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要 約

糖尿病網膜症，静脈閉塞症，加齢黄斑変性など加齢と

ともに増加する血管障害は黄斑浮腫や滲出性剥離などの

滲出性病変，血管増殖膜による牽引性剥離や新生血管緑

内障などの血管新生病変により重篤な視力障害の原因と

なっている．これらの疾患は加齢による血管の経年変化

に加えて加齢により増加する成人病，すなわち糖尿病，

高血圧，高脂血症，肥満といった全身疾患に起因する血

管障害により惹起される．本研究では，加齢や成人病に

起因する血管障害を血管生物学的手法により分子病態を

包括的に解明し，新規治療法を提案する．

加齢により網膜血管は酸化ストレスや血流による物理

的負荷の継続的影響を受けるが，培養網膜血管細胞では

細胞内ストレスキナーゼを介するシグナル伝達が活性化

されアポトーシスが惹起された．ストレスキナーゼの阻

害治療が加齢による血管障害の治療法となることが示唆

される．周皮細胞の増殖抑制による網膜血管変性モデル

では，糖尿病網膜症に酷似した網膜浮腫や血管増殖の病

変が形成され，血管内皮・周皮細胞レベルでの障害のみ
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で増殖網膜症病変など末期の病変形成に至ることが示唆

された．周皮細胞より分泌されるアンジオポエチン

(Ang )は酸化ストレスによる血管細胞のストレスキ

ナーゼ，アポトーシスを抑制し周皮細胞変性モデルを正

常化した．周皮細胞からのAng の paracrine作用が

網膜血管の恒常性に不可欠であることやAng やその

下流の細胞内シグナルが糖尿病網膜症など周皮細胞変性

に起因する病変への治療法となり得る可能性が示唆され

た．

糖尿病や網膜静脈閉塞症など毛細血管の変性が進行す

ると網膜虚血となり虚血性の血管新生が誘導される．虚

血網膜より分泌される血管新生因子として血管内皮増殖

因子(VEGF)が重要である．糖尿病などによる血管障害

が他の臓器に比較して網膜に起こりやすい原因として網

膜血管にはVEGF受容体の発現特性がみられた．特に

VEGF作用を増強するニューロピリン (Neuropilin ,

NRP )は網膜血管に多く発現しており，VEGFや低酸

素によりさらに発現増加して網膜血管新生を positive-

feedback的に促進する機構があることが見出された．

網膜特異的な抗血管新生療法の標的として期待される．

成人病は加齢とともに増加し近年の欧米的なライフスタ

イルにより増加している．動脈硬化，高血圧の共通因子

であるアンジオテンシン，肥満により分泌異常を来すア

ディポサイトカインは血管新生促進的に作用することが

見出された．こうした生活習慣病因子の制御も今後の網

膜血管障害の治療に重要であることが推察された．最後

に網膜血管障害においてVEGFに匹敵する分子として

造血作用でよく知られるエリスロポエチンを見出した．

増殖糖尿病網膜症患者の眼内に著しく増加し，血管新生

と強い相関を示した．VEGF阻害薬は実用化され網膜

症に著効することが報告され始めている．こうした増殖

因子・アディポサイトカインの制御が今後の治療法とし

て期待される．(日眼会誌 ： ― ， )

キーワード：血管内皮増殖因子，アンジオポエチン，エ

リスロポエチン，血管新生，周皮細胞変性

Ocular vascular diseases such as diabetic reti-

nopathy, retinal vein occlusion, and age-related
 

macular degeneration, whose population increases
 

along with aging, have become leading causes of
 

severe visual disturbance.Macular edema and serous
 

retinal detachment are associated with abnormal
 

vascular leakage and tractional retinal detachment,

and neovascular glaucoma is caused by retinal
 

neovascularization. Such ocular vascular diseases
 

are caused by vascular cell aging and vascular dam-

age associated with lifestyle-related diseases includ-

ing diabetes mellitus, hypertension, hyperlipidemia,

and obesity. In the present study, we investigated
 

molecular mechanisms in such vascular deficiencies
 

using vascular cell biology methodology, and we
 

propose novel strategies for the treatment of such
 

vascular diseases.

Along with aging, oxidative stress and physical
 

stress,such as mechanical stretch,continuously and
 

directly insult vascular cells. Such stress induces
 

apoptosis by intracellular signaling through stress
 

kinases in cultured retinal vascular cells. Inhibition
 

of such stress kinases could be an effective treat-

ment to protect the vascular cells against age-

related damage.In a retinal vascular developmental
 

model, pericyte loss causes pathology mimicking
 

macular edema and proliferative diabetic retino-

pathy.Angiopoietin (Ang )secreted by pericytes
 

suppresses oxidative stress-induced intracellular
 

signaling through stress kinases linked to cell
 

apoptosis and normalizes such retinal pathology.

This suggests that the paracrine action of Ang in
 

the pericytes is necessary to sustain normal retinal
 

vasculature, and that Ang -triggered intracellular
 

signaling is useful for the treatment of vascular cell
 

pathology associated with pericyte loss.

In diabetic retinopathy and retinal vein occlusion,

retinal vessels regress along with retinal vascular
 

cell apoptosis, and the retina becomes ischemic
 

followed by pathological retinal neovascularization.

VEGF has been recognized as a predominant factor
 

to induce the ischemic retinal neovascularization.

We found that retinal vascular cells have a charac-

teristic pattern in VEGF receptor expression,which
 

causes vascular pathology more frequently in the
 

retina than in other organs.Neuropilin (NRP ),

which enhances VEGF receptor function, is abun-

dantly expressed in the retinal endothelial cells and
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加齢による視力障害の原因疾患と血管障害

旧厚生省の1991年度 および厚生労働省の2006年度

報告 による主要な視力障害の原因疾患をみると，表1

のように従来からの糖尿病網膜症，緑内障に加えて加齢

黄斑変性の比率が増加してきており，視力障害の主要な

原因疾患となっていることが分かる．糖尿病網膜症，加

齢黄斑変性ばかりでなく，網膜静脈閉塞症や緑内障にお

いても網膜循環障害が関与しており，血管障害による眼

疾患が多くの割合を占めている．動脈硬化など血管障害

に起因する疾患は高齢化社会に移行するに従い今後一層

増加するうえに，食生活などライフスタイルの欧米化に

伴い糖尿病，高血圧，高脂血症，肥満といった生活習慣

病が増加することが予想され，密接に相関する網膜血管

障害の重要性が今後眼科領域においてさらに高まること

が予想される．

こうした動脈硬化や生活習慣病による網膜血管障害は

どのように進展するのであろうか．網膜微小血管は一層

の内皮細胞とその外側に存在する周皮細胞，および両細

胞間の基底膜より構成されている (図1)．これにより，

血中蛋白質や脂質などの非選択的透過を阻害し，網膜・

血液柵が形成されている．糖尿病網膜症に代表されるよ

うに初期の血管障害では，内皮細胞の変性や基底膜の肥

厚，周皮細胞の変性といった変化が生ずる(図1)．この

結果，網膜・血液柵の破綻が起こり，網膜浮腫や出血が

みられるようになる．血管細胞の変性は ghost vessel

と呼ばれる血管細胞のない血管の状態となりやがて血管

が消失する．周皮細胞は内皮細胞の増殖や分化を制御し

ており，糖尿病網膜症では周皮細胞の変性が進むと内皮

細胞の増殖が起こりやすくなり，毛細血管瘤が形成され

る．さらに血管細胞の変性に加えて，内皮細胞や血流・

血液性状の異常により血栓形成傾向となり，網膜虚血が

進行する．網膜が虚血になると虚血網膜よりさまざまな

血管新生因子が誘導され網膜や隅角血管新生が惹起され

血管増殖網膜症に至るようになる(図1)．今回の宿題報

告では加齢や加齢により増加する生活習慣病を起因とす

る網膜血管障害の分子機序について糖尿病網膜症を中心

として血管細胞生物学的に考察し，新規治療法への展開

を論ずる．

加齢による血管負荷と血管細胞内

シグナル伝達

加齢による経年変化は血管細胞にどのような影響を及

ぼすのであろうか．血管細胞を継代培養し続けると細胞

自体の老化が起こり，telomeraseと呼ばれるRNA修

飾酵素の影響が示唆されている ．一方，このような

血管細胞自体の経年変化に加えて，加齢によりさまざま

な外的負荷が血管細胞に経年的に加わる．これらには，

血流による伸展刺激や shear stressなどの物理的負荷

や，低酸素，酸化ストレス，ホルモンの変化，免疫応答

の変化，AGE(終末糖化産物)といったものが挙げられ

る．我々は網膜血管細胞，すなわち網膜血管内皮細胞と

周皮細胞を単離培養することにより，個別の細胞への加

齢負荷を行いその影響を観察した．

加齢と網膜血管障害・高木

表 1 視覚障害者の診断申請

1996年度(旧厚生省) 2006年度(厚生労働省)

