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研究成果の概要（和文）：本研究では、虚血や高血圧環境での眼内構成組織における、より詳細な血管新生のメ
カニズムの解明ならびに今後の治療への発展を目標とする。網膜の血流はLaser speckle flowgraphyで測定し、
網膜光凝固を行うことでVEGFを減少させると、有意に眼底血流が減少し、網膜新生血管の活動性も改善するとい
う結果だった。その血流減少量を測定することによって、効果的な網膜光凝固を定量化できる可能性が示唆され
た。今後コハク酸の眼底血流への関与を検討する必要がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, precise mechanism of angiogenesis in the intraocular 
neovascularization in ischemic and hypertensive environments is studied. The goal is to elucidate 
the mechanism and develop into future treatment, and the retinal blood flow is measured by Laser 
speckle flowgraphy. Reduction of VEGF by retinal photocoagulation significantly reduces ocular 
fundus blood flow and improves the activity of retinal neovascularization.
It is suggested that the possibility to quantify effective retinal photocoagulation by measuring its
 blood flow decrease the activity of neovascularization.
It is necessary to investigate the involvement of succinate in fundus blood flow.

研究分野： 眼科学
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１． 研究開始当初の背景 

 高血圧による網膜病変として、まず網

膜細動脈の狭細化および口径不同が生じ、

更に高血圧状態の長期間の持続で血管壁

が器質的に肥厚し細動脈の狭細は不可逆

性となり、血柱反射の亢進・動静脈交叉

現象などの硬化所見を伴うようになる。

さらに重症化すると、網膜出血・浮腫・

軟性白斑・硬性白斑などの網膜病変を呈

する。毛細血管閉塞が進行すると、毛細

血管瘤、静脈の口径不同、血管吻合など

が現れ、まれに新生血管を生じて増殖網

膜症を呈することもある。一方、糖尿病

網膜症は成人の失明原因として主要な割

合を占めているが、毛細血管の障害・脱

落により網膜無灌流領域の形成、血管透

過性亢進による網膜浮腫（視力低下）や

血管新生（緑内障、硝子体出血）などを

引き起こす。さらに高血圧の合併により

その病態が悪化することも周知のもので

ある。これまでは VEGF が血管新生の主

体をしめることが指摘されてきた。また

高血圧や血管への伸展刺激による酸化ス

トレスや VEGF のメカニズムも報告され

てきた。さらに網膜血管新生に VEGF 以

外にコハク酸も関与している可能性が報

告されてきたことを受け、最近増殖糖尿

病網膜症の硝子体中でコハク酸が増加し

ていること、さらに高血圧や伸展刺激時

に網膜色素上皮細胞や網膜硝子体中でコ

ハク酸が増加していることを報告した。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、虚血や高血圧環境での眼

内構成組織における、コハク酸の血管新

生のメカニズムの解明ならびに今後の治

療への発展を目標とするが、実際の病的

状態（糖尿病網膜症や網膜中心静脈閉塞

症および網膜中心静脈分枝閉塞症）での

網膜血流の変化（病期による変化やレー

ザー光凝固前後の変化、抗血管内皮増殖

因子抗体による治療前後の変化）につい

ても詳細な検討を加える。 

 

