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増殖性糖尿病網膜症や未熟児網膜症などの虚血性網膜症は、中途失明を引き起こす

眼疾患であり、その原因は、網膜虚血によって惹起される血管新生であることが明ら

かにされている1,2。生理的条件下における血管新生では、組織の需要に応じて組織内

に整然と血管が構築されるが、虚血性網膜症で誘導される病的血管新生では、無秩序

に血管が形成され、網膜虚血領域だけでなく、網膜組織表面から硝子体中に新生血管

が発育する。この硝子体中に伸長した新生血管は、血管壁が脆弱なため、容易に破綻

し、硝子体出血をもたらす。さらに、この硝子体に漏出した血液成分が網膜組織を線

維化させることで硝子体と網膜の癒着を招き、線維化した組織が収縮すると、牽引性

網膜剥航が引き起こされ、最悪の場合、失明をもたらす'。これらのことから、現在

行われている虚血性網膜症の治療は、この病的な血管新生を阻害することを主眼とし

ている。

虚血性網膜症に対して以前から行われているレーザー照射による網膜凝固術は、虚

血部位を凝固して酸素需要量を減らすことで血管新生を未然に防ぐことにより網膜

症の進行を阻止する 3。しかし、本治療法は、網膜組織の破壊に伴う落痛や、光凝固

後の疲痕拡大および視細胞の不可逆的な損傷により視力低下を招く危険性がある。

方、病的血管新生を誘導する因子として血管内皮増殖因子(vascular伽dotheⅡalgroMh

factor: VEGF)が同定され'、レーザー光凝固術に加えて、本因子を標的とした薬物治

療が開始されている。現在、虚血性網膜症患者に対して、抗VEGF抗体のラニビズマ

ブ(ルセンティス)と VEGF トラップ融合タンパクであるアフりべルセプト(アイリ

ーア)の硝子体内投与が行われ、これらVEGF阻害薬は、病的血管新生の消失や血管

5
閉塞に伴う網膜浮腫の改善効果を示すことが報告されている'。しかしながら、 VEGF0

阻害薬は、優れた治療効果を示す一方で、全身性の副作用を起こすことや 6、治療途

中に効果が消失する可台断生があること'、および奏効しない症例があるなど'、様々な

問題が報告されている。さらに、 VEGF 阻害薬により病的血管新生の阻害効果が一時

的に得られるものの、網膜虚血が改善されないため、一定期間後に病的血管新生が再

燃する症伊」が報告されている 9。また、硝子体内のVEGF量と病的血管新生の発生が

相関しない例が存在することから円、 VEGF は、病的血管新生に特化した因子ではな

いことが推測される。これらのことから、虚血性網膜症で生じる病的血管新生に関与

する新たな因子の同定とそれを阻害する治療薬の開発が求められている。
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APJ は、ヒトゲノム計画により 1993年に発見された G タンパク質共役型受容体で

あり、アンジオテンシンⅡ受容体(AID の膜貫通領域のアミノ酸配列と高い類似性を

もつオーファン受容体として見出された 11。APJの内因性りガンドとして 1998年に同

定された叩eⅡn(APJendogenouslig如d)は、カアミノ酸残基のプレプロペプチドから

ペプチダーゼによって切り出されるC末端側の B、17または36アミノ酸残基の構造

をもっ生理活性ぺプチドである口。これまでに、 apelin,APJsystem は、循環器系に影

響を与えることが多くの研究によって明らかにされており、心収縮力調節作用Bや血

圧降下作用Nおよび飲水調節作用 15などを有することが報告されてぃる。一方、アフ

リカツメガエルを用いた研究から、腫形成期において新たに形成された血管の内皮細

胞にAPJの発現がみられることが報告されM、叩elin、APJsystemの血管形成に対する

役割について注目が集まった。これまでに、マウスやアフりカツメガエルの早期1丕形

成期に叩e1血、APJsystem を阻害すると、脈管形成が抑制されることやり, W、 apelinが

脂肪組織や癌組織における血管新生を促進させることが明らかにされている円,即。ま

た、アカゲザル脈絡膜網膜由来血管内皮細胞に対して、apelin が増殖、遊走、管腔形

成作用を示すことや討、網膜において新生血管の内皮細胞に叩elinとAPJが発現する

こと詑、および叩elin遺伝子を欠損させた(Knockout:KO)マウスでは、網膜血管新生

が遅延することから 23、叩elin、APJsystemが網膜血管新生の促進シグナルとして機能

することが明らかにされている。さらに、 apelin 遺伝子の上流に位置するプロモータ

一領域に低酸素誘導因子が結合する低酸素応答配列が存在し、叩elin 発現が低酸素に

より誘導されることやN、下肢虚血モデルマウスの虚血領域由来の血管内皮細胞にお

いて、叩eli0 およびAPJが高発現することが報告されており部、叩elin、APJ system が

低酸素に応答するシグナルとして様々な病態に関与する可能性が示唆されている。こ

れらのことから、虚血性網膜症でみられる病的血管新生にapelin・APJsystemが関与す

ること、および本シグナルの阻害薬が虚血性網膜症の病的血管新生を抑制できる可能

性が考えられる。

本研究では、虚血性網膜症の病的血管新生における叩elin・APJsystemの病態生理学

的意義と新規治療薬としての APJ 阻害薬の有用性を明らかにすることを目的として、

虚血性網膜症モデルマウス、虚血性網膜症患者の硝子体サンプル、および培養細胞を

用いて検討を行った。
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第1章虚血性網膜症の病的血管新生における叩elin、APJsystemの関与

網膜虚血を引き起こす網膜血管障害の要因は、虚血性網膜症の種類によって様々で

あるが、網膜虚血によって病的網膜血管新生が惹起される過程は、いずれの虚血性網

膜症においても一致している。この病態を再現できる動物モデルとして、マウスを用

いた Oxygen・inducedretinopathy(0IR)モデルが知られている 26。

マウスの網膜血管形成は、生後直後から開始される。この過程では、生後約7日間

で網膜表層の血管網の形成が起き、その後、約 10日間で網膜内層の血管網が形成さ

れ、網膜全体の血管網が完成する"。 0IRモデルでは、網膜血管形成途中の生後7日

目(postnatalday7)(P7)からマウスを 75%酸素条件下で 5日間飼育することで未成熟

な血管の消失により網膜中心付近に無血管領域が生じる。その後、通常酸素濃度

(20.9%)に飼育環境を急激に変化させることにより無血管領域に向かって血管新生が

誘導される。この相対的な低酸素症により誘発される血管新生では、生理的条件下で

生じる網膜血管新生とは異なり、硝子体中に伸長する房状形態をした異常血管が多数

形成される。このように0IRモデルでは、網膜虚血により誘発される異常血管新生が

みられ、この異常血管の性質がヒト虚血性網膜症で生じる病的血管と類似しているた

め、本モデルが虚血性網膜症の病態解明と治療薬の開発研究に広く用いられてぃる。

疾患への関与が未だ明らかにされていない内因性物質の病態生理学的意義を明ら

かにするためには、その因子をコードする遺伝子を欠失させたK0動物を用いて疾患

モデルを作製し、その表現型を解析する方法が非常に有用である。そこで本章では、

野生型(wildtype: WT)マウスおよび叩elin、K0 マウス玲を用いて 0IRモデルを作製

し、虚血性網膜症で生じる病的血管新生に叩elin"APJsystemが関与するか否かにっい

て検討を行った。

本 論
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1-1.実験動物

C57BL/6N マウス(W1 マウス)は、日本エスエルシー株式会社から購入した。

C57BV6N 系を遺伝子背景に持っ叩elin、K0 マウス Wは、武田薬品工業株式会社から

入手した。マウスは透明ケージで飼育し、室温22 土 1゜C、照明時間:1日 12時間(フ

時~19時)の飼育条件下で、餌と水を自由に摂取させた。動物の飼育および実験はす

べて日本薬理学会の実験動物に関する指針に基づき、摂南大学の動物実験に関する規

定に従って実施した。

実験方法

1-2.マウスの遺伝子型判定

マウスの尾部より採取した5μLの血液を 50mMNaoH50μL と混和し、 30分間室

温で放置した。その後、 1MTris・HCI(PH 8.0)を 5.5 μL 加えて中和し、遠心後、上清

を deoxyribonucleicacid (DNA)サンプルとして用いた。

遺伝子型判定には、 polymeraseohainreaction(PCR)法を用いた。 DNA ポリメラーゼ

試薬として、 KOD、FX (TOYOBO)を用いた。 PCR 反応は、サーマルサイクラーTI00

(Bio・Raので行い、 94゜Cで 2分間 DNA を熱変性させ、その後、 98゜Cで 10秒、 703゜C

で2分間を 1サイクルとして、 30サイクル行った。反応後のPCR産物は、 0.5μ創mL

ethidium bromid0 を含む 1% agarose ge1 を用いた電気泳動により分雛し、"1traviolet(〔Ⅳ)

tra那i11Uminator(UP1釦のにより DNA バンドを検出した。用いたプライマー配列は、

Table 1 に示す。

Iable l. primerS ⅡSed forthe mouse genotyP血g analysis

Apelin F

Apelin R

NeomycinF

Gene

NeomycinR

5'・CAGGAGGAAATrTCGCAGACAGC、3'

5'、ACCGGCACCGGGAGGGCACTT、3'

5',ATCTCCTGTCATCTCACCTIGCTCCI-3'

5'、CCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGIAG、3'

Sequence

・ 4 ・



1-3.0IR モデル

0IRモデルは、P7のマウスを母親マウスと共に 5日間75%の酸素濃度に維持したチ

ヤンバー内で飼育し、その後、数日聞、通常酸素濃度で飼育することにより作製した。

酸素濃度のモニタリングには、 JKO-25Ⅱ(JIKCO)を用いた。

、

1-4.網膜血管の解析

マウスを 50 mg/mL 抱水クロラール(50o mg/地 body weight)の腹腔内投与により

麻酔し、腹部および胸部を切り開き、右心房を切開後、左心室より生理食塩水に溶解

した 40 mg'mL auorescein isothiocyanate (FITC)・dextran (2,000,ooo molecU1紅 Wei名ht,

Si卸a・Aldrich)を 500 μιを涯流した。酒流後に摘出した眼球を 4% parafonnaldehyde

を含むりン酸緩衝液で1時間室温にて浸漬固定した。その後、実体顕微鏡下で眼球か

ら網膜を単雛し、切開後、スライドグラス上にカバーグラスと FluoromountG(southem

Biotoch)を用いて封入し、網膜フラットマウントを作製した。網膜血管は、蛍光顕微

鏡(AZ・10OM,Nikon)で観察した。網膜血管量の定量は、 1mageJ(Nationa11nstimtesof

Health)を用いて行った器。

1-5. Real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (real・time

RT・PCR)