1位 糖尿病網膜症 (18.3％) 緑内障 (20.7％)

2位 白内障 (15.6％) 糖尿病網膜症(19.0％)

3位 緑内障 (14.5％) 網膜色素変性(13.7％)

4位 網膜色素変性 (12.2％) 加齢黄斑変性(9.1％)

5位 高度近視 (10.7％) 高度近視 (7.8％)

6位 視神経網脈絡膜萎縮(9.8％)

is upregulated by VEGF itself and by hypoxia to
 

regulate a positive feedback mechanism in retinal
 

neovascularization.This receptor could be a unique
 

target for retina-specific therapy.

Lifestyle-related diseases increase along with
 

aging and have further increased due to changes in
 

Japanese lifestyle imitating that of Western coun-

tries.We found that the renin-angiotensin system
 

which regulates hypertension and cardiovascular
 

diseases, and adipocytokines which are abnormally
 

secreted in obesity, act as proangiogenic factors.

Regulation of such lifestyle-related disease factors
 

is important for the treatment of retinal vascular
 

diseases.

Finally, we found that  erythropoietin is an
 

ischemia-induced angiogenic factor that acts in-

dependently and as potently as VEGF in prolifer-

ative diabetic retinopathy(PDR). Our study utiliz-

ing human vitreous samples demonstrates that the
 

VEGF level is particularly high and strongly as-

sociated with angiogenic activity in PDR patients.

The potential of VEGF inhibitors has recently been
 

recognized in clinical applications. The manipula-

tion of each angiogenic factor and adipocytokine
 

that we report here could become potential therapy
 

in the near future.

Nippon Ganka Gakkai Zasshi(J Jpn Ophthalmol
 

Soc ： ― , )

Key words：Vascular endothelial growth factor,

Angiopoietin, Erythropoietin, Neo-

vascularization,Pericyte loss
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図 2 酸化ストレスは網膜血管細胞のアポトーシスを誘導する．

培養ウシ網膜血管内皮細胞に過酸化水素(H O)を付加することで酸化ストレスを負荷すると，その濃度に

依存して内皮細胞のアポトーシスがみられた．

Ａ：培養網膜血管内皮細胞のTUNEL染色．発色する細胞がアポトーシスを起こしている．

Ｂ：過酸化水素濃度依存性に網膜血管内皮細胞のアポトーシス陽性細胞比率が上昇する．

＊：p＝0.19，＊＊：p＜0.001 (文献6より許可を得て転載)

図 1 網膜細小血管の構造と血管障害の進展．

網膜細小血管は一層の内皮細胞とその外側に存在する周皮細胞，および両細胞間の基底膜より構成されてい

る ．初期の血管障害では，内皮細胞の変性や基底膜の肥厚，周皮細胞の変性といった変化が生ずる．この

結果，網膜・血液柵の破綻により黄斑浮腫が起こり，血管細胞の変性により血管消失が起こる．さらに血管

細胞の変性に加えて，内皮細胞や血流・血液性状の異常により血栓形成傾向となり，網膜虚血が進行する．

網膜が虚血になると虚血網膜よりさまざまな血管新生因子が誘導され網膜や隅角血管新生が惹起され血管増

殖網膜症に至るようになる．
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図 3 酸化ストレスによる血管障害は細胞内ストレスキナーゼを介する．

Ａ：培養ウシ網膜血管内皮細胞にSAPK/erk kinase(SEK1)と Jun N-terminal kinase(JNK)の siRNA

(small molecule interfering RNA)を投与し，Western blot解析により蛋白質発現を検討した．β-

actinには変化ないが，それぞれの siRNAによりSEK1と JNKの蛋白質発現が抑制された．ctlは対

照 siRNA．

Ｂ：Aにおいて細胞内ストレスキナーゼを抑制した網膜血管内皮細胞に酸化ストレス(過酸化水素，H O)

を負荷し，アポトーシスになる細胞の比率を検討した．SEK1と JNKを抑制した状態ではアポトーシ

ス細胞の比率は減少した．酸化ストレスによる障害はSEK1と JNKを介することが示唆された．

＊：p＜0.001 (文献6より許可を得て転載)

図 4 酸化ストレスにより網膜血管内皮細胞は JNKを

介して caspase を活性化する．

培養ウシ網膜血管内皮細胞に JNKを抑制するdomi-

nant negative JNK(DN-JNK)遺伝子をアデノウイル

スにより導入すると，酸化ストレスにより活性化され

るcaspase3の活性が抑制される．

＊：p＜0.001 (文献6より許可を得て転載)

