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77. 糖尿病網膜症における糖鎖の病態形成への関与 
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緒 言 

 
超高齢社会を迎えた我が国では、臓器の健康を維持することはますます重要課題となっている。生活習慣病や慢性炎

症が危険因子となり、糖尿病のみならず高血圧・動脈硬化などを引き起こし、さらには網脈絡膜疾患（糖尿病網膜症や

加齢黄斑変性）や心腎障害（糖尿病腎症）を誘発し、それらが失明などの臓器機能低下・損失の上位を占めている。こ

れら網脈絡膜疾患や心腎障害は終末病態として炎症・血管新生・線維化をきたし、生活習慣病に合併した血管症と位置

づけられる。糖尿病網膜症は、壮年期における主要な中途失明原因の一つである。近年では、硝子体手術などの既存療

法の改良に加え、本症の病態責任分子「血管内皮増殖因子（VEGF）」に対する生物学的製剤「抗VEGF製剤」が実臨

床に導入され、その治療成績も向上しつつある。しかしながら、抗VEGF製剤の使用には複数の合併症リスクがあり、

さらに抗 VEGF 製剤に対して反応性の乏しい・抵抗性を示す症例も報告されて来ているため、本症に対する新規治療

の探索は現在もなお幅広く展開されている［1］。 
近年、核酸、蛋白質に続く第三の鎖状生命分子として、糖鎖分子が注目されている。ヒトゲノム計画によって遺伝子

配列が決定された結果、蛋白質の半数以上が糖鎖修飾を受けることが明らかとなり、糖鎖修飾は蛋白質の機能調節に重

要な役割を持つ「翻訳後修飾」の中でも重要な現象として広く認識されるようになった。また、糖鎖構造の変化がタン

パク機能に影響を与えることはよく知られており、intercellular adhesion molecule（ICAM）-1 などの分子は糖鎖構

造の変化によってその機能が亢進すると報告されている［2］。また、糖鎖特異的に結合する分子（ガレクチンなど）も

存在し、それらは一般的なサイトカインのように特異的レセプターは存在しないが、糖鎖に結合し、細胞内シグナル伝

達の活性化などを行うほか、恒常性機能維持やアポトーシスなどの様々な生理的機能のみならずガンなどの病態形成に

関与する病理的機能も持つ［3，4］。我々は、これまでに糖尿病網膜症患者と非糖尿病患者の硝子体中N型糖鎖量を比

較し、糖尿病網膜症患者において有意に増加していることを明らかにし［5］、さらに糖鎖結合タンパク質ガレクチン-1
が血管内皮増殖因子（VEGF）とは独立して増殖糖尿病網膜症眼内における血管新生を促進していることを明らかにし

た［6，7］。そこで本研究では、網脈絡膜疾患（糖尿病網膜症や加齢黄斑変性）における病態（血管新生、炎症、線維

化など）の形成でのガレクチン-1および糖鎖の関与の解明を行った［8，9］。 
 

方 法 

 
ガレクチン-1 欠損（Lgals1-KO）およびガレクチン-1 過剰発現（Lgals1-Tg）マウス（オス、生後 6～8 週齢）を用

いて、レーザーを眼底に照射して脈絡膜新生血管（choroidal neovascularization：CNV）ならびに網膜下線維化モデ

ルを作製した。そして、リアルタイムPCR、イムノブロット、免疫組織染色法などを用いて、種々の炎症性サイトカイ

ンや線維化関連分子の発現・局在を解析した。さらにLGALS1 siRNA遺伝子導入をした培養ヒト網膜色素上皮（retinal 
pigment epithelial：RPE）細胞を用いて、上皮間葉移行（epithelial-mesenchymal transition：EMT）マーカーの発

現変化を解析した。 
また、2型糖尿病による増殖糖尿病網膜症患者20例、糖尿病の既往がない特発性黄斑上膜および黄斑円孔患者20例

から手術前に採取した血漿中における種々の血漿中タンパク質濃度をマルチプレックス解析システムと酵素免疫測定

法を用いて測定した。 
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結果および考察 

1． ガレクチン-1欠損による網膜の生理的機能への影響 
ガレクチン-1 の網膜における生理的な機能に関しては未だ報告がない。そこでまず、Lgals1-KO マウスを用いてガ

レクチン-1 欠損による網膜機能への影響を検討した。ガレクチン-1 は、正常マウスでは網膜の網膜色素上皮・内顆粒

層・外顆粒層・神経細胞層などに幅広く発現分布していた。一方、Lgals1-KOマウスではそれらのシグナルが消失して

いた。そして、HE 染色による組織学的な解析、網膜電図による機能的解析を行ったが、正常マウスと Lgals1-KO マ

ウスで有意な差は認められなかった（図1）。その他、網膜血管・網膜細胞の発生などを免疫組織染色法などにても解析

したが、有意な差は認められなかった。このことは、ガレクチン-1 は網膜の発生や機能に必須ではないと考えられる。 
 

 
図1．Lgals1-KOマウスにおける網膜生理的機能解析 

A）   正常およびLgals1-KOマウス網膜におけるガレクチン-1タンパク質の発現解析。 
B，C）  正常およびLgals1-KOマウス網膜におけるガレクチン-1の局在解析。 

