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要

目 的 :増殖糖尿病網膜症患者における硝子体液中の

血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor,

VEGF)濃度,血小板由来増殖因子 (platlet― deHved『owth

factor,PDGF)濃度の関連を検討 した.

対象と方法 :増殖糖尿病網膜症患者 30例 31眼 ,非糖

尿病群 22例 22眼,計 53眼 において,硝 子体液 を採取

し,硝 子 体 液 中の VEGF濃 度,PDGF濃 度 をenzyme―

linked immunOsorbent assay(ELISA)法 で測定 し,糖尿

病患者 と非糖尿病患者との比較,各 サイ トカインと臨床

項目(年齢,性別,前房蛋白濃度,HbAk,糖尿病罹病期間 )

との関連について検討 した。

結 果 :硝子体液中 VEGF濃度 とPDGF濃 度は,そ
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れぞれ増殖糖尿病網膜症で有意に高値 を示 した(pく

0.01)。 また,VEGF濃 度と前房蛋自濃度との間にはそれ

ぞれ正の相関があった(pく0.01).各 サイ トカインと年

齢,性別,HbAlcと の間には相関はなかった.

結 論 :増 殖糖尿病網膜症において,VEGFに 加 え

PDGFも 増殖糖尿病の病態に関与していることが推定

された。(日 眼会誌 104:711-716,2000)
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増殖糖尿病網膜症患者における硝子体中のサイ トカイン

ー血管内皮増殖因子,血小板由来増殖因子の増加一

Abstract
Purpose: To determine the relation between vas- Results : Levels of both VEGF and PDGF in the

cular endothelial growth factor (VEGF) and platlet- PDR group were significantly higher than in non

derived growth factor (PDGF) in the vitreous fluids DM group (p<0.01). A positive correlation was ob-

from patients with proliferative diabetic retinopathy served between the levels of YEGF and protein con-

(PDR). centration in the aqueous humor (p<0.01). However,

Subjects and. Method, : Concentrations of VEGF levels of both VEGF and PDGF did not correlate

and PDGF in the vitreous fluids from 53 eyes, 31 with age, sex, or HbAr..

eyes in 30 PDR patients and 22 eyes in 22 non diabe- Conclusion : Both YEGF and PDGF were shown

tes mellitus(DM)patients serving as controls, were to be correlated with the pathogenesis of PDR.

measured by enzyme-linked immunosolvent assay. (J Jpn Ophthalmol Soc 104:.7LL-716,2000)

The levels of VEGF and PDGF were compared be-

tween PDR and non DM patients. The relationship Key words : Proliferative diabetic retinopathy (PD-

between these factors and clinical characteristics R), Vascular endothelial growth factor

such as age, sex, protein concentration in the aque- (YEGF), Platlet-derived growth factor

ous humor, HbAr" and duration of diabetes were in- (PDGF), Protein concentration in the

vestigated. aqueous humor
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I緒  言

近年,増殖糖尿病網膜症における血管新生に関わるサ

イトカインの研究が盛んに行われ,種 々のサイ トカイン

のうち,血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth

factor,VEGF)が 眼内血管新生に最も重要な促進因子の

一つ と考えられている1)｀ 8)。

また,血小板由来増殖因子

(platlet― derived growth factor,PDGF)は 血ノ
lヽ オ反中に存

在 し,主 として間葉系細胞に対 し遊走 。増殖刺激活性を

有する因子として知られていたが,近年,微小血管新生に

おけるPDGFの関与が明らかにされ9)1。 ),糖 尿病網膜症

とPDGFの 関連が注目されている11).

