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要 約

目 的：糖尿病網膜症(DR)の発症，進展の要因と考

えられている advanced glycation end products(AGE-

s)の つであるペントシジン，関連のあるサイトカイン

である vascular endothelial growth factor(VEGF),

transforming growth factor(TGF)-

o

ββ, monocyte
 

chemotactic protein(MCP)-，および活性酸素の硝子

体中濃度を測定し，それぞれの関係を検討する．

方 法：硝子体手術を施行した糖尿病網膜症群(DR群，

眼)と全身疾患がない群(対照群， 眼)に分け，さら

に DR群は術前の手術適応に応じて分類した．ペント

シジンは酸加水分解処理後 high performance liquid
 

chromatography(HPLC)，サイトカインは enzyme-

link immunosorbent assay(ELISA)法，過酸化水素

(H O)はチタン呈色法で測定した．

結 果：DR群の硝子体におけるペントシジン，VE-

GF，total  TGF-βββ，MCP- 値は対照群に比べて有意

(p＜ . )に高値であった．また，ペントシジンとVE-

GF，ペントシジンとH O，H O とVEGF，およびtotal
 

TGF-βββとMCP- の間にはそれぞれ，r＝ . ， . ，

. ， . の正の相関(p＜ . )があった．

結 論：DRの硝子体において，glycoxidationの進

行がありVEGFの分泌，発現を促進している可能性が

推定された．また，total TGF-βββとMCP- の変動は関

連性がある可能性が考えられ，DRの病態の発症，進展

に影響すると推察した．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract

：To investigate the correlations among
 

pentosidine,an advanced glycation end product,and
 

related cytokines〔vascular endothelial growth fac-

tor(VEGF), transforming growth factor(TGF)-βββ,

and monocyte chemotactic protein(MCP)-〕, and
 

active oxygen in the vitreous of patients with dia-

betic retinopathy(DR).
：Vitreous samples from eyes under-

going vitrectomy to treat DR were divided into four
 

subgroups and analyzed. Vitreous samples fr m

eyes of patients with no systemic conditions were
 

age-and sex-matched controls. The vitreous levels
 

of pentosidine, cytokines, and hydrogen peroxide
(H O)were determined by high performance liquid

 
chromatography,enzyme-linked immunosorbent as-

say, and titanium-hydrogen peroxide colorimetric
 

method respectively.
：The levels of pentosidine, VEGF, total

 
TGF-βββ,and MCP- in the vitreous samples of eyes

 

with DR were significantly higher than in the
 

controls(p＜ . ). Significant correlation(p＜ . )

was found between pentosidine and VEGF, pento-

sidine and H O ,H O and VEGF,and total TGF-βββ

and MCP-(r＝ . , . , . ,and . ,respective-

ly).
：These results suggest that the ele-

vated levels of the glycoxidation product pentosidine
 

may have caused increased levels of VEGF in the
 

vitreous of DR patients. Increased levels of total
 

TGF-βββ and MCP- together may also play an im-

portant role in the development of DR.(J Jpn Oph-

thalmol Soc ： ― , )

