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序論 

人間は外界情報の約 8 割を視覚から得ており、網膜は視覚を得るための感覚

器として機能する (1)。視覚器は眼球と眼球付属器、視神経及び視中枢によって

構成される。眼球は直径約 24 mmの球形で (2)、外側から、外膜 (角膜、胸膜)、

中膜 (ぶどう膜：虹彩、毛様体、脈絡膜)、内膜 (網膜) の 3 層で構成される眼球

壁と、その中を満たす眼内容から形成されている。中間透過体である眼内容に

は房水、水晶体、硝子体が含まれる。眼に入った光は、網膜で電気刺激に変換

され、視神経、視交叉、視索を経て外側膝状体に入る (3)。最終的に、後頭葉に

存在する視中枢で情報処理されることで、映像として認識される。 

網膜は、神経外胚葉に由来する中枢神経組織であり、感覚神経と網膜色素上

皮から構成される (4)。発生学的に、感覚網膜 (神経上皮) は眼杯内板から、網膜

色素上皮は眼杯外板から分化することが分かっている (5)。網膜は内層から、①

内境界膜、②神経線維層、③神経節細胞層、④内網状層、⑤内顆粒層、⑥外網

状層、⑦外顆粒層、⑧外境界膜、⑨視細胞層、⑩網膜色素上皮層の 10層構造か

ら構成される (Fig. 1)。視覚器における 1次ニューロンは視細胞であり、網膜へ

Fig. 1 Retinal structure 

STEP 眼科 Step Series より引用 
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入った光は視細胞外節に存在する視物質を介して神経シグナルへと変換される

(3)。視細胞は錐体細胞と桿体細胞からなり、網膜における機能やその分布は異

なる。錐体細胞は明所で応答し、色覚や視力に重要である。一方、桿体細胞は

暗所における光覚を司る。錐体細胞で受容した光刺激は、その後、双極細胞 (2

次ニューロン)、神経節細胞 (3次ニューロン) を介して外側膝状体へシグナル伝

達される (3)。網膜の中心に位置する部分は黄斑といい、高精細な視覚情報を得

るために特殊な構造を呈する。黄斑は、ルテインやゼアキサンチンから構成さ

れるキサントフィルという黄色色素が存在するため、黄色く見える (6)。黄斑の

中でも中心部は中心窩と呼ばれ、光透過に干渉する血管が存在しない無血管領

域であり (7)、且つ錐体細胞が密集していることが形や色を鮮明に見分けるなど、

高い視力を生み出すことに繋がっている。 

網膜に血液供給する血管は、内頸動脈から分かれた眼動脈に由来し、網膜内

層 (内顆粒層まで) を栄養する網膜血管と網膜視細胞を栄養する脈絡膜血管の 2

つに大別される。網膜毛細血管は、表層毛細血管網 (superficial capillary plexus: 

SCP)、中層毛細血管網 (intermediate capillary plexus: ICP)、深層毛細血管網 (deep 

capillary plexus: DCP) から構成され、視神経から黄斑部にかけては放射状乳頭周

囲毛細血管網 (radial peripapillary capillary plexus: RPCP) が分布する (Fig. 2)。神経

Fig. 2 Morphology of vascular plexuses of human retina 

Boned-Murillo et al., Biomedicines., 2021 より引用 
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節細胞層には SCP、内顆粒層の内境界面には ICP、内顆粒層の外境界面には

DCP が存在する。構造上、網膜毛細血管と脈絡膜毛細血管は大きく異なる。脈

絡膜に存在する血管内皮細胞にはタイトジャンクションが存在せず、小孔を認

める有窓構造を特徴としている。そのため、網膜色素上皮におけるタイトジャ

ンクションは脈絡膜血管から漏出した血漿成分が網膜内へ移行するのを阻害し

ている。この機構は外側血液網膜関門 (Outer blood-retinal barrier [BRB]) と呼ばれ

る。一方、網膜血管の内皮細胞は有窓構造がなく、隣接内皮細胞間でタイトジ

ャンクションを形成することでバリア機能を発揮する (内側血液網膜関門: Inner 

BRB)。Inner BRB を構成する内皮細胞は壁細胞であるペリサイトによって被覆

されており、さらにその外側には Müller 細胞が存在する。これらの細胞による

3 次元的な構造が存在することで、成熟した inner BRB が完成する (Fig. 3)。こ

のように、網膜における物質輸送は BRBによって高度に制御されており、網膜

内で不要な水分や血漿成分が貯留しない仕組みが存在している。 

Fig. 3 Structure of the inner and outer BRB 

Joussen et al., Eye., 2021 より引用 
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視細胞の障害を特徴とする主要な失明原因疾患として、加齢黄斑変性が挙げ

られる。加齢黄斑変性は先進国における中途失明原因第 1 位に位置し、本邦に

おいても 4位を占める重篤な眼疾患である (8)。加齢黄斑変性は、欧米人で多い

萎縮型と日本人に多い滲出型に分けられる。萎縮型は黄斑の萎縮病巣である地

図上萎縮病巣を特徴とし、滲出型では黄斑部の血管新生を認める。加齢黄斑変

性は、加齢や人種 (9)、喫煙 (10)、遺伝子多型 (11)、光曝露 (12, 13) など、多様

なリスクファクターが発症や進展に関与する多因子疾患である。滲出型加齢黄

斑変性に対する治療薬として血管内皮増殖因子を標的とした抗 vascular 

endothelial growth factor (VEGF) 薬が開発されたが、萎縮型加齢黄斑変性に対す

る有効な治療薬は存在しない。中枢神経系に属する網膜は再生能力が低く、加

齢黄斑変性によって網膜色素上皮細胞や網膜視細胞が障害を受けると、不可逆

的な視力障害や失明へと至る (14)。加齢黄斑変性の代表的な疾患感受性遺伝子

として補体 H因子 (CFH) (15) やセリンプロテアーゼである ARMS/HTRA1 (16) が

挙げられる。これまでに RPE65 (17) や、補体因子 D (18) を標的とした薬剤が萎

縮型加齢黄斑変性の治療薬候補として開発されてきたが、いずれも承認には至

っていない。また近年、induced Pluripotent Stem (iPS) 細胞を用いた治療法の開

発に注目が集まっている。網膜色素変性や加齢黄斑変性患者に対して、iPS 細

胞から網膜視細胞シートや網膜色素上皮シートを作製し、網膜下へ移植する手

術が行われた (19–21)。これまでに移植した網膜色素上皮シートが網膜に生着す

ることや安全性について良好な結果が報告されている (19, 20)。しかしながら、

自家移植では移植シートを作るまでに長期間必要であることや高額な治療費が

問題であり、加齢黄斑変性に対する標準治療となるには超えるべき課題が多く

存在する。加齢黄斑変性の視細胞及び網膜色素上皮の障害は不可逆的であり、
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再生医療も未だ現実的な治療法ではないため、眼内の細胞障害を未然に防ぐこ

とができる治療法の開発が臨床課題とされている。 

BRB の破綻を特徴とする網脈絡膜血管疾患は、中途失明上位の疾患に共通す

る病態であり、滲出型加齢黄斑変性や網膜静脈閉塞症に代表される (22, 23)。と

くに、滲出型加齢黄斑変性は脈絡膜から異常な血管新生が発生することで視力

低下を来す疾患である。網膜色素上皮細胞の基底膜であるブルッフ膜は物理的

なバリアとして機能しており、脈絡膜からの新生血管の発生を抑制するが、

outer BRBが破綻すると脈絡膜血管新生がブルッフ膜を貫通して活動性を獲得す

る (16)。その結果、網膜浮腫や出血を生じ、視力低下に至る (24)。マクロファ

ージや網膜色素上皮細胞から産生された VEGF が脈絡膜血管新生を惹起するマ

スターレギュレーターとして機能すると考えられているが (25, 26)、抗 VEGF薬

に耐性を持つ患者が存在することや (27)、長期的に視力改善が維持されないこ

とが課題である (28)。 

また、代表的な網膜血管疾患の一つに網膜静脈閉塞症がある。網膜静脈閉塞

症は、世界に 1,600万人程度の患者が存在する虚血性網膜疾患である (29)。網膜

静脈が閉塞し、網膜浮腫や網膜内出血を生じることで視力障害に陥る (30, 31)。

網膜静脈が閉塞して血流が低下すると、網膜組織が虚血状態となり VEGF をは

じめとする様々なサイトカインが網膜内に大量に分泌される (32)。すると、網

膜血管における inner BRB が崩壊し、血管バリア機能が低下するため網膜内へ

血漿成分が貯留する (31)。網膜静脈閉塞症に対して、VEGF を標的とした抗

VEGF 薬が承認されているが、上述した滲出型加齢黄斑変性と同様、耐性を持

つ患者の存在が問題として挙げられる (33)。さらに、網膜静脈閉塞症は血管新

生緑内障という合併症を伴うことがある。虚血により網膜内で過剰に VEGF が

分泌されると、硝子体や房水中の VEGF 濃度が増加し、結果として虹彩や隅角
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などの前眼部に新生血管が生じる (34, 35)。網膜静脈閉塞症の中でも、網膜中心

静脈閉塞症は 100-day glaucoma とも呼ばれ (36)、血管新生緑内障を発症する確

立が高い。血管新生緑内障は放置すると房水の流出路が障害され、眼圧が上昇

することで失明へと至る。2020 年には抗 VEGF 薬が血管新生緑内障に対する治

療薬として承認された。しかしながら、血管新生緑内障の病態発症には VEGF

以外の因子も関与することが示唆されており (37)、臨床研究に加え、眼組織を

用いた分子病態の解明が可能な動物疾患モデルを用いた検討が必要である。 

失明性疾患における視力低下を防ぐには、網膜視細胞の保護や眼血管の恒常

性維持が重要である。そこで本研究では、網膜視細胞保護因子の探索に加え、

網脈絡膜血管疾患の病態解明及び新規治療ターゲットの探索を目的に研究を展

開した。第 1 章では光誘発網膜視細胞障害モデルを作製し、網膜視細胞保護作

用を有する薬剤や治療標的の探索を行った。第 2 章では、網脈絡膜血管疾患の

病態モデルを用いて新規血管病変制御因子を探索した。第 3 章では、網膜静脈

閉塞症に伴って誘導される血管新生緑内障モデルを確立し、慢性的な網膜虚血

状態が眼恒常性に及ぼす影響を検討した。  
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第 1章 光誘発網膜視細胞障害に対する神経保護因子の探索 

第 1節 緒言 

 我が国における中途失明原因上位を占める疾患のうち、網膜色素変性症や加

齢黄斑変性で網膜視細胞の欠損が認められる。これらの疾患においては、モノ

を見るために必要な網膜視細胞が障害されることで失明へと至る。2014 年の本

邦における網膜色素変性症の医療受給者証所持者数は 29,330 人であり、2015 年

には指定難病に認定された。また、加齢黄斑変性は日本全体で約 69 万人 [2007

年、久山町スタディ (38)] が罹患していると推定されており、米国では中途失明

原因 1 位を占める (33)。とくに、高齢化が進行する本邦においては罹患者数の

増加が予想され、加齢黄斑変性に対する治療薬の開発は喫緊の課題である。過

度な光曝露は、加齢黄斑変性における重要な発症リスクファクターであり、光

誘発網膜障害モデルを用いた神経保護薬の探索は、臨床的意義が大きい。 

 眼に入った光は、視細胞に存在する視物質に受容されることで電気信号に変

換される。錐体視細胞が密集する黄斑では、光による酸化ストレスに常に曝さ

れている。そのため、網膜には光酸化ストレスに対する防御機構が存在してい

る。ルテインやゼアキサンチンなどの黄斑色素は、青色光の吸収作用や、酸化

ストレスの原因となる一重項酸素を消去する機能を有している (39, 40)。一方、

加齢に伴って酸化ストレスを十分に処理できなくなると、細胞障害が惹起され、

視細胞を損失する。重要なことに、網膜は再生能が低い組織であり、網膜障害

を抑制する神経保護薬は加齢黄斑変性治療に奏功する可能性がある。ロピニロ

ールはパーキンソン病治療薬として開発されたドパミン受容体刺激薬である。

興味深いことに、ロピニロールはドパミン D2 受容体を介した神経保護作用に

加えて、ドパミン受容体を介さないフリーラジカル捕捉能を有することが報告

される (41–45)。網膜疾患治療に用いられる薬剤の多くは眼内に直接投与する必



8 

 

要があり、侵襲性の高い治療が必要となる。一方、中枢移行性を有するロピニ

ロールは、末梢投与により網膜視細胞障害を抑制する可能性が期待できる。 

プログラニュリンは 68.5 kDa のシステインに富む 593 個のアミノ酸からなる

分泌型タンパク質であり、通常 88 kDaの糖鎖修飾された状態で分泌される。そ

の構造は、7 回半のグラニュリンリピートからなり、Ｎ末端から順に、パラグ

ラニュリン、グラニュリン G、F、B、A、C、D、E と同定されている (46)。プ

ログラニュリンは、炎症下において分泌される好中球エラスターゼ (47)、

Matrix metalloproteinase (MMP)-12 (48)、MMP-14 (49)、Proteinase 3 (50)、A 

disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 7 (ADAMTS-7) (51)、

Cathepsin L (52) などのプロテアーゼによってグラニュリンへと切断されること

が明らかになっている (Fig. 4)。一方、secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) 

や HDL/Apo A-I などのタン

パク質は、上記プロテアー

ゼによるプログラニュリン

の切断反応を阻害する (47, 

53)。中枢神経系において、

プログラニュリンは主に神

経細胞あるいはミクログリアから産生されることが明らかになっている (54)。

2006 年にはプログラニュリンの遺伝子変異が、前頭側頭型認知症の原因となる

ことが報告された (55, 56)。この発見以降、プログラニュリンの神経保護に関す

る知見は多数報告され、神経伸長や細胞生存を促進させることや (57)、アミロ

イド β による神経毒性から細胞を保護することが明らかになった (58)。これま

で、プログラニュリンが光誘発網膜障害を抑制することや (59)、プログラニュ

リン欠損が網膜機能異常を惹起することが報告されている (60–62)。このように、

Fig. 4 Cleavage of progranulin 

P G F B A C D E

プログラニュリン

グラニュリン

MMP-12, MMP-14, 

Proteinase 3, ADAMTS-7, 

Cathepsin L

SLPI, Apo A-I
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プログラニュリンは神経保護作用を有するため、神経変性疾患に対する治療タ

ーゲットとしての応用が期待されている。しかしながら、グラニュリンが中枢

神経系へ及ぼす影響については未だ不明な点が多い。末梢組織において、プロ

グラニュリンとグラニュリンは相対する作用を有することが明らかになってお

り、前者は抗炎症作用 (47, 63)、後者は炎症促進作用を有すると考えられている 

(64, 65)。中枢神経系においてプログラニュリンは神経保護作用を示すが (57, 66, 

67)、グラニュリンは神経保護作用 (57, 67) 及び神経毒性作用 (64) を示すことが

報告されている。このように、中枢神経系におけるグラニュリンの作用につい

ては未解明な点が多く、網膜障害に対するプログラニュリンの有用性を議論す

る上でグラニュリンの作用を解明することは非常に重要である (Table 1)。 

本章では、光誘発網膜障害モデルを用いて、網膜視細胞障害を予防できる網

膜保護薬あるいは治療標的の探索を目指した。先ず、ロピニロールの投与が光

曝露による網膜菲薄化を抑制できるのか否かについて検討した。さらに、グラ

ニュリンが網膜視細胞障害に及ぼす影響を検討した。 

Table 1. Roles of progranulin and granulins in the periphery and the central nervous system 

 

 プログラニュリン グラニュリン 文献 

末
梢 

好中球における TNF-α 産生を 

抑制する。 

上皮細胞からの IL-8 産生を 

亢進する。 

Zhu et al., Cell, 2002 (46) 

3 つのグラニュリン組み換え体 (Attstrin) が TNF-α と TNFR2 の 

相互作用を阻害し、抗炎症作用を保持する。 

Tang et al., Science, 2011 (62) 

好中球の遊走を抑制し、 

抗炎症作用を示す。 

- Kessenbrock et al., Journal of Clinical Investigation, 

2008 (49) 

血管平滑平滑筋細胞からの 

IL-8 産生を抑制する。 

血管平滑筋細胞からの 

IL-8 産生を亢進する。 

Kojima et al., Atherosclerosis, 2009 (64) 

中
枢
神
経
系 

不溶性の TDP-43 発現を低下させ、

神経変性を抑制する。 

- Beel et al., Molecular Neurodegeneration, 2018 (65) 

- グラニュリン (B と E) が、  

TDP-43 による毒性を増悪する。 

Salazar et al., Journal of Neuroscience, 2015 (63) 

神経伸長を促進する。 グラニュリン E が、 

神経伸長を促進する。 

Van Damme et al., Journal of Cell Biology, 2008 (56); 

Beel et al., Human molecular genetics, 2017 (66) 
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第 2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 

 生理食塩液は大塚製薬株式会社 (Tokushima、Japan)、塩化ナトリウム (sodium 

chloride: NaCl) はキシダ化学株式会社 (Osaka、Japan)、パラフィン (Paraplast High 

Melt)、Hematoxylin 560、Define MX、Blue Buffer 8、Alcoholic Eosin Y 515はLeica 

Biosystems (Wetzlar、Germany)、サイプレジン®1%点眼液、ミドリン®P 点眼液 

(0.5%トロピカミド及び 0.5%フェニレフリン塩酸塩)、ヒアレイン®点眼液 0.1% 

(精製ヒアルロン酸ナトリウム) は参天製薬株式会社 (Osaka、Japan)、ケタミン

は第一三共株式会社 (Tokyo、Japan)、キシラジンはバイエル薬品株式会社 

(Osaka、Japan)、ペニシリン、ストレプトマイシンは Meiji Seikaファルマ株式会

社 (Tokyo、Japan)、Tween-20 Solution は Bio-Rad Laboratories (Hercules、CA、

USA)、fetal bovine serum (FBS) は Biosera (Kansas City、MO、USA)、Immobilin-P

は Millipore (Bedford、MA、USA)、protease inhibitor cocktail、phosphatase 

inhibitor cocktail 2、phosphatase inhibitor cocktail 3、Igepal CA-630は Sigma-Aldrich 

(St. Louis、MO、USA)、Propidium iodide (PI)、Hoechst 33342、Pierce BCA Protein 

Assay Kitは Thermo Fisher Scientific (Waltham、MA、USA)、Can Get Solution 1、

Can Get Solution 2は東洋紡株式会社 (Osaka、Japan)、プラミペキソール塩酸塩水

和物は東京化成工業株式会社 (Tokyo、Japan)、Blocking One-P、リン酸二水素ナ

トリウム二水和物 (sodium dihydrogen phosphate dihydrate: NaH2PO4・2H2O)、リ

ン酸水素二ナトリウム十二水和物 (disodium hydrogen phosphate dodecahydrate: 

Na2HPO4・12H2O)、リン酸二水素カリウム (potassium dihydrogen phosphate: 

KH2PO4)、1 mol/L Tris-塩酸緩衝液 (pH 8.0)、キシレンはナカライテスク株式会社 

(Kyoto、Japan)、ロピニロール塩酸塩、メタノール、エタノール、デオキシコ
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ール酸ナトリウム、塩化カリウム (potassium chloride: KCl)、塩酸 (hydrochloric 

acid: HCl)、SuperSep Ace 5-20%、パラホルムアルデヒド (paraformaldehyde: PFA)、

6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、Tris (2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol)、

ImmunoStar®LD、ドデシル硫酸ナトリウム (SDS: sodium dodecyl sulfate)、Sample 

Buffer Solution with 3-Mercapto-1,2-propanediol (×4)、グリシン、スクロースは富

士フィルム和光純薬株式会社 (Osaka、Japan)、Cell Counting Kit-8 は株式会社同

仁化学研究所 (Kumamoto、Japan)、normal horse serumは Vector Labs (Berlingame、

CA、USA)、イソフルランはヴィアトリス製薬株式会社 (Tokyo、Japan)、O.C.T 

compound はサクラファインテックジャパン株式会社 (Tokyo, Japan) よりそれぞ

れ購入した。 

 Phosphate buffer (PB) は蒸留水に 0.2 M NaH2PO4・2H2O、0.2 M Na2HPO4・

12H2Oとなるように調製、Tris-buffered saline (TBS) は蒸留水に 50 mM Tris、138 

mM NaCl、2.7 mM KCl となるように調製、Running buffer は Milli-Q (Millipore) 

に 25 mM Tris、190 mMグリシン、1% SDSとなるように調製、anode buffer 1は

Milli-Qに 0.3 M Tris、20%メタノールとなるように調製、anode buffer 2は Milli-

Qに 25 mM Tris、20%メタノールとなるように調製、cathode buffer は Milli-Qに

25 mM Tris、20%メタノール、40 mM 6-アミノヘキサン酸となるように調製した。 

  

