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研究成果の概要（和文）：アペリンは網膜血管新生過程に、VEGF とは独立して関与している。

脈絡膜血管新生過程においても、アペリンの関与が明らかとなり、アペリンを標的とした治療

法の確立が、現在の抗 VEGF 療法の限界を補える可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）： Apelin induces the hypoxia-induced retinal angiogenesis 
independent of the VEGF/VEGF receptor 2 signaling pathway. Apelin is also involved 
in the development of choroidal neovascularization. Therefore, a therapy targeting of 
apelin possibly rescues nonresponders for anti-VEGF treatment.      
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症、網膜静脈閉塞症、未熟児網

膜症、加齢黄斑変性など、眼内で血管新生を

生じる病態は珍しいものではない。生じた新

生血管が出血や牽引を生じ、重篤な視力低下

に直結しうるため、新生血管の制御が必要で

ある。 

近年、眼内血管新生発症のキーとなる分子

は血管内皮増殖因子（VEGF)であることが解

明され、現在はこの VEGF が治療の主要標的

となっている。特に脈絡膜新生血管に由来す

る加齢黄斑変性の治療薬として VEGF に対

するモノクローナル抗体である

bevacizumab や ranibizumab が使用されて

きたが、臨床症例の蓄積により、すべての血

管新生病態が抗 VEGF 薬に反応するわけで

はないことがわかってきた。特に加齢黄斑変

性の一病型であるポリープ状脈絡膜血管症

では、抗 VEGF 抗体投与後も病巣内の異常血

管はほぼ縮小することなく残存しており、そ

れが再発につながることを我々は見出し報

告した(Gomi et al. Br J Ophthalmol 2008)。 
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このように、抗 VEGF 薬に最初から反応し

難い新生血管がある一方、抗 VEGF 薬による

治療途中で反応性がみられなくなる症例の

存在も指摘されてきている。以上のことから、

眼内の新生血管には、VEGF への依存性が少

ないと考えられる異常血管も含まれている

ことが推測され、現行の VEGF 標的治療のみ

では全ての眼内新生血管発症症例を治療し

得ない例への対処として、新たな分子標的の

同定が必要不可欠である。 

 その１つとして、我々は apelin/APJ シス

テムに着目した。Apelin は、オーファン G

タンパク質共役型受容体 APJ の内因性リガ

ンドとして 1998 年に同定されたペプチドで

あり、そのアミノ酸配列はマウス、ラット、

ウシ、ヒトで完全に保存されている。共同研

究者の笠井、馬場らは、apelin が血管内皮細

胞の増殖作用および走化作用を有している

ことを見出し、血管新生に深く関与すること

を報告した。さらに網膜血管の成長過程にお

いて apelin/APJ システムが関与しているこ

とを明らかにした（Kasai et al. Arterioscler 

Thromb Vasc Biol. 2008）。我々は apelin と眼内

血管新生との関わりに着目して研究を開始

した。 

 

２．研究の目的 

眼内、特に網膜及び脈絡膜新生血管の発生、

成熟ならびに消退過程における apelin/APJ

システムの関与について検討する。 

 

