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研究成果の概要（和文）：活性型プロテインC（APC）による網膜血管再生効果をみるため、P12の酸素誘発網膜
症(OIR)モデルマウスの眼内にAPCを投与し、非投与群と網膜虚血領域の面積をP17の時点で測定した結果、APC投
与群の網膜虚血領域が非投与群よりも狭くなっており、OIRマウスにおいてAPCによる網膜虚血改善効果が確認で
きた。また、APCが網膜血管を構成するどの細胞の効果を及ぼしているか検討したところ、網膜アストロサイト
が高酸素投与後P12の時点から網膜虚血領域においてその細胞密度が減少するが、APC投与群において虚血領域の
網膜アストロサイトが残存していることから、APCの網膜アストロサイト保護作用が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To examine the retinal reperfusion by activated protein C (APC), APC was 
administered into the eyes of P12 oxygen-induced retinopathy (OIR) mice, and the area of the 
non-administration group and the retinal ischemic area was measured at P17. The retinal ischemic 
area of the APC administration group was narrower than that of the control group, and the retinal 
ischemia improving effect by APC could be confirmed in the OIR mice. In addition, we examined which 
cells that constitute the retinal blood vessels had an effect on APC, and the cell density of 
retinal astrocytes decreased in the area of the retinal ischemia from P12 after hyperoxia, but was 
reduced in the APC administration group. Remaining retinal astrocytes in the blood region suggested 
that APC might protect the retinal astrocytes.

研究分野： 眼科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性型プロテインC（APC）の網膜血管再生効果をみるため、酸素誘発網膜症(OIR)モデルマウスの眼内にAPCを投
与し、網膜虚血領域の面積を測定した結果、APCによる網膜虚血改善効果が確認できた。また、APCが網膜血管を
構成するどの細胞に効果を及ぼしているか検討し、高酸素投与後から網膜虚血領域において網膜アストロサイト
の細胞密度が減少するが、APC投与群において虚血領域の網膜アストロサイトが残存していることから、APCの網
膜アストロサイト保護作用が示唆された。これらの結果と今後さらにAPCの作用機序が解明されれば、新たな虚
血性網膜疾患治療薬としてのAPCの可能性が高まると考えられる。
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１．研究開始当初の背景 
網膜虚血性疾患は、根治療法である血行再建が確立されていないため、後天性失明の主要原因となって
いる。我々は活性型プロテイン C（APC）の眼内投与により、広範囲の網膜再灌流に初めて成功したが、
その詳細なメカニズムは不明である。そこで、APC による血行再建のメカニズムを解明し、将来的に更
に有効な分子標的治療の開発や、全身の虚血性疾患への応用を目指す。本研究期間内には、どのような
細胞が再灌流に関与しているのか、それらの 細胞では再灌流に際しどのような分子が、どのような時期
に発現しているのかを解明する。現在難治とされている網膜虚血性疾患、ひいては、全身の虚血性疾患
に対する根治療法を確立することができれば、その社会的意義は計り知れないものである。また、脈管
形成や血管新生の研究にも大きな方向性を示すことができると期待される。 
 
２．研究の目的 
我々が発見した APC 投与後に時間をかけて虚血再灌流が生じる仕組みとして、１）血管新生と、２）既存血
管の再灌流の、両方が緩徐に進行しているのではないかと考えている。網膜血管の構成要素には大きく分け
て血管内皮細胞、周皮細胞、網膜アストロサイトの 3 種の細胞がある。これらの細胞のどの細胞に対し APC
が関与し、網膜血管の再生が起こるのかを、in vivo 実験を用いて探るのが今回の実験の目的である。 
 