Key words：Pentosidine,Glycoxidation,Transform-

ing growth factor-ββ,Vascular endothe-

lial growth factor, Diabetic retinopa-

thy



緒 言

グリケーションは蛋白質の非酵素的な糖化反応 で，

glycoxidationはグリケーションの後期反応に，活性酸

素が関与して後期反応生成物質(advanced glycation end
 

products, AGEs)が形成される反応である ．AGEsに

はペントシジン ，カルボキシメチルリジン(carbox-

ymethyllysine, CML) ，ピラリン ，クロスリン な

どがあるが，glycoxidationはペントシジンとCMLの

生成過程に関与するとされている ．中でもペント

シジンは，酸加水分解に対する耐性と蛍光性，架橋形成

を有する非常に安定した物質で，糖尿病者の眼組織での

増加が報告 されている．

AGEs生成過程で発生したスーパーオキシドは，不均

化反応により過酸化水素(H O)となり ，ペントシジ

ンの蓄積をさらに惹き起こすと考えられる．一方，AG-

Esは，マクロファージ(macrophage, MΦ)や血管構成

細胞などに発現する受容体と反応し，リガンドとして認

識され細胞内に取り込まれ処理される過程で，サイトカ

インや増殖因子の分泌を促すことが広く指摘されてい

る ．これらのサイトカイン，増殖因子は血管新生

や眼内増殖に深く関わることが知られている．しかし，

未だ糖尿病網膜症(diabetic retinopathy, DR)の同一ヒ

ト硝子体におけるAGEsと活性酸素およびこれらサイ

トカイン同士の関係を明らかにした報告はない．そこ

で，DRの同一硝子体から，ペントシジン，H O，単球/

MΦ遊走作用を有するmonocyte chemotactic protein

(MCP)-1および transforming growth factor(TGF)-

β，vascular endothelial growth factor(VEGF) を

測定し，これら各物質間同士の関係を術前のDRの病態

別に分類し検討した．

実験対象ならびに方法

1．対 象

硝子体の試料は，獨協医科大学越谷病院でDRの硝子

体手術の際に得られた硝子体［43眼，57.7±11.3(平均

値±標準偏差)歳，DR群］を用いた．DR群は，術前の

網膜症の病態によりさらに，牽引性網膜剥離(tractional
 

retinal detachment,TRD)に硝子体出血(vitreous hem-

orrhage, VH)を併発した群(TRD＋VH群)12眼，VH

がなくTRDのみで手術適応となった群(TRD群)6眼，

VHのみの群(VH群)18眼，VHもTRDも存在せず糖

尿病黄斑症(diabetic macular edema,DME)で手術適応

となった群(DME群)7眼の4群に分類した．TRD群お

よびDME群は，術前6か月以上経過観察し，その間に

VHが存在せず，かつ問診で経過観察期間以前において

もVHが存在しなかったと推定された症例に限定した．

対照群としては，眼疾患，全身疾患のないage-，sex-

matchさせた特発性黄斑円孔や特発性黄斑上膜の手術

で得られた硝子体(21眼，61.2±11.8歳)とした．腎不

全者では生体にペントシジンが多量に蓄積されることが

報告 されているため，血清クレアチニン値が正常値以

内(1.3mg/dl以下)の者を対象とした．DR群の血糖コ

ントロール状態はHbA c値7.53±1.79(平均値±標準

偏差)％で，推定罹病期間は10.50±7.84(平均値±標準

偏差)年であった．

硝子体試料は，硝子体手術を行う際，毛様体扁平部に

3ポートを作製した後，眼内潅流を行う前に硝子体カッ

ターを眼内に挿入し，眼内潅流液の混入を避け採取し

た．切除硝子体は手術中に氷槽内に集め，直ちに遠心分

離(2,260xg，4℃，30分)し，血球ならびに切除した増

殖組織を除去した．そして，N ガスを充填して－40℃

で保存した．すべての材料採取に際しては，本研究の主

旨を患者に説明のうえ同意を得て行った．

2．実 験 方 法

１)硝子体中ペントシジンの定量

Takahashiら の方法と同様に行った．切除硝子体と

同量の12mol/l塩酸を混合し，シールドグラスチュー

ブを用いて脱気後，N 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 0.45μmのシリンジフィルター(DIS-MIC-25cs，

東洋濾紙)で濾過し，濾過液から200μlを取り20mlの

イオン交換水で希釈して0.8×10cm SP-Sephadex C-

25カラム(Pharmacia LKB社，Uppsala，スウェーデン)

に添加した．カラムを0.1mol/l塩酸20mlで洗浄した

後，1.0mol/l塩酸5mlで溶出した．溶出液をTC-8con-

centrator(Taitec社)を用いて減圧下で蒸発・乾固させ

た．残留物を1.0％ n-heptafluorobutyric acid(HFBA)