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

本研究では、日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka、Japan) より購入した 8 週

齢雄性 ddYマウスを用いた。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 

高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下で固形飼料 (CE-2; 日本クレア株式会社、

Tokyo、Japan) により飼育した。実験動物の取り扱いはAssociation for Research in 
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Vision and Ophthalmology で決められたガイドラインを遵守して実施した。すべ

てのマウスは設定温度; 24 ± 2°C、設定湿度; 55 ± 15%、明暗各 12 時間 (照明;午

前 8 時~午後 8 時) で飼育した。実験を行うにあたっては、岐阜薬科大学動物飼

育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受けた上で実施した。 

 

2-2-2 光照射によるマウス急性網膜障害モデル 

 マウスを 24 時間、完全な暗室で飼育し暗順応させた。光照射の 30 分前にサ

イプレジン®1%点眼液により散瞳した。散瞳を確認後、白色蛍光灯 (Toshiba、

Tokyo、Japan) を上部にセットした鏡張りの装置を用いて、8,000 lux の光環境下

で 3 時間マウスを飼育することで網膜障害を惹起した。ロピニロール塩酸塩 80 

mg/kg及びプラミペキソール塩酸塩水和物 1 mg/kgは、光照射を開始する直前に

経口投与した。 

 

2-2-3 組織学的評価 

2-2-3-1 網膜層の組織切片作製 

2-2-2に従って網膜障害を惹起した後、24時間の暗順応を行い、通常飼育下に

て 3 日間飼育を行った。さらに暗室で 24 時間飼育した後に、組織学的評価を行

った。マウスを頸椎脱臼にて安楽死させ、マウス眼球を摘出した。その後、4% 

PFA含有 0.1M PB (pH 7.4) を 2 µL硝子体内に投与し、同液にて 48時間 4°Cで固

定した。固定後、70%エタノール 2時間、90%エタノール 1時間、無水エタノー

ル 1 時間×5 回、キシレン 1 時間×3 回、融解パラフィン 4.5 時間の順に浸透させ

た。その後、パラフィンにて眼球を包埋し、ミクロトーム (Leica Biosystems) を

用いて、厚さ 5 µm の切片を作製し、カバーグラス (松波硝子工業株式会社、

Osaka、Japan) にのせ 37°Cで 1日乾燥し、室温にて保存した。  
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2-2-3-2 ヘマトキシリン・エオジン染色 

パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。つづいて段階

的にアルコール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、Hematoxylin 

560、Define MX、Blue Buffer 8、Alcoholic Eosin Y 515 に浸して、段階的にアル

コールで脱水し、キシレンで透徹しマウントクイック (大道産業株式会社、

Tokyo、Japan) を用いて封入した。切片は、オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-

X710; 株式会社キーエンス、Osaka、Japan) を使用して撮影した。  

 

2-2-4 網膜電図 

2-2-2に従って網膜障害を惹起した後、24時間の暗順応を行い、通常飼育下に

て 3 日間飼育を行った。さらに網膜電図を測定するために暗室で 24 時間飼育す

ることで暗順応させた。その後、120 mg/kgケタミン及び 6 mg/kgキシラジンの

混合麻酔を腹腔内投与し、ミドリン®P 点眼液により散瞳した。不関電極を口腔、

接地電極を臀部に設置し、角膜に関電極として白色 LED 電極を接触させること

でフラッシュ electroretinogram (ERG) を測定した。測定は以下の 5種の条件で行

った。まず-2.91 log cd･s/m2の光刺激で測定し、30 秒間の暗順応の後に-1.92 log 

cd･s/m2の光刺激で測定、1分間の暗順応の後に-1.02 log cd･s/m2の光刺激で測定、

1 分間の暗順応の後に-0.02 log cd･s/m2 の光刺激で測定、2 分間の暗順応の後に

0.98 log cd･s/m2の光刺激で測定を行った。波形の基線から最下端までを a波、a

波の頂点から最頂端までの振幅を b波として解析した (Fig. 5)。 
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2-2-5 光照射によるマウス慢性網膜障害モデル 

 ロピニロール塩酸塩は、光照射 1 週間前から ALZET 浸透圧ポンプ (Durect 

Corporation、Cupertino、CA、USA) を用いて 2 mg/kg/dayで投与した。ロピニロ

ールを充填した ALZET浸透圧ポンプ (model 2006; ポンプ流速 0.15 µL/h) は、イ

ソフルラン麻酔下で背部皮下に埋め込んだ。マウスを 4週間連続で 100 luxの青

色 LED 照射条件下で 8 時から 20 時までの 12 時間、飼育することで網膜障害を

惹起した。光照射終了後、2-2-3に従って組織学的評価を行った。 

 

2-2-6 血中ロピニロール濃度 

 2-2-5 に従って ALZET 浸透圧ポンプをマウスに埋め込み、2 mg/kg/day でロピ

ニロールを投与した。ポンプ設置から 1、7日後、イソフルラン麻酔下のマウス

尾静脈から血液を採取した。また、ポンプ設置から 14日後に下大静脈から血液

を採取した。上記により採取したサンプルを用いて、ロピニロールの血中濃度

を測定した。 

 

2-2-7 細胞培養 

 マウス錐体視細胞株 661Wは、Muayyad Al-Ubaidi博士 (University of Houston、

a波
b波

解析方法 機能

a波 基線から最下端までの振幅 網膜視細胞の機能を反映

b波 a波の頂点から最頂端までの振幅 双極細胞及びMüller細胞の機能を反映

Fig. 5 The ERG for functional assessment 
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Houston、TX、USA) より提供された。661W細胞は、10% FBS、100 U/mLペニ

シリン、100 μg/mL ストレプトマイシンを含む DMEM (ナカライテスク株式会

社) を用いて、37°C、5% CO2のインキュベーター中で培養を行った。継代数 30

までの細胞を実験に使用した。 

 

2-2-8 エラスターゼによるプログラニュリンの切断 

 プログラニュリンはエラスターゼによりグラニュリンへと切断されることが

知られており (47)、本研究ではブタ膵臓由来エラスターゼ (E7885; Sigma-

Aldrich) を用いた。エラスターゼは、100 mM トリス-塩酸緩衝液 (pH 8.0) 、960 

mM NaCl の溶媒に希釈して使用した。5.0 μg/mL のマウスプログラニュリン 

(R&D systems、Minneapolis、MN、USA) は、0.1、0.5、1.0 U/mLのエラスターゼ

と混合し、37°C で 1 時間インキュベートすることによって切断した。エラスタ

ーゼとの反応後、Sample buffer (x4) を加えて、100°Cの水浴で 5分間加熱し、ウ

エスタンブロット法により切断反応を解析した。 

 

2-2-9 PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) によるエラスターゼ活性の阻害 

 2-2-8 で作成したプログラニュリン切断産物を 661W 細胞へ添加する際には、

1.0 mMの PMSF (ナカライテスク株式会社) と混合して、37°C で 15分間インキ

ュベートすることで不要なエラスターゼ活性を阻害した。エラスターゼが細胞

生存性に及ぼす影響は Cell Counting Kit-8 を用いて確認した。661W 細胞を

96well プレートに 3,000 cells/mL の密度で播種し、24 時間培養した。その後、

Cell Counting Kit-8を各 wellに 10 μLずつ添加して、さらに 2時間インキュベー

トした。Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) を用いて 450 nmの吸光度 (対照

波長 650 nm) を測定し、細胞生存性を測定した。 
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2-2-10 分画フィルターによる全長プログラニュリンの除去 

 50,000 MW 以下のタンパク質を分離できる遠心式分画フィルター (Amicon 

Ultra-15; Millipore) を用いて、2-2-8で作成したプログラニュリン切断産物 400 μL

を分画した。サンプルは 4°C、7,000 × gで 20分間、遠心することで分画を行っ

た。遠心後、フロースルーを全量回収し、再度 400 μLとなるように PBSを加え

た。上記により作成したサンプルは、ウエスタンブロット法による解析又は 2-

2-9 に従ってエラスターゼ活性を阻害した後に in vitro 光誘発視細胞障害モデル

に用いた。 

 

2-2-11 In vitro光誘発視細胞障害モデル 

 661W細胞を 96 wellプレートに 3,000 cells/mLの密度で播種し、24時間培養し

た。その後、1% FBS 含有 DMEM に培地交換し、各試薬を添加した。プログラ

ニュリン、エラスターゼ、PMSF は、それぞれ終濃度が 500 ng/mL、0.1 U/mL、

0.1 mMとなるように調製した。PKC阻害剤 Gö 6976 (Calbiochem、CA、USA) は

プログラニュリン切断産物添加の 1時間前に、終濃度 500 nMとなるように添加

した。試薬添加 1時間後、白色蛍光灯 (Nikon、Tokyo、Japan) を用いて 2,500 lux

の照射条件下で細胞を培養した。光照射 24時間後、Hoechst 33342 (8.1 µM) 及び

PI (1.5 µM) を用いて核染色を行い、オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-X710) を用

いて画像を取得した。Hoechst陽性細胞数に対する PI陽性細胞数を算出した。 

 

2-2-12 ウエスタンブロット法 

2-2-12-1 タンパク質の抽出 

タンパク質抽出のための細胞溶解液は、RIPA buffer [50 mM トリス塩酸緩衝液 

(pH 8.0)、150 mM NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1% 
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Igepal CA-630] を protease inhibitor: protease inhibitor cocktails 2: protease inhibitor 

cocktails 3: RIPA buffer = 1:1:1:100 の割合で混合することで作製した。マウス網

膜からタンパク質を抽出する際は、マウスを頸椎脱臼にて安楽死させ、摘出し

た眼球から網膜を単離した。単離した網膜は 1.5 mLチューブの中に入れ、液体

窒素中で急速凍結した。サンプルはタンパク質抽出まで-80°C に保存した。網

膜が入った 1.5 mL チューブ内に細胞溶解液 100 μL を添加し、ホモジナイザー 

(マイクロテック・ニチオン株式会社、Chiba、Japan) を用いてホモジナイズし

た。上記にて作成した細胞溶解液は、4°Cにて 12,000 × gで20分間遠心分離し、

その上清をタンパク質抽出液として実験に用いた。 

 

2-2-12-2 タンパク質定量及びタンパク質濃度調製 

タンパク質定量は、Pierce BCA Protein Assay Kit を用いて行った。標準曲線作

製のため、0、25、125、250、500、750、1000、1500 及び 2000 μg/mL の濃度に

調製した BSAを用いた。それぞれのタンパク抽出液に、Pierce BCA protein assay 

reagent A液と B液を 50:1で混合した溶液を添加し、37°Cに温めたアルミニウム

ブロックバス (株式会社サイニクス、Tokyo、Japan) 上で 30分間反応させた。そ

の後、Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) を用いて 562 nmの吸光度を測定

した。測定したタンパク質濃度に基づいて、タンパク質濃度が均一になるよう

に調製し、3-Melcapto-1,2-propandiolを含む Sample buffer (x4) と混合した。調製

した溶液は 100°C の熱湯で 5分間煮沸し、電気泳動まで-80°Cに保存した。 

 

2-2-12-3 電気泳動及び転写 

濃度が均一になるように調製したサンプルを氷上で融解した。SDS-PAGE 

(SuperSep 5-20%) を電気泳動装置にセットし、running buffer で容器内を満たし
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た。サンプルを添加後、ゲル 1枚あたり 20 mAの条件で 80分間泳動した。泳動

後、ゲルを cathode bufferに 15分間浸漬した。転写膜 (Immobilon P®、Millipore) 

は、30 秒間メタノールに浸したあと、15 分間 Milli-Q に浸漬した。陽極側から、

anode buffer 1に浸漬したろ紙、anode buffer 2 に浸漬したろ紙、転写膜、ゲル、2

枚の cathode buffer に浸漬したろ紙の順に積み上げ、転写膜 1 枚につき 100 mA

で 45分間転写した。 

 

2-2-12-4 タンパク質発現量の解析 

転写後の膜は、0.05% Tween-20含有 TBS (T-TBS) で洗浄し、Blocking One-Pに

より 30分間ブロッキングした。転写膜を T-TBSで洗浄後、Can get signal solution 

1 に希釈した一次抗体溶液に浸漬し、4°C で一晩以上反応させた。その後、T-

TBS で転写膜を洗浄し、Can get signal solution 2 で希釈した二次抗体溶液に浸漬

し、室温で 1 時間反応させた。T-TBS 洗浄後、ImmunoStar®LD に浸漬して 5 分

間反応させて、Amersham Imager 680 (GE Healthcare Life Sciences、Chicago、IL、

USA) 及び Amersham Imager 680 Analysis Software (GE Healthcare Life Sciences) を

用いてバンドを検出した。 

一次抗体には、sheep anti-progranulin (1:100; R&D systems)、mouse anti-SLPI 

(1:100; Santa Cruz Biotechnology、CA、USA)、rabbit anti-ionized calcium-binding 

adapter molecule 1 (Iba-1) (1:200; 富士フィルム和光純薬株式会社)、mouse anti-β-

actin (1:2000; Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体には、Horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated rabbit anti-sheep antibody (1:1,000; Thermo Fisher Scientific)、HRP-

conjugated goat anti-mouse antibody (1:1,000; Thermo Fisher Scientific) 、HRP-

conjugated goat anti-rabbit antibody (1:1,000) を用いた。 
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2-2-13 網膜組織の凍結切片作製 

光照射から 24、48時間後に頸椎脱臼にてマウスを安楽死させ、眼球を摘出し

た後に、4% PFA 含有 0.1M PB (pH 7.4) にて 24 時間 4°C で固定した。ついで、

25%スクロース含有 0.1M PB (pH 7.4) 液に 48時間 4°Cにて保存した。その後、

液体窒素を用いて O.C.T compound により凍結包埋し、薄切するまで-80°C にて

保存した。クライオスタット (Leica Biosystems) を用いて、-20°C 中で厚さ 10 μm 

の網膜切片を作製し、MAS コーティングされたカバーグラス (松波硝子工業株

式会社) にのせ、その後-80°Cで保存した。 

 

2-2-14 免疫染色 

凍結切片は染色時、-80°C より取り出し、-20°C で 1 時間静置した。その後、

4°C で 1 時間保存し、さらに室温で 1 時間乾燥させた。その後、super PAP pen 

(大道産業株式会社、Saitama、Japan) にて反応液の流出を防ぐために切片の周囲

を囲んだ。10% horse serum にて 1 時間ブロッキングを行った。ブロッキング後、

10% horse serum に希釈した一次抗体を用いて 4°C で一晩反応させた。一次抗体

には、sheep anti-progranulin antibody (1:50)、rabbit anti-Iba-1 antibody (1:100) を用

いた。 

その後、PBS で洗浄を行い、10% horse serum に希釈した二次抗体によって 1

時間反応させた。二次抗体には、Alexa Fluor®647-conjugated donkey anti-sheep 

IgG (1:1,000; Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor®546-conjugated donkey anti-

rabbit IgG (1:1,000; Thermo Fisher Scientific)を用いた。PBS で洗浄後、Hoechst 

33342 (1:1,000) を用いて核染色を行った。染色後、fluoromount (Diagnostic 

BioSystems (Pleasanton, CA, USA) 及びカバーグラスを用いて封入した後、レーザ

ー走査型共焦点蛍光顕微鏡 (FV3000; オリンパス株式会社、Tokyo、Japan) にて
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撮影を行った。本検討では、視神経から 500 μmの位置を撮影し、解析に用いた。 

 

2-3 統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (standard error of the mean: SEM) で示した。統計

学的な比較は、Statistical Package for the Social Science 15.0 J for Windows software 

(IBM、Armonk、NY、USA) を用いて行った。2群間の比較は、Student’s t-testを

行った。多群間の比較は、one-way analysis of variance (ANOVA) 後に Dunnett’s 

testまたは Tukey’s testを行った。危険率が 5%未満を有意差有りとした。  
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第 3節 実験成績 

3-1 網膜視細胞障害に対するロピニロールの作用 

過度な光照射は、萎縮型加齢黄斑変性のリスクファクターであり、網膜視細

胞障害による視機能低下を惹起する。そこでマウス光誘発網膜障害モデルを作

製し、網膜機能の低下を抑制できる薬剤の探索を目指した。神経保護作用が報

告されるロピニロール及び同効薬であるプラミペキソール投与後の網膜保護作

用を検討するために、光照射後の網膜の組織学的評価及び網膜電図による評価

を行った (Fig. 6A)。溶媒投与群において、光照射後の網膜外顆粒層の厚さは、

正常群の約 50%程度に菲薄化し、ロピニロール (80 mg/kg) 及びプラミペキソー

ル (1.0 mg/kg) の単回経口投与は、この菲薄化を著明に抑制した (Fig. 6B-C)。光

照射後の網膜電図を測定した結果、網膜視細胞の機能を反映する a 波、双極細

胞及び Müller細胞の機能を反映する b波が共に低下することが確認された (Fig. 

6D-E)。これに対して、ロピニロール及びプラミペキソールは a 波、b 波の低下

を抑制した。  
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Continued on the next page. 
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Fig. 6 Acute light-induced retinal damage was reduced by the oral administration of ropinirole 

or pramipexole. 

(A) The experimental design for the murine retinal degeneration model. Thirty minutes before light 

exposure, the eyes of the mice were dilated. Mice were then treated with either ropinirole (80 mg/kg) 

or pramipexole (1.0 mg/kg) by oral administration, just before light exposure. Mice were exposed to 

8,000 lux white fluorescent light for 3 h. Five days after light exposure, ERG measurements and 

Hematoxylin and Eosin (H&E) staining were performed. (B-C) Histological analysis of the outer 

nuclear layer (ONL). (B) Representative images of retina stained with H&E staining. Scale bar = 50 

μm. (C) The quantitation of ONL thickness after light exposure. Ropinirole and pramipexole 

treatments suppressed the thinning of the ONL. Data are shown as the mean ± SEM (n = 7-10). *, p < 

0.05 vs. Normal; **, p < 0.01 vs. Normal; #, p < 0.05 vs. Vehicle; ##, p < 0.01 vs. Vehicle (Student’s t-

test). (D-E) Average dark-adapted ERG a-wave (D) and b-wave (E) amplitudes. Data are shown as the 

mean ±SEM (n = 7-10). *, p < 0.05 vs. Normal; **, p < 0.01 vs. Normal; #, p < 0.05 vs. Vehicle; ##, p < 

0.01 vs. Vehicle (Student’s t-test). GCL, ganglion cell layer; INL, inner nuclear layer; ONL, outer 

nuclear layer.  

 

3-2 浸透圧ポンプによるロピニロール投与後の血中濃度 

ロピニロールはパーキンソン病に対する治療薬として経口薬や貼付剤などの

薬剤が開発されており、中枢神経系の組織である網膜に薬剤が送達する可能性

がある。ALZET浸透圧ポンプを用いてロピニロール (2 mg/kg/day, s.c.) を持続的

に投与したところ、投与 1、7、14 日後の血中でロピニロールが検出された 

(Table 2)。血中ロピニロール濃度は、浸透圧ポンプ設置から経時的に増加し、

14日後においては 8.96 ng/mLと最も高値を示した。 

 

Table 2. The blood ropinirole concentration with osmotic pomp implantation 

Data are shown as ± SEM (n = 5). 

 

  

Time 1 day 7 days 14 days

Concentration

(ng/mL)
2.93 ± 0.44 6.53 ± 0.78 8.96 ± 3.11
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3-3 ロピニロール投与による網膜視細胞保護作用 

浸透圧ポンプを用いたロピニロールの持続的な投与が網膜視細胞の保護作用

を示すかを検討するために、ロピニロール投与後の網膜について組織学的評価

による解析を行った。1日 12時間の青色光 (100 lux) を、4週間マウスに照射す

ることで慢性網膜障害を惹起した (Fig. 7A)。ロピニロールは浸透圧ポンプによ

り、2 mg/kg/day (s.c.) で光照射開始の 1週間前から投与した (Fig. 7A)。網膜の

組織学的評価の結果、溶媒投与群では正常群と比較して網膜外顆粒層が約 3割

菲薄し、ロピニロールはこの菲薄化を有意に抑制した (Fig. 7B, C)。 

 

Continued on the next page.  
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Fig. 7 Chronic light-induced retinal damage was rescued by continuous ropinirole 

administration. 

