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研究成果の概要（和文）：

高酸素虚血網膜症モデル(OIR)マウスにおける網膜において、fibronectin は網膜血管と局在が

同一であった。網膜無還流領域では、fibronectin は網膜血管と同様に検出されなかった。

OIR マウスの網膜では astrocyte は検出困難であった。

研究成果の概要（英文）：
Fibroncetin was detected at the same local existence as retinal vasculature in the retina
of
oxygen-induced retinopathy model(OIR) mouse. Whereas fibronectin was not detected at the
retinal avascular area of OIR mouse.
Retinal astrocyte of OIR mouse could not be detected.
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１．研究開始当初の背景
糖尿病網膜症は本邦の成人における中途失
明の原因の第 2位を占める重要な疾患である。
病態の本態は網膜微小血管の閉塞、網膜無血
管領域の形成による網膜虚血、それに続く眼
内新生血管の発生である。治療は網膜無血管
領域に網膜光凝固や網膜冷凍凝固を行い、網
膜外層を破壊することで網膜虚血部におけ
る酸素需要量を減少させ、新生血管促進因子

の産生を抑えて網膜新生血管の発生を予防
する。しかし組織学的には網膜の破壊であり、
光感度の低下や視野障害などの副作用があ
るため、より効果的で低侵襲な治療法が熱望
されている。
糖尿病網膜症で生じる網膜新生血管は本来
必要とされる網膜無血管領域ではなく、硝子
体腔へ異所性に伸長することが問題である。
そこで新生血管を網膜無血管領域、すなわち
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虚血に陥った網膜内へと誘導できれば、組織
破壊を伴うことなく網膜虚血が改善できる
可能性がある。
正常眼での網膜血管の発生過程では血管伸
長 に 先 立 ち astrocyte が Vascular
endothelial growth factor (VEGF) を発現
しながら視神経乳頭から網膜周辺へ伸長し
て網目状のネットワークを構築し、続いて網
膜血管が VEGF に誘導され、神経乳頭から
astrocyte のネットワークに沿って伸長して
血管網が構築される。また以前より血管網構
築前の網膜には spindle-shaped cell が存在
していることが知られており、この細胞は血
管芽細胞と考えられていた。しかし近年、こ
の spindle-shaped cell は未熟な astrocyte
であることが証明された。またこの未熟
astrocyte は VEGF だけでなく、細胞外マトリ
ックスである fibronectin を発現しており、
これが血管内皮細胞の増殖する足場となり、
さらに血管伸長のガイド役として重要であ
ることが報告されている。
Astrocyte はグリア細胞の一種であり、その
保護因子として、Platelet-derived growth
factor-A (PDGF-A) や Pigment
epithelium-derived factor (PEDF) が知ら
れている。

２．研究の目的
網膜無血管領域発生モデルマウスを作製す
る。その網膜に存在する astrocyte を網膜虚
血 か ら 保 護 し 、 さ ら に 遺 伝 子 導 入 で
fibronectin による足場を再構築することに
より、網膜無血管領域に網膜血管網の再構築
を試みる。

３．研究の方法
網膜無血管領域発生モデルの作製
網膜無血管領域の作製のため、高酸素負荷虚
血網膜症(OIR)モデルを使用する。
Smith らの報告をもとに OIR モデルを作製す
る。実験マウスを生後 7日目から 75%酸素下
で飼育する。生後 12 日に眼球を摘出する。
網膜無血管領域における astrocyte や
fibronectin の局在の確認
OIR モデルを作製し、麻酔下に眼球を摘出。
4%パラホルムアルデヒドにて 1時間固定し網
膜を単離後、さらにメタノールで再固定し、
whole mount 免疫組織染色を行う。
Griffonia simplicifolia lectin(GS lectin)
にて網膜血管を蛍光標識し、網膜無血管領域
を同定する。同時に astrocyte のマーカー
（PDGF receptor-α,glial fibrillary-acid
protein(GFAP),S-100）抗体や抗 fibronectin
抗体を用いて免疫組織多重染色を行う。
LSM510 共焦点レーザー顕微鏡を用いて、網膜
無血管領域における astrocyte や
fibronectin の局在を観察する。

４．研究成果
OIR モデルマウスの網膜血管を GS lectin で
標識し、網膜無還流領域を検出した。
Fibronectin は網膜血管と同一の場所に検出
されたが、網膜無血管領域内には検出されな
かった。（図１）
ヒト糖尿病網膜症の病理組織から、閉塞した
網膜血管は内腔にミュラー細胞などのグリ
ア細胞が侵入し、血管壁の構造は保たれてい
ることがある。そのため血管壁の構成成分で
ある fibronectinは網膜無血管領域にも残存
すると予想していたが、今回の結果からその
ことは否定された。

(図１)

一方、astrocyte はそのマーカーである
PDGFR-αで標識し、検出を試みたが、検出不
可能であった。（図２）そこで非特異的なグ
リア細胞のマーカーである GFAP や S-100,
Connexin26 などで多重染色し、astrocyte の
検出を試みたが、網膜の astrocyte の同定は
困難であった。astrocyte も分化し、発現蛋
白が変化することが近年報告されているが、
このことが同定困難な理由と考えられる。
本研究では OIR モデルを使用するが、生後 12
日のマウスを使用する。Tailoi ら(2009)の論
文より Immature retina における astrocyte
の 発 現 マ ー カ ー （ Pax2+,Vimentin,
GFAP,S100,Ran2）で多重染色し、検出を試み
たが、検出困難であった。
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