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研究成果の概要（和文）：今回検討したAkitaマウス（KK/Ta-Akita）では、生後12ヶ月において網膜深層血管叢
が脱落している所見を認めた。従来型Akitaマウス（C57BL/6-Akita）では網膜深層血管叢に大きな変化は認めて
おらず、新型Akitaマウスにのみ認める糖尿病網膜症所見である可能性が示唆された。最近の報告で、ヒトの糖
尿病網膜症においても網膜深層血管叢から先に障害されることが報告されており、新型Akitaマウスは初期の糖
尿病網膜症モデルとして今後幅広く利用されることが期待される結果であった。

研究成果の概要（英文）：The dropout of deep capillary plexus was observed at the retina in 
KK/Ta-Akita mouse although it was not observed in C57BL/6-Akita mouse. Recent report demonstrated 
that the dropout of deep capillary plexus was observed in early phase of human diabetic retinopathy.
 Therefore, KK/Ta-Akita mouse could be useful mouse model of early phase of diabetic retinopathy.

研究分野：網膜硝子体疾患研究

キーワード： Akitaマウス　糖尿病網膜症
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１．研究開始当初の背景 
 糖尿病網膜症は本邦における失明原因の
第 2位であり、失明者減少ますますの基礎研
究、臨床研究が望まれている。これまで、糖
尿病  合併症の基礎研究を行うためのモデル
マウスを作成する際、ストレプトゾシンな
どの薬剤投与による方法や外科的方法など
が用いられてきたが、これらの方法では薬
剤や外科的侵襲による影響を排除すること
ができず、合併症評価の実験には不向きと
の指摘がある。そこで 1997 年インスリン生
成にのみ関与する遺伝子( Ins2Akita 遺伝
子 )の単一変異により糖尿病状態となる
Akitaマウス(C57BL/6-Akita )が開発され、
糖尿病の研究のため世界中で幅広く使用さ
れている。しかしながら、Akita マウスは著
明な高血糖状態が持続するにもかかわら
ず、その腎病変は軽度にとどまることが報
告されている。その後の検討で、Akita マウ
スの背景である C57BL/6 ストレインが糖尿
病性腎症への抵抗性を示す原因と判明し、同
実験においてKKストレインマウスは糖尿病
性腎症への感受性が極めて高いことが分か
った。この結果に基づき, Ins2Akita 遺伝子
を KK ストレインマウス に導入した新型
Akita マウス(KK/Ta-Akita)が開発され、進
行性の糖尿病性腎症を発症することが示 さ
れている。 網膜症についても腎症同様に
Akita マウスでは軽度に留まり、発症も生後
6 か月以降と遅いことが報告されている。こ
れも腎症同様、C5 7BL/6ストレイン背景であ
ることが原因であると推測され、背景を糖尿
病に感受性の高いKKストレインマウスにし
た新型 Akita マウスで は、より早期により
重度の網膜症を来たすことが期待される
が、これまで新型Akitaマウスの網膜症を評
価した報告は存在しない。  
 
 
 
２．研究の目的 
 新型 Akitaマウス（KK/Ta-Akita）を用い
て網膜病変の程度を評価し、有用な糖尿病網
膜症モデルマウスとなり得るかを検討する
ことを目的とした。 
 
 
 
３．研究の方法 
Akitaマウスの糖尿病網膜症評価 
 C57BL/6-Akita マウス、C57BL/6-wild type
マウス、KK/Ta-Akitaマウス、KK/Ta-wild type
マウスの 4種類のマウスを飼育し、以下の実
験を行う。麻酔にはケタミン 1.25mg とキシ
ラジン0.1mgを混和したものを使用し腹腔内
投与する。 
・蛍光眼底造影検査 
フルオレセイン蛍光眼底造影検査およびイ
ンドシアニングリーン蛍光眼底造影検査を
行う。フルオレセイン蛍光眼底造影検査は、

麻酔下に、腹腔内へフルオレセイン 2mg を投
与し、蛍光眼底写真を撮影可能な共焦点走査
型ダイオードレーザ検眼鏡（F-10 ニデック）
に 30- diopter のレンズを装着した機器で撮
影を行う。インドシアニングリーン蛍光眼底
造影検査は、麻酔下に、インドシアニングリ
ーン0.125mgを眼窩静脈叢へ静脈内投与して
撮影を行う。 
・蛍光色素灌流による網膜血管の可視化 
麻酔下に左心室より50mg/mlのFITC-dextran
を全身灌流し，すぐに眼球摘出を行い，網膜
フラットマウント標本を作製する。作成した
フラットマウントは共焦点顕微鏡を用いて
観察し血管密度を検討する。 
・網膜ホールマウント免疫染色 
麻酔下に左心室より 4%パラフォルムアルデ
ヒドを全身灌流し，眼球摘出し，網膜ホール
マウントを作製する。抗 CD31 抗体を用いて
血管内皮を免疫染色し、血管構造を評価する。 
・リアルタイム PCR 
糖尿病網膜症伴って、血管系のシグナルがど
のように変動しているかを評価するために
VEGF-A、VEGFR2 の転写レベルをリアルタイム
PCR で評価する。頸椎脱臼法により安楽死さ
せたマウスから眼球を摘出、網膜検体を採取
する。RNA を抽出し、DNA に逆転写しリアル
タイム PCR で発現量を測定する。 
 