抗ガレクチン-1抗体（赤色）、DAPI（青色）にて染色。 
D，E） 正常およびLgals1-KOマウスにおける網膜組織のHE染色。 
F～I）  正常およびLgals1-KOマウスにおける網膜電図。 

（n = 4～10）n.s. = no significant（Student’s t-test）。 
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2．Lgals1-KOマウスにおける脈絡膜新生血管（CNV） 
CNVへのガレクチン-1の関与を明らかにするため、レーザー誘導CNVをLgals1-KOマウスを用いて作製した。結

果、コントロールマウスに比べLgals1-KO マウスではCNV サイズは有意に小さく、RPE・脈絡膜複合体における白

血球走化因子-1（MCP-1、別名CCl2）や ICAM-1の遺伝子発現量、分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ（ERK）

1/2タンパク質のリン酸化が有意に減少していた（図2）。また、RPE・脈絡膜複合体におけるガレクチン-1発現量は、

正常マウスに比べレーザー誘導CNV モデルで上昇していた。これまでに我々は、ガレクチン-1 はVEGF 受容体 2 の

細胞外ドメインに存在する糖鎖を認識・結合して、VEGF非依存的に受容体を活性化することを報告している［6，7］。
これらのことから、CNV の誘導により発現が亢進したガレクチン-1 が VEGF 受容体 2 と結合して、その下流シグナ

ル（ERK1/2）を活性化してMCP-1や ICAM-1の発現が上昇したと示唆される。 
3．Lgals1-KOマウスにおける網膜下線維化 
今日の臨床において加齢黄斑変性などでCNV形成後の瘢痕化（線維化）が視力予後改善の妨げとなっており、問題

になっている。そこで、網膜下線維化へのガレクチン-1の関与を明らかにするため、レーザー誘導CNVをLgals1-KO
マウスを用いて作製した。結果、コントロールマウスに比べ Lgals1-KO マウスでは網膜下線維化サイズは有意に小さ

く、RPE・脈絡膜複合体における線維化マーカーのトランスフォーミング増殖因子-1（TGF-β1）、α-平滑筋アクチン

（SMA）、タイプ I型コラーゲン（COL1A1）などの遺伝子発現量、SMAD2タンパク質のリン酸化が有意に減少して

いた（図3）。既報で、ガレクチン-1 はSMAD2タンパク質と結合して、SMAD2タンパク質の核内移行を補助する機

能があると報告されている［10］。これらのことから、網膜下線維化の誘導により発現が亢進したTGF-β1により活性

化されたSMAD2シグナル経路を促進していると考えられる。 

 
図2．Lgals1-KOマウスにおけるCNV 

A～C）正常およびLgals1-KO マウスにおけるCNV サイズ比較。CNV を Isolectin-B4（緑色）にて染色。

（n = 8～9） 
D、E）正常およびLgals1-KOマウスのRPE・脈絡膜複合体におけるレーザー誘導CNVによるMCP-1 

（別名Ccl2）と ICAM-1遺伝子発現解析。（n = 4～5）、 **P < 0.01 
F、G）正常および Lgals1-KO マウスの RPE・脈絡膜複合体におけるレーザー誘導 CNV によるリン酸化

ERK1/2タンパク質発現解析。（n = 4）、 *P < 0.05、**P < 0.01 （Student’s t-test）。 

D

R
el

at
iv

e 
Ic

am
1 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

**

n.s.

*

0

5

10

15

20

25
E

**

n.s.

R
el

at
iv

e 
C

cl
2 

m
R

N
A 

ex
pr

es
si

on
 

(fo
ld

 c
ha

ng
e)

**

0

10

20

30

C

Lg
al

s1
+/

+
Lg

al
s1

-/-

A

B

50 µm

Isolectin B4

C
N

V 
ar

ea
 (µ

m
2 )

Lgals1+/+ Lgals1-/-0

10000

20000

30000

**

Lgals1 +/ +

Lgals1 -/ -

Lgals1 -/-

CNV

Lgals1 +/ +

Lgals1 +/ +

Lgals1 -/-

Lgals1 -/ -

CNV

Lgals1 +/ +

MCP-1 ICAM-1

IB: GAPDH

F

IB: p-ERK1/2

IB: ERK1/2

Lg
als

1
+/ +

CNV

Lg
als

1-/ -

Lg
als

1-/ -

Lg
als

1+/ +

G
** **

n.s.