安楽死させたマウスから網膜を単航し、丘b伽Ucleicacid(RNA)の分解を抑制するた

め、直ちに RNAlatersolution(Ambion)に浸漬した。網膜からの RNA の抽出は、svtotal

RNA lsolation system (prome豊a)を用いた。抽出した total RNA 1 μg を鋳型として、逆

車云^酉孝素 Maloney-murine leukemia virusreverse 訂'enscriptase (M・MLV RT)σnvitrogen)お

よびr卸domprimer を用いて CDNA を作製した。

Real・time RI・PCR 反応は、 The血al cycler Dice RealTime system (Takara)で行い、反

応酵素溶液として TIWNDERB1即 SYBRqpcRMix(TOYOBO)を用いた。 PCR反応

は、 95で 30秒間で DNA の水素結合を解難させ、その後、 95゜Cで 10秒、 60゜Cで 20

秒、 72゜Cで 20秒を 1 サイクルとして、 40 サイクル行った。 PCR後、 dissociationcurve

analysiS により meltingtempera加re(Tm)値を解析し、増幅産物が単一であることを確

認した。また、 referencegene としてβ・actin(ACTB)の発現を解析し、サンプル間の補

正を行った。用いたプライマーの配列は、 Table2 に示す。

、 5 、



Table2. primerS ⅡSed forreal.timeRI.PCR

Apelin F

Geno

Apelin R
APJ F

APJ R

VEGFF

VEGFR

VEGFR2F

5'・GTTGCAGCATGAATCTGAGG、3'

VEGFR2R

5'、CTGCTTTAGAAAGGCATGGG、3'

ACTBF

5'・CCACCTGGTGAAGACTCTCTACA、3'

ACIBR

5'、TGACATAACTGATGCAGGTGC、3'

5'・GGAGACTCTTCGAGGAGCACTT、3'

5'、GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA、3'

5'・CGACATAGCCTCCACTGTTTATG、3'

1-6.眼球切片を用いた組織解析

マウスを抱水クロラールにより麻酔後、左心室より生理食塩水を濯流し、続いて4%

Paraformaldehyde を含むりン酸緩衝液で瀧流固定を行った。摘出した眼球を同固定液

で24時間浸漬固定し、パラフィン包埋した。ミクロトームにより作製した5μmのパ

ラフィン切片をスライドグラスに貼りつけ、キシレンで脱パラフィン後、エタノール

および水道水により水和化し、 Mayer'S Hematoxylin 溶液中で 10分問反応させ、水道

水で洗浄後、 0.1%EosinYethan01溶液中で3分間反応させた。エタノールおよびキシ

レンによる透徹後、ソフトマウント(wako)により封入し、顕微鏡(AZ、10OM,Nikon)

で観察した。

5'、TTTGTTCTTGTTCTCGGTGATG,3'

5'、AGTGTGACGTTGACATCCGTA、3'

Sequence

5',GCCAGAGCAGTAATCICCITCT、3'

1-フ.免疫組織化学染色

マウスを濯流固定後、眼球を摘出し、 4% parafonnaldehyde を含むりン酸緩衝液で 1

時間浸漬固定し、網膜を単雛した。 0.1% Triton x・100 を含む Tris、bU丘'e鵡d saline

(TBS・Tri)で洗浄後、 1%fetalbovineseNm を含む 0.5%TBS、1ri中で室温にて 3時間ブ

ロツキングおよび浸透化を行った。その後、 FITC・conjugated Gri仔onia (B帥deiraea)

Simplicifolia isolectin B4 (vector Laboratories,1nc.)および rabbit anti、APJ polyclonal

antibody を 4゜Cで一晩反応させた。抗APJ抗体は、マウスAPJのC末端領域由来の合

成ぺプチド(C・PGPNMGKGGEQMHEKSIPYSQETLVD)をウサギに免疫させることに

より作製した。抗APJ 抗体を検出するため、 goat anti、rabbitlaG Alexa 568、conjugated
・ 6 "



antibody(Molecularprobes)を室温で 2時間反応させた。網膜を切り開き、 Fluoromount

G (southem Biotech)で封入し、共焦点レーザー顕微鏡(FVI000・D, olympus)で観察し

た。

増殖細胞の検出には、 5・Bromo-2'・deoxyuridine(B血Uxsi師a、Aldrich)を用いた。マ

ウスにB阿Uを濯流固定の48時間、 24時間および2時間前に腹腔内投与(10o m創地

bodyweight)し、眼球パラフィン切片を作製した。脱パラフィン、水和化の後、10mM

Citratebua'er(PH6.0)中でマイクロウェーブ(SOOW、 10分間"2 回)による抗原賦活

化処理を行った。DNA安定化のため 50%f0訂naldehyde/standardsalineci廿ate溶液に 65゜C

で2時間インキュベートし、ad釦ine/BrdUの水素結合を解誹させるため2NH引を37゜C

で 30分間反応させ、さらに 0.1MsodiumBoratebU丘er印H8.5)で中和させた。 Mouse

13G・blockin8Nagent(vectorL北oratori船,1nc.)を含む0.5% TBS・Triでブロッキングを行

い、 mouse anti・Brdu antibody (BD Biosciences)を 4゜Cで一晩反応させ、続いて、

biotinylated 抑ti・mouselaG (DAKO)および Streptavidin・FITC を反応させた。Fluoromount

G(southemBiotech)により封入し、蛍光顕微鏡(AZ、10OM,Nikon)で観察した。

1-8.虚血性網膜症患者の硝子体における叩elin量の解析

ヒト硝子体サンプルは、匿名性を確保した状態で、大阪大学医学部眼科学教室から

入手した。硝子体手術あるいは硝子体内薬剤投与を行う際に、通常は廃棄される硝子

体液を採取し、直ちに急速冷凍したものを硝子体サンプルとして用いた。硝子体サン

プル中の apelin量の測定は、 Apolin・12 EIAkit(phoenix pha血aceuticals,1nc.)を用いて

伽ずmeimmunoassay(EIA)法により行った。本実験に関して、大阪大学大学院医学系

研究科の倫理委員会の承認を受け、患者すべてのインフォームドコンセントを得た上

で、ヘルシンキ宣言で表明された原則に従って倫理的に行われた。

1-9.統計学的解析

統計解析は、 S加dent'st・test または NO,way ANOVA を行い、 post hoc test として、

Bonfenonpstest を行った。これらの検定により、Pく0.05 の場合に有意差ありとした。

すべての結果を平均値士標準誤差で示した。

・フ・



1.1.0IRモデルマウスにおける網膜血管の形態変化

WTマウスを用いて 0IRモデルマウスを作製し、網膜血管を解析した。P7から5日

問高酸素条件下で飼育したP12のマウスでは、網膜中心部分に広い無血管領域が観察

された(Fig.1,10werP肌els)。 P12 から数日間、通常飼育した 0IRモデルマウスの網膜

では、経時的に無血管領域へ向かって新生血管の形成がみられ、そのうちの多数の血

管が房状形態を示した(Fig.1,帥Owheadsinthelowerpanels)。これらの異常形態をも

つた血管は、日齢が致するコントロールマウスの網膜ではまったくみられなかった

(Fig.1, upper P帥els)。

実験結果

Retina

Retina1 打at mount

Contr01

Fi客Ⅱre l.AmoU託 modelofoxy套en-induced Ntinopathy

Represen捻tive picture$ show retinal vessels visuali鵡d with HTcdextrarl pern.1Sion m 杜le con訂,01
mice 卸d 血e olR model mice. Anowheads hldicate neoV郎CulartU丑S

'rieriωCler rhronlb h9CBi01.30(11):2182,2187 (201のから引用(部改変)
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1-2.0IRモデルマウスの網膜における叩elinおよびAPJの発現変化

0IRモデルマウスの網膜における叩elmmRNAおよびAPJm則Aの発現変化にっい

て、 real、time RT、PCR 法を用いて解析した。以前の報告おと一致して、コントロール

マウスの網膜における叩elin およびAPJ の mRNA は、 P7 と比較して、 P12 から P17

にかけて発現上昇がみられた(Fig.2A帥dB)。一方、 0IRモデルマウスの網膜におけ

る apelinmRNAの発現は、高酸素暴露直後のP12の網膜では、P7 と比較してほとんど

変化がみられなかったが、異常血管新生が生じる P15およびP17の網膜では、P7と比

較して約30倍と著明な増加がみられた(Fig.2A)。 APJ m卿Aは、 P12の網膜におい

て、コントロールマウスと比較して発現抑制がみられ、 P15 およびP17の網膜におい

て、有意な発現上昇がみられた(Fig.2B)。また、 0IR モデルマウスの網膜における

VEGFおよびVEGFの血管新生に関与する受容体であるVEGFNのmRNAの発現変

化を解析した。その結果、 VEGFm卿Aは、叩e1血m圈Aと同様に病的血管新生に伴

い発現上昇がみられたが、apelinm卿Aの増加と比べて著明なものではなかった(Fig

2C)。一方、 VEGFR2m惑Aは、病的血管新生に伴う発現上昇はみられなかった(Fig

2D)。

・ 9 ・
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1-3.0IRモデルマウスの網膜におけるAPJの発現分布

0IRモデルマウスの網膜の叩elinの標的細胞を同定する目的でP17の0IRモデルマ

ウスから網膜を摘出し、抗 APJ 抗体および血管内皮細胞マーカーである isolectin B4

を用いて二重免疫染色を行った(Fi号.3A、D)。その結果、強い APJ 陽性反応が房状形

態の血管の内皮細胞に認められた(Fig.3D)。一方、正常形態の血管の内皮細胞には、

APJ陽性反応はほとんどみられなかった(Fig.3D,arrowheads)。

次に、増殖細胞を標識するためにBrdUを投与したP17の0IRモデルマウスの眼球

のパラフィン切片を作製し、珊染色および抗APJ抗体と抗BrdU抗体を用いて二重免

疫染色を行った。 HE 染色像において、 0IR モデルマウスの網膜では、コントロール

マウスではまったくみられない網膜表面から硝子体内に侵入した細胞が多数みられ

た(F珸.4A田ldB)。この網膜表面から硝子体内に侵入した細胞では強いAPJ陽性反応

がみられ(Fig.4C)、 APJ陽性細胞にはBrdU陽性反応が観察された(F地.4D,加OWS)。

・11・
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1-4.網膜の異常血管新生に対する叩elin'伝子欠損の影響

0IRモデルマウスの網膜で生じる異常血管新生に対する内因性叩elinの影響を明ら

かにするため、叩elin・K0 マウスを用いて 0IR モデル(KO.0IR)を作製した。 P12 の

KO-0IR モデルマウスの網膜では、 WT マウスを用いた 0IR モデル(WT、0IR)の P12

と同様に高酸素暴露により網膜中心部分に広い無血管領域がみられ、残存する血管密

度も WT・0IR モデルマウスと同程度であった(Fi宮.5A, B 飢d G)。しかしながら、 P17

の KO・0IRモデルマウスの網膜では、 P17 の WT"0IRモデルマウスでみられた房状形

態の異常血管はほとんどみられなかった(Fig.5C肌d功。網膜の血管領域を定量化す

ると、 WT・0IRモデルマウスではP12からP17にかけて経時的に血管領域の著明な増

加がみられたが、 KO-0IR モデルマウスでは血管領域の有意な増加はみられず、 P17

において WT・0IRモデルマウスと比較して有意に低下していた(Fig.5G)。一方、通常

飼育した P17の叩elin・K0 マウスの網膜血管は、同日齢の WTマウスと比較して、血

管密度がやや低いが、網膜全体に形成されていた(Fig.5EandF)。

WT・OR(PI?) B KO-0IR(P12)

WT・OR(Pワ)

E WI'"contr01(PI

D KO-0IR(P17)

F電Ure 5. Ape1血 deficieⅡCy in mice NdⅡC部 Pa仙010奮icalrEtinalan套i0套enesisindⅡCed by olR
(A-F) Represen仏tive pict山es sho、¥ retinal vessels visualized W武h FITC、dexu,a11 Per丘Ision in wT atld

Ko mice with or without olR.(G) The retinal capiⅡary area in the olR model mice 、¥as qua11tified.