(A) The experimental design for the chronic retinal degeneration model. Ropinirole (2 mg/kg/day) 

was continuously administrated by the implantation of an osmotic pump. One week after the 

implantation, mice were exposed to a 12-h blue LED (100 lux)/12-h dark cycle for 4 weeks. Finally, 

a histological analysis was performed using H&E staining. (B) Representative images of retina stained 

with H&E staining. Scale bar = 50 μm. (C) Quantitative analysis of the ONL in mice implanted with 

an osmotic pump filled with ropinirole.  Data are shown as the mean ± SEM (n = 8-10). **, p < 0.01 

vs. Normal; #, p < 0.05 vs. Vehicle; ##, p < 0.01 vs. Vehicle (Student’s t-test). GCL, ganglion cell layer; 

INL, inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer.  
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3-4 成長因子プログラニュリン及びグラニュリンによる網膜視細胞死抑制作用 

先行研究により、プログラニュリン欠損が網膜ミクログリア異常活性化や網

膜色素上皮細胞の機能異常を惹起することが示唆されている (61, 62)。炎症下で

はプログラニュリンはエラスターゼによってグラニュリンに切断されるが、グ

ラニュリンの網膜機能に対する役割は明らかになっていない。そこで光誘発網

膜視細胞死に対するプログラニュリン及びその切断産物であるグラニュリンの

作用を検討した。プログラニュリンを 0.1、0.5、1.0 Unit/mLのエラスターゼと 1

時間反応させると、50 kDa以下の位置において複数の中間産物や 10 kDaに位置

するグラニュリンの存在が認められた (Fig. 8A)。1.0 Unit/mLのエラスターゼで

処置した際に 10 kDa のグラニュリンが顕著に増加したため、以下の検討では

1.0 Unit/mL のエラスターゼを使用した。ただし、エラスターゼによる網膜視細

胞株 661W の細胞生存性の低下が認められたため、セリンプロテアーゼ阻害剤

である PMSF を加えることで、切断反応後の不要なエラスターゼ活性を阻害し

た (Fig. 8B)。PMSF 1.0 mMは、エラスターゼによる細胞生存性の低下を抑制し、

その値は Control群と同程度であった。つぎに、光誘発視細胞死に対するプログ

ラニュリン及びその切断産物の保護作用を検討した。光照射群において PI 陽性

の死細胞の割合が約 30%まで増加した (Fig. 8C, D)。また PMSF や、エラスター

ゼと PMSF (E+PMSF) の処置群は、溶媒投与群と同程度の細胞死率を示した。

これに対して、プログラニュリン(P)、及びプログラニュリン切断産物 

[(P+E)+PMSF] 処置群は、光照射による細胞死率の増加を抑制し、これらの抑制

作用は同程度であった (Fig. 8C, D)。  
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Fig. 8 Progranulin and granulins reduced light-induced photoreceptor cell death.   

(A) Western blot analysis of recombinant progranulin and recombinant progranulin treated with 0.1, 

0.5, 1.0 Unit/mL elastase from porcine pancreas. Recombinant progranulin was incubated with 

elastase for 1 h. Left and right images was detected by long- or short- exposure time, respectively. (B) 

PMSF inhibited elastase’s cytotoxicity against 661W cells. Elastase was incubated with PMSF for 15 

min to inhibit elastase’s cytotoxic effects. PMSF inhibited reduced cell viability (661W) induced by 

elastase-treatment.  Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 5). ##, p < 0.01 versus control; **, p < 0.01 

versus vehicle (Tukey’s test). (C-D) Protective effects of Progranulin and cleaved Progranulin treated 

with elastase against light-induced photoreceptor cell death. 661W cells were incubated under light 

exposure. Progranulin, cleaved Progranulin ([P+E] +PMSF), PMSF, and elastase incubated with 

PMSF (E + PMSF) were added to the medium. The number of PI positive cells was increased after 

light exposure. (C) Representative images of 661W stained with Hoechst 33342 and PI. Scale bar = 

100µm. (D) Recombinant Progranulin and cleaved-Progranulin significantly suppressed light-induced 

photoreceptor cell death. Data are shown as mean ± SEM. (n = 5). ##, p < 0.01 versus control; **, p < 

0.01 versus vehicle; *, p < 0.05 versus vehicle (Tukey’s test). P, progranulin; E, elastase.   

 

  

0

5

10

15

20

25

30

35

%
 o

f 
P

I 
p
o
si

ti
v
e 

ce
ll

s

Light exposure

**
*

A

Control P E+PMSFVehicle (P+E)+PMSF PMSF

Light exposureC

D

Progranulin

75

50

37

25
20

15
10

Elastase (Unit/ml) 0.1 0.5 1.0

Long exposure time Short exposure time

Progranulin

Intermediate poly-granulin

&

granulins

-

##

0

20

40

60

80

100

120

Control Vehicle 0.1 1

C
el

l
v
ia

v
il

it
y
 (

%
)

PMSF (mM)

Elastase

##

**

##

B



28 

 

3-5 全長プログラニュリン除去後の Progranulin切断産物の作用 

 プログラニュリンはエラスターゼによる切断後も視細胞保護作用を保持する

ことを明らかにしたが、上記の方法では、一部全長プログラニュリンが残存し

ていた (Fig. 8A)。そこで分画分子量 50 kDa の遠心式分画フィルターを用いて全

長プログラニュリンを除去できるかどうか検討した。ウエスタンブロットによ

る解析の結果、エラスターゼによる切断後に認められる全長プログラニュリン 

(レーン 2) は、遠心分離後のサンプルにおいては認められなかった (レーン 3) 

(Fig. 9A)。遠心分離後のプログラニュリン切断産物 (Intermediate poly-granulin & 

granulins) は、光照射による 661W 細胞死率の増加を抑制し、その作用はプログ

ラニュリンと同程度であった (Fig. 9B)。全長を除去したプログラニュリン切断

産物は光誘発網膜視細胞死を抑制したが、PKC 阻害剤 Gö6976 の処置により、

その細胞死抑制作用が消失した (Fig. 9C)。 
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Fig. 9 Purified intermediate poly-granulin and granulins still have the protective effect on 

photoreceptor cells via PKC signal pathway. 

(A) Recombinant progranulin was incubated for 1 h, and then cleaved Progranulin was fractionated 

with centrifugal filter (lane 1 recombinant progranulin, lane 2 cleaved progranulin, lane 3 intermediate 

poly-granulin and granulins). Arrowhead marks the full-length Progranulin. (B) Full-length 

Progranulin and Granulins with intermediate poly-granulins rescued the cell death induced by light 

exposure. Data are shown as mean ± SEM (n = 6 or 9). ##, p < 0.01 versus control; **, p < 0.01 versus 

vehicle (Tukey’s test). (C) Purified intermediate poly-granulin and granulins were added to 661W cells 

with PKC inhibitor (Gö6976), and white fluorescent light were irradiated for 24 h. PKC inhibitor 

diminished the protective effects. Data are shown as mean ± SEM (n = 5). ##, p < 0.01 versus control; 
*, p < 0.05 versus vehicle (Student’s t-test). N.S., not significant. 
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3-6 光誘発網膜障害モデルにおけるプログラニュリン及びグラニュリンの発現 

 光照射による障害後の網膜におけるプログラニュリン及びグラニュリンの発

現を明らかにするため、マウス光誘発網膜障害モデルを用いてウエスタンブロ

ット法及び免疫染色による検討を行った (Fig. 10A)。正常網膜と比較して、光照

射から 24、48 時間後の網膜において 10 kDa に位置するグラニュリン (矢印) の

発現が増え、48時間後においては発現量が約 3.4倍に増加した (Fig. 10B, C)。プ

ログラニュリン (矢尻) の産生は正常群と比較して、約 1.7 倍~1.8 倍の増加傾向

を認めた (Fig. 10B, D)。また光照射後 48時間後網膜のプログラニュリンに対す

るグラニュリンの割合は、正常網膜と比較して約 4.3 倍まで増加し、網膜視細

胞障害に伴うプログラニュリンの切断亢進が認められた (Fig. 10B, E)。また、プ

ログラニュリンの切断阻害活性を有する SLPI の発現量は光照射から 48 時間後

の網膜において、約 2.4倍まで増加した  (Fig. 10B, F)。最後に、プログラニュリ

ンの主要な産生源として知られているマクロファージの関与を検討するため、

マクロファージマーカーである Iba-1 の発現量を検討した。Iba-1 の発現量は、

光照射 48時間後の網膜において約 1.5倍に増加した (Fig. 10B, G)。  
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Fig. 10 Expression of progranulin and granulins after excess light exposure. 

(A) Schematic of the experimental protocol. Albino male mice were exposed to white light at 8,000 

lux for 3 h, then Western blot analysis was performed 24 and 48 h after light exposure. (B) Arrowhead 

and arrow indicate the band of Progranulin and Granulin, respectively. (C-G) Quantification analysis 

show the expression level of granulin (C), granulin/progranulin (E), SLPI (F), and Iba-1 (G) were 

increased in the retina after light exposure. The increasing tendency was observed in progranulin 

expression level (D). Data are shown as mean ± SEM (n = 5). *, p < 0.05 versus Normal (Dunnett’s 

test). N, normal; PGRN, progranulin; Grn, Granulin.  
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3-7 光誘発網膜障害モデルにおけるプログラニュリン及びグラニュリンの局在 

 光照射後の網膜におけるプログラニュリン及びグラニュリンの産生細胞を明

らかにするため、マウス光誘発網膜障害モデルの網膜を用いて免疫染色を行っ

た。正常網膜と比較して、光照射 24、48 時間後の網膜において Iba-1 陽性細胞

が網膜外顆粒層において認められた (Fig. 11A, B)。また、光照射後の網膜におい

て増加した Iba-1陽性細胞はプログラニュリン抗体で検出されるシグナルと共局

在した。さらに、網膜外顆粒層における Iba-1陽性及びプログラニュリン陽性の

ダブルポジティブ細胞は、光照射 24、48時間後のいずれのタイミングにおいて

も有意に増加した (Fig. 11C)。 

 

Fig. 11 Co-localization of progranulin/granulins and Iba-1 positive cells.  

(A) Expression of progranulin and macrophage marker (Iba-1) were colocalized after light exposure 

in the ONL. The enlarged image is shown (B). (C) Light exposure enhanced the number of 

progranulin+ Iba-1+ double-positive cells in the ONL. Data are shown as mean ± SEM (n = 3). **, p < 

0.01 versus normal (Dunnett’s test). Scale bars = 50 µm (A) and 20 µm (B). GCL, ganglion cell layer; 

INL, inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer; Pg, progranulin; Nor, normal. 
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第 4節 考察 

本章では、網膜視細胞障害の危険因子である光曝露に焦点を当て、網膜保護

作用を示す薬剤の探索並びに病態進展に関わる因子を検討した。ロピニロール

は光誘発網膜障害モデルに対して、網膜視機能の低下や網膜外顆粒層の菲薄化

を抑制した。また、成長因子グラニュリンはプログラニュリンと同様に網膜視

細胞に対して保護作用を示すことを明らかにした。 

加齢黄斑変性の病態進展には、酸化ストレスが密接に関わることが示唆され

ている (68)。2001 年に公表された米国国立眼病研究所主導の大規模前向き研究 

(AREDS: Age-Related Eye Disease Study) では、ビタミン C、E、β-カロテンなど

の抗酸化物質及び亜鉛を処方することで、後期加齢黄斑変性へ進行を予防でき

ることが示唆された (69)。2013年に発表された AREDS2では、黄斑色素を構成

するカロテノイドであるルテインやゼアキサンチンが加齢黄斑変性のリスクを

抑制することが報告された (70)。また、本章で用いた光誘発視細胞障害におい

ても酸化ストレスの関与が示唆されており、抗酸化剤が網膜視細胞を保護する

有力な治療薬となることが期待されている (71)。このように、加齢黄斑変性の

進展を予防し、視力を維持するためには、酸化ストレスを減弱させることが重

要である。 

ロピニロールを含む非麦角系ドパミンアゴニストは、フリーラジカル捕捉に

よる抗酸化作用を示すことが明らかになっており (44)、パーキンソン病以外の

中枢疾患への応用が期待されている。実際、ロピニロールは iPS 細胞創薬の検

討から ALS 病態を改善させることが報告された (43)。2021 年には ALS を対象

にした医師主導治験において、生存期間の中央値がプラセボ投与群で 22.4 週で

ある一方、ロピニロール投与群で 50.3 週と約 7 か月病気の進行を遅らせること

が報告されている (JMA-IIA00397)。また、ロピニロールは貼付剤としての剤形
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が開発されており、加齢に伴い認知症や嚥下障害を併発した加齢黄斑変性患者

に対して投与面でのメリットがある (72, 73)。したがって、ロピニロールは萎縮

型加齢黄斑変性に対する新規治療薬として有益な効果をもたらすことが期待で

きる。本章では、白色光あるいは青色 LED 光による網膜外顆粒層の菲薄化に対

してロピニロールが抑制作用を示しており、ロピニロールが光照射による酸化

ストレスを減弱したことで網膜視細胞保護作用を示したと推測される。また、

本検討で用いた慢性網膜障害モデルでは、青色 LED の照射を 100 lux に設定し

ており、これはおよそ照明を設置した室内の明るさに相当する。つまり、本モ

デルは日常生活における長期的な光曝露を模倣した疾患モデルであり、8,000 

luxの白色光を照射するモデルよりも自然な病態発症を示すと考えられる。以上

より、加齢による慢性的なストレスに対してロピニロールが予防効果を示すこ

とから、ロピニロールが萎縮型加齢黄斑変性の新規治療薬として有用である可

能性が示された。 

プログラニュリンは、アルツハイマー病 (58) やパーキンソン病 (74) などの神

経変性疾患、あるいは脳虚血障害に起因する神経細胞障害 (75) に対して神経保

護作用を示すことが報告されている。Grn 変異がその発症要因となる前頭側頭

型認知症に対してもプログラニュリンは保護作用を示し、現在はプログラニュ

リン融合タンパク質 (TAK-594; NCT05262023, phase1/2) 、Sortilin 阻害によりプ

ログラニュリン発現を増加させる抗体 (AL001; NCT04374136, phase 3) の臨床試

験が行われている。これらの報告は中枢神経系におけるプログラニュリンの重

要性を示しており、中枢神経細胞保護薬としてプログラニュリンを標的とした

薬剤が将来開発されることが十分に期待できる。しかし、プログラニュリンは、

炎症環境下で増加するエラスターゼによって切断を受けるため、炎症が惹起さ

れている神経変性疾患においてはグラニュリンが組織中に存在する可能性が高
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い。つまり、神経変性疾患へのプログラニュリンの治療応用を考える上ではグ

ラニュリンの役割を解明することは非常に重要である。本章では、プログラニ

ュリン切断後産物であるグラニュリンはプログラニュリンと同程度の網膜視細

胞保護作用を示すことを明らかにした。さらに、これらの視細胞保護作用は

PKC シグナルを介していることが示唆された。グラニュリン中間産物の機能に

ついては、ほんど明らかになっていないが、Tang らは 3 つのグラニュリン組み

換え体がプログラニュリンと同様の tumor necrosis factor receptor (TNFR) 2阻害活

性を示すことを報告している (63)。したがって、今回エラスターゼとの反応に

より作製したグラニュリン及びグラニュリン中間産物は、切断されても視細胞

保護に必要な活性部位を保持していると考えられる。上記のことから、プログ

ラニュリンによる視細胞保護作用はグラニュリンドメインが持つ活性部位に起

因している可能性が高く、今後は活性部位の同定や、活性部位のみで構成され

る修飾グラニュリンの開発が重要である。 

本章で得られた結果から、プログラニュリン及びグラニュリンに着目した網

膜疾患への治療応用として、マクロファージを標的にした治療戦略を提示した

い。プログラニュリン及び切断産物グラニュリンは視細胞に対して保護作用を

持つこと、さらに網膜におけるこれらの発現はマクロファージが主要な産生源

であることから、マクロファージ由来プログラニュリン発現を増加させること

が治療に繋がると考えられる。マクロファージの集積は萎縮型加齢黄斑変性に

おける特徴の一つである (76)。萎縮型加齢黄斑変性モデルにおいてマクロファ

ージを枯渇させると網膜障害が抑制されることから、マクロファージは病態進

行に強く寄与することが分かる (77)。一方、マクロファージは免疫細胞として

機能し、生体機能の恒常性を維持には必須であるために、マクロファージその

ものを枯渇させることは治療法として現実的でない。プログラニュリンは、マ
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クロファージからの炎症性サイトカインや補体産生を負に制御することが分か

っている (78)。上記のことを踏まえると、マクロファージにおけるプログラニ

ュリンの分泌促進は、視細胞保護的なプログラニュリン及びグラニュリンの産

生増加に加えて、マクロファージの炎症性フェノタイプを抑制できる可能性が

ある。 

本章の研究成果により、ロピニロールが光障害による網膜視細胞変性を抑制

し得ること、また、プログラニュリン及びグラニュリンが、網膜視細胞障害を

抑制できる治療ターゲットとして有用であることが示された。第 2 章では、網

膜視細胞に二次的な障害を誘発する網脈絡膜血管疾患に着目し、その病態機序

解明と新たな治療標的の探索を目指した。  
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第 2章 網脈絡膜血管疾患における BTBタンパク質の役割 

第 1節 緒言 

 網膜病変の中には、眼に栄養や酸素を送る循環系が障害されることで発症及

び進展する病変がいくつか存在する。眼組織へ栄養供給する眼動脈は、内頸動

脈から分岐し、視神経とともに眼窩内へと入った後に、網膜中心動脈と毛様体

動脈に分かれる (Fig. 12)。網膜中心動脈は網膜内層に栄養を供給した後、網膜

中心静脈を通って流出する。一方、短後毛様動脈は強膜を通って眼内へ入り、

脈絡膜に分布することで網膜視細胞及び網膜色素上皮細胞に栄養を供給し、渦

静脈を介して眼外に流出する。滲出型加齢黄斑変性や網膜静脈閉塞症などの眼

血管疾患においては、脈絡膜血管や網膜静脈血管の恒常性が破綻することで異

常血管新生や網膜浮腫が形成され、最悪の場合には失明に至る。抗 VEGF 薬は、

これらの網脈絡膜血管疾患における網膜浮腫の抑制を目的に使用されている。

2022年にはVEGFとアンジオポエチン-2を阻害するバイスペシフィック抗体 (バ

ビースモ®; 一般名 ファリシマブ) が中心窩下脈絡膜新生血管を伴う加齢黄斑変

性及び糖尿病黄斑浮腫に対して承認された。しかし、抗 VEGF 薬に対して耐性

を持つ患者が一定数存在しており、未知の病態制御因子が病態形成に大きく寄

与していることが考えられる (27, 33)。また、抗 VEGF薬はあくまで対症療法で

あり、再燃を繰り返す場合には、侵襲的な硝子体内注射を長年にわたり受けな

ければならない。さらに、長期的な抗 VEGF 薬投与は、網膜視機能へ悪影響を

Fig. 12 Ocular circulation 
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与えることが示唆されている (79–82)。したがって、抗 VEGF薬のこれら課題を

解決できる新たな網脈絡膜血管疾患の治療薬創出が望まれている。 

 近年、E3ユビキチンリガーゼ複合体足場タンパク質である Cullin 3 (CUL3) が

血管新生に非常に重要な役割を担うことが明らかになった。CUL3は Bric-a-brac, 

Tramtrack and Broad Complex (BTB) タンパク質とい

うアダプタータンパク質と複合体を形成すること

で、標的基質タンパク質をユビキチン化し、分解

へと導く (Fig. 13)。ヒトでは 183種の BTBタンパ

ク質が報告されている。CUL3-speckle-type POZ 

protein (SPOP)-death-domain associated protein (DAXX) 軸は血管内皮細胞における

vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) 発現量を制御し (83)、CUL3- 

potassium channel tetramerisation domain-containing 10 (KCTD10)-Ras Homolog 

Family Member B (RhoB) 軸は血管内皮細胞のバリア機能を制御する (84)。この

ように、CUL3 は標的とする基質によって BTB タンパク質を組み替えることで、

多様な血管新生制御機構を発揮すると考えられている。BTB タンパク質の中で

も、ankyrin repeat and FYVE domain containing 1 (ANKFY1) は human umbilical vein 

endothelial cells (HUVEC) 細胞における接着因子インテグリン β1の細胞内局在の

制御に重要であることが報告される (85)。しかし、眼血管内皮細胞における

ANKFY1 の役割は明らかになっておらず、細胞増殖、遊走などの血管新生プロ

セスに与える影響は不明である。 

興味深いことに VEGF-Notch シグナルバランスを制御する BTB タンパク質と

して B-cell CLL/lymphoma 6 member B protein (BCL6B/BAZF/ZBTB28/ZNF62) が

同定された (86)。Notchシグナルは、血管新生を阻害する機構として知られてお

り、γ-セクレターゼによる切断を受けた Notch 細胞内ドメイン (NICD: Notch 

基質

BTBタンパク質

Cullin-3
Ub
Ub
Ub

分解

E2

Fig. 13  

BTB-CUL3 ubiquitin ligases 
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intracellular domain) が C promotor-binding factor 1 (CBF-1) と結合することで Notch