200μlで溶解し，その溶解液160μlを用いてhigh per-

formance liquid chromatography(HPLC)に注入しペ

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 sys-

tem controller, LC-6A pump, SIL-10 auto injector,

RF-535fluorescence HPLC monitor)を用いて行った．

HPLCの条件は，流速1ml/min，移動層には100％ア

セトニトリルと40mmol/l HFBAの混合液(27：73by
 

vol)を使用し，反応温度を室温として8mm×10cm co-

lumn prepacked with Radial-Pack C18(10-μm parti-

cle size，type8C1810μ：Waters社，Milford，MA，

米国)を用いて，蛍光検出器(励起波長335nm，螢光波

長385nm)で測定した．試料測定前後に標準物質を注入

して同様に測定し，そのピークから検量線を作成した．

２)硝子体中VEGF，MCP-1，TGF-βの定量

VEGFはスプライジングの差による4種類(121，165，

189，206)のアイソフォームのうち，生体内で主に産生

されるVEGF165を測定した．TGF-βは，増殖糖尿病

網膜症(PDR)の眼内液に存在するのは，TGF-βが優位

とされているため ，総(total)TGF-βと活性型(ma-

日眼会誌 105巻 7号436



 

ture form)TGF-βを測定した．

Total TGF-β測定のために，試料125μlに 1mol/l

塩酸25μlを加え，室温で10分静置し，1.2mol/l水酸

化ナトリウムと0.5mol/l N-2-hydroxyethylpiperazi-

ne-N’-2-ethanesulfonic acid(HEPES)の混合液25μlと

protein base緩衝液800μlで反応させ，TGF-βの活性

処理を行った．活性化した試料は2時間以内に使用し

た．

各試料中のTGF-β，VEGF，MCP-1濃度の測定は，

Quantikine (R&D Systems社，Minneapolis，米国)

を用いて，酵素標識免疫測定法(enzyme-link immuno-

sorbent assay, ELISA)で行った．それぞれ抗ヒトTG-

F-β，VEGF，MCP-1murineモノクローナル抗体を固

相化した個々のマイクロプレートの各ウェルに，TGF-

βは protein base緩衝液を100μlずつ注入し，total
 

TGF-β測定のための活性化させた試料とmature TGF-

β測定のための活性処理を行っていない試料をそれぞれ

100μl注入した．VEGFはそれぞれprotein base緩衝

液を50μlずつ注入し，試料を200μl注入した．MCP-

1は試料をそれぞれ200μl注入した．それぞれTGF-β，

VEGF，MCP-1の標品も注入した．撹拌後，室温で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 TGF-β，VEGF，

