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論文内容要旨

              【目 的】

 糖尿病性眼合併症である網膜症, 血管新生緑内障の発症, 進展において血管新生は主たる役割

 を果たす。 我々が家兎眼組織各部の検討を行ったところ, 眼房水に血管新生抑制作用のあること

 が判明している。 そこで, 眼房水中の血管新生抑制因子を同定すると共に, ヒトにおける眼房水

 の作用, 糖尿病の影響につ いて検討した。

              【方 法】

  眼房水の血管新生抑制能は, ヒト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC) の増殖と管腔形成への抑制能

 により判断した。 眼房水は, 屠殺牛眼か ら, および眼科手術の際に採取した。 ウシ眼房水につい

 ては, 熱・酸処理や, 抗 TGFβ抗体同時添加, ヘパリンセファロースカラム分離物の作用も検

 討した。 また, 眼房水中の TGFβ1およびβ2 (総・活性型) 濃度を ELISA 法にて測定した。

              【結 果】

  HUVEC は10 日間で0.5×104/well (24 we11-pla七e) から 15.5±1.95×104/we11 まで増加し

 たが, ウシ眼房水の添加により, 10% (v/v) 添加群 9.78±L43×104/well, 20%群 4.70±0.34

 ×104/we11, 50%群 1.00±0.22×104/we11 と, 濃度依存性に有意に増殖抑制された。 ウシ眼房

 水 40%添加は HUVEC の管腔形成も抑制 した。

  HUVEC増殖抑制能は, 未処理眼房水添加 (20%) 群で Growth Index (% of contro1) 64.4

 ±4.4%に対して, 熱処理群で 63.7±9.4%と差が無かった。 一方, 30%酢酸処理 (pH1.8) 眼房

 水添加群では Growth Index 32.6±7.1%と, 未処理群の 57.7±5.3%に比べ有意に低値だった。

  このことから, 眼房水中に TGFβの存在が示唆されたので, 抗 TGFβ抗体の添加を試みた。

 眼房水非添加群では HUVEC は7.84±0.90×101/we11 まで増加したが, 眼房水添加 (20%) 群

 では3.19±0.58×104/well と有意に増殖抑制され, これに抗 TGFβ抗体を1.5, 15, 150μg/m1

 と添加することによ り, 6.18±0.45×104/well, 7.19±0.66×104/well, 7.31±0.76×104/we11

 と, 眼房水の作用は中和された。 また, 抗 TGFβ抗体 100μg/mlを眼房水 40%と共に添加する

 ことにより, 眼房水の HUVEC 管腔形成抑制が中和された。

  以上の過程と並行して, 眼房水をヘパリ ンセファロースカラムで分離したところ, 眼房水非添

 加群で HUVEC が 7.55±0.34×10Vwell まで増加するのに対 し, ヘパリ ンセファロース結合分

 画添加 (20%) 群では5.06±0.50×104/we11 と, 眼房水添加群 3.25±0.73×104/we11 と同様有
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 意に増殖抑制がおきた。 =方, 非結合分画添加群では 7.28±0.52×10ソwe11 と眼房水非添加群

 と差がなかっ た。

  そこで, ELISA 法にて TGFβを測定したところ, 眼房水中には 5.68±L19ng/ml, ヘパリン

 セファロース結合分画には L39±0.38ng/m1の TGFβ2 を検出した。 なお, TGFβ1 はいずれの

 検体においても0.1ng/ mlの検出限界内では検出できなかった。 以上のことか ら, 眼房水の血管

 新生抑制作用 の主たる因子は TGF β2 であると考えた。

  ヒト眼房水も, 非糖尿病者由来眼房水添加 (20%) 群では6.10±0.72×io'/well, 糖尿病者由

 来群でも 9.35±0.85×104/we11 と, 非添加群の 14.7±0.81×104/we11 に比べ有意に HUVEC 増

 殖抑制活性をもっていたが, 糖尿病者由来眼房水ではこの活性が低下していた。

  非糖尿病者眼房水中の TGFβ2 濃度は 7.03±0,75ng/ 皿1であったのに対して, 糖尿病者房水中

 の濃度は6.40±0.72ng/m1であり, 有意差を認めなかった。 一方, 眼房水中の TGFβ2 活性化率

 は, 非糖尿病者眼房水では 12.4±L20%であったのに対して, 糖尿病者眼房水では 7.70±0.72%

 と有意に低下していた。 この TGFβ2 活性化の低下が糖尿病者由来眼房水が血管内皮細胞増殖

 抑制活性の低 い一つ の原因であると考え られた。

               【結 論】.,

  眼房水は主にTGFβ2 により血管新生抑制作用をもっことが明らかとなった。 糖尿病者由来

 の眼房水ではこの活性が低下 しているが, これは眼房水中の TGFβ2 活性化の低下が一つの原

 因であると考え られた。
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 審査結果の要旨

  この論文は, 糖尿病性眼合併症である網膜症, 血管新生緑内障の発症, 進展において主たる役

 割を果たす血管新生について, その抑制因子側から考察したものである。 ここでは, 血管新生抑

 制作用があることが判明している眼房水を用いて, その因子の同定と, ヒトにおける作用, 糖尿

 病の影響について検討がなされ, 以下のことが明らかにされた。 1) ウシ眼房水は濃度依存性に

 HUVEC の増殖を抑制 し, 管腔形成も抑制した。 2) ウシ眼房水を熱処理 してもその HUVEC

 増殖抑制活性に変化がなく, 酸処理では活性が増加した。 3) 抗 TGFβ抗体の添加により, 眼

 房水の HUVEC 増殖抑制活性, 管腔形成抑制活性は完全に中和された。 4) ヘパリンセファロー'

 ス結合分画に HUVEC 増殖抑制活性を認めた。 5) 眼房水とヘパリンセファロース結合分画に

 は数 ng/ml の TGFβ2 が認められた。 TGFβ2 は同非結合分画には認められず, TGFβ1 はい

 ずれにおいても認められなかった。 6) ヒト眼房水も HUVEC 増殖抑制活性をもっていたが,

 糖尿病者由来眼房水ではこの活性が低下していた。 7) 糖尿病および非糖尿病者眼房水中の

 TGFβ2 濃度に有意差は認められず, TGFβ2 活性化率が糖尿病者由来のものでは有意に低下し

 ていた。 以上のことか ら, 眼房水の血管新生抑制作用の主たる因子は TGFβ2 であり, 糖尿病

 者由来眼房水における TGFβ2 活性化の低下が同眼房水の血管新生抑制活性の低下の一因であ

 ることが明らかにされた。 以上の成績か ら, 本研究は学位に値するものである・
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