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研究成果の概要（和文）：糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症などの眼疾患は中途失明に関わる重篤な疾患であり、その発
症および進行には虚血や病的血管新生が密接に関連することが知られている。本研究では、既存血管に存在し血管新生
に中心的な役割を果たす特殊な血管内皮細胞を同定することにより血管新生を制御する新規治療法の開発を目指した。
具体的には、フローサイトメトリーおよび蛍光標識モノクローナル抗体を用いてマウス血管内皮細胞の約1～3%を占め
る潜在的増殖活性を有する特殊な血管内皮細胞を同定した。またこのような細胞が特異的な遺伝子を発現し、生体内に
おいて血管新生に貢献することをトランスジェニックマウスを用いて解析した。

研究成果の概要（英文）：Ocular neovascular diseases, including diabetic retinopathy and the neovascular 
form of age-related macular degeneration (AMD) are the most common cause of severe vision loss worldwide. 
In this study, we isolated a small population of vascular endothelial stem-like cells in the pre-existing 
blood vessels which may be a source of new vascular endothelial cells during angiogenesis and may be a 
target for novel therapeutic strategy for ocular neovascular diseases. We also identified that those 
specific vascular endothelial cells express specific genes and contribute to neovessel formation in vivo 
by analyzing transgenic mouse model.
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１．研究開始当初の背景 

糖尿病網膜症や加齢黄斑変性症、病的近視な

どの眼疾患は中途失明原因の上位を占める

重篤な疾患である。これらの疾患は、網膜血

管および脈絡膜血管における虚血性変化お

よび病的血管新生が中心的病態であり、血管

内皮増殖因子（VEGF）の関与が重要視されて

いる。現在、眼科領域では VEGF を標的とし

た抗VEGF療法が臨床応用されるようになり、

その有効性が報告されている。しかし、抗

VEGF 療法の無効例や再発例も少なくなく、眼

内病的血管新生の進行を抑制できずに失明

に至る症例も未だ多く存在するため、現行治

療抵抗性の病的新生血管および虚血に対す

る新規治療法の開発が期待されている。 

このように血管は多くの眼疾患の発生

や進行に関与することから、血管がどのよう

に形成されるのかを解明することが重要で

ある。そこで、我々は血管新生の際に中心的

な役割を果たす潜在的増殖活性の高い血管

内皮細胞が存在する可能性があるとする仮

説のもと、このような細胞の同定を試みてい

る（下図）。 

具体的にはFACS（fluorescence activated 

cell sorting）および蛍光標識モノクローナ

ル抗体を用いた精度の高い血管内皮細胞単

離法を確立し、さらに DNA 結合性色素

Hoechst33342 染色を用いた Side population

（SP）法を行った。その結果、血管内皮細胞

は、Hoechst33342 染色陰性の細胞集団(SP 細

胞)とそれ以外の大部分を占め Hoechst33342

に染色される主集団（MP 細胞）に分けられる

ことがわかった。血管内皮 SP 細胞は、各臓

器の既存血管中の血管内皮細胞の約 1～3％

で存在し、Vitro において血管内皮コロニー

形成能が有意に高いことがわかった（EMBO J 

2012, IOVS 2013）。幹細胞マーカーとして

知られる CD133の発現は SP細胞で優位に

高かった。さらに Vivo において血管内皮 SP

細胞は低酸素刺激でその割合および増殖活

性が増加し機能的血管を構築することがわ

かり、血管新生に中心的な役割を果たす可能

性が推察された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、既存血管に存在し血管新生に中

心的な役割を果たす血管内皮細胞を同定し、

その生物学的特性や血管新生との関連を新

たに解明することにより血管新生を制御す

る新規治療法の開発を目指すことを目的と

する。 

 

３．研究の方法 

DNA マイクロアレイを用いて、マウスの

生体より回収した血管内皮 SP 細胞および血

管内皮 MP 細胞の遺伝子発現群のプロファイ

ルを網羅的に解析する。まず、細胞表面抗原

を探索する。マイクロアレイデータをもと

に血管内皮 SP 細胞と血管内皮 MP 細胞の

発現比率を網羅的に検証し、SP細胞で発現

比率が高くかつ十分なシグナル強度を認め

る遺伝子を候補遺伝子とする。候補遺伝子

のなかから細胞表面に発現するものを選ぶ。

リアルタイム PCRにより血管内皮 SP細胞

における発現を確認し、特異的な表面抗原

の絞り込み作業を行う。血管内皮 SP 細胞に

特異的な遺伝子 Xを同定できた場合、モノク

ローナル抗体を作製し FACS において CD31 陽

性 CD45 陰性の血管内皮細胞分画に特異的分



子陽性の分画が存在するかを確認するとと

もに、血管内皮 SP 細胞の局在を免疫組織学

的に証明する。 

次に、血管内皮 SP 細胞が生体内で実際に

血管新生に貢献するかにつき検証するため

に DNA マイクロアレイを用いて同定した SP

細胞に最も特異性が高く潜在的増殖能力に

相関する遺伝子 X に変異型 Estrogen 受容体

融合蛋白（CreERT2）を発現した BAC(大腸菌

人工染色体)トランスジェニックマウスを作

製し解析する。 

 
４．研究成果 

DNAマイクロアレイによりSP細胞に特異的に

発現する遺伝子 Xを同定した。抗体を複数作

成し免疫染色を行ったところ、マウス網膜血

管・脈絡膜血管いずれにおいても SP 細胞は

既存血管に存在することがわかった。また特

異的マーカーX陽性の血管内皮細胞をFACSで

回収したところ、特異的マーカーX 陽性の網

膜血管内皮細胞および脈絡膜血管内皮細胞

はvitro上で高い血管内皮コロニー形成能を

有することが判明した。 

遺伝子 X に変異型 Estrogen 受容体融合蛋

白（CreERT2）を発現した BAC(大腸菌人工染

色体)トランスジェニックマウスを作製した。

マウスの受精卵に直接トランスジーンを導

入して作成し、トランスジーンを発現したマ

ウスが 4ライン得られたため、このマウスと

2 つの loxP 配列を有し EGFP を Cre 切断依存

的に発現するレポーターマウスとを交配し

た上で、タモキシフェン誘導性に Cre 

recombinase 活性を導き、生体内で血管内皮

SP 細胞特異的分子 X を EGFP で標識し解析し

た。 
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