MCP-1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TGF-β，VEGF，MCP-1に対し，各々

わさびペルオキシダーゼを標識した抗TGF-β，VEG-

F，MCP-1ポリクローナル抗体200μlを注入して撹拌

し，室温で2時間静置後，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ッファーで3回

洗浄し，ペルオキシダーゼ反応基質液200μlを注入し

室温で発色させた．20分後，反応停止液である2mol/l

硫酸50μlを注入し，25分反応させた後，マイクロプ

レートリーダー(model MPR-A4，東洋曹達社)を使用

して，波長450nmで各ウェルの吸光度を測定(いずれ

も二重測定)した．二重測定の平均値を算出し，同時に

標品の測定値から検量線を作成し，各試料の total TG-

F-β，mature TGF-β，VEGF，MCP-1濃度を検量し

た．TGF-β，VEGF，MCP-1の最小測定限界値は各々

7.0，5.0，5.0pg/mlであった．

３)H Oの定量

チタン過酸化水素呈色法 で測定した．試料80μlと

同量の10mmol/lリン酸緩衝液(pH7.00)を撹拌後，80

μlのチタン呈色液を注入，撹拌し，25℃で90分静置

し，マイクロプレートリーダーを用いて，波長410nm

で吸光度を測定した(いずれも二重測定)．二重測定の平

均値を算出し，同時に標品の測定も行い，検量線を作成

し，各試料のH O濃度を検量した．

４)統計学的検討

測定したペントシジン，TGF-β，VEGF，MCP-1お

よびH O値を，DR群と対照群で比較検討した．DR

群は，さらに前述の4群に分け検討した．統計解析は，

Mann-Whitney U testを用いて行った．各々の相関関

係はPearsonの相関係数から求めた．統計処理結果は，

r＝相関係数とし，p＜0.05を有意差ありとした．

結 果

1．硝子体中ペントシジン値

１)DR群と対照群との比較

硝子体中ペントシジン値は，DR群29.6±18.9(平均

値±標準偏差)pmol/mlが，対照群10.2±7.5pmol/ml

に比較して有意に高値を示した(p＜0.01)．

２)DR群の術前状態の違いによる比較(図1)