Data were analyzed by NO-、vay ANOVA wiⅡI Bon企rroni's post hoc test and represent 廿le mean 士
SEM.**P く 0.0I VS. WT、0IR,,P く 0.05 VS, P12
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次に硝子体内への血管新生に対する叩elin 欠損の影響を検討するため、 P17 の

・0IR モデルマウスと KO.0IR モデルマウスの眼球のバラフィン切片を旺染色し

た。 P17の WT・0IRモデルマウスの網膜では、網膜表面から硝子体内に侵入した細胞

が多数みられた(FiE.6B)。また、網膜最内層の神経節細胞層より硝子体側に存在する

細胞の核の数は、正常マウスの網膜と比較してWT、0IRモデルマウスの網膜において

著明に増加していた(Fig,6E)。一方、 KO0IRモデルマウスの網膜では、網膜表面の

構造がやや乱れているものの、硝子体内に侵入した細胞はほとんどみられず(Fig.6D)、

神経節細胞層より硝子体側に存在する細胞の核の数は、 WT、0恨モデルマウスと比較

して有意に低値を木した(Fig.6E)。また、通常飼育した叩e"n、K0マウスの網膜では、

WT マウスと同様に網膜表面から硝子体内に侵入する細胞はまったくみられなかった

(Fig 6A卸d c)。さらに、 P17 の KO-0IRモデルマウスの網膜における BrdU を染色し

た結果、 WT・0IR モデルマウスと比較して、網膜表面に検出される BrdU は少なかっ

た(Fig.フ, anowheads)。
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宮抑套lion ce111ayer.(E) The nultlber ofthe ce11 nuclei above 仕le retinal garlglion ce111ayer was counted.

Data were analyzed by NO・way ANOVAwi壮IBon鳥noni's post hoctest 飢d representthe mear1士 SEM.
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APJ

WT・0IR

Fi宮Ⅱre 7. Apelin deficiency in mice dNreases pr0Ⅱfera価on of the ceⅡS at the reun妾1 $urf訊Ce
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Representative pictures show double ilTltnuno$taining 加r APJ (red) a11d Brdu (Green) in 廿le retinal

SectionS 丑'om wT・0IR and KO・0IR model mice at P17. VT, vi廿eous. scale bars,50 μm.
Arrowheads indicate proli也ratin名 CeⅡS.
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1-5. Apelin、KO-0IRモデルマウスの網膜における V亘GF およびVEGFN の発

現変化

KO-0皿.モデルマウスの網膜における病的血管新生の低下がVEGFおよびVEGFN

の発現低下に起因するか否かについて、 reel・time RT、PCR 法により検討した。その結

果、 KO-0IRモデルマウスの網膜における VEGF m圏Aの発現は、 WT"0IRモデルマ

ウスと同様に、高酸素暴露中のP7からP12ではほとんど変化がみられず、P15 および

P17 において、著明な増加がみられた(F喰,8A)。さらに、この発現増加は、同日齢の

WT・0IRモデルマウスと比較して有意に高かった(Fig.8A)。また、 VEGFNmRNAの

発現は、 WT"0IRモデルマウスと KO0IRモデルマウスとの間でほとんど差はみられ

なかった(Fig.8B)。
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1-6.虚血性網膜症忠者の硝子体における叩elin量の増加

病的血管新生に伴う叩elin発現の上昇がマウス特有の現象ではなく、ヒトでも起き

ているか否かを明らかにするため、虚血性網膜症の代表格である増殖性糖尿病網膜症

および未熟児網膜症患者の硝子体内叩elin濃度を解析した。対照群として用いた血管

新生を伴わない眼疾患患者の硝子体では、3例中2例でapelm濃度が検出限界以下で

あった(Fig.9A)。一方、増殖性糖尿病網膜症患者の硝子体では、 4例すべてで叩elin

が検出され、対照群と比較して、有意に高値を示した(対照群:1.0士0.8P創mL、増殖

性糖尿病網膜症患者群江6.5士2.8Pg/mL)(F電.9A)。未熟児網膜症患者の硝子休サンプ

ルでは、24例中1例が検出限界以下であったが、その他の例では、すべて高濃度の叩elin

が検出された U04.9士103 Pg/mL)(F地.9B)。
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本章では、虚血性網膜症で生じる病的血管新生に apelin・APJsystemが関与するか否

かを明らかにすることを目的として、 0IRモデルマウスを用いて検討を行った。その

結果、 0IRモデルマウスの網膜において、異常血管新生が生じる時期に apelinの発現

が著明に増加し、この増加は、既存の血管新生促進因子であるVEGFの発現増加と比

較して、極めて高いものであった。 Apelm受容体APJ は、網膜において異常血管新生

が起こる時期に発現が上昇し、房状形態をした異常血管の増殖性の高い内皮細胞に発

現していた。また、叩elin、K0マウスを用いた0IRモデルの網膜では、 WT、0IRモデル

マウスと同様に、高酸素暴露による無血管領域の形成とVEGFの発現誘導がみられた

が、異常血管新生はほとんどみられなかった。以上の結果より、虚血性網膜症で生じ

る病的血管新生には、叩elin・APJsystemの著明な活性化により引き起こされる血管内

皮細胞の過増殖が関与する可能性が示唆された。

これまでの報告と一致して、 0IRモデルマウスの網膜では、高酸素暴露により網膜

中央部の血管が消失し、その後、通常酸素に戻すことによりヒト虚血性網膜症と類似

した房状形態の異常血管が多数形成された。この異常血管の形成機構は完全には明ら

かにされていないが、P7から高酸素飼育したマウスをP12で通常酸素飼育に戻さずに

P27 まで高酸素飼育し続けると、異常血管新生が生じることなく正常形態の血管が形

成されることが明らかにされている即。これは、網膜組織が急激に低酸素症を引き起

こすことで病的血管新生が惹起されることを示している。今回、 0IRモデルマウスの

網膜における叩elinの発現は、高酸素暴露中にはほとんど変化しなかったが、通常酸

素飼育に戻した後から急激に増加した。 ApelmおよびAPJの発現増加は、生理的な血

管新生が起こっている網膜でもみられたが、 0IRモデルの異常血管新生が起こる時期

の網膜において顕著であった。さらに、 KO-0IR モデルマウスでは、高酸素により網

膜に無血管領域が生じていたにもかかわらず、異常血管新生はほとんどみられなかっ

た。これらの結果は、網膜組織の低酸素状態により引き起こされる叩elin、APJsystem

の著明な活性化が病的血管新生を引き起こす要因であることを示唆している。

0IRモデルマウスの網膜において、 APJは、房状形態の異常血管を構成する内皮細

胞に高発現し、正常形態の血管の内皮細胞にはほとんど発現がみられなかった。この

発現パ女ーンは、虚血性心疾患モデルマウスの心虚血領域において、新生りンパ管の

内皮細胞特異的にAPJの発現がみられることや釦、腫癌組織内の血管内皮細胞にAPJ

"18、
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が高発現している結果と類似している刃。これらの知見は、虚血組織において血管新

生が盛んに起きている内皮細胞で叩olin・Aphy.tomが特異的に活性化していることを

示唆している。また、生理的な血管新生が起きているマウスの網膜において、 APJが

静脈および静脈に付随する毛細血管の内皮細胞に発現すること22、および0IRモデル

マウスの網膜では、異常網膜血管新生が静脈と静脈に付随する毛細血管から生じるこ

とが明らかにされている訟,お。これらの報告から、 P17の0IRモデルマウスの網膜で

異常血管の内皮細胞に強いAPJ陽性反応がみられたのは、著明に発現上昇した叩elin

によって静脈や静脈に付随する毛細血管のAPJ陽性血管内皮細胞が過増殖した結果に

よるものである可能性が考えられた。

これまでの研究から、異常網膜血管新生に関わる因子として、 insulin、1ike groMh

factor、1 σGF、D 34、 Leptin35、および Adiponectin 36 など力蓮艮告されており、これらの因

子は、 VEGF やtumornecrosiS 金Ct0卜α(TNF・α)の発現調節を介して異常網膜血管新生

に影響を与えることが明らかにされている。本研究において、 KO-0IR モデルマウス

の網膜では、 WT、0IRモデルマウスと同程度のVEGFおよびVEGFR2の発現がみられ

た。また、異常網膜血管新生に関与する H2AX 訂、 Erythropoietin 弥、およびTNF、α 39

の発現変化についてもKO-0恨モデルマウスとWT、0凪モデルマウスの間で差はみら

れなかった(datanotshown)。これらの結果は、 KO-0IRモデルマウスの網膜における

異常血管新生の低下には、少なくとも上記の血管新生促進因子は関与しないことを示

唆している。

これまでの培養血管内皮細胞を用いた研究から、叩elin は、 APJ に結合することで

extrac011Ular signal・regulated kinase ν2 (ERKν2)や Phosphatidylinosit01 3・kinase

(PBK)・Akt および mammalian Target of Rapamycin (mTOR)のりン酸化を介して P70

ribosomalS6ki加Se(P70S6K)のりン酸化を誘導することにより細胞増殖を引き起こす

ことが明らかにされている卯。一方、生理的な網膜血管新生が起こる時期のマウスを

用いた研究から、叩elm は、糸状仮足により新生血管の伸長方向を決定する先端に位

置する内皮細胞である tipce11S に発現がみられ、 APJ は、 tipceⅡS に後続する増殖性の

内皮細胞の Stalkce11S に発現がみられることが報告されてぃる U。さらに、網膜血管新

生期の叩elin、K0 マウスおよびAPJ、K0 マウスの網膜では、低酸素条件下において血

管内皮細胞の増殖シグナル経路として機能する mTOR のりン酸化の減少がみられる

ことが明らかにされている 41,42。これらの報告と本実験でのKO-0IRモデルマウスの

網膜表面で検出された BrdU 陽性細胞数が少なかった結果を合わせて考察すると、

,19、



KO-0凪モデルマウスの網膜における異常血管の減少は、血管内皮細胞の増殖低下に

起因する可能性が考えられた。

ヒト硝子体内のapelin量を解析した結果、血管新生を伴わない眼疾患患者の硝子体

では、叩elinがほとんど検出されなかったが、増殖性糖尿病網膜症患者の硝子体では、

叩elin が検出された。さらに、米熟児網膜症患者の硝子体では、高濃度の叩elm が検

出された。これは、病的網膜血管新生に伴うapelmの発現上昇がヒトでも起きている

ことを示唆しており、叩elin・APJsystemが虚血性網膜症の新規治療標的となる可能性

を示唆している。さらに、これらの試料中のVEGF発現を解析した結果、即elin発現

との相関はみられず(da仇notshown)、この現象は、他の研究者らによって得られた結

果と一致していた心。これらの結果は、 VEGF 阻害薬が奏効しない症例に対して

叩elin・APJsystemの阻害薬が効果を示す可肯断生を示唆している。

以上、本章では、網膜において叩elin・APJsystemが血管内皮細胞の過増殖を引き起

こすことで、虚血性網膜症で生じる病的血管新生を促進させる可能性が示唆された。

また、虚血性網膜症患者の硝子体において、叩elin が高濃度検出されたことから、

叩elin、APJsystemが虚血性網膜症の新規創薬標的分子となる可能性が示された。

・ 20 ・



第2章 ApeliⅡ発現抑制による網膜血管成熟化の促進

生理的な血管新生では、①既存の血管から血管壁細胞(血管平滑筋細胞、周皮細胞)

