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研究成果の概要（和文）：加齢黄斑変性(AMD)は先進国における中途失明の主要な原因となっている疾患である。近年
の研究は血管内皮細胞増殖因子（VEGF）がAMDにおける脈絡膜血管新生（CNV）に重要であることを示している。VEGF m
RNA 前駆体における選択的スプライシングはserine/arginine-rich (SR) proteinによって制御されること、また同蛋
白はSR protein kinase (SRPK) によって活性化されることが知られている。本検討において、我々はレーザー誘導CNV
モデルにおけるSRPKの特異的阻害剤SRPIN340 のCNV抑制効果を明らかとした。

研究成果の概要（英文）：Age-related macular degeneration (AMD) is a primary cause of visual loss in develo
ped countries.  Recent  studies have provided strong evidence that growth factors and cytokines, such as v
ascular endothelial growth factor (VEGF), play a pivotal role in the process of pathological angiogenesis,
 choroidal neovascualization (CNV) in AMD.   The alternative splicing of VEGF pre-mRNA is regulated by spl
icing regulatory factors including various serine/arginine-rich (SR) proteins, which are activated by SR p
rotein kinase (SRPK).  In this study, we elucidated that a specific inhibitor for SRPK, SRPIN340, attenuat
es CNV formation in laser-induced CNV model.
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１．研究開始当初の背景 
(1)加齢黄斑変性について 
 滲出型加齢黄斑変性（wet age-related 
macular degeneration, wet AMD）は、脈絡
膜新生血管（choroidal neovascularization, 
CNV）を生じて網膜下あるいは網膜内で出血
と吸収を繰り返しながら、徐々に視力低下を
きたす疾患である。wet AMD は、欧米先進諸
国における高齢者の主要な失明原因の一つ
となっており、我が国においても高齢化の進
行とともに中途失明の大きな割合を占める
ようになりつつある。そのため、この急増す
る失明疾患 wet AMD の病態、すなわち CNV の
発症メカニズムを解明し、有効で確実な治療
法を確立することは眼科学における急務で
ある。 
 CNV 形成は種々のサイトカイン、代謝、遺
伝、環境などの複数の因子が関与している。
近年の基礎研究および臨床研究により、CNV
形成に関与する種々のサイトカインの中で
血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 (vascular 
endothelial growth factor、VEGF)が CNV の
病態形成および進展における中心的な役割
を演じていることが明らかとなった。そして、
その VEGF を標的とする複数の抗 VEGF 製剤の
臨床応用によって wet AMD の視力予後は改善
するようになり、その治療は現在大きく変化
しつつある。 
 
(2)血管新生抑制型 VEGF について 
 しかしながら、血管新生の病態メカニズム
における VEGF の関与はそれほど単純ではな
いことを示唆する知見が近年相次いで報告
されている。VEGF pre mRNA は 8 個のエクソ
ンから構成されており、転写の選択的スプラ
イシングにより各種アイソフォームが産生
されることはすでに知られていたが、2002 年
に血管新生を促進すると考えられていた従
来の VEGF アイソフォームとは異なり、血管
新生を抑制する VEGF アイソフォーム、
VEGF165b の存在が報告された。それ以降も
続々と血管新生抑制型アイソフォームが発
見され、現在では VEGF は VEGF165 に代表さ
れる血管新生促進型 VEGF と、VEGF165b に代
表される血管新生抑制型 VEGF が存在すると
一部のグループから提唱されている。 
 これらのことは、wet AMD など血管新生を
その病態に有する眼疾患において VEGF がよ
り複雑に関与していることを示唆している。
この VEGF165b は C 末端の 6 個のアミノ酸が
VEGF165 と異なるが、VEGF165 と同様に 165
個のアミノ酸から構成されており、VEGF レセ
プターに対して VEGF165 と同等の親和性を持
っていること、VEGF165 を競合阻害すること
によって血管新生抑制、白血球遊走阻害をお
こなうことなどが報告されている。事実、
VEGF165b を投与することにより腫瘍血管新
生および腫瘍の進展が抑制されたことも報
告されており、また眼科領域においても
VEGF165b が網膜血管新生を阻害することが

in vivo および in vitro 系実験で確認されて
いる。さらに、リコンビナント VEGF165b を
用いたマウス CNV モデルでも、CNV に対する
抑制効果が確認された。これらの知見は、血
管新生抑制型 VEGF と血管新生促進型 VEGF の
バランス調整が CNV 形成を阻害する新たな治
療アプローチとなりうることを示している。 
 