TRD＋VH群は20.5±11.2pmol/ml，TRD群は29.6

±14.5pmol/ml，VH群は34.7±24.6pmol/ml，DM-

E群は27.9±12.9pmol/mlであり，4群いずれにおい

ても，対照群に比較して有意に高値であった(p＜0.01)．

4群間同士での比較では有意差はなかったが，VH群で

最も高値であり，対照群に比較して特に有意であった

(p＜0.0001)．

３)DR群の硝子体中ペントシジン値と血清HbA c

値の関係

両者の間には r＝0.01，p＝0.93で相関関係はなく，

術前にVHが存在した群(TRD＋VH群およびVH群，

n＝30)では硝子体中ペントシジン値が30.2±20.7pmol

/ml，血清HbA c値が7.77±1.97％で，両者の関係は

r＝－0.09，p＝0.66であった．また，VHが存在しな

かった群(TRD群およびDME群，n＝13)では硝子体

中ペントシジン値が28.7±13.1pmol/ml，血清HbA c

値が7.17±1.46％で，r＝0.43，p＝0.19であった．硝

子体中ペントシジン値と血清HbA c値はVHの有無で

糖尿病網膜症と glycoxidation・松本他

図 1 糖尿病網膜症(DR)群の術前病態別硝子体中ペン

トシジン値の比較．

牽引性網膜剥離＋硝子体出血(TRD＋VH)群，TRD

群，VH群，糖尿病黄斑症(DME)群のいずれにおいて

も，対照群に比較して有意に高値であった．

＊：p＜0.01
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それぞれ有意差はなかった．

2．硝子体中 TGF-β，VEGF，MCP- 値

１)DR群と対照群との比較

硝子体中VEGFは，DR群の43眼中42眼，対照群

の21眼中14眼で定量された．VEGF値は，DR群の836

±687(平均値±標準偏差)pg/mlが対照群の215±107

pg/mlと比べて有意に高かった(p＜0.01)．Total
 

TGF-β値は，DR群の3488±2526pg/mlが対照群の

1473±908pg/mlと比較して有意に高かった(p＜0.01)．

Mature TGF-β値は，DR群の369±305pg/mlと対照

群の340±179pg/mlで有意差はなかった．MCP-1値

は，DR群の2979±2085pg/mlが対照群の1214±994

pg/mlに比較して有意に高かった(p＜0.01)．

２)DR群の術前状態の違いによる比較

VEGF値は，TRD＋VH群が924±665pg/ml，TRD

群が771±714pg/ml，VH群が837±765pg/ml，DME

群が 788±616pg/ml(p＜0.01，p＜0.01，p＜0.05，p

＜0.01)，MCP-1値(図 2)は，TRD＋VH群が 4093±

2011pg/ml，TRD群が 3823±3054pg/ml，VH群が

2378±1806pg/mlで(p＜0.01，p＜0.05，p＜0.05)，

total TGF-β値は，TRD＋VH群が 4247±2885pg/

ml，TRD群が 3459±1882pg/ml，DME群が 3121±

1245pg/ml(p＜0.01，p＝0.01，p＝0.01)と，それぞれ

対照群に比較して有意に高値であった．Mature TGF-

β値は，TRD＋VH，TRD，VH，DME群と対照群に

は有意差がなかった．

DR群の4群間同士の比較では，MCP-1値は，TRD

＋VH群がVH，DME群に比較して有意に高値であっ

た(p＜0.05)．VEGF，total TGF-β，mature TGF-β

は4群間同士に有意差はなかった．

3．硝子体中H O値

１)DR群と対照群との比較

過酸化水素値は，DR群の12.8±8.4(平均値±標準偏

差)nmol/mlが対照群の8.2±4.6nmol/ml(対照群の21

眼中19眼で定量された)に比較して，高い傾向を示した．

２)DR群の術前状態の違いによる比較

TRD＋VH群の13.4±8.0nmol/ml，TRD群の11.7

±2.5nmol/ml，VH群の15.8±9.8nmol/mlは，DM-

E群の5.0±2.5nmol/mlに比較して有意に高値であっ

た(p＜0.05，p＜0.01，p＜0.01)であり，VH群は対照

群に比較して有意に高値であった(p＜0.01)．

4．DR群の硝子体におけるペントシジン，サイトカ

イン，過酸化水素の関係(図3～6)