３． 研究の方法 

まず網膜の血管内皮、周皮細胞さらにミ

ュラーグリアの培養を行い、低酸素・伸

展刺激における細胞内外の VEGF、コハ

ク酸の動態を確認する。その後シグナル

伝達も確認し、阻害実験を行う。さらに

網膜組織培養においても同様の確認を行

う。動物モデルとして遺伝子改変マウス

を用いて in vivo での確認を行う。必要に

応じて同時進行で研究を遂行する。 

  高血圧による血管進展が虚血を悪化さ

せる方向に働くことが考えられ、網膜の

血管内皮、周皮細胞さらにミュラーグリ

アの培養を行い、低酸素・伸展刺激にお

ける細胞内外の VEGF、コハク酸の動態

を確認する。その後シグナル伝達も確認

し、阻害実験を行う。さらに網膜組織培

養においても同様の確認を行う。また一

方で眼内の血管病変においては網膜・脈

絡 膜 の 血 流 動 態 を Laser speckle 

flowgraphy で測定することができ、VEGF

やコハク酸を測定し、血流動態との関係

を調べる。 

具体的にはまずマウス（ラット）網膜の

血管内皮細胞や周皮細胞、さらにはミュ

ラーグリア細胞の単離を行い、それぞれ

primary culture での検討を行う。まず免疫

染色さらには RT-PCR にて VEGF やコハ

ク酸レセプターである GPR91 のタンパ

ク level、mRNA level での確認を行う。 

その後、in vitro での虚血状態として低酸

素環境下での培養を行い、その medium

は細胞外液として検討し、培養細胞自体

は TNE buffer のような細胞溶解液と cell 

scraper を用い、さらにホモジナイズ後遠

心分離を行い、上清を細胞抽出液として



検討する。両者ともに VEGF 測定（ELISA

法による）、コハク酸測定（エキクロマト

グラフィー、コハク酸測定キット）を行

う。低酸素環境の酸素濃度変化や時間変

化による検討も行う。 

伸展刺激を加える際には、6 well の silicon 

bottomed plate に confluent に培養し、

flexercell strain unit を用いてコンピュー

ター制御のもと機械的伸展刺激を加える。

伸展刺激も伸展時間変化や振幅変化によ

る検討を行う。さらには低酸素環境と伸

展刺激の組み合わせも条件検討できる。

VEGF やコハク酸が増加していればチロ

シンキナーゼや MAP キナーゼ、PKC、

PI3 キナーゼ、カルシウムなどに対する

種々の酵素阻害薬を用い、VEGF ならび

にコハク酸におけるシグナル伝達の所在

を明らかにする。また、Akt などの細胞

生存シグナルと酸化ストレス、JNK など

の細胞死シグナル、エリスロポエチ

ン,PDGF,IGF などの増殖因子、Fas などの

細胞死誘導因子、Ang1,ephrin などの血管

安定化因子等についての発現も検討し、

その結果に基づき阻害実験の追加を行う

ことで、複数の因子の細胞増殖に対する

反応、修飾を検討する。細胞レベルでの

結果を踏まえて、網膜組織や動物モデル

での検討を行う。 

細胞レベルでの確認後、その結果を踏ま

えてマウス（ラット）網膜の組織培養を

行う。 

細胞と同様に、網膜組織においても

VEGF、GPR91 の免疫染色を行うことで、

組織での局在を観察することができる。

低酸素環境、機械的伸展刺激の負荷を行

い、網膜組織としての反応を確認する。

さらに細胞死シグナルの活性化を抑制、

細胞生存シグナルの活性化を促進するべ

く dominant-negative, RNAi, 特異的器質

配列を持つペプチドの micro-injection な

どの手技を用いて操作し、single cell レベ

ルの動態まで解析する。 

さらに動物モデルとして、VEGF やコハ

ク酸レセプターの遺伝子改変マウスを用

い、in vivo での検討を行う。 

実際の臨床におけるCRVO やBRVO のよ

うな虚血性疾患や高血圧関連疾患での手

術患者の硝子体サンプルも検討する。 

 また臨床の場での実際の血流変化を知

るのはLaser speckle flowgraphyを用いる。

これは血流の早い血管ではレーザーを当

てた場合にその反射像がブレやすくなる

ことを用いた血流速測定装置であり非侵

襲的に測定可能である。 

 

４．研究成果 

 高血圧による網膜病変として、まず網

膜細動脈の狭細化および口径不同が生じ、

更に高血圧状態の長期間の持続で血管壁

が器質的に肥厚し細動脈の狭細は不可逆

性となり、血柱反射の亢進・動静脈交叉

現象などの硬化所見を伴うようになる。

手術時に採取した硝子体、前房水、血液

中のコハク酸濃度は、増殖糖尿病網膜症

では、対照より有意に高く、また硝子体

＞前房水＞血液となっており、血液中か

らの流入は否定的であった。高血圧を模

した血管内皮進展では、虚血時と同様に

伸展刺激時においても、細胞内さらには

硝子体中のコハク酸濃度は増加し、VEGF

とも共同して眼内環境の悪化を引き起こ

していると考えられた。 

今回遺伝子改変マウスを用いる研究ま

で到達することはできなかったが、その

分実際の臨床の場で血流速度を測定する

ことができた。 

その網膜の血流であるが、Laser speckle 

flowgraphy で測定すると、レーザー網膜

光凝固を行うと、有意に眼底血流が減少

し、その減少はレーザー光凝固の量に比



例するという結果であった。また VEGF

を減少させると血流は有意に減少し、網

膜新生血管の活動性も改善するという結

果だった。その血流減少量を測定するこ

とによって、効果的な網膜光凝固を定量

化できる可能性が示唆された。今後コハ

ク酸の眼底血流への関与を検討する必要

がある。 
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