(3) VEGF pre mRNA 選択的スプライシン
の制御機構について 
 VEGF165b と VEGF165 は同一の VEGF 遺伝子
より転写された pre mRNA が選択的スプライ
シングを経た翻訳産物である。VEGF mRNA は
8 つのエクソンから構成されており、8 番目
のエクソンがさらに 8a と 8b に分かれ、それ
ぞれに proximal splicing site（PSS）およ
び distal splicing site（DSS）が存在する。
PSS に相当する 8a エクソンにおいて選択的
スプライシングがおこなわれる場合は
VEGF165 mRNA 発現が亢進する結果、病的血管
新生が亢進するとされる。一方、DSS に相当
する 8b エクソンにおいて選択的スプライシ
ングがおこなわれる場合は、VEGF165b mRNA
発現が亢進すると同時に VEGF165 産生が抑制
されるため、病的血管新生が抑制されるとさ
れる。すなわち、wet AMD における CNV でも、
虚 血 や 炎 症 な ど に よ っ て こ の
VEGF165/VEGF165b 産生のバランスが崩れ、血
管新生促進型の VEGF165 が優位に産生される
ことがその病態メカニズムの根底にある可
能性が考えられる。 
 この選択的スプライシングは、種々の生理
的、病理的条件による異なるシグナル経路で
活性化され、さらに serine/arginine-rich 
(SR) proteins (SR 蛋白質)と呼ばれる一群の
蛋白質およびそれらをリン酸化する SR 
protein kinase (SRPK)により複雑に制御さ
れている。2006 年に SRPK に対する特異的阻
害剤 SR protein phosphorylation inhibitor 
(SRPIN)340 が発見された。さらに、SRPIN340
は血管新生抑制型 VEGF（VEGF165ｂ）産生を
促進して oxygen-induced Retinopathy（OIR）
model mouse において網膜血管新生を抑える
ことが明らかとなっている。OIR 同様に
VEGF165 が血管新生の中心的な役割を果たす
CNV においても、SRPIN340 が CNV に対する抑
制効果を有する可能性は高い。 
 
２．研究の目的 
 以上の研究背景より、本研究の目的は
SRPIN340が眼内血管新生であるCNV形成に対
する抑制効果を有するかを検討することと
した。 
 
３．研究の方法 

(1)レーザー誘導 CNV モデル作製 

 本研究は、C57Bl/6J マウス(♂、8 週齢)を
使用し、北海道大学動物実験に関する規定に
従って実施した。マウスをペントバルビター
ル(0.05mg/g)腹腔内注射により麻酔し、5%ト



 

 

ロピカミドフェニレフリン塩酸塩で散瞳し
た後に角膜にカバーグラスを置き、スリット
ランプで眼底を確認しながら視神経乳頭を
中心にその周囲にレーザーを 4発照射 (レー
ザー条件：532nm、200mW power、0.1 秒、75mm 
spot size)し、CNV を誘導した。 
 

(2)SRPIN340 硝子体内投与 

 マウス眼球にレーザー照射後、速やかに角
膜輪部より 33 ゲージ針を用いて SRPIN340 投
与群に各濃度の SRPIN340、コントロール群に
基剤である 0.1%DMSO をそれぞれ 1µL 硝子体
内注射した。 
 
(3)CNV 面積測定 
 レーザー照射 7日後に、5%ペントバルビタ
ールを 2mL 腹腔内注射することによりマウス
を 麻 酔 し 、 左 心 室 よ り 2.5mL の
0.5%fluorescein-isothiocyanate-labeled 
dextran を灌流した。灌流後に眼球を摘出し、
2%パラホルムアルデヒドで 30分固定した後、
前眼部、水晶体、網膜を取り除き、スライド
ガラスの上で網膜色素上皮‐脈絡膜と強膜
を、視神経乳頭を中心に４～６箇所切開を入
れて flat mount として展開した。Flat mount
は蛍光顕微鏡で観察し、CNV の最大面積を測
定した。これにより SRPIN340 による CNV 抑
制効果を確認するとともに、最適投与量を決
定した。 
 