 
発生期 Akita マウスを用いた血管新生解析 
 インスリン欠乏状態が血管発生へ与える
影響を検討するために、従来型 Akita マウス
同 士 を 掛 け 合 わ せ homozygous の
C57BL/6-Akita マウスを作成し、網膜血管構
造を観察する。 
血管構造の観察は、生後 6日で安楽死ののち
眼球を摘出、網膜ホールマウントを作成し免
疫染色によって行なった。 
 
 
 
４．研究成果 
 Akita マウスでは従来型(C57BL/6-Akita)、
新型(KK/Ta-Akita)ともに空腹時血糖は
400mg/dl を超えており著明な血糖上昇を認
めた。  
 蛍光眼底造影検査は、新型 Akita マウスが
unpigmented mouse であったため、フルオレ
セイン蛍光眼底造影検査にて脈絡膜血管ま
で撮影されてしまった。そのため詳細な評価
が困難であったが、従来型 Akita マウスや
wild type と比較して、新型 Akita マウスで
は明らかな網膜血管構造異常は認めなかっ
た。 
 上記の理由により蛍光眼底造影検査での
評価が困難と判断し、蛍光色素灌流による網
膜血管可視化を行った。その結果、網膜血管
密度は新型 Akita マウスと従来型 Akita マウ
スで有意差を認めなかった。 
 続いて細かな血管構造変化を検出するた



めに、網膜ホールマウントを作成し免疫染色
を行なって血管構造を観察した。その結果、
生後 12 ヶ月で、新型 Akita マウスでは deep 
capillary plexus の dropout を認めた。従来
型 Akita マウスでは網 膜 血 管 の deep 
capillary plexusに大きな変化は認めておら
ず、新型 Akita マウスでのみ認める糖尿病網
膜症所見である可能性が示唆された。(下図) 

 
 最近のヒトの臨床研究において、糖尿病網
膜症の初期は deep capillary plexus から障
害されると報告があり、初期の糖尿病網膜症
モデルとして新型Akitaマウスが有用となる
ことが期待される。 
 次に、血管発生や維持に重要である VEGF-A、
VEGFR2の転写レベルをリアルタイムPCRによ
り評価した。（下グラフ） 

 血管退縮による網膜虚血が存在するので
あれば VEGF-A の転写活性が上昇するはずで
あるが、従来型 Akita マウス、新型 Akita マ
ウスともに野生型と差を認めなかった。この
ことから、もっと初期に虚血が起きていてす
でに萎縮期に至っている可能性や、糖尿病に
よる網膜神経細胞障害に伴って障害部位に
一致する血管が不必要となり退縮した可能
性が考えられた。また、VEGFR2 の転写活性は
有意差はないものの従来型 Akita マウス、新
型Akitaマウスともに野生型よりも低下して
いたが、低下の度合いは従来型、新型で同程
度であった。 
 最後に、従来型 Akita マウス同士を掛け合
わせて homozygous の C57BL/6-Akita マウス
を作成し、生後 6日で網膜血管新生を野生型
と比較した。結果 homozygous C57BL/6-Akita
マウスでは網膜血管伸長のわずかな遅延は
認 め た が有意差を得られず、血管構造や血
管密度、足状突起数、周皮細胞被覆の程度
に野生型と差は認めず、インスリン欠乏状
態が血管新生に及ぼす大きな影響は見出さ
れなかった。（下図） 

 
 最後に、homozygous C57BL/6-Akita マウス
に高濃度酸素負荷をかけ、酸素誘導網膜症の
重症度を野生型と比較したが、そちらにも明
らかな差は見出されなかった。（下図） 

 
 以上より、adult の Akita マウスにおいて
は deep capillary plexus の dropout を認め、
ヒトにおける初期糖尿病網膜症を再現する
モデルマウスとして有用となる可能性が示
唆された。今後、deep capillary plexus が 
退縮するメカニズムについて追加検討を行
い、論文発表につなげる予定である。 
また、有意差は得られなかったが、網膜検体
中の VEGFR2 発現量が Akita マウスで wild 
type より少ない傾向があり、糖尿病網膜症発
症メカニズム解明のヒントとなるかもしれ
ない。今後、網膜中のどの細胞で VEGFR2 発
現が低下しているかを検討していき、メカニ
ズム解明に努める予定である。さらに発生期
においては生後6日という網膜深層血管叢形
成前の時期しか評価できておらず、今後、網
膜深層血管叢の形成について追加検討を行
う予定である。 
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