイプが報

告
12)さ れている.このうち,生体内では主に VEGF165が生

産され,胎盤ではVEGF121が生産される。今回使用した,

VEGF測 定キットはVEGFl“ を測定するものである。

VEGFは ,血管内皮細胞増殖と血管透過性充進に関与す
る多機能サイトカインの一つとされ,cyclic adenosin

― ― ― →

シッフ塩基形成
アマトリ転換

図 5 グリケーションの進行経路.
AG:E:advanced glycation endproducts

31,51-monophosphate(cAMP),T‐ cell growth factor― β

(TGF―β),tumOr necrotizingね ctor―α(TNF―α),低酸素

状態や性ホルモンなどにより誘導されることが報告され

ており,生理的な網膜血管新生のみならず,DRの病態に

関与するものと考えられている".1994年 には Aielloら
1)

によってDR患者の硝子体や房水中ではVEGF活性が

増加 しており,DRの 臨床的悪性度と相関することが報

告されている.

グリケーションは,非酵素的に蛋白質を糖化する反応

であり,生体内で生じ得る一般的反応である.糖尿病者で

は高血糖の状態が持続することから,こ の反応が強く起

こると考えられており,糖尿病のさまざまな併発症を起

こす発症要因の一つとされている。図 5は ,グ リケーショ

ンの進行経路を示したものである.グルコースなどの還

元糖が蛋自質のリジン残基と反応することに始まり,そ

の初期段階のやや安定なアマドリ化合物である中間生成

物のケトアミンが生成される.さ らに反応が進行すると,

後期段階にはAGEが生成される。現在,AGEと して構
造が同定されている主なものにペントシジン,ピ ラリン,

クロスリンが挙げられるが,ピ ラリンは螢光性を有しな

いとされ,ま た,ク ロスリンは強酸による加水分解には耐

えられないことが知られているヽ今回は,AGEの うち

強酸に耐え螢光を有するベントシジンの特徴を生か し

て,硝子体からペントシジンを分離・定量した。
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している。しか し,VEGFで はその分泌を刺激するのが
産生局所で働くパラクリン系によるものと考えられてお

り,ベ ントシジンのような血液による影響は考えにくい。

硝子体の VEGFと ペントシジンには,正 の相関(r=
0.770,p<0.001)がみられた.硝子体 VEGFと DRの悪性
度いおよび血清ペントシジンとDRの悪性度 ")は相関が
あることが知られており,今回硝子体中の VEGFと ペン

トシジンも強い正の相関という結果を得たことから,硝

子体のグリケーションもDR悪化と関連があることが予
想された。また,平田ら

7)に より,他の AGEであるクロス
リンとVEGFの相関を糖尿病網膜症の硝子体から検討
した報告 もあるが,両者間に中等度の正の相関 (r=0.

698,p<0.01)がみられたとされてお り,今回の成績を裏

付ける結果である。平田らはその報告の中で,AGEに よ
り網膜のミューラー細胞からVEGFが分泌されること
も証明しており,ベ ントシジンにおいても同様にVEGF
が分泌されていることも予想される。

現時点ではAGEに よるVEGF分泌機序が明らかにさ
れていないため,ペ ントシジンの増加に伴うVEGFの増
加については推論の域を脱しないが,我々は以下の仮説

を機序として考えた。① ペントシジンが Moと 結合する
ことにより,VEGFが Mφ から直接分泌される20)。 ② ペン

トシジンが Moと結合することにより,VEGFが他のサ
イトカインなどを介して間接的に分泌される

7)。

c)glyca_

tionが活発に行われることにより,ベ ントシジンと同時

に生成されるであろう他のAGEに Mφ が反応し,Mφ か
ら直接・間接的に分泌される

ア)20).④
 glycatiOnが活発に

行われることにより,血管基底膜にペントシジンなどの

AGEが沈着し血管を狭窄させ,虚血 (低酸素)状態を来し
て種々の細胞からVEGFが分泌される2t).⑤ 前記①～④
に加え,VEGFの血管透過性充進に伴うglycationの 反
応物質の硝子体中への濾出による positiveねedbackな

