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研究成果の概要（和文）：重症未熟児網膜症では、眼内に過剰なVEGFが産生され異常血管新生が急激に進行す
る。病的環境を反映する高濃度VEGFに内皮細胞を長期暴露すると、細胞内シグナル伝達分子Aktの持続活性が誘
導される。Akt持続活性を誘導した内皮細胞は細胞運動障害や血管透過性亢進を示す。また、網膜血管の内皮細
胞でAktを活性化させると、正常環境でも未熟児網膜症に類似する異常血管が形成される。さらに、VEGF長期暴
露により発現が誘導される新規ノンコーディングRNA がAktに結合し、Aktを持続活性化させることが明らかにな
った。これらの知見から新規ノンコーディングRNAが未熟児網膜症の重症化因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In retinopathy of prematurity(ROP), abnormal retinal angiogenesis results 
from excessively produced VEGF. For mimicking the pathological condition in ROP, endothelial cells 
(ECs) were stimulated continuously with high concentrated VEGF. Long exposure of VEGF unexpectedly 
induced persistent phosphorylation of Akt in ECs.  Also, the persistent phosphorylation of Akt 
disrupted cellular motility and augmented permeability even without VEGF stimulation. Forced 
activation of Akt in retinal ECs in mice caused human ROP-like vessel dilation and tortuosity. We 
have identified novel non-coding RNAs of which expression increase in ECs after long VEGF exposure. 
The ncRNA can associate Akt and consequently sustain Akt phosphorylation. The findings suggested the
 novel ncRNA is one of the exacerbation factors in ROP.

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
未熟児網膜症でみられる異常新生血管は軽症例では自然消退する一方、重症例では異常血管はさらに増悪して網
膜剥離を経て失明に至る。本研究では、重症化因子として内皮細胞のAktシグナルに着目した。病的環境におい
て内皮細胞に誘導されるAkt持続活性という特異な現象を見出し、その活性調節機構を解明した。本研究の成果
は、小児の主要な失明疾患である未熟児網膜症の病態解明と治療法開発に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
未熟児網膜症の本態は網膜血管発生の停滞とそれに続く異常血管新生である。多くの例では正
常な血管伸長が再開し、異常血管網は自然消退する。一方、異常血管が退縮することなく眼内出
血や網膜剥離に至る例が存在する。重症例のみ不可逆的な病態に進展するのかは明らかにされ
ていない。正常および異常血管新生のいずれにおいても血管内皮増殖因子（Vascular Endothelial 
Growth Factor; VEGF）が中心的役割を果たすが、特に重症未熟児網膜症では VEGF が過剰に産
生される。過剰量の VEGF によって内皮細胞は正常から異常血管形成に転換する。異常血管新
生に転換する機構を理解することで、不可逆な病態に陥ることを阻止できる可能性がある。そこ
で、我々は病的環境に適応した内皮細胞のシグナル動態と機能に着目して、正常血管が異常に転
換する分子基盤の解明を試みている。これまでの予備検討において、高濃度 VEGF に長期暴露
された内皮細胞においては、Akt シグナル活性が持続することを初めて見出した。さらに、Akt
持続活性を誘導したマウス網膜血管ではヒト未熟児網膜症に類似する異常血管を自律的に形成
することを突きとめた。 
 
２．研究の目的 
病的環境において、内皮細胞はどのように Akt活性を持続させるのかは全く不明である。これま
でに我々が行なった VEGF 長期刺激後の内皮細胞の網羅的遺伝子発現解析では、リン酸化酵素
などの既知の Akt活性制御に関わる分子群に変化は見られなかった。一方、Akt持続活性が誘導
される時期特異的に発現が上昇する長鎖ノンコーディング RNA(endothelial long non-coding RNA; 
e-lncRNA)の同定に成功した。近年、タンパク質のリン酸化を調節する長鎖ノンコーディング
RNAの存在が報告されており、Aktの活性調節においても長鎖ノンコーディング RNAの関与が
予想される。本研究では新たに同定した e-lncRNAの Akt活性修飾機構および異常血管新生にお
ける役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
【血管内皮細胞における e-lncRNAの Akt活性調節機構の解明】 
1)e-lncRNAが Akt活性に及ぼす影響の評価 
培養臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）において、e-lncRNAを過剰発現させてウエスタンブロッ
ティング法で Aktの活性変化を評価した。また、無処置の HUVECに LNA修飾 Gapmerアンチ
センスオリゴヌクレオチド(ASO)を導入して e-lncRNA 発現を抑制した上で、Akt リン酸化を測
定した。 
 
