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研究成果の概要：

生理的に眼内に存在する血管新生抑制因子であるテノモジュリン（TeM）の C 末端機能ドメイ
ンの硝子体内投与が、虚血マウスモデルにおける眼内新生血管の発生と無灌流領域の形成を抑
制し得る結果が本研究から得られた。この結果により、眼内新生血管に対する新規薬物による
治療の可能性を見出した。
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１．研究開始当初の背景

眼内血管新生は増殖糖尿病網膜症をはじ

めとする様々な重篤な眼科疾患の主要病態

になっている。最近の手術手技や様々な治療

法の開発にもかかわらず、これら疾患のおけ

る治療成績は決して芳しくなく、とりわけ視

機能の維持に重要な黄斑部網膜が障害され

ると、不可逆的な視力障害をもたらす。

本邦では、糖尿病の罹病人口は国内では増

加の一途にあり、これに伴って増殖糖尿病網

膜症に至るケースが少なくなく、とりわけ壮

年者における急速進行例は手術治療を行っ

ても、続発する新生血管緑内障によって失明

に至る危険性が極めて高いことが知られて

いる。これらの眼内新生血管に起因する重篤

疾患において、従来の手術療法のみならず、

血管新生そのものを抑制する薬物療法の併

用が新しい治療法として必要不可欠である。

研究代表者らは以前より生理的に眼内に

存在する血管新生抑制因子であるテノモジ

ュリン（Tenomodulin: TeM）の血管新生抑制

作用について研究し、これらのタンパク分子

のＣ末端機能ドメインによる血管新生抑制

作用を見出した。
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２．研究の目的

新規の生理的な血管新生抑制因子である

テノモジュリン（TeM）のＣ末端機能ドメイ

ンによるマウス虚血モデルにおける血管新

生抑制効果を評価し、新規薬物療法としての

可能性を検討する。

３．研究の方法

TeM のＣ末端機能ドメインを含めた低分子

タンパクのリコンビナント（rTeM）の精製単

離を行った。In vitro において、精製した rTeM

のヒト血管内皮細胞（HUVEC と HREC）に

対する増殖抑制、マトリゲルにおける内皮細

胞の管腔形成抑制などの生理活性を確認し

たうえ、抗 VEGF 抗体に代わる新薬の候補と

して、精製した rTeM タンパクを高圧酸素下

飼育にて作成した血管新生モデルマウス（マ

ウス ROP モデル）に硝子体内投与し、血管新

生抑制効果をもうまくフラットマウントに

おける新生血管の発芽と無灌流領域の面積

として定量的に評価し、至適タンパク濃度の

検討を行った。また、網膜を含めた眼内組織

に対する毒性の有無を免疫組織学的に検討

した。

４．研究成果

rTeM（16kD）はVEGF刺激によるHUVECと

HRECのDNA合成能を有意（p<0.01）に抑制

した（図１）。
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図１，rTeM にHRECのDNA合成抑制

VEGF刺激によるHRECのDNA合成能はrTeM

（1ug/mL）存在下では、有意に抑制されてい

る。またVEGF刺激による血管内皮細胞の管腔

形成を dose-dependent に阻害した（図2A, B）。

図2A，HRECによる管腔形成

A) VEGF(100ng/mL) による刺激のみ、B) rTeM

(10ng/mL)、C) rTeM (100ng/mL)、D) rTeM

(1ug/mL)添加下による管腔形成

図2B，HRECおよびHUVECの管腔形成の測

定

A) VEGF(100ng/mL) による刺激のみ、B) rTeM

(10ng/mL)、C) rTeM (100ng/mL)、D) rTeM

(1ug/mL)添加下による管腔形成。rTeM 添加群

B～D) はいずれも対象群A) に比べて有意に

管腔形成が抑制された（p<0.01）。

一方、rTeM（1ug/0.5uL）を硝子体内注入し

たマウスROPモデルの眼球組織の抽出物から

確かに約16kDのrTeMが存在したことが

Western-blot法にて確認され（図3）、rTeMを硝

子体内注入したマウスROPモデルでは、対照

群（ＰＢＳ投与群）に比較して、血管新生の

発生が抑制され、無潅流領域の面積（図4A, B）



はrsTeM投与群で有意に減少していた

（p<0.001）。

図3，rTeMの存在

眼球組織抽出物による

Western-blot法で約16kDの

rsTeMの存在を確認した

図4A, マウス (P7) 網膜フラットマウント

A) 正常マウス，B) PBS注入のROPモデルマウ

ス，C) rTeM（1µg/0.5µL）硝子体内注入のROP

モデルマウス．赤ラインは無血管野（無灌流

野）を囲んでいる．

図４B, 無血管野面積の比較

rTeM（1µg/0.5µL）を硝子体内投与したROPモ

デルは無注入群（hypoxia）や対象群（PBS注

入）に比べて無血管野の面積が有意に少なか

った（p<0.001）．

網膜切片における単位面積当りの硝子体腔内

への新生血管の発芽もrTeM投与群で有意に

（p<0.01）減少していた（図5A, B）。

図5A, マウス (P7) 網膜切片

A) 正常マウス，B) ROPモデルマウス，C)

rTeM（1µg/0.5µL），D) PBS注入の硝子体内注

入のしたROPモデルマウス．

図5B，硝子体腔内への新生血管の発芽

単位面積あたりの硝子体腔内への新生血管の

発芽を血管内皮細胞核で定量的に測定．N=測

定切片数．rTeM（1µg/0.5µL）を硝子体内投与



したROPモデルは無注入群（hypoxia）や対象

群（PBS注入）に比べて硝子体腔内への新生

血管の発芽が有意に少なかった（p<0.001）．

今回精製した無糖鎖の C 末端機能ドメイン

を含むリコンビナントタンパクの血管新生

に対する生理活性を in vitro と in vivo の両面

から確認することができ、すなわち、TeM の

C 末端機能ドメインを含むリコンビナントタ

ンパクは有意に血管内皮細胞の増殖や管腔

形成を阻害し、実際の ROP モデルにおいても

血管新生や無血管野形成を有意に抑制した

ことが証明された。現在のところ、C 末端機

能ドメインがVEGFを介する血管新生を抑制

できる分子メカニズムがまだ明らかにでき

ていないが、生理的に存在する血管新生抑制

物質（TeM）による抗血管新生治療への応用

は、より副作用の少ない創薬となること可能

性が期待できる。血管新生抑制する分子メカ

ニズムの解明と硝子体腔内やテノン嚢など

への局所投与による組織への副作用の検討

を継続的行うことが今後の課題と思われる。
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