今回,我 々は VEGFと PDGFに 注 目し,増殖糖尿病網

膜症患者の硝子体液中VEGFお よびPDGFの濃度を測

定し,両者の関係を検討した。さらに,そ れぞれのサイト

カインと糖尿病網膜症に関与する臨床項目(年齢,性 別,

前房蛋白濃度,HbAlc,糖 尿病罹病期間)と の関連につい

て検討する一方,PDGFで は,硝子体出血の有無と硝子体

中 PDGF濃度との関連について検討したので報告する。

II 対象および方法

1.対  象

対象 とした症例は,増 殖糖尿病網膜症患者群 (以 下,

PDR群 )30例 31眼 ,非糖尿病患者群 (以下,非 DM群 )17

例 17眼 であった。平均年齢は,PDR群 では 57.7± 10.0

(平均値土標準偏差)歳,非糖尿病群では 60.4± 14.0歳で

あった。性別は,PDR群 では男性 9例 9眼 ,女性 21例 22

眼,非 DM群 では男性 5例 5眼 ,女 性 12例 12眼 であっ

た。PDR群 の 内 訳 は,イ ンス リ ン非 依 存 型 糖 尿 病

(NIDDM)患 者 29例 30眼 であ り,IDDM患 者 1例 1眼

であった。非 DM群の内訳は,黄斑円孔 5例 5眼 ,黄斑裂

孔を伴う裂孔原性網膜剥離 3例 3眼 ,網膜上膜 4例 4眼
,

その他 5例 5眼であった。VEGF濃度およびPDGF濃度

との関連を検討 した項目は,年 齢,性 別,前 房蛋白濃度,

HbAL糖尿病罹病期間である.前 房蛋白濃度は,検体採

取前 に定法 に従ぃ12)ヽ 14,レ ーザー フレアセル メー タ

(Kowa社製)を 用いて測定した。PDR群 における HbAlc

値は,7.74± 1.73(平 均値±標準偏差)%で ,糖 尿病罹病

期間は,17.0± 7.2(平 均値士標準偏差)か 月であった.ま

た PDR群 においては,手術時点においての硝子体出血

の有無と,PDGF濃度との関連についても検討 した.なお

手術時点において,少量でも硝子体出Imの あったものは

硝子体出血あ りとした。PDR群 において,術前に硝子体

出血を伴っていたものは 17眼 であ り,硝子体出血のな

かったものは 14眼であった。

2.検 体 採 取

検体は,硝子体手術時に,硝子体液が潅流液で希釈され

ない方法で採取 した。具体的には,3 port作 製時に,潅流

カニューレを縫着後,潅流液を流さず,毛様体扁平部から

日眼会誌 104巻  10号

先に23G針 をつけた l mlツ ベルクリンシリンジを用い

て硝子体液を0.4～0.6 ml採 取した。採取 した硝子体試

料は,以下の測定まで-80℃ で保存 した。なお,対 象とし

た患者すべてにおいて,イ ンフォーム ド・コンセントを

得たうえで検体採取を行った。

3.サ イトカイン濃度測定

硝子体中VEGF濃 度の測定は,QuantikinⅢ
:human V―

EGF ELISAキ ッ ト(最 小測定限界値 9.O pg/ml,R&D

SYSTEMS社 ,MN,米 国)を 用いて enzyme linked im―

munosorbent assay(ELISA)法 で行 った。抗 ヒ トVEGF
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,検体を

100 μlずつ注入した。室温に2時間静置して抗原抗体反

応を行った後に,洗浄用バッファーで 3回洗浄した。抗ヒ

トモノクローナル抗体 と反応してプレー トに残存した検

体中の VEGFに 対 し,ベ 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,再 び室温に

2時間静置し抗原抗体反応を行った。その後,プ レー トを

洗浄用バッフアーで 3回洗浄し,ベ ルオキシダーゼ反応

基質液 200 μlで発色 させた.25分 間反応させた後,反 応

停止液である2N硫酸 50 μlを 注入 し,波長 450 nmで吸

光度を測定した。同時に,標準濃度曲線を決定するための

検体の測定も行 った。硝子体中PDGF濃度の測定 も,

QuantikinC)huIIlan PDGF― AB ELISAキ ット(最 ′
lヽ 測定

限界値 8.4pg/ml)(R&D SYSTEMS社,MN,米 国)を用

いて ELISA法 で行った。抗ヒトPDGF― AA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 らに検体を 200 μlずつ注