(4)SRPIN340 による VEGF 発現変化 
 レーザー照射および硝子体注射 3日後に眼
球を摘出し、脈絡膜-網膜色素上皮より RNA
および蛋白を回収した。その上で、血管新生
促進型VEGF, 抑制型VEGFおよび全VEGFアイ
ソフォームについて real-time PCR 法および
ELISA 法を用いて定量した。 
 
(5)マクロファージ浸潤に関する検討 
 AMD（CNV）の病態形成におけるマクロファ
ージの関与は以前から報告されており、CNV
モデルマウスにおいてもその関連が証明さ
れている。CNV へのマクロファージ浸潤を評
価するために、上記の他に、マウスマクロフ
ァージの特異的マーカーである F4/80 に対す
る real-time PCR および免疫染色をおこない、
マクロファージの遊走に対する SRPIN340 の
阻害効果を検証した。また、単球走化因子
monocyte chemoattractant protein (MCP)-1
お よ び 白 血 球 接 着 分 子 intercellular 
adhesion molecule(ICAM)-1 の蛋白濃度も
ELISA 法で測定した。 
 
４．研究成果 
（結果） 
(1)SRPK 阻害による CNV 形成抑制 
 SRPK抑制によるCNV形成抑制効果を検討し
た。基剤投与群(30,737±3758mm2, n=31)に比
較して、2mM SRPIN340 投与群は有意に CNV 形
成が抑制された(19,870±1935mm2, n=33, 

p<0.05)。20mM SRPIN340 投与群はさらに顕
著な CNV 形成抑制効果がみられた(15,649±
1803mm2, n=23, p<0.01) 。 一 方 0.2mM 
SRPIN340投与群は特にCNV形成抑制効果がみ
ら れ な か っ た (21,741 ± 3695mm2, n=17, 
p=0.10)。 
 これらの結果は SRPIN340 による SRPK 抑制
は用量依存性に CNV 形成を阻害することを示
している。これ以降の実験は SRPIN340 投与
量を 20mM とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１：SRPIN340 による CNV 形成抑制効果。
2mMと20mM投与で統計学的有意差が認められ
た。＊、p<0.05；†、p<0.001。 
 
(2)血管新生抑制型 VEGF(VEGF164b)の検
出 
 SRPIN340 が血管新生促進型 VEGF の産生を
抑制し、その一方で血管新生抑制型 VEGF の
産生を誘導することで CNV 形成を抑制すると
いう仮説を証明するために、マウスから血管
新生抑制型 VEGF(VEGF164b)の検出を試みた。
しかしながら、マウス脈絡膜―網膜色素上皮
細胞、網膜、肝臓、心臓、腎臓および肺組織
においては抑制型 VEGF を検出することがで
きなかった。 
(3) SRPK 阻害による VEFG 産生抑制 
 SRPIN340 による VEGF 各種アイソフォーム
発現への影響を調べるため、レーザー照射お
よび SRPIN340 または基剤投与 3 日後に、眼
球を摘出して脈絡膜-網膜色素上皮より RNA
を回収して、全 VEGF アイソフォーム、血管
新生促進型VEGFのｍRNAの発現をreal -time 
PCR で調べた。基剤投与群(n=8)に比較して、
20 mM SRPIN340 投与群(n=6)では、全 VEGF ア
イソフォームの発現が 56％低下し（p<0.05）、
同様に血管新生促進型VEGFも57%に低下した
(p<0.05)。さらに脈絡膜-網膜色素上皮中の
VEGF 蛋白質濃度も基剤投与群(274.2±
17.9pg/mg, n=10)に比較して、SRPIN340 投与
群は有意に低かった(209.2± 10.9pg/mg, 
n=8)。これらの結果は SRPIN340 による SRPK
抑制は全 VEGF アイソフォームの産生を mRNA
レベルで抑制していることを示していた。 
 
 
 



 

 