が籬脱し、②その領域から、運動性が許容された血管内皮細胞を先頭に、後続する血

管内皮細胞が増殖することにより血管内皮細胞の管腔が形成され、その後、③内皮細

胞の管腔に血管壁細胞が動員され、安定した成熟血管が形成される叫。しかし、虚血

性網膜症で生じる病的血管新生では、血管壁細胞の欠落した脆弱な血管が生じること

およびこの異常血管では、血管内皮細胞の過増殖が起きていることが報告されて、

46,47。また、急激な血管内皮細胞の増殖は、血管壁細胞の解雛を引き起こし、血いる

48
管の脆弱性を亢進させることが明らかにされている。したがって、虚血性網膜症の

網膜で血管内皮細胞の過増殖を引き起こすシグナルを抑制することによって、安定し

た成熟血管の形成を誘導できる可能性が考えられる。

第 1章では、 0凪モデルマウスの網膜において、叩elin、APJsystemの著明な活性化

によって血管内皮細胞の過増殖が引き起こされることが示唆されたことから、

叩elin・APJsystemを阻害することにより、血管成熟化を誘導できる可能性が考えられ

る。そこで本章では、叩elin・APJ シグナルの抑制による網膜血管成熟化に対する影響

について、培養細胞および0IRモデルマウスを用いて検討を行った。

、 21 、
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2・1.細胞培養と培養細胞へのSmaⅡintedeHn宮郎A(siRNA)の導入

Montesan0 らによって樹立されたマウス血管内皮細胞株bEnd3細胞"は、大阪大学大

学院薬学研究科神経薬理学研究室から入手した。マウス血管平滑筋細胞株P53LNIAC田

細胞は、ヒューマンサイエンス研究資源バンクから購入した。これらの細胞は、10%fatal

bovine seNm (FBS)、 100 μg/mL streptomycin、 100 IU/mL penici11in および 1 μ副mL

amphotericin B を含む high glucose (4.5 gL) Dulbecco Modified Eagle'S Medium (DMEM)

中にて、 5% coy95% ai叺 37でで培養した。 bEnd3細胞への Si卿A(20μM)の導入は、

細胞播種 24時間後に培養上清を Opti・MEM σnvi廿ogen)に置換し、 Lipofectamine 2000

(1nvitrogen)を用いて行った。 Apelin 遺伝子を標的とした SiRNA (QIAGEN)の target

Sequence、 senseS廿財ld、 a11tisensostrand は Table3 に示す。既知の遺イ云子と木目同↑生のない

Con廿olsiRNA として、 A11Stars Negative conu'olsiRNA (QIAGEN)を用いた。

実験方法

Table3.1nformation on apelin siRNA

Tar豊etsequence
Sense strand

Antisense S廿and

2-2. Real、time RI、PCR

1-5 に準ずる。本章で用いたプライマーの配列をTable4に示す。

5'、CAGAAGCTCGATATrcACTrA、3'

5'・GAAGCUCGAUAUUCACUUATT、3'

5'、UAAGUGAAUAUCGAGCUUCTG,3'

Iable 4. primers used forreal-time RT-PCR

PDGFBF

Gene

PDGFBR

TGF・β F

IGF・β R
MCP、1F

MCP、1 R

5'、GAATCAGGCATCGAGAGAGACG、3'

5'、GCAAGACTGTGGGCAGGGTrAT、3'

S'、CAGTGGCTGAACCAAGGAGAC"3'

5'、ATCCCGTTGATrTCCACGTG、3'

5'、CCACTCACCTGCTGCTACTCAT、3'

5'、TGGIGATCCTCTrGTAGCTCTCC,3'

Sequence

・ 22 ・



2-3. western blottin三

Si圈A 導入後、 bEnd3 細胞を lysis bU丘er[20 mM Tris・HCI(PH7.5)、 2% sodium dodecyl

Sulfate (SDS)、 10 mM NaF、 1 mMNa3V04、 100 μM ph肌ylmethylsulfonyl auoride および

1μg/mL aprotmin]により溶解した。 10分間煮沸を行い、遠心後、上清をサンプルとし

た。タンパク質定量後、サンプルに 5"LaemmlibU貸田(12.5 mMTris、HCI、 25%glycer01、

5% SDS、 02% bromoph肌olblue および 10% mercaptoethan01、 PH7.5)を加えて、 10分間

煮沸した。 SDS、ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行い、 polyvinylid伽e

diauoride h'a11Sf己r membra11e a、、1i11ipore) 1こ1蛋^した。1蛋キ三イ愛、 membrane を 0.05% Tween、20

を含むTBS(TBS、TW)で洗浄後、skimmilk を含む TBS、TWでブロッキングを行った。

1欠打t体t [rabbit anti・MCP・1(abcmn)、 rabbit anti・phospho・smad3 (Rock1田ld lmmunochemicals,

Inc.)、 rabbit anti・smad3 (ceⅡ Si即aling Techn010部 lnc.)、 rabbit anti・phospho・Akt (ce11

Si即aling Techn010野 lnc.)、捻bbit 飢ti・Akt (ce11 Si即)aling Techn010部 lnc.)または

horseradish peroxidese (1JR、P)・conjugated mouse 帥ti・β・actin (abC田n) antibodies]を 4゜Cでー

晩反応させ、洗浄後、二次抗体[1母、P・conjugated goat anti・rabbit lgG antibody (ce11

Signaling Techn010gy lnc.)]を室温で 2時間反応させた。 TBS・TW で洗浄後、 Enhanced

Chemi、Luminescence促CL)法により女ンパク質バンドを X線フィルムに検出した。

2-4.免疫細胞染色法

Ismmカバーグラス上で培養したbEnd3細胞にSiRNAを導入し、4%P紅afonnaldehyde

を含むりン酸緩衝液で 10分間固定した。 TBS で洗浄後、 0.1%TBS、Triで希釈したrabbit

anti・phospho・sma心(Rocklandlmmunochemicals,1nc.)を 4゜Cで一晩反応させ、その後、goat

anti・rabbit leG Alexa 568・conjugated antibody (MolecU1町 Probes)と Hoechst33342

(sigma・Aldrich)を室温で2時間反応させた。洗浄後、カバーグラスをスライドグラス上

に封入し、蛍光顕微鏡(AZ、10OM,Nikon)で観察した。

2-5.細胞遊走能の解析

24WeⅡPlate に P53LN仏C01細胞を播種し、 24時間後、 1,000 乢ビペットチップの先

端でWeⅡの底を引っかいて細胞をはがし、約 lmmの問隙を作製した。 P53L入仏C01細

胞の培養上清をSi惑A導入48時間後のbEnd3細胞の培養上清 a%FBSΦMEM)に置

換し、細胞増殖を抑制するため、最終濃度が 5 mM になるように T加midine

(sigma・Aldrich)を加えた。また、MCP、1受容体CCN のアンタゴニストである RSI02895
・ 23



(si師a"A1山Ich)を最終濃度40μMになるように培養上清に添加した。 48時間後、間隙

に遊走する細胞を位相差顕微鏡(TS、100、F, Nikon)で観察した。解析ソフトである

Ima8e・Jを用いて、遊走距雛を撮影した画像の細胞面積から算出した。

2-6.実験動物ど 0IRモデルの作製

C57BL6N の WT マウスを実験に用いた。飼育方法は、1,1 に準ずる。 0IRモデルの

作製は 1,3 に準ずる。

2,フ.siRNAの硝子体内投与

Apelin siRNA、 3'・Alexa488・conjugated apolin siRNA、または A11Stars Negative contr01

SiRNA (各 20o pmoD、りポソームとして用いた等量の hlvivofectamine(1nvitrogen)、お

よびグルコース(5%)を室温で30分間振蓬したものをSi煎A溶液とした。マウスへの

硝子体内投与は、 33 G針を装着したマイクロシリンジσtocorporati0川により行った。

抱水クロラールにより麻酔したマウスに散瞳薬のミドリン P 点眼液(トロピカミド 5

mg/mL、フェニレフりン塩酸塩 5mgmL;参天製薬)および表面麻酔剤のべノキシール

点眼液 0,4%(オキシブプロカイン塩酸塩 4mg/mL;参天製薬)を点眼した。siRNA溶液

1 乢をP12およびP15の0凪モデルマウスの硝子体内に投与し、術後感染予防のため

にノフロ(ノルフロキサシン 3 mg/mL 萬有製薬)を点眼し、さらにエコリシン眼軟膏

(エリスロマイシンラクトビオン酸塩 5mg島コリスチンメタンスルホン酸ナトリウム

5m剖g 参天製薬)を塗布した。

2.8.網膜血管の解析

1-4に準ずる。網膜における房状形態の血管量は、B帥inらの方法に従って定量した 5゜

2-9.組織学的解析

1-6 に準ずる。

2-10.統計学的解析

1-8 に準ずる。

・ 24 "
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2-1.Apelin発現抑制による血管壁細胞遊走因子の発現誘導