2)e-lncRNAによる細胞機能に対する効果の検証 
VEGF長期刺激により誘導される Akt持続活性が内皮細胞の細胞間接着を低下させる結果、透過
性が亢進する。そこで、内皮細胞において e-lncRNAを過剰発現させ Akt持続活性と同様の透過
性に対する効果があるかトランスウェルを用いて評価した。 
 
3)e-lncRNAと Aktの相互作用 
細胞質に存在する lncRNAが、キナーゼとの相互作用を通じて酵素活性を調節することが相次い
で報告されている。本研究では内皮細胞における e-lncRNAとセリン・スレオニンキナーゼであ
る Aktの結合様式をプルダウンアッセイにより同定した。また、Aktのキナーゼドメインを含む
アミノ酸を欠失させた変異タンパク質を作成し、Aktとの結合部位を同定した。 
 
【網膜血管新生における e-lncRNAの役割の解明】 
1) e-ncRNAの組織特異性 
多くの長鎖ノンコーディング RNA は組織特異的な発現を示すことが知られている。そこで、
種々のヒト組織由来トータル RNA における e-lncRNA の発現を定量 PCR 法で解析した。また、
VEGF発現との相関を評価した。 
 
2) e-lncRNA阻害による網膜異常血管の抑制効果の検証 
時期特異的に誘導可能な恒常活性型 Aktトランスジェニックマウスにおいて e-lncRNAを抑制す
る。e-lncRNA発現抑制が Akt活性によって誘導される異常血管に与える変化を観察するため、
新生仔マウスの浅側頭静脈または眼内に ASO を投与して内皮細胞に in vivo で導入することを
試みた。 
 
3)e-lncRNA過剰発現マウスの作製 
e-lncRNAが Akt持続活性と類似する異常血管形成を誘導するか検証するため、内皮細胞特異的
に e-lncRNAを発現するマウスを作製した。 
 
４．研究成果 
【血管内皮細胞における e-lncRNAの Akt活性調節機構の解明】 
1) e-lncRNAを過剰発現させた HUVECでは Akt活性が強く誘導された。一方で、ASOを用いて
e-lncRNAの発現を抑制すると Akt活性はコントロールと比べて低下した。e-lncRNAが Akt活性



を制御することが明らかになった。 
 
2)e-lncRNAを過剰発現させた細胞では、透過性の亢進がみられた。e-lncRNA発現により Akt持
続活性が維持され、透過性亢進をきたすことが示唆された。 
 
3)e-lncRNA は Akt リコンビナントタンパク質および細胞内在性タンパク質のいずれにも結合し
た。e-ncRNA 結合に Akt のリン酸化状態は依存しなかった。また、e-ncRNA は Akt のキナーゼ
ドメインに結合することが明らかになった。 
 
【網膜血管新生における e-lncRNAの役割の解明】 
1)ヒト組織において e-lncRNA は肝臓や腎臓に多く発現していた。また VEGF と e-ncRNA の遺
伝子発現は正の相関が見られた。VEGF依存的に e-lncRNAの発現上昇が誘導される可能性を示
した。 
 
2) 異なる時期で新生仔マウスの浅側頭静脈へ ASOを投与するも、in vivoで内皮細胞へ導入され
なかった。in vivo で有効な ASO の開発が進んでいることから、ひきつづきデザインの異なる
ASOを用いて検討する予定である。 
 
3) Akt タンパク質のアミノ酸配列が種を超えて保存されるのに対して、ncRNA は生物種におけ
る保存性が低いことが知られている。実際に、ヒト培養内皮細胞から単離した e-lncRNAは、マ
ウス塩基配列に対して相同性に乏しいことが確認された。たとえばヒト糖尿病網膜症は高血糖
を背景に毛細血管の脱落から異常血管新生がみられるが、糖尿病モデルマウスでは高血糖によ
る網膜症が誘導されないことは良く知られている。こうした疾患発症の生物種間の違いは
lncRNA に由来する可能性を考慮し、ヒト e-lncRNA を内皮細胞特異的に過剰発現させる遺伝子
組換えマウスの作製が望ましい。そこで、ゲノム編集技術を用いて、ヒト e-lncRNAを発現する
コンディショナルトランスジェニックマウスの作製を完了した。今後は、血管内皮特異的 e-
lncRNA過剰発現マウスの血管形態と機能評価を行なう予定である。 
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