３．研究の方法 
① 網膜虚血モデルの作成 
今回の評価では、APC による血管再生能の評価が重要であるため、血管が退縮した網膜虚血領域の面積が安
定して作成できるモデルが必要となる。網膜虚血の作成方法の候補としてローズベンガル静注と網膜静脈へ
のレーザー照射による網膜中心静脈閉塞症モデル（Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 246:509, 2008）と酸
素誘発網膜症モデル（Oxygen-induced Retinopathy : OIR）がある OIR はマウスを P7 から P12 にかけて 75%
の高酸素下で飼育し、網膜の血管内皮増殖因子（Vascular endothelial growth factor : VEGF）発現を低下させ
網膜血管の退縮を促し網膜虚血を作成するモデルである。OIR は表層の網膜血管が完成したばかりの P7 の
時点から網膜虚血を作成するモデルであり、レーザーによる網膜虚血作成方法とは異なり、生育途中の網膜
血管に対し網膜虚血を作成する方法である。しかし網膜虚血を作成するモデルとして広く用いられているた
め、今回使用するモデルとして検討する。OIR を用いた網膜虚血の再生は、使用するマウスの種類によって
の影響が指摘されているため、今回の評価では C57BL/6 マウスのみ用い検討を行った。 
② APC の投与方法 
高酸素終了直後、マイクロインジェクターを用いてマウスの硝子体腔内に 0.05 μg/μl の APC を投与する。 
③ 網膜血管再生領域の評価 
P21 以降に関しては、フルオレセインの腹腔内投与後、蛍光眼底造影を行い評価した。P21 未満に関しては
網膜の Wholemount を作成し、血管領域は CD31 免疫染色を用いて評価した。 
④ APC による網膜血管構成細胞への影響に対する評価 
Wholemount に対する免疫染色を用いて評価を行った。内皮細胞に関して CD31（Abcam, ab119341）、周皮
細胞に関して NG2(Millipore ab5320)、網膜アストロサイトに関しては GFAP を用いた。 
 
４．研究成果 
① 網膜虚血モデルマウス作成方法の確立と採用基準の設定 
野生型マウスを用い、網膜静脈へのレーザー照射による網膜静脈閉塞モデルの作成を行った。これにより虚
血領域の作成は可能であったが、安定した虚血領域を作成することができなかった。そこで OIR を用いて網
膜虚血モデルを作成することとした。 
まずは APC 非存在下において、OIR で作成される虚血領域が安定して作成されているか評価するため、高酸
素終了後、P12,P15,P17,P21,P28 の虚血領域を測定した結果、同腹仔においてばらつきはなかったが、異腹
仔間ではばらつきがあることが分かった。次に虚血領域に影響する因子を検討したところ、体重が関与する
ことが分かった。低体重のマウスほど虚血領域が広く、その後の血管再生が遅いことが分かった。しかもあ
る時点での体重だけでなく、体重の推移が関与していることが分かった。よって今回の検討には、正確な虚
血領域の測定のため、体重と体重の推移をそろえることとし、P12 の時点で 5g 台であることに加え、その後
P15,P17 の時点で体重が増加するマウスを用いるのが最良であることが判明した。 
 
② APC による網膜血管再生効果 
OIR では、P12 から血管再生が開始し、P17 で血管再生の活性が最大化し、P21 前後には完了する。そこで
今回の網膜虚血領域の評価タイミングは P17 とした。P12 の時点で眼内に APC を投与し、非投与群と網膜
虚血領域の面積を P17 の時点で測定した結果、APC 投与群の網膜虚血領域が非投与群よりも狭くなったこと
が確認できた。モデルマウスにおいても APC による網膜虚血改善効果が証明できた。 



 
③ APC が作用する網膜血管構成細胞の特定 
APC が網膜血管を構成するどの細胞の効果を及ぼしているか検討するため、網膜アストロサイトへの影響を
検討した。網膜アストロサイトは高酸素負荷後の P12 の時点から、網膜虚血領域において密度が減少するが、
APC 投与群においては、虚血領域の網膜アストロサイトが残存していることが確認できた。APC は網膜アス
トロサイトの保護作用があることが分かった。 
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