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研究成果の概要（和文）： 
網膜新生血管の伸長方向を制御する分子機構を解明し、病的網膜新生血管を正常化する治療法
の開発を試みた。発生期マウス網膜では、神経細胞から分泌される Sema3E が、内皮細胞に発
現する PlexinD1 に結合して RhoJ を活性化する結果、不適切な方向に伸長する血管新生を抑制
した。虚血網膜症モデルマウスにおいて Sema3E 蛋白を眼内に投与すると、異常新生血管が選択
的に抑制されるのに対し、網膜内の正常血管再生には影響を及ぼさなかった。これらの成果は、
虚血性網膜疾患に対する血管再生療法の開発に繋がると期待された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We attempted to develop a modality by which angiogenic directions are rectified in 
ischemic retinopathy. During development, binding of neuron-derived Sema3E to 
endothelial PlexinD1 activated RhoJ, thereby retracting disoriented angiogenesis. In a 
mouse model of ischemic retinopathy, intravitreal injections of Sema3E protein 
selectively prevented disoriented angiogenesis without affecting retinal vascular 
regeneration. Theses results present a new paradigm of vascular regeneration therapy that 
guides new blood vessels toward the ischemic retinas. 
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１．研究開始当初の背景 

 

糖尿病網膜症や未熟児網膜症などの虚血性

網膜疾患における血管新生に対しては、従来

からのレーザ—光凝固に加えて、抗血管内皮

細胞増殖因子（VEGF）薬による血管新生阻害

療法が実施されている。しかし網膜虚血の根

治的改善を得るためには、新生血管を虚血網

膜内に誘導し、機能的血管網を再生すること

が理想的である。一方、新生血管が整然と伸

長する発生期網膜の研究を基に、内皮細胞が

形成する糸状仮足が、網膜新生血管の伸長方
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向を決定することが明らかにされていた。こ

れらの知見から、内皮細胞の糸状仮足形成を

制御するシグナル分子が、網膜血管再生療法

の創薬ターゲットとなることが期待された。

また、我々が行った網羅的遺伝子発現解析で

は、糸状仮足形成との相関が予測される複数

のシグナル分子が、網膜新生血管の内皮細胞

に発現することが確認されていた。 

 

２．研究の目的 

 

本課題では、網膜新生血管内皮細胞の糸状仮

足形成を制御するシグナル伝達機構を明ら

かにした上で、虚血網膜において新生血管の

伸長方向を是正し、機能的血管網を再生する

治療法を開発することを目的に、下記の研究

を実施した。 

 

３．研究の方法 

 

（1）マウス網膜における遺伝子発現解析 

 

①in situ hybridization 法 

②免疫染色法 

③LacZ レポーター遺伝子発現マウス 

 

（2）網膜血管発生における分子操作 

 

①眼内薬剤投与（Sema3E 蛋白など） 

②遺伝子組換えマウス（タモキシフェン投与

によるコンディショナル Cre-loxP 遺伝子組

換えを含む） 

 

（3）培養内皮細胞における機能解析 

 

①遺伝子強制発現（プラスミドベクター） 

②遺伝子ノックダウン（siRNA） 

③ウエスタンブロッティング法 

④プルダウン法 

⑤免疫沈降法 

⑥免疫染色法および live imaging による細

胞観察 

 

４．研究成果 

 

（1）網膜血管発生におけるSema3E, PlexinD1, 

RhoJ, Arhgef15 の発現 

 

新生仔マウス網膜の新生血管では、膜貫通型

受容体 PlexinD1、低分子量 G 蛋白質 RhoJ、

グアニンヌクレオチド交換因子 Arhgef15 が

内皮細胞に強く発現すること、また、

PlexinD1 の可溶型リガンド分子である

semaphorin 3E（Sema3E）が神経節細胞から

分泌されることが明らかとなった。 

 

（ 2）内皮細胞糸状仮足形成における

Sema3E-PlexinD1 シグナル 

 

新生仔マウスの眼内に PlexinD1-Fc蛋白質を

投与して内在性リガンドを中和したところ、

糸状仮足が過剰に形成された。また、同様の

網膜血管異常が Sema3E-KOマウスでも認めら

れたことから、網膜血管発生では神経節細胞

由来の Sema3E が内皮細胞の PlexinD1 に結合

することにより、糸状仮足の形成を阻害して

新生血管の伸長方向を是正すると考えられ

た。 

 

（3）RhoJ による内皮細胞の収縮 

 

培養内皮細胞では、 

①RhoJ 過剰発現により細胞が収縮する 

②RhoJ ノックダウンにより、Sema3E による

細胞収縮が抑制される 

③RhoJはVEGFにより不活化されるが、Sema3E

により活性化される 

ことが観察された。また、内皮細胞特異的に

RhoJ を過剰発現するトランスジェニックマ

ウスでも、網膜新生血管の内皮細胞が収縮す

ることから、RhoJ は Sema3E-PlexinD1 シグナ

ルの下流で細胞収縮を誘導するシグナル伝

達分子であることが明らかとなった。 

 

（4）Arhgef15 による RhoJ の不活化 

 

培養内皮細胞では、 

①Arhgef15 過剰発現により細胞内アクチン

重合および細胞遊走が促進される 

②Arhgef15 ノックダウンにより、細胞が収縮

する 

③Arhgef15 ノックダウンにより、VEGF によ

る Cdc42 活性化が阻害される 

 

ことが明らかとなった。さらに、RhoJ を発現

する培養 293T 細胞に Arhgef15 を過剰発現さ

せると RhoJ が不活化されること、および

Arhgef15-KO マウスでは網膜血管発生が遅滞

することから、Arhgef15 が VEGF シグナルの

下流で Cdc42 を活性化するとともに RhoJ を

不活化することにより、内皮細胞の糸状仮足

形成を促進すると考えられた（図）。 

 

（5）虚血網膜における血管再生 

 

①Oxygen-Induced Retinopathy（OIR）モデ



ルでは Sema3E が神経節細胞に発現するのに

対して、PlexinD1 および RhoJ は網膜外に逸

脱する異常新生血管の内皮細胞に強く発現

する。 

②OIR モデルにおける異常新生血管は、

PlexinD1 遺伝子の欠失で増加するのに対し

て、RhoJ 遺伝子の過剰発現では減少する。 

 

これらの結果から、虚血網膜では神経節細胞

由来の Sema3E が、網膜外に逸脱した内皮細

胞の PlexinD1 に結合して RhoJ を活性化する

ことにより、異常血管新生を抑制すると考え

られた。この作用を増強するため、OIR モデ

ルの眼内に Sema3E 合成蛋白質を投与したと

ころ、網膜外に逸脱する異常新生血管が選択

的に抑制されるのに対して、網膜内の血管再

生は影響を受けなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図．血管内皮細胞におけるシグナル伝達 

 

（6）研究成果の意義と今後の展望 

 

本研究で示した、異常血管新生の選択的阻害

に基づく網膜血管再生療法は、失明の主要原

因である虚血性網膜疾患群に対する新たな

治療コンセプトを呈示したものであると同

時に、加齢黄斑変性や癌に対する血管新生阻

害療法にも応用されることが期待される。 
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