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研究成果の概要（和文）：糖尿病黄斑浮腫は抗VEGF療法が有効であるが反復投与が必要で網膜浮腫にVEGF以外の
関与が予想される。水チャンネルのアクアポリン(AQP)4は網膜ミュラー細胞に発現する。そこでミュラー細胞の
容積変化にVEGFとAQP4が関与するか検討した。
糖尿病ラット網膜においてVEGFの発現は網膜内層に強くAQP4も増強した。AQP4の発現はGFAPと共染色した。VEGF
の蛋白レベルは糖尿病ラットで有意に増加した。また、VEGFに暴露したミュラー細胞の細胞容積は増大し、
TGN-020により抑制された。
網膜におけるAQP4の制御が糖尿病黄斑浮腫治療の一助となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Aquaporin 4 (AQP4), a water channel protein, is known to be expressed in 
retinal Muller cells. The purpose of this study was to determine the effects of VEGF and AQP4 
channels on the volumetric changes in Muller cells.
presence or absence of VEGF and TGN-020, a selective AQP4 inhibitor.
In the diabetic rat retina, VEGF immunoreactivity was concentrated in the internal retinal layers, 
and AQP4 immunoreactivity was higher than controls. The expressions of AQP4 were colocalized with 
GFAP. Protein levels of VEGF in the hyperglycemic rat retina were significantly higher than 
controls. FACS analyses showed that exposure to VEGF enlarged Muller cells, while exposure to 
TGN-020 suppressed the enlargement. Intracellular levels of NO were increased after exposure to 
VEGF, which was suppressed following the addition of TGN-020. The observed Muller cell swelling is 
mediated by VEGF and AQP4.

研究分野： 眼科
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病網膜症と網膜静脈閉塞症は病態が異
なるが、これらの黄斑浮腫の治療として、抗
VEGF 薬の硝子体注射が施行される。しかし
ながら、抗 VEGF 療法 1 回の治療で黄斑浮腫
が治癒することは残念ながら少ないのが現
状であり、新たな治療法の開発が望まれる。
抗 VEGF 薬投与前後で眼底血流をレーザー
スペックルフローグラフィ(LSFG)で測定す
ると、治療後、網脈絡膜血流は低下する。治
療後の網脈絡膜血流の低下は一過性と思わ
れるが、長期にわたる抗 VEGF 薬の反復投与
により過度に血流が低下すれば網膜の機能
低下や菲薄化を引き起こす可能性も危惧さ
れる。 

アクアポリン(AQP)は水チャネル
として発見され、さらにバリア機能維持など
の機能についても関心がもたれている。
AQP4 は、中枢神経系に発現する主要な水チ
ャネルで、視神経や網膜にも発現している。
脳ではアストロサイトの足突起に主に発現
しているが、毛細血管内皮細胞にも発現して
いる。近年、AQP が脳浮腫の発症やその治癒
過程に関与することが明らかになった。また、
脳の AQP4 と一酸化窒素(NO)の関連も示唆
され、AQP4 は浮腫だけでなく血流への関与
も考えられる。 

AQP4 発現の分子機構は不明であ
るが、視神経由来の培養アストロサイトを用
い た 実 験 系 で は 、 NO 供 与 体 で あ る
S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine 
(SNAP)が用量依存的に AQP4 の発現を増加
させ、NO が protein kinase G(PKG)を介し
て、AQP4 発現機構に関与している可能性が
考えられた。また脳のアストロサイトにおい
て、protein kinase C (PKC)の活性化により
AQP4 の発現が抑制され、PKC を介した調節
機構の存在も示唆されている。 

NOが血管透過性を亢進させること
はよく知られているが、虚血網膜では NO 発
生と AQP4 の発現亢進が認められ、AQP4 が
新たな治療のターゲットになる可能性が考
えられる。 
 
