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研究成果の概要（和文）：増殖性糖尿病網膜症などの虚血性網膜症を発症すると、網膜に脆弱な血管が形成され、それ
らが破綻することにより失明に至る。したがって、脆弱な血管を強固な血管に誘導すること、すなわち血管成熟化を誘
導する機構を明らかにすることが本疾患の治療の開発に重要である。本研究において、虚血性網膜症モデルマウスの網
膜のアペリン発現を抑制することで、血管成熟化を誘導できる可能性を見出した。またその機構は、血管壁細胞遊走因
子であるMCP-1の発現誘導を介したものであることを培養血管内皮細胞を用いた実験により明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ischemic retinopathy such as proliferative diabetic retinopathy causes blindness 
through the hemorrhage in immature vessels formed by the progression of the diseases. Therefore, there is 
a need to identify mechanisms of vascular maturation, which is the stage of mural cell adhesion to 
endothelial cells for stabilization of blood vessels, for the treatment of ischemic retinopathy. In this 
study, we revealed that inhibition of apelin expression induced the vessel maturation in the retina of an 
ischemic retinopathy model mouse. Moreover, we demonstrated that apelin blockade in cultured-endothelial 
cells led to increase of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) which is a mural cell recruitment 
factor.

研究分野： 神経薬理学、血管薬理学
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１．研究開始当初の背景 
 増殖性糖尿病網膜症をはじめとする虚血
性網膜症を発症すると、網膜に虚血領域が生
じ、この領域に血液を補填することを目的と
して、既存の血管から新たな血管が形成され
る。しかしながら、この新生血管は虚血領域
を補填することなく硝子体内に逸脱・伸長し、
弱い物理的衝撃により破綻し、硝子体出血を
もたらすことが知られている。これらのこと
から、従来、この血管新生を抑制することを
主眼として、網膜虚血領域を光凝固すること
により血液の需要を減らすレーザー光凝固
治療や、血管新生の主要な因子として報告さ
れている血管内皮増殖因子（VEGF）のシグ
ナルを抑制する中和抗体の硝子体内投与に
よる治療が行われてきた。しかしながら、こ
れらの治療は血管新生を抑制するため網膜
虚血を根本的に解消できないことから、治療
後に血管新生が再燃することが懸念されて
いる。したがって、血管新生を抑制する治療
法以外の治療法の開発が求められている。 
 血管は、内腔の血管内皮細胞とそれを外側
から裏打ちする血管壁細胞から構成されて
いる。血管新生の過程は、まず、既存の血管
から壁細胞が離脱し、その露出した部位から、
血管新生のガイド役として機能する血管内
皮細胞の tip cell が派生し、それを先頭とし
て増殖性の血管内皮細胞である stalk cell が
後続し、血管内皮細胞のみからなる管腔が形
成される。その後、再び血管壁細胞が裏打ち
され、成熟血管となり、血管新生は終息する。
虚血性網膜症では、血管内皮細胞の過増殖が
起こるため血管成熟化の過程が進まず、壁細
胞が欠落した脆弱な血管が形成されること
が知られている。したがって、虚血性網膜症
の病態において血管成熟化を誘導する機構
を明らかにすることができれば、新たな治療
法の開発に繋がることが考えられる。 
 これまでの報告から、G タンパク質共役型
受容体 APJ が stalk cell に発現することおよ
び、そのリガンドである apelin が tip cell に
発現することが明らかにされている。研究代
表者らは、これまでに虚血性網膜症モデルマ
ウスの網膜において異常な血管の形成に伴
い apelin の発現が著明に上昇することおよ
び、apelin 遺伝子欠損マウスを用いた虚血性
網膜症モデルでは、異常血管がほとんど生じ
ないことを明らかにしている。これらのこと
から、虚血性網膜症の網膜では、tip cell で過
剰に産生された apelin が stalk cell の APJ
に結合して血管内皮細胞の過増殖を誘導す
ることにより、脆弱な血管の形成を引き起こ
している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、培養血管内皮細胞株および虚
血性網膜症モデルマウスを用いて apelin 発
現の阻害が血管内皮細胞の過増殖の抑制、続
いて血管成熟化を誘導できるかどうかを明
らかにすることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（1）In vitro実験系 
 培養血管内皮細胞には、マウス血管内皮細
胞株 b.End3 細胞を用いた。細胞増殖は、BrdU
取り込み能を指標に評価した。Apelin 発現の
抑制にはsiRNAを用いた。細胞へのsiRNA（100 
pmol）の導入には、Lipofectamine 2000 
(Invitrogen)を用いた。 
 また、血管壁細胞の遊走能は、血管平滑筋
細胞株p53LMAC01細胞を用いたスクラッチア
ッセイ法により検討した。p53LMAC01 細胞を
播種し、細胞層に 1 mm の間隙を作製し、そ
の間隙に向かう細胞の遊走距離を定量化し
た。 
 
（2）In vivo実験系 
 虚血性網膜症モデルには、oxygen-induced 
retinopathy (OIR) model を用いた。OIR モ
デルは、生後 7日目（P7）のマウスを 5日間
75%酸素濃度下で 5 日間飼育し、続いて P12
から 5日間通常酸素濃度下で飼育することに
より作製した。網膜への siRNA(200 pmol)の
導入には、Invivofectamine (Invitrogen)を
用いた。 
 