硝子体中ペントシジン値とVEGF値，ペントシジン

値と過酸化水素値，VEGF値と過酸化水素値の間には

有意(r＝0.62，0.58，0.65，p＜0.01)な相関関係があっ

た．その関係は特にVH群でより強い傾向があった(r

＝0.81，0.63，0.81，p＜0.01)．また，total TGF-βと

MCP-1の間にも有意(r＝0.59，p＜0.01)な相関関係が

あった．両者はTRDを併発している群で強い相関関係

があった(TRD群はr＝0.87，p＜0.05，TRD＋VH群は

r＝0.62，p＜0.01)．さらに，VEGFとmature TGF-β

では，TRD＋VH群でのみ有意な相関があった(r＝

0.68，p＜0.01)．

なお，対照群においては，各物質間には有意な相関関

係はなかった．

考 按

DR群の硝子体で，ペントシジンが有意に高値を示し

た要因としては，①長期間の高血糖によりグルコース

などの還元糖が硝子体へ流入し，代謝回転の遅い硝子体

コラーゲンがグリケーションを受け，その後硝子体内で

のoxidationなどを介して後期反応が進行した．②血

液―網膜柵破綻による透過性亢進 により，血漿蛋白質

が流入しグリケーションを受けた，あるいは血漿中A-

GEs-peptide，AGEs-protein ，ペントシジン が流入

し硝子体中に蓄積した．③VHによる血漿蛋白質とペ

ントシジンの物理的拡散，の可能性が考えられた．今

回，VHのないDRの硝子体(TRD群とDME群)のペ

ントシジン値が，VH群やVH＋TRD群と同様に対照

群に比較して高値であったことや，血清ペントシジンと

正の相関がある血清HbA cが ，VHの有無にかかわ

らず硝子体中ペントシジンと相関がなかったことから，

③の血管の破綻で生じたVHによる要因だけではない

ことが考えられた．

DR群のペントシジンとVEGF値が，対照群に比較

して有意に高く，正の相関関係があったことは，ペント

シジンがAGE受容体を介して，増殖細胞や硝子体中に

図 2 DR群の術前病態別硝子体中monocyte chemo
 

tactic protein(MCP-)値の比較．

TRD＋VH群，TRD群，VH群では対照群に比較して

有意に高値であった．4群間同士の比較では，TRD＋

VH群がVH群，DME群に比較して有意に高値で

あった．

＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01

-
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浸潤したMΦからのVEGF分泌促進に関与している可

能性があるものと考えた．今回，DRの術前病態別の検

討で，DRの進行度とペントシジン，VEGF値の濃度勾

配が一致をみなかった原因の一つに，DRが進展しTR-

Dが生じると，AGEsを介することのない網膜の虚血に

よるVEGF分泌の要素が加わっている可能性が考えら

れる．

MCP-1は，単球/MΦやTリンパ球に対する遊走活

性を持ち，MCP-1により活性化された単球/MΦからは

TGF-β，tumor necrosis factor-αなどが産生される．

術前病態別の検討で，TRD＋VH群がVH群，DME

群に比較して有意に高値(p＜0.05)であったことから，

DR進行度との直接的な関連が推定されたが，そのメカ

ニズムについてはさらに研究が必要と思われる．今回，

MCP-1とペントシジン，VEGFの間に相関関係はな

かったが，ペントシジンとVEGF値は増殖性変化の弱

いDME群でも比較的高値で，VEGFはDR発症以前

から網膜で発現が亢進している ことから，DR初期で

は，MΦ遊走活性の上昇も来す VEGFがMCP-1のよ

うに硝子体内へ単球/MΦを遊走させ，そのMΦから

AGEs受容体を介して種々のサイトカインが分泌される

ことも考えられた．

今回，mature TGF-βとVEGFの硝子体中濃度は，

DRの術前状態別にみると，TRD＋VH群ではVEGF

とmature TGF-βの間に有意(r＝0.68，p＜0.01)な相

関があった．TGF-βとVEGF発現の間には網膜細胞な

どの局所産生を介した関連 があるのかも知れない．

TRD＋VH群ではこのような関連が連鎖的に悪循環を

繰り返したため，VEGFとmature TGF-βが有意な相

図 3 DR群における硝子体中ペントシジンと vascular
 

endothelial growth factor(VEGF)の相関．

VEGF(pg/ml)＝22.42x(ペントシジン，pmol/ml)＋

187.1(r＝0.62，p＜0.01)

図 4 DR群における硝子体中ペントシジンとH Oの

相関．

H O(nmol/ml)＝0.255x(ペントシジン，pmol/ml)

＋5.243(r＝0.58，p＜0.01)

図 5 DR群における硝子体中H OとVEGFの相関．

VEGF(pg/ml)＝52.40x(H O，nmol/ml)＋171.3

(r＝0.65，p＜0.01)

図 6 DR群における硝子体中 total transforming
 

growth factor-ββ(TGF-ββ)とmonocyte chemotac
 

tic protein-1(MCP-)の相関．

Total TGF-β(pg/ml)＝0.705x(MCP-1，pg/ml)＋

1386(r＝0.59，p＜0.01)

-
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関を示したと思われる．

今回，total TGF-βとMCP-1のDR術前状態別の平

均値の変動が類似しており，特にTRDを併発した群で

強い正の相関があった(r＝0.87，p＜0.05：r＝0.62，p

＜0.01)．増殖性変化の強いTRD群では，MCP-1によ

り硝子体中に浸潤したMΦやリンパ球系細胞，網膜構

成細胞，硝子体細胞からのTGF-βの分泌が増加してい

る可能性が高いと思われる．

Luら はAGEsを硝子体内に注入すると，ヒドロキ

シラジカルなど活性酸素の存在下でRPE細胞における

VEGFの発現亢進，また，Kurokiら は培養RPE細

胞がH OやスーパーオキシドによりVEGFを産生する

とし，glycoxidationとVEGFの関係を報告している．

そして本研究から，DRの硝子体においてAGEsである

ペントシジン，活性酸素であるH O，およびサイトカ

インであるVEGF，さらにTGF-βとMCP-1が，それ

ぞれ病態に応じ相互作用を持って変動していることがわ

かった．

稿を終えるに当たり，常にご指導をいただき，ご校閲いた

だきました獨協医科大学眼科学教室小原喜隆教授，獨協医科

大学越谷病院眼科筑田 眞教授，つくば橋本眼科橋本浩隆先

生に深謝申し上げます．ペントシジン測定についてご指導い

ただきました浜松医科大学整形外科学教室星野裕信先生，ご

協力いただきました天理よろづ相談所病院眼科(現 熊本大学

眼科学教室教授)谷原秀信先生，獨協医科大学越谷病院眼科

林 振民先生，新井清美研究員に深謝申し上げます．
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