ど21)である.糖尿病者硝子体では,非糖尿病者硝子体と比

べ glycationが活発であることも報告
22)さ れている。ペン

トシジンは,加齢により生体内で増加することが知られ

ているが,腎不全や糖尿病を伴った場合には加齢的変化

を伴う増加量よりはるかに上昇する
23)24)。
そぅぃった

AGEの過剰な蓄積が DRの発症の一因となっていると
思われる。

臨床面では網膜光凝固が十分に行われているにもかか

わらず,増殖性変化の激しいDRに対しvitrectomyを 行
うことにより網膜症が鎮静化するケースや,いわゆる

early vitrectomyを行うことにより良好な視機能を温存

できることも経験する■ DRに対する治療としてある程
度早期に硝子体の切除を行うことが蓄積した AGEを除
去し,ま た,AGEが蓄積しやすいコラーゲンの除去によ

り蓄積の場をなくすことにつながり,AGEが刺激となる
サイトカイン分泌を抑制すると推察している。著者らは

今回の研究の次段階として,ベ ントシジンの刺激による

ペントシジンは,1989年 Sellら“
)に より脳硬膜から抽

出され,リ ジンとアルギニン残基がペントースを介して

架橋した螢光性の架橋物質として発見され,加齢に伴い

増加する老化架橋の一つとされている.ペ ントシジンは,

高熱,強酸の状態で 20時間作用させても耐え得る非常に

安定した物質であり,励起波長を335 nmと して385 nm

の螢光を発する特徴を持っている。皮膚コラーゲン中で

加齢に伴い増加することや,腎症の血清で高値を示すこ

となどが報告
9'さ
れている。

1985年 ,Vlassaraら ЫによりAGEを 特異的に認識す
る細胞膜レセプター(AGEレ セプター)がマクロファー

ジ(Mo)系細胞に存在することが報告された。AGE蛋自
質は AGEレ セプターを介して Mφ などに結合し細胞内
に取り込まれ,リ ソソーム内で分解されている。この一連

のプロセスの中からの刺激により,TNF,interleukin-6

(IL-6),insulin like growth factOr‐ 1(IGF-1),gentami―

cin― colony stimulating factor(GM― CSF)な どのサイト

カインが誘導され,細胞増殖や遊走を引き起こすと考え

られている“
)。 近年,こ のようなAGEと サイトカイン分

泌の機構の解明により,DRの 発症原因の一つとしてこ

れらの関係が注目されるようになった。また,AGEが内
皮細胞の遊走能を誘導し,その管腔形成能を促進させる

ことも近年報告
17)さ れ,血管新生とAGEの 関連性が想

定されている.今 回我 々は,現 時点において AGEと
AGEレセプターとの結合に起因するVEGF分泌の報告
がないことから両者の関連に注目し,AGEの一つである
ペントシジンとVEGFを DR患者の硝子体から同時に
測定し,両者の関連について検討した.

今回の測定では,硝子体 VEGF値はDM群で有意 (p<
0.01)に 高値であった。硝子体ペントシジン値もDM群
で有意 (p<0.05)に 高値であった。DM群の硝子体中で
VEGFが高値を示したことは,こ れまでの報告1)°と同様
の結果であり,分泌している細胞は現時点では不明であ

るが,DRの硝子体中にVEGFが盛んに分泌されている
ことが再確認された.ペ ントシジンもDM群の硝子体中
に有意に多 く存在した。硝子体にはタイプⅡ,IXコ ラー

ゲンがあり,架橋を形成して硝子体のゲル構造を形成し

ている生 コラーゲンは非常にグリケーションを受けや

すく,ま た,グリケーションの後期反応の無秩序な架橋形

成物質であるペントシジンは,コ ラーゲンに蓄積されや

すいことから高値を示したのであろう。また,DRでは血

液網膜関門が破綻することが知られているが,DRで手
術適応となるものはほとんどが硝子体出血を生じている

ことから,硝子体のグリケーションには血液性状が関与

すると考えられる.血液中にはグリケーションに必要な

還元糖が豊富に存在するため,DM群の硝子体でペント
シジンが高値を示したことは当然の結果と思われた.ま

た,我 々は DRの血清ペントシジンが DRの悪性度に伴
い上昇することを示し,DRと の関連性について報告 19)
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VEGF分 泌 の 証 明 と,研 究 の 臨 床 応 用 と して early

vitrectOmyの 有用性 について検討す る必要がある と考

えている。

稿を終えるに当たり,ペ ントシジン測定法の御指導ならび

に標準物質の提供をしていただいた浜松医科大学整形外科学

教室の高橋正哲先生,星野裕信先生に感謝いたします。

本論文の要旨は第 36回 日本網膜硝子体学会総会で発表 し

た .
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