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要 約

目 的：血管内皮増殖因子(VEGF)は網膜血管新生に

おける最重要血管新生因子であるが，近年その受容体と

して新たにニューロピリン(NRP)ファミリーが発見さ

れた．血管内皮細胞ではNRP- はVEGF アイソフォ

ーム特異的受容体として機能しNRP- よりも優位に発

現するが，その病理的血管新生局面における役割につい

てはまだよく解明されていないため，我々は網膜血管新

生において検討を試みた．

結 果：培養ウシ網膜血管内皮細胞(BREC)におい

て，VEGFがNRP- を選択的に発現増強させることを

見出した．この反応は転写の亢進によるもので，VEGF

受容体 を介するものであった．NRP- 機能阻害抗体

によりVEGFによる BRECの増殖作用が抑制され，マ

ウスの網膜血管新生モデルにおいては網膜血管新生が抑

制されることを解明した．

結 論：以上から，NRP- はVEGF誘導性網膜血

管新生において重要な役割を果たしており，有望な治療

ターゲットになり得ることが推定された．(日眼会誌

： ― ， )
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Abstract

：The Neuropilin(NRP)family is a novel
 

receptor family that has been found to bind to a
 

key molecule in angiogenesis, vascular endothelial
 

growth factor(VEGF).In vascular endothelial cells,

NRP- functions as an isoform-specific receptor for
 

VEGF and has predominant expression compared
 

to NRP-. Since little is known about its role in
 

pathologic angiogenesis, we studied it in retinal
 

angiogenesis.

：In cultured bovine retinal endothelial
 

cells(BREC),VEGF selectively up-regulates NRP-

expression. This response is mediated by VEGF re-

cepor-(VEGFR-)and transcriptional activation.

NRP- functional blocking antibody inhibited VE-

GF-induced mitogenesis of BRECs . More-

over, inhibition of NRP- in a murine model of an-

gioproliferative retinopathy reduced angiogenic re-

sponse in the retina.

：Our results suggest that NRP-

plays a critical role in VEGF-induced retinal an-

giogenesis and thus could be a viable therapeutic
 

target for inhibition of retinal neovascularization.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )



