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研究成果の概要（和文）：本研究により、オステオポンチンやテネイシンCが含まれるα9インテグリンリガンドの分泌
を抑えることにより、レーザー照射で発生する脈絡膜新生血管を抑制することが確認された。この効果は、血管内皮細
胞に対する作用でも確認できる。以上のことから、α9インテグリンリガンドを抑えることにより加齢黄斑変性症を治
療できる可能性が示され、さらには中和抗体を用いた臨床的な研究の確立にもつながると期待される。

研究成果の概要（英文）：This study provide evidence that endogenous alfa-9 integrin ligand including osteo
pontin or tenascin-C at physiological levels inhibits induced angiogenesis in laser-induced choroidal neov
ascularization (CNV) in vivo. Mechanism of action might include the effects of alfa-9 integrin ligand on v
ascular endothelial cells. Blocking alfa-9 integrin ligand activity might be a potential strategy for the 
prevention or treatment of CNV in an age-related macular degeneration (AMD) patient. A clinical trial by u
sing antibody is to be set up for establishment of a new AMD treatment strategy.
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１．研究開始当初の背景 
（１）血管新生は虚血による生理活性物質の

発現や炎症組織での炎症細胞の発現するサ

イトカインなどの働きで誘導される。病的新

生血管が原因となる脈絡膜の疾患として加

齢性黄斑変性、近視性脈絡膜新生血管などが

あり視機能の損傷が著しい。網膜では、血流

閉塞に伴う新生血管を原因とした黄斑浮腫

や、増殖組織からの牽引性網膜剥離による致

命的な視力障害を生じる。角膜創傷治癒過程

での角膜血管新生は角膜混濁を生じ、隅角で

の新生血管は難治性の血管新生緑内障に至

る。眼科診療では、その部位に関わらず血管

新生を制御することが重要な課題となって

いる。 

 

（２）実際の眼科診療においては血管新生成

長因子(VEGF)を抑制するものとして、適応外

使用されている bevacizumab や、日本でも治

療 薬 と し て 承 認 さ れ た pegaptanib 、

ranibizumab などがある。しかし生理的新生

血管の抑制による弊害、血管閉塞性疾患の発

生という合併症もあり、他の経路を介するこ

とで血管閉塞などの合併症を回避すること

が可能になるような治療の選択肢の多様性

が求められている。 

 

（３）α9 インテグリンは種々の細胞外マト

リックス成分の受容体として働き、炎症細胞

や血管内皮細胞の遊走・増殖に重要な働きを

持つことが知られている。オステオポンチン

（OPN）やテネイシン C（TN-C）は、α9イン

テグリンのリガンドとしても知られている。

研究代表者と所属研究機関ではこれまでに、

モデルマウスを用いた角膜創傷治癒過程で、

角膜に発生する新生血管に対してOPNやTN-C

が促進的にに作用していることを確認して

いる。網膜新生血管や脈絡膜新生血管につい

ても同様に OPN や TN-C が促進的な作用を有

し、それらを抑制する事により新生血管を抑

制する事が可能であると予想される。 

 

（4）ルミカンは結合組織において糖タンパ

ク質として発現し、角膜などではケラタン硫

酸プロテオグリカンとして存在しているこ

とが知られているが、細胞外マトリックス成

分として上皮間葉系移行(EMT)に影響するこ

とが認められている。晶体手術後の後発白内

障組織内に OPN、TN-C、ルミカンが発現され

ていることが確認されており、OPN ノックア

ウトマウスではEMTの遅延が認められたとの

報告がある。以上のことから、α9 インテグ

リンのリガンドとしてEMTに関連するタンパ

クである OPN や TN-C と同様に、ルミカンに

も血管新生に何らかの関連がある可能性が

期待されるところである。 

 
２．研究の目的 
（１）マウス角膜新生血管モデルにおいて、

ルミカンの細胞外マトリックス成分が血管

新生に対して促進的に働くと考えられる。ま

たマウス脈絡膜血管新生モデルやマウス網

膜血管新生モデルにおいて OPN、TN-C、ルミ

カンの細胞外マトリックス成分が血管新生

に対して促進的に働くと考えられる。各モデ

ルにおいて各細胞外マトリックス成分のノ

ックアウトマウスを用いて野生種との血管

新生の発現の違いを指標として創傷治癒や

虚血からの血管新生に対して各細胞外マト

リックス成分の促進的役割を解明し、各細胞

外マトリックス成分の欠損が病的血管新生

の発現を抑えることを確認する。 

 

