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要 約

増殖糖尿病網膜症(PDR)でみられる網膜血管新生は

患者を失明に至らせる重要な病態であるがその発生機序

はまだ完全には解明されていない．今回我々はエリスロ

ポエチン(Epo)の血管新生作用に着目し，Epoの PDR

における役割について検討した．

方 法：PDR患者 例 眼，非糖尿病(NDM)患

者 例 眼の硝子体中 Epoおよび血管内皮増殖因子

(VEGF)濃度を測定した．網膜血管新生における Epo

の発現制御を可溶性 Epo受容体を用いて検討した．

結 果：硝子体液中 Epo濃度は PDR患者において

NDM 患者に比べ優位に高かった．ロジスティック解析

では，EpoがVEGFとは独立に，かつVEGFよりも

強く PDRに関連していた．Epo阻害により

および での網膜血管新生が抑制された．

結 論：Epoは増殖糖尿病網膜症における網膜血管

新生に，VEGFとは独立して関与している可能性が示

された．(日眼会誌 ： ― ， )
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Abstract
 

Although retinal neovascularization in prolifer-

ative diabetic retinopathy(PDR)is a major cause of
 

legal blindness, its mechanism is not fully under-

stood. In this study,we focused on the angiogenic
 

activity of erythropoietin(Epo) and evaluated its
 

potential role in treating retinal angiogenesis in
 

PDR.

：We measured Epo and vascular endothe-

lial growth factor(VEGF) levels in the vitreous
 

fluids of PDR patients and nondiabetic(NDM)

patients. We evaluated Epo expression and regula-

tion in retinal neovascularization with soluble Epo
 

receptor.

：The vitreous Epo level was significantly
 

higher in patients with PDR than in NDM patients.

Multivariate logistic-regression analyses indicated
 

that Epo and VEGF were independently associated
 

with PDR and that Epo was more strongly associat-

ed with PDR than VEGF was.The blockade of Epo
 

inhibited retinal neovascularization  and

.

：Our data suggest that Epo is a
 

potent angiogenic factor that acts independently of
 

VEGF during retinal angiogenesis in PDR.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )
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は じ め に

