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研究成果の概要（和文）：糖尿病（InsCreTg; Pdk1flox/flox）マウス網膜におけるneurovascular unit障害の
評価とグリア細胞の２光子顕微鏡によるin vivoイメージングを行った。免疫染色では、糖尿病マウス網膜では
コントロールマウスに比べ、網膜神経節細胞軸索減少とラミニン菲薄化が先行するがその際にミクログリアが活
性化されていることが明らかとなった。コンタクトレンズ等の光学系の改良により高解像度in vivo網膜イメー
ジングが可能となった。この系を用いてミクログリアが突起を伸長させながら網膜血管とアストロサイトの周囲
を遊走する様子および白血球がゆっくり血管腔内を移動する様子が観察された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the damage to neurovascular unit and performed in vivo 
two-photon imaging of retinal glial cells in diabetic (InsCreTg; Pdk1flox/flox) mice. 
Immunohistochemistry disclosed that microglial activation as well as decrease in laminin thickness 
and ganglion cell axons proceed other cellular and extracellular matrix events in diabetic mouse 
retinas. Improvement of optical system including contact lens enabled high-resolution in vivo 
retinal imaging. Using this imaging system, we observed microglia migrating around retinal vessels 
and astrocytes with its processes extending towards them and detected leukocytes slowly moving in 
the retinal vessel lumen.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病網膜神経変性は検眼鏡的に明らかな糖尿病網膜症が出現する以前から網膜内層に生じている神経変性であ
り、細胞レベルではこの段階でneurovascular unitの障害が生じていると考えられている。本研究によって糖尿
病早期における細胞レベルでの網膜機能評価を可能にするする技術が確立されれば、早期からのneurovascular 
unit障害の評価が可能となり、結果的に糖尿病網膜症による失明予防に大いに貢献できると考える。

※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、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症は検眼鏡的に評価可能な眼底異常所見の有無と程度で分類されてきたが、明らか

な糖尿病網膜症が出現する以前から網膜内層における神経変性が生じていることが分かってお

り糖尿病網膜神経変性という概念が出来上がりつつある。糖尿病網膜神経変性には網膜組織に

おける神経-血管-グリアのユニット（neurovascular unit）障害が係わっていることが予想さ

れるがその詳細なメカニズムについては不明である。 

 

２．研究の目的 

網膜内層でneurovascular unitを構成するグリアであるアストロサイトがどのように糖尿病網

膜神経変性に関与しているかを明らかにすること。 

 

３．研究の方法 

(1) 20 週齢の遺伝子改変糖尿病マウス(InsCre;Pdk1flox/flox マウス)およびコントロールマウス

（Pdk1flox/floxマウス）において、neurovascular unit 構成細胞および細胞外マトリックスの変

化を免疫染色で評価する。 

(2) 糖尿病網膜におけるアストロサイトの挙動を他の細胞との関係において in vivo イメージ

ングで評価する。 

(3) 網膜アストロサイト死を誘導した後の他の網膜細胞の動きの変化を in vivo イメージング

で評価する。 

 

４．研究成果 

(1) Neurovascular unit 構成要素である、血管内皮細胞、周皮細胞、アストロサイト、網膜神

経節細胞、ミクログリア、細胞外マトリックスの変化を免疫染色で評価しコントロールマウス

と糖尿病マウスでの比較を行ったところ、ラミニンの菲薄化と網膜神経節細胞線維軸索束の狭

細化が認められた。また、同時期にミクログリアが活性化し網膜内層での分布が増加している

ことが明らかとなった。しかしながら、その他の構成要素については明らかな変化が認められ

なかった（図１–４）。 

 

(2) アデノ随伴ウイルスの硝子体注射、各種色素の静脈注射および遺伝子改変マウスの利用お

よび観察用のコンタクトレンズを幾度も改良することにより、網膜におけるアストロサイト、

ミクログリア、網膜血管、神経、白血球の in vivo イメージングの系を確立した（図５–７）。 

 
図１ 糖尿病マウスにおける網膜最内層の変化。20 週齢において、糖尿病マウスではコントロ

ールマウスと比較して、Tublin β3 で標識される網膜神経節細胞の線維軸索束の減少（A,B）

およびラミニンの菲薄化が著明であった（C,D）。DM=糖尿病。* 



 
図２ 代表的な Tublin β3 による網膜組織染色像（伸展標本、20 週齢）。糖尿病マウスではコ

ントロールマウスと比較して、Tublin β3 で染色される面積の明らかな減少が確認できた

(A,B)。A,B の四角で囲まれた部位の拡大像（C,D）。OD＝視神経乳頭、DM=糖尿病。* 

 

 
図３ 糖尿病マウスにおける非神経細胞と細胞外マトリックスの形態変化。20 週齢において、

血管内皮細胞（CD31）、周皮細胞（αSMA）、アストロサイト（GFAP）、に明らかな変化は認めら

れなかった（A）。フィブロネクチン（FN）と４型コラーゲン（COL4）についても同様に明らか

な変化は認められなかった（B）。TO-PRO-3＝核染色、DM=糖尿病。＊ 

 
図４ 糖尿病マウスにおけるミクログリアの変化。20 週齢において、糖尿病マウスではミクロ

グリア（Iba-1）における非活性型(ramified)に比べて活性型(ameboid)の割合が高く、網膜内

層で増加していることが観察された（矢印）。TOPRO3＝核染色、DM=糖尿病。 

 



 
図４ マウス網膜における２光子顕微鏡での in vivo イメージング（１）。動画では一部のミク

ログリア（緑）が突起を伸ばしながら網膜血管（赤）周囲を動く様子が観察された。OD＝視神

経乳頭。 

 

 
 

図５ マウス網膜における２光子顕微鏡での in vivo イメージング（２）。動画ではアデノ随伴

ウイルスによって標識されたアストロサイト（赤）に対して一部のミクログリア（緑）が突起

を伸ばして接触する様子が描出された。OD＝視神経乳頭。 

 
図６ マウス網膜における２光子顕微鏡での in vivo イメージング（３）。動画では Hoechst

の尾静脈注射で染色された白血球が血管内を移動する様子が描出された。 



 

 本研究の結果から実験結果から持続高血糖下では主としてラミニンと網膜神経節細胞が先行

して障害される可能性が示された。２光子顕微鏡による in vivo 網膜イメージングで

neurovascular unit 構成を評価する系も完成したことから、糖尿病によって不可逆的な網膜内

層障害に至るまでの過程で生じている細胞イベントを可視化できる可能性も示された。今後は、

新型コロナウイルスの影響で施行が間に合わなかった網膜アストロサイト死を誘導した後の他

の網膜細胞の挙動の変化を in vivo 網膜イメージングで評価することによって、neurovascular 

unit におけるアストロサイトの役割を明らかにすることが将来の臨床応用に必要なステップ

であると考えられる。 

 

 

* The final, published version of this article is available at 

https://drc.bmj.com/content/8/1/e001120.long. 
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