（２）OPN のペプチドである SVVYGLR や、TN-C

のペプチドであるTNIIIA2についてマウスの

脈絡膜、網膜など眼組織での血管新生促進作

用を確認し、SVVYGLR や TNIIIA2 を投与する

ことが生理的血管新生のコントロールへと

応用可能かどうかを検討する。また、OPN、

TN-C、ルミカンに対する中和抗体を用いるこ

とで各細胞外マトリックス成分の作用を抑



制し、脈絡膜、網膜での血管新生抑制作用を

確認し、中和抗体の投与により病的血管新生

を抑制することが可能かどうかを検討する。 

 

（３）ノックアウトマウスで血管新生が抑制

されていることが確認されれば、脈絡膜の血

管新生形成による加齢性黄斑変性などに対

して、OPN、TN-C、ルミカンに対する中和抗

体を用いて各細胞外マトリックス成分の活

性を抑制することにより病的新生血管を抑

制して疾患を治療することが期待される。網

膜血管新生モデルによって虚血伴う血管新

生の抑制が確認されれば糖尿病網膜症や静

脈閉塞などによる血管新生や増殖膜形成の

抑制につながり、増殖硝子体網膜症や血管新

生緑内障の予防及び治療に応用できること

が期待される。角膜血管新生モデルによって

角膜の血管新生の抑制の方法が確認されれ

ば、線維芽細胞様変化によってもたらされる

角膜の透明性の喪失によってもたらされる

疾病の予防及び治療法への応用が期待でき

る。 
３．研究の方法 
（１）血管新生に対する OPN の促進効果の確

認と OPN 活性の抑制による効果の確認 

 培地全体に生育した皮膚線維芽細胞

(NHDF)上に点在した正常ヒト臍帯静脈血管

内皮細胞(HUVEC)が増殖遊走して管腔を形成

する血管新生キットを用いる。OPN 由来の

SVVYGLR ペプチドを添加して実験を行い、ペ

プチド添加群ではペプチド非添加群と比較

して間で管腔の形成が促進されているか検

討する。また、NHDF と HUVEC の共培養で形成

される管腔形成に対し、抗 OPN 抗体を添加し

て管腔形成に対して抗OPN抗体が抑制作用を

示すかを検討する。 

 

（２）脈絡膜血管新生モデルにおける新生血

管を指標とした OPN の役割 

 OPN ノックアウトマウス群および野生種マ

ウスの眼底に半導体レーザーで網膜光凝固

を行い、各々の群で脈絡膜血管新生モデルを

作成する。フルオレスセイン・デキストラン

溶液を用いて脈絡膜新生血管を蛍光顕微鏡

で観察し、発生した新生血管の面積を測定す

る。抗 OPN 中和抗体をマウスに投与し、同様

に脈絡膜新生血管モデルを用いた実験を行

い新生血管の動態を検討する。また、凍結切

片を作成し、ノックアウトマウス群と野生種

群での血管新生の出現について、及び各種サ

イトカイン、各種細胞骨格蛋白質と細胞間接

着分子の発現について免疫組織化学的な比

較検討等を行う。 

 

（３）血管新生に対する TN-C とルミカンの

促進効果の確認と TN-C とルミカン活性の抑

制による効果の確認 

 OPN と同様に培養血管新生細胞の管腔形成

について検討する。TN-C の TNIIIA2 ペプチド

を培養液に添加して新生血管を培養し、管腔

長及び分岐数を測定し、ペプチドの血管新生

に対する影響を確認する。TN-C と同様にルミ

カンを抗原としたポリクローナル抗体を作

成し NHDF と HUVEC の共培養で形成される管

腔形成に処理する。管腔形成について長さ及

び分岐数での比較を行い、中和抗体が抑制作

用を示すかを検討する。 

 