標的遺伝子を発現誘導し、血管新生を阻害する。VEGF 刺激により発現が増加

した BCL6B は、CBF1 と複合体を形成し、CUL3 によるポリユビキチン化を介

して CBF1 を分解する。この一連の流れにより BCL6B は VEGF-Notch バランス

を制御し、血管新生を促進する。眼血管新生病態においては Notch シグナルが

減弱することが報告されており (87)、Notchシグナル活性化は網膜血管新生の阻

害へと繋がる (88, 89)。以上の報告は、網脈絡膜血管疾患における VEGF-Notch

シグナルバランスの破綻に、BCL6B が密接に関与している可能性を示すが、

BCL6Bが網脈絡膜血管疾患の病態進展に及ぼす影響は明らかになっていない。 

 本章では、網脈絡膜血管疾患の病態進展を制御する新たな病態制御因子の同

定を目的に検討を行った。まず、眼血管内皮細胞における ANKFY1 の機能を検

討した。さらに、サルレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル及びマウス網膜静脈

閉塞症モデルを用いて、BCL6B が異常血管新生や網膜浮腫の形成に及ぼす影響

を検討した。 

 

第 2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 

 クラビット®点眼液 0.5%は参天製薬株式会社、fluorescein isothiocyanate (FITC)

標識デキストラン (分子量: 2,000 kDa) はSigma-Aldrich、Lipofectamine RNAiMAX、

Opti-MEMは Thermo Fisher Scientific、recombinant human VEGF165は R&D systems、

塩化マグネシウム (magnesium chloride: MgCl2)、塩化カルシウム (calcium 

chloride: CaCl2) は富士フィルム和光純薬株式会社、Matrigel® Growth Factor 

Reduced (GFR) は Corning (Corning、NY、USA)、normal goat serum、M.O.M. 
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Immunodetection Kitは Vector Labsよりそれぞれ購入した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

本実験では、日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka、Japan) より購入した 8 週

齢雄性 ddY マウス及び日本チャールス・リバー株式会社 (Yokohama、Japan) よ

り購入した 8 週齢雄性 C57BL/6J マウスを用いた。BCL6B 欠損マウス (90) は、

C57BL/6J マウスと 6世代以上のバッククロスを行い、同腹仔を実験に使用した。

第 1章 2-2-1と同様の方法でマウスを飼育した。実験を行うにあたっては、岐阜

薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受けた

上で実施した。また、遺伝子組み換え動物は、岐阜大学バイオセーフティ委員

会に遺伝子組み換え実験申請を行い、許可を得て使用した。 

3-5年齢の雄性カニクイザルの飼育及び実験は、株式会社新日本科学にて実施

した。ステンレス製ケージ (奥行 680 × 幅 620 × 高さ 770 mm) 内で、23～29°C、

湿度 30～70%の環境で飼育した。1 時間に 15 回換気を行い、7 時～19 時の人工

照明のもと、自動給水装置により自由飲水させた。また、約 108 g (約 12 g × 9

個) の固形資料 (HF Primate J 12G 5K9J，ロット番号 APR12211及び MAY18211，

Purina Mills, LLC) を 1 日 1 回与えた。サルを用いた試験は、株式会社新日本科

学の動物実験委員会により承認されており、同社動物実験規程に従って実施し

た。なお、試験施設は AAALAC International により認証されている。 

 

2-2-2 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル 

2-2-2-1 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルの作成 

 ミドリン®P 点眼液をマウスの眼に点眼して散瞳させた。ケタミン及びキシラ
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ジンの混合液 7:1を生理食塩水で 10倍希釈したものを筋肉内投与 (10 mL/kg) し

た。麻酔後は眼表面の乾燥を防ぐために、ヒアレイン点眼液 0.1%を点眼した。

カバーガラスを眼表面に接触させることで眼底を観察しながら、レーザー光凝

固装置 (MC-500; NIDEK、Tokyo、Japan) を用いてレーザーを照射した。レーザ

ーは、視神経乳頭の周辺に等間隔で 6発、波長 647 nm、照射スポットサイズ 50 

µm、照射時間 0.1 s、出力 120 mWの条件で行った。グアナベンズは生理食塩水

に希釈し、レーザー照射日から 14日間、1日 2回、腹腔内投与した。 

 

2-2-2-2 脈絡膜血管新生面積の評価 

 レーザー照射から 14 日後、ケタミン及びキシラジンの混合液 7:1 を生理食塩

水で 10倍希釈したものを筋肉内投与 (10 mL/kg) し、20 mg/mLの FITC-デキスト

ラン (分子量: 2,000 kDa) を 0.5 mL尾静脈内投与した。デキストラン投与から 5

分後、マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、眼球を摘出した。眼球は 4% PFA

含有 0.1M PB (pH 7.4) で 12時間固定した。その後、眼球から角膜、水晶体、網

膜を除去し、網膜色素上皮-脈絡膜-強膜複合体に 6 ヶ所切り込みを入れ、

Fluoromount で封入することでフラットマウントを作製した。フラットマウント

は、共焦点顕微鏡 (Fluoview FV10i; オリンパス株式会社) により撮影した。取得

した画像は脈絡膜血管新生の周囲を囲み、その面積を脈絡膜血管新生面積とし

た。 

 

2-2-3 細胞培養 

 ヒト網膜毛細血管内皮細胞 (HRMEC: human retinal microvascular endothelial 

cells) は Cell Systems (Kirkland、WA、USA) よ り 購 入 し た 。HRMEC は

CultureBoost-Rを含む complete classic medium (Cell Systems) に、100 U/mL ペニシ
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リン、100 μg/mL ストレプトマイシンを添加して、37°C、5% CO2中で培養を行

った。培養器材は attachment factor (Cell Systems) で予めコートしたものを使用し

た。継代数 3から 9の培養細胞を実験に用いた。 

 

2-2-4 RNA干渉 

HRMECは 4.0 × 104 cells/mLの密度で播種し、37°Cで 24時間培養した。培養

後、抗生物質不含培地へ培地交換した。ANKFY1 siRNA (25 nM) 又は BCL6B 

siRNA (25 nM) 、Lipofectamine RNAiMAX及び Opti-MEMの混合溶液を作製し、

培地に添加してトランスフェクションした。ANKFY1 siRNAは 24時間、BCL6B 

siRNA は 48 時間トランスフェクションした。ネガティブコントロールとして

control siRNA (SIC-001; Sigma-Aldrich) を用いた。ANKFY1 siRNA 及び BCL6B 

siRNAの配列は以下の通りである。 

ANKFY1 siRNA, 

5’-GAUGUGAGAAGGGUGUUAU-3’(sense) 

5’-AUAACACCCUUCUCACAUC-3’(antisense) 

BCL6B siRNA,  

5’-ACACCAAAGUGCACUACCAtt-3’(sense) 

5’-UGGUAGUGCACUUUGGUGUtt-3’(antisense) 

 

2-2-5 細胞生存性評価 

 HRMEC は 3×104 cells/mL の細胞密度で 96 well プレートに播種した。24 時間

の培養後、2-2-4 に従って ANKFY1 siRNA、BCL6B siRNA を導入した。その後、

CultureBoost-R を含まない 10% FBS 含有 Complete medium に培地交換した。24

時間インキュベートした後、VEGF (10 ng/mL) を添加して、さらに 48時間イン
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キュベートした。Cell Counting Kit-8 溶液を 10 μL ずつ添加して 2 時間培養し、

Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific) を用いて 450 nmの吸光度 (対照波長 650 

nm) を測定した。 

 

2-2-6 スクラッチアッセイ 

 HRMEC は 3×104 cells/mL の細胞密度で 24 well プレートに播種した。24 時間

の培養後、2-2-4 に従って ANKFY1 siRNA を導入した。その後、CultureBoost-R

を含まない 1% FBS 含有 Complete medium に培地交換した。6時間インキュベー

トした後、P1000 ピペットチップを用いて Well の中央線上に存在する細胞を剥

離した。PBS にて洗浄後、培地交換を行い、オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-

X710) を用いてスクラッチした部分を撮影した。さらに 24 時間培養後、同様の

箇所を撮影し、画像を取得した。1well あたり 4 ヶ所撮影し、細胞が存在しない

場所の面積を測定した。 

 

2-2-7 細胞表面ビオチン化アッセイ 

 HRMEC は 2-2-4 に従って ANKFY1 siRNA を 24 時間トランスフェクションし

た。MgCl2 1mM、CaCl2 0.1 mMを含む PBS (PBS/MgCl2/CaCl2) で細胞を洗浄し、

0.5 mg/mLの EZ-Link Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo Fisher Scientific) を 4°C で 1時

間反応させた。その後、PBS/MgCl2/CaCl2 に希釈した 50 mM グリシンを加えて

4°C で 3 分間反応させることでビオチン化反応を停止した。第 1 章 2-2-12 に従

って作製した細胞溶解液を細胞へと添加し、4°C、12,000 × g で 20 分間遠心し

た。Dynabeads M-280 Streptavidin (Thermo Fisher Scientific) はビオチンとの反応前

に、0.01% Tween-20 含有 PBS で 2 回洗浄したものを用いた。遠心後のサンプル

の上清に Dynabeads M-280 Streptavidinを加えて、4°Cで 3時間反応させた。反応
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後、磁石で分離したDynabeads M-280 Streptavidinを細胞溶解液で3回洗浄した。

その後、磁石で分離したサンプルを 3-Melcapto-1,2-propandiol を含む Sample 

buffer (x4) と混合して、100°Cの熱湯で 5分間煮沸し、2-2-16に従ってウエスタ

ンブロットによる解析を行った。 

 

2-2-8 管腔形成 

 HRMEC は管腔形成の試験を行う前に、CultureBoost-R を含まない 1% FBS 含

有 complete classic medium で 12時間培養した。Matrigel® GFR は 96 wellプレー

トに 50 μL ずつ添加し、37°C で 1 時間インキュベートすることでゲル化した。

細胞数 1.0 ×104の HRMECをゲル上に播種し、6時間インキュベートすることで

管腔を形成した。培養後、Calcein-AM (株式会社同仁化学研究所) で生細胞を染

色し、明視野及び蛍光画像をオールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-X710) で撮影した。

管腔形成の程度は、ImageJ Angiogenesis Analyzerプラグイン (NIH, Bethesda, MD, 

USA) を用いて、メッシュ数、分岐数、全管腔長を解析した。 

 

2-2-9 細胞免疫染色 

 2-2-4に従って HRMECに BCL6B siRNAを導入し、8 wellチャンバースライド 

(SCS-N08、松波硝子工業株式会社) で培養し、コンフルエントになるまで毎日

培地交換を行った。コンフルエントに達した HRMEC に対して、VEGF (10 

ng/mL) を添加して、さらに 24 時間インキュベートした。CaCl2 (0.2 mM) 及び

MgCl2 (2.0 mM) を含む PBS (PBS c/m) を用いて、培養細胞を洗浄した。PBS c/m

に溶解した 4% PFA を用いて、室温で 10 分間固定した。PBS c/m で洗浄後、

0.3% Triton X-100を含む PBS c/mを用いて、室温にて 5分間の細胞透過性処理を

行った。5% horse serum含有 PBS c/mにて 1時間ブロッキングを行った。ブロッ
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キング後、5% horse serum に希釈した rabbit anti-VE-Cadherin antibody (1:250; 

Abcam、Cambridge、UK) を用いて 4°Cで一晩反応させた。二次抗体は 5% horse 

serumに希釈し、室温にて 1時間反応させた。核染色は、Hoechst 33342 (1:1000) 

用いて行った。二次抗体には Alexa Fluor® 546-conjugated donkey anti-rabbit IgG 

(1:1000; Thermo Fisher Scientific) を用いた。ProLong (Thermo Fisher Scientific) に

て封入後、レーザー走査型共焦点蛍光顕微鏡 (FV3000; オリンパス株式会社) に

て撮影を行った。VE-Cadherinシグナル輝度値の解析には ImageJ を用いた。 

 

2-2-10 カニクイザルレーザー誘発脈絡膜血管新生モデル 

 ミドリン®P 点眼液を点眼して散瞳していることを確認した後、ケタミン及び

キシラジンの混合液 7:1を筋肉内投与 (0.2 mL/kg) して麻酔を導入した。コンタ

クトレンズ (セントラリスダイレクト: Volk Optical Inc.) の接眼部にスコピゾル眼

科用液 (千寿製薬株式会社、Osaka、Japan) を適量滴下することで接眼した。レ

ーザー照射は、マルチカラーレーザー光凝固装置 (MC-500，株式会社ニデック) 

を用いて、中心窩を避けた黄斑周囲に 8 ヵ所照射した。レーザーの照射条件は、

緑色レーザー波長 532 nm、照射スポットサイズ 80 µm、照射時間 0.1 s、出力

1000 mW とした 。レーザー照射後はクラビット®点眼液 0.5%を照射翌日より 1

日 1回、3日間投与した。 

 

2-2-11 カニクイザルを用いた光干渉断層画像撮影及び硝子体内投与 

 カニクイザルの網膜層は、光干渉断層計 Spectralis OCT2 (Heidelberg 

Engineering, Heidelberg, Germany) を用いて光干渉断層画像を取得した。BCL6B 

siRNAは、アテロコラーゲン (AteloGene® Systemic Use; KOKEN、Tokyo、Japan) 

を用いて硝子体内投与した。氷冷下で、BCL6B siRNA 200 µM 調製液を
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AteloGene と 1:1 の割合で調製し、気泡を避けるためピペットを用いて穏やかに

混合した。4°C、10,000 rpm、1 分間の条件で遠心して脱泡を行い、これを 100 

µM投与液とした。siRNAと AteloGene®の混合液は、レーザー照射 1週間前、1

週間後及び 3 週間後、計 3 回の投与を行った。感染予防のため、硝子体内投与

の 3 日前から毎日 1 回、クラビット®点眼液 0.5%を点眼投与した。作製した

BCL6B siRNAはヒト及びサルに交差性があり、免疫原性回避のためメチル化修

飾を施している。BCL6B siRNAの配列は以下の通りである。 

BCL6B siRNA, 

5’-ACACCAAAGUGCACUACCAtt-3’(sense) 

5’-UGGUAGUGCACUUUGGU(M)G(M)U(M)tt-3’(antisense) 

 

2-2-12 マウス網膜静脈閉塞症モデル 

ケタミン (120 mg/kg) 及びキシラジン (6 mg/kg) の混合麻酔液を生理食塩液で

10倍希釈したものを、大腿筋肉内へ投与 (10 mL/kg) することで麻酔を施し、光

増感剤ローズベンガル (20 mg/kg) を尾静脈内に 0.15 mL 投与した。ローズベン

ガルは、特定波長の光照射後、光化学反応により産生された活性酸素、主に一

重項酸素が血管内皮を障害、血小板主体の血栓を引き起こす光増感剤である。

ローズベンガルを投与後、5 μLのミドリン®P点眼液により散瞳させ、眼球の乾

燥を予防するためにヒアレイン®点眼液 0.1%を施した。マウス眼底撮影装置

Micron IV (Phoenix Researchlabs、Pleasanton、CA、USA) にレーザー照射装置 

(MERIDIANAG、ierigutstrasse、Switzerland) を装着し、マウス右眼の視神経乳頭

から 3 乳頭径離れた静脈にレーザーを照射することで静脈を閉塞させた。ddY

マウスに対して、静脈 1 本あたり 10-20 回レーザー照射 (波長: 532 nm、レーザ

ー出力: 50 mW、照射時間: 5 s、スポットサイズ: 50 μm) を行った。C57BL/6Jマ
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ウスに対して、静脈 1 本あたり 20-30 回レーザー照射 (波長: 532 nm、レーザー

出力: 130 mW、照射時間: 0.3 ms、スポットサイズ: 50 μm) を行った。静脈は 1

眼につき 3 本閉塞させ、眼底画像によりレーザー照射した静脈が完全に閉塞し

ていることを確認した。 

 

2-2-13 マウス網膜静脈閉塞症モデルに対する薬剤の硝子体内投与 

硝子体内投与を行うために、34G のナノパスニードル (テルモ株式会社、

Tokyo、Japan) を微細チューブの先に装着し、チューブ内に薬液を充填して、チ

ューブの逆側にハミルトンシリンジを装着した投与針を準備した。siRNA は、

Control siRNA (SIC-001; Sigma-Aldrich) または BCL6B siRNAを Invivofectamine 3.0 

reagentと混合して 12.5 µMとしたものを投与した。抗 VEGF 抗体 [goat polyclonal 

anti-mouse VEGF164 antibody (Catalog # AF-493-NA)] は PBS に溶解して 200 μg/mL

に希釈したものを用いた。本検討で使用した抗 VEGF 抗体は、HUVEC の増殖

を濃度依存的に抑制し、中和活性を有することが報告されている。マウスはケ

タミン (120 mg/kg) 及びキシラジン (6 mg/kg) の混合麻酔液を生理食塩液で 10倍

希釈したものを大腿筋肉内へ投与 (10 mL/kg) することで麻酔を施し、角膜の縁

をピンセットで持ち上げ、角膜輪部から後眼部側に針を刺し、siRNA 又は抗

VEGF 抗体を 2 μL 投与した。炎症の予防としてクラビット®点眼液 0.5%を投与

直後に 5 μL点眼した。BCL6B siRNAの配列は以下の通りである。 

BCL6B siRNA  

5’-GAGGACAAGCCCUAUAAAUtt-3’ (sense) 

5’-AUUUAUAGGGCUUGUCCUCtt-3’ (antisense) 

 

2-2-14 リアルタイム RT-PCR法による解析 
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2-2-14-1 RNA抽出 

RNA 抽出には、NucleoSpin® RNA (タカラバイオ株式会社) を用いた。培養細

胞からの RNA抽出の際は、各 Wellに 350 µLの RA1を加えて抽出した。マウス

網膜からのRNA抽出の際は、マウスを頸椎脱臼にて安楽死させ、摘出した眼球

から網膜を単離した。単離した網膜は 1.5 mL チューブの中に入れ、液体窒素に

て急速凍結した。サンプルは RNA 抽出まで-80 ºC に保存した。網膜サンプルは、

ホモジナイザー (マイクロテック・ニチオン株式会社) を用いて氷冷下で粉砕及

び均一化した後、タンパク質除去用のシリカメンブランカラムに移し、11,000 

× g で 1 分間遠心した。カラムを取り除き、ろ液に 350 µL の 70% エタノールを

加え、十分に混合した後、RNA 吸着用のシリカメンブランカラムに移し、

11,000 × g で 30 秒間遠心した。新しいチューブにカラムを移し、350 µL の脱塩

用溶液 MDB buffer を加え、11,000 × g で 1 分間遠心した。 その後、90 µL の 

Reaction buffer for rDNAse と 10 µL rDNase の希釈溶液を加 え、室温で 15 分間イ

ンキュベートした。200 µLの Buffer RAW2 を加え、11,000 × g で 30 秒間遠心し

た。回収用チューブを交換し、700 µLの Buffer RA3を加え、11,000 × g で 30 秒

間遠心した。さらに、回収用チューブを交換し、250 µLの Buffer RA3 を加え、

11,000 × g で 2 分間遠心した。最後に、RNA 溶液回収用のチューブにカラムを

セットし、30-60 µLの RNase-free H2Oを加え、11,000 × g で 1 分間遠心し、RNA

を抽出した。  

 

2-2-14-2 RNA逆転写 

RNA 濃度は Nano Vue Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB、Uppsala、Sweden) 

を用いて、260 nm 波長の分光測定から算出し、RNase-free H2O を加えて、各サ

ンプルの RNA濃度が等しくなるよう調製した。RNA逆転写には Prime Script RT 
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reagent Kit (タカラバイオ株式会社) を用いた。抽出した 6.5 µLの RNAに 2 µLの

5×Prime Script Buffer (for Real Time)、0.5 µL の Prime Script RT Enzyme Mix Ⅰ、0.5 

µLの Oligo dT Primer (50 µM)、0.5 µLの Random 6 mers (100 µM) を加え、混合し

た。その後、Takara PCR Thermal Cycler Dice® Gradient (タカラバイオ株式会社) 

を用いて、37°C で 15 分間の逆転写反応、続いて 85°C で 5 秒間の逆転写酵素失

活反応を行い、cDNA を作製した。  

 