糖尿病網膜症は我が国の成人の中途失明の主要な原因

の一つである．網膜症が進行すると毛細血管の閉塞が起

こり，網膜が虚血に陥る．虚血網膜は眼内の病的新生血

管を形成させ，その破綻による硝子体出血，血管膜収縮

による牽引性網膜剥離，隅角新生血管膜による眼内房水

流出抵抗による眼圧上昇(新生血管緑内障)を引き起こ

す．このように増殖糖尿病網膜症の失明に至る病態の多

くは，眼内血管新生が主体となる．本稿ではエリスロポ

エチンの増殖糖尿病網膜症における網膜血管新生を惹起

する新しい因子としての可能性について解説する．

眼内血管新生に関与する因子

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

tor；VEGF)は腫瘍や閉塞性血管障害における側副血行

路形成など多様な血管新生を誘導し，眼内血管新生にお

いて最も重要な因子であると考えられている．VEGF

は血管新生作用以外にも，血管透過性亢進，血栓形成，

血流調節作用をもち，それぞれ，血管増殖，黄斑浮腫，

網膜血管閉塞領域形成，血流異常など網膜症のほとんど

の病理的変化に関与する可能性が示唆されている．実

際，増殖糖尿病網膜症患者の硝子体液中にはVEGFの

発現が亢進しており，それらは血管内皮細胞増殖作用を

もつ ．また，動物実験においても，VEGF阻害によっ

て，網膜血管新生が抑制されるが，VEGF阻害だけで

は完全には抑制されない ．したがって，VEGFは主

要な眼内血管新生因子であるが，それ以外の因子の存在

が推測される．さらに，正常網膜においては，ある一定

レベルのVEGFが発現しており，それが内皮細胞の恒

常性維持や網膜神経細胞の生存などに寄与していること

が示唆されている ．VEGF阻害は網膜血管新生の治療

には有効であるが，完全にVEGFを阻害することで網

膜血管の恒常性維持，神経細胞の生存，維持などといっ

た網膜環境に影響を与えかねない．このような観点から

もVEGF以外の眼内血管新生因子を見出す必要がある．

一方，エリスロポエチン(Epo)は分子量約30kDの糖

蛋白質ホルモンで，赤血球前駆細胞を成熟赤血球に分化

誘導する造血因子である ．従来，Epoはもっぱら腎

臓(胎児では肝)で産生されると考えられていたが，近年

になって脳神経，子宮，卵巣，腫瘍あるいは網膜といっ

た局所で産生されることが分かった．そしてその作用も

造血作用だけではなく，神経細胞保護作用や ，腫

瘍発生作用 ，さらには血管新生作用 など多様な

作用を有することが明らかになった．Epoはサイトカ

イン受容体スーパーファミリーに属するEpoの受容体

に結合し，Epoの受容体の重合を引き起こすことで，

下流にシグナル伝達を行う．血管内皮細胞にもEpoの

受容体が存在し，そのシグナル伝達経路は Janus Kina-

se2(JAK2)や signal transducer and activator of tran-

scription 5(STAT 5)を介する ．Epoの眼内血管新生

における役割は不明であり，今回我々はその役割を明ら

かにするために以下の研究を行った ．

増殖糖尿病網膜症患者硝子体中の

エリスロポエチン

我々はまず，対象患者144例144眼〔増殖糖尿病網膜

症(PDR)患者73例73眼および非糖尿病網膜症(NDM)

患者71例71眼〕の硝子体液中のEpo濃度およびVEGF

濃度をそれぞれラジオイムノアッセイ(RIA)法および

ELISA法により測定した．サブグループによる分類と

して，PDR群では，網膜血管新生の活動性のあるac-

tive群と，活動性のない沈静化したquiescent群の2群

に分類し，NDM 群では，特発性網膜上膜，ぶどう膜

炎，増殖性硝子体網膜症を含む炎症性疾患，特発性黄斑

円孔，裂孔原性網膜剥離，その他に分類した(表1)．硝

子体液中Epo濃度はPDR群(中央値464.0mIU/ml)で

はNDM 群(中央値36.5mIU/ml)に比べて有意に上昇

していた(p＜0.001)．同様にVEGF濃度もPDR群(中

央値345pg/ml)ではNDM 群(中央値3.9pg/ml)に比

べて有意に上昇していた(p＜0.001)．さらにサブグ

ループ間でのEpo濃度およびVEGF濃度の比較を行っ

た．PDR群では，網膜血管新生の活動性の高いactive

群では，活動性の低いquiescent群に比べて有意にEpo

濃度は上昇していた(p＝0.001)．またPDR群ではEpo

濃度は対照群のいずれのサブグループよりも有意に高

かった(p＜0.001)．NDM 群のサブグループ間では炎症
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表 1 対象患者の臨床的特徴

グループ
増殖糖尿病
網膜症

非糖尿病

症例数 73 71

年齢(歳)(平均値±標準偏差) 60.8±10.1 61.4±14.1

性別

男性(％) 39(53) 24(34)

女性(％) 34(47) 47(66)

糖尿病歴(年)(平均値±標準偏差) 12.3±9.0 ―

HbA1c値(％)(平均値±標準偏差) 7.6±1.6 ―

サブグループによる分類

Active(％) 52(71) ―

Quiescent(％) 21(29) ―

ERM(％) ― 8(11)

Inflammation(％) ― 14(20)

MH(％) ― 22(31)

RD(％) ― 22(31)
‖Others(％) ― 5(7)

データは平均値±標準偏差で示す．ERM：特発性網膜上膜．

Inflammation：炎症性疾患．増殖性硝子体網膜症3例と

ぶどう膜炎11例を含む． MH：特発性黄斑円孔． RD：

裂孔原性網膜剥離．‖Others：網膜細動脈瘤2例，Terson

症候群2例および脈絡膜新生血管1例を含む．(文献16より

Massachusetts Medical Societyの許可を得て引用，改変)．
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性疾患が他のサブグループよりも高い傾向があった．

VEGF濃度に関しても同様に，active群で quiescent

群よりも有意な上昇がみられた(図1A)．

PDR群における硝子体液中VEGF濃度とEpo濃度

との相関を，各濃度をLog変換後パラメトリック解析

により検討したところ，両者の間には弱い相関関係しか

A

 

B

図 1 硝子体液中のエリスロポエチン濃度．

Ａ：患者硝子体液中のエリスロポエチン(Epo)濃度(上)および血管内皮増殖因子(VEGF)濃度(下)．増殖糖尿病

網膜症患者と非糖尿病患者および各サブグループを箱ヒゲ図で表示．PDR：増殖糖尿病網膜症，NDM：非

糖尿病，MH：特発性黄斑円孔，RD：裂孔原性網膜剥離，Inflammation：炎症性疾患，ERM：特発性網

膜上膜，Others：その他．＋は平均値． ：p＜0.001， ：p＝0.001， ：p＜0.05．

Ｂ：PDR患者硝子体液中のVEGF濃度およびEpo濃度の相関散布図．VEGFおよびEpo濃度はLog変換値で

ある．

(文献16よりMassachusetts Medical Societyの許可を得て転載，一部改変)．
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みられなかった(ピアソン相関係数＝0.29，p＝0.01)．