入 した.室温に2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回洗浄した。プレー トに残存し

た検体に対し,ベ ルオキシダーゼを標識 した抗 PDGF―

BBポ リクローナル抗体 200 μlを 注入 し,再 び室温に 2

時間静置し抗原抗体反応を行った。その後,プ レー トを洗

浄用バッフアーで 3回洗浄し,ペ ルオキシダーゼ反応基

質液 200 μlで 発色させた。20分間反応させた後,反 応停

止液である2N硫酸 50 μlを注入し,波長 450 nmで吸光

度を測定した。同時に標準 |サ幾度曲線を決定するための検

体の測定も行った。検出限界以下は,統計上,VEGF濃度

は 9.O pg/ml,PDGF濃 度は8.4 pg/mlと した。

4.統 計 解 析

PDR群および非 DM群 における硝子体液中の VEGF
濃度とPDGF濃度との統計解析,お よび両群における各

サイ トカイン
iり豊度 と性別との解析には Mann― Whitney

U testを 用いた.PDR群 におけるVEGF濃 度 とPDGF
濃度および糖尿病に関与する臨床項目(年齢,前房蛋自濃

度,HbAlc,糖 尿病罹病期間)と の解析には多変量解析を

用いた。また,非 DM群におけるVEGF濃度およびPDGF
濃度と,年齢および前房蛋自iサ豊度との解析にはPearson

の相関係数を用いた。
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図 1 硝子体中 VEGFの定量 .

* :pく(0.01,Mann― VVhitney U test

聰 :増殖糖尿病患者の硝子体中 VEGF
O:非糖尿病患者の硝子体中 VEGF
VEGF:vascular endothelial growth factor

(pg/■ 11)

*

図 2 硝子体中 PDGFの定量 .

* :pく(0.01,NIann― Whitney lJ test

薇 :増殖糖尿病患者の硝子体中 PDGF
O:非糖尿病患者の硝子体中PDGF
PDGF:platlet― derived grOwth factor

III 結  果

1.硝子体中VEGF濃度

硝子体中VEGF濃度は,PDR群 が1,575.39± 1,061.11

(平均値±標準偏差)pg/ml(実測値108.00～ 370.00 pg/

ml),非 DM群が9.78± 2.04 pg/ml(実 測値9.00～ 16.00

pg/ml)であり,PDR群 で有意に高値であった(p<0.01,

図1)。

2.硝子体中PDGF濃度

硝子体中PDGF濃度も,PDR群 が303.65± 131,89 pg

/ml(実測値82.00～ 650.00 pg/ml),非 DM群が 112.34

±106.88 pg/ml(実 測値 8.40～ 450.00 pg/ml)であり,

PDR群で有意に高値であった(p<0.01,図 2).

さらに,PDR群において硝子体出血の有無と硝子体中

PDGF濃度について検討 したところ,硝子体出血のある

ものでは 312.05± 157.46 pg/mlで あり,硝子体出血のな
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*

図 3 硝子体出血の有無 と硝子体中 PDGF.
(増殖糖尿病網膜症群 )

*| :p=0.91,Mann― WVhitney U test

鰊 :硝子体出血なし

○ :硝子体出血あ り
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図 4 前房蛋白濃度と硝子体中 VEGF濃度 .

(増殖糖尿病網膜症群 )

pく(0.01

いものでは267.71± 111.04 pg/mlで あった。この結果,

硝子体出血の有無による両群間に有意差はなかった(p

=0.91,図 3).

3.硝子体中前房蛋白濃度

前房蛋白iり豊度は,PDR群が111.72± 47.87mg/d,非 DM
群が 38.73± 24。 78 mg/dlで あ り,PDR群 で有意に高値

であった(p<0.01).