0

2

4

6

Lgals1 +/ +

Lgals1 -/-

Lgals1 -/ -

CNV

Lgals1 +/ +

p-
ER

K1
/2

 p
ro

te
in

 e
xp

re
ss

io
n 

(re
la

tiv
e 

in
te

ns
ity

)

3



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

 
図3．Lgals1-KOマウスにおける網膜下線維化 

A～C）正常およびLgals1-KOマウスにおける網膜下線維化サイズ比較。網膜下線維化をタイプI 
コラーゲン（赤色）にて染色。（n = 8～9） 

D～H）正常およびLgals1-KOマウスのRPE・脈絡膜複合体におけるレーザー誘導CNVによる 
EMTマーカー遺伝子発現解析。（n = 4～5） 

I～K） 正常およびLgals1-KOマウスのRPE・脈絡膜複合体におけるレーザー誘導CNVによる 
α-SMAとリン酸化SAMD2タンパク質発現解析。（n = 3～4） *P < 0.05、**P < 0.01、
（Student’s t-test）。 
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4．in vitroにおけるガレクチン-1の線維化への関与 
上記で得られた結果を検証するため、培養RPE細胞とガレクチン-1に対する siRNA（LGALS1 siRNA）を用いて

上皮間葉転換（EMT）への関与を検討した。ガレクチン-1 ノックダウンRPE 細胞では、TGF-β1 誘導のEMT マー

カー発現およびSMAD2リン酸化が抑制された（図4）。さらに、ガレクチン-1ノックダウンRPE細胞では、TGF-β
1誘導の細胞運動性（移動、増殖、浸潤）が抑制された。このことは、ガレクチン-1が仲介する網膜下線維化は、SMAD2 
/ SNAILシグナル伝達を介したTGF-β活性化RPE細胞によるEMTによるものだと示唆された。 

 

 
図4．LGALS1ノックダウンRPE細胞におけるTGF-β1誘導EMT 

A～E）正常およびLGALS1ノックダウンRPE細胞におけるEMTマーカー遺伝子発現解析。 
（n = 6～8）、 *P < 0.05、**P < 0.01（Student’s t-test）。 

F）正常およびLGALS1ノックダウンRPE細胞におけるリン酸化SAMD2タンパク質発現解析。 
 

5．ガレクチン-1過剰発現（Lgals1-Tg）におけるCNVと網膜下線維化 
さらに我々は、Lgals1-KOマウスで得られた新たな知見を検証するため、CAGプロモーター制御下マウスガレクチ

ン−1を過剰発現するマウスを作製した。Lgals1-Tgマウスは、網膜やRPE・脈絡膜複合体において正常マウスより20
～50倍のガレクチン-1発現量を示したが、ガレクチン−1過剰発現による組織学的・電気生理的な変化は認められなか

った。そして、本Lgals1-Tg マウスを用いて、レーザー誘導CNV モデルを作製したところ、正常マウスに比べCNV
と網膜下線維化サイズは増加した（図5）。本結果からも、ガレクチン-1は、RPE脈絡膜における血管新生および線維

化の両方で病態形成に関わる重要な促進因子として機能していることが示唆された。 
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図5．Lgals1-TgマウスにおけるCNVと網膜下線維化 

A～F）正常およびLgals1-TgマウスにおけるCNVおよび網膜下線維化サイズ比較。CNVを 
Isolectin-B4（緑色）、網膜下線維化をタイプ Iコラーゲン（赤色）にて染色。（n = 6～9）、 
**P < 0.01、（Student’s t-test）。 

 
以上の結果より、糖鎖結合タンパク質ガレクチン-1は網脈絡膜疾患（糖尿病網膜症や加齢黄斑変性）の病態形成に関

わる重要な鍵分子であると示唆される。抗 VEGF 製剤抵抗性を示す症例では、眼内のサイトカインの発現量のみなら

ず、様々なタンパク質の糖鎖構造やガレクチン-1 のような糖鎖結合タンパク質の発現が変化し、それらがVEGF 非依

存的な炎症および血管新生などを惹起している可能性がある。 
6．増殖糖尿病網膜症患者における血漿ガレクチン-１と炎症関連分子との相関解析 
我々は血管新生因子ガレクチン-1 が増殖糖尿病網膜症患者の眼内において血管内皮増殖因子非依存的に増加してい

ること、ガレクチン-1の発現制御に低酸素以外に終末糖化産物（AGEs）およびインターロイキン（IL）-1βが関与し

ていることを明らかにした。そこで、血漿中ガレクチン-1と低酸素誘導および炎症関連分子との相関について検討を行

った。 
増殖糖尿病網膜症患者血漿中のガレクチン-1、AGEs、IL-1β濃度は、非糖尿病群に比べ有意に高値であった（P < 

0.01）。さらに、増殖糖尿病網膜症患者群では血漿ガレクチン-1はAGEsや IL-1βと正の相関を示したが（P < 0.01）、
非糖尿病群では相関はなかった（P > 0.05）。また、増殖糖尿病網膜症患者群と非糖尿病群の両者ともに血漿中における

ガレクチン-1はVEGFならびに低酸素誘導分子（IL-6、エリスロポエチンなど）との相関は認められなかった。 
眼内と関与する細胞成分は異なるが、血漿中ガレクチン-1 も AGEs-IL-1βの経路を介した発現制御系が存在し、他

の糖尿病合併症における様々な臓器での病態形成に関与していると示唆される。 
一連の研究結果は論文として取りまとめ、国際科学雑誌に投稿して受理された（Wu D, Kanda A, et al., 2019 

FASEB J）および（Hase K, Kanda A, et al., 2019 Int J Ophthalmol）。 
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