ノンパラメトリック順位相関により再度解析したが，同

様の結果が得られた(図1B)．

硝子体中Epo濃度およびVEGF濃度のPDRへの関

連を検討するために多変量ロジスティック解析を行っ

た．単変量解析ではEpoおよびVEGFともに増殖糖尿

病網膜症に関与を示した．次にEpo，VEGF，年齢およ

び性別の4変量で解析を行ったが，年齢と性別はPDR

に関与を示さなかった．そこで年齢と性別を除いた

EpoとVEGFの2変量で解析を行うと，EpoはVEGF

よりも強くPDRに関連している結果となった(表2)．

血中のEpo濃度の影響を検討するために，一部の患

者(PDR群36例，NDM 群42例)での血漿中Epo濃度

を測定したところ，両群間での有意な差は認められな

かった(中央値：PDR群18.7mIU/ml，NDM 群 22.4

mIU/ml)．PDR群における硝子体中Epo濃度と血漿

中Epo濃度との間には有意な相関関係は認められな

かった(ピアソン相関係数＝－0.16，p＝0.14)．

Epoの in vitroにおける網膜血管新生作用

Epoの網膜血管新生作用について in vitroでの検討

を行った．まず，最初に培養ウシ網膜血管内皮におい

て，Epo刺激によりSTAT 5およびextracellular sig-

nal-regulated kinase(ERK)というシグナル伝達分子が

リン酸化し，内皮細胞が増殖することを確認した(図

2)．次にPDR患者硝子体中のEpoの生理活性を検討し

た．培養液にPDR患者硝子体を加えると血管内皮細胞

は増殖する．ここに可溶性Epo受容体を加え，Epoを

阻害すると細胞増殖が抑制された．この抑制効果は可溶

性VEGF受容体を加えた場合とほぼ同等であり，両者

を加えると，さらに抑制効果は高まった(図3)．このこ

とから，PDR患者硝子体中のEpoは in vitroでの血管

新生作用を有することが示唆される．

Epoの in vivoにおける網膜血管新生作用

Epoの網膜血管新生作用について in vivoでの検討を

行った．マウスの虚血網膜でのEpoの遺伝子発現を検

討するために，高酸素負荷未熟児網膜症モデルマウスの

網膜から total RNAを抽出し，real-time polymerase
 

chain reaction(PCR)を行った．高酸素から正常酸素に

戻した生後12日目に比べて，網膜が虚血に陥り網膜血

管新生が誘導される生後17日目にかけて，Epo mRNA

の発現増加を認めた．またこの変化はVEGF mRNA

と同様の変化であった(図4A)．このことから虚血網膜

においてもEpoの発現が増強していることが示唆され

る．

最後に，Epoの in vivoでの血管新生作用を検討する

ために，上記のマウスモデルの硝子体に可溶性Epo受

容体を注入し，阻害実験を行った．Epoを阻害するこ

とにより，網膜血管新生は濃度依存性に抑制され，この

効果は可溶性VEGF受容体注入によるVEGF阻害での

抑制効果とほぼ同等であった．さらに可溶性Epoと可

溶性VEGF受容体の両者を注入することで，相乗的に

抑制効果は高まった．以上の結果からEpoは in vivo

の網膜血管新生作用を有することが示唆された(図4

B)．

眼内におけるEpoの意義

我々は本研究において，PDR患者硝子体中Epo濃度

が顕著に上昇しており，ロジスティック解析により

VEGFとは独立して，かつVEGFより強くPDRに関

連していることを示した．PDR患者において血中Epo

濃度が上昇を認めなかったことから，全身ではなくおそ

らく網膜局所で網膜虚血により産生されると考えられ

る．マウス虚血網膜においてはEpo遺伝子の発現増加

はVEGFと同様のパターンを認めたが，PDR患者硝子

体中Epo濃度はVEGF濃度とは弱い相関関係しかみら

れなかった．またNDM 群では，炎症性疾患において

Epo濃度の軽度上昇を認めた．Epoの発現亢進には，

低酸素によって誘導される転写因子hypoxia-inducible
 

factor 1(HIF-1)の発現亢進やmRNAの安定化などが

分子機序として関与しており，同じ低酸素刺激により発

現亢進するVEGFの場合と共通点がある ．今回の検

討の結果からは，Epoの発現制御には，高血糖，酸化

ストレス，眼内炎症あるいは他のサイトカインなどと

いった，低酸素以外の因子が関係している可能性が示唆

される．

臨床患者へのEpoの全身投与により病状の改善をみ

た報告がいくつかある．腎性貧血の改善による腎不全へ

の進行抑制 ，腫瘍の縮小による延命効果 ，脳卒中に

おける脳神経保護 などの効果があったとされる．腎性

貧血のEpo投与による改善で糖尿病網膜症が改善した

表 2 多変量ロジスティック回帰分析の結果

モデル オッズ比 95％信頼区間 p値

単変量解析

Epo 49.78 14.76-167.89 ＜0.001

VEGF 13.04 6.22-27.35 ＜0.001

多変量解析(4変量)