血管内皮細胞における apelin・APJ シグナルの抑制による血管成熟化に対する影響を

明らかにするため、叩elinsi郎Aを導入したマウス培養血管内皮細胞株bEnd3細胞を用

いて検討を行った。 ApelinsiRNA導入24時間後のbEnd3細胞では、既知の遺伝子と相

同性のないCon廿olsi卿Aを導入した細胞と比較して、叩elin mRNA発現が著明に抑制

されていた(Fi容.10A)。次に、叩elinsiRNA を導入した bEnd3 細胞における血管成熟化

に関与する因子の遺伝子発現について、 Nal、t血e RT、PCR法により解析した。血管壁細

胞の動員や接着を引き起こす代表的な因子として、 platelet、derived grownl factor B

(PDGFB) 46、 tra11Sfonning gowth factor、beta (TGF、β) 51、 a11giopoietin、1 52、 monocyte

Chemoattract帥t protein、1 (MCP、1) 53,54 カミ知られており、甜18iopoietin、1 以外の 3 つの因子

は、血管内皮細胞において産生される。 Apelinsi蹄A導入細胞と Con廿olsiRNA導入細

胞の間でPDGFBおよびTGF・βのmRNAの発現に差はみられなかった四DGFB,0.99士

0.04; TGF・β,120 士 0.13 νS. con廿olsiRNA)。一方、 MCP、1 mRNA の発現は、 apelin si圏A

を処置した細胞において有意な増加が認められた(Fig.10B)。この叩e1血SiRNAによる

MCP・1の発現上昇は、タンパク質レベルでも確認された(Fig.10の。

A B C

実験結果

1.2

0.8

Control Apelin
SiRNA siRNA

Fi套Ure lo. Apelin siRNAinduces MCP-1 expresslon in the endothelialce11S
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S1卿A or apelin si圏A for 24 h were analyzed by real・tmle RT・PCR (n = 3).(C) MCP、1 Protem

expression i11 bEnd.3 Ce11S exposed to control siRNA or apeli11 SiRNA for 48 h was examitled by
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MCP・1 の発現を誘導する転写因子として、 smad3 53 および nuclear 金Ctor、kappa B

a、1F・KB)55が知られている。 ApelinsiRNA を入した bEnd3 細胞におけるこれらの転写

因子のりン酸化および核内移行にっいて、 westem bl0杜ingにより解析した。その結果、

叩elinsiRNA 入細胞において、 NF.1田の核移行やSmad3 以外の Smad ファミリーのり

ン酸化には影響がみられなかったが(da仏notsh0叩)、りン酸化Smad3 量の増加が認め

られた(Fig.11A)。総Sma心量に対するりン酸化 Smad3 量は、 con廿olsiRNA 入細胞

と比較して叩elinsi圈Aを処置した細胞において有意な増加がみられた(Fig. nA)。ま

た、免疫蛍光細胞染色の結果より、叩elmsi卿Aを入したbEnd3細胞の核において、

強いりン酸化 Smad3 陽性反応が確認された(F電.11B,町Owheads)。さらに、叩elinsiRNA

による MCP・1 タンパク質の発現誘は、smad3阻害剤である SIS3 の前処置により抑制

された(Fig.11の。
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*卓

.

0

Contr01

SiRNA

Apelin
5iRNA

..
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Fi晋Ure 11. Apelin siRNA increaS軸 MCP-1 expression by actiV急tin客 Smed3 in 仙e e"dothelialceⅡS
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bEnd3 Ce11S 廿eated wi廿I control siRNA or ape1血 SiRNA for 6 h was detected by
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in the nuclei.(C) bEnd.3 Ce11S were i11Cubated with or without slS3 (3 μM) for l h. nen, MCP,1

Pr0如血 expression in 廿le ceⅡS exposed to controlsiRNA or ape1伽 SiRNA 血r 24 h waS 瓣Sessed by
Westem bl0廿in宮(n 3). Da仇 Were a11alyzed by student's ltest (A) or NO"way ANOVA with

Bon企noni's post hoc test (C)飢d repre託nt 血e me飢士 SEM.**P く 0.0I VS. conⅡolsiRNA,,,P く
0.0I VS. apelin siRNA,

'hgiog伽esiS 16(3):7お・734 (2013)から引用(一部改変)
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Sm0心のりン酸化はPBK、Akt シグナルの活性化により阻害されること拓,釘、およ、

び叩e1血はAPJを介して P13K・Aktシグナルを活性化することが報告されてぃる 0

そこで次に、apelinsi圈Aによる Smad3 のりン酸化がPBK、Aktシグナルの低下を介し

て起こるか否かにっいて検討を行った。 Apelmsi卿A を導入したbEnd3細胞では、リ

ン酸化Akt量の減少がみられ、総Akt量に対するりン酸化Akt量は、 con廿olsi卿A導

入細胞と比較して叩elm si郎A を処置した細胞において有意な減少がみられた(Fig.

12A)。また、 PBK 阻害剤である LY294002 を処置したbEnd.3 細胞では、りン酸化Akt

量の減少に加えて、りン酸化Smad3 量の増加がみられた(Fig.12B)。さらに、LY2940呪

を処置したbEnd3細胞では、 MCP、1mRNAの発現上昇がみられた(Fig.12の。以上の

結果から、血管内皮細胞において叩elin、APJ シグナルを抑制すると、 Aktシグナルの

低下によりSma心の活性化が生じ、 MCP、1が発現誘導されることが示唆された。

A

P.Akt

Akt

12

Control LY294002

B
P・Akt

Akt

P・smad3

Smad3

4

0

*

Contr01

SiRNA

Fi琴Ⅱre 12. Apelin siRNA leads to the red11Ction of Akt phosphorylation and f0110wed by
UpregⅡlation ofMCP-1 medieted via the ectivati0Ⅱ ofsmad3 in t壺e endothelielce11S

(A) The phosphorylated・Akt 血 bEnd3 Ce11S exposed to con虹'olsiRNA or ape1血 SiRNA 血r 3 h was
eX如ined by westembl0廿lng (n= 3).(B) Thephosphowlated・Akt a11d ,smad3 in bEnd.3 Ce11S 壮肌ted

Wi血 LY294002 (3 μム,D for 3 h was evaluated by westem bl0廿i11g (n = 3).(C) MCP"1 m卿A

expression 血 bEnd3 CeⅡS 血Cubated with LY294002 (3 μM) for 24 h waS 鞠Sessed by real、t加e
RT・PCR (n = 5). Da稔 Were 肌alyzed by student's ttest 田ld representthe me如士 SEM.*Pく0.05 VS.
Con廿olsiRNA,1'P く 0.05 如d Ttp く 0.0I V$. contr01.

'π宮i0宮伽esiぶ 16(3):723・734 (2013)から引用(一部改変)
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2-2. ApelinsiRNAを導入した血管内皮細胞の培養上清による血管平滑筋細胞の

遊走促進

血管内皮細胞における叩elin・APJシグナルの抑制による血管壁細胞の動員への影響

を明らかにするため、叩elinsiRNAを導入したbEnd3細胞の培養上清による血管平滑

筋細胞の遊走能に対する影響を検討した。Apelinsi卿Aを導入したbEnd3細胞の培養

上清は、con廿olsi則A 導入細胞の培養上清と比較して、マウス血管平滑筋細胞株

P53LMAC01細胞の遊走距雛を有意に増加させた(Fig. BAandB)。この遊走促進作用

がMCP、1 を介した効果であるか否かを明らかにするため、 MCP、1受容体 CCM の遮

断薬である RSI02895 の影響を検討した。その結果、 RSI02895 は、叩elinsiRNA導入

細胞の培養上清による P53LNIAC01 細胞の遊走促進作用を有意に抑制した(Fig.13A

andB)。 RSI02895 は、 CCN以外にもαm受容体、αΦ受容体および5、HT強受容体を阻

害すること力蓮R告されているが認、これらの受容体を介したシグナルが血管壁細胞の

遊走能に影響を与える報告は存在しない。これらの結果から、血管内皮細胞において

apelin・APJシグナルの抑制により発現誘導されたMCP、1は、血管壁細胞の CCNを介

して血管壁細胞の遊走を促進させることが示唆された。

・ 28 ・



A

CM・contr01

SIRNA

Oh

CM・Apelin
引RNA

RSI02895

(+)

CM・contr01

SiRNA

ゞ

48 h

π一、゛

CM・Ape11n
SiRNA

Fj言Ure 13. The cond赴ioned medi11m (C八D from the end0加e熊al ceⅡS pretreated with apelin
SiRNAaccelerates m電ration ofthe vascularsmooth mⅡScle cdls(VSMC)

(A) con負Uent P53LN仏Col ce11 monolayers were w0帥ded by scraP血g and 壮'eated with cM 丘・om
bEnd3 CeⅡS exposed to respective siRNAS 血r 48 h. The cM 丑'om siRNA、廿,eated bEnd3 Ce11S was

added RSI02895 (40 μNり orDMS0 知d Th沖id血e(5 mM). nece11migrationt0 杜le w0如d S11rface
Was monitored be加een o a11d 48 h.(B) The mi即'肌ion dlstance ofP53L入仏Col ceⅡS hlt0 壮le w0如d

edge was quantitated (n= 3). Datawere 如alyzed by two・way ANOVAwith Bon企noni's post hoctest

帥d representthe mean士 SEM.**P く 0.0I VS. CM・controlsiRNA,11P く 0.0I VS. CM,ApelhlsiRNA.

'門giog伽esi$16(3):723-734 (2013)から引用(一部改変)
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2-3.Apd血SiRNAの硝子体内投与による網膜の周皮細胞動員の促進

0IRモデルマウスの網膜における叩elin、APJsystemの抑制による血管成熟化に対す

る影響を明らかにするため、0凪モデルマウスの硝子体内に叩elinsiRNA を投与した。

硝子体内投与されたSiRNAが網膜組織に到達するか否かについて、りポソーム試薬お

よびグルコースと混合したAlexa4認標識叩elinsi圈A溶液をマウス硝子体内に投与し

た。その結果、投与48時間後の網膜において、 Alexa4認の緑色蛍光が網膜表面に観

察された(Fig.14)。方、 Alexa4能標識した叩elinsiRNA のみを硝子体内投与したマ

ウスの網膜では、緑色蛍光はみられなかったことから(datanotshown)、この緑色蛍光

は、りポソームによって網膜細胞内に到達したAlexa4能標識叩elinsiRNA由来のもの

であることが示された。

Fi套Ure 14.1蹴νil,o delivery ofsiRNA 如 the retinal usSⅡ部 by intraV髄realinjection

(Aand B) Representative picturesshow a auorescence image ofthe retina at2 days a介erin加Ⅵtreal
InJectlon. The boxed area in (A)is shown enlar宮ed in (B)

'h宮i0宮'伽esi$16(3):723・734 (2013)から引用(改変)

0IRモデルマウスの硝子体内への叩elmsiRNA投与による網膜のMCP、1発現誘導に

ついて、 real・time RT・PCR 法により検討した。 0IR モデルマウス網膜の apelin mRNA

発現は、 controlsiRNA投与群において、 P12 と比較して P15 およびP17 で発現上昇が

みられた(Fig.15A)。このP15 およびP17でみられる叩elinmRNAの発現上昇は、epelin

SiRNA投与により有意に抑制された(F喰、15A)。また、網膜の MCP、1 の発現は、叩elin

SiRNA を投与した 0IRモデルマウスにおいて、controlsiRNA を投与したマウスと比較

して有意な発現上昇がみられた(F喰.15B)。 0IR モデルマウスの網膜における CCN

の発現を免疫組織化学染色により検討した結果、CCR2は、 NG、2陽性周皮細胞に発現

していることが明らかになった(Fig.15C,anowheads)。
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^ Apelin siRNA
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口 ControlsiRNA

**

^ Apelin siRNA

15

CCR2 NG・2 Merge

Fi琴Ure 15.Apelin siRNA incNases MCP・1 expression in the retinas ofthe 0恨 modelmke

The e任ect ofapelin si郎A on 吐le expression ofapelin (A) and MCP.1(B)in the retinas ofolR model

mice was examined by real・time RT・PCR (n 7 -9).(C) Representative pictures show arl

in血山OS仏inin8 image of ccR2 (blue) arld NG・2 (reの Combined W油 i$olectin B4 (田4)(gee川 in

the retmas ofthe olR model mice at P17. Arrowhea山 indicate ccN 飢d NG、2 double positive ceⅡS.