３．研究の方法 

野生型及び apelin遺伝子欠損（apelin-KO）

マウスを用いて、網膜では未熟児網膜症マウ

スモデルを用いて、脈絡膜ではレーザー誘発

脈絡膜新生血管モデルを用いて、網膜、脈絡

膜それぞれの新生血管発症過程における

apelin/APJ システムの関与について検討し

た。 

１）生後 7 日目の野生型及び apelin KO マウ

スを用いて、高濃度（75％）酸素下で 5 日間

飼育し、その後通常酸素下にもどして飼育す

る未熟児網膜症発症（OIR）マウスモデルを

作成し、生後 15，17，20 日時点で眼球摘出

し、網膜から mRNA を抽出して、

quantitative real-time RT-PCR を行って、

apelin, VEGF, Erythropoietin, tie-, 

platelet/endothelial cell adhesion 

molecule-1(PECAM-1)の各遺伝子の発現変

化を検討した。 

２）apelin の標的細胞の同定のため、OIR マ

ウスにおいて、apelin リセプターである APJ

の発現細胞を、網膜フラットマウント及び網

膜切片を作成して免疫染色で検討した。 

３）OIR マウスで、蛍光色素である FITC デ

キストランを還流させて、野生型ならびに

apelin KO マウスで網膜血管の変化の有無を

観察した。 

４）apelin/APJ システムと VEGF との関連

を確認するために、培養血管内皮細胞に

apelin siRNA を添加することで VEGF の発

現変化を検討した。 

５）マウス網膜にレーザー光凝固術を行い、

脈絡膜新生血管を発症させ、2，4，7 日後に

眼球摘出して、網膜－網膜色素上皮－脈絡膜

から apelin, APJ,VEGF-A,VEGF receptor2 

(VEGFR2), monocyte chemoattractant protein-1 

(MCP-1), tumor necrosis factor-α 

(TNF-α)(Mm00443258), interocellular adhesion 

molecule (ICAM)の遺伝子発現の経時変化を

検討した。 

６）レーザー光凝固術施行 4 日目のマウスの

眼球から網膜フラットマウントを作成し、

PECAM-1 と APJ の免疫染色を行った。 

７）レーザー施行後 7 日目のマウス眼球から

網膜色素上皮－脈絡膜のフラットマウント

を作成し、蛍光色素を注入して脈絡膜新生血

管を描出させ、サイズの経時的変化を確認し

た。 

８）レーザー施行後のマウス網脈絡膜組織を

用いてフローサイトメトリ―を行い、脈暗く

膜新生血管へのマクロファージの集積率の

違いが、野生型マウス・KO マウスで差があ

るかどうかを調べた。 

９）血管内皮細胞である HUVEC、網膜色素

上皮細胞、マクロファージ細胞を用いて、

apelin、VEGF の発現を apelin,VEGF ならびに

LPS 刺激で変化するかどうか検討した。 

 

４．研究成果 

１）通常飼育下では apelin mRNA は生後 7

－15 日で上昇する。OIR モデルにおいては、



 

 

apelin mRNA の発現は高酸素下で有意に減

少し、通常酸素下にもどすと有意に上昇した

（図 1A）。この上昇率は、VEGF（図 1B）や

Epo（図 1C）よりも有意に高かった。apelin

のリセプターである APJ の発現は、高酸素下

において変化はなかったが、通常酸素下で上

昇した。血管内皮細胞のマーカーである tie-2 

mRNA は、高酸素下で有意に減少し、通常酸

素下で上昇（図 1D）、他の血管内皮細胞マー

カーである PECAM-1 も tie-2 と同様の挙動

を示した。 

図１） 

 

２）網膜伸展標本において、apelin のリセプ

ターである APJ の発現は、網膜血管の血管内

皮細胞の増殖がさかんな部位である

vascular plexus に見られ、PECAM-1 の発現

部位と一致していた。OIR マウスにおいて、

APJ の発現は網膜神経節細胞層、内顆粒層と、

硝子体内血管に見られた。 

 

３）蛍光色素還流 OIR マウス網膜血管におい

て、高濃度酸素下では野生型、apelin-KO マ

ウスのいずれでも網膜血管減少がみられた。

通常酸素にもどすと、野生型では血管瘤様の

異常な網膜血管が生じ、血管密度は上昇した

が、apelin KO マウスではそのような異常血

管はみられなかった。生後 17 日の時点で、

血管内皮細胞のマーカーである tie-2 の発現

は、apelin-KO マウスでは野生型と比較し有

意に減少していた。 

 

４）野生型と apelin-KO マウスにおける血管

密度の違いは VEGF や Epo に依存している

のかどうかを確認するために、関連する分子

の発現を検討したところ、VEGFR1,2 の発現

は、高酸素下、通常飼育下で特に変化なく、

Epoリセプターも同様に特に差はみられなか

った。Apelin と VEGF の相互作用の有無を

見るため、apelin の siRNA を用いて apelin

経路を止めて、血管内皮の viability や増殖能

を確認したところ、apelin、VEGF の抑制は

相加的に、血管内皮細胞の増殖を抑えること

がわかった。すなわち、apelin/APJ システム

は単独でも網膜血管の発達・維持に役立って

いることがわかる。 

 

５）脈絡膜新生血管形成過程において、apelin

はレーザー2 日後に一過性に発現上昇したが、

徐々に正常レベルに戻った。apelin 発現の上

昇を受けて、APJ の発現レベルは、4 日後に

ピークをみた。この上昇は VEGF や VEGFR

２より顕著であった。 

 

図２） 

 

 

 



 

 

６）レーザー照射後に生じた脈絡膜新生血管

の免疫染色では、APJ は血管内皮マーカーで

あ る platelet endothelial cell adhesion 

molecule-1 と共染色された。 

 

７）apelin-KO マウスと APJ-KO マウスでは、

野生型マウスと比較して脈絡膜新生血管サ

イズは有意に縮小していた（図３） 

図３） 

 

８）フローサイトメトリ―で確認した、脈絡

膜新生血管への集積マクロファージ量、

VEGF、VEGF 受容体および炎症性因子の遺

伝子発現量は野生型、apelin-KO マウスで同

程度であった。 

 

９）ヒト臍帯静脈血管内皮細胞において、

VEGF 刺激で apelin、APJ 発現は上昇を認

めた。増殖性試験では、VEGF 阻害下でさら

に apelin 発現抑制を行うことで増殖はさら

に阻害され、VEGF 刺激下でも apelin 発現

抑制にて一部増殖が抑制された。すなわち、

脈絡膜新生血管発症過程において、apelin は

VEGF と一部独立して関与していることが

明らかとなった。 
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