（４）角膜創傷治癒モデルにおける新生血管

を指標としたルミカンの役割 

 ルミカンノックアウトマウス群と野生種

（C57Bl/6J）群それぞれにおいて角膜創傷治

癒モデルを作成する。凍結切片に対して抗

PECAM1 抗体や、抗 VEGF 抗体、あるいは抗 TGF

β抗体などの各種サイトカイン抗体を反応

させ、免疫組織化学的に検討する。血管新生

の増殖については、角膜に伸展した新生血管

の先端部の隅角からの距離を測定し、ノック

アウトマウス群と野生種群との間で、血管新

生の局在に差があるかを検討し、血管新生に



対するルミカンの働きについて予測する。 

 

（５）脈絡膜血管新生モデルにおける新生血

管を指標とした TN-C、ルミカンの役割 

 OPNと同様にKOマウスを用いた絡膜血管新

生モデルで検討する。TN-C、ルミカンそれぞ

れの KO マウス群および野生種群の眼底に半

導体レーザー網膜光凝固を行い、各々の群で

脈絡膜血管新生モデルを作成する。経時的に

屠殺後に眼球を摘出し、フルオレスセイン・

デキストランで新生血管の程度を蛍光顕微

鏡で検討する。 

 

（６）網膜血管新生モデルにおける新生血管

を指標とした TN-C、ルミカンの役割 

 OPNと同様にKOマウスを用いた網膜血管新

生モデルで検討する。各細胞外マトリックス

成分 KO マウス群と野生種群での網膜血管新

生モデルでの動態について比較検討を行う。

角膜創傷治癒モデルや脈絡膜血管新生モデ

ルと同様に、フルオレスセイン・デキストラ

ンで新生血管の程度を蛍光顕微鏡で検討す

る。さらに、血管新生の出現についてあるい

は各種サイトカイン、各種細胞骨格蛋白質と

細胞間接着分子の発現について、ウェスタン

ブロット法、免疫組織化学法を用いて検討し、

mRNA の発生状況について RNAprobe を用いた

非放射性 in situ hybridization 法、RT-PCR

法によって検討する。 

 

（７）骨髄移植による炎症反応の由来の検討 

 骨髄移植を用いて作成されたキメラマウ

スを用いて、角膜創傷治癒モデル、脈絡膜創

傷治癒モデル、網膜創傷治癒モデルを作成す

る。OPN、TN-C、ルミカンそれぞれについて、

KO マウスと野生種マウスとの比較で得られ

た結果が、キメラマウスではどのような変化

をするのか検討する。それにより炎症反応の

由来が骨髄系細胞かどうかを検証する。 

 
４．研究成果 

（１）OPNノックアウト用いた脈絡膜先生血管

モデルマウス実験によると、OPNがノックアウ

トされることにより脈絡膜新生血管が抑制さ

れる事が明らかになった。また、OPN中和抗体

を投与したマウスの実験においては、ノック

アウトと同様に中和抗体を投与することによ

っても脈絡膜新生血管が抑制されることが明

らかとなった。また、骨髄移植を利用したOPN

の作用を確認する実験においては、OPNの作用

は骨髄系細胞が由来となる可能性が示唆され

た。 

 

（２）同様の実験を、TN-Cノックアウトマウ

スを用いて行ったところ、OPNと同様にTN-C

を抑制することにより角膜の新生血管抑制作

用および、脈絡膜新生血管の抑制作用が得ら

れることが確認された。 

 

（３）これらのことから、加齢黄斑変性症な

どの脈絡膜新生血管を病因とする疾患の治療

として抗VEGF抗体が用いられているが、抗OPN

抗体が新しい治療薬となりうる可能性が示唆

された。 
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