図 5 酸化ストレス，周期的伸展負荷の細胞内シグナル

伝達．

培養網膜血管内皮細胞や血管周皮細胞への過酸化水素

や周期的伸展刺激は，protein kinase Cδ(PKC δ)，

SEK1，JNK，caspase3を介することがそれぞれの

分子の阻害実験により示唆された．加齢や成人病によ

る血管障害ではストレスキナーゼを介した細胞内シグ

ナル伝達が主要分子経路となっており，その制御が加

齢による血管障害の治療となり得る可能性を示唆して

いる．
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1．酸化ストレス

酸化ストレスは加齢により増加するばかりでなく，糖

尿病，高脂血症といった生活習慣病すべての共通因子で

あり，血管への加齢負荷において最も影響が大きいと考

えられる．我々は血管細胞への酸化ストレスの影響を検

討した．培養ウシ網膜血管内皮細胞に過酸化水素を付加

することで酸化ストレスを負荷すると，その濃度に依存

して内皮細胞のアポトーシスがみられた (図2)．酸化

ストレス誘導による内皮アポトーシスの細胞内シグナル

伝達をさらに検討するために，siRNA(small molecule
 

interferencing RNA)を用いた gene silencing method

により検討したところ，ストレスキナーゼとしてよく知

られている，SAPK/erk kinase(SEK1)，Jun N-

terminal kinase(JNK)，caspase3を介してアポトーシ

スを惹起した (図3，4，5)．

2．血流の物理的負荷

血管細胞には血流による shear stressや周期的伸展な

どの物理的負荷が持続的に加わっている．加齢により，

このような負荷の影響が蓄積され血管障害の原因となる

可能性が示唆される．共同研究者の鈴間らは周期的伸展

により網膜血管内皮細胞において血管内皮増殖因子

(VEGF)やVEGF受容体(VEGFR2)の発現亢進が起こ

ることを以前報告している ．今回，周皮細胞への影

響を検討した．高血圧患者の脈拍，血圧と同様の伸展負

荷を培養ウシ網膜血管内皮細胞に付与すると周皮細胞の

アポトーシスがみられるようになった．この変化には細

胞内酸化ストレス，プロテインキナーゼCδ，JNK，

caspase3を介していた(図5)．

上記のように加齢や成人病による血管障害の治療とし

ては酸化ストレスや血流など加齢に伴う血管負荷自体を

低減させることが重要であることが理解できる．また，

加齢や成人病による血管障害では酸化ストレスや物理的

負荷によるストレスキナーゼを介した細胞内シグナル伝

達が主要分子経路となっており，その制御が加齢による

血管障害の治療となり得る可能性を示唆している．

網膜血管細胞の特性とその変性による影響

糖尿病網膜症において病理組織学的に最も初期に起こ

る網膜毛細血管の変化は周皮細胞，内皮細胞の変性，基

底膜の肥厚であることが知られている．特に周皮細胞の

変化は顕著でその後の毛細血管瘤の形成や出血，血管透

過性異常との関連が以前より重要視されている．網膜血

管では他の組織の毛細血管に比較して，もともと周皮細

胞が非常に多く存在しており，対内皮細胞比でみると，

筋肉では20対1に比較して網膜では1対1の比率で存

在している．このように多く存在する周皮細胞は物理的

に血管壁を強固にしているばかりでなくさまざまな増殖

因子を介して微小血管の恒常性に寄与している．なかで

もD’Amoreらにより明らかにされた transforming
 

growth factor beta(TGF-β)を介した制御は有名で，内

皮細胞と周皮細胞が接着しているときにのみ基底膜に存

在するTGF-βが活性化され内皮細胞の安定化・増殖抑

図 6 周皮細胞消失下における網膜血管発生．

抗血小板由来増殖因子受容体(PDGFR-β)阻害抗体(APB5)投与により，マウス網膜血管発生における周皮

細胞の集積を抑制した．この周皮細胞変性モデルでは，網膜血管は一様に拡張し，急速な浮腫・出血を来し

た．生後9，10日目には網膜浮腫，血管増殖膜形成がみられ，実際の糖尿病網膜症の進展に酷似した病態を

示した．

NFL：Nerve Fiber Layer (文献10より許可を得て転載)
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制を行っている ．周皮細胞が変性・消失するとこのよ

うな制御がなくなり，内皮細胞が増殖して毛細血管瘤が

形成されたり，血管の脆弱性のために出血が起こるとい

われている．

このように他の臓器の血管に比して特異性をもつ網膜

血管において加齢による経年変化や成人病により網膜血

管細胞がアポトーシスにより変性を来すとどのような病

態が形成されるのであろうか．我々は周皮細胞消失の意

義を検討するために内皮細胞より分泌される増殖因子の

一つで周皮細胞の増殖・遊走を制御しているPDGFβ(血

小板由来増殖因子)の受容体(PDGFR-β)を阻害して周

皮細胞変性網膜血管発生モデルを作製した．すなわち，

新生仔マウスに生下時より連日，抗PDGFR-β阻害抗

体(APB5)を投与し，周皮細胞の網膜血管壁への集積を

抑制した．その結果，周皮細胞が全く存在せず，内皮細

胞のみで構成された血管網を網膜に構築することができ

た．電子顕微鏡レベルでは周皮細胞に加えて内皮細胞の

変性，基底膜の肥厚がみられ，糖尿病網膜症初期の血管

病理と酷似した病変が形成された．このような網膜血管

では血管壁の拡張を主体とする構造異常を示し，さらに

毛細血管瘤や著しい透過性亢進による急速な網膜出血・

浮腫を来した．さらにマウスを観察すると網膜内の浮腫

や硝子体内への増殖膜が形成された．これらの所見は糖

尿病網膜症にみられる出血，毛細血管瘤，黄斑浮腫，血

管増殖膜といった臨床病態に酷似しており，実際に糖尿

病患者の網膜において周皮細胞の変性脱落が浮腫・出

血・血管新生などの病態を惹起し得ることを示したモデ

ルであると考えられた (図6)．このことより微小血管

レベルでの血管細胞の変性のみで血管増殖に至る末期病

変までの病態形成が起こり得ることが示唆され，初期病

変の形成過程の解明やその制御が非常に重要であること

が示唆される．

図 7 細胞内ストレスキナーゼに対するアンジオポエチン (Ang )の作用．

周皮細胞変性により血管障害が生じることより，周皮細胞より分泌されparacrineに内皮細胞を制御する

Ang1に着目した．

Ａ：培養網膜血管内皮細胞のTUNEL染色像．過酸化水素(H O)により増加したアポトーシス細胞(発色

細胞)はAng1を負荷することにより減少した．Ang1が酸化ストレスによる内皮細胞死を抑制するこ

とが示唆された．

Ｂ：SEK1のセリン80のリン酸化(pS80)は SEK1を抑制することが報告されている．培養血管内皮細胞

に酸化ストレスを与え，Ang1を投与したところ，SEK1のセリン80のリン酸化が起こり，Aktを抑

制する siRNAによりリン酸化が阻害された．Ang1はAkt経路を介してSEK1のセリン80をリン酸

化しSEK1を抑制することによって細胞死(アポトーシス)を抑制することが示唆された．

(文献6より許可を得て転載)

図 8 Ang の血管細胞の酸化ストレスや腫瘍壊死因

子(TNF-α)による細胞障害に対する抑制作用とシグ

ナル伝達．

Ang1は，PI3キナーゼ―Akt経路を介して酸化ス

トレス，TNF-αにより活性化されるSEK1のセリ

ン80のリン酸化(pS80)，スレオニン261のリン酸化

(pT261)抑制によりSEK1を抑制する．SEK1下流

の JNK，caspase3も抑制され，血管内皮細胞障害が

抑制されることが示唆された ．
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アンジオポエチン1(Ang1)による

治療の可能性

このように周皮細胞の変性・脱落が網膜症の初期から

末期までの病変を惹起することより，周皮細胞の機能が

網膜血管の健常性の維持に重要であることが分かり，さ

らにその機能を補うことにより網膜症の有効な治療が可

能となることが推察される．周皮細胞の機能の中で我々

は周皮細胞より分泌されparacrineに内皮細胞に影響を

及ぼすAng1に注目した．Ang1はTie2受容体に結合

する．遺伝子変異マウスを用いた研究結果よりAng1/

Tie2は血管内皮が管腔構造を形成した後に周皮細胞な

どの傍内皮細胞との接着により外壁形成され血管構築が

完成する段階に働き，血管壁の成熟化・安定化に寄与し

ているといわれ，血管透過性の抑制作用や血管細胞の細

胞生存効果があることが分かっている ．

我々は酸化ストレスおよび糖尿病や動脈硬化などの血

管障害において重要な組織障害因子となる腫瘍壊死因子

(TNF-α)による血管内皮障害への影響を検討した．前

述のように酸化ストレスにより網膜血管内皮細胞ではス

トレスキナーゼの活性化が起こりアポトーシスが惹起さ

れる．Ang1を投与すると濃度依存性にアポトーシスが

抑制されることが見出された ．Ang1は酸化ストレス，

TNF-αにより活性化されるSEK1，JNKを抑制する

ことが見出され(図7)，細胞内ストレスキナーゼを阻害

することにより血管内皮細胞障害を抑制することが示唆

された (図8)．さらに我々は周皮細胞変性により

Ang1の paracrine作用が欠如していると考えられる前

述のモデルにAng1を補填すべく投与した．驚くべき

ことに周皮細胞は欠如したままであるが，Ang1単独で

血管構築の異常や透過性異常が改善され，網膜浮腫や血

管増殖もみられず正常網膜を取り戻した (図9)．我々

の結果は周皮細胞より分泌されるAng1の paracrine

作用が正常網膜血管の維持に不可欠であることを示して

おり，糖尿病網膜症にみられる周皮細胞変性に起因する

病変にAng1やその下流の細胞内シグナルの活性化に

よる血管治療が有効である可能性が示唆される．

図 9 周皮細胞変性モデルへのAng の作用．

前述のPDGFR中和抗体(APB5)を用いた周皮細胞変性モデルにAng1を硝子体投与した．Ang1単独で

血管構築の異常や透過性異常が改善され，網膜浮腫や血管増殖もみられず正常網膜を取り戻した(A，D)．

電子顕微鏡レベルでは周皮細胞は欠落したままだが(E，F)，基底膜の肥厚や内皮細胞の変性(B，C)が正常

化しており(E，F)，内皮細胞間には tight junctionも形成されていた(F，矢頭)．周皮細胞より分泌される

Ang1の paracrine作用が正常網膜血管の維持に不可欠であること，糖尿病網膜症などの周皮細胞変性に起

因する病変にAng1やその下流の細胞内シグナルの活性化による血管治療が有効である可能性が示唆される．

EC：血管内皮細胞 (文献10より許可を得て転載)
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虚血性網膜血管新生と血管新生因子

1．VEGF(血管内皮増殖因子)