2-2-14-3 リアルタイム RT-PCR法 

リアルタイム RT-PCR 法には、TB Green Premix Ex TaqII 又は TB Green Fast 

qPCR Mix (タカラバイオ株式会社) を用いた。SYBR® Premix EX TaqⅡ (Tli 

RNaseH Plus) 10 µL に各プライマー (0.2 µM)、RNase-free H2O、cDNA 溶液を加

え、全量を 20 µLに調製した。その後、Thermal Cycler Dice Real Time System (タ

カラバイオ株式会社) を用いて、95°C、30 秒間を 1 サイクル、95°C で 5 秒間、

60°Cで 30秒間を 40サイクルの PCR反応を行った。使用したプライマーの配列

を以下に示す。  

ANKFY1 (human) 

Forward, 5’-AGCCTCAAAGATTCCCGAGACC-3’  

Reverse, 5’-CGTCCTGAGTCCTGCTGACATT-3’ 

BCL6B (human) 

Forward, 5’-CGGGAAGTGAATTTTTCAGC-3’  

Reverse, 5’-TGGTAAGGCTTTTCCCCTGT-3’  

β-actin (human) 

Forward, 5’-TCAAGATCATTGCTCCTCCTG-3’  

Reverse, 5’-CTGCTTGCTGATCCACATCTG-3’ 
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Hes (human) 

Forward, 5’-ACGTGCGAGGGCGTTAATAC-3’  

Reverse,5’-GGGGTAGGTCATGGCATTGA-3’ 

Hey2 (human) 

Forward, 5’-AAGGCGTCGGGATCGGATAA-3’  

Reverse, 5’-AGAGCGTGTGCGTCAAAGTAG-3’ 

VEGFR1 (human) 

Forward, 5’-CACCAAGAGCGACGTGTG-3’ 

Reverse, 5’-TTTTGGGTCTCTGTGCCAG-3’ 

BCL6B (mouse) 

Forward, 5’-ATCTTCCTAAATGGAGGTGAGTTGTC-3’  

Reverse, 5’-TTCGAACCCAGGCAAACC-3’ 

GAPDH (mouse) 

Forward, 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’  

Reverse, 5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 

 

2-2-15 組織学的評価 

マウスを頸椎脱臼にて安楽死させ、マウス眼球を摘出した。その後、第 1 章

2-2-3 に従って組織切片の作製とヘマトキシリン・エオジン染色を行い、オール

インワン蛍光顕微鏡 (BZ-X710) を使用して撮影した。平均 INL 厚は、視神経乳

頭から鼻側・耳側に 480、720、960 μm (計 6ヶ所) の INL厚を用いて算出した。  

 

2-2-16 ウエスタンブロット法 

第 1 章 2-2-12 に従って、サンプルを調製し、ウエスタンブロット法による評
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価を行った。培養細胞からタンパク質を抽出する際は、各 well に細胞溶解液を

加えた。マウス網膜からタンパク質を抽出する際は、マウスを頸椎脱臼にて安

楽死させ、摘出した眼球から網膜を単離した。単離した網膜は 1.5 mLチューブ

の中に入れ、液体窒素中で急速凍結した。サンプルはタンパク質抽出まで-80°C

に保存した。 

一次抗体には、rabbit anti-phospho-VEGFR2 Tyr1175 (1:1000; Cell Signaling 

Technology、Danvers、MA、USA)、rabbit anti-VEGFR2 (1:1000; Cell Signaling 

Technology)、rabbit anti-phospho-phospholipase C-γ (PLCγ) Tyr783 (1:1000; Cell 

Signaling Technology)、rabbit anti-PLCγ (1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit 

anti-phospho-protein kinase B (Akt) Ser473 (1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit 

anti-Akt (1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit anti-phospho-endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS) Ser1177 (1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit anti-eNOS 

(1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit anti-Bax (1:1000; Millipore)、rabbit anti-

Bcl-2 (1:1000; Abcam)、mouse anti-β-actin (1:2000; Sigma-Aldrich)、mouse anti-

tumor necrosis factor-α (TNF-α) (1:1000; Santa Cruz Biotechnology)、mouse anti-

VEGF (1:200; Santa Cruz Biotechnology)、mouse anti-CBF1 (1:200; Santa Cruz 

Biotechnology)、mouse anti-NICD (1:1000; Cell Signaling Technology)、rabbit anti-

neuron-glial antigen 2 (NG2) (1:1000; Abcam)、rabbit anti-VE-Cadherin (1:100; 

Abcam)、rabbit anti-claudin5 (1:1000; Thermo Fisher Scientific) antibodyを用いた。

二次抗体には、HRP-conjugated goat anti-rabbit antibody (1:1,000)、HRP-conjugated 

goat anti-mouse antibody (1:1,000) を用いた。 

 

2-2-17 マウス網膜の免疫染色 

2-2-17-1 網膜組織の凍結切片作製 
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マウス眼球を摘出し、4% PFA含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて 48時間 4°Cで固定

した。ついで、5、10、15、20% スクロース含有 0.1M PB (pH 7.4) 液にそれぞれ

4°Cで 2時間静置し、25%スクロース含有 0.1 M PB (pH 7.4) 液に 24 時間 4°Cに

て保存した。さらに、液体窒素を用いて O.C.T compoundにより凍結包埋し、薄

切するまで-80°C にて保存した。クライオスタット (Leica Biosystems) を用いて、

-20°C 中で厚さ 10 μm の網膜切片を作製し、MAS コーティングされたカバーグ

ラス (松波硝子工業株式会社) にのせ、免疫染色まで-80°Cで保存した。 

 

2-2-17-2 網膜フラットマウントの作製 

 マウス尾静脈から 20 mg/mL の FITC-デキストラン (分子量: 2,000 kDa) を 0.5 

mL尾静脈内に投与した。眼球を摘出後、4% PFA含有 0.1 M PB (pH 7.4) にて 10

分間 4°C で固定した。角膜・水晶体を含む前眼部を除去して、さらに 10 分間

4°Cで固定した。組織固定後、4か所の切り込みを入れたフラットマウントを作

製し、免疫染色を行った。 

 

2-2-17-3 免疫染色 

凍結切片及びフラットマウントは、0.3% Triton X-100 を含む M.O.M. blocking 

reagent (PBS: M.O.M. blocking reagent = 250 μL: 9 μL) 又は 10% goat serumにより 1

時間ブロッキングした。ブロッキング後、一次抗体を用いて 4°C で一晩反応さ

せた。PBS で洗浄後、Hoechst 33342 (1:1,000) を用いて核染色を行った。染色後、

fluoromount又は ProLong (Thermo Fisher Scientific) 及びカバーグラスを用いて封

入した後、レーザー走査型共焦点蛍光顕微鏡 (FV3000; オリンパス株式会社) 又

はオールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-X710; 株式会社キーエンス) にて撮影を行った。

輝度解析では、視神経から 500 μmの位置を撮影後、ImageJを用いて網膜内顆粒
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層における GSの蛍光輝度を解析した。 

一次抗体には、rabbit anti-BCL6B (1:50; 株式会社免疫生物研究所、Gunma、

Japan)、rat anti-CD31 (1:50; BD Pharmingen、San Diego、CA、USA)、mouse anti-

glutamine synthetase (GS) antibody (1:100; Millipore) を用いた。また、血管の標識

には、Alexa Fluor™ 594-conjugated Griffonia Simplicifolia isolectin B4 (1:50; Thermo 

Fisher Scientific) を用いた。二次抗体には Alexa Fluor® 647-conjugated goat anti-

rabbit IgG (1:1000; Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor® 488-conjugated donkey 

anti-rat IgG (1:1000; Thermo Fisher Scientific)、Alexa Fluor® 546-conjugated goat anti-

mouse IgG (1:1000; Thermo Fisher Scientific) を用いた。マウス由来一次抗体を用

いる際、M.O.M. protein concentrate (PBS: M.O.M. protein concentrate = 250 μL: 20 

μL) を用いて、一次抗体及び二次抗体を希釈した。 

 

2-3 統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (standard error of the mean: SEM) で示した。統計

学的な比較は、Statistical Package for the Social Science 15.0 J for Windows software 

(IBM) を用いて行った。2群間の比較は、Student’s t-testまたは Welch’s t-testを行

った。多群間の比較では、one-way analysis of variance (ANOVA) 後に Games-

Howell’s test、Dunnett’s test または Tukey’s test を行った。危険率が 5%未満を有

意差有りとした。  



54 

 

第 3節 実験成績 

3-1 眼血管新生における血管内皮細胞の増殖及び遊走 

網脈絡膜血管新生における血管内皮細胞の役割を明らかにするため、ヒト網

膜毛細血管内皮細胞HRMECを用いてVEGFに対する反応性を検討した。VEGF

添加により、HRMEC の生存性は約 2倍に増加した (Fig. 14A)。スクラッチアッ

セイにより細胞遊走能を解析したところ、VEGFにより細胞遊走が約 1.9倍に増

加した (Fig. 14B)。つぎに、眼血管病変の一つである脈絡膜血管新生と類似した

病態を示すレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルを作製した。新生血管は FITC-

デキストランにより標識した。レーザー照射から 14日後、脈絡膜からの血管新

生が認められた (Fig. 14C, D)。同モデルにおいて高血圧症治療剤であるグアナ

ベンズがラットの脈絡膜血管新生を抑制することから (91)、本検討では陽性対

照薬として使用した。グアナベンズは VEGF 誘発 HRMEC 増殖及び遊走に対し

て抑制作用を示した (Fig. 14A, B)。また、レーザー照射によるモデル作製日か

らサンプリングまで、1日 2回グアナベンズ (0.3、1.0 mg/kg) を腹腔内投与した

ところ、溶媒投与群と比較してグアナベンズ (1.0 mg/kg) 投与群は脈絡膜血管新

生面積の減少が認められた (Fig. 14C, D)。以上より、眼血管内皮細胞の増殖及

び遊走が、血管新生の制御に重要であることが示唆された。  
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Fig. 14 Role of retinal endothelial cell growth and migration in the choroidal neovascularization 

(CNV) formation. 

(A) Quantitative analysis of the CCK-8 assay. Following starvation for 24 h, HRMEC were treated 

with guanabenz for 1 h. Data are shown as means ± SEM (n = 5). **, p < 0.05 vs. Control (two-tailed 

Student’s t-test); ##, p < 0.01 vs. Vehicle (two-tailed Dunnett’s test). (B) Quantitative analysis of the 

scratch assay. Following the starvation for 6 h, HRMEC were scratched and treated with guanabenz. 

Cells were incubated for 1 h and then stimulated with 10 ng/mL VEGF for 24 h. The migrated cells 

were counted. Data are shown as means ± SEM (n = 4). **, p < 0.05 vs. Control (two-tailed Student’s 

t-test); #, p < 0.05 vs. Vehicle; ##, p < 0.01 vs. Vehicle (two-tailed Dunnett’s test). (C) Guanabenz were 

injected intraperitoneally (2 times/day), and mice were subsequently subjected to laser irradiation. 

CNV lesions (green) were visualized with FITC-dextran (MW = 2,000 kDa) perfusion 14 days after 

the laser irradiation. Scale bar = 100 μm. (D) Quantitative analysis of choroidal lesions with guanabenz 

(0.3 or 1.0 mg/kg) administration. Data are shown as means ± SEM (n = 9-11). *, p < 0.05 vs. Vehicle 

(one-tailed Dunnett’s test).   
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3-2 BTBタンパク質 ANKFY1の眼血管内皮細胞における役割 

 ANKFY1 は BTB ドメインを有する BTB タンパク質であり、タンパク質の細

胞内輸送に関わる因子として知られる (92)。また、先行研究において ANKFY1

は HUVEC における血管新生を制御することが報告されている (85)。そこで、

眼血管内皮細胞を用いてBTBタンパク質ANKFY1の役割を検討した。ANKFY1

のノックダウンにより、HRMEC の細胞生存性は 8 割程度に減少した (Fig. 15A, 

B)。つぎに、VEGF 誘発細胞増殖に対する ANKFY1 ノックダウンの影響を検討

した。VEGF (10 ng/mL) 添加 48時間後の HRMECにおいて、細胞生存性が約 1.9

倍に増加した。一方、ANKFY1 siRNAはControl siRNA群と同程度まで細胞生存

性の増加を抑制した (Fig. 15C)。ANKFY1 siRNA処置後の HRMEC において細胞

遊走能を検討したところ、Control siRNA処置群と比較してANKFY1ノックダウ

ンは細胞遊走率を約 2割低下させた (Fig. 15D, E)。つぎに、細胞膜上に存在する

VEGFR2 発現量を検討した。ビオチン標識により回収した細胞膜タンパク質を

ウエスタンブロットにより解析したところ、対照群と比較して、ANKFY1 をノ

ックダウンした HRMEC では、細胞膜上の VEGFR2 発現量が約 3 割減少した 

(Fig. 15F, G)。さらに、ANKFY1 siRNA処置後の血管新生関連タンパク質の変動

を検討した。VEGFR2 の細胞内シグナルである Akt や eNOS のリン酸化は、対

照群と比べてそれぞれ約 4割、約 7割に低下した (Fig. 15H, I)。一方、アポトー

シス調節因子である Baxの発現量は変化しなかった (Fig. 15J)。  
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Fig. 15 ANKFY1 knockdown suppressed HRMEC proliferation and migration. 

(A) RT-PCR analysis of ANKFY1. Data are shown as mean ± SEM (n = 5). **, p < 0.01 versus siCont 

(Student’s t-test). (B) HRMEC proliferation ratio was decreased in ANKFY1 knockdown cells, 

compared to control siRNA transfected cells. Data are shown as mean ± SEM (n = 6). **, p < 0.01 

versus siCont (Student’s t-test). (C) Knockdown of ANKFY1 reduced VEGF-induced cell 

proliferation of HRMEC. Data are shown as mean ± SEM (n = 6). ##, p < 0.01 versus siCont; **, p < 

0.01 versus VEGF-treated siCont (Tukey’s test). (D-E) Effects of ANKFY1 knockdown on HRMEC 

migration. HRMEC transfected with siCont or siANKFY1 were scratched with a pipette tip and 

incubated for 24 hours. Images were captured at 0 and 24 hours after scratching. Scale bar = 500 μm. 

(D) Representative images of HRMEC from the scratch assay treated with siCont or siANKFY1. (E) 

Quantitative analysis of (D). Data are shown as mean ± SEM (n = 3). *, p < 0.05 versus siCont 

(Student’s t-test). VEGF, vascular endothelial growth factor; siCont, control siRNA; siANKFY1, 

ANKFY1 siRNA. (F) Cell surface proteins were labelled with biotin, and pulled down by streptavidin-

conjugated beads. Cell surface VEGFR2 was analyzed by Western blot with anti-VEGFR2. (G) 

Quantification of (F). Data are shown as mean ± SEM (n = 3). **, p < 0.01 versus siCont. (H-J) Western 

blot analysis of Akt (H), eNOS (I) and Bax (J) in HRMEC transfected with the indicated siRNAs. Data 

are shown as mean ± SEM (n = 5). **, p < 0.01 versus siCont; N.S., not significant (Student’s t-test).   
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3-3 血管内皮細胞特異的に発現する BCL6B の血管新生抑制作用 

 BCL6Bは血管内皮細胞特異的な発現を認める BTBタンパク質であり (93)、血

管新生の制御に重要な役割を担うことが推測される。VEGF添加 3時間後及び 6

時間後の HRMEC において、BCL6B messenger RNA (mRNA) の発現が増加した 

(Fig. 16A)。また、VEGF 添加 3、6、12 時間後の HRMEC において、Notch 標的

遺伝子であるHes、Hey2 mRNA発現が低下した (Fig. 16B, C)。HRMECにBCL6B 

siRNAを導入したところ、BCL6B mRNAの発現が3割程度に減少し、Hes mRNA

及び VEGFR1 mRNA発現が増加した (Fig. 16D-F)。つぎに、血管新生に対する作

用を検討するために VEGFR2 とその下流シグナルである PLCγ、Akt、eNOS の

リン酸化についてウエスタンブロットによる発現解析を行った。VEGF 刺激 5

分後の HRMEC では、VEGFR2、 PLCγ 及び eNOS のリン酸化が亢進したが、

BCL6B をノックダウンした HRMEC においては VEGF 刺激によるリン酸化亢進

が有意に抑制した (Fig. 16G-K)。Aktは VEGF 刺激によるリン酸化亢進を認めな

かったが、BCL6B ノックダウンによりリン酸化が抑制された (Fig. 16J)。さらに、

BCL6B をノックダウンした HRMEC を用いて管腔形成評価を行ったところ、メ

ッシュ数、分岐数、全管腔長が有意に減少した (Fig. 16L-O)。 
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Fig. 16 BCL6B depletion suppressed the activation of retinal endothelial cells. 

(A-C) Retinal endothelial cells (HRMEC) were stimulated with VEGF (10 ng/mL). The mRNA 

expression of BCL6B (A) and Notch-related genes (B, C) were analyzed by RT-qPCR. Data are shown 

as the mean ± SEM (n = 6). **P < 0.01 vs. control (Dunnett’s test). (D-F) HRMEC were transfected 

with BCL6B siRNA for 48 h. Graphs showing the relative expression of BCL6B (D), Hes (E) and 

VEGFR1 (F). Data are shown as the mean ± SEM (n = 6). **P < 0.01 vs. control (Welch’s t-test). (G-

K) Downstream of VEGF-VEGFR2 signaling was analyzed by Western blot in HRMEC (G). HRMEC 

were stimulated with VEGF for 5 min. Phosphorylation of VEGFR2 (H), PLCγ (I), Akt (J) and eNOS 

(K) was analyzed. Data are shown as the mean ± SEM (n = 6). **P < 0.01 vs. siCont group; #P < 0.05, 
##P < 0.01 vs. VEGF-treated siCont group (Welch’s t-test). (L-O) Representative images showing tube 

formation in HRMEC transfected with control or BCL6B siRNA (L). Six hours after seeding on the 

Matrigel GFR, living cells were stained with Calcein-AM. The number of meshes (M), number of 

branches (N) and total tube length (O) was measured by angiogenesis analyzer. Data are shown as the 

mean ± SEM (n = 5). **P < 0.01 vs. Control siRNA group (Student’s t-test). Scale bar = 500 μm. 
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3-4 BCL6Bノックダウンが細胞生存性に及ぼす影響 

 BCL6B 発現抑制による管腔形成の阻害が、細胞障害を介したものであるか否

かを検討するために、WST-8 を用いた細胞内代謝活性について評価した。

HRMEC における細胞生存性は BCL6B siRNA により変化しなかった。VEGF 添

加 48 時間後の細胞生存性は約 1.9 倍に増加したが、VEGF 処置をした Control 

siRNA群と VEGF処置をした BCL6B siRNA群の間に有意な差は認められなかっ

た (Fig. 17A)。また、Bax や Bcl-2 などのアポトーシス関連因子の発現量は、

BCL6B siRNA 処置により変化しなかった (Fig. 17B-D)。以上の結果は、BCL6B 

siRNAが細胞生存性に影響を及ぼさないことを示唆している。 

 

Fig. 17 BCL6B siRNA had no cytotoxicity in HRMEC.  

(A) Cell viability assay. HRMEC were transfected with BCL6B, and cell viability was analyzed at 48 

h after VEGF treatment. Data are shown as the mean ± SEM (n = 6). **P < 0.05 vs. Control siRNA 

group; N.S., not significant (Tukey’s test). (B-D) Western blot analysis of apoptosis-related markers, 

Bax (C) and Bcl-2 (D), in HRMEC. BCL6B did not affected the expression levels of apoptotic markers. 

Data are shown as the mean ± SEM (n = 6). N.S., not significant (Student’s t-test).  
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3-5 レーザー誘発脈絡膜血管新生モデルにおける BCL6B siRNAの作用 

 マウスレーザー誘発脈絡膜血管新生モデルの網膜切片を用いてBCL6Bの免疫

染色を行った。脈絡膜からの新生血管の形成は、血管マーカーである IB-4 によ

り検出した。レーザー照射 3 日後の新生血管発生部における IB-4 発現は、

BCL6Bと共局在した (Fig. 18A)。つぎに、霊長類における BCL6B siRNAの抗血

管新生作用を評価するため、カニクイザルを用いたレーザー誘発脈絡膜血管新

生モデルを作製した。本モデルに対して、BCL6B siRNA を 2 週間おきに 3 回投

与した (Fig. 18B)。レーザーは siRNAの最初の投与から 1週間後に照射した。レ

ーザー照射から 5 週後、光干渉断層計を用いて脈絡膜血管新生を評価した。本

試験においては、霊長類に対する免疫反応の軽減を目的に、アテロコラーゲン

を用いた核酸投与を行った。アテロコラーゲンは、抗原性の原因となるテロペ

プチドを除去して精製したコラーゲンであり、その低抗原性から医療用にも用

いられている。アテロコラーゲンは、siRNA と複合体を形成することでリポフ

ェクション法と同等の核酸導入が可能であり、マウス脈絡膜血管新生モデルに

おける siRNAの作用も既に実証されている (94, 95)。光干渉断層計によって得ら

れた画像を基に脈絡膜血管新生の丈を解析したところ、Control siRNA 投与群と

比較して、BCL6B siRNAの投与は脈絡膜血管新生の厚みを有意に抑制した (Fig. 