Data were 如alyzed by NO-way ANOVA 、¥i廿I Bonfe丘oni's post hoc test arld representthe meaτ1 士
SEM.**P く 0.0I VS. controlsiRNA,ナP く 0.05 甜ld ,tp く 0,0I VS. P12.

',1gi0宮伽心iS16(3):7お・734(2013)から引用(部改変)

10

17

5

t,*

0

,,,**

12 15

Postnatal day

0IRモデルマウスの網膜の叩elin発現抑制による新生血管の内皮細胞周囲への周皮

細胞動員に対する影響を明らかにするため、叩elinsiRNA を投与した P17の0IRモデ

ルマウスの網膜における血管内皮細胞と周皮細胞の重免疫蛍光染色を行った。

ApelinsiRNA を投与した 0IR モデルマウスの網膜(Fi8.16 E、H)では、 con廿olsiRNA

を投与したマウスの網膜(FiE.16 A・D)と比較して、無血管領域に向かう血管に多く

のNG・2陽性周皮細胞が観察された(Fig.16H)。この血管の先端部における isolectinB4

陽性血管内皮細胞に対するNG・2陽性周皮細胞の割合は、con廿olsi則A投与群の網膜

と比較して、叩elinsi卿A投与群の網膜において有意に増加していた[con廿olsiRNA,

42.79 士 1,05 %; apelin si卿A,57.01 土 2.65 %(P く 0.OD](n = 5)。
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'

旧4 NG2

F電Ure 16. Apelin siRNA enhances pericyte coverヨ客e of the Ⅱewly formed vessels in the olR
model mice

Represen仇tive pictures show double immunoS仇inin名 of i$olectin B4 (即'een)飢d NG2 (red) i11the

retin那 ofthe olR model mice at P17 訂'eated 、剛i廿I conu'olsiRNA (A、D) or apelm siRNA (E、H). The

boxed 甜肌 m (C)iS 血Own enlar号ed hl(D),卸d the boxed area m (G)isshown enlarged in (H).

'πgiog幼esiS 16(3):723-734(2013)から引用(部改変)

Merge
.

MCP・1は、単球やマクロファージの動員や活性化を介して炎症反応を惹起させるこ

とが多くの研究により明らかにされている"。また、0IRモデルの異常血管新生には、

マクロファージの活性化が関与することが報告されている 60,6,。そこで、網膜のマク

ロファージに対する即elinsiRNA の硝子体内投与の影響を明らかにするため、抗

integrin・aM抗体を用いて、マクロファージの免疫組織化学染色を行った。 1ntegrin、aM

陽性マクロファージは、apelinsi則A を投与したマウスの網膜において、controlsiRNA

を投与したマウスと比較して、わずかに増加傾向がみられたが有意な差はみられなか

つた IcontrolsiRNA,8.41 土 0.54 %; apelin siRNA,1032 土 0.フフ%(P = 0.08)](n = 5)。
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2-4.ApeliⅡSiRNAの硝子体内投与による網膜の異常血管新生の抑制

周皮細胞による被覆度が低下した新生血管は、房状形態を示すことが知られている

妬。そこで次に、 0IR モデルマウスの網膜でみられる房状血管の形成に対する叩elin

Si卿A の硝子体内投与の影響について検討した。 HTC、dextran の濯流により造影した

網膜血管像を解析した結果、叩elinsiRNAを投与した'P17の0凪モデルマウスの網膜

では、controlsi卿Aを投与したマウスの網膜と比較して、房状形態を示す異常血管が

有意に減少していた(Fig.17AandB)。これらのマウスの眼球切片の耶染色を行い、

硝子体内への血管新生に対する叩elinsi惑A の影響を評価した。その結果、 C0血01

Si卿A投与マウスと比較して、叩elinsi郎A投与マウスの網膜では、硝子体内に侵入

する細胞が減少しており、また、網膜神経節細胞層より硝子体側に存在する細胞の核

の数も有意に減少していた(Fig.17C肌dD)。

・ 33,



A Control siRNA Apelin siRNA

ControlsiRNA

Control Apelin
SiRNA siRNA

F電Ⅱre 17. Apelin siRNA prevents path010琴icaltEuna1 窟n岩i0宮en郎i$ in the retines of the olR
model mice

(A) Representative pictures shoW 廿le retinal aat・moU11ts h'om the olR model mice 廿eated with apelin

SiRNA (ri帥t P卸el) or controlsiRNA (1e介 Panel). NeovasculartU丑S (NVT) ar卵 is hi帥lighted in red.

(B) NVT ar舶 W舶 qU飢ti介ed (n 12).(C) Repre鵠n仏tive pictures show HE $捻ini"g ofthe retinal
Cross・sectionS 丑'om the olR model mice 廿eated with apelin siRNA (right P釘leD or con力'olsiRNA (1e介

P帥eD.(D) 1ntravi廿eal neovascularization was qU田ltified by c011rlting the number of the ce11 nuclei

above 廿le ret註la1 邑祉lglion ce111ayer (n 6). VT, vi訂'eous body; GCL, g引1豊lion ce111ayer; artowheads,

Vascularlike S訂'ⅡCtⅡres. Data were 知alyzed by student's ltest 田ld representthe meat1 士 SEM.**P
0.0I VS. con訂'olsiRNA. scale bar,50 μm.
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今回、ape1血、APJ シグナルの抑制による網膜血管成熟化に対する影響を明らかにす

るため、培養細胞および0IRモデルマウスを用いて検討を行った。 Apelmsi卿Aを導

入した培養血管内皮細胞では、血管壁細胞の遊走促進効果を有するMCP・1の発現上昇

がみられ、この発現誘導には、 P13K、Akt シグナル低下による Smad3 の活性化が関与

することが示された。さらに、叩elinsi圈Aを導入した血管内皮細胞の培養上清には、

血管平滑筋細胞の遊走促進効果がみられた。また、叩elinsi則Aを硝子体内投与した

0IRモデルマウスの網膜では、新生血管における周皮細胞による被覆度の増加がみら

れ、房状形態の異常血管の形成が抑制されていた。以上の結果から、虚血性網膜症の

網膜において、著明に活性化された叩elin、APJ シグナルを阻害することにより、血管

内皮細胞の過増殖の抑制による血管壁細胞の動員促進を介して成熟血管の形成を誘

導できる可能性が示された。

血管新生の過程では、ガイド役として機能する非増殖性の内皮細胞である tipce11S

を先頭に、増殖活性を有する内皮細胞である S仇lkceⅡS が後続して内皮細胞の管腔が

形成される硯。続いて、内皮細胞の管腔に血管壁細胞が動員され、新生血管は成熟化

する 63。この過程において、叩e1血は、 tゆ CeⅡS から遊籬され、 stalk ce11S に発現する

APJを介して細胞増殖を誘導することが報告されていることから U、apelin、APJsystem

は、新生血管の先端部特異的に細胞増殖を引き起こすシグナルであることが推測され

る。したがって、先端から遠ざかった内皮細胞では、叩elin・APJシグナルの低下が徐々

に起き、増殖能が低下することが考えられる(F電.18A)。血管壁細胞の接着は、管腔

が形成された内皮細胞から1項に起きることから心、叩elin、APJ シグナルが入らなくな

つた内皮細胞では、増殖能の低下に加えて、血管壁細胞の動員機構が働く可能性が考

えられる。この仮説に一致して、今回、叩elinsiRNAを導入した血管内皮細胞および

血管新生期の 0IR モデルマウスの網膜では、血管壁細胞の遊走促進効果を有する

MCP、1 の発現上昇がみられた。 Apelin は、 APJ を介して PBK、Akt シグナルを活性化

させることによって、細胞増殖を引き起こすことが報告されている 4゜。これらのこと

から、血管新生期の網膜において、叩elin の刺激を強く受ける血管内皮細胞では、

P13K"Aktシグナル活性化を介した細胞増殖の促進と Smad3活性化の抑制が起き(Fig

18B)、一方、 apeli"、APJ シグナルが低下した血管内皮細胞では、 P13K、Akt シグナル低

下に伴うSmad3 の活性化が起こり、続いて MCP、1が発現誘導され、血管壁細胞の動

・ 35 ・
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員が起こるという機構が生じていることが考えられた(Fig.18の。

A

ECS
Apelin Level
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Apelin介
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PBK・Akt介^Smad3
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P13K・Akto ^・smad3
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Pmhf.mぜ0"介 MCP・10 pm"f.mぜ00O MCP、1介

PericYte recr山trnent介

F電Ure 18. proposed mechanisms for the apelin・APJ system on endothelial ceⅡ$ du"n晋
an冨i0套enesis

(A) End0廿lelial ce11S moving away 丑'om 血e tip ce11S receive apelin signals since apelhlis $electively
Secreted 負'om the up ce11$.(B) The ape1註1・APJ system stimulates prolif註ration of the S稔lk ce11S

mediated via pB・Akt si即aling, atld inhibits MCP-1 expression by suppression of smad3
Phospholylation.(C) Reduction of this signalin号 a廿enuates proliferation of end0廿lelial ce11S at a site

diS伽lt 丑'om the tip ce11S, and releases the inhibition of smad3 Cascade, f0110wed by the release of
MCP・1 fbr maturation ofvessels,