MichaelsonやAshton以来，虚血網膜より分泌され

る何らかの分子が網膜血管新生を誘導することが推測さ

れ，FactorⅩとして提唱されてきた ．この分子は網

膜ばかりでなく隅角にも血管新生を惹起することから，

液性の分泌因子で低酸素により誘導される血管新生因子

であると考えられていた．そのような候補分子として多

様な分子が提唱される中で，1989年にFerraraら に

より同定された血管内皮増殖因子(VEGF)は当時Sen-

gerら により同定されていた血管透過性因子(VPF)と

同一の分子であるが，上記のような用件を満たす分子で

あった．1994年のMillerやAdamisらの報告により，

眼内血管新生での主要因子であることが始めて報告され

た ．その後，実際の糖尿病網膜症患者において眼内の

VEGFが関与していることが明らかとなり ，我々も，

VEGF阻害抗体により，マウス虚血性網膜血管新生が

抑制されることを示し，VEGFの関与をより明らかに

した ．VEGFはその後の検討も含め，血管障害を引

き起こす多様な作用を有することが明らかになってい

る．血管増殖や黄斑浮腫の原因である血管新生作用，血

管透過性亢進作用だけでなく，炎症惹起作用，血栓亢進

作用，白血球の誘導，網膜血栓症，血管拡張作用など網

膜血管障害においてほとんどの病態に関連することが報

告されている．このようにVEGFは網膜血管障害の中

心的な役割を担う分子と考えられてきている(表2)．

VEGFはVEGF受容体に結合して作用するが，VE-

GF受容体自体も虚血により発現制御され虚血性血管

新生の調節機構の一つとなっている．マウスの虚血網膜

表 2 血管内皮増殖因子(VEGF)の作用と関連する血管障害

１．低酸素・虚血による発現誘導

２．分泌型蛋白質・液性因子(VEGF ，VEGF )

３．血管新生作用，内皮細胞の増殖，遊走，管腔形成，
血管前駆細胞の導入

４．血管透過性作用

５．血栓亢進作用

６．細胞外基質・接着因子調節

７．血流調節作用

８．白血球浸潤作用・炎症惹起作用

血管増殖型網膜症・虚血性血管
新生

黄斑浮腫

無灌流領域形成

血管内皮障害，異常血管新生の
誘導

図 10 血管内皮増殖因子(VEGF)およびAngファミリーとその受容体．

Ａ：矢印で示すようなリガンドと受容体の結合性が報告されている．VEGF受容体は3種類とも細胞外に7

個の免疫グロブリン様ドメインをもつチロシンキナーゼ型の受容体でキナーゼドメインに挿入配列をも

つ．PIGF：placenta growth factor．

Ｂ：Tie受容体にはTie1とTie2があるがTie1の機能はまだよく理解されていない．いずれも細胞外に

2つの免疫グロブリン様構造とその間の3つのEGF(epidermal growth factor)様構造，細胞膜近傍に

3つの type3フィブロネクチン様構造を有する．Ang1，アンジオポエチン2(Ang2)はTie2に結合す

るがAng2はAng1の内在性アンタゴニストとして働くと考えられている．
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モデルでは，VEGFR2は虚血網膜，特に血管新生部位

において発現増加していることが明らかとなった ．培

養網膜血管内皮細胞においては虚血によりVEGFR2の

mRNAは減少するが，細胞表面のVEGF結合能は増

加していた ．虚血によるVEGFR2の誘導機構は受容

体蛋白質の recyclingの低下など蛋白質レベルでの制御

であると考えられた．

2．細胞外マトリックス

活性化されたVEGF/VEGFR2による血管新生はさら

に接着因子や細胞外マトリックスによる調節を受ける．

VEGFはビトロネクチン結合性インテグリンのαvβ3や

αvβ5とそのリガンドとなるオステオポンチン(OPN)

を活性化し ，focal adhesionを形成して内皮細胞の遊

走を促進するばかりでなく，metalloproteinase-2活性

の向上など細胞外マトリックス溶解，アポトーシス抑

制，管腔形成など血管新生のすべての段階を促進する．

対照的に抗血管新生作用をもつトロンボスポンジンをも

発現誘導しnegative-feedback機構として厳密な血管新

生の制御を可能にしていると考えられる ．

3．内皮・周皮細胞連携

こうした血管内皮の制御に加えて内皮細胞・周皮細胞

間の連携の制御も網膜血管新生に深くかかわっている．

VEGFは血管内皮の分化，増殖，管腔形成にかかわり，

内皮細胞による血管形成を制御する．これに対し内皮細

胞と周皮細胞間の相互連携はアンジオポエチンが制御し

ていることが明らかにされている．アンジオポエチンは

Tie2受容体に結合して作用する．Ang1はTie2受容

体をリン酸化し，Ang2(アンジオポエチン2)は前述の

Ang1と競合的にTie2に結合してその作用を阻害し，

Ang1の内在性アンタゴニストであると考えられてい

る (図10)．成熟血管壁では，周皮細胞が内皮細胞の

分化・増殖を制御し，血管壁の安定化をはかると考えら

れているが，周皮細胞より分泌されたAng1が，内皮

細胞上に発現するTie2受容体にアゴニストとして作用

し，周皮細胞との接着を強化して血管壁の成熟化を促進

していると考えられている．一方でAng2はTie2の

内因性アンタゴニストとして血管壁構造，特に内皮・周

皮細胞間接着を不安定化し，周皮細胞を解離させて内皮

細胞のVEGFに対する反応性を向上させると推測され

ている．我々はAng/Tie2系の網膜血管新生への関与

を検討した．低酸素によりAng1，Tie2には変化がな

いもののAng2のみが顕著に血管内皮において誘導さ

れ(図11)，マウス虚血網膜モデルや実際の増殖糖尿病

網膜症患者の摘出血管増殖膜においてもAng2と

VEGFの発現増加がみられた (図12)．しかも，両

因子の発現増加部位は近似しており，培養細胞を用いた

実験では両因子により相乗的に血管新生が促進された．

さらに，両因子の阻害物質を硝子体投与することによ

り，網膜血管新生に及ぼす影響を検討すると，可溶性

Tie2蛋白質＜可溶性VEGF受容体蛋白質＜可溶性

VEGF受容体蛋白質＋可溶性Tie2蛋白質の順に網膜

血管新生が抑制された．このような結果より虚血性血管

新生においてVEGFがより重要であるが，Ang/Tie2

系も重要な調節因子となり，両因子が協調性に作用して

いることが示唆された ．

図 11 低酸素・VEGFによるAngの制御．

網膜血管内皮細胞を低酸素負荷しAng1，Ang2および受容体Tie2の発現レベルをNorthern blot解析に

より検討した．低酸素によりAng2のみが選択的に発現増加した．VEGF刺激による反応も同様であった

(データ省略)．□：Ang1， ：Ang2，■：Tie2．＊：p＜0.03 (文献24より許可を得て転載)
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網膜血管障害の特異性と