２．研究の目的 
黄斑浮腫は、糖尿病や網膜静脈閉塞症といっ
た網膜血管病変でみられ、視力低下を引き起
こす主要な原因である。抗 VEGF 療法が治療
の主流となっているが、複数回投与が必要で、
黄斑浮腫が改善しても網脈絡膜血流は低下
することが多い。水チャネルであるアクアポ
リン(AQP)は脳浮腫の発症や治癒に関与し、
AQP4 発現の調節に一酸化窒素 (NO)や
protein kinase C (PKC)の関与が示唆されて
いる。AQP4 は網膜ミュラー細胞や網膜血管
でも発現しており、その発現機構の解明およ
び眼血流への影響、エコファーマを視野に入
れた研究は、網膜疾患のさらなる治療法につ
ながると考えられる。 

本研究では、網膜ミュラー細胞の容

積変化に VEGF と AQP4 が関与するか検討
した。また、AQP4 を制御して生じる網脈絡
膜血流・バリア機能の変化を検討し、NO や
PKC を介した AQP4 発現の変化を明らかに
できればと考えた。 
 
３．研究の方法 
ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラットを作
成し、また、培養網膜ミュラー細胞を用いた。
糖尿病ラットおよび健常ラットに VEGF あ
るいは PBS を硝子体注射し、灌流固定後眼
球を摘出し、網膜切片を作成した。網膜切片
は GFAP、VEGF、AQP4 の免疫組織染色を
行い、また、VEGF のウエスタンブロット解
析も施行した。一方、培養ミュラー細胞は、
フローサイトメーター (FACS)を用いて
VEGFやTGN-020(AQP4阻害剤)の存在下で
細胞容積や一酸化窒素(NO)の細胞内産生の
変化について解析した。さらに、細胞容積の
変化における VEGF を介した NO の関与を
検討するため、NO 合成酵素阻害剤である
Nω-nitro-L-arginine methyl ester 
(L-NAME, 1 mM)を前投与した場合につい
ても FACS 解析を行った。 
また、AQP4 の発現に PKC の活性化が関与
しているという報告があるため、ラット網膜
の培養ペリサイトおよび血管内皮細胞を、
PKC 賦活剤である PMA(phorbol myristate 
acetate)に暴露し、PMA の各濃度で生細胞数
を吸光度で測定することにより、PMA に対
する反応として両細胞における細胞死につ
いて検討した。 
 
４．研究成果 
糖尿病ラット網膜において、VEGF の免疫反
応は網膜内層に強く、また AQP4 も健常ラッ
トより増強した。そして、AQP4 の発現は
GFAP と共染色した(図１)。VEGF の蛋白レ
ベルは糖尿病ラットで健常ラットより 31.5%
有意に増加した。FACS 解析では VEGF に暴
露したミュラー細胞の細胞容積は増大し、
TGN-020 によりその増大は抑制された。ま
た、細胞内 NO は VEGF 暴露により増加し、
TGN-020 により抑制された。また、VEGF
によるミュラー細胞の細胞容積増大は、
L-NAME 投与により抑制された。 
以上より、VEGF および AQP4 がミュラー細
胞の膨化を引き起こす可能性が考えられた。
また、VEGF によるミュラー細胞の細胞容積
増大は、NO を介した変化であることがわか
った。 

また、培養網膜血管細胞を用いた
PKC に関する検討では、PMA 暴露は、1nM
でペリサイトは細胞死が生じたが、血管内皮
細胞は逆に増殖した(図 2)。すなわち、網膜
血管の内皮細胞と周皮細胞で PKC に対する
反応に違いがみられた。 
 
 
 



 
 
図１ラット網膜切片の免疫組織化学染色
(AQP4(赤)、GFAP(緑)) 

 
(A)control (B) STZ  
(C) STZ (AQP4 and GFAP) 

 
図 2 ラット網膜のペリサイト(上段)および血
管内皮細胞(下段)における PMA 用量と生細
胞数の変化 
 

 
 

 
 
糖尿病網膜症における初期の病理組織学的
変化として、網膜血管周皮細胞の消失
(pericyte loss)と血管内皮細胞の増殖が挙げ
られる。高血糖により PKC の活性化が生じ
ることはよく知られた事実であるが、これら
の実験結果は、糖尿病網膜症の病態に PKC
の関与を強く示唆し、網膜血管における
AQP4 の変化と PKC の関連も今後も重要な
研究課題であると考えられた。 
網膜における AQP4 の制御が糖尿病黄斑浮
腫治療の一助となる可能性がある。 
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