18C, D)。  
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Fig. 18 BCL6B siRNA suppressed CNV lesion in cynomolgus monkey. 

(A) Immunofluorescent images of BCL6B (green) and endothelial cell marker (IB-4; red) in the retinas 

of normal and CNV model (C57BL/6J mice). Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). INL, 

inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer; Ch, choroid. Scale bar = 50 μm. (B) Experimental design 

for the induction of the CNV model. Cynomolgus monkeys were subjected to BCL6B siRNA 

transfection (3 times/eye) using atelocollagen. Control or BCL6B siRNA were intravitreally injected 

three times per eye (black arrowheads). Laser photocoagulation was performed to induce laser burns. 

Finally, retinal images were captured using optical coherence tomography (OCT) device. (C) 

Representative images of OCT imaging with CNV at 5 weeks after laser irradiation. Scale bar = 200 

µm. (D) Quantitative data shows the thickness of the CNV. Data are shown as the mean ± SEM (n = 

24). #P < 0.05 vs. Control siRNA group (Student’s t-test).  
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3-6 網膜浮腫形成における BCL6Bの役割 

 網膜虚血に起因した網膜内浮腫を生じるマウス網膜静脈閉塞症モデルを用い

て、網膜浮腫形成におけるBCL6Bの役割を検討した。マウス網膜静脈閉塞症モ

デルの網膜において、レーザー照射から 1日後に BCL6B mRNAの発現量がピー

クに達し、正常群と比べて約 10倍に増加した (Fig. 19A, B)。つぎに、網膜フラ

ットマウントを用いたBCL6Bの免疫染色を行った。全血管領域は IB-4、血流の

ある血管領域は FITC-デキストランの灌流により標識した。正常網膜において、

BCL6B 発現は網膜血管と共局在を示した (Fig. 19C)。正常マウスと比較して、

マウス網膜静脈閉塞症モデルでBCL6Bの発現増大を認め、とくに無灌流領域で

著明に増加することが明らかになった (Fig. 19C)。正常マウスに BCL6B siRNA

を硝子体内投与したところ、網膜におけるBCL6B mRNA発現量が低下した (Fig. 

19D)。BCL6B siRNAの硝子体内投与は、溶媒投与群と比較して網膜内顆粒層の

肥厚化を抑制し、その作用は抗 VEGF抗体と同程度であった (Fig. 19E-G)。  
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Fig. 19 BCL6B suppression attenuated the retinal edema in mice. 

(A, B) After laser irradiation, retinal samples were harvested at 12 h, 1, 3, 7 days after laser irradiation. 

Relative expression of BCL6B mRNA was analyzed by RT-qPCR. Data are shown as the mean ± SEM 

(n = 4-5). **P < 0.01 vs. Normal group (Dunnett’s test). (C) Fluorescent images of BCL6B (magenta) 

in flat-mounted retinas. The vascular endothelial cells were labeled with IB-4 (cyan), and the perfusion 

of retinal vessels were visualized with FITC-dextran (green). Scale bar = 100 μm. (D) Retinal samples 

were collected to confirm the knockdown efficiency at 1 day after intravitreal injection of control 

siRNA or BCL6B siRNA (25 μM/eye) using invivofectamine 3.0 reagent. Data are shown as the mean 

± SEM (n = 4). *P < 0.05 vs. control siRNA-treated group (Student’s t-test). (E-G) Representative 

images of retinal sections with H&E staining at 1 day after laser irradiation. BCL6B siRNA (25 

µM/eye) and anti-VEGF antibody (250 µg/mL/eye) was intravitreally injected just after the laser 

irradiation. Scale bar = 50 µm (E). (F) Quantitative data shows the thickness of the INL. Data are 

shown as the mean ± SEM (n = 9-11). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. Normal group; #P < 0.05, ##P < 0.01 

vs. retinal vein occlusion (RVO)-vehicle treated group; $P < 0.05, $$P < 0.01 vs. RVO-vehicle treated 

group (Games-Howell’s test). (G) Quantitative data shows the average thickness of the INL (480-960 

µm from the optic nerve head). Data are shown as the mean ± SEM (n = 9-11). **P < 0.01 vs. Normal 

group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. RVO-vehicle treated group (Games-Howell’s test).  
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3-7 網膜浮腫形成における BCL6Bの役割 

 マウス網膜浮腫形成における BCL6B の役割を検討するため、BCL6B 欠損マ

ウスを用いて網膜静脈閉塞症モデルを作製し、網膜層の変化を解析した (Fig. 

20A)。BCL6B 欠損マウスは野生型と比較して、体重やその生存に大きな変化が

認められない (90)。本モデルは、血管閉塞 3 日後に網膜浮腫がピークとなるこ

とから (96)、血管閉塞 3 日後の網膜組織を評価した。BCL6B+/+マウス群の網膜

内顆粒層は約 1.7倍に肥厚したが、BCL6B+/-及びBCL6B-/-マウスでは肥厚化が有

意に抑制された (Fig. 20B-D)。 

Continued on the next page. 
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Fig. 20 Retinal edema was attenuated in BCL6B-/- mice. 

(A) Experimental design for the induction of RVO model. Three days after laser irradiation, eyecups 

were collected for histological analysis. Adult eight-week-old male and female mice were used. (B-D) 

H&E staining of retina in BCL6B+/+, and RVO model of BCL6B+/+, BCL6B+/-, BCL6B-/-. Scale bar = 

50 μm (B). (C) Quantitative data shows the thickness of the INL. Data are shown as the mean ± SEM 

(n = 7-11). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. BCL6B+/+ mice; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. RVO-BCL6B+/+ mice; 
$P < 0.05, $$P < 0.01 vs. RVO-BCL6B+/+ mice (Games-Howell’s test). (D) Quantitative data shows the 

average thickness of the INL (480-960 µm from the optic nerve head). Data are shown as the mean ± 

SEM (n = 7-11). **P < 0.01 vs. BCL6B+/+ mice; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. RVO-BCL6B+/+ mice (Games-

Howell’s test).  
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3-8 Inner BRBに対する BCL6Bの役割 

 血管内皮細胞やペリサイトから構成される inner BRB は網膜内恒常性の維持

に寄与しているため、その破綻は血管透過性亢進や網膜浮腫の形成に繋がる 

(97–99)。網膜における虚血状態は、TNF-α や VEGF などの発現上昇を介して、

inner BRBを破綻させることが知られている (100)。血管閉塞 3日後の BCL6B+/+

マウスの網膜では、正常群 (BCL6B+/+) と比較して、TNF-α及び VEGFの発現量

がそれぞれ約 6.2 倍、約 9.4 倍に増加した。一方、BCL6B+/-マウス及び BCL6B-/-

マウスの網膜におけるVEGF及び TNF-αの発現増加は抑制された (Fig. 21A-C)。

網膜血管からのペリサイト剥離は、inner BRB の破綻の特徴の一つである (97, 99, 

101)。血管閉塞 3 日後の BCL6B+/+マウス網膜において、ペリサイトマーカー 

(NG2) の発現量は 4割程度に減少したが、BCL6B+/-マウス及びBCL6B-/-マウスで

は、それらの発現低下が抑制された (Fig. 21A, D)。また、inner BRBにおける主

要なタイトジャンクション構成因子である Claudin5 発現量は、血管閉塞後 4 割

程度に低下したが、BCL6B+/-マウス及び BCL6B-/-マウスではそれらの発現低下

が抑制された (Fig. 21A, E)。BCL6Bは CBF1を分解し、CBF1/NICD複合体形成

を阻害することが知られている (86)。血管閉塞 3 日後の BCL6B+/+マウス網膜に

おいて、正常群 (BCL6B+/+) と比較して NICD 及び CBF1 の発現量がそれぞれ 3

割、6 割程度に減少した。一方、BCL6B+/-マウス及び BCL6B-/-マウスでは NICD

及び CBF1の発現低下が抑制された (Fig. 21A, F, G)。 
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Fig. 21 BCL6B deficiency suppressed the decrease of vascular permeability-related factors and 

tight junction-related factors in RVO model. 

(A) Representative blot images showing the expression of TNF-α, VEGF, NG2, Claudin5, NICD and 

CBF1 at 3 days after laser irradiation. (B-G) Quantitative analysis of TNF-α (B), VEGF (C), NG2 (D), 

Claudin5 (E), NICD (F) and CBF1 (G) normalized by β-actin. Data are shown as the mean ± SEMs 

(n = 5-7). *P < 0.05, **P < 0.01 vs. BCL6B+/+ mice; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. RVO-BCL6B+/+ mice 

(Welch’s t-test).  
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3-9 網膜血管内皮細胞の VE-Cadherin発現に対する BCL6B siRNAの作用 

 BCL6B が細胞接着因子 VE-Cadherin の発現量に及ぼす影響を検討するため、

BCL6B をノックダウンした HRMEC についてウエスタンブロット及び免疫染色

を行った。ウエスタンブロットの結果、可溶化画分 (タンパク質抽出液) におけ

る VE-Cadherin発現量は VEGF及び BCL6B siRNA処置による変動を認めなかっ

た (Fig. 22A, B)。一方、免疫染色により検出される VE-Cadherinの蛍光シグナル

は VEGF処置により低下したが、BCL6B siRNAはこの蛍光シグナル低下を抑制

した (Fig. 22C, D)。 

Fig. 22 BCL6B mediated VEGF-induced disruption of cell adhesion in HRMEC. 

(A-B) Total cell lysate were analyzed by Western blotting. (A) Representative immunoblots of VE-

Cadherin and β-actin. (B) Quantitative analysis showed that VEGF stimulation did not affect the 

expression level of BCL6B in HRMEC. BLC6B knockdown also had no effects on VE-Cadherin 

protein expression. Data are shown as the mean ± SEM (n = 3). N.S., not significant (Student’s t-test). 

(C-D) Surface expression of VE-Cadherin was visualized by immunostaining. Cells were fixed at 24 

h after VEGF stimulation. (C) Representative images of VE-Cadherin in HRMEC. Scale bar = 50 μm. 

(D) Quantitative data showed relative intensity of VE-Cadherin was decreased by VEGF, in contrast, 

BCL6B knockdown suppressed the decrease of VE-Cadherin intensity levels. Data are shown as the 

mean ± SEM (n = 3). *P < 0.05 vs. Control siRNA group; #P < 0.05 vs. VEGF-treated Control siRNA 

group (Student’s t-test).   
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3-10 網膜ミュラー細胞活性化に対する BCL6Bの役割 

 Inner BRBの構成細胞である網膜ミュラー細胞は、AQP4 (Aquaporin-4) を介し

て網膜組織内の水分調節を行う (102)。網膜における虚血はミュラー細胞からの

VEGF産生を促進し、同時に AQP4発現量を低下させることで inner BRBの破綻

を引き起こすと考えられている (103–107)。網膜血管閉塞 3日後のBCL6B+/+マウ

スでは、網膜内顆粒層においてミュラー細胞マーカー (GS) のシグナル輝度が正

常群と比較して 2 倍程度に増加した。一方、BCL6B+/-マウス及び BCL6B-/-マウ

スにおいては、正常マウスと同程度まで GS の蛍光輝度が抑制された (Fig. 23A, 

B)。 
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Fig. 23 BCL6B deficiency suppressed the activation of Müller glia. 

(A) Immunofluorescent images of GS (red) in normal, and RVO model of BCL6B+/+, BCL6B+/-, 

BCL6B-/- mice. Nuclei were stained with Hoechst 33342 (blue). GS; marker for Müller glia. (B, C) 

The quantification of the fluorescent intensity for GS (B) in BCL6B+/+, RVO-BCL6B+/+, BCL6B-/- and 

BCL6B-/- mice are shown in A. Data are shown as the mean ± SEM (n = 4). *P < 0.05 vs. BCL6B+/+ 

group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. RVO-BCL6B+/+ mice (Tukey’s test). GCL, ganglion cell layer; INL, 

inner nuclear layer; ONL, outer nuclear layer. Scale bar = 50 μm. 
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第 4節 考察 

 本章では、BTB タンパク質である BCL6B や ANKFY1 が異常血管新生発生に

重要な因子であることを明らかにした。とくに、BCL6B は脈絡膜血管新生や網

膜浮腫など失明に繋がる眼血管病変に関与しており、VEGF-Notch シグナルバ

ランスの制御因子であることを解明した。 

 血管内皮細胞において VEGF の受容体である VEGFR2 の約 60%は細胞膜に局

在し、VEGFR2 は細胞膜とエンドソーム間で Rab5 依存的に輸送される (108, 

109)。また、静止状態の内皮細胞において、細胞膜上の VEGFR2 をシェディン

グから保護するために恒常的なエンドサイトーシス機構が働いていることが報

告されている (108)。VEGFR2 のシェディングが亢進すると、血管内皮細胞は

VEGF 結合ドメインを失い、VEGF による刺激が減弱する (110)。また、エンド

サイトーシスの阻害は、VEGF 刺激による細胞内シグナルの減弱に繋がる (111)。

したがって、血管内皮細胞における血管新生シグナル活性化には、細胞膜上に

おける VEGFR2 受容体発現量と、VEGF 刺激に伴う VEGFR2 の適切なエンドサ

イトーシスが必須である (112)。重要なことに、HUVEC において内在化した

VEGFR2 は ANKFY1 と共局在しており、ANKFY1 が VEGFR2 の輸送に重要な

役割を果たしていることが示唆されている (113)。本研究の結果、ANKFY1を発

現抑制すると細胞膜上の VEGFR2 発現量が低下することを明らかにした (Fig. 

15F, G)。想定される網膜血管内皮細胞におけるANKFY1の役割を図24に示す。

ANKFY1 は HRMEC において、VEGFR2 のトラフィッキング (エンドサイトー

シス、リサイクリング、分解) を制御している可能性がある。VEGFR2の膜輸送

の異常は、VEGFR2 の局在異常や分解を引き起こす可能性がある。PI3K 経路の

下流シグナルである Akt の活性化は、血管内皮細胞の生存、増殖、血管新生に

極めて重要な役割を担う (114)。したがって、ANKFY1発現抑制による網膜内皮
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細胞の血管新生抑制作用は、Akt/eNOS シグナルを介したものであると推測され

る。 

 

網膜浮腫や異常血管新生は、視覚機能を脅かす眼血管病変の共通の特徴であ

る。近年、血管バイオロジーにおける Notch シグナルの重要性が明らかになり 

(87–89)、VEGF-Notch シグナルのバランスは眼血管病変においても大きな影響

を及ぼすことが推測される。網膜血管内皮細胞において、VEGF 刺激により

BCL6B の発現が増加した (Fig. 16A)。血管内皮細胞表面では、VEGF によって

VEGFR2 受容体が刺激されると、細胞内の血管新生関連シグナルや血管透過性

が亢進する。リン酸化された VEGFR2 は、phospholipase C-γ (PLCγ)、protein 

kinase D (PKD)、Akt、p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK) などの下流シ

グナルを活性化する (115–118)。先行研究において、BCL6B mRNA は

VEGF/PKD2 依存的に安定化することが示されており、PKD2 の活性化はタンパ

ク質シャペロン heat shock protein 90 beta (HSP90β) を動員し、BCL6B mRNAの安

定化を介して BCL6B 転写量を増加させる (93)。HRMECにおいては VEGF刺激

Control siRNA

Endosome

Rab5+

Lysosome

Endocytosis/Recycling

Rab5+

Lysosome

ANKFY1 siRNA

VEGFR2

Impaired 

angiogenesis

Proper VEGF 

signaling

membrane

ANKFY1 ANKFY1

VEGFR2 

expression

Fig. 24 The roles of ANKFY1 in retinal endothelial cells 
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3時間後にBCL6Bの発現が増加し、HesやHey2などのNotch標的遺伝子はVEGF

刺激後 3-12時間で減少した (Fig. 16A-C)。これらのデータは、VEGF刺激に伴う

BCL6B の発現誘導が網膜血管内皮細胞における Notch シグナルのサイレンシン

グに関与することを示唆している。逆に、BCL6B 発現を抑制すると、Notch シ

グナルが活性化し、VEGF 囮受容体である VEGFR1 発現量の増加や管腔形成の

抑制作用に繋がったと考えられる。すなわち、VEGF/PKD2/HSP90β 依存的な

BCL6B mRNA の安定化が、Notch 標的遺伝子の転写を阻害し、血管新生優位な

環境へと細胞状態を変化させている可能性がある。 

VEGF 阻害は滲出型加齢黄斑変性患者の 78%で脈絡膜血管新生を退縮できな

いことが示唆されている (119)。また、眼内 VEGFの枯渇は、脈絡膜毛細血管板

の変性やミュラー細胞死へと繋がる (79–81)。さらに、脈絡膜血管新生モデルに

おいて、抗 VEGF 抗体投与は IgG 投与と比較して脈絡膜血管新生に関連した低

酸素領域を増大し、網膜色素上皮細胞死やアポトーシスを促進する (82)。この

ように、過度な VEGF 枯渇は網膜恒常性の破綻に繋がることが示唆されている。

そこで、抗 VEGF 療法とは異なるアプローチの一つとして、BCL6B を標的にし

た治療法を提案したい。BCL6B mRNAを標的とする siRNAは、本章で示した in 

vitro 管腔形成試験の結果からも脈絡膜血管新生を伴う滲出型加齢黄斑変性患者

に対する有効な新規治療法の開発に繋がる可能性が考えられる。実際、非ヒト

霊長類カニクイザル脈絡膜血管新生モデルにおいて、BCL6B siRNAの投与が脈

絡膜新生血管の形成を抑制したことから (Fig. 18)、臨床応用が期待される。ま

た、4週齢の BCL6B欠損マウスにおいては BCL6B+/+マウスと比較して網膜内顆

粒層厚に差がなく、安全性に対する懸念も低い。さらに、BCL6B 阻害は網膜浮

腫と血管新生の両方を抑制した (Figs. 18-20)。これらのデータから、BCL6B 発

現抑制は、抗 VEGF 薬による治療と異なり、網膜機能障害に影響を与えること
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なく眼血管病変を治療できることが示唆された。 

 ペリサイトの消失とミュラーの活性化は、BRB の破綻の特徴である(97, 99, 

101, 103, 107)。血管を取り巻くペリサイトが喪失すると、血管は漏出性の高い

不安定な状態となり、網膜内や網膜下腔に浮腫と血液成分の蓄積を引き起こす 

(97–99, 101)。ペリサイトと内皮細胞の相互作用は、細胞接着因子である N-カド

ヘリンが担っている (120)。一方、Notch シグナルが不活性化されると血管内皮

細胞の N-カドヘリンが減少し、ペリサイトとの相互作用が消失するため、血管

バリア機能が低下する (121)。本章では、網膜静脈閉塞症モデルにおいて、ペリ

サイトの喪失及び Notchシグナルの不活性化が BCL6B欠損によって阻害される

ことを明らかにした (Fig. 21)。以上のことから、網膜静脈閉塞症における網膜

浮腫の形成には BCL6B 発現増加を介した Notchシグナルの不活性化と、それに

続くペリサイトの剥離が関与することが分かった。そして、BCL6B 発現を抑制

することで Notch シグナルを機能させ、BRB の機能を保持できる可能性を示し

た。 

正常な状態では、ミュラー細胞は水チャネルである AQP4 を介して網膜組織

中の水分量を制御している (102)。一方、ミュラー細胞は虚血病態下における 

VEGF 産生源であり、低酸素状態では浸透圧膨張や AQP4 の発現低下を認める 

(96, 100, 103, 107, 122)。そのため、ミュラー細胞特異的な VEGF 欠損は、網膜

血管新生や糖尿病性網膜症などの網膜血管障害の抑制に繋がる (103, 123)。また、

TNF-α や VEGF は、内皮細胞間に存在する Claudin-5 や VE-カドヘリンなどのバ

リア機能調節因子の膜局在低下や発現量減少を惹起し、BRB の破壊をもたらす 

(124, 125)。重要なことに、ミュラー細胞特異的 VEGF KO マウスでは、TNF-α

産生及び nuclear factor-kappa B (NF-kB) 活性化の減少により、炎症状態が緩和さ

れる (103)。本章においては、BCL6B 枯渇により虚血網膜における TNF-α や



79 

 

VEGF の発現量低下が認められた (Fig. 21)。さらに、BCL6B 欠損マウスにおい

て網膜静脈閉塞症モデルを作製すると、網膜内顆粒層におけるミュラー細胞マ

ーカー (GS) の蛍光強度が野生型マウスと比較して著しく減少していた (Fig. 22)。

これらのデータは、BCL6B の発現抑制が BRB を破綻させる炎症性サイトカイ

ンの産生阻害を介して、網膜浮腫を抑制することを示唆している。 

本章の研究により、BCL6B は VEGF-Notch シグナルのバランス制御に重要な

役割を有しており、網膜浮腫や異常血管新生を誘導する分子スイッチとして機

能することが示唆された。想定されるBCL6Bの眼血管病変の病態形成機構を図

25 に示す。眼内で VEGF が増加すると BCL6B が誘導され、血管安定化作用を

有する Notch シグナルを不活性化する。その結果、BRB が破綻し、ペリサイト

の脱落や血管透過性の亢進、管腔形成などが惹起されると推測される。以上を

まとめると、BCL6B siRNAが滲出型加齢黄斑変性や網膜静脈閉塞症といった視

力低下を引き起こす眼血管疾患に対して、新しい治療戦略となる可能性が示さ

れた。網膜静脈閉塞症の特徴である網膜虚血は、難治性の血管新生緑内障を合

併し得るが、未だ治療効果が十分ではない。そこで第 3 章では、網膜虚血疾患

が原因で発生する血管新生緑内障の疾患モデル構築と、その病態解明を目的に

検討を行った。 
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Fig. 25 The roles of BCL6B in ocular vascular diseases 

CNV
RVO

Pericyte loss

Angiogenesis
Edema

Hypoxia,
Inflammation

Notch 
silencing

BCL6B

VEGFR2

VEGF

Healthy

Notch target 
genes

VEGFR2

CBF1

NICD

Ocular vascular diseases

CBF1

Retinal endothelial cells

Notch pathway inactivates 
VEGF signaling.