４．研究成果 
（1）Apelin siRNA の血管内皮細胞の増殖抑
制作用 
 b.End3 細胞の増殖能に対する apelin 
siRAN の影響について検討した。Apelin 発現
に対する apelin siRNA の抑制効果について
検討した結果、apelin siRNA を導入した
b.End3 細胞では、control siRNA を導入した
細胞と比較して apelin mRNA が約 95%抑制さ
れていた。この条件において BrdU の取り込
み細胞をカウントした結果、apelin siRNA を
導入した b.End3 細胞では、control siRNA を
導入した細胞と比較して BrdU の取り込み細
胞数が有意に減少していた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1 血管内皮細胞のapelin発現および増殖

に対する apelin siRNA の影響 
 
（2）Apelin siRNA を導入した血管内皮細胞
における血管壁細胞遊走因子の発現変化 
 Apelin siRNAが血管内皮細胞における血管
壁細胞遊走因子の発現に影響を与えるかど
うかを検討した。その結果、apelin siRNAは、
血管壁細胞遊走因子の一つとして知られる
単球走化性因子-1（MCP-1）の mRNA 発現を増

 



加させた。また、この発現増加は、タンパク
質レベルでもみられた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 血管内皮細胞における apelin siRNA に

よる MCP-1 の発現誘導 
 
（3）血管内皮最簿における apelin siRNA に
よる MCP-1 発現誘導機構 
 Apelin siRNA による MCP-1の発現誘導機構
について明らかにするため、MCP-1 の転写因
子である Smad3 について解析した結果、
apelin siRNA を導入した b.End3 細胞では、
Smad3 の活性化がみられた。また、apelin 
siRNA による MCP-1 の発現誘導は、Smad3 阻
害剤であるSIS3の存在下で抑制された（図3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 Apelin siRNA による Smad3 を介した

MCP-1 の発現誘導 
 
 Smad3 の活性化は、PI3 kinase-Akt シグナ
ルの活性化により抑制されることが報告さ
れている。また、apelin は PI3 kinase-Akt シ
グナルの活性化を誘導することが報告され
ている。これらのことから、apellin siRNA
を導入した b.End3 細胞では、Akt の活性低下
によりSmad3の活性化が起きている可能性が
考えられる。Apelin siRNA を導入した b.End3
細胞におけるAktの活性化レベルを解析した
結果、apelin siRNA の導入により Akt の活性
化レベルが有意に低下した。また、PI3 kinase
阻害剤である LY294002 を処置した b.End3 細
胞では、Akt の活性化レベルの低下と Smad3
の活性化がみられた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 Apelin siRNA による Akt の活性レベ

ルの低下による Smad3 の活性化 
 
（4）Apelin siRNA を導入した血管内皮細胞
の培養上清による血管壁細胞の遊走能の促
進 
 次に、apelin siRNA の導入により発現誘導
された血管内皮細胞のMCP-1が血管壁細胞の
遊走能を促進するかどうかを明らかにする
ため、スクラッチアッセイを行った。間隙を
作製した p53LMAC01 細胞の細胞層に apelin 
siRNAを導入したb.End3細胞の培養上清を曝
露した結果、apelin siRNA を導入した b.End3
細胞の培養上清には、p53LMAC01 細胞の遊走
促進作用があることが明らかになった。また、
この遊走促進作用は、MCP-1 受容体 CCR2 のア
ンタゴニストである RS109825 により完全に
阻害された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 Apelin siRNA を導入した血管内皮細胞

の培養上清による血管壁細胞の遊走の
促進 

 
（5）虚血性網膜症モデルマウスの網膜にお
ける apelin siRNA による血管成熟化の促進 
 次に、虚血性網膜症モデルマウスの網膜に
おいても培養細胞と同様の現象がみられる
かどうか明らかにするため、P12 の OIR モデ
ルマウスの硝子体内に apelin siRNA を投与
することにより検討を行った。虚血により誘
導される網膜の apelin 発現は、apelin siRNA
を投与することにより抑制された。また、こ
のときの MCP-1 発現を解析した結果、apelin 
siRNA を投与することにより、MCP-1 が発現
上昇することが明らかになった（図 6）。 
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図 6 虚血性網膜症モデルマウスの網膜にお

けるapelinおよびMCP-1の発現に対す
る apelin siRNA の影響 

 
 網膜の血管壁細胞に MCP-1 受容体の CCR2
が発現しているかどうか確かめるため、抗
CCR2 抗体を用いて蛍光免疫染色を行った。そ
の結果、CCR2 は血管内皮細胞マーカーである
イソレクチン B4（IB4）の陽性細胞ではなく、
血管壁細胞マーカーである NG-2 の陽性細胞
に発現することが明らかになった（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図7 網膜におけるMCP-1受容体CCR2の発現 
 
 Apelin siRNA の投与により、虚血性網膜症
モデルマウスの網膜において血管成熟化が
誘導されるかどうかを明らかにするため、血
管内皮細胞に対する血管壁細胞による被覆
度の解析を行った。その結果、apelin siRNA
を投与した OIR モデルマウスの網膜では、
control siRNA を投与した網膜と比較して、
IB4 陽性の血管内皮細胞に対する NG2 陽性の
血管壁細胞による被覆度が増加することが
明らかになった（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 8 Apelin siRNA による網膜血管成熟化の
促進 
 
（6）まとめ 
 以上の結果より、血管内皮細胞の apelin
発現を抑制すると、Akt の活性レベルの低下
が起き Smad3 が活性化され、血管壁細胞遊走
因子である MCP-1 が発現誘導されること、お
よび虚血性網膜症のモデルマウスの網膜の
apelin発現を抑制することでMCP-1の発現上
昇を介した血管成熟化を誘導できる可能性
が示唆された。これらの結果から、apelin は、
脆弱な血管の形成・破綻により重篤な視力障
害が生じる増殖性糖尿病網膜症などの虚血
性網膜症の新たな治療標的分子になり得る
可能性が示唆された。 
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