VEGF受容体発現特性

高血糖による代謝異常や酸化ストレスなどは全身の血

管において起こっているはずであるが，糖尿病血管合併

症のなかで血管新生という病態は網膜特異的にみられる

現象である．こうした網膜の特異性は網膜血管に大血管

や他臓器の血管と異なる特異性があるために起こるので

はないかと推測し，網膜血管障害において多用な作用を

有し主要因子と考えられるVEGF受容体について発現

様式を比較検討した．VEGFには受容体としてVEG-

FR1，VEGFR2，チロシンキナーゼ型サブタイプに加

え分泌型VEGFR1およびニューロピリン(neuropilin-1，

NRP1)が存在することが報告されている(図10)．

VEGF自 体にも alternative splicing と 呼 ば れ る

mRNAレベルでの調節によりヒトでは121，165，189，

206アミノ酸より成る4種類のファミリーが存在する ．

大血管である大動脈内皮細胞と比較検討を行ったとこ

ろ，網膜血管内皮には著しく多くVEGFR2が発現して

おり，VEGFによる増殖促進作用が高くなっていた

(図13)．大血管の内皮細胞に比較して網膜内皮では

VEGF作用が増強されることが示唆された．次に血管

壁を形成する大血管の平滑筋細胞と網膜周皮細胞を比較

した．周皮細胞にのみVEGFR1が多く発現してい

た ．この受容体はVEGFを吸着するがあまりシグナ

ルを細胞内に伝えないことからVEGFに対して定常状

態では抑制的に働くと考えられている．前述のTGF-β

の活性化機構もあり，網膜血管にはこのような抑制的な

受容体をもつ周皮細胞が正常状態で存在することが特性

の一つとなっていると考えられる(図14)．そしてその

変性により抑制作用が減弱して内皮細胞の増殖が起こり

やすくなることが推察される．

VEGFとVEGF受容体の結合産物を観察すると網膜

血管にのみ低分子量の受容体が存在しており，後に

図 12 虚血性網膜血管新生におけるVEGFとAng の協調作用．

Ａ：網膜増殖膜の免疫染色像．Ang2は低酸素，VEGFにより誘導される．増殖糖尿病網膜症患者の摘出

血管増殖膜にVEGFやAng2の発現増加がみられ，両因子は活動性の高い増殖血管の周囲に共発現し

ていた．Ang1は発現増加はみられなかった．

a，c，e：増殖糖尿病網膜症．b，d，f：特発性黄斑上膜(非血管増殖膜)．

a，b：Ang1．c，d：Ang2．e，f：VEGF．

B：マウス虚血性網膜血管新生モデルにおいてVEGFを阻害する可溶性VEGF受容体蛋白質，Angの作用

を抑制する可溶性Tie2蛋白質，さらにその両方を硝子体投与することにより，網膜血管新生に及ぼす

影響を検討した．可溶性Tie2蛋白質＜可溶性VEGF受容体蛋白質＜可溶性Tie2蛋白質＋可溶性

VEGF受容体蛋白質の順に血管新生が抑制された．VEGFとAng2が虚血性網膜血管新生において協

調的に作用していることが示唆される．IgG：免疫グロブリン(対照)．Tie2：可溶性Tie2蛋白質．

Flt-1：可溶性VEGF受容体蛋白質．＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.01，＊＊＊：p＜0.001．

(文献25より許可を得て転載)
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NRP1という受容体であることが分かってきた (図

15)．SokerらによりNRP1はVEGF に特異的に結

合しNRP1自体の細胞内へのシグナル伝達を行わない

がVEGFR2を介したVEGF作用を増強することが報

告されている ．VEGFR2はVEGFR1に比較して

VEGFにより強いリン酸化を受け増殖や透過性亢進作

用に強くかかわっていることが示唆されており，これら

の受容体の発現が多いことはVEGFによる血管増殖・

透過性亢進作用が他の臓器よりも増強される可能性を示

唆する．さらにNRP1受容体はもともとニューロンの

軸索進展に関与する受容体として発見されていたもの

で，神経組織である網膜の血管に特異的に発現がみられ

たことより網膜血管増殖の特異性に関与しているのでは

ないかと考えられ興味がもたれた．培養網膜内皮細胞を

用いた我々の結果では，虚血やVEGF自体がNRP1

の発現を増加させるうえに，NRP1阻害によりVEGF

刺激による内皮細胞増殖が80％以上抑制された(図

16)．さらに，マウス虚血網膜モデルにおいても新生血

管にNRP1の著しい発現増加がみられ(図17)，その抑

制により血管新生が顕著に抑制された(図18)．このよ

うな結果より，VEGF のNRP1を介した血管新生作

用が網膜血管新生に重要であることが分かる ．また，

VEGF を選択的に阻害するアプタマーにより阻害す

ると，白血球の浸潤や網膜外への異常血管新生のみが阻

害され，正常の網膜内への血管形成は阻害されないとい

う報告もある ．網膜血管内皮に特異的なNRP1が

VEGF依存性の網膜血管新生の大部分を制御している

ことが示唆されるとともにNRP1が positive-feedback

機構としてVEGF作用を増強していることが網膜特異

的に血管新生がみられる原因の一つとして推察された．

生活習慣病と網膜血管障害

近年，代償的高インスリン血症を背景に多様な成人病

因子を集簇し，冠動脈疾患ときわめて関連が強い単一病

態であるメタボリックシンドロームが提唱されている．

眼科領域においても糖尿病網膜症，静脈閉塞症，加齢黄

斑変性など加齢とともに増加する網膜血管障害は，糖尿

病，高血圧，高脂血症，肥満などの生活習慣病に起因し

ており，それぞれの疾患が網膜血管障害の risk factor

として認識されている．我々はこのような生活習慣病と

網膜血管病変とのかかわりについて網膜血管レベルでの

分子メカニズムについて検討した．

1．高血圧・動脈硬化と網膜血管新生

高血圧症では加齢に伴いもともと永続的に加わってい

る網膜血管への周期的伸展や shear stressなど物理的な

負荷がさらに増強される．前述のように周期的伸展によ

り網膜血管内皮細胞においてVEGFやVEGF受容体が

誘導され血管新生を促進する．さらに，周皮細胞のアポ

トーシスが起こり，内皮細胞への血管新生抑制が失われ

ることにより，血管新生が促進されると考えられる．こ

のような血管細胞への血圧による直接作用に加えて動脈

硬化・高血圧で重要な制御因子の一つと考えられている

分子の一つのレニン・アンジオテンシン系(RAS)が重大

な影響を及ぼす．RASはアンジオテンシノーゲンがレ

ニンによりアンジオテンシン，さらにアンジオテンシン

変換酵素によりアンジオテンシンⅡ(AⅡ)に変換される

ことにより活性化される．活性化されたAⅡはAT1受

容体とAT2受容体という二つのタイプの受容体に作用

する．RASは血管局所あるいは血液中において活性化

され主要な制御因子となっている．眼局所においても

RASが発現しており，眼疾患，なかでも糖尿病網膜症

などの虚血性網膜疾患の発症にかかわっていることが示

唆されている．糖尿病網膜症患者のレニンの前駆体であ

るプロレニンの血漿中濃度は網膜症が悪化するほど上昇

しており ，糖尿病黄斑浮腫や増殖糖尿病網膜症患者の

硝子体中AⅡ濃度は非糖尿病患者に比べて上昇してお

り，硝子体中VEGF濃度と有意な相関関係にあった ．

The EURODIAB Controlled trial of Lisinopril in
 

Insulin-dependent Diabetes(EUCRID)によって高血圧

のない1型糖尿病患者において2年に及ぶAngiotensin

図 13 網膜微小血管細胞のVEGF受容体(VEGFR)発現．

ウシ大動脈血管内皮，ウシ網膜血管内皮，ウシ網膜周

皮細胞，ウシ大動脈平滑筋細胞を定常状態で培養し

Northern blot法(total RNA20μg/lane)にてVEGF

受容体発現を解析した．網膜血管内皮には大動脈内皮

よりもVEGFR2が強く発現しており，周皮細胞には

大血管平滑筋細胞にはないVEGFR1が発現している．

(文献27より許可を得て転載)
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図 14 周皮細胞による網膜内皮細胞の制御機構(仮説)．

周皮細胞は内皮細胞と接触しているときには，transforming  growth factor beta(TGF-β)の活性化，

VEGFR1による過剰VEGFの吸着により内皮細胞の増殖を抑制している．網膜症において，周皮細胞の

変性・脱落が起こるとこのような制御がなくなり，血管増殖が進行することが推測される．

図 15 大動脈内皮と網膜血管内皮のVEGF受容体の違い．

Ａ：Affinity cross-linking電気泳動により I標識VEGFとVEGF受容体複合物を電気泳動した．網膜血

管内皮にのみ小分子量のVEGF受容体が存在することが見出された(▷)．

Ｂ：VEGFは alternative splicingと呼ばれるmRNAレベルでの調節により121，165，189，206アミノ酸

より成る4種類のファミリーが存在する ．ニューロピリン1(NRP1)はVEGF に特異的に結合し

NRP1自体の細胞内へのシグナル伝達を行わないがVEGF を架橋としてVEGFR2と複合体を形成

し，VEGFへの結合活性を高め強いシグナル伝達によりVEGF作用を増強する ．VEGF や他の

VEGFではこのような複合体は形成されず弱いシグナルが細胞内に伝達される．

(文献26より許可を得て転載)
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Converting Enzyme(ACE) inhibitorであるLisinopril