BCL6B contributes to angiogenesis 
and hyperpermeability.

Notch



81 

 

第 3章 慢性網膜虚血が眼恒常性に及ぼす影響 

第 1節 緒言 

 眼の恒常性維持機構の一つとして、眼内の内部圧である眼圧が一定に保持さ

れることが挙げられる。毛様体から産生される房水は、虹彩や水晶体、角膜の

間を循環し、産生と排出のバランスにより眼圧を制御している (126) (Fig. 26)。

毛様体突起から産生された房水の大半は、後房から瞳孔縁を通って前房へ移動

し、隅角にある線維柱体を通過してシュレム管から静脈へ排出される (126)。し

たがって、房水流出路の障害は眼圧上昇に繋がり、視神経が圧迫されるため、

放置すると視力障害に至る (127)。 

血管新生緑内障は、眼虚血疾患に伴う重篤な緑内障疾患である。血管新生緑

内障では、眼内へ栄養や酸素を供給する血管が詰まり眼内虚血が進行し、虹彩

や隅角に新生血管が発生することで、眼圧を調整する眼房水の流出が阻害され、

高眼圧を呈する。血管新生緑内障の原因疾患は、網膜中心静脈閉塞症 (36%) と

増殖糖尿病網膜症 (32%) が大半を占める (128)。中でも、網膜中心静脈閉塞症は

100-day glaucoma とも呼ばれ、血管新生緑内障を合併する確立が高い (36, 129) 

(Fig. 27)。網膜における眼虚血状態が進行すると、過剰に産生された VEGFが硝

子体を介して房水へと拡散する (130–132)。房水中に大量の VEGFが存在すると、

虹彩や隅角における新生血管が発生し、房水の流出経路が閉塞するという順序

Fig. 26 Aqueous humor flow 

参天製薬 HP より引用 
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で血管新生緑内障の病態が進行する (35, 132)。血管新生緑内障病態は、前緑内

障期 (第 1 期)、開放隅角緑内障期 (第 2 期)、閉塞隅角緑内障期 (第 3 期) に分類

される (133)。第 1期で虹彩や隅角に新生血管が発生するものの、房水流出は正

常であり眼圧の増加は認められないため無症状である。第 2 期では、虹彩や隅

角に新生血管が発生し、線維血管膜が線維柱体を塞ぐことで房水流出抵抗が増

加し、眼圧が上昇する。第 3 期では周辺虹彩前癒着が生じ、隅角が閉塞するこ

とで更に眼圧が上昇する。このように網膜虚血疾患は、浮腫や炎症による直接

的な網膜障害に加えて、眼圧上昇に伴う視力障害に注意する必要がある。 

血管新生緑内障の治療方法としては、汎網膜光凝固術、眼圧下降薬、緑内障

手術などが挙げられる (Fig. 28)。汎網膜光凝固術は、レーザー光によって網膜

の広範囲を光凝固し、眼虚血を是正する目的で実施される。さらに眼圧下降を

目的に、眼圧下降薬を用いた薬物療法が実施される。薬剤による眼圧管理が不

良の場合には、緑内障手術を実施する必要がある。緑内障手術は線維柱体切除

術、毛様体凝固術、チューブシャント手術などがあり、房水産生を抑制あるい

は房水流出路を改善することで眼圧を低下させる。2020 年には血管新生そのも

のに作用する抗 VEGF薬であるアイリーア® (一般名; アフリベルセプト) が血管

新生緑内障の治療薬として承認された。血管新生緑内障患者の房水中では、

VEGFファミリーである VEGF-Aや placental growth factor (PlGF) 濃度がいずれも

Fig. 27 

Cumulative probability of ocular 

neovascularization (NV) from 

the onset of ischemic CRVO 

文献 129 より引用 
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高値を示している (131, 134)。臨床試験においては、血管新生緑内障の第 2期及

び第 3期における高眼圧や新生血管に対して、アイリーア®投与による眼圧下降

作用及び新生血管グレードの改善が実証されている (35, 135)。このように、抗

VEGF 薬の登場により血管新生そのものに対する治療法が提唱されたが、その

効果は限定的である。投与 1 週目における虹彩或いは隅角血管新生の改善が認

められた患者の割合は、それぞれ 81.3%、50.0%であり、血管新生を完全に退縮

させることはできない (135)。とくに、房水流出に関わる隅角での血管新生に対

する治療効果が十分でないことが問題である。 

近年、VEGF 以外の因子が血管新生緑内障の発症に関与していることが示唆

されている。網膜中心静脈閉塞症に伴う血管新生緑内障患者では、interleukin 

(IL)-6 発現量が房水で顕著に増加し、新生血管の退縮に伴って IL-6 発現は減少

する (136)。一方、TNF-αや IL-2 などの炎症性サイトカインの発現は血管新生緑

内障の房水で変化しない (136)。これは、血管新生緑内障の病態進展に IL-6が関

与する可能性が推察される。また、血管新生緑内障患者では transforming growth 

factor (TGF)-β1や TGF-β2発現もまた房水中で増加することが分かっている (137, 

138)。以上のことから、VEGF 以外の因子が血管新生緑内障の発症や病態進展

に関与することが推測される。病態の詳細な解析には、疾患モデルを用いた基

礎研究が必要であるが、血管新生緑内障の病態を呈する疾患モデルは確立され

・汎網膜光凝固術

眼虚血

・抗VEGF薬

血管新生眼圧上昇

・緑内障手術
・眼圧下降薬

血管新生緑内障

Fig. 28 

Treatment for neovascular glaucoma 
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ていない。 

 そこで本章では、網膜虚血を呈するマウス網膜静脈閉塞症モデルを用いて、

血管新生緑内障モデルの確立に取り組んだ。まず、網膜虚血後の前眼部や網膜

において、血管新生緑内障病態で認められる病態を呈するかについて検証した。

さらに、血管新生緑内障の進行と関連する予測因子について検討を行った。  
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第 2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

 マッソントリクローム染色KitはSigma-Aldrich、リバウンド眼圧計はTonoLab 

(Icare Co. Ltd、Vantaa、Finland) よりそれぞれ購入した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

8週齢雄性非近交系ddYマウスは日本エスエルシー株式会社 (Shizuoka、Japan) 

より購入した。第 1章の 2-2-1と同様の方法でマウスを飼育した。実験を行うに

あたっては、岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行

い、許可を受けた上で実施した。 

 

2-2-2 マウス網膜静脈閉塞症モデルの作製 

第 2章 2-2-12に従って、マウス網膜静脈閉塞症モデルを作製した。 

 

2-2-3 抗 VEGF抗体の投与 

第 2 章 2-2-13 に従って、抗 VEGF 抗体を投与した。溶媒投与群は PBS を硝子

体内に投与した。硝子体内投与は、網膜静脈閉塞直後に実施した。 

 

2-2-4 リアルタイム RT-PCR法  

2-2-2 の手順に従ってマウス網膜静脈閉塞症モデルを作製した。その後、第 2

章 2-2-14 に従って RNA を抽出し、RT-PCR 法による解析を行った。使用したプ

ライマーの配列は以下の通りである。 
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Vegfa 

Forward, 5’-ACATTGGCTCACTTCCAGAAACAC-3’ 

Reverse, 5’-GGTTGGAACCGGCATCTTTATC-3’ 

TGF-β 

Forward, 5’-GCTGCGCTTGCAGAGATTAAA-3’ 

Reverse, 5’-TTGCTGTACTGTGTGTCCAG-3’ 

MMP-9 

Forward, 5’-GGTACAGCCTGTTCCTGGTGG-3’ 

Reverse, 5’-ATGCCGTCTATGTCGTCTTTATTCA-3’ 

Snail 

Forward, 5’-GTGACCCCGACTACCTAGGT-3’ 

Reverse, 5’-TGGCTTCGGATGTGCATCTT-3’ 

Gapdh 

Forward, 5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ 

Reverse, 5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ 

すべての反応は Gapdhによる内部補正を行った後、その平均値を用いた。 

 

2-2-5 免疫染色法による評価 

第 2 章 2-2-17 に従って免疫染色による評価を行った。作製した切片は、0.3% 

Triton X-100含有 10% goat serumにより 1時間ブロッキングを行った。マウス由

来の抗体を用いる際には、PBS に溶解した M.O.M. blocking reagent (PBS: M.O.M. 

blocking reagent = 250 μL: 9 μL) により 1時間ブロッキングした。ブロッキング

後、一次抗体 [溶媒:0.3% Triton X-100 含有 10% goat serumで希釈、マウス由来の

抗体を用いる際には PBS で溶解した M.O.M. protein concentrate (PBS: M.O.M. 
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protein concentrate = 250 μL: 20 μL)] を用いて 4°C で一晩反応させた。その後、

PBS で洗浄を行い、二次抗体 (溶媒: 0.3% Triton X-100含有 10% goat serum で希

釈、マウス由来の抗体を用いる際には M.O.M. protein concentrate を PBS で希釈) 

によって 1時間反応させた。PBS で洗浄後、Hoechst 33342 (1:1,000) を用いて核

染色を行った。染色後、fluoromount 及びカバーグラスを用いて封入した後、レ

ーザー走査型共焦点蛍光顕微鏡 (Fluoview FV10i) にて撮影を行った。 

一次抗体には、mouse anti-α-smooth muscle actin (α-SMA) antibody (1:100; 

Abcam)、rabbit anti-collagen Ⅰ antibody (1:1,000; Abcam) を用いた。二次抗体には

それぞれ Alexa Fluor®488-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:1,000; Thermo Fisher 

Scientific)、Alexa Fluor®546-conjugated goat anti-mouse IgG (1:1,000; Thermo Fisher 

Scientific) を用いた。また、ネガティブコントロールとして、一次抗体を除いた

希釈液を用意し、同様の手順で行った。 

 

2-2-6 眼圧測定 

眼圧は、リバウンド眼圧計を使用して血管閉塞 1、30、60 及び 150 日後に測

定した。ケタミン (100 mg/kg) 及びキシラジン (9 mg/kg) 腹腔内投与による麻酔

下で、6回の測定結果が自動的に平均化され測定値として算出されたものを 3回

記録し、更にそれらの平均値を眼圧とした。麻酔下のマウスの眼圧測定は、麻

酔投与の 4〜7分後に行った。 

 

2-2-7 角膜及び網膜の撮影 

2-2-7-1 角膜及び網膜眼底撮影 

2-2-2 の手順に従ってマウス網膜静脈閉塞症モデルを作製した。血管閉塞 1、

30、60及び 150日後にケタミン (120 mg/kg) 及びキシラジン (6 mg/kg) の混合麻
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酔液を生理食塩液で 10倍希釈したものを大腿筋肉内へ投与 (10 mL/kg) すること

で麻酔を施した。数分後、レンズ装着補助剤であるスコピゾル眼科用液を点眼

し、マウスをアニマルスタンドに静置し Micron IV を用いて角膜を撮影した。

血管閉塞 30日後では、網膜眼底を撮影し、白斑形成部位の面積について ImageJ

を使用して測定した。血管閉塞 150 日後では、麻酔後、PBS で溶解した 20 

mg/mL FITC-dextran 溶液 (分子量: 2,000 kDa) をマウスの尾静脈内に 1 mL投与し、

角膜を撮影した。 

 

2-2-7-2 網膜断層撮影 

2-2-7-1の手順に従って、角膜及び網膜眼底を撮影した後、ミドリン®P点眼液

及びヒアレイン®点眼液 0.1%を点眼し、1 眼につき 20 ヶ所の網膜層断層画像を

撮影した。Micron IV に設置可能な網膜断層撮影装置 (Phoenix Research labs) を用

いて、光干渉断層撮影 (optical coherence tomography: OCT) を行った。撮影した

OCT画像は専用定量ソフト「In Sight」(Phoenix Research labs) を用いて、自動で

網膜層を検出しその厚さを定量し、20 枚の網膜層の厚さの平均をその個体の網

膜層厚とした。 

 

2-2-8 組織評価 

2-2-8-1 網膜層の組織切片作製 

マウスを頸椎脱臼にて安楽死させ、マウス眼球を摘出した。その後、第 1 章

2-2-3に従って組織切片の作製を行った。  

 

2-2-8-2 マッソントリクローム染色を用いた組織障害評価 

パラフィン切片は、キシレンに浸してパラフィンを洗浄した。つづいて段階
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的にアルコール濃度を下げた溶液に浸し、蒸留水に浸透した後、ブアン溶液、

ワイゲルト鉄ヘマトキシリン溶液、ビーブリッヒスカーレット-酸性フクシン溶

液、10%リンタングステン酸と 10%リンモリブデン酸等量混合溶液、アニリン

青溶液、1%酢酸に浸して、段階的にアルコールで脱水し、キシレンで透徹しマ

ウントクイックを用いて封入した。切片は、オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-

X710) を使用して撮影した。  

 

2-2-8-3 組織評価  

角膜障害の評価はヘマトキシリン・エオジン染色した標本を用いた。切片は、

オールインワン蛍光顕微鏡 (BZ-X710) を使用して撮影した。各個体につき 3 切

片を任意に抽出し、角膜上皮層または角膜内皮細胞を含む角膜実質層の厚みを

ImageJ (NIH) を使用して測定した。 

 

2-2-9 ウエスタンブロット法 

第 1 章 2-2-12 に従って、サンプルを作製し、ウエスタンブロット法による評

価を行った。 

一次抗体には、rabbit anti-phospho-VEGFR2 Tyr1175 (1:1000)、rabbit anti-

VEGFR2 (1:1000)、rabbit polyclonal anti-α-SMA antibody (1:100; Abcam)、mouse 

anti-β-actin antibody (1:2,000) を用いた。二次抗体には、HRP-conjugated goat anti-

rabbit antibody (1:1,000)、HRP-conjugated goat anti-mouse antibody (1:1,000) を用い

た。 

 

2-3 統計学的解析 

実験成績は平均値±標準誤差 (standard error of the mean: SEM) で示した。統計
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学的な比較は、Statistical Package for the Social Science 15.0 J for Windows software 

(IBM) を用いて行った。多群間の比較では、one-way analysis of variance 

(ANOVA) 後に Dunnett’s test または Tukey’s testを行った。危険率が 5%未満を有

意差有りとした。  
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第 3節 実験成績 

3-1 網膜虚血に伴う VEGF発現量の変化 

 マウス網膜静脈閉塞症モデルを用いた検討で、網膜静脈閉塞 1 日後に網膜浮

腫が形成され、虚血状態は 30 日まで続くことが明らかになっている (106)。網

膜静脈閉塞後の網膜中の VEGF mRNA の発現変動を RT-PCR 法を用いて解析し

た。正常群と比較して、網膜静脈閉塞 12 時間後の網膜の VEGF mRNA 量は約

2.2 倍まで増加した。一方、網膜静脈閉塞から 3 日後から 21 日後の網膜では、

正常網膜と同程度まで VEGF mRNA発現量が低下した。網膜静脈閉塞 28日後の

網膜では正常群と比較して VEGF mRNA発現量が約 71%減少した (Fig. 29)。 

  

 

Fig. 29 The expression of VEGF mRNA in the retinal ischemic murine model. 

The expression level of VEGF mRNA was examined in the retina from 0.5 to 28 days post-retinal vein 

occlusion (RVO) compared to untreated mice (normal). Data are shown as the mean ± SEM. (n = 5-

6). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs normal (Tukey’s test).   
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3-2 網膜虚血に伴う線維化関連因子の発現及び局在変化 

 血管新生緑内障の病態進展には VEGF 以外に TGF-β の関与が示唆されている。

そこで、網膜静脈閉塞後の網膜における TGF-β 及び線維化関連因子の発現変化

について、RT-PCR 法による解析を行った。網膜静脈閉塞から 12 時間後の網膜

では、正常群と比較して約 2.2 倍まで TGF-β mRNA 発現量が増加した。しかし

血管閉塞 1 日後の網膜では正常群と同程度まで TGF-β mRNA 発現量は低下した。

その後、網膜静脈閉塞 3、7日後には TGF-β mRNA発現量は増加し、7日後では

発現量が約 2.6 倍まで有意に増加した (Fig. 30A)。つづいて、網膜における

MMP-9 mRNA発現量を解析したところ、網膜静脈閉塞 1日後までは顕著な変化

が認められなかったが、網膜静脈閉塞3、7日後の網膜において、MMP-9 mRNA

の発現はそれぞれ約 2.6 倍、約 7.1 倍に増加した (Fig. 30B)。また、Snail mRNA

発現量は網膜静脈閉塞 3 日後までは正常群と同程度であったが、網膜静脈閉塞

7日後に約 4倍に増加した (Fig. 30C)。 

つぎに、網膜静脈閉塞 7、14、28 日後の網膜について、マッソントリクロー

ム染色を用いたコラーゲン線維の染色を行った。網膜静脈閉塞 28日後において、

網膜全層で顕著なコラーゲン線維の発現が観察された (Fig. 30D)。さらに、網膜

静脈閉塞後の網膜について、線維化マーカーである collagen Ⅰ及び α-SMA の免

疫染色を行った。正常群及び網膜静脈閉塞 7日後の網膜では collagen Ⅰと α-SMA

の蛍光シグナルが検出されなかった (Fig. 30E, F)。一方、網膜静脈閉塞 14 日後

及び 28 日後では、網膜全層で collagen Ⅰ及び α-SMA の蛍光シグナルが検出され

た。 
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Fig. 30 The expression of fibrosis-related factors in the retinal ischemic murine model. 

(A-C) The expression of TGF-β (A), MMP-9 (B), and Snail (C) was also measured in the retina at 7 

days after RVO. Data are shown as the mean ± SEM. (n = 4-5). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs normal 

(Dunnett’s test). (D) Representative images of retinal sections stained with Masson’s trichrome in 

normal and RVO at 7, 14, and 28 days. Scale bar indicates 50 µm. (E-F) Representative photographs 

show collagen Ⅰ (green) (E) and α-SMA (F) in the retinas of normal and RVO murine model at 7, 14, 

and 28 days. The nuclei are stained sky blue by Hoechst 33342. INL, inner nuclear layer; ONL, outer 

nuclear layer. Scale bar indicates 50 µm. 
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3-3 慢性的な網膜虚血が前眼部へ及ぼす影響 

 眼内の虚血状態は、血管新生緑内障を発症させる重要な病態である (128)。そ

のため、まず網膜静脈閉塞 30、60、150 日後の前眼部における変化を、フルオ

レセイン血管造影及び眼圧測定により解析した (Fig. 31A)。血管閉塞 30 日以降、

隅角、虹彩、角膜に血管新生を伴う個体が認められた。そこで、新生血管の程

度により、血管新生を伴わない (no NVG)、隅角と虹彩に血管新生を伴う 

(angle/iris NVG)、隅角、虹彩及び角膜に血管新生を伴う (angle/iris/corneal NVG) 

の 3群に分けた。Angle/iris NVG群及び angle/iris/corneal NVG群ではそれぞれ網

膜静脈閉塞 60 日、30 日以降に血管新生が認められた (Fig. 31B)。正常マウス群

及び no NVG 群の隅角や虹彩、角膜において新生血管は観察されないが、網膜

静脈閉塞 150 日後のフルオレセイン血管造影により、angle/iris NVG 群、

angle/iris/corneal NVG 群において、血管新生が発生することを明らかにした (Fig. 