Epo 27.51 5.95-127.12 ＜0.001

VEGF 4.51 1.88-10.82 0.001

年齢(歳) 1.03 0.97-1.09 0.39

性別(男性) 0.77 0.16-3.69 0.74

多変量解析(2変量)

Epo 22.46 5.80-87.01 ＜0.001

VEGF 4.24 1.84-9.76 0.001

：EpoおよびVEGFに関しては，各濃度のLog変換

値での1標準偏差の増加に対するオッズ比である．

(文献16よりMassachusetts Medical Societyの許

可を得て転載，一部改変)．
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症例報告も散見されるが，これはcontrol studyではな

く，高血圧や高脂血症などの全身状態も治療しているの

でEpoの効果は定かではない．しかし確かに貧血は糖

尿病網膜症の増悪因子の一つであり ，腎性貧血の改善

は全身的にも重要である．今回の研究における in vitro，

in vivoでの検討結果から，Epo阻害はVEGF阻害と

相乗的に網膜血管新生抑制効果があり，Epo阻害はPDR

の治療に有効である可能性が示唆されたが，実際の臨床

応用には注意を要する．Epoは網膜の視細胞の保護作

用を有するので ，Epo阻害によって視細胞の変性を

伴う疾患などでは病状を悪化させる可能性がある ．ま

た糖尿病性神経症においてもEpoは神経保護効果を有

する ．Epoの眼環境，特に網膜における役割は未だ

不明な部分が多い．Epo阻害がPDRの治療に本当に有

効であるかどうかは，Epoの眼内における役割のさら

なる解明，視細胞や網膜への影響，硝子体への局所投与

などの投与法なども含めて，今後さらに検討を重ねる必

要があると思われる．

図 2 エリスロポエチンの血管内皮細胞における作用．

Ａ：培養ウシ網膜血管内皮細胞においてEpo刺激によりシグナル伝達蛋白質 signal transducer and acti
 

vator of transcription5(STAT 5)およびextracellular signal-regulated kinase(ERK)のリン酸化が亢

進し，可溶性Epo受容体(sEpo-R)を加えると減弱した．

Ｂ：培養ウシ網膜血管内皮細胞にEpoおよびVEGFを加え，細胞増殖を細胞内DNAに取り込まれる5-

bromo-2’-deoxyuridineを ELISAリーダーで測定することにより評価した．Epo刺激により血管内皮

細胞が増殖した． (文献16よりMassachusetts Medical Societyの許可を得て転載，一部改変)．

-

図 3 エリスロポエチンの における血管新生作用．

PDR患者硝子体液で培養した内皮細胞に，可溶性受容

体を加えることによりEpoおよびVEGFを阻害した(8

症例の結果)．PBS：対照，sEpo-R：可溶性Epo受容

体，sFlt-1-Fc：可溶性VEGF受容体1，HD sEpo-R：

熱変性した可溶性Epo受容体(陰性対照)． ：p＜0.001．

Epo阻害により細胞増殖がVEGF阻害とほぼ同等に抑

制され，両者の阻害でさらに抑制効果が高まった．

(文献16よりMassachusetts Medical Societyの許可を

得て転載，一部改変)．
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お わ り に

以上，PDRでの虚血性網膜血管新生におけるEpoの

役割について述べた．今回の研究の結果から，Epoが

虚血網膜から発現誘導され，網膜血管新生にVEGFと

は独立して関与している可能性が示された．しかし，正

常状態，病的状態を含めて眼内におけるEpoの役割を

さらに明らかにするためには，PDR以外の種々の眼疾

患を有する患者の眼内液，血液サンプルでのEpo濃度

や生理活性の測定，あるいは基礎実験などを含めて，今

後さらに検討を重ねる必要があろう．

稿を終えるにあたり，受賞講演の機会を与えて下さいまし

た学術奨励賞選考委員会委員各位，第111回日本眼科学会総

会長の下村嘉一教授に心より感謝申し上げます．また，研究

のご指導を賜りました京都大学大学院医学研究科眼科の高木

均先生(現・兵庫県立尼崎病院眼科部長)，鈴間 潔先生，桐

生純一先生(現・川崎医科大学教授)，喜多美穂里准教授，吉

村長久教授，京都大学院生命科学研究科統合生命科学の永尾

雅哉教授，小林利寛先生，増田誠司先生，京都大学大学院医

学研究科社会健康医学薬剤疫学の松井茂之先生に深謝いたし

ます．
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