の投与により網膜症の進行がplacebo投与群と比較して

50％抑制され，増殖型網膜症の進行は82％抑制される

ことが報告された ．さらにUK Prospective Diabetes
 

Study Group(UKPDS)によってβ-blockerまたはACE

阻害薬によって網膜症の発症および進行が抑制できるこ

とが2型糖尿病患者において示された ．以上のよう

に糖尿病網膜症患者の眼内液でRASが発現しており，

網膜症の発症・進展に関与していることが強く示唆され

る．しかし，AⅡ受容体には組織により血管新生を促進

する場合と抑制する場合があることも知られている．

では，RASは網膜血管においてはどのような影響を

及ぼすのであろうか？ 劇症型高血圧を呈し，眼その他

の組織にRASを過剰発現させるトランスジェニック

mRen-27ラットをストレプトゾトシンにより糖尿病に

すると，ヒトの糖尿病腎症でみられるような重症の腎症

を発症する．このラットでは網膜と虹彩の血管内皮細胞

の増殖とVEGFの発現増加が認められ，これらはRAS

阻害により抑制された ．また，糖尿病網膜症ではその

病態に白血球と網膜血管内皮との相互作用が重要な役割

を担うことが知られているが，AT1受容体の拮抗剤に

より糖尿病ラット網膜血管内皮への白血球の捕捉が抑制

されるという報告がある ．

我々は，網膜症の主要病態であるVEGF依存性血管

図 17 網膜血管内皮細胞におけるNRP 受容体の発現制御．

NRP1は培養網膜内皮細胞ではVEGF刺激や低酸素負荷により発現増加する．マウス虚血網膜血管新生モ

デルにおいてNRP1のmRNA発現を in situ hybridization法により検討した．生後12日目(P12)では大

きな変化はみられないが，生後17日目(P17)にはNRP1は neovascular tuftと呼ばれる新生血管部位の内

皮細胞に著しく発現増加していた(矢頭)． (文献29より許可を得て転載)

図 16 培養網膜血管内皮増殖におけるNRP の重要性．

VEGF刺激による網膜血管内皮細胞の増殖能はNRP1

抗体(NRP1Ab)により濃度依存性に抑制された．他

の増殖因子，線維芽細胞増殖因子(FGF-2)や肝細胞増

殖因子(HGF)による増殖促進作用は影響を受けな

かった．抗体がNRP1に選択的に反応していること

が分かる．VEGFによる増殖促進活性はNRP1中和

抗体により80％以上抑制され，網膜血管内皮におけ

るVEGF作用のほとんどがNRP1を介していること

が示唆される．

＊：p＜0.05，＊＊：p＜0.0001

(文献29より許可を得て転載)
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図 18 虚血網膜血管新生におけるNRP の重要性．

マウス虚血網膜モデルにおいてNRP1阻害抗体を硝子体注入した．対照群(pre-immune serumや生食水注

入群)に比して硝子体中への血管新生が有意に減少していた．NRP1はVEGFにより誘導されVEGFの作

用を増強する．NRP1を介したVEGF作用のpositive-feedback制御が網膜血管新生に重要な役割を果た

していることが示唆される．NRP1は網膜特異的な抗VEGF治療のよい標的となる可能性が示唆される．

＊：p＜0.001，＊＊：p＝0.0022 (文献29より許可を得て転載)

図 19 アンジオテンシン(A )の網膜血管内皮への影響．

Ａ：培養ウシ網膜血管内皮細胞にVEGFを作用させると細胞増殖が促進する．その際，AⅡを前処置すると濃度

依存性に増殖能がさらに亢進した．このような作用はAT 1受容体阻害薬である losartanにより阻害された

が，AT 2受容体阻害薬であるPD123319では影響を受けなかった．＊：p＜0.01，＊＊：p＜0.05，n.s.：有

意差なし．

Ｂ：培養ウシ網膜血管内皮細胞にVEGFを作用させると管腔形成が起こるが，AⅡで前処置するとさらに管腔形

成が促進された．上記のようにAⅡはAT 1受容体依存性にVEGF作用を増強することが見出された．

(文献39より許可を得て転載)
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図 20 A の網膜血管内皮VEGF受容体への影響．

Ａ：AⅡがVEGF作用を増強することより，VEGF受容体への影響を検討した．Northern blot解析では

VEGF受容体はAⅡ刺激により濃度依存性にVEGFR2の発現が増加した．網膜内皮では最大4倍に増

加し，大動脈内皮よりも受容体発現がより増加していた．BREC：網膜内皮，BAEC：大動脈内皮．

＊：p＜0.05．

Ｂ：Scatchard解析により細胞膜上のVEGF結合部位も約80％増加することが観察された．

四角指標：AⅡ刺激後，円形指標：AⅡ刺激前．

(文献39より許可を得て転載)

図 21 A の網膜血管内皮のAng発現への影響．

AⅡ刺激後の網膜血管内皮細胞よりmRNAを採取しNorthern blot解析にてAng1，Ang2の発現変化を

検討した．

A，B：Ang1は発現誘導されないが，Ang2のみが時間依存性(A)，濃度依存性(B)に誘導された． ：

Ang1，■：Ang2，#：p＜0.01．C：大動脈内皮(BAEC)に比較して網膜内皮(BREC)においてAng2の

誘導が強くみられた． (文献41より許可を得て転載)
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新生に及ぼすAⅡの影響について検討した．AⅡを培養

網膜血管細胞に付加すると濃度依存性にVEGF依存性

血管新生が促進され，AT1受容体を介して，内皮細胞

のVEGFR2の発現を増加させることがメカニズムとし

て示唆された (図19，20)．また，網膜血管周皮細胞

にAⅡを付加するとAT1受容体を介してVEGF分泌

を促進した ．このようにAⅡは網膜微小血管の

VEGF paracrine系を増強することにより，血管新生や

血管透過性などVEGFによる血管病変を増悪させるこ

とが見出された．また，AⅡは網膜内皮細胞においてア

ンジオポエチン系に対してもAT1受容体を介してAng

2を選択的に誘導することが分かり，VEGFと協調性に

作用して血管増殖や血管透過性亢進症状を増強すると考

えられた (図21)．このような作用はすべてAT1受容

体を介しており，AⅡの網膜症における作用にAT1受容

体の重要性が示唆される．

上記のような血管新生作用ばかりでなく，AⅡは網膜

血管細胞の生存因子としての作用をもつことも我々の研

究により見出された．マウスを高酸素負荷することによ

り網膜血管細胞をアポトーシスに誘導するとAT1受容

体のノックアウトマウスが野生型マウスに比較して，血

管細胞の消失がより多くみられた(図22)．さらに培養

細胞を用いた検討によりAⅡが網膜血管内皮細胞にお

いてAT1受容体，PI3キナーゼ，Akt経路を介し，

survivineという分子を活性化して細胞生存因子として

働き，アポトーシスを抑制することが見出された (図

23)．

上記のようにAT1受容体が網膜症の進行の鍵となる

多様な作用を制御すると考えられるが，現在ヨーロッパ

を中心にAT1受容体阻害剤であるCandesartanの網膜

症に及ぼす影響を検討する大規模臨床治験のDIRECT

(The Diabetic Retinopathy Candesartan Trials)が進

行中である ．DIRECTでは1,700人の網膜症のな

いType 1糖尿病患者，1,200人の非増殖型網膜症をも

つType 1糖尿病患者，1,600人の非増殖型網膜症をも

つType 2糖尿病患者がenrollされ，3年以上の長期に

わたってType1糖尿病患者における網膜症発症率と

Type1，2糖尿病患者における網膜症進行予防効果の判

定が行われている．既に腎症には広く使用されており今

後網膜症への応用が期待されることころである．

2．肥満と網膜血管新生

メタボリックシンドロームが提唱されているように，

肥満を中心として，糖代謝異常，脂質代謝異常，および

血圧調節異常などの危険因子が集簇することにより，冠

図 22 A の細胞生存因子としての作用．

Ａ：マウスを生後7日目から11日目まで高酸素負荷することにより網膜血管細胞にアポトーシスが誘導さ

れ，血管脱落により無血管領域が形成される．内皮細胞 isolectin GS-B4(a：赤)．アポトーシス細胞

in situ TUNEL reaction(b：緑)．アポトーシスになっている血管内皮細胞(c：黄)．

Ｂ：AT 1受容体のノックアウトマウスが野生型マウスに比較して，血管細胞の消失がより多くみられた．

この結果よりAT 1受容体は網膜血管内皮細胞において細胞生存因子として作用することが示唆された．

(文献42より許可を得て転載)
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動脈疾患など血管障害の発症・進展が起こりやすくなる

