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研究成果の概要（和文）：網膜アマクリン細胞と水平細胞が中層および深層の網膜内毛細血管の近傍に存在する
ことから、アマクリン細胞および水平細胞が網膜内の中層および深層の毛細血管と相互作用し、血管の安定化に
寄与する可能性があり、BRBの破綻が網膜内層に存在するアマクリン細胞や水平細胞の機能破綻のため網膜内層
の毛細血管障害をきたし、結果としてinflammatory eye diseasesの浮腫および視機能の低下をきたしていると
推測された。

研究成果の概要（英文）：Because retinal amacrine cells and horizontal cells are present in the 
vicinity of intraretinal capillaries in the intermediate and deep plexuses, the amacrine cells and 
horizontal cells interact with the capillaries in the intermediate and deep plexuses of the retina 
and may contribute to stabilization of the vasculature. BRB failure causes damage to capillaries in 
the inner plexus of the retina due to functional failure of amacrine cells and horizontal cells 
present in the inner plexus of the retina. These are speculated to result in edema and visual 
function deterioration in inflammatory eye diseases.

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
Neurovascular unitは網膜疾患病態解明でも治療の面でも重要であり、神経および血管障害をきたす眼炎症性疾
患では、アマクリンニューロンが制御するNeurovascular unit全体を治療標的とし、網膜血管の破綻を救済する
neurovascular protectionという新たなコンセプトで、難治性眼炎症疾患以外の様々な網膜疾患（糖尿病網膜
症、網膜静脈閉塞症、加齢黄斑変性症、未熟児網膜症など）の治療法も開発される可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ベーチェット病、サルコイドーシス、遷延型 Vogt-小柳-原田病に代表される難治性眼炎症性疾
患は眼炎症発作を繰り返すため、現在でも失明原因として大きな位置を占めている。その発症
機構に活性化 CD4 T 細胞が中心的な役割を果たし、CD4 T 細胞から産生される IFN-γ、TNF-
α、IL-2 を代表とする Th1 サイトカインと IL-17、IL-23 を代表とする Th17 サイトカインが
ぶどう膜炎の病態形成に重要な役割を果たしていると考えられている。このようなヒト眼炎症
性疾患の動物モデルとして、実験的自己免疫性ぶどう膜網膜炎(experimental autoimmune 
uveoretinitis; EAU)があり、interphotoreceptor retinoid- binding protein (IRBP)や S 抗原な
どが抗原となって発症する自己免疫疾患である。その発症にはヒトぶどう膜炎と同様に CD4 T
細胞が重要な役割を果たし、T helper (Th)1 および Th17 優位な疾患モデルである。現在まで
研究代表者は、CD4 T 細胞を中心に眼内炎症にかかわる免疫分子の生理的・病理的役割を明ら
かにしてきた(Usui Y et al. Exp Eye Res 2008, Sugita S, Usui Y, et al. IOVS. 2009, Sugita S, 
Usui Y, et al. IOVS. 2009, Usui Y, et al. IOVS. 2010, Usui Y, et al. IOVS. 2012)。これらの
免疫分子は、同じ中枢神経系でも脳と眼では免疫反応が異なり、各臓器局所と CD4 T 細胞の相
互作用の相違により病態が異なることを報告してきた（Usui Y, et al. Eur J Immunol. 2006）。
さらに、多種多様なぶどう膜炎の病態も CD4 T 細胞だけでは病態の説明がつかず、それぞれの
網膜の構成細胞と浸潤する免疫細胞の相互作用により、ぶどう膜炎の病態も多彩であることを
推測している。近年、網膜の病態生理を理解するために、neurovascular unit の概念が新しい
パラダイムシフトとして確立されてきた。血液-網膜関門（Blood retinal barrier: BRB）に代
表される網膜の血管構造は神経系と血管系組織が機能的に相互補助関係にある neurovascular 
unit を基盤に構築されている。ぶどう膜炎による浮腫の病態には、サイトカインや接着因子な
どの分子、細胞では白血球、マクロファージやミクログリアなどによる炎症が深く寄与してい
ることが知られている。以前は、炎症反応を抑制することで黄斑浮腫を軽減する治療戦略が 
考えられてきたが、十分な成果が得られていない。その最大の理由は、炎症による浮腫の病態
が BRB の破綻、すなわち網膜毛細血管と神経系両者の neurovascular unit (NVU)の破綻であ
るためと考えている。我々はアマクリン細胞が、網膜内層の毛細血管形成を制御することで 
Neurovascular unit を形成し低酸素誘導因子の機能を介して、低酸素センサーそのものとして
働くことを報告した(Usui Y et al. J Clin Invest. 2015)。また、ぶどう膜炎による BRB 破綻は
視力低下の主要な原因であり、ぶどう膜炎動物モデルにおいても網膜毛細血管の血管透過性は
亢進するまでも浮腫を来すまでには至っておらず、メカニズムも不明であった。 
２．研究の目的 
BRB の破綻が網膜内層に存在するアマクリンニューロンの機能破綻、すなわち

