
様式 C-19 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 24 年 4 月 27 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：水チャンネル蛋白であるアクアポリン（Aquaporin: AQP）は水の移

送に関与するだけでなく、血管新生にも関与することがわかった（Saadoun S et al. Nature 2005, 
434: 786）。本研究では網膜色素上皮に存在する AQP1 と網膜ミュラー細胞に存在する AQP4 が

加齢黄斑変性の誘導に関与するか検討した。AQP1 が関与する可能性が示され、臨床的影響を光

干渉断層計および走査レーザー検眼鏡を用いて検討するのが良いことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）：It was reported that water-channel Aquaporin (AQP) was not 
only related to water transportation but also induced neovascularization (Saadoun S et al. 
Nature 2005, 434: 786).  In this study, we examined that AQP1 in retinal pigment 
epithelium and AQP4 in retinal Muller cells may relate to neovascularization in age-related 
macular degeneration.  It was suggested that AQP1 may relate to age-related macular 
degeneration and optical coherence tomography and scanning laser ophthalmoscope are 
useful tools for studying the influence of neovascularization in clinical examination 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞を取り囲んでいる脂質膜は、水

を通過させにくく、その通過は受動拡

散で何とか通ることができる。しかし

それだけで十分ではなく、もっと効果

的な水の透過の仕組みが想像されてき

た。1992 年にその水チャンネル蛋白が

発見され、アクアポリンと命名された。

現在 AQP0〜12 まで 13 種類見つかっ

ており、生物に普遍的に存在し、全身

に分布する。例えば腎臓には AQP1，2，

3，4，6，7，11 が存在し、そのノック

アウトマウスは尿崩症や嚢胞腎を発症

する。眼では AQP０が水晶体に存在し、

その障害で白内障が発症する。AQP4，

5 は涙液分泌に関係し、その障害はド

ライアイが関係する。このように AQP

は水輸送・分泌現象等の、生命現象の

根幹に働き、病態の発現にも深く関与

している。 

 網膜においては AQP1 と 4 が存在す

ることが知られており、これまでわれ

われは網膜光凝固後の浮腫吸収に

AQP4 が関与することを示してきた

（Kitaoka T, et al. Invest Ophthalmol 

Vis Sci, 1999, 40: S583）。このことは

糖尿病網膜症の浮腫吸収にも AQP が

関係する可能性がある。一方加齢によ

り脈絡膜新生血管が発生するが、糖尿

病ではより脈絡膜新生血管が発生しや

すい傾向にある。AQP1 が血管新生に

関与するという報告があり（Saadoun 

S, et al. Nature 2005, 434: 786）、糖尿

病網膜症の脈絡膜血管新生血管に、浮

腫吸収のため発現した AQP が関係す

る可能性があることは想像に難くない。

また加齢黄斑変性では滲出性変化に

より網膜浮腫および漿液性網膜剥離

を生じるが、この浮腫・剥離が AQP1

を介して、新生血管増悪に働く可能性

がある。 

 

２．研究の目的 

水チャンネル蛋白であるアクアポリ

ン（aquaporin, AQP）は、生物に普遍

的に存在し、網膜においては AQP1 と

4 が存在することが知られている。

我々は AQP が網膜ミュラー細胞と色

素上皮細胞に存在し（Kitaoka T, et al. 

Invest Ophthalmol Vis Sci, 1998, 39: 

S797）、網膜の光凝固により、AQP4

が誘導されることを報告してきた

（Kitaoka T, et al. Invest Ophthalmol 

Vis Sci, 1999, 40: S583）。AQP1 はミ

ュラー細胞には存在せず、色素上皮細

胞に存在する。この色素上皮細胞の

AQP1 は神経網膜の接着や網膜浮腫の

吸収に関係することが予想されるが、

最近この AQP1 が血管新生に関与する

ことがわかってきた。本研究では網膜

色素上皮関係する AQP1が近年失明原

因の重大な原因のひとつである加齢

黄斑変性に関与するか検討すること

と、AQP1 の発現を調節することで加

齢黄斑変性の治療が可能かを探るこ

とを目的とする。 



３．研究の方法 

 in vitro の実験として、培養網膜色

素上皮細胞にアルゴンレーザー光

凝固を行い、AQP1 の発現が変化す

るかを調べた。一方網膜血管内皮細

胞の培養系で、AQP1 の添加により

その細胞増殖および種々の増殖因

子 （ Vascular Endothelial Growth 

Factor など）の変化を調べた。in vivo

の実験として、マウス網膜に過剰な

アルゴンレーザー光凝固を行い、脈

絡膜新生血管を誘発した。この時

AQP1 の抗体が新生血管の発生にど

のように影響するか調べ、AQP1 ノ

ックアウトマウスを使い、同様の網

膜レーザー光凝固による脈絡膜新

生血管誘発の程度を野生型と比較

した。 

 

