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論  文  内  容  の  要  旨  

近年，糖尿病の血管障害及び糖尿病網膜症において，酸化ストレスの重要性が指摘されている。そこで，酸化ストレスに  

ょる網膜血管障害を制御可能か検討する為に，酸化ストレスによる網膜血管内皮細胞のアポトーシスを血管内皮細胞の生存  

因子であるAngiopoietinl（Angl）が抑制可能か，また，そのメカニズムを解析した。   

まず，ブタ網膜血管内皮細胞（PREC）にH202を負荷し，TUNEL法，アポトーシス最終実行因子であるcaspase－3の活  

性測定を用いて，アポトーシスについて検討した。H202で誘導されるTUNEL陽性細胞とcaspase－3の活性をAnglは用  

量依存性に抑制した。次に，様々なストレスによるアポトーシスを仲介するc－JunN－terminalkinase（JNK）の関与を検  

討する為，dominantnegative（DN）型JNK及び，SiRNAを用いてJNKを阻害したところ，H202によるTUNEL陽性細  

胞が減少しJNKを介した系の存在が示された。   

さらに，細胞内シグナル伝達の観点から，詳細なメカニズムの解析を行った。まず，PRECにH202を負荷しJNKのリ  

ン酸化が誘導されることを確認し，Anglにより，JNKのリン酸化が抑制されることを示した。さらに，Anglが，その受  

容体であるTie2をリン酸化し，また，PI3－kinaseを介してAktをリン酸化することを示した上で，このPI3－kinase／Akt  

経路が，JNKリン酸化に及ぼす影響を検討した。PI3－kinase特異的阻害剤LY294002とwortmanninを負荷したところ，  

AnglのJNKリン酸化抑制作用が打ち消され，また，DN型Aktでも同様に，Anglによる抑制作用が打ち消された。以  

上より，Anglは，PI3－kinase／Akt経路を介して，JNKのリン酸化を抑制することが示された。   

次に，JNKの上流の分子であるSAPK／Erkkinasel（SEKl）のThr261のリン酸化についても，同様に検討したところ，  

PI3－kinase特異的阻害剤，DN型Aktの両者で，AnglのSEKlのリン酸化抑制作用がなくなった。つまり，Anglは，  

SEKlのThr261のリン酸化抑制もまた，PI3－kinase／Akt経路を介していることが示された。   

近年，CelllineにおいてAktによりSEKlのSer80がリン酸化され，SEKlの活性化が抑制されることが示されている。  

そこで，血管内皮細胞においてもAnglによりSer80がリン酸化され，さらに，PI3－kinase特異的阻害剤とDN塑Akt，  

siRNAによる阻害実験により，そのリン酸化は抑制されることを示した。以上より，Anglは，PI3－kinase／Akt経路を介  

してSEKlのSer80をリン酸化することが示された。   

以上をまとめると，Anglは，PI3－kianse／Akt経路を介して，SEKl／JNKリン酸化を抑制し，また，アポトーシスを抑  

制する。今後の糖尿病網膜症の治療法への応用が期待される。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究において，ブタ網膜血管内皮細胞を用いて，Angiopoietinl（Angl）が酸化ストレスによるアずトーシスを抑制す  
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るか，また，細胞内シグナル伝達の観点から分子メカニズムを検討した。   

まず，TUNEL法，CaSpaSe－3活性測定を用い，過酸化水素によるアポトーシスがc－JunN－terminalkinase（JNK）を  

介することを確認した。また，Anglはそのアポトーシスを濃度依存性に抑制した。   

次に，AnglがPI3－kinase／Akt経路を介して過酸化水素によるSEKl／JNK経路を抑制することを，PI3－kinaseの特異  

的薬理的阻害剤（LY294002，WOrtmannin），及び，dominantnegative（DN）－Aktを用いて示した。   

以上の研究は，近年糖尿病，及び，糖尿病網膜症にて注目されている酸化ストレスの観点から，網膜血管障害の分子生物  

学的機序，及び，A喝1の網膜血管障害の抑制作用の詳細な作用機序の解明に貢献し，今後進展するであろう分子生物学的  

知見に基づいた糖尿病網膜症の治療法開発に寄与するところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成18年2月1日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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