ことが知られている．網膜血管障害との関連では，糖尿

病網膜症の risk factorとして高血糖以外に，高血圧，

高脂血症，貧血，罹病期間，網膜症の stageなどがよく

知られているが，肥満とのかかわりはあまり明らかに

なっていない．肥満を基盤とする病態では，脂肪細胞よ

り分泌されるアディポサイトカインと呼ばれる液性因子

が主要な役割を果たしている．これらにはレプチン，ア

ディポネクチン，TNF-α，インターロイキン6(IL6)

などの因子があり，血流を介して多臓器への影響を及ぼ

している(図24)．肥満では脂肪細胞からのレプチン分

泌が下垂体のレプチン抵抗性のために上昇し，アディポ

ネクチンは，皮下脂肪よりも内臓脂肪が増加すると分泌

が低下するなどの分泌異常が惹起される．このような分

泌異常はインスリン抵抗性を高め，耐糖能異常だけでな

く，高血圧，高脂血症の原因ともなる．いずれの分子も

網膜血管新生への影響は明らかになっていない．

レプチンは下垂体の受容体に作用して摂食促進するば

かりではなく，高血圧の原因因子であり，動脈硬化症を

促進することが知られている．さらに近年血管新生作用

をもつことが明らかになってきた ．肥満ではレプチ

ン抵抗性のために血中でのレプチン濃度が上昇している

が，増殖糖尿病網膜症患者において非増殖糖尿病網膜症

患者に比較して血清や硝子体レプチン濃度が上昇してい

るという報告や患者眼硝子体中の血管増殖膜にレプチン

受容体が発現しているという報告がみられる ．この

ような報告より増殖網膜症と高レプチン血症との関連が

示唆されるがそのメカニズムは明らかになっていない．

我々はレプチンの網膜血管新生への影響を検討した．マ

ウス虚血網膜モデルを作製するとレプチン発現マウス＞

wild type＞ob/obマウス(レプチン変異マウス)の順に

網膜血管新生が起こり(図25)，網膜血管細胞における

図 23 A の網膜血管障害への関与．

我々の研究によりAⅡは網膜微小血管のVEGF paracrine系およびAng2autocrine系を増強することによ

り，血管新生や血管透過性など血管病変を増悪させることが見出された．これらの変化にはAT 1受容体

(AT1R)―PKC経路を介していた．また，AT 1受容体，PI3キナーゼ(PI3K)，Akt経路を介し，sur-

vivineという分子を活性化して細胞生存因子としても働き，アポトーシスを抑制することが見出され

た ．AT 1受容体を介して血管病変を増悪させる可能性が示唆された．DIRECT(The Diabetic
 

Retinopathy Candesartan Trials)などの大規模臨床試験の結果により今後AT 1受容体阻害薬の臨床応用

が期待される．

肥大脂肪細胞

アディポネクチン↓

TNF- ↑

FFA↑

レジスチン↑

レプチン↑

高血圧

動脈硬化

インスリン抵抗性
糖尿病
高脂血症
高血圧

図 24 脂肪細胞と生活習慣病の分子メカニズム．

肥満では脂肪細胞より分泌されるアディポサイトカイン

の分泌異常を来し，インスリン抵抗性や動脈硬化病変な

ど生活習慣病の原因となる．FFA：遊離脂肪酸．
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VEGF発現レベルも同じ順でみられた(図26)．レプチ

ン刺激により培養網膜血管内皮細胞ではVEGFの発現

増加がみられ，細胞内の JAK-STAT経路を介してい

た (図27)．このような結果より高レプチン血症では

VEGFの発現増加を介して網膜血管新生が促進される

メカニズムがあることが分かった．

一方，アディポネクチンはTNF-αや高脂血症負荷に

よる動脈硬化病変を抑制し，インスリン抵抗性を改善す

る作用をもつ．肥満，特に内臓肥満によりアディポネク

チンは血中レベルが低下する．糖尿病網膜症患者では網

膜症のない患者に比較して血中レベルが低下していると

する報告と逆に増加しているとする報告がある．血管新

生への関与も，血管新生促進的に作用するとする報告と

そうでないとする報告がある ．網膜血管新生への関
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図 25 網膜血管新生へのレプチンの影響．

高酸素負荷虚血性網膜モデルを作製するとレプチン発現マウス(Lep Tg)＞wild type＞ob/obマウス(レプ

チン変異マウス)の順に網膜血管新生が強く観察された．＊：p＜0.01，n＝9～10．

(文献49より許可を得て転載)

図 26 虚血網膜におけるVEGF発現誘導へのレプチンの影響．

高酸素負荷虚血性網膜モデルを作製し，網膜内VEGF mRNA量をReal-time PCR(polymerase chain
 

reaction)にて定量した(生後17日目)．レプチン発現マウス(Lep Tg)＞wild type＞ob/obマウス(レプチン

変異マウス)の順に網膜内VEGF mRNAが誘導された．＊：p＜0.01vs.each wild-type，n＝6．

(文献49より許可を得て転載)



与は明らかになっておらず，我々はアディポネクチン

ノックアウトマウスを用いて検討した．ノックアウトマ

ウスでは野生型マウスに比較して高酸素負荷虚血性網膜

モデルにおける血管新生が抑制されていた．この結果よ

り網膜ではアディポネクチンは血管新生を促進する作用

をもつことが示唆された．

肥満を伴う糖尿病網膜症などの虚血性眼科疾患ではレ

プチンやアディポネクチンなどアディポサイトカインの

影響が網膜血管新生に及ぶことを考慮して加療を行う必

要性という新たな概念が示唆された．

増殖型糖尿病網膜症における眼内血管新生

とエリスロポエチン

最後に最近我々が見出した新たな網膜血管新生を制御

する分子について述べたい．我々の研究を含め多数の報

告によりVEGFやAng2など多様な血管新生因子が網

膜血管新生に重要な役割を担っていることが明らかに

なってきた．しかし，その阻害実験を行っても網膜血管

新生が完全に抑制される分子の報告はなく，従来報告さ

れていない新規の因子の関与が示唆され，その検索を
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図 27 レプチンはVEGFを JAK-STAT経路を介して誘導する．

培養網膜血管内皮をレプチンで刺激するとリン酸化STAT3が誘導された．また，dominant negative
 

STAT 3遺伝子の導入によりVEGF誘導は抑制された．＊：p＜0.05，n＝3．GFP：対照，c.a.：

constitutive-active STAT3，d.n.：dominant negative STAT3，#：p＜0.01，n＝6．

(文献49より許可を得て転載)

図 28 糖尿病患者硝子体液におけるエリスロポエチン(Epo)・VEGF濃度．

増殖糖尿病網膜症(PDR)患者ではVEGFと同様にEpoの濃度が非糖尿病(NDM)患者に比較して著し

く増加している． (文献54より許可を得て転載)
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行ってきた．我々はVEGFと同様に低酸素下でHIF-1