(4) SRPK 阻害によるマクロファージ浸潤
および各種炎症関連分子産生抑制  
 SRPIN340 による SRPK 抑制が CNV 形成を抑
制する機序をさらに調べるために、CNV への
マクロファージ浸潤に対する SRPIN340 の抑
制効果を検討した。基剤投与群（n=8）に比
較して、20mM SRPIN340 投与群(n=6)では
F4/80の発現が 41 %低下した(p<0.05、図 2A)。
さらに抗 F4/80 抗体を用いてマクロファージ
に対する免疫染色でも同様で、基剤投与群よ
り 20 mM SRPIN340 投与群のほうがマクロフ
ァージの浸潤を著明に抑制された(p<0.05、
図 2 BC)。これらの結果は SRPIN340 による
SRPK阻害がCNVへのマクロファージ浸潤を抑
制することを示していた。 
 さらに、CNV 形成に関与する炎症性サイト
カインである MCP-1 と ICAM-1 の濃度も測定
した。ICAM-1 濃度は正常マウス(199.6±
15.5ng/mg, n=8)に比較して、基剤投与群で
は 有 意 に  (265.4 ± 12.3ng/mg, n=10, 
p<0.01) 増加したが、20mM SRPIN340 投与群
では有意(192.9±11.6ng/mg, n=8, p<0.01,
図 3A)に低下した。同様に MCP-1 濃度も正常
マウス(19.5±0.9pg/mg, n=8)に比較して、
基剤投与群では有意に (99.9±8.6ng/mg, 
n=10, p<0.001) 増加したが、20mM SRPIN340
投与群では有意(67.8± 10.2ng/mg, n=8, 
p<0.05, 図 3B)に低下した。これらの結果は、
SRPIN340 による SRPK 阻害で炎症性サイトカ
インである MCP-1 と ICAM-1 の産生も抑制さ
れることを示していた 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2：SRPK 阻害による CNV へのマクロフ
ァージ浸潤抑制。A.脈絡膜̶網膜色素上皮中
の F4/80 発現。B.F4/80 に対する免疫染色。
上段パネル基剤投与群、下段パネル SRPIN340
投与群。緑： CD31、赤：F4/80。C.CNV への
浸潤マクロファージの定量結果。＊、p<0.05。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：SRPK 阻害による各種炎症関連サイ
トカイン産生抑制。網膜色素上皮―脈絡膜
中の白血球接着分子である ICAM-1 および単
球走化因子である MCP-1 の産生はレーザー照
射により有意に亢進したが、SRPK 阻害により
有意に抑制された。＊、p<0.05、†、p<0.01。 
 
（考察） 
 本検討では、SRPIN340 による SRPK 阻害が
全 VEGF アイソフォームおよびエクソン 8a を
含む血管新生促進型 VEGF を抑制することを
確認した。さらに、SRPK 阻害は ICAM-1、MCP-1
の産生およびマクロファージ浸潤を抑制す
ることを明らかとし、これらの機序を一因と
して CNV 形成が抑制されることを確認した。
しかしながらその一方で、血管新生抑制型
VEGF の存在は確認することができず、「SRPK
阻害が血管新生促進型 VEGF の産生を抑制し、
その一方で血管新生抑制型 VEGF の産生を誘
導することで CNV 形成を抑制する」という仮
説を証明するには至らなかった。 
 血管新生抑制型 VEGF の存在に関しては、
本実験でマウスにおいて証明できなかった
が、近年否定的な報告も散見され、今後さら
に検討を重ねる必要があると考える 
 SRPKは通常熱ショック蛋白であるHSP70な
どと複合体を形成して細胞質内に存在して
いるが、種々の刺激やストレスにより放出さ
れ、SR 蛋白質のリン酸化など多様な生理作用
を発揮するようになる。pre mRNA のスプライ
シングにおいて SRPK は SR 蛋白質をリン酸化
し、サイトセレクションに関与するのみなら



 

 

ず、スプライソソームそのものの形成にも関
与することが知られている。転写と mRNA ス
プライシングにおける SR 蛋白質や SRPK の関
与はまだ解明されていない部分が数多くあ
るが、これらの報告を考えると、今回の検討
で観察された SRPK 阻害による VEGF の産生低
下はスプライシング制御の結果だけではな
く、スプライソソーム形成そのものが阻害さ
れた結果でもあると推測され、それが CNV 形
成の抑制につながった可能性がある。今後、
眼組織における SRPK の局在、選択的スプラ
イシングにおける SR 蛋白質と SRPK の関与、
および SRPK 阻害による生体内の効果等を調
べることで、SRPK 阻害による血管新生抑制の
メカニズムをさらに検討する必要があると
考えられた。 
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