4.硝子体中VEGF濃度と硝子体中PDGF濃 度およ

び糖尿病網膜症に関与する臨床項目

PDR群 における硝子体中VEGF濃 度と硝子体中 PD―

GF濃度および糖尿病網膜症に関与する臨床項目との関

連を多変量解析を用いて検討 したところ,前房蛋自濃度

のみが p<0.01と 有意であり(図 4),他の因子(PDGF濃

度,糖尿病罹病期間,年齢,HbAtc)と の間には有意な関連

はなかった。

また,非 DM群 における硝子体中 VEGF濃度と年齢 ,

性 別 との関連 を検討 したが,p値 はそれぞれ年齢が

Ω
じ
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惚
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0。 34,性 別が 0.92で あり相関はなかった。同様に非 DM
群における硝子体中 PDGFiり艶度と年齢,性別との関連を

検討したが,p値はそれぞれ年齢が 0.91,性 別が 0.56で

あ り,硝子体中PDGF濃度についても相関はなかった.

IV考  按

増殖糖尿病網膜症の発症と進行には種々のサイトカイ

ンが関与 してお り,中 でも虚血に陥った網膜から産生さ

れる血管新生促進因子が特に重要な役割を演じている.

眼内に存在する血管新生促進因子の中で,特 にVEGFは

低酸素状態
15),活

性化したプロテインキナーゼ C(PKC),

糖付加 を受 けた蛋 白質(advanced glycation end prod―

ucts,AGE)の 他 ,β型腫瘍増殖因子 (transforming growth

factor― β,TGF― β),PDGFな どの刺激により,血管内皮細

胞自身や近隣の細胞で合成分泌され,血管透過性充進作

用の他,血管内皮細胞の増殖,遊走,管腔形成を促進する

強力な血管新生作用を有し2)16)ヽ 郎),眼 内血管新生に最 も

重要な血管新生促進因子と考えられている。

VEGFは ,ヒ トの場合,VEGF121,VEGF165,VEGF189,VE―

GF206の 4種類のサブタイプが存在するが,生体内におい

ては,こ の中で VEGF165が主に発現 してお り,ま た生物

学的活性 も高ぃ2)15)。 したがって,今 回の研究では VE―

GF165を 測定する測定キットを使用した。

PDGFは 血小板中に存在し,主 として間葉系細胞に対

し遊走・増殖刺激活性を有する因子として 1979年 に精

製された。PDGFには 3種のアイソフォームが存在 し,そ

の分泌動態には大きな差があり,今回の研究においては,

生物学的活性の高いPDGF― ABを測定した.現在 PDGF

は,血小板の他マクロファージ,平滑筋細胞,血管内皮細

胞など,さ まざまな細胞から分泌されるが,今回測定した

PDGF― ABは血小板以外に血管内皮細胞からも分泌され

ることが知られている25)26).PDGFは 低酸素状態で産生

が増加 し,平滑筋細胞,線維芽細胞,グ リア細胞,色 素上皮

細胞などに対する細胞遊走,増殖刺激因子であるととも

に,血管内皮細胞の遊走や増殖に関与する血管新生因子

でもあり
10',増

殖硝子体網膜症 (PVR)や PDRの病態との

関連が近年注目されている2`)″ )～ 2"。
今回,我 々は PDRの

病態に関する 2つのサイトカインに注目し,糖尿病患者

の硝子体か らVEGFと PDGFを 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 子体液中

VEGF値 はPDR群 で有意(p<0.01)に 高値 で あ り,ま

た,硝子体液中 PDGF値 もPDR群で有意に高値であっ

た(p<0.01)。 また,PDR群において硝子体出血の有無と

硝子体液中PDGF値 との間には明らかな相関はなかっ

た(p=0.91)。 PDR群の硝子体液中のVEGF濃度が高値

を示 したことはこれまでの報告 と同様の結果 であ

りりヽ 4),分
泌 している細胞は現時点では不明であるが,

PDRの硝子体液中にVEGFが盛んに分泌されているこ

とが再確認 された。PDGFも PDR群 の硝子体液中に有

図 5 VEGF,PDGFの 分泌機序 .