(hypoxia-inducible factor)による転写調節やmRNA

の安定性の増強により誘導されるエリスロポエチン

(Epo)に着目した．Epoは造血作用だけでなく血管新生

作用を有することが近年明らかとなっており ，増殖

糖尿病網膜症での血管新生への関与を臨床的に検討し

た．具体的には増殖糖尿病網膜症(PDR)患者の硝子体

中のEpoとVEGF濃度と，それらの生物学的活性を測

定し，血管増殖因子としての重要性を比較検討した．対

象はPDR群73例，非糖尿病対照(NDM)群71例で，

Epo(中間値)は PDR群 で 464mlU/ml，NMD群 で

36.5mlU/mlであり，PDR群で著しく上昇していた

(図28)．硝子体中Epo濃度は血清濃度に比較して非常

に高濃度であり，相関がみられないことより，眼局所で

虚血によりEpoが産生されていることが示唆された．

多変量解析により，EpoはVEGFとは独立した因子で，

増殖PDRとの相関がVEGFよりも強いことが示唆さ

れた(表3)．さらにPDR患者の硝子体液に血管内皮細

胞の増殖活性がみられたが，Epo阻害は，VEGF阻害

と同等の血管細胞増殖を抑制する効果が確認された(図

29)．また，両因子を阻害すると相加的に血管細胞増殖

が抑制され，同様の結果はマウス虚血網膜モデルに惹起

される血管新生に対しても確認された (図30)．今後

さらに詳細な検討を要するが，VEGFと同等かそれ以

上の重要因子である可能性が示唆され，治療や診断への

新たな展開が期待されるところである．

今 後 の 展 望

上記のように多様な分子病態が明らかになりつつある

が，実際の臨床に最も近いところでは，種々のVEGF

図 29 糖尿病患者硝子体液の血管内皮増殖促進活性．

増殖糖尿病患者の硝子体液の添付により網膜血管内皮の

増殖能が促進された．また，その促進活性は可溶性

Epo受容体，可溶性VEGF受容体により同等に抑制さ

れ，両因子の阻害により相加的に抑制された．

＊：p＜0.001．

PBS：生理食塩水(対照)，HD sEpo-R：熱処理済可溶

性Epo受容体 (文献54より許可を得て転載)

図 30 マウス虚血網膜モデルにおける血管新生におけ

る Epoの役割．

高酸素負荷マウス虚血網膜モデルを作製し，血管新生

を定量的に評価した．可溶性Epo受容体，可溶性

VEGF受容体により同等に抑制され，両因子の阻害

により相加的に抑制された．＊：p＜0.001．

(文献54より許可を得て転載)
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表 3 多変量解析の結果 EpoはVEGFと独立してVEGFよりも増殖糖

尿病網膜症であることへの相関が高かった

Model  OR 95％ CI p Value
 

Univariate logistic regression
 

Epo 49.78 14.76-167.89 ＜0.001

VEGF 13.04 6.22-27.35 ＜0.001

Multivariate logistic regression(4covariates)

Epo 27.51 5.95-127.12 ＜0.001

VEGF 4.51 1.88-10.82 0.001

年齢(歳) 1.03 0.97- 1.09 0.39

性別(男性) 0.77 0.16- 3.69 0.74

Multivariate logistic regression(2covariates)

Epo 22.46 5.80-87.01 ＜0.001

VEGF 4.24 1.84- 9.76 0.001

＊OR：Odds ratio. For Epo and VEGF, OR pertains to a 1SD increase in
 

log-transformed scale with base10.

CI：Confidence interval for OR. (文献54より許可を得て転載)



阻害剤が臨床応用されるところまできている．VEGF

に選択的に吸着するMacugen (EYE001)や，ヒトリ

コンビナントVEGF抗体のLucentis などが黄斑変性

や黄斑浮腫に対して臨床治験が行われている．また，抗

癌治療薬として全身投与されるヒトモノクローナル抗体

であるAvastin が，当初は分子量が大きく網膜内への

到達が困難と考えられていたが，硝子体投与により，網

膜血管にも到達し眼内血管新生や黄斑浮腫を劇的に抑制

することが最近報告され ，大きなトピックとなってい

る．我々も新たなVEGF阻害治療の可能性についての

検討も行ってきた．生体内の分子でVEGFを強力に抑

制する可能性のあるephrin/EPH systemが虚血性血管

新生やVEGFによる血管透過性亢進異常を改善するこ

とを見出した ．また，VEGFは神経細胞の生存因子

としても重要であるため，従来型のVEGF阻害治療で

は長期経過では副作用も危惧される．我々はより血管新

生に特異的な治療法を行う手段として，血管新生に特異

的な蛋白質の合成に関与する転写因子としてEts1に着

目した．Ets1の抑制治療により効果的にAng2や

NRP1の発現が抑制され血管新生阻害治療が動物モデ

ルにおいて可能であった ．今後，より血管新生や血管

透過性など血管障害に特異的なVEGF阻害治療が検討

されるべきであろう．

もともとVEGF阻害剤ではないが，高血糖による代

謝異常として起こるプロテインキナーゼCβ(PKCβ)の

活性化を阻害するPKCβ阻害薬(LY333531) が注目さ

れている．我々はVEGFR2受容体の細胞内シグナル伝

達において血管増殖や血管透過性亢進作用にはPKCβ

を介するシグナル伝達が主要経路となっていること，

LY333531により効果的に抑制できることを報告した ．

高血糖による代謝障害のみでなくVEGF作用を抑制す

ることより非常に有効な治療法として臨床応用が期待さ

れている．欧米で行われた大規模臨床治験ではレーザー

治療を遅らせ網膜症の視力予後を改善することが示され

た ．本邦では網膜厚を指標とした黄斑浮腫に特化した

臨床治験が進行中であり，一般臨床使用が間近であろ

う．また，臨床応用の可能性の高い他の薬剤として，DI-

RECTにより正常血圧の糖尿病患者へのAT 1アンジ

オテンシン受容体拮抗薬(ARB)の大規模臨床試験が行

われている．有効性の有無が近く公表されるであろう．

ARBは腎症において既に臨床使用されており，眼科領

域においても日常的に使用される薬剤となる可能性があ

る．このようにVEGFという単独の分子標的への治療

法が臨床的に有効であることが示されつつあり，今後

我々の見出したエリスロポエチンを含め，新たな分子標

的への治療の可能性も期待されるところである．今後の

さらなる病態解明・治療法開発により新しい治療薬の開

発を期待したい．

宿題報告の機会を賜りました日本眼科学会評議員の諸先

生，座長の労をおとりいただきました澤 充先生，本研究を

ご支援いただきました京都大学眼科同窓会，製薬会社，共同

研究者の先生方に心より感謝申し上げます．また，多くの先

生にご助言・励ましのお言葉を頂戴いたしました．この場を

借りて深く御礼申し上げます．
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Comment：三宅 養三

第110回日本眼科学会総会の宿題報告は 眼と加齢」という主題で行われたが，その中で高木

均先生は 加齢と網膜血管障害」という題で講演された．今回の報告は，加齢や糖尿病に起因する

網膜血管障害を生物学的手法によりその分子病態を包括的に解明し，それを新規治療に結びつけよ

うとするものである．

高木先生は1993年に京都大学眼科から糖尿病研究のメッカであるHarvard大学 Joslin
 

Diabetes Centerへ留学され，King, Aielloといったまさに糖尿病網膜症治療の革命を起こした人

たちとの血管内皮増殖因子(VEGF)に関する一連の研究が，今回の宿題報告の出発点となってい

る．その後の研究の積み重ねが今回の宿題報告であったが，講演を聴いて先生の学問の一貫した流

れを感じた人は多かったと思う．

今回の報告では，培養網膜血管細胞を用いた酸化ストレスのアポトーシスの惹起機序の研究や，

糖尿病網膜症に酷似した網膜浮腫や血管病変が周皮細胞の増殖抑制により作製される網膜血管変性

動物モデルの見事な結果が示された．この動物モデルで，周皮細胞より分泌されるアンジオポエチ

ン1(Ang1)が抑制効果をもち，これが分泌されなくなった周皮細胞変性モデルにAng1を補充す

ることにより正常化するという驚くべき結果を示された．

さらに網膜血管新生，網膜血管透過性亢進に対して膜分子であるephrin/Ephの刺激，エリスロ

ポエチンとVEGFとの同時阻害，アンジオテンシン受容体阻害薬がその抑制に効果的に働くこと

を明らかにされた．これらの貴重な成果は，先生の一貫した研究テーマである網膜血管障害治療の

チャレンジングな研究姿勢を強くその根底に感じさせ，糖尿病網膜症のみならず加齢性網膜血管障

害に対する多くの薬物治療の新しい方向が示されたといえる．

今回私は，高木先生の宿題報告に対するコメントを日本眼科学会雑誌から依頼されたが，すべて

の宿題報告の真の評価は10年後になされるというのが私の考えである．10年後に高木先生がご自

分の宿題報告をもう一度振り返ってみられ，今回示された新しい研究が臨床的にどの程度の発展を

とげたかを自己評価され，その成果に満足されることをお祈りするとともに，私自身も大いにそれ

を期待するものである．
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