緒 言

網膜血管新生において血管内皮増殖因子(vascular en-

dothelial growth factor,VEGF)は，その血管内皮細胞

に対する選択性の高い増殖作用から中心的な血管新生因

子であると目されている ．VEGFの受容体には以前か

ら血管管腔形成に重要なVEGF receptor-1 (VEGFR-

1)と細胞増殖で重要なVEGFR2が知られていたが，

近年新たにニューロピリン(neuropilin, NRP)受容体フ

ァミリーがVEGFアイソファーム特異的受容体として

機能することが報告 された．NRPファミリーはもと

もと中枢神経細胞において発見された受容体群でセマフ

ォリン(semaphorin, SM)ファミリーをリガンドとし，

NRP-1は SM 3A，NRP-2は SM 3CとSM 3Fのそれぞ

れの反発性軸索ガイダンスに主として関わっている ．

一方，血管内皮細胞においてNRP-1はVEGFR-2の共

受容体として機能し，VEGF アイソフォームとのみ

結合する(表1)．NRP-2はVEGF とVEGF の両ア

イソフォームに結合することが可能で，VEGFR-1と共

受容体様の複合体を形成するが，その役割については未

だ解明されていない ．とりわけ，NRP-1は生理的・病

理的状況で最も重要なVEGF のVEGFR-2への結合

性を6倍近く増強することから ，我々は網膜血管新生

局面におけるその発現制御と，選択的NRP-1機能阻害

の網膜血管新生における抑制効果について検討した．

NRPの網膜血管新生局面における発現動態

―in vitroにおける解析―

我々はNRPの発現を制御する分子として，まず血管

新生で中心的な役割を果たすVEGF自身についてその

可能性を検討した．培養ウシ網膜血管内皮細胞(bovine
 

retinal endothelial cell,BREC)を用いてNorthern blot

法でmRNAの発現解析を行った結果，VEGF刺激に

よりNRP-1の発現が時間・容量依存性に増加し，最大

で3.8倍発現増強することを見出した(図1)．一方

NRP-2は発現量が少なく，VEGFによる刺激効果もみ

られなかった．BRECは微小血管内皮細胞に属するの

で，大血管ではどうかということを検討するため，ウシ

大動脈血管内皮細胞(bovine aortic endothelial cell,

BAEC)を用いて同様にVEGFの刺激効果を試した．

BAECでは効果はBRECに比較して弱いものの，やは

り2.1倍のNRP-1発現増強があった．逆に，NRP-2

は発現そのものがみられなかった．また，NRP-1のリ

ガンドであるSM 3AについてはBREC，BAECとも

にそのmRNA発現は検出されなかった．したがって，

内皮細胞においてはNRP-1の結合因子としてはあくま

でVEGFが中心で，神経系におけるNRP-1のリガン

ドであるSM 3Aを介したオートクライン・ループが機

能している可能性は低いと推察される．

次に，VEGFによるNRP-1のmRNA発現増強のメ

カニズムを解析するため，転写阻害剤であるアクチノマ

イシンDを添加し，NRP-1のmRNAの半減期につい

て検討した．その結果，アクチノマイシンDの有無は

NRP-1の半減期に有意な影響を及ぼさなかったため，

NRP-1の発現増強はVEGF刺激による半減期の増長効

果ではないことが判明した(図2)．逆に，核 run-on as-

sayにより転写速度を解析した結果，VEGFによりNRP-

1の転写が5.3倍亢進していた．以上の両検討により，

VEGF刺激によるNRP-1mRNA発現増強の分子メカ

ニズムとして転写の亢進が主体であることを明らかにし

た．

血管内皮細胞に発現されるVEGFRにはVEGFR-1

(flt1)とVEGFR-2(kdr/flk1)が，NRPファミリーが

血管内皮細胞で機能するという事実が発見される前から

報告されている．どちらの受容体がNRP-1の発現増強

に関与するかということを検討するため，我々はまず

BRECにおいてVEGFR-2の選択的阻害剤であるSU-

1498を用いてVEGF刺激下でNRP-1の発現を解析し

た．その結果，SU-1498がほぼ完全にNRP-1発現増強

効果を抑制することを見出した．BRECではVEGFR-1

の発現がVEGFR-2に比べて圧倒的に少ないため，VE-

GFR-1の関与を検討するに際し両受容体とも発現され

ているヒト臍帯静脈内皮細胞(human umvilical endothe-

lial cell,HUVEC)を用いて解析した．VEGFR-1選択的

リガンドである胎盤増殖因子を用いて刺激した結果，

NRP-1の発現には変化がみられなかったことから，

VEGFによるNRP-1の発現増強はVEGFR-2を介する

ものであることが判明した．さらに，NRP-1自身がVE-

GFの効果を伝達するという可能性を除外するため，VE-

GFと結合できる受容体のうちNRP-1のみを選択的に

発現する乳癌細胞株MDA-MB231細胞株を用いてVEGF

の刺激効果を検討したが，やはりNRP-1の発現には変

化がなかった．VEGFR-2の下流の主要なシグナル分子
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表 1 VEGF受容体とNRPファミリー

受容体 結合するVEGFアイソフォーム 共受容体の相手

VEGFR1 全アイソフォーム

VEGFR2 全アイソフォーム

NRP-1 VEGF VEGFR2

NRP-2 VEGF ，VEGF VEGFR1

VEGF：血管内皮増殖因子 VEGFR：VEGF recepter
 

NRP：ニューロピリン

Key words：Retinal neovascularization, Vascular
 

endothelial growth factor, Neuropilin,

Vascular endothelial cells, Vascular
 

endothelial growth factor receptor
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図 1 血管内皮増殖因子(VEGF)刺激によるニューロピリン(NRP)ファミリーのmRNA発現制御．

Ａ：VEGF刺激による時間依存性NRP-1の選択的発現増強．グラフの値はNRPの解析値を対照遺伝子で

ある36B4の値で標準化している．刺激後2時間で最大3.8倍の発現増加がみられた．黒棒：NRP-1，白

棒：NRP-2．

Ｂ：VEGF刺激によるNRP-1の容量依存的発現増強．VEGF濃度(25ng/ml)で最大の効果がみられた．

図 2 VEGF刺激によるNRP- 発現増強の分子メカニズム．

Ａ：VEGF刺激下での核 run-on assay．約5.3倍の転写亢進がみられた．

Ｂ：転写阻害剤によるNRP-1mRNAの半減期の検討．VEGF刺激による有意なNRP-1mRNA安定効果

はみられなかった．○：対照群，□：VEGF刺激群
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としては，VEGFR-2自身がチロシンキナーゼであるこ