PKC:protein kinase C

AGEs:advanced glycation end products

TGF―β:transおrming growth factor― β

意に多 く存在 してお り,PDGFが PDRの病態 と関連の

あることが推定された.

次に,硝 子体液中の VEGF濃度とPDGF濃度および

糖尿病に関する臨床因子 との関連についても検討 した

が,本研究において,前房蛋白濃度と硝子体中 VEGF濃

度との間に有意な正の相関があった(図 4).我々の結果

と同様,過去においても前房蛋白iり畏度とVEGF濃度との

関連が報告
3,13)30,31)さ れている。増殖糖尿病網膜症では,

VEGF,PDGFを 含めた血管新生促進因子により眼内血

管新生が促進される。新生血管は透過性の充進を示し,多

量の血清成分の漏出を来す。今回,前房蛋白濃度と硝子体

中VEGF濃度との間に相関があったことは,VEGF濃度

と眼内血管新生が相関 し,血管新生と前房蛋白濃度が相

関しているのではないかと考えられた.糖尿病網膜症の

悪化には,血糖コントロールが強く影響 してお り,特 に

HbAlcが重要であるが,本研究ではHbAlcと VEGFに は

明 らかな相関はなかった。また,VEGFと 他の因子 (年

齢,性別,糖尿病罹病期間)と の間にも関連はなかった。同

様に硝子体液中の PDGFiり崇度とこれらの因子 との間に

も関連はなかった。これは,こ れらの因子が直接にVEGF

や PDGFの 産生を促進 しているのではないことを示し

てお り,糖尿病網膜症においては様々な要因が複雑に絡

み合い,サ イトカインの異常が惹き起こされていること

が考えられた.

PDR群 において,硝子体液中VEGF濃 度およびPDGF

濃度の増加があった。現時点ではPDRに おけるVEGF
とPDGFの分泌機序が明らかにされていないため,VEGF

の増加に伴うPDGF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その機序として考えた。低酸

素状態,PKCの 活性化,AGE,他 のサイトカインなどの刺

激により,虚血に陥った網膜からVEGFが分泌され,血

管内皮細胞の増殖が起こり血管新生が生じる。さらに,増

殖 した血管内皮細胞か らVEGF,PDGFが産生 される

(図 5)。 したがって,こ れら一連の病態により眼局所にお

代調異常

PKC活性化 低酸素状態 AGEs↑  活性酸素

↓

↓會
血管内皮細胞含

↓

´ ´ ´ ″

´

血管新生

↓

硝子体出血
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他のサイトカイン
(TGF― βなど)

グリア
繊維芽細胞

含

VEGF會

PDGF會
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けるVEGFな らびにPDGFの 産生が克進 しているので

はないかと考えられた。現在,増殖糖尿病網膜症の動物実

験モデルは開発 されていない.今 後,VEGFな らびに

PDGFと 糖尿病網膜症との関連については,動物実験モ

デルの開発とともに,糖尿病網膜症の病状 と眼内 VEGF
ならびに PDGFiサ豊度を対応させて比較検討 し,そ の病態

との関連を考察する必要があると思われた。

文  献

1)Ambati J,Chalam KV,Chawla DK,D'An」o CT,

Guillet EG,Rose SJ,et al:Elevated gamlna― arni―

nobutyric acid,glutamate and vascular endothelial

gro、vth factor levels in the vitreous of patients

with pr01iferative diabetic retinopathy. Arch Oph―

tl■alnlol l15:1161-1166,1997.

2)橋本浩隆,新井清美,筑 田 真,小原善隆 :ヒ ト硝子

体における血管内皮増殖因子 とペ ン トシジンの関

係。日眼会誌  102:442-446,1998.