C

Apelino

Tゆ Ce11

'"giog例"心 16(3):7お・734 (2013)から引用

Apelinsi圈A を硝子体内投与した 0IRモデルマウスの網膜において MCP、1 の発現

上昇がみられたが、このMCP.1の発現上昇は、マクロファージの数にほとんど影響を

与えなかった。この理由は、叩elin、APJsystemが新生血管の先端において局所的に機

能する特性にあると考えられる。この特性から、叩elinsiRNA を投与した網膜では、

新生血管の先端部の内皮細胞で特異的にMCP、1の発現上昇が起こることが推測され、

この局所的なMCP、1の発現増加は、マクロファージの動員をほとんど引き起こさない

ものと考えられた。



一方、MCP・1は、単球遊走作用非依存的に腫癌の血管新生に影響を与えることや'、

増殖性糖尿病網膜症患者の網膜において、 MCP"1が血管内皮細胞に限局することが明

らかにされている'。さらに、血管壁細胞の接着を引き起こすTGF,βや如且iopoietin、1

の刺激によって血管内皮細胞のMCP、1が発現誘導され、このMCP、1が血管平滑筋細

胞の動員を促進することが明らかにされている","。これらのことから、 MCP、1は、

従来知られている単球やマクロファージに対する影響のみならず、血管成熟化を促進

する因子であることが示唆されている。また、 MCP、1遺伝子欠損マウスを用いた0IR

モデルの網膜では、房状形態の異常血管の消失が遅延することが明らかにされている

砧。この現象は周皮細胞の動員不全により引き起こされることから絽、 MCP、1欠損マ

ウスの網膜では、周皮細胞の遊走能が低下してぃる可能性が考えられる。これらの知

見は、叩elinsiRNA を投与した0凪モデルマウスの網膜において発現上昇したMCP、1

が新生血管の内皮細胞への周皮細胞の動員を促進させることを支持している。

第 1章において、 0IRモデルマウスの網膜では、叩elin,APJsystemの著明な活性化

により血管内皮細胞の過増殖が誘発され、異常血管新生が引き起こされる可能性を示

した。また、叩elin・K0 マウスを用いた 0IR モデルマウスでは、 VEGF が発現上昇し

ているにもかかわらず、異常血管新生がほとんどみられなかった。本章では、 0IRE

デルマウスに叩elinsiRNA を投与すると、本モデルマウスの網膜でみられる叩elinの

発現上昇が抑制され、房状形態の異常血管の形成が阻害された。また、 apelinsiRNA

を投与した0IRモデルマウスの網膜とControlsiRNAを投与した0IRモデルマウスの

網膜では、 VEGF発現に差がないことを明らかにしている(datanotshoW川。これら

のことから、虚血性網膜症の網膜において、叩e1加発現を抑制することにより、病的

血管新生を阻害できる可能性が示唆された。

以上のことから、虚血性網膜症の網膜において、 apelin、APJ シグナルを阻害するこ

とにより、血管内皮細胞の過増殖の抑制による血管壁細胞の動員促進を介して成熟血

管の形成を誘導できる可能性が考えられた。

64
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第3章虚血性網膜症の新規治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性

第 1章では、 0IRモデルマウスの網膜において、著明に発現誘導された叩elinが血

管内皮細胞に発現するAPJを介して、血管内皮細胞の過増殖を引き起こし、房状形態

を示す異常血管の形成を誘導するこどを明らかにした。さらに、虚血性網膜症患者の

硝子体内において叩elin量が増加していることも見出した。また、第2章では、叩elin

SiRNAの硝子体内投与により 0IRモデルマウスの網膜の叩elin発現を抑制すると、血

管内皮細胞の過増殖が阻害され、成熟血管の形成を誘導できることを見出した。これ

らのことから、叩elM、APJsyS加mを阻害する薬物が病的血管新生を抑制できる新たな

虚血性網膜症治療薬となる可能性が考えられる。また、現在、病的血管新生を特異的

に抑制できる治療薬は存在しない。 APJが房状形態を示す異常血管の内皮細胞に極め

て強く発現し、正常血管にはほとんどみられなかったことから、 APJ阻害薬は、既存

の治療薬と比較して、より選択的に病的血管新生を抑制できる可能性が考えられる。

4-O×0-6・((pyrimidin・2・y1血io)methy1卜4H・pyran・3・y14・ni廿obenzoate (ML22D は、強力な

APJ機能的アンタゴニストとして2012年に発見された低分子化合物である印。ML221

は、 APJに対して高い選択性を有し、 APJと配列類似性を持つAT1受容体に対してほ

とんど結合しないことが明らかにされている脚。一方、 N丘221は、他のGタンパク質

共役型受容体の中でKオビオイド受容体およびべンゾジアゼピン受容体に対して阻害

作用を示すことが報告されているが脚、これらの受容体を介したシグナルが0IRモデ

ルマウスの網膜血管新生に影響を与える報告は存在しない。

そこで本章では、虚血性網膜症の新規治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性を明らか

にすることを目的として、入丘221の0IRモデルマウスの異常網膜血管新生に対する効

果について検討した。
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3-1.細胞培養と細胞増殖の評価

培養血管内皮細胞には、 bEnd3 細胞を用いた。培養方法は、 2-1 に準ずる。細胞増

殖能の評価は、 3・(4,5・dimethylthiaz01-2・yl)・2,5・diph伽yltetr能olium bromide (MTT)法と

BrdU 取り込み能の解析により行った。 MTT 法は、薬物処置後、培養上清に MTT を

終濃度0.5 mg/mLになるように添加し、 CO.インキュベーター内で2時間反応させ、

培養上清を除去したWeⅡに dimethylsulfoxide(DMSO)を加えて細胞を溶解し、吸光度

(λ=570nm)を測定することにより行った。 BrdU取り込み能を解析するため、 15mm

カバーグラス上に播種した細胞に薬物処置後、10μM BrdU を 2時間暴露し、 4%

Parafonnaldehyde を含むりン酸緩衝液で 10分間固定した。固定液を除去し、 DNA を加

水分解させるため、2MHC1に 37゜Cで 10分間暴露し、その後、ホウ酸ナトリウム bU仔a

(PH 8.5)を室温で 30分間処置することにより中和した。 0.1% TBS、Tri で希釈した

mouso anti・Brdu a址ibody (BD Biosciences)を 4゜Cで一晩反応させ、続いて、 biotinylated

goat anti・mouse lgG antibody (DAKO)および FITC・conjuga加d streP仇Vidin (BD

Biosciences)を室温で 1時間ずっ反応させた。核を Hoechst33342(si8ma・Aldrich)で標

識し、カバーグラスをスライドグラスに封入した。 BrdU取り込み能は、1サンプル当

たり9視野撮影した画像(56320叩ゞ450.56叩)における Hoechst陽性細胞あたりの

BrdU陽性細胞の数を算出することにより判定した。培養細胞への Si卿Aの導入方法

は、 2-1 に準ずる。

実験方法

3.2. Real、time RT-PCR

1-5 に準ずる。

3.3.実験動物および0凪モデルの作製

1-1 および 1-3 に準ずる。

3-4.網膜血管の解析

NTC・conjugatedisolectinB4染色により網膜血管の内皮細胞を検出した。房状血管領

域および無血管領域の定量は、 1mageJ(Nationa11nstitutesofHea1出)を用いて、 connor

らの方法に従って行った露,68。

・ 39 ・



3-5.薬物の腹腔内投与

滅菌した DMS0 に溶解した ML221 (sigma・Aldrich)(投与量:10 mg/地 body

Welghvday)および SU1498 (LKT I,aboratories,1nc.)(投与量:9 mg/kg body weighvday)

を 0IRモデルマウスのP12からP16 まで 1日 1回腹腔内に投与した。対照群には、同

量のDMS0を投与した。

3-6.免疫組織化学染色

1-7 に準ずる。 VEGFN の検出は、 rabbit anti・VEGFN antlbody (ceⅡ Signaling

Iechn010部,1nc.)および goat anti・rabbit lgG Alexa 568,conjugated 帥tibody (Molecular

Probes)により行った。

3-フ.統計学的解析

統計解析は、 student'st・test、 one・way ANOVA、または加0,way ANOVA を行った。

One・wayANOVAの Posthoctest として、Dunne杜'stest を、NO・wayANOVAの Posthoctest

として、 Bonfenoni'stest を行った。その他は 1-8 に準ずる。
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3.1.血管内皮細胞の増殖に対するAPJ阻害薬の抑制作用

虚血性網膜症で生じる病的網膜血管新生には、血管内皮細胞の過増殖が深く関与す

ることから、培養血管内皮細胞を用いて、 APJ阻害薬である ML221の血管内皮細胞の

増殖に対する影響について検討した。培養血管内皮細胞株bEnd3細胞をML221で処

置すると、 MIT 還元能およびBrdU取り込み能が濃度依存的に抑制された(Fig.19A

andB)。この ML221 による細胞増殖抑制効果がapelin、APJsystem の阻害によるものか

否かを叩elinsiRNA を導入した bEnd3 細胞を用いて検討した。その結果、 ML221 に

よる bEnd3細胞のMTT還元能の低下は、叩eli"si則A を導入したbEnd3細胞ではほ

とんどみられなかった(Fig.19C)。また、 ML221 は、 bEnd3 細胞の VEGF および

VEGFR2 の mRNA発現に影響を与えなかった(Fig.19D)。これらのことから、 APJ阻

害薬は、 VEGF およびVEGFR2 の発現に影縛を与えることなく apeⅡn、APJsystem を阻

害することにより血管内皮細胞の増殖を抑制できることが示された。

実験結果

A
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仁.●仁.卓亡こ

考6。芯芯旦と
巴40 尺'2゜里40 歪岩0.5
仁20 Ξ10 仁2。 E包'
Σ'一Σ
0 で0 0 0

B{

0 3 10 30

ML221(PM)

Fj宮Ure 19. TheAPJ anta套onistinhibits endothelialceⅡ Proliferation

(A and B) The pr01途ration ofbEnd.3 Ce11S f0ⅡOW血旦 24 h 血Cubation wi血 N丘221(0-30 μM) was
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analyzed by real・time RT・PCR (n 宗 5). Da仇 WeN analyzed by one.way ANOVA wi血 DU血ett'$ post

hoc test(A 卸d B), two・、¥ay ANOVA with Bonfenoni's post hoc test(C) or stⅡdent's ttest(D) a11d
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3-2.網膜の異常血管新生に対するAPJ阻害薬の抑制作用

0IR モデルマウスの網膜で生じる異常血管新生に対する APJ 阻害薬の効果を明らか

にするため、 N仙221を 0IRモデルマウスに腹腔内投与した。無処置のP17の0IRモデ

ルマウスおよびML221注射液の調製に使用した溶媒だけを P12からP16まで投与した

P17の0凪モデルマウスの網膜では、房状形態の異常血管領域および無血管領域が広く

観察された(Fig.20A飢dB)。一方、 P12 から P16 までN北221Uom創k幻を 1日 1 回腹

腔内投与したP17の0恨モデルマウスの網膜では、異常血管領域の著明な減少と(Fig.

20C飢dD)無血管領域の減少がみられた(Fig.20C飢dE)。また、ML221 を投与した P15

の0爪モデルマウスの網膜におけるVEGFおよびVEGFR2のmRNAの発現を解析した

結果、溶媒を投与したマウスの網膜における発現とほとんど差はみられなかった(Fig.