と，その他にphospholipase-γ(PLC-γ)，protein kinase
 

C(PKC)，phosphatidylinositol 3-kinase(PI3K)，mito-

gen-activated protein kinase(MAPK)などが報告され

ている．それぞれの選択的阻害剤を用いて検討した結

果，チロシンキナーゼ阻害剤とMAPK阻害剤ではほぼ

100％，PLC-γ，PKC，PI3Kの阻害剤ではそれぞれ

74，70，80％の，NRP-1発現増強に対する抑制効果が

みられた．以上の検討により，VEGFによるNRP-1の

発現増強にはVEGFR-2と，その下流のシグナル分子群

が実際に関与していることを明らかにした．

次に，我々は以上のmRNAレベルの発現解析をもと

に，蛋白質レベルではどうかということについて検討を

加えた．まず，NRP-1とNRP-2の蛋白質発現は転写

レベルでの発現と同様，VEGFによりNRP-1のみが選

択的に発現が増加していた(図3A)．さらに，NRP-1

の蛋白質発現の増加が機能的NRP-1受容体の増加とし

て反映されているかどうかを検討するため，アルカリ

フォスファターゼ(alkaline phosphatase,AP)と融合さ

せたSM 3A(SM 3A-AP)を用いて，細胞表面binding
 

assayを行った．SM 3Aを用いたのはVEGFであると

NRP-1のみでなく他のVEGFRにも結合してしまうた

めである．図3Bのごとく，VEGF刺激によりSM 3A

の結合部位数，すなわち細胞表面にある機能的NRP-1

の数は2.8倍へと増加した．一方，NRP-1の SM 3A

への結合親和性には特に変化がみられなかった．

NRPの網膜血管新生局面における発現動態

―in vivoにおける解析―

In vitroでのVEGFによるNRP-1発現増強の解析結

果をもとに，我々は次に in vivoでNRP-1の発現を解

析するべくマウスの網膜血管新生モデルを用いた ．こ

のモデルではSmithらが報告したように，生後7日目

(postnatal day7,P7)からP12まで75％の高酸素負荷

で網膜血管を退縮させ，その後正常酸素に戻すことによ

り網膜虚血を惹起し，その結果P17あたりを中心とし

て硝子体腔に突出する著明な網膜新生血管が生じる．ま

た，このモデルではVEGFが血管新生の主要因子とし

て働くことが明らかになっている ．そこで，我々は

in situ mRNA hybridization法を用い，このモデルの

網膜組織においてNRP-1mRNAの発現を解析した結

果，図4に示すがごとくP17の特に網膜新生血管部位

において顕著なNRP-1の発現増強を観察した．

網膜血管新生におけるNRP-1抑制の効果

NRP-1の共発現によりVEGF のVEGFR-2への結

合親和性が6倍近く増強するが ，果たしてそれが血管

内皮細胞の生理的機能の面でどのように反映されている

のかという点については未だ解明されていなかった．我

我はNRP-1選択的機能阻害抗体を用いて，まずBREC

の増殖におけるNRP-1抑制の効果を調べた．その結果，

NRP-1中和抗体は容量依存的にVEGF の増殖作用を

抑制し得ることを解明した．この抑制作用は，VEGF

や肝細胞増殖因子，線維芽細胞増殖因子などによる増

殖作用には効果を示さなかった．さらに，抗体投与下で

VEGFR-2のリン酸化レベルを検討したところ，実際に

VEGF 刺激によるリン酸化を選択的に抑制している

ことを解明した．次に，我々はNRP-1抑制の in vivo

における効果を検討するため，NRP-1機能阻害抗体を

Smithらの網膜血管新生モデルにおいて硝子体注入し，

新生血管の数を計測した．その結果，対照抗体注入群や

balanced salt solution(BSS)注入群と比較し，NRP-1

図 3 VEGF刺激によるNRP蛋白発現制御．

Ａ：VEGF刺激24時間後のNRP蛋白発現．選択的NRP-1発現増強がみられた．

Ｂ：セマフォリン(SM)3Aによる細胞表面binding assay(Scatchard解析)．細胞表面のNRP-1数が約2.8倍に

増加し，結合親和性には変化がなかった．■：対照群，●：VEGF刺激群
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機能阻害抗体注入群では網膜新生血管数が約半分の

53％に抑制されるという効果を見出した(図5)．

お わ り に

虚血性網膜血管新生，とりわけVEGF誘導性網膜血

管新生において，近年新たに血管内皮細胞でVEGFR

として機能することが報告されたNRPファミリーにつ

いて，その血管新生局面における発現動態を解明した．

さらに，選択的NRP-1の発現増強が観察されたことか

ら，その機能阻害の効果を in vivoで解析し，網膜血管

新生抑制治療のターゲットとなり得ることを明らかにし

た．VEGF-VEGF受容体系の完全な抑制は生理的な血

管まで破綻をもたらすことが報告 されていることか

ら，血管内皮細胞の生存や増殖などの本質的な生理機能

を左右するVEGFR-2そのものの抑制ではなく，共受容

体であるNRP-1の方に的を絞ることにより，血管系の

劇的な破綻を避けたコンプライアンスの高い網膜血管新

生抑制治療が可能となり得るのではないかと考える次第

である．

稿を終えるに当たり，受賞講演の機会を与えて下さいまし

た学術奨励賞選考委員各位，第107回日本眼科学会総会長の

大島健司教授，座長の西田輝夫教授に心より感謝申し上げま

す．また，ご指導を頂きました本田孔士教授をはじめ共同研

究者の諸先生方に深謝いたします．

本研究内容はProceedings of the National Academy of
 

Sciences of the United States of America 99：383-388,

2002.(Copyright2002National Academy of Sciences,U.S.

A.)に掲載された．

図 4  hybridization法によるマウス網膜血管新生モデルにおけるNRP- mRNAの発現解析．

Ａ：生後(P)17の網膜虚血誘導群の硝子体腔へ突出する新生血管(矢じり)において著明なNRP-1mRNA

発現がみられる．

Ｂ：同じくP17の正常群におけるNRP-1シグナル．強い発現はみられない．バーは50μm

図 5 NRP- 機能阻害抗体の硝子体注入による網膜血管新生の抑制効果．

1：NRP-1機能阻害抗体注入群において著明な網膜血管新生抑制がみられた．矢じり：網膜血管新生．

2：対照抗体投与群，3：balanced salt solution(BSS)投与群．バーは50μm
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