Neurovascular unit の破綻であり、炎症によりアマクリン細胞が障害されるため網膜内層の毛
細血管障害をきたし、結果として浮腫および視機能の低下をきたしていると推測している。実
際に、アマクリン細胞を障害することで、網膜内毛細血管の構造破壊をきたす。本研究では、 
今回はこれらの神経細胞と網膜内毛細血管の関連について、血管の安定化に関与する種々のト
ランスジェニックマウスを用いて検討し、ぶどう膜炎動物モデルおよびぶどう膜炎患者を対象
に、ぶどう膜炎における Neurovascular unit における意義を解明するとともに、新規治療法の
開発も視野に入れ、本疾患の視力予後向上に向けた臨床応用を目的とする。 
３．研究の方法 
アマクリン細胞および水平細胞特異的に Cre を発現する ptf1a-Cre マウスと TGF-β、β-カテ
ニンの flox マウスや VEGF、VHL の flox マウス、Cre 依存的にジフテリアトキシン受容体を発
現するマウスと交配したマウスを作製した。これらのマウスの網膜フラットマウントおよび凍
結切片による蛍光免疫染色を行った。 
４．研究成果 
ptf1a-Cre; R26iDTR/+マウスに、ジフテリアトキシンを生後 30 日目から 32日目まで投与し、
アマクリン細胞と水平細胞を選択的に欠損させ、生後 120 目に網膜フラットマウントを作成し
た。網膜表層血管、網膜中層血管、網膜深層血管ともにコントロールと比較して、branching 
point は差がなかった。しかし、コントロール群と比較して網膜内の中層および深層の毛細血
管の形態異常がみられた。特に ptf1a-Cre; R26iDTR/+マウスの網膜中層および深層毛細血管に
選択的に虫食い状や先細りがみられた。網膜表層の血管には異常はみられなかった。 
また、ジフテリアトキシン投与による体重減少などの全身的副作用もみられなかった。 
生後 23 日目（網膜血管が完成する時期）の ptf1a-Cre; TGF-βflox/flox では網膜表層血管、
網膜中層血管、網膜深層血管ともにコントロールと比較して、branching point および網膜形
態には差がなかった。しかし、生後 23 日目の ptf1a-Cre; β-catenin flox/flox では網膜表層
血管、網膜中層血管、網膜深層血管ともにコントロールと比較して、branching point に差は
なかったが、網膜中層血管、網膜深層血管に形態異常がみられた。ptf1a-Cre; R26iDTR/+マウ
スに、ジフテリアトキシンを生後 30 日目から 32 日目まで投与したマウスと同様の phenotype
を示した。 
アマクリン細胞および水平細胞特異的に Cre を発現する ptf1a-Cre マウスと、VEGF、VHL、TGF-
β、β-カテニンの flox マウスの血管透過性を調べるため、FITC-BSA をマウスの尾静脈に注入
し、注入後３０分後に sacrifice し評価した。ptf1a-Cre マウスと、VEGF、VHL、TGF-βの flox
マウスは、FITC-BSA をマウスの尾静脈に注入したのちも、血管透過性亢進はみられなかった。



ptf1a-Cre マウスと、VEGF、VHL の flox マウスについては、既報の報告どおり（Usui Y, et al. 
J Clin Invest. 2015）、VEGF では中層の毛細血管が疎になり、VHL では中層の毛細血管の密度
が上昇していた。このように網膜中層毛細血管に形態異常がみられるマウスにおいても、血管
透過性亢進はみられなかった。しかし、ptf1a-Cre; β-cateninf/f では中層および深層の毛細
血管で選択的な血管透過性の統計学的に優位な亢進がみられた（p=0.001996）。興味深いことに、
表層の毛細血管においては、血管透過性亢進はみれれなかった。過去には Barber AJ, et al.
（Invest Ophthalmol Vis Sci. 2005）らおよび Antonetti DA, et al(Diabetes, 1998)らが糖
尿病網膜症のモデルマウスである Akita マウスにおいて、網膜内毛細血管の透過性亢進を報告
しており、これらのマウスと同様の phenotype を示した。 
アマクリン細胞および水平細胞が網膜内の中層および深層の毛細血管と相互作用し、血管の安
定化に寄与する可能性があり、将来的には神経―血管相互作用に着目した観点より難治性眼炎
症性疾患による黄斑浮腫を治療することが新規治療法につながる可能性が示唆された。 
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