21Aand B)。
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A

4
口 Vehicle
皿 ML221

Fi宮Ure 21.1nnⅡence of the APJ 丑n始gonist on vEGF and vEGFR2 expressions during

Path010言icalan客i0套enesis in the retinas ofolR model mice

The e丘'ect of in廿aperitoneal adm血istration of ML221 0n vEGF (A) and vEGFR2 (B) mRNA

expression levels in t11e rethlas ofthe olR model mice 、vas examined by real・time RT・PCR (n = 4).

Data were analyzed by NO-way ANOVA with Bonfenoni's post hoc test 帥d represent 壮le mea11 士

SEM.**P く 0.0I VS. P12,

Sci. Rep.フ(D:15062(2017)から引用(一部改変)
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次に、VEGFN阻害薬とAPJ阻害薬の0IRモデルマウスの網膜における異常血管新

生および無血管領域に対する効果を比較するため、 VEGFN阻害薬SU1498 あるいは

Mι221 を 0IRモデルマウスに投与した。P12 から P16 まで SU1498(9mg/kg)を 1日 1

回腹腔内投与したP17 の 0IRモデルマウスの網膜では、溶媒を投与したマウス(Fig.

22A)と比較して、 Mι221 を投与したマウス(Fig.22B)と同様に房状形態を示す異常

血管の著明な減少がみられた(Fig,22C肌dD)。一方、 0IRモデルマウスでみられる無

血管領域に対しては、 ML221 は有意に減少させたが、 SU1498 はまったく影響を与え

なかった(Fig.22E)。 P17 の 0IRモデルマウスの網膜における VEGFR2 の発現分布を

解析した結果、第 1章で示したAPJの発現分布とは異なり、 VEGFR2は、房状形態の

異常血管だけでなく正常形態の血管を構成する内皮細胞にも高い発現がみられた

(F喰.23, anowheads)。
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本章では、虚血性網膜症の新規治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性について明らか

にすることを目的として、0IRモデルマウスの異常血管新生に対する ML221の効果に

ついて検討した。さらに、 VEGFN阻害薬とAPJ阻害薬の効果について比較検討を行

つた。 ML221を投与した0IRモデルマウスの網膜では、異常血管新生が著明に抑制さ

れ、さらに、無血管領域の減少がみられた。これは、 APJ阻害薬が虚血性網膜症で生

じる病的血管新生を特異的に抑制できることに加えて、網膜虚血を解消できることを

示唆している。一方、 VEGFM阻害薬SU1498 は、 0IRモデルマウスの網膜の異常血

管新生を抑制したが、無血管領域を減少させなかった。 VEGF は、血管内皮細胞の増

殖を引き起こすことに加えて、 VEGFN を発現する tipce11Sのガイダンス因子として

機能することや新生血管の内皮細胞の生存に必須の因子であることが明らかにされ

ている 62,69。これらのことから、 SU1498 を投与した 0IRモデルマウスの網膜では、

異常血管の形成だけでなく正常血管の伸長や内皮細胞の生存も阻害された可能性が

考えられ、これらの影響により、無血管領域の減少がみられなかった可能性が考えら

れる。また、本研究結果より、 VEGFMは、異常血管だけでなく正常血管にも高い発

現がみられ、一方、 APJは、異常血管には高い発現がみられたが、正常血管にはほと

んど発現がみられなかった。これらの結果は、 APJ阻害薬がVEGFN阻害薬と比較し

て、虚血性網膜症で生じる病的血管新生をより選択的に阻害できる可能性を示唆して

いる。

血管内皮細胞の過増殖は、硝子体内への房状の異常血管の形成をもたらし、網膜内

での正常な血管新生を妨げる 33。血管新生期の網膜においてAPJは、増殖性の内皮細

胞に発現していることから 41、叩elin、APJsystem の著明な活性化は、血管内皮細胞の

過増殖を引き起こすことが考えられる。一方、 apeⅡn またはAPJ欠損マウスでは、生

理的な網膜血管形成が遅延することが明らかにされているお,41。これは、叩elin,APJ

シグナルが生理的レベルにおいて正常血管新生を促進させることを示している。した

がって、入丘221を投与した0IRモデルマウスの網膜において、異常血管新生の抑制に

加えて、無血管領域の減少が認められたのは、ML221が著明に活性化された叩e11n、APJ

シグナルを正常レベルまで低下させたことに起因する可能性が考えられた。

これまでの多くの臨床研究や基礎研究によって示されているように、虚血性網膜症

の病状を改善するための最も確立された治療法は、 VEGF 阻害療法である。しかしな
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がら、抗VEGF中和抗体が奏効しない症例が存在することや 8、抗VEGF治療による

7
新生血管消失効果や血管新生阻害効果が病態進行に伴い低下することから'、 VEGF

非依存的な血管新生誘導機構やVEGFによる他の因子の機能や発現調節を介した病的

血管新生誘導機構の存在が考えられる。本研究において、 MI221 は VEGF および

VEGFR2の発現に影響を与えることなく、血管内皮細胞増殖抑制作用および異常血管

新生の抑制作用を示した。この結果は、第2章で示した叩elinsiRNAがVEGFの発現

を抑制することなく網膜の異常血管新生を阻害したことや、叩elinsi惑A またはAPJ

SiRNAがVEGFN阻害薬の存在下・非存在下にかかわらず、血管内皮細胞の増殖を抑

制することを明らかにした報告 Nからも支持される。最近の臨床研究により、虚血性

網膜症患者の硝子体や線維性増殖膜において、叩elin発現量とVEGF発現量に相関が

ないことや心,元、 VEGF 中和抗体非応答性の大腸癌患者の癌組織において、叩elin発

現量の増加が認められることが明らかにされている n。これらの知見は、 VEGF阻害

薬に抵抗性を示す血管新生性疾患に対する二次療法として、 APJ阻害療法が有用であ

る可能性を示唆している。

現在、抗VEGF中和抗体やステロイドなどの虚血性網膜症治療薬は、硝子体内注射

により投与される。硝子体内投与は、薬物を迅速に網膜に到達できる優れた局所投与

方法であるが、手術に準ずる侵襲的な治療手段であり、痛みを伴うだけでなく、眼内

炎や網膜剥雛、硝子体出血、および白内障などの重篤な合併症を引き起こす危険性が

ある力。さらに、抗VEGF抗体の生物学的活性が数週問と限定的であることから乃、

複数回の硝子体内注射が必要であり、患者の負担が大きい。したがって、より低侵襲

な投与方法により治療効果を示し、かつ副作用の少ない薬物を同定する必要がある。

本研究では、 ML221を 0IRモデルマウスに腹腔内投与することにより、網膜において

病的血管新生の抑制効果がみられることを明らかにした。この結果は、末梢からAPJ

阻害薬を投与することにより、網膜の病的血管新生を抑制できる可能性を示唆するも

のである。しかしながら、末梢からの薬物の投与は、硝子体内投与と比較して、全身

に薬物が分布しやすい投与方法であることから、網膜以外の組織に対する薬物の影響

が懸念される。これまでに APJ 阻害薬による全身症状は明らかにされていないが、

叩elin またはAPJを欠損させても、胎生致死は起きない N,玲。また、血管新生を伴わ

ない血管の内皮細胞では、 APJの発現がほとんどみられないことが明らかにされてい

る部,刃。これらのことから、 APJ阻害薬による全身性の重篤な冨噺乍用の発現は比較的

少ないと思われるが、 APJ阻害薬の全身投与による安全性を見極めるためには、長期
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投与試験による評価が必要である。

以上の結果より、APJ阻害薬が虚血性網膜症の病的血管新生を選択的に抑制できる

ことが示され、虚血性網膜症の新たな治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性が明らかに

えにっブヒ。
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虚血性網膜症の病的血管新生における叩e1加、APJsystemの病態生理学的意義と新規

治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性を明らかにすることを目的として、 0IRモデルマ

ウス、虚血性網膜症患者の硝子体サンプル、および培養細胞を用いて解析を行い、以

下に示す結論を得た。

0IRモデルマウスの網膜において、異常血管新生に伴い叩elinが著明に発現上昇

すること、およびAPJが異常血管を構成する増殖性の内皮細胞に高発現すること

を明らかにした。 Apelin、K0 マウスを用いた 0IR モデルの網膜では、 VEGF が発

現上昇しているにもかかわらず、異常血管新生がほとんど起きないことを明らか

にした。また、虚血性網膜症患者の硝子体内において、叩elin 量が著明に増加し

ていることを見出した。これらのことから、虚血性網膜症で生じる病的網膜血管

新生は、叩elin・APJsystem の著明な活性化により引き起こされる可能性が示され

、-0

総 括

2 0IRモデルマウスの網膜において、 apeⅡn,APJsystem を阻害すると、新生血管の

内皮細胞周囲への周皮細胞の動員が起こり、異常血管新生を抑制できることを見

出した。この作用は、血管内皮細胞における叩elm"APJ シグナルの阻害によって

引き起こされるPBK、Aktシグナル抑制が、smad3 の活性化を介して血管壁細胞遊

走促進因子MCP、1を発現誘導した結果によるものであることを明らかにした。こ

れらのことから、虚血性網膜症の網膜において、叩elin、APJ シグナルを阻害する

ことにより、血管内皮細胞の過増殖の抑制による血管壁細胞の動員促進を介して

成熟血管の形成を誘導できる可能性が示された。

3 APJ阻害薬は、 0IRモデルマウスの網膜において、異常血管新生を著明に抑制す

るとともに正常血管新生を促進させた。一方、 VEGFN阻害薬には、異常血管新

生の抑制効果はみられたが、正常血管新生促進効果はみられなかった。これらの

ことから、 APJ阻害薬は、既存の虚血性網膜症治療薬であるVEGF阻害薬と比較

して、より選択的に病的血管新生を抑制できることが示唆され、虚血性網膜症の

新規治療薬としてのAPJ阻害薬の有用性が示された。
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以上、本研究において、 0IRモデルマウスでは、叩e1伽、APJsystemの著明な活性化

が起こり、血管内皮細胞の過増殖が誘導され、異常網膜血管新生が引き起こされるこ

とを明らかにした。また、虚血性網膜症患者の網膜においても同様の機構が生じてい

る可台断生を示した。さらに、叩elin・APJsystem を阻害することにより、血管内皮細胞

の過増殖の抑制を介して正常血管の形成を誘導できること、および異常血管新生を選

択的に抑制できることを示した。現在、虚血性網膜症治療法として用いられているレ

ーザー光凝固術や抗VEGF抗体の硝子体内投与は、優れた治療効果を示すものの、根

本的に虚血を解消できない。また、虚血性網膜症の中には、抗VEGF抗体の効果が得

られない症例や、治療後に病的血管新生が再燃する症例が存在する。本研究で得られ

た結果より、 APJ阻害薬は、これら既存の治療法の問題点を解消できる新たな虚血性

網膜症治療薬として期待される。今後、本研究成果が、叩elin、APJsystem を標的とし

た新たな虚血性網膜症治療法の開発に役立てられることを期待する。
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