3)田 中義和,加藤 聡,船津秀陽,北 野滋彦,堀 貞夫 ,

三浦雅一,他 :糖尿病網膜症における血管内皮増殖

因子 (VEGF)と 網膜症進行度 との関連.眼 紀 48:

46-50,1997.

4)尾崎弘明,林 英之,大 島健司,今永至親,黒木政秀 ,

荒川文子,他 :増殖糖尿病網膜症眼の硝子体内にお

ける血管内皮増殖因子の検出.日 眼会誌 100:208

-212,1996.

5)Miller Jヽ V,Adamis AP,Shima DT,D'Amore PA,

lヽoulton RS,()'Reilly卜 IS,et al:Vascular endothe―

lial growth factor/vascular permeabmty Lctor is

tenl:porally and spatialy correlated、 vitll ocular an―

giogenesis in a primate model.AIn J Pathol 145:

574-584, 1994.

6)Aiello LP,Pierce EA,Foley ED,Takagi H,Chen

II, Riddle L,et al:Suppression of retinal neovas―

cularization′ 4υ :υο by inhibition of vascular en(lo―

thelial growth factor(VEGF)using soluble VEGF―

receptor chirneric proteins. :Proc Natl Acad Sci

IJSA 92:10457-10461,1995.

7)Adamis AP,Shima DT,Tolentino MJ,Gragou‐

das ES,Ferrara N,Folkman J,et al:Inhibition of

vascular endothelial gro、 vth factor prevents retinal

ischernia― associated iris neovascularization in a

nonhurnan prin■ ate.Arch Ophthalrnol l14:66-71,

1996.

8)Robinson GS,Pierce EA,Rook SL,Foley E,

Webb R,Sinlith LE:Oligodeoxynucleotides inhibit

retinal neovascularizatiorl in a rllurine nlodel of

proliferative retinopathy.Proc INatl Acad Sci IJSA

14:93:4851-4856.1996.

9)Sato N,Beitz JG,Kato J,Yamamoto卜1,Clark

JⅥ
r,CalabreSi P, et al:Platelet― deriVed grOWth

factor indirectly stimulates angiogenesis ′れ υイォrο .

AIn J Pathol 142:1119-1130,1993.



716

25)加 治和彦 :血小板由来成長因子.大沢利昭 (編):現

代化学 サイトカインー免疫応答および細胞の増殖

・分化因子―。東京化学同人,東京,183-198,199Q

26)Ross R,Raines EVF,Bowen― Pope DF:The blol―

ogy of platelet derived gro、 vth factor.(二 )el1 46:155

-169,1986.

27)池田恒彦 :硝子体 と細胞増殖因子。あたらしい眼科

12:1075-1084,1995.

28)Cassidy L,Barry P,Shaw C,Duffy J,Kennedy

S:Platelet derived growth factor and ibroblast

growtll factor basic levels in the vitreous of ipa―

tientsヽ/ith vitreoretinal disorders.Br J Ophthal―

mo1 82:181-185,1998.

29)Robbins SG,Mixon iRN,Ⅵ「ilson DJ,IIart CE,

Robertson JE, lVestra I, et al:Platelet derived

日眼会誌 104巻  10号

growth factor ligands and receptors immunolocal-

ized in proliferative retinal diseases. Invest Oph-

thalmol Vis Sci 35:3649-3663, 1994.

published erratum appears in Invest Ophthalmol

Vis Sci 36:519, 1995.

30) Murata T, Nakagawa K, Khalil A, Ishibashi T,
Inomata H, Suei.shi K : The relation between ex-

pression of vascular endothelial growth factor and

breakdown of the blood-retinal barrier in diabetic

rat retinas. Lab Invest 74:819 825.1996.

31) Mathews MK, Merges C, Mcleod DS, Lutty GA:
Vascular endothelial growth factor and vascular
permeability changes in human diabetic retinopa-

thy. Invest Ophthalmol Vis Sci 38:2729 2741,

t997.


