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研究成果の概要（和文）：受容体をノックアウトした APJKO マウスの血管発生期（P５）にお

いて、FITC dextran(4.4 kDa, 50 mg/mL, 50 mg/kg)を胎仔心臓から注入したところ、同齢野

生型においてフラットマウント免疫染色において網膜血管からの蛍光漏出を認めた。そのため、

網膜血管においてもアペリン/APJ 系は血管の透過性制御に関わっていることがしめされた。ま

た 8 週齢 APJ ノックアウトマウスにレーザーによる実験的脈絡膜新生血管（CNV)モ 
デルを作成しところ、CNV は野生型に比較し APJ ノックアウトマウスで有意に小さく

（p<0.001)、アペリン/APJ 系が加齢黄斑変性症にも関与していることが示された。一方、網膜

における生理的な血管新生において、アペリン/APJ 系は未熟なグリア細胞を成熟化させ、血 
管新生を抑制する働きを既に報告しているが（Sakimoto et al. 2012)、CNV モデルにおいては、

GFAP 陰性 PDGFRa 陽性の未熟なグリア細胞は認められず、本経路とは別のメカニズムで

CNV に関与していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Using FITC dextran and anti-PECAM-1 antibody in flatmount immunohistochemistry, 
we checked the role of apelin/APJ signal for barrier fuction in retinal vessels. After 
injection of FITC dextran from heart, leakage of dye from developing retinal vessel was 
observed in APJ knockout (APJ KO) mice compared to wildtype at postnatal day 5. In 
laser-induced choroidal neovascularization (CNV) model, the size of CNV lesion was 
significantly decreased in APJ KO mice. Otherwise, an immature glial cell, namely, 
PDGFRa positive and GFAP negative cell was not found in both wild-type and APJ KO 
mice. These data suggests that the formation of CNV might be involved in immature 
glial cells-independent mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 
７回膜貫通型受容体である APJ は G タンパ
ク共役型受容体で、そのリガンドとして生理
活性物質 apelin が同定され、apelin は血管
の安定化に働くアンジオポエチン１/Tie2 シ
グナルの下流因子に位置する。本シグナルは
未熟な血管を成熟化・安定化することが報告
されており、apelin は VEGF 阻害のみにタ
ーゲットを絞った現行の眼科治療を大きく
変える可能性がある。 
 
２．研究の目的 
アペリンシグナルの網膜血管障害における
役割を明らかにすること。また、グリア細胞
が血管新生に関わるメカニズムを明らかに
するため、血管新生時にグリア細胞に発現す
る因子を探索することとした。 
 
３．研究の方法 
網膜血管の透過性の判定のため、野生型マウ
スおよび APJ ノックアウト（APJ KO）マウス
の生後５日のマウス新生仔に FITC デキスト
ラン(4.4 kDa, 50 mg/mL, 50 mg/kg)を心臓
から注入し、抗 PECAM-1 抗体を用いて、フラ
ットマウント免疫染色法により漏出の程度
を判定する。 
またレーザー誘導型脈絡膜新生血管（CNV）
モデルにおいて、アペリン/APJ シグナルの関
与を明らかにするため、8週齢の野生型マウ
スおよび APJ KO マウスにレーザーを照射
（50um×0.01sec×100mW）し、１週間後眼球
摘出し、抗 PECAM-1 抗体を用いて脈絡膜フラ
ットマウント免疫染色法に CNVの大きさを判
定する。加えて抗 PDGFRa 抗体および抗 GFAP
抗体を用いて、免疫染色を行う。 
加えて、グリア細胞の血管新生に関わる因子
を検討した。網膜血管発生期におけるアスト
ロサイトは血管新生に密接に関与している
といわれているが、網膜内層において旺盛に
血管新生が起こる時期と血管新生が終了し
た時期にグリア細胞に発現する遺伝子をマ
イクロアレイ法にて網羅的に探索すること
とした。具体的には生後 3日と生後 9日の野
生型マウス仔の網膜に対して酵素処理を行
い、PDGFRa 陽性細胞をフローサイトメトリー
にて単離し、mRNA を抽出、マイクロアレイに
て発現遺伝子を網羅的に探索した。 
 