平成 21 年度 

１． 網膜色素上皮細胞の培養系 

現在最も一般的なヒト網膜色素上

皮細胞の培養系である ARPE19 を

使用し、それに対しアルゴンブルー

によるレーザー光凝固を施行した

（藤川）。200 マイクロメートル、

100mW、0.2 秒でシャーレ上で 200

スポットの条件で行い、ウェスタン

ブロット法によりAQP1の発現を調

べ（築城）、レーザー施行なしの状

態と比較した。網膜血管内皮細胞の

初代培養系で AQP1を添加すること

により VEGF, bFGF の発現変化を

ノーザンブロットで調べ（鈴間）、

これにより色素上皮細胞の刺激に

よる AQP の発現変化と、その変化

によって血管新生が影響されるか

の基礎データとすることができた。 

２． マウス眼球を用いた実験系 

8週齢のBalb/cマウスを使用し、アルゴン

レーザーで、網膜に100マイクロメート

ル、200mW、0.2秒の条件で過剰光凝固

を行った（藤川）。レーザー前の処置と

して、2日前に、眼内に抗AQP1抗体を注

入した（築城）。3日、7日、14日、28日

後に眼球を摘出し、以前の報告と同様の

手技で（Kuroki AM, Kitaoka T, et al. 

Ophthalmic Res 2003, 35: 137）、通常の透

過形電子顕微鏡観察と、網膜血管鋳型標

本を作製し走査形電子顕微鏡観察を行

った（隈上）。 

平成 22 年度 

マウス眼球を用いた実験系 

１． 8週齢のBalb/cマウスを使用し、

アルゴンレーザーで、網膜に100

マイクロメートル、200mW、0.2

秒の条件で過剰光凝固を行った

（藤川）。レーザー前の処置として、

2日前に、眼内に抗AQP1抗体を注

入した（築城）。ここまでは同じ実

験方法であるが、これに手術的に

強膜側より人工房水を網膜下に注

入する群を追加し（築城）、漿液性

剥離吸収にAQP1が関係している

か調べた。上記の実験と同じく、

3日、7日、14日、28日後に眼球を

摘出し、通常の透過形電子顕微鏡

観察と、網膜血管鋳型標本を作製

し走査形電子顕微鏡観察を行った

（隈上）。 



２． 上記１の実験に加え、抗AQP1

抗体だけでなく抗VEGF抗体を注

入する群を加え、❶抗AQP1抗体

注入＋抗VEGF抗体注入群❷抗

AQP1抗体注入のみ群❸抗VEGF

抗体注入のみ群❹生食注入群の4

群を比較した（鈴間・北岡）。 

３． もう一つの系として❶人工的剥

離作成＋抗AQP1抗体注入＋抗

VEGF抗体注入群❷抗AQP1抗体

注入＋抗VEGF抗体注入の群❸人

工的剥離作成＋抗VEGF抗体注入

＋生食注入群❹人工的剥離作成＋

生食注入群❺生食注入群の5群を

比較した（鈴間・北岡）。 

平成 23 年度 

１．ここまでの 2 年間で進行状況がお

そい平成 22 年度分の 2 および３につ

いて引き続き実験を継続を行った（鈴

間・北岡）。 

 

４．研究成果 

現在最も一般的なヒト網膜色素上皮細

胞の培養系であるARPE19を使用し、ア

ルゴンブルーによるレーザー光凝固を

施行し、AQP1の発現をノーザンブロッ

トで調べたところ、軽度の上昇を見た

が、はっきりとした有意とはいえなか

った。次に8週齢のBalb/cマウスを使用

し、アルゴンレーザーで、網膜に100

マイクロメートル、200mW、0.2秒の条

件で過剰光凝固をおこない、ノーザン

ブロットとin situ hybridization 法

でVEGFとAQP1の発現を調べた。両者と

も上昇を認めた。AQPが血管新生因子と

しては働くかどうか、は不明であるが

、VEGF値と平行して動く可能性が示唆

され、血管新生におけるAQPの関与を示

唆した。次に、ARPE19を低酸素状態で

培養し、その前後でのAQP1とVEGFの発

現をメッセージレベルと蛋白レベルで

検討したところ、AQP1とVEGFの両者と

もにメッセージ/蛋白の両者で上昇を

認めた。アルゴンレーザーでは過剰に

凝固を行うと新生血管を生じる場合が

あるが、レーザーにより生じた網膜の

浮腫状態が、浮腫吸収の過程で発現し

たAQP1により新生血管発生へ向かう可

能性が示唆された。この過程を防ぐ方

法の一つとしてAQP1の抗体による治療

の可能性があるが、その予備実験とし

てIgGの硝子体内注射の動態を研究し、

網膜に移行することが確認された。  

次に前述の条件で網膜にレーザーの過

剰光凝固を行い、新生血管を発現させ

た。 
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この新生血管は蛍光眼底撮影で観察さ

れ、その網膜を伸展標本とし、AQP1, 4

の抗体で染色し、色素上皮細胞に染色

が認められた。 
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また様々な疾患を治療する場合に手

術侵襲により逆に炎症が助長され新



生血管を発生してしまう場合があり、

その対策として結膜切開を行わない

治療法を開発し、その結果を報告し

た。さらに新生血管が発生した場合

の検出方法として走査レーザー検眼

鏡が有効であることを見いだした。

また新生血管および網膜浮腫を検知

する場合にその検査器機である光干

渉断層計の機器ごとの違いを明らか

にし、評価方法の確立を図った。
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