31B)。血管閉塞後の眼圧測定の結果、網膜静脈閉塞 1 日後では正常群と比較し

て全ての群で有意な差は認められなかった (Fig. 31C)。一方、網膜静脈閉塞から

30、60、150 日後では正常群と比較して angle/iris NVG 群及び angle/iris/corneal 

NVG 群では眼圧が増加した。さらに網膜静脈閉塞から 30、60、150 日後におけ

る angle/iris/corneal NVG 群において、angle/iris NVG 群よりもさらに眼圧が上昇

した (Fig. 31C)。 

血管新生の程度と網膜虚血の関係を明らかにするため、網膜静脈閉塞 1 日後

の網膜層の厚みを光干渉断層計により解析した。網膜全層の厚みを測定したと

ころ、網膜静脈閉塞群では正常群と比較して網膜全層厚が有意に増加した。血

管閉塞群では、no NVG群と比較して angle/iris NVG群で網膜全厚が有意に肥厚

しており、angle/iris/corneal NVG 群における網膜全層が最も厚かった (Fig. 31D)。

マウス網膜静脈閉塞症モデルは、血管閉塞 30日後の網膜で白斑の形成が認めら
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れる (106)。網膜血管のバリア機能が障害されると、血液成分が血管外へ漏出し、

血液中のタンパク質や脂質が網膜に沈着することで白斑が形成される。白斑の

形成は、網膜の虚血状態が進行し視力が低下することを示している。網膜静脈

閉塞 30 日後に認められる白斑形成の面積を解析したところ、no NVG 群と比較

して angle/iris NVG群及び angle/iris/corneal NVG群ではそれぞれ約 1.6倍、約 1.9

倍に白斑の面積が増加した (Fig. 31E)。 

Continued on the next page.  
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Fig. 31 The changes of angle, iris, cornea and retina in the neovascular glaucoma (NVG) 

murine model. 

(A) Experimental protocol used to investigate the changes in the anterior segment and retina in the 

neovascular glaucoma murine model. (B) Representative images show the angle, iris, and cornea in 

the normal and RVO groups at 1, 30, 60, and 150 days post-vessel occlusion. At 150 days, it also 

shows the images of the angle, iris and corneal fluorescein angiography in each group. The RVO 

murine model was divided into three groups. The mice without observed NVG in the angle, iris, or 

cornea were defined as the RVO + no NVG group. Mice with observed NVG in the angle and iris were 

defined as the angle/iris NVG group. Mice in the third group with observed NVG in the angle, iris and 

cornea were defined as the angle/iris/cornea NVG group. (C) Graphs show the intra ocular pressure 

(IOP) in the normal (n = 15), no NVG (n = 5), angle/iris NVG (n = 43), and angle/iris/corneal NVG 

(n = 43) groups at 1, 30, 60, 150 days post-vessel occlusion. Data are shown as the mean ± SEM (n = 

5-43). ##P < 0.01 vs normal, **P < 0.01 vs angle/iris NVG group (Tukey’s test). (D) The retinal 

thickness was measured using the images of optical coherence tomography (OCT) at 1 day after the 

RVO. (E) The areas of exudates were measured using the images of fundus photography at 30 days 

after the RVO. Data are shown as the mean ± SEM (n = 3-24). ##P < 0.01 vs normal, *P < 0.05, **P < 

0.01 vs angle/iris NVG group (Tukey’s test). N. D., not detected. Scale bar indicates 50 µm. 

 

3-4 血管新生緑内障を伴うマウス網膜静脈閉塞症モデルにおける角膜厚の変化 

 網膜静脈の閉塞後、隅角、虹彩及び角膜に血管新生を伴う angle/iris NVG群及

び angle/iris/corneal NVG 群における角膜厚を組織学的評価により解析した。正

常群と比較して、angle/iris NVG 群及び angle/iris/corneal NVG 群で角膜上皮層が

菲薄化することが分かった (Fig. 32A, B)。なかでも、angle/iris/corneal NVG群に

おける角膜上皮層が最も菲薄化しており、正常群と比較して 3 割程度の減少が

みられた。また、角膜実質及び角膜内皮層は正常群と比較して、angle/iris NVG

群及び angle/iris/corneal NVG 群で肥厚化した (Fig. 32A, C)。Angle/iris/corneal 

NVG群における角膜上皮層が最も厚く、正常群と比べて 5割程度増加した (Fig. 

32A, C)。 
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Fig. 32 Changes in corneal thickness in the NVG murine model. 

(A) Representative images of corneal sections stained with H&E in the normal, angle/iris NVG, and 

angle/iris/corneal NVG groups. Graphs show the quantified thickness of the corneal epithelial layer 

(B) and stromal and endothelial layer (C). Data are shown as the mean ± SEM (n = 5-10). #P < 0.05, 
##P < 0.01 vs normal), *P < 0.05 vs angle/iris NVG group (Tukey’s test). Scale bar indicates 50 µm. 
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3-5 血管新生緑内障を伴うマウス網膜静脈閉塞症モデルの網膜及び角膜におけ

る VEGF発現量の変化 

 網膜静脈閉塞から 150 日後の網膜及び角膜における VEGF の発現量について、

RT-PCR を用いて解析した。網膜における VEGF mRNA 発現量は、正常群と比

較して血管閉塞を行ったすべての群において減少した (Fig. 33A)。前眼部に血管

新生を伴う angle/iris NVG 群及び angle/iris/corneal NVG 群では、no NVG 群と比

較して VEGF mRNA発現量は低値を示した。また、angle/iris/corneal NVG群で最

も VEGF mRNA 発現量が低く、正常群の 4 割程度であった。つぎに、角膜にお

ける VEGF mRNA 量について解析したところ、正常群と no NVG 群の間に有意

な 差 が 認 め ら れ な か っ た (Fig. 33B)。 一 方 、angle/iris NVG 群 及 び

angle/iris/corneal NVG群の角膜では正常群よりも VEGF mRNA発現量が高く、そ

れぞれ約 2.1 倍、約 3.3 倍まで増加した。つぎに、VEGF シグナルの活性化を検

討するために、網膜静脈閉塞 150 日後の網膜及び角膜のウエスタンブロットを

行った。網膜における VEGFR2のリン酸化は正常群と比較して、angle/iris NVG

群及び angle/iris/corneal NVG群で約 1割まで低下した (Fig. 33C)。また、網膜静

脈閉塞 150 日後の網膜では angle/iris/corneal NVG 群において、線維化マーカー

である α-SMAの発現が約 2.1倍まで増加した (Fig. 33D)。つぎに、網膜静脈閉塞

150 日後の角膜における VEGFR2 のリン酸化及び α-SMA の発現量を解析した。

VEGFR2のリン酸化は正常群と比較して、angle/iris NVG群及び angle/iris/corneal 

NVG 群でそれぞれ約 27 倍、約 34 倍まで増加した (Fig. 33E)。また、α-SMA の

発現量は angle/iris NVG 群及び angle/iris/corneal NVG 群でそれぞれ約 2.8 倍、約

3.1 倍まで増加した (Fig. 33F)。以上の結果より、血管新生緑内障モデルでは網

膜で低下する VEGFシグナルが角膜では亢進すること、また α-SMAの発現量は

網膜、角膜共に発現が亢進することが示された。  



99 

 

Fig. 33 The expression of VEGF and fibrosis-related factors in the NVG murine model. 

The expression levels of VEGF mRNA in the retina (A) and the cornea (B) at 150 days post-RVO 

compared to normal mice. Data are presented as the mean ± SEM (n = 5). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs 

normal, *P < 0.05, **P < 0.01 vs angle/iris NVG group (Tukey’s test). Representative images and 

quantitative analyses of western blots show the levels of phosphorylated VEGFR2 (p-VEGFR2) and 

α-SMA in the retina (C, D) and in the cornea (E, F) at 150 days post-RVO. Data are presented as the 

mean ± SEM (n = 5). #P < 0.05, ##P < 0.01 vs normal (Tukey’s test). 
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3-6 慢性虚血に伴う眼圧上昇に対する抗 VEGF抗体の作用 

血管新生緑内障モデルでは、網膜静脈閉塞 30日以降に眼圧上昇が認められた 

(Fig. 31C)。そこで、抗 VEGF 抗体の投与が眼圧に及ぼす影響を検討した。網膜

静脈閉塞 60日後の溶媒投与群では、正常群と比較して眼圧の増加が認められた。

一方、網膜静脈閉塞直後の抗 VEGF 抗体の投与は、溶媒投与群と比較して眼圧

の増加を著明に抑制した (Fig. 34A, B)。 

 

 

Fig. 34 The effects of IOP after the anti-VEGF blocking antibody administration in the NVG 

murine model. 

(A) The RVO murine model was injected intravitreally with an anti-VEGF antibody, immediately post-

vessel occlusion. (B) IOP was measured using Icare® TonoLab tonometer, 60 days after RVO in treated 

or vehicle treated mice. Data are presented as the mean ± SEM (n = 6-22). ##P < 0.01 vs normal, **P 

< 0.01 vs Vehicle (Tukey’s test).  
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第 4節 考察 

 本章では、網膜静脈閉塞症モデルを用いて、慢性的な網膜虚血が血管新生緑

内障様の症状を呈するか否かを検討した。慢性的な網膜虚血により、隅角や虹

彩、角膜における新生血管の発生及び眼圧増加が認められた。網膜虚血を起因

として血管新生緑内障病態を示すことを世界で初めて明らかにした。今後、疾

患モデルとして病態解明や治療薬探索などの応用が期待できる。 

 網膜静脈閉塞症や糖尿病網膜症などの網膜虚血病態では、慢性炎症が原因と

なり線維化のマスターレギュレーターである TGF-β の産生増大を伴う (37, 139)。

網膜細胞に対して TGF-βは MMP-9や Snailの発現を誘導し (122, 140)、増殖糖尿

病網膜症においては網膜前膜の収縮を促進する (141)。さらに TGF-βは血管内皮

細胞へ作用して内皮間葉転換を誘導し (142)、BRB の破綻を惹起すると考えら

れている (122)。実際、網膜静脈閉塞症や糖尿病網膜症などの虚血を呈する患者

の硝子体中において TGF-βの増加が認められている (37, 143) 。これらの知見か

ら、線維化関連因子の発現は血管透過性の亢進や網膜虚血状態と相関している

ことが推測される。血管閉塞による虚血後の網膜では TGF-β、MMP-9、Snail の

発現量が増加しており (Fig. 30)、TGF-β を介したシグナルが活性化すると考え

られる。マウス網膜静脈閉塞症モデルの網膜において、collagen-Ⅰ、α-SMA とい

った線維化マーカーが増加しており、虚血後の網膜における線維化誘導が示唆

された (Fig. 30)。眼圧上昇よりも早期のタイミングで TGF-β 発現量の増加が認

められたことを考慮すると、TGF-β が網膜虚血病態から血管新生緑内障へ病態

進展を予測するバイオマーカーとして応用できる可能性がある。また、線維化

マーカーである α-SMA の発現は慢性虚血後の角膜においても認められた (Fig. 

33)。これは網膜で産生された過剰な TGF-βが、硝子体、房水を介して角膜へと

運ばれ、線維化を誘導したことが推測される。血管新生緑内障患者の房水中に
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おいても TGF-β が高値を示し (137)、房水中で増加した TGF-β は線維柱体細胞

に作用し、細胞外マトリックスの増加を介して眼圧を上昇させると考えられて

いる (144)。このように、網膜で産生された過剰な TGF-β は間葉転換や BRB の

破綻により網膜機能を障害すると同時に、房水中に移行することで眼圧にまで

影響を与える可能性がある。したがって、TGF-β の発現制御に関わるバイオマ

ーカーの探索や TGF-β をターゲットにした創薬アプローチが、血管新生緑内障

の治療満足度向上に繋がると考えられる。 

 血管新生緑内障は網膜虚血によって惹起され、近年の研究から、血管新生緑

内障の病態形成に IL-6や TGF-βなど VEGF以外のサイトカインの関与が示唆さ

れているが (136–138)、病態の全容解明には至っていない。網膜虚血は網膜組織

の酸素不足を誘発し、低酸素誘導性転写因子 hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) 

により VEGFの産生を著しく亢進させる (100, 145)。通常、血管病変を伴わない

黄斑前膜や黄斑円孔などの対照患者の硝子体液における VEGF 濃度は 0.26 

ng/mL であるのに対して、網膜静脈分枝閉塞症患者で 2.0 ng/mL、網膜中心静脈

閉塞症で 8.6 ng/mLと高値を示す (34)。網膜中心静脈閉塞症では、網膜虚血に伴

って VEGF 発現量が増加し、黄斑浮腫の進行度と VEGF レベルが正に相関する 

(146, 147)。すなわち、虚血の程度が深刻になるほど、VEGF 量が増加し、血管

新生緑内障に繋がるリスクが増加すると推察される。本章の検討において、網

膜静脈閉塞直後に抗 VEGF 抗体を投与することによって、マウス血管新生緑内

障モデルの眼圧上昇を抑えられることが明らかになった (Fig. 34)。マウス網膜

静脈閉塞症モデルの網膜で、VEGF mRNA 発現量は血管閉塞 12 時間後、VEGF

タンパク質は血管閉塞 1日後に発現のピークを迎える (100)。これに対して、血

管閉塞直後の抗 VEGF 抗体の硝子体内投与は VEGF 発現量を正常網膜と同程度

まで抑制し、網膜浮腫や虚血領域の形成を抑制する。このことから、抗 VEGF
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抗体の投与は血管閉塞 1 日後の過剰な VEGF 分泌を正常レベルまで戻すことで

前眼部への VEGF 移行を抑制し、眼圧上昇に繋がる前眼部での新生血管の発生

を抑制したと考えられる。したがって、本章で確立したマウス血管新生緑内障

モデルは、臨床報告と同様に、血管新生や眼圧上昇に VEGF が関与することが

示唆された。さらに、TGF-β 関連因子が血管新生緑内障の発症を予測する疾患

バイオマーカーとして利用できる可能性を示した。今後、本モデルを用いて、

血管新生緑内障の病態進展に関わる因子の同定や薬剤評価への応用が期待され

る。  
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総括及び結論 

ヒトは情報の約 8 割を視覚から得ていると言われており、視機能の維持は生

活の質を保つうえで非常に重要である。外界の光は角膜や硝子体を通過して、

網膜で視細胞が受容することで視覚情報として伝達される。一方、中途失明原

因上位を占める疾患では、加齢や環境要因による炎症や酸化ストレスが原因で

網膜が障害されることで、視覚障害に至る。また、網膜へ栄養を送る血管から

の異常血管新生や血管外漏出は、多くの失明性疾患に共通した特徴である。つ

まり、失明を克服するためには、網膜視細胞の保護や眼血管の恒常性維持が重

要である。そこで、本研究では網膜視細胞保護因子の探索に加えて、網脈絡膜

血管疾患の病態解明及び新規治療ターゲットの探索を目的に研究を行った。ま

ず、網膜視細胞保護因子を同定するために光誘発網膜障害モデルを用いて検討

した。続いて、網脈絡膜血管疾患の疾患モデルを用いて新規血管病変制御因子

を探索した。さらに、慢性的な網膜虚血状態が眼恒常性に及ぼす影響を検討し

た。 

 

 第 1 章では、光障害モデルを用いて、網膜視細胞障害を予防できる保護薬あ

るいは生理的に分泌される保護因子の探索を行った。 

1) パーキンソン病治療薬ロピニロールは、過度な光照射による網膜の菲薄化を

抑制した。 

2) 成長因子グラニュリンは、光誘発網膜視細胞障害に対して、PKC シグナルを

介した保護作用を示した。 

3) 光誘発網膜障害モデルにおいて、プログラニュリン及びグラニュリンの発現

は増加し、その発現は Iba-1陽性マクロファージにおいて認められた。 
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 以上より、ロピニロールやプログラニュリン及びグラニュリンの投与により

光障害から網膜視細胞を保護できる可能性が示された。 

 

 第 2 章では、網膜浮腫や新生血管の発生により著しい視機能障害をもたらす

網脈絡膜疾患の病態解明及び新規治療標的の探索を行った。 

1) 網膜血管内皮細胞の細胞増殖や細胞遊走は BTB タンパク質である ANKFY1

によって制御されており、ANKFY1 は細胞膜上の VEGFR2 発現量に影響を及ぼ

すことが示された。 

2) 血管内皮細胞特異的に発現する BTB タンパク質である BCL6B は、網膜血管

内皮細胞において VEGF刺激に応答して発現が増加した。 

3) BCL6Bの発現抑制により、脈絡膜血管新生や網膜静脈閉塞に伴う網膜浮腫の

減弱が認められた。 

4) BCL6B 欠損マウスは Notch シグナルの活性化を介して、網膜虚血に伴う網膜

バリア機能の破綻を抑制することが示唆された。 

 以上より、BTB タンパク質である ANKFY1 や BCL6B が網脈絡膜血管疾患の

病態進展に寄与することを明らかにした。 

 

 第 3 章では、網膜静脈閉塞症モデルを用いて、網膜血管閉塞に伴う網膜虚血

が前眼部や網膜恒常性に及ぼす影響を検討した。 

1) 網膜における VEGF 発現量は、網膜血管閉塞 12 時間後に増加したが、28 日

後においては低下した。 

2) 網膜血管閉塞後、眼圧上昇よりも早期のタイミングで TGF-β 及び線維化関連

因子の発現亢進が認められた。 
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3) 慢性的な網膜虚血により、隅角や虹彩、角膜において新生血管が発生し、前

眼部で新生血管を発生したマウス群では眼圧が増加した。 

4) 抗 VEGF 抗体の投与により、慢性的な血管閉塞に伴う眼圧の亢進が抑制され

た。 

 以上より、網膜静脈閉塞症モデルにおける長期的な網膜虚血が、眼圧増加や

前眼部における新生血管の発生など、血管新生緑内障に類似した病態形成に繋

がることを明らかにした。 

 

 本研究では、光曝露による視細胞障害の予防的アプローチとして成長因子グ

ラニュリンが有用であること、また失明性疾患に共通する血管病態に対して

BCL6B や ANKFY1 などの BTB タンパク質の発現量制御が有望な治療戦略とな

る可能性を示した。さらに、網膜静脈閉塞症に伴って発症する血管新生緑内障

の診断及び治療標的として TGF-β の可能性を明らかにした。今回作製した血管

新生緑内障モデルは、未だ明らかになっていない血管新生緑内障の病態形成機

序解明や新規治療ターゲット探索への応用が期待できる。  
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略語一覧表 

Akt protein kinase B 

ANKFY1 ankyrin repeat and FYVE domain containing 1 

AQP4 aquaporin 4 

BCL6B B-cell CLL/lymphoma 6 member B protein 

BRB blood-retinal barrier 

BTB Bric-a-brac, Tramtrack and Broad Complex 

CBF1 C promotor-binding factor 1 

CNV choroidal neovascularzation 

CRVO central retinal vein occlusion 

CUL3 Cullin 3 

DCP deep capillary plexus 

eNOS endothelial nitric oxide synthase 

ERG electroretinogram 

FITC fluorescein isothiocyanate 

GCL ganglion cell layer 

GS glutamine synthetase 

H&E Hematoxylin and Eosin 

HIF-1α hypoxia inducible factor-1α 

HRMEC human retinal microvascular endothelial cell 

HSP90β heat shock protein 90 beta 

HUVEC human umbilical vein endothelial cells 

Iba-1 ionized calcium-binding adapter molecule 1 

IB-4 isolectin B4 



126 

 

ICP intermediate capillary plexus 

IL interleukin 

INL inner nuclear layer 

MAPK p38 mitogen-activated protein kinases 

MMP matrix metalloproteinase 

mRNA messenger RNA 

NF-kB nuclear factor-kappa B 

NG2 neuron-glial antigen 2  

NICD notch intracellular domain 

NVG neovascular glaucoma 

OCT optical coherence tomography 

ONL outer nuclear layer 

PI propidium iodide 

PLCγ phospholipase C-γ 

PlGF placental growth factor 

ROS reactive oxygen species 

RPCP radial peripapillary capillary plexus 

RVO retinal vein occlusion 

SCP superficial capillary plexus  

TGF-β transforming growth factor 

TNFR2 tumor necrosis factor receptor 2 

TNF-α tumor necrosis factor-α 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VEGFR2 vascular endothelial growth factor receptor 2 