４．研究成果 
デキストランを用いた血管透過性に関する
研究では、APJ KO マウスでは、発生期の網
膜血管から色素の漏出がみられ、APJ 欠失に
よる透過性の亢進が考えられた（図１）。 
また、血管障害疾患の病態としては、上述の
ように透過性亢進による網膜浮腫だけでな
く、血管新生による病態も中心的な役割を果

たす。眼内血管新生モデルとしては、高圧酸
素モデルによる未熟児網膜症モデルとレー
ザー照射による脈絡膜血管新生（CNV）モデ
ルが頻用されるが、本研究ではレーザー誘導
型 CNV を用いた。8 週齢の APJ KO マウス
にレーザー誘導 CNV を作成したところ、野
生型に比較し 50％程度その大きさは減少し
ていた（図２）。 

 
我々は、網膜血管新生における未分化なアス
トロサイトが血管新生に関わることを示し、
それらが血管成熟化因子であるアペリンに
よって調節されることを示した（Sakimoto S 
et al. 2012.）。CNV モデルにおいても未分化
なグリア細胞が血管新生の病態に関与する
かは不明である。上記を検討する目的で、野
生型マウスおよび APJ 欠損マウスにおける
未分化グリア細胞を検討した。野生型 CNV
眼では PDGFRa 陽性 GFAP 陰性細胞である
いわゆる未熟なグリア細胞は存在しておら
ず（図３）、CNV におけるグリア細胞の関与
は低いものと考えられた。同様に APJ 欠損マ



ウスでも未分化なグリア細胞の検出は免疫
染色法においては、認めなかった。 

 
さらに、ヒト増殖糖尿病患者より切除された
線維血管増殖膜におけるアペリン/APJ 系の
発現を確認するべく、現在附属病院倫理委員
会への臨床研究計画作成中である。 
 
血管新生期に発現する因子の探索について
は、マイクロアレイ法によって様々な候補遺
伝子が検出された。発現強度、特異性、遺伝
子情報などから、遺伝子の絞込みを行い、さ
らに血管新生期、血管新生終了期のアストロ
サイトより抽出した cDNA より定量的 PCR で
候補遺伝子を検出したところ、アドレノメデ
ュリンが挙げられた。アドレノメデュリンの
受容体は Gタンパク共役型でありカルシトニ
ン受容体様受容体に二つの受容体活性調節
蛋白が作用することによって形成される。ま
た、生体内の機能としては、降圧作用、血管
新生作用、血管成熟化作用が報告されており、
アペリン/APJ シグナルとの類似点も多いと
考えられた。ただし、眼科領域、特に血管障
害モデルでのアドレノメデュリンの機能解
析は未解明の部分が多く、今後の研究ではア
ドレノメデュリンの疾患における役割を明
らかにする研究も進行させる予定である。 
 
まとめ 
本研究機関において、アペリンシグナルの血
管障害における役割を明らかにした。具体的
には、網膜血管透過性における役割を APJ ノ
ックアウトマウスの血管発生期において検
討し、血管新生における役割について同様に
ノックアウトマウスを用いて、レーザー誘導
CNV モデルで検討した。透過性亢進および血
管新生のいずれにもアペリンシグナルが関
与していることが示されたが、血管透過性に
ついては、他にも実験モデルが存在するため、
眼内 VEGF 投与モデルなどでの検討などが必
要と思われる。また CNV モデルでは APJ ノッ
クアウトマウスでは血管新生が抑制されて
おり、アペリンシグナルは疾患モデルにおい
ては負の作用をもたらすと考えられたが、既
報のような未分化グリア細胞の血管新生に
対する関与が低いと考えられた。この点にお
いては、CNV は網膜細胞より色素上皮細胞や

単球由来細胞の関与が大きいものによるも
のと考えられた。今後はよりグリア細胞の影
響によると思われる糖尿病網膜症の増殖膜
モデルにおける役割を明らかにすることに
より、血管新生に対する影響を検討すること
が次年度以降の課題となると思われた。 
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